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Kolorektal kanser (KRK), kalin bagirsak ve rektumda gelisen, diinya ¢apinda kansere bagli
Olimler arasinda 6nemli bir yere sahip olan bir kanser tiiriidiir. KRK, erken teshis edildiginde tedavi
edilebilir bir hastalik olmasina ragmen, ileri evrelerde tedavisi zorlagsmaktadir. Hastaligin gelisimi,
genetik faktorler, ¢evresel etkiler ve yasam tarzi segimleri gibi gesitli faktorlere bagli olarak
degiskenlik gosterir. Anormal hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi ile karakterize olan KRK'nin biyolojik
mekanizmalar1 oldukg¢a karmagiktir.

Bu tez ¢aligmasinda, ratlarda deneysel olarak olusturulan kolon kanseri modelini kullanarak,
diallil disiilfidin (DADS) TNF-o iizerindeki etkileri incelenmistir. Arastirmada, 50 erkek Wistar
albino rat, bes farkli gruba ayrilarak, saglikli kontrol, kanser kontrol, saglikli DADS, kanser DADS ve
misir yagt gruplari olarak deneylere tabi tutulmustur. Kanser gruplarina, kolon kanserini simiile etmek
icin azoksimetan (AOM) uygulanirken, DADS gruplarma belirli dozlarda (50 mg/kg viicut agirhigi)
DADS verilmistir. Calismanin sonunda, ratlarin doku orneklerinden alman veriler analiz edilerek,
DADS'in TNF-a tizerindeki etkileri ve KRK'deki potansiyel rolii degerlendirilmistir.

Istatistiksel analizler, diallil disiilfidin (DADS) TNF-o iizerindeki etkisinin anlamli
olmadigimt (p>0.05) gostermistir. Ancak grafiksel tablo DADS'in TNF-a ile iligkili yollar iizerinde
etkili olabilecegini ve bu sekilde KRK'nin ilerlemesini etkileyebilecegini gdstermektedir. Ozellikle,
DADS'n anti-inflamatuar ve apoptotik siiregler lizerindeki etkileri, KRK tedavisinde potansiyel bir
terapotik ajan olarak kullanilmasinin Oniinii agabilir. Farkli dozajlar, uygulama siireleri ve model
sistemlerinde yapilacak ileri ¢aligmalar, DADS'm KRK tedavisindeki roliinii daha iyi anlamamiza
yardimci olabilir.

Anahtar Sozciikler: Diallil Disiilfid, Kolon Kanseri, RAT, TNF-o.
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Colorectal cancer (CRC) is a type of cancer that develops in the large intestine and rectum and
has an important place among cancer-related deaths worldwide. Although CRC is a treatable disease
when diagnosed early, it becomes difficult to treat in advanced stages. The development of the disease
varies depending on various factors such as genetic factors, environmental influences and lifestyle
choices. The biological mechanisms of CRC, which is characterised by abnormal cell growth and
proliferation, are highly complex.

In this thesis, the effects of diallyl disulfide (DADS) on TNF-o were investigated using an
experimentally induced colon cancer model in rats. In the study, 50 male Wistar albino rats were divided
into five different groups as healthy control, cancer control, healthy DADS, cancer DADS and corn oil
groups. The cancer groups were treated with azoxymethane (AOM) to simulate colon cancer, while the
DADS groups were given DADS at specific doses (50 mg/kg body weight). At the end of the study, the
effects of DADS on TNF-a and its potential role in CRC were evaluated by analysing the data obtained
from tissue samples of rats.

Statistical analyses showed that the effect of diallyl disulfide (DADS) on TNF-o was not
significant (p>0.05). However, the graphical representation suggests that DADS may act on TNF-a
related pathways and thereby affect the progression of CRC. In particular, the effects of DADS on anti-
inflammatory and apoptotic processes may pave the way for its use as a potential therapeutic agent in the
treatment of CRC. Further studies in different dosages, administration times and model systems may
help us better understand the role of DADS in CRC treatment.

Key Words: Colon Cancer, Diallyl disulfide, RAT, TNF-a
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal boliinmesi sonucu olusan, viicudun
cesitli organlar1 ve bolgelerinde gelisebilen bir hastaliktir. Bu siirecte, normal
hiicrelerin aksine kanserli hiicreler 6lmez ve kontrolsiiz bir sekilde cogalarak
tiimdrler olusturur. Bu tiimorler genellikle belirli bir boyuta ulastiginda 1 cm veya 1
milyon hiicre- "kitle" veya "timor" olarak tespit edilebilir. Kan ve kemik iligi
kanserleri gibi bazi tiirler, kitle olusturmadan laboratuvar testleriyle belirlenebilir.
Kanser hiicrelerinin gelisimi sadece hiicre doniisiimiine bagl degildir, ayn1 zamanda
bagisiklik sisteminin bu hiicreleri erken asamada etkisiz hale getirememesiyle de
iligkilendirilebilir. Bu anormal hiicre biiyiimeleri, saglikli dokulara sizabilir ve
tiimdrlerin biiylimesini ve yayilmasini1 destekleyen yeni kan damarlari olusumuna
neden olabilir (Roy ve Saikia 2016, Muller 2017). Ayrica, kanser hiicrelerindeki
genetik degisiklikler, hem somatik (tliimore 6zgii) hem de kalitsal olabilir ve timor
olusumuna yol agabilir. Ozellikle akut miyeloid 16semi (AML) iizerine yapilan
calismalarda tedavi yontemlerinin son 25 yilda 6nemli bir degisiklik géstermedigi ve
hastalarin ¢ogunun "ara risk" kategorisine yerlestirildigi belirtilmistir (Mardis 2012).

Bu bilgiler, kanserin karmasik dogasi ve tedavisindeki zorluklar1 vurgulamaktadir.

Kolon kanseri, sindirim sisteminin son boliimiinde, yani kolon ve rektumda
gelisen bir hastaliktir. Bu hastalik, kiigiik bagirsagin sonunu isaret eden ve ince
bagirsagin son boliimii ile kalin bagirsagin baslangici arasinda bir gegis noktasi olan
ileogekal valf noktasindan baslayarak aniise kadar uzanan bir alanda goriilebilir.
[leogekal valf, ince bagirsaktan kalin bagirsaga igerigin gecisini diizenleyen ve geri
akigint Onleyen kritik bir yapidir. Diinya ¢apinda tibbi gelismeler ve artan saglik
hizmetlerine erisim ile bulasici hastaliklardan 6liim oranlari iyilesmis olsa da kansere
bagli dliimler son 40 yilda neredeyse %40 oraninda artmis ve oniimiizdeki 15 yil
icinde %60'lik bir artis daha beklenmektedir (Kuipers ve ark 2015). Amerika Birlesik
Devletleri'nde her yil yaklasik 135.000 yeni vaka tespit edilir ve bu hastalik
nedeniyle ortalama 57.000 kisi hayatim1 kaybeder. Ozellikle son yillarda Cin'de ve
diinya genelinde KRK yaygin bir kanser tiirii haline gelmistir. Cin'deki 5 yillik
prevalans orani erkeklerde 100.000'de 74,6; kadinlarda ise 100.000'de 58,3 olarak
kaydedilmistir. Ayrica bir kisinin yasami boyunca bu hastalia yakalanma riski
yaklasik %6 olarak hesaplanmistir. Kolon kanseri, genellikle kolonun i¢ ylizeyini
kaplayan kolonik epitelyal hiicrelerde baslar ve bu hiicrelerin her bes giinde bir kok

1



hiicrelerden yenilenmesi sonucunda olusabilir. Bu durum, yillar boyunca siiren ¢ok
asamal1 bir neoplazi siireci ile iligkilendirilmistir (Markowitz ve ark 2002, Gao ve ark
2017). Kolorektal kanser olarak da adlandirilan bu hastalik, tipik olarak kolonun ig¢
kisminda olusan ve zamanla kotii huylu hale gelebilecek iyi huylu poliplerle baglar.
Hastaligin belirtileri arasinda bagirsak aligkanliklarinda degisiklikler, rektal kanama,
stirekli karin agrisi, bagirsagin tam bosalmadigr hissi, halsizlik ve agiklanamayan
kilo kayb1 yer alabilir. Kolon kanserinin nedenleri tam olarak bilinmese de ileri yas,
belirli wrklar, onceki kolorektal polip veya kanser Oykiisii, enflamatuar bagirsak
durumlar, diisiik lifli ve yliksek yagh diyet, hareketsiz yasam tarzi, diyabet, obezite,
sigara ve alkol kullanimi, karina yonelik radyasyon tedavisi ve aile dykiisii gibi risk
faktorleri tanimlanmistir. Diizenli tarama testleri, polipleri kanserlesmeden once
tespit ederek Onleyici bir rol oynayabilir. Ayrica, kalitsal faktorler de kolon kanserine
yatkinlikta rol oynayabilir (Kuipers ve ark 2015, Attarabeen ve ark 2018). Ayrica
kolorektal kanser riski ve mortalitesinin 65 yas istii popiilasyonda kadinlarda
erkeklerden daha yiiksek oldugu belirtilmistir, bu da kadinlarin daha uzun yasam
beklentisi géz Oniinde bulunduruldugunda, cinsiyet hedefli stratejilerin 6nemini
artirmaktadir. Bu bilgiler kolorektal kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde cinsiyet ve
yas odakli yaklasimlarin Onemini vurgulamaktadir (Kim ve ark 2015). Kolon
kanserinin belirtileri arasinda diskida kan, degisken digkilama aligskanliklar1 (6rnegin
ishal veya kabizlik), karin agrisi, halsizlik ve kilo kayb1 bulunabilir. Erken evrelerde
belirti vermeyebilir, bu nedenle diizenli tarama O&nemlidir. Tani genellikle

kolonoskopi ve biyopsi yoluyla konulur (Ricciardiello ve ark 2016).

Bagirsak mikrobiyotasinin KRK' gelisimi ve ilerlemesiyle yakindan iliskili
oldugu diislinilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin hem gastrointestinal sistemin i¢
kismi (limen) hem de bagirsagi doseyen dokularda farklilik gosterdigi ve bu
farklilklarin KRK ile iliskili oldugu bulunmustur. Ozellikle, Fusobacterium
nucleatum gibi bazi patojen bakterilerin KRK ile baglantili oldugu ve lenf nodu
metastaz ile iliskilendirildigi gézlemlenmistir. KRK olan bireyler ile saglikli bireyler
arasinda mikrobiyotada farkliliklar bulunmustur ve kemirgen modellerinde, bagirsak
mikrobiyotasinin  degistirilmesinin  kanserlesme  siirecini  yavaglatabilecegini

gozlemlenmistir (Gao ve ark 2017).



1.1. Kolon Kanserinin Epidemiyolojisi, Risk Faktorleri ve Stmflandiriimasi

Kolon kanserinin epidemiyolojisi, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH)
baglaminda incelendiginde, iilseratif kolit (UK) ve Crohn hastalign (CD) gibi
durumlarin, KRK riskini artirabilecegi gdzlemlenmistir. Uzun siireli UK ve Crohn
koliti (proktit hari¢) olan bireylerde KRK riskinin yaklagik 2-3 kat arttig
belirtilmekle birlikte, bu risk oranlari ¢alismanin yapisina, zaman dilimine ve
bireysel risk faktorlerine gore degiskenlik gdstermektedir. IBH, sindirim sisteminde
kronik inflamasyona yol agan durumlar olup, bu hastaliklarin iki ana alt tipi olan CD
ve UK seklinde karsimiza ¢ikar. Ulseratif kolit, zellikle rektumdan baslayip kalin
bagirsagin daha iist kisimlarina dogru ilerleyebilen, mukozal tabakayla sinirli kronik
ve tekrar eden inflamatuar bir durumdur. Karin kramplari, irinli veya miisinli
diskilama gibi belirtilerle kendini gosterir. UK'nin seyri genellikle uzun olup,
niiksetme riski yiiksektir ve tedavisi zorlayict olabilir. Gelismis tibbi tedaviler ve
diizenli kolonoskopik taramalar sayesinde zaman i¢inde KRK oranlarinin azaldigi
gbzlemlenmis olup, bu durum, eski ve yeni ¢aligmalarin sonuglar1 karsilastirildiginda
daha net anlagildif1 diisiiniilmektedir. Ozellikle, Asya-Pasifik toplumlarindan elde
edilen veriler, bu bolgelerdeki IBH koliti olan hastalarda da KRK riskinin benzer bir
artis gosterdigine isaret etmektedir. KRK riskinin etnik koken veya cografi konum
gibi faktdrlere bagl olarak degiskenlik gosterip gostermedigi tam olarak netlesmemis
olup, bu durumun ¢esitli gézetim uygulamalari, gastroenterolojik uzmanlik bakimina
erisim ve IBH tedavi yontemleri gibi faktorlerle iliskili oldugu diistiniilmektedir. Bu
gozlemler, KRK'nin epidemiyolojik degerlendirmesinde inflamatuar bagirsak
hastaliklarinin 6nemli bir etken oldugunu gostermektedir (Moghimi-Dehkordi ve
Safaee 2012, Shah ve Itzkowitz 2022, Pan ve ark 2023).

