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SEKIiLLER

Agirlik artig1 verilerinin normal dagilim grafigi

Gruplara ve giinlere gore agirlik artig grafigi.

Gruplara gore kolonlarin makroskobik goriiniimleri. (A) Grup
1’de normal kolon mukozasi, (B) Grup 2’de bir farenin kolonunda
proliferatif lezyonlar (oklar), (C) Grup 3’te azalmis proliferatif
lezyonlar (ok), (D) Grup 4’te normale yakin kolon mukozasi, (E)
Grup 5’te normal kolon mukozasi, (F) Grup 6’da kolon
mukozasinin normal gériiniimii.

Gruplar arasinda kolonlarin mikroskobik goriintimleri. (A) Grup
1’de normal goriiniimde kolon histolojisi. (B) Grup 2’de kolonda
yaygin adenokarsinomatdz prolifeasyonlar (ok). (C) Grup 3’°de
kiigiik adenomatdz proliferasyonlar (ok). (D) Grup 4’te kiiglik
adenomatdéz odaklar (ok). (E) Grup 5’te normal kolon
mikroskobik goriiniimii. (F) Grup 5’te normal kolon histolojisi,
HE, barlar =100pum.

Gruplara gore histopatolojik skorlarin grafigi, **: p<0.01, ***:
p<0.001.

Gruplara gore CD-31 immunoekspresyonlarinin goriiniimii. (A)
Grup 1°de c¢ok hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de belirgin sekilde
artmig ekspresyonlar (oklar). (C) Grup 3’de orta diizeyde
ekspresyonlar (oklar). (D) Grup 4’de daha hafif ekspresyonlar
(oklar). (E) Grup 5’de ¢ok hafif ekspresyonlar. (F) Grup 6’da ¢cok
hafif ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu,
barlar =50pm.

Gruplara gore CD-31 immunohistokimya skorariin istatistik
analizi, **: p<0.01, ***: p<0.001

VEGF ekspresyonlarinin gruplar arasindaki goriiniimii. (A) Grup
1’de c¢ok hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de epitel hiicrelerinde
belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (ok). (C) Grup 3’de epitel
hiicrelerinde belirgin ekspresyonlar (ok). (D) Grup 4’de
epitellerde orta diizeyde ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5’de ¢ok
hafif ekspresyonlar. (F) Grup 6’da ¢ok hafif ekspresyonlar,
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, barlar =50pum.

Gruplara gore VEGF immunohistokimya skorarinin istatistik
analizi, **: p<0.01, ***: p<0.001.

4HNE ekspresyonlarinin gruplara gore goriiniimleri. (A) Grup
1’de orta diizeyde ekspresyon. (B) Grup 2’de ozellikle epitel
hiicrelerinde belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (ok). (C) Grup
3’de ozellikle epitel hiicrelerinde belirgin ekspresyonlar (ok). (D)
Grup 4’de epitellerde belirgin ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5’de
orta diizeyde ekspresyonlar. (F) Grup 6’da orta diizeyde
ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, barlar
=50pm.

Gruplara gére 4HNE immunohistokimya skorarinin istatistik
analizi, **: p<0.01, ***: p<0.001.
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Gruplara gore SOHDG ekspresyonlarinin goriiniimleri. (A) Grup
1’de ¢ok hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de epiteliyal ve
mezenkimal hiicrelerinde belirgin sekilde artmis ekspresyonlar
(oklar). (C) Grup 3’de hiicrelerde ekspresyonlarda azalma ve hafif
ekspresyonlar (ok). (D) Grup 4’de ekspresyonlarda azalma ve
bazi epitel hiicrelerinde pozitif ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5’de
cok hafif ekspresyonlar. (F) Grup 6’da negatife yakin
ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, barlar
=50um.

Gruplara géore 8OHDG immunohistokimya skorarinin istatistik
analizi, **: p<0.01, ***: p<0.001.

Gruplarin kaspaz-3 ekspresyonlarinin goriiniimleri. (A) Grup 1°de
cok hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de epiteliyal ve mezenkimal
hiicrelerinde artmis ekspresyonlar (oklar). (C) Grup 3’de
hiicrelerde belirgin ekspresyonlar (ok). (D) Grup 4’de belirgin
ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5’de c¢ok hafif ekspresyonlar. (F)
Grup 6’da negatife yakin ekspresyonlar, Streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, barlar =50um.

Gruplara gore kaspaz-3 immunohistokimya skorarinin istatistik
analizi, **: p<0.01, ***: p<0.001.
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OZET

Farelerde AOM-DSS Kanser Modelinde Bacopa monnieri’nin Timor
Mikrogevresinde Anjiyogenez, Apoptoz ve Oksidatif Stres iizerine Etkilerinin
Arastirilmasi

Kolorektal kanserler (KRK), diinya genelinde yiiksek insidans ve mortalite oranlarina
sahip; cok faktorlii bir patogeneze sahip malignitelerdendir. Modern onkolojide timor
biyolojisinin yalnizca genetik mutasyonlarla agiklanamayacak kadar kompleks oldugu
goriilmiis ve buna gore bir yaklagim gelistirilmistir. Timo6r mikrogevresinde (TMC,
TME) yer alan stromal hiicrelerin, immun yanit elemanlari, vaskiiler yapilar ve
ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesimler timor progresyonda belirleyici 6l¢iide
etkilidir. Bacopa monnieri (BM) geleneksel tipta uzun yillardir kullanilan bir bitkidir.
BM’nin bazi kanserlerde olumlu etkileri tanimlanmistir. Bu ¢galismanin amaci BM’nin
KRK’deki etkilerinin incelenmesidir. Calismada kontrol; AOM-DSS; AOM-DSS ve
0,5mg/kg BM; AOM-DSS ve 2mg/kg BM; 0,5mg/kg BM ve 2mg/kg BM olmak iizere
6 deney grubu olusturulmustur. Deneyde ger grupta 10 fare olmk {izere toplam 60
Balb/c fare kullanilmistirg Calisma sonunda farelerden kan ve kolon ornekleri
toplanmis kan oOrneklerinde hiicre saymmi yapilmistir. Kolon Ornekleri ise
makroskobik, histopatolojik ve VEGF, CD31, kaspase-3, 8-OHdG ve 4-HNE
ekspresyonlar1 acisindan immunohistokimyasal olarak incelenmistir. AOM-DSS
uygulamalar1  Ozellikle didtal kolonda yogunlasan sekilde adenomotdz-
adenokarsinamatoz tirelemelere sebep olurken BM uygulamalsinin tiimor olusumunu
azalttig1 gozlenmistir. Ayrica BM uygulamasi hem tiimoriin yayilimimi ve VEGEF,
CD31, 8-OHdG ve 4-HNE ekspresyonlarinda azalmaya kaspaz-3 ekpresyonlarinda ise
artisa sebep olmustur. Bu bulgulara gére BM uygulamasit KRK’de anjiyogenezi
baskilayici, oksidatif stres seviyesini azaltict ve apoptotik aktiviteyi arttirict etki
gostererek iyilesme lizerinde olumlu etkiler géstermistir. BM’nin 2mg/kg dozda
uygulamsinin 0,5mg/kg dozda uygulanmasina gore daha etkili oldugu saptanmustir.
BM’nin KRK’de kullanimu ile ilgili umut verici bilgiler elde edilmistir. Bu konuda
daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar  Kelimeler: AOM-DSS Kanser Modeli, Bacopa monnieri,
Immiinohistokimya, Kolorektal Kanser (KRK), Tiimdr Mikrogevresi (TMC)
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Bacopa Monnieri on Angiogenesis, Apoptosis and
Oxidative Stress in Tumour Microenvironment in Aom-Dss Cancer Model in Mice

Colorectal cancers (CRC) are malignancies with high incidence and mortality rates
worldwide and exhibit a multifactorial pathogenesis. In modern oncology, it has
become evident that tumor biology is too complex to be explained solely by genetic
mutations, leading to the development of more comprehensive approaches. The
interactions between stromal cells, immune components, vascular structures, and the
extracellular matrix within the tumor microenvironment (TME) play a critical role in
tumor progression. Bacopa monnieri (BM) is a plant that has been used in traditional
medicine for many years, and its beneficial effects have been reported in several cancer
types. The aim of this study was to investigate the effects of BM in CRC. In the
experimental design, six groups were established: Control; AOM-DSS; AOM-DSS +
0.5 mg/kg BM; AOM-DSS + 2 mg/kg BM; 0.5 mg/kg BM; and 2 mg/kg BM. A total
of 60 Balb/c mice were used, with 10 mice per group. At the end of the experiment,
blood and colon samples were collected from the animals. Complete blood counts were
performed on the blood samples, and the colon samples were examined
macroscopically, histopathologically, and immunohistochemically for the expression
of VEGF, CD31, caspase-3, 8-OHdG, and 4-HNE. AOM-DSS administration led to
the development of adenomatous to adenocarcinomatous lesions, particularly
concentrated in the distal colon. In contrast, BM administration was observed to reduce
tumor formation. Additionally, BM treatment resulted in decreased tumor spread and
reduced expression levels of VEGF, CD31, 8-OHdG, and 4-HNE, while increasing
caspase-3 expression. These findings suggest that BM exerts beneficial effects in CRC
by suppressing angiogenesis, reducing oxidative stress, and enhancing apoptotic
activity. The 2 mg/kg dose of BM was found to be more effective than the 0.5 mg/kg
dose. Overall, the study provides promising insights into the potential use of BM in
CRC, although further studies are warranted to fully elucidate its therapeutic potential.

Keywords: AOM-DSS Cancer Model, Bacopa monnieri, Colorectal Cancer (CRC),
Immunohistochemistry, Tumor Microenvironment (TME)

XV



1. GIRIS

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde hem erkeklerde hem de kadinlarda
en sik goriilen malignitelerden biri olup, kansere bagli 6liimlerin baslica nedenleri
arasinda yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO) verilerine gére, her yil
milyonlarca yeni KRK vakasi tanis1 konulmakta ve énemli bir kismu ileri evrelerde
saptanarak tedaviye direngli hale gelmektedir. KRK'nin etiyolojisi multifaktoriyel
olup; genetik mutasyonlar, epigenetik degisiklikler, diyet ve yasam tarzi aliskanliklari,
inflamasyon ve bagirsak mikrobiyotas: gibi bir¢ok faktoriin etkilesimi sonucunda
gelistigi kabul edilmektedir. Bu kompleks patogenez, yalnizca timor hiicrelerinin
kendisini degil, ayn1 zamanda c¢evresindeki stromal bilesenleri de iceren bir biitiinciil

yaklagimi zorunlu kilmaktadir.

Modern onkolojik yaklasimlar, kanserin yalnizca hiicre i¢i sinyal yollarinin
bozulmasiyla degil, ayni1 zamanda tiimdr hiicrelerinin i¢inde bulundugu mikrogevreyle
olan etkilesimleri yoluyla gelistigini ve siirdiiglinii ortaya koymustur. Tumor
mikrogevresi (TMC); fibroblastlar, endotelyal hiicreler, immun sistem elemanlari,
perisitler ve ekstraselliiler matriks gibi ¢esitli hiicresel ve hiicre dig1 bilesenlerden
olusur. TMC’deki bu yapilar, tiimor hiicreleri ile stirekli etkilesim igerisinde olarak
hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, apoptoz, invazyon ve metastaz gibi siireglerin
diizenlenmesinde rol oynar. Bu nedenle, TMC’yi hedef alan tedavi yaklagimlari,
KRK’nin 6nlenmesi ve tedavisine yonelik stratejiler arasinda giderek daha fazla 6nem

kazanmaktadir.

Dogal bilesikler, kanser tedavisinde hedefe yonelik ve daha az toksik ajanlar
olarak degerlendirilmekte; fitokimyasallarin TMC iizerindeki diizenleyici etkileri
aragtirmalarda 6n plana ¢ikmaktadir. Bitkisel kokenli ajanlar, antioksidan,
antiinflamatuvar, anti-proliferatif ve anti-anjiyogenik etkileri sayesinde kanser
hiicreleri lizerinde dogrudan veya mikrogevre araciligiyla dolayl etkilere sahip
olabilirler. Bu baglamda, geleneksel tipta yiizyillardir kullanilan ve biyolojik etkileri
bilimsel olarak arastirilmaya devam edilen bitkilerden biri de Bacopa monnieri’dir
(BM).



Tiimo6r mikrogevresi, timor hiicreleriyle ¢evresindeki stromal doku (kan
damarlari, immun hiicreler, fibroblastlar ve ¢esitli sinyal molekiilleri) ile ekstraselliiler
matriksten olusan karmasik bir yapidir. TMC ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesim,
tiimor biiyiimesi, invazyon ve metastaz siirecinde kritik rol oynar. Ornegin, TMC’deki
anjiyogenez tiimoriin beslenmesini saglarken, immun hiicrelerin polarizasyonu ve
salgiladiklar: sitokinler tiimor progresyonunu ya hizlandirabilir ya da engelleyebilir.
Ayrica TMC’de yiiksek seviyede bulunan reaktif oksijen tiirleri (ROS), DNA hasarina
yol agarak tiimor gelisimini destekler. Bu nedenle, anjiyogenez, inflamasyon/immun
yanit ve oksidatif stres gibi faktorler, kolon kanserinin gelisimi ve tedavi yaniti

acisindan énemli temel bilesenlerdir (Anderson ve Simon, 2020).

Bacopa monnieri (BM), Tiirk¢ede “Brahmi” olarak bilinen ve Ayurveda
tibbinda binlerce yildir kullanilan tibbi bir bitkidir. “Su ¢ordiik otu™ olarak da anilan
bu bitki, Scrophulariaceae familyasina ait ¢ok yillik bir tiir olup, basta Hindistan,
Nepal ve Cin olmak iizere Glineydogu Asya'nin nemli bolgelerinde dogal olarak
yetismektedir. Geleneksel kullanimi kapsaminda hafiza giiglendirici, yatistirici, agri
kesici, antiepileptik ve antiinflamatuvar amaglarla degerlendirilmis olan BM, son

yillarda modern farmakolojik arastirmalarin da odagi haline gelmistir.

Fitokimyasal analizler, BM nin dammaran tip triterpenoid saponinler (6zellikle
bakozit A ve B) ile cesitli flavonoidler ve alkaloidler gibi biyolojik olarak aktif
bilesenler icerdigini ortaya koymustur. Bu bilesenlerin; serbest radikallerin
temizlenmesi, mitokondriyal disfonksiyonun Onlenmesi, apoptotik yolaklarin
modiilasyonu ve tiimér anjiyogenezinin baskilanmasi gibi ¢oklu mekanizmalar
tizerinden etkili oldugu bildirilmektedir. S6z konusu biyolojik aktiviteler, BM nin
yalnizca norolojik hastaliklarda degil, ayn1 zamanda inflamasyonla iligkili kompleks
hastaliklarda ve kanserde de potansiyel terapotik faydalar sunabilecegini

diistindiirmektedir.

Nitekim, son yillarda yapilan preklinik ve in vitro caligmalar, BM’nin

kemopreventif ve antineoplastik potansiyelini giderek daha fazla giindeme getirmistir.



Literatirde BM'den izole edilen bilesiklerin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda anti-
proliferatif, anti-metastatik ve anti-anjiyogenik etkiler gosterdigi; bu etkilerin hem
dogrudan tiimor hiicrelerini hedef alarak hem de tiim6r mikrogevresini diizenleyerek
ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (Smith ve ark., 2018; Ghosh ve ark., 2021). Bu baglamda
BM, diisiik toksisite profili ve ¢oklu etki mekanizmalar1 nedeniyle, dogal kaynakli
tamamlayici veya alternatif anti-kanser ajan arayislarinda dikkat ¢ceken bir aday haline

gelmistir.

KRK’de BM’nin etkinligi iizerine literatiirde sinirli sayida in vitro ¢alisma
mevcuttur. Bu ¢alismalarda BM’den saflastirilmis triterpen saponinler olan bacopaside
I ve II'nin KRK hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve BMsaponin II’nin hiicre
biiytimesini durdurdugu bildirilmistir (Smith ve ark., 2018; Palethorpe ve ark., 2019).
Ancak BM’nin in vivo modellerde, 6zellikle timor hiicreleri ve TMC tizerindeki
etkileri yeterince arastirtlmamistir. Bu alandaki eksiklik, BM’nin kolorektal timor
biyolojisi ve TMC hedefli potansiyel etkilerini ortaya koymak i¢in dnemli bir bilimsel
bosluk olusturmaktadir.

KRK’ye yonelik deneysel modeller arasinda en sik tercih edilen modellerden
biri, kimyasal ajanlarla indiiklenen AOM-DSS (Azoksimetan-Dekstran Siilfat
Sodyum) modelidir. Bu model hem sporadik tiimor olusumunu hem de inflamasyon
iligkili kolorektal karsinogenez siireclerini taklit etmesi nedeniyle, insan KRK
patofizyolojisine benzerligi agisindan biiylik avantaj saglamaktadir. AOM, DNA
metilasyonu yoluyla mutasyonlara neden olarak karsinojenik etki gdsterirken; DSS,
bagirsak mukozasinda inflamatuvar yanmit olusturarak timoér  gelisimini

hizlandirmaktadir.

Bu calismada, azoksimetan (AOM) ve dekstran siilfat sodyum (DSS) ile
indiiklenmis kolitis iliskili kolorektal kanser modelinde, BM ekstresinin timor
hiicreleri ve TMC {izerindeki etkileri ¢ok yonlii olarak degerlendirilmistir. KRK
patogenezinde yalnizca neoplastik hiicrelerin degil, ayn1 zamanda stromal hiicreler,
immun yanit elemanlari, vaskiiler yapilar ve oksidatif stres yanmiti gibi TMC
dinamiklerinin de belirleyici rol oynadig: bilinmektedir. Bu baglamda ¢aligmanin

temel amaci, BM'nin kolorektal tiimor gelisiminde kritik dneme sahip anjiyogenez



(CD31 ve VEGF ekspresyonlari), apoptoz (kaspaz-3 diizeyleri) ve oksidatif stres (8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin ~ [8-OHdG] ve  4-hidroksi-2-nonenal  [4-HNE]
immunreaktiviteleri) gibi biyolojik siiregler tizerindeki diizenleyici etkilerini

arastirmaktir.

Calismada elde edilmesi planlanan verilerin, BM’nin deneysel kolorektal
kanser modelinde TMC’yi nasil modiile ettigine dair yeni bilgiler sunmasi
beklenmektedir. Ozellikle anti-anjiyogenik, pro-apoptotik ve antioksidan etkiler
tizerinden TMC'deki tiimor destekleyici sinyallerin baskilanmasi, bu bitkinin

kemopreventif ve tamamlayici tedavi potansiyelini ortaya koyacaktir.

Bu tez calismasinin Ozgiinligi, BM’nin kolitis iliskili kolon kanseri
modelinde, tiimdr hiicreleri ve TMC’nin ¢oklu bilesenlerine yonelik etkilerinin ilk kez
sistematik ve in vivo diizeyde arastirilmasidir. Geleneksel tipta uzun siiredir kullanilan
bir bitkisel ajanin modern onkoloji baglaminda bilimsel olarak degerlendirilmesiyle,
kolorektal kanserin tedavi edici veya tedaviye destek yaklasimlarina yonelik yeni, cok
hedefli ve dogal temelli stratejilerin  gelistirilmesine katki  saglanmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser (KRK), hem insanlarda hem de hayvanlarda ¢ok sayida
cevresel faktorle iliskilendirilen ciddi bir hastalik olup, giincel literatiir yasam tarzi ve
kiiresel risk orilintiilerinin bu hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynadigini1 ortaya
koymaktadir. Cevresel ve gida kaynakli mutajenler, bagirsak parazitleri, patojenler ve
inflamatuvar bagirsak hastaligi gibi etkenler, KRK gelisiminde kritik risk faktorleri
arasinda yer almaktadir. Son yillarda KRK’nin sadece genetik temelli bir hastalik
olmayip, karmasik hiicre disi sinyaller, stromal doku etkilesimleri ve immun kagis
mekanizmalarinin da hastalik progresyonunda etkili oldugu kesfedilmistir. KRK’nin
kiiresel yayginligi, yiiksek mortalite oranlari, risk faktorleri ve tiimdr mikrogevresinin
(TMC) tiimdr progresyonu iizerindeki etkileri, arastirmacilarin ilgisini ¢gekmektedir

(Bhullar ve ark., 2011; Anderson ve Simon, 2020).

KRK tedavisinde en oOnemli zorluklardan biri, timoriin molekiiler
heterojenitesidir. TNM siniflandirmasi ile anatomik yayilim degerlendirilse de benzer
evreye sahip hastalar arasinda prognoz ve tedavi yanitlar1 énemli 6l¢lide farklilik
gosterebilmektedir. Bu farkliliklarin temel nedenlerinden biri, TMC’de yer alan
hiicresel ve molekiiler bilesenlerin degisken oranlarda bulunmasit ve islev
gostermesidir (Colangelo ve ark., 2017). Bu baglamda, Bacopa monnieri (BM) gibi
bitkisel kokenli bilesiklerin timor hiicreleri ve tiimor mikrogevresindeki
immunmodiilator, antioksidan ve apoptotik etkileri, tedaviye duyarliligin artirilmasi
ve yeni nesil destekleyici tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Insanlarda KRK, diinya genelinde en sik tani konan kanser tiirlerinden biridir
ve kansere bagli 6liimler arasinda da 6n siralarda yer almaktadir. KRK’lar, diinya
capinda iigiincii en sik teshis edilen kanser tiirii olup, buna bagl 6liim oranlar1 da
oldukca yiiksektir. Mevcut tedavi stratejilerine ragmen, 6zellikle metastatik hastalig
olan olgularda bes yillik sagkalim oranlar1 %15’in altinda seyretmekte ve bu durum

yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (Smith ve ark., 2018).



