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VE GINNALIN A’NIN ANTIKANSER ETKiSININ ARASTIRILMASI
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YUKSEK LISANS TEZi / KONYA-2018

Insan populasyonunda en sik goriilen kanser tiplerinden biri olan hepatoselliiler karsinoma (HCC) klinik olarak
kullanilan kemoterapétik ve radyoterapotik ajanlara direncin gozlendigi ve tedavi segeneklerinin kisith oldugu kanser
tirlerinden biridir. Son yillarda kullanilan ilaglarin biyiik bir kismu bitki tiirevlidir. Diisiik toksisiteli dogal driinlerin
antikanserojenik etkilerinin arastirilmasi, kansere karsi yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Ginnalin
A (GA), Acer cinsinin onemli fenolik bilesenlerinden biridir. Cesitli hiicre hatlar1 ile yapilan c¢aligmalarda GA’nin
antikanserojenik etkiye sahip oldugu gésterilmistir. Bir primidil imidazolii olan SB203580, p38 mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) inhibitériidiir ve cesitli biyolojik siireclerde p38-MAPK’1n roliinii aydinlatmak i¢in kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bazi ¢aligmalarda SB203580'in, p38-MAPK'den bagimsiz olarak hiicre proliferasyonunu inhibe edebildigi rapor
edilmistir. Bu ¢alismada, Hep-3B HCC hiicre hattinda GA ile SB203580 kombinasyonunun sitotoksik etkisinin belirlenmesi,
Kaspaz-3 aktivitesi analizinin yan1 sira apoptoz, hiicre donglisii ve nekrozda onemli genlerin ekspresyon seviyelerinin
degerlendirilmesi ile antikanser etkinliginin aragtirilmasi hedeflenmistir.

GA ve SB203580’nin hiicre canliligina etkisi XTT yontemi ile belirlenmistir. Kombinasyon uygulamasinin etkinligi
CompuSyn Version 1.0 yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. GA ve SB203580 uygulamalar1 sonrasinda Kaspaz-3
aktivitesi, Kaspaz-3 analiz kit ile belirlenmistir. Apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisii ile iligkili genlerin ifadesindeki degisiklikler
kantitatif gercek zamanli PZR (qPZR) ile analiz edilmistir.

XTT sonuglarma gore, GA ve SB203580’in Hep-3B hiicre hattinda, 72 saat i¢in ICso degerleri sirasiyla 155 pM ve
32,5 uM olarak bulunmustur. GA ve SB203580’in birlikte hiicre canliliginin %350’sini inhibe eden konsantrasyonlarda
(GA:86,22 uM, SB203580:17,24 uM) additif etki gosterdigi saptanmistir (CI=1). SB203580 ve kombinasyon uygulamasi
sonrasinda Kaspaz-3 aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 7,8 ve 8,2 kat artis tespit edilmistir. qPZR sonuglarna gore,
GA uygulamast sonrasinda CASP3, CASP9 ve CYCS gen ekspresyonlarinda anlamli artis, CCND1 gen ekspresyonunda anlamli
azalis tespit edilmistir. Hiicreler SB203580 ile muamele edildiginde ise CASP3 ve BAX gen ekspresyonlarinda anlaml artis,
CCND1 ve CDK4 gen ckspresyonunda anlamli bir azalis gozlenmistir. GA ve SB203580 kombinasyonunun ise CASP3,
CASP9, BAX ve CYCS gen ekspresyonlarinda anlamli artisa, BCL2, CCND1 ve CDK4 gen ekspresyonunda anlamli azalisa
neden oldugu saptanmistir.

Bu ¢aligmanin sonuglarina gore, GA ve SB203580 nin hiicre canliliginin %50’sini inhibe ettikleri dozlarda kombine
kullanimlar1 Hep-3B hiicrelerinde additif etkiye neden olmaktadir. Ayrica, Kaspaz-3 aktivitesinde artisa ek olarak, apoptoz ve
hiicre dongiisii ile iliskili Gnemli genlerin ekpresyonlarini etkileyerek antikanser etki gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Ginnalin A, Hepatoselliiler karsinoma, Hiicre dongiisii, SB203580
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Hepatocellular carcinoma (HCC), one of the most common types of cancer in human populations, is one of the
cancer types in which chemotherapeutic and radiotherapeutic agents used clinically are resistant and treatment options are
limited. Most of the drugs used in recent years are plant derivatives. The search for anticarcinogenic effects of low toxicity
natural products is crucial in the development of new treatment strategies for cancer. Ginnalin A (GA) is one of the major
phenolic components of the Acer genus. Studies with various cell lines have shown that GA has anticarcinogenic effect.
SB203580, a pyridinyl imidazole, is a p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) inhibitor and is used to elucidate the role
of p38-MAPK in various biological processes. However, in some studies SB203580 has been reported to be able to inhibit cell
proliferation independent of p38-MAPK. In this study, it was aimed to determine the cytotoxic effect of the combination of GA
and SB203580 in the Hep-3B HCC cell line, the assay of caspase-3 activity as well as the evaluation of expression levels of
important genes in apoptosis, cell cycle and necrosis, and anticancer activity.

The effect of GA and SB203580 on cell viability was determined by the XTT method. The effectiveness of the
combination applications was evaluated using CompuSyn Version 1.0 software. After GA and SB203580 applications, the
activity of caspaz-3 was determined by the Caspaz-3 assay kit. Changes in the expression of genes associated with apoptosis,
necrosis and cell cycle were analyzed by real-time PCR (qPZR).

According to the XTT results, the ICs values for 72 hours in the Hep-3B cell line of GA and SB203580 were found
to be 155 uM and 32.5 uM, respectively. GA and SB203580 showed an additive effect (CI = 1) at concentrations inhibiting
50% of cell viability (GA: 86,22 uM, SB203580: 17,24 uM). After SB203580 and combination applications, Caspase-3 activity
was 7.8 and 8.2 fold increased compared to the control group, respectively. gPCR results showed a significant increase in
CASP3, CASP9 and CYCS gene expressions and a significant decrease in CCND1 gene expression after GA applications. When
cells were treated with SB203580, a significant decrease in CASP3 and BAX gene expression, a significant decrease in CCND1
and CDK4 gene expression was observed. GA and SB203580 resulted in a significant increase in CASP3, CASP9, BAX and
CYCS gene expressions, a significant decrease in BCL2, CCND1 and CDK4 gene expression.

According to the results of this study, the combined use of GA and SB203580 at doses that inhibited 50% of cell
viability caused additive effect in Hep-3B cells. Also, in addition to an increase in Caspase-3 activity, anticancer effects by
affecting the expression of important genes associated with apoptosis and cell cycle.

Key words: Apoptosis, Cell cycle, Ginnalin A, Hepatocellular carcinoma, SB203580
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1. GIRIS VE AMAC

Tim diinyada kansere bagli 6liimlerin iiglincii nedeni olan hepatoseliiler
karsinoma (HCC), %80-90’lik bir oran ile en sik goriilen primer karaciger kanseri
turtidiir (Tam 2003; Zhu ve ark. 2016). HCC’de kullanilan tipik tedavi yontemleri
karaciger transplantasyonu, cerrahi rezeksiyon, trans-arteriyel kemoembolizasyon,
radyoembolizasyon ve kemoterapidir (Raza ve Sood 2014; Golabi ve ark. 2017).
Ozellikle karaciger transplantasyonu, karaciger rezeksiyonu ve perkiitan ablasyon en
etkili tedavi segenekleridir. Ancak bu yontemler sadece hastaligin erken evrelerinde
etkili olmaktadir (Gwiasda ve ark. 2017). Ayrica, hastaligin yavas gelismesi ve
biyolojik belirteclerin olmamasi nedeniyle, HCC hastalarina genellikle ge¢ tani
konmaktadir (Deng ve ark. 2017, Le ve ark. 2017). Bu nedenle, hastalara ileri evre
tedavi yaklagimi olan kemoterapi yontemi uygulanmaktadir (Ikeda ve ark. 2018).
Ozellikle, ¢oklu kinaz inhibitorii olan sorafenib, ileri evre HCC hastalarinda
antianjiyogenik ajan olarak kullanilmakta ve sagkalim siiresini artirabilmektedir
(Llovet ve ark. 2008). Ancak, baslangigta sorafenib intibitoriine yanit veren
hastalarda ilag direnci gelisebilmektedir (Xu ve ark. 2016). Bu nedenle, HCC igin

yeni terapotik stratejilere ihtiyag¢ vardir.

Bitki, meyve ve sebze gibi dogal iiriinlerde bulunan fenolik bilesiklerin
antioksidan oOzelliklerinin yani sira antibakteriyel, antiviral, antiaterosklerotik,
antiinflamatuar ve antikanserojenik etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle kansere karsi
gelistirilen terapotik stratejilerden biri dogal {iriinlerin potansiyel antikanser
aktivitelerinden yararlanmaktir (Cai ve ark. 2004; Galati ve O'Brien 2004). Acer
cinsi Uyeleri antikanser etkinlikleri siklikla aragtirilan onemli bitki gruplardir.
Ginnalin A, Acer cinsinin o6nemli fenolik bilesenlerinden biridir. Yapilan
caligmalarda antioksidan, antibakteriyel, a-glukosidaz enzim inhibisyonu gibi gesitli
farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Han ve ark. 2004; Honma ve
ark. 2010). Ayrica, insan meme kanseri ve insan kolorektal kanser hiicrelerinde
GA'nin antikarserojenik etkilere sahip oldugu belirtilmistir (Gonzalez ve ark. 2012;
Gonzalez ve ark. 2013).

Bir primidil imidazolii olan SB203580, p38 mitojenle aktive olan protein

kinaz (MAPK) inhibitoridiir ve gesitli biyolojik siireclerde p38-MAPK’m roliinii
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aydinlatmak i¢in kullanilmaktadir (Zhang ve ark. 2012). Ayrica, SB203580'in, p38-
MAPK'den bagimsiz olarak hiicre proliferasyonunu baskiladigi rapor edilmistir.
SB203580'in bu antiproliferatif aktivitesi, bir protoonkogen olan protein kinaz B'nin

(PKB) fosforilasyonunu inhibe etmesi ile iliskilendirilmektedir (Lali ve ark. 2000).

Kansere kars1 gelistirilen terapétik ajanlar sadece kanser hiicrelerini degil,
normal hiicreleri de etkilemektedir. Ayrica, bu ajanlarin yiiksek dozlarla kullanilmas1
yan etkilere sebep olmaktadir. Cesitli kombinasyon uygulamalari yan etkileri
azaltabilir. Ayn1 zamanda sinerjistik veya additif etkiye bagl olarak, daha diisiik
dozlarda birlikte kullanimlari, tek baslarina yiliksek dozlarda uygulanmalar1 ile
benzer etkilere sebep olabilir. Buradan yola ¢ikarak bu calismada, ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda antikarsinojenik etkisi gosterilmis bir fenolik bilesik olan GA ile
p38-MAPK inhibitorii SB203580'in Hep-3B insan HCC hiicreleri iizerindeki olasi

sinerjik veya additif etkisinin molekiiler diizeyde arastiritlmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin yapist ve ozellikleri

Eriskinlerde 1400-1700 gr agirliginda, 25-30 cm uzunlugunda ve 14-16 cm
genisliginde olan karaciger insan viicudunun en biiyiikk i¢ organidir. Karnin st
saginda, diyaframin altinda, mide, bagirsak, safra kesesi ve pankreasin {ist kisminda

bulunmaktadir (Sekil 2.1). Iki 6n lob ve iki arka lobdan olusan karaciger en 6nemli

salg1 organlarindan biridir (Board 2017).
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Sekil 2.1: Karacigerin anatomik yapisi

(https://www.pinterest.es/pin/58546863884835236/?autologin=true 16 Mayis 2018)

Viicudun diger boliimleri ile sindirim kanali arasindaki kesisme noktasinda
bulunan karaciger, metabolik homeostazinin devam ettirilmesi agisindan biiyiik bir

oneme sahiptir (Kumar ve ark. 1994). Bir¢ok proteinin sentezlenmesinde ve

depolanmasinda, karbonhidrat ve lipit metabolizmasinda, kan pihtilasma

faktorlerinin bazilarinin tiretilmesinde, ilaglarin ve toksinlerin detoksifikasyonunda
rol oynamaktadir (Fan 2010). Ayrica, 6zellikle sindirim sisteminden gelen kan ilk
olarak karacigerden gectigi i¢cin, mide, pankreas, kalin bagirsak, safra yollari, ince
bagirsak gibi  kanserlerin karacigere yiiksek oranda metastaz yaptiklari
gozlenmektedir. Bunlarin yaninda akciger ve meme kanserlerinin de karaciger
metastazi orani yiiksektir (Kumar ve ark. 1994; Martinez-Ordofiez ve ark. 2018).


https://www.pinterest.es/pin/58546863884835236/?autologin=true
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fan%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19865790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinez-Ordo%C3%B1ez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29321662

2.2. Karaciger kanseri

Karaciger kanseri, primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilir. Ik olarak
karacigerden koken alan kansere primer karaciger kanseri denir. Baska bir organdan
koken alip karacigere sonradan yayilan kanser ise sekonder karaciger kanseri olarak
isimlendirilmektedir. Primer karaciger kanseri genellikle, karacigerin ana
fonksiyonel hiicreleri olan ve %80’ini olusturan hepatositlerden kdken almaktadir.
Kolanjiyokarsinoma, anjiosarkom ve hepatoselliiler karsinoma olmak {izere ii¢ tiir

primer karaciger kanseri vardir.

Kolanjiyokarsinoma: Safra yolu epitel hiicrelerinden koken alan malign bir
timordiir.  Genellikle 50-70 yaslar1 arasinda goriilen kolanjiyokarsinomanin
hepatoselliiler karsinomaya gore goriilme insidansi ¢ok diisiiktiir. BT ve biyopsi ile
kesin tamis1 kolaylikla konulurken, tedavisi olduk¢a zordur. Insidansi 0,5-

1.2/100000°dxr.

Anjiosarkom: Karacigerdeki kan damarlarinda baslar ve ¢ok hizli bir sekilde ilerler.
Vinil klorlir veya arsenige maruz kalinmasi sonucu gelisen bir kan damari
timoriidiir. Genellikle 50-70 yaslar1 arasinda erkeklerde goriiliir. Olgularin %60’ 1inda

metastaz oldugu i¢in tedavi secenekleri yetersizdir.

Hepatoselliiler Karsinoma (HCC): Hepatosit hiicrelerinden koken alan, diinya

capinda primer karaciger kanserlerinin %70-80’ini olusturan en yaygin karaciger

kanseri tiiridiir (Gwiasda ve ark. 2017; Zhang ve Xu 2017).

2.2.1. Hepatoselliiler karsinomanin epidemiyolojisi ve risk faktorleri

HCC, kadinlarda kansere bagl oliimlerde sekizinci sirada iken, erkeklerde
besinci sirada yer almaktadir (Siegel ve ark. 2018). Bununla birlikte, HCC insidans1
yasa, cinsiyete, irka ve Ozellikle risk faktorlerine bagl olarak farkli cografi
bolgelerde degisiklik gostermektedir (EI-Serag ve Hasbem 2012; Gwiasda ve ark.
2017). Ornegin HCC, hepatit prevelansinin yiiksek oldugu Dogu, Giineydogu ve Orta
Asya ile Sahraalti Afrika'da daha sik goriilmektedir. Benzer sekilde, aflatoksin
kontaminasyonunun yaygin oldugu Giiney Cin’de HCC insidansi yiiksektir (Gao ve
ark. 2012; Chen 2018). Erkeklerin HCC’ye yakalanma riski kadinlara oranla daha

yiiksektir. Bunun baslica nedeni olarak erkeklerde testosteron hormonunun androjen
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reseptOr sinyalini arttirarak karacigerde hiicre proliferasyonunu tesfik etmesi ve
kadinlarda 6strojen hormonunun interldkin IL-6 aracili inflamasyonu baskilayarak
karaciger hasarini azaltmasi gosterilmektedir (Naugler ve ark. 2007). Yas ile birlikte
HCC’nin goriilme orani da artmaktadir. Altmis bes yas ve iizeri kisilerde goriilme
riski daha yiiksek olup, ortalama olarak goriilme yas1 batida 50-60 iken Afrika’da 25-
30’dur (Mossanen ve Tacke 2013; Kim ve Park 2014). Bununla birlikte, HCC gegen
yillara oranla hizla artan bir insidansa sahiptir. Bu artis, kadinlarda yilda %3 iken
erkeklerde %4 seklindedir. Buna bagli olarak HCC’nin baslangi¢ yasi elli nin altina
diismektedir (Siegel ve ark. 2017).

