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OZET

DOKTORA TEZI

RATLARDA AZOKSIMETAN UYGULANARAK OLUSTURULAN KOLOREKTAL
KANSERDE LIKOPENIN SiKLOOKSIJENAZ-2 (COX-2), KASPAZ-3, KASPAZ-9, BAX,
BCL-2, P53 PROTEINLERININ EKSPRESYONU VE DNA HASARI UZERINE ETKIiSi

Abdullah ASLAN
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali
2011, Sayfa: 65

Domates ve domates Urtnleri likopenin baslica bir diyet kaynagidir. Diyetle alinan domates
tozunun (DT), farkl: insan kanser tirlerinde riski azaltmayla ilgisi oldugu igin bu tezde, Wistar
ratlarda azoksimetan (AOM) ile olusturulan kolorektal kanserde DT’nun etkilerini arastirdik.
Kolorektal dokularda siklooksijenaz-2 (cox-2), bax, bcl-2, kaspaz-3, kaspaz-9, p53 protein
ekspresyon dizeylerini Western blotlama teknigi ile belirledik ve kolorektal dokulardaki DNA
hasarim1 agaroz DNA jel elektroforezi ile tespit ettik. Calismada 60 tane Wistar rat, 4 gruba
bolindi ve her grupta 15 tane rat yer aldi. 30 tane rata, (AOM ve AOM + DT gruplari)) AOM
haftada bir kez 3 defa (15mg/kg canli agirliginda deri alti) enjekte edildi. Ratlar hem standart bir
diyetle (kontrol grubu ve AOM grubu) hem de standart diyete kilogram basina %5 DT ilaveli (DT
ve AOM +DT gruplar1) bir diyetle beslendi. Hayvanlar 20 hafta sonrasinda dekapite edilerek
kolorektal timérler incelendi. Domates tozu uygulamasi, AOM + DT grubunda, AOM grubuna
gore, cox-2, bcl-2, kaspaz-3, kaspaz-9 ekspresyon diizeyleri bakimindan anlaml bir fark olusturdu
(p<0.05). DT uygulamas ile, kaspaz-3 ve bcl-2 ekspresyon diizeyleri artis gosterirken, kaspaz-9 ve
p53 ekspresyon dizeyleri ise azalis gosterdi (p<0.05). Fakat bax ekspresyon dizeyi AOM + DT
grubunda, AOM grubuna goére anlamli bir farklilik gdstermedi (p>0.05). Domates tozu uygulamasi,
AOM + DT grubunda, AOM grubuna gére DNA hasari: oran1 bakimindan azahs gosterdi. Ayrica
AOM grubunda 8 adenokarsinom, 3 displazi tespit edilmis iken, AOM+DT grubunda 2
adenokarsinom ve 5 displazi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonugclar, diyetle alinan DT nun Wistar
ratlarda kolorektal kanser olusum oranini azalttigin1 gostermektedir ve bu bulgular, diyete DT
uygulamasinin, insanlarda da kolorektal kanser (zerinde Onleyici etkisini arasgtirmaya isik
tutabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Likopen, apoptozis, DNA hasari, cox-2, p53, kaspaz-3, kaspaz-9, bax, bcl-2,

kolorektal kanser.
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ABSTRACT
PhD THESIS

THE EFFECT OF LYCOPENE ON THE CYCLOOXYGENASE (COX-2), CASPASE-3,
CASPASE-9, BAX, BCL-2, P53 PROTEIN EXPRESSION AND DNA DAMAGE IN
RATS WITH AZOXHYMETHANE-INDUCED COLORECTAL CANCER

Abdullah ASLAN
Firat University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
2011, Page: 65

Tomatoes and tomato products are the major dietary source of lycopene. Because dietary
intake of tomato powder (TP) has been associated with a reduced risk of a variety of human
cancers, in this thesis we investigated the effects of TP supplementation on the development of
azoxymethane (AOM)-induced colorectal cancer in the Wistar rats. We also assessed colorectal
tissue expression levels of cyclooxygenase-2 (cox-2), bax, bcl-2, caspase-3, caspase-9, p53 protein
by Western blotting and we assessed tissue DNA damage by DNA agarose gel electrophoresis.
Sixty rats were divided into four groups. Each group consists of fifteen animals. Thirty Wistar rats
(AOM group and AOM + TP group) were injected once a week with azoxymethane (15mg/kg body
weight subcutaneously) for a total of 3 weeks. Rats were fed either a basal diet (contol group and
AOM group) or the basal diet supplemented of 5% tomato powder per kilogram of diet. The
animals were sacrificed after 20 weeks and the colorectal tumors were identified. Tomato powder
supplementation, significantly differences in the AOM +DT group expression levels of cox-2, bcl-
2, caspase-3, caspase-9, p53 compared with AOM group (p<0.05). Expression levels of caspase-3
and bcl-2 increased, whereas expression levels of caspase-9 and p53 decreased with tomato
powder supplementation (p<0.05). But There were no significant differences in the AOM +DT
group expression levels of bax compared with AOM group (p>0.05). TP supplementation,
decreased in the AOM +DT group rate of DNA damage compared with AOM group. In
addition, while we found 8 adenocarcinomas and 3 dysplasia in AOM group, we found 2
adenocarcinomas and 5 dysplasia in AOM+TP group (p<0.05). The results indicate that dietary
supplementation with TP reduces the incidence and size of AOM-induced colorectal cancer
occurring of in the Wistar rats and these findings should be conducted to investigate the efficacy of
TP supplementation in the prevention of colorectal cancer in humans.

Key Words: Lycopene, apoptosis, DNA damage, cox-2, p53, caspase-3, caspase-9, bax, bcl-2,

colorectal cancer.
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1. GIRIS

Kanser, diinyadaki 6lumlerin 6nde gelen sebeplerinden biridir. Diinya saglik 6rgut
(WHO) verilerine gore, 2007 yilinda 6limlerin %13’0 kanserden kaynaklanmistir. Bu
olimlerde de 6zellikle kolon kanseri ve beyin kanseri 6n plana ¢ikmaktadir (Munteanu vd.,
2008; WHO, 2008; Sade vd., 2011). Kahn bagirsak ya da kolon ve rektum kanserleri,
ozellikle Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Kanada, ingiltere, Fransa, Almanya gibi
gelismis Ulkelerde 6nemli bir saglik sorunudur. ABD’de yilda yaklasik olarak 150.000,
Avrupa'da 170.000 tim dinyada ise yaklasik olarak yilda bir milyon yeni vaka
gorulmektedir. Yasam suresi boyunca toplumda her 50 kisiden birinde kolorektal kanser
olusmaktadir. ABD de tim yeni kanser vakalar: icinde gorilme sikhig: erkekte ve kadinda
%11 oran ile Gglncl sirayr almaktadir (American Cancer Society, 2008; Halpern vd.,
2009; Nakao vd., 2009; Perse ve Cerar, 2011). Amerika’da 2008 yilinda yapilan tahminlere
gore kanser olgularmin %10°’u kolon kanserinden kaynaklanmakta ve bu hastaliktan
erkeklerin %8’i, bayanlarin %9’u 6lmektedir (Boateng vd., 2006; Munteanu vd., 2009).
Turkiye de ise sindirim sistemi kanserleri icerisinde mide ve kolon kanserinin ilk siralarda
oldugu kabul edilmektedir (Degertekin vd., 1999).

Son yillarda diyet ve beslenme uzmanlari, gunlik dizenli sebze ve meyve
tiketiminin kanseri de igerisine alan bazi hastalik risklerini ortadan kaldirdigini
belirtmiglerdir. Bu etkileri de sebze ve meyvelerde bulunan cesitli antioksidanlar
gerceklestirmektedir. Bunlardan da polifenoller, askorbik asit, karotenoidler ve tokoferoller
on plana ¢ikmaktadir. Bu bilesikler 6zellikle serbest radikallerin olumsuz etkilerini ortadan
kaldirarak, farklt mekanizmalarin gerceklesmesini onlemektedirler. Buna bagl olarak da
farkl hastaliklarin ortaya ¢ikislarini da bu sekilde baskilamaktadirlar (Sahin vd., 2007; Du
vd., 2009; Yu vd., 2011). Yapilan caligmalarda kanser riskini dnlemede sebze ve meyve
tiketiminin, bir ka¢ kanser turunde 6zellikle de kolo-rektal kanser ve akciger kanseri
Uzerinde etkili oldugu belirtilmistir (van Breda vd., 2008; Du vd., 2009). Domates ve
domates drinleri tiketimi farkli kanserleri 6nleyebilmektedir. Likopen bir karotenoid
bilesiktir ve domatesin kanser onleyici etkisinde 6n plana ¢ikmaktadir (Sahin vd., 2007,
Seren vd., 2008; Sahin vd., 2010b).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Sahip oldugumuz tim vicutsal 6zelliklerimiz gibi hastaliklarimiz ve hastaliklara
yakalanma egilimimiz veya hastaliklarin bizlerdeki gelisimleri gibi 6zelliklerin timinde
genetik bir temel bulunmaktadir. 2007 Mayis ayina kadar kanser hastaligi icin etkisi
belirlenmis gen sayis1 421 iken 6251 gen de aday gen olarak yer almaktadir. Yasamin ve
canliligin en temel birimi olan hicrenin i¢ ve dis cevresiyle haberlesmesini saglayan
sinyallesmeler, normal hicrelerde smirli ve kontrolli bolinmeyi saglarken kanser
hicrelerinde kontrolsiiz bolunme ve biylme olarak algilanmaktadir (Lileyap, 2008). Canl
organizmalarda gorilen bu tur hiicre gogalma regiilasyonu, bazen gesitli faktorlerin etkisi
ile bozulmaktadir. Canlinin ihtiyaci olmadig1 halde herhangi bir dokuda meydana gelen
kontrolstiz hiicre boltinmesi, sayisal olarak hiicre artigina, normal bir hiicreden kanserli bir
hicre olusumunda etkili olan genetik degisimlerin de streci etkilemesi ile neticede tumor
olusumuna diger bir ifade ile kansere sebep olmaktadir. Tumor bolgesindeki hticreler
sayisal olarak asir1 bir artig gosterirler ve buna bagli olarak artan besin ihtiyaclarimi
karsilamak icin kan ve lenf yoluyla diger dokulara yayilmaya baslarlar. Bu hicreler sekil
ve fonksiyon bakimindan normal htcrelerden farkli bir durum gosterirler. Sonugta hem
yapisal hem de islevsel bakimdan anormal bir doku kitlesi olusur (Dilsiz, 2004; Pogribny,
2010).

Genellikle kanser ile es anlamli olarak kullanilan tumar, benign (iyi huylu) veya
malign (ko6td huylu) olmasina bakilmaksizin anormal hiicre buytimesi olarak
tanimlanmaktadir. Buna gore; benign timorler, olustuklar: bdlgelerde kalarak orada sinirh
bir sekilde buytyerek vicudun diger bolgelerine sigcramayan iyi huylu 6zellikler tasirken,
malign timorler ise siirekli bolinerek buytyen, lenf ve kan dolasimi ile metastaz yapma

Ozelligi bulunan timor tirlerini tanimlamaktadir (Lileyap, 2008).

2.1.1. Kolorektal Kanser

Kolon kanseri, sindirim sisteminin son kismini olusturan kalin bagirsak (kolon)
kanseridir. Rektum kanseri kolonun 6 inglik son kismini olusturan kanserdir. Bunlarin her
ikisi birlikte kolorektal kanser olarak bilinmektedir. Bu kanser tirii dinyada en yaygin olan

kanser tiirlerinden biridir ve bu kanserden pek ¢ok kisi yasammi yitirmektedir. Ozellikle de



gelismis Ulkelerde fazla sayida 6limlere sebep olmaktadir (Ricchi vd., 2003; Nakao vd.,
2009; Tian vd., 2011). Amerikan kanser orglttne gore, her yil yaklasik 50.000 den fazla
insan bu hastaliktan 6lmektedir. Son zamanlardaki arastirmalarda da kolon kanserinin
erken evrede uygun yontemlerle tespit edildiginde, Onlenebilecegi veya net bir teshis
konulabilecegi gorulmusttr (Halpern vd., 2009). Kolon kanserinin ¢ogu vakalari kiigik ve
adenomat0z polipler olarak bilinen iyi huylu hticre kiimeleri seklinde baslar. Zamanla bu
poliplerin bazilari kolon kanserine dénusmektedir (Borinstein vd., 2010).

Sag Kolon

Transfer Kolon
\/-4—(‘//!/ |
i

I‘W"’"f,

"4.
\ J‘ Asaz Kolon

Apandis

Sol Kolon
Yukar: kolon

Fektum -'J
y Amiis

Sekil 1. insana ait bir kolon gérintisii (Leon ve Gregorio, 2001).

Kolorektal kanserin gortlme sikligi yasa bagli olarak degismektedir. Yaklasik
olarak 2 milyona yakin insanda tespit edilen bu kanserin 65 ve daha Ustu yaslarda daha
yogun olarak bulundugu tespit edilmistir (Guessous vd., 2010).

2.1.2. Kolorektal Kanser Olusumu

Kanser, az sayidaki vakada genis detaylariyla birlikte ¢alisilmis olmasina ragmen,
hastaligin gelisiminin, cesitli genetik degisikliklerin etkisi ile cok basamakli bir slre¢
oldugu agiktir. Retinoblastoma ve Wilms timori gibi timorler Gizerinde yapilan ¢alismalar,
baz1 durumlarda normal hiicreyi malignant hucreye donustirmek igin sadece sinirlt birkag
basamagin bile yeterli oldugunun saptanmasinda yararli olmustur. Buna ragmen bu
tumorlerde yapilan caligmalar elde edilen sinirli sayidaki bilgiler, timor ve metastaz
olusumuna sebep olan genetik olaylar zincirinin aydinlatiimasi icin yetersiz kalmaktadir.

Kolorektal kanser (zerine yapilan deneysel ¢calismalarda, azoksimetan (AOM) uygulanan
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deney hayvanlarinda 6zellikle kolon ve rektumda kanser gelisiminin tesvik edildigi
belirtilmektedir (Delker, vd., 1999; Elumalai vd., 2008). Cesitli nedenlerden dolay:
kolorektal kanser ile yapilan calismalar kotu huylu timor olusumunun nasil meydana
geldiginin daha iyi anlasilmasina ve bu konuda daha detayli bilgilerin edinilmesine olanak
saglamistir. Bu nedenlerden birincisi, malignant (kott huylu) timérlerin 6nceden var olan
benign (iyi huylu) tiimorlerden gelismesidir. ikincisi ise pek ¢ok birbirinden farkli kanser
oncesi evrelerin olusmasidir ki, bu farkl: evreler ayirt edilip calisilabilir. Ayrica kolorektal
kanserin hem kalitsal hem de sporadik (kalitsal olmayan) formlar: vardir (Oner, 2003).

2.1.3. Azoksimetan ve Etki Mekanizmasi

O

}
CH; N=NCH,4

Sekil 2. Azoksimetanin kimyasal yapist.

Azoksimetan, 1,2 dimetilhidrazinin aktif bir metabolitidir ve kolona spesifik olup
Ozellikle kolorektal hiicrelerde kanser olusumunu tetiklemektedir (Boateng vd., 2006).
Genellikle ratlarda ve farelerde kolon kanseri olsumunu gercgeklestirmektedir. Biylme
faktor beta (TGF-B) sinyali tizerinde anormal degisimlere sebep olmaktadir, ayrica TGF-a
sentezini dizenlerken, trozin kinaz EGF reseptorini aktive etmektedir. Azoksimetan,
DNA’da nukleofilik bolgedeki bazlara kovalent baglanarak bir takim degisikliklere sebep
olmaktadir. O°-metilguanini indiikleyerek DNA’da G—A déniisiimiine sebep olmakta ve
boylece DNA’da mutasyona sebep olarak laboratuar hayvanlarinda kolorektal kanser
olusumunu tetiklemektedir (URL-1, 2010; Tan vd., 2011).

2.1.4. Kolon Kanserinin Genetigi

Cesitli tumorlerdeki mutasyon analizleri sayesinde bagirsak epitel hucrelerinin
tumor epitelyum hticrelerine donusmesinden sorumlu olan genetik basamaklarin dogas: ve
say1s1 saptanabilmistir (Oner, 2003). Kolon kanseri ile ilgili yapilan bircok calismada bu
kanser tlrinln bir seri mekanizmalarla ortaya ¢iktigini gostermistir. Bunlar arasinda ttimor
baskilayict genlerdeki mutasyonlar (APC, p53), onkogenler, epigenetik degisimler

(metilasyonlar) 6n plana ¢ikmaktadir (Tuynman, 2004). Meydana gelen ilk mutasyon
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normal epitelyum hiicresinde meydana gelir. FAP (ailesel adenomatoz polipozis)
vakalarinda meydana gelen ilk mutasyon kalitsaldir ve kolorektumda dizinelerce veya
yuzlerce iyi huylu adenomlarin gelisimine neden olmaktadir. Kendiliginden olusan
vakalarda, baslatict mutasyonun tek bir hicrede meydana geldigi ve adenomdaki tim
hicrelerin bu hicrenin sahip oldugu mutasyonu tasidigi belirtilmistir. Meydana gelen ilk
mutasyon 5. kromozomun uzun kolunda yerlesmis olan APC (Adenomatozis polipozis
koli) geninde olusmaktadir (Oner, 2003).

