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TURKCE OZET

Glinlimiizde hepataselliiler karsinomanin (HSK) tiimdriin heterojen yapist ve
tedavide tek bir kemoterapik ajan olarak sorafenibin (SOR) kullanilmasi, HSK
tedavisinde basariyr kisitlamakta olup giincel tedavi sorunlarini olusturmaktadir. Bu
nedenle HSK’da mevcut kemoterapik ajanlar ile birlikte cesitli kemoterapik ilag
kombinasyonlarinin, bitkisel 6ziitlerin ve etken maddelerinin terapétik etkilerinin
arastirildigl ¢alismalar 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle, mevcut tez kapsaminda
HSK’da giincel tedavi sorunlarina ¢oziim getirmek, SOR’un kontrol hiicrelerinde
sitotoksik etkisi azaltmak ve HSK hiicrelerinde terapotik etkisini arttirmak amaciyla
ilk kez iisnik asit (UA) ile SOR’un kombin terapdtik etkisinin belirlenmesi
hedeflenmistir.

Mevcut tez kapsaminda belirlenen siire ve konsantrasyonlarda UA ve SOR’un ayr1
ayr1 ve kombin uygulamalarinin HSK ve kontrol hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonu
uzerindeki etkileri WST-1 analizi ile belirlenmis olup, apoptotik etkilerinin ve hiicre
siklusu tzerindeki etkilerinin belirlenmesi igin Annexin V ve hucre siklusu analizleri
gerceklestirilmistir. Ayrica, hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisimler akridin
oranj-etidyum bromiir floresan boyamasi ile goriintiilenmistir.

WST-1 analizi sonuglarina gére, UA ve SOR kombin uygulanan HSK hiicrelerinde
canlilik oraninin tek SOR ve UA uygulanan hiicrelere gore daha fazla oranda azaldig:
ve HUVEC kontrol hiicrelerinde SOR’un toksik etkisinin azaldigi belirlenmistir.
Ayrica, kombin SOR ve UA’nin HSK hiicrelerinde ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liime
neden olarak, HSK hiicrelerinin dzelliklerine gore GO/G1 ve G2/M evresinde hcre
miktarinda artis tespit edilmistir. Son olarak, SOR ve UA kombin uygulanan HSK
hiicrelerinde ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liimiin yanm sira vakuol sayisinda belirgin
seviyede artig goriintiilenmigtir

Sonug olarak, mevcut tez calismasinda ilk kez SOR ve UA’nin HSK hiicrelerinde
sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro olarak degerlendirilerek sinerjik etkiye sahip

olduklar1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: HSK, Sorafenib, Usnik Asit, Kombin etki.



INGILIiZCE OZET
“INVESTIGATION OF THE ANTI-TUMORAL EFFECTS OF USNIC ACID
AND SORAFENIB AS COMBINATION THERAPY ON
HEPATOCELLULER CARCINOMA”

The heterogeneous structure of hepatocellular carcinoma (HCC), the use of
sorafenib (SOR) as a single chemotherapeutic agent have been limited the success of
treatment of HCC and have been linked to current treatment problems. Thus, the
studies investigating therapeutic effects of various chemotherapeutic drug
combinations, herbal extracts and active ingredients together with existing
chemotherapeutic agents in HCC has recently gained importance. In the present thesis,
we aimed to determine the combinational therapeutic effect of SOR with usnic acid
(UA) for the first time in order to solve the current treatment problems in HCC, to
reduce the cytotoxic effect of SOR in normal cells and to increase the therapeutic effect
in HCC cells.

The effects of SOR or UA or their combination on cell proliferation in HCC and
HUVEC normal cell lines were determined by WST-1 assay at specified times and
concentrations, and then Annexin V and cell cycle analyses were performed to
demonstrate the effects on apoptosis and cell cycle in the present thesis. In addition,
the morphological changes in the treated cells were visualized by acridine orange-
ethidium bromide staining.

According to the results of WST-1 analysis, we determined that the viability ratio of
HCC cells treated with a combination of UA and SOR was more decreased than SOR
and UA alone treated cells and the toxic effect of SOR was reduced in HUVEC control
cells. In addition, a increase in the percentage of cells in the GO/G1 and G2/M phase
according to HCC cells characteristics was analyzed by inducing to late apoptotic and
necrotic death in HSC cells treated with a combination of SOR and UA. Finally, in
addition to late apoptotic and necrotic death, a significant increase in the number of
vacuole was observed in HCC cells treated with a combination of SOR and UA.

In conclusion, we determined for the first time the synergistic effect of a combination
of SOR and UA on HCC cells by evaluating in vitro the cytotoxic and apoptotic effects
in the present thesis.

Key words: HCC, Sorafenib, Usnic acid, Combined effect.



1. GIRIS

Hepatoseliiler karsinoma (HSK) tum kanserlerin %5.4‘tinii olusturmaktadir. HSK
gelisiminde bilinen en 6nemli risk faktorii siroz olup, hastalarin yaklasik % 80'i kronik
hepatit B virlst (HBV) ve/veya hepatit C virist (HCV) enfekte durumdadir (Chang
ve ark. 1997; Nguyen ve ark. 2009 ). Ayrica yas, obezite, alkol kullanimi ve bunlara
bagl eslik eden bagka hastaliklar gibi ek faktorler de HSK gelisiminde katkida
bulunmaktadir (Mahmood 2005). HSK ile ilgili risk faktorlerinin azaltilmasi ile HSK
Onlenebilir bir kanser tipi olmasina ragmen, ileri evrede tani, heterojen tiimor yapisi,
yuksek rekirrens riski ve mevcut kemoterapi ve radyoterapiye karsi direng gelismesi
uygulanan HSK tedavilerini basarisiz kilmakta ve hastalarin sag kalim siiresinin
kisaltmaktadir. Giinlimiizde HSK tedavisi icin FDA onayli tek kemoterapik ajan olan
sorafenib, HSK gelisimine neden olan farkli onkogenetik yolaklar1 bloke ederek, hem
timor hicrelerinin ¢ogalmasimi hem de anjiyojenezisi baskilamaktadir (Gong ve ark,
2017). Son yillarda HSK tedavisinde kombin ilag uygulamalarina odaklanilmis olup
SOR ile birlikte MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR, EGFR, histon deasetilaz ve
anjiyogenez inhibitorlerinin  kombin etkileri {izerinde g¢esitli arastirmalar
gergeklestirilmektedir. Bu kapsamda arastirmalarin bir kismi klinik caligmalara
devam ederken bir kisminda olumlu sonuglar elde edilememistir. Bu nedenle HSK’da
tedavi bagaristmt  olumlu yonde etkileyebilecek yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir (Chang ve ark. 1997; Nissen ve Martin 2002;
Nguyen ve ark. 2009).

Kanser tedavisinde kullanilan pek ¢ok kemoterapik ajanin bitkisel kaynakli oldugu
bilinmektedir. Bitkilerin kanser tedavilerindeki terapétik etkileri ile ilgili literatiirde
cok sayida in vitro ve in vivo calisma mevcuttur. Ornegin, kurkumin (Curcuma longa),
paklitaksel (Pacific yew), kampoteksin (Camptotheca acuminate) ve vinkristinin
(Catharanthus roseus) cesitli kanser tiirlerinde etkinligi belirlenen bitkisel orijinli
kemoterapik ajanlardir. Bitkisel 6zltler, mantar ve liken metabolitleri ve etken

maddeleri kanser tedavisinde potansiyel terapdtik etkilerinden dolay:r yeni nesil



kemoterapik ajanlarin gelistirilmesinde hala 6nem tagimaktadir. Kanser tedavisinde
mevcut kemoterapik ajanlarin neden oldugu coklu ilag¢ direnci, normal hiicrelerde
ortaya ¢ikan toksik etkiler gibi dezavantajlardan dolayi, son yillarda HSK tedavisinde
giincel yaklasim olarak kemoterapik ajanlar ile birlikte cesitli kemoterapik ilag
kombinasyonlarinin, bitkisel 6ziitlerin veya etken maddelerinin etkilerinin arastirildigi
in vitro ve in vivo galismalar dikkat cekmektedir (Miao ve ark. 2001; Shrestha ve Clair,
2013; Solowey ve ark. 2014).

Usnik asit (UA), Usnea cinsine ait liken tiirlerinden elde edilen bir liken sekonder
metabolitidir. UA, anti-kanserojen ozelligi nedeniyle son yillarda dikkat ¢eken
sekonder metabolitler arasinda yer almistir (Cansaran ve ark. 2006). Kanser
hlcrelerinde sitotoksik, apoptotik ve otofajik etkisinin belirlendigi ¢esitli in vitro ve in
vivo ¢alismalar (Ahmadjian ve Hale, 1973; Manojlovic ve ark, 2002) mevcut olmasina
ragmen literatiirde UA’nin kanser hiicrelerinde kemoterapik bir ajanla kombin

tedavide potansiyel etkisinin belirlendigi herhangi bir ¢alisma mevcut degildir.

Mevcut tez calismasinda, HSK’da giincel tedavi yaklasimindaki sorunlara ¢6ziim
getirmek, SOR’un normal hiicrelerdeki sitotoksik etkisini azaltmak ve HSK
hicrelerinde terapotik etkisini arttirmak amaci ile potansiyel anti-kanserojen
ozelliginden dolay1 UA ile kombin terap6tik etkisinin Hep G2, SNU-449 HSK ve
HUVEC kontrol hiicre hatlarinda belirlenmesi hedeflenmistir. Hep G2, SNU-449 ve
HUVEC hiicrelerinde SOR’un, UA’nin ve SOR+UA’nin kombin sitotoksik etkisi
WST-1 analizi ile; apoptotik ve hiicre siklusu ilizerindeki etkileri akim sitometrik
Annexin V ve hiicre siklusu analizleri ile degerlendirilmistir. Ayrica, hiicrelerde SOR
ve UA’nin ve kombin uygulamalariin neden oldugu apoptotik ve nekrotik etkinin

morfolojik analizi igin akridin oranj- etidyum bromiir (AO/EB) boyama yapilmistir.

Mevcut tez c¢alismasinda ilk kez HSK hiicre hatlarinda UA ve SOR’un kombin
sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro olarak degerlendirilmis ve ajanlarin sinerjik
etkiye sahip olduklar1 saptanmistir. HSK tedavisinde kullanilan SOR’un, UA ile
birlikte kullanildiginda terapdtik etkisinin daha diisiik konsantrasyonlarda arttigi ve
normal hiicrelerde SOR’un tek basma kullanildiginda ortaya ¢ikan toksik etkinin

kombin uygulama yapildiginda azaldig1r belirlenmistir. Sonu¢ olarak, mevcut tez



calismasinda belirlenen sinerjistik etkinin HSK’da daha etkin tedavi saglayabilecek

potansiyele sahip ileri arastirmalar i¢in 151k tutabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin Yapisi ve Fonksiyonu

Karaciger, bir¢cok farkli islevin gergeklestirildigi ayni zamanda bu islevlerin
birbiriyle baglantisinin da saglandigi viicudun en biiyiik organdir. Kirmizi-kahverengi
renge sahip, kabaca 2 parca halinde, karin boslugunun iist kisminda, diyaframin hemen
altinda yer alan erigkindeki agirligi yaklagik olarak 1,5 kg olan viicudun en agir
organidir (Sekil 1). Karacigerin islevsel birimine karaciger lobiilii denir, bu yapidan
insan karacigerinde 50.000-100.000 adet bulunur. Karaciger iirettigi safra nedeniyle
ekzokrin bir bez; glikoz, lipoprotein ve plazma proteinlerini kana vermesi nedeniyle
endokrin bir bez niteligi tasimaktadir. Vucudumuzdaki goérevleri genisleyebilen bir
organ olmasi sebebiyle kan depolama, bagirsak kapillerlerinden portal venlere akan
kanin  karacigerde temizlenmesi sayesinde kan temizleme, karbonhidrat
metabolizmasi, yag metabolizmasi ve protein metabolizmasini diizenleyecek bir¢ok
madde sentezlemesiyle metabolik diizenlemede goérev almaktadir. Ayrica kan
glikozunun fazlasin1 kandan alip glikojen olarak depolama veya ihtiya¢ halinde
glikoza cevirme, A, D ve B vitaminlerini ve demiri depolama gibi hayati rolleri vardir.
(Deniz, 2017)
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Sekil 1. Karacigerin yapist (Anonim A, 2017)



2.2 Hepatoselluler Karsinoma

Hepatoselliiler karsinoma (HSK), diinya genelinde mevcut kanser tipleri arasinda
besinci sirada yer alan ve kronik karaciger problemleriyle birlikte goriilen timor tipidir
(Parkin ve ark., 2000; Sherman, 2005). HSK gelisiminde bilinen en 6nemli risk faktori
siroz olup hastalarin yaklasik % 80' inde kronik hepatit B virusi (HBV) ve / veya
hepatit C viriisiit (HCV) enfekte durumdadir (Chang ve ark., 1997; Nguyen ve ark.,
2009). Ayrica yas, obezite, alkol kullanimi ve bunlara bagli eslik eden baska
hastaliklar gibi ek faktoérlerde HSK gelisiminde katkida bulunmaktadir (Mahmood,
2005). HSK ile ilgili risk faktorlerinin azaltilmasi ile HSK 6nlenebilir bir kanser tipi
olmasina ragmen, ileri evrede tan1 konduktan sonra karaciger fonksiyon
bozukluklarinin eslik etmesiyle, uygulanan tim HSK tedavileri basarisiz olmaktadir.
Bu nedenle, giliniimiizde yapilan calismalar da HSK gelisimi ile iligkili genetik ve
epigenetik degisimlerin rol aldigi molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina

odaklanilmaktadir (Balogh ve ark., 2016).

2.3 HSK’nin Diinyadaki insidans: ve Epidemiyolojisi

HSK’ nin insidansi etiyolojik faktorler ve kronik viral enfeksiyonlardan dolay1
cografik bolgelere gore farklilik gostermektedir (Sekil 2). Diinyada her yil 600.000'
den fazla yeni HSK tanis1 konmaktadir. Ayrica, HSK, Dogu ve Giineydogu Asya ile
Orta ve Bat1 Afrika yliksek insidansa sahip olmasina ragmen, Gliney Avrupa disindaki
gelismis bolgelerde ise daha diisiik insidansa sahiptir. Tiirkiye’de Saglik Bakanlig
verilerine gore, HSK’ nin goriilme sikligi 2009 yilinda erkeklerde 2,1/100.000,
kadinlarda 1,2/100.000 olarak analiz edilmistir (T6ziin, 2012). Siroz ile iliskili olarak
gelisen HSK ’nin sirotik hastalarda yillik insidans1 % 1-6° dir. Tiirkiye’de bu oran
yillik % 5,4 olarak belirtilmistir (Arhan ve ark., 2009; Yang ve ark., 2002). Ayrica,
erkeklerde goriilme sikliginin kadinlara gore daha fazla oldugu ve bunun sebebi olarak
da erkeklerde androjenik hormonlarin ve genetik yatkinhigin HSK’ ya yakalanma
riskini arttirdigi belirtilmektedir (McGlynna ve London, 2011). Gliniimizde artan risk
faktorlerine bagli olarak HSK’ nin insidansi artmasina ragmen, hepatit B asisinin

gelisimi ve hepatit C viriisiiniin tedavisi i¢in gelistirilen yeni tedavi stratejileri ile



gelecekte HSK insidansinin kademeli olarak diismesi beklenmektedir (Pascual ve ark.,
2016).

Sekil 2. HSK’nin Diinya Genelindeki Yayginligi ve Goriilme Sikhigi (Siimbiil, 2008)

2.4 Risk Faktorleri

2.4.1 Hepatoselliiler Karsinomada Hepatit B ve Hepatit C Enfeksiyonlarinin
Rolu

HSK' nin gelismesinde en onemli risk faktori Viral DNA’ lar olup, hepotosit
hiicrelerinde gen stabilitesini degistirmektedirler. Sekil 3’de Hepatit B viriisii’niin
(HBV) iireme dongiisiinde goriildiigi gibi ¢ift iplikli DNA’ya sahip olan HBV
karaciger hiicrelerine enfekte olduktan sonra RNA replikasyonu i¢in hiicre genomunda
kalic1 olan minik kromozomlar olusturmaktadir (Bozday1 ve Karatayli, 2009). Yapilan
caligmalarla HSK hastalarinin % 90 oraninda HBV ile enfekte olduklar1 tespit
edilmistir ve HBV’ i hastalara uygulanan tedavinin HSK riskini azaltilmasinda da rol

aldig1 litaretiirde belirtilmistir (Liaw ve ark., 2004).
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Sekil.3 HBV’ nin tireme doéngusu (Jones ve Hu, 2013)

Hepatit C virtust (HCV) ise tek iplikli bir genoma sahip olup ve replikasyon ve
transkripsiyon siireglerini konak hiicrenin proteinlerinin yogun oldugu bdlgede
gerceklestirmektedir. HBV hastalarinin aksine, kronik HCV hastalarinin dagilim,
hastaligin endemik oldugu iilkelerdeki bolgeler ve etnik gruplar arasinda
degismektedir ve hastalifin bulagsmasinda sosyal veya davranigsal bilesenlerin etkili
oldugu belirtilmektedir (Byam ve ark., 2013). Ayrica, anti-HCV pozitif olgularda HSK
gelisme riskinin anti-HCV negatif olanlara kiyasla 20 kat daha fazla oldugu
belirtilmektedir (El-Serag, 2002; Sherman ve Takayama, 2004). Tiirkiye yaklasik %
5 HBV tasiyicist bireye sahip oldugu i¢in Viral Hepatitle Savagim Derneginin
verilerine gére HBV acisindan Tiirkiye’ nin endemik bir iilke oldugu belirtilmektedir
(Tabak ve ark., 2012). Ulkemizde HCV pozitiflik orani ise yaklasik % 0,5 - % 0,7
olarak bildirilmistir ve bu oranlar diinyada da bolgesel farkliliklar gdstermektedir
(Sekil 3) (Mistik, 2007). Bu nedenle, HSK i¢in baslica risk faktoriiniin Tiirkiye’de
HBV enfeksiyonu oldugu ve HSK olgularinda HBV sikliginin, % 42-68 oraninda

o

degistigi belirlenmistir (Yang ve ark., 2002; Sherman, 2005).
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Sekil 4. Farkli cografik bolgelerde HBV tasiyiciligi ve kronik HCV yaygmhigi (Mittal ve El-Serag, 2012).

2.3.2 Alkol ve Sigara

Alkol tuketimi HSK gelisiminde diger 6nemli bir risk faktoriidiir. Alkol ve
karaciger hastalig1 arasindaki iliski, yasam boyu tiiketilen alkol miktar1 ile iligkilidir;
agir alkol kullaniminin yani sira, giinde ii¢ veya daha fazla alkolli i¢ecegin
tiketilmesinin HSK riskini % 16 oraninda, giinde alti veya daha fazla alkollii
icececeklerin tuketilmesinin ise HSK riskini % 22 oraninda arttirdigi belirlenmistir.
HSK’ya yakalanma riski fazla alkol tiikketen bireylerde hafif icicilere oranla % 20 daha
fazla oldugu tespit edilmistir (Balogh ve ark., 2016). Sigara ise, igerdigi zararl
maddeler sebebiyle bir karaciger kanserojenidir. Bu sebeple sigara i¢ciminin, sikligi ve
stiresine bagli olarak HSK gelisme riskini arttirdigi ve HSK gelisiminde sigara sinerjik

bir faktor olarak kabul edilmektedir (Chuang ve ark., 2010).

2.3.3 Diyabet ve Obezite

Karaciger glikoz metabolizmasinda temel rol aldigindan dolayi, Diabetes mellitus
dogrudan karacigeri etkileyerek karaciger yaglanmasi ve karaciger yetmezligine sebep
olarak siroza yol agan bir hastaliktir. Amerika'da yapilan bir popiilasyon g¢aligmasi
sonucunda, seker hastaliginin HSK i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ve HSK

riskini 2-3 kat arttirdigi tespit edilmistir. Obezitenin ise alkolik olmayan yagh



karaciger hastalig1r steatoz ve kriptojenik siroz da dahil olmak iizere bircok
hepatobiliyer hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir. Genel olarak, obezitenin 1,5- 4
kat HSK riskini arttirdigi ve asir1 kilolu bireylerde HSK riskinin % 11,7, obez
hastalarda ise % 18,9 oldugu belirtilmektedir (Balogh ve ark., 2016).

2.3.4 Beslenme

Birgok epidemiyolojik calismada beslenme sekli ve HSK arasindaki iliskinin
belirlenmesine odaklanilmaktadir. Ayn1 zamanda HSK riskinin azalmasinda diyet ve
beslenmenin rollerinin analiz edilmesi amaciyla diyet kaliplarinin rollerinin ve farkh
besin maddelerinin etkilerinin arastirildigi popiilasyon ve az sayida prospektif
calismalar gerceklestirilmis ve beslenme ile HSK arasindaki anlamli bir iligki
belirlenememistir (Schiitte ve ark., 2016) Yapilan calismalarda, sebze agirlikli
beslenmenin HSK riskini azalttifi ve meyve ve et agirlikli beslenmenin ise HSK
tizerinde etkisinin olmadig1 tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2013). Sharp ve ark.,
soyal1 gidalarin tiiketilmesinin HSK riskinin azalmasinda etkili oldugunu ve diger bir
meta-analiz ¢aligmasinda ise, kafein ve kahve cekirdeklerinden gelen antioksidan
maddelerin HSK riskini % 41 oraninda azalmasinda rol aldigini belirtilmistir (Sharp
ve ark., 2013; Bravi ve ark., 2007).

