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OZET

Ozcan, 0, AOC3’lin inflamatuar ve Neoplastik Kolon Hastaliklarindaki Roliiniin
Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii K6k Hiicre Programi
Doktora Tezi, Ankara, 2024. AOC3 geni kromozom 17 lizerinde yer alan ve
inflamasyon surecinde |6kosit trafiginde yer alan AOC3 (VAP-1) proteinini
kodlamaktadir. AOC3 endotel, adiposit, perisit, miyofibroblast ve diiz kas gibi pek ¢ok
farkh hiicre grubu tarafindan ifade edilmektedir. Membran bagli ve soluble olmak
Uzere iki formu bulunan AOC3 proteini gastrointestinal sistem icerisinde stromal
hicrelerden olan miyofibroblastlar tarafindan da ifade edilmektedir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda Aoc3’lin in vivo fare hastallk modellerinde kolit ve kolorektal
karsinogenez gelisimi Uzerine etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir. Bu kapsamda,
ilk olarak; Finlandiya Turku Universitesinden temin edilen Aoc3 nakavt farelerin
genotipi dogrulanmigtir. Ayrica Aoc3 nakavt ve yabanil farelerdeki Aoc3 ifadesi
arasindaki degisim karsilastirilmistir. ikinci olarak; Dekstran Siilfat Sodyum (DSS) kolit
modeli i¢cin kullanilacak DSS’nin konsantrasyonu optimize edilmistir. U¢lincii olarak;
akut kolit modeli olusturulmus ve Aoc3 nakavt farelerin, yabanil kontrol farelerine
gore kolite daha yatkin olduklari gozlenmistir. Dordincl olarak; Aoc3 nakavt ve
yabanil farelere Azoksimetan (AOM), DSS ve AOM/DSS kombinasyonu uygulanmis ve
takip streleri sonunda inflamasyonla indiklenen kolon kanseri agisindan kolonlari
incelenmistir. Ancak AOM/DSS uygulamasi Aoc3 mutant farelerin sag kalimini ¢ok
kisalttigi icin denek sayisindaki azalmaya bagl olarak istatistiksel olarak anlamli sonug
elde edilememistir. Bunun Uzerine besinci ve son olarak; Apc+/- mutant fareler ile
Aoc3 nakavt fareler caprazlanarak Apc+/- Aoc3+/+, Apc+/- Aoc3+/- ve Apc+/- Aoc3-/-
farelerden olusturulan tc¢ grup takip edilmis ve sakrifikasyon sonrasinda Apc+/- Aoc3-
/- farelerdeki kolon polip sayilarinda Apc +/- Aoc3 +/+ farelere gore istatistiksel olarak
anlamh artis oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak; Aoc3 nakavt farelerin DSS ile
indliklenen kolit olusumuna ve kolonik tiimérogeneze yabanil farelere gore daha
yatkin oldugu in vivo hastalik modelinde bu ¢alisma kapsaminda gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: AOC3, Kolit, APC, Kolorektal Kanser, AOM, DSS



viii

ABSTRACT

Ozcan, O, Investigation of The Role of Aoc3 in Inflammatory and Neoplastic Colon
Diseases, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Department of
Stem Cell Sciences Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2024. The AOC3 gene is
located on chromosome 17 and encodes the protein AOC3 (VAP-1), which is involved
in leukocyte trafficking during inflammation. AOC3 is expressed by many different
cell groups such as endothelium, adipocytes, pericytes, myofibroblasts and smooth
muscle. AOC3 protein, which has two forms, membrane-bound and soluble, is also
expressed by myofibroblasts, which are stromal cells in the gastrointestinal tract. The
aim of this thesis was to investigate the effects of Aoc3 on the development of colitis
and colorectal carcinogenesis in in vivo mouse disease models. In this context, firstly,
the genotype of Aoc3 knockout mice obtained from Turku University, Finland was
confirmed. In addition, the changes in Aoc3 expression in Aoc3 knockout and wild-
type mice were compared. Secondly, the concentration of DSS to be used for Dextran
Sulfate Sodium (DSS) colitis model was optimized. Third, an acute colitis model was
established and it was observed that Aoc3 knockout mice were more prone to colitis
than wild-type control mice. Fourth, Aoc3 knockout and wild-type mice were treated
with Azoxymethane (AOM), DSS and AOM/DSS combination and their colons were
examined for development of inflammation-induced colon cancer at the end of the
follow-up period. However, AOM/DSS treatment significantly shortened the survival
of Aoc3 mutant mice, but statistically significant results could not be obtained due to
the decrease in the number of subjects. Fifth and finally, Apc+/- mutant mice were
crossed with Aoc3 knockout mice and three groups of Apc+/- Aoc3+/+, Apc+/-
Aoc3+/- and Apc+/- Aoc3-/- mice were followed up and it was found that there was a
statistically significant increase in the number of colonic polyps in Apc+/- Aoc3-/- mice
compared to Apc+/- Aoc3+/+ mice after sacrification. In conclusion, this study
demonstrated that Aoc3 knockout mice are more susceptible to DSS-induced colitis
and colonic tumorigenesis than wild-type mice in an in vivo disease model.

Keywords: AOC3, Colitis, APC, Colorectal Cancer, AOM, DSS
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1. GiRiS

Kolorektal kanser diinya genelinde en yaygin gorilen tglincl kanser turiddr.
Bu kanser kromozomal instabilite, mikrosatellit instabilite ve CpG adalarinin
metilasyonu veya hepsinin birlikte gerceklesmesiyle meydana gelmektedir. Krozomal
instabilite kolorektal kanserin klasik yolagi olarak da bilinmekle birlikte birgok genin
ardi ardina mutasyonu ve bazi yolaklarin ifadelerindeki degisimlerle karakterize
edilmektedir. ilk meydana gelen mutasyon APC tiimér baskilayici geninde olmakla
birlikte bu mutasyon Wnt sinyalinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Mutasyonlarin
birikmesi ile birlikte normal dokudan sirasiyla adenom ve karsinom gelisimi meydana
gelmektedir.

Kolon kanseri bircok faktor araciligiyla gerceklesebilecegi gibi bu etkenlerden
bir tanesi de inflamasyondur. inflamasyon iliskili kolon kanseri gelisiminde siralama
ve mutasyon meydana gelen genlerin yerleri degisiklik géstermektedir. Mukozada
meydana gelen uzun sireli inflamasyon sonucunda inflamatuar bagirsak hastaliklari
gelismektedir. inflamasyon sirasinda ilk olarak epitelyal bariyer hasar gérmekte ve
mukozal epitelden kript liimenine nétrofil cikisi saglanmaktadir. inflamasyon
sirasinda kript yapisinda ve mikrogevresinde pek ¢ok degisiklik meydana gelmektedir.
Bunlardan bir tanesi intestinal kok hicre nisini olusturan Stromal hiicrelerden
miyofibroblastlardir.

Miyofibroblastlar intestinal dokuda hasar meydana geldikten sonra
iyilesmenin gerceklesmesi icin 6nemli rol oynamaktadir. Miyofibroblastlarin
inflamatuar bagirsak hastaliklarinda ve kolorektal kanserdeki rollinl arastirmak igin
pek cok calisma yapiimistir. Miyofibroblastlar oldukca heterojen dagilima sahiptir.
Tanimlanmasinda kullanilan pek ¢ok farkli biyobelirte¢ bulunmaktadir. Bunlar
arasinda bu tez calismasi kapsaminda da arastirilan Aoc3 bu hiicre grubuna spesifik
biyobelirteclerden birisidir. AOC3 (Bakir iceren amin oksidaz-3) ayni zamanda VAP-1
(Vaskiler adezyon proteini-1) olarak da bilinmektedir.

AOC3 kromozom 17 lzerinde yer alan bir gen olmakla birlikte adipositler,
perisitler, endotelyal, diz kas ve miyofibroblsat hiicreleri tarafindan ifade

edilmektedir. AOC3’in hem doku bagiml hem de soluble formu bulunmaktadir.



Adhezyon fonksiyonu sayesinde normal sartlarda intraseliiler vezikil igerisinde yer
alan AOC3 herhangi bir hasar oldugunda vezikiil disina ¢ikarak endotelyal hiicre
membranina baglanir ve hasarli bolgeye I6kosit akkisini saglayarak I6kosit Gizerindeki
AOC3 reseptorleri sayesinde birbirleriyle baglanti kurarlar. Boylece hasar meydana
gelen bolgeye l0kosit akisini diizenleyerek inflamasyona katki saglamaktadir.
Enzimatik fonksiyonu sayesinde ise bu amin oksidaz aldehit, reaktif oksijen tirleri ve
amonyaga donulserek inflamasyonun siddetini artirmaktadir. AOC3’lin inflamasyonu
artirmasindan dolayr bircok ilag firmasi AOC3 inhibitorleri gelistirmistir.

inflamatuar bagirsak hastaliklarinda ve kolorektal kanserde AOC3 ifadesini
arastiran pek cok calisma yapilmistir. AOC3 inhibitori uygulanan calismalarda ise
inflamasyonun azaldigi gosterilmistir.

Kolon kanserinde AOC3 ifadesi arastirildiginda ise intestinal miyofibroblastlar
tarafindan ifade edilen AOC3’lin hastaligin prognozu ile birlikte azalmaya basladigi
gozlenmistir. Sonug olarak inflamatuar bagirsak hastaliklarinda hem soluble hem de
membran bagimli formunda AOC3’iin ifadesinde artis meydana gelirken, kolorektal
kanserde hastaligin ilerlemesi ile birlikte AOC3 ifadesinde azalma oldugu aciga
cikarilmistir. Ancak tim bunlar altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, Aoc3 mutant farelere kolit iliskili kanser
gelistirmede kullanilan Azoksimetan, Dekstan Siilfat Sodyum gibi genotoksik ve
kimyasal ajanlar uygulandi. Béylece inflamasyon ve kolon kanseri stireclerinde AOC3
ifadesinin yoklugu nasil bir etki gosterecek arastirildi. Ayni zamanda akut kolit modeli
olusturulacak ve yine AOC3’lUn kolit modeli lzerindeki etkisi incelenecektir. Son
olarak 2018 yilinda laboratuvarimizda (retilmis olan Apc mutant fareler ile Aoc3
mutant fareler ¢aprazlandi. Hem Apc mutasyonu hem de Aoc3 mutasyonu tasiyan
farelerin kontrol gruplarina gore gelistirdigi timor sayisi, dagilimi ve sagkalim

Uzerindeki etkisi arastirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kolorektal Kanser
2.1.1. Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Kolorektal kanser (KRK) yaygin ve 6limcil bir hastaliktir. Dlinya genelinde erkekler
arasinda en yaygin Uglncl kanser iken kadinlar arasinda en yaygin ikinci kanser
turadar (1,2). KRK risk faktorleri arasinda genetik ve c¢evresel bircok etken
bulunmaktadir. Aile ve kisisel dykiisu (inflamatuar bagirsak hastaligi, seker hastaligy,
kolon polipleri, kolesistektomi), yasam tarzi (alkol ve sigara tiiketimi, diyet) ve yas, irk,
sosyoekonomik faktérler ve bagirsak mikrobiyotasi KRK riskinin artisinda oldukca

onemlidir (3,4).
2.1.2. Karsinogenezin Molekiiler Mekanizmasi

Kolorektal kanser temelde kromozomal instabilite, CpG adasi metilator
fenotipi (CIMP) ve mikrosatellit instabilite gibi 3 farkli mekanizmanin kombinasyonu
veya tek tek meydana gelmesiyle olusur. Klasik yolak olarak da kabul edilen
kromozomal instabilite yolagl KRK vakalarinin %80-85’ini olusturmaktadir (5). Klasik
yolak Adenomato6z Polipozis Koli (APC) mutasyonu ile baslar. Tumor baskilayici gen
olan APC’'de meydana gelen fonksiyon kaybi sonucunda hiicre kontrolsiz bir sekilde
bliyimeye ve bdélinmeye baslar. Daha sonra bu degisimi KRAS onkogeninin
aktivasyonu ve p53’U kodlayan TP53 tiimor baskilayici genindeki mutasyonlar takip
eder (6,7). Mikrosatellit instabilite DNA onarim mekanizmalarinin kaybina bagli olarak
gelisir. Tekrarlanan kisa DNA dizisini onarma yetenegi mikrosatellit kararsizligi olan
timorlerde azalir. Bu timorlerde sik mutasyona ugrayan genler arasinda MLH1,
MSH2, MSH6, PMS1 ve PMS2 yer almaktadir (8,9). CpG adalarinin metilasyonu da
KRK’nin gelismesinde yer almaktadir. Timor baskilayici genlerin promoterlarindaki
CpG adalarinin metillenmesi transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina engel olur. Bu
genlerin transkripsiyonel olarak susturulmasi da KRK gelisiminde onemli rol

oynamaktadir (10).



2.1.3. Klasik Yolak ve Apc Geni

Klasik yolak daha ¢ok timorlerde anéploidi ve heterozigosite kaybina neden
olan kromozom sayisindaki bozukluklar ve molekiler degisimlerle iligkilidir. Bu
yolakta yer alan timoér baskilayici genlerin ve onkogenlerin art arda mutasyona
ugramasi sonucunda hiicreler diizensiz olarak cogalmaya ve timor gelisimine neden

olmaya baslar. Bu genler arasinda APC, KRAS, PIK3CA, TGF-8 ve TP53 yer almaktadir

(11,12).
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Sekil 2.1. Kromozomal instabilite i¢cin adenom-karsinom dizilim modeli. (Walther, A
ve ark. (65)'den alinmistir.)

