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OZET

SPRAGUE DAWLEY SICANLARINDA DEGIiSiK KALORi KISITLAMA
YONTEMLERININ DENEYSEL KARSINOMA UZERINE ETKIiLERIi VE ETKi
MEKANIZMALARI

YILDIRIM KOC E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
(Veteriner) Doktora Programi Doktora Tezi, Aydin, 2016.

Giliniimiizde degisik kalori kisitlamalarinin kanseri de igeren yas-iligkili kronik hastaliklari
onledigi iyi bilinmektedir. Kalori kisitlamasinin kanser iizerine etkileriyle ilgili ¢aligmalarda,
genellikle kisitlama, tiimor indiiksiyonu ile es zamanli veya indiiksiyondan birkag giin sonra
baslatilmistir. Timor gelistikten sonra kalori kisitlamasi uygulanmis ¢alismalar ¢ok azdir ve
olanlar da sadece belirli tip kanserlerle sinirlidir.

Bu c¢alismada indiikklenmis meme kanseri modelinde tiimor belirli bir gelisme siirecini
tamamladiktan sonra gerceklestirilecek kalori kisitlamasinin timor gelismesi {izerine
etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu baglamda 34 adet 21 giinliik disi Sprague Dawley sigan
kullanildi. 29 siganda NMU (50 mg/kg/i.p.) ile meme kanseri indiiklendi. Tiimor ¢ap1 10-12
mm’ye ulastiginda, siganlar tiimér biiyiikliigii agisindan esitlenmis ii¢c gruba ayrildi. Izleyen
12 hafta siireyle gruplara sirasiyla ad libitum (Kanser Kontrol [KK]), %50 kalori kisitlamasi
(%50-CR) ve alternatif giin besleme (ADF) uygulandi. Serum fizyolojik uygulanan 5 si¢an da
ad libitum beslenen saglikli kontrol grubunu olusturdu. Siganlarda %50-CR hizli bir Kkilo
kayb1 ile sonuglandi; hayvanlar ilk 6 hafta i¢inde canli agirliklarinin %26-38’ini kaybetti ve
bu grup i¢in deney 6. haftada sonlandirildi. Canli agirliklar ve tiimor gaplari haftada bir kez
olgiildii. Deney sonunda eksize edilen tiimorlerin ¢aplart ve agirliklart ile serum 6rneklerinde
insiilin, IGF-I, kortikosteron, leptin ve adiponektin konsantrasyonlari belirlendi. Veriler
ANOVA, tekrarlayan dlgiimler igin ANOVA ve Kruskal Wallis ile degerlendirildi.

Ortalama canli agirlik degerleri kontrollerde KK, ADF ve %50-CR gruplarina goére ve
KK’larda ADF ve %50-CR gruplarina gore daha yiiksekti. Birden ¢ok tiimor goriilme sikligi
KK grubunda ADF ve %50-CR gruplarina gore daha yiiksekti. Ancak tiimor hacmi ve
agirliklart acisindan gruplar arasinda bir fark tespit edilemedi. Serum adiponektin
konsantrasyonu ADF ve kontrol gruplarinda KK grubuna gore ve adiponektin/leptin orani
ADF grubunda KK grubuna gore daha yiiksekti. Serum insiilin, IGF-1, leptin ve kortikosteron
konsantrasyonlar1 agisindan gruplar arasinda bir fark yoktu. %50-CR grubunda 6. hafta
sonunda ¢ikartilan tiimorlerin tiimii benign 6zellikteydi. 12 hafta sonunda malign ve invaziv

karakterde tiimor goriilme sikligit KK grubunda ADF grubuna gore daha yiiksekti.
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Anahtar Kelimeler: Alternatif giin besleme, disi Sprague Dawley siganlari, kalori
kisitlamasi, meme kanseri, NMU.
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ABSTRACT

EFFECTS AND MECHANISMS OF VARIOUS CALORIE RESTRICTION
METHODS ON EXPERIMENTAL CARCINOMA OF SPRAGUE DAWLEY RATS

YILDIRIM KOC E. Inaugural Dissertation at Adnan Menderes University,Institute of
Health Sciences, Department of Physiology (Veterinary), Doctorate/Ph.D. Program,
Aydin, 2016.

Preventive effects of calorie restrictions on age-related chronic diseases are well known. In
studies regarding the effects of calorie restriction on cancer, restrictions were started generally
at the time of induction or a few days later. Studies where calorie restriction started after the
tumor has been developed are rare, and these are restricted to only a few tumor types.

This study (model) aimed to investigate the effects of different calorie restrictions, starting
after tumor growth progressed to a certain degree, on tumor growth in induced breast cancer
models. A total of 34, 21-days old female Sprague Dawley rats were used. Breast cancer was
induced via NMU (50 mg/kg/i.p.) on 29 rats. When tumors grow to 10-12 mm, rats were
divided into 3 groups paired according to tumor size: animals in one group were given chow
diet ad libitum and served as cancer controls (CC), while others undergo to 50% calorie
restriction (CR-50%) or fed alternate days (ADF) for following 12 weeks. Other 5 animals
were given physiological saline and served as ad libitum-fed healthy controls.

Body weights and, once palpable, tumor diameters were recorded weekly. At the end of
experiment animals were euthanized, tumors excised, weighed and their diameters measured.
Tumor volumes were calculated by their sizes. In sera prepared from blood samples,
concentrations of the insulin, IGF-I, corticosterone, leptin and adiponectin were determined
via ELISA. Data were analyzed by ANOVA, ANOVA for repeated measures in factor time
and Kruskal Wallis test.

CR-50% caused rapid weight loss in rats, so that animals lost 26-38% of their initial live
weights within 6 weeks, and experiment terminated for this group after 6 weeks. Mean body
weight of controls was higher than that of CC, ADF and CR-50%, and mean body weight of
CC was higher than that of ADF and CR-50%. However, neither volumes nor weights of
tumors differed between groups. Serum insulin, IGF-I, leptin and corticosteron concentrations
did not differ between groups. All tumors from %50-CR group excised at the end of 6™ week
of experiment were benign. Highest incidence of malign and invasive tumors at the end of

12" week was encountered in CC.
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Key words: Alternate day fasting, breast cancer, calorie restriction, female Sprague Dawley
rats, NMU
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1. GIRIS

Kanser, gelismis {ilkeler basta olmak iizere bir¢cok iilkede Onemli bir halk sagligi
problemidir. Ornegin Amerika Birlesik Devletleri’nde 2014 yilinda toplam 1 658 370 yeni
kanser olgusu goriilmiis ve bunlardan 589.430’unun kansere baglh 6liimle sonuglandig: tespit
edilmistir (Siegel ve ark, 2015). Tirkiye’de de her gecen yil kanser insidansi ve
mortalitesinde artis meydana gelmektedir (Sekil 1) (TC Saglhik Bakanligi Tiirkiye Kanser
Istatistikleri, 2016). Bugiin diinyada yilda 14,1 milyon kisiye kanser tanis1 konmakta ve bunun

8,2 milyonu kanserden dolay1 hayatin1 kaybetmektedir (http://www.cancerresearchuk.org).
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Sekil 1. 1999-2005 yillarinda Tiirkiye’deki kanser insidansi (TC Saglik Bakanligi Ulusal Kanser Programu,
2009-2015).

Diinya genelinde en ¢ok goriilen kanser tipleri ve bolgelere gore dagilimi Sekil 2°de
goriilmektedir. Buna gore en sik goriilen kanser tipleri erkeklerde prostat (%26), kadinlarda
ise meme (%29) kanseridir. Bunu her iki cinste akciger ve brons kanserleri (erkek %14 ve
kadin %13), kolon ve rektum kanserleri (%8), erkeklerde idrar kesesi (%7) ve kadinlarda
serviks kanserleri (%7) izlemektedir. Oliim orani en yiiksek olan kanser tipleri ise her iki
cinste akciger ve brons kanseridir (erkek %28, kadin %26). Bu siray1 kadinlarda meme (%15),
erkeklerde prostat (%9) ve her iki cinste kolon ve rektum kanserleri (erkek %8, kadin %9)
izlemektedir (Siegel ve ark, 2015).


http://www.cancerresearchuk.org/
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Sekil 2. Diinyada en yaygin kanser tipleri ve bolgelere gore dagilimi (http://www.cancerresearchuk.org).

Kanser, tedavisinde siklikla kullanilan radyoterapi ve kemoterapiye direng gostermesi
ve uygulanan giincel tedavileriyle birlikte hastalarda olusturdugu stres, anksiyete ve diger
sonuglartyla 6nemli bir saglik sorunu ve toplumsal bir sorundur. Bu yiizden kanserin mevcut
tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi uygulamalarinin etkinligini artirabilecek, bu
tedavi yontemlerinin yan etkilerini azaltabilecek ve dogrudan terapotik amacla
kullanilabilecek alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kanser gelismesi agisindan bu zamana kadar tanimlanmis ve bilinen higbir yan etkisi
olmayan en gii¢lii fizyolojik inhibitor kalori kisitlamasidir (Zhu ve ark, 2007). Mekanizmalari
tam olarak anlasilamamis olsa da, bugiin degisik kalori kisitlamalarinin kanseri de iceren yas-
iligkili kronik hastaliklar1 6nledigi iyi bilinmektedir (Descamps ve ark, 2005; Xue ve Michels,
2010). Kalori kisitlamasinin kanser {izerine etkileriyle ilgili ¢caligmalarda genellikle kalori
kisitlamas: indiiksiyonla eszamanli olarak veya tiimor indiiksiyonu yapildiktan birka¢ giin
sonrasinda gerceklestirilmistir. Bu nedenle yapilmis olan hayvan deneyleri genellikle
koruyucu girisimler kapsamindadir, bu tip ¢aligmalardan elde edilen bilgiler de kalori
kisitlamasinin kanser insidanst ve gelismesini 6nlemesiyle ilgilidir ve bu 6zellikleriyle klinik
olgulardaki durumu tam olarak yansitmazlar. Gergekte, insanlarda ve hayvanlarda genellikle
tiimor belirli bir gelisim siirecini tamamladiktan sonra kanser tanilanabilmekte ve kansere

Ozgii girisimler de ancak bu siirecten sonra baslamaktadir. Tiimor gelistikten sonra kalori
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kisitlamas1 uygulanmis g¢alismalar ¢ok azdir ve olanlar da sadece belirli tip kanserlerle
stirhdir.

Ancak, insanlarda diyeter girisimler ¢esitli nedenlerle deney hayvanlarindaki kadar
diizenli uygulanamamaktadir. Bu nedenle, alternatif giin besleme gibi insanlarda
uygulanabilirligi daha yiiksek kisitlama yontemlerinin arayist devam etmektedir. Ayrica,
kalori kisitlamalarindan beklenilen yararlar kisitlamanin tipi, siiresi, baglama zamani gibi
birgok faktore bagl olarak farkliliklar da gostermektedir. Bu agidan kanserden koruyucu ve
kanserde tedaviyi destekleyici veya tedavi edici amaglarla kullanilacak en uygun kisitlama
yonteminin bilinmesine de gereksinim vardir. Bu nedenle bu calisma deneysel olarak
indiiklenmis karsinoma modelinde timor gelismesi onemli bir silireci tamamladiktan, timor
capt yaklagik 10-12 mm’ye ulastiktan sonra kalori kisitlamasinin etkilerinin arastirilmasi ve
bunun i¢in es zamanl olarak uygulanan ad libitum’a gore %50 kalori kisitlamasi ve alternatif
giin beslemeyi iceren iki farkli kisitlama yonteminin timdr gelismesine etkilerinin

karsilastirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanserler genellikle ¢ogalan hiicrelerde bir mutasyon ile baslar ve izleyen siirecte
bliylime, gelisme ve metastaz yapmalarin1 saglayan cesitli faktorlerin etkisiyle gelisip
yayilirlar. Bu faktorler arasinda tiimoriin mikrogevresinde bulunan immun hiicreler, yangi
hiicreleri, vaskiiler hiicreler ve timor dokusunun etrafini gevreleyen fibroblastlar ile
mezengimal hiicreleri igeren stromal hiicreler yer alir. Tiim bu hiicrelerin tiimor dokusu ile
etkilesimleri tiimorlerin gelismesi ve prognozu agisindan 6nemli bir role sahiptir (Zetter,
2010).

Timorler, “par excellence” saglam (robust) sistemler olup, saglamligin hiicre
heterojenitesi ve geri bildirim fonksiyonel transkripsiyon mekanizmalart ile stirdiiriilen
fonksiyonel ¢esitlilik araciligi ile devam ettigi diistiniilmektedir (Maxwell ve ark, 2008).
Timorler,  orijinlerinden  bagimsiz,  Kkarakteristik — olarak  siirekli  biiylimelerini
gerceklestirebilmek i¢in besinlerin kesintisiz olarak yeterli miktarda saglanmasina ihtiyag
duyarlar. Diyetin baslica bilesenleri olan karbonhidratlar, yaglar ve proteinler hem konak i¢in
hem de konagin barindirdigi tiimér i¢in 6nemli bir role sahiptir. Bu diyeter faktorler timor
olugmasinda da etkin roller iistlenmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar yag icerigi yiiksek
diyetle beslenen iilkelerde pankreatik kanser insidansinin yiiksek olduguna isaret etmektedir
(Yadav ve Lowenfels, 2013). Ayrica, yine yiiksek miktarda yag igeren diyetler indiiklenmis
kolonik adenoma modelinde tiimor gelisimini hizlandirmaktadir (Zhu ve ark, 2014). Farelerde
spesifik karaciger karsinojeni dietilnitrozamin ile indiiklenmis hepatik tiimdrigenezis
karbonhidrat ve yag orani yiiksek diyetle beslenenlerde belirgin bir sekilde artis gostermistir
(Ip ve ark, 2014). Buna karsin, kastre edilmis fare ksenograft modelinde %20 oraninda
karbonhidrat iceren diyetin Western diyete gore timdr olusumunu yavaslattigr gérilmistiir
(Caso ve ark, 2013). Fazla miktarda sebze ve/veya meyve yenilmesinin meme kanseri riskini
azaltigr bilinmektedir. Ancak, sebze ve meyvelerin bu koruyucu etkileri tam olarak
anlasilamamistir (Gandini ve ark, 2000; Michels ve ark, 2007; Brennan ve ark, 2010; Hui ve
ark, 2013). Diger taraftan yag, kirmizi et ve karbonhidratlar meme kanseri riskini
artirmaktadir (Fay ve Freedman, 1997; Romieu ve Lajous, 2009; Kruk ve Marchlewicz,
2013). Tim bu c¢aligmalara ragmen, diyeter bilesenler ile kanser arasindaki iligki halen daha

belirsizligini korumaktadir (Smith-Warner ve ark, 2001).



2.1.1. Kanser Gelismesinde Glikolitik Yolak

Glikoz, biyolojik siireglere enerji saglayan adenozin trifosfat (ATP)’in ana kaynagidir.
Glikozun piriivata kadar yikimi1 ve bunun sonucunda net 2 ATP kazanimi ve 2 nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD')’in indirgenmesinin gerceklestigi olaylar glikoliz olarak
bilinmektedir. Glikoz, kan dolasimindan hiicre igerisine glikoz tasiyicilar ile pasif olarak
tasinmaktadir (Sekil 3). Glikoz hiicre igerisine girince hekzokinaz enzimleri yoluyla glikoz-6-
fosfat (G6P)’a pargalanir. G6P, glikoliz ve pentoz fosfat yolu (PPP)’nun baslica metabolik ara
driiniidiir. G6P, PPP’de hiicresel nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid fosfata oran1 (NADP*/NADPH) arttiginda, glikoz 6-fosfat
dehidrogenazin etkisiyle riboz 5-fosfat ve NADPH’a doniisiir. Glikolitik yolakta ise hiicresel
ATP diizeyi azaldiginda, G6P glikoz fosfat izomeraz (GPI)’mn etkisiyle fruktoz 6-fosfat
(F6P)’a doniismektedir. Enerji tiiketimi ile birlikte F6P fosfofruktokinaz 1 (PFK1) enziminin
katalizorligiinde fruktoz-1,6-bifosfat (F1,6-BP)’a dondstiiriiliir. Bu noktadan itibaren
glikolitik siire¢ geri dontsiimsiizdiir ve dolayisiyla glikolizis i¢in bu diizenleyici bir
basamaktir. Aldolaz, F1,6-BP’yi dihidroksiasetonfosfat ve gliseraldehid-3-fosfat (GA3P)
olmak iizere iki trioz sekere ayirir. Dihidroksiasetonfosfat da daha sonra triozfosfatizomeraz
etkisiyle GA3P’ye doniisiir ve bu sekilde glikolizise devam eder. GA3P, gliseraldehid 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) araciligiyla 1,3-bifosfogliserat (1,3-BPG)’a dehidrojene olur. Bu
basamakta NADH olusumu icin NAD"’a ihtiya¢ vardir. Dolayisiyla, yeterli miktarda NAD"
uzun siireli glikolizisin saglanmasinda olduk¢a 6nemlidir. 1,3-BPG, daha sonra fosfogliserat
kinaz (PGK) enzimi etkisiyle 3-fosfogliserat (3-PG)’a metabolize olur, 3-PG fosfogliserat
mutaz (PGM) enzimi etkisiyle 2-fosfogliserat (2-PG)’a doniisiir ve 2-PG de enolazin etkisiyle
fosfoenolpiriivat (PEP)’a doniistiiriiliir. Son olarak glikolizisin hiz smirlayici {i¢ enziminden
biri olan piriivat kinaz araciligi ile PEP’den piriivat olugsmaktadir. Eger piriivat mitokondride
kullanilmazsa, laktat dehidrogenaz (LDH) enziminin aktivitesiyle sitozolde laktata doniisiir ve
glikolizisin devam etmesini saglayan GAPDH’1n katalizledigi reaksiyonlar i¢in bir substrat
gorevi goren NAD" olusur. NAD*/NADH oran1 LDH aktivitesini diizenlemede olduk¢a
onemlidir (Lu ve Huang, 2010).

Hiicreler ATP‘yi sitozolde oksijenden bagimsiz glikolitik yolla ve mitokondride
oksidatif fosforilasyon yoluyla elde edebildiklerinden, oksijenin varligt ve hiicrelerin
mitokondrial fonksiyonu ATP iiretiminde her bir yolagin kullanim oranini belirlemede
oldukg¢a onemlidir (Lu ve Huang, 2010). Oksijen ve fonksiyonel bir mitokondri varliginda,

piriivat mitokondriye tasinir ve piriivat dehidrogenaz (PDH)’in etkisiyle asetil CoA’ya



dontigiir. Trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde asetil CoA’nin oksidasyonu sonucu COp,
H,O, GTP, NADH ve FADH,’yi igeren biyoenerjetik lirlinler agiga ¢ikar (Lu ve Huang,
2010). NADH ve FADH; clektronlart solunum zincirine (elektron transport zinciri)
aktarilirlar. Solunum zincirinde bir dizi kompleks iizerinden elektronlar molekiiler oksijene
tasinir ve molekiiler oksijen suya indirgenir. Elektronlar solunum zincirinde ilerledikce
serbest enerjilerinin biiyiik bir boliimiinii kaybederler. Elektron transportu, proton (H")’larin
mitokondri matriksinden membranlar arasi bosluga tasmmasi ile gergeklesir ve elektron
transfer enerjisinin ¢ogu matriks disina proton pompalamak ig¢in kullanilir. Bu durum
membran boyunca bir proton gradiyentinin olusmasina neden olur. Boylece elektron transfer
enerjisi membran boyunca proton gradiyenti seklinde korunur ve depolanir. Elektronlarin
NADH ve FADH,’den molekiiler oksijene aktarilmasi sirasinda elde edilen ve proton
gradiyenti seklinde depolanan enerji ATP sentezi i¢in gerekli olan enerjiyi saglar (Skulachev,
1994).

Normal fizyolojik kosullarda mitokondrinin oksidatif fosforilasyonda 6nemli rolii vardir
(Newmeyer ve Ferguson-Miller, 2003). Ancak, kanser hiicrelerinde glikoz metabolizmasi
bliylik oranda degismistir ve bu degisiklikler Ozellikle malign hiicreleri yok etmede
biyokimsayal bir temel olusturabilir. Kemoterapinin baslica amaci normal hiicrelerde belirgin
bir toksisite olusturmadan kanser hiicrelerini 6ldiirmektir. Son zamanlarda kanser hiicrelerinin
biyokimyasal ve metabolik ozelliklerinin ve kanser gelismesini saglayan molekiiler
mekanizmalarin anlagilmasi konusunda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Boylelikle kanser
hiicrelerinin yiiksek diizeyde heterojenite sergiledigi, adaptasyon yeteneklerinin iyi oldugu ve
genetik olarak degiskenlik gosterdikleri tespit edilmistir (Lu ve Huang, 2010).

Otto Warburg, kanser hiicreleri ile normal hiicreleri metabolik aktiviteleri yoniinden
karsilastirmis, kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore ¢ok daha fazla miktarda glikoz
kullandiklarin1 ve bunu oOncelikle glikolizis araciligr ile gerceklestirdiklerini, bdylece
oksijenden zengin kosullarda bile fazla miktarda laktat tirettiklerini gozlemlemistir (Warburg
etkisi) (Sekil 4) (Warburg ve ark, 1924, Warburg, 1956). Metastatik tiimorlerin %90’ indan
fazlasi yiiksek diizeyde glikolitiktir (Lu ve Huang, 2010). Warburg’un belirttigi gibi, malign
hiicreler yasamsal aktiviteleri i¢gin enerji liretmede oksidatif fosforilasyondan ziyade anaerobik
glikolizisi tercih etmektedirler. Anaerobik glikolizisde olusan her ATP molekiilii basina
aerobik solunumdan 7 kat daha fazla asit iiretilir. Kanser hiicrelerinde stirekli olarak artan
glikolizis ve sonugta fazla laktik asit {iretimi asidik bir mikrogevre saglayarak gelismekte olan
timoriin pre-invasiv durumdan malign karsinomaya gegisinde ve malign hiicre davranislarinin

gelismesinde Kritik bir rol oynar (Gatenby, 1995; Gatenby ve Gillies, 2004). Boylelikle, timor



mikrogevresinin asidifikasyonu yoluyla invazyon ve metastaz daha kolay gerceklesir. Sonucta
kanser hiicreleri daha agresif 6zellikler sergilerler (Gatenby ve Gawlinski, 1996; Schornack
ve Gillies, 2003; Wallace, 2005; Gatenby ve ark, 2006).
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Sekil 3. Glikoliz, PPP ve TCA dongisi. Glikoz glikolitik yolla ve mitokondride TCA doéngiisityle ATP
olusturmak i¢in metabolize edilir. Glikoz, ayrica, PPP yoluyla niikleik asit sentezinin bir dnciisii olan riboz-5-
fosfat (riboz-5-P)’1 ve yag asitlerinin anabolik sentezinde veya ROS olusumunu azaltmada gerekli olan
NADPH’1 olusturmak i¢in de metabolize olabilmektedir. Notlar: Dihidroksiaseton-P, Dihidroksiaseton fosfat;
F6P, fruktoz-6-fosfat; F1,6-BP, fruktoz-1,6-bifosfat; G6PD, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz; GA3P, gliseraldehid-
3-fosfat; G6P, glikoz-6-fosfat; GAPDH, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz; GLUT, glikoz tasiyicisi; GPI,
glikoz-fosfat izomeraz; LDH, laktat dehidrogenaz; HK, heksokinaz; MCT, monokarboksilat tagiyicisi; MRC,
mitokondrial solunum zinciri (kompleks 1-V); PFK1, fosfofruktokinaz 1; PFK2, fosfofruktokinaz 2; PGK,
fosfogliserat kinaz; PGM, fosfogliserat mutaz; PK, piriivat kinaz; Pyr, piriivat; Riboz-5-P, riboz-5-fosfat; Ac-
CoA, asetil koenzim A; OAA, okzolasetat; PDH, piriivat dehidrogenaz; PPP, pentoz fosfat yolu; ROS, reaktif
oksijen tiirleri; SDH, siiksinat dehidrogenaz; TAL, transaldolaz; TKL, transketolaz (Lu ve Huang, 2010).