Yapilan deneysel aragtirmalarda HCC olusumunda pek ¢ok risk faktoriiniin
etkili olabilecegi belirtilmektedir (Sekil 2.2). Tedavi segeneklerinin yetersiz kalmasi
nedeniyle HCC gelisiminde rol oynayabilecek kontrol edilebilir risk faktorlerinin
belirlenmesi ve bunlardan kaginilmasi HCC insidansinin kontrol altina alinmasina
katki saglayacaktir. Hepatit B (HBV) ve Hepatit C (HCV) enfeksiyonu, alkol
kullanimi, aflatoksin-B1 ile kontamine gida tiikketimi, hemen hemen tiim siroz
indiikleyici kosullar HCC igin en 6nemli risk faktorlerdir. Diger risk faktorleri ise
sigara ve alkol kullanimina bagli olmayan karaciger yaglanmasi, obezite ve diyabet

gibi metabolik hastaliklardir (Farazi ve Depinho 2006; Gao ve ark. 2012).

wﬂt_ﬂkﬂ“ Bl HE\ veya HCV Vl.ﬂl] ve\\ o H(-‘ viral ve /veya Alkﬂl
/ veya konak¢ faktdrler kﬂnﬂkfil faktérler
P53 mutasyonu
I Oksniatlf stres Inflam asyon
blroz
inflamasyon
l Mikro c;evresel l\tl\roz
Proliferasyon ve | Nekroz | Kanser ile ilgil degisiklikler
biiyiime kontrol kayb: smya“] yollarumn
modiilasyonu
Rejenerasyon
Rejenerasyon
Genetik degisiklik Genetik degisiklik
Genetik degisiklik Genetik degisiklik

| Hepatoselliiler karsinoma ‘

Sekil 2.2: Hepatoselliiler karsinoma i¢in risk faktorleri (Farazi ve DePinho 2006)
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Viral hepatitler

Viral hepatitler, HCC i¢in en 6nemli risk faktorleridir. Bu faktorler arasinda
HBV ve HCV, HCC’lerin %70’inden sorumludur (Farazi ve Depinho 2006; Gao ve
ark. 2012). HBV’nin, viral DNA’nin konak¢i genomuna entegre olarak genetik
kararsizliga ve onkojenlerin aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Ayrica,
HBV HBXx, PreS2/S, HBSP gibi viral proteinleri sentezleyerek genetik degisime ve
onkojenik faktorlerinin transkripsiyonuna sebep olmakta, hiicre proliferasyonu ve
hiicre farklilasmasi gibi 6nemli hiicresel yollar1 etkileyerek hepatokarsinogenezi
tetiklemektedir. Ozellikle viral proteinlerden HBx’in p53, Fas, TNF ve TGF-B ile
indiiklenen apoptozu inhibe ederek etki gosterdigi bilinmektedir (Di Bisceglie 2009;
Xu ve ark. 2014).

HCV’nin de HCC gelisimi iizerinde benzer bir etkisi bulunmaktadir. HCV
viral proteinleri, timor baskilayici genler ve proto-onkogenler araciligiyla etki
gostermektedir. HCV polimeraz NS5B, en kritik tiimor supresérlerden biri olan
retinoblastoma proteini (RB) ile etkilesime girer ve hiicrelerin S fazina
ilerlemesini kolaylastirir. Ayrica p53 ile de etkilesime giren viral proteinler
apoptoz inhibisyonuna sebep olmaktadir. HCV proteinleri ve NS5A proteinleri
tarafindan anormal sekilde WNT/B-katenin yolaginin aktive edilmesi sonucu siroz
ve HCC gelisimi de gozlenebilmektedir (Wang ve ark. 2017). HCV proteinlerinin
bir diger hedefi TGF-f’dir. HCV NS5A, TGF-f reseptorii ile etkilesime girererek
sinyal olusumunu engeller. Bunun sonucunda hepatositlerin kontrolsiiz ¢ogalmasi

karaciger hasarina neden olmaktadir (Choi ve Hwang 2006).
Aflatoksin-B1

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan {iretilen bir
mikotoksin olan aflatoksinin B1, B2, G1 ve G2 olmak iizere dort grubu
bulunmaktadir. Bunlardan en etkili ve zehirli olan aflatoksin B1’in, kanser
gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir. Piring, misir ve bugday gibi tahillar,
baharatlar, kiifli gidalar ve kuruyemisler aflatoksinden en fazla etkilenen
gidalardir. Sahra Giineyi Afrika, Giineydogu Asya ve Cin basta olmak tizere

nemli ve sicak iklime sahip bolgelerde aflatoksin iiretiminin yiiksek oldugu


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16407286

bilinmektedir (Fu ve Wang 2018). HCC’yi tetikleyen baslica risk faktorleri
arasinda olan aflatoksin, hepatik hiicrelerde DNA hasarina sebep olmakta ve
tiimor baskilayic1 bir gen olan p53°de mutasyona yol acarak HCC gelisiminde rol

oynamaktadir (Bressac ve ark. 1991; Kew 2013).
Siroz

Siroz, yapisal olarak fibrozis ve normal karaciger yapisinin anormal
nodiillere donlismesiyle karakterize olan yaygin bir siirectir. Kisaca, daha onceki
hasar nedeni ile karacigerin skarlanmasi1 anlamina gelen siroz, karacigerin isleyisi
ile ilgili 6nemli sorunlara neden olabilir. Buna bagli olarak HCC riskini
arttirabilir. Genellikle bir¢ok nedene bagli olabilen siroz, terminal bir siiregtir.
HBV veya HCV, uzun siireli alkol kullanimi, hepatositleri veya safra kanallarini
etkileyen otoimmiin hastaliklar ve asir1 demir yiiklenmesi sirozun baslica
nedenleri arasindadir (Kumar ve ark. 1994). Ozellikle, safra kanallarinin hasar
gordiigii Primer biliyer siroz (PBC), HCC i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir
(Caballeria ve ark. 2001).

Alkol tiiketimi

Alkole bagli karaciger hastaliklar1 karaciger yaglanmasi, alkole bagh
hepatit, siroza ve hepatokarsinogeneze kadar giden bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Alkoliin parcalandigi yer karacigerdir. Ancak, karacigerin alkolii
parcalamasi i¢in sirli bir kapasitesi vardir. Fazla miktarda alkolii zararsiz hale
getirme islemi sirasinda karacigerin diger fonksiyonlar1 aksayabilir. Ayrica,
alkollii iceceklerin esas maddesi olan etanol reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tireten
sitokrom P450 2E1 (CYP2EL1) ile okside olarak hepatokarsinogeneze sebep olur.
Bununla birlikte alkoliin par¢alanmasi sonucunda olusan asetaldehit karaciger i¢in
bir zehirdir. Baz1 ¢aligmalarda kronik alkol aliminin, pro-inflamatuar sitokinler
tireten aktive monositlere neden olan artmis inflamasyon ile ilgili oldugu
bildirilmistir. Bu sitokinler, kemokinleri iiretmek i¢in Kupffer hiicrelerini aktive
ederek hepatositlerin hayatta kalimin1 azaltmaktadir. (McKillop ve Schrum 2009;
Cornella ve ark. 2011).
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Alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi (NAFLD)

NAFLD, alkol kullanimi1 disindaki nedenlere bagli olarak karacigerde
goriilen yaglanmadir. Kendi igerisinde non-alkolik steatoz ve non-alkolik
steatohepatit (NASH) olarak ikiye ayrilan NAFLD’de hepatositlerin igerisinde
lipid birikimi gozlenmektedir. Bu birikim, siroza yol agabilen iltihaplanma ve
hasara neden olur. Bu nedenle NAFLD HCC’ye neden olan diger siroz
tetikleyicileri kadar tehlikelidir. Ayrica, obezite ve metabolik hastaliklarinin
yiizdesi artttkga NAFLD insidans1 da artmaktadir. Bel gevresinde ekstra agirlik,
tip II diyabet ve yiiksek tansiyon gibi metabolik rahatsizligi bulunan kisilerde
NAFLD daha sik goriilir. NAFLD sonucu asir1 derecede ortaya c¢ikan lipid
peroksidasyonu ROS kaynakli mutajenlerin olusumuna neden olarak hem
mutasyon birikimine hem de karaciger hasarinda yol agabilmektedir (Farrell ve
Larter 2006).

2.2.2. Hepatoseliiler karsinomanin molekiiler patogenezi

Hepatokarsinogenez, bir¢ok faktorii igeren ¢ok asamali bir siiregtir. Bunlar
arasinda hticresel proteinlerin anormal ifadesi, onkogenleri (B-katenin, Axinl, PI1-3-
kinaz, K-ras) aktive eden ve tiimor baskilayicilart (p53, RB1, CDKN2A, IGF2R,
PTEN) inhibe eden mutasyonlar gibi gesitli mekanizmalar yer almaktadir (Aravalli
ve ark. 2008; Aravalli 2012).

Viral enfeksiyon veya hepatotoksik ajanlara maruz kalma nedeniyle karaciger
dokularinda meydana gelen ani degisimler, hiicresel sinyal yolaklarinda 6nemli
degisikliklere neden olmakta ve gen ekspresyonunu degistirerek tiimdr olusumunu
baslatabilmektedir (Farazi ve DePinho 2006). Ayrica HCC’de etkili olabilen ¢esitli
risk faktorlerine de bagli olarak potansiyel bir¢ok sinyal yolagi kanser gelisimine
neden olmaktadir (Aravalli ve ark. 2012). Ornegin HBV, HCV ve HEV
proteinlerinin 6zellikle Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolagini aktive
ederek hiicre proliferasyonunu uyardiklar1 bilinmektedir (Zhao ve ark. 2005). Benzer
sekilde, HCV ve alkolik karaciger sirozunun Ozellikle B-katenin mutasyonlarina
sebep olarak hepatokarsinogenez siirecinde etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu
mutasyon birincil hepatositlerde, karaciger fibrozu ve HCC gelisiminde rol

oynayan inflamasyon ve hiicre 6liimiiniin ana diizenleyicisi olarak gorev yapan NF-
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kB aktivasyonuna yol agmaktadir (de La Coste ve ark. 1998; Anson ve ark.2012).
HCC i¢in bir diger risk faktorii olarak degerlendirilen uzun siireli aflatoksin

maruziyeti de tiimor baskilayici bir gen olan p53’°de mutasyona sebep olmaktadir
(Elsharkawy ve Mann 2007; Luedde ve Schwabe 2011).

RB bir diger 6nemli tiimor baskilayicidir ve E2F transkripsiyon faktorii
ailesinin inhibisyonu aralig1 ile hiicre dongiisii ilerlemesini kontrol ederek kanser
gelisimini 6nler (Goodrich 2006). Siklin bagimli kinazlar (CDKs) G1/S hiicre
dongiisii gecisini indiiklemek icin RB'yi aktive eder. HCC de dahil olmak iizere
birgok kanser tiiriinde RB aktivitesi kayb1 ve fonksiyonel p53 eksikligi arasinda
giiclii bir korelasyon goézlenmistir. Ayrica, HCC vakalarinin yaklasik %90'inda,
CDK inhibitorleri pl16INK4A, p21 (WAF1 / CIP1) ve p27KIP1 inaktive edilir ve
bunlarin ifadesindeki bir degisiklik, hem hepatokarsinogenezin ilk asamalarinda
hem de hastaligin ilerlemesi sirasinda karsinogeneze katkida bulunur (Harbour ve
Dean 2000).

Insan Ras proteinleri H-Ras, N-Ras, K-Ras4A ve K-Ras4B, hiicre
proliferasyonu, farklilasma ve apoptozu etkileyen kiigiik GTP baglayict
proteinlerdir (Roring ve Brummer 2012). Ras-Raf-MEK-ERK sinyal yolunun
integral komponentleri olarak tanimlanan Raf-1’in aktivasyonu Ras tarafindan
gergeklestirilir. Raf-1 de proliferasyon ve apoptozu diizenlemek igcin MAPK
kinazlarin (MEK1 ve MEK2) aktivasyonunu igeren alt sinyalle etkilesime girer, bu
sekilde hiicre sag kalim1 uyarilir (Calvisi ve ark. 2006; Yam ve ark. 2010). HCC’de
Ras inhibitorii olarak gorev yapan RASSF ailesi tyeleri RASSFI1A ve
NOREI1A'nin inaktivasyonu ile karsilagilmaktadir. Ayrica, Ras/Raf-1/ERK yolunun
bir diger inhibitorii olan Spred proteininin ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu
bilinmektedir (Yoshida ve ark. 2006).

JAK/STAT (Janus protein kinaz/ sinyal iletici ve transkripsiyon aktive
ediciler) gesitli sitokinler, hormonlar ve biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilen,
inaktif durumda sitoplazmada bulununan bir transkripsiyon faktorii ailesidir
(Harrison 2012). JAK/STAT yolag, patojenlere karst savunma, hiicre
proliferasyonu, migrasyon, hiicre farklilasmasi, apoptoz gibi bir¢ok hiicresel

siirecin yonetilmesinde rol oynamaktadir (O'Shea ve ark. 2015). Sitokin
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reseptOrlerine baglanan sitokinler, reseptorlerde konformasyonel degisiklige yol
acarak JAK’lar1 aktive eder. JAK’lar secici olarak STAT’larin aktivasyonuna
(fosforilasyonuna) yol agar. Fosforillenen STAT’lar, JAK’dan ayrilarak dimerize
olurlar ve cekirdege yonelirler. Daha sonra hedef genin promotor bolgesine
baglanarak gen ekspresyonunda degisikliklere neden olmaktadirlar. Devamli olarak
aktif olan STAT proteinleri antiapoptotik yollar1 uyararak karsinogenezde etkili olur.
Saglikli hiicrelerde kisa stireli aktif olan JAK/STAT yolagi, kanser hiicrelerinde bu
ozelligini yitirerek stirekli aktif hale gelir. STAT aktif hale gelince, sitokin yanitinin
siddetini ve siiresini sinirlandiran negatif regiilatorlerden biri olan sitokin sinyal
supresorleri (SOCS) aktive eder. SOCS, STAT'larin negatif diizenleyicisi olarak JAK
kinaz reseptorlerine baglanip STAT aktivasyonunu baskilar. SOCS inaktivasyonu,
HCC de dahil olmak tizere gesitli hastaliklar {izerinde 6nemli bir rol oynar (Calvisi
ve ark. 2006; Park ve ark. 2010).

2.2.3. Heparoselliiler karsinoma belirtileri

HCC’nin erken evrelerinde belirti ve semptomlar mevcut degildir. Hastalik,
belirtiler ortaya ¢iktiginda genellikle ileri evreye ulasmistir. ileri evre HCC belirtileri
karinda sislik, karnin sag iist kisminda sirta vuran agri, anoreksi, yorgunluk, asir1 kilo
kaybi, idrar renginde koyulasma, ciltte sararma ve diger klinik semptomlar olarak
kendini gostermektedir. Belirtileri sirozla hemen hemen aynmi olan HCC, ciddi
vakalarda, komaya ve sistematik bir soruna sebep olabilmektedir (Zhang ve Xu
2017).

2.2.4. Hepatoselliiler karsinomanin tanisi

Hastaligin yavas gelisim gostermesine bagl olarak HCC tanis1 genellikle ileri
evrelerde konulmaktadir. Kanda alfafetoprotein (AFP) seviyesinin Olgiilmesi,
bilgisayarl1 tomografi (BT), pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) HCC tanisinda en sik kullanilan yontemlerdir. AFP,
HCC’nin tanisinda en yaygin kullanilan serolojik testtir. Saglikli bireylerde diisiik
olan AFP proteini karaciger ile iliskili hastaliklarda yiikselmektedir. Dolayisiyla,
karaciger tlimori bulunan bir kiside AFP miktarinin yiiksek ¢ikmasi bu kanseri isaret

edebilir.
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Ancak, diisiik bir hassasiyete sahip oldugu i¢in kesin sonu¢ vermemektedir.
Bu agidan, tiimériin yerini, boyutunu ve yayilip yayilmadigini gosteren goriintiileme
teknikleri daha etkili tan1 yontemleridir (Kinkel ve ark. 2002; Lan ve ark. 2012;
Cristea ve ark. 2015).