APC, timor baskilayici bir gendir. 21 ekzona sahip olan bu gen kromozom 5
Uzerinde yer almakta ve 310kDa protein kodlamaktadir (13,14). APC mutasyonlari
germline veya somatik gelisebilir. Germline mutasyonlar familial adenomatous
polyposis (FAP) gelisimine neden olurken, somatik APC mutasyonlari sporadik tiimor
gelisimine neden olur (15). Ayni zamanda kodlanan APC multi domain bir protein olup

hiicre migrasyonu, adhezyonu, proliferasyonu, diferansiyasyonu ve kromozom
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2.1.4. Apc Mutant Fare Modelleri

APC'nin fonksiyonlarini arastirmak i¢in glinimuiize kadar bircok fare ve sican
modeli yapiimistir. Coklu bagirsak neoplazisi (Min) olarak tanimlanan fare modeli
etilnitrosourea (ENU) mutajenez taramasinda ortaya ¢ikmistir. ApcM"/* fareleri ilk
1990 yilinda kodon 851'de anlamsiz kodona yol acan bir mutasyon icermesiyle
olusturulmus ve APC'nin timor baskilayici fonksiyonlarini arastirmak igin birgok
calismada kullaniimigtir. Ancak bu model ince bagirsakta polip icermesi ve iyi huylu
adenomlar olusturmasindan dolayi bir¢ok sinirlamaya sahiptir. Daha sonra bircok
farkh ApcMin/* fare tretilmistir. Bu farelerle farkli sayilarda ve bagirsak iizerinde farkli
dagilimlarda adenom (polip) gelistirilmistir. Bu fare modelleri sayesinde kolon tlimori
olusmasinda yer alan 6nemli yolaklar kesfedilmis ancak bircok cevapsiz soruda agiga
ctkmistir. Bunlar arasinda farkli laboratuvarlarda ayni model analiz edilmesine
ragmen istatistiksel olarak anlamli fenotipik farkhliklar gézlenmistir. Bu durum
yabanil ve Apc kayip oranlarinin farklihg, Wnt sinyal yolaginda meydana gelen
farkhliklar, cevresel faktorler ve kullanilan teknolojiler ile agiklanmaya c¢ahlisiimistir.
Ayrica C57BL6 farelerde APC geninin 15 ekzonunun silindigi bir model daha
olusturulmus ve intestinal polip dagilimlarinin ApcM™* farelerle ayni oldugu
gozlemlenmistir (17-20).

Son zamanlarda gelisen genom diizenleme teknolojileri kolon kanseri
arastirmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu teknolojiler sayesinde 6rnegin; CAC-
Cre veya CDX2-Cre transgenlerinin ifadesiyle APC'nin inaktive edildigi yeni modeller
yapiimistir (21,22). Bu modellerin kolon spesifik polip gelistirmeleri en bulyik
avantajlaridir. Ancak yine de insan kolon kanserine benzerligi az olup polip gelistirme
sikhklari disliktir. O ylzden insan KRK vakalarini daha fazla yansitacak olan kolona
0zgl polip gelistiren Apc fare modellerinin olusturulmasina yonelik cabalar oldukca

onemlidir (23).



H.U. Transgenik Hayvan Teknolojileri U.A. Merkezi’'nde 2018 yilinda TUBITAK
1001 projesi (Proje no: 2155926) kapsaminda CRISPR/Cas9 yontemi kullanilarak Apc
geninin 16.ekzonunda, 750.kodondan itibaren 8 niikleotid delesyonu sonucu cerceve

kaymasi mutasyonuna sahip Apc*/- mutant fareler Gretilmistir (24,25).
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Sekil 2.2. Apc geninin 750.kodonunda mutasyon meydana gelen farelerin sekans

sonucu. (Uzun S ve ark. (25)"ten alinmistir.)

Mutasyon meydana getirilen fare irki FVB/N olup bu farelerin az polip
gelistirip uzun slre vyasadiklari gozlemlendikten sonra C57BL/6J irkina geri
caprazlanmistir. Geri caprazlama sonucunda farelerin polip sayisinda artis

gozlenmistir. Bu tez kapsaminda da C57BL/6J Apc mutant fareler kullaniimistir.



2.2. Kolorektal Kanser ve inflamasyon

inflamatuar bagirsak hastaligina (IBH) sahip hastalarin kolon kanseri olma riski
oldukca yiiksektir (26). Ulseratif Kolit (UC) ve Chron's hastaligini (CD) iceren
inflamatuar bagirsak hastaliklari tiim gastrointestinal sistemi etkileyen kronik tedavi
edilemeyen bir hastaliktir (27). inflamatuar bagirsak hastaligina sahip hastalarda KRK
gelisimi icin genetik ve epigenetik degisikliklerin olmasi gerektigini bilmekteyiz.
Sporadik KRK ve Kolit iliskili KRK gelisiminde benzer genetik degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu benzerlikler arasinda timor baskilayici genlerin inaktive edilmesi,
onkogenlerin aktive edilmesi ve genetik instabilite yer almaktadir. Ancak bu
degisikliklerin meydana gelme sikligi ve zamanlamalari birbirlerinden farkhdir.
Ornegin; APC mutasyonu kolit iliskili KRK'da sporadik KRK'ya gére daha az siklikta ve
siralama olarak da daha sonra meydana gelmektedir. Ayrica sporadik KRK'da
siralama; normal mukoza, adenoma, displazi ve karsinoma seklinde iken, kolit iliskili
KRK'da siralama; inflamasyon, displazi ve karsinoma seklindedir (28,29).

Mukozada meydana gelen kronik inflamasyon inflamatuar bagirsak
hastaliklarina ve daha sonra karsinom gelisimine neden olmaktadir. inflamasyon
siddeti ve hastaligin siresi karsinom gelisiminde oldukga etkilidir. Clnki kronik
inflamasyon oksidatif stresin, epitelyal hiicre proliferasyonunun ve angiyojenezin
artmasini destekleyerek tlimorogeneze katki saglamaktadir (30,31). Bu slirecte
inflamasyona bagli kanser gelisimini engellemek amaciyla kullanilan anti-inflamatuar
ilaclar oldukca 6nemlidir (32). inflamasyonda immiin hiicreler, inflamatuar hiicreler,
kemokinler, sitokinler ve siklooksijenaz (COX), lipoksijenaz (LOX) gibi bircok pro-
inflamatuar mediatorler rol oynamaktadir. Tim bu bilesenler timor hicrelerinin
¢ogalmasini, blylmesini ve invazyonunu etkileyebilmektedir. Pro-inflamatuar
mediatorler ve reaktif oksijen/nitrojen tirleri KRK gelisiminde o6nemli rol
oynamaktadir. O ylizden COX inhibitorleri, COX-LOX inhibitorleri, iNOS inhibitorleri
gibi anti-inflamatuar ajanlar ve sentetik ajanlar kullanilarak inflamasyon ve KRK
baskilanabilir (33,34).

inflamatuar bagirsak hastaliklarinda genetik yatkinlik, cevresel faktérler,

bagirsak mikrobiyotasi ve bagisiklik tepkileri 6énemli rol oynamaktadir (35).



Giiniimizde iBH'nin etiyolojisi ¢ok iyi bilinmemektedir. Ancak cesitli savunma
mekanizmalari  iBH'nin neden oldugu enfeksiyonlari en aza indirmeyi
amaglamaktadir. Bunun igin gastrointestinal sistemin 0Ozelliklerini ve hicre
karakteristiklerini iyi anlamak, iBH'larinda yer alan biyomolekiiler mekanizmalarin
tanimlanmasina yardimci olabilir ve bu tlr kronik bozukluklara yonelik tedavilerin

gelistirilmesinde yeni fikirlerin ortaya ¢ikmasina olanak saglayabilir (36,37).
2.3. Kript Yapisi ve Epitelyal Hiicrelerin Ozellikleri

Gastrointestinal kanal mukoza, submukoza, muskularis eksterna ve seroza
olmak Uzere dort tabakadan olusmaktadir. En i¢ tabaka olan mukoza epitel, lamina
propria ve muskularis mukoza olmak Uzere lg tabakadan olusur (38). Bagirsak epiteli,
tek katmanli basit bir epitel yapisina sahip olmasina ragmen maruz kaldigi mekanik,
kimyasal ve biyolojik hasarlara karsi olduk¢a dayanikhdir. Kriptleri olusturan epitel
hiicreleri kript tabanindaki kok hiicrelerin strekli bolinmesiyle yenilenir. Bu hiicreler
Ozellesmis epitelyal ve mezenkimal hicreler tarafindan beslenir, korunurlar ve
birlikte bagirsak kok hicre nisini olustururlar. Bagirsak kok hiicreleri ve erken
progenitor hicreler, sinirli nis alani ve dolayisiyla kokliglu koruma veya yeniden
kazanma yetenegi icin rekabet eder. Bunu yapamayan hiicreler, alti farkl olgun hiicre
tipinden birine farkhlasir ve villusa dogru yukari dogru hareket ederek 3-5 giin sonra

bagirsak limenine dokulirler (39).

inflamatuar bagirsak hastaliklarinda histopatolojik olarak mukozal yapi ve
lamina propriada hiicresel anormallik gézlenir. Hastaligin aktivitesi notrofil granilosit
infiltrasyonu ve epitel bariyerin hasari ile 6l¢lilmektedir. Tani koyma asamasinda
histolojik olarak hastaligin zamani ve aktivitesi olduk¢a 6nemlidir. Erken teshis ve
uzun slire devam eden hastalik karsilastirildiginda mikroskobik goriinimlerinde
farkliliklar ortaya cikmaktadir. Yine cocukluk caginda baslayan iBH histopatolojisi ile
yetiskin yasta baslayan iBH arasinda da farklilik gézlenmektedir (40). Hastaligin
histolojik aktivitesi degerlendirilirken inflamasyon siddeti, (ilserasyon, kript hasari gibi

parametrelere dikkat edilmektedir.
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Sekil 2.3. intestinal kok hiicre nisi. (Meran, L ve ark. (47)’dan alinmistir.)

Doku hasari sonucunda inflamatuar yanit asamasinda bircok hicre tipi
koordineli sekilde ¢alismaya baslamaktadir. Yaralanan bolgeye gelen ilk hiicre tipi
notrofillerdir. Daha sonra monositler, lenfositler (NK hicreleri, T hicreleri ve B
hicreleri) ve mast hiicreleri gelmektedir. Monositler makrofajlara ve dendritik
hicrelere de farkhlasabilir ve hasarli dokulara alinabilirler (41-43). Aktive edilen mast
hiicreleri, sitokinler, kemokinler, histamin, proteazlar, prostaglandinler, 16kotrienler
ve sergilisin proteoglikanlar dahil olmak (izere cesitli inflamatuar aracilari serbest
birakirlar (44). inflamasyon uyarisi sonucunda hasarli bolgeye hiicre alimi
gerceklestikten sonra immun hicreler lokal inflamatuar mediatoérleri hasarl bolgeye

cagirmayi artirmakta ve devam ettirmektedir (45,46).

Bagirsak epiteli, kript- villus yapisinda birden fazla hiicre grubunun rol
oynadigi tek bir tabakadan olusur. Kript tabaninda intestinal kék hicreler (iKH) yer
almaktadir ve bu kok hicreler sayesinde epitel dokusu dizenli olarak
yenilenmektedir. intestinal kdk hiicreler; Enterosit, Goblet, Enteroendokrin, Tuft ve

Paneth hiicrelerine farklilasan transit amplifikasyon yavru hiicreleri tretmektedir.
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Farklilasan hicrelerin gocl villus ucuna kadar devam etmekte ve burada olen
hiicreler limene doklilmektedir. Bu hiicreler arasinda yer alan Paneth hicreleri ise
kript tabanina dogru go¢ etmekte ve burada yaklasik 6-8 hafta kalmaktadir. Stromal
hiicreler ve epitelyal hiicreler arasinda Wnt, Notch, Hedgehog, BMP, EphB ve Ephrin-
B sinyalizasyonu bulunmaktadir (47-49).

Nukleuslari bazala yakin ve mikrovilluslu prizmatik hiicreler olan enterositler
[imenden dolasim sistemine besinlerin tasinmasini saglayan 6zellesmis absorbtif
hiicrelerdir. Absorbsiyonun yani sira salgilama 6zelligine de sahip enterositler su ve
elektrolit salgilanmasi igin gerekli enzimleri Gretmektedir. Bu sayede sindirim ve
absorbsiyonun daha rahat gerceklesmesi saglanmaktadir. Ayni zamanda Birbirleriyle

olan siki baglantilar sayesinde bariyer gorevi gostermektedir (50).

Goblet hicreleri intestinal kék hicrelerden farklilasan epitelyal tabakayi
olusturan kadeh seklindeki diger hicre tipleridir. Goblet hiicrelerinin temel gorevi
mdisin salgilamak ve koruyucu bir mukus tabakasi olusturmaktadir. Notch sinyali
enterosit farklilasmasini kontrol ederken gama-sekretaz inhibe edildiginde Notch
sinyali bloklanir ve Notch sinyalinin nikleusa girmesi engellenir. Bu inhibisyon ve
degisim sonucunda goblet hiicreleri olusmaktadir. Bir baska transkripsiyon faktori
olan Spdef ise goblet hiicre olgunlasmasi icin gereklidir. Goblet hticreleri intestinal
homeostazin korunmasinda da énemli rol oynamaktadir. inflamatuar bagirsak
hastaliklarinda goblet hiicre sayisi ve boyutlari blyik 6lclide azalmaktadir. Ayrica
inflamasyon sonucunda koruyucu mukus bariyeri bozulmakta ve kolit meydana

gelmektedir (51-53).

Gastrointestinal sistemin epitelinde daginik olarak yer alan enteroendokrin
hiicreleri yemek ile ilgili bir uyarana karsi bircok hormon salgilamaya baslamaktadir.
Enteroendokrinler genel olarak salgiladiklari hormonlara goére siniflandirilirlar.
Serotonin gibi bazi hormonlar tiim gastrointestinal boyunca Uretilmektedir (54).
instilin salinimi, sindirim ve absorbsiyonun diizenlenmesi gibi bircok yolaga etki
ederek intestinal homeostazi kontrol etmektedir. Enteroendokrin hicrelerin

olusumunda Neurog3 ifadesi oldukg¢a 6nemlidir. Neurog3 knockout farelerde bu ifade
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yoklugunda ince ve kalin bagirsakta enteroendokrin hicrelerin gelisemedigi
gozlenmisken midede enteroendokrin hiicre popllasyonunda azalmaya neden
oldugu bulunmustur. Neurog3 yani sira Neurodl, Isl1, PDX1, NKX6 ve NKX2-2'de

enteroendokrin igin olduk¢a dnemli transkripsiyon faktorleridir (55-58).