2.3.5 Aflatoksin

Aflatoksin, Aspergillus ( Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus) tirlerinin
bir mikotoksinidir ve karaciger kanserojenidir. Sicak ve nemli ortamlarda musir,
yerfistigi, findik gibi kuruyemisler ile baharatlar da olusan aflotoksinler HSK riskini
arttirmaktadir. Dort temel aflotoksin bulunur. Bunlar Bi1, B2, Give Gz’dir. B1’in
(ARB: ) hayvan deneyleriyle en gii¢lii aflotoksin oldugu ve diger aflotoksinlere gore
HSK riskinin artmasinda temel rol aldig: belirtilmistir (Gomaa, 2008). Ayrica diger
bir ¢alismada, diinyadaki tim HSK vakalarmin % 28,2’ sinde HSK gelisiminde
aflotoksinlerin rol aldig1 belirlenmistir (Liu ve Wu, 2010).



2.3.6. Metabolik Hastaliklar

Metabolizma hastaliklarindan olan, kalitsal tirozinemi tip 1 (HT1) tirozin
bozunumunun son enzimi olan fumalilasetoasetat hidrolaz (FAH) eksikliginden
kaynaklanan otozomal resesif bir hastaliktir. Hastalik yeni doganda karaciger
yetmezligi ve hipoglisemi seklinde goriilebilir. Tedavide ge¢ kalinirsa bireylerde siroz
gorilmektedir. Bu nedenle, HSK gelisiminde en yliksek risk olusturan hastaliktir. En
sik gozlenen kalitsal hastaliklardan bir digeri AAT eksikligi; kademeli olarak
yiikselmis karaciger enzimleri, neonatal hepatit, kronik karaciger hastaligi, siroz ve
HSK gelisime neden olmaktadir. Karacigerde fazla miktarda demir birikimine neden
olan kalitsal hemokromatoz ise, HFE genindeki mutasyonlarin neden oldugu demir
metabolizmasi bozuklugudur. Asir1 demir, mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina ve
hicre 6lumine yol agan, serbest radikallerin ve lipid peroksidasyonunun uretilmesi
yoluyla karaciger hasarina neden olarak HSK gelisiminde rol almaktadir (Schady ve
ark., 2015; Wallace ve Subramaniam, 2009). Wilson hastaligi (WH) ise, bakir
metabolizma bozukluguna bagli gelisen otozomal resesif bir hastaliktir. Bireylerde,
karaciger ve beyin basta olmak iizere pek ¢ok organ bakir birikiminden etkilenebilir
ve tedavi edilmezse siroz ve HSK gelisimi kaginilmazdir (Hanagas1 ve Hanagasi,

2013; Chuang ve ark., 2010).

2.4 HSK’ da Tam ve Tedavi

Hastaligin seyri HSK’ da tan1 ve tedavi i¢in 6nemli bir basamaktir. Ancak, geg tani
konulmasi, kotii prognoza sahip olmasi ve mevcut kemoterapi ve radyoterapiye
direncli olmasi hastalarin ¢ogunda tedavinin basarisiz olmasina neden olmaktadir
(Nissen ve Martin, 2002). HSK tanisinda goriintiileme yontemleri, biyobelirtecler ve
biyopsi kullanilmaktadir. Nodiil tespiti yapilan hastalarda, <1 cm olan nodiiller her 3-
6 ayda bir ultrason ile rutin olarak takip edilmektedir. Ilerleyen asamalarda ise, HSK
tanis1 konduktan sonra hastalarin % 0-10’unun yasam siiresi 5 yildir. Eger timor
boyutlari kii¢iik iken HSK tanisi konulabilirse, hastalarda 5 yillik yasam siiresinin daha
yiiksek olmast HSK’ da erken tan1 ve tedavinin 6nemini gostermektedir (Akyildiz ve
ark., 2011). HSK’ da hastaligin ilerlemesini yavaslatmak veya durdurmak i¢in tedavi
basamaklarin1 uygulamak ilk hedeftir (Chok ve ark., 2014). Bu tedaviler sirasiyla;

karaciger rezeksiyonu, radyofrekans ablasyon (RFA), perkutan alkol ya da asetik asit
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ablasyonu, transarteriyel kemoembolizasyon (TACE), kryoablasyon, radyasyon
terapisi, sistemik kemoterapidir.

2.4.1. Cerrahi rezeksiyon

Sirotik olmayan ve tek lezyona sahip hastalar icin cerrahi rezeksiyon iyi bir tedavi
secenegidir. Ancak hastalarin ¢ok biiylik bir kismi tan1 aninda sirotikdir. Geri kalan
kiigiik gruptaki hastalarda ise rezeksiyona ragmen niiks sik olarak gézlemlenmektedir.
Rezeksiyon sonrasi sag kalim orant ise ilk 1 y1lda ortalama % 55-80 iken, ti¢iincii y1lda
% 42-49, 5. yilda ise % 25-39 olarak belirtilmektedir (Monden ve ark., 1992).

2.4.2. Karaciger nakli

Karaciger nakli 5 cm’den kiiciik tek tiimdre veya 3 cm’den kiigiik en fazla 3 tlimore
sahip hastalar i¢in yapilabilmektedir. Nakil islemi, hastalikli karacigerin
uzaklastirilmas: saglamakla birlikte kemoterapi i¢in de tedaviye yanit oraninin
artmasinda rol oynamaktadir. Ancak, transplantasyon sirasinda ve sonrasinda immun
sistem problemleri HSK tedavisinde kisitlamalara neden olmaktadir (Byam ve ark.,
2013). Bununla birlikte nakil stireci uzun olup, bekleme siresinde timor blyumesini
engelleyecek tedavi secenekleri olarak peruktan ablasyon ve kemoterapi
uygulanmaktadir (Akyildiz ve ark., 2011).

2.4.3. Kemoterapi

HSK hicreleri olduk¢a iyi farklilasma gosteren hiicreler oldugu igin birgok
kemoterapik ilaca kars1 direng gelistirmektedirler (Yildirim, 2007). Bu giline kadar
HSK’ da sisplatin, doksorubisin, etoposit ve 5-Florourasil gibi birgok ilacin etkinligi
arastirtlmistir ve yanit oranlarinin % 8-18 arasinda degistigi tespit edilmistir (Abou-
Alfa, 2004). Yeo ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklari bir calismada, doksorubisin
ve PIAF (Sisplatin / Interferon o-2b / Doksorubisin / 5-Fluorourasil, Capecitabine 5-
Fluorouracil) mm HSK’da etkisi arastirilmasina ragmen, her iki ilacinda hastalarda
sagkalim siiresinin artmasinda herhangi bir etkiye sahip olmadig1 ve yanit oranlarimin
doksorubisin ve PIAF icin sirasiyla %10.5 ve % 20.9 oldugu belirlenmistir (Yeo ve
ark., 2005). Diger bir kemoterapik ajan olan Kapesitanib ise HSK hastalarinin yanit

oranlarinin 5-FU'ya benzer oranda oldugu belirlenmistir (Lozano ve ark,. 2000). Bu
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nedenle, HSK tedavisinde kombin tedavi secenefi kemoterapik ajanlarin tek
kullanimina gore alternatif bir tedavi stratejisi olarak kabul edilmektedir. Ancak
kombin tedavide kullanilan kemoterapik ajanlarin sahip oldugu ciddi yan etkilerden
dolay1r, HSK’ nin molekiiler mekanizmasinda rol alan sinyal yolaklarini hedefleyen

ajanlarin gelistirilmesine odaklanilmaktadir (Brown, 2006).

Bu amagla yapilan ¢alismalarda HSK gelisiminde rol alan temel sinyal yolaklar1
olarak, epidermal biiyiime faktorleri (EGFR) nin diizenledigi PI3K / Akt / mTOR, Ras
/ Raf / MEK / ERK ve Wnt / B-katenin yolaklar1 ile VEGFR ve PDGFR' nin
diizenledigi anjiyogenik sinyal yolaklarinin 6nemli rol oynadigini bilinmektedir (Avila
ve ark., 2006). Ayrica HSK’ da EGFR yiiksek derecede eksprese oldugu i¢in son

yillarda gergeklestirilen ¢aligsmalar tirozin kinaz inhibitorlerine yogunlagmaktadir.

2.4.3.1. Sorafenib ve Farmokodinamigi

Sorafenib (SOR), Avrupa Birligi tarafindan HSK tedavisinde onaylanan ve
giintimiizde kullanilan bir multikinaz inhibitériidiir (Sekil 4). SOR, genellikle cerrahi
miidahale yapilamayacak seviyede olan ileri evre HSK hastalarinin sagkalimini
uzatmak ve hastaligin ilerlemesini 6nlemek amaciyla kullanilan bir inhibit6rdiir
(Gillian ve ark., 2009). SOR disinda HSK tedavisinde heniiz FDA onay1 almamis bazi
aday inhibitorlerde bulunmaktadir. Bunlar: bevacizumab, cetuximab, erlotinib,
sunitinib olarak siralanabilir. Faz II klinik denemeleri devam eden cetuximab ve
erlotinib ile tedavi edilen HSK hastalarinin ortalama sagkalim siirelerinin sirasiyla 9-

6 ve 13 ay oldugu belirlenmistir (Yau ve ark., 2009; Cervello ve ark., 2012).

SOR’un etkisinin arastirildigt HCC Assesment Randomized Protocol (SHARP)
calismasinda, 602 ileri evre HSK hastasi icerisinde, sorafenib uygulanan HSK
hastalarinda toplam sagkalim siiresinin 46,3 hafta ve plasebo grubunda ise sag kalim
siresi 34,4 hafta olarak belirlenmistir. Hastaligin ilerlemesine kadar gegen siire
sorafenib uygulanan HSK hastalarinda 24 hafta iken, plasebo grubunda 12,3 hafta
olarak belirlenmistir. SOR uygulanan HSK hastalarinda tedaviye yiiksek oranda bir
yanit alinamamasina ragmen, ileri evre HSK hastalarinda toplam sagkalim stiresinde
anlaml1 bir artis saglayan ilk kemoterapik ila¢ sorafenibtir (Sunar, 2011). Ileri evre

HSK hastalarinin sagkalim orani ile ilgili olarak tedavide kesin bir yanit olmamasina
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ragmen, timor boyutunda azalma belirtilmistir (Abdel-Rahman, 2013). Bu nedenle,
erken evre tani alan hastalarda cerrahi uygulamalarin yaninda SOR uygulanmasi
HSK hastalarinda sagkalim siiresinin 19-20 ay, orta evrede tan1 alan ve rezeksiyon
yapilamayacak hastalarda SOR’un sagkalim siiresini 1 yila kadar uzattig
belirtilmektedir. Son evredeki hastalarda ise SOR tek tedavi yolu olup hastalarin
sagkalimimi 3-4 ay uzatabilmektedir (EI-Serag ve ark., 2008; Llovet ve ark., 2008).

Sekil 4. A Sorafenibin Kimyasal Yapis1 (C21H16CIF3N403) B. Sorafenibin 3 boyutlu yapisi. (Gillian ve ark., 2009)

SOR’un molekiiler mekanizmasi incelendiginde, kanser fenotipinin gelismesinde
rol alan hiicre yilizey kinazlarim1 (VEGFR 1, 2 ve 3, PDGFR, KIT, FLT3, FGFR1 ve
RET) bloke ederek timdrin biyimesini ve ilerlemesini engelledigi bilinmektedir.
Ayrica, CRAF ve BRAF kinazlarda dahil olmak tzere RAF / MEK / ERK sinyal
yolaklarini inhibe eden bir inhibitér oldugu icin multikinaz inhibitorii olarak yer
almaktadir. Bu nedenle Sekil 5° te 6zetlendigi gibi, SOR HSK gelisimine neden olan
farkli onkogenetik yolaklar1 bloke ederek, hem tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasini hem

de anjiyojenezini engellemektedir (Gong ve ark., 2017).
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Sekil 5. SOR’ un farmakodinamik yolaklari. (FLT3; FMS ile ilgili tirozin kinaz 3 reseptoril, KIT; kok hiicre faktori reseptord,
PDGFR; buytme faktorii reseptéril RET; RET proto-onkogen, VEGFR; vaskiler endotelyal blylime faktori reseptori.) (Gong
ve ark., 2017).

2.4.3.1.1 Sorafenibin HSK Tedavisinde Onemi

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda sorafenibin etkisinin arastirildig
in vitro ¢alismalar sonucunda, SOR’ un kanser hiicrelerinde uygulanan doza ve
zamana bagli olarak artan sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ve hiicrelerde apoptozu
uyardig1 tespit edilmistir (Chen ve ark., 2010). Fernando ve ark. 2012 yilinda Hep3B,
HepG2, SK-Hepl ve PLC / PRF / 5 hiicre hatlarinda yaptiklar1 ¢alismada SOR’un
kanser hiicrelerinde biiyiime sinyallerin salinmasini engelleyerek anti-kanserojen etki
sergiledigini ve hiicrelerde apoptotik O6liime neden oldugunu belirlemislerdir
(Fernando ve ark., 2012). Ayrica SOR’ u nanotasiyici sistemlerle kullanildigi1 baska
bir caligma sonucu diren¢li HSK hiicrelerinde klasik nano formiilasyonlarinin etken
kemoterapi ajana gore daha gucli oldugu ve apoptozu indiikledigi tespit edilmistir
(Zhang ve ark., 2012) Yapilan baska bir ¢calismada SOR’un vaskuler endotelyal
buyume faktorii (VEGF) ve trombosit turevli buytume faktorii (PDGF) reseptorleri
uzerine etkili olup anti-anjiyojenik bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Wilhelm
ve ark., 2008). Liu ve ark. (2006) tarafindan, SOR’ un, PLC / PRF / 5 HSK hiicre
hatt1 ve ksenograft fare modelinde RAF/ERK/MEK sinyal yolaklarini bloklayarak
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doza bagimli olarak antitiimor aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Liu ve ark.,
2006). Ayn1 zamanda daha sonraki yillarda gergeklestirilen gesitli in vivo deneylerde
de benzer sonuglar elde edilmistir (Miao ve ark., 2001). Ancak son yillarda yapilan
baz1 caligmalarda SOR’un hiicrelerde apoptotik 6liim disinda otofajik 6liime neden
oldugu ve bu konuda detayli calismalarin yapilmas: gerektigi belirtilmistir (Shimizu
ve ark., 2011).

2.5. HSK Tedavinde Kombin Terapi

Timorl olusturan kanser hiicreleri baslangicta tek kokenli klonal yapiya sahip
olmasma ragmen, hiicrelerin siirsiz bolinme yetenekleri sonucunda neoplazinin
baslangici ile artan DNA kararsizligi, tiimor dokusunun heterojen yap1 kazanmasina
yol agmaktadir. Sonugta, kanser hiicreleri daha yiiksek bir proliferatif kapasiteye,
apoptoza kars1 dirence, daha fazla oranda metastatik veya invaziv ve anjiyogenez
potansiyeline sahip olduklarindan dolayr tedavide basarmin elde edilmesine engel
olusturmaktadir. Bu sebeple, gliniimiizde tek tedavi secenegi yerine kombinasyonel
kemoterapik tedavi uygulamalar1 dikkat ¢ekmektedir (Frei ve Eder, 2003). HSK,
giiniimiizde kullanilan ¢ogu geleneksel kemoterapik ilaglara karst duyarl
olmamasindan veya tedavinin ilerleyen siirecinde diren¢ kazanmasindan dolay1 son
yillarda kombin ilag tedavilerine HSK tedavisinde odaklanilmaktadir. Glinimuzde
HSK tedavisinde sorafenib ile birlikte kombin tedavi olarak MEK/ERK,
PIBK/AKT/mTOR, EGFR, histon deasetilaz ve anjiyogenez inhibitorlerin etkisi
tizerinde cesitli arastirmalar gerceklestirilmektedir. Bu calismalar Tablol1’de

Ozetlenmistir.

2.5.1 MEK/ERK inhibitorleri

RAS/RAF/MEK/ERK yolaklart hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde ve
hiicrenin hayatta kalmasinda rol alan temel sinyal yolaklaridir. Bu sinyal yolaklarini
hedef alan birgok inhibitor ile iliskili olarak ¢esitli in vitro, in vivo ve klinik faz
deneyleri devam etmektedir. Huynh ve ark. (2010) sorafenib' in HSK tedavisinde
insulin benzeri blylime faktoru reseptor 1 (IGF-1R) ve fosfo-c-RAF Ser338
seviyelerini (aktive edilmis c-RAF formu) ve MEK ve ERK'nin fosforilasyonunu

arttirarak hiicrelerde anti-proliferatif etki gosterdigini ve HSK tedavisinde sorafenib
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ve MEK inhibitorlerinin kombin tedavi olarak etkisinin belirlendigi caligmalarin
gerceklestirilmesi gerektigini belirtmiglerdir. Bu nedenle, MEK inhibitéri olan
AZD6244° in HSK tedavisinde sorefenib ile kombin tedavi olarak etkisini
arastirdiklar1 caligmalarinda, AZD6244 ve sorafenibin sinerjik etkisi gosterdigi
belirlenmistir (Huynh ve ark., 2010). Schmieder ve ark. (2013) ise, MEK inhibitori
olan refametinib ile sorafenibin HSK hiicre hatlarinda sinerjik etki gosterdigini

belirlemislerdir (Schmieder ve ark., 2013).

2.5.2 PI3K/AKT /mTOR inhibitorleri

PI3K/AKT/mTOR, hiicre ¢ogalmasi, motilitesi, sagkalimi, apoptozis, otofaji ve
anjiyojenez gibi farkl hiicresel fonksiyonlari diizenleyen 6nemli bir hiicre i¢i sinyal
yolagidir. HSK gelisiminde Onemli rol aldigim1 bilinen bu sinyal yolaginin HSK
olgulariin % 30-50'sinde aktive oldugu tespit edilmistir (Bernstam ve ark., 2009;
Ge ve ark., 2015 ). Gergeklestirilen g¢alismalarda, sorafenibe direngli HSK
hiicrelerinde mTOR fosforilasyonunun arttig1 ve bu nedenle mTOR inhibitorlerinin
HSK tedavisinde 6zellikle sorafenibe yanitin diigiik oldugu veya transplantasyona
karst immiin yanit olusturan bireylerde kombin tedavi olarak kullanilmasinin 6nemli
oldugu belirtilmistir. Sorafenib ile sirolimus, everolimus ve temsirolimus gibi mTOR
inhibitérlerinin kombin tedavi olarak etkisinin arastirildigi gesitli in vitro ve in vivo
calismalarda, HSK hiicrelerinde sorafenibin antitiimdr etkisini arttirarak sinerjik

etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Huynh ve ark. 2009; Piguet ve ark. 2011).

2.5.3 EGFR ve cMET inhibitorleri

Epidermal blytime faktoru reseptorleri (EGFR) gesitli kanser tiplerinde eksprese
edilen reseptor tirozin kinazlarin (TK) genis bir familyasidir. EGFR Uyeleri, kanser
hiicrelerinin  biliyiime, sinyallesme, farklilasma, go¢ ve hayatta kalmay1
duizenlenmesinde rol almaktadir. Ozellikle EGFR' nin asir1 ekspresyonu, proliferasyon
ve apoptoz gibi bircok hicresel slreclede etkilidir (Seshacharyulu ve ark., 2012)
EGFR aktivitesinin HSK tedavisinde kullanilan sorafenibe karsi yanitta etkili oldugu
ve bu nedenle EGFR inhibitorlerinin sorafenib ile birlikte kombin tedavi olarak
kullanilmasimin 6nemli oldugu literatiirde belirtilmistir (Ezzoukhry ve ark. 2012).

EGFR inhibitéri olan erlotinib ile sorafenibin kombin tedavi olarak etkisinin

16



arastirildig faz I ¢alismasinda, erlotibinin sorafenibin antitimor etkinin arttmasinda
rol aldig1 ve bu sebeple sinerjik etkiye sahip olduklart belirlenmistir. Sonrasinda
gergeklestirilen faz II ve III klinik denemelerinde ise sorafenib ve erlotinib arasinda
herhangi bir sinerjik etki belirlenemediginden dolayr heniiz FDA tarafindan
onaylanmis bir kombin tedavi mevcut degildir. Mezenkimal epitelyal gecis faktorii (c-
Met) ise, hiicre proliferasyonunu, sagkalimi ve motiliteyi arttirarak kanserin
ilerlemesinde ve metastazinda kritik bir rol oynamaktadir. c-Met' in yiksek seviyede
ekspresyonunun, c-Met-transgenik farelerde HSK gelisimi igin yeterli oldugu ve
ayrica HSK hastalarinin % 20-66'sinda ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu
gozlenmektedir. HSK tedavisinde, c-Met inhibitori olan Tivantinib ile yapilan
aragtirmalar devam etmekte olup, diger bir c-Met inhibitdrii olan DE605’in HSK
tedavisinde terdpatik potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir.

2.5.4 Anjiyogenez Inhibitorleri

HSK hipervaskiler bir timordir ve bu nedenle anjiyogenez, hastaligin
ilerlemesinde 6nemli bir rol almaktadir. Sorafenib' in antianjiyojenik etkisi esas
olarak VEGFR-2, PDGFR ve RAF/ MEK/ERK yolagini inhibe etme potansiyeline
baghdir. Axitinib, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFR ve c-Kit' i hedef alan
tirozin kinaz inhibitoriidiir. Gergeklestirilen faz II klinik denemelerinde axitinib' in
ilerlemis HSK tedavisinde etkili olduguna dair sonuclar elde edilmistir. Segici olarak
VEGFR2'yi hedef alan diger bir tirozin kinaz inhibitorii olan apatinib ile yapilan
caligsmalarda ise, apatinibin tiimor dokularinin bilylimesini inhibe ettigi ve hastalarda
diisiik toksisite gostermesi sebebiyle HSK tedavisinde potansiyel terapotik bir ajan
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Minguet ve ark., 2015; McNamara ve ark.,

2015).