Kolorektal kanserli hastalarda mutasyona ugramis APC gen urinu olan inaktif
halde APC proteininin tespit edildigi belirtilmistir. Bu hastalarda APC gen mutasyonuna
bagli olarak preadenokarsinom gelismekte ve daha ileriki asamalarda ise tamamen
adenoma gelismektedir (Tuynman, 2004; Bissahoyo vd., 2005). Mutasyona ugramis olan
APC geninden kromozom 5’in homolog kopyasinda bulunan kars: allelin kayb: hicre
cogalmas: ve adenom olusmasi icin sart degildir. Kromozom 5’de 6nceden var olan bir
mutasyonla birlikte adenom hicrelerindeki her iki mutasyonun bir araya gelmesi,
adenomun daha blylmesine ve parmak benzeri ince c¢ikintilarin gelismesine sebep
olmaktadir (Oner, 2003). Sonunda ya p53 inaktivasyonundan ya da kaybindan sorumlu
olan 17 pozisyonundaki bir mutasyon, kanserli hiicreye gecise neden olmaktadir. Kisaca,
p53 geninin normal ve mutant gen driinlerinin yapis1 ve fonksiyonlari heniiz kesin olarak
tanimlanmamasina ragmen, kolon kanseri igin ileri slrlilen genetik model, hucre
dongusunin 0zgul gecis noktalarindaki bozukluklari, onkogen ve timor baskilayici
genlerdeki ardisik mutasyonlar: kapsamaktadir (Oner, 2003).

P53 geninde olas1 bir mutasyon da kanser gelisimi icin 6nemli bir unsur olmaktadir
(Rao vd., 2011). Kolon kanserine kalitsal yatkinlik durumlarinda ilk mutasyon genetik
olarak gecistirilebilir, fakat geri kalan degisimlerin ¢evresel ajanlarin etkisi ile olustuguna
inaniimaktadir. Bu cok basamakli model diger kanser tipleri icin de uygulanabilir
niteliktedir; fakat genlerin normal fonksiyonlariyla ve mutasyona ugramis genler veya bu
genlerin Urtnlerinin timor olusumuna sebep oldugu molekiler mekanizmalar ile ilgili hala

cevaplanmamus bir ¢ok soru vardir (Oner, 2003).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Adenomatozis_polipozis_koli&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Adenomatozis_polipozis_koli&amp;action=edit&amp;redlink=1
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Sekil 3. AOM ile olusturulan timérlerde gen metilasyonu (gen susturulmasi) (Borinstein vd., 2010)

2.2. Domates Tozu ve Bilesimi

Domates ve domates urtinleri saglikli beslenme igin oldukca 6nemli olan likopen,
vitamin A, vitamin C, fenoller ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesenler icermektedir.
Bunlardan 6zellikle likopen Gzerinde yapilan ¢alismalarda, likopenin farkli kanser turleri
Uzerinde onleyici etkisinin oldugu belirtilmistir (Sahin vd., 2008b; Seren vd., 2008).

Daha 6nce analizi yapilan guineste kurutulmus domates tozunun 1 g da %11 protein,
%4,5 yag, 0.8 mg likopen, 0.13 mg B-karoten, 1.73 mg vitamin C, ve 0.07 mg a-tokoferol
bulunmaktadir (Sahin vd., 2008Db).

2.2.1. Likopenin Yapis1 ve Biyosentezi

Likopen 11 konjuge cift baga sahip asiklik yapida bir karotendir. Normalde all-
trans formda bulunmaktadir. Cift baglar izomerizasyon ve farkli cis izomer olusumunda
etkili olmaktadir. Bu durum bitkilerde ve plazmada 6n plana ¢ikmaktadir. Polien
zincirindeki uzun kromofor, likopenin kirmizi rengi ve antioksidan guct ile iliskilidir. Bu
da tekil oksijen ve farkli radikaller ile savunmada etkilidir. Likopen bir dizi dért desaturaz
reksiyonu ile karoten ve fitoenden sentezlenmektedir. Bu reaksiyonlar yiksek yapili

bitkilerin plastidlerinde olusmakta ve membrana bagli iki desaturaz enzimi tarafindan
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katalizlenmektedir, zincirin sonunda bulunan B-siklik halkanin agik olmasi, ozellikle
antioksidan aktivitede oldukga 6nemlidir (Bramley, 2000; Sahin vd., 2008a; Seren vd.,
2008; Alshatwi vd., 2010).

== M N N N N N Ny S N S =z
Likopen

Sekil 4. Likopenin yapisi (Campbell vd., 2007; Sahin vd., 2010b).

Sekil 5. Likopenin yapisi (Bramley, 2000).

all trans likopen

J-ris likopen

9-cis likopen

13-cis likopen

15-cis likopen

Sekil 6. Likopenin farkli pozisyondaki yapilar: (Breemen ve Pajkovic, 2008).



2.3. Likopen ve Kanser

Likopen, sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan karoten (karotenoid) ailesine
ait bir pigmenttir ve domatese kirmizi rengini vermektedir (Palozza vd., 2007; Sahin vd.,
2008a; Seren vd., 2008). Diyetimizdeki likopenin en az % 85’i domates ve domates
urtnlerinden elde edilmektedir. Vicutta likopen, karaciger, kolon, akciger, prostat gibi
dokularda belirli oranlarda depolanmaktadir (tablo 2). Bu dokulardaki konsantrasyonu
diger karotenoidlerden daha fazladir. Karotenoidlerin bitkilerde en az 600 formu
bulunmaktadir ve bitkilerin  farkli renklerde olmasmi saglamaktadirlar. Bu
karotenoidlerden sadece 14 tanesi insan doku plazmasinda uygun seviyelerde
bulunmaktadir. Insanlarin diyetinde ve plazmasinda en yaygin olarak bulunan
karotenoidler, likopen, a-karoten, p-karoten, lutein, B-kriptoksantin ve a-tokoferol’dur.
Bunlardan bazilarmin 6nemli Ozellikleri vardw, Ornegin, p-karoten vitamin A’ya
donusturilebilmektedir (Giovannucci, 2002; Karadas vd., 2006; Sahin vd., 2010b).
Insanlar ve hayvanlar, likopen sentezleyemedikleri icin diyetle alinmas: gerekmektedir.
Bunun yaninda bitkiler ve mikroorganizmalar likopen sentezleyebilmektedirler.

Likopen domates ve domates Urtnleri, karpuz, greyfurt gibi meyvelerde
bulunmaktadir. Ozellikle bir antioksidandir ve tekil oksijen radikali temizleyicisidir, bu
etkisi, B-karoten’den iki kat, o-tokoferol’den ise on kat daha fazladir. Ayrica diger
karotenoidlere kiyasla antioksidan glci, likopen> o-tokoferol> a-karoten> j-
kriptoksantin= B-karoten> lutein’dir. /n vivo ve in vitro oksidatif DNA hasarina Karsi
hicreleri korumaktadir. Ayrica yapilan calismalarda karotenoidlerin, mutasyon, karsinom
olusumu, hiicre farklilasmas: ve gelisimi tzerinde (sekil 7) dizenleyici etkilerinin oldugu
da belirtilmistir (Campbell vd., 2007; Rao, 2007; Sahin vd., 2008a; Seren vd., 2008; Sahin
vd., 2010a; Sahin vd., 2010b). Domatesin yaninda domates uriinleri de likopen agisindan
zengindir (tablo 1). Likopen, ayn: zamanda giclu bir antioksidan maddedir, hucreleri
serbest radikal hasarindan korumasmin yani sira, hucreler arasindaki baglari
guclendirmekte ve hiicre metabolizmasmi gelistirmektedir (Bramley, 2000; Giovannucci,
2002; Rao, 2007; Sahin vd., 2007; Anthon vd., 2011).



Tablo 1. Meyve ve domates Uriinlerinde bulunan likopen miktar: (Bramley, 2000).

Meyve veya Domates Grin(

Likopen miktarn pg/gr kuru agirhk

Domates salcasi

54-1500

Domates ketgab1 99-134
Piza sosu 1271
Domates suyu 50-116
Karpuz 23-72
Domates sosu 62
Pembe guava 54
Papaya 20-53
Taze domates 8,8-42
Pembe greyfurt 33,6

Tablo 2. insan dokularinda bulunan likopen diizeyleri (Bramley, 2000).

Doku Likopen (nmol/g yas agirlik)
Yag 0.2-13
Adrenal 1.9-21.6
Beyin 0.8
Kolon 0.3
Karaciger 1.3-5.7
Akciger 0.2-0.6
Yumurtahk 0.3
Prostat 0.8

Cilt 0.4
Mide 0.2
Testis 4.3-21.4

Likopenin, hicre dongusu dizenleyici proteinlerin sentezini tetikleyerek kanser

hicre gelisimini ve farklilasmasini1 6nledigi (Levy vd., 1995; Bertram, 1999; Karas vd.,

2000; Seren vd., 2008), insulin benzeri blytme faktori (IGF-1/IGF) baglayict proteinleri
aktive ettigi (Park vd., 1997; Rajah vd., 1999; Seren vd., 2008), Konneksin-43 (Cx-43)




geni Uzerinde diizenleyici etkisinin oldugu, hiicreler arasi etkilesimi ve baglantiy: arttirdig:
(Mehta vd., 1989; Bertram vd., 1991; Chen vd., 1995; Matsushima vd., 1995; Seren vd.,
2008), redoksu diizenledigi (Gius vd., 1999; Seren vd., 2008), DNA hasarin1 6nledigi (Rao
vd., 1999; Riso vd., 1999; Seren vd., 2008), interlokin (IL-6) ve androjenleri inaktif hale
getirdigi (Siler vd., 2004; Seren vd., 2008), 5-lipoxygenase-43 enzimini inhibe ettigi
(Hazai vd., 2006; Seren vd., 2008), immun sistemi giclendirdigi (Chew vd., 2004; Seren
vd., 2008), lipit peroksidasyonu Onledigi, cox enzim inhibitorleri aktivitesini tesvik ettigi
yapilmis olan ¢alismalarda goralmustur (Jewell vd., 1999; Seren vd., 2008). Likopenin etki
mekanizmalarinda goruldigl gibi karotenoidlerden olan likopen, hiicreler aras: baglanti
(gap-junction) genlerinden olan Cx-43 ekspresyonunu arttirmaktadir, artan Cx-43
proteinine bagl olarak da hicreler arasindaki iletisim saglanmaktadir. Yapilmis olan farkl
caligmalarda da likopenin kolorektal kanserli dokularda serum insulin benzeri biyime
faktor oranin1 disurdigl ve boylece kolorektal kanseri yavaslatabilecegi belirtilmistir
(Kictk vd., 2002; Sahin vd., 2007; Seren, 2008).

Son vyillarda yapilmis olan cahsmalarda likopenin, 6zellikle kolorektal kanser
Uzerindeki etkileri Uzerinde durulmustur. Bu calismalara gore, diyetle alinan likopenin
kanser hucrelerinin biuyumesini ve ¢cogalmasini 6nleyebilecegi, normal hiicreler arasindaki
etkilesimi buyuk oranda arttirabilecegi vurgulanmistir. Ayrica kanserli dokularda anormal
hiicre gelisimi (ACF) oranini azalttig da tespit edilmistir. Yine 0zellikle serbest radikallere
kars1 antioksidan 0Ozelliginin oldugu, yine bu suregte ve kanser slrecinde DNA hasar
oranin1 azalttigi da vurgulanmistir (Rao vd., 1999; Riso vd., 1999; Matos vd., 2000;
Wargovich vd., 2000; Giovannucci, 2002; Dias vd., 2010).

Kolorektal kanserden korunmada beslenmenin dnemi buydktir. Genellikle 45 yas
ustiinde gorilen kolon kanseri tasiyan bireyin ait oldugu ailenin birinci derecede yakin
akrabalarinin da risk altinda olma ihtimali mevcuttur. Kolon kanserine yakalananlarin diyet
uzmanlarmin onerilerine uymalar: 6nemlidir. Ozellikle hayvansal kokenli ve protein iceren
gidalar, kizartilmis veya kavrulmus etlerin tiketimini azaltmak bunlarin yerine taze sebze
ve meyve tiiketimine oncelik vermek yararh olabilir. Ornegin ispanak, domates, lahana,

kirmizibiber, brokoli ve turuncgillerin tiiketimi 6nerilmektedir (Dilsiz, 2004).
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Sekil 7. Karotenoidlerin etki mekanizmasi (Mayne, 1996).

Meyve ve sebzelerde bulunan likopen, vitamin E, B- karoten antioksidanlarin dogal
kaynagmi olusturmaktadir. Yapilan calismalar sonucunda da antioksidanlarin, ozellikle
likopen, vitamin E’nin birka¢ kanser tirinde, diabette, kalp hastaliklarinda oldukga etkili
olduklar: gorulmistiir. Ozellikle de bu bilesikler, DNA hasarin1 azaltmakta, lipit
peroksidasyonu ©nlemekte ve kanser hicrelerinin  gelisimini ve yayilmasini
durdurmaktadir (Sahin vd., 2006; Charoensiri vd., 2009; Liu vd., 2009; Liu vd., 2010).

Likopenin antikanser etkisi in vivo ve in vitro olarak hala ¢alisilmaktadir. Yapilmig
olan bir ¢alismada likopenin, N-methylnitrosourea etkenli kolon kanserini 6nleyebilecegi
bildirilmistir (Bhuvaneswaria vd., 2001). Ayrica likopenin hicre-hicre -etkilesimini
arttirdigi, mutajenezi azalttigi da bildirilmistir (Ferreira vd., 2004). Ayrica likopenin
antioksidan sorumlu elementi (ARE) aktive ederek, slperoksit dismitaz, glutatyon
transferaz gibi bazi antioksidan enzimlerin sentezinde de rol aldigi belirtilmistir (Moreira
vd., 2005; Breemen ve Pajkovic, 2008; Sahin vd., 2010a).

11



Antiolsidan ensimler
\ F 9

Proten kinaslar — » FRE

Transkripsiyvon faktérlen

ARE gen bélgest

Sekil 8. Antioksidan sorumlu elementin (ARE) bagli oldugu gen bélgesinden antioksidan enzim sentezi

Sekil 8’de de goruldigt gibi likopen etkisi ile bazi protein kinazlar aktifleserek
hicreler arasi sinyal proteinini (ERK) aktive etmekte, bu proteinin etkisi ile de
transkripsiyon faktorleri serbestleserek antioksidan enzim sentezinden sorumlu ARE
bolgesine baglanmakta ve bu bdlgeden antioksidan savunmasinda gorevli enzimlerin
sentezini tesvik etmektedir (Breemen ve Pajkovic, 2008; Sahin vd., 2010a; Sahin vd.,
2010c).

2.4. Likopen ve DNA Hasan

Reaktif oksijen ve nitrojen tirleri, yiksek yapili canlilarda normal hiicresel
metabolizma, fagositoz, yangi, radyasyon ve ksenobiotikler gibi eksojen faktorler
tarafindan surekli olusturulmaktadir. Bu faktorlerin etkisi ile olusan etkili radikaller, DNA,
lipit, karbohidrat gibi biyomolekillere zarar verebilmektedirler (Moreira vd., 2005;
Benherlal ve Amurughan., 2008). Yapilmis olan ¢alismalarda likopenin, hucreleri reaktif
oksijen tirleine (ROS) ve oksidatif DNA hasarina kars1 korudugu belirtilmistir (Rao, 2007;
Sahin vd., 2007; Sahin vd., 2008b; Seren vd., 2008). DNA hasar1 olusumunda, DNA
Polimeraz enzimlerinden poli (ADP-riboz) polimeraz enzimi inhibisyona ugrayarak
DNA’da kiriklar meydana gelmektedir (Baydas vd., 2005).
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2.5. Apoptozis

Apoptozis kelimesi eski yunan dilinde sonbahar mevsimindeki sararmis olan
yapraklarin dokulmesi anlaminda kulanilmaktadir. Ayrica programlanmis hicre 6limd,
hicre Olimd, hicre intihari, hicre kaybr olarak da tanimlanmaktadir. Tim canlilar gibi
hicreler de dogarlar, belirli bir stire yasarlar ve sonra da 6lurler. Yasam siresi, hiicre tipine
gore degismekle birlikte kaza ve travma sonucu olusan nekrozis diginda meydana gelen
tim hicre 6limleri apoptoz denilen programlanmis hiicre 6lumu ile gerceklesmektedir.
Programlanmis hiicre 6lumu; dengelenmis hiicre proliferasyonu ve dokulardaki hcre
sayisiin sabit tutulmasindan sorumludur. Ornegin insanlarda 5x10** kadar kan hiicresi her
gin programlanmig hicre 6limi ile kandan elimine edilmektedir (Luleyap, 2008).
Apoptozis 6zellikle doku homeostatisi ve istenmeyen etkilere karsi doku bittnligunin
saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Plati vd., 2011).