Malign bir karaciger lezyonundan siiphelenildiginde siklikla kullanilan ilk
diyagnostik tekniklerden biri BT dir. Viicudun bir dilimini ya da kesitini gosteren
BT, organ ve yumusak dokuyu daha net gosterir. 3 cm’den biiyilk (>3 cm)
lezyonlarin tespit edilmesinde kullanilir. BT taramasi ile tiimoriin sekli, buytikligi,
yerlesim yeri, timorli besleyen kan damarlari tespit edilir. Ayrica bu goriintiileme
teknigi ile hastalardan biyopsi alinmasina gerek kalmayabilir (Baron ve Brancatelli
2004).

HCC tanisinda en sik kullanilan yontemlerden biri olan MR ile manyetik alan
ve radyofrekans dalgalar kullanilarak karaciger ve karacigere yakin damarlarin daha
ayrintili goriintiilenmesi saglanir. MR, saglikli ve hastalikli dokular arasindaki
farkliliklar1 saptamak igin siklikla tercih edilen bir yontemdir (Nael ve ark. 2014;
Maurer 2018).

Radyoaktif partikiiller kullanilarak yapilan PET yontemi ise primer
tiimorlerin tespiti, kanserin evrelenmesi ve metastatik alanlar1 belirlemek i¢in
kullanilir. HCC tanisinda BT ve MR’ye gore daha az tercih edilmektedir (Lan ve ark.
2012; Ehman ve ark. 2017).

Tim bunlara ek olarak kesin bir tani igin biyopsi ornekleri alinmali ve
patolojik olarak incelenmelidir. Yapilan biyopsi sonucunda HCC tanisi konulur ise,
hastaligin yayginliginin ve uygulanacak tedavi yontemlerinin belirlenmesi igin

evreleme yapilmasi gerekmektedir (Maharaj ve ark. 1986; Obuz 2015; Board 2017)

2.2.5. Hepatoselliiler karsinomanin evrelendirilmesi

HCC’nin evrelendirilmesinde, Timor-Nod-Metastaz (TNM) evreleme
sistemi, Barselona Klinik Karaciger Kanseri (BCLC) evreleme sistemi ve Child-
Pugh sistemi basta olmak iizere birgok sistem kullanilmaktadir (Hiraoka ve ark.
2016).
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BCLC evreleme sistemi ile tiimorlerin sayist ve boyutu belirlenir. Child-

Pugh sistemi ise karaciger kanseri hastalari genellikle siroz olduklari igin, bu

hastalarda karaciger fonksiyonlarinin seviyesini belirler. Bunun igin, gozde ve

ciltte sariliga yol agan kandaki bilirubinin seviyesi, karaciger tarafindan tiretilen

ana protein albiiminin seviyesi, karinda toplanan suyun miktari ve karaciger

hastaliginin beyin fonksiyonlarina olan etkisi incelenir (Daniele ve Perrone 2005;

Hiraoka ve ark. 2016).

HCC evrelendirilmesinde yaygin olarak Amerikan Birlesik Kanser

Komitesi (AJCC) evrelendirilme sistemi kullanilmaktadir. Bu sistemde tiimoriin

yayilimi, nodal metastaz ve uzak metastazlarin belirtilmesi i¢in TNM tanimlamasi

kullanilir (Tablo 2.1) (Edge ve Compton 2010).

Tablo 2.1: HCC i¢in TNM evreleme sistemi ve HCC evreleri (Kinoshita ve ark. 2015)

T1 Vaskiiler invazyon olmayan tek bir timor

T2 Tek timdér veya c¢oklu tiimorler ile
vaskiiler invazyon<Scm

T3A Birden fazla timdr> 5 cm

T3B Portal veya hepatik damara yayilim gosteren
en az bir timor

T4 Timor yakindaki organlara yayilim
gostermis

N Bolgesel Lenf Nodlari

NX Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Bolgesel lenf nodu metastazi var

M Uzak Metastaz

MX Uzak metastaz degerlendirilemedi

MO Uzak metastaz yok

M Uzak metastaz var

Evre TNM

Evre | T1, NO, MO

Evre I T2, NO, MO

Evre 1A T3a, NO, MO

Evre 111B T3b, NO, MO

Evre I1IC T4, NO, MO

Evre IVA T1-4, N1, MO

Evre IVB T1-4,N, M1

2.2.6. Hepatoselliiler karsinomanin tedavisi

Cerrahi operasyon (karaciger transplantasyonu ve rezeksiyon), perkutan

girisimsel islemler, radyo frekans ablasyonu (RFA) ve perkiitan alkol enjeksiyonu
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(PEI), transarteriyel girisimler (TAE) (embolizasyon, kemoembolizasyon,
radyoembolizasyon), kemoterapi ve radyoterapi uygulamalari HCC tedavisinde
kullanilan temel yontemlerdir (Obuz 2015). Bu tedavi yontemleri igerisinde en etkili
olanlar1 tiimoriin cerrahi rezeksiyonu, karaciger transplantasyonu ve ablasyondur.
Ancak bu tedavi segenekleri sadece erken evre hastalara uygulanabilmektedir (Daher
ve ark. 2018).

HCC tedavisinde en etkili yontem karaciger rezeksiyonudur. Bu yontemin
basari1 ise, timoriin evresine, yayillimina ve ¢apina baghdir. Kanser sadece karaciger
ile smurl ise, kan damarlar1 igerisine girmeyen tek bir timor bulunuyorsa ve
karacigerin geri kalan kismi saglikliysa cerrahi yontemler uygulanabilir. Timdrin
boyutu kiigiik olsa bile ilerlemis siroz bulunuyorsa rezeksiyon uygun bir tedavi
degildir. S5cm ¢apinda veya daha az olan tek bir karaciger tlimorii, 3 cm capinda veya
daha az olan tiimor, 5 ile 7 cm boyutlarinda ve en az alt1 ay biiylimeyen tek bir timor
bulunuyorsa ve ilerlemis siroz bulunmuyorsa karaciger transplantasyonu diger bir
tedavi segenegidir. Karaciger transplantasyonu gibi iyilestirici tedaviler, bes yilda
%50°den fazla sag kalim saglayabilir, fakat erken evre HCC’li hastalarin sadece

kii¢iik bir grubu bu tedaviler i¢in uygundur (Daher ve ark. 2018).

Cerrahinin miimkiin olmadigi durumlarda RFA ve PEI, kemoembolizasyon,
radyoembolizasyon gibi tedavi secenekleri uygulanmaktadir. RFA ile 3 cm’den
biiyiik olmayan tiimorleri yok etmek i¢in radyasyondan gelen 1s1 kullanilir. Bu tedavi
ayni zamanda termal ablasyon olarak da isimlendirilmektedir. PEI yonteminde
kanser hiicrelerini yok etmek i¢in alkol dogrudan tiimére enjekte edilir. 3 cm’den

daha kiigiik timorler igin kullanilmaktadir (Gwiasda ve ark. 2017).

Embolizasyon tedavi yonteminde ise timor hiicrelerinin beslendigi hepatik
arteri bloke eden maddeler enjekte edilerek kanser hiicrelerinin 6ldiriilmesi
amaclanmaktadir. Transarteriyel embolizasyon (TAE) olarak da isimlendirilen bu
yontem  transarteriyel kemoembolizasyon  (TACE) ve transarteriyel
radyoembolizasyon (TARE) olmak iizere iki ¢esittir (Board 2017).
Kemoembolizasyon tedavisinde hepatik arter, katater yoluyla verilen antikanser ilag
ile bloke edilir. Radyoembolizasyonda ise radyoaktif izotop i¢eren boncuklar (mikro

kiireler) hepatik arter igerisine yerlestirilir ve bu bolgeye dogrudan radyasyon
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gonderilerek kanser hiicrelerinin yok edilmesi saglanir. Embolizasyon tedavileri
genellikle 5 cm’den biiyiik (>5 ¢cm), cerrahi miidahale ile alinamayan tiimorler igin

uygulanmaktadir (Gwiasda ve ark. 2017; Fohlen ve ark. 2018).

Daha ileri evre HCC tedavisinde kemoterapi ve radyoterapi yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler ile tiimoériin  biiyiimesinin  yavaglatilmas: ve
semptomlarin kontrol altina alinmasi amaglanmaktadir. Ancak, &zellikle sirozlu
kisilerde ciddi yan etkilere sebep olabilen bu tedavi yaklagimlarinin uygulanabilirligi
siirlidir. HCC tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ajanlardan biri
2007 yilinda FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanan sorafenib
(Nexavar)’dir. Sorafenib, tiimoriin yeni kan damarlart olusturmasini engelleyen
coklu kinaz inhibitoriidiir (LIovet ve ark. 2008; Bruix ve ark. 2016; Daher ve ark.
2018). Bir diger protein kinaz inhibitorii regorafenib (Stivarga) ise, 2017 yilinda
FDA tarafindan onaylanmis ve sorafenibin yararli olmadigi durumlarda, ileri evre
HCC tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Refolo ve ark. 2018; Sherman 2018;
Tovoli ve ark. 2018). Son yillarda HCC tedavisinde imminterapi yontemleri de
uygulanmaktadir. Bunun i¢in 2017°de FDA tarafindan onaylanmig PD-1 adl1 hiicre
yiizey reseptoriinii baglayarak bagisiklik sistemini kanser hiicrelerine karsi
aktiflestiren bir immiinoterapi ilact olan nivolumab (Opdivo) ileri evre HCC
tedavisinde kullanilmaktadir (Brown ve ark. 2017; EI-Khoueiry ve ark. 2017;

Mazzolini ve Malvicini 2018).

Tim bu tedavi segeneklerine ragmen hastaligin yavas ilerlemesine bagl
olarak gec teshis edilmesi, hastaligin baslangicini algilayabilen biyolojik belirteglerin
eksikligi ve tedavide kullanilan kemoterapdtik ve radyoterapétik ajanlara kars: direng
gozlenmesi nedeniyle HCC’de 6liim oranmi her gegen yil artmaktadir (El-Serag ve
Rudolph 2007; Zhao ve ark. 2017). Erken evrelerde tan1 alan HCC hastalarinin
%43’ icin, bes yillik sag kalim oran1 %31°dir. Tiimor c¢evredeki dokulara veya
organlara, bolgesel lenf diigiimlerine yayilmis ise bu oran %11’e diismektedir. Uzak
metastaz olmasi durumunda ise bes yillik sag kalim oran1 %3’e kadar inmektedir. Bu
diisiik hayatta kalma oraninin sebeplerinden biri olarak HCC olan birg¢ok kisinin siroz
gibi bagka saglik sorunlarina sahip olmasi gosterilmektedir (Kim ve ark. 2016). Bu
nedenle HCC icin daha etkili tedavi yontemlerimin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.
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2.2.7. Ginnalin A

Kansere kars1 gelistirilen terapdtik stratejilerden biri dogal {iriinlerin
potansiyel antikanser aktivitelerinden yararlanmaktir. Bu {irlinlerin antikanser
aktiviteleri icerdikleri fenolik bilesikler ile iliskilendirilmektedir. Fenolik bilesikler,
bir veya daha fazla hidroksil grubuna sahip bir veya daha fazla aromatik halka igeren
ikincil metabolitlerdir. Bitki, meyve ve sebze gibi dogal {irlinlerde bulunan bu
bilesiklerin antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antiaterosklerotik, antiinflamatuar
ve antikanserojenik etkileri bulunmaktadir. Bugiine kadar 8000'den fazla dogal
fenolik bilesik tanimlanmis olup bunlar; fenolik asitler ve benzerleri, flavonoidler,
tanenler, stilbenler, curcuminoidler, kumarinler, lignanlar, kutanlar ve digerleri
olarak siniflandirilir (Cai ve ark. 2004; Galati ve O'Brien 2004; Huang ve ark. 2010).

Onemli farmakolojik etkilere sahip olan fenolik bilesikler, o6zellikle
antioksidan kapasiteleri nedeniyle kanser de dahil olmak {lizere ¢esitli hastaliklar
tizerinde olumlu sonuglar gostermektedir. Fenolik bilesikler sahip olduklar
antioksidan ozellikler ile serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonu engelleyerek
kanser olusumuna sebep olabilecek molekiilleri etkisiz hale getirebilmektedir.
Ayrica, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve
apoptozu kontrol eden onkogenik sinyal kaskadlariin inhibe edilmesi, ROS
seviyelerinin diizenlenmesi, p53 gibi timor baskilayici proteinlerin uyarilmasi ve
normal hiicrelere farklilagsma ve doniisme yeteneginin artirilmasi fenolik bilesiklerin
antikarsinojenik etkilerinin temeli olarak gosterilmektedir (Fulda 2010; Cardin ve
ark. 2014; Attar ve ark. 2015; Anantharaju ve ark. 2016)

Fenolik bilesik igerigi bakimindan zengin olan tanenler, suda c¢oziinen
polifenollerdir. Bir¢ok bitkisel gidada bulunan tanenler, hidrolize edilebilir ve
hidrolize olmayan yogun formda tanenler olarak iki gruba ayrilir. Hidrolize edilebilir
tanenler, glikoz gibi polihidrik alkolden bir merkezi ¢ekirdek ve hidroksil gruplari
igerir. Bunlar kismen ya da tamamen gallotannin veya ellagitannin tarafindan
esterlenmistir. Gallotanninler asitler, bazlar veya belirli enzimler tarafindan hidrolize
edildikten sonra glikoz ve gallik asitleri verir. Ellagitaninlerin laktonize olmasi

sonucuda ellagik asit tiretilir (Chung ve ark. 1998).
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Cin tanenleri, Tiirk tanenleri, Tara tanenleri, Acer tanen ve Hamamelis
tanenleri gallotanninlerin énemli 6rnekleridir. Acer tanen, yaygin olarak akgaagag
olarak bilinen Acer cinsinden elde edilmektedir. Ozellikle akgaagac¢ surubu/maple
surup yapiminda kullanilan bu bitkinin hem kendi ekstraktlarinin hem de surubunun
onemli farmakolojik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan caligmalar
aksaaga¢ surubunun ilgnans, coumarin, qebacol, ginnalin gibi cesitli fenolik
bilesikler igerdigini gdstermis; Acer rubrum, Acer tataricum, Acer saccharum gibi
Acer tiirlerinin yaprak kisimlarinda da basta Ginnalin A (GA) olmak {izere 6nemli
fenolik bilesiklerin varligini ortaya konmustur (Chung ve ark. 1998; Honma ve ark.
2010; Li ve Seeram 2010; Gonzalez-Sarrias ve ark. 2013;).

Cesitli calismalarda akgaagac surubunda bulunan fenolik bilesiklerin kan
sekeri seviyesini diisiirme ve antikanser etkisi gibi dnemli biyolojik aktivitelere sahip
olduklari ortaya konmustur. In vitro bir ¢alismada, ak¢aaga¢ surubundan elde edilen
biitanol Oziitiiniin a-glikozidaz enzimi iizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Yamamoto ve ark. 2015). Etil asetat Oziitleri ise, kanser hiicre
hatlarinda antioksidan ve antiproliferatif etki gostermistir (Legault ve ark. 2010). Tip
I diyabet igin model olarak kullanilan Otsuka Long-Evans Tokushima Yagh
(OLETF) siganlart ile yapilan bir ¢alismada sukroz veya akgaagag¢ surubu oral yol ile
verildikten sonra siganlarin plazma glukoz (PG) seviyelerindeki degisiklikleri
karsilastirilmistir. Akgaaga¢ surubunun oral yoldan verilmesini takiben PG'deki
artisin sukroz uygulamasindan daha diisiik oldugu bulunmus ve bu bulgular, tip II
diyabet tedavisinde akgaaga¢ surubunun potansiyel bir tatlandirict olarak
kullanilabilecegini yoniinden onemli bilgiler saglamistir (Nagai ve ark. 2013).
Acertannin olarak da bilinen GA, akgaagag¢ surubunun yani sira Acer cinsinin ¢esitli
ekstraktlarinda da varlig1 gosterilmis, en 6nemli fenolik bilesiklerinden biridir (Bi ve
ark. 2017) (Sekil 2.3).