2.5.5 Histon Deasetilaz inhibitorleri

Histon deasetilazlar (HDAC) ve histon asetiltransferazlar, niikkleozomlarin pozitif
yukli  NH2-terminal histon kuyruklarinin = asetilasyonunu diizenlemektedir.
Histonlarin HDAC' ler ile asetillenmesi, histonlarin DNA’ya baglanma afinitesini
diistirerek acik bir DNA yapisinin olusmasina yol agar. HDAC inhibitorleri
gunumizde umut verici antikanser ajanlar icerisinde kabul edilmektedir. HDAC
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inhibitorlerinin HSK tedavisinde etkinligi ve giivenilirligi ile ilgili ¢esitli caligmalar

devam etmektedir (Bolden ve ark., 2006; Yeo ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2015).

Tablo 1. HSK tedavisinde sorafenib ile kombin tedavi olarak etkili olan ve gesitli aragtirmalari devam eden inhibitorler (Gao ve
ark., 2015).

KOMBIN ILACLAR TEDAVI SEKLI MEVCUT ASAMA
ANTIANJIYOGENENIK AJANLAR
Dalantercep Es zamanh Bekleniyor
Axitinib Basarisiz tedavi sonrasi fleri klinik denemeleri
Apatinib Basarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
MEK/ERK INHIBITORLERI
AZD6244 Es zamanh Bilinmiyor
Refametinib Es zamanlh fleri klinik denemeleri
MTOR INHIBITORLERI
Sirolimus Es zamanh Sinerjik
Everolimus Es zamanlh Bekleniyor
Temsirolimus Es zamanh Bekleniyor
P1-103 Es zamanh Sinerjik
PIK-587 Es zamanh Sinerjik
HISTON DEASETILAZ iINHIBITORLERI
Panobinastat Es zamanl Faz 2
\orinostat Es zamanl fleri klinik denemeleri
Resminostat Es zamanh Bilinmiyor
MPTOE028 Es zamanh Sinerjik
EGFR INHIBITORLERI
Erlotinib Es zamanl Uygun bulunmad
¢-MET INHIBITORLERI
MSC2156119J Bagarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
Tivantinib Basarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
DE605 Es zamanl Sinerjik

2.6. HSK’ da Genetik ve Epigenetik Degisimler

HSK' nin molekiiler temelini hem genetik hem de epigenetik faktorler
olusturmaktadir. HBV dizileri HSK hiicrelerinin genomuna entegre oldugu i¢in viriise
bagli dis kaynakli mutagenezin HSK’ da siklikla goriildiigii bilinmektedir (Paterlini-
Bréchot ve ark., 2003). Gen dizileri veya yakinindaki bolgelere viral DNA dizilerinin

girisi, genin biitlinligiinii ve ekspresyonu degistirebilmektedir.
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Yapilan genom ¢alismalarinda, viral dizilerin kromozomlarin yapisal biitlinliiglinii
bozarak hiicrelerde kromozomal kararsizliga neden oldugu diisiiniilmektedir. HSK
hiicrelerinde bu degisimler, genlerin yanlhs aktivasyonu veya inaktivasyonuna yol
acarak, dogrudan tiimér gelisimi ile iliskili olan telomeraz reverse transkriptaz (TERT)
gibi Oonemli genlerin aktivitesinde degisikliklere yol agabilecegi belirtilmektedir.
Kronik karaciger hasarina neden olan ajanlar (HBV, HCV, aflatoksinler ve alkol) ve
konak DNA’nin dizisi ve epigenetik faktorler ile etkilesimi HSK’nin heterojenitesini
saglayan Onemli faktorler olarak yer almaktadir. Ancak yinede hepatoseliiler
karsinogenezin molekiiler mekanizmalari, kanser hiicrelerinin heterojenitesi yliziinden

net olarak tanimlanamamustir (Ozen ve ark., 2013).

2.6.1 Kromozomal Degisimler

HSK’da kromozomal degisikliklere sik rastlanmaktadir. Ilk ¢alismalarda HBV
enfeksiyonu ile iligkili timorlerde kromozom stabilitenin azaldigini ve delesyonlar
sonucu olusan ¢ok sayida kromozomal anomaliler tespit etmistir. En fazla degisiklikler
1q, 8q ve 17q kromozom insersiyonlar1 ve 4q delesyonlari olarak tespit edilmistir. Son
zamanlarda, yeni nesil dizileme verileri; 1q, 5, 6p, 7, 8q, 17q ve 20 kromozomal
insersiyonlar, 1p, 4q, 6q, 8p, 13q, 16, 17p ve 21' kollarinda ise delesyonlar analiz
edilmistir (Ozen ve ark., 2013).

2.6.2 Gen Mutasyonlari

P53 geni, HSK*da en sik degisime ugramis gen olarak bilinmektedir. Yeni nesil gen
dizileme sistemlerinin gelistirilmesine kadar HSK” da Sekil.6 ‘da gdsterilen en yiiksek
mutasyona ugrayan dort gende mutasyonlarin HSK gelisiminde etkili oldugu
bilinmesine ragmen, yeni yapilan c¢aligmalar sonucunda bir¢ok farkli gende farkl

mutasyonlarin oldugu tespit edilmistir (Sekil 6) (Ozen ve ark., 2013).
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Sekil 6. HSK’ da en stk mutasyona ugrayan genler (Ozen ve ark., 2013).

HSK’ da en yiiksek mutasyon oranina sahip olan genler P53 ve CTNNBL1 genleridir.
AXIN1 ve ARID1A genlerinde ise daha az oranda mutasyon belirlenmesine ragmen,
HSK vakalarinin % 10'undan fazlasinda bu genlerde mutasyonlarin oldugu
belirlenmistir. Diger 22 gende ise, tiimorlerin % 10'undan daha azinda mutasyonlar
analiz edilmistir. Guichard ve ark. (2012), genlerde meydana gelen mutasyonlarin Wnt
/ B-katenin, p53, PI3K / Ras sinyalleri, oksidatif ve endoplazmik retikulum stres
yolaklar ile olusarak kromatinleri etkiledigini tespit etmislerdir (Guichard, 2012).
Ayrica, HSK' nin baglamasina katkida bulunan HBV X proteininin (HBx), Raf-1
kinazin mitokondriyal translokasyonundan ve tiim viral genom transfeksiyonlarindan
sorumlu oldugu i¢in viral yasam dongiisiinde ¢cok énemli bir rol aldig1 bilinmektedir
(Miura ve ark., 1997; Chen ve Siddiqui, 2007). HCV cekirdek proteinlerinin MAP
kinaz sinyal yolagini ve ozellikle Raf-1'1 dogrudan aktive ettigini ve mitojenik
Uyaranlara yanit oranini arttirdigini belirlenmistir. Bu nedenle, HCV ile enfekte olan
karaciger hiicrelerinin neoplastik doniisiimiine katkida bulunabilecegini belirtilmistir

(Chen ve Siddiqui, 2007).

2.6.3 Epigenetik Degisimler

"Epigenetik" terimi, DNA dizilerinde degisim olmaksizin gen ekspresyonundaki
kalitsal degisimlerdir. Epigenetik mekanizmalar, genomik DNA modifikasyonlar
(DNA sitozin bazlarinin metilasyonu), histonlarin kimyasal modifikasyonlar1 ve

miRNA’larin ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisimleri kapsamaktadir.
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(Egger ve ark., 2004) HSK gelisiminde hipometilasyon ve spesifik promotor
bolgelerin hipermetilasyonu, genomik instabilite ve timor baskilayici genlerin
inaktivasyonu gibi degisimlerin etkili oldugu belirlenmistir. RASSF1A, p16, CRABP1,
GSTP1, CHRNA3, DOK1, SFRP1, GAAD45a ve pl5 tiimor baskilayict genlerin
metilasyonu HSK gelisimi ile iliskili olmasma ragmen, CHFR ve SYK’ nin
hipermetilasyonunun HSK'nin ileri evrelerinde rol aldig: tespit edilmistir. Ayrica,
HSK gelisiminde DNA metilasyonu kademeli olarak gerceklestigi i¢in, erken tan1 da
Klinikte 6neme sahiptir (Tablo 2) (Zdenko ve Paliwala, 2011; Pogribny ve ark., 2012).

21



Tablo 2. HSK ile iligkili epigenetik degisimler ve baslica risk faktorleri ile iligkisi (Zdenko ve Paliwala, 2011).

HSK igin risk faktorleri

Epigenetik Degisim

HSK gelisimine katkisi

HBV

DNA metilasyonu

Onemli timor stipresor genlerin (p16, p21, E-kaderin ve GSTP1)
susturulmasma bagli olarak RBI1, p53 ve Wnt yolaklarindaki
degisiklikler meydana getirmektedir.

Histon modifikasyonu

Onemli hiicresel genlerin ("TERT, IGFBP-3 interlékin-4 reseptorii ve
metalotiyonein-1F ve CDH6) ekspresyon seviyelerinde degisimlere

neden olmaktadir.

RNA etkilesimi

miR-152, miR-602 ve miR-143 MIR, DNMT1, RASSF1A ve
FNDC3B' deki degisimler, DNA hasari, rekombinasyon ve sinyal
iletimi ile ilgili yolaklar1 etkileyen Onemli hiicresel genleri

etkilemektedir.

HCV

DNA metilasyonu

Gadd45beta ekspresyonunun hipermetilasyonu ile hiicre dongustnin
duraklatilmasi DNA eksizyon tamirinde azalmasina neden olmaktadir.
STATL'in  hipometilasyonu  ise interferon-alfa  sinyalini

engellenmektedir.

Histon modifikasyonu

Artan histon deasetilasyon aktivitesi, demir metabolizmasini
diizenlemektedir. Protein Fosfataz 2A'nin fazla sentezi (PP2Ac), H4
asetilasyonu ve metilasyonu ve histon H2AX fosforilasyonu
etkilemektedir.

RNA etkilesimi

miR-122, HCV replikasyonunu, miR-196 ise, HMOX1 / Bachl ve

HCV ifadesini diizenlemektedir.

Alkolizim

DNA metilasyonu

MGMTnin hipermetilasyonu  DNA  tamir mekanizmalarinin

aktivitesini etkilemektedir.

Histon modifikasyonu

CYP2E1 regulasyonunun azalarak mitokondriyal oksidatif stres ve
apoptotik potansiyelin azalmasina neden olmaktadit. Adh, GST-yc2
pozitif yonde dizenlerken, Lsdh sitP4502c11negatif yonde

diizenlemektedir.

Aflotoksin Maruziyeti

DNA metilasyonu

plé’nin susturulmasi ve hipometilasyon ile asir1 ekspresyonu

gerceklesmektedir.

RNA etkilegimi

miR-122 ekspresyonu ve fonksiyonunu etkilemektedir.

2.7. Hiicre Oliim Yolaklar ve Kanser ile iliskisi

2.7.1. Apoptoz

Apoptoz, hiicre i¢inde bir dizi hiicresel sinyal yolaklar tarafindan diizenlenen 6liim

yolagi oldugu i¢in, 'programlanmis hiicre 6liimii' olarak tanimlanmaktadir (Edinger ve

Thampson, 2004). Normal fizyolojide apoptozun roli, en az mitoz kadar

onemlidir. Yetiskin insan viicudunda homeostazin siirdiiriilmesi i¢in her giin sadece
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10 milyar hticre, apoptotik 6lime giderek denge saglanmaktadir (Renehan ve ark,
2001). Apoptoz, canlilarda embriyogenez, gelisme, homeostazis, yenilenme ve tamir
olaylarinda, organlarin biiyiikliiklerinin korunmasinda organlarin patofizyolojisinde
kritik 6neme sahiptir (Kinloch ve ark., 1999). Bu programli hicre 6liminin
isleyisinde yagsanan anormallikler, kanser, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom, AIDS,
iskemi ve Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi ve
Amyotrofik Lateral Skleroz gibi hastaliklarin gelismesinde rol almaktadir.
Hastaliklarin bazilarinda hiicreler apoptoza karsi direngli iken, bazilarinda hiicrelerde

asir1 apoptoz goriilmektedir.

2.7.1.1 Apoptozun Morfolojisi

Hiicrelerde apoptotik 6liim, hiicre boyutunda kiigiilme ve yuvarlaklagsma, hiicre
yiizeyindeki mikrovilliisler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglantilarin ortadan
kalkmasi, apoptotik cisimcikler olugsmasi ve niikleusta kromatin yogunlagmasi ve
DNA fragmentasyonu ile karakterizedir (Sekil 8) (Kerr ve ark., 1997). Apoptotik
hiicreler makrofajlar tarafindan taninarak fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerde
DNA’nin fragmente yapisi elektroforezde artan DNA kiriklarindan dolayr merdiven
seklinde bir gézlemlenmektedir. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma
onarilirken, apoptoziste yaklasik 300.000 kirilma meydana gelmektedir ve bu nedenle
DNA kiriklar1 onarilamaz (Aksit ve Bildik, 2008) Bu morfolojik degisiklikler yapisal
proteinlerin, tamir enzimlerinin ve DNA'nin par¢alanmasina neden olan kaspazlarin

ve endoniikleazlarin aktivasyonu ile gerceklesmektedir.

Hiicre membrani l\uus FRE

fragmentasyon

Mitkondri ol

Nilkleolus x)
. Otofojik vokuol

Sekil.8 Normal hiicre ve apoptoza ugramis hiicre (\Vorster ve Joubert, 2010).
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2.7.1.2 Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptoz cevreden gelen sinyallerle baslamaktadir. Onceden hazir olan hiicrelerde
primer baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisebilmektedir.
Apoptoz, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) ile diuzenlenmektedir. Duzenleyiciler hiicre
tipine 6zgii olabilecegi gibi apoptotik uyaranin ¢esidine gorede farklilik gosterebilir.
(Balkan ve Menekse, 2012). Hiicrede apoptozun diizenlenmesinde gorev alan genler

Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Apoptoz mekanizmast ile iligkili genler.

Apoptozu Indiikleyen Genler Apoptozu Baskilayan Genler
| Bcl-2 grubundan;Bad, Bax,
Bak, Bel-xS, Bid, Bik, Hrkl Bcl-2 Grubundan; BHRL-L,
i Bcl-x|, Bcl W, Bfl-1, Brag-1,
Mcl-1, Al
— C-Myc |
— P53, p21 ]
C-abl geni
Fas (CD95/APO1) Ras onkogeni
FADD/MORT, RIP, FAST Cozlnebilir Fas
P35
|| Interlokin Déniistiiriicii Enzim A20
Benzeri Proteinler (ICE)

—  LOH (MTS1/CDK41)

2.7.1.3. Apoptozun Duzenlenmesinde Rol Alan Genler

2.7.1.3.1. Kaspazlar

Saglikli bir hiicrelerde kaspazlar inaktif zimojenler seklinde bulunurlar ve bunlarin
cok az enzimatik aktivitesi vardir. Kaspazlar, Sekil 9’de gosterildigi gibi prokaspazlar
olarak sentezlendikten sonra belirli bir kisimlari kesilip uzaklastirilarak aktif kaspaz
halini almaktadir (Chowdhury ve ark., 2006). Kaspazlarin proteaz aktivitesi apoptozun

morfolojik ve biyokimyasal oOzelliklerini belirlemekte ©Onemlidir. Kaspazlarin
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aktivitesi, dis  (0liim reseptorleri) ve i¢ (mitokondrial) yolaklar sonucunda

saglanmaktadir.

Kaspaz Aktivasyonu

Prodomain  Biiyiik althirim Kiiciik altbirim

Inaktif Proenzim 1 t

AspX AKTIVASYON

Katalitik Bolge

Aktive Kaspaz

Sekil 9. Kaspazlarin aktivasyonu (Hui ve ark., 2004)

Apoptoz regiilasyonu kaspazlar tarafindan yapilmakta olup dis yolakta; birbirini
tamamlayan 6lim aktivatorlerinin (Fas-L ve TNF) hiicre ylzeyindeki Fas ve TNF
reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz- 8'i aktive eden sinyaller
yayilmaktadir. Boylece diger kaspazlarin aktive olmasi ile 6liimii indiikleyen sinyaller
olusturmaktadir. I¢ yolakta ise mitokondri tarafindan regiile edilen apoptotik proteaz
aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz 9 mitokondride mevcut olan sitokrom C ile
Apaf-1 kompleks olusturarak kaspaz yolaginin aktiflesmesini saglamaktadir. Boylece
hiicrelerde kaspazlar sayesinde proteinlerin yikilmasi ve DNA fragmantasyonu

meydana gelmesi ile apoptotik 61im meydana gelmektedir (Antar, 2005).

2.7.1.3.2. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik etki gosteren farkli genlerden olusan
genis bir ailedir. Bel-2, 26 kDa biiyiikliigiinde, mitokontri, endoplazmik retikulum ve
cekirdek membranlarinda yerlesmis olan proteinlerdir. Normal hiicrelerde eksprese
edilen Bcl-2 hiicrenin canliliginin saglanmasinda gorev almaktadir. Dis etkenlerle
baglatilan hiicre 6liimiinii baskilamaktadir. Bax proteini ise, Bcl-2 proteinine yapisal

olarak ¢ok benzemesine ragmen, islev olarak tam tersi gérev almaktadir. Bax, Bcl-2
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ile homodimer yap1 olusturarak Bcl-2’yi inaktive etmesi sonucunda hiicrede apoptoz

gerceklesmektedir (Tilli ve ark., 2002).

APOPTOZ

PROAPOPTOTIK BCL-2
UYELERI

Bax

Sekil 9. Antiapoptotik ve proapoptotik Bcl-2 proteinleri

Bcl-2 gen ailesi 3 alt gruba ayrilmaktadir;

Grup | antiapoptotik Bcl-2 ailesi: Apoptozisi inhibe eden proteinlerdir ve hiicreyi farkli

uyarilara kars1 koruyarak bdylece hiicrenin yasami i¢in 6nem arzetmektedir. Bu grupta
Bcl-2, Bel-XL, Bel-w ve Mcl-1 yer alir. Grupta yer alan Bel-xI mitokondri membran
disinda lokalize olup dnemli bir apoptoz inhibitortdir. Bel-xI ve Bcl-2 mitokondri
membran gegirgenligini korunmasinda proapoptotik proteinleri (Bax ve Bad) inhibe

ederek apoptozun engellenmesinde rol alir (Keane ve ark., 2001).

Grup 11 proapoptotik Bcl-2 ailesi: Apoptozisi uyarici 6zellik gosteren proteinlerdir.

Bu grupta Bax, Bak, Bok/Mtd proteinleri yer almaktadir.

Grup Il BH3 only-Bcl-2 ailesi: Proapoptotik etki gdstererek apoptozun

indiklenmesinde gorev alan genleri icermektedir. Bu grupta, Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk,
Bcl-XS Noxa, Bcl-G, Nip3, Bmf ve PUMA yer almaktadir.

2.7.1.3.3 p53

p53 geni apoptozda hem i¢ hem dis yolakta gorevli almaktadir. P53’iin apoptoz
mekanizmasinda etkisi 2 sekilde ger¢eklesmektedir: 1) hiicre siklusunun durdurularak
hiicrede tamirin ger¢eklesmesi 2) apoptotik 6lum (Cefle, 2003). Hiicrede herhangi bir

DNA hasar1 meydana geldiginde, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre
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siklusunu G1 fazinda durdurarak ve hiicreye DNA hasarinin tamir edebilmesi i¢in
zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar blylkse bu durumda
p53 apoptozu indikler. Bax’in ekspresyonunu artmasi ile hiicrede Bel-2/Bax oranini

degismesi sonucu apoptotik 6liim gerceklesir (Sekil 10) (Ulukaya, 2001).