KRK, diinya genelinde erkekler ve kadinlar arasinda en yaygin goriilen
kanser tiirlerinden biridir. Ozellikle 65 yasim iizerindeki kadinlarda, yasitlar1 olan
erkeklere gore daha yiiksek Oliim oranlar1 ve daha diisiikk 5 yillik hayatta kalma
oranlar1 gozlemlenmistir. Ayrica, kadinlarin sag taraftaki (proksimal) kolon
kanserine yakalanma riskinin, erkeklere gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Sag
taraftaki kolon kanserleri, sol taraftakilere (distal) kiyasla genellikle daha agresif
seyreden tiirler olarak kabul edilmektedir. Bu durum, kolorektal kanserin cinsiyet ve
yasa gore farkli risk profilleri ve seyir 6zellikleri olduguna isaret etmektedir (Hansen
ve Jess 2012, Kim ve ark 2015).



Kolon kanseri, sporadik, ailesel ve kalitsal olmak {izere ii¢ ana tiire
ayrilmaktadir. DSO'niin 4 x 4 modeline gore tiitiin kullanimu, fiziksel hareketsizlik,
sagliksiz beslenme ve alkol tliketimi gibi davramigsal risk faktorleri yani sira,
hiperglisemi, hiperlipidemi, hipertansiyon ve obezite gibi fizyolojik anormallikler
kolon kanseri riskini artirmaktadir. Bu bulgular, kolon kanserinin risk faktdrlerinin
karmagik ve c¢esitli oldugunu ve bu faktorlerin hastalifin gelisiminde ve
ilerlemesinde onemli rol oynadigin1 gostermektedir (Pourhoseingholi 2012,
Chottanapund ve ark 2021).

Tablo 1.1. KRK risk faktorlerinin genel olarak iki kategori de incelenmesi. [lonescu ve ark (2023)'dan

diizenlenerek alinmugtir.]

Degistirilemez Risk Faktorleri Degistirilebilir Risk Faktorleri
Etnik Koken Hareketsiz Yasam Tarzi
Cinsiyet Obezite
Yas Diyet
Kalitsal Mutasyonlar Sigara Kullanimi
Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar Alkol Tiiketimi
Karin Bolgesine Yapilan Radyasyon Diyabet ve Insiilin Direnci
Kistik Fibrozis Bagirsak Mikrobiyotasi
Akromegali
Kolesistektomi
Androjen Tiirevleri ile Tedavi

Erken baslangicli kolorektal kanser teshisi alan bireyler iizerinde yapilan
caligmalarda, IBH 6ykiisii olan hastalarin, sporadik kanser vakalarma kiyasla daha
yiiksek metastatik hastalik oranlarmma sahip olduklar1 ve histolojik farklilasma
derecelerinin daha diisik oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, bu hastalarda
lenfovaskiiler ve perindral invazyonun varligt daha yaygin bulunmus ve bu
durumlarin sagkalim oranlarmi istatistiksel olarak anlamli sekilde diislirdiigii tespit
edilmistir. Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 olan bireylerin prognozlarinda farklilik
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olmadig1, ancak farklilasmamis IBH olan bireyler i¢in prognozun daha kétii oldugu
bulgusuna ulasgilmistir. Arastirmacilar, IBH ile iliskili kronik inflamasyonun, bu
malign durumun kotii prognozunu agiklayabilecek spesifik bir genetik profil ile
sonuglanabilecegini éne siirmiislerdir. Ek olarak, IBH popiilasyonunda miisinéz ve
tagh yiizlik histolojisinin (negatif prognostik faktorler) daha yiiksek prevalansina ve
daha yiiksek pozitif cerrahi sinir oranlarina dikkat c¢ekmislerdir. Bu bulgular,
inflamatuar bagirsak hastaliklarinin kolorektal kanser prognozunu etkileyebilecegini
ve bu durumlarin 6zellikle erken baslangicli kolorektal kanser vakalarinda dikkate
alinmasi gerektigini gostermektedir (Granados-Romero ve ark 2017, Cho ve ark
2019, Arif ve ark 2021, lonescu ve ark 2023).

KRK, etiyolojik ve genetik etmenlere gore genellikle {i¢ ana grupta incelenir:
Bunlar sporadik, kalitsal ve ailesel vakalardir. Sporadik vakalar kolorektal
kanserlerin biiylik bir kismint olusturur ve aile dykiisii olmayan kisilerde goriliir.
Yasin ilerlemesiyle birlikte diyet ve ¢evresel etkilerin etkisiyle 50 yas iistii bireylerde
daha yaygin hale gelir. Sporadik kanserlerin olusumunda genellikle yaslanma da
etkilidir ve tiim kolorektal kanser vakalarinin yaklasik ylizde onun da genetik bir
egilim saptanmistir. Kalitsal kolorektal kanserler, genetik sendromlarla iliskili olarak
gelisir ve genellikle poliplerin varligi ile karakterizedir. Sporadik kolorektal kanser,
genetik bir predispozisyon olmaksizin ortaya cikar. Ailesel kolorektal kanserler,
belirgin bir genetik marker olmaksizin, aile i¢inde artmis bir risk gdsteren vakalari
kapsar ve genellikle ¢evresel faktorlerin etkisiyle birlikte genetik bir yatkinlik
gosterir. Kalitsal kolorektal kanser ise, adenomatdz poliplerin varligina bagli olup,
FAP ve HNPCC gibi 6zel varyantlan igerir. Bu kalitsal tiirler, sindirim sistemi
disindaki kanser riskinin yiiksek oldugu durumlarla iliskilendirilebilir ve genellikle
belirgin bir aile Oykiisii ile karakterize edilirler. Bu siniflandirma, kolorektal kanserin
anlasilmas1 ve yonetilmesinde dnemli bir rol oynar ve hem genetik hem de c¢evresel
faktorlerin hastaligin gelisimindeki roliinii vurgular. Bu grup icinde en bilinen
ornekler Lynch sendromu ve aile kanser sendromudur. Bu tiir kanserler, kolorektal
kanserlerin tiim tipleri arasinda daha az yaygin olmakla birlikte, hastaligin biyolojisi
konusunda 6nemli bilgiler sunar. Ailesel kolorektal kanserler ise, aile icinde kanser
vakalarinin sik¢a goriildiigii ancak kalitsal bir diizen gostermeyen durumlardir. Bu
tip, kolorektal kanser vakalarmin yaklasik dortte birini kapsayabilir ve genellikle

belirgin genetik bir modellere uymaz (Calvert ve Frucht 2002, Sameer 2013, Arvelo



ve ark 2015). Kalitsal kanser yatkinligina sahip bireylerin, 6zellikle Lynch sendromu
gibi durumlarin tespiti, kanserin ve ona bagli 6liimlerin dnlenmesine énemli dlgiide
katkida bulunabilir. Bu, uygun kanser oOnleme stratejileri ve erken tarama
programlarinin yani sira ileri evre kanser i¢in hedeflenmis terapilerin uygulanmasini
icerir. Lynch sendromu da dahil olmak iizere kansere kalitsal yatkinligi olan
bireylerin belirlenmesi, belirli kanser onleme ve taramalarinin yani sira ilerlemis
kanseri olan bireyler igin altta yatan neoplastik siirece yonelik tedavilerin
kullanilmasina olanak saglayarak kanserin ve kansere bagli éliimlerin 6nlenmesine

yardimet olabilir (Yurgelun ve Hampel 2018).

Lynch sendromu, otozomal dominant yolla kalitilan ve eksik penetransa sahip
olan, kolorektal kanserlerin yaklasik %3'linli ve endometriyal kanserlerin %2'sini
olusturan genetik bir yatkinlik durumudur. Bu sendrom, MMR (MisMatch Repair)
DNA onarim sisteminin genlerinde meydana gelen mutasyonlarla karakterize edilir.
En yaygin etkilenen genler MLH1 ve MSH2'dir ve hastalarin %60-80'inde bu
genlerde mutasyonlar bulunur. MMR sisteminin inaktivasyonu, cesitli genlerde
mutasyonlarin birikmesine ve mikrosatellit instabilitesi (MSI) tiimor fenotipinin
gelisimine neden olur. Mikrosatellit instabilitesi (MSI), hiicrelerin DNA'sinda
bulunan ve tekrar eden DNA dizileri olan mikrosatellitlerde meydana gelen uzunluk
degisikliklerini ifade eder. MSI, DNA'nin uyumsuzluk onarim sistemi (mismatch
repair- MMR) genlerindeki bozukluklar nedeniyle olusur. Bu genler, DNA'nin
kopyalanmas1 sirasinda meydana gelen kiiclik hatalar1 diizeltmekten sorumludur.
Eger bu genlerde bir mutasyon veya islev bozuklugu varsa, DNA'nin hatali kisimlari
onarilamaz ve mikrosatellit bolgelerinde tekrar sayisinda artis veya azalis gibi
degisiklikler meydana gelir. Lynch sendromu hastalar1 sadece kolorektal ve
endometriyal kanser riski tagimazlar, ayni zamanda iirotelyal ve ince bagirsak
kanserleri gibi dar spektrumlu kanserlere de yatkinlik gosterirler. Genis spektrumlu
kanserler arasinda mide, kolanjiokarsinom, yumurtalilk ve pankreas kanserleri

bulunur (Biller ve ark 2019, Pellat ve ark 2019).
1.1.1. Kolon Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Onkogenler, timor baskilayici genler ve stabilite genleri, kanser gelisiminde
onemli roller oynarlar. Onkogen ve tiimor baskilayici gen mutasyonlari, hiicre

boliinmesini artirarak veya hiicre 6liimiinii engelleyerek tiimor olusumuna katkida



bulunur. Onkogenler, hiicre dongiistinii aktive ederken, tiimor baskilayic1 genlerin
islev kaybi, hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina yol agar. Ayrica bu genler
apoptotik siiregleri baskilayabilir veya anjiyogenez yoluyla tiimore besin saglayabilir.
Stabilite genleri, DNA'daki hatalarin onarimindan sorumlu olup, MMR, NER ve
BER gibi farkli onarim mekanizmalarini igerir (Kheirelseid ve ark 2013).

MMR (MisMatch Repair): DNA replikasyonu sirasinda olusan eslesme
hatalarin1 diizelten bir sistemdir. Bu hatalar genellikle yanlis baz ciftlerinden veya
DNA'nin kopyalanmas1 sirasinda olusan eklemelerden veya silinmelerden
kaynaklanir. MMR, bu hatalar1 tanir ve diizeltir, bdylece genetik stabiliteyi korur
(Hsieh 2001).

NER (Nucleotide Excision Repair): Genellikle UV 15181 gibi dis etkenlerle
olusan DNA hasarin1 onarir. NER, DNA'da olusan biiylik yapisal bozukluklari,
ozellikle dimerleri ve ¢apraz baglari tanir ve onarir. Bu mekanizma, DNA'nin hasar
gormiis bolgesini kesip ¢ikararak ve ardindan dogru niikleotid dizisi ile degistirerek

calisir (Reardon ve Sancar 2005).

BER (Base Excision Repair): DNA'nin bazlarinda meydana gelen kiiciik
degisiklikleri, 6zellikle oksidasyon veya alkilasyon yoluyla olusan hasarlar1 onarir.
BER, hasarli bazi1 tanir, ¢ikarir ve dogru baz ile degistirir, bu da DNA'nin

biitiinligiinti korumaya yardimci olur (Sancar 1996).

Bu genlerin mutasyona ugramasi, diger genlerde daha fazla mutasyonun
meydana gelmesine yol agar. Stabilite genlerinin inaktivasyonu, genellikle her iki
alelin de etkilenmesini gerektirir. Bu ii¢ gen sinifindaki mutasyonlar, germ hattinda
(kalitsal kanser riski yaratir) veya somatik hiicrelerde (sporadik tiimdrler) meydana
gelebilir. Mutasyonlar, genetik dizilimde gesitli degisiklikler seklinde olabilir; bunlar
arasinda tek baz cifti degisiklikleri, delesyonlar, insersiyonlar, amplifikasyonlar veya
translokasyonlar bulunur. Bu genetik degisiklikler, kanserin gelisimi ve
ilerlemesinde kritik roller oynayarak, hiicrelerin anormal biiyliimesine ve kanser
olusumuna katkida bulunur (Kheirelseid ve ark 2013, Miiller ve ark 2016). KRAS,
NRAS, BRAF, PIK3CA, APC, TP53 gibi bir¢cok genin yiliksek mutasyon siklig1 ve
ERBB2, IGF2 gibi genlerdeki kopya sayist degisiklikleri, MLH1'deki metilasyon
degisiklikleri, mRNA ve protein seviyelerindeki ifade bozukluklar1 ve
NAV2/TCF7L1 gibi translokasyonlar KRK'nin molekiiler genetigini belirleyen

onemli faktorlerdir (Kudryavtseva ve ark 2016).