Warburg’un gozlemleriyle ilgili sonraki siirecte yapilan ¢alismalar kanser hiicrelerinin
asir1 glikoz kullandigr bilgisini desteklemis ve asir1 kalori tiiketiminin kanser gelismesindeki
olas1 rolii bir¢ok aragtirmanin konusunu olusturmustur. Bugiin bu yolagin ilgili tiimdrlerin
gelismesini engellemek ve regresyonunu saglamak igin iyi bir olanak sagladigi kabul

edilmektedir (Lu ve Huang, 2010).
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Sekil 4. Oksidatif fosforilasyon, aerobik glikolizis ve anaerobik glikolizis (Warburg etkisi) arasindaki farkliliklar
(Vander Heiden ve ark, 2009).

2.2. Kalori Kisitlamasi ve Kanser

2.2.1. Deneysel Kanser Modellerinde Kalori Kisitlamasi

Bugiine kadar kanser gelismesiyle ilgili bilinen en gii¢lii fizyolojik inhibitor diyetsel
enerji kisitlamasi olarak da tanmimlanan kalori kisitlamasidir (Zhu ve ark, 2007). Gegen
yiizyilin ilk yarisinda McCay ve ark (1935), laboratuar hayvanlarina siitten kesim déneminden
sonra diyet kisitlamasinin uygulanmasi durumunda hayvanlarin ortalama ve maksimum
yasam siirelerinin uzayabilecegini ileri siirmiislerdir. Sonraki 70 yil boyunca McCay’in
bulgular1 ¢esitli hayvan tiirlerinde de dogrulanmistir (Xue ve Michels, 2010). Bazi
aragtirmacilar kalori kisitlamasinin tercihen fizyolojik yaslanma siirecini etkiledigini ileri
siirerken (Masoro, 1985; Yu ve ark, 1985; Kubo ve ark, 1987), bazilar1 da ayni zamanda
kanser gibi kronik hastaliklari da engelleyebilecegini belirtmislerdir (Xue ve Michels, 2010).

[k kez 1914 yilinda Rous, kalori kisitlamasinin farelere transplante edilen tiimorlerin
gelismesini yavaslattigini, boylece hayvan modellerinde tiimor gelismesinin kalori alinmasina
bagimliligim1  gostermistir (Rous, 1914). Daha sonra Tannenbaum (1940), yetersiz
beslenmenin farkli fare soylarinda spontan veya indiiklenmis tiimorlerin gelismesini inhibe

ettigini rapor etmistir. Ayrica, Tannenbaum (1944) kalori kisitlamasinin kanser riskini



azaltmada tlimorigenezisin baslangi¢c evresinden ¢ok gelisme evresinde daha etkili oldugunu
ve ad libitum beslenmeyi izleyen kalori kisitlamasinin baslangi¢ evresinde etkisiz oldugunu
gostermistir. Kalori kisitlamasi spontan, indiiklenmis veya transplante edilmis cesitli
tiimorlerin insidansin1 azaltmakta, ancak bu etkisi kisitlamanin derecesine bagli olarak
degismektedir (Kritchevsky ve ark, 1984; Klurfeld ve ark, 1987; Kritchevsky, 1997). 1942—
1994 yillar1 arasinda yapilan 14 hayvan deneyinin meta-analitik degerlendirilmesinde %23-40
oranlarindaki Kkalori kisitlamalarmin farelerde spontan meme tiimérii insidansini %55
oraninda azalttigi rapor edilmistir (Dirx ve ark, 2003). Siganlarda da %40 kalori
kisitlamasinin indiiklenmis timor gelisimini etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir
(Kritchevsky ve ark, 1984; Klurfeld ve ark, 1987). Ayrica, 7,12-dimethylbenz(a)anthracene
(DMBA) ile meme kanseri indiiklenmis disi Sprague Dawley si¢anlarda %10, %20 ve %30
kalori kisitlamalarinin tiimor insidansini veya gesitliligini azalttigi gortlmistir (Klurfeld ve
ark, 1989a).

Genel olarak enerji kaynagmi yaglar, karbonhidratlar ve proteinleri igeren besin
maddeleri olusturmasina ragmen, bu ¢aligmalarda kalori kisitlamasinin kanser riski tizerindeki
etkisinin diyetsel iceriklerden bagimsiz oldugu tespit edilmistir (Albanes, 1987; Klurfeld ve
ark, 1989a; 1989b). Klurfeld ve ark (1989b), DMBA ile meme timdrii indiiklenmis siganlarda
%S5, %15 veya %20 yag iceren diyetle ad libitum beslenenlere gore, %20 veya %26,7 yag
iceren diyetle %25 enerji kisitlamasi uygulanarak beslenen hayvanlarda timor insidansinin

belirgin diizeyde azaldigini saptamislardir.

2.2.2. Kalori Kisitlamasinin Olas1 Mekanizmalari

Kalori kisitlamas1  ¢esitli  biyolojik ve metabolik yollarla kanser riskini
etkileyebilmektedir. Kalori kisitlamasi hiicre proliferasyonunu ve DNA sentezini azaltir,
apoptozisi artirir ve DNA onarimina katki saglar. Tiim bu olaylar preneoplastik lezyonlarin
sayisint sinirlandirmaktadir. Ayrica, kalori kisitlamasi Ostrojen, insiilin, prolaktin, leptin,
insiilin benzeri biiyime faktorii-1 (IGF-1) ve insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici
protein-3 (IGFBP-3) gibi kanseri etkileyebilen hormonlarin ve biiyiime faktorlerinin
tretimlerini ve miktarlarin1 da degistirir (Albanes, 1987; Kritchevsky, 1997; Kaaks ve
Lukanova, 2001; Weindruch ve ark, 2001; Hursting ve ark, 2003). Kalori kisitlamasinin
yasam siiresini uzattig1r ve kanserleri de igeren birgok hastaligin riskini azalttigi bilinmesine

ragmen, bu etkilerin temelini olusturan mekanizmalar bugiin de belirsizligini korumaktadir.



Eskiden kalori kisitlamasinin hayvanlarin biiyiime ve gelismesini yavaglatmak yoluyla yasam
stiresini uzattig1 ileri siiriiliiyordu (McCay ve ark, 1935). Sonralar1 kalori kisitlamasinin
bliylime ve gelismeyi sinirlandirmada bir etkisinin olmadigi ve kemirgenlerde metabolik hizi
yavaslatarak yasam siiresini uzatabildigi ileri striilmiistiir. Ancak, bu hipotez de cesitli
laboratuar ¢alismalariyla ciirtitiilmiistiir (McCarter ve ark, 1985; McCarter ve McGee, 1989).
Erkek sicanlar 6 aylik olduklarinda iki gruba ayrilmis, gruplardan birisi ad libitum beslenirken
digerine 4,5 ay boyunca yasam siiresini uzatacak sekilde besin kisitlamasi uygulanmistir. Her
iki grubun metabolik hizlar1 oksijen tiiketimlerinden yola ¢ikilarak hesaplanmis ve bu agidan
gruplar arasinda bir fark olmadigi goriilmiistiir (McCarter ve ark, 1985). Bir baska calismada
%40 kisitlama uygulanan siganlarda normal giinliik kosulardaki metabolik ve bazal metabolik
hizin azaldigi, ancak bu azalmanin gegici oldugu ve birkag hafta igerisinde kisitlama
uygulanan siganlarin metabolik hizlarinin ad libitum beslenen si¢anlarla ayni diizeye geldigi
tespit edilmistir (McCarter ve McGee, 1989).

Kanser riskini azaltmada endokrinolojik degisiklikler de olasi mekanizmalar
arasindadir. Kalori kisitlamasinin glikokortikoidlerin ve IGFBP-3’iin degerlerini artirmak ve
IGF-1, insiilin, prolaktin, Ostrojen ve leptin degerlerini azaltmak yoluyla kanser riskini
azaltabildigi bilinmektedir (Albanes, 1987; Kritchevsky, 1997; Kaaks ve ark, 2001,
Weindruch ve ark, 2001). Ancak, kanser etiyolojisinde endokrin sistemin énemli rol oynadigi
bilinmesine ragmen, kalori kisitlamasinin endokrinolojik degisiklikler tizerinden kanser
riskini nasil etkiledigi bugiin de belirsizligini korumaya devam etmektedir (Sinclair, 2005).
Ornegin, IGF-1 ve insiilin degerlerinin hem kalori kisitlamasi uygulanan hayvanlarda hem de
Ames ciice farelerde azalmis oldugu saptanmstir (Bartke ve ark, 2001). Bartke ve ark (2001)
yasam slireleri gorece kisa olan Ames ciice farelerde yasam siiresinin kalori kisitlamasi
uygulanarak uzayabilecegini, ancak kalori kisitlamasinin bu etkiyi IGF-1 konsantrasyonunu
azaltmanin disginda kismen baska mekanizmalar yoluyla da gergeklestirdigini ileri
stirmislerdir. Kalori kisitlamasi  diisiik  yogunluktaki bir stres faktorii gibi de
davranabilmektedir. Boylelikle sigan ve farelerde uygulandigi siirecte plazma kortikosteron
degerlerini artirmaktadir (Sabatino ve ark, 1991; Han ve ark, 1995). Biyolojik strese yanit
olarak hiicre i¢i sinyal yolaklarmin aktivasyonu ve azaltilmis kalori tiiketimi/kisitlama,
hiicreleri ve dokular1 koruyabilmekte ve protein, yag ve glikoz metabolizmasini
diizenleyebilmektedir (Sinclair, 2005).

Kalori kisitlamasi; mitokondrial serbest radikallerin tiretimini azaltmak (Feuers ve ark,
1993), antioksidan (Xia ve ark, 1995; Guo ve ark, 2001) ve detoksifikan (Armeni ve ark,

1998) enzimlerin konsantrasyonlarini, plazma membran antioksidan sistemi (De Cabo ve ark,
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2004; Hyun ve ark, 2006) ve DNA onarim kapasitesini (Guo ve ark, 1998; Cabelof ve ark,
2003; Stuart ve ark, 2004) degistirmek gibi koruyucu mekanizmalari artirmak yoluyla
oksidatif hasar1 dnleyerek kanser riskini azaltabilmektedir (Yu, 1996; Zainal ve ark, 2000).

Kalori kisitlamasinin olas1 mekanizmalar1 arasinda, korunmus uzun 6miir faktorii olan
SIR2 ekspresyonundaki degisiklikler de yer almaktadir. Mayalarda SIR2 artisinin yetersiz
beslenme kosullarinda hayatta kalmayr destekleyen biyolojik siirecleri etkileyerek yasam
stiresini uzattigr bulunmustur (Hekimi ve Guarente, 2003). SIR2 homologlari mayalar ve
bakterilerden memelilere kadar bir¢ok tiirde bulunmaktadir (Frye, 1999; 2000). Hiicresel
diizeyde SIR2’nin bir homologu olan SIRT1 kalori kisitlamasi uygulanan siganlarin
dokularinda indiiklenmis (Cohen ve ark, 2004) ve bu nedenle kanser hiicrelerindeki gen
ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesinde gerekli oldugu ileri siiriilmiistiir (Kim ve Um,
2008). Bir¢cok kanserde SIRTI, DNA’nin hipermetile oldugu tiimér supresdr genlerin
promotorlerini  sinirlandirir  (Jones ve Baylin, 2002), SIRT1’in inhibisyonu endojen
promotdrlerde H4-K16 ve H3-K9 asetilasyonunu artirir ve meme ve kolon kanser
hiicrelerinde gen re-ekspresyonunun indiiklenmesine olanak saglar (Pruitt ve ark, 2006).
Ayrica, SIRT1’in kanser gelismesinde apoptozis (Luo ve ark, 2001; Vaziri ve ark, 2001),
DNA onarmmi (Brunet ve ark, 2004; Motta ve ark, 2004) ve biiylimenin diizenlenmesi
acisindan gerekli olan ¢esitli transkripsiyon faktorlerini igeren nonhiston proteinleri deasetile
ettigi saptanmistir (Langley ve ark, 2002). H3-K56’nin asetilasyonu birgok kanser tipinde
artmaktadir ve SIRT1 ve SIRT2’nin H3-K56ac’yi deasetile ettigi bilinmektedir (Das ve ark,
2009).

2.2.3. Alternatif Giin Besleme

Diger bir diyetsel kisitlama yontemi alternatif giin besleme (Alternate Day Feeding,
ADF)’dir (Varady ve ark, 2008). ADF, yemin ad libitum olarak tiiketildigi bir “beslenme
giinli/donemi” ve besinin kisitlandigi veya verilmedigi “aclik giinii/donemi”nin sirasiyla
birbirini takip etmesi prensibine dayanir. Beslenme ve aglik donemleri genellikle 24 saat
araliklarla birbirini takip eder, ancak degisiklikler olabilmektedir (Varady ve Hellerstein,
2007). ADF uygulamasinda alinan toplam kalori miktar1 sinirlandirilmaz, bunun yerine yem
alma/beslenme siklig1 degistirilmektedir (Mattson ve Wan, 2005).

Gliniimiize kadar yapildig1 bilinen 12 ¢alismada ADF’nin kronik hastaliklar tizerindeki

etkisi arastiritlmigtir. Bu ¢aligmalardan yaklasik yarist aglik glikoz ve insiilin konsantrasyonu,
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yag oksidasyonu, insiilitisin derecesi ve tip II diyabetin varligi gibi konular1 inceler ve
diyabetle iliskilidir. Hayvan modellerinde, aglik glikoz konsantrasyonu ADF uygulamasina
yanit olarak genellikle azalmistir. Bazi c¢alismalar 20-24 haftalik uygulamadan sonra
dolasimdaki glikoz konsantrasyonunun azaldigini belirtirken (Pedersen ve ark, 1999; Anson
ve ark, 2003), Mager ve ark (2006) 16 haftalik uygulamadan sonra glikoz konsantrasyonunun
degismedigini rapor etmislerdir. ADF uygulamalarindan sonra insiilin konsantrasyonu stirekli
olarak azalmis ve bu durum 20-24 hafta kadar devam etmistir (Anson ve ark, 2003; Wan ve
ark, 2003). Anson ve ark (2003)’nin yaptig1 ¢alismada insiilin ve glikoz konsantrasyonundaki
diisiislerin ADF ve %40 kalori kisitlamasi (%40-CR) gruplarinda benzer oldugu tespit
edilmistir. Krizova ve Simek (1996a), 8 haftalik ADF uygulamasindan sonra karaciger ve
kastaki yag oksidasyonunda artis gozlemlemistir. Yag oksidasyonunun bozulmasi,
oksidasyondaki bir artig ektopik intraseliiler lipid birikimine ve insiilin direcliligine neden
olabilmektedir. ADF uygulamasinda yag asidi oksidasyon hizinda artis ketogenezise neden
olurken, %40-CR uygulamasinda bu durum gézlenmemistir (Varady ve Hellerstein, 2007).

Alternatif giin beslemenin kardiyovaskuler sisteme iliskin olarak kalp atim hizi, kan
basinci, dolasimdaki lipid konsantrasyonu ve iskemik hasar {izerindeki etkileri de
arastirilmaktadir (Varady ve Hellerstein, 2007). Mager ve ark (2006) 16 haftalik ADF
uygulamasindan sonra Sprague Dawley siganlarda kalp atim hizinin azaldigini saptamislardir.
Kalp atim hizina iligkin benzer etkiler Wan ve ark (2003) tarafindan 24 haftalik ADF
uygulamasindan sonra da rapor edilmistir. Her iki ¢alismada da 4 hafta sonra sistolik ve
diyastolik basinglarda azalma sekillenmis ve bu azalmalarin ¢aligmalar boyunca devam ettigi
gozlemlenmistir. Ayrica, kan basinci ve kalp atim hizi tizerindeki etkilerin ADF ve %40-CR
gruplarinda benzer oldugu rapor edilmistir. Boylelikle bu degiskenlerin diizenlenmesinde
ADF’nin de %40-CR kadar yararli oldugu ileri siiriilmektedir (Mager ve ark, 2006). Krizova
ve Simek (1996b), eriskin farelerde 8 haftalik ADF uygulamasi sonucunda total kolesterol ve
triasilgliserol konsantrasyonlarinin azaldigini tespit etmislerdir. 12 hafta siireyle ADF
uygulanan ve ad libitum beslenen kontrol grubu Sprague Dawley sicanlarinda koroner arter
ligasyonu ile miyokard enfarktiisii (MI) indiiklenmistir. MI indiiksiyonundan 24 saat sonra
etkilenen alandaki apoptotik miyositlerin sayisinin ad libitum beslenen kontrollerde ADF
grubundakilerin dort kat1 kadar oldugu, MI alaninin boyutunun da yaklasik iki kat1 kadar daha
bliylik oldugu belirtilmistir. Ayrica, ADF grubunda inflamatuar yaniti gosteren notrofil
infiltrasyonunun belirgin olarak azaldig1 da gézlemlenmistir (Ahmet ve ark, 2005).

Alternatif glin besleme uygulamalar1 bazi fare soylarinda ortalama ve maksimum yasam

stiresini uzatabilmektedir. C57BL/6] farelere 2, 6 ve 10 aylik yaslarda ADF uygulanmaya
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baslandiginda viicut agirhiginin azaldigt ve maksimum yasam siiresinin uzadigi tespit
edilmistir. Ancak, ayn1 ADF protokolii A/J farelere uygulandiginda viicut agirliginin
degismedigi ve yasam siiresinin sadece 2 aylik yasta baslatilan farelerde uzadig: belirlenmistir
(Goodrick ve ark, 1990). Bu bulgular, ADF uygulamasi sonrasinda viicut agirligimnin ve
maksimum yasam siiresindeki degisikliklerin genotipe ve uygulamanin basladig1 yasa gore
farkliliklar gosterdigine isaret etmektedir (Varady ve Hellerstein, 2007).

Alternatif giin besleme beyin fonksiyonlarini ve yapisim da gelistirmekte ve bunu
bliyiik olasilikla beyinde oksidatif stresi azaltarak gerceklestirmektedir (Li ve ark, 2013).
Ayrica, kalori kisitlamasinda oldugu gibi, ADF de adipoz doku fizyolojisini birkag yolla
etkilemektedir (Sekil 5). ADF, yag hiicrelerinin biiyiikligtini %20-40 kalori kisitlamasina
benzer diizeyde azaltir (Varady ve Hellerstein, 2008). Boylece bazi kronik hastaliklarin riskini
artiran biiyiikk yag hiicrelerini kiigiilterek bu hastaliklara karst koruyucu bir etki
sergilemektedir (Weyer ve ark, 2000; Heilbronn ve ark, 2004).

Kalori kisitlamasi ve alternatif giin besleme adipoz dokudaki trigliserit metabolizmasini
da etkiler. Her iki uygulama lipid sentezini ve lipolizisi artirmaktadir. Bu besleme yontemleri
adipositlerin sekrotorik profillerini de olumlu yonde degistirebilir. En belirgin etki leptin
sekresyonunda gozlemlenmis, 4 haftalik %20-40 CR uygulamasi leptin konsantrasyonunu
%30-70 oraninda azaltmistir. Ayrica, ADF uygulamasi da leptin konsantrasyonunu belirgin
olarak diistirmiis, adiponektin konsantrasyonunu ise onemli olglide artirmistir (Varady ve

Hellerstein, 2008).

@ Kronik hastalik riski

ﬁ Adiponektin
ﬁ instlin duyarhihd:
Aterogenezis
N @ Oksidatif stres
ILeptin
Resistin? TNF-alfa ? ~
4
Sekil 5. Kalori kisitlamast veya ADF’nin adipoz doku fizyolojisi ve kronik hastalik riski iizerindeki etkisi. CR ve
ADF hem lipolizisi hem de lipogenezisi artirabilirler, ancak lipolizis iizerindeki etkileri daha fazladir. Bu
nedenle hiicreden yag kaybi sekillenir ve adiposit boyutu kii¢iiliir. Kiigiik adipositlerden daha fazla miktarda

adiponektin, daha az oranda leptin salgilanir. Boylelikle insiilin duyarlili§i artar, oksidatif stres azalir ve
aterosklerotik lezyon gelisimine kars1 koruyucu etki sekillenir (Varady ve Hellerstein, 2008).
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2.2.3.1. Alternatif Giin Beslemenin Kanser Uzerine Etkileri

Cesitli diyet veya kalori kisitlama yontemleri arasinda kalori kisitlamasi, aralikli ag
birakma (Intermittent Feeding [IF]) ve karbonhidrat kisitlamasi/ketojenik diyet (KD)
uygulamalarinin kanserin 6nlenmesinde yararli oldugu kabul géren uygulamalardir (Lv ve
ark, 2014). CR metabolik hiz1 ve oksidatif hizi azaltarak tiimorigenezisi Onler (Martin-
Montalvo ve ark, 2011). Aralikli beslemenin antikanserojen mekanizmasi ise olduk¢a basittir
ve timor hiicrelerini glikozdan kisa siire yoksun birakarak tiimor gelismesini yavaglatma
olarak oOzetlenebilir (Simone ve ark, 2013). IF ¢ogunlukla alternatif giin besleme (ADF)
seklinde uygulanmaktadir (Harvie ve Howell, 2012).

Alternatif giin beslemenin kansere kars1 koruyucu etkisi ilk olarak Siegel ve ark (1988)
tarafindan gosterilmistir. Arastirmacilar 3-4 aylik sicanlara ADF uygulamasina bagladiktan 1
hafta sonra MAT 13762 asites tiimor hiicrelerini inokiile etmislerdir. ADF uygulanan 24
sicandan 12 tanesi (%50) inokiilasyondan sonra 10 giin siireyle hayatta kalirken, kontrol
grubunda ise 24 sigandan sadece 3’ii (%12,5) hayatta kalabilmistir. ADF’nin 6zellikle IGF-11
etkileyerek kanser riskini azalttigi kabul edilmektedir (Anson ve ark, 2003; Wan ve ark,
2003). Ancak, bu konuda sonuglar bir 6rnek degildir (Varady ve Hellerstein, 2007). Anson ve
ark (2003) 20 hafta ADF uygulamasindan sonra IGF-1 degerlerinde artis saptamislardir ve
hayvanlarda kilo kaybi gozlenmemistir. Buna karsin Wan ve ark (2003), 24 hafta siireli
ADF’de IGF-1 degerlerinde ve canli agirliklarda belirgin bir azalma gézlemlemislerdir.

Son yillarda farelerde ADF protokoliiniin yas ile iliskili lenfoma ve
hepatokarsinogenezise kars1 koruyucu etkisi ¢alisilmaktadir. ADF uygulanan OF1 farelerde
16 hafta sonra lenfoma insidans1 %0 iken, kontrol grubunda bu oran %33 olmustur
(Descamps ve ark, 2005). Rocha ve ark (2002) karaciger karsinogenezisi olusturmak igin
Wistar si¢anlarini dietilnitrozamin ile indiiklemisler ve bu siganlara 48 hafta boyunca ADF
uygulamislardir. Ad libitum beslenen kontroller ile karsilagtirildiginda, ADF’nin preneoplastik
lezyonlarin gelismesini inhibe ettigini ve ayrica karacigerdeki nodiillerin say1 ve biiyiikliigiinii
azalttigin1 tespit etmislerdir. Elde edilen bu bulgular, uzun siireli ADF uygulamasinin
deneysel karsinogenezisi inhibe edebildigini gostermektedir (Varady ve Hellerstein, 2007).
Yapilan bir bagka calismada da 12 hafta siireyle uygulanan ADF’nin meme epitel hiicreleri,
deri epitel hiicreleri ve dalak T-hiicrelerini de igeren birka¢ hiicre tipinin proliferasyonunu
azalttig1 gézlemlenmistir (Hsieh ve ark, 2005). IF ve CR, 7-8 haftalik 100 SCID erkek fareye
1x10° LAPC—4 prostat kanser hiicrelerinin subkutan (sc) verildigi kanser modelinde

karsilagtirilmistir. Serum IGF-1 konsantrasyonu ve IGF-1/IGFBP-3 orani IF grubunda daha
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yiiksek cikarken, serum insiilin, IGFBP-3 ve tiimor fosfo-Akt degerleri ile hayatta kalma ve
timor hacmi agisindan iki grup arasinda bir farklilik gorilmemistir. IF, farelerin hayatta
kalma stirecini uzatmadig gibi, prostat kanser gelisimini de yavaslatmamistir (Thomas ve ark,
2010). Bu zamana kadar ADF’nin kanser tizerindeki direkt etkisi sadece hayvan modellerinde
denenmistir. Bu denemelerin birgogunda ADF’nin kanser riski iizerinde yararli etkilerinin
olabildigi gosterilmistir. Ancak bu etkilerin temelini olusturan mekanizmalar bugiin de

belirsizliklerini korumaktadir (Varady ve Hellerstein, 2007).