Sayilari cok az olan tuft hiicreleri ise herhangi bir uyarana karsi interldkin-25,
prostoglandin E2 ve D2, asetilkolin gibi bir¢cok efektdor molekil salgilamaktadir.
insanda  tuft hiicreleri  sikloosijenaz-1 enziminin ifade edilmesi ile
tanimlanabilmektedir. Tuft hiicrelerinin inflamatuar bagirsak hastaliklari ile iliskisini
inceleyen sadece birka¢ calisma vardir (59). inflamatuar bagirsak hastaliklarinda
interlokin-25 olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. Tuft hicreleri de interldkin-25
salgiladigl icin bu hicrelerin inflamatuar bagirsak hastaliklarinda potansiyel bir
terapotik olabilecegi disiinilmektedir. Ancak iBH'de bircok immiin hiicresi
interlokin-25 Gretmektedir. Yapilan calismalarda tuft hiicrelerinin roli spesifik olarak
arastirilmadigi icin interldkin-25 seviyesindeki bu artisin sebebinin tam olarak Tuft

hicrelerinden kaynaklandigi sdylenememektedir (60,61).

Kript tabaninda yer alan Paneth hiicreleriilk olarak 1872 yilinda Gustav Albert
Schwalbe tarafindan kesfedilmistir (62). Paneth hiicreleri bagirsak epitelindeki 6nemli
salgl hiicreleri olmakla birlikte kript yapisinin korunmasinda da gorev almaktadir.
Paneth hiicrelerinde Wnt sinyalizasyonu énemli rol oynamaktadir. Chron hastaliginda
Paneth hiicrelerinin detayli analizi yapilmis ve hastaligin bu hiicre grubunun hasariyla
iliskili oldugu gozlenmistir (63). Paneth hiicreleri kript tabaninda bulunan ve epitelin
dizenli olarak yenilenmesini saglayan intestinal kok hiicrelere yardimci olan faktorler
salgiladigi da bilinmektedir. Paneth hiicrelerinin islevinde meydana gelen bozukluklar

kronik inflamatuar bagirsak hastaliginin ilerlemesine katkkida bulunmaktadir (64).
2.3.1. intestinal Kék Hiicreler

intestinal kok hiicreler kript tabaninda yer alan ve epitelin diizenli olarak
yenilenmesini saglayan hiicrelerdir. Bu kok hiticrelerin kripteki konumlari ve

davranislari hakkinda pek cok farkli hipotez bulunmaktadir. Bunlar hipotezlerden
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birisi paneth hticreleri arasinda yer alan kript CBC hiicreleri tanimlanmasiyla birlikte
yapilan bazi arastirmalarda bu CBC hiicrelerinin gergek intestinal kok hiicreleri temsil
ettigi 6ne surldlmistir. Baska bir hipoteze gore ise intestinal kok hicrelerin +4
pozisyonunda bulundugu ve genellikle terminal olarak Paneth hiicrelerine doniistiugi

soylenmektedir (66-68).

intestinal kék hiicrelerin tanimlanmasi icin bircok biyobelirte¢ dnerilse de
biline en genel gecer biyobelirtec LGR5'tir. LGR5 hem ince bagirsak hem de kalin
bagirsak icin biyobelirte¢ olarak kullaniimaktadir. Lgr5 pozitif CBC'lerin gastro
intestinal sistemdeki tim olgun epitelyal hicreler igcin multipotent oldugu
gosterilmistir (69). Ayrica LGR5 kaybi kript yapisinin yenilenmesini etkiledigi gibi

neoplatik slireci de tetiklemektedir.

inflamasyon sirasinda epitel dokunun yeniden onariminda gérev alan en
onemli hicre toplulugu intestinal kok hiicrelerdir. Hayatta kalan tek bir kript kék
hiicresi sayilarini artirip kriptin tekrar yenilenmesni hatta yeni kardes kriptalarin
olusmasini  saglayabilmektedir. inflamatuar bagirsak hastaliklarinda NF-kB
aktivasyonu ile interldkin- 1,6,8,12, siklooksijenaz-2, TNF-a ve bFGF gibi bircok faktér
ifade edilmeye baslanmaktadir (70). Boylece bagirsak epiteli meydana gelen hasara
karsi rejeneratif bir yanit baslatmaktadir ancak bu yanit ¢ok kompleks olup kok
hiicrelerin bu vyanittaki kaderi ve prolifresyonun biyolojik sonucglari pek

bilinmemektedir (71).
2.4. intestinal Kok Hiicre Nisi

intestinal kok hiicrelerin homeostazini saglayan kript cevresinde bir
mikrocevre bulunmaktadir. Bu mikrocevre ekstraseliiler matriks ve hiicresel bir nisten
olusmaktadir. Ekstraseliler matriks; kolajen lifleri, integrinler, fibronektin
filamentleri, lamininler ve glikozaminoglikanlardan olusan destekleyici bir agdan
olusurken, hicresel nis; endotel hicreler, noral hicreler, perikriptal

miyofibroblastlar, fibroblastlar ve diiz kas hiicrelerinden olusur (47).
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2.4.1. Miyofibroblastlar ve Biyobelirtegleri

Epitel ve muskularis mukoza arasinda olan lamina propriada mezenkimal
hicreler bulunmaktadir. Bu hiicre tiplerinden bir tanesi miyofibroblastlardir.
Miyofibroblastlar intestinal dokuda herhangi bir hasar meydana gelmesi sonucunda
dokunun yenilenmesinde dnemli bir role sahip kontraktil hiicrelerdir. Yara iyilesmesi
sureclerinde fibroblastlar miyofibroblastlara farklilasabilmektedir. Miyofibrolastlar
biyobelirteg olarak CD90, vimentin ve a-SMA pozitig iken diz kas hiicrelerinden farkli
olarak Desmin bakimindan negatiftirdirler (72,73). Subepitelyal miyofibroblastlar
epitelyal blylime, farkhlasmada rol almakta ve ayni zamanda enteroidlerin
bliylimesini kolaylastirmaktadir. inflamatuar bagirsak hastaliklarinda
miyofibroblastlar matriks metalloproteinazlar (MMP) (reterek ekstraseliler
matriksin yeniden sekillenmesinde rol oynar (74,75). Farkh timorlerin timor
stromasindaki miyofibroblastlar arastirildiginda ise bu hiicrelerin heterojenligi ve
miyofibroblast miktarindaki farkliliklar géze c¢arpmaktadir (76). Stromada
miyofibroblast sayisindaki artis kotli prognozla iliskilendirilmektedir (77-81). Bu
ylzden tlimor ve miyofibroblast arasindaki iliskisi arastirmak timori yok etmek icin

potansiyel terapotik yollardan birisi olabilir.

Hsia ve ark. tarafindan 2016 yilinda miyofibroblastlari fibroblastlardan ayirt
etmek icin yapilan calisma kapsaminda tim genom mikrodizi mRNA-ekspresyon
profilleri analiz edilmis ve bu iki hiicre tipi arasinda Aoc3, NKX2-3 ve LRRC17 gibi
genlerin anlamh 6lgtde farkh ifade edildigi gbzlenmistir (82). Prof. Dr. Aytekin Akyol
danismanhginda 2018 yilinda Katipoglu K. tarafindan yapilan tez calisma kapsaminda
ise perikriptal ve subepitelyal miyofibroblastlar icin immiinohistokimyasal olarak
taninmayi saglayacak biyobelirtegler arastiriimis ve kolon kanseri vakalarinda ZEB1,
TMEM119, AOC3, PR2D3, MYH11, CD146, CD56’nin ifadelerinin incelenmesine karar
verilmistir. Calismanin sonucunda Aoc3 ifadesinin miyofibroblastlari fibroblastlardan
ayirt etmek icin kullanilabilecek potansiyel bir biyobelirte¢ oldugu gozlemlenmis ve

literatlrdeki bilgileri desteklemistir (83).
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Sekil 2.4. Miyofibroblast ve Fibroblast kiiltlrlerinin mikrodizin gen ifadesi profili.

(Hsia, LT ve ark. (82)’den alinmistir.)

2.5. AOC3 (Bakir iceren amin oksidaz-3)

Aoc3 semikarbazid duyarli amin oksidaz ailesine ait bir primer amin
oksidazdir. Vaskiiler Adezyon protein-1 (VAP-1) olarak da bilinen Aoc3 herhangi bir
inflamasyon sonucunda pro-inflamatuar olarak rol oynamaktadir. AOC3 geni 17
kromozomda yer almaktadir. Bu gen, 180 kDa biyukluginde kalp seklinde bakir
bagimh sialize homodimerik glikoproteini sentezlemektedir (84,89). Yaklasik 90kDa
biydkliginde olan her bir monomer ise bakir, kalsiyum ve N-asetilglukozamin
icermektedir (90). Aoc3 endotelyal, diiz kas, adiposit ve perisitler gibi bircok hiicre
grubunda ifade edilmektedir. Aoc3’lin fonksiyonlarini arastirmak i¢in Stolen ve ark.
2005 yilinda Aoc3 homozigot fare Uretmistir. Genin fonksiyonunu bozmak icin ilk
ekzonuna Neomisin diren¢ kaseti konulmustur. Southern Blot ve PZR ile genotip

dogrulamasi yapilmistir. Fare irki olarak 129S2 kullanilmis ve Aoc3’lin lokosit
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trafiginde rol oynadigini acgiga cikarilmistir (85). Fareler daha sonra baska arastirma
gruplar tarafindan C57BL/6J irkina geri caprazlanmis ve bu tez kapsaminda da bu

C57BL/6J Aoc3-/- fareler kullaniimistir.
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Sekil 2.5. Aoc3 geninin yapisi ve genotiplerin Southern Blot ve PZR ile dogrulanmasi

(Stolen, CM ve ark. (85)'ten alinmistir.).

intraseliiler vezikiiller igerisinde depolanan Aoc3 inflamasyon sirasinda hizlica
endotelyal hiicrelerinin limen ylizeyine transloke olurlar. Aoc3’lUn ayni zamanda
soluble formu da bulunmaktadir. Soluble formu ise endotelyal ylizeyine baglanmis
Aoc3’in matriks metalloproteinazlar tarafindan kesilmesiyle olusmaktadir (Sekil
2.5.1.). Aoc3’liin oksidasyon sonucunda aldehit, amonyak ve reaktif oksijen tirleri
aciga cikmaktadir (91). Endoteldeki Aoc3 l|6kosit Uzerindeki Aoc3 reseptoriine
baglandiginda acgiga cikan bu driinlerde inflamasyonun siddetini artirmaktadir (Sekil

2.5.2) (86-88).
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Sekil 2.6. Kan-Doku arasindaki l6kosit trafiginde Aoc3'ln roli. (Boyer, DS ve ark.

(84)'den alinmistir.)

2.6. Aoc3'’iin inflamasyondaki Rolii

Aoc3’in hem adheziv hem de enzimatik bu iki 6zelligi inflamasyona katki
saglamaktadir. Bu yizden inflamasyonda Aoc3 inhibisyonu oldukca 6nemlidir (92,93).
Farede gelistirilen inflamasyon modellerinde Aoc3 inhibisyonun go6z, akciger,
romatoid artrit, karaciger ve inme gibi bircok hastalikta etkili oldugu gozlenmistir
(94,95). Bu yuzden birgok ila¢ firmasi Aoc3 inhibitéri gelistirmistir. Bunlar arasinda
en yaygin kullanilanlardan birisi LJP1207 inhibitériudir. Bunun yani sira birgok fare-
insan kimerik monoklonal antikor gelistirilerek Aoc3'Un |6kosit trafigindeki roll
bozulmustur (96-98). Ayni zamanda pek ¢ok inflamatuar hastalik modelinde umut
vaadeden bir monoklonal olan BTT-1023 tam insan monoklonal antikoruda

gelistirilmistir (99).
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Salter-Cid LM ve ark tarafindan 2005 yilinda yapilan galismada SJL/J erkek
farelerde oksazolon kaynakli kolit olusturulmus ve semikarbazid duyarh amin oksidaz
(SSAOQ) inhibitora olan LIP 1207(10 mg/kg) inhibitoéri uygulandiginda inflamasyonun
azaldigr gozlenmistir (100). 2020 yilinda Cui ve ark. tarafindan yapilan c¢alisma
kapsaminda ise sigara kullanan inflamatuar bagirsak hastaligina sahip hastalarda
Aoc3 ifadesinin yiiksek oldugu gosterilmistir (101). Ozellikle soluble Aoc3 ifadesi ile
ilgili calismalarin bulgulari inflamatuar bagirsak hastaliklarinda ve kolorektal kanserde
karsilastirildiginda ok fazla celismektedir. Soluble Aoc3 ifadesi inflamatuar bagirsak

hastaliklarinda yiksek ¢ikarken, kolorektal kanserde distk olarak gézlenmektedir.
2.7. Aoc3’iin Kolon Kanserindeki Rolii

Aoc3'lUn inflamatuar bagirsak hastaliklarindaki (6zellikle kolit iliskili) rolu
hakkinda ¢ok fazla arastirma olmamasina ragmen kolorektal kanser ile iligkisi
hakkinda pek ¢ok yayin bulunmaktadir. Aoc3'iin soluble ve membran bagli iki formu

kanser prognozu ile oldukga iligkilidir.

2016 yilinda Ward ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Aoc3'lin hem soluble
hem de membran bagh formunun kolorektal kanserdeki ifadesi degerlendirilmistir.
31 tane KRK tanisi konulmus olan hastanin serumlarindaki soluble ve membran bagl
Aoc3 seviyesi kontrol grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
sekilde azaldigi Western Blot ile gosterilmistir. Aoc3 seviyesindeki bu azalmanin
altindaki molekiler mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte bu durum timor
hicreleri tarafindan anti-timor immdin hicrelerinin timor mikrogevresine alimini

onlemek icin gelistirdigi bir mekanizma olabilir seklinde aciklanmistir (102).