Cok hucrelilerde bir hiicre digerlerini olumsuz yonde etkiliyorsa bu hiicrenin tahrip
edilmesi gerekir. Ayrica bir hiicre komsu hicrelerden uygun sinyali alamiyorsa yine yok
olur (Dilsiz, 2004). DNA hasarmin olusmas: durumunda hasarin meydana geldigi hucre,
apoptozise yonlendirilerek ortadan kaldirilmaktadir. Bu sekilde DNA yapisinda zararh
mutasyonlar1 bulunduran hcrelerin, kanserlesme potansiyeli ortadan kaldirilmis olur.
Immiin sistemin énemli hiicrelerinden biri olan T lenfositler timus bezinde olgunlasirlar.
Bu hiicrelerin etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi dokularina kars: reaksiyon verme
potansiyeli tasiyanlari dolasima girmeden Once apoptozis ile ortamdan uzaklastirilirlar
(sekil 9). Immiin sistemde meydana gelen diger bir apoptoz turl ise sitotoksik T
hicrelerinin hedef hcrelerini 6ldirme mekanizmasidir. Sitotoksik T hticreleri hedef
hicreyi 6zgul olarak tanima sonucu, salgiladiklar: “perforinler’ araciligi ile hedef hiicre
zarinda delikler olusturarak membran yapisini bozarlar ve apoptoz tetiginin c¢ekilmesini

baslatarak hicre intiharina neden olurlar (Luleyap, 2008).
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(URL-3, 2010)
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Sekil 11. Apoptoza ugramis hiicrenin 6lim asamalari
(URL-4, 2010)

Hicre olurken cok asamali bir plan devreye girmektedir (sekil 10). Hicre iskeletini
olusturan aktin ve lamin proteinlerinin bolunmeleri ile hicre kuculmeye baslar (sekil 11
A). Hucre cekirdeginde ise kromatin bozulur ve gekirdek yogunlasir. Pek ¢ok hicre
olimunde cekirdek at nal seklini alir (sekil 11 B). Hicre gittikge kugulir (sekil 11 C).
Makrofajlarin yutmasina imkan verecek sekilde paketlenir. Makrofajlar bu sayede diizenli
ve temiz bir sekilde bu paketlenmis hiicre artiklarmi ortadan kaldirirlar. Isin ilging yan bu
paketlerin yizeyleri makrofajlarin onlar: taniyabilmesine olanak saglayan bir dontstim
yasarlar. Ornegin fosfaditilserin birimleri normalde hiicrenin igindeyken dis ytizeyine gelir.
Apoptozisin son agamalarinda zar kabarciklar: ve bazen de kiicuk vezikuller gozlenir (sekil
11 D) (URL-4, 2010).

2.5.1. Apoptotik Markerlar (Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, p53 Proteinleri)
Apoptozis mekanizmasi Uzerinde kaspaz-3, kaspaz-9, bax, bcl-2, p53 proteinleri

kilit bir rol oynamaktadir. Kaspazlar, baslatici ve effektér kaspazlar olarak ikiye
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ayrilmaktadir. Sistein proteazlar olarak da adlandirilmaktadirlar, hiicrede sitozolde lokalize
olmuglardir.  Apoptozis’de  Ozellikle aspartat rezidilerinden peptitleri  yikima
ugratmaktadirlar, temel gorevleri ise DNA polimeraz enzim aktivitesini Onleyerek hiicrenin
apoptozise ugrayarak yok olmasmi saglamaktir. Bcl-2 protein ailesinin bir kismi pro
apoptotik bir kismi ise anti apoptotiktir. Bu protein mitokondri zari tzerinde lokalize
olmustur. Mitokondri porlarinin gegirgenliginin kontrolinii yapmaktadir. Anti apoptotik
bir etkiye sahiptir ve apoptozisin baskilanmasinda rol almaktadir. Bax proteini,
proapoptotik bir proteindir. Mitokondri (zerinde yer almaktadir ve apoptozisin
gerceklesmesinde 6nemli bir rolt vardir. P53 proteini tumor baskilayici gen olarak da
bilinmektedir, hicrede DNA tamirinde rol alan enzimlerin sentezini tesvik etmektedir.
Ayrica hiicre dongist Uzerinde de dizenleyici bir roli vardir (Sawada vd., 2000; Nehls
vd., 2007; Mousavi vd., 2009; Millau vd., 2010). Hiicrede DNA hasar1 olustugunda hucre
dongusunde, hiicrenin G1 safhasinda kalarak S safhasina gecisini durdurmaktadir. Hiicrede
olusan DNA hasarini, DNA tamir enzimlerinin sentezini saglayarak onarmaktadir, fakat bu
hasar onarilamayacak diizeyde ise mitokondri zari Gzerinde bulunan bax proteininin
sentezini tetikleyerek, hiicrenin apoptozise ugramasmi saglamaktadir. Herhangi bir
patolojik durumda hcre icerisinden gelen uyarilara bagli olarak kaspazlar (kaspaz-8,
kaspaz-9) aktif hale gelmekte kaspaz aktivasyonuna bagli olarak apoptozis aktive edici
faktor-1 (apaf-1) aktiflesmekte ve mitokondriden sitokrom c serbest hale gelmektedir,
sonrasinda ise apaf-1, sitokrom c, kaspaz-9 birleserek apoptozom olusmakta, bu olusuma
bagl olarak da kaspaz-3 aktif hale gelerek hticrenin apoptozise ugrayarak yok edilmesi
gerceklesmektedir (sekil 12) (Abedin vd., 2007; Luleyap, 2008).
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Sekil 12. Sitokrom c ve apaf-1 aracili apoptozis (URL-5, 2010).

2.6. Siklooksijenaz-2 (Cox-2) Enzimi

Siklooksijenazlarin cox-1 ve cox-2 olarak en belirgin 2 izoformu bulunmaktadir.
Cox-1, bir cok dokuda sentezlenmekte ve bagirsak mukoza bakimi, bobrek kan akigmin
dizenlenmesi gibi normal fizyolojik durumlari duzenlemektedir. Cox-2 ise, normal
dokularda sentez orani oldukga zayif olan, kanser, yang: ve iltihabi reaksiyonlarda fazla
oranda sentezlenen bir enzimdir. Kanserli hicrelerin gelisimi ve farklilasmasinda cox-2
enziminin buydk roli vardir ve bu mekanizmada oldukca énem arzetmektedir (Dannenberg
vd., 2001; Baek, 2006; Sade vd., 2011). Cox-2 enzimi kolon kanserinde arasidonik asit
metabolizmasinda gorevli bir enzimdir ve kolon kanserinde Kilit bir rol oynamaktadir
(Strillacci vd., 2008). Normal dokulara gore kolorektal kanserli dokularda cox-2 proteini
daha fazla miktarda bulunmaktadir. Dokularda cox-2 sentezini, endotoksinler, hormonlar,
blytme faktorleri, sitokin benzeri timor nekrozis faktor (TNF), interlokinler ve
interferonlar induklemektedir. Herhangi bir patolojik durumda bu uyarici faktorlere bagl
olarak bu enzimin sentezinde bulundugu dokuya gore buyik artiglar gorilmektedir.
Endotoksinler, interlokinler veya TNF, hiicre yuzeylerindeki reseptorlerine baglandiginda,
baz1 protein kinazlar aktive olmakta buna bagl: olarak da niiklear faktor kappa B (NFkB)
aktifleserek cekirdekte cox-2 gen promotor bdlgesinden cox-2 enzim sentezini tesvik

etmektedir. Bu enzim sentezi ayrica, arasidonik asit metabolizmasinda olusan
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prostaglandin E; (PGE;) reseptorine bagli olarak pozitif feedback mekanizmasi ile de
diizenlenmektedir (Tuynman vd., 2004).

Yapilmis olan farkli calismalara gore, kolorektal adenokarsinomlarda % 90,
kolorektal adenomlarda ise % 40-90 oraninda cox-2 salmimi gérilmektedir (Strillacci vd.,
2008; Wendum vd., 2004). Siklooksijenazlar, prostaglandin sentezleyiciler olarak da
bilinmektedirler. Ozellikle de arasidonik asidin prostaglandinlere doniisiimiinde
etkilidirler. Yapilan ¢alismalarda bu enzimin sentezlenmesinin engellendigi durumlarda
kolorektal kanser hiicre gelisiminin geriledigi gorilmistir (Nagendraprabhu ve
Sudhandiran, 2011). Cox-2 enziminin fazla oranda sentezlenmesi, kolon kanserli
hastalarda timoral hucrelerin gelisimi ve ilerlemesinde Kilit bir rol oynamaktadir (Strillacci
vd., 2008).

/ \ — » C'ox-2 inhibitérleri

Prostaglandin Prostaglandin
Homeostatik Yanz;
fonlksiyvonlar Kanser

Sekil 13. Cox-1 ve cox-2 enzimlerinin farkl etki mekanizmalar: (Baek vd., 2006).

Sekil 13’de goruldugu gibi cox enzimleri 6zellikle cox-2 arasidonik asit
metabolizmasinda rol alarak bu asitin O0zellikle timoral hiicre gelisimi ve ¢ogaliminda
etkili bir faktor olan prostaglandinlere dontsumunu katalizlemektedir. Bu enzim igin
uygun inhibitorler kullanildiginda ise enzim inaktif hale gelmekte ve mekanizma

durmaktadir ve boylece kanser hiicre gelisimi yavaslamaktadir (Baek vd., 2006).
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2.6.1. Siklooksijenaz-2 (Cox-2) Enziminin Etki Mekanizmasi

Aragidonik asit 20 karbonlu, ¢oklu doymamis bir yag asiti olup prostaglandin
oncultdir ve bir ester olarak membran fosfolipitlerinin 2. pozisyonunda bulunmaktadir
(Dannenberg vd., 2001). Hiicre zarinda bulunan arasidonik asit metabolizmasi fosfolipaz

A, enzimi tarafindan katalizlenmektedir (Tuynman, 2004).

Membran fosfoliptlen

Fosfolipaz A2

k4

Aragdonat

siklooksienaz-2 alctivitest

v

cox PGG2

FPerolksidar alctivites

h

PiGH2

/ |Weraﬂar

PGE, PGFc PGD, PGl, TXA,

Sekil 14. Arasidonik asit metabolizmas: (Dannenberg, 2001).

Bu mekanizmada (sekil 14), ilk olarak fosfolipitlerin fosfolipaz A, ile hidrolizi
sonucu arasidonik asit olusmaktadir, sonra cox-2 enzimi katalizorlugiinde molekdler
oksijen arasidonik asite aktarilarak kararsiz bir bilesik olan prostaglandin G, (PGG,)
olusmakta, bu da hemen cox-2 enziminin peroksidaz aktivitesi katalizorlugiinde PGH;’ye
doniismekte ve spesifik izomerazlar da PGH,’yi farkh prostaglandinlere donisttirmektedir
(Dannenberg vd., 2001).

Bu bilgiler 1siginda 6zellikle bu doktora tez calismasinda, ratlara azoksimetan
verilerek kolon kanseri olusumu takip edilmis ve diyete likopen kaynagi olarak ilave edilen

domates tozunun, kolon kanseri (zerine 6zellikle cox-2 enziminin ve kaspaz-3, kaspaz-9,

19



bax, bcl-2, p53 proteinlerinin ekspresyonuna ve DNA hasarina etkisi arastirilmistir. Buna
bagl olarak daha onceden farkli kanser tirleri Uzerinde likopen ile yapilan ¢alismalarda
oldugu gibi bu tez ¢alismasinda da domates tozunun kolon kanserini 6zellikle de cox-2

enziminin ekspresyon diizeyini azaltarak yavaslatabilecegi beklenmektedir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Hayvansal dokulardan DNA izolasyon kiti Promega (Wizard® Genomic DNA
Purification Kit Kat. No: A1120, USA)’dan temin edilmistir.

Western Blot asamasinda kullanilan primer antikorlar (anti-kaspaz-3 sc-7148, anti
kaspaz-9 sc-81650, anti bax sc-526, anti bcl-2 sc-7382, anti p53 sc-55476, anti cox-2 sc-
7951) Santa Cruz Biotechnology (Germany)’ den temin edilmistir. Sekonder antikor (ab
6789) ise Abcam (UK)’dan temin edilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilan diger butiin kimyasallar; BDH (VWR's Science
Education division, USA), Sigma-Aldrich (Germany), Bio-Rad (USA) ve Merck
(USA)’ten temin edilmistir. Deneysel calismada kullanilan azoksimetan Sigma-Aldrich (A
2853, St. Louis, MO, USA)’den temin edilmistir.

3.1.2. Likopen Kaynagi ve Diyet

Ratlarin yemleri, Elazig yem fabrikasindan pelet yem olarak temin edilmistir.
Yemin bilesimi; %24 ham protein, %12 su, %1 tuz, %7 seliiloz, %8 ham kil, %0,9 fosfor,
%0,5-0,7 Na (FUDAM teknik sartname verilerine gore) likopen kaynag: olarak glineste
kurutulmus ve c¢ekilmis domates tozu (DT) %5 oraninda Elazig yem fabrikasinda rat

yemine katilarak pelet yem olarak hazirlanmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplan

Arastirmada 60 adet Wistar Albino (n=15, 8 haftalik) rat kullanilmistir. Arastirma,
Firat  Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde (FUDAM) vyiritilmistir
(12.02.2009 Etik kurul karar no: 15). Ratlara gunlik 12 saat aydinhk; 12 saat karanlk
olacak sekilde bir aydinlatma peryodu uygulanmistir. Ratlar canli agirliklart (CA) birbirine
yakin olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. Gruplar: (i) Negatif Kontrol: Standart diyet ile
beslenen, DT ve azoksimetan (AOM) verilmeyen grup; (ii) Pozitif Kontrol: Standart diyet
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ile beslenen, AOM verilmeyen fakat DT verilen grup; (iii) AOM Grubu: Standart diyet ile
beslenen ve AOM verilen grup; (15 mg/kg CA) (iv) Azoksimetan + DT Grubu: AOM ve
DT verilen grup. Likopen kaynag: olarak kurutulmus domates tozu kullaniimis ve diyete
%5 oraninda katilmistir. Hayvanlarin baslangic CA’lar1 esit olacak sekilde ayarlanip

gruplar olusturulmus ve CA’lar calisma boyunca haftalik olarak kaydedilmistir.

Tablo 3. Arastirma gruplar: (n=15)

Gruplar Uygulama Deneme
Suresi
Negatif Kontrol Standart diyet ile beslenen, domates tozu | 20 hafta

(DT), ve azoksimetan (AOM) verilmeyen
grup

Pozitif Kontrol (DT) Standart diyet ile beslenen, AOM verilmeyen | 20 hafta
fakat DT verilen grup

Azoksimetan Grubu Standart diyet ile beslenen ve AOM verilen | 20 hafta
grup
Azoksimetan + DT Grubu AOM ve DT verilen grup 20 hafta

Ratlarin normal yemle beslendigi bir haftalik alisma déneminden sonra, dnceden
belirtildigi gibi agirlik ortalamalar1 esit olacak sekilde secilip gruplara ayrilmstir. Yem ve
su, calisma siresince ad libitum olarak verilmis, AOM veya serum fizyolojigin ikinci
enjeksiyonundan 1 hafta sonra ve hayvanlar kesilmeden 1 hafta dnce 1 ginlik (24 saat)
yem tiketimi belirlenmistir. Calisma bitiminde ratlar dekapite edilerek kolorektal dokular

alinmis ve analizler yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Azoksimetan Uygulamasi ve Tumor Tiplendirmesi

Kontrol grubu hayvanlarina esit miktarlarda olacak sekilde ¢alismanin 2. 3. ve 4.
haftasinda serum fizyolojik, deneme grubu hayvanlarina ise Azoksimetan enjeksiyonu 3
defa (haftada bir kez) sub kutan (deri alt1) yapilmigtir. AOM, ratlara 15 mg/kg CA (canh
agirhgi) dozunda enjekte edilmistir (Thirupurasundari vd., 2009). Arastirma 20 hafta
surmustur. Arastirma sonunda hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek kolorektal

dokular alinmis ve dokulardan kesitler ve bloklar hazirlanmis, timorin insidansi, hacmi ve
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yayilimi histopatolojik olarak incelenmistir. Makroskobik timorler alimip % 4’luk
paraformaldehit soliisyonunda fikse edilerek 1s1tk mikroskobunda incelenmistir. Tamaorler
onceden belirtildigi gibi adenom veya adenokarsinom seklinde smiflandmrilmustir.
Kolorektal dokuda adi gegen proteinlerin ekspresyonlar: belirlenmistir (Thirupurasundari
vd., 2009; Fraser vd., 2010).