2.3. Enerji Metabolizmasini Etkileyen Baz1i Hormonlar ve Kanser

2.3.1. Insiilin

Insulin 51 aminoasitten olusan iki zincirli (o ve B) bir peptid hormondur. Molekiiler
agirh@ 58 kDa’dur. Pankreastaki [ hiicrelerinde 91 aminoasitli proinsiilin  seklinde
sentezlenir. Plazma insiilin konsantrasyonu kan glikoz konsantrasyonuna bagli olarak
degisiklik gosterir. Kan glikoz konsantrasyonunun yiikselmesi insiilin sentez ve salinimini
saglar. Insiilin, kaslarda ve adipoz dokuda enerji iiretilmesi icin glikozun hiicre igine girmesini
ve kullanilmasini saglar, ayni zamanda karacigerde glikoz iiretimini de azaltir. Normal
kosullarda, insiilin dogrudan reseptorlerine baglanarak etkiledigi sayisiz sinyal molekiilii (6rn;
IRS-I, Akt) yoluyla glikoz tasiyicilarinin (6rn; iskelet kasinda GLUT4) hiicre membranina
gecisini saglar ve boylece glikolozis, glikojen ve yag asidi sentezi gibi metabolik olaylarda
kullanilan glikozun hiicre igine alinmasina neden olur (Nock and Berger, 2010). Ancak,
obezite gibi durumlar insiiline karsi duyarliligi azaltir (insiilin direngliligi) ve bu durumu
kompanze etmek i¢in insiilin salinimi artar (hiperinsiilinemi) (Rabinowitz ve Zierler, 1962).
Aclik durumlarinda pankreatik insiilin sekresyonunun yerine C-peptid gecer. C-peptid
proinsiilinden insiilin ile birlikte ayrildig1 ve insiilin ihtiyact oldugu zaman esit miktarlarda
dolagima verildigi igin, insiilin sekresyonunun yedek belirteci olarak kullanilir. C-peptid
karaciger tarafindan yikimlanmaz, metabolik atilim1 yavastir ve antikorlarla ¢arpraz reaktivite
gostermez (Bonser ve Garcia-Webb, 1984). Bu nedenle epidemiyolojik calismalarda tercih
edilmektedir (Nock and Berger, 2010).

Insiilinin ve C-peptidin karsinojenik siiregte &nemli roller iistlendikleri kabul
edilmektedir. Insiilin normal fizyolojik kosullardan daha yiiksek konsantrasyonlarda

bulundugunda dogrudan mitojenik aktivite sergileyebilmektedir (Renehan ve ark, 2006).
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Kronik hiperinsiilinemi hiicre proliferasyonunun artigsina ve apoptozisin inhibisyonuna neden
olur. Bu durum dogrudan insiilinin reseptoriine baglanarak veya dolayli olarak insiilin benzeri
bliylime faktorii baglayicit proteinlerin (IGFBP-I ve IGFBP-2) miktarlarinin azalmasi ile
gerceklesebilmektedir (Calle ve Kaaks, 2004). Insiilinin hiicre membraninda yer alan
reseptoriine (INSR) baglanmasi ile insiilin reseptorii substrati (IRS-I) ve sonra fosfoinosit 3-
kinaz (PI3K)/Akt yolaginin fosforilasyonu ve aktivasyonu gergeklesir. Bdoylelikle hiicre
metabolizmasiin merkez diizenleyicisi olarak gorev yapan rapamisinin memeli hedefi
(mammalian target of rapamycin [MTORY]) olarak bilinen madde aktive olur. PI3K ile iliskili
IRS-I aktivitesinin obez kadinlarda belirgin olarak bozuldugu tespit edilmistir ve obezlerde
GLUT4 protein konsantrasyonu zayif bireylerdekine gore biiyliik oranda azalmistir
(Bjornholm ve ark, 2002). Ayrica, PI3K/Akt yolagi glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3B)’nin
deaktivasyonu ile iligkilidir ve bu durum siklin D1’in regiilasyonu araciligl ile hiicre
proliferasyonunu artirir (Nock ve Berger, 2010). Birgok kanserde anormal Akt sinyali
gozlemlenir ve bu durum besin aliminda ve biiyiime faktorlerine yanit olarak protein sentezini
kontrol eden mTOR’un regiilasyonunda artisa neden olabilmektedir (Rosner ve ark, 2008).
Yapilan ¢alismalarda mTOR’un TNF-a ve Wnt tarafindan da diizenlendigi ve bunlarin birgcok
insan neoplazisinin gelismesinde kritik rollerinin oldugu ileri stiriilmiistiir (Choo ve ark, 2006;
Rosner ve ark, 2008). Adenozin monofosfat aktive edici protein kinaz (AMPK) hiicresel
AMP/ATP oranmna karsilik verir. AMP yiikseldiginde veya ATP azaldiginda tuberoz skleroz
kompleks (TSC) aktive olur ve mTOR sinyal yolagi inhibe edilir (Wang ve Guan, 2009).
Insiilin ayn1 zamanda seks hormonlarini baglayic1 globulin (SHBG) iiretimini de inhibe eder
(Singh ve ark, 1990) ve bdylece biyoyararlanilabilir steroid hormonlarin miktar1 artar (Nock
ve Berger, 2010). C-peptidin dolagimda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi da obezite
(Allen ve ark, 2003) ve endometriyal kanser (Nock ve Berger, 2010), postmenopozal meme
kanseri (Schairer ve ark, 2004), kolorektal (Ma ve ark, 2004) ve pankreatik (Michaud ve ark,
2007) kanser risklerinin artisi ile iligskilendirilmistir.

Buna karsin, yapilan meta-analizler sadece kolorektal ve pankreatik kanser
hastalarinda pre-diagnostik kan insiilin ve glikoz konsantrasyonlarmin artis gosterdigini
(Pisani, 2008) ve karsinogenezisdeki etkilerin sadece yemek sonrasi (postprandial) durumla

baglantili olabildigini ileri siirmektedir (Michaud ve ark, 2007).
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2.3.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1

Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 (IGF-1) karacigerde sentezlenmektedir. Biiyiime
hormonunun kendi hepatik reseptorii ile etkilesmesi IGF-1 geninin ekspresyonunu uyarmakta
ve IGF-1 peptidinin tiretilmesi ve salinmasina neden olmaktadir (Roberts ve ark, 1986). IGF-1
yaklasik 7 kDa agirliginda bir peptid hormondur. Hiicre biliylimesi ve metabolizmasini
etkileyen onemli bir mitojendir. Yapisal olarak insiilinle yaklasik %50 oraninda benzerlik
gosterir (Benetar ve ark, 2011). Protein yapisinda oldugundan hiicre membranini gecemez ve
etkisini membrandaki reseptorlerine (IGF-1R) baglanarak gergeklestirir. Ayrica, insiilin
reseptorii (IR) ile de iliski kurabilmektedir. IGF-1 plazmada baglayici proteinler (IGFBP) ile
tasinir. IGFBP ailesi yiiksek (IGFBP1-6) ve diisiik afiniteye (IGFBP7-10) sahip olanlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar (Kim ve ark, 1997). IGF-1’in major baglayict proteini IGFBP-3’tiir
(Nimptsch ve Giovannucci, 2012). IGFBP’ler sadece IGF’lerin tasiyicisi olarak gorev
almazlar, ayn1 zamanda IGF’lerin yarilanma Omriinii uzatirlar, aktivitelerini ve kullanimlarini
diizenlerler (Benetar ve ark, 2011) ve bdylece onlarin fonksiyonlarini artirabilir veya inhibe
edebilirler. Biitiin IGFBP’lerin IGF/IGF-1R’den bagimsiz olarak hiicre proliferasyonu,
diferensiyasyonu, migrasyonu, anjiyogenezis ve apoptozis gibi biyolojik fonksiyonlarinin
oldugu ileri siiriilmektedir (Hwa ve ark, 1999; Perks ve ark, 1999; Fu ve ark, 2007; Kiepe ve
ark, 2008; Zhu ve ark, 2008). Genelde IGFBP’lere baglanan IGF’lerin IGF reseptorlerine
afinitesi distiktiir. Ancak, belirli durumlarda bazi1 IGFBP’ler (IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3,
IGFBP-5) IGF-1’in reseptoriine afinitesini artirabilmektedir (Kaaks ve Lukanova, 2001;
Nimptsch ve Giovannucci, 2012).

IGF-1 meme bezinin gelismesinde 6nemli rol oynamakta ve ayrica bilylime hormonu ve
ostrojen ile birlikte glandiiler meme gelisimine aracilik etmektedir (Ruan ve Kleinberg, 1999;
Kleinberg ve ark, 2000). Ancak, IGF-1 iiretimi bazi faktorlerin etkilerine bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, uzun siireli enerji ve protein kisitlamalari plazma IGF-
1 konsantrasyonunu azaltmaktadir (Kaaks, 2004). Iyi beslenen toplumlarda genetik faktorler
(Harrela ve ark, 1996) ve yas yine IGF-1 degerini etkiler (Brabant ve Wallaschofski, 2007).
Insiilin ~ direnci, hepatik IGFBP sekresyonunu azaltarak IGF-1’in biyoaktivitesini
artirabilmektedir (Nimptsch ve Giovannucci, 2012).

Deneysel (Wu ve ark, 2003; Majeed ve ark, 2005) ve laboratuar (Myal ve ark, 1984)
calismalar birgok dokuda IGF-1’in kanser hiicrelerinin gelismesini ve biiylimesini
etkileyebildigine isaret etmektedir. Ayrica, IGFBP-3’tin de IGF-1’in biyokullanimini

diizenleyerek kanser riskini etkileyebildigi ve IGF-1’den bagimsiz olarak antiproliferatif ve
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proapoptotik etkilerinin oldugu ileri siiriilmektedir (Baxter, 2001). Ancak, bunlar hiicresel
diizeydeki gozlemlerin popiilasyon diizeyinde gerceklesme durumu hakkinda bir bilgi
verememektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar 1990°larin baslarinda kan 6rneklerinde IGF-1 ve
major baglayici proteini IGFBP-3’tin  degerlerini Olgerek bu soruyu cevaplamaya
calismiglardir. Olgu-kontrol ¢aligmalarinda diagnozdan sonra alinan kan orneklerinde
tiimoriin dolasimdaki IGF-1 konsantrasyonunu etkileyebildigi gézlemlenmistir (Nimptsch ve
Giovannucci, 2012). IGF-1, mitojenik ve antiapoptotik etkiler yoluyla meme
karsinogenezisini dogrudan etkileyebilmektedir. Ayrica, hiperinsiilinemik durumlar IGF-1’in
biyokullanimini artirarak meme kanseri riskini artirabilmektedir (Nimptsch ve Giovannucci,
2012). In vitro (Myal ve ark, 1984; Lee ve ark, 1999) ve in vivo (Wu ve ark, 2003) ¢aligmalar
IGF-1’in meme kanser gelisimini stimiile ettigini ve epidemiyolojik veriler dolasimdaki IGF-
1 konsantrasyonunun normal kontrollere gore meme kanseri hastalarinda yiikseldigini
gostermektedir (Peyrat ve ark, 1988; Bruning ve ark, 1995; Bohlke ve ark, 1998; Hankinson
ve ark, 1998). Bu calismalarin bazilarinda artan IGF-1 ve meme kanseri riski arasinda
premenopozal kadinlarda dogrudan bir iliski goriiliirken, postmenopozal kadinlarda boyle bir
iliski gézlemlenmemistir (Bruning ve ark, 1995; Hankinson ve ark, 1998). Hankinson ve ark
(1998) plazma IGF-1 konsantrasyonunun yiiksek oldugu 50 yas altindaki kadinlarda meme
kanseri riskinin yaklasik 5 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Bruning ve ark (1995)
da, meme Kkanseri olan premenopozal kadinlarda plazma IGF-1 konsantrasyonunun
yiikseldigini, IGFBP-3 degerinin diistigiinii ve sonug olarak IGF-1/IGFBP-3 oraninin arttigini
belirlemislerdir. Ancak, postmenopozal kadinlarda benzer bulgular elde edilememistir.
Sonraki yillarda yapilmigs bazi ¢alismalarda yiiksek IGF-1 konsantrasyonuna sahip
premenopozal kadmlarda da meme kanseri riskinin artis gostermedigi ileri siiriilmektedir
(Rinaldi ve ark, 2006; Schernhammer ve ark, 2006; Baglietto ve ark, 2007). Bu ¢alismalardan
iki tanesi sadece postmenopozal kadinlarda bu iligkiyi tespit etmistir (Rinaldi ve ark, 2006;
Baglietto ve ark, 2007). Sonugta bu zamana kadar yapilan olgu-kontrol ve kohort ¢alismalari
degerlendirildiginde, plazma IGF-1 konsantrasyonu ve meme kanseri riski arasindaki iligski de

halen belirsizligini korumaktadir (Ferguson ve ark, 2012).

2.3.2.1. Insiilin ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1 Ekseni

Insiilin, enerji metabolizmasim diizenlemekte ve ayni zamanda IGF-1’in sentezini
artirarak ve baglayici proteinlerini (IGFBP-1 ve IGFBP-2) azaltarak biyoaktivitesini

artirmaktadir. Insiilin ve IGF-1 kullanilabilir enerji ve temel besin maddelerinin (6rn,
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aminoasitler) fonksiyonu gibi bir takim anabolik siiregleri stimiile etmektedir. Insiilin ve IGF-
1 tarafindan olusturulan bu anabolik sinyaller apoptozisi inhibe ederek ve hiicre
proliferasyonunu uyararak tiimor gelisimini destekleyebilmektedir. Bu etkileri basta meme
bezi, endometriyum, kolorektum ve prostat olmak iizere bircok doku ve organda tespit
edilmistir (Kaaks ve Lukanova, 2001). Insiilin-kanser hipotezi; kronik hiperinsiilineminin
normal kosullarda IGF-1’e baglanarak onu inhibe eden IGFBP-1 ve IGFBP-2
konsantrasyonlarinin azalmasi ile iliskili oldugunu, IGF-1’in kullaniminin arttigin1 ve boylece
timor gelisimine uygun hiicresel degisikliklerin meydana geldigini ileri siirmektedir (Sekil 6)
(Giovannucci, 2003; Renehan ve ark, 2006).

Enerji alimmin kisitlanmasi bir¢ok hayvan modelinde karsinogenezisi inhibe etmistir.
Enerji restriksiyonunun metabolik sonuglarmin bir¢ogu insiilin ve IGF-1 konsantrasyonlarinin
azalmasi ile karakterizedir (Renehan ve ark, 2006). Insiilin ve IGF-1 konsantrasyonlarmnin
azalmasi enerji kisitlamasimnin 6nemli anti-kanserojen etkilerinden birisidir (Sell, 2003).
Fischer 344 sicanlarinda yapilan bir ¢alismada, insiilin enjeksiyonu anormal kript odaklarin
(kolorektal kanserin onciileri) gelismesini saglamis ve intestinal tiimorlerin boyutu ve sayisini
artirmugstir. Insiilin direngliliginin derecesi anormal kript odaklarin sayisi ile orantilidir (Tran
ve ark, 2003). Enerji kisitlamasi ve (n-3) yag asitlerinin alimindaki artig insiilin duyarliligini
ve glikoz toleransini artirmis ve boylece anormal kript odaklarin azalmasini saglamistir
(Koohestani ve ark, 1998). Ancak, yine de yiiksek insiilin degerleri ve kanser arasindaki iliski
her zaman orantili degildir. Ornegin, Zucker siganlarinda N-metil-N-nitrozoiire (NMU) ile
indiiklenmis meme tiimorlerinin sayis1 ve boyutu zayif ve obez bireyler arasinda farklilik
gostermemistir (Renehan ve ark, 2006).

Tiimor gelisiminde dolagimdaki IGF-1 de oldukga 6nemlidir. Sekal tiimérlerde vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ekspresyonu ve damar mikro-dansisitesinin IGF-1’in
serum konsantrasyonlarina bagl oldugu goériilmektedir (Renehan ve ark, 2006). Wu ve ark
(2003) dolasimda IGF-1 konsantrasyonundaki azalmanin kimyasal veya genetik olarak
indiiklenmis meme tiimérlerinin olusumunu geciktirdigini ileri siirmiislerdir. Insiilinin portal
diizeyinin artis1 hepatik biiylime hormonu (GH) reseptorlerinin duyarlilifint ve yogunlugunu
artirtr. Buna bagl olarak biliylime hormonu baglayici protein (GHBP)’in dolasimdaki
konsantrasyonu da artar. GH reseptdrlerinin duyarliligindaki bu degisiklik IGF-1 ve IGFBP-3
tretiminde de birtakim degisikliklere neden olabilmektedir (Renehan ve ark, 2006). Sandhu
ve ark (2002), IGF-1 konsantrasyonunun dogrudan veya dolayli olarak arttigini, ancak
IGFBP-3 de herhangi bir degisiklik olmadigin1 ve IGF-1/IGFBP-3 artiginin tiimorigenezisi

destekledigini ileri stirmiislerdir.
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Insiilin-kanser  hipotezi

timor  gelisiminde  biyoaktif = IGF-1’in

yiiksek

konsantrasyonlarinin merkezi bir rol aldigini &ne siirmektedir. Ancak, bu kompleks

mekanizma ile ilgili de cevaplanmamis ve arastirilmasi gereken sorular bulunmaktadir

(Renehan ve ark, 2006).
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Sekil 6. Insiilin-IGF-1 ekseni. Fazla viicut agirlig1 uzun siireli hiperinsiilinemi ile iliskilidir. Hiperinsiilinemi
IGFBP-1 ve IGFBP-2 iiretimini azaltir ve bdylece IGF’ nin biyoaktif formu olduguna inanilan, serbest IGF-1
konsantrasyonu artar. Bu durum tiimér gelisimi i¢in uygun bir ortam yaratir. Kisaltmalar: IR, instilin reseptorii;
IGF-1R, insiilin-benzeri biiylime faktorii-1 reseptorii. Oklar:«%» dolasimdaki konsantrasyonlarinda bir degisiklik
yok; *dolaslmdaki konsantrasyonlar1 azald; Qolaslmdaki konsantrasyonlari artt1 (Renehan ve ark, 2006).

2.3.3. Adipokinler

2.3.3.1. Leptin

Leptin, yogun olarak adipositlerden sekrete edilen 16 kDa agirliginda bir polipeptiddir,

daha az oranlarda ise iskelet kasi, plasenta ve beyinden salgilanmaktadir. Viicut yag orani

(Hamilton ve ark, 1995; Lonnqvist ve ark, 1995; Considine ve ark, 1996; Dagogo-Jack ve ark,
1996; Schwartz ve ark, 1996), cinsiyet (Considine ve ark, 1996; Dagogo-Jack ve ark, 1996;
Ostlund ve ark, 1996), yas (Ostlund ve ark, 1996), puberte (Mantzoros ve ark, 1997), aclik

(Boden ve ark, 1996), beslenme (Kolaczynski ve ark, 1996a; Romon ve ark, 1999) gibi

fizyolojik faktorler ve egzersiz (Landt ve ark, 1997; Bramlett ve ark, 1999) dolasimdaki

leptinin konsantrasyonunu etkiler. Dolagimdaki leptin konsantrasyonu diurnal bir 6zellik
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gosterir ve aksam saatlerinde pik diizeylere ulasir (Sinha ve ark, 1996). Uzun siireli aglik
durumunda plazma leptin degerleri %70 oraninda azalma gostermektedir (Boden ve ark,
1996, Mantzoros ve ark, 1997). Kalori kisitlamasi1 da leptin konsantrasyonunun diismesine
neden olmaktadir (Ostlund ve ark, 1996). Bazi hormonlar, sitokinler ve fizyopatolojik
durumlar da plazma leptin degerlerini etkilerler (Tablo 1). Ornegin, glikokortikoidler, insiilin
ve TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinler ve akut enfeksiyonlar leptin sekresyonunu artirirken,
adrenerjik stimiilasyon, IGF-1, somatostatin ve biiyiime hormonu sekresyonu azaltir (Hardie
ve ark, 1996; Bing ve ark, 1998; Trayhurn ve ark, 1999).

Leptin bircok fizyolojik siirecte gerekli olan bir hormondur. Hipotalamusta besin alimi
ve enerji tiikketimini diizenler. Ureme, anjiyogenezis, yara iyilesmesi, hematopoiezis, kemik
gelismesi ve immun sistemin aktivasyonu gibi siireclere enerji saglanmasinda gorevlidir
(Halaas ve ark, 1995; Lord ve ark, 1998; Wauters ve ark, 2000; Ducy ve ark, 2000; Ring ve
ark, 2000; Caldefie-Chezet ve ark, 2001; Zarkesh-Esfahani ve ark, 2001; Zhao ve ark, 2003).
Ayrica, glikoz homeokinezisini ve lipid metabolizmasin1 diizenlemektedir (Huang ve ark,
2006; Morioka ve ark, 2007). Dolasimdaki leptin konsantrasyonu total adipoz doku miktariyla
dogru orantilidir; obez bireylerde artis gosterirken, zayif bireylerde azalir (Maffei ve ark,
1995; Considine ve ark, 1996).