2009 yilinda Toiyama ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma kapsaminda da 100
kolorektal kanserli hasta ve 33 saglikli hasta tizerinde soluble Aoc3 seviyeleri ELISA ile
analiz edilmistir. ilk asamada soluble Aoc3 seviyesinin kontrole gore yiiksek oldugu
gozlenirken hastalik ilerledikce Aoc3 seviyesinde azalma gerceklesmistir. Duslik Aoc3
seviyesi olan hastalarin prognozunun yiiksek Aoc3 seviyesine sahip olanlara gore

onemli 6lclide kotl oldugu bulunmustur (103).
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2023 yilinda Zawawi ve ark. tarafindan yapilan calisma kapsaminda da kanser
iliskili fibroblastlarda ifade edilen Aoc3’deki kolorektal kanserin ilerlemesiyle degisimi

arastirilmis ve Aoc3 ifadesinin azaldig1 gésterilmistir (104).

2018 yilinda Katipoglu K. tarafindan yapilan tez ¢alismasi kapsaminda da Aoc3
ifadesinin kolorektal kanser vakalarindaki kaybi yukarida verilen bircok arastirmayi

desteklemektedir (83).
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Sekil 2.7. Kolon karsinomu desmoplastik stromasinda AOC3 ifadesi. (Katipoglu, K

(83)’den alinmistir.).

Gunlmuze kadar bunlar gibi yapilan bircok ¢alisma KRK'da Aoc3 ifadesinin
azaldigi bulgusunu desteklemektedir (105). Aoc3 ifadesi ince bagirsak ve kolon
arasinda bile farklihk gosterebilir. Normal dokulardaki miyofibroblastlarin

heterojenitesi ve farkhliklar tiimor gruplarinda da benzer sekilde yansimaktadir (82).
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2.8. Kolit iliskili Kolon Kanseri Olusturmak i¢in Uygulanan Kimyasal Ajanlar

inflamasyon iliskili kolorektal kanser arastirmalari icin AOM/DSS kimyasal
uygulamalari oldukga yaygindir (106). Dekstran Siilfat Sodyum (DSS), kolon epiteline
direk olarak zarar veren kimyasal bir ajandir. icme suyuna karistirilarak uygulanan bu
kimyasal ajanin inflamasyon gelistimek i¢in kullanimi olduk¢a kolaydir. DSS
kullaniminda siire, verilme siklusu, konsantrasyonu oldukg¢a 6nemlidir. TGmor gelisimi
icin en sik kullanilan genotoksik ajanlardan birisi de Azoksimetan (AOM)dur
(107,108). AOM/DSS kombinasyonu ise kolit iliskili kolon kanseri gelistirmede oldukca
maliyeti disik, uygulamasi kolay ve daha kisa strede timor gelistirmede énemlidir

(109,110).
2.8.1. Dekstran Siilfat Sodyum (DSS)

DSS suda ¢oOzinir bir bilesik olup suyla karistinldiginda berrak bir goriinti
olur. DSS konsantrasyonu kolit olusturmakta olduk¢a 6nemlidir. 36-50 kDa arasinda
bir uygulama kolonda hasar meydana getirmek icin yeterlidir. Akut kolit olusturmak
icin ylksek dozda ancak kisa siireli DSS uygulanirken, kronik inflamasyon icin diislik
dozda ancak tekrarl DSS uygulamalari yapilmalidir. Ticari olarak satilan herbir DSS
farkli agirliklarda ve etkinlikleri farkh oldugu icin pilot deney yapmak oldukga
avantajhidir. DSS oda sicakliginda stabil bir maddedir. Ancak her uygulama sirasinda
taze hazirlanmasi olduk¢a ©6nemlidir. Eger uygulama sirasinda suda bulaniklik
meydana gelirse bu suyun icerisinde mikroorganizma gelistigini ifade etmektedir.
Boyle durumlarda suyun hemen degistirilmesi tavsiye edilir ve hem deney grubu hem
de kontrol grubu i¢in otoklavl su kullanmak avantajlidir. Su igerisine karistirilan DSS
iyice ¢ozdurilmelidir. Eger iyi ¢ozdliriilmezse fare su kaplarinin ug kisminda tikanikhga
sebep olur ve uygulamayi aksatabilir. Boylece yanls ve istenilmeyen sonuglar elde

edilebilir (111).
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Sekil 2.8. DSS ile indiiklenen kolit olusumu. (Chassaing, B ve ark. (111)’den alinmistir.)

DSS’nin neden oldugu histolojik degisikliklere bakildiginda ilk olarak
epitel tabakanin hasari meydana geldigi goézlenmektedir. Daha sonra goblet
hicrelerinin azalmasi, kript yapilarinin bozulmasi ve ulserasyon yer almaktadir. DSS
epitel bariyeri bozduktan sonra noétrofillerin mukozal epitelden kript Iimenine
gecmesine neden olur. Bu durum inflamatuar bagirsak hastaligina sebep olurken ayni

zamanda DSS’nin antikoaglilkan 0zelligi kanamanin daha da artmasina ve
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inflamasyonun siddetlenmesine neden olmaktadir. Akut kolit parametreleri olarak

kilo kaybi, ishal ve diskida kanama gibi belirtiler takip edilebilir (112,113)
2.8.2. Azoksimetan (AOM)

Azoksimetan kolorektal kanser ¢alismalarinda siklikla kullaniimaktadir. AOM,
kullanilan deney hayvani DNA'si {izerinde direk etkide bulunmamaktadir. ilk olarak
metil azoksimetanol (MAM) formuna doénismekte ve daha sonra farkli yolaklar

Uzerinden (TGF, K-ras, B-catenin gibi) kolon kanseri gelisimini indiklemektedir (114).

Kolon Kanserinde AOM

AOM
@ CYP2EI

@) MAM

TGF- B B-catenin K-ras

PI3K/Akt

Apoptosis Cell cycle

Colon cancer

Sekil 2.9. Kolon Kanserinin AOM Modeli. (Chen, J ve ark. (114)’ten alinmistir.)

AOM, kolonda anormal kript yapisi gelistirerek neoplazi, adenoma ve
adenokarsinom gelisimine neden olmaktadir (115). Deney hayvanlarinin AOM'a olan
duyarhhklari farkhlik géstermektedir. A/J ve SWR/J oldukga duyarli iken C57BL/6 ve
Balb/c orta dereceli duyarlidir. AKR/J ve 129/SV fare irklari ise AOM uygulamasi
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karsisinda herhangi bir kolon polibi gelistirmemektedir (116). AOM'un uygulama dozu
ve sikliklari da DSS uygulamasindaki gibi farkliliklar gostermektedir. Viicut agirhgina
gore 10-15 mg/kg konsantrasyonunda enjeksiyon ve 16-36 hafta arasinda takip edilen
deney hayvanlarinin polip gelistirdigi soylenmektedir. Bu durum hayvanin irkina,
doza, sikliga, takip suresine oldukga baghdir (117-120). Suzuki ve ark. tarafindan 2006
yilinda yapilan calismada ise 4 farkh fare irkina (Balb/c, C3H/HeN, C57BL/6N ve
DBA/2N) AOM/DSS kombinasyonu uygulanmistir. AOM konsantrasyonu olarak
10mg/kg intraperitonel olarak uygulanirken, DSS %1 konsantrasyonunda 4 giin
boyunca uygulanmis ve hayvanlar 18 hafta boyunca takip edilmistir. Balb/c ve
C57BL/6N farelerde kolonda tumor gelisirken diger iki irkta timor gelisimi
gbzlenmemistir. Ayrica inflamatuar degisikliklere bakildiginda C57BL/6N farelerde bu
degisikliklerin en az seviyede oldugu bulunmustur (121) C57BL/6 fare irki igin en
uygun kosullar; 0.glinde intraperitonel olarak AOM (10mg/kg)'un enjeksiyonu, 7 giin
ara verdikten sonra 8-14.glinler arasinda 7 gunlik ilk periyot %2 DSS uygulamasi, 14
gln normal su verildikten sonra 29.glinde ikinci periyot ve 50.glinde 3.periyodun
uygulanmasi seklinde verilmektedir. 84.giinde ise sag kalan tim farelerin
sakrifiksayonu gerceklestiriimektedir. Béylece tim farelerin distal kolonlarinda
ortalama 6-10 timor gelisimi oldugu belirtilmistir (122-125).

Kolit iliskili kolorektal kanser arastirmalari icin AOM/DSS uygulamasi cok
yaygin kullanilsa da standart bir model elde etmek c¢ok zordur. inflamatuar
degisikliklerin meydana gelmesi ve timor elde etmek; AOM ve DSSnin
konsantrasyonu, tekrarlama sikligl, takip stiresi, fare irki gibi pek cok parametreye

baghdir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Aoc3-/- ve Apc+/- Farelerin Temini ve Genotiplenmesi

Deney gruplarinin olusturulmasi kapsaminda kullanilmak {zere 11.
Kromozomu lizerinde yer alan 4 ekzonlu Aoc3 geninin ilk ekzonuna Neomisin kaseti
insert edilerek genetigi degistirilen 4 adet C57BL6 Aoc3-/- erkek transgenik fare
Finlandiya’daki Turku Universitesi’nden ithal edilmistir. Gelen farelerin H.U.
Transgenik Hayvan Teknolojileri Laboratuvari’'na uyumu icin yaklasik 2 hafta
beklendikten sonra homozigot olduklarini tespit etmek icin genotiplemeleri
yapilmistir. Apc +/- mutant fareler ise 2018 yilinda Hacettepe Universitesi Transgenik
Hayvan Teknolojileri Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde olusturulmus olup
18.kromozom Uizerinde yer alan Apc geninin 16.ekzonunda 8 niikleotitlik delesyonu

ile cerceve kaymasi mutasyonuna sahiptir.

3.1.1. Fare Kuyrugundan DNA izolasyonu

izolasyon islemi icin ilk olarak kuyruklar bistiri yardimi ile 1.5-2 cm
uzunlugunda kesilerek 1.5 ml ependorf icerisine alinmistir. Uzerine 600 pl TNES
tamponu (10mM Tris-HCl, pH: 7,5 / 400Mm NaCl / 100mM EDTA / %0,6 SDS / ddH20)
ve 35 pl Proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek 55°C’deki su banyosunda gece boyu
inklibasyona birakilmistir. Ertesi glin su banyosundan alinan érnekler 13.000 rpm’de
5 saniye oda sicakhiginda santrifijlenmistir. Daha sonra 6rnekler lizerine 166,7 pul 6M
NaCl eklenerek 25 saniye boyunca tlpler kuvvetli bir sekilde calkalanmistir. Artik
bulanik bir goriintliye sahip olan ependorf tipler 13.000 rpm’de 5 dakika
santrifijlenmistir. Santriflij sirasinda 6rnek sayisi kadar 700 pl %70 EtOH iceren temiz
1.5 ml ependorf hazirlanmistir. Santrifijlenen her bir 6rnegin stipernatan kismindan
700 pl pipet yardimiyla ¢ekilmis ve temiz 1.5 ml ependorf tliplere aktariimistir. Bu
sirada pipet ucunun pelet kismina temas ettiriimemesine dikkat edilmistir. Cekilen
siipernatan orneklerin Gzerine tek tek 700 pl %100 EtOH eklenerek ependorflar ters
diz edilmis ve ipliksi DNA yapisi isik altinda gozlenmistir. Gozlemlenen ipliksi DNA

yapisi kapiller tiplerin (Kimble Chase 34500-99) ependorf icerisine obrik daldiriimasi
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ve etrafinda donduirilmesiyle alinmistir. Kapiller tiiplerin yardimiyla alinan DNA
ornekleri %70 EtOH icerisinde bir iki kez yikanmis ve temiz bir 1.5 ml ependorf icerine
alinarak kapiller tlplerin biraz kurumasina izin verilmistir. Daha sonra her bir kapiller
Uzerine 300 pl LoTE tamponu (3Mm Tris-HCI, pH:7,4 / 0.2mM EDTA / ddH20)
eklenmis ve LoTE eklendikten sonra kapillerden DNA’nin ayrildigi 1sik altinda
gdzlemlenmistir. iki 6rnekte 55°C’deki su banyosuna 10 dakika birakilmis ve
inklibasyon sonunda ornekler hafif vortekslenip santrifijlenmistir. PZR icin

kullanilmaya hazir fare DNA 6rnekleri -20 °C’ye kaldirilmistir.

3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

izolasyon sonrasi Aoc3 gen bdlgesinin WT sekansini ¢ogaltmak icin uygun
primer olan CS-21: 5' GCCCACAAGGAAGAAGACAC 3' ve (CS-22: 5!
CAAACACCAGGGACAGAACC 3' kullanilirken, Neo-R sekansini gogaltmak icin CS-23: 5
GGCTGCTGATCTCGTTCTTC 3' wve (CS-24: 5 TCTGGATTCATCGACTGTGG 3'
kullanilmistir. DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher, EP0705) ile PZR
reaksiyonu Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.’deki gibi kurulmus ve Tablo 3.3.’de verilen PZR
programinda cogaltilmistir. Apc gen bdlgesinin WT sekansini ¢ogaltmak icin uygun
olan primerler Forward: 5 CAGCAGCTTTAAGGAATCTCA 3', Reverse: 5
TCTGACCTACTATCATCATGTCG 3' kullaniirken ve mutant alleli ¢ogaltmak icin F:
5'GTCTGCCATCCCAGGAAA 3' ve Reverse primer WT Reverse primeri ile ayni
kullanildi. Apc icinde DreamTaq DNA Polymerase kullaniimis olup Tablo 3.4 ve Tablo

3.5.’teki PZR reaksiyonu kurulmus ve yine paylasilan PZR Programinda ¢ogaltilmistir.