Kodlanmayan RNA'lar (ncRNA'lar), gen ekspresyonu, epigenetik siirecler,
hiicre farklilagmasi, c¢ogalmasi, gocii ve apoptozu gibi biyolojik siire¢lerin
diizenlenmesinde yer alirlar. Yiiksek kapasiteli teknikler, eukaryotik genomun biiyiik
bir kisminin ncRNA'lar olarak transkribe edildigini ortaya koymustur. Bu ncRNA'lar,
kiigiik ncRNA'lar (sncRNA'lar) ve uzun ncRNA'lar (IncRNA'lar) olmak {izere
boyutlara gore iki ana gruba ayrilir. Bu RNA tiirleri, kanser dahil olmak iizere
cesitli insan hastaliklarinda 6nemli roller oynamakta ve potansiyel teshis veya
prognoz belirtegleri olarak kabul edilmektedirler. Ozellikle mikroRNA'lar
(miRNA'lar), kanser gibi gesitli insan hastaliklarinda énemli biyolojik rolleri olan
kiicik ncRNA'lardir. miRNA'lar, hedef mRNA'larin 3'-UTR bdlgesine baglanarak
gen diizenleyici rollerini yerine getirir ve transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu
baskilayarak kanserin gelisim ve yayiliminda oOnemli bir rol oynayabilirler.
miRNA'lar, kanserde onkogen veya tiimor baskilayici olarak islev gorebilirler ve
KRK gelisim ve ilerlemesinde yer alan bir dizi miRNA'nin diizensiz ekspresyonu bu
stiregte etkili oldugu distiniilmektedir (Wang ve ark 2015). MikroRNA'lar
(miRNA'lar), gen ifadesini transkripsiyon sonrasi diizenleyen ve yaklagik 22
niikleotid uzunlugunda olan kisa RNA molekiilleridir. Bu molekiiller, kanser
gelisimini ya tesvik ederek onkogen islevi goriirler ya da baskilayarak timor
stippresorii islevi istlenirler. KRK baglaminda, belirli miRNA'larin 6nemli rolleri
oldugu tespit edilmistir. Ornegin, miR-21 siklikla KRK'de yiikseltilmis bir ifade
diizeyine sahip bulunur ve PDCD4, SPRY2 ve PTEN gibi tiimor baskilayici genleri
hedef alarak hiicre ¢ogalmasini, invazyonunu ve gogiinii tesvik eder. Tersine, miR-
143 ve miR-145 KRK'de diisiik ifade diizeylerine sahip olup tiimdr baskilayici
miRNA'lar olarak islev goriirler ve KRAS, MYC, CD44 ve BRAF gibi kronik
inflamasyon ve kanser ilerlemesine katkida bulunan onkogenlerin ifadesini

diizenleyerek calistigi diisiiniilmektedir (Francavilla ve ark 2019).

KRK gelisiminde, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin say1 veya
yapisinda meydana gelen anormallikler olan kromozomal instabilitenin (CIN) bir rol
oynadig1 ve kanser hiicrelerinin genellikle yiliksek oranda hiicrelerde normalden fazla
veya az kromozom bulunmasi durumu olan andploid oldugu ve gen kopya sayisinda
onemli degisiklikler gosterdigi belirtilmistir. KRK vakalarinin yaklasik %90'inda
Wnt sinyal yolunu aktive eden gen anormallikleri mevcuttur. Bu genellikle APC

geninin islev kaybr mutasyonlarindan kaynaklanir. Wnt sinyal yolu, hiicre bliytimesi



ve gelisimi i¢in kritik olan bir sinyal iletim yoludur. APC geni, bu yolun 6énemli bir
bilesenidir ve APC'nin islev kayb1 mutasyonlari, Wnt yolunun asir1 aktive olmasina
ve kontrolsliz hiicre boliinmesine yol agabilir. APC proteininin islev kaybi, B -
catenin'in fosforilasyonunu engelleyerek onun proteazomda yikilmamasina ve hiicre
cekirdegine tasinarak gen ifadesini artirmasina yol acar. Bu durum, KRK'nin 6ncii
lezyonlar1 olan adenomatdz poliplerde goriiliir ve KRK karsinogenezinde erken bir

olay olarak kabul edilir (Bosman ve Yan 2014).

Timor mikrogevresi (TME), timoriin ¢evresindeki bag dokusu, kan
damarlari, immiin hiicreler ve diger hiicre tiplerini igeren bir yapidir (van Wyk ve ark
2016). TME, kanser hiicrelerinin davranisini etkileyebilir ve bagisiklik sistemini
baskilayarak kanserin gelisimine ve yayillmasma katkida bulunabilir. TME
icerisindeki bagisiklik hiicreleri, kanser hiicrelerini taniylp yok etmeye calisir.
Ancak, bazi kanser tiirleri bagisiklik sisteminin bu hiicrelere saldirmasini engelleyen
mekanizmalar gelistirebilir. Bu durum, immiinoterapinin gelisiminde 6nemli bir alan
olarak kabul edilir (O'Toole ve ark 2014). Cogu kanserin agik bir inflamasyon
(iltihap) ile baslamadigi distiniilmektedir. Ancak mevcut olan sporadik tiimorler
(genetik bir predispozisyon olmaksizin ortaya c¢ikan tiimdrler) inflamasyonu
tetikleyebilir. Bu durum, tiimor mikrogevresinde (TME) bulunan ¢esitli hiicre tiirleri
arasindaki etkilesimlere baghdir. Bu etkilesimler, tiimdriin biiylimesi, yayilmasi ve
metastaz yapmasi i¢in énemli bir rol oynar. APC genindeki mutasyonlar, bagirsak
bariyeri islevinin kaybma yol acabilir. Normalde bagirsak bariyeri, bagirsak
liimeninden viicuda zararli olabilecek maddelerin gegisini engeller. APC mutasyonu
sonucunda bu bariyerin islevsiz hale gelmesi, bagirsak liimeninden gelen mikrobiyal
tiriinlerin dokuda bulunan ve IL-23 ifade eden miyeloid hiicreleri aktive etmesine
neden olabilir. Bu aktivasyon, erken evre KRK gelisimini tesvik edebilir (Schmitt ve
Greten 2021). TME'nin 6nemi anlasildik¢a, immiin kontrol noktalarinin (6rnegin PD-
1, LAG-3, TIM-3) roli ve KRK tedavisindeki potansiyeli daha da
belirginlesmektedir. Yapilan arastirmalar, tiimor hiicrelerinde ve TME'deki immiin
hiicrelerde bu kontrol noktalarinin ifadesinin KRK'nin prognozu ve tedaviye yaniti
iizerinde 6nemli etkileri oldugunu gostermektedir. Ornegin, tiimdr hiicrelerinde
yiksek LAG-3 ve PD-1 ifadesi, koti kanserle 0Ozgii hayatta kalma ile
iligkilendirilirken, TME'deki stromal immiin hiicrelerde yiiksek TIM-3, LAG-3 ve

PD-1 ifadesi, iyilestirilmis kanserle 6zgii hayatta kalma ile iligkilendirilmistir. Bu



durum, immiin kontrol noktalarinin birlesik ifadelerinin (CICSS gibi) KRK
prognozunu daha iyi dngorebilecegini ve immiinoterapi yaklasimlarimin gelistirilmesi
icin potansiyel hedefler sunabilecegini gostermektedir. Boylece, KRK'nin yonetimi
ve tedavisinde TME'min ve immiin kontrol noktalarinin rolii, hastalifin daha iyi
anlasilmasimi ve daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesini saglayabilir (Al-
Badran ve ark 2021) KRK’da, tiimor mikrogevresi (TME) igindeki dendritik
hiicrelerin (DC'ler) olgunlasmasi1 baskilanmakta ve bu durum tiimériin immiin
yanittan kagmasina yol agabilmektedir. Tiimorden elde edilen kosullandirilmis ortam
(TCM), DC'lerin IL-12p70 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini
azaltirken, IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin diretimini artirir. Bu siireg,
tiimoriin immiin baskilayici bir ortam olusturmasini saglar. TCM'de bulunan CCL2,
CXCL1, CXCL5 gibi kemokinler ve VEGF, DC fonksiyonunu etkileyerek tiimoriin
gelisimine ve yayilmasina uygun bir ortam yaratir. Ayrica, TNF-o (Tiimor Nekroz
Faktorii alfa) gibi pro-inflamatuar sitokinlerin TME'deki dengesi, KRK'nin ilerlemesi
ve tedaviye yanitinda 6nemli rol oynamaktadir. TNF-o, hem tiimor baskilanmasini
tesvik edebilir hem de tiimdriin bagisiklik sisteminden kagmasina neden olabilir. Bu
celiskili etkiler, KRK tedavisinde TNF-a ve diger TME faktorlerini potansiyel
hedefler olarak 6n plana ¢ikarir (Michielsen ve ark 2011).

1.2. Diallil Disiilfid

Sarimsak, Alliaceae familyasina ait bir bitki olup, 6zellikle Orta ve Giiney
Asya'da yetisir. Giinlimiizde diinya genelinde, 6zellikle kuru ve sicak iklimlerde
yetistirilir. Cin, Hindistan, Giiney Kore, Misir ve ABD en biiyiik ireticileri
arasindadir. Binlerce yildir hem mutfakta hem de geleneksel tipta kullanilan
sarimsak, viral hastaliklar da dahil ¢esitli saglik sorunlarina karsi etkilidir. FDA
tarafindan "genel olarak gilivenli" olarak kabul edilen sarimsak, Asya ve Avrupa'da
cesitli hastaliklarin tedavisinde, Afrika geleneksel tibbinda ise enfeksiyonlar ve diger
saglik sorunlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Rouf ve ark 2020). Sarimsak, saglik
lizerinde cesitli olumlu etkileri olan bir baharat olarak tamnmaktadir. Iceriginde
organik siilfitler, saponinler, fenolik bilesikler ve polisakkaritler gibi cesitli biyoaktif
maddeler barindirir. Arastirmalar, sarimsagin antioksidan, kardiyovaskiiler koruyucu,
antikanser, anti-enflamatuar ve immiinomodiilator gibi islevleri oldugunu
gostermektedir. Siyah sarimsak (BG), yiiksek sicaklik ve nemde fermente edilmis
taze sarimsak olarak tanimlanmaktadir ve bu islem ona tatl bir tat ve jole benzeri bir
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kivam kazandirmaktadir. Giiney Kore, Japonya ve Tayland gibi bolgelerde tiikketimi
gozlemlenmistir ve son zamanlarda uluslararas1 alanda da ilgi gormektedir. Taze
sarimsaga kiyasla daha az allisin igermesi, BG'nin daha hafif bir tada sahip olduguna
isaret etmektedir. Arastirmalar BG'nin ¢esitli saglik yararlarina sahip olabilecegini
diisindirmektedir. Bu yararlar arasinda antioksidan, antialerjik ve antidiyabetik
etkiler bulunmaktadir. Ozellikle siyah sarimsak, taze sarimsaga gore daha yiiksek
polifenol ve flavonoid igerigi ve antioksidan oOzellikleriyle dikkat c¢ekmektedir

(Kimura ve ark 2017, Shang ve ark 2019).

Kolon kanseri, gastrointestinal kanserler arasinda yaygindir ve cerrahi sonrasi
niiks oran1 yiiksektir. Kemoterapi, kanser tedavisinde altin standart olmakla birlikte,
ciddi yan etkilerle iliskilidir. Bu baglamda, daha az toksik antikanser ajanlarinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Sarimsak ve Ozellikle allisin bilesiginin
kanser hiicrelerine kars1 etkili oldugu gozlemlenmistir. (Dong ve ark 2014). Yapilan
bir ¢aligmada SGC-7901 insan mide kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu ve apoptozun indiiksiyonu {izerindeki etkisini degerlendirilmis,
yaslandirilmis siyah sarimsak ekstraktinin (ABGE) mide kanserine karsi olumlu

etkileri oldugu bildirilmistir (Wang ve ark 2012).
1.2.1. Diallil Disiilfid'in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Sarimsagin karakteristik kokusu, allisin ve yagda ¢06ziinen diger siilfiir
bilesiklerinden kaynaklanir. Sarimsak hasar goérdiigiinde, alliinaz enzimi alliini
parcalar ve allisin gibi tiyosiilfinatlar1 olusturur. Bu siirecte ayrica dialil siilfit (DAS),
dialil distlfit (DADS), dialil trisiilfit gibi tipik ucucu maddeler de iiretilir. Bu
bilesikler, sarimsagin yogun ve karakteristik kokusunu olusturur ve sarimsagin

ezilmesi, kesilmesi ya da diger islemlere maruz kalmasiyla cesitlenir (Amagase ve
ark 2001).