Leptin hiicresel fonksiyonlarini transmembran leptin reseptorleri (ObR) araciligiyla
gerceklestirir (Tartaglia ve ark, 1995). ObR’nin birka¢ izoformu tanimlanmistir; uzun formu
(Ob-R1/Rb) aktif intraseliiller sinyal alani icerir ve boylece intraseliller JAK2/STAT,
Ras/ERK-1/2, PI3K/Akt/GSK3 yolaklarin1 aktive edebilmektedir (Bjorbaek ve ark, 1997,
Kloek ve ark, 2002). Kisa formu (Ob-Rs) ise major alanlardan yoksundur ve ¢ogunlukla
MAPK’y1 aktive eder, buna karsin STAT aktivasyonu iizerinde az bir etkisi vardir (Bjorbaek
ve ark, 1997; Yamashita ve ark, 1998). Ancak, ObR’nin kisa formu intraseliiler ve transseliiler

tasimada rol oynamaktadir (Hileman ve ark, 2000).
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Tablo 1. insanda leptin konsantrasyonunu etkileyen hormonlar (Dagogo-Jack, 2015)

Hormon Plazma Leptin Leptin Referanslar
Mrna
Glikokortikoid Artirir Artirir Berneis ve ark, 1996; Larsson ve Ahren, 1996; Considine

ve ark, 1997; Dagago-Jack ve ark, 1997; Kolaczynski ve
ark, 1997; Papaspyrou-Rao ve ark, 1997; Wolthers ve ark,
1998; Askari ve ark, 2000

Insiilin Artirir Artirir Considine ve ark, 1996; Dagogo-Jack ve ark, 1996,
Kolaczynski ve ark, 1996b; Malmstrom ve ark, 1996; Saad
ve ark, 1998

Ostradiol Artirr Veri yok | Elbers ve ark, 1997

Testosteron Azaltir Veri yok | Elbers ve ark, 1997; Jockenhovel ve ark, 1997

Biiyiime Artirir (akut) Veri yok | Fouque ve ark, 1998

Hormonu Azaltir (kronik) Veri yok | Kristom ve ark, 1998

IGF-1 Azaltir Veri yok | Dagogo-Jack ve ark, 1998; Fouque ve ark, 1998

Somatostatin Azaltir Veri yok | Donahoo ve ark, 1997

Leptin, tiimdr hiicreleri icin potansiyel bir bilyiime faktoriidiir. ilk kez Nakao ve ark
(1998) tarafindan insan l6semi hiicrelerinde leptin reseptorlerinin varligi tanimlanmstir.
Bagka bir ¢aligma miyeloid 16semi ve hematopoietik hiicre hatlarinda leptin reseptorlerinin
izoformlarinin eksprese oldugunu, leptin konsantrasyonundaki artisin bu hiicre hatlarinda
hiicre proliferasyonunu artirdigini ve apoptozisi inhibe ettigini gostermistir (Konopleva ve
ark, 1999). Sonraki siiregte leptinin tiimor biiylimesi tizerindeki rolii meme kanserinde de
incelenmistir. Bu ¢aligmalardan elde edilen bulgulara gore sagliklit meme dokusunda leptin
meme bezi gelisimini ve laktasyonu diizenlemektedir (Woodside ve ark, 2000; Bonnet ve ark,
2002; Hu ve ark, 2002). Leptinin bu fonksiyonu normal meme epitel hiicrelerinin
proliferasyonunu artirmak yoluyla gergeklesir. Ancak, Hu ve ark (2002) leptinin meme
kanseri hiicrelerindeki proliferatif etkisinin normal meme epitel hiicrelerinden ¢ok daha fazla
oldugunu ortaya koymuslardir. Leptinin meme kanser hiicreleri {izerindeki etkisi memedeki
uzun reseptorleri araciligi ile gergeklesmektedir (Dieudonne ve ark, 2002; Hu ve ark, 2002;
Choi ve ark, 2005; Jiang ve ark, 2008). Meme kanseri tedavisinde ve ilag direngliligi
durumunda leptin ¢esitli biyolojik sistemlerin aktivasyonu ile antiapoptotik etkiler
gosterebilmektedir. Bir ¢aligmada leptin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde apoptozis protein
ailesinin bir inhibitorii olan survivin ekspresyonunun STAT3 bagiml transkripsiyon yoluyla
indiiklendigi tespit edilmistir (Jiang ve ark, 2008). Ray ve ark (2007), bazi meme kanser
hiicrelerinde leptinin IGF-1/IGF-1R oranimi ve insiilinin regiilasyonunu artirabildigini
gostermislerdir. Ayrica, leptin neoanjiyogenezis ve tiimor metastazinin giiclii bir diizenleyicisi

olan VEGF ekspresyonunu da indiiklemektedir (Gonzolez ve ark, 2006; Ray ve ark, 2007).
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Meme kanser hiicrelerini etkileyen leptinin kaynagi halen tartisma konusudur. Leptin,
hipoksi, insiilin, IGF-1 ve Ostrojen gibi obezite ile iliskili ¢esitli uyaranlara cevap olarak
meme kanser hiicreleri tarafindan tretilebilmektedir (Garofalo ve ark, 2006). Meme kanser
hiicrelerindeki leptin sentezi ve sekresyonu, leptinin meme dokusunda otokrin mekanizmalar
yoluyla neoplastik siirecleri destekleyebildigini gostermektedir (Cascio ve ark, 2008). Meme
bezindeki adipositlerden iiretilen parakrin leptin de kanser gelisiminde rol oynayabilmektedir
(Manabe ve ark, 2003).

Dolasimdaki leptinin meme kanseri riski veya meme kanseri tizerindeki etkisi halen tam
olarak net degildir. Baz1 aragtirmacilar meme kanseri olan kadinlarda plazma veya serum
leptin degerlerinin artis gosterdigini ileri siirmektedirler. Tessitore ve ark (2000) yiiksek
plazma leptin degerlerinin hastaligin evresi ve hormonal durum (progesteron ve Ostradioliin
plazma konsantrasyonlari) ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Goodwin ve ark (2005) da
hastalardaki yiiksek plazma leptin degerleri ile hastaligin evresi ve timoriin derecesi arasinda
goreceli olarak bir iliski oldugunu 6ne siirmiislerdir. Buna karsin bazi arastirmacilar meme
kanseri hastalarindaki serum leptin degerlerinin lenf diiglimii metastazi ve hastaligin veya
timoriin evresi ile bir iligskisinin olmadigim ileri siirmistiir (Ozet ve ark, 2001; Chen ve ark,
2006). Liu ve ark (2007) meme kanseri hastalarinda serum leptin degerinin yiikseldigini,
ancak bu yiikselmenin istatistiksel olarak anlamli olmadigini belirtmislerdir. Baz1 yazarlar da
leptin ve meme kanseri arasinda hicbir iliskinin olmadigin1 veya ters yonde bir iligkinin
oldugunu belirtmektedirler. Klinik calismalarda, saglikli kontroller ile karsilastirildiginda,
meme karsinomali postmenapozal (Petridou ve ark, 2000) ve premenapozal (Mantzoros ve
ark, 1997) kadinlarda leptin degerlerinin 6nemli olmayan bir azalma gosterdigini
saptamiglardir. Benzer sekilde, diger bulgular da hem pre- hem de post-menapozal kadinlarda
meme kanser insidanst ve serum leptin konsantrasyonlari arasinda herhangi bir iligki
olmadigina isaret etmektedir (Coskun ve ark, 2003; Sauter ve ark, 2004; Woo ve ark, 2006).

Sonug olarak; bir¢ok caligma kontrollere gére meme kanseri hastalarinda dolasimdaki
leptin konsantrasyonunun arttigin1 soylese de, tiimor belirtecleri veya prognoz arasindaki
iligki halen net olarak agiklanamamistir. Bu nedenle meme kanseri gelisiminde sistemik
leptinin roliinlin daha iyi anlagilmasi i¢in bu alanda daha spesifik ve kontrollii ¢calismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir (Surmacz ve Koda, 2009).

2.3.3.2. Adiponektin

Adiponektin, 0,5-30 pg/mL plazma konsantrasyonu ile organizmada en fazla bulunan

adipokinlerden biridir. Uzun (fAd) ve globiiler (gAd) formu olmak f{izere iki formu
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bulunmaktadir. Yogun olarak beyaz adipoz dokudan salgilanir. Ayrica, iskelet kas1 (Delaigle
ve ark, 2004), kardiyomiyositler (Pineiro ve ark, 2005), osteoblastlar (Berner ve ark, 2004),
lenfositler (Crawford ve ark, 2010), adrenal bez (Pashke ve ark, 2010), plasenta (Caminos ve
ark, 2005), testis (Caminos ve ark, 2008), ovaryum (Chabrolle ve ark, 2007), hipofiz bezi
(Rodriguez-Pachero ve ark, 2007) ve karacigerde (Ma ve ark, 2009) de iiretilmektedir.
Salgilanan adiponektinin farkli multimerik formlari bulunmaktadir. Globiiler adiponektin
trimer formda bulunurken, uzun adiponektinin diisiik molekiiler agirlikli trimer (LMW), orta
molekiiler agirlikli hekzamer (MMW) ve yiiksek molekiiler agirlikli oligomer (HMW) olmak
tizere ¢ formu bulunmaktadir (Hada ve ark, 2007). Metabolik olarak en aktif formu
HMW’dir. Insiilin direncliligi, diyabet ve obezite durumlarinda HMW’de azalma meydana
geldigi bilinmektedir (Lara-Castro ve ark, 2006; Wang ve ark, 2008).

Adiponektinin pleiotropik etkilerine AdipoR1 ve AdipoR2 olmak iizere iki reseptor
aracilik etmektedir (Lustig ve ark, 2012). AdipoR1, biiyiik oranda iskelet kasinda eksprese
edilirken, AdipoR2 genellikle karacigerde ekprese edilmektedir (Fang ve ark, 2005). AdipoR1
ve AdipoR2 in vivo adiponektinin major reseptorleridir ve insiilin duyarliigi ve glikoz
metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli rolleri bulunmaktadir (Bjursell ve ark, 2007; Liu
ve ark, 2007; Yamauchi ve ark, 2007; Iwabu ve ark, 2010). AdipoR1’in gAd’ye kars1 yiiksek,
ancak fAd’ye kars1 diistik bir afinitesi vardir. Buna karsin, AdipoR2’nin her iki forma da orta
diizeyde bir afinitesi bulunmaktadir (Yamauchi ve ark, 2002; Yamauchi ve ark, 2003).
Adiponektin reseptorii olarak kabul edilen diger bir molekiil ise T-cadherin’dir. T-cadherin
adiponektinin sadece hekzamerik ve HMW oligomerleriyle baglanabilmekte, buna karsin
trimerik (diisiik molekiiler agirlikli adiponektin) ve globiiler formlarina baglanmamaktadir
(Hug ve ark, 2004). T-cadherin yogun olarak iskelet kasindan eksprese edilmektedir
(Ordelheide ve ark, 2011), ancak bu dokudaki fonksiyonu halen anlagilamamastir.

Adiponektin Oncelikle insiilin duyarliligini artirici, antiaterojenik ve anti-inflamatuar
ozeliklere sahiptir. Iskelet kasinda GLUT4 translokasyonunu artirarak glikozun hiicre igine
girmesini destekler (Ceddia ve ark, 2005). Insiilin sinyal iletimini aktive eder ve yag
asitlerinin tasinmasini, oksidasyonunu ve enerji kaybini kolaylastirir (Yamauchi ve ark,
2001). Karacigerde insiilinin etkisini artirarak glikoz {iretimini ve glikoneogenezisi azaltir
(Berg ve ark, 2001; Combs ve ark, 2001). Ayrica, fosfoenolpiriivat karboksikinaz ve glikoz-6-
fosfotaz gibi glikoneojenik enzimlerin aktivitesini azaltir ve yag asidi oksidasyonunu artirir
(Combs ve ark, 2001; Yamauchi ve ark, 2002). Sonucta, adiponektin yag asidi akisini ve
karacigerin igerdigi trigliserit miktarini azaltir (Yamauchi ve ark, 2001). Adiponektin, insiilin

direngliligine katki saglayan adipoz dokudaki TNF-o sekresyonunu da inhibe etmektedir
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(Hotamisligil, 1999). Adiponektinin giiclii anti-inflamatuar 6zellikleri bulunmaktadir.
Adiponektin IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin {iretimini indiikler ve makrofajlar yoluyla
INF-y, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe eder (Wolf ve ark, 2004;
Woulster-Radcliffe ve ark, 2004). Bunlarin disinda, adiponektin arterioskletorik plaklari
stabilize edebilmekte ve TNF-o’nin immun hiicre stimiilasyonu, vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonu ve kopiik hiicre formasyonu tizerindeki etkilerini bloke ederek bu plaklarin
riptiiriinii engelleyebilmektedir (Quchi ve ark, 2001). Adiponektin bir proanjiyojenik faktor
olarak da tanimlanmaktadir. Adiponektinin endotel fonksiyonu iizerindeki koruyucu etkisi
endotelyal nitrik oksit sentaz ekspresyonunu artirarak gergeklesir (Chen ve ark, 2003).

Adiponektinin kanser gelisimine kars1 koruyucu bir rol iistlendigi ileri siirtilmektedir.
Dolasimdaki adiponektin konsantrasyonlar1 ile gastrik, prostat, meme ve endometriyal
kanserlerin insidansi arasinda goreceli bir iliski bulunmaktadir (Mantzoros ve ark, 2004; Bub
ve ark, 2006; Cong ve ark, 2007; Ishikawa ve ark, 2007). Meme kanserinde plazma
adiponektin konsantrasyonu ve tiimoriin histopatolojik evresi arasinda ters bir iligki
bulunmustur (Miyoshi ve ark, 2003). In vitro caligmalarda da adiponektinin insan meme
kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve apoptozisi destekledigi bildirilmistir
(Dieudonne ve ark, 2006; Dos Santos ve ark, 2008). Ayrica, kanser dokularinda adiponektin
reseptorlerinin ekspresyonlarinda da bir takim degisiklikler meydana gelebilmektedir. Birgok
kanser dokusunda AdipoR1/R2 yogun olarak eksprese edilirken (Mistry ve ark, 2006;
Petridou ve ark, 2007; Takahata ve ark, 2007; Dalamaga ve ark, 2009; 2012), T-cadherin
sessiz kalmaktadir (Andreeva ve Kutuzov, 2010). Diisiik adiponektin konsantrasyonlarinda
meydana gelen tiimorigenezis, normal hiicrelerde proliferatif yolaklar1 inhibe eden AMPK-
adiponektin sinyal iletiminin bozulmasiyla iliskilidir (Hebbard ve Ranscht, 2014). AMPK
hiicresel enerjinin temel diizenleyicisidir. Glikoz eksikligi, hipoksi ve oksidatif stres gibi
metabolik kosullarin degistigi durumlarda AMPK aktive olarak proliferatif ve biiylimeyi
destekleyici yolaklari devre dis1 birakir ve ATP iiretimini artirmak icin katabolik yolaklari
uyarir (Steinberg ve Kemp, 2009). AMPK hiicre proliferasyonu ve gelisimini gii¢lii bir
sekilde inhibe ettigi ic¢in “kanserden-koruyucu” olarak tanimlanmaktadir. Adiponektin,
PI3K/Akt/mTOR yolagmin da giiclii bir inhibitoriidiir ve bdylece kanser hiicre gelismesini
baskilayabilir (Sekil 7) (Hebbard ve Ranscht, 2014).

Sonug olarak, adiponektin kanser gelisiminde etkisi olan birgok yolagi dengelemektedir.
Etkilerini dogrudan AMPK sinyal yolag: ile ve dolayli yoldan metabolik homeokinezisi

stirdiirerek gerceklestirir. Boylelikle insiilin ve leptin gibi kanser gelisimine katki saglayan
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hormonlarin veya TNF-a ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin salinimin1 kontrol altinda tutar

(Hebbard ve Ranscht, 2014).

APN Biiyiime Faktorleri
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Sekil 7. Kanser gelisim yolaklarinin adiponektin aracili supresyonu. Normal epitel hiicrelerinde adiponektin T-
cadherin’e baglanir ve neoplazide aktive olan sinyal yolaklarini inhibe etmek i¢in dogrudan veya dolayli olarak
AdipoR1/R2’ye sunulur. Kanser gelisimini baskilamak i¢in AMPK’y1 aktive ederken, PI3K/AKT, mTOR,
MAPK ve JAK/STAT vyolaklarini inhibe eder veya dogrudan GSK3p’y1 etkiler. Ancak, AdipoRI1/R2
ekspresyonu siirerken ve kanser gelisim yolaklari aktive olurken T-cadherin baskilanir. Ayrica, AdipoR1/R2 ile
iliskili seramidaz aktivitesi de kanser hiicre gelisimine katki saglar (Hebbard ve Ranscht, 2014). Tiim6r damar
bolgesinden ekprese edilen T-cadherin ise bir pro-anjiyojenik faktor gibi adiponektin ile birlikte kanser
gelisimini destekler (Hebbard ve ark, 2008; Parker-Duffen ve ark, 2013). Siyah oklar aktive olan yolaklart;
kirmiz ¢izgiler inhibe olan yolaklar1 ifade etmektedir (Hebbard ve Ranscht, 2014).

2.3.3.2.1. Leptin ve Adiponektin Oram

Adiponektin/leptin oranmin artmast veya azalmasinin kanser gelismesinde 6nemli
(Sekil 8) ve kanser diagnozu ile iliskili oldugu tartisilmaktadir. Adiponektin ve leptin
arasindaki iliskiler ve bunun kanser gelismesine etkisi in vitro calismalarda gosterilmistir
(Grossmann ve Cleary, 2012). Ornedin, meme kanseri hiicre hattinda yiiksek
adiponektin/leptin oraninin azalan hiicre proliferasyonu ile iligkili oldugu tespit edilmistir
(Grossmann ve ark, 2008; Nkhata ve ark, 2009b). Benzer etkiler prostat kanseri hiicre hattinda
da gosterilmistir (Mistry ve ark, 2008; Grossmann ve ark, 2009).

Timorigenezisde adiponektin ve leptin arasindaki iliski klinik Oncesi hayvan
modellerinde de ¢aligilmaktadir. Ornegin, yiiksek yagl (%45 yag kalorisi) diyetle beslenen
farelerde, yag oran1 disiik AIN-93C ile beslenen farelere gore serum adiponektin
konsantrasyonu daha disiik, buna karsin leptin konsantrasyonu ve Lewis akciger
karsinomanin metastaz hiz1 daha yiiksektir. Ayrica, yiikksek yagl diyetle beslenen farelerde
adiponektin/leptin orani yaklasik %80 oraninda azalmistir (Yan ve DeMars, 2010).

Adiponektin/leptin oran1 meme tiimorigenezisinde de ¢alisilmaktadir. 6 haftalik CD-1 nude
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disi farelerde goldthioglikoz ile obezite olusturulmus ve 10 haftalik yasa geldiklerinde farelere
T47-D meme kanseri hiicreleri inokiile edilmistir. Obez farelerde serum leptin konsantrasyonu
belirgin olarak artarken, adiponektin konsantrasyonunda bir degisiklik olmamis, boylelikle
adiponektin/leptin orani azalmistir. Ancak, bu modelde meme tiimor gelisimi obeziteden
etkilenmemistir (Nkhata ve ark, 2009a). Buna karsin MMTV-TGFa farelerde aralikli kalori
kisitlamasinin, ad libitum beslenen ve kronik kalori kisitlamasi uygulananlara gére meme
tiimorigenezisini azalttigi tespit edilmistir (Cleary ve ark, 2002; Cleary ve ark, 2007;
Rogozina ve ark, 2009; Dogan ve ark, 2010). Bu girisim, 3 hafta %50 kalori kisitlamas1 ve
izleyen 3 hafta ad libitum besleme seklinde yapilmistir. Adiponektin konsantrasyonu kronik
kalori kisitlamasindan ve aralikli  beslemenin ad libitum beslenme asamasindan
etkilenmezken, leptin konsantrasyonu aralikli beslemenin kisitlama asamasinda belirgin
olarak bir azalma gostermistir. Dolayisiyla, bu siiregte adiponektin/leptin orani da artmistir.
Ayrica, ¢alisma boyunca ad libitum beslenen farelerin 10 haftaliktan 82 haftalik oluncaya
kadarki siirecte adiponektin/leptin oraninin diizenli olarak azaldigi, buna karsin aralikli kalori
kisitlamas1  uygulanan  farelerde bu  durumun sekillenmedigi  gozlemlenmistir.
Adiponektin/leptin orani ve tlimor varligi arasinda her zaman bir iliski saptanamasa da,
aralikli kalori kisitlamasi uygulanan farelerin tiimor insidansinda belirgin ve stirekli
azalmanin adiponektin/leptin oraninin artis1 ile iliskili oldugu ongoriilmiistiir (Dogan ve ark,
2010; Rogozina ve ark, 2011). Genel olarak diisiik adiponektin/leptin degerinin kanser
gelismesini destekledigi kabul edilmektedir. Ancak, yiiksek adiponektin/leptin oraninin
kanserin Onlenmesinde bir etkisinin olup olmadigi halen belirsizligini korumaktadir

(Grossmann ve Cleary, 2012).
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Sekil 8. Yiiksek ve diisiik adiponektin/leptin oranlari. Soldaki sekilde az miktardaki, sagdaki sekilde ise fazla
miktardaki adipoz dokunun etkileri gosterilmektedir. Adiponektin miktart A, leptin miktar1 ise L ile ifade
edilmistir (Grossmann ve Cleary, 2012).

2.3.4. Glikokortikoidler

Glikokortikoid (GC)’ler stres hormonlarinin bir sinifin1 olustururlar, katabolik steroid
hormonlardir ve adrenal korteksde iiretilirler (Shpilberg ve ark, 2015). Ayrica, adipoz
dokudan salgilanirlar ve adipoz dokudan adipokin ekspresyonu ve sekresyonunu
degistirebilmektedirler (Shpilberg ve ark, 2015).

Hipotalamo-hipofizer-adrenal eksen GC’lerin iiretiminin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Hipotalamustan salinan kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH), 6n
hipofiz bezinden adrenokortikotropik hormon (ACTH) un salinimini uyarir. Dolasima gecen
ACTH adrenal korteksden GC sekresyonunu indiikler. GC konsantrasyonu belli bir degere
ulastiktan sonra negatif geribildirim yoluyla CRH ve ACTH salimmi inhibe etmektedir
(Tsigos ve Chrousos, 2002). Normal kosullarda glikokortikoidler giiglii bir sirkadiyen dongii
gosterirler. Ornegin, insanlarda sabahin erken saatlerinde, nokturnal hayvanlarda ise aksamin
erken saatlerinde en yiiksek diizeylere ulasmaktadirlar (Almon ve ark, 2008).

Glikokortikoidlerin enerji metabolizmasinda gorev alan substratlarin liretimi, dagilima,
depolanmasi ve kullanilmasinda 6nemli rolleri bulunmaktadir (Vegiopoulos ve Herzig, 2007).
Ayrica, inflamatuar ve immun slireclerin diizenlemesinde de Onemli fonksiyonlar
gerceklestirirler (Barnes, 1998). GC’ler bu siiregleri baskilar. Bu nedenle anti-inflamatuar
ozelliklerinden dolay1 sentetik GC’ler yangisal hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak

kullanilirlar (Swartz ve Dluhy, 1978; Barnes, 1998). Bunlarin yaninda GC’ler sentral
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adipozite ve siddetli insiilin direngliliginin gelisimi gibi zararli etkilerin sekillenmesine de
katkida bulunmaktadirlar (Ruzzin ve ark, 2005). GC’lerin en 6nemli fonksiyonlarindan birisi
yeterli glikoz bulunmadigi kosullarda sinir hiicrelerinin beslenmesini stirdiirmek i¢in gerekli
plazma glikoz konsantrasyonunu saglamaktir (Vegiopoulos ve Herzig, 2007). Aglik ve stres
durumlarinda plazma GC konsantrasyonu artar. GC’ler karacigerde ve bazen de bobreklerde
glikoneogenezisi artirmak yoluyla glikoz iiretimini artirirlar (Gunn ve ark, 1975; Vegiopoulos
ve Herzig, 2007). iskelet kas1 ve adipoz doku gibi bir¢ok dokuda insiiline bagh glikoz alimini
azaltarak insiilin direngliligine neden olurlar (Owen ve ark, 1973; Oda ve ark, 1995;
Weinstein ve ark, 1995; Coderre ve ark, 1996; Dimitriadis ve ark, 1997). GC’ler iskelet
kasinda protein yikimint stimiile ederler ve bdylece aminoasitlerden saglanan karbon
karacigerde glikoneogenezis icin kullanilir (Hasselgren, 1999). Ayrica, beyaz adipoz dokuda
da lipolizisi uyararak glikoneogenezis i¢in gerekli olan serbest yag asitlerinin agiga ¢ikmasini
saglarlar. GC’ler lipid sentezini de inhibe ederler (Vegiopoulos ve Herzig, 2007).
Glikokortikoidlerin kanser hiicre gelisimi lizerinde de etkileri bulunmaktadir. GC’lerin
meme kanser hiicre gelisimini dogrudan inhibe ettigi in vitro ¢alismalarda gosterilmistir
(Lippman ve ark, 1976). Buna karsin, ilk yapilan ¢alismalarda non-metastatik karsinomalarda
GC reseptorlerinin eksprese olmadigi, metastatik karsinomalarda ise giiclii bir sekilde
eksprese olduklart diigiiniilmiistiir (Lien ve ark, 2006). Ayrica, yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda GC’lerin  dolasimdaki adiponektin, leptin, IL-6, TNF-o ve resitin
konsantrasyonlari iizerinde dogrudan bir etkisinin oldugu tespit edilmistir (Shpilberg ve ark,
2015). Bu hormonlar adipoz dokudan IL-6, TNF-a ve adiponektin iiretimini azaltirken (Fried
ve ark, 1998; Fasshauner ve ark, 2002), leptin ve resitin tiretimini artirirlar (Shojima ve ark,
2002; Vicennati ve ark, 2002). Dolasimdaki adipokin profilindeki bu degisikliklerin meme
kanserinin gelismesi, devamlilig1 ve metastazi iizerinde uyarici bir etkisi olabilir (Shpilberg ve
ark, 2015). Ayrica, Pang ve ark (2006) glikokortikoidlerin kemoterapinin etkisini azalttigini
ileri stirmiislerdir. Sonug¢ olarak, bugiin glikokortikoidlerin kanser gelisimi tizerindeki etkisi

ve bu etkiyi hangi mekanizmalar yoluyla gergeklestirdigi de ¢ok net degildir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvanlar ve Meme Kanseri Indiiksiyonu

Calisma Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi ile
yapildi. Calismada Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden saglanan annelerden dogan, siitten kesim donemine gelmis, 30-65 g
canli agirhginda 34 disi Sprague Dawley (Rattus norvegicus) yavru sigan kullanildi.