% DNA HASARI

v
—_—
%

G1/S G2/M'DE DURDUR

® > \‘ ®
@ KASPAZ 9
’ @l
‘a KASPAZ 3-7
W 3
J APOPTOZ

HUCRE DONGUSU

Sekil. 10: p53 geninin apoptoz mekanizmasindaki islevi

2.7.1.3.4. Tumodr Nekrozis Faktor (TNF) Ailesi

TNF ailesi, apoptoz, hicre proliferasyonu, inflamasyon, alerji ve otoimmin
hastaliklarda rol alan bir gen ailesidir. TNF, biyolojik fonksiyonlarini iki farkh
reseptor araciligiyla gergeklestirmektedir; tip 1 (TNF-R1) ve tip 2 (TNF-R2)
(Aggarwal, 2000). TNF ailesi Uyeleri kaspaz aktivasyonuna neden olarak o6lim
reseptOrleri aracili apoptoza neden olmaktadir. Bu ailenin tiyeleri; Fas (CD95,APO-
1), timor nekroz faktor reseptori-1 (TNFR1, p55, CD120a), DR3 (Apo3, WSL-1,
TRAMP, LARD), DR4, DRS5 (Apo2, TRAILR2, TRICK2, KILLER), ve DR6’dir. Bu
reseptorlerden en 6nemlileri Fas ve TNRF1’dir. Bu reseptorler aktive olduklarinda,
hiicrenin sitoplazmasinda bulunan, “adaptdér proteinlere” baglanarak apoptozun
baslamasinda gorev almaktadirlar (Sekil 11). Hepatositlerdeki apoptotik olaylar ise,

hiicre zarindaki olim reseptorlerine baglanan farkli uyaricilarla diizenlenir.
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Hepatositlerdeki apoptotik 6limu aktive eden reseptorler, FasL, TNF-o veya TNF
iligkili apoptotik uyarici ligandlardir (TRAIL). (Van Horssen ve ark., 2006)
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Sekil.11 TNF ailesinin hiicre proliferasyonu ve apoptoz mekanizmasindaki islevleri (Van Horssen ve ark., 2006)

2.7.1.4. Apoptoz Yolaklar:

2.7.1.4.1. D1s Yolak

Dis yolak, hiicre dis1 bir uyaran ile aktive olmaktadir. Apoptozu baslatan sinyal
yolaklari, transmembran reseptor etkilesimleri ile gergeklesmektedir. Hiicre disi
uyaranlar arasinda; koloni uyarici faktorler (CSF), noron biliylime faktori (NGF),
instlin benzeri blylme faktort (IGF) , interlokin-2 (IL-2) gibi maddelerin ortamda
azalmasi ve glukokortikoidler, radyasyon, ilaclar, ¢esitli antijenlerin etkisi onemli yere
sahiptir. (Chinnaiyan, 1999). D1s yolakta, en 6nemli reseptorler arasinda tiimor nekroz
faktori (TNF) reseptor gen ailesi yer almaktadir. TNF reseptor ailesinin tyeleri
sistince zengin hiicre dig1 alana ve "6liim bolgesi" olarak adlandirilan yaklagik 80
aminoasitden olusan sitoplazmik alana sahiptirler. Bu 6liim alani, 6liim sinyallerini
hiicre ylzey reseptdrlerine ve hiicre igine iletilmesinde buyiik 6neme sahiptir. Bugiine
kadar en 1yi tanimlanmis ligandlar ve bunlara karsilik gelen 6liim reseptorleri arasinda

FasL / FasR, TNF-a/ TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 ve Apo2L/
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DR5 sayilabilir. Apoptozun dis yolaginin aktivitesi FasL/ FasR ve TNF- a/TNFR1
modelleri ile karakterizedir. Bu reseptérlerin aktivitesinde, reseptor kiimelenmesi ve
homolog trimerik ligand ile baglanma ger¢eklesmektedir. Bu proteinler Fas ligandinin
Fas reseptoriine baglanmasi, adaptor proteininin FADD'sinin baglanmasina ve TNF
ligandinin TNF reseptoriine baglanmasinda gorevlidir. Sonrasinda, aktif kaspaz-8,
kaspaz-10 ve kaspaz 9’un, kaspaz-3 ve kaspaz-7'yi proteolitik olarak aktiflestirmesi

sonucu olarak DNA fragmente olarak apoptotik 6liim gerceklesir (Sekil 12 A).

2.7.1.4.2. i¢ Yolak

Apoptozu baslatan i¢ sinyal yolaklari, hiicre i¢indeki hedeflere dogrudan etki etmek
amactyla hiicre i¢i sinyaller iireten ve bu nedenle reseptor aracili olmayan cesitli
uyaranlar dizisini iceren mitokondri temelli 6liim yolagidir. I¢ yolag: aktiflestiren
uyaranlar, pozitif veya negatif etkiye sahip hicre ici sinyaller Gretmektedirler. Negatif
sinyaller, baz1 6liim faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin yoklugunda tiretilerek,
apoptozun indiiklenmesine yol agmaktadir. Pozitif apoptoz uyaranlari arasinda
radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller yer

almaktadir.

Tiim bu uyaranlar, Sekil 12 (B)’de gosterilen mitokondriyal gecirgenligin (MPT)
artmasini saglayarak mitokondriyal transmembran potansiyelinin kaybedilmesine ve
mitokondri intermembran boslugundan normalde saliverilmis pro-apoptotik
proteinlerin iki ana grubunun serbest birakilmasina neden olan i¢ mitokondriyal

membranda degisikliklere neden olmaktadir (Festjens ve ark. 2004).
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Sekil 12. Apoptozda dis yolak (A) Apoptozda i¢ yolak (B) (Ichim ve Tait, 2016).

2.7. Nekroz

Nekroz oksijensiz kalma, 1s1 degisimi, ¢esitli toksinler, hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlar, hiicre disindan gelen fiziksel ve kimyasal etkenler sonucu hiicrede
gorulen travmatik hiicre 6lum tipidir (Walker ve ark., 1998; Nicotera ve ark., 1999,
Kaya ve ark., 2012). Hiicre canliligiyla uyumlu olmayan seviyede ATP tilkenmesinden
kaynaklanan biyoenerjik bir olayin sonucudur. Yiiksek oranda diizenlenmis ve
ayrintili  biyokimyasal olaylar ve basamaklarin yer aldigi apoptozdan farkli
mekanizmalarla dizenlenmektedir. Nekrozda ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikler
arasinda hiicre sismesi, sitoplazmik vakuollerin olusumu, bozulmus endoplazmik
retikulum, sitoplazmik kabarciklarin olusumu, sismis veya parcalanmis mitokondri,

ribozom, organel membranlar1 ve lizozomlar ile karakterizedir. Hiicre membraninin

parcalanmasi ve hiicrelerin lizisi gozlenmektedir.

30



Yapilan tanimlar sonucunda nekrozun bir kaza sonucu meydana geldigi
diistiniilmektedir, fakat nekrozda programlanmis hiicre Olim yolaklar1 ile
gerceklesebilmektedir. Bunlarda ilki nekroptoz, sanildigindan daha diizenli bir
mekanizma olup hiicre yiizey reseptorleri ile baglatilmaktadir. Bunlardan biri olan
TNF; bir dizi hiicre dis1 uyar1 meydana getirip ile apoptotik olmayan hiicre 6liimiinii
saglamaktadir (Sekil 13). Bu yolakta Fas, TNF reseptorlerinin aktivasyonu veya
hlcresel stres sonucu RIP1 ve RIP3 (Receptor interacting proteinler) aktive olur.
Sonrasinda RIP1 ve RIP3 mitokondriyi aktive ederek ya da NADPH oksidazin
olusturdugu ROS ile dolayl: olarak etkileyip nekrozu indiiklemektedir. Nekrotik uyar1
ayrica PARP’i aktive etmekte olup PARP1 ile kalpain aktivasyonu, RIP kinazlarin
aktivasyonu ya da PAR polimerazlar ile nekroza yol agmaktadir. Bel-2 ailesi proteini
Nix ise endoplazmik retikiilimden Ca™ salinimina neden olmaktadir. Kalsiyum,
endoplazmik retikiiliime yakin olan mitokondriyon matriksine gecer ve mitokondriyal
porlarin agilmasina neden olur. RIP kinazlar da ROS iiretimini elektron transport
zinciri yoluyla saglarlar. Asir1 Ca++ ve ROS artig1 porun uzun siire agik kalmasina
neden olur. Bu durumda htcre oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP Uretilmemesine ve

nekroza yol agmaktadir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
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Sekil 13. Nekrozun dizenlenmesi (Tirkcapar, 2012)

Kanser hicrelerinde de meydana gelen nekrotik 6limun, hastalara uygulanan

antikanser tedavi sonrasnda tiimdr hiicrelerine kars1 bagisiklik sisteminin aktivitesinde
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veya tiimor hiicreleri iizerinde uyarici etki saglayarak daha agresif hiicrelerin meydana

gelmesinde rol alabilecegi belirtilmektedir (Proskuryakov ve Gabai, 2010).
2.8. Otofaji

Otofaji acliga veya strese verilen hiicresel bir tepkidir, hiicre i¢i proteinleri ve
organellerin lizozomlarda pargalanmasina dayanmaktadir. Diger bir deyisle hasarli
veya gereksiz proteinlerin ve organellerin yikimi i¢in hiicresel bir siiregtir. Kisa 6miirlii
proteinler ubikitin-protecozom sisteminde pargalanmasina ragmen, uzun Omiirli
proteinler ve hiicre i¢i organeller otofaji ile par¢alanmaktadir ve olusan yapi taslari
hiicre kullanimi i¢in yeniden kazandirilmaktadir. Diger yandan, otofaji sonucu
hiicrelerde 6liimde gozlenmektedir. "Otofajik hiicre 6liimii" olarak adlandirilan 6liim
yolag1 baska bir "aktif" programli bir 6liim tipi olarak ileri siiriilmektedir. Otofajik
hicre 6limunde genellikle ¢ok sayida otofagozomlarin ve aktif otofajik 6zelliklerinin
eslik ettigi gozlemlenmistir (Yonekawa ve Thorburn, 2013). Otofajik 6liim sirasinda
meydana gelen morfolojik degisiklikler mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi
organellerin ve/veya sitoplazmanin bir kisminin ¢ift veya ¢ok membranl vezikiiller
icine alinmasi ile karakterizedir (Sekil 10). Bu vezikiiller lizozomlar ile birleserek
lizozomal enzimler tarafindan degrede olduklari i¢in, bu 6liim yolagina hiicrenin kendi

kendini yemesi anlamina gelen otofaji denmektedir (Goziiagik, 2017)

Radyasyon

Cq tiirevleri otofajik
veziKiillerin ayriimasim
engeller

Otofajik
vezikiillerin
birikimi

Lizozom

3 4

Canl hiicre Olii hiicre

Sekil. 10 Otofajik hucre 6lumu (Amaravadi ve Thompson, 2007).
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Otofaji li¢ farkl sekilde gergeklesebilir.
Mikro otofaji: Kiiciik parcaciklarin membranda yardimiyla lizozom igine alinip
degredasyona ugratilmasidir.
Makro otofaji: Otofajik hiicre 6liimiinii olusturan temel mekanizmadir. Daha biiyiik
parcaciklarin, organellerin otofagozom i¢ine alinip daha sonra lizozomlarla birleserek
meydana gelen degredasyondur.
Sapheron aracili otofaji: Belli bir peptid dizisine sahip sitozolik proteinlerin molekiiler

sapheronlarla kompleks olan Hsp73 tarafindan taninmasi ve lizozomlara taginmasidir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda otofajinin apoptoz ile iliskisi iizerine ve bir 6lim
yolagi olarak oOzellikle kanser gibi hastaliklarda yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara odaklanilmaktadir (Goziiagik, 2017).
2.9. Apoptoz, Nekroz ve Otofaji Arasindaki Farklar

Kanser hiicrelerinde temel olarak rol alan apoptoz, nekroz ve otofaji arasinda temel

farkliliklar Tablo 4’te ve Sekil 11°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4. Apoptoz, nekroz ve otafaji 6liim yolaklarinin karsilastirilmast

APOPTOZ

NEKROZ

OTOFAJi

Biiytime faktorii eksikligi,
Hiicre yaslanmast, Immun
sistem hastalilar1, Kanser
ilaglari,

Radyasyon, 61im
reseptorlerinin aktivasyonu
gibi nedenlerle meydana
gelir.

Hicre kigllmesi ve kromatin
yogunlagmasi gozlenir.
Apoptotik tomurcuklar
gozlenir.

Organellerde hasar
bulunmaz. Apoptotik
cisimcikler olusur.
Programlidir bir
mekanizmadir.
Gergeklesirken ATP’ye
ihtiya¢ duyulur.

DNA kiriklar1 meydana gelir
ve merdiven seklini alir,
agoroz jel elektroforezinde
merdiven goriuntiisiini verir.
Fizyolojik olarak meydana
gelir.

Enflamasyon yoktur

Iskemi, Hipertermi,
Hipoksi, viral
enfeksiyonlar, Toksik
maddeler, Agir
metaller, Siddetli
oksidatif stres,
Membran bitiinlagii
yoktur.

Hicrede vakuollesme
gozlenir.

Organeller
pargalanir,

Hiicre lizisi meydana
gelir.

Iyon dengesi
bozulmaktadir.
ATP’ye ihtiyag
duyulmaz.

DNA rastgele
pargalanir ve agoroz
jel elektroforezinde
smearli bir gérinti
vardir.

Patolojik olarak
meydana gelir.

Enflamasyon vardir.

Besin yetersizligi,

Hatali protein iiretimi,
ATP miktarinda azalma
nedenleriyle meydana gelir.
Mitokondri ve
endoplazmik retikulum gibi
organeller ve/veya
sitoplazmanin bir kismmnin
cift veya ¢ok membranl
vezikdller igine
alinmaktadir. Bu vezikiiller
lizozomlarla kaynasirlar ve
aynt1 hiicrenin lizozomal
enzimleri tarafindan
degrede olur.

Kromatin yogunlagmasi
son asamalarinda gozlenir.
DNA kiriklar1 olusmaz.
ATP seviyelerini
diizeltmek icin induklenir.
Fizyolojik olarak meydana

gelir.
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Sekil. 11 a. Normal hiicre b. Otofajik hiicre c. Apoptotik hiicre d. Nekrotik hiicre (Edinger ve Thampson, 2004).

2.10. Bitkisel Bilesiklerin Kanser Tedavilerinde Rolii

Sifali otlar ve bunlarin tiirevi diger bitkisel iriinler kanser i¢in alternatif
tamamlayict bir tedavi bi¢cimi olarak kabul edilmektedir. Bitkisel ilaglarin halk
tarafindan gilivenli oldugu ve az yan etkiye sahip olduguna inanilmaktadir. Kanser
hastalarinda yapilan bir arastirmada, bitkisel kokenli ilaglarin kullaniminin, kanser
teshisi konmadan % 5.3' den az bir oranda kullanilmasina ragmen, kanser tanisi
konduktan sonra bu oranin % 13.9' a yiikseldigi belirtilmistir (Molassiotis ve ark.,
2005). Ingiltere'de yapilan bir ankette ise, kanser hastalarmin yaklasik % 25'inin bir
bitkisel tibb1 danigsmana bagvurduklari tespit edilmistir. Bu nedenle kanser tedavisinde
alternatif bir tedavi secenegi olarak bitkisel 6ziitlerin veya bitkilerde bulunan kimyasal
bilesenlerin kullanilmas1 mevcut tedavi yontemlerinin sahip oldugu dezavantajlarinin
azaltilmasi amaciyla 6nem kazanmaktadir. Ancak, bitkisel bilesenlerin sahip oldugu

toksik etkilerin belirlenmesi ve kanser hiicrelerinde etkili oldugu mekanizmalarin
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arastirtlmas ile ilgili detayli ¢aligmalarin gergeklestirilmesi gereklidir (Rees ve ark.,
2000).

Bitkilerden izole edilen dogal bilesikler, kanser tedavisi i¢in zengin bir terapotik
etken madde kaynagi saglamistir. Genellikle karasal bitkilerde ekstrakte edilen ve
tanimlanan bilesikler arasinda polifenoller, brasinosteroidler ve taksoller antikanser
Ozellikleri nedeniyle dikkat cekmektedir (Desai ve ark., 2008). Farkl1 bitkilerden izole
edilen bitkisel bilesenlerin farkli kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerinin
arastirildigr in vitro ve in vivo ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Aiyar ve ark., 2010,
Encalada ve ark., 2011, Zhu ve ark., 2016). Ancak kanser hucrelerinde bitkisel
bilesiklerinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalar icerisinde saglikli hiicrelerde de
etkilerinin belirlendigi ¢alismalar sinirlt sayidadir ve bu konuda detayli ¢calismalarin

gerceklestirilmesi gerekmektedir.

HSK’ da tedavi segeneklerinin kisitli ve tedaviye yanitin diisiikk olmasi sebebiyle
son arastirmalarda bitkisel igeriklere ve oziitlere odaklanilmaktadir. Tibbi bitkilerden
li¢ tanesi Cin, Japonya ve Asya'nin diger bolgelerinde HSK tedavisinde ila¢ olarak
kullanilmaktadir, Salvia miltiorriza (adagay1) Astragalus membranaceus ve
Spatholobus suberectus bitkilerinin de bulundugu bir karigim ise HSK’ 11 bir hasta
grubu {lizerinde etkileri arastilmis ve hastalarda klinik anlamda iyilesme oldugu ve
karaciger fibrozu tizerinde olumlu etkileri oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 1998)
Ayrica, bazi bitkisel ilaglarin HSK tedavisinde uygulanan kemoterapisi sirasinda
meydana gelen yan etkileri azalttifi da belirtilmektedir. Sonu¢ olarak, HSK
tedavisinde kullanilan kometerapik ajanlarin terapotik etkinliginin daha diisiik
konsantrasyonlarda saglanmasinda ve bu ajanlarin neden oldugu agir yan etkilerin
hafifletilmesi amaciyla, kemoterapik ajanlar ile birlikte bitkisel bilesiklerin kombin
tedavi olarak kullanilmasi son yillarda yapilan kanser arastirmalarinda odak noktasi

haline gelmistir.

2.11. Usnik Asit

Likenler, ila¢ amaglh kullanilabilen benzersiz kimyasallar iireten simbiyotik
organizmalardir. Yapilan arastirmalar sonucunda yapisi bilinen liken maddelerinin

sayist 1000’e ulasmistir (Miao ve ark., 2001). Likenlerde etkin maddeler olarak

36



aminoasit tiirevleri, seker alkolleri, alifatik asitler, y, - ve makrosiklik laktonlar,
monosiklik aromatik bilesikler, kinonlar, kromonlar, ksantonlar, dibenzofuranlar,
depsidler, depsidonlar, depsonlar, terpenoidler steroidler ve karotenoidler gibi
sayilabilir (Oran, 2006). Bu nedenle, diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de tibbi agidan
onemli, farmasoétik 6zelligi olan bitkiler gibi likenlerde halk arasinda yiizyillardan beri

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Liken sekonder metaboliti olarak en fazla ¢alisilan usnik asittir. Usnik asit [2,6-
diasetil 7,9-dihidroksi-8,9b-dimetil-1,3(2H9bH)-dibenzofurandion] 1844°de likenden
ilk izolasyonundan bu yana iizerinde en ¢ok c¢alisilan ve ticari olarak {iretilen liken
metaboliti olmustur (Sekil 12) (Culberson, 1970). Saf usnik asit krem, dis macunu,
deodorant, giines koruma iiriinlerinde aktif bilesen veya koruyucu madde olarak ilag,
parflimeri ve kozmetik endistrisinde kullanilmaktadir. Ayrica liken metabolitlerinin
oOzellikle gram-pozitif bakterilere ve bazi funguslara antogonist aktivite gosterdigi
belirtilmektedir (Mitrovi¢ ve ark, 2011; Knop, 1944).

Usnuic acid

Sekil 12 A. Usnea likeni B. Usnik asidin kimyasal

yapist. (Koger, 2012)

Usnik asit anti-kanserojen 6zelliginden dolayr son yillarda kanser ¢aligmalarinda
dikkat cekmektedir ve usnik asidin sitotoksik, apoptotik ve otofajik etkisinin
belirlendigi ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalar litaretiirde mevcuttur (Ahmadjian ve
Hale, 1973; Manojlovic ve ark., 2002). Mayer ve ark. 2005 yilinda MCF7 ve MDA-
MB-231 meme hiicre hatlar1 ve H1299 akciger hiicre hattiyla yaptiklar1 ¢alisma
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sonucunda usnik asitin anti-proliferatif etkisi kanitlanmis olup yapilan c¢alismayla
genotoksik hasar vermedigi ve bu sebepten iyi bir kanser ajan1 olarak kullanilabilecegi
vurgulanmistir. Bununla birlikte yapilan diger calismalar da cilt keratinositleri,
fibroblastlar, periferik kan lenfositleri ve sigan hepatositleri gibi normal hicre
hatlarinda anti-proliferatif etki gostermistir (Mayer ve ark., 2005). Meme hiicre hatt1
T-47D ve pankreas kanseri hiicre hatti Capan-2 ile yapilan deneylerde iisnik asidin
hlcre buyimesi, DNA sentezi ve hilicre donglsunin S-fazina tizerindeki etkisi tespit
edilmistir (Einarsdotti ve ark., 2010). Over karsinoma hiicre hatt1 A2780 ve kolon
karsinoma hiicre hatt1i HT-29 ile yapilan bir ¢alismada HT-29 hiicre hatlarinda kaspaz
-3 aktivasyonu ve fosfatidilserin iizerinde etkisi belirlenmis ve hem A2780, hemde
HT-29 hiicre hattinda mitokondriyal membran potansiyelinde anlamli bir degisime

neden oldugu analiz edilmistir (Backorovaa ve ark., 2012).

Sonug olarak, {isnik asidin farkli kanser hiicrelerinde potansiyel terapotik etkisi
belirlendigi farkli caligsmalar litaretiirde mevcut olmasina ragmen, herhangi bir
kemoterapik ajanla kombin tedavi de potansiyel etkisinin belirlendigi herhangi bir

calisma mevcut degildir.
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3. GEREGC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

e -150°C derin dondurucu (Panasonic, Japonya)
e -20°C derin dondurucu (Bosch, Turkiye)

e Buzdolab1 (Samsung, Tiirkiye)

e Hassas terazi (A&D Company, Japonya)

e Hassas terazi (Radwag, ABD)

e Santriflij (NUve NF 800, Turkiye)

e Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter, ABD)
e Subanyosu (Nive, Turkiye)

e Vorteks (VELP Scientifica, italya)

e Orbital Shaker (Cleaver Scientific, Birlesik Krallik)
e CO: inkubator (Panasonic, Japonya)

e Isik mikroskop (Olympus, Japonya)

e Iinverted mikroskop (Euromex, Hollanda)

o Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)

3.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose, With 4500 mg/L
glucose, L-glutamine, sodium pyruvate, and sodium bicarbonate, liquid,
sterile-filtered, suitable for cell culture, 500ML (Sigma- Aldrich)

e RPMI 1640 with L-glutamine (Lonza)

e Fetal Bovine Serum 500 ML (GIBKO)

e PBS 1X, w/o calcium and magnesium,500m (Wisent)

e Dimetil Silfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich)

e Trypsin-EDTA solution 0.25%, (Sigma- Aldrich)

e Antibiotic Antimycotic Solution 100 ML (Sigma- Aldrich)
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e WST-1 Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kit 100 reasksiyonluk
(Boster)

e Muse® Cell Cycle Assay Kit 100 reaksiyonluk (Millipore)

e Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit 100 reaksiyonluk (Millipore)

e Acridine Orange - (Thermo Fisher Scientific)

e Ethidium Bromide Solution, 10 mg/ml (Vivantis)

e Glutaraldehyde (Sigma-Aldrich)

e Trypan Blue Solution, (Thermo Fisher Scientific)

e Usnic acid 5g (Sigma- Aldrich)

e BAY 43-9006 Free base Sorafenib 25 mg (Biovision)

3.3. Hicre Kultira
3.3.1. Hiicre Hatlarimin Temini ve Hiicrelerin Ozellikleri

Bu c¢alismada kullanilan HSK hiicre hatlari, SNU-449 ve Hep G2 Uluslararasi
Biyotip ve Genom Enstitiiisii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan
hediye edildi. Kontrol hiicre hatt1 olarak ise endotelyal hiicre olan Human Umbilical
Vein Endotelial Cells (HUVEC) American Type Culture Collection (ATCC,
ABD)’den uygun sartlarda temin edildi ve -150°C’de saklandi. Kullanilan SNU-449
hiicre hatti viral hepatit B viriisii barindiran SOR ve UA” ya duyarli olan hiicre hattidir.
Kullanilan bir diger hiicre hatti olan HEP G2’de ise viral DNA enfeksiyonu

bulunmamaktadir.

