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OZET

e Amac: Orlistat ile yesil caymn gastrointestinal
etkilerinin beta-katenin ve proliferasyon ile olan
iliskisini immunohistokimyasal olarak arastirmak.

e Materyal ve Metod: Calismamizda 40 adet disi
Wistar albino sican esit sekilde kontrol, orlistat,
yesil cay ekstresi, yesil cay ekstresi+orlistat gruplarina
ayrild.

Deney gruplarina orlistat (10mg/kg/gtin), yesil cay
ekstresi (40mg/kg/gtin) gavaj yoluyla 1 ay streyle
uygulandi. Bu stirenin sonunda hayvanlardan alinan
kalin barsak dokulart rutin laboratuvar yontemleri
uygulanarak parafine gomiildi. Elde edilen parafin

kesitlere beta-katenin ve Ki-67 uygulanarak, sonuclar
degerlendirildi.

e Bulgular: Orlistat ve yesil cay ekstresi+orlistat
uygulanan grupta kontrol ve yesil cay ekstresi gru-
buna gore proliferasyon ve beta-katenin H-skoru
sonuglarinda artis oldugu gozlendi (p<0,001). Yesil
cay ekstresinin uygulandigi grupta ise kontrole go-
re degisiklik gozlenmedi.

e Sonuc: Calismamizda, orlistatin proliferasyonu
uyardifi, yesil cayin ise proliferasyon tizerine etkisi
olmadigi sonucuna varldi.

e Anahtar Kelimeler: Orlistat, beta-katenin, kolon,
yesil cay, sican. Nobel Med 2008; 4(3): 15-19
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ABSTRACT

THE RELATION OF ORLISTAT AND GREEN
TEA WITH BETA-CATENIN AND PROLIFERATION
ON GASTROINTESTINAL EPITHELIAL CELLS

e Objective: To investigate the relation of gastrointestinal
effects of orlistat and green tea with beta-catenin
and proliferation immunohistochemically.

e Material and Method: In our study, 40 female
Wistar albino rats were divided into 4 groups as
control, orlistat, green tea extract, orlistat+green tea
extract. orlistat (10mg/kg/day), green tea extract
(40mg/kg/day) via gavage were applied for a duration
of 1 month. At the end of the duration, colons of
all animals were removed and inbedded in parafin

following routine histological procedures. beta-catenin
and Ki-67 were applied to the obtained sections and
the results were scored.

e Results: Proliferation and H-score results were
significantly higher in orlistat and orlistat+green tea
extract-applied groups than control or green tea extract-
applied groups (p<0.001). No difference was observed
in green tea extract applied group when compared with
control group.

e Conclusion: In this study, we suggest that orlistat
stimulates proliferation. However, green tea has no
effect on the reversal of proliferation.

e Key Words: Orlistat, beta-catenin, colon, green
tea, rat. Nobel Med 2008; 4(3): 15-19

GIiRisS

Obezite kardiyovaskiiler risk faktorii olup, farkl:
ilaclarla ve farkli farmakolojik dozlarda tedavi edil-
mektedir. Orlistat (tetrahidrolipstatin:THL) yaygin
olarak obezite tedavisinde kullanilan lipofilik bir
ilactir. Streptomyces toxyticini'den izole edilen ve
lipstatin'in hidrojenlenmis analogu olan orlistat, li-
paz inhibitoridir ve diyetteki lipitlerin sindirim ve
emilimini engelleyerek viicut agirhgmm azalmasina
neden olur.! Kisa stireli orlistat uygulamasmm bar-
sak mukozasi tizerinde uyarlabilir nitrik oksit sente-
taz (iNOS) artist ile hasara yolagabilecegi bildirilmistir.2

Yesil cay, yan etkileri olmadig) icin bircok tlkede
yaygin olarak tiketilmektedir. icerdigi polifenollerin
anti-mutajenik, anti-inflamatuvar ve anti-ttimoral
etkilerinin oldugu in vitro ve in vivo hayvan deney-
leriyle gosterilmistir. beta-katenin ise kolon epitel
hticrelerinde hiicre ¢ogalmast kontroliinde rol oyna-
yan bir proteindir.