2.2.  Kanser ve Kolon Kanseri

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla karakterize edilen ve
genetik, cevresel ile yasam tarzina bagli faktorlerin etkilesimi sonucu gelisen
kompleks bir hastalik grubudur. Kiiresel diizeyde 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada
yer alan kanser, glinlimiizde 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir.
Bu hastalik grubu igerisinde yer alan KRK ise hem siklig1 hem de mortalite orani
acisindan one ¢ikmaktadir. KRK, kolon veya rektumun mukozal epitelinden kdken alir

ve genellikle adenomatdz poliplerin zamanla malign doniisiim gecirmesiyle ortaya

cikar (Sung ve ark., 2021).

Hastaligin ilerleyisinde genetik mutasyonlar, kronik inflamasyon, epigenetik
degisiklikler, oksidatif stres ve TMC’deki etkilesimler belirleyici rol oynamaktadir.
Ozellikle gelismis iilkelerde KRK insidansindaki artisin; bati tipi beslenme
aligkanliklari, obezite, hareketsiz yasam tarzi ile alkol ve sigara tiiketimi gibi yasam
tarz1 faktorleriyle dogrudan iliskili oldugu bildirilmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalar, kolorektal kanserin gelisiminde yalnizca genetik yatkinlik degil, aym
zamanda timor mikrogevresinde meydana gelen biyolojik siireclerin de kritik bir rol
oynadigimi gostermektedir (Nasrallah ve El-Sibai, 2014; Sung ve ark., 2021; Siegel ve
ark., 2023). Bu nedenle KRK’nin anlasilmasi ve tedavisine yonelik stratejilerde, hiicre
dis1 matriks bilesenleri, bagisiklik yanit1 ve anjiyogenez gibi mikrogevresel faktorlerin
dikkate alinmasi, daha biitlinciil ve etkili yaklasimlarin gelistirilmesine olanak

tantyacaktir.

2.3. Kanserin Genel Yayginhg ve Etkileri

KRK, diinya genelinde en sik goriilen malignitelerden biri olup (Sung ve ark.,
2021), erken tan1 konulmadiginda yiiksek mortaliteye neden olan ciddi bir saglik
sorunu olarak one ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, KRK gelisiminde yaslanma,
sagliksiz beslenme aliskanliklar1 (yiiksek miktarda kirmizi et ve doymus yag tiiketimi),
obezite, sigara ve alkol kullanim1 gibi yasam tarzi faktorlerinin 6nemli rol oynadigi
gosterilmigtir. Ayrica inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin (6rnegin Crohn hastaligi

ve tlseratif kolitis) bu kanser tiirline yakalanma riskini artirdigi bildirilmistir



(Nasrallah ve EI-Sibai, 2014). KRK olusumunda gevresel ve yasam tarzina bagl
etmenlerin %80’den fazla etkili oldugu vurgulanmakta olup, bu durum hastaligin
onlenmesinde halk sagligi stratejilerinin ne denli 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

KRK, kansere bagli dliimler arasinda Amerika’da ikinci, diinya genelinde ise
iclincii sirada yer almaktadir (Siegel ve ark., 2023). Vakalarin biiyiik ¢ogunlugu
kalitsal genetik mutasyonlardan ziyade, c¢evresel ve yasam bicimi ile iliskili
nedenlerden kaynaklanmaktadir. Ozellikle hayvansal gidalarm fazla tiiketilmesi,
fiziksel aktivite eksikligi, yiiksek kalorili diyetler, yogun alkol ve sigara kullanimi,
kirmizi ve islenmis et tiiketimi gibi faktorler risk artisina neden olmaktadir. Buna
karsin, yeterli diizeyde tam tahil, lif, siit ve kalsiyum alim1 KRK riskini azaltici etki
gostermektedir (Siegel ve ark., 2023). Ayrica, kronik inflamasyon ile kolorektal kanser
arasinda giiglii bir iliski oldugu ortaya konmus; KRK olgularinin yaklasik %20’sinin
inflamasyonla iligkili onciil durumlarin ardindan gelistigi belirtilmistir (Robertis ve
ark., 2011).

Fusco ve ark., (2024) yaptigi bir ¢alismada, gelismis iilkelerde artan KRK
sikliginin, Bat1 tipi yasam tarzinin benimsenmesiyle dogrudan iligkili oldugu ifade
edilmistir. “Western diyet” olarak adlandirilan, yliksek yagh ve diisiik lifli islenmis
gidalarin agirlikta oldugu beslenme bi¢imi, bagirsak mikrobiyotasinda ciddi
degisikliklere yol agmakta ve bu durum kolon kanseri gelisimini kolaylagtirmaktadir.
Mikrobiyotadaki dengenin bozulmasi, yani disbiyozis, koruyucu bakterilerin
azalmasina ve proinflamatuvar, prokanserojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasina
neden olmaktadir. Bu ortamda inflamatuvar siiregler tetiklenerek tiimoral degisiklikler
hizlanmakta ve adenoma-karsinoma doniisiim siireci desteklenmektedir. Bu bulgular,
mikrobiyota temelli yaklasimlarin KRK’nin dnlenmesi ve erken tanisinda stratejik bir

rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Hayvanlarda KRK insidansi, insanlara kiyasla daha diisiik olsa da son yillarda
cevresel kirlilik ve insan kaynakli etkenler nedeniyle artis gdstermektedir. Ornegin,
Saint Lawrence Nehri’nde yasayan Beluga balinalariin %27’sinde ¢evresel toksinlere

bagli olarak kanser gelistigi raporlanmigtir (Martineau ve ark., 1999). Kaliforniya



deniz aslanlarinda ise klorlu pestisitlere maruziyetin iirogenital kanser sikligini
artirdigt; tilki ve zebra gibi tiirlerde genetik cesitliligin azalmasiyla birlikte kanser
vakalarmin arttig1 bildirilmistir (Martineau ve ark., 1999; Bernanke ve Kohler, 2009).
Bu veriler, kolorektal kanserin yalnizca insanlar1 degil, hayvanlari da etkileyen 6nemli
bir saglik sorunu oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, ¢evresel etkenler ve insan
faaliyetleri hem insanlarda hem de hayvanlarda KRK riskini artiran ortak

belirleyicilerdir.

2.4. Kolorektal Kanserinin Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

KRK tanisinda tiimoriin yayilim derecesini belirlemek, prognozu éngérmek ve
uygun tedaviyi se¢mek i¢in TNM evreleme sistemi temel bir aragtir. Uluslararasi
Kanser Ajansi (UICC) ve Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan
tanimlanan bu sistem; tiimdr invazyon derinligi (T), lenf nodu tutulumu (N) ve uzak
metastaz (M) kriterlerine dayanir. Ozellikle kolon ve rektum gibi tabakali organlarda
invazyon derinligi, lenfatik yayilim ve metastaz durumu; cerrahi ve sistemik tedavi
kararlarim dogrudan etkiler. Ornegin T3N1MO evresi, barsak dist yayilim ve sinirh
nodal tutulumla birlikte metastazin olmadig1 bir durumu yansitirken; T4N2M1 evresi,
komsu organlara invazyon, ileri lenfatik tutulum ve uzak metastazini ifade eder. Bu
sistem, bireysellestirilmis tedavi stratejilerinin planlanmasina olanak tanir (Brierley ve

ark., 2025).

TNM siniflamasi yalnizca evreleme icin degil, ayn1 zamanda sagkalim tahmini
acisindan da onemlidir. Ornegin evre I hastalarda 5 yillik sagkalim orani %90 iken,
evre IV’te bu oran %10’un altina diismektedir (Siegel ve ark., 2023). Ancak bu
sistemin biyolojik ve molekiiler belirteclerle desteklenmedikge KRK’nin karmagik
yapisini tam olarak yansitamamaktadir. Apoptoz direnci, proliferatif avantajlar,
telomeraz aktivitesi ve hiicresel yaglanmanin devre dis1 kalmasi gibi olaylar, timoriin

progresyonunda etkili olmaktadir (Robertis ve ark., 2011).

KRK tedavisi klasik cerrahi ve kemoterapiden, molekiiler ve immunolojik alt
tiplere yonelik hedefe yonelik yaklagimlara evrilmistir. Ancak tedavi yaniti, timor

heterojenligi, biyobelirte¢ eksikligi ve bagisiklik baskilayict mikrogevre nedeniyle



siirli kalabilmektedir. Bu nedenle basarili bir tedavi yaklagimi; anatomik evreleme
yaninda genetik, epigenetik ve bagisiklik yanit1 gibi faktdrleri kapsayan biitiinciil bir
degerlendirme gerektirir (Robertis ve ark., 2011; Siegel ve ark., 2023).

Yasam tarzi faktorlerinin KRK iizerindeki etkisi de oldukg¢a belirgindir.
Ispanya’nin Albacete bdlgesinde yapilan gdzlemsel bir calismada; alkol tiiketimi (OR:
1.79), haftada 2 gilinden fazla piring/makarna (OR: 2.23), yumurta/omlet (OR: 2.68)
ve glinde 2 litreden fazla su tiiketiminin (OR: 2.87) KRK riskini artirdigi; diizenli
fiziksel aktivitenin ise riski azalttigi (OR: 3.38) saptanmustir (Fusco ve ark., 2024).

KRK’nin gelisiminde yalnizca genetik degil, mikrobiyal faktorler de
belirleyicidir. KRK hastalarinda Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis ve
Escherichia coli gibi bakterilerin artisi, mukozada inflamasyon ve DNA hasarini
artirarak hem kanserlesmeyi hem de tedaviye direnci desteklemektedir. Buna karsin
SCFA [Short-Chain Fatty Acids - (Kisa Zincirli Yag Asitleri)] tireten koruyucu
bakteriler azalmaktadir. Mikrobiyota temelli biyobelirtecler, erken tani1 ve hedefe

yonelik tedavilerde yeni olanaklar sunmaktadir (Fusco ve ark., 2024).

KRK gelisimi, normal mukozal epitelin hiperproliferatif degisimi ve adenom-
karsinom sekansi lizerinden ilerler. Bu siirecte ortaya ¢ikan molekiiler degisiklikler
hastaligin alt tiplerini belirlemekte ve hedefe yonelik tedavi stratejilerine temel
olusturmaktadir. Bu siirecte p53 geninin mutasyonu, apoptotik yanit1 baskilayarak
hiicrelerin hayatta kalmasma neden olur (Sluyser, 2002). Ayrica Bcl-2/Bax orani,
hiicresel kaderi belirleyen kritik bir mekanizmadir. BM’nin bu yolaklara etki
edebilmesi, apoptoz ilizerinden terapdtik potansiyel tasiyabilecegini diistindiirmektedir

(Robertis ve ark., 2011; Siegel ve ark., 2023).

KRK’nin incelenmesinde hayvan modelleri énemli bir rol oynamaktadir.
Kimyasal ajanlar (DMH ve AOM) kullanilarak olusturulan modeller, DNA
metilasyonu ve genetik mutasyonlarla KRK’yi taklit eder. Bu modeller, timor
mikrogevresinin  insan hastaligina benzerligi nedeniyle preklinik tedavi

aragtirmalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir (Boopathy ve ark., 2024).



2.5.  Bacopa monnieri (BM)

Bacopa monnieri (L.) Pennell, giincel simiflandirmayla Plantaginaceae
familyasindan, ¢ok yillik ve sulu ortamlar1 seven tibbi bir bitkidir. Sanskrit¢ede
“Brahmi” olarak adlandirilan bu bitki, 6zellikle Ayurveda ve Siddha tibbinda binlerce
yildir nootropik, antioksidan, antiepileptik ve antiinflamatuvar etkileri nedeniyle
yaygin olarak kullanilmaktadir. BM’nin terapotik etkileri esasinda igerdigi triterpenoid
saponinler, flavonoidler ve alkaloidlere atfedilmektedir. Ozellikle bacopaside |,
bacopaside 1l ve bacopasaponin C gibi bitkiden izole edilmis bilesikler, son yillarda
antikanser etkiler acisindan ilgi odagi haline gelmistir. Giincel farmakolojik
caligmalarda, BM’nin hiicre proliferasyonunu baskilayici, apoptotik mekanizmalari
aktive edici ve oksidatif stresle iliskili biyolojik yollar1 diizenleyici etkileri ortaya
konulmustur. Bu bitkinin goésterdigi bu ¢oklu biyolojik etki mekanizmalari, onu
yalnizca geleneksel tipta degil, modern onkolojik arastirmalarda da 6nemli bir dogal
bilesik kaynagi haline getirmektedir. BM’nin ¢ok yonlii biyolojik etkileri dzellikle
onkolojik arastirmalarda dogal iiriin temelli yeni tedavi yaklagimlarimin 6nemini

destekler (Mirza, 2020).

BM, geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan bir bitki olmasinin 6tesinde,
farmakolojik potansiyeli nedeniyle giincel bilimsel aragtirmalarda da dikkat ¢eken bir
model haline gelmistir. Antioksidan, ndroprotektif ve anti-inflamatuar etkileriyle 6ne
¢iktig1 bilinen bu bitki; ayn1 zamanda genetik varyasyonlara agik yapist ve sekonder
metabolit iiretimindeki plastisitesi sayesinde biyoteknolojik arastirmalar i¢in oldukga
uygun bir zemin sunmaktadir. Nitekim, etil metansiilfonat (EMS) ve sodyum azid
(NaNs) gibi kimyasal mutajenlere maruz birakilmis varyantlarinin sekonder metabolit
profillerinde gozlenen degisiklikler, BM’nin genetik stabiliteye verdigi yanitlari
kavrayip degerlendirmede 6nemli bilgiler saglamaktadir. Bu yoniiyle BM, tedavi edici
etkisinin yani sira genetik ve metabolik diizeydeki tepkileriyle de genis kapsamli bir
bilimsel aragtirma alan1 sunmaktadir (Emsen ve Dogan, 2018; Mirza, 2020).
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2.5.1. Bacopa monnieri’nin Biyolojik Ozellikleri ve Kimyasal Yapisi

Bacopa monnieri, Ayurveda tibbinda en ¢ok bilinen bitkilerden biri olup;
prokognitif, antioksidan, antiinflamatuar, néroprotektif ve antikonviilsan etkileri ile
dikkat ¢ekmektedir. Scrophulariaceae ailesine ait olan bu ¢ok yillik siiriinen bitki,
genellikle bataklik ve nemli bolgelerde yetismekte olup Brahmi olarak da
adlandirilmaktadir (Pandey ve ark., 2022). BM, merkezi sinir sistemi tizerinde
diizenleyici etkiler gosteren dogal bir ajan olarak tanimlanmakta ve son yillarda
kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde de potansiyel tasidig: bildirilmektedir (Banerjee ve
ark., 2021). Bu baglamda, BM’nin geleneksel kullanimi ile modern farmakolojik
etkileri bir araya getirilerek Ozellikle kompleks hastaliklar, 6rnegin kanser, igin
potansiyel bir dogal terapdtik ajan olarak degerlendirilmesi hedeflenmektedir. BM'nin
farmakolojik etkilerinin biyolojik temelleri, cheminformatics ve sistem farmakolojisi
yaklagimlartyla da incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda bitkide tanimlanmis 52 aktif
bilesigin, insan proteomu iizerinde 780 farkli hedef proteinle etkilesime girdigi
gosterilmistir. Bu bilesikler arasinda en ¢ok dikkat ¢ekenler bacoside A, asiatic acid
ve loliolide olup; 6zellikle norolojik fonksiyonlar, hiicresel sinyal iletimi ve immun

yanit diizenlenmesi ile iligkili proteinleri etkilemektedir (Jeyasri ve ark., 2020).

Bu durum, BM'nin yalnizca geleneksel kullanim alanlarinda degil, ayni
zamanda modern tedavi stratejilerinde de potansiyel tasiyan bir kaynak olabilecegini
gostermektedir. Bitkinin farmakolojik etkileri, igeriginde bulunan baslica triterpenoid
saponinler (6rnegin bacoside A, bacopaside I), flavonoidler (6rnegin luteolin) ve
alkaloidler (6rnegin loliolide) gibi bilesiklerle iligkilidir. Bu bilesikler; antioksidan
savunma sistemlerinin aktivasyonu, oksidatif stresin baskilanmasi, apoptozun
indiiklenmesi ve proinflamatuvar yolaklarin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalar
tizerinden etki gosterir. Bu etkiler, O6zellikle kolorektal kanser gibi kompleks
hastaliklarin tedavisinde hiicresel proliferasyonun sinirlanmasi ve bagisiklik yanitinin

diizenlenmesi agisindan 6nemlidir (Mirza, 2020).

Ayrica, BM'nin icerdigi sekonder metabolitlerin sinerjik etkileri sayesinde
inflamasyon, oksidatif stres ve norolojik bozukluklarla iliskili durumlarda terapdtik

potansiyel sundugu bildirilmektedir. Ozellikle bacosidlerin, ndronal yenilenmeyi
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destekleyerek biligsel islevleri iyilestirdigi ve Alzheimer gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda fayda saglayabilecegi vurgulanmaktadir. BM'nin antioksidan ve
noroprotektif ozellikleri, ayn1 zamanda mutajenlere bagli olusabilecek genotoksik
etkilerin azaltilmasinda da etkili olabilir. Nitekim, BM ekstraktlarinin insan
lenfositlerinde sitotoksik ve genotoksik etkileri azalttigi gosterilmistir (Dogan ve
Emsen, 2018).

Bitkisel kaynakli biyoaktif bilesiklerin karakterizasyonu ve ilag gelistirme
siirecindeki rolleriyle ilgili literatiirde, bu tiir sekonder metabolitlerin terapotik
potansiyelleri vurgulanmistir (Ramawat ve Merillon, 2008). Bu dogrultuda, BM
tizerinde yapilan bazi ¢aligmalarda, etil metansiilfonat (EMS) ve sodyum azid (NaNs)
gibi kimyasal mutajenlerin kullanimi ile bitkinin genetik ¢esitliligi ve sekonder
metabolit iiretiminin artirtlmasi hedeflenmistir. EMS, DNA’da alkilasyon yoluyla
nokta mutasyonlarina neden olurken, NaNs DNA replikasyonu sirasinda mutasyon
olusturabilmektedir. Bu mutasyonlar, bitkinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinde
cesitli degisikliklere yol agmaktadir. Ornegin, EMS’nin 0.10 mg/L konsantrasyonunda
60 dakika uygulanmasi maksimum siirgiin sayisint saglarken; 0.20 mg/L
konsantrasyonda 120 dakikalik uygulama maksimum siirglin uzunlugu, bogum ve
yaprak sayisinda artisa neden olmustur. Benzer sekilde, NaNs’tin 0.025 mg/L ve 0.05
mg/L. konsantrasyonlarinda 120 dakika uygulanmasi da olumlu sonuglar vermistir

(Mirza ve ark., 2023).

2.6. Bacopa monnieri’nin Onceki Arastirmalardaki Potansiyel Anti-Kanser
Etkileri

BM’den izole edilen bacopaside | ve I, meme kanseri modelinde sinerjistik
antiproliferatif etkiler sergilemis, DNA metilasyonu ve epigenetik profiller {izerinde
diizenleyici roller iistlenmistir (Palethorpe ve ark., 2019). Bacoside A ve B gibi
triterpen saponinleri, noéroprotektif ozellikleriyle reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
baskilayarak SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirmaktadir
(Fatima ve ark., 2022).
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BM’nin apoptozu indiikleyici etkileri, Ehrlich timor hiicreleri (EAT) lizerinde
yapilan ¢aligmalarla agik¢a ortaya konmustur. Kalyani ve ark., (2013) yirittigi
arastirmada, BM su ekstraktinin (BMWE) kaspaz-3 aktivasyonunu artirdig1, Bax/Bcl-
2 oranmi degistirdigi ve DNA fragmentasyonuna yol acarak apoptozu tetikledigi
gosterilmistir. Ayrica ayni ¢alismada, VEGF seviyelerindeki anlamli diisiis ile timor
anjiyogenezinin baskilandig1 da rapor edilmistir. Bu bulgular, BM'nin hem hiicresel
diizeyde apoptozu uyararak tlimor biiyiimesini engelledigini hem de vaskiilarizasyonu
azaltarak timor mikrogevresini hedef aldigin1 gostermektedir (Kalyani ve ark., 2013).
Ayrica, carrageenan ile olusturulan inflamatuvar modellerde, BM'nin inflamasyon
aracili kanserlerde potansiyel tasidigina dair 6n veriler elde edilmistir (Ozfirat ve ark.,
2022). Stigmasterol, Ehrlich Ascites Karsinomu (EAC) modelinde 5 ve 10 mg/kg
dozlarinda tiimdr hacmini sirasiyla %60.52 ve %83.68 oraninda azaltirken, yasam
stiresini %109-132 oraninda uzatmis, karaciger histolojisinde iyilesme saglamistir
(Ghosh ve ark., 2011). Benzer sekilde, kanser modellerinde G2/M faz1 hiicre dongiisii
arresti, AQP1 inhibisyonu ile hiicre migrasyonu ve invazyonun baskilanmasi gibi
etkiler gozlenmistir (Ghosh ve ark., 2021). BM ekstrakti, DU145 prostat kanseri hiicre
hattinda hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu baskilamis, ayrica Vibrio harveyi
testleriyle giiglii anti-mutajenik etkiler ortaya konmustur (Koczurkiewicz ve ark.,
2017).