Tablo 3.1. Aoc3 Gen Boélgesinin WT Sekansi igin PZR Reaksiyonu

Bilesenler Konsantrasyon | Miktar/Reaksiyon (ul)
Nikleazsiz (RNA ve DNA) su - 19,75

10X DreamTaq PCR Buffer 10X 2,5

CS-21 ve CS-22 Primer Mix 10uM 1

10 mM dNTPs 10mM 0,5
DreamTaq Polymerase 2000 U/ml 0,25

Kuyruk DNA’s| - 1

Toplam 25

Tablo 3.2. Aoc3 Gen Bolgesinin Neo-R Sekansi i¢cin PZR Reaksiyonu

Bilesenler Konsantrasyon | Miktar/Reaksiyon (pl)
Nukleazsiz (RNA ve DNA) su - 19,75
10X DreamTaq PCR Buffer 10X 2,5
CS-23 ve CS-24 Primer Mix 10uM 1
10 mM dNTPs 10mM 0,5
DreamTaq Polymerase 2000 U/ml 0,25
Kuyruk DNA’s| - 1
Toplam 25
Tablo 3.3. Aoc3 PZR programi
Basamak Sicakhik Sure
Denatirasyon 95°C 2 dk
95°C 45 sn
Hibridizasyon (x39 D6ngl) 60°C 45 sn
72°C 1dk
Uzama (Extension) 72°C 5 dk
Tutma (Hold) 4°C oo

25



Tablo 3.4. Apc Gen Bélgesinin PZR Reaksiyonu
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Bilesenler Miktar/Reaksiyon (ul)

Nukleazsiz (RNA ve DNA) su 17,25

10X DreamTaq PCR Buffer 2,5

Apc G _F 0,5

Apc_G_R 1

Fmut_2 2

10 mM dNTPs 0,5

DreamTaq Polymerase 0,25

Kuyruk DNA’s| 1

Toplam 25

Tablo 3.5. Apc PZR programi

Basamak Sicakhk Siire

Denatirasyon 95°C 2 dk
95°C 30 sn

Hibridizasyon (x35 Dongli) 59°C 30 sn
72°C 30 sn

Uzama (Extension) 72°C 5 dk

Tutma (Hold) 4°C oo

PZR sonucunda hedef sekansimizi iceren WT gen bolgesinin beklenen boyutu 405 baz

cifti iken Neo-R iceren gen bolgesinin beklenen boyutu 604 baz ciftidir. PZR cihazi

olarak MyGene Series Peltier Thermal Cycler (LongGene Scientific Instruments Co.

Ltd.) cihazi kullanilmistir.
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3.1.3. Multipleks PZR

Finlandiya’dan ithal edilen 4 farenin genotiplenmesi Tablo 3.1. ve 3.2’deki gibi
yapildiktan sonra farelerin Uretimi esnasinda bu islem ¢ok kez tekrarlanacag icin
Multipleks PZR’nin daha avantajli olacagi distnildi. Bunun lizerine malzeme giderini
ve zaman kaybini azaltmak icin Multipleks PZR optimizasyonu yapildi. Tablo 3.4.’deki

reaksiyon kurulduktan sonra yine Tablo 3.3.’deki PZR programi kullaniimigtir.

Tablo 3.6. Multipleks PZR Reaksiyonu

Bilesenler Konsantrasyon | Miktar/Reaksiyon (pl)
Nukleazsiz (RNA ve DNA) su - 18,75

10X DreamTaq PCR Buffer 10X 2,5

CS-21 ve CS-22 Primer Mix 10uM 1

CS-23 ve CS-24 Primer Mix 10uM 1

10 mM dNTPs 10mM 0,5
DreamTaq Polymerase 2000 U/ml 0,25

Kuyruk DNA’s| - 1

Toplam 25

3.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel ekstraksiyonu igin ilk olarak PZR Urlnleri %1 konsantrasyonlu
agaroz jelde ylrutilmistir ve ylritme islemi tamamlandiktan sonra UV 1sik kaynagi

altinda gorintilenmistir

3.2. Aoc3-/- ve WT Farelerin Uretilmesi

ithal edilen farelerin genotipi dogrulandiktan sonra ciftlestirme islemi icin
Aoc3-/- erkek farelerin yanina C57BL6 2 tane WT disi birakildi. Dogan yavrularin hepsi
heterozigot olacagl icin genotipleme yapilmadan Het x Het ciftlestirme kafesleri
olusturuldu. 10 tane ciftlestirme kafesi yapilip her biri icerisine 1 Aoc3 +/- Erkek x 2
Aoc3 +/- Disi eklendi. Dogan fareler cinsiyetlerine go6re ayrildiktan sonra

genotiplendirildi. Genotipleme sonucunda bulunan Homozigot ve WT fareler ile
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Homo x Homo giftlesmeleri igin 6 tane kafes, WT x WT ciftlesmeleri igin 4 tane kafes
olusturuldu. Bu arada Western Blot ve iIHK boyamalari icin 1 tane WT, 1 tane Het ve
1 tane Homo erkek fare sakrifiye edildi. Protein icin: akciger, kalp, karaciger, bobrek,
dalak, mide, proksimal intestine, mid. intestine, distal intestine, proksimal kolon,
distal kolon &rnekleri alindi. immiinohistokimyasal boyama icin ise i¢ organlar ve

bagirsak (GIS) diye iki kaset her li¢ hayvan icin olusturuldu.

3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Homo x Homo ve WT X WT ciftlestirmelerinden dogan farelerin genotipleri
dogrulandi. istenilen sayida fareye ulasildiktan sonra planlandigi sekilde deney

gruplari olusturuldu.

3.4. DSS Konsantrasyonunu Belirlemek igin Yapilan Pilot Deney

Deney gruplarina uygulanacak Dekstran Sodyum Siilfat (DSS) (TdB labs, CAS
Number: 9011-18-1) konsantrasyonunu belirlemek amaciyla bir pilot deney yapildi.
Bu pilot deney kapsaminda 3 tanesi WT ve 3 tanesi Aoc3-/- olmak lizere 6 tane kafes
olusturuldu. Her bir kafes igerisine genotipleri ayni olan 2 fare eklenerek %2, %2,5 ve
%3 olmak Uzere farkh konsantrasyonlarda DSS icme suyuna karistirilarak uygulandi.
5. Glin DSS uygulamasinin ardindan normal igme suyuna geri doniildi ve 6. Gilinde
tim hayvanlar sakrifiye edildi. DSS uygulamasina baslandigi glinden itibaren farelerin
glnlik vicut agirhiklari tartimi yapildi. Sakrifikasyon sonrasinda ¢ikarilan kolon soguk
PBS igerisine alindi. 1xPBS igerisinde kolon longitudinal olarak agilarak temizlendi ve
formoligerisinde fikse edildi. 1 glin boyunca fiksasyona maruz birakilan 12 6rnek kesit
almak icin formolden c¢ikarildi. Kolon uzunluklari arasindaki farki gézlemlemek icin
kesit almadan 6nce 6rneklerin fotograf cekimleri yapildi. Daha sonra Hematoksilen &
Eozin boyamasi icin Proksimal kolon, mid. Kolon ve distal kolon kesitleri her bir 6rnek

icin 5 parca 1 kaset olacak sekilde toplandi.
3.5. Akut Kolit Modeli Olusturulmasi

Akut kolit modeli olusturmak icin yapilan pilot deney sonucunda belirlenen
DSS konsantrasyonu farelere uygulandi. Deney gruplart WT Normal su (n=4), WT
DSS’li su (n=4), Aoc3-/- Normal su (n=4) ve Aoc3-/- DSS’li su (n=4) olmak tzere 4 kafes
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seklinde olusturuldu. Fareler 8 giin takip edildi. iki giinde bir olmak {izere viicut
agirhklar 6lglldi ve uygulama sirasinda 6len farelerin tarihi kaydedildi. 9. Ginde tim
gruplar sonlandirildi ve kolondan protein ve RNA igin 6rnek alindi. Ayrica kolon

kesitleri Hematoksilen & Eozin boyamasi igin kasetlendi.

3.6. Deney Gruplarina Azoksimetan (AOM) ve DSS Uygulamasi

Aoc3’in kolit ile iliskisini arastirmak icin deney gruplari olusturuldu.
Azoksimetan (Sigma, CAS Number:25843-45-2) uygulanacak deney gruplarina
konsantrasyonu 10mg/ml olmak Uzere vicut agirhiklarina (100mg/kg) gore
intraperitonel olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 1 hafta sonra DSS uygulanmasi
planlanan gruplara icme sularina karistirilarak 5 giin boyunca DSS verildi. 5. Glnin
sonunda normal suya gecildi ve 9 glin boyunca normal su verilmeye devam etti.
Boylece 14 glnluk ilk siklus tamamlanmis oldu. Bu siklus 3 kez olacak sekilde
tamamlandi. Ugiincii siklus bittikten sonra normal su verilerek hayvanlar 80.giine
kadar takip edildi. Azoksimetan enjeksiyonundan yaklasik 90. Gline kadar haftada bir

kez hayvanlarin vicut agirliklari tartilarak not edildi (Sekil 3.1).

- %2 DSS igme Suyu %2 DSS icmem igme Suyu |
S giin) (9g0n) 5 giin) (9 gin) g (9 gun)
A

S.HAFTA T HAFTA 14.HAFTA
)\ ) I
T

ikdus 2 Siklus 3 Tiimér Analizi

AOM (10mg/m) enjeksiyonu

Sekil 3.1. Aom (10mg/ml) ve DSS uygulamasi.

14.hafta sonunda sag kalan hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edildi. Akciger, kalp,
karaciger, bobrek, dalak, mide formol icerisinde fikse edilirken gastrointestinal sistem
dikkatle cikarildi ve longitudinal olarak agilarak 1x PBS icerisinde temizlendi. Formol
icerisine alinarak bir giin fikse edildi. Bir glin sonunda fikse olan kolonlarin uzunluk
karsilastirmasini yapmak icin cekumdan distal kolona kadar olan kismin fotograf
¢ekimi yapildi ve 6l¢lldi. Daha sonra mikroskop altinda polip olusumu incelendi, not

edildi ve uygun sekilde kasetlenerek takibe alindi.
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3.7. Distal Kolondan RNA izolasyonu ve Gergek Zamanli Kantitatif PZR

WT ve Aoc3-/- fareler sakrifiye edildikten sonra her iki genotipteki farenin
distal kolonundan taze dokular alindi ve RNAlater (AM7020, invitrogen) icerisine
konuldu. TRIzol ile RNA izolasyonunda ilk olarak RNAlater igerisindeki 6rnek
homozenizatére alindi ve Ulzerine 1000ul TRIzol (Cat No: 15596-018, invitrogen)
eklendi. Homojenize edilen dokular temiz ependorf icerisine aktarildi. 5dk oda
sicakhginda inkiibasyona birakilan érneklerin Gizerine 200ul kloroform eklendi ve 15
sn kuvvetlice ¢alkalandi. Tekrar oda sicakliginda 2-3 dk beklendikten sonra 4 °C’'de
13,000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi. Santrifij sonrasi slipernatan temiz bir
ependorfa aktarildi. Uzerine 500ul isoproponol eklenen &rnekler dikkatle
calkalandiktan sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 13,000
rom’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edilen 6rneklerde ependorfun alt kisminda beyaz pelet
gozlenmelidir. Bu asamada pelete dokunmadan slipernant atildi ve peleti yikamak
icin %75’lik EtOH ‘den 1ml eklenerek vortekslendi. 13,000 rpom’de 10dk 4 °C'de
santriflij yapildiktan sonra sipernant atildi. 5-10 dk oda sicakliginda alkoliin ugmasi
icin bekletilen 6rneklerin lizerine bu siire sonunda 100ul RNAse icermeyen su eklendi
ve 10dk 55°C su banyosunda inkiibe edildi. izole edilen RNA’nin konsantrasyonunu
olcmek icin Nano-Drop (ND-2000) kullanildi. Konsantrasyonlari 0,2ug/ul olacak
sekilde alikotlar hazirlandi ve stoklar -80°C’ye kaldirildi. izole edilen ve alikotlanan
RNA ornekleri ile High Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (REF: 4368814,
Thermo Scientific) kullanilarak cDNA sentezi yapildi (Tablo 3.7 ve 3.8). cDNA sentezi
yapildiktan sonra gercek zamanh kantitatif PZR reaksiyonu kuruldu. Bunun igin
Luminaris Color HiGreen Low ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific, LSG K0373)
kiti kullanildi. Aoc3 mutant ve WT farelerin distal kolonundan elde edilen cDNA'lar
1:20 oraninda diliie edildi. Hedef genler beta aktine (Actb) gore normalize edildi.
Negatif kontrol olarak cDNA yerine distile su konuldu ve reaksiyonun dogrulugu
degerlendirildi. Reaksiyon Stratagene Mx300 5 P cihazinda analiz edildi ve (g tekrarh
sekilde yapildi. Kullanilan primer sekanslari Tablo 3.9'de, reaksiyon kosullari Tablo

3.10’de ve PZR programi Tablo 3.11’da verilmistir.