3.3.2 Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Inkiibasyon Kosullari

SNU-449 hiicre hattina uygun olan besiyeri, sodyum bikarbonat ve L-glutamin
iceren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) medium, % 10 fetal bovine
serum (FBS), 10.000 unite/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenerek hazirlandi.
Hep G2 ve HUVEC hiicre hatlarina uygun olan besiyeri, DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) medium icerisine % 10 fetal bovine serum (FBS), 10.000
unite/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenerek hazirlandi. HEP G2, SNU-449
ve HUVEC hiicreleri uygun besiyerleri icerisinde , % 5 CO2 ve 37°C sicakliktaki
etlivde 25 cm? "lik flasklar icerisinde steril sartlarda inkiibe edildi.
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3.3.3 Hucrelerin Pasajlanmasi

Uremekte olan hiicre pasajlar1 % 80-90 doygunluga ulasinca yeniden pasajlandi. Bu
amagcla tiremekte olan hiicreler istenen ¢ogunluga ulastiginda flasklarin igerisindeki
besiyeri pipetle aliarak steril fostat tampon soliisyonu (PBS) (25 cm? icin 2 ml) ile
yikandi. Ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve hiicrelerin yapistiklar1 alandan
kaldirilmasi i¢in 3 ml 1X Tripsin/EDTA solusyonu ilave edilerek etlivde 5 - 10 dk
bekletildi. Tiim yiizeye yapisik olan hiicrelerin kaldirilmasinin ardindan siispansiyon
halindeki hiicre soliisyonu 15 ml hacimli bir tiip igerisine alindi. Soliisyonun {izerine
tripsinin inhibisyonu ig¢in tripsin hacminin 2 kati medyum eklendi. Tiipe alinan
siispansiyon 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi, ardindan tripsin EDTA soliisyonu
uzaklastirildi ve hiicreler taze hicre medyumu ile sispanse edilerek hiicre
yogunluguna uygun olarak 25 cm? ’lik flaska béliiniip yeniden pasajlandi. Yeniden

pasajlanan hucreler 37°C’de %5 CO2 ortaminda inkiibe edildi.

3.3.4 Hiicrelerin Sayimi, Dondurulmasi ve Saklanmasi

Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilan hiicreler santrifiij edildi ve tripsin
besiyerinden uzaklastirildi. Sonra hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile sulandirildi ve
sulandirilan hiicre pelletinden 10 pl ependorf tiipe konuldu ve lizerine 90 pl tripan blue
boyasi eklendi. 10 pl hiicre/tripan mavi karisimi pipetle ¢ekildi ve pipet ucuyla lamele
emdirilerek thoma laminin kenarindan aktarildi Sekil 3.1°de gosterildigi gibi, sadece
merkezde ¢izgilerin kesistigi 1 mm? ’lik alandaki 16 karenin icindeki canl hiicreler

sayildi. Sayim 3 tekrarli yapildi ve ortalamalar1 alindi.
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Sekil. 13 Thoma laminin sayim yapilan yiizeyi

Dondurma tipleri igerisine 100 pl DMSO ve 900 pl hiicre medyumu ile stispanse
edilen hiicre soliisyonu eklendi. Tiipler dondurma kabina yerlestirilerek -150 C’de
derin dondurucuda gerektiginde kullanilmak iizere saklandi. Bu sekilde stoklanan
hiicreler gerektiginde hizlica 37°C*“de ¢oziiliip, lizerine 3 ml besi yeri ilave edilerek
santrifiij edildi. Stipernatant atilip, hiicre pelleti tekrar 1 ml besi yerinde ¢oziilerek, 25

cm? flaskta pasajland.

3.3.5 Usnik Asit Stogunun Hazirlanmasi

Saf olarak izole edilmis olan Usnic acid 5g (Sigma- Aldrich) olarak satin alindi.
Stoklar 0,0145 M konsantrasyon olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziilerek ana stok
soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyon steril ortamda hazirlanmis olup -20°C° de
saklandi. Litaretiir taramasi sonucunda ana stoktan 0-100 pM arasinda 6 farklhi

konstrantrasyon belirlenmistir (Sahu ve ark., 2011).
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Sekil 14. Calismada uygulanan UA konsantrasyonlari
3.3.6. Sorafenib Stogunun Hazirlanmasi
Steril ortamda 25 mg sorafenib 1mL DMSO igerisinde ¢6ziindii ve 100°er uL

alikodlanarak -20°C’ de saklandi. Daha sonra literatiir arastirmasi sonucunda ara stok

konsantrasyonlari belirlenerek hazirland1 (Wang ve ark., 2014).
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Sekil. 15. Calismada uygulanan SOR konsantrasyonlari
Uygulama siiresi literatiir aragtirmasina dayanarak tisnik asit i¢in 12, 24 ve 48 saat,
sorafenib igin 12, 24, 48 saat olarak belirlendi. Kontrol grubundaki hicreler Gsnik asit

ve sorafenib uygulanmadan ayni siirelerde kiiltiirde bekletildi.

3.3.7. SOR ve UA Kombinasyonu

WST-1 testleri sonuglarina gore iisnik asit ve sorafenibin hiicrelerdeki sitotoksik
etkisinin en fazla oldugu doz ve saatleri belirlendi. Sorafenibin sitotoksik etkisini

azaltilmasi amaglanarak doz kombinasyonlari belirlendi.
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Sekil 16. Calismada uygulanan SOR ve UA kombin konsantrasyonlari
3.3 Hucre Proliferasyonu Analizleri

3.3.1 WST-1 Testi

WST-1 reaktifi, hiicresel enzimlerle suda ¢oziinlir formazana indirgenir. Canli
hiicre sayisindaki artig 6rneklerdeki mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinde artmaya
yol agmaktadir. Metabolik aktivitesi artan hiicrelerle dogrudan korele olarak formazan
ile boyanan hiicre formunda artis meydana gelmektedir. WST-1 zamaninin standart
inklibasyon siiresi 2 — 6 saattir. Sonrasinda spektrofotometre ile belirtilen dalga

boyunda boyanan hiicrelerin absorbansi 6l¢iilmektedir. (Yin ve ark., 2013)
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Sekil 17. UA igin WST-1 testi plak plani
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Sekil 18. SOR icin WST-1 testi plak plani
Usnik asit Sorafenib
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Sekil 19. Kombinasyonlar igin WST-1 testi plak plant

Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicre sayilari HEP G2 hiicre hatt1 igin 4x10*
(Wang ve ark., 2014) SNU-449 hiicre hatt1 i¢in 4 x 10* (Toh ve ark., 2011) HUVEC
hiicre hatt1 igin 5 x 10® (Wang ve ark., 2015) hiicre olacak sekilde toplam hacmi 100
pl olan htcre stispansiyonu eklendi. 37° C, % 5 COz igeren inkiibatorde 1 giin inkulbe
edildikten sonra boliim 3.2.5 3.2.6° da belirtilen konsantrasyonlarda doz uygulamalari
yapildi. Her bir grup i¢in 3 tekrarli ekim ve doz uygulamasi yapildi. Hiicre kiltiri plak
plan1 Sekil 17 ve Sekil 18 * de gosterildi

e Belirtilen saatler sonunda her bir kuyucuk i¢in 10 pl WST-1 soliisyonu eklendi
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o Plaklar 2 saat 37°C ve % 5 CO: iceren inklbatdrde inkibe edildikten sonra
TriStar2 S LB 942 Modular Monochromator Multimode Reader
spektrofotometre cihazi ile 460-620 nm’ de 6l¢lim yapildi.

WST-1 analizleri sonucunda tisnik asit i¢in 12,5 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM
konsantrasyonlari sorafenib i¢in 1 pM, 2,5 uM, 5 pM ve 10 pM konsantrasyonlari

etkili bulundu ve bundan sonraki analizler bu konsantrasyonlar kullanildi.

3.4. Apoptozun Belirlenmesi

3.4.1. Annexin V

Apoptoz bagladiktan sonra, i¢ hiicre zarindaki fosfatidilserin, lipid ¢ift katmaninin
hiicre zar1 boyunca go¢ eder. Sekil 20. ‘de gosterilen Annexin V, spesifik olarak
protein bagimli Ca iyonu varliginda fosfatidilserine baglanmaktadir. Floresanla
isaretlenmis Annexin V kullanilarak, apoptotik hiicreler akis sitometresi veya floresan
mikroskopi ile belirlenmektedir. Annexin V yontemi sayesinde apoptotik yola giren
hiicreler heniiz membran biitiinliiklerini kaybetmeden erken apoptoz asamasinda tespit
edilebilmektedir (Shounan ve ark., 1998). Bunun yaninda nekrotik hcrelerin
yuzeylerinde de Annexin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak
propidyum iyodlr eklenmektedir. Boyama sonucu Annexin V-FITC (green
fluorescence) ve non-vital boya olan propidium iodide (red fluorescence) ile boyanan

hiicreler ayirt edilmektedir (Giiles ve Eren, 2008).
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Sekil 20. Annexin V yontemi ile apoptoz agamalart (Anonim, 2017).

Alt1 kuyulu plakalara her hiicreden her doz igin 1x10° ekim yapildi ve 1 mL besiyeri
eklendi. Hucreler 37° C, % 5 CO: iceren inkubatorde 1 gun inkube edildikten sonra
belirlenen konsantrasyonlarda uygulamalar yapildi. Minimum (12 saat) ve maksimum
(48 saat) siirelerin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirildi ve santrifiij isleminden sonra
2 kez PBS ile yikama yapildi. Sonrasinda siispansiyon halindeki hiicrelere her tup igin
100 uL. Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit boyasi olan Annexin V reaktifi
eklendi. 30’ dk oda sicakliginda bekletildi ve Muse™ Cell Analyzer cihazinda

analizler alindi.

3.4.2 Acridine Orange-Etidyum Bromiir (AO / EB ) Floresan Boyamasi

Acridine orange, hem canli hem de canli olmayan hiicreler tarafindan absorbe
edilmektedir ve RNA veya DNA’ya baglandiginda yesil floresan yaymaktadir.
Etidyum bromiir ise yanlizca 6lii hiicreler tarafindan absorbe olur ve DNA'ya
interkalasyon ile kirmizi floresan yaymaktadir. Boyama islemi gergeklestikten sonra
dort tip hiicrenin analizi gerceklestirilebilmektedir. Bunlar;

e (Canli hiicreler: organize yapiya sahip diiz parlak yesil ¢ekirdege sahiptirler.

e Erken apoptotik hiicreler: Hala saglam zarlara sahip olup DNA hasarinin
gorildiigi yesil gekirdeklere sahiptirler. Ancak kromatin yogunlagmasi parlak
yesil fragmanlar olarak goriilmektedir

e Gec apoptotik hicreler: turuncu- kirmizi renk ¢ekirdege, ve fragmente olmus

kromatine sahiptirler.
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e Nekrotik hiicreler: Yuvarlak kirmizi niikleusa sahiptir ve organize yapidaki

hicrelerdir.

Alt1 kuyulu plakalara her hiicreden 5x10° ekim yapildi ve 1 mL besiyeri eklendi.
Hicreler 37° C, % 5 COz igeren inklbatorde 1 gun inkiibe edildikten sonra belirlenen
konsantrasyonlarda uygulama yapildi. Minimum (12 saat) ve maksimum (48 saat)
siirelerin sonunda hiicreler % 4 parafolmaldehit ile 15 dk fikse edildi. iki kez PBS ile
yikama yapildiktan sonra AO / EB boya solusyonundan 1 mL eklenerek 30 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra Thermo

Scientific Fluroscan Ascent FL ile géruntulendi.

3.5 Huicre Dongusu Analizi

Hiicre dongiisii ¢esitli evrelerden olugsmakta olup evrelerde kontrol noktalari
bulunmaktadir. G1 evresinde DNA biitlinliigii, G2 evresinde S evresindeki DNA
replikasyonunun dogrulugu, M evresinde ise biitlin kromozomlarin mitotik iglere
baglanmas1 ve diizgiin sekilde ayrilarak yavru hiicrelere dagilmasit kontrol
edilmektedir. Mitozun devam etmesinde siklin bagimli kinaz (CDK)’lar, onlar1 aktive
eden siklinler ve inhibe eden CDK inhibitorleri ile CDK etkilesimli protein/kinaz
inhibitorii protein (CIP/KIP) ailesinden inhibitorler gérev almaktadir.

IME, CDK inhibitGries
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|
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CDEA, CDKS —

KIFFCIP CDE inhibitdrlesi
P21, p27. p57)
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Siklin Az
CDKZ2

Sekil 21. Hiicre dongiisii ve kontrol noktalar1 (Terzioglu ve ark., 2013)

48



Hiicre boliinme hizi kanser hiicrelerinde tiimor ikilenme zamani belirlenebilmek
icin onemli olup bununla birlikte antikanser ilaglarin kanser hiicrelerini hiicre
dongusunin hangi evresinde etkili oldugu tespit edilmesi igin 6nemlidir (Terzioglu ve
ark., 2013). Muse™ Cell Cycle Kitinde bulunan reaktif propidium iyodiir (PI) ve
RNAaz A igeren bir karigimdir. Hiicre siklusunun farkli fazlarinda hiicrelerin

ayrilmasini saglayarak hiicrelerin hangi fazlarda bulundugunu tespit etmektedir.

Usnik asit, Sorafenib ve kombin uygulamalarin hiicre dongiisii iizerindeki etkileri
belirlemek amaciyla 6 kuyulu plakalara her hiicreden her doz i¢in 1x10° ekim yapildi
ve 1 mL besiyeri eklendi. Hiicreler 37° C, % 5 COz iceren inkibatdrde 1 glin inkiibe
edildikten sonra belirlenen doz uygulamalar1 yapildi. Muamele saatlerinden sonra
hiicreler tripsin ile kaldirildi ve santrifiij isleminden sonra yikamalar yapildi. 200 puL
hiicre slispansiyonuna, yavas yavas 1mL % 70’lik soguk etanol eklendi. -20 ° C'de 3
saat inkiibe edildi. Muse™ Cell Cycle Reaktifi eklendikten sonra 30 dk oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildikten sonra Muse™ Cell Analyzer cihazinda

analizler alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Hicrelerde Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi
4.1.1. UA’nmin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

UA, Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkisi doz ve
zamana bagli olarak (12, 24, 48 saat) WST-1 testi ile analiz edildi ve sonuglar Sekil
22-24° de sunuldu. Hep G2 hiicrelerinde UA’ nin sitotoksik etkisi incelendiginde
(Sekil 20), 12. saatte en diisiik doz (6,25 uM) ile muamele edilen hiicrelerde canlilik
orant % 128,6 iken, en yiiksek doz uygulamasinda (100 uM) canlilik oraninin %
81,99’a distiigli ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi.
(p<0,01) 48. saatte ise, en diisiik doz (6,25 uM) ile muamele edilen hiicrelerde canlilik
oran1 % 110,6 iken, en yliksek doz uygulamasinda (100 pM) canlilik oraninin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde % 15,9’a distiigii belirlendi (p<0,01). Ayrica
12,5 ve 25 pM UA uygulanan hiicrelerde 48 saat sonunda canlilik oranlarinin sirastyla

% 95,8 ve % 20,0° a diistiigii analiz edildi (p<0,01).
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Sekil 22. Hep G2 hiicrelerinde UA’nin 12, 24 ve 48. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0,05*, p<0,01**).
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UA’nin HBV ile enfekte ve bu nedenle Hep G2 hiicrelerine gore ilaca karst daha
duyarli oldugu bilinen SNU-449 hiicrelerinde sitotoksik etkisi degerlendirildiginde
(Sekil 23), canlilik oraninin 12. saatte en diisiik dozla (6,25 uM) muamele edilen
hicrelerde % 137,7 iken, en yiiksek doz uygulamasinda canlilik oraninin %82,1’¢
diistiigii ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,01). 48.
saatte ise en diislik doz ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oram1 % 84,4
belirlenmesine ragmen, en yiiksek doz uygulamasinda canlilik oranimin istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde % 13,6’¢ diistiigii analiz edildi (p<0,01).
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Sekil 23. SNU-449 hiicrelerinde UA nin 12, 24 ve 48. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05%, p<0.01**).

UA’ nin HUVEC kontrol hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelendiginde ise (Sekil
24), 12. saatte en diisiik doz ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 111,7
iken, en yiiksek doz uygulamasinda canlilik oraninin % 107,8’¢ diistiigli ve bu
degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. 48. saatte ise en diisiik doz
ile muamele edilen hiicrelerde canlilik orant % 130,7 analiz edilmesine ragmen, en
yiiksek doz uygulamasinda canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde %

106,6’ya diistiigii belirlendi.
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Sekil 24. HUVEC hiicrelerinde UA’nin 12, 24 ve 48. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05*, p<0.01*%*).

Sonug olarak, UA’ nin Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerinde doza ve zamana bagh
olarak anlamli bir sekilde sitotoksik etkiye sahip olmasina ragmen, 25 uM
konsantrasyondan itibaren hicrelerin canlilik oraninda belirli bir derecede artis analiz
edilmistir. Ancak hiicrelere 100 pM UA uygulandiginda hiicrelerin canlilik
oranlarinda azalisin 25 pM uygulandiginda elde edilen sonuglarina benzer oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle UA” nin Hep G2 ve SNU-449 hicrelerinde en etkin
konsantrasyonu olarak 25 uM belirlenmistir. Ayrica, UA’ nin SNU-449 hiicrelerinde
Hep G2 hicrelerine gore daha fazla sitotoksik etkiye neden oldugu ve kontrol grubu
olan HUVEC hiicrelerinde de 0zellikle 25 uM konsantrasyona kadar toksik etkiye

sahip olmadig1 analiz edilmistir.

4.1.2. Sorafenibin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

SOR Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi doz ve
zamana bagli olarak (12, 24, 48 saat) WST-1 testi ile analiz edildi ve sonuglar Sekil
25-27°de  gosterildi. Hep G2  hiicrelerinde SOR’un  sitotoksik  etkisi
degerlendirildiginde (Sekil 25), 12. saatte en diislik doz (0,1 uM) ile muamele edilen
hiicrelerde canlilik oran1 % 107.8 iken, en yiiksek doz uygulamasinda (10 pM) canlilik

oraninin % 74,6’a diistiigii ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
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edildi (p<0,01). 48. saatte ise, en diisiik dozla muamele edilen hiicrelerde canlilik orani
% 76,4 olarak belirlenmesine ragmen, en yiiksek doz uygulamasinda canlilik oraninin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde % 26,1°a diistiigii analiz edildi (p<0,01). Ayrica
0,5; 1 ve 2,5 UM SOR uygulanan hicrelerde 48 saat sonunda canlilik oranlarinin

sirasiyla % 63,2 % 54,1 ve % 46,3 ‘e diistiigl belirlendi (p<0,01).
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Sekil 25. Hep G2 hiicrelerinde SOR’un 12, 24 ve 48. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05*, p<0.01**).

SOR’un SNU-449 hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelendiginde (Sekil 26), 12.
saatte en disik doz ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oram1 % 99,0 iken, en
yiilksek doz uygulamasinda canlilik oraninin % 65,8’¢ diistiigli ve bu oranlarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,01). 48. saatte ise, en diisiikk doz
ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 41,8 olarak belirlenmesine ragmen, en
yiiksek doz uygulamasinda canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde %
16,7’ ye distiigi tespit edildi (p<0,01). Ayrica 0,5; 1 ve 2,5 uM SOR uygulanan
hiicrelerde 48 saat sonunda canlilik oranlarinin sirasiyla % 40,8 % 35,4 ve % 39,5 ‘e

diistiigt gosterildi (p<0,01).
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Sekil 26. SNU-449 hiicrelerinde SOR’un 12, 24 ve 48. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05%*, p<0.01**).

SOR’un HUVEC kontrol hiicrelerinde sitotoksik etkisi analiz edildiginde ise (Sekil
27), 12. saatte en diisiik doz ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 91,0 iken,
en yiiksek doz uygulamasinda canlilik oraninin % 40,9’ a diistiigii ve bu oranlarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,01). 48. saatte ise en diigiik doz
ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 31,7 olarak belirlenmesine ragmen, en
yiiksek doz uygulamasinda canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde %
29,3’ e distigi analiz edildi (p<0,01). Ayrica 0,5; 1 ve 2,5 uM SOR uygulanan
hiicrelerde 48 saat sonunda canlilik oranlarinin sirasiyla % 28,3 % 26,9 ve % 27,5 ‘e

diistiigii tespit edildi (p<0,01).
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Sekil 27. HUVEC hiicrelerinde SOR’un 12, 24 ve 48. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05*, p<0.01**).