BM’nin kemoterap6tik ajanlarla kombinasyon potansiyeli, diisiik dozlarda bile
etkinlik gdstermesiyle desteklenmektedir. Dalton’s Lymphoma Ascites hiicrelerinde
doza bagli sitotoksisite olusturdugu gosterilmistir (Kumar ve ark., 1998). Stigmasterol
gibi bilesenleri, lipid peroksidasyonunu azaltmakta ve apoptotik yolaklari

aktiflestirmektedir (Ghosh ve ark., 2011).

BM; ERK, PI3K ve Notchl sinyal yollarin1 inhibe ederek 6zellikle
glioblastoma gibi agresif tiimorlerde terapotik potansiyel gostermektedir (Ghosh ve
ark., 2021). Fenolik bilesikler ve terpenoidler, antioksidan savunmayi artirmakta,
serbest radikalleri noétralize etmekte ve kaspaz-3 aktivasyonu ile Bcl-2 ailesi

proteinlerini modiile ederek apoptozu desteklemektedir (Ramawat ve Merillon, 2008).
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Anti-kanser etkileri, PI3K/Akt/mTOR, Notch ve MAPK gibi proliferasyonla
iligkili sinyal yollarinin inhibisyonuna dayanmaktadir. Bu yolaklarin baskilanmasi ile
apoptoz artmakta, proliferasyon azalmakta ve anjiyogenez engellenmektedir (Singh ve
ark., 2021). Karaciger kanseri tizerine yapilan ag farmakolojisi ¢alismalarinda, TP53,
AKTI, IL6 ve JUN gibi genlerin yani sira p53, PI3K-Akt, MAPK ve VEGF
yolaklarinin BM bilesenleriyle diizenlendigi gosterilmistir. Ayrica beta-sitosterol ve
luteolin gibi bilesiklerin, HSP90AA1 ve JUN proteinlerine yiiksek afiniteyle
baglandig1 saptanmistir (Sadaqat ve ark., 2023).

DU145 hiicre hattiyla yapilan bir ¢calismada, yapay sindirim sivilarindan elde
edilen BM ekstraktlar1 diisiik dozlarda hiicre hareketliligini baskilamis ve giicli
antimutajenik etki gostermistir (Koczurkiewicz ve ark., 2017). Ayn1 zamanda DLA ve
solid tiimor modellerinde tiimor biiylimesini geciktirdigi, hematolojik parametreleri

normale dondiirdiigi bildirilmistir (Kumar ve ark., 1998).

Genetik duyarlilig1 yiiksek modellerde de antikanser etkiler degerlendirilmis;
Saccharomyces cerevisiae modelinde BM’nin DNA tamir eksikligi olan hiicrelerde
secici bilyiime baskilayici etkiler olusturdugu, vakuolar yap1 bozulmalarina yol agarak

hiicre 6limiinii hizlandirdig1 gosterilmistir (Huangteerakul ve ark., 2021).

Nanoteknoloji destekli kombinasyon tedavilerinde ise, altin nanopartikiillerle
(AuNP) birlikte uygulanan BM bilesenlerinin, gemcitabin ile birlikte HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinde apoptozu belirgin sekilde artirdigi gosterilmistir (Geng ve ark.,
2021). BM tiirevi Bacosine’in 4T1 metastatik meme kanseri hiicrelerinde 1C50
degerinin 21 pM oldugu, MMP-9 ekspresyonunu baskiladigi ve doza bagh
sitotoksisite olusturdugu rapor edilmistir (Mishra ve ark., 2019).

BM'nin sahip oldugu flavonoidler, triterpenoid saponinler ve fenolik bilesikler,
yalnizca tlimoér mikrogevresine etkileriyle degil, ayn1 zamanda genotoksik strese kars1
dayanikliligr ile dikkat gekmektedir. EMS ve NaNs gibi mutajenlerle muamele edilen
BM bitkilerinde, sekonder metabolit {iretimi ve 6zellikle Bacoside A diizeylerinde artis

gozlenmistir (Mirza, 2020). Ayrica BM’nin EMS kaynakli DNA hasarin1 baskiladigi
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ve insan lenfosit kiiltiirlerinde sitogenotoksisiteyi azalttig1 da rapor edilmistir (Dogan

ve Emsen, 2018).
2.6.1. Bacopa monnieri ve Kolorektal Kanserlerde Epigenetik Mekanizmalar

Son yillarda 6zellikle DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi
epigenetik diizenleyicilerin, KRK gelisiminde merkezi bir rol oynadigi gosterilmistir.
CpG adaciklarinin hipermetilasyonu sonucu tiimor baskilayici genlerin susturulmast,
KRK’nin erken evrelerinde yaygin karsilasilan bir durumdur. BM; igerdigi triterpen
saponinler ile bu epigenetik diizenleyiciler iizerinde etki potansiyeli tagimaktadir.
Ozellikle bacopasaponin C’nin, RAD1 eksik Saccharomyces cerevisiae modellerinde
sentetik Oldiiriicii etki gostererek DNA onarim yetersizliklerinin taklit edildigi
epigenetik ortamlarda antikanser etkinlik gosterdigi belirtilmistir. Bu durum, BM'nin
yalnizca proliferasyonu baskilamadigini ve ayn1 zamanda DNA onarim ve apoptozla
iligkili genlerde epigenetik yeniden diizenleme yapabilecegini de diisiindiirmektedir.
KRK gibi yiiksek metilasyon fenotipi gosteren kanserlerde BM’nin bu 6zelligi onun
hem terap6tik hem de Onleyici potansiyelini artirmaktadir. Sonugta BM nin triterpen
saponin igerikleri sayesinde DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalar
etkileyerek kolorektal kanserin gelisiminde timdr baskilayict genlerin yeniden
diizenlenmesine katkida bulunabilecek dogal bir ajan olarak 6ne c¢ikmasi, onun
epigenetik diizeyde antikanser etkiler gosterebilme potansiyelini vurgulayarak,
ozellikle bu tip kolorektal kanserlerde yeni tedavi yaklasimlarina kap1 aralamaktadir
(Ghosh ve ark., 2021; Smith ve ark., 2018).

2.6.2. Bacopa monnieri’nin Antioksidan ve Immunmodulatér Etkileri

BM, COX-2 inhibitorii etkisiyle bilinen, ayn1 zamanda antibakteriyel ve anti-
inflamatuvar 6zelliklere sahip tibbi bir bitkidir (Williams ve ark., 2014). Klebsiella
pneumoniae ve Proteus mirabilis gibi patojenlere karsi etkinligi gosterilen BM nin,
oroxindin gibi bilesenleri idrar yolu enfeksiyonlarinda potansiyel tedavi edici ajanlar

arasinda gosterilmistir (Mehta ve ark., 2022).
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BM’nin anti-inflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri, KRK gibi inflamasyon
temelli hastaliklarda da degerlendirilmis; apoptoz indiiksiyonu ve epigenetik
diizenleyici etkileri sayesinde umut verici sonuglar elde edilmistir (Kinslechner, 2011;
Lemberger, 2010; Wadhonkar ve ark., 2023). Curcumin ve EGCG gibi fitokimyasallar
yalnizca belirli molekiiler yolaklari hedef alirken, BM'nin ¢ok sayida molekiiler hedefi

etkileyebilmesi, onu daha kapsamli bir terapdtik ajan haline getirmektedir.

BM’nin biyolojik aktivitesi, biliylik oranda antioksidan ve immunmodiilator
ozelliklerine dayanmaktadir. Bitki ekstraktlari, 6zellikle triterpenoid saponinleri
sayesinde siiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri ve lipid peroksidasyon iirtinleri
gibi ROS temizlenmesinde yogun etkili olarak oksidatif stres diizeylerini
diistirmektedir. 8-OHdG ve 4-HNE gibi oksidatif stres biyobelirtecleri tizerine yapilan
calismalar, BM’nin bu belirteglerde anlamli diizeyde azalma sagladigini kanitlamistir.
Diger yandan, immun yaniti sekillendirme yetenegi ile BM hem dogustan gelen hem
de adaptif bagisiklik tizerinde modulator etki gostermektedir. BM’nin TNF-a, IL-6 ve
IL-10 gibi sitokinlerin seviyelerinde degisiklik olusturabilmesi, inflamasyonla iliskili
kanser modellerinde immunmodiilasyon yoluyla TMC’yi olumlu yonde degistirme
kapasitesini ortaya koymaktadir. Bu etkiler, BM’nin antioksidan 6zelligine ek olarak
aynit zamanda potansiyel bir immunoterapotik ajan olarak da degerlendirilmesini
saglamaktadir. Bu sonuclar BM’nin antioksidan ve immunmodiilator 6zelliklerini
gostermis olup onu KRK gibi inflamatuvar kokenli malignitelerde ¢ift yonlii terapotik
bir ajan aday1 haline getirmektedir (Ghosh ve ark., 2021; Mishra ve ark., 2019; Smith
ve ark., 2018).

BM’nin antioksidan etkisini endojen antioksidan sistemleri destekleyerek
serbest radikal olusumunu baskilayarak ve ozellikle SOD, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak hiicre i¢i oksidatif hasari
siirlayarak gostermektedir. Bu etkilerin hem lipid peroksidasyonunun 6nlenmesine
hem de hiicresel biitiinliigiin korunmasina katki sagladigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda
BM’'nin immunmodiilatuar etkiler tasidigrt ve inflamatuar yaniti diizenleyici
potansiyel sundugu da ¢esitli preklinik ¢aligmalarda ortaya konmustur (Ramawat ve
Merillon, 2008). Bu ¢ift yonlii etkinin 6zellikle TMC’de oksidatif stres ve immun
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aktivitenin dengelenmesinde BM'yi degerli bir fitoterapotik ajan olarak One

¢ikarmaktadir (Ramawat ve Merillon, 2008).

Sigcanlarda yapilan bazi ¢alismalarda, %55-60 oraninda bakosid i¢eren Oziitiin
SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi endojen antioksidan enzimlerin aktivitesini
artirdigt ve bunun da oksidatif stres kaynakli hasar1 azalttigi belirtilmistir.
Aliiminyumun neden oldugu norotoksisiteye karst koruyucu etki gésteren BM 6ziitii,
lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu baskilayarak hiicresel biitiinliigii
korumustur. Bunun yaninda glutatyon diizeylerinde artis ve lipofuskin birikiminin
azalmasi, antioksidan etkinligin molekiiler diizeydeki etkilerini de desteklemektedir
(Emsen ve Dogan, 2018). Bu bulgular, bitkinin oksidatif stresle iligkili patolojilerde
tamamlayici tedavi ajani olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (Ramawat ve

Merillon, 2008).

2.7.  Kolorektal Kanserlerde Immun Kacis Mekanizmalari: MHC-1, PD-1/PD-
L1 ve Terapotik Hedefler

KRK hiicreleri, bagisiklik sisteminin denetiminden kacabilmek i¢in ¢esitli
immun kag¢is mekanizmalarini uyandirmaktadir. Bu mekanizmalar ii¢ ana baslikta
toplanir ise ilki tiimdr antijen sunumunun bozulmasi (6zellikle MHC-I kaybi), bir
digeri immun kontrol noktasi yollarinin devreye girmesi (6rnegin PD-1/PD-L1), ve
sonuncu olarak da immunsupresif hiicre popiilasyonlarinin baskin hale gelmesidir
(Treg, MDSC ve M2 makrofajlar). Bu yollar, tiimér hiicrelerinin CD8" sitotoksik T
lenfositler veya dogal dldiiriicii hiicreler tarafindan taninmasini ve elimine edilmesini
onler ve bu sekilde de tiimor progresyonunu kolaylastirir. Tlimorlerin saklanmak i¢in
kullandig1 ilk ve en temel ka¢is mekanizmasi, MHC simif I (MHC-I) molekiillerinin
ylizey ekspresyonunun kaybidir. Normalde MHC-I molekiilleri, tiimor hiicrelerinde
sentezlenen antijenleri hiicre yiizeyine tasiyarak CD8* T hiicrelerine sunar fakat KRK
hiicrelerinde TAP1, TAP2, tapasin, p2-mikroglobulin ya da ERAP1 gibi antijen
sunumunda gorevli proteinlerdeki genetik veya epigenetik bozukluklar, bu siirecin
aksamasina neden olur. Bu durum, timér hiicrelerini bagisiklik sisteminde
“gortinmez” hale getirerek immun goézetimin atlatilmasini saglar (Garrido ve ark.,
2016).
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Tiimorlerin immun sistemden kagisinda bir diger bagisiklik kontrol noktasi
yollar lizerinden gelisen baskilayict sinyallerdir. Bu konuda en ¢ok calisilan eksen,
programlanmis hiicre 6liimii reseptorii (PD-1) ve onun ligandi PD-L1'dir. Tiimor
hiicreleri veya timdrle iliskili bagisiklik hiicreleri (6r. TAM'ler), PD-L1
ekspresyonunu artirarak T hiicreleri iizerindeki PD-1 reseptorlerine baglanir ve bu
etkilesimin sonucunda T hiicreleri "exhausted" yani islevsel olarak tilkenmis hale gelir
(Topalian ve ark., 2016). Bahsedilen bu tiikenme etkisi ozellikle mikrosatellit
instabilitesi yiiksek (MSI-H) kolorektal kanser alt tiplerinde daha belirgindir. Syn ve
arkadaglar1 ise PD-1'in PD-L1'e baglanmasimin lenfositlerin etkili islevini devre disi
biraktigin1 ve bunun da T hiicresi tilkenmesi olarak bilinen bozulmus bagisiklik
aktivitesine neden oldugunu ifade ederek mekanizmay1 immun sistem fonksiyonlar

tizerinden tanimlamaktadir (Syn ve ark., 2017).

Tiim bu bahsedilen mekanizmalarin terapdtik olarak hedeflenmesi, son yillarda
kanser immunoterapisinde temel olusturmustur. FDA tarafindan onaylanan nivolumab
ve pembrolizumab gibi PD-1 inhibitorleri, 6zellikle MSI-H KRK hastalarinda aktif
etkinlik gostermektedir. Ancak mikrosatellit stabil (MSS) tiimoérlerde bu ajanlarin
etkisi sinirhi kalmaktadir ve bu nedenle PD-1/PD-L1 inhibitorlerinin kemoterapi,
bevacizumab gibi etkili anti-angiogenik ajanlar veya CTLA-4 inhibitorleri ile
kombinasyonu, MSS alt tiplerde immun cevabi yeniden canlandirma amaciyla giincel
olarak aragtirilmaktadir. PD-1/PD-L1 yolunun tikanmasiyla, tiimor hiicrelerine karsi
sitotoksik T hiicrelerinin yeniden aktive olmasi kolaylastirilabilecegi bildirilmistir.
Bunun neticesinde; PD-1 ve PD-L1 inhibitorleri ¢esitli solid tiimorlerin tedavisi i¢in
FDA onay1 almistir (Sharma ve Allison, 2020).

2.8. Kolon Kanseri ve Tiimor Mikrocevresi

TMC, stromal hiicreler ve hiicre disi matriks bilesenlerinin karsilikl
etkilesimiyle sekillenen; yiiksek hiicre yogunlugu, yogun ECM yapisi ve artmis
interstisyel basing gibi karakteristik ozellikler gosteren bir tiimor i¢i mikro ortamdir.
Bu yap1, kemoterapétik ajanlarin tiimor hiicrelerine penetrasyonunu ciddi dlgiide
sinirlayarak ila¢ direnci gelisimine neden olur. Timor hiicrelerinin salgiladigi

sitokinler, fibroblast aktivasyonu, bagisiklik hiicre gogii, stromal yeniden yapilanma
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ve vaskiilogenez gibi siirecleri tetikleyerek tiimoriin hayatta kalmasini saglayan
TMC'nin siirekliligini destekler. TMC bu yoniiyle pasif bir ortam degil, tiimor
biyolojisini sekillendiren aktif ve hedeflenebilir bir unsur olarak degerlendirilmelidir.
KRK, yalnizca genetik mutasyonlarla degil, ayni zamanda ¢evresel faktorlerin
etkisiyle gelisen ¢ok agsamali bir siirectir. Son yillarda, bu siirecin yalnizca timor
hiicrelerinden ibaret olmadig1, aksine TMC ’nin de kanser biyolojisinde merkezi bir rol
oynadig1 anlasilmistir. TMC; fibroblastlar, immun hiicreler, endotel hiicreleri,
ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenleri ve ¢esitli sitokinlerden olusan kompleks ve
dinamik bir yapidir. Bu yapi, tlimoriin biiylimesi, anjiyogenez, invazyon ve metastaz

gibi siireclerin diizenlenmesinde aktif rol oynar (Meyiah ve ark., 2025).

Ozellikle IL-6, TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokinler ile VEGF gibi
anjiyojenik mediatorlerin, kolon kanserinde agresif tiimor fenotiplerinin gelisimi ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, tiimérle etkilesen immun hiicrelerin
ozellikle M2 fenotipine yonelmis tiimdre yardime1r makrofajlarin (TAM’lar) TMC’yi
immun baskilayici bir ortama doniistiirerek immunoterapilere karsi direng gelistirdigi
de rapor edilmistir. Dolayistyla TMC, yalnizca tiimor gelisimini etkileyen bir unsur
degil, aym1 zamanda terapotik hedefleme acisindan stratejik bir bilesen olarak one

¢ikmaktadir (Anderson ve Simon, 2020; Meyiah ve ark., 2025).

Son donem arastirmalar, TMC’nin bilesimine intestinal mikrobiyotanin da
dahil oldugunu gostermistir. TMC, stromal ve bagisiklik hiicrelerinin yani sira
mikrobiyal ajanlar tarafindan da sekillendirilir. Fusobacterium nucleatum gibi
patojenlerin TMC iizerinde pro-inflamatuvar etkiler olusturarak timor progresyonunu
hizlandirdig1r gosterilmistir. Bu  bakteriler, immun yaniti baskilayarak timor
hiicrelerinin immun taninmadan kagisin1 kolaylastirmakta; Bacteroides fragilis
tarafindan salgilanan toksinler ise epitelyal DNA hasarini tetikleyerek kronik
inflamasyonu artirmaktadir (Fusco ve ark., 2024). Bu baglamda, mikrobiyal
bilesenlerin hedeflenmesi, TMC modifikasyonunu amaglayan yeni nesil anti-kanser

stratejilerin gelistirilmesi a¢isindan 6nem tagimaktadir (Meyiah ve ark., 2025).

Diren¢ mekanizmalarina karsi hedefe yonelik ila¢ tasima sistemleri, 6zellikle

nanopartikiil bazli platformlar, etkili bir ¢oziim olarak degerlendirilmektedir.

19



Nanopartikiiller, ilaglarin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirerek doku bariyerlerini
asmasini kolaylastirmakta ve timor bolgelerinde lokal ilag konsantrasyonunu artirarak
terapotik etkiyi giiclendirmektedir. Ayni1 zamanda, yan etkileri azaltmakta ve
biyoyararlanimi artirarak tedavi giivenligini iyilestirmektedir. Guo ve ark., (2022)
calismasinda, TMC’deki stromal hiicreler ve infiltratif bagisiklik hiicrelerinin KRK’de
olusturdugu kemoterapi direng bariyerleri tartisilmis ve hedeflenmis nanopartikiillerin

bu engelleri asma potansiyeli detayl1 sekilde degerlendirilmistir.

2.9. Tiimor Mikro Cevresinin ve Bagirsak Mikrobiyotasinin Kanserlerdeki

Rolii

TMC, kolorektal kanserin ilerleyisi ve tedavi basarisin1 dogrudan etkileyen
kritik bir yapidir. Burlaka ve ark. (2019), iskemi siiresinin uzamasiyla TM(C’de
oksidatif stres ve inflamasyonun arttigini; bunun da MMP-2 ve MMP-9
aktivasyonuyla hiicre dist matriksin yeniden yapilandirilmasini ve invazyonu
destekledigini bildirmistir. Bu nedenle MMP’ler terapotik hedefler arasinda 6dnem

kazanmustir.

TMC’deki oksidatif stres, TGF-B, VEGF ve Wnt gibi sinyal yolaklariyla
etkileserek tlimor hiicrelerinin proliferasyon, metastaz ve anjiyogenezini diizenler.
Ozellikle TGF-p yolundaki SMAD2/4 mutasyonlari, immun baskilayic1 ortamin
giiclenip metastatik potansiyelin artmasina katki saglar (Nur, 2022).

TMC; epitelyal, stromal ve immun hiicreler ile damar yapilar1 arasinda
karmasik etkilesimler barindirir. Stromal hiicre proliferasyonu, sitokin dengesizligi ve
immun baskilanma metastaz riskini artiran baslica mekanizmalardir (Anderson ve
Simon, 2020). Epigenetik degisiklikler de TMC’nin yapisin1 dinamik bigimde etkiler.
Ornegin, CIMP-pozitif timorler mikrogevresel baskilarla iliskili olarak metastaz

yapmadan daha sik goriilmektedir (Lemberger, 2010).