3.2.3. Domates Tozunun Hazirlamsi ve Uygulanmasi

Likopen kaynagi olarak domates tozu kullanilmistir. Hazir glineste kurutulmus
domates ogutilip diyete %5 oraninda ilave edilmis ve diyet izokalorik ve izonitrojenik
olarak ayarlanmigtir. Daha 6nce analizi yapilan giineste kurutulmus domates tozunun 1 g
da %11 protein, %4,5 yag, 0.8 mg likopen, 0.13 mg B-karoten, 1.73 mg vitamin C, ve 0.07
mg a-tokoferol bulunmaktadir (Sahin vd., 2008b).

3.2.4. Doku Homojenizasyonu

Kolon doku 6rnekleri sogukta (0 °C) PBS ile yikand:, sonra kiclk parcalara
bolinerek mekanik homojenizatorde lizis tamponu [pH: 7,4 1M Tris, EDTA, B-
Merkaptoetanol, Soybean tripsin inhibitor, Fenil metil stlfonil florid (PMSF)] icerisinde
parcalandi, parcalanan doku 6rnekleri 15000 rpm’de 60 dk. santriftjlendi, supernatant
ahnarak kullanincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Bu metotta, Sahin ve ark.’nin

yaptigi homojenizasyon esas alinarak bazi degisiklikler yapilmistir (Sahin vd., 2010c).

3.2.5. DNA Hasarmin Analizi

Apoptozisde endoniikleaz enziminin aktivasyonu ile DNA’da kiriklar olusmaktadir.
Enzim DNA’y1 200 baz ciftlik parcalara ayirarak kirilmalar olusturmakta ve DNA agaroz
jel elektroforezinde (Thermo EC, mini cell, EC 320) merdiven gorintusunin olusmasina
sebep olmaktadir. Apoptoziste dnemli bir belirte¢ olan bu olusum da DNA-agaroz jel
elektroforezi ile tespit edilebilmektedir. Dokularda promega Genomik DNA izolasyon Kiti
kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir (Promega, Wizard® Genomic DNA Purification
Kit, A 1120). Sonrasinda DNA Tris-EDTA sollisyonunda c¢ozillerek DNA agaroz jel
elektroforezi yontemi ile %2’lik agaroz jelde analiz edilmistir (Wang vd., 2003; Baydas
vd., 2005) ve devaminda DNA bantlarinin goruntst alinmis, bu gorintilere bakarak da

gruplar arasindaki benzerlik ve farkliliklar tespit edilmistir.
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3.2.5.1. Kolon Dokusundan DNA izolasyonu
Dokularda Promega Genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonu su
sekilde yapilmistir (Promega, Wizard® Genomic DNA Purification Kit, A 1120):

1- 100 mg kolon doku Ornekleri kesilerek 1,5 ml lik tiplere alinir 120 ul EDTA
(pH:8.0) ve 500 ul niklei lizis soliisyonu eklenir ve buzda sogutulur.

2- Tuplere 600 pul EDTA/ Nuklei lizis solusyonu tekrar ilave edilir.

3- 17.5ul of 20mg/ml Proteinaz K ilave edilir.

4- 55°C’ de bir gece inkube edilerek dokular eritilir.

5- 3ul of RNAaz soliisyonu ilave edilerek karistirilir 37°C” de 15-30 dk. bekletilir,
sonrasinda Ornekler oda 1sisinda 5dk. bekletilir.

6- 13000 rpm de 4 dk. santrifuj edilir, altta beyaz pelet olusur.

7- 1cerisinde DNA bulunan siipernatant dikkatli bir sekilde temiz bir 1,5ml lik tiipe
alinarak 600 ul izopropanol ilave edilir.

8- Beyaz renkte DNA Kitlesi goruliinceye kadar yavasca karistirilir.

9- 13000 rpm de 1dk. santriftj edilir, dikkatli bir sekilde supernatant atilir.

10-600 pl %70 lik ethanol ilave edilerek DNA yavasga birka¢ defa karistirilarak
yikanir ve 13000 rpm de 1dk. santrifuj edilir.

11- Dikkatli bir sekilde ethanol ayrilarak tup 10-15 dk. oda 1sisinda kurutulur.

12-100ul of DNA Rehydration Solution ilave edilerek 65°C” de 1 saat inkibe edilir,
ara sira yavas bir sekilde tup birkag defa karigtirilir.

13- Elde edilen DNA 6rnegi 2-4°C’ de muhafaza edilir.

3.2.6. SDS-PAGE ve Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

SDS-PAGE (Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi) teknigi ile
dokulara ait protein 6rnekleri %12’lik jelde yuritulmus, daha sonra bu proteinler Western
blotlama teknigi ile nitroseliloz membrana aktarilarak ekspresyon dizeylerine bakilmis
(Laemmli, 1970) ve sonrasinda protein dizeyleri yogunluk belirleyici analiz sistemi ile
Olctlmastar. (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA).
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3.2.6.1. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi
kullanilarak yapilmistir. Proteinleri ayirmak icin kullanilan jel asagidaki gibi hazirlanmistir
(Laemmli, 1970).

Ayirma Jeli (separating)’nin Hazirlamsi (% 12)

dH,O 3,35 ml
1,5 M Tris HCI (pH: 8.8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 4 ml
% 10 Amonyum Persulfat 75 ul
TEMED 15l

Yukleme Jeli (stacking)’nin Hazirlanisi (% 4)

dH0 6,1 ml
0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 1,3ml
% 10 Amonyum Persilfat 60 ul
TEMED 12 pl

Ornekler kuyulara yiiklenmeden once esit miktarda SDS-PAGE SAB boyas: ilave
edilerek 5 dakika kaynatilir. Elektroforez igin 1 x tank tamponu kullanilir ve proteinlerin
jeldeki hareketinin izlenmesini saglayan boyaya (bromofenol mavisi) ait mavi bant, jelin
sonuna gelinceye kadar 20 mA akim uygulanir. Elektroforez sonras: jel, oda sicaklhiginda
yarim saat stireyle Coommasie mavisi ile boyanir ve sonrasinda jeldeki protein bantlar:
gorunur hale gelinceye kadar boya uzaklastirici solusyon ile yikanir. Jeller, fotograflar:

alindiktan sonra jel kurutma sistemi ile kurutularak saklanir (Laemmli, 1970).
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3.2.6.2. Western Blotlama ile Protein Ekspresyon Duzeylerinin Belirlenmesi

Stok Solusyonlar ve Tamponlar

Azoksimetan Sollsyonu

Azoksimetan 100 mg

Serum Fizyolojik 35 ml

100 mg azoksimetan 35 ml % 9’luk izotonik serum fizyolojik icerisinde ¢Ozulerek

hazirland:.

Agaroz jel icin SAB (Sample Amplification Buffer)

Promega kitine ait tampon kullanild.

SDS-PAGE i¢in 5x Tank (yiiritme) Tamponu (5x Running Buffer)

0,025 M Trizma Base 15 g/ml
0,192 M Glisin 72 g/ml
%0.1 SDS 54/

dH20 ile 1x Running buffer’a seyreltilerek ¢alisma sollisyonu hazirlandi.

SDS-PAGE i¢in Ornek Uygulama Tamponu (SAB: Sample Amplification Buffer)

% 10 SDS 1 g/20 ml
0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 0,6 g/10 ml
% 5 Gliserol 0,5 mi/10 ml
% 25 2-Merkaptoetanol 0,25 ml/10 ml
% 0,05 Bromofenol Mavisi 0,005 g/10 ml

dH0 ile 10 mI’ye tamamland..

SDS-PAGE Sonrasi Protein Boyama Solisyonu

% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi 0,1 g/100 ml
% 40 Metanol 40 ml/100 ml
%10 Glasiyal Asetik Asit 10 ml/100 ml

dH,0 ile 100 mI’ye tamamland:.
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SDS-PAGE Sonras1 Boya Giderici (Destaining) Soltisyon
% 5 Metanol 5 mi/100 ml

% 7 Asetik Asit 7 mi/100 ml

dH20 ile 100 ml’ye tamamlandi.

Western Blot Transfer Tamponu 5X

Glisin 4,3 g/300 ml
Trizma Base 5,81 g/300 ml
Metanol 75 ml/300 ml

dH20 ile 300 ml’ye tamamland:.

PBS (Phosphate Buffered Saline) 9X

1,45 M NaCl 84,74 gr/l
0,075 M NapHPO4.12 H,O 26,8 grll
0,025 M NaH,P04.12 H,O 3,90r/l

PBS Triton-X 100
PBS 1000 ml
Triton-x 100 2ml

Bovin serum Albumin

Bloklama sollisyonu olarak % 1’lik bovin serum albumin kullanild.

Western Blotlama Sonrasinda Nitroselilloz Membranda Protein Goriuntileme

Soliisyonu

1 M Tris (pH: 6,8) 4ml/120 ml
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) tablet 3 tablet (Merc)
%3 H,0; 1ml/120ml

dH,0 ile 120 ml’ye tamamland:.

Western blotlama BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi
kullanilarak yapilmistir. Blotlama 6ncesinde SDS-PAGE ile B6lim 3.2.6.1°de anlatildig:

gibi proteinlerin jelde ayrilmas: saglanir. BIO-RAD Immobilon-P transfer membrani jel
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buyukliglinde kesilir. Filtre kagitlar: ile birlikte transfer tamponu icerisinde bekletilir.
Elektroforez sonrasinda jel de transfer tamponu icerisinde bekletildikten sonra western
blota 6zgu kasetin kapag: acilir, alt tarafina filtre kagidi ve onun tzerine de jel yerlestirilir.
Hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek nitroseliiloz membran ve tekrar bir filtre
kagid1 yerlestirilir. Kasetin kapag: kapatilir ve elektroforez tankina yerlestirilir. Tanka buz
unitesi yerlestirildikten sonra transfer tamponu doldurulur ve gii¢ kaynagina baglanarak
250 mA’de 90dk. akim verilir. Blotlama manyetik karistirict Gzerinde yapilarak ismin
dizenli dagilmasi saglanir. Blotlama sonrast membran, PBS Triton-X 100°de (PBS ¢alisma
soliisyonu) 15 dakika yikamr. BSA (bovin serum albumin) icerisinde 4°C’de bir gece
bloklama yap1lir. Bloklamadan sonra 30 dk. Oda 1sisinda bekletilir, sonra 60 dk, 37°C’ de
etlivde, ve sonrasinda 30 dk oda 1sisinda bekletilir, 1/1000 oraninda seyreltilmis primer
antikor ilave edilir. 30dk. Oda 1sisinda bekletilir, sonra 60 dk, 37°C’ de etlivde ve
sonrasinda 30 dk oda sisinda bekletilir, 15 dakika PBS calisma solisyonu ile yikama
yapilir. 1/1000-2000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor ilave edilir. 30 dk oda isisinda
bekletilir, sonra 60 dk, 37°C’ de etlivde ve sonrasinda 30 dk oda 1sisinda bekletilir. Yine
ayn sekilde PBS c¢alisma sollisyonu ile 15dk yikama yapilir. Yikama sonrasinda 3 tablet
(30 mg) 3,3’-Diaminobenzidin (DAB, Sigma-Aldrich), 116 ml PBS, %3’lik 1ml H,0;
icerisinde 1M Tris (pH: 6,8) bantlar belirinceye kadar bekletilir. Daha sonra dH,O icerisine
alinarak reaksiyon durdurulur, bu metotta Sahin ve ark.’nin ¢alismas: esas alinarak bazi

degisiklikler yapilmistir (Sahin vd., 2010c).

3.2.7. Siklooksijenaz-2 (Cox-2) Ekspresyonunun Kontrolt

Azoksimetan uygulanarak kolon kanseri olusturulmus gruplarda cox-2 enziminin
ekspresyon diizeyi bu enzime spesifik antikorlar kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica kolon
kanseri olusturulmamis gruplarda da bu enzimin ekspresyon dizeyi SDS-PAGE ve
Western blotlama teknigi ile belirlenerek sonugta timorlu doku ile normal doku arasinda
bu proteinin ekspresyon duzeyleri karsilastirilmistir. Ayni1 zamanda DT verilmis kanserli
dokularin da protein analizi yapilarak cox-2 enziminin, kolorektal/timor dokudaki

ekspresyon diizeyleri bir bitin olarak degerlendirilmistir.
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3.2.8. Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2 p53 Proteinlerinin Analizi (Apoptotik
Markerlar)

Apoptoziste dnemli bir belirteg olan bu proteinlerin dokulardaki sentez oranlari
onem arzetmektedir. Bu tez calismasinda kaspaz-3, kaspaz-9, bax- bcl-2, gibi apoptotik
(markerlarin) proteinlerin kanserli ve normal dokudaki ekspresyon dizeyleri spesifik

antikorlar kullanilarak SDS-PAGE ve Western blotlama teknigi ile belirlenmistir.

3.2.9. Istatistiksel Analizler

Batun veriler SAS (1999) paket programinda Varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Grup ici farkliliklart belirlemek igin Duncan testi uygulanmis ve
timor insidans verileri X testi ile analiz edilerek, timér tespit edilen ratlarin sayis: yiizde

(%) olarak belirtilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Histopatolojik Goruntuler
Calismanin sonlandiriimasi ile birlikte 6rnek kolon dokularindan 2’ser cm ara ile
kesitler alinip hematoksilen-eosin boya soliisyonun da drnekler hazirlanarak mikroskopta

incelenmstir.

Sekil 15. Kontrol grubuna ait histolojik goriinti (HE x 400)
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Sekil 16. DT grubuna (pozitif kontrol) ait hiicre gorintusi (HE x 400)

Sekil 17. Azoksimetan verilen gruba ait adenokarsinomda tashi yiiziik hiicre gériintiisii (HE x 200)
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Sekil 19. Azoksimetan + DT verilen grupta orta siddette displazi hiicre goriintisi (HE x 400)
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Sekil 20. Azoksimetan + DT verilen grupta siddetli displazi hiicre gériintlist (HE x 400)

4.1.2. Dekapite Edilmis Ratlarin Kolon Doku Makroskobik Goriuntuleri

kontrol grubu kolon doku makroskobik gorinttisi (Canon Power Shot S5 IS, 8

Sekil 21. Dekapite edilmis

1/2.5”’ (5.8 x 4.3 mm)

megapiksel
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Sekil 22. Dekapite edilmis DT (pozitif kontrol) grubu kolon doku makroskobik gdriintiisii (Canon Power
Shot S5 IS, 8 megapiksel 1/2.5”” (5.8 x 4.3 mm)

Sekil 23. Dekapite edilmis azoksimetan grubu kolon doku makroskobik gériintlisti (Canon Power Shot S5
IS, 8 megapiksel 1/2.5°” (5.8 x 4.3 mm)
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Sekil 24. Dekapite edilmis DT + azoksimetan grubu kolon doku makroskobik gorintiisii (Canon Power Shot
S5 1S, 8 megapiksel 1/2.5°” (5.8 x 4.3 mm)

4.1.3. Kanserde Anormal Hicre Gelisimi (ACF)

Azoksimetan grubunda kanserli hayvanlarda ortalama 47 kript sayilmis,
azoksimetan ve DT verilen grupta ise kanserli hayvanlarda ortalama 20 kript sayilmistir
(tablo 4).

Tablo 4. Gruplarda goriilen ACF oranlar

Gruplar Kript sayis1
Kontrol 0

DT 0

AOM 47

AOM + DT 20

Tablo 4’e bakildiginda kanserli dokuda ve DT verilen kanserli gruplarda ACF
oranlar: farkl: bulunmustur. Kanserli grupta fazla oranda ACF tespit edilmisken DT verilen
kanserli grupta bu oran daha disuk bulunmustur (sekil 25) (p<0.05). Dolayist ile buna bagli
olarak, likopenin timor gelisimini ve olusumunu onleyebilecegini ve tumdral hiicre

baslangici olarak kabul edilen ACF oranmi azaltabilecegini sdyleyebiliriz.
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Crtalama Kript Sayisi

ACF

O Kript Sayisi

Sekil 25. Gruplarda gorilen kript sayilari

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
Gruplar arasi fark ONE-WAY ANOVA testi ile belirlenmistir.

