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KINURENIK ASIT VE KINALDIK ASIT’IN INSAN KARACIGER KANSERI
(HepG2) HUCRE HATTINDA in vitro ANTITUMORAL ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Pmar ATALAY DUNDAR
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Eyliil 2019
Damisman: Prof. Dr. N. Nalan IMAMOGLU SIRVANLI

OZET

Kiniirenik asit (KA) bir triptofan yolagi metaboliti olup, KA’nmn dehidroksilasyonu
sonucunda Kinaldik asit (KINA) olusur. KA, aym zamanda glutamat reseptorlerinin
endojen bir antagonisti olup, glutamat antagonistlerinin antiproliferatif potansiyele sahip
olduklar1 belirtilmektedir. Glutamat reseptorlerinden NMDA reseptoriiniin  alt
birimlerinin ise hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde bulundugu gdsterilmistir. Bu
calismada insan karaciger kanseri (HepG2) hiicrelerinde KA ve KINA’nin tek baslarina
ve sentetik glutamat antagonisti MK-801 ile birlikte antitiimoral etkileri molekiiler
diizeyde ilk kez arastirdmistir. Bu amacla, KA, KINA, MK-801’in ve
kombinasyonlarmin HepG2 hiicrelerinin canlilig1 ve proliferasyonu iizerindeki etkileri;
MTT ve BrdU analizleri ile tespit edilmistir. Bu maddelerin PI3K/Akt ve FoxO sinyal
yolaklar1 ile hiicre dongiisii ve apoptozda gorev yapan gen ve protein diizeylerine
etkileri ise sirasiyla RT-qPCR (Bax, Bcl-2, FasL, Bim, Kaspaz-9, Kaspaz-3 ve p21) ve
Western blot (PI3K, Akt, PTEN, p-PTEN, FOXO1, FOXO3a, TXNIP ve p27) analizleri
ile belirlenmistir. Calisma sonucunda, KA, KINA ve MK-801’in hiicre canliligin1 %50
inhibe eden konsantrasyonlarinin HepG?2 hiicrelerinde DNA sentezini de etkili sekilde
inhibe ettigi goriilmiistiir. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma HepG2 hiicrelerinde
daha yiiksek konsantrasyonlarda gostermis olduklar1 antiproliferatif etki, kombinasyon
uygulamasi ile daha diisiik konsantrasyonlarda elde edilmistir. Ayrica, HepG?2 hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif aktivitelerinde, KA, KINA, MK-801 ve kombinasyon
gruplarmin farkli hiicresel yolaklar1 izledigi goriilmiistir. Tek basina KA ve
KINA+MK-801 kombinasyonunun HepG2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkilerini karsihikli olarak FoxO ve PI3K/Akt sinyal yolaklar1 iizerinden
gerceklestirdikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antitiimoral aktivite, HepG2, Kinaldik asit, Kiniirenik asit
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INVESTIGATION OF THE in vitro ANTITUMORAL EFFECTS OF
KYNURENIC ACID AND QUINALDIC ACID IN HEPATOCELLULAR
CARCINOMA (HepG2) CELL LINE.

Pmar ATALAY DUNDAR
Erciyes Universitesi, Institue of Health Sciences
Medical Faculty, Department of Medical Biology
Doctorate Thesis, September 2019
Supervisor: Prof. Dr. N. Nalan IMAMOGLU SiRVANLI

ABSTRACT

Kynurenic Acid (KA) is a metabolite of tryptophan pathway and as a result of
dehydroxylation of KA, Quinaldic Acid (QINA) is formed. KA is also an endogenous
antagonist of glutamate receptors and glutamate antagonists have been indicated to have
antiproliferative potential. On the other hand, subunits of the NMDA receptor which is
one of the glutamate receptors, have been shown to be found in hepatocellular
carcinoma cells. Therefore, in this study the antitumor effects of KA and QINA alone
and in combination with synthetic glutamate antagonist MK-801 in human liver cancer
(HepG2) cells were investigated for the first time at the molecular level. For this
purpose, the effects of KA, QINA and MK-801 and their combinations on viability and
proliferation of HepG2 cells were determined by MTT and BrdU analyses. Effects of
these chemicals on PI3K/Akt and FoxO signalling pathways as well as cell cycle and
apoptosis were analysed in gene and protein levels were determined by RT-qPCR (Bax,
Bcl-2, FasL, Bim, Caspase-9, Caspase-3 ve p21) and Western blot (PI3K, Akt, PTEN,
p-PTEN, FOXO1, FOXO3a, TXNIP ve p27) respectively. As a result of the study, KA,
QINA and MK-801 concentrations that inhibit cell viability up to 50% have been shown
to effectively inhibit DNA synthesis in HepG2 cells. The antiproliferative effect of KA,
QINA and MK-801 alone in HepG2 cells at higher concentrations was obtained at lower
concentrations by combination application. In addition, KA, QINA, MK-801 and
combination groups were observed to follow different cellular pathways in their
antiproliferative activities on HepG2 cells. It was determined that the antiproliferative
effects of KA alone and QINA+MK-801 combination on HepG2 cells were carried out

via FoxO and PI3K/Akt signalling pathways, respectively.

Keywords: Antitumoral activity, HepG2, Quinaldic acid, Kynurenic acid
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, diinyada 6liim nedeni olarak kalp damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer
almakta olup, insan sagligi icin ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Wang ve ark, 2017).
Hepatoseliiler Karsinoma (HSK) ise, en sik goriilen karaciger kanseri olup, diinyada en
sik goriilen kanserler igerisinde 6. sirada, kanserle iligkili 6liimlerde ise 3. sirada yer
almaktadir. HSK’nin molekiiler patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla
birlikte, karaciger tiimorii olusumuna neden olan molekiiller mekanizmalarin
aydinlatilmasinin hastaligin tan1 ve tedavisinde oldukca 6nemli oldugu belirtilmektedir

(El-Serag ve Rudolph, 2007).