GA’nin  polifenol o6zellikte olmast ile iliskili olarak antioksidan,
antibakteriyel, a-glukosidaz enzim inhibisyonu gibi gesitli farmakolojik 6zelliklere
sahip oldugu gosterilmistir (Han ve ark. 2004; Honma ve ark. 2010; Gonzalez-
Sarrias ve ark. 2013). Ayrica kolon kanser hiicre hattinda biiyiimeyi inhibe ettigi
belirtilmistir (Gonzalez ve ark. 2012). Kolon ve meme kanseri hiicreleri ile yapilan
bir ¢aligmada ise GA’nin hiicre dongiisiinii Siklin A ve D1 seviyesindeki azalmaya
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bagl olarak S, G2/M evrelerinde durdurdugu gosterilmistir (Gonzalez-Sarrias ve ark.

2013).

Sekil 2.3: Acer bitkisi ve GA’nin kimyasal yapis1
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5318457#section=2D-Structure 26 Nisan 2017,

http://www.thetreefarm.com/maple-ginnala-flame-amur 9 Kasim 2017)

2.2.8. SB203580

Kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli stratejilerden biri, 6zellikle kanser
gelisimi ile iliskili olan sinyal yolaklarinin hedeflenmesidir. Bu amagla, sinyal
yolaklarinda yer alan proteinlerin roliinii belirlemek i¢in ¢esitli inhibitor molekdiller
kullanilmaktadir. Bir primidil imidazol olan SB203580, ¢esitli biyolojik siire¢lerde
p38-MAPK roliinii aydinlatmak i¢in kullanilan p38-MAPK inhibitoriidiir (Zhang ve
ark. 2012).

p38-MAPK iflamasyon, hiicre proliferasyonu, farklilasma, apoptoz ve hiicre
siklusunun diizenlenmesi gibi hiicresel yanitlarda 6nemli bir rol oynamakta ve
ultraviyole 15181, 151, ozmotik sok, mitojenik uyarim, interlokinler ve TNF-a gibi pro-
inflamatuvar sitokinler ve stresli uyaranlar tarafindan aktive edilmektedir. p38-
MAPK, stres kosullar1 altinda apoptozu indiikleyerek tiimor baskilayici olarak islev
gortrken, aktif oldugu durumda kanseri tetiklemesi tartigmali bir rolii oldugunu
ortaya koymaktadir (Cano ve Mahadevan 1995; Jiang ve ark. 1997; Alonso ve ark.
2000; Bradham ve McClay 2006;Young ve ark. 2009; Chen ve ark. 2009). Bu
tartigmali rolii aydinlatmak amaciyla p38-MAPK'nin olduk¢a segici bir inhibitorii
olan SB203580 kullanilmaktadir (Sekil 2.4). SB203580, p38 in ATP baglayici
cebine baglanip ATP'nin baglanmasin1 bloke ederek p38 aktivitesini inhibe
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edebilmektedir (Tong ve ark. 1997; Chen ve ark. 2009; Xiao ve ark. 2017).
Karaciger hiicreleri ile yapilan bir ¢calismada da, SB203580’in p38-MAPK, ERK ve
JNK sinyal yolaklar1 tizerindeki etkileri arastirilmis ve SB203580’in p38-MAPK
inhibitorii oldugu gosterilmistir. Ayrica, SB203580°in p38-MAPK f{izerindeki inhibe
edici etkisi, p38’in katalitik aktivitesini engellemesinin yan1 sira Akt’nin
fosforilasyonu ve aktivasyonunu bozmasi ile de agiklanmigtir (Henklova ve ark.
2008).

Stres. buytime faktorleri, UV,
inflamatuar sitokinler

Uyarici .
M MKK1/5,
MAPKKK ey MILKS,
I TAK. DLK ASK 1
MAPKIK
| MEKKS3/6 MK K4/7
SB203580
MAPK X/ J]
I P38 MAPK INK1/2/3

. o —p38x, B_—v.&
Biyolojik cevap

inflamasyon.
proliferasyon
farkhilasma, apoptoz

Sekil 2.4: MAPK sinyal yolagi ve p38-MAPK inhibitorii SB203580

(http:/Avww.myvisiontest.com/printme.php?idx=889 11 Mayis 2018)

Tim bunlarin yaninda ¢esitli ¢alismalarda SB203580’in p38-MAPK’dan
bagimsiz bir sekilde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir. Sitokinle
aktive olan lenfositler iizerinde yapilan bir calismada SB203580’in, antiproliferatif
etkiye sahip oldugu ve bu etkiyi hiicre dongiisiiniin diizenleyici molekiili RB
proteinin fosforilasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan bir protoonkogen olan PI
3-kinaz/protein kinaz B'nin (PKB) fosforilasyonunu inhibe ederek gosterdigi
bildirilmistir (Lali ve ark. 2000). RB’un siklin bagimli kinazlarla fosforilasyonu,
hiicre dongiisiliniin ilerlemesine neden olan E2F'nin salinmasina yol acar. Bir timor
baskilayici olan RB, hipofosforile halde E2F transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini
inhibe ederek hiicre dongilisiiniin ilerlemesini baskilar (Stone ve ark. 2011). Yapilan
baska bir ¢alismada ise SB203580’in, HCC hiicrelerinde antiproliferatif etkisinden
dolay1 adenozin monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK)’1 ve dliimle iligkili
protein kinaz (DAPK)’1 aktive ederek otofajiyi indiikledigi belirtilmistir (Zhang ve
ark. 2012).
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2.2.9.Apoptoz

Hiicre 6liimii apoptoz (fizyolojik hiicre 6liimii) ve nekroz (patolojik hiicre
6liimii) olmak iizere iki sekilde gergeklesir (Coskun ve Ozgiir 2011). Eski yunan
dilinde sararmis yapraklarin dokiilmesi anlamina gelen apoptoz, programlanmis bir
hiicre 6limii tipidir (Kartlasmis ve ark. 2016). Organizmanin dengede kalabilmesi
i¢cin yeni hiicreler olusurken bazi hiicrelerinde 6lmesi gerekir. Hiicre 6liimii ile hiicre
proliferasyonu arasinda kontrollii bir denge bulunur. Apoptoz, c¢ok hiicreli
oranizmalarin, hiicre proliferasyonunu kontrol etmeleri ve doku homeostazini
stirdiirmelerinin yan1 sira bir organizmadan gelen zararli veya gereksiz hiicreleri
elimine etmeleri i¢in ¢ok Onemli bir mekanizmadir (Norbury ve Hickson 2001,
Goldar ve ark. 2015).

Apoptoz siireci, hiicre Oliimii i¢in sinyallerin alinmasi, kaspazlarin
aktivasyonu, hiicre 6liimiiniin meydana gelmesi, parcalanma ve fagositoz asamalari
ile gerceklesir. Bu siire¢ genellikle fakli morfolojik ozellikler ve enerjiye bagh
biyokimyasal mekanizmalarla karakterizedir. Apoptoz, normal hiicre dongiisii,
bagisiklik sisteminin diizgiin gelisimi ve isleyisi, embriyonik gelisme ve kimyasal
kaynakli hiicre 6liimii gibi ¢esitli islemlerin yasamsal bir bileseni olarak gorev yapar.
Apoptotik sinyaller genomik biitlinliigiin korunmasina katkida bulunurken, kusurlu

apoptoz karsinogenezi tesvik edebilir (Elmore 2007; Hassan ve ark. 2014).

Biiylime faktorlerinin eksikligi, oksidatif stres, X-1sinlari, hiicre i¢i kalsiyum
diizeyindeki artig, hipoksi, DNA hasarina sebep olan bazi faktorler veya gesitli ilaglar
gibi farkli etkenler altinda kalarak zarar goéren hiicrelerin yok edilebilmesi i¢in
apoptoz devreye girer. Apoptoz ile uyarilan hiicre birgok morfolojik ve biyokimyasal
degisiklige ugrar. Hiicre kiigiilmeye baslar, biiziiliir ve niikleusta kromatin
yogunlagmast goriilerek piknotik bir goriintii olusur. Hiicre PH’1 apoptotik siireg
boyunca hizla diiser, kalsiyum pompas1 yetersizligi sonucu hiicre igerisinde siirekli
bir kalsiyum artig1 olur. Komsu hiicrelerle baglanti kesilir, hiicre iskeleti dagilir ve
cekirdek zar1 eriyerek DNA fregmantasyonu meydana gelir. Ancak, hiicre organelleri
yapisal biitiinliiglinli korur (Kerr ve ark. 1972; Hacker 2000). Daha sonra plazma
membraninda tomurcuklanmalar meydana gelerek hiicre, sitoplazma ile g¢evrilmis

kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimlere ayrilir ve son olarak da
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makrofajlar tarafindan apoptotik cisimler tanmarak fagosite edilir (Kurosaka ve ark.

2003; Elmore 2007).

Apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, c-myc ve p53
geni, kaspazlar, Bcl-2 ailesi, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organeller
gorev alir (Dingel 2016). Apoptoz mekanizmasinda etkili olan proteinler kaspazlar
(Caspase: Cysteine-Containing Aspartate Specific Proteases)’dir. Kaspaz ailesi,
proteolitik basamaklarda birlikte ¢alisan hiicre igi sistein proteazlarindan olusan
enzim gruplaridir. Bu proteinler normal kosullarda hiicre sitoplazmasinda zimojen
(prokaspaz) yani inaktif olarak bulunurlar (Cohen 1997). Kaspazlar birbirlerini
harekete gegirerek kaspaz aktivasyonunu olustururlar. Hiicreye 6liim talimatini veren
spesifik sinyaller geldikten sonra, hiicrede belirgin degisiklikler meydana gelerek
prokaspazlar aktif kaspazlara doniisiir. Proteolitik kaskadlar i¢inde kaspazlar,
apoptozun yukari baglaticilar1 veya asagi akis efektorleri olarak konumlandirilabilir.
Kaspazlar temel olarak, baglatici kaspazlar (Kaspaz-2, -8, -9 ve -10), efektor
kaspazlar (Kaspaz-3, 6 ve 7), inflamatuar kaspazlar (Kaspaz -1, -4, -5, -11, -12, -13
ve -14) olarak 3 gruba ayrilir (Hassan ve ark. 2014; Dingel 2016).

Baz1 kanserlerin gelisimi ve ilerlemesinde karsinogenez sirasinda apoptozun
bastirilmasimin merkezi bir rol oynadigi belirtilmistir (King ve Cidlowski 1998).
Timor hiicreleri apoptozu baskilamak ve apoptotik ajanlara diren¢ kazanmak igin,
proapoptotik proteinlerden BAX’m baskilanmasi veya antiapoptotik proteinlerden
Bcl-2’nin  ekspresyonunun  arttirilmast  gibi  bazi  molekiller mekanizmalari
kullanabilir (Hassan ve ark. 2014). Apoptoz mekanizmasimi ve bunun efektor
proteinlerini ve ayni zamanda apoptozdan sorumlu genleri tanimlamak, kanser
hiicrelerinin  apoptoza karsi duyarlii@imi arttiracak veya apoptotik esigini
sifirlayabilecek yeni ajanlar kesfetmek ve gelistirmek i¢in yeni bir firsat saglamistir.
Bu yeni hedefe yonelik tedaviler, antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri, p53, apoptoz
inhibitori (IAP) proteinleri ve kaspazlart hedef alan terapileri igerir (Goldar ve ark.
2015). Bir¢cok molekiil tarafindan diizenlenen apoptoz mekanizmasi, hiicre i¢inde
olusturulan sinyallerle tetiklenen intrinsik ve hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine
baglanan Olim aktivatorleri tarafindan tetiklenen ekstrinsik yol {izerinden ilerler

(Igney ve Krammer 2002; Coskun ve Ozgiir 2011).
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2.2.9.1.Intrinsik yol

Mitokondriye bagimli apoptozdur. Apoptoz indiiksiyonu i¢in en Onemli
yolaklardan biridir. Apoptozom sisteminin aktiflesmesi ile uyarilir. Intrinsik
apoptotik yol DNA hasari, oksidatif stres, UV radyasyon, onkojenik faktorlerin
aktivasyonu gibi hiicre i¢inde olusan uyarilar ile ger¢eklesmektedir. Mitokondrinin
dis membranina etki eden Bcl-2 ailesi proteinleri bu yolagin merkezi regiilatorleridir.
Bcl-2 ailesi mitokondriyal zarin gegirgenligine aracilik ederek bir ‘apoptotik anahtar’
olarak islev goriir (Saelens ve ark. 2004). Bcl-2 proteini mitokondri dis membraninda
bulunur ve sitokrom-C (CYCS) basta olmak iizere ¢esitli apoptotik proteinlerin
salinmasi i¢in gerekli olan mitokondriyal membran gecirgenligindeki degisiklikleri
diizenler (Hassan ve ark. 2014). Iyon trasportunun (membran potansiyelinin)
diizenlenmesinde gorev alir ve zarin par¢alanmasina karsi koruyucu gorevi goriirler
(Dingel 2016). Mitokondriyal yollu apoptozun kontrolii ve regiilasyonu, Bcl-2

protein ailesinin iiyeleri aracilig1 ile gergeklesir (Schuler ve Green 2001).

Bcl-2 ailesi intrinsik apoptotik yolagin  hem pro-apoptotik hemde
antiapoptotik diizenleyicileri igerir. Oliim aktivatdrleri olarak gérev yapan apoptozu
ilerleten pro-apoptotik proteinler BAX, BID, BAD, BCLXs, BIM, NOXA ve
PUMA’dir. Antiapoptotik proteinlerin neredeyse tamami O6liim sinyali gelmeden
once hiicre iskeleti veya sitozelde bulunur. Bu proteinler mitokondriden CYCS ve
CYCS’ye benzer bir flavoprotein olan apoptoz indiikleyici faktor (AIF) saliniminm
arttirarak apoptozu indiikler. Apoptozu engelleyen yasam aktivatorleri olarak gorev
yapan antiapoptotik proteinler ise BCL-2, BCL-X1 ve MCL-1"dir (Li ve ark. 1998;
Esposti 2002). Antiapoptotik proteinler endoplazmik retikulum (ER), ¢ekirdek zari
ve mitokondride bulunan integral zar proteinleridir. Bu proteinler AIF ve CYCS
salmimin engelleyerek apoptozu baskilar. Bu proteinler hiicredeki kalsiyum oranini
kontrol ettiklerinden dolayr olduga Onemlidirler. Apoptozun baslayabilmesi i¢in
BCL-2 ve BAX dengesinin kurulmasi gerekir. Sitozolde bulunan BAX proteini
apoptotik uyart ile mitokondriye dogru yonelir. Kalpain (kalsiyum bagiml
proteolitik enzim) tarafindan uyarilarak CYCS salinimini indiikler. BCL-2
proteininin asir1 ekspresyonu apoptozun baskilanmasina sebep olurken, BAX
proteininin asir1 ekspresyonu ise apoptozu indiikler (Plati ve ark. 2011; Kartlasmis ve
ark. 2016).
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Mitokondrinin zarlar1 arasinda bulunan CYCS’nin sitozole geg¢mesi ile
apoptoz baglar (Chinnaiyan 1999; Hill ve ark. 2004). Hiicre i¢i sinyaller alindiktan
sonra pro-apoptotik BID proteini, antiapoptotik BCL-2 proteinini inaktive etmek ve
pro-apoptotik BAX’1 aktive etmek i¢in mitokondriye dogru yonelir. Apoptotik sinyal
alindiktan sonra mitokondri membraninda porlar (PT porlar1) olusmasiyla membran
gecirgenligi bozulur. Bu porlardan mitokondri zari igerisinde bulunan CYCS ve AlF
sitozole gecer. CYCS, bir sitoplazma proteini olan APAF-1(Apoptotik proteaz aktive
edici faktor 1)’in aktivatoriidiir. CYCS APAF-1’e baglanir ve bu yapiya prokaspaz-9
da baglanmasiyla apoptozom meydana gelir. Apoptozom igerisinde prokaspaz-9 aktif
forma donitisiir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’i aktif Kaspaz-3 haline getirerek apoptoz
baslatilir. Kaspaz-3, yiiriitiicii kaspazlarin en 6nemlisi olarak kabul edilir. Spesifik
olarak endoniikleaz CAD (Kaspaz Aktive edici DNaz)'1 aktive eder. Prolifere olan
hiicrelerde CAD, inhibitérii ICAD (Inaktif Kaspaz Aktive edici DNaz) ile kompleks
halindedir. Apoptotik hiicrelerde aktive edilmis Kaspaz-3, ICAD‘1 inaktiflestirerek
CAD’1 serbestlestirir. CAD daha sonra ¢ekirdek icinde kromozomal DNA'y1 bozarak
kromatin yogunlasmasina neden olur. Kaspaz-3 ayrica hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesine ve hiicrenin apoptotik cisimlere ayrismasina neden olur (Sekil 2.5).
Ayrica, intrinsik ve ekstrinsik yolun her ikisi de Kaspaz-3’ii aktive etmektedir
(Tomatir 2003; Elmore 2007; Plati ve ark. 2011).
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Sekil 2.5: Intrinsik yol (http://www.easybiologyclass.com/intrinsic-pathway-of-apoptosis-apoptosis-

molecular-mechanism-part-1/ 17 may1s 2018)
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2.2.9.2. Ekstrinsik yol