4.1.4. Tumor Tiplendirmesi

Tablo 5. Azoksimetan verilen ratlarda DT nun displazi ve adenokarsinom iizerine etkileri *

Gruplar Displazi (%) Adenokarsinom n
(%)
Kontrol 0° o° 15
DT 0° o° 15
AOM 20.0° 53.3° 15
AOM + DT 33.3° 13.3° 15
P 0.016 0.000
X2 10.385 14.196

a-c: Ayni siitunda farkl harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).

* Gruplar aras: fark X? testi ile belirlenmistir.
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Sekil 26. Gruplarda goriilen displazi oranlar

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
* Gruplar aras: fark X? testi ile belirlenmistir.
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Kontrolin Yiizdesi

Sekil 27. Gruplarda goriilen adenokarsinom oranlari

a-b: Farkh harfi tastyan gruplar arasi fark dnemlidir (p<0.05).
* Gruplar aras: fark X? testi ile belirlenmistir.

Azoksimetan verilen kanser grubunda 15 hayvandan 8’inde adenokarsinom tespit
edilmis, 3 tanesinde de orta derecede displazi gelismistir. Azoksimetan ve DT verilen
grupta; 15 hayvandan 2 tanesinde adenokarsinom, 2 tanesinde agir siddetli displazi, 3

tanesinde de orta derecede displazi gortlmustir. Tespit edilen timdrlerin boyutu yaklasik
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0.1-0.8 cm olarak o6lgtlmus, tumdr bolgesi ¢ogunlukla kolonun proksimal bdlgesinde
yogunlasmustir. Tablo 5°deki istatistiksel degerlere bakildiginda, gruplar arasindaki fark
onemlidir (p<0.05). Hem displazi hem de adenokarsinom acisindan bakildiginda
azoksimetan grubu ve DT verilen azoksimetan grubu arasinda belirgin bir fark vardir
(p<0.05). Histolojik gorlntilere bakarak degerlendirme yapilirsa, azoksimetan verilen
grupta kontrollere gore, belirgin oranda adenokarsinom timadr olusumu gorulmektedir
(sekil 17 ve sekil 18). AOM + DT verilen gruba bakildiginda siddetli ve orta siddetli
displaziler gorilmektedir (sekil 19 ve sekil 20). Buna bagli olarak su yorumlar yapilabilir,
sekillerde de goruldigl gibi, DT verilen kanserli grupta siddetli ve orta siddetli displazi
gelistigi gorulmustur, dolayist ile kontrollere gore kiyaslandiginda likopenin kanserli

gruplarda adenokarsinom gelisimini azaltabilecegini soyleyebiliriz.

4.1.5. Canh Agirhk Degisimi ve Yem Tuketimi

Tablo 6. Azoksimetan verilen ratlarda DT nun yem tiiketimi ve canh agirlik tizerine etkileri

Gruplar Yem tuketimi, Baslangic canh Bitis canh
gr agirhk, gr agirhk, gr
Kontrol 19.41+0.41° 218.07+4.74 334.80+5.67°
DT 20.55+0.70° 216.46+7.40 317.80+4.5°
AOM 16.75+0.52" 217.53+5.70 301.67+5.02°
AOM + DT 20.44+0.10° 217.20+7.17 307.80+5.28™

a-c: Ayni siitunda farkl harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Sekil 28. Gruplarda goriilen bitis canli agirlik oranlar

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Sekil 29. Gruplara gore giinlik yem tiiketim oranlar

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
ANOVA Post hoc Duncan Testi

Tablo 6’daki istatistiksel degerlere yem tuketimi acgisindan bakildiginda gruplar
arasindaki farklar énemlidir (p<0.05). Bu sonuglara gére azoksimetan grubu ve DT verilen

azoksimetan grubu arasinda istatistiksel agidan fark oldugu igin (p<0.05) verilen DT nun
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kismende olsa tumor gelisimine negatif yonde etkide bulunarak iyilesme gésterebilecegi
sOylenebilir.

Baslangi¢ canli agirliklarina bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan bir
fark yoktur (p>0.05). Bitis canli agirliklarina bakildiginda azoksimetan grubu ve DT

verilen azoksimetan grubu arasinda istatistiksel agidan énemli bir fark yoktur (p>0.05).

4.1.6. DNA Hasan

1 2 3 4 5

Sekil 30. Kontrol grubu ve deney grubu ratlarda hiicresel DNA hasar1 gorintisa.
Hatlar: (1) marker; (2) Kontrol; (3), DT; (4) AOM; (5) AOM + DT

Sekil 30" da ki DNA agaroz jel goruntusiine bakildiginda azoksimetan grubunda
kontrollere gore DNA da meydana gelen kirilmalar (merdiven gorintust) daha fazla
gorulmektedir. AOM + DT verilen grupta ise DNA daki kirilmalar kanser grubuna gore
kismen daha azdir. Bu sonuglara gdre de su yorumu yapabiliriz; DT verilen kanserli
gruplarda DNA daki hasar orani, DT verilmeyen kanser gurubuna gore daha azdir ve buna
bagl olarak da domates tozu icerisinde bulunan likopenin kolon kanseri stirecinde kismen
de olsa DNA hasarin1 azaltabilecegini sOyleyebiliriz (Sahin vd., 2007; Seren vd., 2008).
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1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Sekil 31. Farkl: strelerde jelde yiritilmis ve farkl miktarlarda DNA 6rnegi yliklenmis agaroz DNA jel
goriintdleri, kontrol grubu ve deney grubu ratlarda hiicresel DNA hasar1 goriintiisi.
Hatlar: (1) marker; (2) Kontrol; (3) DT, pozitif kontrol; (4) AOM; (5) AOM + DT.

Sekil 32. Farkl: sirelerde jelde yiritilmis ve farkl miktarlarda DNA 6rnegi yliklenmis agaroz DNA jel
gorintileri, kontrol grubu ve deney grubu ratlarda hiicresel DNA hasar1 goriintusa.
Hatlar: (1) marker; (2) Kontrol; (3) DT, pozitif kontrol; (4) AOM; (5) AOM + DT.
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Sekil 33. Farkl: strelerde jelde yiritilmis ve farkl miktarlarda DNA 6rnegi yliklenmis agaroz DNA jel
goriintdleri, kontrol grubu ve deney grubu ratlarda hiicresel DNA hasar1 goriintiisi.
Hatlar: (1) marker; (2) Kontrol; (3) DT, pozitif kontrol; (4) AOM; (5) AOM + DT.

Farkli strelerde yiratilen ve farkl miktarlarda DNA Ornegi yiklenmis sekil 31, 32,
ve 33’de gorulen resimlerdeki amag, farkli sture ve miktarin agaroz jeldeki gorunti
durumlarmi nasil etkiledigini tespit etmektir.

4.1.7. Cox-2 Enzim Ekspresyon Duzeyleri

Cox-2 | es—— T2EDA

300

250 4

200

150 - b

bc
100 - c

Kontrolin Yiizdesi

50

U T T T 1

Kontrol Domates tozu Azoksimetan Azoksimetan +
domates tozu

Sekil 34. Gruplara gore cox-2 enzim ekspresyon dlzeyleri

a-c: Farkl: harfi tagiyan gruplar arasi fark dnemlidir (p<0.05).
ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Yaptigimiz Western blotlama teknigi sonucunda sekil 34’e bakildiginda
azoksimetan grubu ve DT verilen azoksimetan grubu arasinda cox-2 enzim ekspresyon
dizeyi bakimindan istatistiksel agidan énemli bir fark vardir (p<0.05). DT verilen kanserli
grupta cox-2 enzim ekspresyon diizeyi, DT verilmeyen kanserli gruba gdre daha dislk
bulunmustur. Bu da bize likopenin 6zellikle cox-2 enzim inhibitorlerini harekete gecirerek
kanserli hcrelerin gelisimi ve yayilmasinda etkili olan cox-2 enziminin aktivitesini
azaltabilecegini gostermektedir. Bu enzimin aktivitesinin azalmas: da kolorektal kanser

hicrelerinin gelisimini ve yayilimini da boylece yavaslatabilmektedir (Strillacci vd., 2008).

4.1.8. Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, p53 Proteinlerinin Ekspresyon Duzeyleri
(Apoptotik Markerlar)

Bax 23 KDA
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K4
u T T T 1
Eontrol Domates tozu Azoksimetan Aroksimetan +
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Sekil 35. Gruplara gore bax protein ekspresyon dizeyleri

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Sekil 36. Gruplara gore bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri

a-c: Farkli harfi tagtyan gruplar arasi fark dnemlidir (p<0.05).

ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Sekil 37. Gruplara gore kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).

ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Sekil 38. Gruplara gore kaspaz-9 protein ekspresyon diizeyleri

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Sekil 39. Gruplara gore p53 protein ekspresyon diizeyleri

a-c: Farkli harfi tagiyan gruplar aras: fark énemlidir (p<0.05).
ANOVA Post hoc Duncan Testi
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Bolim 4.1.8 de, hicre 6lim mekanizmas: basamaklarinda yer alan proteinlerin
ekspresyon dizeyleri gorulmektedir. Sekil 35’e bakildiginda, Bax proteininin ekspresyon
diizeyi, azoksimetan kanser grubu ve DT verilen kanserli grup arasinda istatistiksel agidan
bir fark gostermemistir (p>0.05). Fakat DT ve kontrol grubu arasinda ise fark gorilmastur
(p<0.05). Ozellikle DT verilen normal grupta ekspresyon diizeyi daha yiiksek bulunmustur.
Sekil 36’ya bakildiginda 6zellikle kanserli dokularda antiapoptotik etki gosteren bcl-2
protein ekspresyon dizeyi, azoksimetan grubu ve DT verilen azoksimetan grubu arasinda
istatistiksel agidan fark gostermistir (p<0.05). DT verilen kanserli gruptaki bcl-2 protein
ekspresyon duzeyi, kanser grubuna gore fazladir, normalde bcl-2 ekspresyonunun
azoksimetan verilen grupta fazla olmas: beklenmekteydi. Sekil 37’ye bakildiginda
apoptotik bir protein olan kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyi azoksimetan grubu ve DT
verilen azoksimetan grubu arasinda istatistiksel acidan fark gostermistir (p<0.05).
Azoksimetan grubuna gore bu protein, DT verilen azoksimetan grubunda daha fazla
miktarda bulunmustur. Buna bagli olarak bu proteinin DT verilen azoksimetan grubunda
yuksek bulunmas: likopenin, bu proteinlerin sentezini arttirict yonde etki gosterdigini
sOyleyebiliriz.

Sekil 38’e bakildiginda, apoptotik bir protein olan kaspaz-9 ekspresyon duzeyi
azoksimetan grubu ve DT verilen azoksimetan grubu arasinda istatistiksel agidan fark
gostermistir (p<0.05), fakat bu defa azoksimetan grubunda DT verilen azoksimetan
grubuna gore ekspresyon dizeyi daha fazla bulunmustur. DT verilen azoksimetan
grubunda ise bu proteinin ekspresyon diizeyi normal kontrol grubuna gére daha fazla
bulunmustur. Sekil 39’a bakildiginda timor baskilayici gen olarak bilinen p53 gen Grinl
olan p53 protein ekspresyon dizeyi kontrol grubu ve DT verilen azoksimetan grubu
arasinda istatistiksel agidan fark gdostermistir (p<0.05). Ekspresyon diizeyi kontrole gore bu
grupta daha fazladir. Azoksimetan grubu ve DT verilen azoksimetan grubu arasinda p53
protein ekspresyon duzeyi istatistiksel agidan fark gostermistir (p<0.05), fakat azoksimetan

grubunda bu deger DT verilen azoksimetan grubuna gore daha fazla bulunmustur.
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4.2. TARTISMA

Yapilan caligmalarda, karotenoidlerin, vitaminlerin (vitamin E, C) antioksidan
olarak hastahklar Uzerinde oldukga etkili olduklari, Ozellikle kalp hastaliklarinda,
karaciger, akciger, beyin ve kolon kanseri uUzerinde koruyucu etkilerinin oldugu
belirtilmistir (Seren vd., 2008; Du vd., 2009; Murillo vd., 2010; Sahin vd., 2010b).

Sahin ve ark.’na gore, likopen, oksidatif strese karsi DNA hasarin1 azaltmakta,
reaktif oksijen tlrlerine karsi cisplatin-DNA etkilesimini 6nlemektedir (Sahin vd., 2010Db).

Ferreira ve ark.’1, doksorubisin ile ratlarda olusturduklari oksidatif stres
durumunda, domates ve oleoresin karsimmin rat kalp hiicrelerinde DNA hasar oranini
dustrduguni tespit etmislerdir (Ferreira vd., 2007). Moreira ve ark.’1 diyete ilave edilen
domates tozunun ratlarda oksidatif hasar1 disurdigind belirtmislerdir (Moreira vd., 2005).

Ferreira ve ark.’1, provitamin A karotenoidlerinden Ornegin -karoten, provitamin
A olmayan karotenoidlerden 0Ornegin, kantaksantin, astaksantin (AST) ve likopenin,
neoplastik transformasyonlar1 (degisimleri) Onledigini, likopen ve diger oksidatif
metabolitlerin kultire edilmis insan prostat kanser hicrelerinin ¢cogalimimni yavaslattigimi
belirtmigler, bunun aksine likopen ve metabolitlerinin insan foreskin fibroblast Hs68
hlcrelerinde ise oksidatif DNA hasarmi arttirabilecegini vurgulamiglardir, fakat hangi
dozlarda bu etkinin gerceklesecegi yeterince agiklanmamistir (Ferreira vd., 2004). Bizim
bulgularimiza gore, ratlara azoksimetan verilerek olusturulan kolorektal kanserde, domates
tozu (DT) verilen kanserli grupta DT verilmeyen kanserli gruba gore, DNA agaroz jel
elektroforezi goruntulerimize bakildiginda (sekil 30), iki grup arasinda DNA da kiriklar
olusmas: yoniinden bir fark oldugu gorldi. Ozellikle DT verilen kanserli grupta DNA
kiriklart normal kanserli gruba gore daha azdir, bu farklilik da, domates tozunda bulunan
likopenin, kanserli hicrelerdeki DNA hasarin1 kismen de olsa Onleyebilecegini
dustindurmektedir.

Tang ve ark.’1, likopen ile verilen eikosa pentaenoik asit (EPA)’nin insan kolon
kanseri hcrelerinin ilerlemesini ve ¢ogalmasmi azalttigini belirtmislerdir (Tang vd.,
2009).

Salman ve ark.’1, likopenin insan kolon kanseri, myeloid I6semi, lenfoma

hicrelerinin cogalimimi azalttigini belirtmiglerdir (Salman, 2007).
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Italya’da 1225 kolon kanserli ve 728 rektum kanserli hasta (zerinde yapilan
caligmalarda domates tliketiminin kolorektal kanser sirecinde bir azalma trendi baslattig:
belirtilmistir (Franceschi vd., 1997).

Almanya’da yapilan bir ¢alismada, plazmada 70ug/l likopen konsantrasyonunda
kolorektal kanser strecinde adenokarsinom polip sayisinda bolgesel gerileme oldugu
belirtilmistir (Erhardt vd., 2003).

Bizim bulgularimizda, azoksimetan verilen kanser grubunda 15 hayvandan 8’inde
adenokarsinom tespit edilmis, 3 tanesinde de orta derecede displazi gelismistir.
Azoksimetan ve DT verilen grupta; 15 hayvandan 2 tanesinde adenokarsinom, 2 tanesinde
agir siddetli displazi, 3 tanesinde de orta derecede displazi goruldi. Bu baglamda displazi
acisindan degerlendirme yaptigimizda bu veriler de gostermektedir ki, DT verilen kanserli
grupta kanserli gruba gore, displazi oram fazla iken, adenokarsinom orani duslktir
(p<0.05). Dolayis1 ile DT’nda bulunan likopenin tamamen timorlesecek hiicrelerin
mekanizmasmi Onleyerek displazi asamasinda kalarak daha ileri asamaya gitmesini
onleyebilecegini sdyleyebiliriz.

Dias ve ark.’1, azoksimetan verilen kolon kanser grubunda likopenin 6nemli 6lgude
kontrole gore ACF oramni distrdigini belirtmiglerdir (Dias vd., 2010). Bizim
bulgularimiza gore, kanserli dokuda ve likopen verilen kanserli gruplarda ACF oranlari
farkl bulunmustur (p<0.05). Kanserli grupta fazla oranda ACF tespit edilmisken likopen
verilen kanserli grupta bu oran daha dustk bulunmustur (sekil 25). Dolayisi ile buna bagl
olarak, likopenin timor gelisimini ve olusumunu onleyebilecegini ve tumdral hiicre
baslangici olarak kabul edilen ACF oranin1 azaltabilecegini soyleyebiliriz.