Tablo 3.7. cDNA Sentezi Reaksiyon Bilegenleri

Bilesenler Miktar/Reaksiyon (pl)
Nikleazsiz (RNA ve DNA) su 4,2

10X RT Buffer 2

10X RT Random Primer 2

25X dNTPs Mix 0,8
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1

cDNA 10

Toplam 20

Tablo 3.8. cDNA PZR Programi

Reaksiyon Sicakhigi Siire
25°C 10 dk
37°C 120dk
85°C 5 dk

4°C Bekletme

Tablo 3.9. Ger¢cek Zamanl Kantitatif PZR igin Kullanilan Primer Sekanslari
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Kullanilan Primerler

Sekanslar (5’ - 3’)

Aoc3- Forward

GTGGTCAGATCCGTGTCTACCTT

Aoc3 -Reverse CCTGTGGCGTGGAATTTGA
Actb- Forward AGCCATGTACGTAGCCATCC
Actb- Reverse CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA

Tablo 3.10. Ger¢cek Zamanli Kantitatif

PZR Reaksiyon Kosullari

Bilesenler 1X
Master Mix 10
dH20 (DNaz/RNaz icermeyen) 3
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
cDNA 5
Toplam 20
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Tablo 3.11. Ger¢gek Zamanh Kantitatif PZR Programi

Tekrar Sayisi Reaksiyon Sicakligi ve Siire
1 50°C 2 dk
1 95°C 10dk
40 95°C 15sn
60°C 30sn
72°C 30sn
1 95°C 15sn
1 60°C 30sn
1 95°C 30sn
4°C oo

3.8. BrdU (5 Bromo 2" Deoxyuridin) Boyamasi

Polip gelisimi beklenen farelerde hiicre proliferasyonunu géstermek amaciyla
farelere vicut agirliklarina gore (100mg/kg) BrdU (Cat. No: B23151, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) intraperitonel olarak enjekte edildi. Yaklasik 1 saat sonra
fareler sakrifiye edildi. Kolondan kesitler hazirlanarak anti-BrDu antikoru (Cat. No.PA5

32256, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) ile boyandilar.

3.9. istatistiksel Analiz

Genel istatistiksel analizler icin GraphPad Prism 10.2.1 kullaniimistir. Sagkalim
egrileri Kaplan-Meier yontemi ile olusturulmus ve anlamliligi log-rank testi ile
karsilastirilmistir. ikili gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda t-test, ticli gruplar
arasinda yapilan karsilastirmalarda Anova kullaniimistir. P <0,05 olarak bulunan
sonuclar istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir. gPCR deneyleri ise 3 tekrarh

yapilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Aoc3-/- Homozigot Farelerin Genotiplerinin Dogrulanmasi

ithal edilen transgenik hayvanlarin genotiplerinin dogrulanmasi icin kulak
kiipeleri takilmis, kuyruk DNA izolasyonu yapilarak Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.'dki
reaksiyonlar kullanilmistir. Agaroz jelde yuritilen 6rneklerin gorintileri Sekil 4.1.’de
verilmistir. Aoc3 mutant farelerin genotiplemesi icin PZR optimize edilmis ve agaroz

jel gorintileri net bir sekilde alinabilmistir.

Sekil 4.1. C57BL/6 Homozigot 4 erkek farenin genotiplerinin agaroz jeldeki gorintis.
WT farelerin bandi 405baz cifti iken, Aoc3-/- bandi 604 baz ciftidir.

Ayni zamanda ithal edilen Aoc3 mutant ve WT farelerin distal kolonlarindaki Aoc3
ifadesi RNA izolasyonu yapilarak gercek zamanli PZR ile karsilastiriimistir (Tablo 4.1.).
Yapilan deney sonuglarina gore Aoc3 mutant farelerdeki Aoc3 ifadesinin WT farelere

gore 5 kat daha az oldugu bulunmustur (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. WT ve Aoc3-/- farelerin kantitatif gercek zamanli PZR analiz sonucu. Beta
aktine gore normalize edilmis olup deneyler 3 tekrarh sekilde yapilmistir.

Tablo 4.1. Kantitatif gercek zamanli PZR ortalama Ct degerleri ve standart sapmalari.

1.5

1.0

0.5

0.0-

Aoc3

%k %k

Aoc3 +/+ Aoc3 -/-

(T-test, p: 0.0048).

Gruplar Beta Aktin Ortalama Ct Aoc3 Ortalama Ct
Aoc3-/- 16,07 27,05
Aoc3+/+ 16,41 25,16
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4.2. Aoc3-/- ve WT Farelerin Uretilmesi

Gelen farelerin genotipi dogrulandiktan sonra giftlestirme islemlerine Sekil
4.3.A.’da gosterildigi gibi baslandi. Tim cgiftlestirme kafeslerine 1 erkek 2 disi birakildi.
Homo x WT ciftlesmesinden dogan yavrularin hepsi Heterozigot olacagl icin
genotiplemeleri yapilmadan Het x Het kafesleri kuruldu. Het x Het ¢iftlesmesinden
dogan farelerin 28 tanesi erkek 36 tanesi disi olarak ayrildi. 64 farenin genotipleme
asamasinda Multipleks PZR denendi ve basarili bir sekilde calistigi Sekil 4.3.B.’de
gosterildi. Bu asamada WT bandi igin: 405 bg, Homozigot bandi i¢in: 604 bg ve

heterozigot genotipi icin her iki bant birden gozlendi.

: 4 Aoc3 /- (d) B.

CQ QCQ

!

Aoc3 +/- () £ X & Aoc3 +/-(9)

- T

Aoc3 +f- Aoc3 -/-
SM“M 18 (@)X15(9  9(g)x11(9) 100 b

Sekil 4.3. Deney gruplarinin olusturulmasi. Yeterli sayida homozigot ve yabanil
farelerin Gretimi (A). Yabanil, heterozigot ve homozigot farelerin
multipleks PZR ile belirlenmesi (B).
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Het x Het farelerden dogan 64 yavrunun Sekil 4.4.’de verildigi gibi genotiplemeleri
sonucunda Erkek: 5 wt, 9 Aoc3-/-, Disi: 9 wt, 11 Aoc3-/- bulundu. Genotipleme
sonucunda bulunan Homozigot ve WT fareler ile Homo x Homo ciftlesmeleri icin 6

tane kafes, WT x WT ciftlesmeleri icin 4 tane kafes olusturuldu.

Sekil 4.4. Het x Het ¢iftlesmesinden dogan 36 Disi (D), 28 Erkek (E) farenin genotipi
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Ayni zamanda homozigot ve WT farelerin tim organlari ve gastrointestinal sisteminin
histolojik degerlendirilmesi yapildiginda WT ve Aoc3-/- arasinda bir fark gézlenmedi
(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. WT ve Aoc3-/- farelerin proksimal kolonlarinin H&E boyamasi. A. WT
C57BL6 B. Aoc3-/-. Olcek Cubugu: 50 pm.

4.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Homo x Homo ve WT X WT ciftlestirmelerinden dogan farelerde istenilen

sayiya ulasildiktan sonra Tablo 4.2’deki gibi deney gruplari olusturuldu.

Tablo 4.2. Kontrol ve Deney Gruplari

Yabanil (wt) Kontrol Grubu Aoc3-/- (Homozigot) Deney Grubu
Uygulanan Kimyasal S:;:e(l;) Uygulanan Kimyasal SaD;:e(I:I)
1. %0,9 NaCl 6 5. %0,9 NaCl 9
2. AOM (10mg/ml) 8 6. AOM (10mg/ml) 9
3.DSS 7 7.DSS 9
4. AOM (10mg/ml) + DSS 7 8. AOM (10mg/ml) + DSS 9

Toplam: 28 Toplam: 36
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4.4. DSS Konsantrasyonu Optimizasyonu
Gruplarin olusturulmasinin ardindan DSS konsantrasyonunu belirlemek igin
pilot deney yapilmistir. Pilot deney kapsaminda kullanilan erkek fareler Tablo 4.3.’de

verilmigtir.

Tablo 4.3. Pilot Deney icin Deney Gruplari

Yabanil (wt) Kontrol Grubu Aoc3-/- (Homozigot) Deney Grubu
Uygulanan Kimyasal Denek Uygulanan Kimyasal Denek
Konsantrasyonu Sayisi (n) Konsantrasyonu Sayisi (n)
1. %2 DSS 2 4. %2 DSS 2
2. %2,5 DSS 2 5. %2,5 DSS 2
3. %3 DSS 2 6. %3 DSS 2
Toplam: 6 Toplam: 6

6 gin boyunca fareler her giin tartilmistir. 6.glin sonunda farelerin kilo
kayiplari karsilastirildiginda ortalama 4.glinden sonra DSS uygulamasindan
etkilenmeye baslamis ve Aoc3 mutant farelerin WT farelere goére daha c¢ok
etkilendikleri gozlenmistir (Sekil 4.6.). 6.glin sonunda sakrifiye edilen farelerin kolon
uzunluklari olgtlerek not edilmis ve ortalamalari alinmistir (Tablo 4.4.).
Degerlendirmeler sonucunda konsantrasyon artigina bagli olarak kolon uzunluklarinin
kisaldiklart hem WT hem de Aoc3 mutant farelerde gosterilmistir (Sekil 4.7.). Total
kolon uzunluklari karsilastirildiginda %2, %2,5 ve%3 DSS uygulamasi arasinda anlamh
farklihk oldugu gosterilmistir (Sekil 4.8.). 6 giin takip boyunca yapilan morfolojik
degerlendirmelerde %3 DSS verilen WT ve Aoc3 mutant farelerde %10-15 arasi kilo

kaybi meydana gelmis, gaita sulu ve kanama belirgin olarak gézlenmistir.
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Ayrica sakrifiye edilen farelerden toplanan distal kolon o6rneklerinden kesitler
hazirlanmistir. Kolon érneklerinin H&E boyali slaytlari inflamasyonun siddeti, kript
hasari ve Ulserasyon olmak lizere li¢ parametreye dayali olarak kolitin histolojik
aktivitesi acisindan degerlendirilmistir. inflamasyonun siddeti 0 ila 3 (Nadiren
inflamatuar infiltratin transmural yayilimina kadar) olarak puanlanmistir. Kript hasari
0 ila 5 (saglam kriptlerden konfluent erozyona kadar) ve Ulserasyon 0 ila 3 (Ulser
yoklugundan konfluent veya vyaygin Ulserasyona kadar) olarak skorlanmistir.
Degerler, daha 6nce agiklandigi gibi 0-11 arasinda degisen bir histolojik aktivite skoru

vermek Uzere toplanmistir (Tablo 4.5.) (126).

Toplam
30
a . -~ . - °
) 25 .-_‘V"
a0 20
=
oo
P 15
5
2 10
=1
Z s
0
1 2 3 4. 5 6
Giin
=@=WT %2 DSS =@=\WT %2.5 DSS == \WT %3 DSS

Aoc3 -/- %2 DSS ~ ==@==A0C3 -/- %2.5 DSS ==@==Aoc3 -/- %3 DSS

Sekil 4.6. Deney gruplarinin 6.glinliik vicut agirligi takibi. (Kaplan-Meier analizi,
P<0,05 olarak bulunan sonuclar istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 4.7. Farkh konsantrasyonlarda DSS uygulanan farelerin kolon uzunluklarinin

morfolojik analizi.

Tablo 4.4. Farkh konsantrasyonlarda DSS uygulanan farelerin ortalama kolon

uzunluklari. Standart Sapma ve Standart Hata.

Cinsiyet Genotip Uygulama Ortalama Kolon Uzunlugu (cm) S.Sapma S. Hata
Erkek WT %2 DSS 8,25 3,35 0,04
Erkek WT %2.5 DSS 7 0 0
Erkek WT %3 DSS 5,5 0,70 0,13
Erkek Aoc3-/- %2 DSS 8,25 1,76 0,21
Erkek Aoc3-/-  %2.5DSS 6,25 0,35 0,06
Erkek Aoc3-/- %3 DSS 5 0 0
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Total Kolon Uzunlugu
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda DSS uygulanan farelerin ortalama kolon
uzunluklarinin karsilastirmasi.
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Tablo 4.5. Kolit Siddetini Degerlendirmek Amaciyla Kullanilan Histolojik Parametreler
ve Skorlar

Ornek Adi inflamasyon | Kript Hasari | Ulserasyon Total
siddeti

WT_%2 DSS 1 3 1 5
WT_%2DSS 1 3 1 5
WT_%2,5 DSS 2 4 1 7
WT_%2,5 DSS 1 3 1 5
WT_%3 DSS 3 4 2 9
WT_%3 DSS 3 4 1 8
Aoc3-/-_%2 DSS 3 5 3 11
Aoc3-/-_%2 DSS 3 5 3 11
Aoc3-/-_%2,5 DSS 3 5 3 11
Aoc3-/-_%2,5 DSS 3 5 3 11
Aoc3-/-_%3 DSS 3 5 3 11
Aoc3-/-_%3 DSS 3 5 3 11
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DSS uygulanmayan WT fare, %2.5 DSS verilen WT fare ve %2.5 DSS verilen
Aoc3-/- fare distal kolon &rnekleri karsilastirildiginda Aoc3 mutant farelerin
inflamasyon siddeti, kript hasari ve llserasyonu maksimum olup H&E kesit
gorintileri Sekil 4.9./da histolojik aktivite indeksleri Sekil 4.10.’da verilmistir. Bu
bulgular dogrultusunda, %3 DSS’nin siddetli kolite sebep oldugu gorilmis olup 3
siklus DSS uygulanacak olan deney gruplarimiza %2 DSS verilmesine, akut kolit

olusturma deneylerinde de %2.5 DSS kullaniimasina karar verilmistir.

Sekil 4.9. DSS uygulanan deney gruplarinin kesit gérintileri. A. Kontrol B. %2,5
DSS uygulanan WT fare C. %2,5 DSS uygulanan Aoc3-/- fare. Olgek Cubugu:
50 um.
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inflamasyon Siddeti Kript Hasari
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Sekil 4.10. WT ve Aoc3-/- farelerin histolojik aktivite indeksleri.

4.5. Akut Kolit Modeli Olusturulmasi

Akut kolit modeli olusturmak ve Aoc3 ifadesinin yoklugunun kolit tzerine etkisini
arastirmak icin normal su verilen WT (n=4) ve Aoc3 (n=4) grubu ve %2,5 DSS verilen
WT (n=4) ve Aoc3 (n=4) gruplarindan olusan 4 kafes kurulmustur. Fareler 9 giin takip
edilmistir. Glin asiri vicut agirhiklari tartilmis olan farelerden 6lenler oldugunda 6lim
tarihi not edilmistir. Bu takip siresinde de pilot deneyde oldugu gibi 4.glinden
itibaren rektal kanama gozlenmis olup farelerin kilo kayiplari hizla artmistir (Sekil 4.11
ve 12.). Sagkalim egrileri degerlendirildiginde Aoc3-/- farelerin DSS’den daha hizli ve
daha ¢ok etkilendigi gozlenmistir (Sekil 4.13.). Sonug olarak Aoc3 mutant farelerin

kolit olusturmaya daha yatkin oldugu gozlenmistir.