Dialil disiilfit (DADS), molekiiler agirligi 146.27 olan ve sarimsak yaginin
O6nemli ve bol bulunan bilesenidir. Sarimsak tiiketimi sonucu alliinaz enziminin
etkisiyle alliinden olusur. Bu bilesik viicutta hizla degisime ugrar ve cesitli
metabolitlere (allilmerkaptan ve allilmetil siilfit gibi) doniisiir. Insanlarda sarimsak
tiketimi sonrast DADS'nin nefeste tespit edildigi gozlemlenmistir. DADS ve
metabolitlerinin in vivo etkileri, farmakolojik olarak zayiflamis olabilir, ancak bazi

metabolitlerin DADS'den daha etkili oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle,
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DADS'nin biyolojik etkileri, metabolizmanin etkisiyle degisebilir (He ve ark 2021).

5

S
Dialhil Disulfid

Sekil 1.1. Diallil Disiilfid'in kimyasal yapisi. [He ve ark (2021)'dan diizenlenerek alinmustir.]

Sarmmsaktan tiiretilen bir dogal organik kiikiirt bilesigi olan dialil disiilfid
(DADS), gesitli biyolojik iglevlere sahiptir. Bu islevler, anti-inflamatuar, antioksidan,
antimikrobiyal, kardiyovaskiiler koruyucu, noroprotektif ve antikanser aktiviteleri
icerir. DADS, bu islevleri 6zellikle kimyasal yapisina bagli olarak sergiler.
Inflamasyona kars1 etkili olan DADS, ¢esitli hastaliklarda inflamasyonu engeller.
Antioksidan etkisi, zararli reaktif oksijen tiirlerini nétralize ederek doku hasarini
azaltir. Ayrica, DADS'in antikanser etkileri arastirilmakta ve potansiyel tedavi
yontemleri arasinda degerlendirilmektedir. Antioksidan o6zellikleri zararli reaktif
oksijen tiirlerinin ndtralize edilmesine yardimci olarak doku hasarimi azaltir.
DADS'n anti-enflamatuar etkisi, enflamasyonla iligkili hastaliklarin yonetiminde
faydalidir. Ozellikle kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyebildigi ve timor
bliylimesini inhibe edebildigi i¢in potansiyel antikanser etkileri arastirilmaktadir. Bu
ozellikler DADS'i birgok hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde umut verici bir ajan

olarak diistindiirmektedir (Song ve ark 2021).

DADS’1n 6nemli bir anti-kanser potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Apoptozu tesvik etme, karsinojenleri detoksifiye eden enzimleri aktive etme, reaktif
oksijen tiirlerinin iiretimini engelleme, DNA addukt olusumunu baskilama ve hiicre
dongiisii  durdurma gibi mekanizmalarla etki gosterir. Ozellikle, tiimdrlerin
metastatik potansiyelini baskilamada, Ornegin epitel-mezankimal gecis (EMT),

invazyon ve migrasyonun engellenmesinde etkili oldugu diistiniilmektedir (Mitra ve
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ark 2022). DNA addukt olusumu, DNA molekiiliine zararli maddelerin (Or: kimyasal
karsinojenler) baglanarak genetik yapisini degistirmesidir. Bu siire¢ hiicrenin normal
isleyisini, yasam dongiislinii bozabilir ve kanser gibi hastaliklara yol agabilir. Dialil
disiilffidin DNA addukt olusumunu baskilama yetenegi, bu zararli maddelerin
DNA'ya baglanmasini engelleyerek veya bu tiir baglarin olusumunu azaltarak genetik

hasar1 6nlemesi anlamina gelmektedir (Jin ve ark 2013).
1.3. Deneysel Kolon Kanser Modelleri

Deney hayvani modelleri, KRK arastirmalarinda énemli bir rol oynamaktadir.
Fare modelleri, KRK'nin mekanistik ¢aligmalarinda ve ilag gelistirilmesinde temel
araclardir. Apc genindeki mutasyonlar1 tagiyan fareler, ailesel adenomatdz polipozis
(FAP) modeli olarak kullanilirken, B-katenin sinyal yolu mutasyonlari, hem FAP
hem de herediter nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC veya Lynch sendromu) ve
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ile iligkili KRK modellerini sunmaktadir. Bu
modeller, KRK'nin biyolojik siire¢lerini, tiimor gelisimini ve potansiyel tedavi

yontemlerini anlamada kritik 6neme sahiptir (Taketo ve Edelmann 2009).

KRK'nin  molekiiler  karakterizasyonu =~ ve  tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinde 6nemli olan genetik olarak degistirilmis fare modelleri (GEMM) ve
hasta tiirevli organoidler (PDO) {izerinde durulmaktadir. GEMM'ler, dogal
seleksiyon yoluyla genisleyen ve metastaz yapabilen spontan tlimorler olusturarak,
timor ekosistemi lizerinde ¢aligmalar yapilmasini saglar. PDO Kkiiltiirleri ise, klinik
oncesi sonuclarin insan hastaliklarina  uygulanabilirligini  artirmak  igin
kullanilmaktadir. Bu modeller KRK'nin daha iyi anlasilmasi ve tedavi segeneklerinin

gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Lannagan ve ark 2021).

Deneysel kolon kanseri modellerinde kimyasal ajanlarin  kullanimi,
tiimorlerin gelisimini tetiklemek igin &nemli bir ydntemdir. Ozellikle kimyasal
ajanlarla indiiklenen kolon karsinojenez modelleri, fare ve sicanlarda kullanilan
yaygin yontemlerdendir. Bu modeller KRK'nin mekanizmalarimi ve tedavi
stratejilerini anlamak i¢in degerli araglar saglamaktadir (Krasteva ve Georgieva
2022). Bu galismalarin bir 6rnegi, farelerde diisiik doz endoskopinin N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) tarafindan indiiklenen karsinojenezin analizinde
kullanilmasini inceleyen bir ¢alismadir. Bu ¢alismada, 30 C57BL6 fare iki gruba
ayrilmigtir: kontrol grubu tuzlu su ile, karsinojen grubu ise 100 mg/kg MNNG ile
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rektal olarak tedavi edilmistir. Her iki grupta da diisiik doz endoskopiler 4. ve 8.
haftalarda yapilmistir. Bu ¢alisma, MNNG'nin diisiik konsantrasyonlarinda kolonik
epitelde abberant kript odaklarmin olusumunu tetikleyebildigini, bu odaklarin
preneoplastik lezyonlar oldugunu ve yiiksek oranda malign transformasyona sahip
olduklarini1 gostermistir (Machado ve ark 2020).

Yine kimyasal bir ajan olan Azoksimetan (AOM) kullanilarak yapilan bir
caligmada, kemik iligi kanserine duyarlt Apc mutanth bir sigan kullanilarak yapilan
bir kemoterapi biyoassaymin detaylar1 incelenmistir. Arastirma, AOM/DSS ile tedavi
edilen KAD si¢anlarinin kolonlarinda endoskopik goézlemler gergeklestirmis ve
hayvanlart kolon tiimoérlerinin sayisina gore gruplara ayirmustir. 8. haftada
AOM/DSS ile tedavi edilen KAD siganlarinda %100 oraninda kolon tiimorii
goriilmistiir. Sicanlar bir ila dort timor gelistirmistir. Makroskopik olarak, KAD
siganlarinin biiyiik bagirsaklari incelenmis ve kolon tiimorlerinin ¢ogunlukla rektum
ve distal kolonda gelistigi gozlemlenmistir. Proksimal kolonda higbir tiimor

gozlemlenmemistir (Yoshimi ve ark 2012).

1.3.1. Azoksimetan Kullanilarak Ratlarda Deneysel Kolon Kanseri Modeli

Olusturma

AOM fare modellerinde kolorektal kanseri modellemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir kimyasal ajandir. Bu maddenin farelerde kolorektal kanser olusumunu
indiikledigi ve bu siiregte genetik faktorlerin yani sira doz, uygulama yolu ve diyet
gibi cevresel faktorlerin de Onemli bir rol oynadigi tespit edilmistir. AOM'un
farelerdeki etkilerini incelemek i¢in farkli dozlar, uygulama yollar1 ve diyetlerle
yapilan deneyleri kapsamaktadir. Farkli fare irklari, AOM'a kars1 farkli derecelerde
duyarlilik gostermis, bu da bu kimyasalin farkli genetik yapilari olan farelerde farkl
etkiler yaratabilecegini gostermistir. Ayrica AOM'un farelerdeki etkilerinin cinsiyete
bagl olmadig1 da gézlemlenmistir (Bissahoyo ve ark 2005). AOM, genotoksik bir
ajan olup, DNA alkilasyonu yoluyla kanseri baslatir. Bu siiregte, O6-metilguanin
(O6MeG) gibi yiiksek sitotoksik, mutajenik, apoptotik, rekombinojenik ve
klastojenik DNA adduktlar1 olusur. AOM, farelerde uygulandiginda insan kolorektal
kanserine benzer tiimorler olusturur ve bu tiimdrler, molekiiler diizeyde WNT sinyal
yolunun diizensizlesmesi, benzer hedef genler ve K-ras mutasyonlar1 gdsterir

(Nasuno ve ark 2014). AOM'un farelerde kolorektal kanser arastirmalarinda
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kullanilan yaygin ve etkili bir modeldir. Bu model, farelerde ve insanlarda kolon
kanseri gelisimi ve tedavisi ile ilgili gesitli hipotezlerin test edilmesi i¢in ideal bir
platform saglamaktadir. AOM'un farelerde kolon kanserini baglatma ve tesvik etme
kapasitesi, kanser arastirmalarinda onemli bir ara¢ olarak kullanilan genetik olarak
degistirilmis fare modelleri (GEMM) ve hasta tiirevli organoidler (PDO) ile birlikte,
kolon kanseri gelisimini ve tedavisini daha iyi anlamak i¢in kritik dneme sahiptir

(Reddy 2004).

Venning ve ark (2013)’nin yaptiklar1 ¢alismada, AOM'un Kkolon Kkript
patolojisinin erken inflamasyonla indiiklenmesini nasil artirdigi, AOM normal SCID
farelerinin ve T hiicre transferiyle olusan kolitli SCID farelerinin kolon kript
patolojisi lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calismada, AOM kendi basina ne kilo
kaybina ne de inflamasyona yol ag¢mis, ancak kript genisliklerini ve sayilarini
etkilemistir. AOM, T hiicre transferiyle birlikte uygulandiginda, bagirsak iltihabi
seviyesini artirmamis, ancak kolon iltihabi ile iliskili kript degisikliklerini artirmigtir.
Bu degisiklikler, biiyiik bagirsakta kript sayilarinin azalmasi ve kript genisliklerinin
artmas1 seklinde gozlemlenmistir. Bu bulgular AOM'un inflamasyon indiiklenmis
degisikliklerin esigini diisiirerek neoplaziye yol acabilecegini gostermektedir. Ayrica,
calismada AOM'un, T hiicresi transferi sonucu olusan kolitli farelerde kript
patolojisini artirdigt ve bu durumun neoplastik lezyonlara yol agabilecegi One
stiriilmiistiir. Bu ¢alisma, AOM'un erken asamalarda kolon patolojisine kiigiik bir
etkisi olmasma ragmen, T hiicreleri tarafindan indiiklenen inflamasyon alanlarinda

kolon patolojisini artirabilecegini gdstermektedir.

AOM metil gruplarinin hidroksilasyonu yoluyla metilazoksimetanola (MAM)
dontistiirtiliir ve bu islem CYP2E1 ve diger P-450 izozimleri tarafindan katalize
edilir. MAM, karaciger ve ekstrahepatik organlarda CYPE21 tarafindan
metilazoksiformaldehide oksitlenir, bu da bir metildiazonyum iyonunu olusturur ve
DNA'y1 metilleme yetenegine sahiptir. AOM'un kolon kanseri olusturma siireci, cok
asamal1 bir karsinojenez siireci olarak kabul edilir ve timor olusumunu tetikleyen,
tesvik eden ve ilerleten asamalar1 igerir. AOM tarafindan indiiklenen kolon
kanserinin, farelerdeki tiimorlerin 151k ve elektron mikroskobik morfolojisi,
histokimyasal 6zellikleri ve biyolojik davranisi, insan kolon kanserlerine oldukca
benzerdir. AOM ile indiiklenen kanserler, bolgesel lenf diiglimlerine ve karacigere

metastaz yapabilir ve bu kanserler nakledilebilir. AOM tedavisi, farelerdeki K-ras ve
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H-Ras genlerindeki mutasyonlar1 indiikler ve bu proto-onkogenlerin asir1 ifadesi,
kolon timor gelisimi ile iligkilendirilmistir. Ayrica, AOM ile indiiklenen kolon
timorleri, insan kolon tiimorlerine benzer sekilde, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ifadesinin arttigimi gostermistir (Reddy
2004).