Yapilan baska bir calismada erkek fischer 344 ratlarda azoksimetanla olusturulan
kolorektal kanserde karotenoidlerle tedavinin erken evrede ACF olusumunu Onledigi, fakat
ileri evrede ¢ok fazla etkili olmadig: bildirilmistir (Wargovich vd., 2000; Dias vd., 2010).

Kim ve ark.’nmin yaptig1 bir ¢alismada, ileri evrede likopen ile tedavinin, erkek
B6C3F1 farelerde dimetilhidrazin ile olusturulmus kolorektal kanserde, ACF oranmi
azaltmada diger karotenoidlere nazaran daha zayif oldugu belirtilmistir (Kim vd., 1998).
Bunun tersine disi Sprague Dawley ratlarda likopen ile tedavinin ge¢ evrede ACF
gelisimini azalttigi1 belirtilmistir (Dias vd., 2010). Yapilan baska bir ¢calismada, diyetle
ahinan likopenin (300mg/kg) erken evrede erkek Wistar ratlarda ACF gelisimini azalttig:
bildirilmistir (Wargovich vd., 2000; Erhardt vd., 2003; Dias vd., 2010 ).
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Sengupta ve ark.’nin yaptig: bir calismada, erkek Sprague Dawley ratlarda, diyetle
alinan likopenin, kolorektal kanserli dokularda ACF oranini distrdigt belirtilmistir
(Sengupta vd., 2004).

Yapilan in vitro calismalarda karotenoidler ve likopenin biyik oranda serbest
radikal temizleyicisi oldugu belirtilmistir (Sahin, 2010b). Ayrica likopenin, DNA
demetilasyonu ile gen ekspresyonu uzerinde de etkili oldugu vurgulanmistir (Batoon vd.,
2008; Dias vd., 2010). Bu nedenle likopen, gen tamir mekanizmasi ile anti mutajenik etki
ve serbest radikal temizleyici olarak da farkl: islevler Gstlenmektedir (Dias vd., 2010).

Palozza ve ark.’nin yaptig1 calismada, kolon kanserli hiucrelerde domates verilen
grupta kanserli gruba gdre bir antiapoptotik protein olan bcl-2 ekspresyon dizeyi dislik
bulunmustur, fakat bax protein ekspresyonunda 6nemli bir degisiklik olmamistir. Bu
arastiricilara gore, proapoptotik bir protein olan bcl-2 sentezi domates tiketimine baglh
olarak dustis gostermis ve kanserli hiicrelerde apoptozis gerceklesmistir (Palozza vd.,
2009).

Palozza ve ark.’1, 72 saat likopen ve tutin ile muamale edilen insan fibroplast
hlcrelerinde apoptozis (zerinde, bax, ekspresyonunun kontrole goére arttigini, bcl-2
ekspresyonunun ise disiis gosterdigini tespit etmislerdir (Palozza, 2005). Fakat bizim
bulgularimizda DT verilen kanserli grup ile kanserli grup arasinda bax protein oraninda bir
degisiklik gozlenmemistir.

Talvas ve ark.’1, domates tiketiminin prostat kanserli hicrelerde, bax
ekspresyonunu arttirdigi, bcl-2 ekspresyonunu ise azalttigini belirtmiglerdir (Talvas vd.,
2010).

Kim ve ark.’nin yaptigi bir ¢aligmada, kolon kanserli hticrelerde resvaratrol ve
kaspaisin verilen gruplarda kontrole gore bcl-2 protein sentezinin azaldigi, bax protein
sentezinde onemli bir degisiklik olmadigi belirtilmistir (Kim vd., 2009). Fakat bizim
bulgularimizda, DT verilen kanserli grupta bcl-2 orani kanserli gruba gore daha yiksek
bulunmustur (p<0.05). Kolorektal kanserlerde likopen-bcl-2 ekspresyonu iliskisi ile ilgili
az sayida kaynaga ulasilmistir, bakilan literaturlerde de 6zellikle likopene bagl olarak
kolorektal kanserli grupta bcl-2 sentezinin azaldigi belirtilmistir (Palozza vd., 2009).
Aksine bizim bulgularimizda DT verilen kanserli grupta bcl-2 sentez orani kanserli gruba
gore fazla bulunmustur (p<0.05). Palozza ve ark.’i, B-karotenin, hicre gelisim oranini
arttrdigmi, kaspaz-3 aktivitesinin de karoten verilen grupta arttigmi vurgulamislardir
(Palozza vd., 2009).
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Liu ve ark.’nin yaptig: bir calismada Cin’de antikanser etkisi olan Tian Xian Liquid
(TXL) ilacinin, kolon kanseri hucreleri tizerinde etkisi arastirilirken; bu ilacin, kontrole
gOre apoptozisi indukleyerek, bcl-2/bax oranmi distrdugu, sitokrom ¢ nin mitokondri
membranindan serbest hale gelmesini saglayarak kaspaz-9 ve kaspaz-3’Un aktivitesini
arttirdig: belirtilmistir (Liu vd., 2010).

Liu ve ark.’s, ratlarda akcigerli kanserli dokularda likopenin kontrole gore belirgin
oranda kaspaz-3 ekspresyonunu arttirdigini belirtmiglerdir (Liu vd., 2003). Zhang ve ark.’1
insan l6semi HL-60 hicrelerinde, likopen ile muamele edilen kiltur hticrelerinde kontrole
gore kanserli hucrelerde kaspaz-9 ekspresyonunun arttigini, bax ekspresyonunda ise
kontrole gore 6nemli bir degisiklik olmadigi, bcl-2 ekspresyonunun kontrole gore kanserli
hicrelerde distis gosterdigini vurgulamiglardir (Zhang vd., 2003). Bizim bulgularimizda,
DT wverilen kolorektal dokularda kanserli dokulara gore beklenenin aksine kaspaz-9
ekspresyon diizeyi daha dustik bulunmustur.

Sengupta ve ark.’1, erkek Sprague Dawley ratlarda, azoksimetan verilerek
olusturulan kolorektal kanserde, domates verilen kolorektal rat kolon dokusunda, domates
verilmeyen kolorektal kanserli dokulara gore, cox-2 ekspresyon diizeyinin belirgin
oranlarda azaldigimi1 belirtmiglerdir. Domates verilmeyen kolorektal dokularda, cox-2
artisgina bagl olarak da PGE, dizeyi artmakta ve bdylece tlmoral hucre gelisimi, bu
dokularda buiyiik oranda tesvik edilmektedir (Sengupta vd., 2004).

Chan ve ark.’1, insan prostat kanserinde likopenin, kanserli dokularda cox-2
ekspresyonunu biylk oranda dusurdigind belirtmislerdir (Chan vd., 2011).

Nagendraprabhu ve Sudhandiran’in yaptig1 bir ¢calismada astaksantin maddesinin
verildigi kanserli grupta, kanserli kontrol grubuna gdre cox-2 enziminin ekspresyon
dizeyinin azaldig1 gorulmistir. cox-2 enzimi herhangi bir yangi durumunda indiklenerek
kolorektal adenom karsinomda biylk oranda sentezlenmektedir. Bu enzimin etki
mekanizmalarindan olan prostaglandinler, hiicre blyumesini, anjiyogenesisi, apoptozisi vb.
basamaklar1 degistirerek kansere neden olmaktadir. Yapilan bu ¢calismada dimetilhidrazin
verilerek olusturulan kolorektal kanserde cox-2 enziminin, buyuk oranda sentezinin arttigi
gorulmustir. Boylece hiicreler arasi serbest arasidonik asit miktar: dismdistlr ve apoptozis
Onlenerek kanser gelisim surecinin hizlandig: gérilmdastur. AST verilen kanserli grupta ise
kontrole gore, cox-2 enzim ekspresyon dizeyi buyiuk oranda Onlenmistir, bdylece
hicrelerdeki serbest arasidonik asit miktar1 artmistir ve kanser gelisimi baskilanmistir
(Nagendraprabhu ve Sudhandiran, 2011).
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Bonvissuto ve ark.’1, rat prostat kanserli hicrelerinde likopenin, cox-2
ekspresyonunu dustrduguni belirtmiglerdir (Bonvissuto vd., 2011).

Rafi ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada, nitrik oksit ile muamele edilmis ratlarin
makrofaj hucrelerinde, 2,5-10uM likopen oranlarinin cox-2 ekspresyonu Uzerinde bir
etkisinin olmadig: belirtilmistir (Rafi vd., 2007).

Shimizu ve ark.’min yaptig: bir calismada, EGCG (epigallokatesin-3-gallat) verilen
kolorektal kanserli dokularda kanserli gruba goére belirgin oranda cox-2 enzim ekspresyon
diizeyinin dusuk oldugu gorilmistir (Shimizu vd., 2008).

Talvas ve ark.’1, diyetle alinan domateste bulunan likopenin insan prostat kanserli
hicrelerde p53 ekspresyonunu disurdigind belirtmislerdir (Talvas vd., 2010).

Dias ve ark.’nin yaptig1 bir calismada, ratlarda diyetle alinan likopenin, kolorektal
kanserli hticrelerde kontrole gore p53 ekspresyonunu azalttigini bildirmislerdir (Dias vd.,
2010).

Palozza ve ark.’1, likopenin, fibroplast hicrelerde apoptozisi tetikledigini
belirtmiglerdir, likopenin 6zellikle tutin bitkisi ile alindiginda p53 ekspresyonunu kontrole
gore dustrdugund vurgulamiglardir (Palozza, 2005). Bizim bulgularimizda da literatirlere
paralel olarak DT verilen kanserli grupta p53 ekspresyon dizeyi, kanserli gruba gére daha
distk bulunmustur. Cox-2 enzim ekspresyon duizeyinin ise, DT verilen kolorektal kanserli
dokularda kanserli gruba gore belirgin oranda dustuk oldugu gorilmustir. Bu da bize
likopenin, cox-2 enzim inhibitorlerini harekete gecirerek kanserli hicrelerin gelisimi ve
yayilmasinda etkili olan cox-2 enzim aktivitesini azaltabilecegini gostermektedir.

Thakur ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada kolon kanserli dokularda EGCG verilen
grupta p53 protein ekspresyon diizeyinin kanserli gruba gore arttigir gozlenmistir (Thakur
vd., 2010).

Park ve ark.’nin yaptigi bir calismada yesil cay ile muamele edilen kolon kanseri
hicrelerinde kontrole gore cox-2 enzim sentezinin azaldigi gorulmis, bu ¢alismada yesil
cay verilen kanserli grupta kanserli gruba gore p53 protein ekspresyon diizeyinin arttigi
gorilmustar (Park vd., 2009).

Bo6lim 4.2.°de ifade edilen calismalarda gorildugt gibi 6zellikle kolorektal timorli
dokularda cox-2 enzimi ve antiapoptotik bcl-2 protein miktar1 artis gostermektedir. DT
verilen kanserli gruplarda ise apoptotik proteinlerden, kaspaz-3, kaspaz-9, bax
ekspresyonlar1 kontrole gore artis gosterirken, p53 ekspresyonu DT verilen gruplarda

azalis gostermektedir. Fakat bizim bulgularimizda kolorektal kanserli grupta, kaspaz-9
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proteini DT verilen kanserli gruba gore aksine daha fazla bulundu. Bcl-2 protein miktari
ise DT verilen kanserli grupta, kanserli gruba gore aksine daha yuksek bulundu (p<0.05).
Bu tez cahismasinda elde etigimiz bulgular literaturlerle cogunlukla paralellik
gOstermektedir. Azoksimetan vererek olusturdugumuz kolorektal kanserli dokularda cox-2
enzim ekspresyonu, DT verilen kanserli gruplarda DT verilmeyen kanserli gruba gore
azalmistir, bcl-2 protein ekspresyon duzeyi, DT verilen kanserli grupta DT verilmeyen
kanser grubuna goére fazla bulunmustur (p<0.05). Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyi, DT
verilen kanserli grupta DT verilmeyen kanserli gruba gore fazla bulunmustur (p<0.05).
P53, kaspaz-9, protein ekspresyon duzeyleri, DT verilen kanserli grupta DT verilmeyen
kanserli gruba gore distk bulunmustur (p<0.05). Bax protein ekspresyon diizeyi, DT
verilen kanserli grupta ve DT verilmeyen kanserli grup arasinda fark gostermemistir
(p>0.05). DNA hasar1 agisindan, DT verilen kolorektal kanserli grupta, kanserli gruba gore
DNA da daha az kiriklarin olustugu gorilmistir. Buna bagl olarak da domates tozunda
bulunan likopenin kolorektal kanserli hiucrelerde DNA hasarmni azaltabilecegi kanisina
varildi. Ayrica DT verilen kanserli grupta, kanserli gruba gore daha az oranda ACF
olusumu tespit edilmis, DT verilen kanserli grupta, kanserli gruba gore adenokarsinom
sayist daha az gorulmustir (p<0.05). Bu sonuclar da gostermektedir ki kolorektal
karsinomda likopen alinmasi, kanser hucre gelisim oranini azaltabilmekte, hicrelerin
yayilimin1 Yyavaslatabilmekte ve hicrelerin daha ileri asamalara kadar ilerlemesini
kisitlayarak belli bir safhada kalmasini saglayabilmektedir. Apoptotik surecte dnemli olan
markerlarin sentez oranlar1 da kanserli dokularda apoptozis sirecinin degerlendirilmesinde
bir fikir kaynagi olmaktadir. Bulgularimiz da gostermektedir ki, domates tozu, apoptozis
strecinin baslamasinda ilgili proteinlerin sentezini tesvik ederek kolorektal kanserli

hiicrelerde apoptozisin buytk oranda gerceklesmesine katkida bulunmaktadir.
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5. SONUC

Analiz sonuglarimiza gore, domates tozunda bulunan likopen, 6zellikle kanser
surecinde kolorektal kanserli dokularda timor aktivitesini azaltabilmekte, tumaoral
hicrelerin yayilimimi yavaslatabilmekte ve bu hicrelerin daha ileriki asamalara kadar
giderek tamamen tumdre donlisme mekanizmasimi kismen de olsa 6nleyebilmektedir
(Sahin vd., 2007; Seren, 2008). Hucrelerde olusan DNA hasarmi yine belirli oranlarda
dustrebilmektedir (Campbell vd., 2007; Sahin vd., 2008a; Seren vd., 2008). Apoptozisten
sorumlu proteinlerin sentezini tetikleyerek bu surecin baslamasinda itici glcu
olusturmakta, boylece kolorektal kanserli hiicrelerin apoptozise ugrayarak yok olmalarina
blyik oranda katkida bulunmaktadir (Palozza vd., 2009). Kanserli dokularda
adenokarsinom olusumunu o©nleyerek, displazi sayisinin artigini saglamakta boylece
hicrenin, adenokarsinom safhasina gecisini engelleyerek displazi asamasinda kalmasini
tesvik etmektedir. Ozellikle kolorektal kanserli dokularda kanserin olustugunun bir isareti
olan ACF oranini da bulyik oranda azaltarak kanserli dokularda kanserlesme siirecinde bir
yavaslama trendine katkida bulunmaktadir (Dias vd., 2010).

Kolorektal kanserli dokularda kanserli hiicrelerin gelisimi ve yayilhim (metastaz)
potansiyellerinde 6nemli bir enzim olan cox-2 ekspresyon duzeylerine bakildiginda (Baek,
2006; Sade vd., 2011) domates tozundaki likopene bagli olarak DT verilen kanserli grupta,
kanser grubuna gore cox-2 ekspresyonu dusiis gostermistir (p<0.05). Bu enzimin disiis
gOstermesi de diyetle alinan domates tozundaki likopene bagl olarak kolorektal kanserde
bir gerileme trendinin olabileceginin bir gotergesidir. Elde ettigimiz bu bulgularin, bu
bilgiler 1s1g1inda degerlendirilerek 6zellikle kolorektal kanserden korunmanin alternatifleri
arasinda likopence zengin domates ve domates drlnleri, ayrica likopen igerikli gidalarin

surekli ve dizenli bir sekilde tuketilmesi gerekmektedir.

53



6. KAYNAKLAR

Abedin, M.J.,, Wang, D., McDonnell, M.A., Lehmann, U., Kelekar, A., 2007,
Autophagy Delays Apoptotic Death in Breast Cancer Cells Following DNA
Damage, Cell Death and Differentiation, 14, 500-510.

Alshatwi, A A., Obaaid, M.A.A., Al Sedairy, S.A., Al-Assaf, A.H., Zhang, J.J., Leli,
K.Y., 2010, Tomato Powder is More Protective Than Lycopene Supplement
Against Lipid Peroxidation in Rats, Nutrition Research, 30, 66-73.

American Cancer Society., Cancer Facts and Figs, 2008, Atlanta: American Cancer
Society.