Akut Kolit Modeli

w
==

P
w

[ [
wl =]

Viicut Agirhiklan (g)
H
=]

Giin

s \WT Normal Su e \WT %2.5 DSS’li Su
— AOC3 -/-Normal Su — Aoc3 -/- %2.5 DSS'li Su

Sekil 4.11. Akut Kolit olusturmada 9 giinlik viicut agirlig takibi.

Sekil 4.12. Ortalama 4.glinde baslayan rektal kanama goriintis.
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Sekil 4.13. Akut kolit modeli Sagkalim analizi. A. Normal su ve %2,5 DSS’li su
uygulanan WT farelerin sag kalim grafigi. (Log-rank testi, p:0,0404) B.
Normal su ve %2,5 DSS’li su uygulanan Aoc3-/- farelerin sag kalim grafigi.
(Log-rank testi, p:0,0067) C. %2,5 DSS’li su uygulanan WT ve Aoc3-/-
farelerin sag kalimlarinin karsilastiriimasi (Log-rank testi, p:0,0385).
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4.6. Aoc3’iin Kolit iligkili Kolon Kanserindeki Etkisinin Arastiriimasi

Bu deneylerin sonucunda Aoc3 ifadesinin kolit ve neoplastik slirecteki etkisini
daha detayh arastirmak icin daha 6nce Tablo 4.2.’de verilen deney gruplari 14 hafta
boyunca takip edildi. DSS konsantrasyonu olarak %2’ye karar verildi. Bu siregte
haftada bir tartimi yapilan farelerin viicut agirhg grafigi olusturuldu (Sekil 4.14). Bu
grafige gore DSS ve Aom+DSS verilen Aoc3-/- farelerin WT farelere gore daha ¢ok
etkilendigi gbzlendi. DSS uygulamasinin 3.siklusu bitince (7.hafta) tekrar normal suya

gecildi ve farelerin kilolari yavas yavas artmaya basladi.

Toplam
40
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e A0C3 -/- %0,9 Nacl e A\0C3 -/- Aom (10mg/ml)
@ A\0C3 -/- %2 DSS e A0C3 -/- Aom (10mg/ml) + %2 DSS

Sekil 4.14. Deney gruplarinin 14 haftalik viicut agirligi takibi.
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Ayni zamanda 6len farelerin 6lim tarihleri not edildi. 14.hafta sonunda sag
kalim analizi yapildi ve istatistiksel olarak WT, Aoc3-/- ve toplam grafikleri anlamli
bulundu (Sekil 4.15.). DSS ve AOM/DSS uygulanan WT fareler yaklasik 150.glinden
sonra 6lmeye baslarken, DSS ve AOM/DSS uygulanan Aoc3-/- farelerin 75 gilinden

sonra 6lmeye basladiklari gbzlendi.
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Sekil 4.15. Deney gruplarinin 14 haftalik sag kalim analizi. *P <0.05, Kaplan Meier
Analizi, log-rank test. A. WT, B. Aoc3-/-, C. Hem WT hem de Aoc3-/-
farelerin sag kalimu. istatistiksel olarak A, B, C anlamlidir.



49

14.hafta sonunda sakrifiye edilen farelerin gastrointestinal sistemleri cikarildi.
Ornekler formol icerisine alinarak bir giin bekletildi. Ertesi giin fikse edilen drnekler
mikroskop altinda detayli bir sekilde incelendi. Polip dagilimlari ve sayilari makroskopi
kagidina not edildi. Hem Aoc3-/- hem WT gruplarinda yalniz %2DSS ve AOM/DSS

uyugulanan gruplarin kolon polip sayilari $ekil 4.16.’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Yalniz DSS ve AOM/DSS uygulanan farelerin kolon polip dagilimlari.
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Mikroskop altinda incelenen 6rneklerin distal kolonlarinda makroskopik
olarak polip olusumu goézlendi. AOM/DSS uygulanan hem WT hem de Aoc3-/-

gruplarinda gorilen polip 6rnegi Sekil 4.17.de verilmistir. Daha sonra érneklerden

kesitler alinarak kasetlenmis ve takibe alinmistir.

Sekil 4.17. Distal Kolon Makroskopik Goriintisu.
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H&E boyamasi yapilan kesitler histolojik olarak degerlendirilmistir (Sekil
4.18.). AOM/DSS uygulanan WT farelerde yaklasik 5 tane timor gozlenmis olup
bunlarin 4 tanesi adenom 1 tanesi invaziv adenokarsinom seklindedir. AOM/DSS
uygulanan Aoc3-/- farelerde ise yaklasik 10 tane timor gozlenmis olup bunlarin 3

tanesi adenom 7 tanesi invaziv adenokarsinom seklindedir.

Sekil 4.18. AOM/DSS uygulanan WT ve Aoc3-/- fare kolonlarinin H&E boyamasi. A.
AOM/DSS uygulanan WT fare kolon adenomasinin H&E boyamasi.
Olgek cubugu: 100 um. B. AOM/DSS uygulanan Aoc3-/- fare invaziv
adenokarsinomunun H&E boyamasi. Olcek cubugu: 100 pm.
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4.7. Apc +/- Arka Planinda Aoc3’iin Kolon Tiimérii Gelisimi Uzerine Etkisi

Deney dizenegini olusturmak icin bircok caprazlama ve genotipleme
deneyleri yapilmistir. Apc +/- Aoc3 +/+ x Apc +/+ Aoc3-/- olan farelerle ¢caprazlanmis
veilk olarak Apc +/- Aoc3 +/- fareler tanimlanmistir. Daha sonra Apc+/- Aoc3 +/- erkek
fareler ile Apc+/- x Aoc3 +/- disi fareler caprazlanmistir. Bu kapsamda yapilan tiim

caprazlamalar Sekil 4.19.’de verilmistir.

Apc +/- Aoc3 +/+ () Apc 4/+ Aoc3 -/- (%)

- -

1

Apc +/- Aoc3 +/- () Apc +/- Aoc3 +/- (%)

- -

l

Apc +/- Aoc3 +/+ () Apc +/- Aoc3 +/- () Apc +/- Aoc3 -/- ()
n=3 n=3 n=4

Sekil 4.19. Apc+/- arka planinda Aoc3 +/+, Aoc3 +/- ve Aoc3-/- farelerin elde edilmesi.



Elde edilen farelerin genotiplemeleri oldukca zor olmustur. Yaklasik 3 haftalik
olan yavrularin kuyruk DNA izolasyonu yapilarak hem Apc primerleri ile multipleks
PZR hem de Aoc3 primerleri ile multipleks PZR yapilmis ve ayni fare DNA'larinin jel
gorintileri karsilastirilmistir. Ancak Aoc3 PZR jel goriintllerinde net bantlar elde
etmek zor olmustur. Bu ylizden deneyler 2-3 kere tekrar edilmistir. Elde edilen Apc ve

Aoc3 jel gorintileri Sekil 4.20’da verilmistir.

268 bg...
185 bg...

604 bg.
405 be.

Sekil 4.20. Apc ve Aoc3 genotiplemeleri sonucunda elde edilen jel goriintileri.
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Yaklasik 18 hafta takip edilen gruplar takip stresi sonunda sakrifiye edilerek
gastrointestinal sistemi gikarilmistir. Formol icerisinde bir giin fikse edilen intestinal

sistemin ertesi gin kesit alinmadan 6nce makroskopik gorinimleri Sekil 4.21’de

paylasiimistir.
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Sekil 4.21. Apc +/- Aoc3-/- (A-B) ve Apc +/- Aoc3 +/+ (C-D) Makroskopik Gortintiileri.
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Farelerin polip dagilimlari ve polip sayilari mikroskop altinda incelenerek
sonra makroskopi kagidina not edilmistir. Yapilan analizler sonucunda intestinal ve
kolondaki polip dagilimlari Sekil 4.22.de oldugu gibi bulunmustur. Tablo 4.6.'da

intestinal ve kolon polip dagilimlari verilmistir.
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Sekil 4.22. Apc+/- arka planinda Aoc3 +/+, Aoc3 +/- ve Aoc3-/- farelerin intestinal ve

kolondaki polip dagihmlari. (Kaplan-Meier analizi, *P<0,05)

intestinal polip dagilimlarinda Apc+/- Aoc3-/- farelerdeki polip sayisi Apc+/-
Aoc3+/+ farelere gore fazla olsa da istatiksel olarak anlamli gikmamistir. Ancak yine
iki grubun kolondaki polip sayilari karsilastirildiginda Aoc3-/- farelerin timor sayisi

fazla olup istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir.
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Table 4.6. Apc +/- Aoc3 -/-, Apc +/- Aoc3 +/- and Apc +/- Aoc3 +/+ farelerde intestinal

ve kolon poliplerinin ortalama sayisi. (SS: Standart Sapma, SH: Standart Hata)

Cinsiyet Genotip Ort. intestinal Polip Sayisi SS SH
Male Apc +/- Aoc3 -/- 56 28,3 0,51
Male Apc +/- Aoc3 +/- 24,33 7,64 0,31
Male Apc +/- Aoc3 +/+ 31,67 15 0,48

Cinsiyet Genotip Ort. Kolon Polip Sayisi SS SH
Male Apc +/- Aoc3 -/- 13,25 5,32 0,40
Male Apc +/- Aoc3 +/- 8,67 3,21 0,37

Male Apc +/- Aoc3 +/+ 6 2,64 0,44
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Sekil 4.23. Apc+/- Aoc3-/- ve Apc+/- Aoc3 +/+ farelerinde gastrointestinal sistemin
H&E ve ince bagirsak adenomalarinin BrdU boyamasi. A. Apc+/- Aoc3-/-
ince bagirsak adenomasi, B. Apc+/- Aoc3 +/+ ince bagirsak adenomasi, C.
Apc+/- Aoc3-/- kolon polibi, D. Apc+/- Aoc3 +/+ kolon polibi, E. Apc+/-

Aoc3-/- ince bagirsak adenomasi, F. Apc+/- Aoc3 +/+ ince bagirsak
Adenomasi.
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18 hafta boyunca takip edilen bu deney gruplari histolojik olarak degerlendirildiginde
Apc +/- arka planinda Aoc3-/- ve Aoc3 +/+ farelerinin timarleri hem ince bagirsakta
hem de kolonda adenomat6z morfoloji géstermistir. Ayni zamanda Aoc3-/- ve Aoc3
+/+ farelerinde ince bagirsak adenomlarinin BrdU boyamasi sonucunda proliferasyon

aktivitesi benzer sonug gostermistir (Sekil 4.23.).
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5. TARTISMA

Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda Aoc3 ifadesinin DSS ile indiklenen kolit
hastaliginda, AOM/DSS ile indiklenen kolorektal kanserde ve Apc+/- mutant kanser
fare modelindeki roli arastiriimistir. Yapilan bir¢ok deney sonucunda Aoc3 mutant
farelerin yabanil farelere gore kolit ve kolon tiimori gelistirmeye daha yatkin oldugu
gozlemlenmistir.

Gunlmuze kadar Aoc3 bircok inflamatuar hastalik ve farkh kanser tlrleri
cercevesinde incelenmistir. Bu calismalar dogrultusunda Aoc3’iin meme, akciger,
mide kanseri gibi bircok kanser prognozunda 6nemli bir biyobelirte¢ (127-131),
inflamatuar hastaliklari icin ise 6zellikle vaskiiler ve karaciger inflamasyonlarinda
onemli bir terapotik hedef oldugu séylenmektedir (132-136). Aoc3’lin kolorektal
kanser ile iligkili roli Gzerine ise literatlirde oldukga kisith ¢alisma bulunmaktadir.

Bizim Aoc3 ile ilgili ilk gozlememiz 2018 yilinda Prof.Dr. Aytekin Akyol’un tez
danismanhgini yaptigi bir calisma sirasinda acgiga ¢ikmistir. Bu ¢alisma kapsaminda
kolorektal kanser vakalarindaki perikriptal ve subepitelyal miyofibroblastlari
tanimlamak icin cesitli biyobelirtecler taranmistir. Aoc3 bu biyobelirteclerden birisi
olarak secilmis ve 28 tane kolorektal kanser vakasinin 21 tanesinde Aoc3’lin kismi
stromal kaybi, 6 tane vakada ise tamamen kayip oldugu bulunmustur (83). Bunun
Uzerine Aoc3’ln kolit iliskili inflamatuar ve kolon kanser hastaliklarindaki roliiniin
daha detayli arastirilmasi tzerine literatir taranmistir.