Kolon kanserinin erken doénemlerinde beta-katenin
geni ve Urtniindeki degisimlerin ttimor olusumu
ile iliskili oldugu da bilinmektedir. Beta-katenin
kodlayan gende mutasyonlarn gerceklesmesi sonu-
cunda hticre cogalmast gozlenir.*

Kolon kanseri olusumunun erken sathasinda, intestinal
epitel hticrelerinde Wnt-beta-katenin sinyal yolunun
anormal aktivasyonu erken bir kanit olarak kabul
edilmektedir.>® Beta-katenin gen mutasyonlar1, beta-
kateninin nukleus icerisinde asir1 birikimine ve he-

defledigi genlerin uyarilmasina yol acar.”> 8

Bu calismada amacimiz, uzun streli orlistat ve yesil
cay uygulamalarmin gastrointestinal etkilerinin, beta-
katenin ve proliferasyon ile olan iligkisini ortaya
koymakuir.

MATERYAL ve METOD
Deney Protokolii

Cahsmamizda agirliklart 200+10 gr olan 40 adet disi
Wistar albino sican kullamildi. Hayvanlar deney stire-
since polipropilen kafesler icinde, 12 saat aydinhk/12
saat karanlk 1sik periyodunda %50-60 nemli ortam-
da tutuldu. Deney siiresince hayvanlara pelet yem ve
taze cesme suyu ile ad libidum olarak beslendi. Her
grupta 10 hayvan olacak sekilde kontrol, orlistat
(10mg/kg/gtin), yesil cay (40mg/kg/gtin) ekstresi ve
yesil cay ekstresi+orlistat (10mg/kg/giin+40mg/kg/giin)
calisma gruplan olusturuldu. Tum uygulamalar bir
ay stiresince her gtin, gavaj yontemiyle yapildi. Bu
stirenin sonunda, hayvanlardan alinan kalin barsak
dokular, rutin histolojik takip yontemleri uygulanarak
parafine gomuldii.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde SPSS yazilm kullamldi (SPSS
8.0, SPSS for Windows Advanced Statistics Release
8.0, 1997). Elde edilen H-skor ve proliferasyon in-
deks degerlerinin dagilimi Kolmogorow-Simirnov
testi ile smandi. Tek yonlit ANOVA istatistiksel ana-
liz uygulandiktan sonra Post-Hoc testi olarak Bon-
ferroni'min ¢oklu karsilastrma testi uygulandi. p<0,05
olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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Isik Mikroskobu ve Immunohistokimyasal Yéntemler

Kolon hiicrelerinin proliferasyon yogunlugu Ki-67
antijeni, beta-katenin birikimi monoklonal anti-beta-
katenin antikoru ile Streptavidin Peroksidaz teknigi
kullanilarak (Zymed Histostain Plus Broad Spectrum,
South San Francisco, CA, US) saptandi. Bu amacla,
parafin bloklardan 4 pm kalinhiginda alinan kesitler,
Poly L Lysine (PLL) ile kapl lamlara alindi. Kesitler
bir gece 56°C'de tutulduktan sonra, ksilol ve alkol
serilerinden gecirildi. Kesitler, 0,01 mol/L fosfat
tamponu (PBS)nda yikandi. Endojen peroksidaz ak-
tivitesi, %3 H,O, (Lab vision, TA-060-HP) ile 10
dakika oda 1sisinda tutularak blokland: ve sitrat
tamponu (0,01 M ve pH 6,0) icerisinde mikrodalgada
700 watta 10 dakika tutulduktan sonra, 20 dakika
oda 1sisinda sogumaya birakildi.