Immun sinyal yollar1 ve epigenetik etkiler TMC’yi daha karmasik hale getirir.
Huynh ve ark. (2013) CSF-1R sinyalinin kolonik inflamasyonda kritik oldugunu;
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erkek farelerde CSF-1R haploinsufficiensinin kolonik hasari azalttigin1 gostermistir.

Bu da immun yanitin cinsiyet ve molekiiler yollara bagh farklilastigini ortaya koyar.

TMC, mikrobiyal bilesenlerin etkisiyle de sekillenir. Kinslechner (2011), p53
eksik farelerde zengin mikrobiyota igeriginin tiimor olusumunu hizlandirdigini ve
DNA hasarint artirdigini raporlamistir. Mikrobiyotanin TMC iizerindeki etkileri,
eksozom kaynakli miRNA’lar araciligiyla makrofajlarin timor destekleyici M2

fenotipe yonlendirilmesiyle daha da derinlesir (Wadhonkar ve ark., 2023).

Mikrobiyal disbiyozis TMC’de inflamasyon ve immunsupresyonu artirir.
Fusco ve arkadaslar1 (2024), faydali kisa zincirli yag asidi (KZYA) iireten bakterilerin
azalmasimin, inflamatuvar bakteri artisinin  ve bagisiklik  fonksiyonlarinin
bozulmasinin tiimoér progresyonuna katki sagladigini gostermistir. Bu nedenle,
mikrobiyota modiilasyonu anti-inflamatuvar ve immun destekleyici tedavi

yaklagimlarinda 6nem tagimaktadir.

TMC’de tiimor hiicrelerinin glikoz ve aminoasit tiiketimi, CD8"* T hiicreleriyle
metabolik rekabet yaratarak onlarin fonksiyonunu azaltir. Ayrica, laktat birikimi ile
olusan asidik ve hipoksik ortam, immun baskilanmaya ve T hiicrelerinde tiikkenmislik

ile epigenetik degisikliklere neden olur (Kao ve ark., 2022).

NF-«kB sinyal yolu, inflamasyon ve metabolik stresin merkezindedir. Malinin
ve arkadaslar1 (1997) ROS iretiminin NF-xB’yi aktive ettigini ve inflamatuvar
yanitlar1 tetikledigini gostermistir. BM’nin bu yolaklar iizerindeki etkisi, TMC
terapilerinde potansiyel hedef olusturmaktadir (Malinin ve ark., 1997).

Genetik mutasyonlar da TMC dinamiklerini sekillendirir. APC, KRAS ve p53
mutasyonlart hiicre proliferasyonu, farklilasma ve immun kagisi etkileyerek tiimor
progresyonunu destekler (Nasrallah ve El-Sibai, 2014). Kanserle iliskili fibroblastlar
(CAF’ler) ise TGF-B, PI3K/AKT/mTOR ve diger sinyal yolaklar1 araciliiyla stromal
destegi artirir (Wu ve ark., 2021).
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Apoptozun baskilanmasi, M2 makrofaj fenotipine doniisiimle baglantilidir. M2
makrofajlar tiimorde anjiyogenez, immunsupresyon ve invazyonu desteklerken,
BM’nin immun modiilasyon yetenegi tedavi basarisimi artirabilir (Church ve Casey,
2004). TMC’deki inflamatuvar sitokinler (IL-6, TNF-a) ve anjiyogenez, tiimor
progresyonuna katkida bulunmaktadir (Heber, 1999). Antioksidanlar ve BM gibi dogal
bilesikler bu siiregleri baskilayabilir. Anti-VEGF tedavileri (Bevacizumab) TMC’de
cift yonlii etkilere sahiptir. Ancak sistemik hipertansiyon ve organ hasarina neden
olabilen yan etkiler bildirilmistir (Balci ve ark., 2019). Bu nedenle TMC’ye yo6nelik

tedavilerde mikrogevresel heterojenitenin dikkate alinmasi gerekir (Hurwitz, 2012).

Nanopartikiil temelli kombinasyon terapileri, TMC’de hiicresel degisimleri
hedefleyerek kanser gelisimini engellemeye yoneliktir (Geng ve ark., 2021). Hiicresel
senesens, TMC’de inflamasyon ve immun baski olusturur (Ergiin, 2008). BM ise
inflamasyon ve oksidatif stresi azaltarak TMC’yi olumlu yonde modiile
edebilmektedir (Agarwal, 2013; Banerjee ve ark., 2021).

BM’nin stres yanitlarin1 diizenlemesi, HSP70 seviyelerini diisiirmesi ve
antioksidan enzim aktivitelerini artirmast TMC’de inflamasyonun azalmasina katki
saglar (Chowdhuri ve ark., 2002). Ayrica BM, hiicresel savunmay1 gii¢lendirerek
oksidatif stres kaynakli hiicre hasarini engeller (Das ve ark., 2016).

Ulseratif kolitis modellerinde BM inflamasyonu azaltip doku biitiinliigiinii
koruyarak tiimor progresyonunu onleyebilir (Devi ve ark., 2023). Genotoksik risk

tasimamasi da BM’nin giivenligini destekler (Emsen ve Dogan, 2018).

Epigenetik biyobelirteclerin digki DNA’sindan non-invaziv takibi TMC’deki
degisimleri izlemeyi kolaylastirir (Liu ve ark., 2024). AOM-DSS deneysel modelleri
TMC inflamasyon, anjiyogenez ve stromal yeniden yapilanmay1 gostererek BM’ nin

etkilerinin degerlendirilmesine olanak tanir.

Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH) translasyonel modelleri, TMC immun

modiilasyonunun klinik 6nemi hakkinda bilgi verir (Cerquetella ve ark., 2010). Coklu
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patojenlerin sinerjik etkileri TMC’nin karmasikligini artirir (Cuvertoret-Sanz ve ark.,
2019).

2.10. Kolorektal Kanserlerde Mevcut Tedavi Secenekleri ve Sinirlamalari

KRK tedavisinde cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, radyoterapi ve hedefe
yonelik tedaviler bir arada kullanilmaktadir. Erken evre hastalarda cerrahi genellikle
kiiratif olurken, ileri evrelerde 5-FU, oksaliplatin ve irinotekan igeren sistemik
kemoterapi temel tedavi yontemidir. Son donemde EGFR inhibitorleri (cetuximab,
panitumumab) ve VEGF hedefli ajanlar (bevacizumab) tedaviye eklenmistir. Ancak
molekiiler heterojenite, diren¢ gelisimi ve sadece belirli hasta gruplarinin yanit
vermesi bu tedavilerin etkinligini sinirlamaktadir. Ayrica kemoterapétiklerin yol agtigi
mukozit, nétropeni ve periferik noropati gibi sistemik yan etkiler, hasta yasam
kalitesini olumsuz etkiler. Bu sebeple, daha hedeflenmis, yan etkisi diisiik ve TMC ile
etkilesim potansiyeli olan dogal bilesiklere ihtiyag duyulmaktadir. Passiflora edulis
gibi dogal {irlinlerin anti-inflamatuvar ve mikrocevre diizenleyici o6zelliklerinin

arastirilmasi bu baglamda 6nemlidir (Fadlallah ve ark., 2024).

Giintimiizde KRK tedavisi, cerrahi (6zellikle total mezokolik eksizyon-TME),
kemoterapi ve hedefe yonelik ajanlarin kombine kullanimiyla yiiritiiliir. Cerrahi
sonrast fekal kontinans kaybi, liriner disfonksiyon ve yasam kalitesi azalmasi gibi
komplikasyonlar sik goriiliirken, minimal invaziv teknikler morbiditeyi azaltir ancak
ileri evrelerde sinirli uygulanabilir. Kemoterapiye direng gelisimi ve hedefe yonelik
tedavilerin yiiksek maliyeti, tedavi yonetiminde zorluklar yaratir (Anderson ve Simon,
2020; Fadlallah ve ark., 2024).

Kronik inflamasyonu hedefleyen dogal bilesiklerden Passiflora edulis, TMC
diizenleyici molekiiler mekanizmalar sunabilir. Kronik inflamasyon, KRK’nin
baslangic ve progresyonunda temel rol oynar. Mevcut kemoterapotik ajanlar
inflamasyonu hedeflerken, yan etkileri nedeniyle alternatif dogal yaklasimlara ilgi
artmaktadir. Passiflora edulis’in polifenol zengini 6ziitleri, inflamatuvar sitokinlerin
tiretimini baskilayarak TM(C’de COX-2 ve iNOS gibi inflamasyonla iligkili hedefleri
inhibe eder (He ve ark., 2020).
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2.11. Fare Modelleri Uzerindeki Calismalar

AOM-DSS modeli, inflamasyon ve kanser iligkisini arastirmak icin ideal bir
platform saglamaktadir. AOM-DSS kombinasyonu, KRK arastirmalarinda yaygin
kullanilan bir kimyasal indiiksiyon modelidir. Boopathy ve ark., (Boopathy ve ark.,
2024) derlemesine gore AOM, DNA alkilasyonu yoluyla mutasyonlar tetiklerken
DSS, kolon mukozasinda inflamasyon olusturarak TMC’de malign transformasyonu
hizlandirmaktadir. Bu kombinasyon, inflamasyon destekli timor gelisimini etkili
sekilde modellemekte ve immun yanitlarin, oksidatif stresin ve apoptotik siireclerin

analizi i¢in uygun bir temel saglamaktadir.

2.12. KRK Olusturulmasi ve AOM/DSS Kimyasallarimin Uygulanmasi

Kolitise bagli KRK arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan AOM-DSS
modeli, inflamasyon kaynakli tiimor gelisimini deneysel olarak taklit etmek icin giiclii
ve esnek bir aragtir. Bu modelde, DNA metilasyonu yoluyla mutasyon indiikleyen
karsinojen Azoksimetan (AOM) ile bagirsak epitel hasari ve kronik inflamasyon
tetikleyicisi Dextran Siilfat Sodyum (DSS) farelere uygulanir. Genel protokolde,
farelere intraperitoneal olarak 10-12 mg/kg AOM tek doz enjekte edilmekte, ardindan
DSS igeren (%2-2.5) igme suyu verilerek inflamasyon dongiileri baslatilmaktadir
(Thaker ve ark., 2012; Mittal ve ark., 2015; Parang ve ark., 2016).

AOM, kolon mukozasinda KRAS ve B-catenin gibi onkogenlerde DNA
alkilasyonu yoluyla genetik mutasyonlara neden olurken, DSS epitel bariyerinin
bozulmasina bagli lokal inflamasyonu tetikleyerek tiimor gelisimini hizlandirir. Bu ¢ift
etkili yaklasim, insanlarda inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBD) iliskili KRK
patogenezini yliksek oranda taklit eder ve modelde 10-12 hafta i¢inde distal kolonda
displastik ve invaziv adenokarsinom benzeri timérler gelisir (Parang ve ark., 2016;

Robertis ve ark., 2011).

Literatiir analizlerinde, AOM-DSS modelinin inflamasyonla iligkili KRK’da
molekiiler ve histopatolojik 6zelliklerini basarili sekilde yansittigi, diisiitk maliyetli,

kolay uygulanabilir ve yiiksek tekrarlanabilirlikte oldugu belirtilmistir. Ancak
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protokol parametreleri (AOM dozu, DSS konsantrasyonu ve siiresi) laboratuvarlar
arasinda farklilik gosterebilmekte ve bu durum sonuglarin karsilastirilmasini
zorlastirmaktadir. Bu nedenle, modelin klinik translasyonunu giiglendirmek i¢in dozaj
standartizasyonu ve ¢k olarak genetik miihendislik ya da transgenik fare modelleri

onerilmektedir (Dzhalilova ve ark., 2023).

AOM-DSS modeli, TMC immun hiicre kompozisyonu ve inflamasyon
dinamiklerini incelemek icin ideal bir sistem sunar. Bu a¢idan, immunmodiilator ve
anti-inflamatuvar potansiyele sahip dogal bilesiklerin (6rnegin Bacopa monnieri)
preklinik degerlendirmesinde translasyonel bir koprii islevi goriir (Clapper ve ark.,
2007; Erdman ve ark., 2009).

2.13. Farelerde AOM/DSS ile KRK Olusturulmasi, Uygulama Siireci ve

Zamanlamasi

Birgok calismada AOM ve DSS kullanilarak farelerde KRK modeli
olusturulmustur. Protokolde, farelere dnce intraperitoneal olarak AOM enjekte edilir
ve 7. gilinden itibaren DSS iceren igme suyu ii¢c dongii halinde verilerek kronik
inflamasyon tetiklenir. Bu tekrarlayan inflamasyon dongiileri, kolitis kaynakli timor
gelisimini destekleyen uygun bir ortam saglar (Thaker ve ark., 2012; Mittal ve ark.,
2015).

Modelde, tiimorler 6zellikle distal kolonda yogunlagsmakta olup histopatolojik
incelemeler, gelisen tiimorlerin insan kolon adenokarsinomuna benzer displastik
degisiklikler gosterdigini ortaya koymaktadir. DSS dongiilerinin tekrar edilmesi
inflamasyonun kanser gelisimindeki roliinii daha belirgin kilarken, AOM’un DNA
metilasyonu yoluyla indiikledigi genetik hasar tiimor olusumuna zemin hazirlar

(Parang ve ark., 2016).

AOM-DSS modelinin sundugu bu metodolojik esneklik, dozaj, DSS
konsantrasyonu ve zamanlama gibi parametrelerin optimize edilmesine olanak tanir;
bdylece inflamasyon ve kanser etkilesimi daha etkili sekilde incelenebilir. Ornegin,

bazi ¢aligmalarda 12 mg/kg AOM IP enjeksiyonu ardindan %3 DSS iceren suyun 25-
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30 ve 45-50. giinlerde uygulanmasi ile tiimor gelisimi hizlandirilmigtir (Parang ve ark.,
2016).

2.14. Immunohistokimya markirlari ve se¢cim gerekceleri

Bu calismada immunohistokimyasal olarak vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF), trombosit endotel hiicre yapisma molekiilii ve damar markirt CD31,
apoptoz belirteci kaspase-3, endojen oksidatif DNA hasarinin etkisini 6lgmek ve
karsinogenezisin baslatilmasini degerlendirmek i¢in 8-OHdG ve oksidatif stresi
degerlendirmek igin 4-hidroksinonenal (4-HNE) secilmistir. Kaspaz-3, apoptozun
hiicresel diizeydeki yiiriitiicii kaskadinda yer alir ve hiicre 6liimiiniin morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerini yoneten temel bir efektdr enzimdir. Aktif forma donilismiis
kaspaz-3 varligi, apoptotik siirecin geri dondiiriilemez fazini temsil ederek bu yoniiyle
tiimdr dokularindaki apoptotik aktivitenin objektif bir gostergesi olarak degerlendirilir.
VEGF ve CD31 ise anjiyogenezin molekiiler ve yapisal boyutlarini ortaya koymak
amaciyla birlikte degerlendirilir. VEGF, hipoksiye yanitta eksprese edilen pro-
anjiyogenik bir biiyiime faktoriidiir ve tiimorlerin vaskiiler adaptasyon mekanizmasini
baslatan baslica etkendir. CD31 ise endotel hiicrelerine 6zgii bir adezyon molekiiliidiir,
mikrovaskiiler yogunlugun sicak nokta bolgelerinde sayilmasini saglayan kantitatif bir

gostergedir (Cameron, 2011; Hurwitz, 2012).

Oksidatif stresin dokudaki izlenimi i¢in se¢ilen 8-OHdAG ve 4-HNE belirtegleri,
sirastyla DNA  hasarint ve lipid peroksidasyonunu yansitan iki tamamlayici
biyomolekiildiir. 8-OHdG, oksidatif DNA hasarinin en yaygin gostergesi olarak,
serbest radikal aktivitesinin genetik diizeydeki etkilerini ortaya koyarken; 4-HNE,
lipid peroksidasyonu sonrasi olusan toksik aldehit yapisiyla hiicresel proteinleri ve
membran biitiinliigiinii hedefleyerek tiimor mikrogevresinde kalici yapisal degisimlere
yol agar (Das ve ark., 2016; Banerjee ve ark., 2021). Bu belirtegler ayn1 zamanda
epigenetik degisimlerle ve bagisiklik sistemi aktivitesiyle etkilesimde bulunur ve
TMC’nin immun-metabolik diizenlemesinde 6nemli bir rol oynar (Lemberger, 2010;
Wu ve ark., 2021).
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Immunohistokimyasal yontemlerin tercih edilmesi, hem protein diizeyindeki
ekspresyonun doku baglaminda lokalizasyonunu saglayarak hedef biyobelirteglerin
TMC’deki dagilimim1 gorsellestirmekte, hem de elde edilen verilerin morfolojik
analizle biitiinlestirilmesine olanak saglamaktadir. Kaspaz-3, VEGF, CD31, 8-OHdG
ve 4-HNE belirtecleri ile yapilan boyamalar, BM’nin terapotik potansiyelinin ¢ok
yonlii olarak degerlendirilebilmesine imkan tantyarak TMC’deki yapisal ve islevsel
degisikliklerin molekiiler diizeyde gosterilmesini miimkiin kilmak ic¢in seg¢ilmistir.
Literatiirde siklikla kullanilan bu panel, timor dokusunun biyolojik davraniglarini
degerlendirmek adina uygun bir gerceve sunarak ¢aligmanin bilimsel giivenilirligini

artirmaktadir (Kasai, 1997; Agarwal, 2013; Tepebas1 ve ark., 2023).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Deney Dizayni

Bu ¢alisma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’'nun 116. toplantisinda, 25.10.2023 tarihli ve 1199 sayili karari
dogrultusunda yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada, 6-8 haftalik, Balb/c cinsi erkek fareler

kullanilmustir.

Orneklem sayisii belirlemek i¢in G-power programindan faydalanilmistir. G-
power 3.1.9.4 programiyla yapilan analiz sonucunda %95 ve iizeri gii¢ elde etmek i¢in
toplamda en az 36 hayvan gereckmekte oldugu goriilmistiir. Calismada kanser
modeline yonelik uygulanacak ilaglara bagli 6liimlerin sekillenme olasiligindan dolay1
her bir grup i¢in 10 hayvan, toplamda ise 60 hayvan kullanilmistir ve bu sayede
calisgmanin bu anlamda yiiksek etki giicline ve istatistik Oneme sahip olmasi

amaclanmastir.

Calismada 60 adet 8-12 haftalik konvansiyonel tip Balb/c fare kullanilarak
gruplara ayrilmistir. Bu fareler, kullanilacak AOM’un toksik etki gosterip
gostermedigini gozlemek ve deney sonunda kanser gelisiminin olup olmadiginin
kontrolii amaciyla calismaya dahil edilmistir. Farelerde, Img/ml’lik AOM soliisyonu
ve %3’lik dekstran sodyum siilfat kullanilarak ortalama 65 glinde KRK
olusturulmustur. Ardindan son DSS siklusunun bitis siiresi olan 50. glinden itibaren
bazi gruplardaki farelere 15 giin boyunca 0.5 ve 2 mg (hayvan basina) olmak tizere
farkli dozlarda Bacopa monnieri oral gavaj yoluyla verilmistir. Ardindan hayvanlar

66. giinde sakrifiye edilmistir.

Calisma sirasinda  ve sonrasinda hayvanlarin  takibi  su  sekilde
gerceklestirilmistir; fareler, 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii olan, sicaklik
kontrollii ve nem kontrollii (2242 °C sicaklik, %55+10 nem) ortamda tutulmus ve
standart pelet yem ile suya ad libitum erisim saglanmistir. Tiim fareler deney stiresince
patojenden arindirilmis bir ortamda barindirilmistir. Igme suyu giinliik olarak taze

olarak sunulmus ve yem tiiketimi her giin kontrol edilmistir. Yem kaplar1 ve su siseleri
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diizenli olarak temizlenmis ve hijyenik kosullarin saglandigindan emin olunmustur.
Fareler, genel saglik, viicut agirligi ve anormal davranis veya rahatsizlik belirtileri
acisindan da giinliik olarak incelenmistir. Hastalik belirtileri, toksisite, letarji, zayiflik,
kilo kayb1 ve dehidrasyon acisindan izlenmistir. Bunun yaninda diski, idrar, deri,
tityler, gozler ve solunum gibi fiziksel belirtilerin kontrolii saglanmistir. Anormal diski
(6rnegin, kanli veya sulu diski), idrar renginde degisiklik, deri ve tliylerde yipranma,
gozlerde akinti veya sisme ve hizli veya zorlu solunum vb. agisindan siirekli
izlenmistir. Herhangi bir fare agir hastalik belirtileri gosterirse veya baslangi¢ viicut
agirhi@inin %20'sinden fazla kilo kayb1 yasadiginda, ac1 gekmelerini en aza indirmek

icin insani yontemlerle Gtenazi uygulanmasi agisindan kontrol edilmistir.