Aoc3'lin inflamasyon hastaliklarindaki ifadeleri arastirildiginda 6zellikle kronik
obstriktif akciger hastaliklarinda, alkole bagh olmayan steatohepatit gibi inflamatuar
karaciger hastaliklarinda ifadelerinin arttigi gozlenmistir. Bu ylizden Aoc3
inhibisyonunun inflamasyon hastaliklari tedavisi icin olduk¢a dnemli bir role sahip
oldugu goriinmektedir (137,138). Bunun icin bircok ilag firmasi cesitli Aoc3
inhibitorleri Gretmis ve bu inhibitorler inflamasyon iliskili hastaliklarda denendiginde
inflamasyonu azalttigini gosteren bircok calisma yayinlanmistir. Jarnicki ve ark.
tarafindan 2016 yilinda yapilan calismada hayvanlarda sigara dumaniyla kronik
obstriktif akciger hastalik modeli gelistirilmistir. PXS-4728A Semikarbazid duyarli

amin oksidaz inhibitori ile meydana gelen havayolu inflamasyonu inhibe edilmistir
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(139). Yine Newsome ve ark. tarafindan 2023 yilinda yapilan calismada Klinik olarak
Faz Il asamasinda olan Bl 1467335 Aoc3 inhibitoriiniin alkole bagl olmayan
steatohepatit hastaligina sahip kisilerde inflamasyonu azalttigi gosterilmistir (140).
Bu tez calismasinda ise ilk olarak Aoc3 mutant farelerin genotipleri PZR
yontemiyle, WT farelere gére Aoc3 mutant farelerdeki Aoc3 mRNA seviyesindeki
azalma RT-PZR ile dogrulanmis ve Aoc3 ifadesinin olmamasinin intestine ve kolon
tizerindeki etkisi histolojik olarak H&E boyamasi ile degerlendirilmistir. ikinci olarak
DSS c¢ok stabilize olmayan bir kimyasal oldugu igin istenilen deney gruplarina
uygulanmadan 6nce doz bagimli bir optimizasyon deneyi yapilmistir. Bu optimizasyon
deneyinde DSS konsantrasyonlari olarak %2, %2,5 ve %3’e karar verilmistir. Aoc3-/-
mutant ve WT erkek farelere her bir grup icin (n=2) olacak sekilde 6 tane kafes
kurulmustur. Optimizasyon deneyi icin takip sliresi 6 giin olarak belirlenmis ve
farelerin bu sirecte gaitalari, rektal kanamalari, kilo kayiplari ve sag kalimlari glinliik
takip edilmistir. %3 DSS konsantrasyonu fareleri oldukga etkilemistir. Kolit iligkili
kanser deneyinde DSS g siklus seklinde uygulanacagi icin farelerin bu dozu tolere
edemeyecegi disunilmustlr. O ylizden akut kolit gelistirme kapsaminda %2,5 DSS
konsantrasyonuna, kolit-iliskili kanser deneyi kapsaminda ise %2DSS kullaniimasina
karar verilmistir. Daha sonra tglincl olarak; Aoc3-/- ve WT farelere DSS uygulanmis
ve kolit gelisimi indiUklenmistir. Akut kolit gelistirme Aoc3 mutant farelerin
inflamasyon sonucu kolit gelistirmeye daha yatkin oldugu bulunmustur. Bu bulgu
literatlirdeki inflamasyon iliskili bircok hastalikla ilgili veriden farklidir. Bizim
calismamiza goére inflamatuar bagirsak hastaliklarinda tedavi olarak Aoc3'ln
aktivasyonu gerekmektedir. Bununla ilgili olarak literatiir tarandiginda 1998 yilinda
Kurkijarvi ve ark. tarafindan 2002 yilinda yapilan calismada inflamatuar karaciger
hastaliklarinda artan soluble Aoc3 formu gozlenmisken, artan soluble Aoc3 ifadesinin
romatoid artrit ve inflamatuar bagirsak hastaliklariyla bir iliskisi olmadigi soylenmistir
(141). Benzer sekilde Koutroubakis ve ark. tarafindan yapilan calismada da 161
inflamatuar bagirsak hastaligina sahip hastalar (90 Ulseratif kolit, 71 Chron's hastaligi)
ve 93 saglikh kisilerdeki soluble Aoc3 seviyesi arastirilmistir. Soluble Aoc3 ifadelerinde

istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik g6zlenmemistir (142).
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Sonuc olarak; Aoc3 herhangi bir hasar sonucunda intraseliiler vezikillerinden
cikarak membran bagl forma veya matriks metalloproteinazlar tarafindan kesilerek
soluble forma donusebilir. Hem adheziv hem de enzimatik fonksiyonu sonucunda
olusan formlari inflamasyona katki saglamaktadir. Ancak Aoc3’iin Ulseratif Kolit ve
Chron’s hastaliklarini iceren inflamasyon iliskili bagirsak hastaliklarindaki ifadeleri
ozellikle soluble formu oldukca celiskilidir. Aoc3’lin l6kosit trafiginde rol oynadigi
bircok calisma tarafindan desteklenmis ancak hastaligin patogenizinin altinda yatan
mekanizmayi aydinlatmaya yonelik daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Aoc3’lin kolorektal kanserdeki roli incelendiginde ise yine benzer sekilde
soluble ve membran bagl formunun vakalardaki ifadesinin azaldig1 yonindedir. Bu
tez calismasinda doérdlinct olarak; Aoc3’in kolit iliskili kolon kanserindeki roli
arastirilmistir.

Bu kapsamda literatlir tarandiginda, Ward ve ark. tarafindan 2016 yilinda
yapilan calismada Aoc3’iin soluble ve membran bagli formunun kolorektal kanserdeki
degisimi arastiriimistir. Kolorektal kanserli 31 hasta ve 31 kontrol grubundan olusan
bu c¢alismada Orneklerin serum seviyelerindeki soluble Aoc3 karsilastiriimistir.
Membran bagh Aoc3 seviyeleri ise immiinohistokimya, RT-PZR ve Western Blot ile
analiz edilmistir. Sonu¢ olarak KRK gruplarindaki soluble Aoc3 seviyesi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide distik bulunmustur. Membran bagh
Aoc3 seviyesi ise hem protein hem de mRNA diizeyinde degerlendirildiginde KRK'li
hastalarda anlamh sekilde diisiik cikmistir. immiinohistokimyasal boyama sonuglari
da KRK vakalarinda Aoc3 ifadesinin azaldigini gosterir niteliktedir (102).

Zawawi ve ark. tarafindan 2023 yilinda yapilan ¢alisma da timor stromasinda
biriken kanser iliskili fibroblastlarin kolorektal kanserde kot prognozla iliski oldugu
ve kolonik fibroblast aktivasyon biyobelirtecleri olarak AOC3 ve LRRC17 gosterilmistir.
Miyofibroblastlar ve kanser iliskili fibroblast hiicre gruplarinin tanimlanmasinin zor
olmasinin sebebi; stroma icerisinde bu hiicrelerin heterojenitesi ve spesifik olmayan
bir ekspresyona sahip olmalaridir. SW620 kolon kanseri hilicre hattinda TGF-B1 ile
fibroblast aktivasyonu yapildiginda SF kontrol gruplarina gére Aoc3 ifadesinin azaldigi

gosterilmistir (104).
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Toiyama ve ark. tarafindan 2009 yilinda yapilan ¢calismada 100 tane kolorektal
kanserli hasta ve 33 normal génillinin serumlarindaki Aoc3 ifadesi ELiSA ile
degerlendirilmistir. ilk etapta KRK'll hastalarda Aoc3 ifadesi kontrol grubuna gére
yuksek bulunmasina ragmen, hastaligin ilerlemesiyle birlikte Aoc3 seviyesininde
azaldigi gozlenmistir (103).

Bu kapsamda yapilmis literatiirde oldukga kisitli calisma bulunmaktadir. Ancak
olan calismalar kolorektal kanser ve hsataligin ilerlemesinde Aoc3 ifadesinin
azaldigini gostermektedir. Ward ve ark. tarafindan bu azalmanin sebebi olarak
timorlerin mikrogevresine anti timor immuin hicrelerin gelmesini engellemek
amaciyla gelistirebilecekleri bir mekanizma oldugu 6ne suridlmustir (102). 2018
yiinda bizim tarafimizdan vyapilan c¢alisma da literatlrdeki bu bulgulari
desteklemektedir (83).

Bu tez calismasi kapsaminda ise kolit iliskili kolon kanseri gelistirmek igin Aoc3-
/- ve WT genotipindeki C57BL/6 erkek farelere AOM/DSS uygulanmistir. Deney
gruplari hem WT hem Aoc3-/- genotipi i¢gin Kontrol (%0,9 NaCl, %2 DSS, AOM
(10mg/ml) ve AOM/DSS seklinde olusturulmustur. AOM/DSS uygulamasi icin; AOM
(10mg/ml) intraperitonel enjeksiyon yapilmis ve 1 hafta beklenmistir. Daha sonra
14gin sirecek (5gin DSS’li su ve 9 glin normal su) ilk DSS siklusu baslatiimistir. Bu
siklus Ug kez yapilmistir ve daha sonra hayvanlar 14 hafta boyunca takip edilmistir. Bu
deney kapsaminda DSS uygulamasinda en ¢ok dikkat edilen sey DSS’nin her siklus icin
taze hazirlanmasi olmustur. Ayrica fare glinlik su tiiketimi giinlik 5ml olacak sekilde
duslintlerek kafesteki fare sayisi kadar miktar hesaplanmis ve ilk 5 glinliik siklusa
yetecek kadar DSS hazirlanmistir. DSS verildigi donemlerde glinlik takip yapilmis ve
hayvanlarin susuz kalmamasi veya su ile ilgili herhangi bir problem yasamamalarina
Ozellikle dikkat edilmistir.

Sonug olarak; 14 hafta boyunca takip edilen farelerde DSS verilen siireclerde
kilo kayiplar ¢ok fazla olmus ancak normal suya dondiklerinde vicut agirliklarini
tekrar toplamislardir. Stire¢c sonunda yalniz DSS uygulanan ve AOM/DSS uygulanan
hem WT hem de Aoc3 mutant farelerin distal kolonlarinda polip gelisimi gbzlenmistir.

AOM/DSS uygulanan WT ve Aoc3-/- gruplarinda ise makroskopik olarak da polip
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gelisimi meydana gelmistir. Histolojik olarak incelendiginde ise AOM/DSS uygulanan
WT farelerde 5 tane tiimor gelisirken bunlarin 4 tanesi adenom 1 tanesi invaziv
adenokarsinom, Aoc3 mutant farelerde 10 tane timor gelismis 3’ adenom 7 tanesi
invaziv adenokarsinom formundadir. Sonug¢ olarak; Yalniz DSS ve AOM/DSS
uygulanan Aoc3-/- mutant farelerin kolon polipi gelistirmeye daha yatkin oldugu
gosterilmistir.

Kolorektal kanserde Aoc3’lin roliine iliskin tim bulgular bizim verilerimizin
tersi yoniindedir. Bunun Uzerine besinci ve son olarak Apc mutasyonu ile Wnt
aktivasyonu saglanmis kolon kanseri fare modelinde Aoc3’ln roll arastiriimistir.
Bunun igin 2018 yilinda laboratuvarimizda Uretilen Apc +/- kullaniimis ve Aoc3 +/-
farelerle caprazlanarak Apc+/- arka planinda Aoc3+/+, Aoc3+/- ve Aoc3-/- farelerin
genotipleri dogrulanarak gruplar olusturulmustur. Yaklasik 18 hafta takip edilen bu
gruplarin sakrifiye edildikten sonra gastrointestinal sistemleri makroskopik ve
histolojik olarak degerlendirilmistir. Yine Apc+/- Aoc3-/- farelerdeki polip sayisi hem
kolon hem de ince bagirsak icin Apc+/- Aoc3+/+ fareler gore yiksek bulunmustur.

Tim bu bulgulardan yola cikarak inflamatuar bagirsak hastaliklarinda ve
kolorektal kanserde Aoc3 inhibisyonu yerine Aoc3 aktivasyonu tedavi yontemi olarak
kullanilabilir. Bu nedenle Aoc3 aktivasyonunun in vitro ve in vivo modellerde daha

fazla calisiimasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu galismada, Aoc3’lin inflamatuar ve neoplastik kolon hastaliklarindaki roli
incelenmistir. Bunun igin ilk olarak C57BL/6 Aoc3-/- mutant fareler Finlandiya’da yer
alan Turku Universitesi’den ithal edilmis ve genotipleri dogrulanmistir. Ayrica ¢calisma
kapsaminda Apc+/- fareler kullanilmis ve genotiplemeleri oldukga sik ve rahat bir
sekilde vyapilan bu Apc+/- fareler 2018 vyilinda CRISPR/Cas9 sistemi ile
laboratuvarimizda Uretilmistir. Bu tez kapsaminda; Aoc3 mutant farelerin DSS ile
indiklenen kolit, AOM/DSS ile indiklenen kolit iliskili kolon kanseri ve Apc+/- kolon
kanseri fare modellerindeki rolG arastirilmistir. DSS konsantrasyon optimizasyonu
deneyleri sonucunda %2 DSS ile akut kolit modeli gelistirilmigtir. %2,5 DSS uygulanan
Aoc3-/- farelerin icin kolite daha yatkin olduklari tespit edilmistir. Kolit iliskili kanser
gelistirmek icin olusturulan gruplar analiz edildiginde ise yalniz %2 DSS ve AOM/DSS
verilen farelerin Aoc3-/- farelerde WT farelere gore daha fazla polip gelistirdigi
bulunmustur. Bu durum bize ayni zamanda Aoc3-/- farelerin kolonik tiimoérogeneze
daha yatkin olduklari gostermektedir. Bu bulgular literatiirde Aoc3’lin inflamatuar
bagirsak hastaliklari ve kolon kanseri Uzerindeki etkilerine yoénelik yapilan
c¢alismalardan farklilik gostermistir. Literatirde bu hastaliklara yonelik Aoc3
inhibitorleri kullanilmasina karsin bu bulgular dogrultusunda tedavi kapsaminda Aoc3
aktivasyonu saglayarak in vitro ve in vivo calismalarla daha detayli arastirmalarin
yapilmasi ve sirecin aydinlatiimasi gerekmektedir.

Son on yilda Aoc3'lin biyobelirtec olarak kullanimiyla ilgili calismalar artmaya
baslamistir. Aoc3, inflamatuar hastaliklarinda potansiyel bir terapotik ve kolon
kanserinde yeni bir biyobelirtec olarak gériilmektedir. intestinal kok hiicre nisinde yer
alan miyofibroblastlarin tanimlanmasi burada yer alan fibroblast popilasyonun
heterojenliginden dolayr olduk¢a zordur. Neoplastik kolon hastaliklarinda
miyofibroblastlardaki Aoc3 ifadesinin azalmasi onu potansiyel bir biyobelirte¢ haline
getirmektedir. lyi bir biyobelirtec olduguna dair bircok yayin olmasina ragmen,

hastalik patogenezindeki molekiiler mekanizmasi detayli bir sekilde arastirilmahdir.
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