Doku drnekleri 1/100 Ki-67 antikoru (Santa Cruz-
7907-rabbit polyclonal) ve 1/100 primer anti-beta-
katenin (Santa Cruz-7963-mouse monoclonal) ile
oda 1sisinda 50 dakika bekletildi. PBS ile 3 kez y1-
kandiktan sonra, biyotinlenmis sekonder antikor ile
inktbe edildi. HRP (Horse Radish Peroxidase)
Streptavidin ile oda 1sinda 15 dakika bekletildi. Ke-
sitler 5 dakika DAB (diaminobenzidine; Zymed) ile
inktbe edildi. Kesitler distile su ile yikandiktan son-
ra, Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildi ve
gliserol jelatin ile kapatildi. Negatif kontrol kesitlere
primer antikor yerine PBS uygulandi. Kesitler deger-
lendirilerek Image Pro-Plus Digital Monitoring sistemi
ile fotograflandu.

Ki-67-pozitif hiicreler proliferasyon indeks yontemi
ile degerlendirildi.® beta-katenin pozitif hticrelerin
degerlendirilmesinde H-skor yontemi kullamldi.1®

Ozetle bu yoéntemde, farkh alanlardaki beta-katenin
pozitif hticreler x 400 bityiitmede (Olympus mik-
roskobu) 2 kisi tarafindan kor olarak degerlendirildi.
Pozitif hticreler reaksiyon siddetine gore derecelendi-
rildi; boyanmamis: O, kontrolden farkh ama zayif
boyanmuis: 1+, orta boyanmis: 2+, yogun boyanmis:
3+. Her bir grup i¢in H-skor ol¢timleri H-skor= S
Pi (i+1) formult kullanilarak belirlendi. "i" yogunluk
skoru, "Pi" alandaki boyanmis hiicrelerin ytizdesini
gostermektedir.

BULGULAR

Kontrol grubunda barsak epitel hticre boylart nor-
maldi. Cizgili kenarin btttinligt korunmustu. Kontrol
kolon epitel hticrelerinin sitoplazmalar beta-katenin
antikoruyla acik kahve rengi reaksiyon verdi (—).

Orlistat uygulanan grupta epitel hiicre boylarinda
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Sekil 1. Kontrol, orlistat, yesil gay ve yesil gay+orlistat gruplarinda beta-katenin H-skoru sonuglari.
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Kontrol Orlistat Yesil Gay

**p<0,001, Kontrol grubuna gore kargilagtirma
“p<0,001, Orlistat grubuna gore kargilagtirma
@ p<0,001, Orlistat grubuna gére karsilagtirma
#p<0,001, Yesil cay grubuna gore karsilastirma

Sekil 2. Kontrol ve deney gruplarinda Ki-67 proliferasyon indeksi.

artis ile birlikte, cizgili kenarin yer yer kesintiye
ugradigi, yer yer barsak epitelinin kiibik epitele
donustugi gozlendi. Sitoplazma ve nukleusta cok
koyu kahve rengi reaksiyonla beta-katenin birikimi
tespit edildi (p<0,001) (=). Yesil cay uygulanan
gruptaki reaksiyonlar ise kontrole yakindi fakat
hticrelerin ltimene bakan apikal bolgelerindeki reak-
siyon kriptalardaki reaksiyondan daha azdi (Sekil 3,
().

Yesil cay+orlistat grubunda cizgili kenar bircok yerde
izlenemedi. Kolon epitel hiicrelerinin ltimene bakan
apikal bolgelerindeki reaksiyon olduk¢a yogundu.
Kriptalarda ise reaksiyon yogundu, ancak yer yer
kontrole yakin reaksiyon gosteren bolgeler de gozlendi.
Ki-67, hticre proliferasyonun belirlenmesinde kullani-
lan bir belirtectir. Elde edilen sonuglara bakildiginda
orlistat grubunda proliferasyon indeksi beta-katenin
ile elde edilen sonuclarda oldugu gibi orlistat kullar-
mina bagl olarak artmisti (p<0,001) Sekil 1 ve 2).
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Yesil Gay

Yesil Gay + Orlistat

Sekil 4. Kontrol ve deney gruplaninda Ki-67 reaksiyonu (—).
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Yesil cay grubunda ise kontrole yakin bir indeks
elde edildi. Yesil cay+orlistat grubunda gortilen proli-
ferasyon artisi tizerine yesil cayin olumlu bir etkisi
olmadigr goruldi (Sekil 4) ().