Deneysel uygulama protokoliiniin tamamlanmasinin akabinde etik ilkeler
dogrultusunda tiim hayvanlar degerlendirilmis ve belirlenen son giin olan 66. giinde
deney ksilazin-ketamin anestezisi altinda sonlandirilmistir. Nekropsi Oncesi tiim
farelerin intrakardiyak kan Ornekleri etilen diamin tetra asetikasitli (EDTA) tiiplere
alimmistir. Hemen akabinde kan sayimlart yapilmistir. Hayvan refahi gozetilerek
insancil 6tenazi prosediirleri uygulanmistir ve deneyin tiim asamalarinda gézlemlenen
fizyolojik degisimler ve olasi toksik etkiler sistematik olarak kayit altina alinmistir. Bu
siirecteki amag¢ hem caligma giivenligini saglamak hem de biyolojik 6rneklerin analiz
icin zamaninda ve uygun kosullarda alinmasmi temin etmek olmustur. Deneyin
sonlanmasiyla birlikte doku ornekleme, tiimor Sl¢limii ve ileri analizlere yonelik

islemler yapilmustir.

Kolorektal kanserin inflamasyonla iligkili patogenezi ve Bacopa monnieri'nin
potansiyel terapotik etkilerinin degerlendirmesi icin, bu tez ¢alismasinda AOM/DSS
protokoliine dayali bir fare modeli tasarlanmistir. Bu ¢alismada, kolorektal kanserin
deneysel olarak olusturulmasi ve BM’nin timor mikrogevresi lizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla, konvansiyonel tip Balb/c erkek fareler kullanilmustir.
Deneysel model, Parang ve arkadaslar1 (Parang ve ark., 2016) tarafindan gelistirilen
AOMY/DSS protokoliine dayandirilarak, KRK olusumunun indiiklenmesi saglanmistir.
Tiimdr gelisiminin ardindan BM’nin oral yolla uygulanmasi planlanmis ve farkli doz
gruplari belirlenerek 15 giin siireyle uygulama gergeklestirilmistir. Calisma boyunca

hayvanlarin agirlik degisimleri kaydedilmistir. Deney sonunda &tenazi uygulanan
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hayvanlardan elde edilen kolon dokulari, makroskobik, histopatolojik ve
immunohistokimyasal analizlerin incelenmesi igin toplanmistir. Ayrica deney
gruplari, dozlamalar, immunohistokimyasal belirteclerin se¢imi (VEGF, CD3l1,
kaspaz-3, 8-OHdG, 4-HNE) ve istatistiksel analizler, literatiirdeki benzer ¢alismalarla
karsilagtirmali sekilde yapilandirilmistir (Parang ve ark., 2016; Aytag, 2020).

KRK’nin deneysel olarak modellenmesi amaciyla gelistirilen hayvan
modellerinin hastaligin etiyopatogenezi, ilerleyisi ve potansiyel tedavi yaklasimlarinin
degerlendirilmesi agisindan kritik bir O6neme sahip oldugu bilinmektedir. Bu
calismada, insan KRK’larim1 patofizyolojik agidan yakindan taklit eden ve
inflamasyon iligkili tiimor gelisimini modelleyebilen AOM/DSS (azoksimetan/dextran
stilfat sodyum) modeli kullanilmistir. AOM, DNA metilasyonu yoluyla mutasyonlara
neden olan bir prokarsinojendir ve tek basina uygulandiginda tiimér olusumu i¢in uzun
stire gerektirir. Bu nedenle DSS ile birlikte kullanildiginda, kolon mukozasinda
inflamasyon olusturularak karsinogenez stireci hizlandirilir ve invaziv adenokarsinom
benzeri lezyonlarin daha kisa siirede olusmasi saglanir. Bu kombinasyonun sagladigi
avantaj, tiimor mikrogevresinde olusan yangisal yanitlarin ve bagisiklik sisteminin
tiimor gelisimine etkilerinin de eszamanli olarak degerlendirilebilmesine imkan
tanimasidir ve bu model, BM gibi potansiyel terapotik ajanlarin tiimor hiicreleri ve

TMC iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in uygun bir platform olusturur.

Bilimsel dayanaklar dogrultusunda, ¢aligmamizda kullanilan KRK modeli
Parang ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen zamanlama ve doz semasmna gore
olusturulmustur. Tek basina AOM veya tek bagina DSS kullanimi1 optimal siirede KRK
olusumunu indiiklememektedir. Bir baska calismada modelin ilk metodolojisi
verilmistir. Bu ¢alismada deneklerde tek AOM uygulamasindan sonra 3 kez %3 liik
DSS verilmesi denenmis, diger gruplarda olusan patolojilere karsin AOM
uygulamasindan sonra 3 kez DSS verilen grupta kolonun ¢esitli boliimlerinde timor
olusumlar1 gozlenmistir. Tanaka ve ark., yaptiklar1 c¢alismada tek doz AOM
uygulamasindan sonra 1 haftalik siire DSS kullaniminin etkileri aragtirilmistir (Tanaka
ve ark., 2003; Parang ve ark., 2016). Bu ¢aligmada ise AOM/DSS KRK modeline gore
giin 1 mg/ml PBS ile sulandirilmis AOM enjeksiyonu (12 mg/kg) tek doz
intraperitoneal olarak yapilmis, 3. giinde icme suyu %3'liik DSS'li suyla degistirilmis
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ve 8. giin normal suya déniilmiistiir. ilk iyilesme periyodu 9-12. giinler arasinda
gerceklesmistir. 13-24. gilinlerde hayvanlarin kilolar1 6l¢iilmiis ve 25. giinde ikinci
DSS dongiisii baglamistir. 30. giin normal suya doniilmiis ve ikinci 1yilesme periyodu
30-44. giinlerde ger¢eklesmistir. 45. giinde {iclinclii DSS siklusu baslamis ve 50. giin
normal suya doniilmiistiir. 51-65. giinlerde ise son iyilesme periyodu baslamis ve 66.

giinde hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Bu ¢alismada KRK olusturmak i¢in kullanilan AOM/DSS protokoliiniin her
siklusunda doz ve siire hesaplamalar1 ayrintili bigimde yapilmis ve uygulanan DSS
miktarlar bireysel su tiikketimi baz alinarak hayvanlara uyarlanmistir. Farelerin viicut
agirliklar1 haftalik izlenmis, 6liim ve davranis degisiklikleri giinliik takip edilerek
dikkatle kaydedilmistir. DSS uygulamalarinda ilk siklus %1,5, sonraki sikluslar %2
konsantrasyonda verilmis ve bunun sayesinde kolon epiteline kronik inflamasyon
yoluyla stabil tiimoér formasyonu saglanmistir. Bu protokol, insanlarda gozlenen
kronik inflamatuvar kolitise benzer 6zellikler gosterdigi igin translasyonel agidan da
uygun ve gecerlidir. Bu calismada, AOM/DSS modeli ile olusturulan KRK
protokoliinde kullanilan doz ve sikluslar hem hayvan refahi hem de tiimor olusumunun
kroniklesmesi agisindan optimize edilmistir ve DSS oranlari, ilk siklusta %1,5, sonraki
sikluslarda %2 olarak belirlenmis ve tiim sikluslar arasinda 2 hafta iyilesme periyodu
birakilmistir. Bu diizenleme sayesinde kolon mukozasinda kronik inflamasyon
olusturularak insanlarda gozlenen kolitis ile iliskili KRK patogenezine benzer bir
fenotip yaratmak hedeflenmistir. Deneyin tiim siireci ve uygulanan iglemler deney akis

tablosunda gosterilmistir.

BM’nin doz belirleme siirecinde, daha 6nce gergeklestirilen hayvan ¢aligmalari
onemli bir referans noktasi olarak yer almistir. Ozellikle Vishnoi ve Agarwal’mn yaptigi
bir deneyde, DMBA (7,12-dimetilbenz(a)antrasen) ile indiiklenen deri
papillomagenezi modelinde BM hidrometanolik ekstresi 120 mg/kg ve 240 mg/kg
dozlarinda topikal olarak uygulanmis ve tiimor insidansi ile tiimor sayisinda anlamli

bir azalma gozlenmistir (Agarwal, 2013).

Bu veriler dogrultusunda bu calismada BM’nin KRK modeli iizerinde

potansiyel etkilerini degerlendirmek amaglanarak literatiirde raporlanan dozlar ile
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insan esdeger doz doniisiim formiilleri birlikte g6z Oniinde bulundurulmustur.
Insanlarda BM’nin yetiskin bir kiside giinliik 300-450 mg uygulamas1 6nerilmektedir.
Bu da déniisiim formiiliine gore farelerdeki dozu 0,5 mg'a denk gelir. Insan esdeger
dozunun (IED) fare dozuna déniisiim formiilii olarak daha once bildirilen
formiilasyondan yararlanilmistir: IED (mg/kg) = Fare dozu (mg/kg) x (Fare agirlig:
[kg)& 08" (Viicut yiizey diizeltme faktorii 0.67 olarak kabul edilmistir). Bu
formiilasyonlardan yola ¢ikilarak hesaplamalar yapilmis, ¢alismada 0,5 mg/kg dozun
yan1 sira ek olarak 2 mg/kg (Chatterjee ve ark., 2010) hayvan basina, 2 farkli grup

olarak ¢alisilmasi planlanmustir.

Calismada BM uygulamasi, deney hayvanlarinin fizyolojik davranislarini
korumak ve farmakolojik etkinligi saglamak amaciyla igme suyu yoluyla
gerceklestirilmistir. Baslangi¢ta hayvanlar 6’l1 ve 10’lu gruplar halinde barindirilmis,
ancak deney silirecinde bazi gruplarda gozlenen asir1 agresyon ve Olimciil
yaralanmalar nedeniyle grup diizenlemelerinde sonradan degisiklik yapilmistir.
Hayvanlarin refahin1 saglamak, deneysel kayiplari azaltmak ve stres faktoriini
minimalize etmek amaciyla bazi hayvanlar tekli veya tglii gruplar halinde yeniden
organize edilmistir. Grup degisiklikleri, deney biitiinliiglinii ve bilimsel gecerliligi
korumak amaciyla kontrollii sekilde gergeklestirilmistir. Igcme suyu araciligiyla
uygulama hem dogal alim davranisin1 desteklemis hem de sistemik dolagima gegisin

fizyolojik kosullarda ger¢eklesmesini saglamistir.

Calismada secilen BM dozlar (0,5 mg/kg ve 2 mg/kg), literatiirde bildirilen
insan esdeger dozlar1 ve deneysel giivenlik sinirlart dikkate alinarak belirlenmistir. Bu
iki doz hem etkili doz araliginda kalmak hem de potansiyel toksik etkilerden kaginmak
icin yeterli olarak degerlendirilmistir. BM uygulamasinin alt1 haftalik uzun siireli
protokole gdre uygulanmasi, doz yanut iligkisini daha giivenli ve anlaml1 bir bigimde
incelemeyi miimkiin kilmistir. Bu giivenlik profili, BM nin toksik olmadigini gsteren
deneysel gozlemlerle de desteklenmistir.  AOM-DSS Modeli ile kanser olusturup
olusturulmamasina ve verilen BM dozajlarina gore belirlenmis hayvan gruplar
tablosu, krononoik deney akis tablosu ve DSS verilisine dair ¢izelge sunulmustur

(Tablo 3.1 ve Tablo 3.2).
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Tablo 3.1. Calisma gruplar1 ve uygulanan islemler.

Gruplar Uygulanan Islem
1. Grup Kontrol grubu higbir islem yapilmadi ¢alisma sonunda Gtenazi
edilerek ornekler toplandi.
2. Grup Kanser kontrol grubu, AOM DSS verildi BM uygulanmadi
3. Grup Kanser indiiklenen ve 0,5mg/kg BM verilen grup
4. Grup Kanser indiiklenen ve 2 mg/kg BM ile tedavi edilen grup
5. Grup Kanser indiiklenmeyen 0,5 mg/kg BM uygulanan grup
6. Grup Kanser indiikklenmeyen 2 mg /kg BM uygulanan grup

Tablo 3.2. Deney Akis Tablosu.

Asama Siire¢ Bashgr  Tarih/Zam Aciklama
anlama
1 Hazirlik Eyliil-Subat  Deney plani olusturularak gruplar
Asamasi 2025 belirlendi  (Balb/c)  farelerin
kuyruk boyamalar1 yapildi ve
kafesler diizenlendi.
2 AOM Eylil 2024  AOM (10 mg/kg) IP uygulandi (2
Uygulamasi ve  ve Subat doz + 1 destek dozu). BM (0.5-2
Bacopa 2025 mg/kg) uygulamalari baslatildi.
Baglangici
3 Takip ve On Subat 2025  Giinlik tartim, oliim/agresyon
Gozlem kaydi, grup ici transferler yapildi.
Doénemi
4 DSS Sikluslar1  Subat, Mart, 3 siklus: DSS (%1,5-%2) suda
(Kolitis) Nisan, uygulandi. 2 giinde bir degisim
Mayis 2025  yapildi ve su ve yem tiiketimleri
takip edildi.
) Gozlemsel Stireg¢ Giinlik saglik durumu kontrol
Kayitlar boyunca edilerek yem ve su takibi diizenli
devametti  yapildi bu esnada hayvanlarin
altlik degisimi yapilarak haftalik
gram cinsinden tartimlar yapildi.
6 Deneyin May1s 2025 Siklus  sonrast  takip eden
Sonlandirmasi haftalarda Bacopalar verildi, daha
ve Nekropsiler sonraki siiregte nekropsi yapildi.
Dokular alinarak kasetleme ve
lam hazirlig: baslatildi.
3.2.  Hemogram Analizi

Nekropsi Oncesi tiim farelerin intrakardiyak kan 6rnekleri etilen diamin tetra

asetikasitli (EDTA) tiiplere alind1. Hi¢ zaman ge¢irmeden kan sayimlar1 yapildi.
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3.3. Histopatolojik Yontem

Nekropsi sirasinda tiim farelerin kolonlar1 dikkatlice alindi ve liimenleri
acilarak makroskobik olarak incelendi ve tek tek fotograflandi. Mukozasina
formaldehid dokiilerek birkag dakika beklendi ve sertlesmesi sagladi. Bu islemin
ardindan sertelip diizlesen tiim kolon oOrnekleri %10 tamponlu nétr formaldehit
soliisyonuna almarak tespit islemine baslandi. Ornekler iki giin siire ile bu soliisyonda
bekletildi ve her giin soliisyon yenilendi. ki giiniin sonunda kolon drnekleri tekrar
dikkatlice incelendi ve lezyonlu olan Orneklerde lezyonlu bdélgelerden lezyonsuz
olanlarda ise distal kolol bolgelerinden trimlemeler yapilip doku takip kasetlerine

alindi. Bu asamada her bir kasete hayvan numarasi ve gruplar dikkatlice not edildi.

Tiim kasetler, doku takibine baslayana kadar tekrar formaldehit soliisyonuna
alindi. Trimlemenin yapildig: giiniin aksaminda 6rnekler tam otomatik kapali sistem
doku takip cihazina (Leica ASP300S; Leica Microsystem, Nussloch, Almanya)
alinarak doku rutin doku takip agamasina alindi. Cihaz vakumlu programa ayarlanarak

sollisyonlarin tiim hiicrelere en iyi sekilde penetre olmasi saglandi.

Doku takibi asamasinda tiim Ornekler, oncelikle %70’likten baglayarak,
dereceleri artan etanol serilerinden gecirilerek %1001k etanole gecirilerek dokuda
bulunan sularin uzaklastirilmasi saglandi. Bu asamanin ardindan, iki seri ksilolden
gecirilerek yagin temizlenmesi gergeklestirildi. Son asamada ise sicak parafin

infiltrasyonu ile doku bosluklar1 doldurularak, yapinin korunmasi saglandi.

Ertesi sabah, islemi tamamlanan kasetler doku gomme cihazinin (Leica
Histocore Arcadia H, Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) sicak {initesine
aktarildi. Eritilmis parafin ile metal kaliplara yerlestirilen dokular, diizgiin pozisyonda
sabitlenerek bloklama iglemi yapildi. Bu bloklar daha sonra cihazin soguk tablasina
alinarak yaklagik 2 saat boyunca sogutularak parafinin donmasi ve sertlesmesi

saglandi.

Donmus bloklar kaliplarindan ayrildi ve +4°C’de buzdolabinda saklandi. Kesit

alma isleminden 6nce bloklar soguk tabla {izerine alinarak yaklasik 2 saat bekletildi.
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Ardindan hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal incelemeler ig¢in tam
otomatik rotary mikrotom (Leica 2155, Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) ile 5
um kalinliginda seri kesitler hazirlandi. Kesitlerin bir boliimii normal lamlara alinarak
hematoksilen-eozin (HE) boyama ig¢in, digerleri ise polilizinli lamlara alinarak
immunohistokimyasal analizler i¢in ayrildi. Tiim kesitler oda sicakliginda bir gece

kurutularak lamlara yapigmalari saglandi.

Ertesi gilin, normal lamlara alinan HE kesitleri boyama islemine alinmadan
once 60°C’de 1sitilmis etiivde yaklasik 1,5 saat bekletildi. Parafin kalintilarinin
temizlenmesi amaciyla kesitler sirastyla iic ayr1 ksilol serisinden gegcirildi.
Deparafinizasyon sonrast, kesitler %100, 96, 90, 80 ve 70’lik etanol serileri ile dereceli
olarak rehidre edildi. Ardindan 15 dakika Harris hematoksilen ve 3 dakika eozin ile
boyama islemi gerceklestirildi. Boyanan kesitler tekrar %70’ten baslayarak %100’e
kadar artan alkol serilerinden gegirilerek dehidre edildi, ardindan ksilol ile
seffaflagtirildi. Son olarak iizerine entellan damlatilip lamel kapatilarak boyama islemi

tamamlandi.

Boyanmis preparatlar bir giin boyunca kurumaya birakildiktan sonra
mikroskop altinda incelemeye hazir hale geldi. Tiim kesitler, 151k mikroskobu ile
lezyon bolgelerindeki histopatolojik degisiklikler agisindan degerlendirildi. Uygun
goriilen alanlar trinokiiler mikroskop ve dijital goriintiileme sistemleri kullanilarak
fotografland1 ve bilgisayar ortamina aktarildi. Histopatolojik lezyon skorlamalari

Tablo 3.3’deki kriterlere gore yapildi (Remke ve ark., 2024).

Tablo 3.3. Histopatolojik bulgularin tanimi ve skorlar1 (Remke ve ark., 2024).

Skor  Lezyon Tipi Tanim
1 Hiperplazi Mukozada kalinlasma, bazal hiicrelerde sinirh
mitoz, atipi yok.
2 Diisiik dereceli Cekirdeklerde uzama, hiperkromazi, mitotik
displazi aktivitede artig, miisinde azalma.
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3 Intraepitelyal Dallanma, belirgin sitolojik atipi, belirgin

karsinom cekirdekgikler, artmis mitotik aktivite, yer yer
nekrotik alanlar
4 Invaziv Neoplastik hiicrelerin lamina muskularisi gegerek
adenokarsinom invazyon yapmasi, desmoplastik stroma

3.4. Immunohistokimya Yéntemi

Bu ¢alismada immunoperoksidaz boyama i¢in streptavidin-biotin kompleks
peroksidaz yéntemi uygulanmistir. immunohistokimyasal analizler kapsaminda doku
ornekleri; CD-31, VEGF, 4HNE, 80OHDG ve Kaspaz-3 primer antikorlar1 kullanilarak

boyanmistir.

Bu tez ¢aligmasinda, KRK’in TMC’sine yonelik degerlendirmede ii¢ temel
patobiyolojik siirece odaklanilmistir: apoptoz, anjiyogenez ve oksidatif stres
incelenmistir. Bu siireclerin hiicresel ve molekiiler diizeyde ortaya konulabilmesi i¢in
immunohistokimyasal olarak kaspaz-3, VEGF, CD31, 8-OHdG ve 4-HNE
belirteglerinin analizi sec¢ilmistir. S6z konusu belirtecler bu biyolojik siireglerin
gostergeleridir ve ayni zamanda tiimor progresyonu, tedavi yaniti ve mikrogevresel
yeniden programlanmanin nesnel olarak degerlendirilmesine olanak sunan, literatiirde
yaygin, etkili ve gilivenilir kabul edilen molekiiler isaretcilerdir (Esterbauer ve ark.,
1991; Kasai, 1997; Porter ve Janicke, 1999; Folkman, 2002).

Kullanilan primer antikorlarla ilgili agiklamalar Tablo 3.4’de verilmistir.
Sekonder antikor olarak EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection
IHC kit (ab80436, Abcam, Ingiltere), kromojen olarak ise 3,3'-diaminobenzidin
(DAB) kullanildi. Negatif kontrollerde, primer antikor yerine sadece antikor seyreltme

tamponu ile inkiibasyon yapildi.

Tablo 3.4. immunohistokimyasal inceleme icin kullanilan markerlar ile ilgili bilgiler.

Parametre Antikor Diliisyon Firma Katolog No
Angiogenez Anti-CD31  1:100 Santa Cruz sc-376764 mouse
monoclonal
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Angiogenez Anti VEGF  1:100 Affinity AF5131 rabbit
polyclonal antibody

Apoptozis Anti - 1:100 Proteintech 19677-1-AP Rabbit /
Caspase-3 19G

Oksidatif DNA Anti 8- 1:200 Bioss bs1278r Rabbit

Hasari OHDG

Lipid Anti 4- 1:200 Bioss bs6313r Rabbit

peroksidasyonu HNE

Polilizin kapli lamlar iizerine alinan bes ayr1 seri doku kesiti, dnce bir giin
boyunca oda sicakliginda kurutuldu, ardindan 60°C'deki etiivde yaklasik 1,5 saat
bekletildi. Parafin kalintilarinin uzaklastirilmasi amaciyla, kesitler ksilol serisinden
gecirilerek deparafinize edildi, ardindan %100 etanolden baslanarak azalan
derecelerdeki (%95, %80, %70) alkol serilerinden gegirilerek rehidrasyon saglandi.
Bu asamay1 takiben, tiim kesitler distile suya alinarak yaklasik 10 dakika bekletildi.