Sonug olarak, SOR’un Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerinde doza ve zamana bagl
olarak anlamli bir sekilde sitotoksik etkiye sahip olmasina ragmen, kontrol grubu olan

HUVEC hiicrelerinde artan konsantrasyona bagli olarak toksik etkiye sahip oldugu
analiz edilmistir.
4.1.3. SOR ve UA’nin Kombin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

SOR ve (snik asidin UA Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hicreleri zerindeki
sitotoksik etkisi belirlendikten sonra, SOR ve UA’nin sinerjik etki potansiyeline sahip

olan konsantrasyonlar1 se¢ilerek belirlenen konsantrasyonlar Tablo 5°te gosterildi.
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Tablo 5. SOR ve UA’nin WST-1 analizleri sonuglarina gore belirlenen kombin konsantrasyonlart

Kombin doz UA SOR
numarasi konsantrasyonlar1 | konsantrasyonlari
1 125 uM 0.1 pM
2 25 uM 0.1 pM
3 50 uM 0.1 pM
4 100 pM 0.1 pM
5 125 uM 0.5 puM
6 25 uM 0.5 puM
7 50 uM 0.5puM
8 100 pM 0.5 puM
9 12.5uM 1uM
10 25 uM 1uM
11 50 uM 1pyM
12 100 pM 1uM

4.1.4. SOR ve UA’min Kombin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

SOR ve UA sinerjik etki potansiyeline sahip belirlenen konsantrasyonlarinin Hep
G2, SNU-449 ve HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi doz ve zamana bagl
olarak (12, 24, 48 saat) WST-1 testi ile analiz edildi ve sonuglar Sekil 28-30" da
gosterildi.

Hep G2 hiicrelerinde SOR ve UA’ nin kombin sitotoksik etkisi incelendiginde
(Tablo 6, Sekil 28), 12. saatte SOR ve UA’ nin en diisiik konsantrasyonlar1 (Doz 1) ile
muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 67,2 iken, Doz 3 uygulanan hiicrelerde
canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde % 53,4 ’e azaldig: tespit edildi
(p<0,01). Bundan sonraki secilen kombin konsantrasyonlarda 12. Saatte canlilik
oranlarinin artti§1 ancak kontrole gore canlilik oranlarinda istatistiksel olarak anlamli
bir azalis oldugu tespit edildi (p<0,01). En yiiksek kombin doz uygulamasinda (Doz
12) canlilik oran1 % 76,9 olarak analiz edildi (p<0,01). 48. saatte ise en diisiik kombin
doz (Doz 1) ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 26,7 belirlenmesine
ragmen, en yiiksek kombin doz uygulamasinda (Doz 12) canlilik oraninin istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde % 26,9’ ye diistiigii belirlendi (p<0,01).
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Sekil 28. Hep G2 hiicrelerinde SOR ve UA’nin 12, 24 ve 48. saatte kombin sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05%*, p<0.01**).

Tablo 6. Hep G2 hiicrelerinde SOR ve UA’nin ayri ayri ve kombinlerinin 48. saatte sitotoksik etkilerinin karsilasturlmasi
(p<0.05%*, p<0.01**).

SOR UA SOR+UA
Konsantrasoyon = %Canlilik =~ Konsantrasyon = %Canlilik =~ Konsantrasyon %Canlilik
0 100 0 100 0 100
0,1uM 78,25 12,5uM 94,31 12,5 uM UA +0,1 uM SOR 26,74
0,5uM 49,51 25UM 34,68 25 pM UA+0,1 uM SOR 27,09
1uM 68,81 50pM 55,88 50 M UA+0,1 uM SOR 25,02

100pM 16,57 100 pM UA+0,1 uM SOR 30,65

12,5 pM UA+0,5 uM SOR 28,84
25 uM UA+0,5 uM SOR 26,31
50 uM UA+0,5 uM SOR 27,83
100 uM UA+0,5 uM SOR 24,23

12,5 uM UA+1 uM SOR 28,05
25 UM UA+1 uM SOR 27,02
50 UM UA+1 uM SOR 29,18
100 uM UA+1 pM SOR 27,21
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Sekil 29. SNU-449 hiicrelerinde SOR ve UA’nin 12, 24 ve 48. saatte kombin sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05%*,

p<0.01%%).

Tablo 7. SNUhiicrelerinde SOR ve UA’nin ayri ayr1 ve kombinlerinin 48. saatte sitotoksik etkilerinin karsilagtirilmasi (p<0.05*,

p<0.01%%).

SOR
Konsantrasyon
0
0,1pM
0,5uM
1pM

%Canlilik
100

41,78

35

32,50

UA
Konsantrasyon
0
12,5uM
25UM
50uM
100pM

%Canlilik
100

42,59
18,64
31,66
19,07
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UA+SOR
Konsantrasyon
0
12,5 uM UA +0,1uM SOR
25 pM UA +0,1uM SOR
50 UM UA +0,1uM SOR
100 pM UA +0,1uM SOR
12,5 yM UA +0,5uM SOR
25 pM UA +0,5uM SOR
50 pM UA +0,5uM SOR
100 pM UA +0,5uM SOR
12,5 pM UA +1uM SOR
25 uM UA +1uM SOR
50 pM UA +1uM SOR
100 pM UA +1pM SOR

%Canllik
100
21,49
19,39
22,54
22,93
24,24
18,08
21,36
17,43
18,47
17,56
22,28
28,04



SNU-449  hiicrelerinde  SOR ve UA’nin kombin sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde (Sekil 29), 12. saatte en diisiik kombin doz (Doz 1) ile muamele
edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 44,7 olarak analiz edilmesine ragmen, en yiiksek
kombin doz (Doz 12) uygulamasinda canlilik oraninin % 57,5’e diistiigii ve bu
degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. (p<0,01). 48. saatte ise, en
diisiik kombin doz ile muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 21,6 iken, en yiksek
kombin doz uygulamasinda canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde %
26,4’¢ diistiigii tespit edildi (p<0,01).

Kontrol hiicresi olan HUVEC hiicrelerinde SOR ve UA’nin kombin sitotoksik
etkisi degerlendirildiginde ise (Sekil 30), 12. saatte en diisiik kombin doz (Doz 1) ile
muamele edilen hiicrelerde canlilik oran1 % 75,0 iken, en yiksek kombin doz
uygulamasinda (Doz 12) canlilik oraninin % 88,3’e artt1g1 ve bu degisimin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,01). 48. saatte ise, en diisiik kombin doz ile
muamele edilen hiicrelerde canlilik orant % 32,4 olarak analiz edilmesine ragmen, en

yiiksek kombin doz uygulamasinda canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde % 26,1 olarak belirlendi (p<0,01).
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Sekil 30. HUVEC hiicrelerinde SOR ve UA’nin 12, 24 ve 48. saatte kombin sitotoksik etkisinin belirlenmesi (p<0.05*, p<0.01**).
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Tablo 8. HUVEC hiicrelerinde SOR ve UA’nin ayri ayri ve kombinlerinin 48. saatte sitotoksik etkilerinin karsilastirilmasi
(p<0.05*, p<0.01**).

SOR UA SOR+UA
Konsantrasyon = %Canlilik Konsantrasyon = %Canlilik =~ Konsantrasyon %Canlilik
0 100 0 100 0 100
0,1uM 71,73 12,5uM 140,56 12,5 uM UA+0,1uM SOR 32,24
0,5uM 35,26 25uM 130,54 25 uM UA +0,1uM SOR 32,66
1uM 30,73 50pM 85,12 50 pM UA +0,1uM SOR 33,25
100uM 108,06 100 UM UA +0,1uM SOR 33,01
12,5 uM UA +0,5uM SOR 35,96
25 uM UA +0,5uM SOR 27,96
50 uM UA +0,5uM SOR 30,87

100 pM UA +0,5uM SOR 30,29

12,5 uM UA +1uM SOR 52,92
25 pM UA +1pM SOR 57,65
50 uM UA +1puM SOR 50,37
100 UM UA +1uM SOR 46,11

Sonug olarak, SOR ve UA’nin sinerjik etki potansiyeline sahip oldugu belirlenen
konsantrasyonlarinin ozellikle 48 saat uygulanan Hep G2, SNU-449 ve HUVEC
hiicrelerinde doza bagli olarak anlaml1 bir sekilde sitotoksik etkiye sahip oldugu analiz
edilmistir. Ancak, oOzellikle SOR’un tek ajan olarak sitotoksik etkisi ile
karsilagtirildiginda, UA ile kombin tedavi olarak uygulandigi Hep G2 ve SNU-449
hiicrelerinde daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu ve HUVEC hiicrelerinde

daha az sitotoksik etkiye neden oldugu analiz edilmistir.

4.2 Hucrelerde Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

4.2.1. UA’min Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

Usnik asidin (UA) Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde WST-1 analizi
sonuglarina gore 48. saatte 12,5; 25; 50; 100 uM konsantrasyonlarda apoptotik etkisi
Annexin V analizi ile degerlendirildi ve elde edilen bulgular Sekil 31-33’de sunuldu.
Hep G2 hiicrelerinde UA’ nin apoptotik etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
48.saatte 12,5 puM UA uygulanan hicrelerde erken ve ge¢ apoptotik 6lim oranlari

sirastyla % 5,80 ve % 8,95 iken, 100 uM UA uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢
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apoptotik 6liim oranlar1 sirasiyla % 0,95 ve % 88,67 olarak belirlendi ve belirlenen
konsantrasyonlarda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik 6ltim agisindan farkliliklar
Sekil 31’de gosterildi.

SNU-449 hiicrelerinde UA’ nm apoptotik etkisi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, 48. saatte 12,5 uM UA uygulanan hicrelerde erken ve gec
apoptotik 6liim oranlari sirastyla % 3,75 ve % 2,10 olarak belirlenmesine ragmen, 100
MM UA uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢ apoptotik 6ltim oranlari sirasiyla % 6,73
ve % 82,84 olarak analiz edildi ve belirlenen konsantrasyonlarda erken apoptoz, gec

apoptoz ve nekrotik 6liim agisindan farkliliklar Sekil 30°da gosterildi.

HUVEC hiicrelerinde UA’ nin apoptotik etkisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda
ise, 48. saatte 12,5 uM UA uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢ apoptotik 6liim oranlari
sirastyla % 0,42 ve % 0,28 iken, 100 uM UA uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢
apoptotik O0liim oranlar sirasiyla % 6,20 ve % 2,20 olarak belirlendi ve belirlenen
konsantrasyonlarda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik 6liim agisindan farkliliklar

Sekil 33’de gosterildi.
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Sekil 31. UA’nin Hep-G2 hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglari (A) Kontrol, (B) 12.5uM, (C) 25 uM, (D)
50uM ve (E) 100uM
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Sekil 32. UA’nin SNU449 hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglar1 (A) Kontrol, (B) 12.5uM, (C) 25 pM,
(D) 50uM ve (E) 100pM
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Sekil 33. UA’nin HUVEC hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglari (A) Kontrol, (B) 12.5uM, (C) 25 pM,
(D) 50uM Ve (E) 100uM

Sonug olarak, UA’nin uygulanan konsantrasyonuna bagl olarak Hep G2 ve SNU-
449 hiicrelerinde ozellikle ge¢ apoptotik Oliim oranlarinda artis belirlenmesine
ragmen, HUVEC hiicrelerinde Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerine gore daha az oranda
apoptotik 6lum tespit edildi.
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4.2.2. SOR’un Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

Sorafenibin (SOR) Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hicrelerinde WST-1 analizi
sonuglarina gore 48. saatte 0,5; 1; 2,5 ve 5 uM konsantrasyonlarda apoptotik etkisi
Annexin V analizi ile degerlendirildi ve elde edilen bulgular Sekil 34-36’de sunuldu.
Hep G2 hiicrelerinde SOR’ un apoptotik etkisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda
48. saatte en diisiik konsantrasyon olan 0,5 UM SOR uygulanan hiicrelerde erken ve
apoptoz apoptotik 6liim oranlari sirasiyla % 0,86 ve % 12,29 iken, en yliksek doz olan
5 UM SOR uygulanan hiicrelerde erken ve gec apoptotik 6liim oranlar sirastyla %
0,25 ve % 63,30 olarak belirlendi. Ayrica 0,5; 1; 2,5 ve 5 UM SOR uygulanan Hep G2
hicrelerinde nekrotik 6liim sirasiyla % 35,86; % 27,21, % 16,6 ve % 25,5 olarak analiz
edildi ve belirlenen konsantrasyonlarda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik 6lim
acisindan farkliliklar Sekil 32°de gosterildi.

SNU-449  hiicrelerinde = SOR’un  apoptotik  etkisi  kontrol  grubuyla
karsilagtirildiginda, en diisiik konsantrasyon olan 0,5 uM SOR uygulanan hiicrelerde
erken ve apoptoz apoptotik 6liim oranlar1 sirasiyla % 0,58 ve % 23,80 iken, en yiiksek
doz olan 5 pM SOR uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢ apoptotik 6lim oranlari
sirasiyla % 0,07 ve % 53,34 olarak belirlendi. Ayrica 0,5; 1; 2,5 ve 5 uM SOR
uygulanan SNU-449 hiicrelerinde nekrotik 6liim sirasiyla % 48,26; % 49,35; % 40,46
ve % 45,03 olarak analiz edildi ve belirlenen konsantrasyonlarda erken apoptoz, gec
apoptoz ve nekrotik 6lim agisindan farkliliklar Sekil 33’de gosterildi. HUVEC
hiicrelerinde SOR’ un apoptotik etkisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise, 0,5 UM
SOR uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢ apoptotik 6liim oranlari sirastyla % 0,30 ve
% 50,45 olarak belirlenmesine ragmen, 5 UM SOR uygulanan hiicrelerde erken ve gec
apoptotik 6liim oranlarn sirasiyla % 2,35 ve % 65,75 olarak belirlendi. Ayrica 0,5; 1;
2,5 ve 5 uM SOR uygulanan HUVEC hiicrelerinde nekrotik 6liim sirasiyla % 27,25;
% 29,72; % 39,40 ve % 27,60 olarak analiz edildi ve belirlenen konsantrasyonlarda
erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik 6lim agisindan farkliliklar Sekil 36’da

gosterildi.
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Sekil 34. SOR’un Hep G2 hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglari (A) Kontrol, (B) 0.5uM, (C) 1 uM, (D)

2.5 uM ve (E) 5 pM.
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Sekil 35. SOR’un SNU-449 hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglari (A) Kontrol, (B) 0.5uM, (C) 1 uM, (D)

2.5 pM ve (E) 5 uM.
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Sekil 36. SOR’un HUVEC hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglari (A) Kontrol, (B) 0.5uM, (C) 1 pM, (D)
2.5 pM ve (E) 5 uM.

Sonug olarak, SOR’un toksik etkisinden dolayi artan konsantrasyonuna bagli olarak
Hep G2, SNU- 449 ve HUVEC hiicrelerinde 6zellikle ge¢ apoptotik ve nekrotik 6lum

oranlarinda artis oldugu tespit edildi.
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4.2.3. SOR ve UA’nin Kombin Olarak Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

SOR ve UA’nin Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hucrelerinde WST-1 analizi
sonuglarina gore, 48. saatte sinerjik etki gosterdigi belirlenen 0,1 uM SOR+ 12,5 pM
UA, 0,1 uM SOR+ 25 uM UA, 0,5 uM SOR+12,5 uM UA, 0,5 uM SOR+ 25 uM
UA konsantrasyonlarda kombin apoptotik etkisi Annexin V analizi ile degerlendirildi
ve elde edilen bulgular Sekil 37-39’de sunuldu.

Hep G2 hiicrelerinde SOR ve UA’ nin kombin olarak apoptotik etkisi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, en diigiik konsantrasyon (0,1 pM SOR+ 12,5 uM UA)
uygulanan hicrelerde erken ve apoptoz apoptotik 6liim oranlari sirasiyla % 0,06 ve %
44,05 iken, en yiksek konsantrasyonda (0,5 uM SOR+ 25 uM UA) erken ve gec
apoptotik 6lum oranlari sirastyla % 0,01 ve % 75,88 olarak belirlendi. 0,1 uM SOR+
12,5 uM UA ve 0,5 uM SOR+ 25 uM UA uygulanan Hep G2 hiicrelerinde nekrotik
olim sirastyla % 4553 ve % 20,72 olarak analiz edildi ve Dbelirlenen
konsantrasyonlarda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik 6ltim agisindan farkliliklar
Sekil 37°de gosterildi.

SNU-449 hiicrelerinde SOR ve UA’ nin kombin olarak apoptotik etkisi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, en diisiik konsantrasyon (0,1 pM SOR+ 12,5 uM UA)
uygulanan hiicrelerde erken ve apoptoz apoptotik 6liim oranlari sirastyla % 3,20 ve %
54,25 iken, en yiiksek konsantrasyonda (0,5 pM SOR+ 25 puM UA) erken ve geg
apoptotik 6liim oranlari sirasiyla % 3,20 ve % 80,15 olarak belirlendi. 0,1 uM SOR+
12,5 uM UA ve 0,5 uM SOR+ 25 uM UA uygulanan SNU-449 hiicrelerinde nekrotik
olim sirastyla % 20,05 ve % 12,30 olarak analiz edildi ve belirlenen
konsantrasyonlarda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik 6liim agisindan farkliliklar

Sekil 38’da gosterildi.

HUVEC hiicrelerinde SOR ve UA’ nin kombin olarak apoptotik etkisi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda ise, en diisiik konsantrasyon (0,1 uM SOR+ 12,5 uM UA)
uygulanan hiicrelerde erken ve apoptoz apoptotik 6liim oranlar1 sirasiyla % 3,20 ve %
54,25 iken, en yiksek konsantrasyonda (0,5 puM SOR+ 25 uM UA) ) erken ve geg
apoptotik 6liim oranlar1 sirasiyla % 3,20 ve % 80,15 olarak tespit edildi. 0,1 uM SOR+
12,5 uM UA ve 0,5 uM SOR+ 25 uM UA uygulanan HUVEC hiicrelerinde nekrotik
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Olim sirastyla %

36,30 ve

% 38,15 olarak analiz edildi ve belirlenen

konsantrasyonlarda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik 6ltim agisindan farkliliklar
Sekil 39°de gosterildi.
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Sekil 37. SOR ve UA’nin Hep G2 hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglan (A) Kontrol, (B) 0.1 uM SOR+ 12,5 uM UA, (C) 0.1
pM SOR+25 uM UA, (D) 0.5 uM SOR+ 125 uM UA, (E) 0.5 pM SOR+ 25 uM UA.
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Sekil 38. SOR ve UAnin SNU-449 hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglan (A) Kontrol, (B) 0.1 uM SOR+ 125 uM UA, (C) 0.1
UM SOR+ 25 uM UA, (D) 0.5 M SOR+ 125 uM UA, (E) 0.5 uM SOR+ 25 uM UA.
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Sekil 39. SOR ve UA’nin HUVEC hiicrelerinde apoptotik etkisinin Annexin V analizi sonuglar (A) Kontrol, (B) 0.1 pM SOR+ 125 uM UA, (C) 0.1
pM SOR+25 uM UA, (D) 0.5 uM SOR+ 125 uM UA, (E) 0.5 pM SOR+ 25 uM UA.

Sonug olarak, Hep G2 ve SNU- 449 hiicrelerinde SOR ve UA’ min kombin apoptotik
etkisinin tek ajan olarak SOR ve UA’ ya gore hiicrelerde daha diisiik konsantrasyonlarda daha
fazla gec¢ apoptotik ve nekrotik 6liime neden oldugu belirlenmistir. Ancak, HUVEC kontrol
hiicrelerinde SOR’ un toksik etkisinden dolayr kombin SOR ve UA uygulanan hiicrelerde geg
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apoptotik ve nekrotik 6liime neden oldugu belirlenmesine ragmen, 6liim oranlarinin tek ajan

olarak SOR uygulanan hiicrelere gore daha az oranda oldugu analiz edilmistir.

4.3. Hiicrelerde Hiicre Dongiisii Uzerindeki Degisimlerin Belirlenmesi

UA Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hucrelerinde WST-1 analizi sonuglarina gore
48. saatte 12,5; 25; 50; 100 uM konsantrasyonlarda hiicre donglsu Uzerindeki etkisi
degerlendirilerek elde edilen bulgular Sekil 40-42’da sunuldu.

Hep G2 hiicrelerinde UA’ nin hiicre dongiisli evrelerindeki etkisi incelendiginde,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda (% 44,2), en diisiik konsantrasyon olan 12,5 uM
UA uygulanan htcrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktariin % 66,6’ya arttig1 analiz
edilmesine ragmen, en yiiksek konsantrasyon olan 100 uM UA uygulanan hiicrelerde
GO/G1 evresinde hiicre miktar1 % 86,9 olarak belirlendi. G2/M evresinde ise kontrol
grubuna gore 12,5 uM UA uygulanan hiicrelerde hiicre miktarinin % 44,6’dan %
21,9’a distiigii belirlenmesine ragmen, 100 UM UA uygulanan hiicrelerde bu oran %
7,4 olarak tespit edildi (Sekil 40).

SNU-449  hiicrelerinde UA’ nm hiicre dongust evrelerindeki etkisi
degerlendirildiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda (% 59,4); 12,5uM UA
uygulanan hiicrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktarinin % 39,3 e azaldig
belirlenmesine ragmen, 100 uM UA uygulanan hiicrelerde GO/G1 evresinde hiicre
miktar1 % 38,0 olarak analiz edildi. G2/M evresinde ise kontrol grubuna gore 12,5 uM
UA uygulanan hiicrelerde hiicre miktarimin kontrol grubuna kiyasla % 31,1’den %
48,7’ye artt1g1 analiz edilmesine ragmen, 100 uM UA uygulanan hicrelerde bu oran
% 48,6 olarak belirlendi (Sekil 41).