AOM ve 1,2-dimetilhidrazin (DMH) kullanilarak germ-free (mikrop
barindirmayan) fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada (Reddy ve ark 1975) bagirsak
mikroflorasinin, AOM ve DMH'nin bagirsagin kanserojen etkisine duyarliligi
tizerindeki etkisi aragtirtlmistir. AOM'nin intrarektal olarak uygulanmasi, germ-free
farelerde ve Clostridium perfringens ile kontamine gnotobiyotik farelerde,
konvansiyonel kontrollere kiyasla kolonik tiimorlerin ¢ogalmasini 6nemli Slgiide
artirdigi gozlenmistir. Calismada, germ-free ve konvansiyonel fareler, AOM'nin
farkl dozlariyla tedavi edilmistir. Germ-free farelerin higbirinde kulak kanali timori
gozlemlenmezken, monocontamine ve konvansiyonel hayvanlarin yaklasik yarisinda
skuamoz hiicreli karsinomlarin gelistigi bildirilmistir. Ayrica, AOM tedavisi sonrasi,
germ-free farelerin bagirsak mikroflorasinin, DMH tarafindan indiiklenen kolon

timor tretimini hizlandirdig: belirtilmistir.

Lai ve ark (2011)’de yaptiklari galismada AOM'un kolonik epitelde anormal
kript odaklarinin (ACF) olusumunu tetikledigini gozlemlemislerdir. Bu odaklar,
preneoplastik lezyonlar olarak kabul edilir ve yiiksek oranda malign transformasyona
sahip oldugu bilinmektedir. Arastiricilar AOM tedavisinden sonra bu lezyonlarin
sayist ve boyutunun arttigini, bu durumunda AOM'un kolon kanseri gelisiminde

onemli bir rol oynadigin1 gosterdigini belirtmislerdir.

1.4. TNF-a

Timoér Nekrozis Faktor (TNF), 1970'lerin sonlarinda tiimor hiicre
cogalmasini baskilayabilen ve tiimor gerilemesine neden olabilen bir sitokin olarak
tanimlanmistir. TNF, 157 amino asitten olusan bir protein olup, TNF donistiiriicii
enzim (TACE) araciligiyla serbest birakilan membrana bagl bir protein (pro-TNF)
olarak sentezlenir. TNF, hiicre hayatta kalmasi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve olimii
gibi ¢esitli hiicresel olaylarda énemli roller oynayan cok islevli bir sitokindir. Pro-
inflamatuar bir sitokin olarak TNF, iltihapla iligkili kanser gelisimine katkida

bulunabilecek inflamatuvar hiicreler tarafindan salgilanir. TNF, biyolojik
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fonksiyonlarmi niikleer faktér kB (NF-xB) ve c-Jun N-terminal kinazi (JNK) gibi
farkli sinyal yollarin1 aktive ederek gerceklestirir. NF-kB, anti-apoptotik bir hiicre
hayatta kalma sinyali iken, siirdiiriilen JNK aktivasyonu hiicre 6liimiine katkida

bulunur (Wang ve Lin 2008).

TNF-a, iltihabi tepkilerde ve hiicre dliimiine yol agarak hastalik gelisimine
neden olan inflamatuar immiin tepkileri tetiklemede merkezi rol oynayan 6nemli bir
sitokindir. Kronik inflamatuar ve otoimmiin patolojilerin tedavisinde kullanilan
TNF'yi noétralize eden biyolojik ilaglar, bu tiir hastaliklarin tedavisinde oldukc¢a
basarili olmustur. TNF, dogrudan inflamatuar gen ifadesini tetikleyerek ve dolayl
olarak hiicre 6liimiine yol acarak inflamatuar yanitlar1 yonlendirir. Bu nedenle hiicre
6limiinii engelleyen inhibitdrler, TNF-bagimli inflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in

yeni bir terap6tik strateji olarak diistiniilmektedir (van Loo ve Bertrand 2023).

TNF-a ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir ve bagisiklik fonksiyonu, hiicre
farklilagsmasi, ¢ogalmasi, apoptozisi ve enerji metabolizmasi gibi birgok hiicresel ve
biyolojik siireci diizenleyebilir (Cawthorn ve Sethi 2008). TNF-a, dogustan gelen
bagisiklik yanitinda dnemli rol oynayan bir sitokindir. Bu sitokin, bakteri hiicre
yiizey triinleri gibi polisakkaritler, karbonhidratlar ve lipopolisakkaritleri tespit eden
membran bagli desen tanima molekiillerinin aktivasyonu sonucu makrofajlar
tarafindan tretilir. TNF-o baslangicta, 26 kDa agirliginda biyolojik olarak aktif bir
membran bagli onciil protein olarak tiretilir. Bu protein daha sonra, cogunlukla TNF-
a dondstiiriicii enzim (TACE) tarafindan islenerek, serbest 17 kDa protein haline
getirilir. Bu proteinler, biyolojik olarak aktif homotrimerler olusturur ve her yerde
bulunan TNF-a reseptorleri 1 ve 2'ye (p55 ve p75 veya TNFR1 ve TNFR2) etki eder.
Bu reseptor-ligand etkilesimi, kompleksin igsellestirilmesi olmadan hiicre ici
sinyallesmeye neden olur ve bu da niikleer faktdr-xB'nin fosforilasyonuna ve
ardindan p50-p65 alt biriminin DNA kromatin yapist ile etkilesimine, IL-8, IL-6 ve
TNF-a'nin kendisi gibi proinflamatuar genlerin transkripsiyonunun artmasina yol
acar. TNF-a aktivasyonuna verilen yanit, TNF-o reseptorlerinin ekstraselliiler

bolgesinin atilmasi ile dengeye getirilir (Berry ve ark 2007).

TNF-a, akut inflamasyonda makrofajlar/monositler tarafindan iiretilen bir
inflamatuvar sitokindir. Hiicre i¢i sinyal olaylarinin genis bir yelpazesinden sorumlu
olup, hiicre nekrozu veya apoptozisine yol acar. TNFa, ayrica enfeksiyon ve

kanserlere kars1 direng icin de dnemlidir. TNFa, 55 kDa hiicre zar1 reseptorii TNFR-
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1 veya 75 kDa hiicre zar1 reseptdrii TNFR-2'ye tiglii olarak baglanarak ¢ogu etkisini
gosterir. Bu reseptorler, TNF reseptor siiperfamilyasina aittir. Siiperfamilyanin
tanimlayic1 6zelligi, iki ila alt1 tekrarli sistin zengini motifler i¢ceren bir hiicre disi

bolgedir (Idriss ve Naismith 2000).

Tablo 1.2. TNF-o’min genel biyolojik fonksiyonlari [Schottelius ve ark (2004)’dan alinarak

diizenlenmistir.]

Ozellik/Fonksiyon Aciklama

TNF-a, viicutta inflamasyonun diizenlenmesinde kilit bir
Inflamasyonun rol oynar. Bu, inflamatuar hiicresel yanitlari tetikleyerek ve

Diizenlenmesi cesitli hiicre tiplerine etki ederek gerceklestirilir.

TNF-a, hiicre 6liimiinii (apoptozis) tetikleyebilir, bu da
Hiicre Oliimii dokularin hasarlanmasi ve ¢esitli hastaliklarin gelisiminde

(Apoptozis) onemli bir faktordiir.

TNF-a, bagisiklik sisteminin aktivasyonunda ve
diizenlenmesinde rol oynar. Ozellikle makrofajlar ve diger
Bagisiklik Sistemi immiin hiicreler tarafindan salinir ve bagisiklik yanitlarinin

Uzerindeki Etkileri ~ modiilasyonunda etkilidir.

TNF-a, romatoid artrit, psoriatik artrit ve inflamatuar
bagirsak hastalig1 gibi kronik inflamatuar ve otoimmiin

Hastaliklarla Iligkisi ~ hastaliklarin patofizyolojisinde merkezi bir rol oynar.

TNF-a'nin etkileri, iki ana TNF reseptorii, TNF-RI ve
TNF-RII araciligiyla gergeklesir. Bu reseptorler hiicre
yiizeyinde bulunan ve TNF-a ile etkilesen transmembran

Reseptor Etkilesimi  glikoproteinlerdir.

1.4.1. TNF-a ve Kanser iliskisi

TNF-0, 1975 yilinda tiimdr nekrozuna yol acan bir faktér olarak
kesfedilmistir. Baslangicta antitimor 6zellikleri nedeniyle adlandirilan TNF-a, daha

sonra iltihaplanma ve otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli diger durumlarla
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iligkilendirilmistir. TNF-a, tiimdrle iligkili damarlarda hiperpermeabiliteye neden
olarak ve melphalan gibi ilaglarin tiimdr bolgesine girisini kolaylagtirarak antitimor
etkisi gosterir. Bu etkiler, apoptotik ve nekrotik sinyal yollarim1 tetikleme
yeteneginden ziyade, iltihaplanma ile ilgili endotel gegirgenligini diizenleme

kapasitesinden kaynaklanmaktadir (Wajant 2009).

TNF-a, insanlarda 157 amino asitten olusan ve ¢ozeltide homotrimer halinde
bulunan 17 kDa'lik bir proteindir. Gen, insanlarda 6. kromozoma haritalanmistir.
Biyoaktivitesi gogunlukla ¢oziiniir TNF-a baglayici reseptdrler tarafindan diizenlenir.
TNF-a, esas olarak aktive makrofajlar, T lenfositler ve dogal oldiiriicti (NK) hiicreler
tarafindan tretilir. Fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve tiimor hiicreleri gibi diger hiicre
tirlerinde daha diisiik ifade edildigi bilinmektedir. TNF-a, hiicrelerde pro-TNF (26
kDa) olarak sentezlenir ve membrana baghdir ve pro bolgesinin TNF doniistiiriicii

enzim (TACE) tarafindan kesilmesiyle serbest birakilir (van Horssen ve ark 2006).

TNF-a ve kanser arasindaki iliski, bu sitokinin hem kanser tedavisinde hem
de kanser gelisiminde rol oynayabilmesi nedeniyle karmasik ve celiskili oldugu
diisiiniilmektedir. TNF-a'nin tiim6r hiicrelerinin apoptozunu (programlanmis hiicre
olumii) tetikleyebilme yetenegi vardir. Bazi durumlarda, 6zellikle yiiksek dozlarda,
TNF-a'nin anti-timor 6zellikleri gozlemlenmistir. TNF-a, sarkoma tedavisinde ve
vaskiiler gecirgenligi artirarak kemoterapdtik ilaglarin tlimor iginde birikmesine
yardimcr olmak icin kullanilmistir. Bu birikim, tiim6r damarlarinin yikimina yol

acabilir (Zidi ve ark 2010).

Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin mevcut olanlardan olusmasi, timor
biiylimesi ve metastaz i¢in hayati 6neme sahiptir. TNF-a, endotel hiicrelerini normal
damarlardan farkli olarak etkileyerek ve potansiyel olarak tiimdrle iligkili damarlar
daha gegirgen hale getirerek tiimérle iliskili damarlari etkiler. Timor damarlarinin,
saglikli damarlara kiyasla, siirekli olmayan bir endotel ve anormal perisit Ortiisii gibi
Ozelliklerle daha kaotik bir yapiya ve isleve sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu
ozellikler, tiimor damarlarini TNF-a tedavisi i¢in 6zel bir hedef haline getirdigi
bilinmektedir. TNF-a tedavisi uygulandiginda, tiimor damarlart hiper gecirgen hale
gelir, eritrositlerin ve diger kan hiicrelerinin ekstravazasyonu ile masif hemorajik
timor nekrozu meydana gelir. Bu etki, TNF-a'nin dogrudan damar endoteli
hiicrelerine olan yiliksek doz sitotoksisitesiyle de artirilir ve bu siire¢ indiiklenen hiper

gecirgenligi giiclii bir sekilde artirdig: diistiniilmektedir (van Horssen ve ark 2006).
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Arnott ve ark (2004)’nin yaptig1 ¢alismada TNF-a, epidermal malignitede
(vani cilt kanserinde) dnemli bir rol oynadigi gozlemlenmistir. Fare cilt kanseri
modelinde, TNF-o'nin hem tiimor olusumunu tesvik ettigi hem de AP-1 aktivitesini
diizenledigi gosterilmistir. TNFR1 ve TNFR2'nin her ikisi de tiimor gelisiminde
onemli rol oynar, ancak TNFR1’in daha baskin bir role sahip oldugu
gozlemlenmistir. TNF-a ve onun reseptorleri TNFR1 ve TNFR2, cilt kanseri
gelisiminde 6nemli roller oynar. TNFR1, TNF-a'nin timér tesvik edici etkisinde
daha baskin bir rol oynarken, TNFR2 destekleyici bir rol iistlenir. Her iki reseptor de
ciltte ifade edilir ve timor promosyonu sirasinda TNFR2'min ifadesi artar. AP-1
komplekslerinin diizenlenmesi ve TNFR1 ile TNFR2 arasindaki igbirligi, TNF-a'nin

tiimdr olusumu ve gelisimindeki karmasik etkilesimleri yansittig: tespit edilmistir.