Endojen peroksidaz aktivitesini baskilamak igin kesitler %3’liikk hidrojen
peroksit (H202) igeren metanol soliisyonunda 20 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda,
fosfat tamponlu salin (PBS) ile iki kez 10’ar dakika yikama yapildi. Antijen geri
kazanimi i¢in kesitler, pH 6 olan sitrat tampon ¢6zeltisinde mikrodalga firinda 700 W
giiciinde, iki kez 5’er dakika kaynatildi. Ardindan, yine iki kez 10’ar dakikalik PBS

yikamas1 uygulandi.

Non-spesifik baglanmalarin 6niine gegmek amaciyla normal serum ile yaklagik
20 dakika inkiibasyon yapildi. Ardindan serum fazlasi uzaklastirilarak yikama
yapilmaksizin primer antikorlar kesitler tizerine damlatildi ve +4°C’de gece boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kesitler tekrar PBS ile yikand1 ve ardindan biotinli
sekonder antikor ile 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Yine PBS ile iki kez 10
dakika yikama yapildi ve streptavidin ¢ozeltisiyle 30 dakika inkiibasyon
gergeklestirildi. Bu islemleri takiben, PBS ile son kez yikama yapildi.

DAB substrati (1 damla substrat/1 ml soliisyon oraninda hazirlanarak)

kullanilarak her bir antikor i¢in ayr1 ayr1 ve mikroskop altinda kontrollii boyama

37



yapildi. Mikrodalga asamasi disindaki tiim iglemler nemli kamarada ytriitildi.
Boyama tamamlandiktan sonra kesitler Harris hematoksilen ile yaklasik 5 dakika karsi
boyamaya tabi tutuldu. Dehidrasyon islemi sonrasinda kesitler ksilol ile seffaflastirildi
ve ardindan entellan damlatilarak kesitlerin iizeri lamel ile kapatildi. Preparatlar oda
sicakliginda 1 giin bekletilerek kurutuldu ve 151k mikroskobu ile degerlendirmeye hazir

hale getirildi.

Immunohistokimyasal boyama siddeti 0-3 aras1 bir skorla degerlendirildi.
Kaspaz-3, TLR-4 ve HSP-70 icin yapilan boyamalar, x20 objektif biiyiitmesinde
lezyonlu bolgelerdeki yogunluk ve yayginlik dikkate alinarak degerlendirildi:
Boyanma gozlenmemesi durumunda 0, sadece sinirlt bir bolgede hafif/orta siddette
boyanma varsa +1, iki veya ili¢ bolgede hafif/orta yogunlukta boyanma varsa +2,
yaygin ve degisen siddette boyanma gdzlenirse +3 olarak puanlandirildi. Skorlama
islemleri ImageJ (v1.48, NIH, ABD) yazilimi kullanilarak yapildi, mikrofotografi ve
morfometrik analizler i¢in ise Database Manual Cell Sens Life Science Imaging

Software System (Olympus Co., Tokyo, Japonya) yazilimi kullanildi.

3.5. Istatistik Analizler

Istatistik analizler SPSS 22.00 programu kullanilarak gerceklestirildi. Pozitif
hiicre sayilarinin belirlenmesi ve grafiklerin olusturulmasinda ise GraphPad Prism
programindan yararlanildi. Oncelikle verilerin dagilimimin normalligi Shapiro-Wilk
testi ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilim gdsterdigi (P>0.05) belirlendiginden,
gruplar arast karsilasgtirmalarda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi.
Gruplar arasindaki farklarin belirlenmesinde Duncan testi kullanildi ve P<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Bu c¢alismada denemenin basindan itibaren tiim fareler giinde en az ikikez
harhangi bir klinik semptom gosterip gostermemelerine gore degerlendirildi. AOM
uygulamasinin ardindan DSS uygulandiginda sadece tedavi uygulanmayan gruptaki

hayvanlarda 3-5 giin siiren bir kanli digsk1 gézlendi.
4.2.  Agirhk Degisimleri

Denemenin baslangicindan itibaren her 7 glinde bir farelerin agirlik degisimleri
kaydedildi. Kontrol grubunda agirlik artis1 gézlenirken diger gruplar bu diizenli agirlik
artisina ulagamadi. Grup 2 ise agirlik artisinin en az ve diizensiz oldugu grup oldu.
Gruplara gore agilik artis1 verilerinin normal dagilim gosterdigi ve ve verilerin grafik

halinde sunumu gosterildi (Sekil 4.1 ve 4.2).

Shapiro Wilk test

¥
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34 e
e B Grup2
5 3 A Grup3
5 324 8
= i v Grup4
q') .
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-
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Sekil 4.1. Agirlik artis1 verilerinin normal dagilim grafigi
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Sekil 4.2. Gruplara ve giinlere gore agirlik artig grafigi.

4.3. Hemogram Analiz Bulgular:

Gruplar arasinda hemogram verileri incelendiginde grupl ve 2 arasinda
Ozellikle hiicre sayilar1 acisindan oOnemli farklar sekillendigi saptandi. BM
uygulamasinin ise bu degerlerin diizelmesinde etkili oldugu goézlendi. Sadece BM
uygulamas1 yapilan gruplarda kan degerleri agisindan pek o©nemli bir farkin
sekillenmedigi goriildii. Gruplara gore kan degerlerinin istatistik analiz sonuglari

Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Gruplara gére hemogram verilerinin istatistik analiz sonuglari.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 P degeri
Lékosit 9.40+3.66% 2.77+1.46° 2.96+0.63° 4.14+1.56" 2.83+0.85° 5.31+0.62° 0.004
Notrofil 2.97+2.04° 0.88+0.66" 0.51+0.29° 1.06:+0.54% 0.57+0.11° 1.53+0.88% 0.079
Lenfosit 4.88+0.89? 1.32+0.54° 2.10+0.62 2.39+1.07% 1.81+0.73 3.04+0.70° 0.001
Monosit 1.48+0.80° 0.53+0.30° 0.33+0.42° 0.65+0.13" 0.41+0.07" 0.68+0.15° 0.027
Eozinofil 0.06+0.03° 0.04+0.02a" 0.02+0.00° 0.04+0.01% 0.04+0.02% 0.06+0.01° 0.166
Bazofil 0.05+0.05 0.10£0.10 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00:£0.00 0.07+0.11 0.446
Eritrosit 7.98+0.28% 7.61+0.64% 8.88+0.24° 7.97+0.552 8.82+0.96° 8.08+0.34% 0.009
Hemoglobin  142.00+5.83®  135.97+10.59* 151.33+2.51°  135.33+2.51*  149.67+3.05"  139.00+2.64°  0.017
Hematokrit ~ 39.88+1.59% 37.53+3.27% 43.43+0.45° 36.93+2.442 42.33+1.04*  38.03+0.68% 0.003
MCV 49.95+0.612 49.30+0.17° 48.93£1.55®  46.37+1.48° 47.97+0.66™  47.17+1.43>  0.008
MCH 17.75+0.19% 17.80+0.10% 17.00+0.62° 17.00+0.45° 16.97+0.15° 17.23+0.51*®  0.037
MCHC 356.00£7.39®  361.00+2.64%  348.00£2.00°  367.00+15.62° 354.00+2.00® 365.67+1.15°  0.048
RDWCV 15.25+0.28% 17.43+2.312 14.47+0.76" 17.17+1.87° 14.47+0.97° 14.67+1.00° 0.043
RDWSD 35.30£1.03% 38.63+4.58? 33.20+£1.03®  35.63£5.25®  31.97£1.09*  32.57+1.85° 0.122

*Veriler ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Ayni satirda farkli harflerle isaretlenen gruplar
arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir. One-way ANOVA, posthoc Duncan test. MCV: Ortalama
eritrosit hacmi, MCH: Ortalama eritrosit hemoglobini, MCHC: Kirmiz1 kan hiicresi hacmindeki
ortalama hemoglobin konsantrasyonu. RDW: Eritrosit boyutu. RDW-SD: Eritrosit boyut dagiliminin
standart sapmast.

4.4. Makroskobik Bulgular

Calismayanin tamamlanmasindan sonra tiim fareler 6tenazi edildi ve kolon
ornekleri uzaklastirilarak dikkatlice incelendi. Grup 1 (kontrol grubunda) yer alan tiim
farelerde kolon mukozasinin normal histolojik goriiniimii korunmus olarak gozlendi.
Bu grupta, epitel hiicre diziliminde bozulma, kript yapisinda deformasyon veya

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gibi herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi.

Grup 2°’de (AOM-DSS grubu) ise kolon mukozasinda belirgin yapisal
bozukluklar saptandi. Bu gruptaki farelerin biiyliik ¢ogunlugunda ¢ok sayida
proliferatif lezyonlar, displastik kript yapilar1 ve mukozal kalinlagmalar gézlemlendi.
Ayrica bazi Orneklerde kript proliferasyonu, epitelial atipi ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu dikkat cekiciydi. Bu gruptaki farelerin villuslarinda hiicresel atipi,
pleomorfizm ve anaplazik hiicre topluluklarindan olusan alanlar gozlendi ve bulgular,

kolorektal karsinogenez siirecinin sekillendigini gosterdi.
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Grup 3’te (kanser indiiklenmis ve 0,5 mg/kg BM uygulanan grup), kontrolsiiz
hiicre proliferasyonunun kismen engellendigi izlendi. Bu grupta proliferatif
lezyonlarin hem sayisinda hem de boyutlarinda azalma oldugu kaydedildi. Histolojik
olarak lezyonlarin daha sinirli alanlarda lokalize oldugu ve displazi derecelerinin daha
diisiik oldugu gbézlemlendi. Bu durum, BM’nin diisiik dozda dahi karsinogenez siireci

tizerinde baskilayici bir etkisinin olabilecegini diistindiirdii.

Grup 4’te (daha yiliksek dozda BM (2 mg/kg) uygulanan kanserli grup) ise
tedaviye yanit ¢cok daha belirgin diizeydeydi. Bu gruptaki kolon oOrneklerinde
proliferatif lezyonlarin sayisinda dramatik bir azalma goriiliirken, mevcut lezyonlarin
da boyutlarinin oldukea kii¢iik oldugu ve ¢ogunlukla hafif displastik karakterde oldugu
tespit edildi. Ayrica mukozal yapinin biitiinliglintin biiylik 6l¢iide korundugu ve
inflamatuvar yanitin minimum diizeyde oldugu izlendi. Bu bulgular, BM’nin doza

bagimli olarak tiimor olusumunu baskilayabilecegini diislindiirdii.

Sadece BM verilen (kanser indiiklenmemis) Grup 5 (0,5 mg/kg) ve Grup 6’daki
(2 mg/kg doz) farelerin kolon dokular1 incelendiginde ise, higbir hayvanda proliferatif
lezyon, displazi ya da bagka herhangi bir patolojik degisiklik saptanmadi. Histolojik
olarak bu gruplardaki kolonlarin epitel ve kript yapilarinin tamamen normal oldugu ve
enflamatuvar hiicre varliginin gézlenmedigi belirlendi. Bu durum, BM’nin saglikli
dokularda toksik veya irritan bir etki olusturmadigini ve giivenli bir profil sergiledigini

gosterdi.

Tiim bu bulgular, BM ekstresinin kolorektal kanserin gelisimini baskilayici
etkiler gosterebilecegini ve bu etkinin doza bagimli olarak arttigini ortaya koydu (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Gruplara gore kolonlarin makroskobik goériiniimleri. (A) Grup 1’de normal

kolon mukozasi, (B) Grup 2°de bir farenin kolonunda proliferatif lezyonlar (oklar), (C)
Grup 3’te azalmis proliferatif lezyonlar (ok), (D) Grup 4’te normale yakin kolon
mukozasi, (E) Grup 5’te normal kolon mukozasi, (F) Grup 6’da kolon mukozasinin

normal goriiniimii.

4.5. Histopatolojik Bulgular

Gruplara gore kolon mukozasimin histopatolojik incelemesinde Grup 1’de
normal kolon histolojik goriintiisii gézlenirken Grup 2’de kolon mukozasinda belirgin
adenomat6z- adrenokarsinomatoz proliferasyonlar dikkati ¢ekti. Grup 3’te ve Grup
4’te proliferasyonlarin azalma goézlendi, azalma Grup 4’te daha belirgindi. Grup 5 ve
Grup 6’da herhangi bir patolojik bulgu saptanmadi (Sekil 4.4.-4.5). Histopatolojik

skorlarin istatistik analizi Tablo 4.2’da verilmistir.
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Sekil 4.4. Gruplar arasinda kolonlarin mikroskobik goriiniimleri. (A) Grup 1°de
normal goriinimde kolon histolojisi. (B) Grup 2’de kolonda yaygin
adenokarsinomatdz prolifeasyonlar (ok). (C) Grup 3’de kiiclik adenomatoz
proliferasyonlar (ok). (D) Grup 4’te kii¢iik adenomatdz odaklar (ok). (E) Grup 5’te
normal kolon mikroskobik goriiniimii. (F) Grup 5’te normal kolon histolojisi, HE,
barlar =100pum.

5k 5k
[ p—
5 * ok %k
| p—
§ 4 — |
S
» 37
S 2-
o
S 14
p=
m —
£ 0
'1 1 || 1 || 1 ||
NS a4 095 > » o
o&Q o’*\\'Q o*°Q o*\\'Q cf'Q o*\\'Q

Sekil 4.5. Gruplara gore histopatolojik skorlarin grafigi, **: p<0.01, ***: p<0.001.
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4.6. Immunohistokimyasal Bulgular
4.6.1. CD-31 Iimmunohistokimyasal Bulgular

Gruplara gore CD-31 immunohistokimyasal bulgular1 incelendiginde
Grupl’de ¢ok hafif olan ve kapillar damarlarda sinir1 olan ekspresyonlarin Grup 2’de

belirgin sekilde arttig1 ve neoplastik hiicrelerde yogunlastigi gézlendi. Grup3 ve Grup

4’de ekspresyonlarda biraz azalma dikkatti ¢cekti. Grup 5 ve Grup 6’da ekspresyonlar
Grup 1°de oldugu gibi hafif ve kapillarlarda sinirli bir sekildeydi (Sekil 4.6.-4.7).

Sekil 1.6. Gruplara gore CD-31 immunoekspresyonlarinin goriiniimii. (A) Grup 1°de
cok hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar). (C)
Grup 3’de orta diizeyde ekspresyonlar (oklar). (D) Grup 4’de daha hafif ekspresyonlar
(oklar). (E) Grup 5’de ¢ok hafif ekspresyonlar. (F) Grup 6’da ¢ok hafif ekspresyonlar,
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, barlar =50um.
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Sekil 4.7. Gruplara gére CD-31 immunohistokimya skorarinin istatistik analizi, **:
p<0.01, ***: p<0.001

4.6.2. VEGF Immunohistokimyasal Bulgular

VEGF  immunoekspresyonlarinin  gruplar  arasinda  goriintimleri
degerlendirildiginde incelendiginde Grupl’de ¢ok hafif olan ekspresyonlarin Grup
2’de epitel hiicrelerinde 6nemli 6l¢giide arttig1 ve neoplastik hiicrelerde yogunlastig
gozlendi. Grup 3 ve Grup 4’de ekspresyonlarda hafif¢e azaldig dikkatti ¢ekti. Grup 5
ve Grup 6’da ekspresyonlar ¢ok hafif veya negatif olarak gozlendi (Sekil 4.8.-4.9).
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Sekil 4.8. VEGF ekspresyonlarinin gruplar arasindaki goriiniimii. (A) Grup 1°de ¢ok
hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de epitel hiicrelerinde belirgin sekilde artmis
ekspresyonlar (ok). (C) Grup 3’de epitel hiicrelerinde belirgin ekspresyonlar (ok). (D)
Grup 4’de epitellerde orta diizeyde ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5’de ¢ok hafif
ekspresyonlar. (F) Grup 6’da ¢ok hafif ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz
metodu, barlar =50pm.
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Sekil 4.9. Gruplara gére VEGF immunohistokimya skorarinin istatistik analizi, **:

p<0.01, ***: p<0.001.
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4.6.3. 4HNE Immunohistokimyasal Bulgulari

Gruplar arasinda 4HNE ekspresyonlart degerlendirildiginde tiim gruplarda
ekspresyonlarin oldugu saptandi. Ekspresyonlarin Grup 2,3 ve 4’de biraz daha belirgin
oldugu ve yer yer hiicre gruplarinda artiglar sekillendigi saptandi. Ekspresyonlar

intraniikleer yerlesimliydi ve sadece epitel hiicrelerinde degis ayni zamanda

mezenkimal hiicreler ile inflamatuar hiicrelerde de saptandi (Sekil 4.10-4.11).

Sekil 4.10. 4HNE ekspresyonlarin gruplara gore goriiniimleri. (A) Grup 1’de orta
diizeyde ekspresyon. (B) Grup 2’de 6zellikle epitel hiicrelerinde belirgin sekilde artmis
ekspresyonlar (ok). (C) Grup 3’de 6zellikle epitel hiicrelerinde belirgin ekspresyonlar
(ok). (D) Grup 4’de epitellerde belirgin ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5’de orta diizeyde
ekspresyonlar. (F) Grup 6’da orta diizeyde ekspresyonlar, Streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, barlar =50pum.
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SEkll 4.11. Gruplara ore 4HNE immunohistokimya skorarinin istatistik analizi, **.
g y
p<0.01, ***: p<0.001.

4.6.4. 80OHDG immunohistokimyasal Bulgular

Gruplara gore 8OHDG ekspresyonlar1 karsilastirildiginda Grupl’e ¢ok hafif
olan ekspresyonlarin Grup 2’de 6nemli Olg¢iide arttigi saptandi. BM ile tedavi
uygulanan Grup 3 ve Grup 4’te ekspresyonlarin azaldigi goriildii. Sadece BM verilen
Grup 5 ve 6’da ekdpresyonlarda kontrole gére dnemli bir artis sekillenmedigi dikkati
cekti (Sekil 4.12, 4.13).
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Sekil 4.12. Gruplara gore 8OHDG ekspresyonlarinin goriiniimleri. (A) Grup 1’de ¢ok
hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de epiteliyal ve mezenkimal hiicrelerinde belirgin sekilde
artmig ekspresyonlar (oklar). (C) Grup 3’de hiicrelerde ekspresyonlarda azalma ve
hafif ekspresyonlar (ok). (D) Grup 4’de ekspresyonlarda azalma ve bazi epitel
hiicrelerinde pozitif ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5°de ¢ok hafif ekspresyonlar. (F)
Grup 6’da negatife yakin ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu,
barlar =50pum.
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Sekil 4.13. Gruplara gére SOHDG immunohistokimya skorarinin istatistik analizi, **:
p<0.01, ***: p<0.001.
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4.6.5. KASPAZ-3 Immunohistokimyasal Bulgular

Gruplara arasinda kaspaz-3 ekspresyonlar1 degerlendirildiginde Grupl’e ¢ok
hafif olan ekspresyonlarin Grup 2’de belirgin 6lgiide arttig1 saptandi. BM ile tedavi
uygulanan Grup 3 ve Grup 4’te ekspresyonlarin belirgin sekilde devam ettigi saptandi.
Sadece BM verilen Grup 5 ve 6’da ckspresyonlarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 6nemli bir fark sekillenmedigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.14-4.15).

Gruplarin immunohistokimya skorlarin istatistik analizi Tablo 4.2°da verilmistir.

Sekil 4.14. Gruplarin kaspaz-3 ekspresyonlarinin goriintimleri. (A) Grup 1’de ¢ok
hafif ekspresyon. (B) Grup 2’de epiteliyal ve mezenkimal hiicrelerinde artmis
ekspresyonlar (oklar). (C) Grup 3’de hiicrelerde belirgin ekspresyonlar (ok). (D) Grup
4’de belirgin ekspresyonlar (ok). (E) Grup 5’de ¢ok hafif ekspresyonlar. (F) Grup 6’da
negatife yakin ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, barlar =50um.
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Sekil 4.15. Gruplara gore kaspaz-3 immunohistokimya skorarinin istatistik analizi, **:

p<0.01, ***: p<0.001.

Tablo 4.2. Gruplarin histopatolojik ve immunohistokimyasal skorlarinin istatistik
analiz verileri.