Ekstrinsik apoptotik yolun uyarilmasi, hiicre zari {izerinde bulunan 6lim
reseptorlerinin aktif olmasi ile baglantilidir. Oliim reseptorleri tiimor nekroz faktor
reseptor (TNFR) siiper ailesinin {iyelerini igerisinde bulundurur (Locksley ve ark.
2001). TNFR1 ve Fas, TNFR ailesi igerisinde apoptozu uyaran en Onemli
reseptorlerdir. FasL / FasR, TNF-a/ TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 ve Apo2L
/ DRS5 bugiine kadar, en iyi karakterize edilmis ligandlar ve bunlara karsilik gelen
Olim reseptorleri arasinda bulunur (Elmore 2007; Kartlasmis ve ark. 2016). Fas
(CD95), TNF ailesinin bir iiyesi ve hiicre yiizey reseptoridiir. Fas ligandinin (FasL)
Fas reseptoriine (FasR) ve TNF’in TNFR-1’e baglanmas: ile apoptotik islem baglar
(Sekil 2.6). Fas ve TNFR-1’in sitoplazmik uzantilar1 6liim domainleri igerir.
FasL/FasR birlesmesi sonucunda, aktive hale gelen reseptorler Fas adaptor proteini
(FADD) ile birleserek 6liim indiikleyici sinyal iletimi (DISC) olusumuna sebep olur.
Bunun sonucunda baslatic1 kaspazlardan Kaspaz-8 direk aktif hale gelir. Fas’in
sitoplazmik kism1 FADD ve RIP (reseptor etkilesimli protein) ile etkilesimdedir (Hsu
ve ark. 1995; Kischkel ve ark. 1995; Wajant 2002; Pistritto ve ark. 2016).

Reseptor etkilesimli protein (RIP) serin-treonin kinaz ailesinin bir {iyesi olan
RIPK1, TNFRI’in ¢oklu akis asag1 sinyal yolaklarini kontrol ederek, bu yolaklarin
akis yukarisinda anahtar bir regiilator gorevi gormektedir. Apoptoz, Kinaz
aktivitesinden bagimsiz olarak RIPK1’in, Kaspaz-8 i¢in protein olan FADD ile
baglanmas1 yolu ile saglanir ve bu da Kaspaz-8’in aktivasyonunu destekler. Bu
durum mitokondriyal hasari tetikleyerek apoptozu gerceklestirir ve bu sekilde
Kaspaz-3 gibi kaspazlarin aktivasyonu tetiklenir. Adaptor protein olan TRADD ve
RIP proteinleri prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozu dogrudan uyarir. Aktif hale
gelen Kaspaz-8’de diger kaspazlar1 (Kaspaz-3, -6 ve -7) aktif hale getirerek apoptoz
baglar. Apoptozun ger¢eklesemedigi kosullar altinda, RIPK1, nekroptozun
ilerlemesine aracilik ederek, MLKL’nin fosforilasyonunu hizlandiran RIPK3 ile

etkileserek nekroptozu aktive edebilir (Tomatir 2003; Geng ve ark. 2017).
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2.2.10. Hiicre dongiisii

Boliinebilme yetenegine sahip olan hiicreler, biiylime faktorleri ve hiicre dist
sinyaller tarafindan uyarildigt zaman biiyiiyebilir ve boliinebilir. Hiicrelerin
biiyiimesi ve ¢ogalmasi, organizmalarin gelisimi, apoptoz, DNA hasari onariminin
diizenlenmesi, olii ve hasar gormiis dokularin yenilenebilmesi i¢in hiicre dongiisii
hayati bir 6neme sahiptir. Organlar1 ve dokularin biitiinliigliniin saglanmas1 ig¢in
hiicrelerin biiytime ve farklilasmasinin diizenlenmesi gereklidir (Schafer 1998).
Hiicre dongiisii, dogrudan hiicre proliferasyonunu ve hiicre boliinmesini saglayan
bircok gen tarafindan kontrol edilir. Kanserli hiicrelerde bu genler mutasyona
ugradig1 i¢in kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna neden olur (Vermeulen ve ark.
2003).

Bir hiicrenin olusup bdliinmeye baslamasindan itibaren onu takip eden
sonraki hiicre boliinmesine kadar gegen zamanda hiicrede meydana gelen gecici
biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin gozlemlendigi olaylar zinciri hiicre
dongiistidiir. Genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicrenin olusmasi ile
dongili tamamlanir. Hiicre dongiisii temel olarak interfaz ve mitoz olmak iizere iki
boliime ayrilir (Sekil 2.5). Hiicrelerin mitoza girmeden once bir hazirlik asamasina
ihtiyag vardir. Bu hazirlik asamasi interfaz olarak bilinir. Interfaz da G1, S ve G2
olarak 3 evreye ayrilir (Aktug 2014; Canpolat 2016). S ve M (mitoz) evresine
gecilmeden once igsel ve dissal ¢evrenin diizenlenmesi gerekir. G1 fazi bu agsamada
cok dnemlidir. RNA ve protein sentezi yapilir, metabolizma en yiiksek seviyede olur,
bliylime faktorleri gibi hiicreyi boliinmek i¢in uyaran proteinler aktif hale gelir ve
ribozom, mitokondri, lizozomlar gibi hiicre icerigi iki katina ¢ikar. En uzun evredir.
Bu evrenin uzunlugu dis kosullar ve diger hiicrelerden gelen sinyallerin uzunluguna
baghdir. Hiicrenin sentez evresine girebilmesi i¢in G1 evresinin sonuna dogru DNA

replikasyonu igin gerekli enzimler sentezlenir (Cooper 2000).
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Hiicrenin biiyiimesi i¢in gerekli kosullar saglandiginda hiicre S evresine
gecebilir. Hiicre dis1 kosullar saglanamadiginda hiicreler G1’deki ilerlemeyi
geciktirir ve GO adi verilen istirahat evresine girer. Bu fazda dongii i¢inde
bulunmayan hiicrelerin bulundugu fazdir. Hiicreler bu fazda metabolik olarak aktif
olmalarima ragmen uygun sinyaller tarafindan uyarilmadigi siirece ¢ogalmazlar.
Hiicreler bu fazda giinlerce, haftalarca hatta yillarca bekleyebilir (Heuvel 2005;
Canpolat 2016; Fischer veMiiller 2017).

Interfazin en 6nemli kism1 G1 fazindan sonra gerceklesen S fazidir. Bu fazda,
cekirdekte replikasyon gergeklesir ve DNA miktar1 iki katina ¢ikar. Sentrozom
kendini eslemeye baslar. DNA replikasyonu tamamlandiktan sonra hiicreler G2
fazina gecer (Cooper 2000). G2 evresi hiicrenin boliinmeden Once yogun protein
sentezi yaptigr son basamaktir. Hiicreler G2 fazim1 da tamamladiktan sonra hiicre
dongiisiiniin son asamasi olan M fazma girer. Bu evreden ¢ogalmis kromozomlar
yogunlasarak kardes kromatidler kutuplara ayrilip hiicre bolintir ve siklus

tamamlanmis olur (Vermeulen ve ark. 2003; Fischer ve Miiller 2017).

Hiicreler bir boliinme sinyali tarafindan uyarilmadig: siirece dongiiniin aktif
fazlarina giremezler. Biiyiime faktorleri, sitokinler veya mutajenler hiicreyi boliinme
icin uyaran cesitli sinyaller arasindadir. Hiicreler boliinme sinyalini aldiklarinda
Protein kinaz C, JAK/STAT yolaklari/pathways veya MAPK gibi sinyal ileti
mekanizmalart devreye girer. Bu ileti mekanizmalari, transkripsiyonu, hiicre

dongiisiinii veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrati fosforiller veya direk
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niikleusa ulasarak dogrudan transkripsiyonu uyarir. Bu sayede, hiicre siklusa
sokularak mitoza sevk edilmis olur. Hiicre proliferasyonu, yiiksek derecede
korunmus bir siklin bagimli serin treonin protein kinaz (CDKs) ailesinin ardisik
aktivasyonu ve inaktivasyonu ile kontrol edilir. CDK’lar, DNA hasar kontrol
noktasinin ve onarim yollarinin ana diizenleyicisidir. Diizenleyici proteinlerin,
siklinlerin baglanmasi, CDK faaliyetlerini diizenler (Sclafani ve Holzen 2007). Hem
G1/S hem de S faz1 gegisi, sirasiyla siklin E ve siklin A ile iligkili olarak CDK2’nin
aktivasyonunu gerektirir. Geg¢ G2 ve erken M evresinde, siklin A, CDKI ile
kompleks olusturur. CDK aktivitelerini diizenleyen iki ayr1 CDK inhibe edici protein
ailesi bilinmektedir. Bunlar, CDK/Siklin komplekslerinin diizenlenmesinde rol
oynayan INK4 (p15, pl16, p18 ve pl9) ve Cip/ Kip (p21 ve p27) aileleridir.
CDK’larin aktivasyonu, substrat proteinlerinin fosforilasyonunu tetikleyerek hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini etkileyen degisiklikler meydana getirir. Aktive edilmis
CDK kompleksleri igin iyi bilinen bir substrat RB timor siipresoriidiir. CDKO9,
spesifik olarak RB proteinini fosforile eder. RB’nin hiperfosforilasyonu G1-S gegisi
sirasinda olusur ve hipofosforile RB, DNA sentezini engeller (Cooper 2000;
Bhattacharya ve ark. 2014).

DNA hasar kontrol noktas1 ve onarim yollarinin ana diizenleyicileri olarak
gorev alan CDK’larin transkripsiyonel diizenlemede ve apoptozda onemli rolleri
vardir. Hiicre DNA’sinda hasar oldugu durumlarda hasarin giderilmesi i¢in dongii
G1 evresinde durdurulur. Gl noktasinda durma, proliferasyon ve apoptotik
sinyallerin énemli bir koordinatdrii olan p53 tiimdr baskilayici genin proteini ile
saglanir. p53 proteinin miktar1 DNA hasar arttik¢a artar ve hiicre dongiisiiniin G1
kontrol noktasinda durmasini saglar. p53 geni mutasyona ugradiginda hasarli DNA
G1 kontrol noktasinda bekletilemedigi icin tamir edilmeden S evresine gecger. Bu
durumda p53, DNA hasarina karsi hiicre dongiisiinii durdurmak i¢in CDKNI1A
(p21)’1 uyardiktan sonra trankripsiyonel olarak DNA onarim enzimlerini aktive eder.
Tim tiimorlerin yaklasik %50’sinde pS3 geninin mutasyona ugradigi bilinmektedir
(Ambrosino ve Nebreda 2001; Bhattacharya ve ark. 2014)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada kullanilan cihaz ve kimyasallar

3.1.1.Calismada kullanilan cihazlar

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlar

Cihaz/Malzeme Marka

ELISA okuyucu Epoch

-80°C Dondurucu Symphony
Mikrodalga Firin Arcelik MD554
-20 °C Derin Dondurucu Arcelik

Hassas Terazi

Laminer Hava Kabini Class 2
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1
Steril kiiltiir kaplar1 (Petri) (100x20mm)
Isik Mikroskobu

Otomatik mikropipetler (10, 20,
100, 200, 1000 ul’lik)

Real time PZR

Santrifiij

Elektroforez

Nanodrop

Kirik Buz Makinesi

CO,’1i inkiibator

Inverted mikroskop

Mikro santrifiij

Jel goriintiileme sistemi
Vorteks

Yatay Elektroforez Seti

pH Metre

Otoklav

Thermal Cycler

Isitmali Manyetik Karistiric
Orbital Karistirici

KERN-Sohn GmbH
Scanlaf

Nest

Nest

Olympus

VWR, Eppendorf

Biorad CFX Connect
Hettich

Thermo

Maestro

Scotsman

Thermo HERA cell 150
Olympus

Niive
G:Sox-Syngene
VWR (Niive)
Cleaver

Witw-Inolab

Vwr

Peqlab (Primus 96)
Heidolph

Biosan
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3.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Tablo 3.2: Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Kimyasal/sarf Marka

Ginnalin A Carbosynth

SB203580 Cayman Chemical Company
Transcriptor ~ First  Strand cDNA BioRad

Synthesis Kit

XTT Reagent-Cell Proliferation Kit Biological Industries
EvaGreen gPCR Master BioRad

Trizol Sigma

Hiicre kaziyici SPL

Fetal Sigir Serumu Capricorn
Penisilin/Streptomisin Bl (Biological Industries)
EMEM Medyum Multicell

DNAaz/RNAse free su BioShop

Tripan Mavisi Boyasi Bl (Biological Industries)
PBS Multicell

Dimetil siilfoksit (DMSO) ApliChem
Tripsin/EDTA Multicell

Caspase-3 Assay Kit BioVision

3.2. Hiicre kiiltiirii

Calismada kullanilan insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1 olan Hep-3B
(ATCC no: HB 8064™) ATCC’den temin edilmistir. Hep-3B hiicreleri %10 fetal

sigir serumu Ve %1 Penisilin-Streptomisin igeren EMEM besiyerinde kendileri igin

uygun kiiltiir ortami1 olan 37 °C’de %95 nem ve %5 CO3’li etiivde inkiibe edildi.

Tablo 3.3:Calismada kullanilan Hep-3B hiicre hattinin 6zellikleri

Hep-3B hiicre hatt1 (ATCC no: HB 8064 ™)

Organizma
Doku

Hastalik
Morfoloji
Cinsiyet

Yas

Biiyiime 6zelligi

Homo sapiens, insan
Karaciger

HCC

Epitelyal

Erkek

8

Yapisarak cogalan (adherent)
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3.2.1. Hiicre hattinin dondurulmasi

Petri ylizeyine yapisarak cogalan hiicreler, yapistiklar1 ylizeyden kaldirmak
icin Tripsin-EDTA ile muamele edildi ve 37 °C’de %95 nem ve %5 CO>’li etiivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan inverted mikroskop ile hiicrelerin
kalktig1 gozlemlenerek petri iizerine taze besiyeri eklendi. Hiicre-besiyeri igerigi
falkon tiipe almmarak 4 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiyj
isleminin ardindan siipernatant kismi uzaklastirildi. Tip igerisine 9:1 oraninda
DMSO (Dimetil siilfoksit) ve besiyerinden olusan dondurma ¢ozeltisi eklenerek
hiicreler kriyotiiplere alindi. Kriyotiipler -20 °C’de dondurulduktan sonra -80 °C’de

muhafaza edildi.