Hayvanlar yetistirme doneminde, indiiksiyonla baslayan timor gelismesi siirecinde,
adaptasyon periyodunda ve izleyen deneysel siirecte 22 °C + 2 °C sicaklik, %50-70 nem ve
12/12 saat aydinlik/karanlik kosullarinda barindirildi. Caligma siiresince hayvanlara su ve
yem, kisitlama gruplari i¢in deneysel siire¢ disinda, ad libitum verildi.

Toplam 29 disi yavru sigana 21 giinliik olduklarinda intraperitoneal yolla 50 mg/kg N-
nitroso-N-metiliire (NMU) (Thompson ve ark, 1995) uygulandi (Tablo 2). NMU, 14 mg/ml
olacak sekilde %0,9’luk NaCl igerisinde hazirland1 ve pH<4 olacak sekilde %3 liik asetik asit
ilave edildi (Thompson ve Sporn, 2002). Hazirlama siirecinde once biitiin malzemelerin oda
sicakligina gelmesine dikkat edildi ve boylece karsinojen maddenin NaCl igerisinde daha
kolay ¢6ziindiigli gdzlemlendi. NMU, giinliik olarak hazirlandi ve hazirlandiktan sonra en geg
2 saat igerisinde uyguland1 (Thompson ve Sporn, 2002). Kalan 5 sigcan yavrusuna pH<4
olacak sekilde %3’liik asetik asit ilave edilmis %0,9’luk NaCl esdeger hacimde ve ayni yolla
uyguland.

Uygulamadan 1 hafta sonra her sican haftada bir kez tiimér gelismesi ve viicut
agirliklart agisindan incelendi. Saptanilabilir boyuta ulastiginda palpe edilebilen tiimdrlerin
boyutlart milimetre duyarli dijital kumpas ile her hafta Ol¢iildii ve biyiklikleri ve
lokalizasyonlar1 kaydedildi.

3.2. Deney Dizaym

Tiimor indiiksiyonu yapilan 29 sicandan 24’iinde timor gelisti. Tiimorler yaklasik 10-
12 mm ¢apa ulastiginda, deney kosullarina adaptasyon saglamalari igin timdr gelisen ve
fizyolojik serum uygulanan hayvanlar bireysel metabolik kafeslere yerlestirildi ve 10 giinliik
adaptasyon doneminden sonra si¢anlar timor biiyiikligii agisindan esitlenmis ve her grupta 8

sigan olacak sekilde ii¢ gruba ayrildi. Boylece deneyde 1) Saglikli kontroller (K), 2) Kanser
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kontroller (KK), 3) Alternatif giin beslenenler (ADF) ve 4) Kalori kisitlamas1 uygulananlar
(%50-CR) olmak iizere toplam 4 grup kullanildi. Gruplar ve prosediirler Tablo 2’de

Ozetlendi.

Tablo 2. Calisma dizayn ve prosediirler™”

Timor Adaptasyon Gruplara
Hazirhk indiiksiyon capl p . Y P Diyeter Girisim Siireci (Hafta)
(10 giin) Ayirma
10-12 mm
21. Giin >80 giin 290 giin >90. giin 112 3]4|5 8| 9| 10 11 12
K 5 Ad libitum besleme
QQ
o & { 54 £ $24 .-
4 ;—E FTS @ R s KK 8 Ad libitum besleme
E E: E NMU S T
% e g a4 a4 ADF 8 Bir giin ag, bir giin ad libitum besleme
NMU —y —Y
) i 5 9026-
NMU [ e —o, Ad litum agore | Yt SEEREI TR0
e Z e Z 9%50- ) -
o0-CRLEFrs:50 kfills deneyleri 6. hafta sonunda
besleme
sonlandirildi.

YYetistirme, indiiksiyonla baslayan timér gelisim siireci, adaptasyon dénemi ve deney
sliresince verilen yem %23 ham protein, %8 ham kiil, %7 ham seliiloz ve %3 ham yag
icermektedir (BilYem Gida, Ankara).

?Alternatif giin beslemenin %30 kalori kisitlamasina karsihik geldigi bildirilmektedir
(Saleh ve ark, 2013).

3Kalori kisitlanan gruptaki hayvanlara ~10 g yem/giin verildi (Hubert ve ark, 2000;
Molon-Noblot ve ark, 2005).

*Tiim prosediirler (yem ve su verilmesi, tiimor kontrolleri, timdr biiyiikliiklerinin
6l¢iilmesi, canli agirliklarin belirlenmesi) 08.22712.% saatleri arasinda gerceklestirildi.

*Palpe edilebilen tiimérlerin boyutlari en ve boy olacak sekilde haftada bir kez
milimetre duyarli dijital kumpas ile ol¢iildii ve kaydedildi. Timd6r hacimleri (mms) Carlson
formiilii [Y4(en’xboy)] ile hesaplandi (Yankuzo ve ark, 2014).

Deney siiresince si¢anlarin canli agirliklart ve yem tiiketimleri ile gelisen tiimdrlerin
hacimleri, deneyin sonlandirilma agamasinda ise ¢ikartilan tiimorlerin agirliklar ve sayilar ile
aliman kanlardan hazirlanan serum Orneklerinde insiilin, IGF-1, adiponektin, leptin ve
adiponektin/leptin  oran1  hesaplanarak

kortikosteron  konsantrasyonlart saptandi  ve

degerlendirildi.
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3.3. Kanlarin Alinmasi, Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Nekropsi

Calismada, 12 haftalik deney siirecini tamamlayan si¢anlar bir gece oncesinden saat
18.%%°da a¢ birakilarak ertesi giin 08.2°dan itibaren tartildiktan sonra eter anestezisine alindi.
Anestezi altinda, her bir sigandan kalpten punksiyon yoluyla yaklasik 4-5 ml kan alindi. Kan
alma isleminden sonra, yogun anestezi altinda si¢anlara servikal dislokasyon yoluya Gtenazi
uygulandi. Ayni giinde birden fazla 6tenazi uygulanmasi gerektiginde, anestezi ve Otenazi
1,5-2 saat araliklarla gergeklestirildi.

Antikoagiilansiz tiiplere alinan kanlar oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 3000
x g 15 dakika santrifiij edildi ve serumlart ayrildi. Serum 6rnekleri ELISA testleri yapilincaya
kadar -80°C°de saklandh.

Kan alinmasi ve servikal dislokasyonu takiben siganlarin derisi yiiziildii ve palpe
edilebilen ve/veya edilemeyen, saptanabilen tim meme tiimorleri eksize edildi. Cikartilan
tiimorlerin lokalizasyonlar1 kaydedildi, agirliklari ve boyutlar1 (Resim 1) 6lgildii. Tiimorler

histopatolojik olarak degerlendirilmek tizere %10’luk formalin igerisine alindi.

Resim 1. Deney sonunda tiimér en ve boy ¢aplarinin 6lglilmesi.

3.4. Kimyasallar ve Serumda Sitokin ve Hormon Konsantrasyonlarinin Saptanmasi

Karsinojen: N-nitroso-N-metilire (NMU) Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)
firmasindan saglandi ve kullamimia kadar -20°C’de saklandi.

Deney sonunda hayvanlardan alinan kanlardan hazirlanan serum 6rneklerinde insiilin,
IGF-1, leptin, adiponektin ve kortikosteron konsantrasyonlar1 ELISA yontemi ile 6lgiildii. Rat
adiponektin (Katalog No: EZRADP-62K), leptin (Katalog No: EZRL-83K), insiilin (Katalog
No: EZRMI-13K) i¢in enzim iliskili immiin testi kitleri (ELISA) Millipore (Billerica, MA,
USA), rat insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1) (Katalog No: 201-11-0710) i¢in SunRed
Biotechnology (Shangai) ve rat kortikosteron (Katalog No: ADI-900-097) igin ise Enzo Life
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Science’dan saglandi ve kullimlincaya kadar 4°C’de saklandilar. Hormonlarm serum
konsantrasyon analizleri iiretici firma Onerileri dogrultusunda ilgili ELISA kitlerinde
belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Ozetle, substrat soliisyonunun ilave edilmesiyle
kuyucuklarda mavi renk olustu ve stop soliisyonunun eklenmesiyle asidifikasyonu takiben bu
mavi renk sar1 renge doniistii. Stop sollisyonu eklendikten sonra izleyen 5 dakika igerisinde
insiilin, leptin ve adiponektin i¢in 450 ve 590 nm, IGF-1 i¢in 450 nm, kortikosteron i¢in 405
nm absorbans degerlerinde okuma yapildi ve her bir hormona iliskin bir standart grafigi

olusturularak konsantrasyonlar hesaplandi (Sekil 9A-E).
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Sekil 9. Insiilin (A), IGF-1 (B), leptin (C), adiponektin (D) ve kortikosteron (E) igin olusturulan standart
grafikler.
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3.5. Deneyden Cikartma/Deneyi Sonlandirma Kriterleri

Deney siirecinde biitiin sicanlar fizyolojik distres (6rn; yem veya su tiiketiminin
olmamasi, anormal solunum, tekrarlayan anormal davraniglar vb) bulgular1 yoniinden
gozlemlendi ve bu gozlemler tiimor ¢apir Olglimleri, tiimor hacimleri ve haftalik canli agirlik
degisimleriyle birlikte degerlendirildi. Viicut agirliginin %26-38’nin kaybedildigi ve/veya tek
bir palpe edilebilir subkutan tiimoriin varliginda, timor ¢apinin 4 cm’yi gegtigi veya birden
fazla subkutan timér varliginda timér hacimleri toplammim 32 ecm®ii gectigi durumlarda

sicanlarin deneyi sonlandirildi.

3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Eksize edilen tiimorlere 3-4 mm kalinliginda birbirine paralel seri kesitler yapildi ve
kesitler 24-48 saat siireyle %4 lilk tamponlanmig formaldehid soliisyonunda (Sigma-Aldrich)
immersiyon yontemiyle tespit edildi. Bu siire sonunda doku takip kasetlerine yerlestirilen
dokular 6-8 saat siireyle akan ¢esme suyunda yikandi ve Tablo 3’de verilen soliisyonlarda
otomatik doku takip cihazinda (Leica TP1020) takip edilerek parafine gomiildii.

Tablo 3. Tiimor doku kesitlerinin takip edilmek tizere alindiklar1 soliisyonlar ve bu soliisyonlarda bekletildikleri
stireler

Soliisyon Takip Siiresi

%70 Alkol 1 saat
%80 Alkol 1 saat
%90 Alkol 1 saat
%96 Alkol 1 saat
Absolut Alkol 1 saat

Ksilen 20 dakika

Ksilen 20 dakika
Parafin (erime sicaklig1 46-48°C) 1 saat
Parafin (erime sicakligi 56-58°C) 1 saat

Parafine gomiilen dokulardan lamlara (Thermo Scientific) 5 um kalinliginda kesitler
alindi. Timorlerden histopatolojik inceleme amaciyla alinan Kkesitler hematoksilen-eozin ile

boyand: (Carson ve Hladik, 2009). Hazirlanan preparatlar 1sik mikroskobunda (Olympus
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BX51) incelendi ve mikroskobik dijital fotograflar (Olympus C-5050) cekilerek bilgisayar

ortamina aktarildi. Tiimorlerin siniflandirilmas: ad modum Russo ve Russo (2000) yapildi.

3.7. istatistiksel Analizler

Verilerin toplanmasi ve degerlendirilmesi SPSS for Windows® Versiyon 22 yazilimi
kullanilarak yapildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Tamimlayic1 analizler normal dagilan ve normal dagilmayan degiskenler ic¢in
ortalama ve standart sapma kullanilarak verildi. Diyeter girisimlerin canli agirhik ve timor
hacmine etkisi Zaman Icinde Tekrarli Olgiimler icin Varyans Analizi ile degerlendirildi.
Sferisite varsayiminin saglanmadigi durumlarda Greenhouse-Geisser diizeltmesi kullanildi.
Timor sayist, timor agirliklar1 ve bunlarin ortalama degerleri, tiimor agirliginin son canl
agirliga orani, toplam yem tiikketimi ve plazma hormon konsantrasyonlart normal dagilim
gostermediginden bu degiskenler igin Kruskal-Wallis testi kullanildi. Timorlerin benign,
malign ve non-invaziv ve invaziv ozelliklerine gore sikliklari ve oranlari diyeter girisimler
bazinda carpraz tablolar kullanilarak verildi ve bu degiskenlerin sikliklarinin analizi igin Ki-

kare testi kullanild.
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4. BULGULAR

Ik palpe edilebilen tiimdrler karsinojen enjeksiyonundan sonra 60. giinde tespit edildi
ve timor gelisimi 20. haftaya kadar devam etti. Tiimor indiiklenen toplam 29 sigandan
24’iinde meme timori gelisti. Timor insidanst %82,7 olarak bulundu ve karsinojen
uygulamasindan sonraki 8-10. haftalarda maksimum diizeydeydi.

Toplam 39 tiimorden %48,7’si (19/39) sag meme hattinda, %51,3"t (20/39) sol meme
hattinda sekillendi. Bolgesel olarak degerlendirildiginde; tiimorlerin %66,6’s1  (26/39)

abdominal-inguinal ve %33,4’1 (13/39) servikal-torakal meme bezlerinde sekillendi.

4.1. Yem Tiiketimi

Ik 6 haftalik deney siireci sonunda hesaplanan toplam yem tiiketimi ortalamalar1 %50
kalori kisitlama grubunda 246+60 g, ADF grubunda 560+49 g, KK grubunda 832+105 g ve K
grubunda 969+24 ¢ diizeylerindeydi.

Deneysel siireci tamamlayan ii¢ grubun 12 haftada tiikettikleri toplam yem miktar
incelendiginde, kontrol grubunda bulunan hayvanlarin kanser kontrol ve alternatif giin
besleme gruplarina gore biraz daha fazla yem tiikettikleri gozlemlendi. Bu gruplarda ortalama
yem tiiketimi kontrol grubunda 1940+49 g, kanser kontrol grubunda 1665+210 g ve alternatif
giin besleme uygulanan grupta 1122+99 g kadardi. Ancak, sadece saglikli kontrol [K] ve ADF
gruplarinin ortalama yem tiiketim miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak Onemliydi

(P<0,001).

4.2. Canh Agirhk

Gruplandirma tiimor biiytikliigl 6l¢li alinarak yapildig: i¢in hayvanlarin baglangic canli
agirliklar1 benzer degildi. Bu nedenle, kontrol grubunun beslenme girisimleri 6ncesi ortalama
canli agirlhigr diger gruplarin canli agirlik ortalamalarindan daha yiiksekti (P<0,01).

Hayvanlarin canli agirliklar1 12 haftalik deney siirecinde 6nemli degisiklikler gosterdi
(Tablo 4, Sekil 10). Hayvanlarda %50 kalori kisitlamasi hizli bir kilo kaybi ile sonuglandi. Bu
gruptaki hayvanlar 6 hafta iginde canli agirliklarinin ortalama %26-38’ini kaybetti ve etik

kurallar ¢gergevesinde bu grup i¢in deney 6. hafta sonunda sonlandirild.
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Kontrol ve kanser kontrol grubundaki hayvanlarin canli agirliklarinda yavas, ancak
diizenli bir artig goriildi. 12 haftalik siiregte kontrol grubunun ortalama canli agirhigr 318
g’dan 365 g’a ve kanser kontrollerin ortalama canli agirligi 277 g’dan 316 g’a yiikseldi. Bu
iki grupta ortalama agirlik artiglar1 sirasiyla %14,8 ve %14 oldu. Buna karsin, ADF grubunda
12 haftalik deney siirecinde canli agirlikta ortalama 32 g (%12,16) bir azalma goriildii.

Kalori kisitlamasi uygulanan gruptan sadece ilk 6 haftanin verileri toplanabildigi i¢in
istatistiksel degerlendirmede canli agirliklar 6nce 4 grubun ilk 6 haftadaki degisimleri ve
sonra 3 grubun 12 hafta siirecindeki degisimleri a¢isindan ayr1 ayr1 incelendi.

Zaman i¢inde tekrarlayan Olglimler i¢in varyans analizi ilk 6 haftada zamanin canl
agirliklar iizerine etkisinin 6nemli oldugunu, ayrica zaman ile girisimler arasinda onemli
etkilesimler bulundugunu gosterdi (P=0,000). Subjeler ici test de zamanin etkisini ve zaman
ile girisimler arasindaki etkilesimi onayladi (sirasiyla; P=0,004 ve P=0,000) Subjeler arasi
testde (eslestirmeli karsilastirmalar) girisimlerin etkisi 6nemliydi. Post hocs kontrol grubu ile
kanser kontrol, ADF ve %50-CR gruplar1 ortalama canli agirliklar1 arasindaki farklarin
onemli oldugunu gosterdi (sirasiyla; P=0,008, P=0,000 ve P=0,000). Ayrica, kanser kontrol
grubu ile ADF ve %50-CR gruplari canli agirliklart ortalama degerleri arasindaki farklar da
istatistiksel olarak onaylandi (sirasiyla; P=0,002 ve P=0,001). Buna karsin ADF ve %50-CR
gruplarinin ortalama canli agirlik degerleri arasinda 6nemli bir fark saptanmadi (P>0,05).
Zaman icin eslestirmeli karsilagtirmalar canli agirli§in zamanla 6nemli degisimler gosterdigini
ortaya koydu (Ek-1).

Coklu karsilagtirmalar ilk 6 haftada kontrol grubu ile KK, ADF ve %50-CR gruplari
(swrasiyla; P=0,037, P=0,000 ve P=0,000) ve KK ile ADF ve %50-CR gruplar1 (sirasiyla;
P=0,012 ve P=0,003) i¢in ortalama canli agirlik degerleri arasindaki farklar1 onayladi.

Kontrol, kanser kontrol ve alternatif giin besleme gruplarini igeren {i¢ grup i¢in 12
haftalik deney siirecindeki ortalama canli agirlik degisimleri incelendiginde zamanin etkisi
onemliydi (P=0,009), ancak zaman ile girisimler arasindaki etkilesim istatistiksel olarak
onaylanmadi (P=0,069, F=4,774). Subjeler arasi testde girisimlerin etkisi (P=0,000), subjeler
i¢i testde de zamanin etkisi ve zaman ile girisimler arasindaki etkilesim onemliydi (P=0,000).
Eslestirmeli karsilastirmalar kontrol grubu ile kanser kontrol ve ADF gruplari (sirasiyla;
P=0,003 ve P=0,000) ve KK grubu ile ADF grubunun canh agirlik ortalama degerleri
arasindaki farklarin anlamli oldugunu goésterdi (P=0,001). Zaman igin eslestirmeli
karsilagtirmalar da genel olarak ortalama canli agirlik degisimlerinin deney siirecinde 6nemli

degisiklikler gosterdigini ortaya koydu (Ek-1).
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Coklu karsilagtirmalar 12 haftada kontrol grubu ile KK ve ADF gruplar (sirasiyla;
P=0,007 ve P=0,000) ve KK ile ADF grubu (P=0,003) ortalama canli agirlik degerleri

arasindaki farklar1 onayladi.

Tablo 4. Canli agirliklar (g)

Kontrol Kanser Kontrol Alternatif Giin %50 Kalori
Oleiim Zamant Besleme Kisitlamasi
XTs, XTs, RTs, RTs,
CAO 318,0046,95 277,2549,62 263,00+8,01 281,25+7,03
CA1l 319,60+6,75 283,25+9,67 245,00£8,62 249,50+6,05
CA?2 323,00+8,68 285,50+11,16 233,25+7,21 223,63+6,11
CA3 337,40+£10,90 288,25+10,65 242 .38+7,46 208,29+7,44
CA4 337,40+£10,33 293,25+10,21 245,38+9,82 196,40+9,88
CA5 342,20+10,09 295,29+14,02 245,38+7,47 190,50+14,08
CA®b6 347,80+10,03 305,86+14,15 241,63+7,00 185,67+18,47
CA7 349,20+9,33 291,29+15,13 234,29+£8,05 214,007
CA38 351,60+11,75 308,71+13,17 237,14+9,18 -
CA9 355,40+10,98 309,14+12,59 247,57+8,66 -
CA 10 357,20£10,96 313,00+12,29 248,29+8,59 -
CA1l1 361,20+£10,40 310,00+14,09 238,33+7,60 -
CA 12 365,20+10,13 316,00+16,30 231,67+8,00 -

* Bu 6l¢iim zamaninda grupta 1 hayvan kalmistir.
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Sekil 10. Canli agirlik degisimleri (g).

4.3. Tiimor Hacmi

Kanser kontrol, ADF ve %50-CR’yi i¢eren ii¢ grup i¢in ilk 6 haftay1 ve kanser kontrol
ve ADF‘yi igeren iki grup i¢in 12 haftay1 degerlendiren zaman icinde tekrarlayan dlglimler
i¢cin varyans analizi zamanin timdr hacimleri iizerine etkisinin 6nemli olmadigini ve zaman
ile girigimler arasinda bu ag¢idan bir etkilesim de bulunmadigini gosterdi (P>0,05). Subjeler ici
test de zamanin etkisini ve zaman ile girisimler arasindaki etkilesimleri onaylamadi (P>0,05).
Benzer sekilde, subjeler arasi testde girisimlerin etkisi Onemli degildi. Sonug¢ olarak,
eslestirmeli karsilastirmalarda da grup ortalama degerleri arasinda 6nemli bir fark saptanmadi
(P>0,05). Ancak, zaman i¢in eslestirmeli karsilastirmalar timor hacmi ortalama degerlerinin

gruplarda iki 6l¢iim zamani arasinda zamanla farkliliklar gosterdigini ortaya koydu (EK-2).
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Timorlerin toplam hacmi grup ortalamalar1 Tablo 5 ve Sekil 11 ve 12°de ve 6. ve 12.

haftadaki ortalama tiimor hacimleri (toplam tiimor hacmi/tiimor sayisi/sigan) Tablo 6 ve 7°de

ve Sekil 12 ve 13°de gosterilmistir. Timorlerin 6. haftadaki toplam hacmi %50-CR grubunda

ADF ve KK gruplarina gore daha disiiktii, ancak sadece %50-CR ve KK gruplari arasindaki

fark anlamliydi (P=0,009). Ilk 6 hafta sonunda 3 grup arasinda ortalama timér hacmi

agisindan bir farklilik tespit edilmedi (P>0,05). 12 hafta sonunda hesaplanan tiimor kitlesi

hacimlerinin istatistik analizi, kanser kontrol ve ADF gruplar1 arasinda degerlendirildiginde,

kanser kontrol grubuna gore alternatif giin beslenen grubun ortalama tiimor hacminin bir

azalma gosterdigi, ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkin olmadig:

gortildii (Tablo 7).
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Tablo 5. Tiimér hacimleri (mm?)