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5 Grup 6 P degeri

Histo- 0.00+0.00% 1.70+0.44°>  1.10+£0.27b¢ 0.50+0.16a° 0.00=0.002 0.00+0.002 <0.001
skor

CD-31  0.36x0.15% 2.60+0.16° 1.70+0.15° 0.58+0.15% 0.70+0.15% 0.39+0.13% <0.001
VEGF 0.27+0.14% 2.50+0.16° 1.40+£0.16° 0.70+0.15  0.40£0.16* 0.44+0.17% <0.001
4HNE 1.18+£0.12% 1.98+0.20° 1.60+0.16% 1.20+0.13%  0.50+0.16° 0.33£0.16° <0.001
80HDG  0.70+0.13% 1.80+0.20° 0.80+£0.20®° 0.30+0.15® 0.50+0.16* 0.33+0.16* <0.001

Kaspaz-3 0.45+0.15% 1.95+0.24> 1.30+1.05* 1.23+1.13% 0.42+0.15% 0.40+0.15% <0.001

*Veriler ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Ayni1 satirda farkli harflerle isaretlenen gruplar
arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir. One-way ANOVA, posthoc Duncan test.
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Tablo 4.3. Histopatolojik ve immunohistokimyasal skorlarin korelasyon analiz
sonugclari

Histopatoloji CD31 VEGF 4HNE 8OHDG Kaspaz-

3
Histopatoloji 1 0,567** 0,533** 0.460** 0,306*  0,414**
0,000 0,000 0,000 0,018 0,001
CD31 0,567** 1 0,735** 0,590** 0,533** 0,500**
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
VEGF 0,533** 0,735** 1 0,489** 0,616** 0,495**
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4HNE 0,460** 0,590** 0,489** 1 0.462** 0,339**
0,000 0,000 0,000 0,000 0,008
80OHDG 0,306* 0,533** 0,616** 0.462** 1 0.438**
0,018 0,000 0,000 0,000 0,000
Kaspaz-3 0.414** 0,500** 0,495** 0,339** 0.438** 1

0,001 0,000 0,000 0,008 0,000
Pearson korelasyon analizi, *: p<0.05 ve **: p<0.01

Histopatolojik skorlar ile THK skorlar1 arasinda pozitif ve anlamli bir
korelasyon saptandi. Buna gére CD31 (r=0.567, p<0.01), artan vaskiilarizasyon veya
anjiyogenezis ile histolojik hasarla iliskili bulundu ve bu korelasyon, tiim6r dokusunda
anjiyogenezin hasara eslik ettigini gosterdi. VEGF (r=0.533, p<0.01), VEGF,
anjiyogenezin temel mediatorii olup bu korelasyon, timoér mikrogevresinde yeni
damar artisinin  histopatolojik  hasarla  korole oldugunu destekledi. Lipid
peroksidasyonu gostergesi olan 4-HNE nin artis1 (r=0.460, p<0.01), oksidatif stres ve
hiicresel hasarin histopatolojik bulgularla iliskili oldugunu gosterdi. 8-OHdG
(r=0.306, p<0.05), DNA oksidatif hasar1 gostergesi olup histopatolojik hasar
arasindaki daha zayif ama anlamli korelasyon, saptandi ve bu oksidatif DNA hasarinin
KRK patogenezde rol oynadigini diisiindiirdii. Kaspaz-3 (r=0.414, p<0.01), apoptoz
gostergesi olup bununla histopatolojik bulgular arasinda ile anlamli iligki saptandi. Bu
sonug ise, tiimor dokusundaki apoptotik aktivite artiginin histolojik lezyonlarla paralel

oldugunu gosterdi.

Biyobelirtegler arasi korelasyonlar degerlendirildiginde, tiim parametreler
birbiriyle anlamli diizeyde korele bulundu, bu da TMC’de ortak etkilesimli patolojik
stirecler sekillendigini diisiindiirdii. Anjiyogenez gostergeleri olan CD31 ve VEGF
(r=0.735, p<0.01) arasinda ¢ok giiclii korelasyon saptandi. Bu veri ise VEGF’nin
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CD31+ damar olusumunu tetikledigini dogruladi. CD31 ile 4-HNE (r=0.590), ve
VEGF4 ile 4HNE (r=0.489) arasindaki korelasyon oksidatif stresin anjiyogenezi

artirabilecegine veya bunun tersinin de dogru olduguna yorumlandi.

Oksidatif stres ve apoptoz belirtegleri (4-HNE ve 8-OHdG) (r=0.462)
arasindaki korelasyon lipid peroksidasyonu ile DNA hasar1 arasinda giiglii iliski
oldugunu ortaya koydu. Buna gore 8-OHdG—Kaspaz-3 (r=0.438) korelasyonunun
DNA hasarinin apoptozu tetikledigi seklinde yorumlandi. Ayrica 4-HNE-Kaspaz-3
(r=0.339) arasindaki korelasyonun oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiine isaret
ettigini diisiindiirdii. VEGF—Kaspaz-3 (r=0.495) aras1 korelasyon, VEGF’nin, pro-ya
da anti-apoptotik etkiler gosterebilecegi ve bu korelasyonun dengenin KRK’de

bozulduguna isaret ettigi seklinde yorumlandi.

Genel olarak degerlendirirldiginde bu korelasyonlarin, KRK dokusunda
anjiyogenez, oksidatif stres ve apoptozun birlikte aktive oldugunu ve bu siire¢lerin
histopatolojik hasarla siki iliskili oldugunu gostermektedir. Ozellikle CD31, VEGF, 4-
HNE ve Kaspaz-3 gibi gostergeler, timor progresyonu ve doku hasarinin baslica
belirleyicileri olabilecek potansiyelleri saptanmistir. Bu nedenle, bu parametreler hem

tan1 hem de tedavi hedefi olarak degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.
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5. TARTISMA

Literatiirde, BM’nin AOM/DSS ile olusturulmus inflamatuvar KRK modelleri
lizerinde in vivo etki analizine yonelik dogrudan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
yoniiyle ¢alisma, BM’nin TMC {izerindeki modiilator etkilerini degerlendiren ilk
deneysel model denemesidir ve bu 6zgiin modelin gegerliligi, insana translasyonel doz
hesaplamalariyla daha da gii¢clendirilmistir. Doz belirleme siirecinde insan esdeger doz
formiilii uygulanarak translasyonel gegerlilige dayali bir yaklagim benimsenmistir. Bu
calisma sayesinde hem yeni bir model {izerinde BM’nin etkilerini inceleyerek
literatlire 6zgiin katk1 saglamis hem de insan uygulamasina yakin doz planlamasi ile

translasyonel 6nemi artirilmistir.

BM’den saflastirilan bacopaside 1 ve II'nin kolon ve meme kanseri hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigini gosterilmistir (Palethorpe ve ark., 2019). Bu tez
caligmasinda elde edilen kaspaz-3 aktivasyonu ve immunohistokimyasal pozitiflik
sayesinde bu bulgularla uyumlu olarak BM nin apoptotik yolaklari in vivo diizeyde de
aktive edebildigi anlasilmaktadir. Bu bulgular BM’nin yalnizca hiicre kiiltiirii
sistemlerinde degil, hayvan modellerinde de apoptotik sinyal yolaklarini

etkileyebildigini gostererek terapotik potansiyelini gliglendirmektedir.

Apoptozdaki artisa paralel olarak, oksidatif stres belirteclerinde de anlaml
iyilesmeler gozlenmistir. 8-OHAG ve 4-HNE gibi oksidatif stres belirtecleri tizerine
yapilan boyamalarda elde edilen pozitiflik, BM’nin antioksidan etkilerinin TMC’de de
korunabildigini bildirmektedir. Bu bulgu, Kumar vd. tarafindan bildirilen BM’nin
oksidatif stresle iligkili enzimatik sistemleri normallestirme etkisiyle paralellik
gostermektedir (Kumar ve ark., 1998). BM’nin oksidatif stres kaynakli doku hasarini
azaltmadaki in vivo potansiyelini desteklenmis ve kolorektal kanser gibi inflamatuvar

patolojilerde koruyucu bir ajan olarak degerlendirilebilecegi gosterilmistir.

Calismamizda Grup 2’de belirgin sekilde VEGF ekspresyonlarinda artig
goriilmiistiir. Grup 3 ve Grup 4’te ise ekspresyonlarda diisme gozlenmistir. VEGF
boyamalarinda gozlenen azalma tiimor vaskiilarizasyonunun BM tarafindan

baskilanabilecegini gostermistir. Palethorpe ve digerlerinin (Palethorpe ve ark., 2019)
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calismasinda bildirilen endotelyal hiicre gogii ve hiicre grubu olusumunun inhibisyonu
bulgulartyla bizim sonuglarimiz ortiismektedir ve bu bulgu, BM’nin anjiyogenezi
hedef alarak tiimor biiyiimesini sinirlayabilecek potansiyel bir anti-anjiyojenik ajan

olarak degerlendirilebilecegine isaret etmektedir.

VEGF inhibisyonunun yaninda modelin epigenetik duyarliligst BM’nin
karmasik etki agin1 agikliga kavusturmaktadir. Literatiirde, KRK’de CIMP+ fenotipi
ve CpG adaciklarinin hipermetilasyonu erken tan1 ve prognoz agisindan énemlidir
(Lemberger, 2010). Bu tezde kullanilan hayvan modeli, epigenetik modifikasyonlara
duyarliligi ile bilinen bir sistem olmasi nedeniyle, BM nin metilasyon regiilasyonuna
dair potansiyel etkilerinin incelenmesi agisindan da Onemli bir baslangi¢ noktasi
olusturmaktadir. Bu yaklasim, BM’nin sadece antioksidan ve apoptotik degil, aynm
zamanda epigenetik mekanizmalar tizerinden de TMC’ni etkileyebilecek bir ajan

olabilecegi hipotezini destekleyerek ¢aligmanin 6zgiinliigiinii artirmaktadir.

Bu epigenetik temel, BM’nin ¢ok hedefli 6zelliklerinin klinik potansiyelini
yansitir. Calismada da elde edilen bulgular, BM’nin anti-kanser mekanizmalarini
hedefleyen goklu etkilerini gostermektedir. Bu sonuglar, Huangteerakul ve arkadaslar
(Huangteerakul ve ark., 2021) tarafindan rapor edilen bacopasaponin C'nin RAD1
eksikligi olan hiicrelerde gosterdigi segici etki ile birlikte diistiniildiigiinde, bitkinin
klinik arastirmalara yonelik potansiyel bir aday oldugunu gostermektedir. Sonuglar
BM'nin anti-kanser mekanizmalar1 iizerinde spesifik ve hedefe yonelik etkiler
olusturabilecegini, dolayistyla klinik arastirmalar i¢in giiclii bir aday olabilecegini

distindiirmiistiir.

Calisma, BM'nin AOM/DSS modelinde KRK iizerindeki etkilerini ilk kez in
vivo diizeyde degerlendirerek literatiire 6zgiin bir katki yapilmasini saglamistir. Insan
esdeger doz yaklasimiyla tasarlanan deneyler, apoptotik (kaspaz-3 aktivasyonu) ve
antioksidan  (8-OHdG/4-HNE azalmasi) etkileri ortaya koyarken, VEGF
inhibisyonuyla anti-anjiyojenik potansiyeli dogrulamistir. Modelin epigenetik
duyarliligi, BM’nin DNA metilasyonu gibi mekanizmalarla etkilesim olasiligina
dikkat ¢ekmistir. Literatiir (Huangteerakul ve ark., 2021) ile uyumlu g¢oklu hedef
etkileri, BM’nin klinik arastirmalarda ¢ok yonlii bir aday olabilecegini destekler
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niteliktedir. Bu bulgular, dogal bilesiklerin kanser tedavisinde hem temel hem de

translasyonel aragtirmalarla derinlestirilmesi gerektigini belirtir.

Bu tezde elde edilen bulgular, BM’nin anti-kanser 6zellikleri tizerine yapilan
onceki calismalarla biiyiik oranda ortiismektedir. Ozellikle Vishnoi ve Agarwal,
tarafindan DMBA ile indiiklenen deri timdr modelinde BM’nin kemopreventif etki
gostermesiyle (Agarwal, 2013) bu ¢alismada da gozlenen tiimor hacmindeki azalma
paralellik olusturmustur. Kumar ve ark., Dalton lenfoma ascites modeli ile yaptiklari
in vivo ¢alismada, BM ekstraktinin timoér olusumunu geciktirdigi ve hematolojik
parametreleri iyilestirdigi ifade edilmistir (Kumar ve Mondal, 2016); bu da BM’nin
sistemik diizeyde koruyucu bir etki potansiyeli tasidigini diistindiirmiistiir. Bununla
birlikte Huangteerakul ve ark., Saccharomyces cerevisiae modeli tizerinden yiiriittigii
caligmalarda bacopasaponin C’nin DNA hasar1 ve apoptoza yol agan kimyasal-genetik
etkilesimleri tamimlanmistir (Huangteerakul ve ark., 2021). Bu durum, tezde
gbzlemlenen kaspaz-3 aktivasyonuyla iligkili apoptoz verilerini desteklemistir. Ayrica
Palethorpe ve ark., tarafindan kolorektal kanser hiicre hatlarinda bacopaside I ve II'nin
apoptozu artirici ve invazyonu azaltici etkileri gozlemlenmis (Palethorpe ve ark.,
2019), bu da bizim ¢alismamizda saptanan immunohistokimyasal analizlerde elde
edilen bulgularla benzerlik gostermistir. Bu paralellik, BM’nin anti-kanser, apoptoz
artiric1 ve invazyonu baskilayic etkilerinin hem deneysel hem translasyonel agidan
giivenilir ve klinik arastirmalar i¢in umut vaat eden bir profil sundugunu

anlatmaktadir.

Literatiir uyumu, BM'nin anti-kanser etkilerinin evrensel bir profil tasidigin
gosterir ve ayni zamanda tezin 6zgiin yaklasimi bu etkilerin TMC’deki karmasik
dinamiklerle iliskisini ilk kez ortaya koyar. Bu tez ¢alismasit AOM/DSS modelinde
anjiyogenez, apoptoz ve oksidatif stresi eszamanli inceleyerek, BM nin mikrogevresel
etkilerini biitiinciil bir perspektifle degerlendiren ilk calisma olmustur. Diger yandan,
mevcut tez ¢calismasi farkli olarak AOM/DSS ile indiiklenen bir KRK modeli {izerinde
BM’nin etkilerini in vivo kosullarda ¢ok yonlii bigimde incelemistir ve ozellikle
TMC’ye ait anjiyogenez, oksidatif stres ve apoptoz parametrelerinin eszamanli olarak
degerlendirilmesini saglamistir. Bu yoniiyle, yalnizca in silico (bilgisayar tabanh

molekiiler modellemeler) veya in vitro (laboratuvar diizeyinde hiicre temelli)
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calismalarda kalmis degisik yolaklar incelenmistir. Tez kapsaminda elde edilen
veriler, BM’nin terapdtik etkilerinin yalnizca hiicresel diizeyde degil, tiimor stroma
yapist ve damarlasma gibi karmasik biyolojik siirecler iizerinde de anlamli etkiler
yaratabilecegini ortaya koymustur. Bu yoniiyle tez, literatiirde eksik olan deneysel
model biitlinliigiinii saglamis ve BM'nin kolorektal kanserde umut vaat eden bir dogal

ajan oldugunu bir kez daha ortaya koymustur.

Molekiiler baglanma analizleriyle desteklenen bu bulgular, BM’nin sadece
hiicresel degil, hedef odakli terap6tik potansiyelini de gostermistir. BM'nin karaciger
tiimorlerinde baglanma afinitesi MMPBSA/MMGBSA ile dogrulanmistir (Sadagat ve
ark., 2023). MMPBSA/MMGBSA ile dogrulanan yiiksek baglanma afinitesi, BM'nin
yalnizca hiicresel etkilerle degil, dogrudan molekiiler hedefler {izerinden de tiimor
baskilayic1 etki gosterebilecegini ortaya koymakta ve bu bitkinin kolorektal kanser
gibi malignitelerde potansiyel dogal terapdtik ajan olarak degerlendirilmesi hipotezini

giiclendirmektedir.

Bu calismadan elde edilen bulgular, 6nceki ¢alismalarla tutarlilik gostererek
BM’nin anti-kanser etkilerinin evrensel bir profil tagidigint dogrulamistir. Bu veriler
BM'nin klinik aragtirmalarda c¢oklu hedefleyici bir dogal ajan olarak
degerlendirilebilecegini ve KRK’de tedaviye onemli 6l¢iide destek olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Bu tezin 6zgiin katkisinin AOM/DSS ile olusturulan KRK modeli kapsaminda,
BM'nin tiimor mikrogevresi (TMC) tizerindeki etkilerini immunohistokimyasal (CD31
ile mikrovaskiiler yogunluk, kaspaz-3 ile apoptoz), oksidatif stres parametreleri (8-
OHdG ve 4-HNE) iizerinden sistematik ve biitiinciil bir sekilde in vivo degerlendiren
nadir caligmalardan biri olmasi s6z konusudur. Literatiirdeki bacopasaponin C'nin in
silico analizleri gibi bir¢ok ¢alisma molekiiler docking ve bilgisayar modellemeleri ile
sinirliyken, bu tez gercek bir in vivo hayvan modelinde yani AOM/DSS ile
indiiklenmis, histopatolojik ve immunolojik olarak karakterize edilmis sekilde
uygulama yapmig ve tiimdr stroma yapisi, mikrovaskiiler yogunluk yani anjiyogenez,
apoptoz ve oksidatif stres gostergelerini entegre bir yaklagimla incelemistir. Bu

kapsamli degerlendirme sayesinde sadece tiimor boyutu degil, TMC ile iliskili kritik
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immunolojik ve molekiiler siiregleri de analiz edilerek BM'nin kanser tedavisindeki
cok yonlii potansiyeline dair yeni bir perspektif sunmus ve literatiirdeki bir boslugun

doldurulmasina katkida bulunmustur.

Calisma, BM'nin kolorektal kanser tedavisinde potansiyel ¢ok hedefli dogal bir
ajan olarak ele alinabilecegini belirtmektedir. Literatiir uyumu, BM'nin evrensel anti-
kanser profilini desteklerken, tezin AOM/DSS modelinde TMC'yi ¢ok yonlii
incelemesi, klinikte kombinasyon terapilerinin dneminin altini ¢izmistir. Bu baglamda,
Zekri ve Abubacker tarafindan metastatik KRK'li hastalarda, daha Once basarisiz
olmus iki kemoterapi protokoliiniin (XELOX-B ve FOLFIRI) Bevacizumab ile
kombine edilmesiyle beklenmedik bir tiimor yanit1 (kismi yanit) elde edildigi raporu,
tedavi seceneklerinin tiikkendigi durumlarda bile kombinasyon stratejilerinin umut

verici olabilecegini gostermektedir (Zekri ve Abubacker, 2010).

TMC dinamiklerini anlamak i¢in Mitselou’nun c¢alismasi, insan KRK
dokularinda Thrombospondin-1 (TSP-1) ekspresyonunun ekstraseliiler matriks
bilesenleri olan tenascin, fibronectin, tip IV kollajen ve laminin ile istatistiksel olarak
anlaml iliskiler gdsterdigini, ancak p53 ekspresyonu veya genel sagkalim ile anlamli
iliski gostermedigini bulmustur. Bu bulgu, TSP-1'in tiimér progresyonunda
anjiyogenezden bagimsiz olarak, 6zellikle TMC'nin yeniden sekillendirilmesi (ECM
remodeling) yoluyla rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir ve AOM/DSS modelinin
inflamasyon-tiimor  etkilesimini  yansitma kapasitesi agisindan baglanti  kurar
(Mitselou, 2013).

Tezde kullanilan AOM/DSS modelinin inflamasyonla iliskili kolorektal
kanseri incelemek i¢in gili¢lii ve uygun bir ara¢ olarak kabul edildigi bilinmektedir
(Thaker ve ark., 2012; Mittal ve ark., 2015) Bu model, insan KRK'si ile uyumlu
histolojik degisikliklere sahiptir ve inflamasyon, DNA hasar1 ile tiimor gelisimi
arasindaki baglantilar aragtirmak igin etkilidir. Ancak Parang ve arkadaglar1 (Parang
ve ark., 2016) tarafindan da vurgulandigi gibi, sporadik (inflamasyonsuz) KRK'yi
yansitamamasi ve metastatik kanser gelisimini/mikrometastaz olusumunu yeterince

taklit edememesi gibi modelin 6nemli siirlamalar1 bulunmaktadir. Bu smirliliklar,
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gelecek caligmalarda genetigi degistirilmis modeller veya mikrobiyota-entegre

sistemler gibi daha kapsaml1 yaklagimlarin aragtirilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

BM, kanser biyolojisi acisindan ¢ok cesitli etki mekanizmalarina sahip bir
bitkisel ajan olarak 6ne ¢ikmaktadir. BM basta NF-kB olmak iizere, kanserle iliskili
sinyal yollarinin baskilanmasiyla inflamasyon, hiicresel proliferasyon ve metastaz
stireclerini sinirlandirma potansiyeli tasimaktadir (Gabbita ve ark., 2000; Kaur ve ark.,
2017). BM bu etkiler sayesinde hem bagisiklik sisteminin yeniden programlanmasina
hem de TMC baskilanmasina katkida bulunur (Williams ve ark., 2014). Antioksidan
kapasitesi sayesinde oksidatif stresin baskilanmasi, kaspaz-3 gibi apoptoz
belirteglerinin  aktive  edilmesiyle birleserek programli  hiicre  6limiini
desteklemektedir (Kalyani ve ark., 2013; Palethorpe ve ark., 2019). Bu ¢alisma
ozellikle 8-OHdG ve 4-HNE gibi hasar belirteglerinin diizeylerindeki azalma ile
BM’nin DNA koruyucu etkisini desteklemistir.