Anthon, G.E., Strange, M.L., Barrett, D.M., 2011, Changes in Ph, Acids, Sugars and
Other Quality Parameters During Extended Vine Holding of Ripe Processing
Tomatoes, Journal of the Science of Food and Agriculture, 91, 1175-1181.

Baek, S.J., Eling, T.E., 2006, Changes in Gene Expression Contribute to Cancer
Prevention by Cox Inhibitors, Progress in Lipid Research, 45, 1-16.

Batoon, A.K., Leszczynska, J.M., Klein, C.B., 2008, Modulation of Gene Methylation by
Genistein or Lycopene in Breast Cancer Cells, Environmental and Molecular
Mutagenesis, 49, 36-45.

Baydas, G., Reiter, R.J., Akbulut, M., Tuzcu, M., Tamer, S., 2005, Melatonin Inhibits
Neural Apoptosis Induced by Homocysteine in Hippocampus of Rats via Inhibition
of Cytochrome C Translocation and Caspase-3 Activation and by Regulating Pro-
and Anti-Apoptotic Protein Levels, Neuroscience, 135, 879-886.

Benherlal, P.S., Arumughan, C., 2008, Studies on Modulation of DNA Integrity in
Fenton’s System by Phytochemicals, Mutation Research, 648, 1-8.

Bertram, J.S., Pung, A., Churley. M., 1991, Diverse Carotenoids Protect Against
Chemically induced Neoplastic Transformation, Carcinogenesis, 12, 671-678.

Bertram, J.S., 1999, Carotenoids and Gene Regulation, Nutrition Review., 57, 182-191.

Bhuvaneswaria, V., Velmurugana, B., Balasenthila, S., Ramachandranb, C.R.,
Naginia, S., 2001, Chemopreventive Efficacy of Lycopene on 7,12-
dimethylbenz[a]anthracene-induced Hamster Buccal Pouch Carcinogenesis,
Fitoterapia, 72, 865-874.

54



Bissahoyo, A., Pearsall, R.S., Hanlon, K., Amann, V., Hicks, D., Godfrey, V.L.,
Threadgill, D.V., 2005, Azoxymethane Is a Genetic Background-Dependent
Colorectal Tumor Initiator and Promoter in Mice: Effects of Dose, Route, and Diet,
Toxicological Sciences, 88, 340-345.

Boateng, J., Verghese, M., Chawan, C.B., Shackelford, L., Walker, L.T., Khatiwada,
J., Williams, D.S., 2006, Red Palm Oil Suppresses The Formation of
Azoxymethane (AOM) induced Aberrant Crypt Foci (ACF) in Fisher 344 Male
Rats, Food and Chemical Toxicology, 44, 1667-1673.

Bonvissuto, G.. Minutoli, L., Morgia, G., Bitto, A., Polito, F., Irrera, N., Marini, H.,
Squadrito, F., Altavilla, D., 2011, Effect of Serenoa Repens, Lycopene, and
Selenium on Proinflammatory Phenotype Activation: An in vitro and in vivo
Comparison Study, Urology, 77, 248.e9-248.e16.

Borinstein, S.C., Conerly, M., Dzieciatkowski, S., Biswas, S., Washington, M.K.,
Trobridge, P., Henikoff, S., Grady, W.M, 2010, Aberrant DNA Methylation
Occurs in Colon Neoplasms Arising in the Azoxymethane Colon Cancer Model,
Molecular Carcinogenesis, 49, 94-103.

Bramley, P.M., 2000, Is Lycopene Benefcial to Human Health?, Phytochemistry, 54, 233-
236.

Breemen, R.B., Pajkovic, N., 2008, Multitargeted Therapy of Cancer by Lycopene,
Cancer Letters, 269, 339-351.

Campbell, J.K., Engelmann, N.J., Lila, M.A., John W. Erdman, J.V., 2007, Phytoene,
Phytofluene, and Lycopene from Tomato Powder Differentially Accumulate in
Tissues of Male Fisher 344 Rats, Nutrition Research, 27, 794-801.

Chan, J.M., Weinberg, V., Magbanua, M.J., Sosa, E., Simko, J., Shinohara, K,
Federman, S., Mattie, M., Fulford, M.H., Haqq, C., Carroll, P.R., 2011,
Nutritional Supplements, Cox-2 and IGF-1 Expression in Men on Active
Surveillance for Prostate Cancer, Cancer Causes Control, 22, 141-150.

Charoensiri, R., Kongkachuichai, R., Suknicom, S., Sungpuag, P., 2009, Beta-carotene,
Lycopene, and Alpha-tocopherol Contents of Selected Thai fruits, Food Chemistry,
113, 202-207.

Chen, S.C., Pelletier, D.B., Peng, A., 1995, Connexin43 Reverses The Phenotype of
Transformed Cells and Alters Their Expression of Cyclin/Cyclin-Dependent
Kinases, Cell Growth Differentiation, 6, 681-690.

55



Chew, B.P., Park, J.S., 2004, Carotenoid Action on The immune Response., The Journal
of Nutrition, 134, 257-261.

Dannenberg, A.J., Altorki, N.K., Boyle, J.O., Dang, C., Howe, L.R., Weksler, B.B.,
Subbaramaiah, K., 2001, Cyclo-Oxygenase 2: A Pharmacological Target for The
Prevention of Cancer, The Lancet Oncology, 2, 544-551.

Delker, D.A., Wang, Q.S., Papanikolaou, A., Whiteley, H.E., Rosenberg, D.W., 1999,
Quantitative Assessment of Azoxymethane-Induced Aberrant Crypt Foci in Inbred
Mice, Experimental and Molecular Pathology, 65, 141-149.

Degertekin, H., San, Y., Arslan, A., Akgul, Y., Buyukbayram, H., 1999, Age and Sex
Distribution of Colorectal Carcinoma in The Southeast of Turkey, The Turkish
Journal of Gastroenterology, 10, 153-156.

Dias, M.C., Vieiralves, N.F.L., Gomes, M.l.F.V., Salvadori, D.M.F., Rodrigues,
M.A.M., Luis F. Barbisan, L.F., 2010, Effects of Lycopene, Synbiotic and Their
Association on Early Biomarkers of Rat Colon Carcinogenesis, Food and Chemical
Toxicology, 48, 772-780.

Dilsiz, N., 2004, Molekuler Biyoloji, Palme Yayincilik, Ankara.

Dogukan, A., Tuzcu, M., Agca, C.A., Gencoglu, H., Sahin, N., Onderci, M., Ozercan,
I.H., Tlhan, N., Kucuk, O., Sahin, K., 2011, A Tomato Lycopene Complex
Protects the Kidney from Cisplatin-Induced Injury via Affecting Oxidative Stress
as well as Bax, Bcl-2 and HSPs Expression, Nutrition and Cancer, (Epub ahead of
print).

Du, G, Li, M., Ma, F,, Liang, D., 2009, Antioxidant Capacity and The Relationship with
Polyphenol and Vitamin C in Actinidia fruits, Food Chemistry, 113, 557-562.
Elumalai, P., Krishnamoorthy, G., Selvakumar, K., Arunkumar, R., Venkataraman,

P., Arunakaran, J., 2008, Studies on The Protective Role of Lycopene Against
Polychlorinated Biphenyls (Aroclor 1254)-induced Changes in Star Protein and
Cytochrome P450 Scc Enzyme Expression on Leydig Cells of Adult Rats,

Reproductive Toxicology, 27, 41-45.

Erhardt, J.G., Meisner, C., Bode, J.C., 2003, Lycopene, Beta-Carotene and Colorectal
Adenomas, The American Journal of Clinical Nutrition, 78, 1219-1224.

Ferreira, A.L.A., Yeum, K.J., Russell, R.M., krinsky, N.I., Tang, G., 2004, Enzymatic
and Oxidative Metabolites of Lycopene, Journal of Nutritional Biochemistry, 15,
493-502.

56



Ferreira, A.L.A., Salvadori, D.M.F., Nascimento, M.C.M.O., Rocha, N.S., Correa,
C.R., Pereira, E.J., Matsubara, L.S., Matsubara, B.B., Ladeira, M.S.P., 2007,
Tomato-Oleoresin Supplement Prevents Doxorubicin-induced Cardiac Myocyte
Oxidative DNA Damage in Rats, Mutation Research, 631, 26-35.

Franceschi, S., Favero, A., La Vecchia C., 1997, Food Groups and Risk of Colorectal
Cancer in Italy, International Journal of Cancer, 72, 56-61.

Fraser, A., Haines, S.R., Stuart, E.C., Scandlyn, M.J., Alexander, A., Somers-Edgar,
T.J., Rosengren, R.J., 2010, Deer Velvet Supplementation Decreases The Grade
and Metastasis of Azoxymethane-induced Colon Cancer in The Male Rat, Food
and Chemical Toxicology, 48, 1288-1292.

Giovannucci, E., 2002, A Review of Epidemiologic Studies of Tomatoes, Lycopene and
Prostate Cancer, Experimental Biology and Medicine, 227, 852-8509.

Gius, D., Botero, A., Shah, S., 1999, A. Intracellular Oxidation/Reduction Status in The
Regulation of Transcription Factors NF-Kappa B and AP-1, Toxicology Letters.,
106, 93-106.

Guessous, 1., Dash, C., Lapin, P., Doroshenk, M., Smith, R.A., Klabunde, C.N., 2010,
Colorectal Cancer Screening Barriers and Facilitators in Older Persons, Preventive
Medicine, 50, 3-10.

Halpern, M.T., Pavluck, A.L., Ko, C.Y., Ward, E.M., 2009, Factors Associated with
Colon Cancer Stage at Diagnosis, Digestive Diseases and Sciences, 54, 2680-2693.

Hazai, E., Bikadi, Z., Zsila, S., 2006, Molecular Modeling of The Non-Covalent Binding
of The Dietary Tomato Carotenoids Lycopene and Lycophyl, and Selected
Oxidative Metabolites with 5-Lipoxygenase, Bioorganic and Medicinal Chemistry,
14, 6859-6867.

Jewell, C., Brien O.N., 1999, Effect of Dietary Supplementation with Carotenoids on
Xenobiotic Metabolizing Enzymes in The Liver, Lung, Kidney and Small intestine
of The Rat, The British Journal of Nutrition, 81, 235-242.

Karadas, F., Surai, P., Grammemdis, E., Sparks, N.H.C., Acamowvic, T., 2006,
Supplementation of The Maternal Diet With Tomato Powder and Marigold Extract:
Effects on The Antioxidant System of The Developing Quail, British Poultry
Science, 47, 200-208.

57



Karas, M., Amir, H., Fishman, D., 2000, Lycopene interferes with Cell Cycle
Progression and Insulin-like Growth Factor | Signaling in Mammary Cancer Cells,
Nutrition and Cancer, 36, 101-111.

Kim, M.Y., Trudel, L.J., Wogan, G.N., 2009, Apoptosis Induced by Capsaicin and
Resveratrol in Colon Carcinoma Cells Requires Nitric Oxide Production and
Caspase Activation, Anticancer Research, 29, 3733-3740.

Kim, J.M., Araki, S., Kim, D.J., Park, C.B., Takasuka, N., Baba-Toriyama, H., Ota,
T., Nir, Z., Khachik, F., Shimidzu, N., Tanaka, Y., Osawa, T., Uraji, T.,
Murakoshi, M., Nishino, H., Tsuda, H., 1998, Chemopreventive Effects of
Carotenoids and Curcumins on Mouse Colon Carcinogenesis after 1,2-
Dimethylhydrazine Initiation, Carcinogenesis, 19, 81-85.

Kucuk, O., Sarkar, F.H., Djuric, Z., Sakr, W., Pollak, M.N., Khachik, F., Banerjee,
M., Bertram, J.S., Wood, D.P. Jr., 2002, Effects of Lycopene Supplementation in
Patients with Localized Prostate Cancer, Experimental Biology and Medicine, 227,
881-885.

Laemmli, U.K., 1970, Cleavage of Structural Proteins During The Assembly of The Head
of Bacteriophage T4, Nature, 227, 680-685.

Leon, M.P., Gregorio, C.D., 2001, Pathology of Colorectal Cancer, Digestive and Liver
Disease, 33, 372-388.

Levy, J., Bosin, E., Feldman, B., 1995, Lycopene is a More Potent inhibitor of Human
Cancer Cell Proliferation than Either Alpha-carotene or Beta-carotene, Nutrition
and Cancer, 24, 257-266.

Liwu, A.G., Volker, S.E., Jeffery, E.H., Erdman, J.W.Jr., 2009, Feeding Tomato and
Broccoli Powders Enriched with Bioactives Improves Bioactivity Markers in Rats,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 57, 7304-7310.

Liu, C,, Lian, F., Smith, D.E., 2003, Lycopene Supplementation Inhibits Lung Squamous
Metaplasia and Induces Apoptosis via Up-Regulating Insulin-like Growth Factor-
binding Protein 3 in Cigarette Smoke-exposed Ferrets, Cancer Research, 63, 3138-
3144,

Liu, F., Cao, X., Wang, H., Liao, X., 2010, Changes of Tomato Powder Qualities During
Storage, Powder Technology, 204, 159-166.

Lileyap, H.U., 2008, Molekiiler Genetigin Esaslari, Nobel Kitabevi, Ankara.

58



Matos, H.R., Mascio, P.D., Medeiros, M.H.G., 2000, Protective Effect of Lycopene on
Lipid Peroxidation and Oxidative DNA Damage in Cell Culture, Archives of
Biochemistry and Biophysics, 383, 56-90.

Matsushima-Nishiwaki, R., Shidoji, Y., Nishiwaki, S., 1995, Suppression by
Carotenoids of Microcystin-induced Morphological Changes in  Mouse
Hepatocytes, Lipids, 30, 1029-1034.

Mayne, S.T., 1996, Beta-carotene, Carotenoids, and Disease Prevention in Humans, The
Federation of American Societies for Experimental Biology, 10, 690-701.

Mehta, P.P., Bertram, J.S., Loewenstein, W.R., 1989, The Actions of Retinoids on
Cellular Growth Correlate with Their Actions on Gap Junctional Communication,
The Journal of Cell Biology, 108, 1053-1065.

Millau, J.F., Mai, S., Bastien, N., Drouin, R., 2010, P53 Functions and Cell Lines: Have
We Learned The Lessons From The Past? Bioessays, 32, 392-400.

Moreira, E.A.M., Fagundes, R.L.M., Filho, D.W., Neves, D., Sell, F., Bellisle, F.,
Kupek, E., 2005, Effects of Diet Energy Level and Tomato Powder Consumption
on Antioxidant Status in Rats, Clinical Nutrition, 24, 1038-1046.

Mousavia, S.H., Afshari, J.T., Brook, A., Anarkooli, 1.J., 2009, Role of Caspases and
Bax Protein in Saffron-induced Apoptosis in MCF-7 Cells, Food and Chemical
Toxicology, 47, 1909-1913.

Munteanu, C.R., Magalhaes, A.L., Unarte, E., Diaz, H.G., 2009, Multi-Target QPDR
Classification Model for Human Breast and Colon Cancer-Related Proteins Using
Star Graph Topological Indices, Journal of Theoretical Biology, 257, 303-311.

Murillo, G., Nagpal, V., Tiwari, N., Benya, R.V., Mehta, R.G., 2010, Actions of
Vitamin D are Mediated by The TLR4 Pathway in inflammation-induced Colon
Cancer, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 121, 403-407.

Nagendraprabhu, P., Sudhandiran, G., 2011, Astaxanthin Inhibits Tumor Invasion by
Decreasing Extracellular Matrix Production and induces Apoptosis in Experimental
Rat Colon Carcinogenesis by Modulating the Expressions of ERK-2, NFkB and
Cox-2, Investigational New Drugs, 29, 207-224.

Nakao, M., Kawauchi, S., Furuya, T., Uchiyama, T., Adachi, J., Okada, T., Ikemoto,
K., Oga, A., Sasaki, K., 2009, Identification of DNA Copy Number Aberrations
Associated with Metastases of Colorectal Cancer Using Array CGH Profiles,

Cancer Genetics and Cytogenetics, 188, 70-76.

59



Nehls, O., Okech, T., Hsieh, C.J., Enzinger, T., Sarbia, M., Borchard, F., Gruenagel,
H.H., Gaco, V., Hass, H.G., Arkenau, H.T., Hartmann, J.T., Porschen, R.,
Gregor, M., Klump, B., 2007, Studies on P53, Bax and Bcl-2 Protein Expression
and Microsatellite Instability in Stage Il (UICC) Colon Cancer Treated by
Adjuvant Chemotherapy: Major Prognostic Impact of Proapoptotic Bax, British
Journal of Cancer, 96, 1409-1418.

Oner, C., 2003, Genetik, Palme Yayincilik, Ankara.