HUVEC hiicrelerinde UA’ nin hiicre dongiisii evrelerindeki etkisi incelendiginde
ise, kontrol grubu ile karsilastirildiginda (% 44,2) 12,5uM UA uygulanan hiicrelerde
GO0/G1 evresinde hiicre miktarinin % 66,6’ ya arttig1 analiz edilmesine ragmen, 100
MM UA uygulanan hiicrelerde G0/G1 evresinde hiicre miktar1 % 86,9 olarak belirlendi.
G2/M evresinde ise kontrol grubuna gore 12,5 uM UA uygulanan hiicrelerde hiicre
miktarinin kontrol grubuna kiyasla % 44,6’dan % 21,9’a azaldig1 tespit edilmesine

ragmen, 100 pM UA uygulanan hiicrelerde bu oran % 7,4 olarak belirlendi (Sekil 42).
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Sonug olarak, UA’ nin Hep G2 ve HUVEC hiicrelerinde artan konsantrasyonuna

bagli olarak GO/G1 evresinde hiicre miktarinda artisa neden olurken, SNU-449

hiicrelerinde G2/M evresinde hiicre miktarinda artisa neden oldugu analiz edilmistir.
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Sekil 40. Hep-G2 hiicrelerinde UA’nin hiicre siklusunda etkisi (A) Kontrol, (B) 12.5uM, (C) 25uM, (D) 50uM ve (E) 100uM.
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Sekil 42. HUVEC hiicrelerinde UA’nin hiicre siklusunda etkisi (A) Kontrol, (B) 12.5uM, (C) 25uM, (D) 50uM ve (E) 100uM.
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4.3.2. SOR’un Hiicre Dongusi Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi

SOR’un Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hicrelerinde WST-1 analizi sonuglarina
gore 48. saatte 0,5; 1; 2,5 ve 5 uM konsantrasyonlarda hticre déngist Uzerindeki etkisi
degerlendirilerek elde edilen bulgular Sekil 43-45’de sunuldu.

Hep G2 hiicrelerinde SOR’ un hiicre dongiisii evrelerindeki etkisi incelendiginde,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda (% 32,3), en diisiik konsantrasyon olan 0,5 uM
SOR uygulanan htcrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktarinin % 30,3’e azaldig1 analiz
edilmesine ragmen, en yiiksek konsantrasyon olan 5 UM SOR uygulanan hiicrelerde
GO/G1 evresinde hiicre miktart % 80,2 olarak belirlendi. G2/M evresinde ise kontrol
grubuna gore 0,5 pM SOR uygulanan hiicrelerde hiicre miktarinin % 53,8’ den % 42,9’
a distiigl belirlenmesine ragmen, 5 UM SOR uygulanan hiicrelerde bu oran % 5,9
olarak tespit edildi (Sekil 43).

SNU-449 hiicrelerinde SOR’ un hiicre dongiisii evrelerindeki etkisi incelendiginde,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda (% 60,9) 0,5 pM SOR uygulanan hiicrelerde
GO0/G1 evresinde hiicre miktarmin % 27,8’e diistiigii belirlenmesine ragmen, 5 uM
SOR uygulanan hiicrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktar1 % 37,5 olarak analiz edildi.
G2/M evresinde ise kontrol grubuna gore 0,5 pM SOR uygulanan hcrelerde hiicre
miktarmin % 32,4’den % 44,5’¢ arttig1 belirlenmesine ragmen, 5 uM SOR uygulanan
hicrelerde bu oran % 49,2 olarak tespit edildi (Sekil 44).

HUVEC hiicrelerinde SOR’ un hicre dongust evrelerindeki  etkisi
degerlendirildiginde ise, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda (% 28,9) 0,5 pM SOR
uygulanan htcrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktarinin % 36,1 e arttig1 tespit
edilmesine ragmen, 5 UM SOR uygulanan hiicrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktari
% 39,7 olarak analiz edildi. G2/M evresinde ise kontrol grubuna gére 0,5 UM SOR
uygulanan hiicrelerde, hiicre miktarinin % 63,7’ den % 53,0’ a azaldig1 belirlenmesine
ragmen, 5 UM SOR uygulanan hicrelerde bu oran % 49,0 olarak analiz edildi (Sekil
45).
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Sonug olarak, SOR” un Hep G2 ve HUVEC hicrelerinde artan konsantrasyonuna
bagli olarak GO/G1 evresinde hiicre miktarinda artisa neden olurken, SNU-449

hiicrelerinde G2/M evresinde hiicre miktarinda artisa neden oldugu belirlendi.
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Sekil 43. HepG2 hiicrelerinde SOR’un hiicre siklusunda etkisi (A) Kontrol, (B) 0.5 pM, (C) 1 uM, (D) 2.5 pM ve (E) 5 uM.
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Sekil 44. SNU449 hiicrelerinde SOR’un hiicre siklusunda etkisi (A) Kontrol, (B) 0.5 pM, (C) 1 uM, (D) 2.5 pM ve (E) 5 uM.
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Sekil 45. HUVEC hiicrelerinde SOR’un hiicre siklusunda etkisi (A) Kontrol, (B) 0.5 puM, (C) 1 uM, (D) 2.5 uM ve (E) 5 pM.
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4.3.3. SOR ve UA’min Kombin Olarak Hiicre Dongusi Uzerinde Etkisinin
Belirlenmesi

SOR ve UA’ nin kombin olarak Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hicrelerinde WST-
1 analizi sonuglarina gore 48. saatte sinerjik etki gosterdigi belirlenen 0,1 pM SOR+
12,5 uM UA, 0,1 pM SOR+ 25 pM UA, 0,5 uM SOR+12,5 uM UA, 0,5 uM SOR+
25 UM UA konsantrasyonlarda hiicre dongiisii iizerindeki etkisi degerlendirilerek elde
edilen bulgular Sekil 46-48’da sunuldu.

Hep G2 hiicrelerinde SOR ve UA’nin kombin olarak hiicre dongiisii evrelerindeki
etkisi incelendiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda (% 40,0), en disiik
konsantrasyon olan 0,1 puM SOR+ 125 uM UA uygulanan hiicrelerde G0/G1
evresinde hiicre miktarinin % 48,3’e arttig1 analiz edilmesine ragmen, en yiiksek
konsantrasyon olan 0.5 uM SOR+ 25 uM UA uygulanan hicrelerde GO/G1 evresinde
hicre miktar1 % 94,4 olarak belirlendi. G2/M evresinde ise kontrol grubuna gore 0.1
MM SOR+ 12.5 uM UA uygulanan hiicrelerde hiicre miktariin % 39,1°den % 33,1°¢
diistiigii belirlenmesine ragmen, 0,5 pM SOR+ 25 pM UA uygulanan hiicrelerde bu
oran % 2,0 olarak tespit edildi (Sekil 46).

SNU-449 hiicrelerinde SOR ve UA’ nin kombin olarak hiicre dongiisii
evrelerindeki etkisi degerlendirildiginde, kontrol grubu ile karsilastirnnldiginda (%
67,5), 0,1 uM SOR+ 12,5 uM UA uygulanan hicrelerde GO/G1 evresinde hiicre
miktariin % 76,3’e arttigr belirlenmesine ragmen, 0,5 pM SOR+ 25 uM UA
uygulanan hticrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktar1 % 71,5 olarak tespit edildi.
G2/M evresinde ise kontrol grubuna gore 0,1 uM SOR+ 12,5 uM UA uygulanan
hiicrelerde hiicre miktarinin % 26,7’den % 17,9’a diistiigii analiz edilmesine ragmen,
0,5 UM SOR+ 25 uM UA uygulanan hicrelerde bu oran % 20,8 olarak tespit edildi
(Sekil 47).

HUVEC hiicrelerinde SOR ve UA’ nin kombin olarak hiicre dongiisii evrelerindeki
etkisi degerlendirildiginde ise, kontrol grubu ile karsilastirildiginda (% 29,7), 0,1 uM
SOR+ 12,5 UM UA uygulanan hiicrelerde GO/G1 evresinde hiicre miktarinin % 24,8’
e azaldig1 tespit edilmesine ragmen, 0,5 UM SOR+ 25 uM UA uygulanan hiicrelerde

GO0/G1 evresinde hiicre miktar1 % 61,1 olarak belirlendi. G2/M evresinde ise kontrol
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grubuna goére 0,1 uM SOR+ 12,5 uM UA uygulanan hiicrelerde hiicre miktarinin %
63,7°den % 72,5 e arttif1 analiz edilmesine ragmen, 0,5 UM SOR+ 25 puM UA
uygulanan hiicrelerde bu oran % 28,8 olarak belirlendi (Sekil 48).
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Sekil 46. Hep G2 hiicrelerinde SOR ve UA’nin hiicre siklusunda kombin etkisi (A) Kontrol, (B) 0.1 pM SOR+ 12.5 uM UA, (C)
0.1 UM SOR+ 25 uM UA, (D) 0.5 uM SOR+ 12.5 uM UA, (E) 0.5 UM SOR+ 25 uM UA.
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Sekil 47. SNU-449 hiicrelerinde SOR ve UA nin hiicre siklusunda kombin etkisi (A) Kontrol, (B) 0.1 uM SOR+ 12.5 pM UA,
(C) 0.1 uM SOR+ 25 uM UA, (D) 0.5 uM SOR+ 12.5 uM UA, (E) 0.5 UM SOR+ 25 uM UA.
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Sekil 48. HUVEC hiicrelerinde SOR ve UA’nin hiicre siklusunda kombin etkisi (A) Kontrol, (B) 0.1 pM SOR+ 12.5 pM UA,
(C) 0.1 uM SOR+ 25 pM UA, (D) 0.5 uM SOR+ 12.5 uM UA, (E) 0.5 pM SOR+ 25 uM UA.

Sonug olarak, Hep G2 hiicrelerinde kombin SOR ve UA’ nin GO/G1 evresinde

hiicre miktarinda tek ajan olarak SOR ve UA’ ya gore daha diisiik konsantrasyonlarda

daha fazla hiicre miktarinin artmasina neden oldugu belirlenmistir. Ayrica, tek ajan
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olarak SOR ve UA uygulanan SNU-449 hicrelerinde G2/M evresinde hiicre
miktarinda artig belirlenmesine ragmen, kombin SOR ve UA uygulanan hiicrelerde
GO0/G1 evresinde hiicre miktarinda artis analiz edilmistir. HUVEC hiicrelerinde ise,
tek ajan olarak SOR’ un uygulandigi hiicrelere gére daha fazla miktarda G0/G1

evresinde hiicre miktarinda artig tespit edilmistir.

4.4. Hiicrelerde Meydana Gelen Morfolojik Degisimlerin Belirlenmesi
4.4.1. UA’mmn Hicre Morfolojileri Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

UA’nin Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde WST-1 analizi sonuglarina
gore 48. saatte 12,5; 25; 50, 100 pM konsantrasyonlarda neden oldugu yapisal
degisimler AO/EB boyamas: ile belirlenerek elde edilen goriintiiler Sekil 49°da

sunuldu.

Hep G2 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 12,5 puM UA uygulanan
hiicrelerin genel morfolojik yapilarin degistigi (daha oval bir yap1) ve hiicrelerde hasar
meydana geldigi gozlemlendi. UA’nin uygulanan konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin
membran biitiinliigiiniin bozulma hem AO hemde EB boyalar1 ile boyanan hiicre
sayisinda artig goriintillenmesine ragmen hiicrelerde ¢ok sayida vakuol olusumu da
gozlemlendi. Ayrica, ge¢ apoptozun karakteristik Ozelliklerinden olan apoptotik

cisimcikler gorintdlendi.

SNU-449 hiicrelerinin genel morfolojik yapilart Hep G2 hiicrelerinde gore daha igsi
veya mekik seklinde hiicreler olmasina ragmen, 12,5 ve 25 pM UA uygulanan
hiicrelerde ¢ok sayida vakuol olusumunun meydana geldigi, yogunlagsmis ve asimetrik
sekle sahip AO ve EB ile boyanmis turuncu niikleusa sahip olan ge¢ evre apoptotik
hiicreler ve niikleuslarda kromatin yogunlagsmas: ve hiicre membran biitlinliigliniin
bozuldugu belirlendi. Ancak, 50 ve 100 uM UA uygulanan hicrelerin genel morfolojik
yapilarinin kontrol grubuna daha ¢ok benzedigi belirlenmesine ragmen, niikleusta
kromatin yogunlagmasi, apoptotik cisimcikler ve daha oval morfolojik yapida hiicreler

goriintilendi.

HUVEC hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, UA’nin uygulanan

konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerde kromatin yogunlagmas ile birlikte bazi kirmizi
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niikleusa sahip sadece EB ile boyanmis nekrotik hiicreler ve erken apoptotik hiicreler
goriinttlendi.
Hep G2 SNU-449 HUVEC

Sekil 49. UA’nin Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimler. (A) Kontrol, (B) 12.5 uM,
(C) 25 pM, (D) 50 pM, (E) 100 pM.
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4.4.2. SOR’un Hicre Morfolojileri Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Sorafenibin (SOR) Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hicrelerinde WST-1 analizi
sonuglarina gore 48. saatte 0.5, 1, 2.5, 5 UM konsantrasyonlarda neden oldugu yapisal
degisimler AO/EB boyamasi ile belirlenerek elde edilen goriintiiler Sekil 50°de

sunuldu.

Hep G2 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SOR’un uygulanan
konsantrasyonu arttik¢a 6zellikle 2.5 ve 5 pM SOR uygulanan hticrelerde, hiicre
membran biitlinliigliniin bozuldugu, niikleusta kromatin yogunlasmasi ve apoptotik
cisimcikler goriintiilendi. Ayrica, ge¢ evre apoptotik hiicrelerin yani sira nekrotik

hlcrelerde gozlemlendi.

SNU-449 hiicrelerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SOR’un uygulanan
konsantrasyonu arttik¢a niikleuslarda kromatin yogunlasmasi, apoptotik cisimcikler ve
hiicre membran biitiinliigli tamamen bozulmus oval morfolojik yapida hiicreler
goriintiilendi. Ayrica geg evre apoptotik hiicrelerin yani sira bazi nekrotik hilicrelerde

g6zlemlendi.

HUVEC hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SOR’un uygulanan
konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerde kromatin yogunlagmasi ile birlikte bazi kirmizi
niikleusa sahip sadece EB ile boyanmis nekrotik hiicreler ve erken apoptotik hiicreler
goriintlilendi. Ayrica, SOR’un toksik etkisinden dolayr niiklear fragmentasyon,

membran tomurcuklanma ve apoptotik cisimciklerin meydana geldigi goriintiilendi.
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Hep G2 SNU-449 HUVEC

Sekil 50. SOR’un Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimler. (A) Kontrol, (B) 0.5 pM,
(C)1uM, (D) 2.5 uM, (E) 5 uM.
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4.3.3. SOR ve UA’min Kombin Olarak Hiicre Morfolojileri Uzerindeki
Etkilerinin Belirlenmesi

SOR ve UA Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde kombin olarak WST-1
analizi sonuglaria gore 48. saatte sinerjik etki gosterdikleri 0,1 uM SOR+ 12,5 uM
UA, 0,1 uM SOR+ 25 uM UA, 0,5 uM SOR+ 12,5 pM UA, 0,5 uM SOR+ 25 uM
UA konsantrasyonlarinda neden oldugu yapisal degisimler AO/EB boyamasi ile

belirlenerek elde edilen goriintiiler Sekil 51° de sunuldu.

Hep G2 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, 0,1 pM SOR+ 12,5 pM
UA ve 0,1 uM SOR+ 25 pM UA uygulanan hiicrelerin daha oval bir yapiya sahip
oldugu ve hem AO ve EB ile boyanmis turuncu ge¢ evre apoptotik hem de kirmizi
niikleusa sahip sadece EB ile boyanmis nekrotik hiicrelerin oldugu gozlemlendi.
Ayrica, niikleusta kromatin yogunlagsmasi ve apoptotik cisimcikler gorintilendi.
Ancak, 0,5 uM SOR+ 12,5 uM UA ve 0,5 uM SOR+ 25 uM UA SOR uygulanan
hiicrelerde diger kombin doz uygulamalarina gore hiicrelerde daha fazla apoptotik
hiicre morfolojisi (kromatin yogunlagmasi, membran tomurcuklanmasi, apoptotik

cisimcikler ve membran biitiinliiglinde bozulma) gézlemlendi.

SNU-449 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 0,1 uM SOR+ 12,5
MM UA ve 0,1 pM SOR+ 25 uM UA uygulanan hiicrelerde AO ile boyanmis erken
evre apoptotik, AO ve EB ile boyanmis turuncu niikleusa sahip ge¢ apoptotik
hiicrelerin yani sira EB ile boyanmis nekrotik hiicreler de gézlemlendi. Ancak, 0,5 uM
SOR+ 12,5 uM UA ve 0,5 uM SOR+ 25 pM UA SOR uygulanan hicrelerde tek UA
uygulanan hiicrelerdeki gibi ¢ok sayida vakuol olusumu, niikleusta belirgin kromatin
yogunlagmasi goriintiilendi. 0,1 pM SOR+ 12,5 uM UA ve 0,1 pM SOR+ 25 uM UA
uygulanan hiicrelere gore daha az miktarda nekrotik hiicre gézlemlendi.

HUVEC hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 0,1 uM SOR+ 12,5 pM
UA ve 0,1 pM SOR+ 25 pM UA uygulanan hicrelerde belirgin kromatin
yogunlagmast gdzlemlenmemesine ragmen, hiicrelerin kontrol grubuna gore genel
morfolojik yapilarinin daha oval oldugu goriintiilendi. Ancak, 0,5 uM SOR+ 12,5 uM
UA ve 0,5 puM SOR+ 25 pM UA SOR uygulanan hiicrelerde nikleusta kromatin
yogunlagmasi, belirgin hasar, bazi hiicrelerde vakuol olusumlar1 ve nekrotik hiicreler

de gozlemlendi.
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SNU-449

Sekil 51. SOR ve UA’nin Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimler. (A) Kontrol, (B) 0.1
MM SOR+ 12.5 uM UA, (C) 0.1 pM SOR+ 25 pM UA, (D) 0.5 pM SOR+ 12.5 pM UA, (E) 0.5 uM SOR+ 25 uM UA.
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Sonug olarak, kombin olarak SOR ve UA’nin tek ajan olarak SOR ve UA’ya gore
Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerinde daha fazla gec apoptotik 6liime neden oldugu
goriintiilenmistir. Ayrica, kombin olarak SOR ve UA’nin tek ajan olarak uygulanan
SOR’a gére HUVEC hiicrelerinde daha az hasara neden oldugu gézlemlenmistir. Elde

edilen veriler, WST-1 ve Annexin V sonuglarini destekler niteliktedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Mevcut tez ¢alismasinda, HSK tedavisinde gliniimiizde tek kemoterapik ajan olarak
kullanilan SOR’un daha diisiik konsantrasyonlarda terapdtik etkisini arttirmak ve
normal hiicrelerde neden oldugu hasar1 azaltmak amaciyla literatiirde potansiyel
apoptotik ve otofajik etkileri bilinen UA ile SOR’un ilk kez kombin terapotik etkisinin

belirlenmesi amag¢lanmustir.

Giliniimiizde mevcut tedavi yontemlerine karsi kanser hiicrelerinde gelisen ilag
direnci, timoOrin metastaz ve anjiyogenez potansiyeli, timorin heterojen yapisi ve
kemoterapik ajanlarin neden oldugu yan etkiler HSK tedavisinde basariin elde
edilmesinde guncel sorunlar1 olusturmaktadir (Frei and Eder, 2003, Zhang ve ark.
2012). Bu nedenle, son yillarda kanser ve HSK tedavisinde giincel yaklagim olarak
kemoterapik ajanlar ile birlikte ¢esitli kemoterapik ilag kombinasyonlarinin, bitkisel
Ozutlerin veya etken maddelerinin etkilerinin arastirildigi in vitro ve in vivo ¢aligmalar
dikkat cekmektedir.

Gunlimizde bitkisel ozttlerinin, mantar ve liken metabolitlerinin ve etken
maddelerinin kanser tedavisinde potansiyel terapotik etkilerinden dolay1 6zellikle
icerdikleri etken maddeler yeni nesil kemoterapik ajanlarin gelistirilmesinde 0nem
kazanmaktadir. Bazi1 kemoterapik ajanlarin bitkisel kaynakli oldugu literatiirde
belirtilmigtir. Ornegin, kurkumin (Curcuma longa), paklitaksel (Pacific yew),
kampoteksin (Camptotheca acuminate) ve vinkristinin (Catharanthus roseus) cesitli
kanser tiirlerinde etkinligi belirlenen kemoterapik ajanlardir. Ancak, likenlerin
Ozellikle biiyiime hizlarinin yavas olmasi ve metabolitlerin sentezlenmesinin zor
olmasindan dolayi ilag endiistrisindeki kullanim alanlar1 kisitlidir (Miao ve ark. 2001,
Solowey ve ark. 2014). Bu nedenle, bitkisel o6zltlerinin, mantar ve liken
metabolitlerinin ve etken maddelerinin kanser hiicrelerinde neden oldugu 6lim
mekanizmalarinin, igerdigi etken madde tiplerinin ve oranlarinin, kombin etkide
kullanilan ajanlar ile etkilesimlerinin ve 6zellikle normal hiicrelerde neden oldugu
toksik etkilerin belirlendigi detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir (Lee ve ark.
2005; Norwood ve ark. 2007; Morris ve ark. 2008, Ferlay ve ark. 2012).
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Bir liken metaboliti olarak UA’nin, son yillarda anti-kanserojen potansiyel terapotik
etkisinden dolayr kanser hucrelerinde sitotoksik, apoptotik ve otofajik etkisinin
belirlendigi ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalar litaretiirde mevcuttur (Ahmadjian ve
Hale, 1973; Manojlovic ve ark, 2002, Shrestha and St Clair, 2013). Ancak, UA’nin
herhangi bir kemoterapik ajanla kombin etkisinin arastirildig1 bir ¢alisma literatiirde
yer almamaktadir.