BM’nin etanolik ekstraktinin (EEBM), in vivo ve in vitro ¢alismalarda doza
bagimli tiimor baskilayici ve hematolojik dengeleyici etkiler sergiledigi bildirilmistir
(Kumar ve ark., 1998). Bitkinin bacopaside II ve bacoside A gibi aktif bilesenlerinin
hiicre dongiisiinii GO/G1 ve G2/M fazlarinda durdurarak apoptoz ve anti-anjiyogenez
mekanizmalarini birlikte devreye soktugu literatiirde yer almaktadir (Palethorpe ve
ark., 2019; Mishra ve ark., 2019). BM bilesenlerinin ayn1 zamanda AQP1 su kanal
proteinlerini inhibe ederek hiicre hareketliligini ve metastazi siirlandirabildigi
bildirilmistir (Smith ve ark., 2018). Bu bulgular, BM’nin hiicre i¢i sinyalleme
yollarinin yaninda ayni zamanda hiicre dis1 ¢evresel etkilesimleri de hedef aldigin
gostermektedir. Bu calismanin  bulgular1 da oOnceki bulgularla paralellik

gostermektedir.

BM’nin molekiiler diizeyde etkili oldugu yolaklar arasinda p53, PI3K/Akt,
MAPK ve Notchl gibi temel sinyal eksenleri yer almaktadir. Bu yollarin 6nemi hem
apoptozun uyarilmast hem de hiicre ¢ogalmasinin durdurulmasindan gelmektedir
(Fatima ve ark., 2022; Sadaqat ve ark., 2023). Epigenetik diizeyde ise BM’nin DNA
metilasyon desenlerini modiile ederek CIMP+ fenotipli tiimdrlerde tiimdr baskilayici

genlerin yeniden ekspresyonunu destekleyebilecegi diisiiniilmiistiir (Lemberger, 2010;
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Liu ve ark., 2024). Bu etki sayesinde diski DNA’s1 metilasyon analizleri gibi non-
invaziv tan1 yontemleriyle de iliskilendirilerek, BM nin tan1 destekleyici potansiyeli

ortaya konulmustur.

Immun modiilasyon agisindan BM’nin CSF-1/CSF-1R eksenine etkisi,
makrofaj polarizasyonunu timor baskilayici fenotipe yonlendirebilirken; miRNA'lar
tizerindeki regiilasyonuyla M2 fenotipinin baskilanmasi da gelecek caligsmalar
acisindan umut vaat etmektedir (Huynh ve ark., 2013; Wadhonkar ve ark., 2023).
Bunlara ek olarak yasam tarzi faktorlerinin etkisini azaltabilecegi yoniindeki bulgular
sayesinde BM’nin kemopreventif ajan olarak kullanimimi desteklenmistir (Tarraga
Lopez ve ark., 2010).

AOM/DSS ile olusturulan inflamasyon temelli kolorektal kanser modelinde,
BM’nin hem diisiik hem yiiksek dozlarinda VEGF ekspresyonunu azaltmasi,
anjiyogenezi baskiladigini gostermektedir (Hurwitz, 2012). Kaspaz-3 ile dogrulanan
apoptotik artig ise timor gerilemesini destekler niteliktedir, bu veriler sayesinde
BM’nin yalnizca hiicre bazli degil, mikrocevresel dinamikleri de hedef aldigim

gosterilmistir (Burlaka ve ark., 2019; Tepebasi ve ark., 2023).

BM’nin anti-kanser etkisinin arastirilmasi ile ilgili olarak yesil sentez yoluyla
metal nanopartikiil tiretiminde kullanimi, ¢evresel uyumu da destekleyen yeni
stratejiler sunmaktadir. Ozellikle bacoside A ve fenolik bilesiklerin nanopargaciklarmn
stabilizasyonuna katki saglayarak ilag tagima sistemlerinde degerlendirilebilecegi ile
baglant1 kurulmustur (Geng ve ark., 2021). Bunun yani sira otofaji mekanizmalarinin
aktive edilmesiyle hiicresel stres yanitlarinin dengelenmesi, BM’nin sadece hiicre
oliimiinii degil, hiicresel dayaniklilig1 da diizenleyebilecegini ortaya koymaktadir (Das

ve ark., 2016).

TMC'de inflamasyonun kroniklesmesi, displazi ve tiimoér progresyonunu
kolaylastirmaktadir. Bu anlamda BM'nin MPO aktivitesini diistirerek doku
biitiinligiinii korumasi, inflamasyon iligkili patolojilere karsi koruyucu potansiyelini

sergilemektedir (Devi ve ark., 2023). Bu etkinin, bagirsak mikrobiyotas1 tizerindeki
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olas1 diizenleyici etkilerle birlesimi BM’yi yalnizca kanser tedavisine degil, dnleyici

yaklasimlara da entegre edilebilir bir ajan haline getirmektedir (Kinslechner, 2011).

Bir diger 6nemli konu TMC’deki bagisiklik baskilayici ortamin yeniden
programlanmasidir. Bu alanda BM'nin STAT3, IL-6 ve MDSC gibi yollar
diizenlemesi, ozellikle immunoterapdtik yaklagimlarla sinerji  olusturabilecegini
diistindiirmektedir (Church ve Casey, 2004; Jeyasri ve ark., 2020). Antiangiogenik
etkilerinin selektif ve fizyolojik diizeyde olmasi, klasik ajanlara kiyasla daha diisiik

yan etki profiline sahip bir miidahaleyi miimkiin kilmaktadir (Balci ve ark., 2019).

BM’nin umut vaat eden ¢ok yonlii etkilerine ragmen insan calismalarinda
siurli veriyle temsil edilmesi, standardize doz formiilasyonlarinin olmamasi ve uzun
vadeli toksisite profillerinin belirsizligi gibi faktorler, klinik uygulamalar 6ncesinde
¢oziilmesi gereken temel sorunlar olarak goriinmektedir (Lemberger, 2010; Nur,
2022). Klinik translasyonun saglanabilmesi i¢in, faz ¢aligmalari, molekiiler diizeyde

hedef dogrulamalar1 ve disiplinler arasi ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

BM’nin antikanser etkileri, hiicresel diizeyde apoptotik yanitlar1 artirmakla
sinirh degildir ve BM tiimor mikrogevresini gok asamali olarak yeniden programlama
potansiyeline sahiptir. Ozellikle bagirsak mikrobiyotas: iizerindeki diizenleyici
etkisinin inflamasyon kaynakli patolojilerde dengeleyici rol oynayabilecegi
goriilmektedir (Kinslechner, 2011). TMC’nin M2 makrofajlar, STAT3 aktivasyonu
gibi  immunosupresif  bilesenlerini  baskilamasi, BM’yi  potansiyel bir
immunomodiilator ajan olarak oOne ¢ikarirken; metabolik stresin azaltilmasi ve
glikoz/lipid metabolizmasia etkileri ise hipoksik TMC ortaminda bagisiklik
fonksiyonlarini yeniden canlandirabilecek mekanizmalari ileri siirmektedir (Church ve
Casey, 2004; Kao ve ark., 2022). Yine BM'nin yesil sentezle iiretilen nanopartikiillerde
kullanilabilmesi de hem ilag tasiyict sistemler hem de g¢evresel siirdiiriilebilirlik
acisindan ¢ifte avantaj saglar (Geng ve ark., 2021). BM bu konuda tekil etki
mekanizmalarinin yaninda c¢oklu hedeflere yonelik ve sistemik diizeyde isleyen
biyolojik yanitlarla, modern onkolojide adjuvan veya kemopreventif stratejilere

entegre edilme potansiyelini tagimaktadir. Bu ¢alismada su ile verilmesine ragmen
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onemli iyilestirici sonuglar alinmasi akilli ilag veya nanopartikiil kombinasyonlar gibi

hedefe yonelik preparasyonlarda 6nemli etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bir¢ok calisma, BM'nin NF-kB, STAT3, PI3K/Akt ve VEGF gibi sinyal
yolaklarini inhibe ederek inflamasyon ve tiimor gelisimini baskiladigini ifade etmistir
(Kaur ve ark., 2017; Sadaqgat ve ark., 2023). Ayrica TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin baskilanmasi ve T hiicre aktivitesinin artirilmasi sayesinde immun
mikrogevrede yeniden diizenleme potansiyeli ortaya koyulmustur. Yaslanmaya baglh
immunosenesens siirecini hedefleyerek bagisiklik sistemini yeniden aktive edebilmesi
ise BM’nin kolon kanserinde yalnizca dogrudan hiicre etkisinin yaninda sistemik

destekleyici rol iistlenebilecegini gostermektedir (Ergiin, 2008).

BM’nin oksidatif stres ve mitokondriyal hasar1 azaltarak otofaji ve mitofaji
stireclerini desteklemesi, ozellikle Beclin-1 ve LC3-Il proteinlerinin ekspresyon
artisiyla gosterilmistir (Das ve ark., 2016; Saha ve ark., 2020). Bununla birlikte,
yiiksek doz uygulamalarinin genotoksik risk tagiyabilecegi ve hiicre canliligin
azaltabilecegi gosterilmis ve giivenli doz araliginin belirlenmesini klinik gegis icin
kritik hale getirmistir (Dogan ve Emsen, 2018). Bu ¢alismada ise toksisite ile ilgili

herhangi bir bulgu ile karsilagilmamustir.

BM'nin stres hormonlarini ve inflamatuvar belirtecleri baskilamasi, kolorektal
kanser gelisiminde rol oynayan kronik stres faktorlerine karsi koruyucu bir etki
saglayabilir (Chowdhuri ve ark., 2002; Lopresti ve ark., 2021). Ayrica mikrobiyota
tizerindeki diizenleyici etkileri ve antibakteriyel 6zellikleri sayesinde kolon epitelinin
biitiinliigiinti destekleyebilecegi bildirilmistir (Mehta ve ark., 2022; Pandey ve ark.,
2022). Bu calismada mikrobiyolojik incelemeler yapilmamistir ancak koruyucu etki
hem histopatolojik analizlerde hem de immunohistokimyasal bulgulara goére belirgin

olarak saptanmustir.

Tiim bu verilerin sonucunda BM'nin apoptoz indiiksiyonu, oksidatif stres
baskilanmasi, anjiyogenez inhibisyonu ve bagisiklik sisteminin  yeniden
programlanmasi gibi ¢oklu hedef mekanizmalar iizerinden KRK tedavisinde etkili

olabilecegi anlasilmaktadir. Fakat mevcut ¢aligmalarin cogunlugu in vitro veya hayvan
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modeli diizeyinde oldugu i¢in, insan klinik verilerinin eksikligi, doz optimizasyonu ve
uzun donem toksisite profili klinik translasyon Oniindeki temel engelleri
sekillendirmektedir. Bu nedenle, BM'nin terapdtik potansiyelinin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in standardize ekstrakt formiilasyonlar1, immun profilleme analizleri

ve disiplinlerarasi faz ¢aligmalariyla desteklenmesi uygun olacaktir.

Sonu¢ olarak, BM; apoptoz, anjiyogenez, epigenetik regiilasyon,
immunmodiilasyon ve mikrobiyota etkilesimi gibi birgok mekanizmay1 es zamanl
etkileyebilen dogal bir ajan olarak, kolorektal kanser tedavisinde tamamlayic1 ve
Onleyici stratejiler agisindan incelenmelidir Ancak bu potansiyelin, bilimsel temelli
dozaj, giivenlik ve molekiiler etkinlik verileriyle desteklenmesi gerekmektedir ve
BM'nin fitoterapotik  etkileri  yalnizca deneysel degil, klinik diizeyde de
degerlendirilerek, modern onkoloji uygulamalarina entegre edilebilir hale getirilmesi

gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, BM bitkisinin AOM/DSS ile indiiklenen inflamasyon
kaynakli kolorektal kanser modelinde TMC iizerindeki etkileri, ¢ok boyutlu bir
yaklasimla incelenmis ve degerlendirilmistir. Calisma, BM’nin anti-anjiyojenik,
proapoptotik ve antioksidan etkilerini in vivo diizeyde ilk kez degerlendirmistir.
TMC’nin temel belirleyicileri olan anjiyogenez, apoptoz ve oksidatif stres
parametreleri lizerinden anlamli biyolojik etkiler yansitmaktadir. Deneysel siirecte,
Balb/c fareler tercih edilerek, bagisiklik sistemiyle iligkili mikrogevre tepkilerinin
gozlenmesi amaclanmistir. BM uygulamasi igme suyu yoluyla, fizyolojik kosullara
yakin ve invaziv olmayan bir maruziyet modeliyle gerceklestirilmis ve uygulama
stiresi Onceki literatiirden farkli olarak 2 haftadan 6 haftaya cikarilarak gec¢ evre
timoral dinamiklerin ve immunosupresif mikrogevrenin daha olgun yanitlar

degerlendirilmistir.

Calismada, TMC’nin dort temel boyutu olan vaskiilarizasyon (VEGF, CD31),
hiicre 6liimii regiilasyonu (kaspaz-3), oksidatif hasar (8-OHdG, 4-HNE) ve stromal
yanitlar hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal diizeyde incelenmistir. BM
uygulamasi sonucunda VEGF ve CD31 ekspresyonunun azaldigi, kaspaz-3
diizeylerinin artti1 ve oksidatif stres belirteclerinin baskilandig1 gozlemlenmistir. Bu
degisiklikler, morfolojik olarak tiimér ¢apinda kiigiilme, stromal yogunlukta azalma
ve nekroz gibi yapisal bulgularla da ortiismektedir. Bu yoniiyle tez hem bir bitkisel
ajanin etkilerini gostermis hem de aymi zamanda secilen belirteglerin biyolojik
yonleriyle yiiksek islevsel kapsayiciliga sahip olmasi sayesinde, etik olarak minimal

sayida hayvanla maksimum veri {iretimi saglamistir.

Metodolojik olarak, BM’nin ge¢ evre TMC’ye yonelik etkilerinin
degerlendirilmesi, ¢alismay1 mevcut literatiirden ayiran baslica 6zgtinliiklerden biri
olmustur. Buna ilaveten dozaj uygulamasinda bireysel farkliliklar gibi siirliliklar
dikkatle belirtilmis, molekiiler yolak analizlerinin bazi yonlerden sinirl kaldigi da

bilimsel seffaflik iginde sunulmustur.
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Elde edilen bulgular, BM’nin yalnizca destekleyici degil, TMC’yi yeniden
sekillendiren potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini gostermektedir. TMC nin
bagisiklik yaniti, inflamasyon, apoptotik denge ve vaskiilarizasyon gibi temel
bilesenlerine miidahale ederek tiimor progresyonunu baskilayabilecegi One
stiriilmektedir. Bu baglamda BM’nin hem 6nleyici hem de ilerlemis evre tiimdrlerde
de etkili olabilecegi vurgulanmaktadir. Klinik 6ncesi bulgular, fitoterapétik ajanlarin
konvansiyonel tedavilere tamamlayici nitelikte eklenebilecegini anlatmakta ve
ozellikle kemoterapiye yanit1 artirabilecek ve immunoterapiye zemin hazirlayabilecek

stratejiler i¢in zemin olusturmaktadir.

Sonug olarak bu tez, BM’nin AOM/DSS ile olusturulan kolorektal kanser
modelinde TMC iizerindeki etkilerini biitlinciil sekilde degerlendirerek, literatiirdeki
onemli bir boslugun doldurulmasinda yardimei olmustur. Segilen modelin belirtecler
ve uygulama protokoliiyle birlikte hem farmakolojik hem onkolojik anlamda
translasyonel degeri yiiksek bir katki sunmus olmasi hedeflenmis; bitkisel ajanlarin
modern onkolojik yaklasimlar icinde degerlendirilebilecegini ortaya koymustur. Bu
bulgular, ileride farkli kanser tiirleri, kombinasyon tedavileri ve daha genis olcekli
preklinik/klinik ¢alismalar igin BM’yi umut verici bir fitoterapdtik ajan olarak one

surmektedir.

Bu tezde, BM’nin AOM/DSS ile indiiklenen KRK modelinde TMC’ye etkisi
anjiyogenez, apoptoz ve oksidatif stres gibi temel parametreler iizerinden
incelenmistir. Ancak ¢alismanin belirli metodolojik ve teknik smirhiliklar1 da
bulunmaktadir. En basta, BM'nin i¢me suyu yoluyla uygulanmasi, bireysel su tiiketim
farklart nedeniyle doz standardizasyonunu zorlastirmis ve farmakokinetik
degerlendirmeleri sinirlamistir. Ayrica ¢alismada yalnizca bazi molekiiler belirteglerin
incelenmis olmasi, BM’nin ¢oklu biyolojik yolaklar iizerindeki etkilerinin biitiinciil
olarak anlasilmasini engellemistir. Ornegin PI3K/AKT, NF-kB ya da Wnt/p-katenin
gibi sinyal yolaklar1 ¢aligmaya dahil edilememistir. BM igerigindeki bacoside A ve B
gibi karisim yapidaki bilesikler net molekiiller hedeflerin belirlenmesini
giiclestirmektedir. Ayrica hayvan deneylerinden elde edilen verilerin insan
biyolojisine dogrudan aktarilabilirligi, biyoyararlanim farkliliklar1 ve sinirli klinik veri

nedeniyle belirsizligini korur. Ozellikle oral yoldan uygulanan BM'nin gastrointestinal
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emilim, bireysel metabolizma farklar1 ve sistemik etkileri tizerindeki degiskenliklerin

terapotik etkilerin standardizasyonunu kisitlamasi s6z konusudur.

Bunlarin yani sira, ¢alismada mikrobiyota gibi TMC'yi dogrudan etkileyen
onemli parametreler tamamen degerlendirilmemistir. Halbuki BM'nin olas1 probiyotik
etkileri, mikrobiyotanin inflamasyon ve genetik instabilite {izerindeki roliiyle birlikte
disiiniildiigi zaman bu alan gelecekteki arastirmalar i¢in Onemli bir firsat
sunmaktadir. Bir baska olas1 siirlilik ¢alisma stiresinin tiimor progresyonunun ileri
evrelerini kapsamamis olmasi olabilir. Bu durum, BM’nin uzun dénem koruyucu veya

terapdtik etkilerini belirleme agisindan eksiklik olarak degerlendirilebilir.

Giincel literatiir, BM'nin molekiiler etkilerinin daha derinlemesine
anlasilabilmesi i¢cin, EMS, NaNs gibi kimyasal mutajenlerle varyantlastirilmis hatlarin
incelenmesinin 6nemli bir yaklagim oldugunu ifade etmistir. Bu varyantlarin sekonder
metabolit profillerinde yaratabilecegi degisimlerin BM’nin farmakolojik etkilerinin
yeniden tanimlanmasina katki saglayabilecektir. Bununla birlikte bu g¢alismada
varyant analizler ve genetik modifikasyonlara yonelik ileri uygulamalara yer
verilememistir. Bu tercih, tez siiresinin sinirliligi, deney hayvanlariyla yiirtitiilen etik
onay kapsami ve laboratuvar altyapisinin mevcut olanaklari ¢ergevesinde, oncelikli
arastirma hedeflerine odaklanmak i¢in yapilmistir. Benzer sekilde, BM'nin
nanoteknoloji tabanli ilag¢ tasima sistemlerinde kullanimi {izerine yapilan ¢alismalar,
ozellikle yesil sentezle elde edilen glimiis ve altin nanopartikiillerin apoptoz
indiiksiyonu, fototermal etki ve hedefe yonelik dagilim gibi 6zellikleri bakimindan ilgi
cekicidir ancak bu tezde nanoteknolojik uygulamalara dair deneysel bir modiil
planlanmamigtir. Bunun nedeni, ¢alismanin 6ncelikli olarak TMC igin biyolojik
etkileri anlama amacina odaklanmasi ve smirli kaynaklarm etkin kullanimi

dogrultusunda bir modiiler ilerleme stratejisi benimsenmis olmasidir.

Bu dogrultuda, molekiiler diizeyde protein ve gen ekspresyonlarini belirlemeye
yonelik Western blot, gRT-PCR gibi analizlere, MLH1 metilasyonu, CIMP+ gibi
epigenetik regiilasyonun incelenmesine ve immun hiicre fenotiplemesine bu tez
kapsaminda yer verilmemistir. Bu eksiklikler metodolojik bir eksiklikten degil,

siirenin, altyapmmin ve etik onaylarin olusturdugu c¢erceve dahilinde planli bir
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kisitlamadan kaynaklanmaktadir. Ote yandan hayvanlardan alinan doku drneklerinin
ileri analizlere olanak verecek sekilde saklanmis olmasi, gelecekte olasi bu yonlii

caligmalarin i¢in 6nemli bir bilimsel hazirlik saglamistir.

Sonug olarak, bu tez BM’nin kolorektal tiimor mikrogevresi lizerindeki ¢ok
yonlii etkilerini ortaya koyan degerli dnciil bulgular sunmaktadir, yine de bulgularin
translasyonel tipta klinik anlam kazanabilmesi i¢in doz standardizasyonu, mikrobiyota
etkilesimleri, epigenetik ve molekiiler yolaklara dair daha ileri tekniklerle
desteklenmis ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut ¢alisma, bu baglamda hem
oncii nitelikte bir preklinik model olusturmus, hem de gelecekte disiplinlerarasi is
birlikleriyle gelistirilebilecek biitlinciil projelere de saglam bir baslangi¢ noktasi teskil

etme potansiyeline sahiptir.
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