3.2.2. Dondurulmus hiicre hatlarinin ¢ozdiiriilmesi

%10 DMSO ile dondurulmus kriyotiip igerisinde bulunan hiicreler hizli bir
sekilde ¢ozdiiriilmek igin -80 °C’den 37 °C’ye alind1. Igerisinde 5ml EMEM besiyeri
bulunan falkon tiipe 1 ml hiicre damla damla eklendi. 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi uzaklastirildi. Uygun miktarda besiyeri

ile pellet homojenize edildi. Hiicreler petriye alinarak 37 °C’de CO,’li etiivde

inkiibasyona birakildi. Hiicreler petri yiizeyinin yaklasik %80’ini doldurana kadar iki
giinde bir besiyeri degistirilerek ¢ogaltildi. Petri yilizeyi doldugunda hiicrelerin

canliligimin korumak amaci ile pasajlama islemi yapilda.

3.2.3. Hiicre hattinin pasajlanmast

Petride %80-90 yogunluguna ulasan hiicrelerinin pasajlama islemi igin ilk
olarak eski besiyeri ortamdan uzaklagtirildi ve PBS ile yikama islemi yapildi.
Hiicreleri flask yiizeyinden kaldirmak ig¢in 1-2 ml Tripsin-EDTA eklendi ve 3-4
dakika 37 °C’de %95 nem ve %5 CO,’li etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda hiicrelerin inverted mikroskopta kalktigi gézlemlendi. Flaska, Tripsin-
EDTA miktariin yaklagik iki kati taze besiyeri eklendi, hiicre besiyeri igerigi pipet
ile homojenize edildikten sonra bir falkon tiipe alindi. 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij
edilerek siipernatant bosaltildi. Uygun miktarda besiyeri ile pellet homojenize edildi.
Hiicrenin yogunluguna gore petrilere hiicre ekimi yapildi ve ¢ogalmalar1 igin 37

°C’de %95 nem ve %5 CO’li etiivde inkiibasyona birakildi.
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3.3. Ginnalin A stok soliisyonun hazirlanmast

Calismada kullanilan Ginnalin A (GA) (Carbosynth, Katolog No: FG65656)
ticari olarak satin alindi. CyH0O13 kimyasal formiiliine ve 468,37 g/mol molekiil
agirhi@ina sahip GA, kat1 halde -20°C’de muhafaza edildi. GA %0,1 DMSO igeren
PBS’de ¢oziilerek stok soliisyon olarak hazirlandi. Daha sonra hazirlanan stok

soliisyondan seyreltmeler yapilarak ¢alisma i¢in uygun konsantrasyonlar hazirlandi.

3.4. SB203580 stok soliisyonun hazirlanmasi

Calismada kullanilan p38-MAPK ihtibitori SB203580 (Cayman Chemical,
Katolog N0:152121-47-6) ticari olarak satin alindi. CjHi6FN3OS  kimyasal
formiiliine ve 377,43 g/mol molekiil agirligina sahip SB203580, kat1 halde 1siktan
korunarak -20°C’de muhafaza edildi. SB203580 %0.1 DMSO iceren PBS’de
coziilerek stok soliisyon olarak hazirlandi. Daha sonra hazirlanan stok soliisyondan

seyreltmeler yapilarak ¢alisma i¢in uygun konsantrasyonlar hazirlandi.

3.5. Ginnalin A ve SB203580in sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Ginnalin A ve SB203580’in Hep-3B hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) testi kullanildi. XTT sar1 renkte, suda eriyebilen tetrazolyum tuzudur.
Canli hiicrelerce turuncu renkli formazan bilesenlerine indirgenmektedir. Hiicresel
efektorlerin karigimi ile ¢oziiniir, parlak turuncu renk tiirevine indirgenir. Metabolik
aktif hiicrelerin sayisiyla orantili olan boya yogunlugu, belirli bir dalga boyunda bir
spektrofotometre ile okunabilir.

GA ve SB203580’in sirast ile 0-500 uM ve 0-100 uM araligindaki calisma
konsantrasyonlart EMEM besiyeri ile hazirlandi. Petrilere ekilen ve petri yiizeyini
kaplayan hiicreler tripsinizasyon islemi ile petri ylizeyinden kaldirildi. Tripsin-EDTA
miktarinin yaklasik iki kat1 taze besiyeri eklenerek homojenize edildikten sonra bir
falkon tiipe alindi. 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
bosaltildi. Uygun miktarda besiyeri ile pellet homojenize edildi. Bir ependorfta, 100
ul hiicre ve 100 pl tripan mavisi karistirildi. Ardindan bu karisimdan 10 pl alinarak
Thoma lamu ile 151k mikroskobu altinda hiicreler sayildi. Elde edilen hiicre sayilarina

gore 96 kuyucuklu plate’in her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 100 ul
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hiicre-besiyeri igerigi platelere ekildi. Hiicreler ylizeye yapigmalar icin 24 saat
inkiibasyona  birakildi.  Inkiibasyon sonrasinda  kuyucuklardaki  besiyeri
uzaklastirilarak kontrol gruplar disindaki kuyucuklara 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 60,
75, 80 ve 100 uM SB203580 ile 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 ve 500
uM Ginnalin A eklendi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklardaki besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Her bir
kuyucuga 50 uLL XTT soliisyonu (49uL reagent soliisyonu+ 1uL aktivator sliisyonu)
eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatin sonunda ¢alisilan gruplarin
absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda 630 nm referans
araliginda okundu. XTT deneyi sonucunda GA ve SB203580’in 1Csy degeri
belirlendi. 1Cso degerleri goz Oniinde bulundurularak Hep-3B hiicrelerine 5:1
oraninda GA ve SB203580 24, 48 ve 72 saat uygulandi ve tekrar XTT analizi
gerceklestirildi. Hep-3B hiicreleri {izerinde GA ve SB203580 kombinasyonun etkili
olup olmadigini degerlendirmek i¢in Ting-Chao Chou ve Nick Martin tarafindan
bulunan CompuSyn Version 1.0 yazilimi ile kombinasyon indeksinin (CI)
hesaplanmas1 yapildi. Medyan etki analizine dayananan bu program ile,
kombinayonun her bir ajandan ayr1 olarak daha etkili oldugu sinerjistik (Cl <1), tekli
ajanlarin kombinasyona gore etkili oldugu antogonistik (Cl >1) ve ICsy degerleri
yartya diistirilerek kullanildiginda kombinasyonun tekli ajanlardan daha etkili
oldugunu belirten additif (Cl=1) etki gosterip gostermedigini hesaplamak igin

bliylime inhibisyon egrisinin tiim sekilleri dikkate alinarak hesaplama yapilmstir.

Tablo 3.4: CI degerlerine gére kombinasyon etkileri

Cl Etki

<0,1 Cok giiclii sinerjistik etki
0,1-0,3 Gliglii sinerjistik etki
0,3-0,7 Sinerjistik etki

0,7-0,85 Iliml1 sinerjistik etki
0,85-0,9 Hafif sinerjistik etki
0,90-1,1 Additif etki

1,1-1,2 Hafif antagonistik etki
1,20-1,45 Iliml1 antagonistik etki
1,45-3,3 Antagonistik etki

3,3-10 Giiglii antagonistik etki
>10 Cok giiclii antagonistik etki
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Sonraki analizlerde GA ve SB hiicrelere ICsg dozlarinda (GA: 155 uM SB: 32,5 uM)
ya da additif etki gosterdikleri kombinasyon dozlarinda (GA 86,22 uM: SB203580
17,24 uM) 72 saat siiresince uygulandi.

3.6. Kaspaz-3 aktivitesi analizi

Ginnalin A ve SB203580’in Kaspaz-3 aktivitesi tizerine etkileri ‘‘Caspase-3
Assay Kit”’ kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi. 6
kuyucuklu plate’lere ekimi yapilan hiicreler 24 saat yiizeye tutunmalari i¢in inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan 155 uM Ginnalin-A, 32,5 uM SB203580 ve Ginnalin
A/SB203580 kombinasyonu uygulanarak 72. saat sonunda kit iceriginde bulunan
uygun soliisyonlar ile analiz gergeklestirildi. Kisaca; pelletde 150,000 hiicre sayildi.
Pellet tizerine 50 pl lysis buffer eklenip iyice siispanse edilerek 10 dakika
inkiibasyona birakildi. 10,000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kismi1 yeni
bir tiipe aktarilarak analizler igin -80 °C’de muhafaza edildi. Proteinlerin
konsantrasyonlari, protein tayininde yaygin olarak kullanilan Bradford yontemi ile
olgiildii. Olg¢iim, boyanin (Coomassie Blue) proteine baglanmasiyla olusan
kompleksin molar absorbansi arttirmasina dayanmaktadir. 465-595 nm arasinda
Olciim gerceklestirilir. Bradford yontemi ile konsantrasyonu hakkinda fikir sahibi
olunmayan Ornekler ile deneme yapilabilir. Rengin koyu mavi olmas1 yliksek
konsantrasyona, agik kahverengi olmasi ise diisiik konsantrasyona isaret etmektedir.
Protokole gore deneye baslamadan 6nce Bradford ¢ozeltisi hafifce ¢alkalandi. Uygun
araliklarda BSA standartlar1 hazirlandi (5 pg/30 pl; 10 pg/30 pl; 15 png/30 ul; 20
ug/30 ul) ve ornekler standart egrinin uygun alaninda olacak sekilde ayarlandi. Her
bir ependorfa 30 pul ornek/standart pipetlendi. Her bir ependorfa 90 ul Bradford
ayract pipetlenerek eklendi ve hizlica vortekslendi. Tiim 6rnekler oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edilip Ases nm’de okundu. Orneklerin protein diizeyi (Sekil 3.1) de
gosterildigi gibi standart grafik egrisi kullanilarak hesaplandi. Kaspaz-3 aktivitesi
igin her protein 100 pg olacak sekilde ayarlandi. 100 pg protein 50 ul lysis buffer ile
sulandirildi. Her 6rnege 10 mM DTT (dithiothreitol) igeren 50 pl 2X reaksiyon
buffer eklendi. Son olarak her tipe 4 mM DEVD-pNA substratin 5 ul’si ilave
edilerek 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Kaspaz-3 aktivitesi, isaretlenmis DEVD-pNA

substratinin aktif Kaspaz-3 tarafindan pargalanmasi ile olugan kromofor p-nitroanilin
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(p-NA)’in 400 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu ile 6lgiilmesi sonucunda

belirlenmistir.
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Sekil 3.1: Bradford protein standart egrisi

3.7. Apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisii ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi

Kontrol ve doz gruplarinda apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisiinde 6nemli
genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri gercek zamanl Kkantitatif PZR
(QPZR) kullanilarak yapilmistir. Bunun i¢in hiicrelerden RNA izolasyonu

gergeklestirilmis, ardindan cDNA sentezlenmistir.

3.7. 1. Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Trizol soliisyonu kullanilarak gergeklestirildi.
Hiicreler 6 kuyucuklu plate’lere ekilerek hiicrelerin ylizeye yapismasi igin 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan uygun dozlarda Ginnalin A ve
SB203580 uygulanarak hiicreler 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saatin sonunda her
bir kuyucuga 500 pl Trizol eklenerek kuyucuklar hiicre kaziyict ile kazinip her bir
kuyucuk ayr1 bir ependorfa aktarildi. Her bir ependorf igerisine 200 ul kloroform
eklenerek vorteks yapildi. Bes dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 12000
g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir ependorfa alinarak iizerine 250
ul 2-propanol damla damla eklendikten sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
12000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirilarak pellet tizerine 1 ml

34



%70’1ik etanol eklendi. 12000 g’de 10 dakika santriftij edildi. Siipernatant
uzaklastirilarak RNA pelleti yeni bir ependorfa alindi. Etanol uzaklastirilana kadar
RNA pelleti kurumaya birakildi. 30 pl niikleaz icermeyen su (NFW) ile RNA pelleti
¢ozdiiriildii. Izole edilen RNA 6rneklerinin 6l¢iimii nanodrop spektrometre cihazi ile
yapildi. 260/280 nm UV’de Nanodrop cihazina 1 pl RNA 6rnegi konularak ng/pl
cinsinden RNA o6rneklerinin konsantrasyonlart 6lgiildii. RNA o6rnekleri cDNA’ya
cevrilmeden once %]1°lik agaroz jelde 90 voltta 70 dakika yiiriitiildii. cDNA i¢in 1 pg
RNA kullanildi. Kalan 6rnekler -80 °C’de muhafaza edildi.

3.7.2. cDNA sentezi

Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi, cDNA Synthesis Kiti kullanilarak
tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in 1 pg
RNA, 4 ul 5x iScript reksiyon miksi, 1 pl IScript revers transkriptaz bir tiip igerisine
eklenip karisimin hacmi NFW ile 20 pl’ye tamamlandi. Ardindan tiipler 25 °C’de 5
dakika, 46 °C’de 20 dakika, 95 °C’de 1 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda edilen cDNA’lar gPZR analizlerinde kullanilmak igin -20 °C’de
muhafaza edildi.

3.7.3. Primer dizaym

Gergek zamanli PZR analizinde kullanilan, CASP3, CASP9, BCL2, BAX,
CYCS, TNF, TNFR1, RIPK1, TRADD, CDKN1A (P21), CCND1, CCND2, CCND3
ve CDK4 genleri ile referans gen olarak belirlenen ACTB ve CYPA genlerine yonelik
primerler, IDT PrimerQuest (https://eu.idtdna.com/site) programi kullanilarak

tasarlandi. Calismada kullanilan primer dizileri Tablo 3.5’de gosterilmistir.
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Taplo 3.5: Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Primer dizisi Uzunluk
(bg)
F:5’-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’

ACTB 178
R:5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’
F:5-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3’

CYPA 126
R:5’-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3’
F:5’-GGAGCTGCAGAGGATGATTG-3’

BAX 151
R:5’-GGCCTTGAGCACCAGTTT-3’
F:5’-GTGGATGACTGAGTACCTGAAC-3’

BCL2 125
R:5’-GAGACAGCCAGGAGAAATCAA-3’
F:5’-GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA-3

CASP3 162
R:5’-TCAATGCCACAGTCCAGTTC-3’
F:5’-CGACCTGACTGCCAAGAAA-3’

CASP9 153
R:5’-CATCCATCTGTGCCGTAGAC-3’
F:5’-GGAGAGGATACACTGATGGAGTA-3’

CYCS 102
R:5’-GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT-3’
F:5’-GGCTTCACACAGTCTCAGAT-3’

RIPK1 103
R: 5>-AAAGTGGGTGATGAGGGAAG-3’

F:5°- CCTCCTCTCTGCCATCAAG-3’

TNF 86
R:5’- CCAGATAGATGGGCTCATACC-3’
F:5’-CGAGATCGATCGGCTGGAG-3’

TNFR1 139
R:5’-GTCCATGTCGCGGAGCA-3’
F:5°-TTTCTGTTCCAGGGTCAGC-3’

TRADD 88
R:5’-GCCATTTGAGACCCACAGA-3’
F:5’-GTTCGTGGCCTCTAAGATGAA -3’

CCND1 135
R:5’-AGGTTCCACTTGAGCTTGTT-3’
F:5’-GAAGGACATCCAACCCTACAT-3’

CCND2 155
R:5’-AGAAGTGCGAAGAAGAGGTC-3’
F:5’-GACCTGGCTGCTGTGATT-3’

CCND3 104
R:5’-AAGGTCTGGGCATGCTTT -3’
F:5-ATTGGTGTCGGTGCCTATG-3’

CDK4 129
R:5’-AACTGTGCTGATGGGAAGG-3’
F:5’-TGGACCTGTCACTGTCTTGTA-3’

CDKN1A 120

R:5’-AGAAATCTGTCATGCTGGTCTG-3’

36



3.7.4. Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QPZR)

Hedef ve referans genlerin ekspresyon analizleri, ger¢ek zamanli kantitatif
gPZR kullanilarak gergeklestirildi. gPZR analizlerinde ¢ift iplikli DNA’ya
baglanarak ortama 151 veren EvaGreen boyasi kullanildi. Reaksiyon i¢in, 10 ul 2X
EvaGreen (ABM) master miks, 5 pMol forward primer, 5 pMol reverse primer ve 2
ul ¢cDNA toplam hacim 20 pl olacak sekilde ddH,O ile tamamlanarak polimeraz
zincir reaksiyonu gergeklestirildi. Denatiirasyon (95 °C 10 dk), amplifikasyon 40
dongii (95 °C 30 sn, 60 °C 30 sn, 72 °C 30 sn) ve soguma (40 °C’de 30 sn)
basamaklarindan olusan qPZR protokolii uygulandi. Ayrica 95°C 1 dakika 1sitilip,
65°C’a diistiriilen 1s1 95°C’a kadar tekrar kademeli olarak arttirilarak melting curve
(erime egrisi) analizi gerceklestirildi. Gen ifadeleri diizeyleri Ct (esik dongiisii)
degerleri lizerinden degerlendirildi. Reaksiyon sonucunda elde iiriinlerin dogru {iriin
oldugunu teyit etmek icin reaksiyon iriinleri %?2’lik agaroz jelde 110 voltta 45

dakika yiiriitiildii.