TNF-a'min KRK ile olan iliskisi, IBH ve kolit ile iliskili kanser
patogenezindeki roliiyle yakindan baglantilidir. TNF-a, hem epitel hem de bagisiklik
hiicreleri tarafindan salinan ve kolit ile iligkili kanserin patogenezinde rol oynayan
cesitli sitokinler arasinda one ¢ikar. Bu sitokinler, aktive olmus bagisiklik hiicreleri
ile epitel ve mezenkimal hiicreler gibi bagisiklik disi hiicreler arasindaki
etkilesimlerin temel aracilaridir. TNF-a, giiclii bir pro-inflamatuar sitokin olarak
kabul edilir ve 6zellikle IBD'nin patogenezinde etkili oldugu diisiintiliir. Son veriler,
TNF-o'nin  deneysel kolit modellerinde timér gelisimini tegvik ettigini
gostermektedir (Kraus ve Arber 2009). Bu baglamda, Popivanova ve ark (2008)’nin
yaptiklar1 ¢calismada, farelerde kolorektal kanser olusumunu azaltmak i¢in TNF-a'nin
bloke edilmesi incelenmistir. Ulseratif kolit hastalarmm kolon karsinomlari
gelistirmesine yonelik mekanizmalar1 anlamak icin, farelerde AOM ve DSS
(dekstran siilfat sodyum) uygulanarak ciddi kolonik inflamasyon ve ardindan ¢oklu
timorlerin gelistigi bir model kullanilmistir. Bu modelde, TNF-a ekspresyonu ve
TNF-o'nin ana reseptorii p55't (TNF-Rp55) ifade eden Idkositlerin infiltrasyonu
artmigtir. Bu durum, kolonik tiimoérlerin gelisimini takip etmistir. TNF-Rp55 eksik
farelerde, makrofaj ve notrofil infiltrasyonu azalmis ve sonraki tlimor olusumu
hafiflemistir. TNF-a, hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma kapasitesine
dayali olarak gii¢lii bir mutajen olarak Onerilmistir. TNF-a'nin bloke edilmesinin
ROS iiretimini engelleyebilecegi ve bdylece kolon kanseri baglangicini

azaltabilecegini gozlemlemislerdir.

De Simone ve ark (2015) tarafindan yapilan ¢calismada TNF-a'nin KRK hiicre
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biiyiimesinin desteklenmesinde ve inflamatuar yanitlarin modiilasyonunda 6nemli bir
rol oynadigimi gostermektedir. TNF-a, tiimoér mikrogevresindeki immiin/inflamatuar
hiicreler tarafindan iiretilir. Bu hiicreler tiimor biiylimesini ve metastazi etkileyen
cesitli sitokinler ve biiylime faktorleri salgilar. TNF-a, tiimor i¢i 16kositler (TIL'ler)
ve diger immiin hiicreler tarafindan iiretilerek tiimdr biiylimesini ve yayilimini tesvik
edebildigini  gostermislerdir. TNF-a, NF-kB ve STAT3 gibi onkogenik
transkripsiyon faktorlerini aktive ederek KRK hiicrelerinin proliferasyonunu ve
hayatta kalmasini1 destekler. Bu sinyal yollariin tiimor hiicrelerinin biiyiimesinde ve
hayatta kalmasinda kritik rol oynadig tespit edilmistir. Xu ve ark (2022) tarafindan
yapilan ¢alismada roburik asit, TNF ve TNF reseptorii TNF-R1 arasindaki etkilesimi
engelleyerek TNF tarafindan uyarilan NF-xB aktivasyonunu onemli 6lgiide inhibe
etmistir. Bu inhibisyon, HCT-116 ve HCT-15 insan kolorektal kanser hiicre
hatlarinda GO/G1 hiicre dongiisii duraklamasini ve apoptozu tetikledigi tespit
edilmistir. Gong ve ark (2020) tarafinda yapilan ¢alismada ise TNF-a ve KRK
arasindaki iliski, hipertermik intraperitoneal kemoterapi (HIPEC) ile incelenmistir.
Calismada rekombinant mutant insan TNF-o (rmhTNF) ve raltitreksed (RTX)’in
farelerde  kolorektal-periton  karsinomatozisi modeli  tizerindeki  etkileri
degerlendirilmistir. TNF-o, NF-kB ve STAT3 gibi onkogenik transkripsiyon
faktorlerinin aktive olarak KRK hiicrelerinin proliferasyonunu ve hayatta kalmasini
destekleyebilecegi ve bu sinyal yollarinin tiimor hiicrelerinin bityiimesinde ve hayatta

kalmasinda kritik rol oynadig: belirtilmistir.

TNF-a ve KRK arasindaki iliski hem immiinolojik hem de molekiiler
diizeyde karmasik etkilesimler igerir. TNF-o'nin hedef alinmasi, KRK tedavisinde
potansiyel bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Bu durumun TNF-o'nin timor
biiylimesi ve inflamasyonu tesvik eden etkileri disiiniilerek yeni tedavi

yaklagimlarinin gelistirilmesine yol agabilecegi degerlendirilmektedir.
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Sekil 1.2. Azoksimetan ile ratlarda deneysel kolon kanseri olusumu ve mekanizmasi. [Yao ve ark

(2018)’dan diizenlenerek alinmustir. ]
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1.5. Diallil Disiilfid'in TNF-a Uzerindeki Etkisi

Diallil disiilfid (DADS), sarimsakta bulunan baslica organokiikiirt bilesenidir
ve ¢esitli farmakolojik etkilere sahiptir. Bu bilesen, 6zellikle antioksidan ve anti-
inflamatuar 6zellikleriyle dikkat ¢eker. TNF-a bir sitokin olarak, viicutta inflamatuar
sireglerde Onemli bir rol oynar. TNF-a, Ozellikle immiin sistemin hiicreleri
tarafindan tretilir ve inflamasyon, hiicre 6liimii (apoptozis), ve bagisiklik sistemi
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde kritik bir mediyatérdiir. TNF-a'nin asir1 iiretimi

cesitli inflamatuar hastaliklarla ve bazi kanser tiirleriyle iliskilendirilmistir (Zhang ve
ark 2020).

DASnin  TNF-o veya histaminle uyarilmig rat aortik diiz kas A7r5
hiicrelerindeki etkilerini ve molekiiler mekanizmasinin incelendigi bir ¢alismada (Ho
ve ark 2014) TNF-a tedavisi sonrasi, A7r5 hiicrelerinde p65 proteininin (NF-kB'nin
bir alt birimi) niikleer seviyelerinin arttigi ve DAS 6n muamelesinin bu artig1 onemli
Olgiide azalttigi bildirilmistir. Histamin tedavisi sonucunda PI3K/Akt yolunun
aktivasyonu ve NF-kB ve AP-1'in aktivasyonlari gozlemlenmis, DAS ve NAC
tedavilerinin bu aktivasyonlar: inhibe ettigi bildirilmistir. Ilgili ¢alisma, DAS'nin
inflamatuar ve oksidatif stres kaynakli hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir diyet

ajan1 olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Bai ve ark (2005) tarafindan yapilan ¢aligmada, iilseratif kolit hastalarindan
alinan kolon biyopsilerinde DATS'nin TNF-a iretimine etkileri ve bu etkinin
potansiyel mekanizmasi arastirilmigtir. DATS nin, TNF-o iiretimini azaltarak ve
lamina propriya mononiikleer hiicrelerinde NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek
inflamasyonu baskilayabildigi gézlenmistir. Bu durum DATS nin NF-xB'nin niikleer
translokasyonunu ve aktivasyonunu inhibe ederek, TNF-a dongiisiinii kirmasi ve
tlseratif kolit tedavisinde potansiyel bir ilag olarak kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.

Sigara dumani (CS)-kaynakli hava yolu inflamasyonu indiiklenen siganlarda
DADS tedavisinin  TNF-a, iNOS ve IL-6 gibi pro-inflamatuar mediyatorlerin
etkilerini baskiladig1 gozlenmistir. Sigara dumani ve LPS ile tedavi edilen siganlarda
TNF-o ve diger pro-inflamatuar mediyatorlerin seviyeleri artarken, DADS 6n

tedavisinin bu artiglar1 onemli 6l¢iide azallttigi gozlemlenmistir (Ko ve ark 2018).

DADS'nin siklofosfamid (CP) kaynakli hepatotoksisiteye karsi koruyucu
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potansiyelinin arastirildigi calismada (Hasan ve ark 2020), CP'nin tek doz
uygulamasinin siganlarda karaciger fonksiyonlar1 ve oksidatif stres tizerinde énemli
bir bozulmaya neden oldugu ve ayrica inflamatuar biyobelirteclerde artisa yol agtigi
gozlenmistir. TNF-o'nin yiiksek doz CP ile tetiklenen akut inflamatuar yanitlari
siddetlendirdigi anlagilmaktadir. DADS'nin CP 6ncesi uygulanmasi, bu degisiklikleri
belirgin bir sekilde azaltmis ve bdylece antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleriyle

inflamatuar siireci engelledigi gézlemlenmistir.

DADS'min mide {lseri tizerindeki koruyucu etkilerini degerlendirmek
amactyla yapilan ¢alismada (Lee ve ark 2014) alkolle (EtOH) indiiklenen akut mide
mukozal hasarina sahip siganlar kullanilmigtir. Alkol (EtOH)’lin, mide lezyonlarinda
TNF-a ve interleukin 6 (IL-6) seviyelerinde artisa neden oldugu goézlenmis ve
proinflamatuar sitokinlerin EtOH tarafindan indiiklenen akut mide hasarinin
patogenezi iizerinde Onemli bir rol oynadigi belirlenmistir. DADS'nin EtOH
tedavisinin neden oldugu lipid peroksidasyonunu ve glutatyon (GSH) tiikenmesini

engelledigi ve antioksidan enzim aktivitelerini artirdig1 belirlenmistir.

Kolon kanseri hiicrelerinde (Caco-2) yapilan baska bir ¢alismada (Altonsy ve
ark 2013) DADS'nin Caco-2 hiicrelerine uygulanmasinin bu hiicrelerin TNF-a aracili
apoptoza duyarliligimi artirdigi bildirilmistir. FAS reseptorii, normal insan kolonik
epitelyal hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilirken, kanser progresyonu sirasinda
azalir veya tamamen kaybolur. DADS tedavisi, hiicre membraninda FAS reseptor
ifadesini hem protein hem de RNA diizeyinde artirmistir. DADS tedavisinden sonra
TNF-a uygulanan hiicrelerde, kontrol ve yalnizca DADS tedavisi goren hiicrelere
kiyasla, Ol hiicre sayis1 6nemli dlgiide artmistir. Bu sonuglar, DADSmin kolon
kanseri hiicrelerinde apoptozu sadece intrinsik yollarla degil, ayn1 zamanda ekstrinsik

yolu giiclendirerek de indiikleyebilecegini gostermektedir.

Yapilan c¢alismada AOM ile deneysel olarak olusturulan kolon kanseri
modelinde DADS uygulamalarinin kolon dokusunda TNF-o ekspresyonu iizerine

etkileri degerlendirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Arastirmada 12-16 haftalik, 50 adet Wistar Albino ki erkek rat
kullanilmistir. Deney siiresince hayvanlar, %40 nem ve 20°C sicaklikta bulunan
kafeslerde 12 saat gece, 12 saat giindiiz kosullarinda altisarli gruplar halinde

tutulmustur ve toplam deney siiresi 18 haftada gerceklestirilmistir.

Yapilan calisma Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
20/10/2021 tarih ve 2021/105 sayili karari ile onaylanmustir. Selcuk Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (SUBAP) birimi (Proje No: 21202135) tarafindan finanse edilmistir.

2.1. Hayvan Gruplari ve Uygulamalari

Calisma kullanilan ratlar 5 farkli gruba ayrildi.
1. Kontrol Grubu (K, n:10): Bu grup, deney siiresince yiyecek ve suya serbest
erisim saglayan kontrol grubudur. Negatif kontrol grubu olarak kullanildi ve

deney siiresince herhangi bir miidahale yapilmada.

2. AOM Grubu (n:10): Bu grup, kontrol grubu ile ayni barinma ve besleme
kosullarina sahipti. Azoksimetan, bu gruba deri altt enjeksiyonlarla
uygulandi. Toplamda 2 enjeksiyon, bir haftalik araliklarla yapildi. Bu grup
pozitif kontrol grubu olarak hizmet etti.

3. DADS Grubu (n:10): Bu grup, kontrol grubu ile ayni kosullarda bakildi.
Ancak, 15. haftadan itibaren 3 hafta boyunca haftada 5 giin olmak iizere
viicut agirligina gore 50 mg/kg DADS gavaj uygulamasi yapildi. Diallil

Disiilfid, misir yaginda ¢oziindiirtildii.

4. AOM ve DADS Grubu (AOM + Diallil Disiilfid, n:10): Bu grup, kontrol
grubu ile aym kosullarda bakildi. Ilk olarak, azoksimetan deri alt1
enjeksiyonlarla uygulandi. Ardindan, 15. haftadan itibaren 3 hafta boyunca
haftada 5 giin olmak ftizere viicut agirligina gére 50 mg/kg Diallil Distilfid

gavaj uygulamasi yapildi.