Olciim Zamam

Kanser Kontrol

Alternatif Giin Besleme

%50 Kalori Kisitlamasi

XTs, XTs, XFs,
THO 1877,66+578,01 1924,26+514,85 2944,70+1394,64
TH1 2466,33+612,60 2749,50+1061,85 4406,94+2000,71
TH?2 4415,51+1266,92 3760,38+1522,14 3395,80+1732,90
TH3 6119,15+2631,58 3745,47+1612,49 2854,84+2332,96
THA4 8226,80+3672,83 5314,48+2653,34 5924,33+5619,23
THS 4444,37+836,18 4585,81+3090,26 2483,80+2401,05
THG6 6339,35+1886,06 5500,83+3464,91 2156,33+2032,32
TH7 7761,55+2776,40 2669,04+1991,46 3516,80*
THS8 9752,67+4247,98 1727,63+1167,16 -

THO9 9640,12+3546,42 2397,41+1984,11 -

TH 10 11717,74+4462,50 2386,60+1849,79 -

TH 11 11530,86+4680,63 3620,88+2520,43 -

TH 12 15014,61+6932,12 4044,46+3068,94 -

* Bu 6l¢iim zamaninda grupta 1 hayvan kalmustir.
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Tablo 6. ilk 6 hafta sonundaki tiimér hacmine iliskin degiskenler (mm?)

o 0 .
Kanser Kontrol Alternatif Giin %50 Kalori
. Besleme Kisitlamasi
Degiskenler
L L L Onemlilik
XTs, XTs, XTs,
T“‘“:';(:Trflf"am 9675,31+3657,50° | 4138,73+2677,99® | 1263,46+727,03° P<0,05
Ort. Tiimor Hacmi 4254,83+1250,41 4060,90+2695,48 1263,46+727,03 OD
OD; 6nemli degil.
Tablo 7. 12 hafta sonundaki tiimér hacmine iliskin degiskenler (mm?)
Kanser Kontrol Alternatif Giin Besleme
Degiskenler
4 4 Onemlilik
XFs, XTs,
Tiimoér Toplam Hacmi 19784,47+£5313,19 7931,81+4287,61 oD
Ort. Timor Hacmi 8856,48+3283,97 7529,55+4381,00 oD

OD; 6nemli degil.

4.4. Tiimor Sayilar ve Tiimor Agirhiklan

Deneyin ilk 6 haftasindaki birden ¢ok palpe edilebilir tiimor goriilme sikligi grup
ortalamalar1 kanser kontrol grubunda 2,25+0,41, ADF grubunda 1,12+0,12 ve %50-CR
grubunda 1,00+0,00 olarak belirlendi (Sekil 14). Kanser kontrol grubunda tiimér goériilme
siklig1 ortalama degerleri ADF ve %50-CR gruplarinin ortalama degerlerinden belirgin olarak
daha yiiksekti (sirasiyla; P=0,015, P=0,004). Buna karsin, ADF ve %50-CR gruplari arasinda
bu agidan 6nemli bir fark yoktu.

Benzer sekilde, 12 haftalik deney sonunda da palpe edilebilen ve edilemeyen birden ¢ok
timor goriilme sikligr kanser kontrol grubunda (2,50+0,42) ADF grubuna (1,424+0,29) gore
daha yiiksekti (P<0,05) (Sekil 14).
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Ik 6 hafta sonunda %50-CR grubunda toplam tiimér agirlig: grup ortalamasi 0,55+0,23
ve ortalama timor agirhigr (toplam timor agirligi/timor sayisi/sigan) 0,39+0,13 olarak
belirlendi.

Deneysel siireci tamamlayan iki grup igin 12 haftalik siire¢ degerlendirildiginde, toplam
timdr agirliklart grup ortalamasi ve ortalama tiimor agirligi i¢in KK (sirasiyla; 13,78+3,89 g
ve 6,31£2,55 g) ve ADF (sirasiyla; 4,87+2,65 g ve 4,65+2,71 @) gruplarn arasinda énemli bir
fark goriilmedi (Sekil 15).

Goreceli timor agirligi (timor agirliginin son canli agirliga orant) %50-CR grubunda
ilk 6 hafta icin 0,002+0,001 olarak hesaplandi. KK ve ADF gruplar i¢in 12 haftalik deney
stireci sonunda goreceli timor agirligr ortalama degerleri sirasiyla 0,045+0,013 g ve
0,022+0,012 g diizeylerindeydi (Sekil 16). Istatistik degerlendirmede bu agidan gruplar
arasinda bir fark olmadig: goriildii.

NMU’nun meme dokusu disinda baska organ veya dokular1 da etkiledigi goriildii.
Nekropside; kanser kontrol grubundan 5 sicanda, alternatif giin besleme grubundan ise 1
sicanda sol ve/veya sag bobrekte kistik olusumlara rastlandi (Resim 2). Ayrica alternatif giin

besleme grubundan 1 siganda sol kulagin hemen arkasinda trikoepitelyum gelistigi saptandi.

Resim 2. Bobrekte sekillenen kistik olugum.
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Sekil 14. i1k 6 hafta (sol) ve 12 hafta (sag) sonundaki timor sayilari.
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Sekil 16. 12 hafta sonunda goreceli timor agirliklar: (toplam tiimor agirligi/canlt agirlik).

4.5. Plazma Hormon Konsantrasyonlar:

[lIk 6 hafta sonunda deneyden c¢ikartilan %350-CR grubunun ortalama leptin
konsantrasyonunun kontrol, kanser kontrol ve ADF gruplarina gore, adiponektin degerlerinin
ise kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu saptandi. Ancak, kan orneklerinin alinmasi
acisindan 6 haftalik bir zaman farkinin oldugu goéz Oniine alindiginda, bu karsilagtirma
zamanin olast etkisinden armndirilmig degildir ve bu nedenle gorecelidir. Buna karsin 12
haftalik deney siirecinin sonunda kontrol, kanser kontrol ve ADF gruplart i¢in hazirlanan
serum Orneklerindeki adiponektin konsantrasyonu ortalama degerleri kontrol ve alternatif giin
besleme grubunda kanser kontrol grubuna gore daha yiiksekti (P<0,01). Ayrica, alternatif giin
besleme grubunun adiponektin/leptin orani ortalama degeri diger iki grubunkine goére daha
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yiiksekti. Ancak, sadece kanser kontrol grubu ile ADF grubu arasindaki fark anlamli bulundu
(P<0,05). Insiilin, IGF-1 ve kortikosteron konsantrasyonlar1 agisindan gruplar arasinda énemli

bir fark goriilmedi (Tablo 8).

46



Tablo 8. Serum insiilin, IGF-1, kortikosteron, leptin ve adiponektin konsantrasyonlari

Kontrol Kanser Alternatif %050 Kalori Onemlilik
Kontrol Giin Besleme Kisitlamasi
XTs, XTs, XTs, XTs,
insiilin (ng/ml) 0,44+0,00 0,47+0,01 0,53+ 0,05 0,43+0,01 OD
+ .
IGF-1 (ng/ml) 178,313,17 166,25+9,50 194,56+12,25 156,34+16,64 OD
Kortikosteron 1,65£0,01 1,530,04 1,6340,03 1,64+0.,03 OD
(pg/ml)
Leptin (ng/ml) 9,89+0,28" 9,12+0,29° 9,07+0,25" 8,15+0,03° P<0,001
Adiponektin (ng/ml) | 118,20+3,67° 79,23+6,00° 119,52411,39% | 77,36+15,53% P<0,01
Ad'po?ﬁg}r':()"ept' N 11,99:0,55% 8,76+0,76% 13,07:£0,96% 9,431 87% P<0,05

OD; 6nemli degil.

4.6. Histopatoloji

Siganlarda gelisen meme tiimorlerinin klasifikasyonu ad modum Russo ve Russo (2000)
yapildi ve histopatolojik ozellikleri Tablo 9’da 6zetlendi. Buna gore, toplam 39 meme
timdriintiin %51,2’si (20/39) malign ve %48,8’1 (19/39) benign ve ayrica %35,8’1 (14/39)
invaziv ve %64,2’si (25/39) non-invaziv 6zelliklerdeydi. Ttimorlerin 151 (%38,4) invaziv
duktal karsinom (Resim 3), 5’i (%12,8) adenokarsinom (Resim 4), 1’i (%2,5) in situ duktal
karsinom, 8’1 (%20,5) intraduktal papillom (Resim 5), 7’si (%17,9) tubiiler adenom (Resim
6), 2’si (%3,1) papillar kistadenom ve 1 tanesi (%2,5) de fibroadenom olarak tanimlandi.

Indiiksiyon sonucu gelisen tiiméorler ve gruplara gére dagilimi Tablo 10 ve Tablo 11 ile
Sekil 17°de 6zetlendi. Cikartilan toplam 39 tiimériin 20’si kanser kontrol, 9’u alternatif giin
besleme ve 10 tanesi de %50 kalori kisitlama grubundaki hayvanlarda gelisti. Kanser kontrol
grubundaki 20 tiimériin 3’1 (%15) benign ve 17’si (%85) malign, ayrica 9’u (%45) invaziv ve
11’1 (%55) non-invaziv ozelliklere sahipti. Buna karsin, ADF grubundaki 9 tiimoriin 5’1
(%55,5) benign ve non-invaziv, 4’i (%44,5) malign ve invaziv 6zellikteydi.

Siire¢ agisindan diger gruplarla bir karsilastirma yapilamasa da, deneyin ilk 6 haftasinin
sonunda deneyden ¢ikartilan %50-CR grubunda gelismis olan 10 tiimoriin tiimiiniin benign ve

non-invaziv 6zellikte olmasi 6nemli bir bulguydu.
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Tablo 9. NMU ile indiiklenen meme tiimorlerinin histopatolojik 6zellikleri ve gruplara goére

dagilim1
ry=r 5 .
Tiimor Tipi Kanser Kontrol Alternatif Giin 7650 Kalori TOPLAM
Besleme Kisitlamasi
Invaziv duktal karsinom 11 4 - 15
Adenokarsinom 5 - - 5
In situ duktal karsinom 1 - - 1
Intraduktal papillom 2 3 3 8
Tubiilar adenom - 1 6 7
Papillar kistadenom 1 - 1 2
Fibroadenom - 1 - 1
TOPLAM 20 9 10 39
Tablo 10. Benign ve malign tiimorlerin gruplara gore dagilimlari
.y o )
Kanser Kontrol Alternatif Giin %50 Kalori TOPLAM
Besleme Kisitlamasi
Benian 3 5 10 19
g (%15) (%55,5) (%100) (%48,7)
Malian 17 4 0 20
g (%85) (%44,4) (%0) (%51,2)
20 9 10 39
TOPLAM (%100) (%100) (%100) (%100)
Tablo 11. Non-invaziv ve invaziv tiimérlerin gruplara gére dagilimlari
o o )
Kanser Kontrol Alternatif Giin %50 Kalori TOPLAM
Besleme Kisitlamasi
Non-invaziv 9 S 10 25
(%45) (%55,5) (%100) (%64,1)
i . 11 4 0 14
nvaziy (%55) (%44.,4) (%0) (%35,8)
20 9 10 39
TOPLAM (%100) (%100) (%100) (%100)
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Sekil 17. Benign ve malign ve invaziv ve non-inavaziv tiimorlerin gruplara gore dagilimu.

Resim 3. Invaziv duktal karsinom. (A), Birbirinden belirgin stroma ile ayrilan, timor hiicrelerinin olusturdugu
solid yapilarda farkli biiyiiklikklerde ikincil limenler goriilmektedir (HEx20). (B), Pleomorfik karakterdeki
neoplastik hiicrelerin invazyonu goriilmektedir (HEx40).
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Resim 4. Adenokarsinom. Pleomorfik timor hiicrelerinden olusan ve ¢ok sayida mitotik figiiriin bulundugu
diizensiz ve farkli biiyiikliiklerdeki alveoller goriilmektedir (HEx40).

=N

N e

Resim 5. Intraduktal papillom. Genislemis duktus liimenlerinde tek sirali kiibik epitel hiicrelerinin sekonder
limenler olusturdugu papiller uzantilar goriilmektedir (HEx10).

Resim 6. Adenom. Birbirinden ¢ok ince bir stroma ile ayrilan, tek sirali yassi epitel hiicreleriyle ortiilii
alveollerin proliferasyonu goriilmektedir (HEx20).
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5. TARTISMA

Tiumor hiicrelerinde gelisen direng nedeniyle giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
radyoterapi ve kemoterapi ile basar1 ¢ogunlukla imkansiz gibidir. Ayrica, kanser i¢in oldugu
gibi, sorgulanan etkinlikleri yaninda iyi bilinen asir1 yan etkileriyle bu giincel tedavi
yontemleri etkilenen bireylerde ve yakinlarinda olusturduklari anksiyete, stres ve diger
sonuglariyla birlikte 6nemli bir saglik sorunu ve toplumsal bir sorundur. Kalori veya diyet
kisitlamalar1 kemoterapi ve radyoterapinin ¢esitli yan etkilerine kars1 koruyucu veya onleyici
Ozelliklere sahiptir ve ayrica timor gelismesini Onledigi konusunda bulgular giderek
artmaktadir. Gergekte kalori kisitlamasi kanser gelismesi agisindan bu zamana kadar
tanimlanan en gii¢lii fizyolojik inhibitérdiir (Zhu ve ark, 2007). Kalori kisitlamalar1 kanser
riskini ¢esitli biyolojik ve metabolik yollarla etkiler: hiicre proliferasyonu ve DNA sentezini
azaltir, apoptozisi artirir ve DNA onarimina katki saglar; tiim bu olaylar preneoplastik
lezyonlarin sayisini siirlandirmaktadir. Kanser etiyolojisinde endokrin sistem de énemli rol
oynamaktadir, ancak kalori kisitlamasinin endokrinolojik degisiklikler {izerinden kanser
riskini nasil etkiledigi belirsizligini korumaya devam etmektedir (Sinclair, 2005).

Bu caligmada farkli kalori kisitlama yontemlerinin meme kanseri lizerine etkilerini ve
olas1 etki mekanizmalarini incelemek amaciyla 21 gilinliik disi Sprague Dawley si¢anlarda
NMU indiiksiyonu ile meme kanseri modeli olusturuldu. Tiimdr insidanst %82,7 olarak
bulundu.

Yapilan c¢aligmalarda NMU ile tiimor indiiksiyonu sonucunda hayvanlarda timor
gelisme olasilign %45 ile %100 arasinda degismektedir. Indiiklenmis tiimér insidansin1 Vegh
ve de Salamanca (2007) %45, Yuri ve ark (2004) %55, Gullino ve ark (1975) %73, Liska ve
ark (2000) %76, Saminathan ve ark (2014) %82,8, Thompson ve Meeker (1983) %90 ve
Thompson ve Adlakha (1991) %100 olarak rapor etmislerdir. Genel olarak Sprague Dawley
siganlarin kimyasal madde indiiksiyonu ile olusturulan meme karsinogenezisine karsi olduk¢a
duyarli olduklart ileri siiriilmekte ve bu soyda karsinojenik cevap iyi karakterize edilmektedir
(Thompson ve Sporn, 2002). Ancak, tiimdr indiiksiyonuna duyarlilik ve direnclilik agisindan
ayn1 rkin soylar1 arasinda da farkliliklar bulundugu bilinmektedir. Ornegin, Cop ve WKy
soylar1 hem spontan sekillenen hem de indiiksiyon ile sekillenen meme tiimorlerine karsi
oldukea direnclidirler (Shepel ve Gould, 1999).

Bu ¢alismada elde edilen tiimdr insidansi, Saminathan ve ark (2014)’nin yapmis oldugu

calismada elde edilen tiimor insidansina benzer bulunurken, Thompson ve Meeker (1983) ve
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Thompson ve Adlakha (1991)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarda elde edilen timor
insidanslarina gore diisiik, Liska ve ark (2000), Gullino ve ark (1975), Yuri ve ark (2004) ve
Vegh ve de Salamanca (2007) tarafindan belirtilen tiimor insidanslarina gore yiiksek bulundu.

Ik palpe edilebilen tiimér karsinojen enjeksiyonundan sonra 60. giinde saptandi. Bu
Ashrafi ve ark (2012)’nin disi Wistar albino siganlarda yapmis olduklari ¢alismada elde
ettikleri bulgularla uyumludur.

Bu ¢alismada kullanilan hayvanlarda sag ve sol meme hattinda esit sayida timor gelisti.
Thompson ve Meeker (1983), Thompson ve Adlakha (1991) ve Saminathan ve ark (2014)’nin
yapmis olduklar1 caligmalarda da benzer bulgular rapor edilmistir.

Goriilen tim meme tiimorlerinin %66,6’s1 (26/39) abdominal-inguinal, %33,4’1 (13/39)
servikal-torakal meme bezlerinde gelisti. Abdominal-inguinal meme bezlerinde servikal-
torakal meme bezlerine gore 2 kat daha fazla tiimor sekillendi. Bu bulgu, Thompson ve
Adlakha (1991)’nin bulgulan ile benzerlik gostermektedir, ancak Thompson ve Meeker
(1983) ve Saminathan ve ark (2014)’nin elde ettikleri oranlara gére daha diistiktiir.

Tiimor oranlarinda goézlemlenen bu farkliliklarin disi Sprague Dawley siganlara
NMU’nun verilis yolu, kullanilan hayvanlarin soyu ve indiiksiyon zamanindaki yas1 gibi

cesitli faktorlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

5.1. Yem Tiiketimi

Kanser yem tiiketimini etkileyebilmektedir. Kanser gelisiminde tiimor hiicrelerinden
salman IL-1 ve TNF gibi bir takim pro-inflamatuar sitokinler hipotalamusu etkileyerek yem
tilketimini baskilayabilir. Pro-inflamatuar sitokinlerin yaninda ghrelin ve paratiroid hormon
ile iligkili protein gibi bazi faktorler de kanserin yem tiiketimi iizerindeki etkisine aracilik
etmektedir (Mendes ve ark, 2015). Ornegin, ghrelin hormonunun subkutan enjeksiyonu
rodentlerde (De Boer ve ark, 2007; Lage ve ark, 2008; Fujitsuka ve ark, 2011) ve kanser
hastalarinda (Neary ve ark, 2004) yiyecek tiiketimini arttrmigtir. Cleary ve ark (2007) 10
haftaik MMTV-TGFa farelere 80 haftalik oluncaya kadar ad libitum besleme, aralikli
besleme (3 hafta %50-CR, 3 hafta ad libitum) ve kronik kalori kisitlamast uygulamislardr.
Kronik kalori kisitlamasi ve aralikli besleme uygulanan gruplarin ortalama yem tiiketimleri
kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur. De Lorenzo ve ark (2011) 8 haftalik disi
BALB/c farelere 5 hafta boyunca ad libitum besleme ve %40 kalori kisitlamasi uygulamislar

ve 6. haftada tiimor inokiilasyonu ile meme kanseri modeli olusturmuslardir. Inokiilasyondan
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4 hafta sonra ¢alisma sonlandirtlmistir. Kisitlama uygulanan grubun toplam yem tiiketimi ad
libitum beslenenlere gore daha diisiik bulunmustur.

Bu calismada kiimiilatif yem tiiketimi degerlendirildi. Ilk 6 haftalik deney siireci
sonunda %50 kalori kisitlama grubu 246+60 g, ADF grubu 560+49 g, KK grubu 832+105 g
ve K grubu 969+24 g yem tiiketti. 12 haftalik deneysel siiregte de kontrol grubunda (1939+49
g) bulunan hayvanlarin kanser kontrol (16644210 g) ve alternatif giin besleme (11214+99g)
gruplarina gore biraz daha fazla yem tilikettikleri gdzlemlendi. Ancak, ortalama yem tiiketimi
i¢cin sadece kontrol ve ADF gruplar1 arasindaki fark anlamli bulundu (P<0,001).

Calismalarda goriilen bu farkliligin kanser modeli olusturma yontemi (inokiilasyon,
indiiksiyon), diyeter girisimlere baslama ve uygulama siirelerinin farkli olmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

5.2. Canh Agirhk

Diyet, kanser olusumu ve gelisimi agisindan son derece 6nemlidir. Bu nedenle standart
kanser tedavisinin diyetsel degisikliklerle desteklenmesi de giderek yayginlagsmaktadir (Saleh
ve ark. 2013). Bir¢ok hayvan modelinde kalori kisitlamasinin kanser insidansini ve gelisimini
azalttig1 gosterilmistir (Beauchene ve ark, 1986; Colman ve ark, 2009). Ancak, asir1 kalori
kisitlamasinin da kas ve kilo kaybi gibi yan etkileri olabilmektedir (Weiss ve ark, 2007; Miller
ve Wolfe, 2008). Ayrica, hayvan ¢alismalarinda kalori kisitlamasiyla ilgili gozlemlenen
olumlu sonuglar ¢esitli nedenlere bagli olarak insan denemelerinde goriilmeyebilir. Bu yiizden
bazi arastirmacilar alternatif giin beslemenin (aralikli besleme) kalori kisitlamasina benzer
yararli etkiler sergileyebilecegini ve hastalarda boyle bir diyet girisiminin ¢ok daha uygun
olabilecegini ileri siirmektedirler (Bonorden ve ark, 2009; Buschemeyer ve ark, 2010). Bu
calismaya benzer sekilde; 4 aylik erkek Sprague Dawley sicanlara 6 ay boyunca uygulanan
alternatif giin besleme sonucu hayvanlarin canli agirliklar: ad libitum beslenen siganlara gore
belirgin olarak azalmistir (Wan ve ark, 2003). Hubert ve ark (2000)’nin 35 giinliikk 360 disi
Sprague Dawley siganda %55 ve Molon-Noblot ve ark (2005)’nin 35 giinliik 240 disi Sprague
Dawley sicanda %350 kalori kisitlamasin1 106 hafta boyunca uyguladiklari ¢alismalarda da,
kisitlama uygulanan siganlarin canli agirliklar1 ad libitum beslenenlere gore daha disiik
bulunmustur. Ancak, belirtilen ¢alismalardaki %50 ve %55 kisitlama uygulanan gruplarda, bu
calismada %50 kisitlama uygulanan hayvanlarda goriilen sekilde hizli bir kilo kaybi
gerceklesmemistir. Varady ve ark (2007)’'nin 8 haftalik erkek C57BL/6J farelerde farkl
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oranlarda uyguladiklar1 modifiye edilmis alternatif giin besleme yontemlerinde, ADF-%100
uygulanan farelerin canli agirliklart ADF-%25 ve ADF-%50 uygulananlara gore daha diisiik
bulunmustur. Rogozina ve ark (2013)’nin 10 haftalik yasta MMTV-TGFa farelere 79
(kisitlama i¢in) veya 82 haftalik (yeniden besleme i¢in) oluncaya kadar uyguladiklar1 ad
libitum besleme, aralikli besleme (3 hafta %50-CR, 3 hafta ad libitum) ve kronik kalori
kisitlamasi (%25-CR) sonucunda, ¢alisma boyunca ad libitum beslenenlerin canli agirliklar
aralikli besleme ve kalori kisitlama gruplarina gore yiiksek bulunmustur. Bir bagka ¢alismada
da 14 haftalik 80 disi fareye tiimor inokiilasyonu ile olusturulan meme kanseri modelinde,
inokiilasyondan sonra 50 giin farelere sirasiyla %30 kisitlama, alternatif giin ve ad libitum
besleme uygulanmis, deney siirecinde ADF grubunda canli agirlik kaybi sekillenmezken
%30-CR grubunda ad libitum beslenenlere gore %12 agirlik kaybr gézlemlenmistir (Saleh ve
ark, 2013). Buna karsin, Ashrafi ve ark (2012)’nin disi Wistar albino si¢anlara 50, 65 ve 80
giinliik yaslarda ip 50 mg/kg NMU uygulayarak olusturduklart meme karsinoma modelinde,
timor biyikligi 1,5 cm®e ulastiktan 4 hafta sonra sicanlari sakrifiye etmisler ve bu siirecte
kontrol ve kanser kontrol grubu canli agirlik dl¢limleri arasinda bir fark tespit edememislerdir.
Benzer sekilde, Bishayee ve Mandal (2014)’1n disi Sprague Dawley siganlar1 57 giinliik yasta
50 mg/kg peros DMBA ile olusturduklari meme karsinoma modelinde de 16 haftalik deney
stirecinde kontrol grubu ortalama canli agirliklart kanser kontrol grubuna gore daha yiiksek
olmasina ragmen, gruplar arasinda 6nemli bir fark saptanmamistir. Benzer sekilde Thomas ve
ark (2010), 7-8 haftalik erkek SCID farelere timér inokiilasyonu ile olusturduklari prostat
kanseri modelinde 35 giin farelere ad libitum ve aralikli besleme (haftada 2 giin a¢, 5 giin ad
libitum) uygulamislar ve galisma siirecinde iki grup arasinda canli agirlik yoniinden bir fark
tespit edememislerdir.