Palozza, P., Sheriff, A., Serini, S., Boninsegna, A., Maggiano, N., Ranelletti, F.O.,
Calviello, G., Cittadini, A., 2005, Lycopene induces Apoptosis in Immortalized
Fibroblasts Exposed to Tobacco Smoke Condensate Through Arresting Cell Cycle
and Down-Regulating Cyclin D1, Pakt and Pbad, Apoptosis, 10, 1445-1456.

Palozza, P., Serini, S., Boninsegna, A., Bellovino, D., Lucarini, M., Monastra, G.,
Gaetani, S., 2007, The Growth-inhibitory Effects of Tomatoes Digested in vitro in
Colon Adenocarcinoma Cells Occur Through Down Regulation of Cyclin D1, Bcl-
2 and Bcl-XIl, British Journal of Nutrition, 98, 789-795.

Palozza, P., Bellovino, D., Simone, R., Boninsegna, A., Celini, F., Monastra, G.,
Gaetani, S., 2009, Effect of B-Carotene-Rich Tomato Lycopene B-Cyclase (Tlcy-
B) on Cell Growth Inhibition in HT-29 Colon Adenocarcinoma Cells, British
Journal of Nutrition, 102, 207-214.

Park, C.K., Ishimi, Y., Ohmura, M., 1997, Vitamin A and Carotenoids Stimulate
Differentiation of Mouse Osteoblastic Cells, Journal of Nutritional Science and
Vitaminology, 43, 281-296.

Park, 1.J., Lee, Y.K., Hwang, J.T., Kwon, D.Y., Ha, J., Park, O.J., 2009, Green Tea
Catechin Controls Apoptosis in Colon Cancer Cells by Attenuation of H,0,-
Stimulated Cox-2 Expression via the AMPK Signaling Pathway at Low-Dose
H,0,, Annals of the New York Academy of Sciences, 1171, 538-544.

Perse, M., Cerar, A., 2011, Morphological and Molecular Alterations in 1,2
Dimethylhydrazine and Azoxymethane Induced Colon Carcinogenesis in Rats,
Journal of Biomedicine and Biotechnology (Epub ahead of print).

Plati, J., Bucur, O., Khosravi, F.R., 2011, Apoptotic Cell Signaling in Cancer
Progression and Therapy, Integrative Biology, 3, 279-296.

Pogribny, 1.P., 2010, Epigenetic Events in Tumorigenesis: Putting The Pieces Together,
Experimental Oncology, 32, 132-136.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Plati%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bucur%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khosravi-Far%20R%22%5BAuthor%5D

Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Cat. No: 1120, Germany, 19p.

Rafi, M.M., Yadav, P.N., Reyes, A., 2007, Lycopene Inhibits LPS-Induced
Proinflammatory Mediator Inducible Nitric Oxide Synthase in Mouse Macrophage
Cells, Journal of Food Science, 72, S069-74.

Rajah, R., Khare, A., Lee, P.D, 1999, Insulin-like Growth Factor-binding Protein-3 is
Partially Responsible for Highserum- induced Apoptosis in PC-3 Prostate Cancer
Cells, The Journal of Endocrinology, 163, 487-494.

Rao, A.V., Fleshner, N., Agarwal, S., 1999, Serum and Tissue Lycopene and Biomarkers
of Oxidation in Prostate Cancer Patients: a Case-control Study, Nutrition and
Cancer, 33, 159-164.

Rao, A.V., 2007, Tomatoes, Lycopene & Human Health Preventing Chronic Diseases,
University of Toronto.

Rao, B., Gao, Y., Huang, J., Gao, X., Fu, X., Huang, M., Yao, J., Wang, j., Li, W,
Zhang, J., Liu, H., Wang, L., Wang, J., 2011, Mutations of P53 and K-Ras
Correlate TF Expression in Human Colorectal Carcinomas: TF Downregulation as
A Marker of Poor Prognosis, International Journal of Colorectal Disease (Epub
ahead of print).

Ricchi, P., Zarrilli, R., Palma, A., Acquaviva, A.M., 2003, Nonsteroidal Anti-
Inflammatory Drugs in Colorectal Cancer: From Prevention to Therapy, British
Journal of Cancer, 88, 803-807.

Riso, P., Pinder, A., Santangelo, A., 1999, Does Tomato Consumption Effectively
Increase The Resistance of Lymphocyte DNA to Oxidative Damage? The
American Journal of Clinical Nutrition, 69, 712-718.

Sade, A., Tuncay, S., Cimen, 1., Severcan, F., Banerjee, S., 2011, Celecoxib Reduces
Fluidity and Decreases Metastatic Potential of Colon Cancer Cell Lines Irrespective
of Cox-2 Expression, Bioscience Reports Immediate Publication (Epub ahead of
print).

Sahin, K., Ozercan, R., Onderci, M., Sahin, N., Gursu, M.F., Khachik, F., Sarkar,
F.H., Munkarah, A., Fehmi, R.A., Kmak, D., Kucuk, O., 2004, Lycopene
Supplementation Prevents the Development of Spontaneous Smooth Muscle
Tumors of the Oviduct in Japanese Quail, Nutrition and Cancer, 50, 181-189.

Sahin, K., Onderci, M., Sahin, N., Gursu, M.F., Khachik, F., Kucuk, O., 2006, Effects

of Lycopene Supplementation on Antioxidant Status, Oxidative Stress,

61



Performance and Carcass Characteristics in Heat-Stressed Japanese Quail, Journal
of Thermal Biology, 31, 307-312.

Sahin, K., Ozercan, R., Onderci, M., Sahin, N., Khachik, F., Seren, S., Kucuk, O.,
2007, Dietary Tomato Powder Supplementation in The Prevention of Leiomyoma
of The Oviduct in The Japanese Quail, Nutrition and Cancer, 59, 70-75.

Sahin, K., Tuzcu, M., Sahin, N., Ali, S., Kucuk, O., 2010a, Nrf2/HO-1 Signaling
Pathway May be the Prime Target for Chemoprevention of Cisplatin-induced
Nephrotoxicity by Lycopene, Food and Chemical Toxicology, 48, 2670-2674.

Sahin, K., Sahin, N., Kucuk, O., 2010b, Lycopene and Chemotherapy Toxicity, Nutrition
and Cancer, 62, 988-995.

Sahin, K., Tuzcu, M., Gencoglu, H., Dogukan, A., Timurkan, M., Sahin, N., Aslan, A.,
Kucuk, O., 2010c, Epigallocatechin-3-Gallate Activates Nrf2/HO-1 Signaling
Pathway in Cisplatin-induced Nephrotoxicity in Rats, Life Sciences, 87, 240-245.

Sahin, N., Akdemir, F., Orhan, C., Kucuk, O., Hayirli, A., Sahin, K., 2008a, Lycopene-
Enriched Quail Egg as Functional Food for Humans, Food Research International,
41, 295-300.

Sahin, N., Orhan, C., Tuzcu, M., Sahin, K., Kucuk, O., 2008b, The Effects of Tomato
Powder Supplementation on Performance and Lipid Peroxidation in Quail, Poultry
Science, 87, 276-283.

Salman, H., Bergman, M., Djaldetti, M., Besler, H., 2007, Lycopene Affects
Proliferation and Apoptosis of Four Malignant Cell Lines, Biomedicine and
Pharmacotherapy, 61, 366-369.

Sawada, M., Nakashima, S., Banno, Y., Yamakawa, H., Hayashi, K., Takenakal, K.,
Nishimura, Y., Sakai, N., Nozawa, Y., 2000, Ordering of Ceramide Formation,
Caspase Activation, and Bax/Bcl-2 Expression During Etoposide-induced
Apoptosis in C6 Glioma Cells, Cell Death and Differentiation, 7, 761-772.

Sengupta, A., Ghosh, S., Das, S., 2004, Modulatory Influence of Garlic and Tomato on
Cyclooxygenase-2  Activity, Cell Proliferation and Apoptosis During
Azoxymethane Induced Colon Carcinogenesis in Rat, Cancer Letters, 208, 127-
136.

Seren, S., Lieberman, R., Bayrakdar, U.D., Heath, E., Sahin, K., Andic, F., Kucuk,
O., 2008, Lycopene in Cancer Prevention and Treatment, American Journal of
Therapeutics, 15, 66-81.

62



Shimizu, M., Shirakami, Y., Sakai, H., Adachi, S., Hata, K., Hirose, Y., Tsurumi, H.,
Tanaka, T., Moriwaki, H., 2008, (-)-Epigallocatechin Gallate Suppresses
Azoxymethane-Induced Colonic Premalignant Lesions in Male C57BL/KsJ-db/db
Mice, Cancer Prevention Research, 1, 298-304.

Siler, U., Barella, L., Spitzer, V., 2004, Lycopene and Vitamin E interfere with
Autocrine/Paracrine Loops in The Dunning Prostate Cancer Model, The Federation
of American Societies for Experimental Biology, 18, 1019-1021.

Strillacci, A., Griffoni, C., Sansone, P., Paterini, P., Piazzi, G., Lazzarini, G., Spisni,
E., Pantaleo, M.A., Biasco, G., Tomasi, V., 2008, MiR-101 Downregulation is
Involved in Cyclooxygenase-2 Over Expression in Human Colon Cancer Cells,
Experimental Cell Research, 315, 1439-1447.

Sigma-Aldrich, 2011.

Talvas, J., Caris-Veyrat, C., Guy, L., Rambeau, M., Lyan, B., Minet-Quinard, R.,
Lobaccaro, J.M., Vasson, M.P., George, S., Mazur, A., Rock, E., 2010,
Differential Effects of Lycopene Consumed in Tomato Paste and Lycopene in The
Form of A Purified Extract on Target Genes of Cancer Prostatic Cells, The
American Journal of Clinical Nutrition, 91, 1716-1724.

Tan, S.L., Gerber, J.P., Cosgrove, L.J., Lockett, T.J., Clarke, j.M., Williams, D.B.,
Head, R.J., 2011, Is the Tissue Persistence of O°-Methyl-2-deoxyguanosine an
Indicator of Tumour Formation in the Gastrointestinal Tract?, Mutation Research,
721, 119-126.

Tang, F.Y., Cho, H.J., Pai, M.H., Chen, Y.H., 2009, Concomitant Supplementation of
Lycopene and Eicosapentaenoic Acid Inhibits The Proliferation of Human Colon
Cancer Cells, Journal of Nutritional Biochemistry, 20, 426-434.

Thakur, V.S., Ruhul Amin, A.R.M., Paul, R.K., Gupta, K., Hatsak, K., Agarwal,
M.K., Jackson, M.W., Wald, D.N., Mukhtar, H., Agarwal, M.L., 2010, p53-
Dependent p21-Mediated Growth Arrest Pre-Empts and Protects HCT116 Cells
from PUMA-Mediated Apoptosis induced by EGCG, Cancer Letters, 296, 225-
232.

Thirupurasundari, C.J., Padmini, R., Devaraj, S.N., 2009, Effect of Berberine on The
Antioxidant Status, Ultrastructural Modifications and Protein Bound Carbohydrates
in Azoxymethane-induced Colon Cancer in Rats, Chemico-Biological Interactions,
177, 190-195.

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Talvas%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Caris-Veyrat%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guy%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rambeau%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lyan%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Minet-Quinard%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lobaccaro%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vasson%20MP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Georg%C3%A9%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mazur%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rock%20E%22%5BAuthor%5D

Tian, Y., Ye, Y., Gao, W., Chen, H., Song, T., Wang, D., Mao, X., Ren, C., 2011,
Aspirin Promotes Apoptosis in A Murine Model of Colorectal Cancer by
Mechanisms involving Downregulation of IL-6-STAT3 Signaling Pathway,
International Journal of Colorectal Disease, 26, 13-22.

Tuynman, J.B., Peppelenbosch, M.P., Richel,D.J., 2004, Cox-2 inhibition as a Tool to
Treat and Prevent Colorectal Cancer, Critical Reviews in Oncology/Hematology,
52, 81-101.

van Breda, S.G.J., de Kok, T.M.C.M., van Delft, J.H.M., 2008, Mechanisms of
Colorectal and Lung Cancer Prevention by Vegetables: A Genomic Approach,
Journal of Nutritional Biochemistry, 19, 139-157.

Wang, J.Y., Shum, A.Y., Ho, Y.J, Wang, J.Y., 2003, Oxidative Neurotoxicity in Rat
Cerebral Cortex Neurons: Synergistic Effects of H,O, and NO on Apoptosis
Involving Activation of p38 Mitogen-activated Protein Kinase and Caspase-3,
Journal of Neuroscience Research, 72, 508-519.

Wargovich, M.J., Jimenez, A., McKee, K., Steele, V.E., Velasco, M., Woods, J., Price,
R., Gray, K., Kelloff, G.J., 2000, Efficacy of Potential Chemopreventive Agents
on Rat Colon Aberrant Crypt Formation and Progression, Carcinogenesis, 21,
1149-1155.

Wendum, D., Masliah, J., Trugnan, G., Flejou, J.F., 2004, Cyclooxygenase-2 and its
Role in Colorectal Cancer Development, Virchows Archiv, 445, 327-333.

Yu, S.H., Yang, P.M., Peng, CW.,, Yu, Y.C, Chiu, S.J., 2011, Securin Depletion
Sensitizes Human Colon Cancer Cells to Fisetin-induced Apoptosis, Cancer
Letters, 300, 96-104.

Zhang, H., Nara, E.K., Ono, H., Nagao, A., 2003, A Novel Cleavage Product Formed by
Autoxidation of Lycopene Induces Apoptosis in HI-60 Cells, Free Radical Biology
and Medicine, 35, 1653-1663.

WHO, Cancer, 2008. World Health Organization, Fact sheet N°297.

URLZ,http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?lang=en&N4=A2853|SIGMA&N5=
SEARCH_CONCAT_PNO|BRAND_KEY&F=SPEC, 10 Aralik, 2010.

URL-2, http://biyokimya.uludag.edu.tr/CellCycleApoptosis.pdf, 10 Aralik, 2010.

URL-3, http://www.tkd.org.tr/TKD_DATA/Image/dergi/2008-2-30.jpg, 10 Aralik, 2010.

URL-4, http://www.sgul.ac.uk/depts/immunology/~dash/apoptosis/apoptosis.pdf,10 Aralik, 2010.

URL-5, http://dergi.ztb.gov.tr/index.php?option=com_content&view=article&id=82&Itemid= ,10
Aralik, 2010.

64


http://biyokimya.uludag.edu.tr/CellCycleApoptosis.pdf
http://www.tkd.org.tr/TKD_DATA/Image/dergi/2008-2-30.jpg
http://www.sgul.ac.uk/depts/immunology/~dash/apoptosis/apoptosis.pdf
http://dergi.ztb.gov.tr/index.php?option=com_content&view=article&id=82&Itemid

7. OZGECMIS

Abdullah ASLAN

Dogum Yeri: Elazig
Dogum Tarihi: 22.07.1982
Gorevi: Arastirma Gorevlisi
Is Adresi: Firat Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji A.B.D.,
Elazig
Tel: 0424 237 00 00/ 3827
Fax: 0424 233 00 62
e-posta: aaslan@firat.edu.tr

abdullahaslanl@gmail.com
2003-2006: Firat Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisi, Molekiiler Biyoloji Anabilim
dahnda Yuksek Lisans Egitimi
Yuksek Lisans Tez Konusu: Plasmodium vivax’in Laktat Dehidrogenaz Enzimini
Kodlayan Genin ifade Edilerek Ilgili Proteinin Saflastiriimas: ve Analizlerinin Yapilmas:
Damsman: Yrd. Dog. Dr. Dilek Turgut-Balik
2006-: Firat Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji Anabilim dalinda
Doktora Egitimi.
Doktora Tez Konusu: Ratlarda Azoksimetan Uygulanarak Olusturulan Kolorektal
Kanserde Likopenin Siklooksijenaz-2 (Cox-2), Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, P53
Proteinlerinin Ekspresyonu ve DNA Hasar1 Uzerine EtkKisi
Damsman: Yrd. Dog. Dr. Mehmet TUZCU
1999-2003: Firat Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimiinde Lisans Egitimi
1992-1998: Orta ve Lise Egitimi
1987-1992: ilkokul Egitimi

65


mailto:venharcelik@firat.edu.tr
mailto:abdullahaslan1@gmail.com

	Talvas, J., Caris-Veyrat, C., Guy, L., Rambeau, M., Lyan, B., Minet-Quinard, R., Lobaccaro, J.M., Vasson, M.P., George, S., Mazur, A., Rock, E., 2010, Differential Effects of Lycopene Consumed in Tomato Paste and Lycopene in The Form of A Purified Extract on Target Genes of Cancer Prostatic Cells, The American Journal of Clinical Nutrition, 91, 1716-1724.