Literatiirde UA’nin HSK hiicrelerinde sitotoksik etkisinin belirlendigi sinirli sayida
calisma mevcuttur. Chen ve ark. (2014) Hep G2 HSK hiicre hattinda 2, 6, 12, 24 ve
48 saatte, 1.562, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 37.5 ve 50 uM konsantrasyonlarda UA’nin
sitotoksik etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda UA’nin artan konsantrasyonuna bagli
olarak oOzellikle 24 ve 48 saatte hiicrelerde canlilik oranimnin anlamli bir sekilde
azaldigini belirtmislerdir (p<0.05). Ayrica, 25 uM UA uygulanan hiicrelerde otofajik
ve apoptotik dliim gozlemlemislerdir (Chen ve ark. 2014). Mevcut tez ¢alismasinda,
UA’nin Hep G2 ve SNU-449 HSK hicrelerinde sitotoksik etkisini belirlemek
amacuiyla gergeklestirilen WST-1 analizi sonucunda hiicrelerin UA’nin artan zamanina
bagli olarak canlilik oraninin anlamli bir sekilde azalisa yol agtigi ve SNU-449
hiicrelerinde canlilik oraninda Hep G2 hiicrelerine gore daha fazla oranda azalis
oldugu analiz edilmistir (p<0.01). Ancak 50 ve 75 puM UA uygulanan 6zellikle Hep
G2 hiicrelerinin canlilik oraninda anlamli bir artig belirlenmistir (p<0.01) ve bu artigin
HepG2 hiicrelerinin agresif heterojen yapisindan veya hiicrelerde UA’ya kars1 gelisen
coklu ilag direnci (MDR)’den kaynaklanabilecegi Ongoriilmektedir. Bu nedenle
literatiirde UA’nin 50 pM konsantrasyona kadar apoptotik ve otofajik etkisinin
arastirildigr goriilmektedir (Chen ve ark. 2014). Ayrica UA’nin HUVEC kontrol
hucrelerinde de toksik etkiye sahip olmadig1 analiz edilmesine ragmen, 50 ve 75 uM
UA uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik oraninda anlamli derecede azalis
belirlenmistir. Ancak UA’nin kontrol hiicrelerinde sitotoksik, apoptotik ve otofajik
etkisinin arastirildig1 detayl bir calisma mevcut olmadigindan dolayi, 6zellikle 50 ve
75 UM konsantrasyonda UA’nin HUVEC kontrol hiicrelerinde neden oldugu toksik
etkinin ve kanser hiicrelerinde neden oldugu proliferatif etkinin nedenlerinin
arastirtlacagi detayi ¢alismalarin gergeklestirilmesine gerek duyulmaktadir (Rabelo ve
ark. 2012). UA’nin apoptotik etkisinin belirlenmesi amaciyla literatiirde

gerceklestirilen analizler sonucunda UA uygulanan kanser hiicrelerinde ge¢ apoptotik
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6liimiin arttig1 belirlenmistir (Bessadottir ve ark. 2012; Sing ve ark. 2013). Yu ve ark..
(2016) yaptiklart ¢alismalarinda, Hep G2 hiicrelerinde 6zellikle ge¢ evre apoptotik
Oliimiin arttigini belirtmislerdir (Yu ve ark. 2016). Mevcut tez ¢alismasinda, Hep G2
ve SNU-449 hiicrelerinde UA’nin artan konsantrasyonuna (12.5-100 uM UA) bagl
olarak 48. saatte hiicrelerde ge¢ apoptotik Sliimiin arttigi ve SNU-449 hiicrelerinde
Hep G2 hiicrelerine gore gec apoptotik 6liim oraninin daha fazla oldugu belirlenmistir.
HUVEC hicrelerinde ise WST-1 sonuglarinda belirlendigi gibi hiicrelerde UA’nin
artan konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerde erken ve ge¢ apoptotik Oliim
yiizdesinde az bir oranda artis tespit edilmistir (100 uM UA erken ve ge¢ apoptoz
oranlari sirasiyla %6.20 ve %2.65).

Ayrica, UA’nin hiicre siklusunda GO/G1 evresinde hiicre miktarinda artisa neden
oldugu bilinmektedir (Singh ve ark. 2013; Chen ve ark. 2014). Mevcut tez kapsaminda
UA’nm artan kosantrasyonuna bagli olarak Hep Ge ve HUVEC hiicrelerinde G0/G1
evresinde hiicre miktarinin arttig1 belirlenmesine ragmen, SNU 449 hiicrelerinde
G2/M evresinde hiicre miktarinda artis tespit edilmistir. GO0/G1 evresinde hiicre
miktarinda artis hiicre siklusunda gecikmeye neden olarak kanser hiicrelerinin
proliferatif etkilerinin azalmasinda etkilidir. UA uygulanan SNU-449 hiicrelerinde
G2/M evresinde hiicre miktarinda artigin ise, hiicrelerin GO/G1 evresinde tutulmasinda
rol alan CDK2A geninde tasidiklar1 mutasyondan kaynaklanabilecegi ve bu nedenle
UA’nin hiicrelerde farkli evrede hiicre miktarinda artisa neden olarak hiicrelerin
mitoza girmesini engelleme sureti ile proliferatif etkilerinin azalmasinda rol aldigi
ongorilmektedir. (Anonim. 2017, Anonim A. 2017)

UA’nin hiicrelerde neden oldugu morfolojik degisimlerin goriintiilendigi ¢calismalarda
son yillarda apoptozun yani sira UA’nin kanser hiicrelerinde (Hep G2, CAPAN-2,
MCF-7, T47D) otofajik 6liime neden oldugu belirtilmektedir (Kroemer ve ark. , 2010;
Bessadottir ve ark. 2012, Chen ve ark. 2014). Mevcut tez ¢alismasinda, UA’nin artan
konsantrasyonuna bagli olarak Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerinde hem ge¢ apoptotik
hiicreler hem de ¢ok sayida vakuol igeren otofajik 6liime gittigi Ongdriilen hiicrelerin
oldugu goriintiilenmistir. Bu nedenle, mevcut tez kapsaminda UA’nin HSK hiicre
hatlarinda otofajik 6liime neden oldugunun belirlenebilmesi i¢in LC3-11 ve Beklin-1
gibi otofaji belirteglerinin analiz edildigi detayli ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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SOR’ un, FDA tarafindan onaylanan ve giinlimiizde HSK tedavisinde kullanilan bir
multi kinaz inhibitorli olmasina ragmen, hastalarda sag kalim siiresinin kisa olmas1 ve
istenmeyen yan etkileri SOR’un tedavide kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle son
yillarda yapilan caligmalarda SOR ile birlikte kemoterapik ajanlarin, bitkisel etken
maddelerin ve anti-oksidan bilesiklerin kombin terapétik tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine odaklanilmaktadir (Bluanchet ve ark. 2010, Mishra ve ark.2013).
HSK tedavisinde SOR ile birlikte kombin tedavi olarak MEK/ERK,
PIBK/AKT/mTOR, EGFR, histon deasetilaz ve anjiyogenez inhibitorlerin etkisi ile
ilgili ¢esitli in vitro, in vivo ve klinik faz denemeleri mevcuttur (Frei and Eder, 2003,
Schmieder ve ark. 2013; Huynh ve ark. 2009; Piguet ve ark. 2011, Ezzoukhry ve ark.
2012, Minguet ve ark. 2015; McNamara ve ark. 2015, Bolden ve ark. 2006; Yeo ve
ark. 2012; Zhao ve ark. 2015). Ayrica, SOR ile birlikte baz1 bitkisel etken maddelerin
(resrevatrol, kuarsetin, kurkumin ve kaempferol) kombin etkilerin arastirildig:
calismalarda, HSK hiicre hatlarinda SOR ile sinerjik etki gostererek hiicrelerde
apoptotik 6liime neden oldugu belirlenmistir (Abaza ve ark 2017). Rouleau ve ark.
(2016) Hep G2, SNU-449 ve HuH-7 hiicrelerinde SOR’un askorbat kombinlerinde
sitotoksik ve apoptotik etkisini arastirdiklari ¢aligmalarinda, askorbat ve SOR’un
sinerjik etki gostererek hiicrelerde apoptotik Oliime neden oldugu belirlenmistir
(Rouleau ve ark. 2016). Yan ve ark. (2017) ise, antiviral, antiproliferatif ve
immunomodilator tip 111 interferon IFN-A3 ile SOR’un HepG2 ve SMMC7721 HSK
hiicrelerinde SOR’un terapétik etkisini arttirarak sinerjik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir (Yan ve ark. 2017).

SOR’un sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen ¢caligmalarda, HSK
hiicre hatlarinda (HepG2, HuH-7, SNU-449, PLC-PRF-5, SK-Hepl, Hep3B) 0-20 uM
konsantrasyon araliginda SOR’un sitotoksik etkisinin doza ve zamana bagl olarak
artt1g1 ve SOR’un 48 saatte etkili oldugu belirtilmistir. Ancak, hiicrelerin 6zelliklerine
gore SOR’un ICso (HuH-7: 45 pM, Hep G2: 3.4 pM, SNU-449: 0.5 uM)
konsantrasyonlari1 degigsmektedir (Fiume ve ark. 2011, Fernando ve ark. 2012, Wei ve
ark 2015, Chen ve ark. 2017). Mevcut tez ¢calismasinda SOR’un Hep G2, SNU-449 ve
HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla gergeklestirilen
WST-1 analizi sonucunda ICso konsantrasyonlari 48 saatte sirasiyla 1.2 uM, 0.08 uM
ve 0.4 pM olarak belirlenmigtir.  Ayrica, SOR’un sitotoksik etkisinin kontrol
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hiicrelerinde arastirildigi herhangi bir ¢alisma literatiirde mevcut olmadigindan dolay1
mevcut tez kapsaminda SOR’un sitotoksik etkisi ilk kez HUVEC kontrol hiicreleri ile
karsilastirmal1 olarak belirlenmistir.

SOR’un HSK hiicrelerinde (Bel7402 ve SMMC-7721) ge¢ apoptotik ve nekrotik
olumdii tetikledigi ve GO/G1 evresinde hiicre miktarinda artisa neden oldugu literatiirde
belirtilmistir (Chang ve ark. 2007, Fernando ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2012, Godin
ve ark. 2015, Preuss ve ark. 2015, Long ve ark 2017). Mevcut tez ¢alismasinda,
SOR’un uygulanan konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerde ge¢ apoptotik ve nekrotik
Olimdiin arttig1 Annexin V analizi ile gosterilmistir. HUVEC hiicrelerinde ise, SOR un
toksik etkisinden dolay1 artan konsantrasyonuna bagli olarak geg¢ apoptotik ve nekrotik
6liim 6nemli derece de artmistir. Ayrica, Hep G2 ve HUVEC hiicrelerinde 48. saatte
SOR’un artan konsantrasyonuna bagli olarak GO/G1 evresinde hiicre miktarinda artis
belirlenmesine ragmen, UA uygulanan SNU-449 hiicrelerinde belirlendigi gibi SOR
uygulanan hiicrelerde de G2/M evresinde hiicre miktarinda artig tespit edilmistir.
Ancak, Fernando ve ark. (2012) tarafindan, 48 saat boyunca 6 uM SOR uygulanan
Hep3B, HepG2, SK-Hepl ve PLC/PRF/5 HSK hiicre hatlarinda G2/M evresinde hiicre
miktarinda artig oldugu belirtilmistir (Fernando ve ark. 2012).

SOR’un hiicrelerde neden oldugu morfolojik degisimler ve niikleusta etkisi AO/EB,
DAPI ve Hoechst 33352 boyamasi ile goriintiilenmistir (Li ve ark. 2012, Sonntag ve
ark. 2014, Xiao ve ark. 2016). Xiao ve ark. (2016) SOR uygulanan (8 uM, 48 saat)
BEL-7402 ve Hep G2 hiicrelerinde AO/EB boyamasi sonucunda SOR’un hiicrelerde
ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liime neden oldugunu belirtmislerdir (Xiao ve ark. 2016).
Mevcut tez kapsaminda Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde SOR’un artan
konsantrasyonuna bagl olarak ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liim gozlemlenmistir.

Son yillarda HSK tedavisinde kombin tedavi stratejilerine odaklanilmasindan ve
mevcut tez kapsaminda UA’nin potansiyel terapétik etkisinin belirlenmesinden dolayz,
HSK hiicre hatlarinda ilk kez UA ve SOR’un kombin sitotoksik ve apoptotik etkisi
belirlenmistir.

Gergeklestirilen WST-1 analizleri sonuglarina gore, UA ve SOR’un 48 saatte Hep G2
ve SNU-449 hiicrelerinde tek UA ve SOR’a gore canlilik oranin daha fazla azalisa
neden olarak sinerjik etki gosterdikleri analiz edilmistir. Ayrica, tek SOR’a gore UA
ile birlikte daha diisiik konsantrasyonlarda SOR uygulanmasi ile Hep G2 ve SNU-449
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hiicrelerinde canlilik diizeyinde anlamli bir azalis analiz edilmistir (p<0.01). HUVEC
hiicrelerinde ise, tek SOR ve UA’ya gére SOR ve UA kombinlerinin daha az toksik
etkiye neden oldugu gosterilmistir.

SOR ve UA’nin Hep G2, SNU-449 ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu kombin
apoptotik etki incelendiginde, hiicrelerde ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liim oraninda artig
tespit edilmistir. Tek UA uygulanan hiicrelerde sadece ge¢ apoptotik 6liim oraninda
belirgin artis analiz edilmesine ragmen, tek SOR uygulanan hiicrelerde hem geg
apoptoz hem de nekrotik dliimde artis belirlenmistir. Ancak, SOR ve UA uygulanan
Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerinde tek SOR ve UA’ ya gore gec apoptotik Sliim
oraninda daha fazla artis belirlenmesine ragmen, SNU-449 hiicrelerinde daha az
oranda nekrotik 6liim analiz edilmistir.

SOR ve UA’nm hiicre siklusunda kombin etkisi degerlendirildiginde ise, Hep G2
hlcrelerinde tek SOR ve UA uygulanan hiicrelere gore GO/G1 evresinde daha fazla
miktarda hiicre belirlenmesine ragmen, HUVEC hiicrelerinde, tek SOR uygulanan
hlcrelere gore daha az ve tek UA uygulanan hiicrelere gore daha fazla miktarda GO/G1
evresinde hiicre analiz edilmistir. SNU-449 hicrelerinde SOR ve UA kombin
uygulandiginda ise, tek SOR ve UA uygulanan hiicrelerin aksine GO/G1 evresinde
hiicre miktarinda artis tespit edilmistir. Bu nedenle, hiicre siklusunun evrelerinde ve
kontrol noktalarinda rol alan genlerin (retinoblastoma (Rb), p16, p21 ve p27) ve bu
genleri hedef alan ve aktivitesinin diizenlenmesinde rol alan diizenleyicilerin (siklin
bagiml kinazlar, miRNA’lar vb) ekspresyon seviyesinde degisimlerin belirlenecegi
detayli calismalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir ( Bisteau ve ark. 2014).

Son olarak, SOR ve UA’nin hiicrelerde neden oldugu degisimlerin belirlenebilmesi
amaciyla gerceklestirilen AO/EB boyamasi sonucunda, HepG2 hiicrelerinde tek UA
ve SOR uygulanan hiicrelere gore ge¢ apoptotik ve nekrotik oOliimiin arttid
gorlintiilenmistir. Ancak, tek UA uygulanan hiicrelerde gozlemlenen cok sayida
vakuol, SOR ve UA kombin uygulamalarinda Hep G2 hiicrelerinde belirlenmemistir.
SNU-449 hicrelerinde ise, 6zellikle 0.1 ve 0.5 pM SOR ile 25 puM UA kombin
uygulanan hiicrelerde ge¢ apoptotik 6liimiin yani sira, nekrotik ve muhtemel otofajik
0lim goriintiilenmistir. Ancak tek 12.5 pM UA uygulanan hiicrelerde belirlenen gok
sayida vakuol olusumu 12.5 uM UA ile 0.1 ve 0.5 uM SOR uygulanan hicrelerde
gozlemlenmemistir. Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerinde tek SOR ve UA uygulanan
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hiicrelere gore degisen 6liim tiplerinin hiicrelerin farkli gen profillerinden, hiicrelerin
SOR ve UA’ya kars1 gosterdikleri yanit ve/veya direng farkliliklarindan, MDR
mekanizmasiin aktivitesinden ve HBV enfeksiyonunun hiicrelerde neden oldugu
genomik instabiliteden kaynaklanabilecegi 6ngorilmektedir. Bu konuda detayl
kantitatif ve kalitatif analizlerin gerceklestirilmesi gerekmektedir. HUVEC
hicrelerinde ise tek SOR uygulanan hiicrelere gore daha az oranda ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicre gozlemlenmesine ragmen, tek UA uygulanan hiicrelere gore hasarin
arttig1 belirlenmistir. Elde edilen bulgular WST-1 ve Annexin V analiz sonuglarini
destekler niteliktedir.

Sonug olarak, mevcut tez ¢calismasinda ilk kez HSK hiicre hatlarinda UA ve SOR’un
kombin sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro olarak degerlendirilerek sinerjik etkiye
sahip olduklar1 gosterilmistir. HSK tedavisinde FDA onay1 alan SOR’un hiicrelerde
gec apoptotik ve nekrotik etkisi belirlenmesine ragmen, normal hiicrelerde sitotoksik
etki gostererek, apoptotik ve nekrotik dliime neden oldugu analiz edilmistir. Bununla
birlikte, son yillarda HSK tedavisinde kombin tedavi stratejileri onem kazandigindan
dolay1, mevcut tez calismasinda farkli kanser tiirlerinde potansiyel terapdtik etkisi
bilinen UA ile SOR’un Hep G2 ve SNU-449 hiicrelerinde kombin terapotik etkisi
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, UA ve SOR’un sinerjik etkiye
sahip oldugu ve SOR’un HSK hiicrelerinde daha diisiik konsantrasyonlarda daha fazla
terapotik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, UA ve SOR’un HUVEC kontrol
hlcrelerinde tek SOR uygulanan hiicrelere gore daha az oranda apoptotik ve nekrotik
Oliime neden oldugu analiz edilmistir. Bu yiizden, mevcut tez ¢calismasinda elde edilen
veriler HSK tedavisinde kombin terapétik tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki
saglayabilir niteliktedir. Ancak, kontrol hiicrelerinde SOR ve SOR+UA’nin kombin
sitotoksik etkilerinin azaltilmas1 ve HSK tedavisinde giincel sorunlardan olan
MDR ’nin agilmasi amactyla, nanopartikiil formiilasyonlarinin iiretilmesi ve in vitro ve
in vivo calismalarin gergeklestirilmesi ile HSK tedavisinde yeni terapotik tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine katki saglanabilir. Ayrica, UA ve SOR kombin
uygulanan hiicrelerde, hiicre oliim tiplerinde degisiklie neden olan molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasi ve bu mekanizmalarda rol alan genlerin ekspresyon

seviyesinde degisimlerin belirlenmesi ile mevcut tez calismasi gelistirilebilir.
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Sekil 50. UA ve SOR’un hiicrelerde neden oldugu apoptotik ve nekrotik etkiler sonucu
meydana gelen morfolojik degisimler. (A) UA’nin HSK hiicrelerinde (Hep G2 ve
SNU-449) neden oldugu vakuol olusumu ve apoptotik etkisi (Hep G2, SNU-449,
HUVEC), (B) SOR’un hiicrelerde (Hep G2, SNU-449 ve HUVEC) neden oldugu
nekrotik ve apoptotik etkisi, (C) UA+SOR’un hiicrelerde neden oldugu vakuol
olusumu (SNU-449) ve apoptotik ve nekrotik etkisi (Hep G2, SNU-449, HUVEC
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ATCC: American Type Culture Collection
c-Met: Mezenkimal Epitelyal Gegis Faktorii
CSF: Koloni Uyarici Faktorler
DMEM:Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA: Deoksiribo Nikleik asit

EGFR: Epidermal Biliyime Faktorleri
FAH: Fumalilasetoasetat Hidrolaz

FBS: Fetal Bovine Serum

FDA: Food and Drug Administration

HBV: Hepatit B Virlsu

HCV: Hepatit C Virusu

HDAC: Histon Deasetilazlar

HSK: Hepatoselliler Karsinoma

HT1: Tirozinemi Tip 1

HUVEC: Human Umbilical Vein Endotelial Cells
IGF: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
MPT: Mitokondriyal Gegirgenligin

NGF: Noron Buyime Faktori

PDGF: Trombosit Turevli Biyime Faktor
Pl: Propidium Iyodiir

RFA: Radyofrekans Ablasyon

RIP: Receptor Interacting Proteinler

RNA: Ribo Niikleik asit

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
SHARP: Assesment Randomized Protocol
SOR: Sorafenibin

TACE: Transarteriyel Kemoembolizasyon
TERT: Telomeraz Reverse Transkriptaz
TK: Tirozin Kinazlarin

TNF: Tumor Nekrozis Faktor

UA: Usnik Asidin

VEGF: Vaskuler Endotelyal Biiyime Faktori
WH: Wilson Hastalig1
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