Bu calismada beslenme girisimleri dncesinde kontrol gurubunun ortalama canli agirlig
diger gruplarin canli agirlik ortalamalarindan daha yiiksekti (P<0,01). Gruplandirma timor
indiiksiyonundan haftalarca sonra, tiimorler gelisip ongoriilen belirli bir boyuta ulasti§inda
yapildigindan, boyle bir farklilik kaginilmaz olmustur. Ancak, indiiksiyonun hayvanlar 21
giinliik yastayken rastgele secimle yapildigi g6z oniinde bulunduruludugunda, bu bulgu
kanserojen etkilesiminin hayvanlarda bir gelisme problemine neden olduguna da isaret
etmektedir.

Hayvanlarin canli agirliklar1 12 haftalik deney siirecinde 6nemli degisiklikler gosterdi.
Kontrol ve kanser kontrol grubundaki hayvanlarin ortalama canli agirliklarinda yavas, ancak
diizenli bir artig goriildii. Alternatif glin besleme grubunda 12 haftalik deney siirecinde

ortalama 32 g (%12,16) bir azalma goriliirken, %50 kalori kisitlamasi1 hizli bir kilo kaybi ile
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sonuglandi. Bu gruptaki hayvanlar 6 hafta icinde canli agirliklarinin ortalama %26-38’ini
kaybetti ve grup icin deney sonlandirildi. Kalori kisitlamasi uygulanan gruptan sadece ilk 6
haftanin verileri toplanabildigi i¢in, degerlendirmede canli agirliklar 6nce 4 grubun ilk 6
haftadaki degisimleri ve sonra 3 grubun 12 hafta siirecindeki degisimleri agisindan ayr1 ayri
incelendi. Ilk 6 haftada zamanin canli agirliklar {izerine etkisinin énemli oldugu, ayrica bu
acidan zaman ile girisimler arasinda Onemli etkilesimler bulundugu saptandi. Kontrol
grubunun ortalama canli agirligr (34710 g), kanser kontrol (30514 g), ADF (241+7 g) ve
%50-CR (185+18 Q) gruplarina gore belirgin olarak daha yiiksekti. Ayrica, kanser kontrol
grubunun ortalama canli agirhgt da ADF ve %50-CR gruplarmin canli agirhik
ortalamalarindan daha yiiksek bulundu. Buna karsin, ADF ve %50-CR gruplarinin canli
agirlik ortalama degerleri arasinda 6nemli bir fark yoktu. Ug grup icin 12 haftalik deney
slirecindeki ortalama canli agirlik degisimleri incelendiginde de; kontrol grubunun ortalama
canlt agirliginin (365410 g) kanser kontrol (316+16 g) ve ADF (231+£8 g) gruplarina gore ve
kanser kontrol grubunun ortalama agirliginin da ADF grubuna gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir.

Degisik calismalarda gozlemlenen bu farkliliklar kullanilan hayvanlarin tiirii ve soyu,
timor indiikleyicileri ve diyeter girisimlerin uygulanmaya basladigi zaman ve uygulanma

stiresi gibi faktorlerin bir sonucu olabilir.

5.3. Tiimor Hacmi

Ik kez 1914 yilinda Rous kalori kisitlamasinin farelere transplante edilen tiimorlerin
gelismesini yavaslattigini, boylece hayvan modellerinde tiimor gelismesinin kalori alinmasina
bagimliligim1  gostermistir (Rous, 1914). Daha sonra Tannenbaum (1940), yetersiz
beslenmenin farkli fare soylarinda spontan veya indiikklenmis tiimorlerin gelismesini inhibe
ettigini tespit etmistir. Ayrica Tannenbaum (1946) kalori kisitlamasmin kanser riskini
azaltmada tiimorigenezisin baslangic evresinden ziyade gelisim evresinde daha etkili
oldugunu ve ad libitum beslemeyi takiben uygulanan kalori kisitlamasinin tiimor gelismesinin
baslangi¢ evresinde etkisiz oldugunu gostermistir. Thomas ve ark (2010), 7-8 haftalik erkek
SCID farelere 1x10° LAPC-4 prostat kanser hiicrelerini inokiile etmisler, timor hacimleri 200
mm® e ulastiktan sonra farelere ad libitum ve haftada 2 giin ac¢, 5 giin ad libitum olacak
sekilde aralikli besleme uygulamislar ve timdr hacimleri 1000 mm®’e ulastiktan sonra fareleri

sakrifiye etmiglerdir. Bizim bulgularimizla uyumlu olarak, iki grup arasinda tiimor hacmi
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acisindan bir fark tespit edilmemistir. Buna karsin, Zhu ve ark (1997), 21 giinliik Sprague
Dawley siganlarda 50 mg/kg ip NMU ile olusturduklari meme karsinogenezis modelinde,
indiiksiyondan 8 giin sonra %10, %20 ve %40 oranlarinda kalori kisitlamas1 uygulamaya
baslamislar ve kalori kisitlamasinin 35 giinliikk deney siirecinde timdr hacmini kisitlamanin
derecesine bagli olarak azalttigini saptamislardir. Rocha ve ark (2002), 10 haftalik erkek
Wistar albino siganlara 200 mg/kg ip dietilnitrozamin indiiksiyonu ile olusturulan karaciger
karsinogenezisinde, indiiksiyondan 4 hafta sonra hayvanlara 48 hafta siireyle haftada 48 saat
ac olacak sekilde aralikli besleme uygulamislardir. Calisma sonunda preneoplastik lezyonlarin
gelismesinin inhibe oldugu ve ayrica karacigerdeki nodiillerin sayilarinin ve biyiikliiklerinin
azaldig1 tespit edilmistir. Varady ve ark (2008) 7 haftalik disi C57BL/6J farelere 4 hafta
boyunca %25-CR, ADF-%75, ADF-%85, ADF-%100 ve ad libitum besleme uygulamislar ve
kontrollere gére meme epitel hiicre proliferasyonunun ADF-%100 grubunda %62, %25-CR
grubunda %70 oraninda azaldigini rapor etmislerdir. Saleh ve ark (2013) da 14 haftalik 80 disi
fareye tiimor inokiilasyonu ile olusturulan meme kanseri modeli ¢alismasinda, tiimor hacmi
yaklagik 60 mm®e ulastiktan sonra farelere sirastyla %30 kisitlama, alternatif giin ve ad

Se ulastiktan sonra

libitum besleme uygulamiglar ve tiimoér hacmi yaklagik 2000 mm
hayvanlar sakrifiye edilmigtir. ADF grubuna gore %30 kisitlama uygulanan grupta timor
gelisiminde daha fazla oranda bir gerileme olmustur. Harvey ve ark (2013) 6 haftalik disi
C57BL/6 farelere 22 hafta boyunca ad libitum besleme ve %30 Kkalori kisitlamasi
uygulamislar, 22. haftada tiimor hiicre inokiilasyonu ile kolon kanseri olusturmuslar ve diyeter
uygulamalarin tlimorigenezis tizerindeki etkisini inokiilasyondan sonra 24 giin boyunca
degerlendirmislerdir. Bu silire¢ sonunda deney sonu ortalama tiimoér haciminin %30 kalori
kisitlama grubunda ad libitum beslenen gruba gore daha diisiikk oldugunu tespit etmislerdir.
Phoenix ve ark (2010) da 6-8 haftalik disi BALB/c farelerde tiimor inokiilasyonu sonucu
olusturduklart meme kanseri modelinde deney sonu ortalama tlimor hacminin %40 kisitlama
uygulanan grupta ad libitum beslenenlere gore daha diisiik oldugunu saptamislardir.

Bu ¢alismada ti¢ grup (KK, ADF ve %50-CR) i¢in ilk 6 hafta ve iki grup (KK ve ADF)
icin 12 hafta degerlendirildiginde, zaman icin eslestirmeli karsilastirmalar timér hacmi
ortalama degerlerinin gruplarda zamanla farkliliklar gosterdigini ortaya koysa da (EK-2),
coklu karsilastirmalarda gruplar arasinda 6nemli bir farklilik goriilmedi. Kisaca, 12 haftaya
kadar devam eden deneysel siire¢ ve diyeter girisimler tiimor hacmi tizerine 6nemli bir etkide
bulunmadi (P>0,05).

Yapilan ¢aligmalarin bir¢ogunda diyeter girisimler timor indiiksiyonundan 6nce, timor

indiiksiyonu ile es zamanl veya indiiksiyonu izleyen kisa bir zaman diliminde baglatilmistir.
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Bu calismada tiimor indiiksiyonundan haftalar sonra, timor boyutu 10-12 mm c¢aplara
ulastiktan sonra diyeter girisimler uygulandi. Kanser kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
deneyin ilk 6 haftalik siirecinde %350 kalori kisitlamasinin tiimér hacminde 6nemli bir
azalmaya neden oldugu (P<0,05), buna karsin alternatif giin besleme uygulamasinin timor
hacmi iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 goriildii. Benzer sekilde, alternatif giin besleme
12 haftalik siiregte de tliimor hacmi {lizerine 6nemli bir etki olusturmadi. Rocha ve ark (2002),
Varady ve ark (2008) ve Saleh ve ark (2013) tarafindan gergeklestirilen calismalarla
karsilastirildiginda, alternatif giin beslemenin timdr hacmi {izerine Onemli bir etkisinin
gozlemlenmemesi, diyeter girisimlerin tiimor gelisiminin oldukga ge¢ evresinde uygulanmaya
baslamis olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsin, bu ¢alismada %50
kalori kisitlamasinin 6 hafta gibi kisa bir siirede tliimoér hacmi iizerine sinirlayict bir etkide
bulundugunun saptanmasi 6nemli bir bulgudur ve ileri evre timorlere diyeter girisimde
radikal yaklagimlarin basari sansinin olduguna isaret etmektedir.

Zhu ve ark (1997), 21 giinliik Sprague Dawley sicanlara 50 mg/kg NMU indiiksiyonu
sonucu olusturduklar1 meme kanseri modelinde, karsinojen indiiksiyonundan 4 giin sonra
%10, %20 ve %40 kalori kisitlamas1 uygulamislar ve 5 hafta sonra hayvanlar sakrifiye
etmiglerdir. Ad libitum beslenenlerde birim hayvan basina ortalama tiimor hacminin (son
timor hacmi/timor sayisi/sican) en yiiksek oldugunu, kisitlamanin derecesine bagli olarak
hayvanlarin ortalama tiimor hacimlerinin giderek azaldigini tespit etmislerdir.

Bu calismada da hayvan basina ortalama tiimor hacmi degerlendirilmistir. Hayvan
basina ortalama tiimor hacmi agisindan 6 ve 12 hafta sonunda gruplar arasinda 6nemli bir
farkliik saptanmamistir (P>0,05). Calismada, Zhu ve ark (1997)‘dan farkli sonug elde
edilmesinin sebebi diyeter uygulamalarin tiimor indiiksiyonundan en erken 8-10 hafta sonra

baslamis olmasi olabilir.

5.4. Tiimor Sayilar: ve Tiimor Agirhklar:

Kalori kisitlamasi, spontan, indiikklenmis veya transplante edilmis gesitli tiimorlerin
insidansin1 ~ kisitlamanin  derecesine bagli olarak degisen derecelerde azaltmaktadir
(Kritchevsky ve ark, 1984; Klurfeld ve ark, 1987; Kritchevsky, 1997). Thompson ve ark
(2004), Zhu ve ark (2005) ve Jiang ve ark (2008) tarafindan bu ¢alismaya benzer sekilde 21
giinlik Sprague Dawley sicanlara 50 mg/kg NMU indiiksiyonu sonucu olusturulan meme

kanseri modellerinde, karsinojen indiiksiyonundan sirasiyla 9, 4 ve 5 giin sonra diyeter
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girisimler uygulanmaya baslanmis ve karsinojen uygulamasindan 78, 49 ve 52 giine kadar
devam etmistir. Bu siireclerde %40 kalori kisitlama grubundaki siganlarda birden ¢ok tiimor
goriilme sikliginin ad libitum beslenen kontrollere gére daha diisiik oldugu saptanmustir.

Bu ¢alismada, deneyin ilk 6 haftasinda kanser kontrol, alternatif giin besleme ve %50
kalori kisitlama gruplar sekillenen “palpe edilebilir meme tiimorleri” ve 12 haftalik deney
stireci sonunda kanser kontrol ve alternatif giin besleme gruplart “palpe edilebilir ve
edilemeyen meme tiimorleri” agisindan karsilastirildi. Kanser kontrol grubunda (2,25+0,41)
birden ¢ok tiimor goriilme sikligt ADF (1,12+0,12) ve %50-CR (1,00+£0,00) gruplarina gore
belirgin olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla; P=0,015, P=0,004). Buna karsin, ADF ve
%50-CR gruplar arasinda 6nemli bir fark yoktu. Ancak, 12 haftalik deney sonunda da palpe
edilebilen ve/veya edilemeyen meme tiimorleri sayist kontrol grubundaki sicanlarda
(2,50+0,42), ADF (1,42+0,29) grubundaki sicanlara goére daha yiiksekti (P<0,05). Bu
caligmada da timor gelisiminin ileri safhasinda uygulanmaya baglanilan diyeter girisimlerin
yeni timor olusumunu engelledigi goriildii.

Cleary ve ark (2007), 10 haftahlk MMTV-TGFa farelerine 60 hafta siireyle
uyguladiklart ad libitum besleme, aralikli besleme ve kronik kalori kisitlamasi ¢aligmasinda
timor agirliklarmin ad libitum beslenenlerde en yiiksek, kisitlama uygulananlarda ise en
diisiik degerlere sahip oldugunu saptamislardir. De Lorenzo ve ark (2011) 8 haftalik BALB/c
farelerine 5 hafta boyunca ad libitum ve %40 kalori kisitlamasi uygulamislar, deneyin 6.
haftasinda tiimor inokiilasyonu ile meme kanseri olusturmuslar ve inokiilasyondan 4 hafta
sonra deneyi sonlandirmiglardir. Arastirmacilar, deney sonunda ¢ikartilan tiimor agirliklarinin
%40 kisitlama grubunda ad libitum beslenenlere gore daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir.
Nogueira ve ark (2012) ovarektomize 6-8 haftalik C57BL/6 farelerde 8 hafta boyunca diyet
indiiksiyonu ile obezite olusturduktan sonra 10 hafta boyunca ad libitum besleme ve %30
kalori kisitlamast uygulamiglar, hayvanlar 12 haftalik olduklarinda tiimér inokiilasyonu ile
meme kanseri olusturmuglar ve 18. haftada deneyi sonlandirmiglardir. Bu siire¢ sonunda
timor agirliklart kalori kisitlamasi uygulanan gruplarda ad libitum beslenenlere gore daha
diisiik bulunmustur. Buna karsin, Rogozina ve ark (2013) MMTV-TGFa farelere 10 haftalik
olduklarinda uygulamaya basladiklar1 ad libitum besleme, aralikli besleme ve kronik kalori
kisitlamasi ¢aligmasinda, spontan gelisen tiimorlerin agirliklarinin kisitlama uygulanan grupta
ad libitum beslenenlerinkine gore belirgin olarak daha yiiksek oldugunu saptamiglardir.

Bu calismada deneyin sonlandirilma asamasinda yapilan nekropside ¢ikartilan
tiimorlerin agirliklar: belirlendi. Ik 6 hafta sonunda %50-CR grubundaki sicanlarin toplam

timor agirliklart ortalamasi 0,5+0,2 g’di. 12 haftalik siire¢ degerlendirildiginde, kanser
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kontrol (1343 g) grubuna gore alternatif giin beslenen (4+2 g) grupta toplam tiimor agirliklar
ortalamasinin bir azalma gosterdigi, ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
farkin olmadig1 goriildi.

De Lorenzo ve ark (2011) 8 haftalik BALB/c farelerine 5 hafta boyunca ad libitum ve
%40 kalori kisitlamasi uygulamiglar, 6. haftada tiimor inokiilasyonu ile meme kanseri
olusturmuslar ve tiimdr inokiilasyonundan 4 hafta sonra deneyi sonlandirmislardir.
Aragtirmacilar, timor agirh@inin canl agirliga oraninin %40 kisitlama grubunda ad libitum
beslenenlere gore daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir.

ilk 6 hafta sonunda her bir sican igin ortalama timér agirhigi (timér agirhgy/timor
sayisi/sigan) %50-CR grubundaki si¢anlarda 0,3+0,1 ve 12 haftalik deney siirecinin sonunda
kanser kontrol grubunda 6+2 ve alternatif giin beslenen grupta 4+2 g’di. Tiimor agirliklarinin
son canli agirliklara oram1 olarak hesaplanan goreceli tiimor agirligi ortalamast %50-CR
grubunda ilk 6 hafta i¢in 0,002+0,001 olarak hesaplandi. 12 haftalik deney siireci sonunda
kanser kontrol grubu ve alternatif giin besleme grubu i¢in hesaplanan degerler sirasiyla
0,04+0,01 ve 0,02+0,01 diizeylerindeydi. Bu iki degiskenin ortalama degerleri kanser kontrol
grubunda alternatif giin beslenen grubunkinden daha yiiksek olsa da, iki grup arasindaki fark
anlamli degildi. Bu calismada De Lorenzo ve ark (2011)’dan farkli olarak 12 haftalik
deneysel siire¢ sonunda tiimor agirliginin canl agirliga orani agisindan ADF ve KK gruplari
arasinda anlamli bir fark gortilmedi.

Bu caligmada; ad libitum beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda, timor
indiiksiyonundan haftalar sonra uygulanmaya baslayan ADF’nin timér agirhgimi etkilemedigi
goriildii. Yukarida belirtilen ¢alismalardan genel olarak farkli olan bu bulgu, diyeter girisimin

tiimor gelisiminin ileri evresinde baslamasiyla ilgili olabilir.

5.5. Plazma Hormon Konsantrasyonlari

Hormonlarin konsantrasyonlart i¢in de %350 kalori kisitlama grubunun ilk 6 haftalik
verileri bulundugundan, karsilastirmalar 12 haftalik deney siirecini tamamlayan {i¢ grup i¢in
yapildi.

Adiponektin kanda en fazla bulunan adipokinlerden biridir. Adiponektinin kanser
gelismesine karsi koruyucu bir rol iistlendigi ileri siiriilmektedir. Meme kanserinde plazma
adiponektin konsantrasyonu ve tiimoriin histopatolojik derecesi arasinda ters bir iliski

bulunmustur (Miyoshi ve ark, 2003). In vitro c¢alismalarda da adiponektinin insan meme
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kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve apoptozisi destekledigi bildirilmistir
(Dieudonne ve ark, 2006; Dos Santos ve ark, 2008). Adiponektinin bir¢ok etkilerinden biri de
PIBK/AKT/mTOR yolagmin giiglii bir inhibitérii olmasidir ve bdylece kanser hiicre
gelismesini 6nleyebilir (Hebbard ve Ranscht, 2014). De Lorenzo ve ark (2011)’nin BALB/c
ve Nogueira ve ark (2012)’nin ovarektomize C57BL/6 farelerde tiimor inokiilasyonu ile
olusturuduklar1 meme kanseri modellerinde serum adiponektin konsantrasyonlar1 %40 ve
%30 kalori kisitlamast uygulanan gruplarda ad libitum beslenenlere gore daha yiiksek
bulunmustur. Harvey ve ark (2013) da C57BL/6 farelerde olusturduklar1 kolon kanseri
modelinde kisitlama uyugulanan ve ad libitum beslenen gruplar arasinda adiponektin
konsantrasyonlar1 agisindan benzer sonuglar elde etmislerdir. Buna karsin, Rogozina ve ark
(2013) MMTV-TGFa farelere %25 kalori kisitlamasi, aralikli besleme (3 hafta boyunca %50
kalori kisitlamasi, izleyen 3 hafta boyunca ad libitum besleme) ve ad libitum besleme
uygulamiglar ve adiponektin konsantrasyonu i¢in gruplar arasinda Onemli bir fark
bulunmadigini rapor etmislerdir.

Bu calismada ilk 6 hafta sonunda %50 kalori kisitlama grubundaki hayvanlardan alinan
kan Orneklerinden hazirlanan serumlarda ortalama adiponektin konsantrasyonu 77+15
ng/ml’dir. 12 haftalik deney siireci sonunda alternatif giin beslenen (119+11 ng/ml) ve kontrol
(118+3 ng/ml) gruplarinda bulunan hayvanlarin  ortalama serum adiponektin
konsantrasyonlar1 kanser kontrol grubunun ortalama serum adiponektin konsantrasyonundan
(79+£6 ng/ml) daha yiiksekti (P<0,01). Ancak, ADF ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
yoktu. Buna gore; kanser kontrollerle Kkarsilastirildiginda, alternatif giin  besleme
uygulamasinin tiimorigenezis Uzerindeki etkisini serum adiponektin konsantrasyonunu
degistirme yoluyla gosterebildigi disiintilmektedir. Bulgular Rogozina ve ark (2013)’nin
caligmasinin bulgularini desteklememektedir. Bu farkliligin sebebinin kullanilan hayvan tiirii
ile diyeter girisimin baslama ve uygulama siiresinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir.

Dolasimdaki leptinin meme kanseri riski ve gelismesi lizerindeki etkisi halen tam olarak
net degildir. Bazi arastirmacilar meme kanseri gelismis kadinlarda serum leptin
konsantrasyonunun artis gosterdigini ileri siirerken (Tessitore ve ark, 2000; Goodwin ve ark,
2005), bazilar1 da leptin ve meme kanseri arasinda higbir iliskinin olmadigini veya ters yonde
bir iliskinin oldugunu belirtmektedirler (Mantzoros ve ark, 1997; Petridou ve ark, 2000;
Coskun ve ark, 2003; Sauter ve ark, 2004; Woo ve ark, 2006). Ayrica, dolasimdaki leptin
konsantrasyonu total adipoz doku miktariyla dogru orantilidir; obez bireylerde artis

gosterirken zayif bireylerde diistiktiir (Maffei ve ark, 1995; Considine ve ark, 1996). Kanserin
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major risk faktorlerinden biri obezitedir ve adipokin profilindeki degisikliklerin obezite ve
kanser riski arasindaki iliskide temel mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilmektedir (De
Pergola ve Silvestris, 2013). De Lorenzo ve ark (2011)’min BALB/c, Nogueira ve ark
(2012)’nmin ovarektomize C57BL/6 farelerde tiimor inokiilasyonu sonucu olusturuduklar
meme kanseri modellerinde sirasiyla %40 ve %30 kalori kisitlamasi uygulanan gruplarin ad
libitum beslenenlere gore serum leptin konsantrasyonlari daha diisik bulunmustur.
Dolasimdaki leptin ve meme kanseri arasindaki iliskiler olgu kontrol ¢alismalarinda da
incelenmistir. Meme kanseri premenopozal (Mantzoros ve ark, 1997) ve postmenopozal
(Petridou ve ark, 2000) kadinlarda kontrollere gore leptin konsantrasyonunun diistiigii, ancak
bu diistlisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir.

Bu calismada 12 haftalik deney siireci sonunda beslenme girisimlerinin si¢anlarin leptin
konsantrasyonlari {izerine dnemli bir etkisi saptanmadi.