3.8. Istatistiksel analizler

Kaspaz-3 aktivitesi verileri, IBM SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)
kullanilarak tek yonlii ANOVA testi ile analiz edildi. Kontrol ve doz gruplar
arasinda gen ifadesi diizeyindeki farkliliklar 2**“" metodu kullamilarak “RT?
Profiler™ PCR Array Data Analysis” isimli web tabanli program ile belirlendi.
Gruplar aras1 karsilagtirma “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda
bulunan “Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ginnalin A ve SB203580in sitotoksik etkisi

Hep-3B hiicre hattinda GA ve SB203580’in sirastyla 50, 75, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400 ve 500 uM ile 0O, 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75, 80 ve 100 uM
doz araliklarinda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi sitotoksisitesi XTT testi ile
ucli tekrarlar seklinde gergeklestirildi. GA ve SB203580’in konsantrasyon ve
zamana bagli olarak hiicre canliligini inhibe ettigi gozlemlendi. Hep-3B hiicre
hattinda 72. saat sonunda GA nin ICsp dozu 155 uM, SB203580’in 1Cso dozu 32,5
uM olarak belirlendi (Sekil 4.1; Sekil 4.2)
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Sekil 4.1: GA’nin Hep-3B hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.2: SB203580’in Hep-3B hiicre canliligina etkisi
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ICs0 dozu belirlendikten sonra GA ve SB203580, 72 saat boyunca hiicrelere
5:1 oraninda uygulandi (Sekil 4.3). CompuSyn Version 1.0 yazilimi kullanilarak
yapilan CI analizlerine gore, Hep-3B hiicrelerinde GA ve SB203580
kombinasyonunun hiicre canliligmin %350°sini inhibe eden konsantrasyonlarda
additif etki gosterdigi (GA: 86,22 uM, SB203580: 17,24 uM) (Cl=1), fakat hiicre
inhibisyonu %50’yi gegerse antagonistik etkiye sebep oldugu saptandi (Sekil 4.4).

120 -
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S m 48 saat
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2 40 72 saat
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0 - T T
SB203580 K 5uM 10puM 20 uM 25puM 30 uM 35 uM 40 uM 45 uM 50 uM 60 uM
GA 25 uM 50 pM 100 pM 125 pM 150 pM 175 pM200 pM225 pM250 uM300 pM
Sekil 4.3: SB203580-GA kombinasyonunun Hep-3B hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.4: GA ve SB203580 kombinasyonunun izobologrami. izobologram CompuSyn Version 1.0
yazilimi kullanilarak olusturuldu ve CI degerleri hesaplandi. Hiicre biiyiime inhibisyonunun yiizdesi,
Fa olarak ifade edilmistir. Fa = 0,5, Fa = 0,75 ve Fa = 0,90 sirasiyla % 50,% 75 ve% 90 inhibisyonu
ifade eder. Cizginin altindaki veri noktasi sinerjistik, ¢izginin istiindeki antagonistik ve ¢izgi
tizerindeki ise additif etkiyi gostermektedir
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4.2. GA, SB203580 ve kombinasyonlarmmin Kaspaz-3 aktivitesi tizerindeki etkisi

Ginnalin A ve SB203580’in Kaspaz-3 aktivitesi tizerine etkileri Kaspaz-3
aktivite testi ile gergeklestirilmistir. Kaspaz-3 aktivitesi analizi sonuglarina gore,
Hep-3B hiicrelerinde, SB203580 ve GA-SB203580 kombinasyonu uygulamasi
Kaspaz-3 aktivitesini kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 7,8 ve 8,2 kat oraninda
anlamli olarak arttirmistir (p<0,05). Ayrica, bu artislarin GA uygulanan gruba kiyasla
anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte, SB203580 uygulanan grup
ile kombinasyon grubu arasinda Kaspaz-3 aktivitesi agisindan anlamli bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.5). GA wuygulamasi sonrasinda Kaspaz-3
aktivitesinde gozlenen 1,23 oranindaki artis ise istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05).
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Sekil 4.5: GA, SB203580 ve kombinasyonlarinin Kaspaz-3 aktivitesi tizerine etkisi (*> 0,05)

4.3. GA, SB203580 ve kombinasyonlarinin apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisii ile
iligkili genlerinin ekspresyonlart iizerine etkisi

Hep-3B kontrol ve Hep-3B doz gruplarindan total RNA Trizol soliisyonu
kullanilarak izole edilmistir. Hiicre hattinda uygun miktarda ve saflikta RNA’larin

elde edildigi gozlenmistir. Synthesis Kit (Bio-Rad) kullanilarak ¢cDNA sentezleri
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gerceklerstirilmistir. Elde edilen cDNA’lar uygun karigimlarla striplere aktarilmis ve
gPZR’de hiicre dongiisii, nekroz ve apoptozda gorev alan genlerin ekspresyonu

kontrol ve doz gruplarinda kantitatif olarak degerlendirilmistir.

4.4. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu bulgular

Gergek zamanli PZR yontemi kullanilarak apoptoz biyobelirtegleri olan
CASP3, CASP9, BCL2, BAX, CYCS genleri; nekrozda énemli TNF, TNFR1, RIPK1,
TRADD genleri ile hiicre dongiisiinde énemli CDKN1A, CCND1, CCND2, CCND3,
CDK4 genlerinin ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. Ayrica internal kontrol ve
referans gen olarak ACTB ve CYPA genleri kullanilmistir. Referans genlerin ve
apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisii hedef genlerinin amplifikasyon sonuglarina
yonelik melting curve yazilim goriintiileri Sekil 4.6’de verilmistir. PZR {iriinlerin
agaroz jel goriintisi Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 ’da gosterilmistir. Melting
curve ve agaroz jel elektroforez sonuglari, ¢alismada kullanilan tiim primerlerin

spesifik olarak ilgili gen bolgesini ¢cogalttigin1 gdstermektedir.

w == @ T @ ==

Sekil 4.6: Caligmada kullanilan BAX (a), BCL2 (b), CASP3 (c), CASP9 (d), CYCS (e), TNF (f), TNFR1
(9), RIPK1 (h), TRADD (1), CDKN1A (j), CCND1 (k), CCND2 (l), CCND3 (m), CDK4 (n), ACTB (0)
ve CYPA (6) genlerinin melt analiz egrileri
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Sekil 4.7: Apoptoz yolaginda 6nemli olan genlerin agoroz jel goriintiisii ( M: 50 b¢ DNA marker, bg:
baz ¢ifti )
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Sekil 4.8: Nekroz yolaginda 6nemli olan genlerin agoroz jel goriintiisii ( M: 50 b¢ DNA marker, bg:
baz ¢ifti )

Sekil 4.9: Hiicre dongiisiinde 6nemli olan genlerin agoroz jel goriintiisii ( M: 50 b¢ DNA marker, bg:
baz ¢ifti )

qPZR sonuglarina gore, Hep-3B hiicre hattinda GA, apoptoz ile iliskili
CASP3, CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna kiyasla
sirastyla 12,09, 3,37 ve 16,15 Kkat arttirmistir. Hiicre dongiisii genlerinden CCND1’in
ekspresyon seviyesinde ise 4,16 kat azalma tespit edilmistir. Hiicreler ICsy dozunda
SB203580 ile muamele edildiginde CASP3 ve BAX genlerinin ekspresyon
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seviyelerinde sirasiyla 15,7 ve 4,2 kat artig; CCND1 ve CDK4 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde ise sirasiyla 6,75 ve 3,15 kat azalis saptanmistir. GA ve SB203580
kombinasyonunun ise, CASP3, CASP9, BAX ve CYCS genlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirasiyla 18,38, 15,37, 14 ve 13,82 kat anlaml1 bir artisa neden oldugu,
BCL2, CCND1 ve CDK4 genlerinin ekspresyon seviyelerinde ise 2,19, 8,96 ve 9,78
kat azalmaya yol acgtigi gozlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.10). Diger genlerde
anlamli bir degisiklik bulunamamistir (Ek-1).
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Sekil 4.10: GA ve SB203580’in apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisii ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyesine etkisi. Grafikte herhangi bir grup icin ekspresyon seviyesinde anlamli degisim gozlenen
genler sunulmustur. Tiim genlere ait sonuglar EK-1’de gosterilmistir. * p<0.05
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5. TARTISMA VE SONUC

Primer karaciger kanseri, diinya ¢apinda kansere bagli oliimlerin en yaygin
ikinci nedenidir. Siirekli artan insidansa sahip olmasi nedeni ile biiyiik bir halk
saglig1 problemidir. Karaciger kanseri, farkli histolojik 6zelliklere sahip heterojen bir
malign tiimor grubudur. Karaciger kanseri arasinda en sik goriilen primer karaciger
kanseri hepatoseliiler karsinoma (HCC)’dir. HCC tek basina tiim karaciger kanserleri
vakalarinin yaklasik %75-80’ini olusturmaktadir (Sia ve ark. 2017; Pedersen ve ark.
2017). Karaciger transplantasyonu, karaciger rezeksiyonu, kemoterapi ve
radyofrekans ablasyonu gibi yeni ve gelismis tedavilerin gelistirilmesi ile hastalarin
sagkalim sonuglar1 iyilesmistir. Bununla birlikte, karaciger kanseri olan hastalar i¢in
bes yillik sagkalim oran1 %18'dir, bu da diger bircok kansere gére daha diistiktiir.
Hastaligin yavag gelisim gostermesine bagli olarak gec teshis edilmesi ve klinikte
kullanilan kemoterapdtik ve radyoterapotik ajanlara direcin gézlenmesi HCC’de
yilksek Olim oranin1 da beraberinde getirmektedir. Bu nedenle hastaliktan

korunmada ve tedavide yeni terapéOtik stratejilerin - gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir (Gao ve ark. 2012).

Dogal iiriinler son 30 yildir kanser kemoterapisinin temel dayanagi olmustur.
Taxol, topotecan, irinotecan, vinblastin ve vinkristin gibi klinikte kullanilan birgok
antikanser ajan dogal orjinlidir. Dogal iirlinler veya yapisal akrabalar1 kanser
kemoterapisinde kullanilan ilaglarin yaklagik %50'sini olusturur. Bunu yanisira
bitkisel ekstraktlar farkli ¢alismalarda, 6zellikle de kanser hastalarinin tedavisinde
alternatif tip/tamamlayici tip ajani olarak kullanilmasinin yani sira hastaligin tedavi
edilmesinde antioksidan, antimitotik, antimikrobiyal ve antiinflamatuar -etkiler
yaratmast i¢in kullanilmaktadir. Dogal olarak olusan bilesiklerin c¢esitli
mekanizmalarla tiimdr olusumunu o6nledigi ve ayni zamanda yerlesik tiimdrlerin
biiylimesini baskiladigi, standart kemoterap6tik ajanlarla kombine kullanimlar: ek ya
da sinerjik etkiler ortaya koyabildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Mann 2002;
Newman ve ark. 2003; Fulda 2010). Gliniimiizde kanser ¢alismalarinda bitki tiirevli
dogal bilesenlerin antikanser ajan olma potansiyellerinin in vivo ve in vitro

caligmalarda arastirilmasi genis yer bulmakta ve sonuglar umut vaat etmektedir.
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Diinya capinda bitkisel tiirevli ekstraktlarin kullanimi gibi dogal tedaviler,
kanser tedavisinde olumsuz yan etkileri azaltabilirken, bir¢ogu heniiz potansiyel etki
mekanizmalar1 agisindan degerlendirilmemistir. Flavonoidler ve tanenler dahil olmak
tizere polifenollerin antioksidan, antiinflamatuar ve antitiimor etkilerine sahip oldugu
bilinmektedir ( Lee ve ark. 2011). Acer tanen olarak da isimlendirilen GA, genellikle
akcaagac olarak bilinen Acer cinsinin gesitli iiyelerinden ekstrakte edilen bir
polifenoldiir. GA, antioksidan, antibakteriyel, a-glukosidaz enzim inhibisyonu gibi
cesitli farmakolojik ozelliklere sahip oldugu yapilan calismalarla rapor edilmistir
(Chung ve ark. 1998). Acer tiirlerinden Acer ginnala (AG)’dan bugiine kadar birkag
gallotannin, flavonoid ve terpenoid izole edilmistir. AG’nin STZ-indiiklii deneysel
diyabetik siganlarda iki hafta siireyle oral uygulamasi sonucu diyabetik si¢anlarda
serbest radikalleri yok ederek giiclii antioksidatif aktivite sergiledigi, a¢lik kan sekeri
ve serum GOT / GPT seviyelerini 6nemli 6l¢iide diislirdiigli gozlemlenmistir. Yiiksek
glikoz seviyesi serbest radikal iiretimini uyarabilecegi i¢in, oksidatif stres diyabet
yaratabilecek yollardan biridir. Antioksidatif ve antiinflamatuar aktiviteler diyabet
tedavisi i¢in Onemli yollardir. Bu sonuglar dogrultusunda AG'nin aktif
bilesenlerinden acertannin antioksidan ve antiinflamatuar ajanlar oldugu,
antidiyabetik aktivite sergileyerek diabetes mellitus tedavisinde yararli olabilecegini

diistiniilmektedir (Park ve ark. 2017).

HCT-116, Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlarinin kullanildig diger
bir calismada, fenolik bilesik igerigi bakimindan zengin olan akg¢aagag tiirlerinden
Acer saccharum marsh ve A. rubrum’in kabuk, gévde ve yapraklarinin fenol
bakimindan zenginlestirilmis ekstreleri karsilastirilarak hiicre dongiisti, proliferasyon
ve apoptoz tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Bu iki akcaagag tiiriiniin kabuk, govde
ve yaprak kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin Ginnalin A, B ve C bakimindan
degerlendirilmesi HPLC ile yapilmis ve GA baskin bilesen olarak belirlenmistir.
Ekstraktlar arasinda, A. rubrum’un yaprak ekstresi, %45 oraninda en yiiksek GA
icerigine sahip oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma Ginnalin-A’nin, kolon kanseri hiicre
hatlarinda S-fazinda hiicre dongilisiiniin ilerlemesini bloke ederek zamana ve
konsantrasyona bagli olarak kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu

engelledigini gostermektedir (Gonzalez-Sarrias 2012).
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Ginnalinler akgaaaga¢ tiirlerinin 6zii ve diger kisimlarinda bulunan
polifenollerdir. Gonzalez-Sarrias ve ark. (2013) yaptiklari bir calismada, Ginnalin A-
C’nin Kolon (HCT-116) ve meme (MCF-7) kanseri hiicre hatlar1 tizerinde
antiproliferatif etkisini incelemislerdir. Sitotoksik etkinligi belirlemek i¢in kullanilan
MTS analizlerine gore GA’nin ICsy degeri 72. Saatte 50 uM olarak belirlenmistir.
Zamana ve konsantrasyona bagimli olarak hiicre proliferasyonunun baskilanmasinda
GA, GB ve GC’ye gore daha etkili olmustur. GA’nin, HCT-116 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda AnnexinV/PI sonuglarina gore apoptozu indiiklemedigi ancak, western
blot analizlerine gore hiicre dongiisii diizenleyci proteinlerinden Siklin A ve D1
protein seviyesindeki azalmaya bagli olarak S, G2/M evrelerinde hiicre donglisiinii
durdurdugu belirtilmistir. Bu calisma, akcaaga¢ polifenollerinin potansiyel kanser
kemopreventif etkilerine sahip olabilecegini gostermektedir (Gonzalez-Sarrias ve

ark. 2013).