5. Misir Yagi Grubu (n:10): Bu grup, kontrol grubu ile ayn1 kosullarda bakildu.
15. haftadan itibaren 3 hafta boyunca haftada 5 giin olmak {izere viicut

agirhigina gore 1 ml/kg misir yagi gavaj uygulamasi yapildi.
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Hayvan Uygulamalari:

Tiim gruplardaki hayvanlar, son uygulamanin ardindan bir giin sonra ketamin
(95 mg/kg, SC) + ksilazin (5 mg/kg, SC) ile anestezi altina alindi. Daha sonra

servikal dislokasyon yontemi kullanilarak sakrifiye edildi.
2.2. Azoksimetanin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Azoksimetanin  kanserojen madde olmast  nedeniyle potansiyel

kontaminasyonu onlemek i¢in biitiin 6nlemler alinmistir.

Azoksimetan Hazirh@i: Azoksimetan hazirlama islemi c¢eker ocak ortaminda
gerceklestirildi. Azoksimetan igin ¢oOziicli olarak %0,9'luk tuzlu su ¢ozeltisi
kullanildi. Bu islem, maddenin uygun sekilde ¢6ziinmesini saglar ve hayvanlara
enjekte edilmesini kolaylastirir. Uygulamadan 6nce tiim hayvanlar tartildi ve kilolar1
kayit altina alindi. Azoksimetan ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra enjeksiyonlar hemen
uygulandi. Her bir enjeksiyon, hayvanlarin viicut agirligina gore 15 mg/kg dozunda
yapildi. Azoksimetanin hazirlanmasi ve enjeksiyonu sirasinda kullanilan tiim atik

malzemeler, atik posetlerine konularak uygun sekilde imha edildi.
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Sekil 2.1. AOM uygulamasi yapilan ratlardan elde edilen kolon dokusu.

2.3.DADS’1in Hazirlanmasi ve Uygulama

DADS, keskin kokusu nedeniyle ¢eker ocak altinda hazirlandi. DADS
hayvan basina 50 mg/kg dozunda hazirlandi. Misir yaginda ¢oziindiiriilldii. DADS

uygulamasi gavaj yoluyla yapildi. DADS uygulamasi, haftada 5 giin boyunca 3 hafta
boyunca yapildi.
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2.4. Doku Ornekleri Eldesi

Elde edilen sonuglarin giivenilirligini saglamak amaciyla, deney siiresi sona
erdikten sonra hayvanlardan doku 6rnekleri alinmak {izere steril bir ortamda ve steril
malzemelerle islem yapildi. Hayvanlar anestezi kullanilarak etik kurallar
cergevesinde sakrifiye edildi ve i¢ organlar derhal ¢ikarildi. Bu ¢ikarilan organlar,
patolojik ve molekiiler analizler i¢in kullanilmak iizere toplandi. Kolon dokulari

uygun kosullarda muhafaza edildi.

Doku 6rnekleri patolojik inceleme ic¢in hazirlandi; bu amagla doku 6rnekleri
once uzunlamasina kesildi, ardindan serum fizyolojik ile yikandi. Daha sonra %10
formaldehit ile fikse edilip %0,2 metilen mavisi ile boyandi. Anormal kriptler olarak
adlandirilan ACF'ler 151k mikroskobunda incelendi. Rastgele secilen 15 mikroskobik
alanda ACF'lerin sayis1 belirlendi ve skorlandi. Skor 1: 1-3 kript, skor 2: 4-6 kript,
skor 3: 7-9 ve skor 4: >10 kript olarak degerlendirildi. Bu adim, kolon dokusunun

morfolojik degisikliklerini degerlendirmek i¢in yapildi.

Ayrica, molekiiler analizler i¢in kullanilacak doku 6rnekleri s1v1 azot igerisine
dondurularak muhafaza edildi. Doku oOrnekleri, calisma giiniine kadar -80°C'de

saklandi.
2.5. Yapilan Analizler
Elde edilen doku 6rnekleri, kullanima kadar -80°C'de sakland.

2.5.1. RNA izolasyonu ve Elde Edilen RNA’larin Konsantrasyonlarinin

Olciilmesi

Total RNA Izolasyonu islemi su adimlarla gergeklestirildi:

1) Kolon doku ornekleri (~50 mg), 1 ml Trizol Reagent (TRI Reagent 'Sigma’)

icinde homojenize edildi ve bu karisim bir ependorf tiipe aktarildu.
2) Karisim, oda sicakliginda 5 dakika boyunca bekletildi.
3) Karigima 200 pl kloroform eklenerek iyice karistirildi.
4) Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

5) +4°C sicaklikta 12000 rpm hizinda 15 dakika boyunca santrifiij edildi.
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6)

7)

8)

9)

Santrifiij sonucunda olusan iki fazli karisimda, iistte bulunan siipernatant

kism1 bagka bir ependorf tiipe aktarildi.

Yaklagik 500 pl siipernatant {izerine 500 pl isopropanol eklenerek iyice
karigtirildi.

Karisim, 10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi.

+4°C sicaklikta 12000 rpm hizinda 10 dakika boyunca santrifiij edilerek RNA

peleti taban kisminda ¢oktiirtildii.

10) Siipernatant dikkatlice tiipten uzaklastirildi.

11) Peleti temizlemek igin pelet, 3 defa soguk etanol ile +4°C'de 7500 rpm

hizinda 5 dakika boyunca yikandi.

12) Pelet kurutulduktan sonra 50 pl niikleazdan arindirilmis su (NFW- nuclease-

free water) iginde ¢oziildii.

Izole edilen RNA'nm konsantrasyonu ve safligi spektrofik yontemle

(NanoDrop 2000 UV Visible Spectrophotometer) belirlendi. Bu islem, izole edilen

RNA'nin Kkalitesini ve miktarin1 degerlendirmeye yardimei olur. Islem asamalar su

sekildedir:

1) Her bir RNA 6rnegi, Nanodrop cihazina ayri ayri

2) Olgiimler, OD260 (niikleik asit optik yogunlugu) ve OD280 (protein optik
yogunlugu) dalga boylarinda gergeklestirildi.

3) Elde edilen 6l¢iim sonuglarina gére, RNA konsantrasyonu ng/ul cinsinden
hesaplandi.

4) Olgiim sonuglarma gére RNA'nin safligim degerlendirmek igin A260/A280
orani hesaplandi. Bu oranin 1,8-2.0’den diisiik olmamasina dikkat edildi.
Protein kirliligi varsa A260/A280 oram diisiik olacaktir.

5) Ayrica, A260/A230 orani da degerlendirildi. Bu oranin 2,0 ile 2,2 arasinda

olmast RNA 0Orneginin diger kirleticilerden arindirildigini  gdstermesi

bakimindan tercih edildi.

Bu o6lgtimler, izole edilen RNA'nin kalitesini ve kullanilabilirligini belirlemek

icin kritiktir. Kaliteli RNA o6rnekleri, molekiiler ¢aligmalar i¢in daha giivenilir ve
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giiclii sonuglar tiretir.

2.5.2. Elektorforez islemi

Agaroz jel elektroforezi, izole edilen RNA'min kalitesini ve boyutunu

degerlendirmek i¢in sikc¢a kullanilan bir yontemdir.

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)
8)

9)

Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) tamponu hazirlandi.

1 gr agaroz tartilir ve bir erlenmeyer flaskina konarak, 100 ml %0,5 TBE

tamponu, agarozla birlikte erlenmeyer flaskina eklendi.

Karistim mikrodalga firinda kaynamaya birakilarak ve agaroz tamamen

eriyene kadar karistirilmasi saglandi.
Sonra 2 mikrolitre etidyum bromiir (Et-Br) eklendi.
Karisim tekrar mikrodalga firinda 1sitilarak homojen hale getirildi.

Hazirlanan agaroz karisimi oda sicaklifinda sogumaya birakildi ve jel

sertlesmesi i¢in beklendi.
Jel tanki hazirland1 ve soguyan agaroz karisimi tanka dokiildii.
Jel donduktan sonra izole edilen RNA 6rnekleri 6zel kuyucuklara yiiklendi.

Elektroforez cihazi, genellikle 60V gibi diisiik bir gerilimle c¢alistirilir ve
yaklagik 1 saat boyunca calisir. Bu islem sirasinda, RNA Ornekleri
boyutlarina gore ayrilir.

10) Elektroforez iglemi sona erdikten sonra, jel UV 15181 altinda gériintiilendi.

Bu adimlar, izole edilen RNA'nin kalitesini ve boyutunu belirlemek i¢in

onemlidir ve molekiiler calismalarda kullanilacak RNA'nin uygunlugunu saglar.

2.5.3. Temin Edilen Primerlerin Verimliligi

Primerlerin etkinligini belirlemek amaciyla RT-qPCR yontemi kullanildi.

Primerlerin etkinligi, hedef niikleik asidin verimli bir sekilde ¢ogaltilmasim

degerlendirmek i¢in kritik 6neme sahiptir.

Elde edilen RT-qPCR sonuglarina dayanarak, primerlerin etkinligi

hesaplandi. Bu hesaplama, primerlerin hedef niikleik asidin ¢ogaltilmasindaki

30



performansini objektif bir sekilde degerlendirmemizi sagladi.
2.5.4. mRNA’dan cDNA Sentezi

mRNA'nn komplementer DNA (cDNA) formuna doniistiiriilmesi islemi i¢in
Bio-Rad'in iScript cDNA sentez kit kullanildi. Bu islem, kit prospektiisiinde
belirtilen yonergeler dogrultusunda gergeklestirildi. Revers transkriptaz reaksiyonu

icin gerekli bilesenler ve 25 reaksiyonluk miktarlar asagida listelenmistir:

v 5x iScript Reaksiyon Karisimi: 100 pl
v" iScript Ters Transkriptaz: 25 pl

v Niikleazdan armdirilmis su: 1.5 ml

v RNA 0rnegi: -

Reaksiyon Protokolii:
1) Reaksiyon, 25°C'de 5 dakika siiresince baglatildi.

2) Ardindan, reaksiyon karigimi 46°C'de 20 dakika siiresince devam etti. Bu
adimda, RNA molekiilleri iScript Ters Transkriptaz tarafindan cDNA
(komplementer DNA) haline getirildi.

3) Ters transkripsiyon iglemi tamamlandiginda, reaksiyon karigimi 95°C'de 1
dakika siiresince 1sitildi. Bu adim, enzimleri inaktif hale getirerek ve

reaksiyonu sonlandirarak islemi tamamladi.

4) Son olarak, reaksiyon karigimi +4°C'de saklanabilir. Bu adimin amaci,

reaksiyon karigimini sogutarak saklamadir.
2.5.5. Hedef mRNA’larin RT-qPCR ile Cogaltilmasi

Elde edilen cDNA'nin cesitli hedef mRNA'lart (Bax, Bcl-2 ve Ywhaz)
cogaltmak amaciyla RT-qPCR kullanildi. Housekeeping olarak adlandirilan ve
deneysel degiskenlerden etkilenmeyen, tiim hiicrelerde ifade edilen ve sabit bir
kopya sayisina sahip bir genin spesifik bir primeri tercih edildi. Bu analiz i¢in
Applied Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR cihazi kullanildi. Elde edilen cDNA,
floresan ozellik tasiyan SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (172-5271)
kiti kullanilarak analiz edildi. Reaksiyonlar, 96 delikli bir plak iginde ger¢eklestirildi.
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Her kuyuya 5 pul SYBR Green, 300 nM ileri primer, 300 nM ters primer, 2 pl cDNA
eklenerek toplam hacmi 10 pl olacak sekilde Nuklease-Free Su (NFW) eklendi.

Reaksiyonun 6rnek 1s1 profili su sekilde ayarlandi:

v" PCR aktivasyonu i¢in 95°C'de 10 dakika

v 40 dongii:
1) Denatiirasyon igin 95°C'de 10 saniye
2) Primer baglanmasi i¢in 63°C'de 15 saniye
3) Uzama igin 72°C'de 30 saniye

Optik olc¢timler, her dongiintin 63°C'deki primer baglanma islemi sonrasinda
otomatik olarak gergeklestirildi. Bu islemden sonra 63°C'den 95°C'ye kadar saniyede
0,1°C artigla kademeli olarak isitilarak, her 1°C artista optik Olgiimler yapilarak

melting curve analizi gerceklestirildi.

Sonuglar, Cycle threshold (Ct) olarak kaydedildi. Negatif kontrol olarak, olas1

kontaminasyonu gozlemlemek amaciyla cDNA yerine ayn1 miktarda ddH20

2 (-AACY)

kullanildi. Ekspresyon seviyelerini hesaplamak i¢in yontemi kullanildi.

Tablo 2.1. Hedef mRNA’lar i¢in primerler.

Gen Ismi Gen Oligoniikleotid (5°-3’)
Timor nekroz TNF-a F AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC
faktori alfa GTCGTAGCAAACCACCAAGCAGA
R
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3. BULGULAR

Bu calismada, "Deneysel Olusturulan Kolon Kanser Modelinde Diallil
Disiilfid'in TNF-a Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi" baghgi altinda bes farkl
grup iizerinde yapilan deneylerin sonuglart incelenmistir. Gruplar su sekilde

tanimlanmaistir:
1. Grup: Negatif Kontrol
2. Grup: AOM ile islem gormiis pozitif grup.
3. Grup: Dialil disiilfit ile tedavi gérmiis grup.
4. Grup: AOM ve DADS ile islem gormiis grup.