TARTISMA

Anti-obezite ilac1 olan orlistat intestinal lipazin spesifik
inhibitort olarak etki gostermektedir. Klinik ve de-
neysel calismalarda, orlistatin, obez hastalarda serum
lipit, kolesterol, glikoz diizeyleri ve kilo kaybr tizerinde
pozitif etkisi oldugu rapor edilmistir.!!> 12 Kolon epi-
tel hiicrelerinde kanser olusumunun erken evrelerinde
ilk isaretlerden biri Wnt-beta-katenin yolagimn anormal
aktivasyonudur.® Kolorektal kanser ve melanomalarda

beta-katenin geninde mutasyonlar gézlenmistir.!3 Bu
mutasyonlar nukleusta asir1 beta-katenin birikimine
ve siklin D1, Myc, Matriks Metal-loproteinaz-7 (MMP7)
gibi hedef genlerin ve kolorektal tiimér gelisiminde
onemli rol oynayan peroksizom proliferator aktive

edici reseptor-0'min uyarilmasia yol acar.”>

Kridel ve arkadaslari, orlistatin tiimor gelisimi ile bag-
lantith olan yag asit sentazin inhibitorti olmast nedeniyle,
timor hticre proliferasyonunu engelledigini, timor
hticre apoptozunu uyardigini, ciplak farelerde tiimor
btiytimesini inhibe ettigini gozlemislerdir.!*

Bunun yani sira orlistatin normal hticrelerdeki etkisine
bakmamuglardir. Ayni aragtiricilar, orlistaun kolon
kanserini engellemek i¢in bir strateji olarak deger-
lendirilebilecegini de ileri stirmektedirler.!* Oysa ca-
hismamizda, uzun stireli orlistat kullammimnin, sitoplaz-
ma ve nukleusda beta-kateninin birikimine (p<0,001)
ve proliferasyonda artisa yol agmasi, kolon kanserinin
gelisebilecegini diistindtirmektedir. Garcia ve arkadagla-
11 da calismalarmda orlistatin kolonik mukozada pro-
liferatif etkisi oldugunu gostermislerdir.’> Bu da bi-
zim bulgulanmizi desteklemektedir. Zengin polifenol
iceren yesil cayin antioksidatif ve antiinflamatuvar
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ayrica, polifenol,
kanserin baslangic, gelisme ve ilerleme evrelerinde
multipl mekanizmayla etkili olmaktadir.'®> 17 Rajesh
ve arkadaglar yesil caymn polifenollerinin ve onun bir
bileseni olan epigallokatesin gallat'n hem in vitro
hticre kultiir modelinde ve hem in vivo fare gogiis
kanser modelinde proliferasyonu inhibe ettigini do-
layisiyla anti-tuimor ozellige sahip oldugunu bildir-
mektedirler.?

Bu calismada arastiricilarin aksine, tek basina yesil
cay uygulanmast proliferasyonu etkilemedi. Tki cahsma
arasindaki bu farklilik, hayvanin ttrt ile yesil cayin
uygulanma biciminin farkh olmasmndan kaynaklanmis
olabilir. Yesil cay+orlistat uygulanmasi proliferasyon
ve beta-katenin birikimini anlamh olarak artirmisti
(p<0,001). Bu sonuglarmzi karsilastiracak bir ¢ahsmaya
rastlamadik. Ancak, elde ettigimiz sonuclarn 1s1ginda
orlistatin gui¢lit bir proliferatif etkisi oldugunu ve
yesil caymn orlistatin uyardigi proliferasyon tizerinde
geri dondiirtictt bir etkisi olmadigini soyleyebiliriz.

SONUC

Orlistat kullanimina bagh olarak nukleusta gortilen
beta-katenin birikimi ile birlikte ortaya ¢tkan hiicre
proliferasyonu, ileride kolon dokusunda kanserlesme-
nin baslangic1 olabilir. Bu amacla kullanilmis olan
anti-proliferatif etkili yesil caym, orlistain neden ol-
dugu hticre proliferasyonu tzerine bir etkisi olmadigi
saptanmistir.
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