Bi ve ark. (2017) insan kolon kanseri hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada ilk kez
GA’nin, qPZR analizi ile Nrf2 iligkili antioksidan genler Nrf2, HO-1 ve NQO1’in
MRNA ifade seviyelerini diizenleyerek Nrf2 sinyal yolaginin bir aktivatorii oldugunu
gostermiglerdir. Acer tatricum subsp. yapraklarindan izole edilen GA’nin HCT116,
SW480 ve SW620 hiicrelerinde 24,8 puM, 22 uM ve 39,7 uM ICso degerleri ile
koruyucu aktivite gostererek bu hiicrelerin koloni olusumunu 6nemli 6l¢iide azalttig
ve akim sitometrisi analizi ile S fazinda hiicre dongiisiinii durdurarak kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi gésterilmistir (Bi ve ark. 2017).

Yenilebilir bitkilerde mevcut olan antioksidan bilesikler daha giivenli ve
toksik olmayan yan etkiler sergiledikleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Acer
ginnala max'in da igerisinde bulundugu kirk bes bitkinin yapraklarinin antioksidan
aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, diger bitkilerin ve Acertannin’in DPPH
methodu kullanilarak serbest radikal siipiiriicii aktivitesi degerlendirilmistir. DPPH
nin kalibrasyon grafiginden faydalanilarak ICsy degeri 15 pg/mL olarak belirlenen
Acertannin’in serbest radikal siipiiriicii etkisinin diger bitkilere gére daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Daha sonra HPLC yontemi ile Acertannin’in de igerisinde
bulundugu Acer ginnala Max'in bilesenleri ayrilmis ve DPPH methodu ile 1Cso degeri

3,5 pg/mL olarak saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda Acertannin’in serbest
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radikal siipiiriicli etkisinin diger bilesenlere gore daha yiiksek oldugu ve en giiclii

antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir (Han ve ark. 2004).

HCC gelisiminde 6nemli molekiiler mekanizmalardan biri olan p38-MAPK
iflamasyon, hiicre proliferasyonu, farklilasma, apoptoz ve hiicre siklusunun
diizenlenmesi gibi hiicresel yanitlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. p38-MAPK
ultraviyole 15181, 151, ozmotik sok, mitojenik uyarim, interlokinler ve TNF-a gibi pro-
inflamatuvar sitokinler ve stresli uyaranlar tarafindan uyarilmaktadir. p38-MAPK
aktive edildiginde, yilizden fazla protein dogrudan p38a tarafindan fosforile edilebilir.
MAPK ile aktive olmus protein kinaz 2 (MK-2) p38’in ilk tanimlanmis alt sinif
substratidir. MK-2’nin in vitro aktivasyonu, p38a ve B izoformlarmnin spesifik
Onleyicileri olarak bilinen SB203580 tarafindan baskilanir (Enslen ve ark. 1998; Ono
ve Han 2000; Bradham ve ark. 2006; Li ve ark. 2006; Mayer ve Callahan 2006). p38-
MAPK’m segici inhibitorii SB203580, p38 in ATP baglayici cebine baglanip
ATP'nin baglanmasint bloke ederek p38 aktivitesini inhibe edebilmektedir
(Henklova ve ark. 2008). p38-MAPK inhibitorleri, sitokin-baskilayici
antiinflamatuar ilaglar (CSAID) adi verilen farmakolojik molekiillerdir. SB203580’in
p38-MAPK, ERK ve JNK sinyal yolaklari tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismada, SB203580’in p38-MAPK inhibitorii oldugu gosterilmistir. SB203580’in
p38-MAPK iizerindeki bu inhibe edici etkisi, p38’in Kkatalitik aktivitesini
engellemesinin yani sira Akt’nin fosforilasyonu ve aktivasyonunu bozmasi ile de

aciklanmustir (Henklova ve ark. 2008).

p38-MAPK 1n kanser iizerinde tartismali bir rolii bulunmaktadir. Bu tartsmali
roli aydinlatmak i¢in kullanilan SB203580, p38-MAPK’m en iyi bilinen
inhibitoriidiir ve hiicre 6limiinii diizenleyen bir antiapoptotik bir ajan olarak islev
gormektedir. Cesitli ¢galismalarda SB203580’in p38-MAPK’dan bagimsiz bir sekilde

hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi de bazi ¢alismalarla gosterilmistir.

Sitokinle aktive olan lenfositler iizerinde yapilan bir ¢alismada SB203580’in,
antiproliferatif etkiye sahip oldugu ve bu etkiyi hiicre dongiisliniin diizenleyici
molekiili RB proteinin fosforilasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan bir
protoonkogen olan Pl 3-kinaz/protein kinaz B'nin (PKB) fosforilasyonunu inhibe

ederekgosterdigi bildirilmistir (Lali ve ark. 2000). RB’unsiklin bagimli kinazlarla
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fosforilasyonu, hiicre dongiisiiniin ilerlemesine neden olan E2F'nin salinmasina yol
acar. Bir timdor baskilayici olan RB, hipofosforile halde E2F transkripsiyon
faktorlerinin aktivitesini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini baskilar (Stone
ve ark. 2011). Yapilan bagka bir calismada ise SB203580’in, HCC hiicrelerinde
antiproliferatif etkisinden dolayr adenozin monofosfatla aktive olan protein Kinaz
(AMPK)’1 ve oliimle iliskili protein kinaz (DAPK)’1 aktive ederek otofajiyi
indiikledigi belirtilmistir (Zhang ve ark. 2012).

Bu c¢alismada, Ginnalin A ve SB203580’in Hep-3B hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in XTT analizi yapilmistir. XTT analizlerine gore
Hep-3B hiicre hattinda 72. saat sonunda GA’nin 1Csy degeri 155 uM, SB203580’in
ICso degeri 32,5 uM olarak belirlenmistir. ICso dozu belirlendikten sonra GA ve
SB203580, 72 saat boyunca hiicrelere 5:1 oraninda uygulanmistir. CompuSyn
Version 1.0 yazilimi kullanilarak yapilan kombinasyon indeksi (CI) analizlerine
gore, GA ve SB203580 kombinasyonunun Hep-3B hiicrelerinde hiicre canliliginin
%50 sini inhibe eden konsantrasyonlarda (GA: 86,22 uM, SB203580: 17,24 uM)
additif etki gosterdigi saptanmistir (CI=1). GA, SB203580 ve kombinasyonlarinin
apoptotik etkileri Kaspaz-3 aktivite testi ve gen ekspresyonu analizi ile
degerlendirilmistir. Hep-3B hiicrelerinde, Kaspaz-3 aktivitesini SB203580 ve GA ile
SB203580 kombinasyonu sirasiyla 7,8 ve 8,2 kat arttirmig (p<0,05) ancak, GA tek
bagina uygulandiginda Kaspaz-3 aktivitesi agisindan anlami bir degisiklik
gozlemlenmemigtir. Kombinasyon halinde daha diisiik konsantrasyonlarda
uygulandiklarinda Kaspaz-3 aktivitesinde gozlemlenen 8,2 kat oranindaki anlaml

artis, sitotoksisite analizinde saptanan additif etkiyi dogrulamaktadir.

GA, SB203580 ve kombinasyonlarinin apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisiinde
onemli genlerin ekspresyonu lizerine etkilerinin arastirildigit qPZR sonuglarina gore,
Hep-3B hiicre hattinda GA, apoptoz ile iligkili CASP3, CASP9 ve CYCS genlerinin
ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 12,09, 3,37 ve 16,15 kat
arttirmustir. Hiicre dongiisii genlerinden CCND1’in ekspresyon seviyesinde ise 4,16
kat azalma tespit edilmistir. Hiicreler ICsy dozunda SB203580 ile muamele
edildiginde CASP3 ve BAX genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirastyla 15,7 ve 4,2
kat artig; CCND1 ve CDK4 genlerinin ekspresyon seviyelerinde ise sirasiyla 6,75 ve
3,15 kat azalis saptanmistir. GA ve SB203580 kombinasyonunun ise, CASP3,
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CASP9, BAX ve CYCS genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 18,38, 15,37, 14
ve 13,82 kat anlamli bir artisa neden oldugu, BCL2, CCND1 ve CDK4 genlerinin
ekspresyon seviyelerinde ise 2,19, 8,96 ve 9,78 kat azalmaya yol agtig1
gozlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.10). Diger genlerde anlamli bir degisiklik

bulunamamustir.

Sitokrom c'nin mitokondriden sitozole salinmasi apoptotik protein Bax
araciliyken, antiapoptotik protein Bcl-2, apoptozun intrinsik yolundaki sitokrom c
salinmasin1 bloke eder. Ayrica, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3'iin aktivasyonu sitokrom c
salmimi ile gergeklesir. CASP3 geni tarafindan kodlanan Kaspaz-3, aktive
edildiginde apoptoz siireci geri doniisiimsiiz olarak basladig i¢in Kaspaz kaskadinda
en Onemli efektdr proteinazdir. qPCR sonuglarina gore, sitokrom c proteinini
kodlayan CYCS geninin ekspresyonunda anlamli bir artis tespit edilmistir. Bu
sonucun BCL2 genindeki azalma ve BAX genindeki artis ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, CASP3 ve CASP9 genlerinin ekspresyonundaki artis goz
online alindiginda, GA ve SB'nin apoptozun intrinsik yolunu indiikledigi ileri
stiriilebilir. Ancak bunun i¢in daha kapsamli ve gelismis analizlere ihtiya¢ vardir. GA
ve SB203580, HCC hiicrelerine tek basina uygulandiginda, apoptoz
indiiksiyonundan sorumlu olan Onemli genlerin ekspresyonu da etkilenmistir.
Bununla birlikte, GA ve SB203580 kombinasyonunun apoptozda onemli olan

genlerin ekspresyonu iizerinde daha biiyiik bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

GA, SB203580 ve kombinasyonlarinin hiicre dongiisii genlerinin gPZR
sonuglart dogrultusunda, kombinasyon grubunda CCND1, CDK4 ve CDK6
genlerinin ekspresyonunda anlamli bir diisiis gozlemlendi. Ayrica, GA ve SB203580,
HCC hiicrelerine tek basina uygulandiginda, bu genlerin ifadesi de etkilenmistir.
CCND1,2,3 / CDK4,6 kompleksi, hiicre dongiisiindeki G1 fazinin ilerlemesinden
sorumludur. Kompleksin bu iyelerini kodlayan CCND1, CDK4 ve CDKG6 genlerinin
ekspresyonundaki azalmalar, GA ve SB203580'in G1 fazindaki hiicre dongiisiinii

bloke edebilecegini gosteren dnemli bir veri olarak diisiiniilebilir.

Bu sonuglar dogrultusunda, Hep-3B hiicrelerinde GA ve SB203580
kombinasyonunun apoptozda o6nemli olan genlerin ekspresyonu iizerinde tek

baslarma kullanimlarina gore daha biiyiik bir etkiye sahip oldugu goézlenmistir.
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Kanser tedavisinde kullanilan ajanlarin yiiksek dozlarda kullanilmasi1 yan etkilere
sebep olmaktadir. Cesitli kombinasyon uygulamalar1 ile kemoterapétik ajanlarin
sinerjistik veya additif etkiye bagli olarak, daha diisik dozlarda kombine
kullanimlari, tek baglarina yiiksek dozlarda uygulanmalari ile benzer etkilere sebep

olabilir ve yan etkileri azaltabilir.

Bu calismanin sonuglarina gore, GA ve SB203580°nin hiicre canliliginin
%50’sini inhibe ettikleri dozlarda kombine kullanimlar1 Hep-3B hiicrelerinde additif
etkiye neden oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, GA ve SB203580'in HCC'de yeni

tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde etkili olabilecegini gostermektedir.

Projede kullanilmak {izere sentetik olarak temin edilen GA’nin ilgili genler ve
protein diizeyindeki etkinliginin tanimlanmasti i¢in farkli methotlara da ihtiya¢ vardir.
Ozellikle farkli hiicre kiiltiir hatlarinda her bir hiicrenin sagkalimi, apoptotik ve
nekrotik farklilagimlarin tanimlanmasinda akim sitometrisi analizine dayali teknikler
kullanilmalidir. Arastirmada etken madde ve ilgili yolaktaki endojen ajan olan p38-
MAPK inhibitorii SB203580’inde hiicre proliferasyonunu inhibe eden 6zelliginden
dolay1 Hep-3B kanser hiicre hattinda kullanilmis ve GA’nin bu ajana es deger olup
olmadigin1 gostermek amaclanmistir. Bu tez ¢alismasinda HCC hiicre hattinda akim
sitometrisi analizi ve eksprese olan genlerin protein diizeyinde tanimlama yapilmasi
amaclanmamistir. Sadece GA ve SB203580’in  her birinin tek tek ve
kombinasyonlarinin doza bagl etkinlikleri tespit edilmistir. Bu etkiler sinerjistik,
antogonistik ve additif etki seklinde olup tez proje ¢alismasi sonucunda, GA:86,22
uM, SB203580:17,24 uM dozlarinda kombine kullanimlarinin additif etki gosterdigi
gozlemlenmistir. Hep-3B kanser hiicre hatti iizerinde, fizyolojik bir 6liim olan
apoptotik mekanizmalarin takip edilmesi ve patolojik siire¢ olan nekrotik gelisimin
onlenmesi, hiicresel yolaklardaki protein kinazlar gibi diizenleyici sistemlerin dnemli
oldugu ve ozellikle de p38-MAPK sinyal yolagindaki etkinligi kemoterapatik
ajanlarm uygulanmasinda da oénemlidir. Tez projesi ¢ogunlukla kanser biyolojisi ve
patolojisinde tedavi amacli olarak homeopatlarin 6nerdigi akgaagac¢ surubunun
spesifik etkeni olan antikanser ajan GA’nmin doza bagh etkinligi {izerine
kurgulanmasindan dolayr western blot uygulanmamistir. Cilinkii arastirma, protein
miktart ve hedef protein iizerine planlanmis bir ¢aligma degildir. Bu konuda ileride
oncelikli olarak, hiicre sag kalimi ve iizerine yapilacak ¢aligmalar ile ilgili yolaktaki
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eksprese olan genlerin protein diizeyinde ¢aligsmalar1 yapilarak tamamlayici tip
alaninda dogal bilesiklerle sentetik bilesiklerin toksik ve tedavi diizeylerinin

karsilastirilarak arastirilmasina da yon verebilir.

Bu galismanin verilerinden yola ¢ikilarak in vitro ¢alismalar gelistirilmekle
birlikte in vivo ¢alismalar i¢inde temel olusturabilir. Epidemiyolojik yaklasimlarla
meta analizleri yapilabilir. FDA’nin envanterlerine kanser gibi ciddi vakalarda
homeopatik ilaclarin diizenleyici roliine yonelik yeni yaklasimlarla yeni veriler
eklenebilir. Bireye 6zgii tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde etnabotanik agidan da
onemli olan ve Ozellikle de epidemiyolojik olarak ilgili gen kaynaklarmin
siirdiiriilebilir ~ kullanilmasinin ~ saglanmast ve gen erozyonunun Onlenmesi
amaclanmalidir. Ayrica tez projesi, OMIK’ler (genomiks, farmakogenomiks,

metabolomiks vs.) teknolojilerinin de gelistirilmesine ivme kazandiracaktir.
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EK-1. GA, SB203580 ve kombinasyon uygulamalar1 sonrasinda apoptoz, nekroz ve

hiicre dongiisii ile iligkili genlerin ekspresyonlarinda gézlenen kat artig1 ve azaliglari

(* p<0,05)

Gen GA SB203580 GA+5B203580
BAX 2,3 4,2* 14*
BCL2 11 1,5 -2,19*
CASP3 12,09* 15,7* 18,38*
CASP9 3,37* 1,6 15,37*
CYCS 16,15* 3,6 13,82*
RIPK1 1,38 1,76 1,73
TNF 1,88 -1,21 3,3
TNFR1 1,26 -1,02 -1,91
TRADD 1,85 2,52 1,01
CCND1 -4,16* -6,75* -8,96*
CCND2 1,05 -1,65 2,02
CCND3 1,7 3,09 -2,23
CDK4 2,4 -3,15* -9,78*
CDKNIA 3,23 1,8 3,34
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