5. Grup: Misir Yagi ile islem gérmiis grup.

Her bir grup i¢in TNF-a diizeyleri Olgiilmiis ve istatistiksel analizler
yapilmistir. Bu analizlerin bir parcasi olarak, gruplar arasindaki TNF-a diizeyleri
farkliliklarinin anlamliligini belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA)

uygulanmaigtir.

ANOVA sonuglarina gore, gruplar arasinda TNF-a diizeyleri agisindan
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Bu sonug, Dialil Disiilfid'in TNF-a
tizerindeki etkisinin mevcut ¢alisma kosullar1 altinda anlamli bir fark yaratmadigina

isaret etmektedir.

Sekil 3.1. RT-PZR sonuglarina gére katlanma oranlari (222t £SE of Mean of log).

TNF-a
1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
DADS AOM+DADS Misir yagi
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Istatistiksel olarak sonuglar anlamli olmasa da (p>0.05) Sekil 3.1’de bulunan
grafik incelendiginde farkli gruplarin TNF-a diizeylerinde belirgin bir varyasyon
oldugu goriilmektedir. Grup 5 (Misir Yag ile islem goérmiis grup) en yiiksek
ortalama TNF-a diizeyine sahiptir. Bunu Grup 1 (Negatif Kontrol) ve Grup 4 (AOM
ve DADS ile islem gormiis grup) takip etmektedir. Grup 2 (AOM ile islem gormiis
pozitif grup) ve Grup 3 (DADS ile tedavi gormiis grup) ise daha diisiik ortalama
TNF-a diizeylerine sahip gorinmektedir. Bu grafik her bir tedavi grubunun TNF-a
diizeylerinin nasil degistigini gozlemlemek i¢in 6nemli bir aragtir. Ancak ANOVA
testi sonuglarma gore bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0.05).
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4. TARTISMA

KRK, diinya genelinde kanser kaynakli dliimlerin 6nemli bir nedeni olup,
erken teshis ve etkin tedavi stratejilerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.
Aragtirmanin odaklandig1 ana tema, dogal bir bilesen olan diallil disiilfidin (DADS)

bu hastalik iizerindeki potansiyel terapdtik etkileridir.

KRK modellemesi hem genetik hem de ¢evresel modifikatorlerin KRK
tizerindeki etkilerinin anlasilmasinda degerli bir ara¢ sunmaktadir. AOM modeli
DNA hasarmin kimyasal indiiksiyonu ve ardindan tekrarlanan kolitis dongiileri
kullanilarak, inflamatuar kolorektal kanserin modellenmesinde giiglii, tekrarlanabilir
ve nispeten ekonomik bir yontem saglar. Bu model KRK'nin histopatolojisinin insan
KRK'nin histopatolojisiyle 6nemli dl¢iide ortiistiigii ve tiimor gelisiminin 10 hafta
gibi kisa bir siirede gerceklesebildigi distal tiimorler ve invazif adenokarsinomlar
gibi insan KRK'nin kilit yonlerini basarili bir sekilde temsil etmektedir (Parang ve
ark 2016). AOM'un kolon kanseri tizerindeki etkisi, DNA'da mutasyonlara yol agarak
ve K-ras, B-catenin ve TGEp gibi ¢esitli sinyal yollarin etkileyerek gerceklesir. Bu
mutasyonlar hiicre proliferasyonunu, biiyiimesini ve hayatta kalmasimi destekleyen
yollarin aktivasyonuna yol agar ve sonug olarak kanser gelisimini tetikler. Bu sinyal
yollarinin aktivasyonu, AOM modelinin insan sporadik kolon kanseri iizerine yapilan
caligmalarda kullanilmasinin temelini olusturur ve kolon kanserinin molekiiler
patogenezinin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynar (Chen ve Huang 2009). DADS’1n
TNF-a iizerindeki etkileri, AOM modeliyle elde edilen bulgularla birlestirilerek
degerlendirilebilir. Sunulan c¢alismada AOM kullanilarak kolon kanseri modeli
olusturulmus ve DADS''n TNF-a iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu, AOM
tarafindan indiiklenen kolon kanseri modelinin, insan sporadik kolon kanseri iizerine
yapilan ¢aligmalarda nasil bir rol oynadigin1 ve DADS gibi bilesenlerin bu model
tizerindeki etkilerinin kolon kanseri tedavisindeki potansiyel 6nemine katki sunacagi

disiiniilmektedir.

Al Obeed ve ark (2014) 30 KRK hastasindan toplanan arsiv dokuda yaptiklari
calismada TNF-oo mRNA ekspresyonunun, komsu normal kolorektal dokuya gore
anlaml derecede daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Kanser hiicrelerinde artmis
TNF-a gen ekspresyonunun varligini ve bunun ileri tiimor evreleriyle giiglii bir
korelasyon gosterdigini belirtmislerdir. Sunulan calismada ise DADS’m TNF-a
tizerindeki etkileri ve KRK'deki potansiyel rolii incelenmistir. TNF-a'y1 bu tip
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caligmalarda kullanmanin KRK tedavisinde onemli bir strateji olabilecegi ve TNF-
a'y1 modiile edebilecek yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi icin bir temel

olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

TNF-o'nin pro-inflamatuar bir mediatér olarak KRK'nin ilerlemesinde
Oonemli bir rol oynadigin1 ortaya koyan bagka bir ¢alismada TNF-a'nin serum ve
tiimor dokusunda bulunan konsantrasyonlarinda miR-21 ekspresyonunu artirdigi ve
bunun sonucunda KRK hiicrelerinin metastatik fenotipinin  desteklendigi
belirtilmektedir (Alotaibi ve ark 2023).

Shen ve ark (2017)’nin yaptigi calismada TNF-o'nin pro-inflamatuar bir
sitokin olarak tiimor mikrogevresinde malign tiimor ilerlemesine katkida bulundugu
ve KRK ilerlemesiyle iligkili miR-105'in ekspresyonunun yiikseldigi belirtilmistir.
TNF-a'nin, KRK hiicre hatlarinda zaman bagli olarak miR-105 ekspresyonunu
onemli Olciide artirdigi ve miR-105'in baskilanmasinin TNF-a'nin agresif etkilerini,
NF-kB sinyallemesinin aktivasyonunu ve epitelyal-mezankimal gecisin (EMT)
baslatilmasini onleyerek azalttigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada ise TNF-a'y1
etkileyebilecek potansiyel bir bilesik olan DADS"n bu siiregteki etkileri arastirilmig
ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Bu durumun calisma

stiresinin kisa olusu ile ilgili oldugu distiniilmektedir.

TNF-0-308 G>A  polimorfizminin, 06zellikle Avrupali ve Asyal
poplilasyonlarda IBD riskini artirdigi, ancak KRK riski {izerinde belirgin bir etkisi
olmadig1 sonucuna varilmis, bu durumda TNF-a'nin IBD'nin gelisiminde 6nemli bir
rol oynadigini, ancak KRK ile dogrudan bir iliskisinin olmayabilecegini

diistindiirmektedir (Fan ve ark 2011).

Altonsy ve ark (2013) yaptiklar1 c¢aligmada, Caco-2 hiicrelerinin,
membranlarinda FAS reseptorii eksikligi nedeniyle TNF-a aracili apoptozu baslatan
faktorlere direngli oldugunu, ancak DADS tedavisinin bu hiicrelerde membran FAS
ekspresyonunu hem protein hem de mMRNA seviyesinde artirarak, Caco-2
hiicrelerinin TNF-o'ya duyarliligint yeniden kazandirdigini gozlemlemislerdir.
DADS tedavisinin, Caco-2 hiicrelerinde TNF-o'nin neden oldugu apoptozu
baslatmak icin gereken ekstraselliiler sinyalleri saglayarak hem intrinsik hem de
ekstrinsik apoptoz yollarint giiglendirdigini bildrimislerdir. Sunulan ¢alismada da
KRK modelinde DADS'in TNF-a {izerindeki etkileri incelenmis ve etkinin anlamli
olmadig1 goézlemlenmistir. Ancak grafiksel analizler DADS''n TNF-a ile iliskili
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yollar iizerinde etkili olabilecegini gostermektedir. DADS'!n TNF-a aracili apoptotik
mekanizmalar tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durumun daha kesin
veriler ile dogrulanabilmesi i¢in olusturulan kanser modelinde etken maddenin daha

fazla grup ve daha uzun siirelerde denenmesi ile anlasilabilecegi diisiiniilmektedir.

Siilfid bilesiklerinden DAS'nin TNF-a veya histaminle uyarilmig rat aortik
diiz kas A7r5 hiicrelerindeki etkilerinin ve molekiiler mekanizmasinin incelendigi bir
calismada (Ho ve ark 2014) TNF-a tedavisi sonrasi, A7r5 hiicrelerinde p65
proteininin (NF-kB'nin bir alt birimi) niikleer seviyelerinin arttigit ve DAS 06n
muamelesinin bu artis1 6nemli dlglide azalttigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada
da DADS’m TNF-a iizerindeki etkileri ve kolon kanseri modelindeki potansiyel
etkilerini incelenmis ve DADS uygulanan kanserli grupta TNF-a seviyelerindeki
diisiis istatistik olarak anlamsiz bulunsa da grafiksel olarak dogrulanmigtir. Bu durum
stlfid bilesiklerinin (DAS ve DADS) inflamatuar mediatorler (TNF-a, histamin)

tizerinde modiile edici etkilerinin dogrulanmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Doymamis yag asitlerinin (PUFA), 0zellikle de balikk yagmin,
lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan indiiklenen karaciger hasarina karsi koruyucu
etkileri oldugu 6ne siiriilmektedir. Balik yagi ile zenginlestirilmis diyetin karaciger
morfolojisini iyilestirdigi ve TNF-a, IL-1B ve IL-6 iiretimini azalttig1 bildirilmektedir
(Zhang ve ark 2019). Sunulan ¢alismada da musir yag: verilen grup incelendiginde
sonuglar istatistiki olarak anlamsiz (p> 0.05) bulunmustur. Ancak grafik diizeyinde
bakildiginda gruplar arasi varyasyon dikkati ¢ekmektedir. AOM uygulanan kanserli
grupta TNF-a diizeyleri en yiiksek diizeyde, misir yagi verilen grupta ise TNF-a
diizeyleri ikinci sirada gozlemlenmistir. Sonuglar istatistiki olarak anlamh
olmadigindan bu durum hakkinda kesin bir ifade kullanilamamaktadir. Ancak
grafiksel varyasyondan hareketle daha ileri analizler yapilmasinin konu ile ilgili daha

net sonuglar verecegi diisliniilmektedir.

Sunulan calisma genel olarak degerlendirildiginde DADS’in  kanser
modellerinde uygulandigi diger c¢alismalara benzer sonuglar vermektedir.
Istatististiksel analizler anlamsiz (p> 0.05) bulunmustur. Bu durum DADS’in KRK
tizerindeki etkisinin smirli olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak grafiksel
varyasyon diger caligmalara benzerlik gostermektedir. DADS’in KRK tedavisinde
uygulanabilirligi i¢in daha fazla parametre ile test edilmesi daha fazla yol gosterici

olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, deneysel olarak olusturulan kolon kanseri modelinde diallil
disiilfidin (DADS) TNF-a iizerindeki etkileri incelenmistir. Calisma, bes farkli
grupta gerceklestirilmis olup, bu gruplar negatif kontrol, AOM ile islem goérmiis
pozitif grup, DADS ile tedavi gérmiis grup, AOM ve DADS ile islem gérmiis grup

ve misir yagi ile iglem goérmiis grup olarak tanimlanmistir.

Analiz sonuglarina gore, gruplar arasinda TNF-o diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p> 0.05). Ancak bu durum
DADS'in TNF-a diizeyleri {izerinde herhangi bir etkisinin olmadigi anlamina
gelmemektedir. Calismanin smirliliklarinin -~ sonuglar tizerinde etkili oldugu

disiiniilmektedir.

Sekillerde ve tablolarda gosterilen verilere dayanarak, DADS tedavisi
altindaki gruplarda TNF-a diizeylerinde belirgin degisiklik goézlemlenmistir. Bu
durum, DADS'in TNF-a iizerindeki etkisinin daha genis parametreler ve daha genis
bir drneklem seti ile degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Ozellikle farkli
dozajlar, uygulama siireleri ve kosullar1 altinda yapilacak denemeler, bu bilesenin

potansiyel terapotik etkilerini daha iyi anlasilmasina yardimei olacaktir.
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7. EKLER

EK A: Turnitin Raporu

Deneysel Olusturulan Kelon Kanser Modelinde Diallil
Disulfid'in TNF-a Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi
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