Adiponektinin leptine oraninin da kanser gelisiminde Onemli olabilecegi ileri
stiriilmektedir. Ancak, yiiksek adiponektin/leptin oraninin kanserin 6nlenmesinde bir etkisinin
olup olmadigi halen belirsizligini korumaktadir (Grossman ve Cleary, 2012). MMTV-TGFa
farelere uygulanan %25 kalori kisitlamasi, aralikli besleme (3 hafta boyunca %50 kalori
kisitlamasi, izleyen 3 hafta boyunca ad libitum besleme) ve ad libitum beslemede
adiponektin/leptin orani aralikli beslemenin kisitlama asamasinda diger gruplara gore yiiksek
bulunmustur (Rogozina ve ark, 2011; 2013; Dogan ve ark, 2010).

Bu calismada disi Sprague Dawley sicanlar1 i¢in hesaplanan adiponektin/leptin orani
%350 kisitlama grubunda ilk 6 haftalik deneysel siire¢ sonunda 9+1°dir. Bu oran, ADF
(13+0,9) ve kontrol (11£0,5) gruplarinda kanser kontrol (8+0,7) grubuna gore daha yiiksekti.
Ancak, istatistiksel analizler sadece ADF ve kanser kontrol gruplart arasindaki farki onayladi
(P<0.05). Bu bulgulara gore, ad libitum beslenen saglikli siganlarda ve meme tiimorii gelismis
ve alternatif giin besleme uygulanmis sicanlarda adiponektin/leptin orant meme timori
gelismis ad libitum beslenen siganlara gore daha yiiksektir. Bir baska deyisle, alternatif giin
besleme hayvanlarin adiponektin iretmelerini ve/veya kullanmalarini, ya da bu ikisi
arasindaki dengeyi koruyucu bir etki gostermistir. Alternatif giin beslemenin yeni tiimorlerin
olusumunun engellenmesinde, kismen de olsa, yiikselmis olan bu adiponektin/leptin oraninin
da etkili olma olasilig1 vardir.

Enerji alimmin kisitlanmasi birgok hayvan modelinde karsinogenezisi inhibe
etmektedir. Benzer sekilde, enerji restriksiyonunun metabolik sonuglarinin bir¢ogu insiilin ve
IGF-1 konsantrasyonlarinin azalmasi ile sonu¢lanmistir (Renehan ve ark, 2006). Insiilin ve

IGF-1 konsantrasyonlarinin azalmasi enerji kisitlamasinin 6nemli anti-kanserojen etkilerinden
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birisi  (Sell, 2003) olmakla birlikte, bugiin de bu kompleks mekanizma ile ilgili
cevaplanmamis ve arastiritlmasi gereken bir¢ok soru bulunmaktadir (Renehan ve ark, 2006).
Thomas ve ark (2010), 7-8 haftalik erkek SCID farelerde tiimor inokiilasyonu ile
olusturduklar1 prostat kanseri modelinde farelere 35 giin siireyle ad libitum ve aralikli besleme
(haftada 2 giin a¢, 5 giin ad libitum) uygulamiglar ve serum insiilin konsantrasyonu ag¢isindan
iki grup arasinda bir fark tespit etmemislerdir. Rogozina ve ark (2013) da MMTV-TGFa
farelerde yapmis olduklari meme kanseri calismasinda aralikli beslemenin beslenme
asamasinda, ad libitum besleme ve kronik kalori kisitlamasi uygulanan gruplar arasinda serum
IGF-1 konsantrasyonu agisindan bir fark olmadigini belirtmislerdir. Buna karsin, Zhu ve ark
(2005) bu caligmaya benzer sekilde olusturduklari meme kanseri modelinde %40 kalori
kisitlamast uygulanan grubun serum insiilin ve IGF-1 konsantrasyonlarmi ad libitum
beslenenlere gore daha diisiik bulmuslardir. BALB/c ve ovarektomize C57BL/6 farelerde
timor inokiilasyonu sonucu olusturulan meme kanseri modelinde %30 ve %40 kalori
kisitlamas1 uygulanan gruplarin ad libitum beslenenlere gore serum insiilin ve IGF-1
konsantrasyonlar1 daha diisiik bulunmustur (De Lorenzo ve ark, 2011; Nogueira ve ark, 2012).
Phoenix ve ark (2010)’min BALB/c farelere tiimér inokiile ederek olusturduklart meme
kanseri modelinde, %30 kisitlama grubunun serum insiilin ve IGF-1 konsantrasyonlar1 ad
libitum beslenenlere gére daha diisiik bulunmustur. Harvey ve ark (2013) da, kolon kanseri
modelinde benzer sonuglar elde etmislerdir. Rogozina ve ark (2013) MMTV-TGFa farelerde
yapmis olduklart meme kanseri ¢alismasinda, serum IGF-1 konsantrasyonunu ad libitum
beslenenlere ve aralikli beslemenin beslenme asamasinda olanlara gore aralikli beslemenin
kisitlama asamasinda daha diisiik oldugunu bulmuslardir. Buna karsin, 7-8 haftalik erkek
SCID farelere tiimor inokiile edilerek olusturulan prostat kanseri modelinde aralikli besleme
uygulananlarin serum IGF-1 konsantrasyonunu ad libitum beslenenlere gore daha yiiksek
bulunmustur (Thomas ve ark, 2010).

Bu calismada 12 haftalik deney siirecinde beslenme rejimlerinin sicanlarin serum
insiilin ve IGF-1 konsantrasyonlari {izerine dnemli bir etkisi saptanmadi.

Glikokortikoidlerin de kanser hiicre gelisimi tizerinde etkileri bulunmakla birlikte, nasil
etki gosterdikleri net degildir. In vitro kosullarda GC’lerin meme kanser hiicre gelisimini
dogrudan inhibe ettigi gosterilmistir (Lippman ve ark, 1976). Buna karsin, GC’ler adipoz
dokudan adiponektin iiretimini azaltirken (Fried ve ark, 1998; Sewter ve ark, 1999;
Fasshauner ve ark, 2002) leptin iiretimini artirmaktadir (Shojima ve ark, 2002; Vicennati ve
ark, 2002). Bu nedenle, GC’lerin dolasimdaki adipokin profillerinde olusturduklar1 bu

degisiklikler araciligiyla da meme kanseri gelisimi, devamlilig1 ve metastazi iizerinde uyarici
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bir etkilerinin olabilecegi tartisilmaktadir (Shpilberg ve ark, 2015). 21 giinliik Sprague
Dawley siganlarda NMU ile olusturulan meme kanseri modelinde, %40 kalori kisitlamasi
uygulanan grubun serum Kkortikosteron konsantrasyonu ad libitum beslenenlere gore daha
yiiksek bulunmustur (Zhu ve ark, 2005).

Bu calismada 12 haftalik deney siirecinde beslenme rejimlerinin siganlarin serum
kortikosteron konsantrasyonlar1 {izerine énemli bir etkisi saptanmadi. Bu c¢aligmada timor
indiiksiyonundan haftalar sonra diyeter girisimlerin uygulanmaya baslamasi ve diyeter

girisimlerin uygulanma siiresi boyle bir farkliliga neden olmus olabilir.

5.6. Histopatoloji

Sicanlara kimyasal madde verilerek indiiklenen meme karsinomalar1 duktal meme epitel
hiicrelerinden koken alir. insan meme kanserlerinin bilyiik ¢ogunlugunun duktal histogenezise
sahip olmasi nedeniyle, bu durum olduk¢a 6nemlidir. Bu karsinomlar insanlarda sekillenen
meme karsinomlari ile benzer patogenezise sahiptir (Thompson ve Sporn, 2002). Bu amagla
meme kanseri modellemelerinde NMU ve DBMA karsinojen maddeleri siklikla kullanilir.
NMU, meme bezi i¢in ¢ok daha spesifik bir karsinojendir ve DBMA’nin aksine, yarilanma
omrii daha kisadir. NMU indiiksiyonu sonucu sekillenen meme tiimérleri ¢ogunlukla dstrojen
bagimhidir, lokal olarak agresiftir ve metastaz yapabilir (Saminathan ve ark, 2014). Ayrica,
NMU indiiksiyonu sonrasinda sekillenen meme tiimorleri daha az siklikta benign karakter
sergiler (Gullino ve ark, 1975; McCormick ve ark, 1981; Thompson ve Adlakha 1991).
Saminathan ve ark (2014), disi Sprague Dawley sicanlar1 50, 80 ve 110 giinliik yaslarda 50
mg/kg ip NMU ile indiiklemisler ve sicanlar1 28 hafta sonra sakrifiye etmislerdir. Sekillenen
44 meme tiimoriiniin %88,64’1i malign, %11,36’s1 benign olarak tanimlanmistir. Bu meme
tiimdrlerinden 2’si tubiilar adenom, 2’si fibroadenom, 1’i papillar adenom, 13’ invaziv
duktal karsinom, 17’si invaziv karsinom ve 8’i adenokarsinom olarak tanimlanmistir. Zhu ve
ark (1997), bu ¢alismaya benzer sekilde, 21 giinliik disi Sprague Dawley sicanlarda 50 mg/kg
NMU ip enjeksiyonu ile meme karsinoma modeli olusturmuslar, indiiksiyondan 6 giin sonra
sicanlara ad libitum besleme, %10-CR, %20-CR ve %40-CR uygulamislar ve karsinojen
indiiksiyonundan 35 giin sonra si¢anlar1 sakrifiye etmislerdir. Deney siirecinin sonunda kalori
kisitlamalarinin meme karsinogenezisinin pre-malign ve malign evreleri iizerindeki etkisi
degerlendirilmis ve kisitlamanin derecesine bagli olarak adenokarsinom oraninin azaldigi,

ancak intraduktal proliferasyon ve in situ duktal karsinom oraninin arttig1 tespit edilmistir. Bu
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arastirmacilar, benzer sekilde karsinoma modeli olusturduklart bir baska calismada da
siganlara karsinojen enjeksiyonunu takiben 4 giin sonra ad libitum besleme ve %40 kisitlama
uygulamislar ve ad libitum beslenen grubun adenokarsinom insidanst %96,6 iken %40
kisitlama grubunda %56,7 olarak bulunmustur. Sprague Dawley sicanlarda yapilan bir
calismada pre-malign meme patolojilerinin insidanst ad libitum beslenenlerde %055,2,
kisitlama uygulananlarda da %50 olarak tespit edilmistir (Zhu ve ark, 2005). Cleary ve ark
(2007) 10 haftalik MMTV-TGFa farelere ad libitum besleme, aralikli besleme (3 hafta %50
kisitlama izleyen 3 hafta ad libitum besleme) ve kronik kalori kisitlamasi uygulamislar ve
hayvanlar 79 (12. kisitlamanin sonu) veya 80 (12. yeniden beslemeden 1 hafta sonra) haftalik
olduklarinda sakrifiye edilerek ¢alisma sonlandirilmistir. Bu siiregte ad libitum beslenen
kontrol grubunda 75, aralikli besleme grubunda 14 ve kalori kisitlama grubunda 20 meme
timori sekillenmistir. Ad libitum beslenen kontrol grubundaki 75 tiimériin 2’si yiiksek
dereceli ve 51°i de diisiik dereceli adenokarsinom, 15’1 atipik hiperplazi ve 7’si benign olarak
tanimlanmistir. Kalori kisitlama grubundaki 20 tiimoriin ise 1°1 yiiksek dereceli ve 12’si diisiik
dereceli adenokarsinom, 3’ii atipik hiperplazi ve 4’ii benign olarak tanimlanirken, aralikli
besleme grubunda 14 tiimoriin 8’1 diisiik dereceli adenokarsinom, 6’s1 benign olarak
tanimlanmis ve yiiksek dereceli adenokarsinom ve atipik hiperplaziye rastlanmamastir.

Bu calismada gelisen 39 tiimoriin 20°si (~%51.3) kanser kontrol, 9’u (~%23.1) alternatif
giin besleme ve 10 tanesi (~%25.6) de %50 kalori kisitlama grubundaydi. Kanser kontrol
grubundaki 20 tiimoriin 3’1 (%15) benign, 17°si (%85) malign; 9’u (%45) invaziv ve 11’1
(%55) non-invaziv Ozellik sergilerken, ADF grubundaki 9 tiimoriin 5’1 (%55,5) benign ve
non-invaziv ve sadece 4’i (%44,5) malign ve invaziv Ozellikteydi. Buna karsin, %50-CR
grubunda 6. hafta sonunda ¢ikartilan 10 tiimoriin timiiniin benign ve non-invaziv 6zellikte
ozellikte oldugu gorildii (Tablo 10 ve Tablo 11) (Sekil 17). Kanser kontrol grubunda
sekillenen 20 tiimoriin 11°1 invaziv duktal karsinom (Resim 3), 5’i adenokarsinom (Resim 4),
1’1 in situ duktal karsinom, 2’si intraduktal papillom (Resim 5) ve 1’i papillar kistadenom
olarak tanimlandi. Alternatif giin besleme grubunda sekillenen 9 tiimoriin 4’1 invaziv duktal
karsinom (Resim 3), 3’t intraduktal papillom (Resim 5), 1’i tubiilar adenom ve 1’1
fibroadenom &zelligindeydi. %50 kalori kisitlama grubunda ise ilk 6 hafta sonunda sekillenen
10 timoriin 3’1 intraduktal papillom (Resim 5), 6’s1 tubiilar adenom ve 1’1 papillar
kistadenom olarak tanimland1 (Tablo 9).

Diyeter girisimlerin 12 hafta sonunda palpe edilebilen ve/veya edilemeyen tiimdrlerin
sayilar1 ve histopatolojik ozelliklerini etkiledigi goriildii. Alternatif giin besleme grubunda

timorler dahaz az siklikta malign (P=0,000) ve invaziv (P=0,013) karakter sergiledi. ADF
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grubunda adenokarsinoma hi¢ rastlanmazken, invaziv duktal karsinom %44,4 (4/9)
oranindaydi. Buna karsin, kanser kontrol grubunda adenokarsinom %25 (5/20) ve duktal
karsinom %55 (11/20) oranlarindaydi.

Yapilan ¢alismalarin birgogunda diyeter girisimler tiimor indiiksiyonundan 6nce veya
tiimdr indiiksiyonu ile es zamanli olarak baslatilmistir. Bu ¢aligmada tiimor indiiksiyonundan
haftalar sonra, timor boyutu 10-12 mm c¢aplara ulastiktan sonra diyeter girisimler
uygulanmaya baglamistir. Buna ragmen diyeter girisimlerin uygulandigi gruplarda tiimorler
belirgin olarak daha az siklikta malign ve invaziv karakter gostermistir. Ozellikle, girisim
stireci 6 haftayla sinirlanmis olsa da, %50 kalori kisitlama grubundaki hayvanlarda gelismis
olan 10 tiimoriin hepsinin benign ve non-invaziv karaketerde olmasi 6nemli bir bulgudur.
Zira, literatiirde 4 hafta gibi ¢cok daha kisa siireli kalori kisitlamasi ¢aligmalarinda ¢ikartilan
timorlerin  6nemli bir oraninin malign Ozelliklerde olduguna iliskin birgok 6rnek

goriilmektedir (Zhu ve ark, 1997; Zhu ve ark, 2005).
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6. SONUC ve ONERILER

Kanser, bugiin hem diinyada hem de iilkemizde giderek artis gosteren bir hastaliktir.
Tedavisinde siklikla kullanilan radyoterapi ve kemoterapiye direng géstermesi ve uygulanan
giincel tedavileriyle birlikte hastalarda olusturdugu stres, anksiyete ve diger sonuglariyla
onemli bir saglik sorunu ve toplumsal bir sorundur. Bu yiizden kanserin mevcut tedavisinde
kullanilan kemoterapi ve radyoterapi uygulamalarinin etkinligini artirabilen, bu tedavi
yontemlerinin yan etkilerini azaltabilen ve daha da 6nemlisi, dogrudan terapétik amagla
kullanilabilen alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kanser gelismesi acgisindan bu zamana kadar tanimlanan en giiglii fizyolojik inhibitor
kalori kisitlamasidir. Mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamis olsa da, bugiin degisik kalori
kisitlamalarinin kanseri de igeren yas-iligkili kronik hastaliklar1 6nledigi iyi bilinmektedir.
Kalori kisitlamasinin kanser iizerine etkileriyle ilgili ¢calismalarda genellikle kalori kisitlamasi
indiiksiyonla eszamanli olarak veya tiimor indiiksiyonu yapildiktan birka¢ giin sonra
gerceklestirilmistir. Bu nedenle yapilmis olan hayvan deneyleri genellikle koruyucu girisimler
kapsamindadir ve klinik olgulardaki durumu tam olarak yansitmaz. Bu calismalardan elde
edilen bilgiler de kalori kisitlamasinin kanser insidansi ve gelismesini dnlemesiyle ildigidir.
Ancak, insanlarda genellikle timor belirli bir gelisim siirecini tamamladiktan sonra kanser
tanilanabilmekte ve kansere Ozgii girisimler de bu siirecten sonra baslamaktadir. Timor
gelistikten sonra kalori kisitlamasi uygulanmis calismalar ¢cok azdir ve olanlar da sadece
belirli tip kanserlerle sinirhidir.

Ayrica, insanlarda diyeter girisimler gesitli nedenlerle deney hayvanlarindaki kadar
diizenli olamamaktadir. Bu nedenle alternatif giin besleme gibi, insanlarda uygulanabilirligi
daha yiiksek kisitlama yOntemlerinin arayisi devam etmektedir. Kalori kisitlamalarindan
beklenilen yararlar kisitlamanin tipi, siiresi, baglama zamani gibi bir¢ok faktore bagl olarak
farkliliklar da gostermektedir. Bu nedenle, kanserde koruyucu, tedaviyi destekleyici ve/veya
tedavi edici amaclarla kullanilacak en uygun kisitlama yonteminin bilinmesine de gereksinim
vardir.

Bu ¢aligmada 21 giinliik yasta NMU ile meme kanseri indiiklenmis disi Sprague Dawley
sicanlarinda sekillenen tiimorler 10-12 mm ¢apa ulastiktan sonra %50 kalori kisitlamasi ve
alternatif giin besleme uygulandi. Indiiksiyonun ve diyeter girisimlerin hayvanlarda ve ileri

evredeki timorler tizerine etkileri canli agirlik, gelisen tiimorlerin sayisi, tiimor hacmi ve
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agirlig, timorlerin histopatolojik o6zellikleri ve serum insiilin, IGF-1, leptin, adiponektin,
kortikosteron konsantrasyonlar1 araciligiyla degerlendirildi. Bulgular, deney siireci gorece
kisa olsa da, %50 kalori kisitlamasinin ileri evre tiimorlerde en etkin diyeter girisim olduguna
isaret etmektedir.

Calismada elde edilen verilerin gelecekte yapilan c¢alismalar icin referans
olusturabilecegi, 6zellikle daha gercekei bir klinik tablo yaratmasi agisindan diyeter girisimler
gibi alternatif tedavi yontemlerinin etki ve etki mekanizmalarmin arastirilmasma bir 11k

tutabilecegi diisiintilmetedir.
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EKLER

Ek 1- Canli agirliklar i¢in 6nemlilikler tablosu (ikili karsilastirmalar)

Canh Agirhiklar P Canh Agirhiklar P
CAO0-CA1l 0,102 CA1-CAll 0,000
CAO0-CA2 0,038 CA1-CA12 0,000
CAO0-CA3 0,127 CA2-CA3 0,038
CAO0-CA4 0,072 CA2-CA4 0,002
CA0-CAS5 0,036 CA2-CAS5 0,002
CAO0-CAGb 0,006 CA2-CAGb 0,000
CAO0-CA7 0,332 CA2-CAT 0,051
CAO0-CA8 0,000 CA2-CA8 0,000
CAO0-CA9 0,001 CA2-CA9 0,000

CAO0-CA 10 0,000 CA2-CA10 0,000
CAO0-CA1l1 0,000 CA2-CA1ll 0,000
CAO0-CA12 0,000 CA2-CA12 0,000
CA1-CA2 0,917 CA3-CA4 0,797
CA1-CA3 0,005 CA3-CAS5 0,336
CA1-CA4 0,030 CA3-CAG6 0,134
CA1-CA5 0,006 CA3-CAT 0,915
CA1-CAGb 0,001 CA3-CA8 0,024
CA1-CA7 0,092 CA3-CA9 0,012
CA1-CA8 0,001 CA3-CA10 0,004
CA1-CA9 0,000 CA3-CA1ll 0,000
CA1-CA10 0,000 CA3-CA12 0,001
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Canh Agirhiklar P Canh Agirhiklar P
CA4-CAS 0,207 CAT-CAS8 0,229
CA4-CAGb 0,020 CAT-CA9 0,064
CA4-CA7T 0,944 CA7-CA10 0,037
CA4-CAS8 0,011 CA7-CAll 0,031
CA4-CA9 0,007 CA7-CA12 0,039

CA4-CA10 0,000 CAB8-CA9 0,230
CA4-CA1l1l 0,005 CA8-CA10 0,064
CA4-CA12 0,000 CA8-CA1ll 0,065
CA5-CAGb 0,563 CA8-CA12 0,011
CA5-CA7 0,397 CA9-CA10 0,484
CA5-CA8 0,472 CA9-CA1ll 0,287
CA5-CA9 0,006 CA9-CA12 0,394
CA5-CA10 0,012 CA10-CA11 0,989
CA5-CA1l 0,008 CA10-CA12 0,734
CA5-CA12 0,019 CA11-CA12 0,780
CA6-CA7 0,274
CA6-CAS8 0,798
CA6-CA9 0,158
CAG6-CA10 0,043
CA6-CA1l1l 0,056
CAG6-CA12 0,005
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Ek 2- Tiimor toplam hacimleri i¢in 6nemlilikler tablosu (ikili karsilastirmalar)

Tiimér Hacimleri P Tiimér Hacimleri P
THO-TH1 0,416 TH1-TH11 0,107
THO-TH?2 0,039 TH1-TH12 0,128
THO-TH3 0,090 TH2-TH3 0,721
THO-THA4 0,035 TH2-TH4 0,177
THO-TH5 0,359 TH2-TH5 0,813
THO-TH®6 0,256 TH2-TH®6 0,867
THO-TH7 0,131 TH2-TH7 0,755
THO-THS8 0,197 TH2-THS 0,871
THO-TH9 0,101 TH2-TH?9 0,567

THO-TH 10 0,159 TH2-TH 10 0,410
THO-TH11 0,086 TH2-TH11 0,248
THO-TH 12 0,109 TH2-TH 12 0,230
TH1-TH?2 0,041 TH3-TH4 0,193
TH1-TH3 0,107 TH3-TH5 0,908
TH1-THA4 0,020 TH3-TH®6 0,799
TH1-TH5 0,370 TH3-TH7 0,874
TH1-TH®6 0,258 TH3-THS 0,992
TH1-TH7 0,184 TH3-TH9 0,666
TH1-THS 0,270 TH3-TH 10 0,483
TH1-TH9 0,138 TH3-TH11 0,301
TH1-TH10 0,192 TH3-TH 12 0,263
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Tiimér Hacimleri P Tiimér Hacimleri P
TH4-TH5 0,123 TH7-THS 0,571
TH4-THG6 0,494 TH7-TH9 0,121
TH4-TH7 0,902 TH7-TH10 0,260
TH4-THS8 0,742 TH7-TH11 0,112
TH4-TH9 0,778 TH7-TH12 0,172

TH4-TH10 0,489 TH8-TH9 0,198
TH4-TH11 0,274 TH8-TH 10 0,133
TH4-TH 12 0,250 TH8-TH 11 0,056
TH5-TH®6 0,488 TH8-TH 12 0,130
TH5-TH7 0,316 TH9-TH 10 0,395
TH5-THS8 0,508 TH9-TH11 0,149
TH5-TH9 0,202 TH9-TH 12 0,199
TH5-TH10 0,264 TH10-TH11 0,279
TH5-TH11 0,124 TH10-TH 12 0,276
TH5-TH12 0,145 TH11-TH12 0,301
TH6-TH7 0,422
TH6-THS 0,660
TH6-TH9 0,227
TH6-TH10 0,277
TH6-TH11 0,112
TH6-TH12 0,138
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