Giiniimiizde, HSK’nin tedavisinde cerrahi tedavi ilk tercih olmakla birlikte, yiiksek
postoperatif niiks orani ve diisiik rezeksiyon oraninin cerrahi tedavide karsilasilan en
onemli sorunlar oldugu belirtilmektedir (Wang ve ark, 2017). HSK’nin tedavisinde
kullanilmakta olan kemoterapétik ilaglarin ise, yiiksek toksisite gostermeleri, secici
olmamalari, yetersiz dagilim ve coziiniirliige sahip olmalar1 gibi ¢esitli sebeplerden
dolay1 etkilerinin sinirli oldugu belirtilmektedir (Zhou ve ark, 2016). Tim bu
nedenlerden dolayi, kemoterapétiklerin bu olumsuz etkilerini azaltmaya yonelik, anti-
timor etkinlikleri yiiksek olan yeni ve daha giiclii anti-tiimor ajanlar1 veya ilag
kombinasyonlarmin gelistirilmesi gerektigi belirtilmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalar da HSK’nin gelisiminin Onlenmesinde molekiiler hedefli yeni tedavi
ajanlarinin gelistirilmesi lizerine yogunlasmistir (Crissien ve Frenette, 2014). Sonug
olarak, HSK’nin tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilecek olan yeni
kemoterapotiklerin kanser hiicrelerinde hiicre sag kalimi ve hiicre o6liimii sinyal

yolaklarinda gorev yapan molekiiler mekanizmalar1 hedeflemesi olduk¢a onemlidir.

Cesitli bitkilerde dogal olarak bulunan bazi molekiillerin insan kanserlerinin
onlenmesinde oldukga etkili oldugu bilinmektedir. Bu dogal kanser baskilayici ya da

kanser Onleyici molekiillerin diisiik toksisiteye sahip oldugu ve tedavi sirasinda



hastalarin agrilarin1 azaltabildigi belirtilmektedir. Bununla birlikte, bitkilerde dogal
olarak bulunan bu molekiillerin kanser tedavisindeki etkinliginin sentetik ilaglara gore
daha diisiik oldugu, ancak bu molekiillerin farkli kombinasyonlarmin kanser tedavisinin
etkinligini biiyiik 6l¢iide artirdig: bildirilmektedir (Jiang ve ark, 2017; Wang ve ark,
2017). Bu nedenle, kanser tedavisinde farkl tipteki dogal kanser baskilayicilarin uygun

kombinasyonlarinin kesfedilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Triptofan insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen esansiyel bir amino asit olup, besin
yolu ile alinmas1 gerekmektedir (Chung ve Gadupudi, 2011). Memelilerde diyetle alinan
triptofanin biiyiik ¢ogunlugu, kiniirenin yolagi vasitasiyla metabolize edilmektedir.
Kiniirenin yolag1 metabolitlerinin hiicre iletisimi ve sagkalimu ile ilgili bir¢ok siiregte rol
oynadiklari, dzellikle de bu metabolitlerden Kiniirenik Asit (KA) ve Kinaldik Asit
(KINA)’in konsantrasyon seviyelerine bagli olarak belirli fizyolojik ve patolojik etkilere
sahip olduklar1 bildirilmektedir (Walczak ve ark, 2011).

KA’nm, bir¢cok doku, fizyolojik sivi, c¢esitli bitki ve gida maddelerinde bulundugu
bildirilmistir (Walczak ve ark, 2014a). KA iceren bitki ve gida iiriinlerinin tiiketimi ile
KA’nin intestinal liimenden absorbe edilerek kan dolasimi yoluyla periferal organlara
tasind1g1, oOzellikle karaciger ve bobrekteki KA konsantrasyonlarinin mikromolar
seviyelere ulasmis oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu dokulardaki KA iceriginin uzun siire
muhafaza edilebildigi de yapilan caligmalarla gosterilmistir (Turski ve ark, 2009).
KA’nin aym1 zamanda antiinflamatuar ve antioksidan Ozelliklere sahip oldugu
belirtilmektedir (Turski ve ark, 2014). Tiim bunlara ek olarak KA, iyonotropik glutamat
reseptorlerinin  dogal endojen bir antagonistidir ve glutamat antagonistlerinin
antikanserojen potansiyele sahip olduklar1 belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2014b).
Yapilan cesitli caligmalarda sentetik bir glutamat antagonisti olan MK-801’in cesitli
kanser hiicre hatlarinda in vitro antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Rzeski ve ark, 2002; Yamaguchi ve ark, 2013; Malsy ve ark, 2015). Iyonotropik
glutamat reseptorleri, yapisal benzerliklerine ve onlar1 aktive eden sentetik agonistlere
gore NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri olmak tizere 3 cesittir (Stepulak ve ark,
2009). Glutamat reseptorlerinin ¢esitli kanser hiicre tiplerinde bulundugu bilinmektedir
ve NMDA reseptor alt birimlerinin hepatoselliiler karsinoma dahil olmak {iizere bir ¢ok
kanser hiicre hattindaki varligir gosterilmistir (Li ve ark, 2012; Stepulak ve ark, 2014).
KA, NMDA reseptoriiniin glisin ko-agonist bolgesinin rekabet¢i blokorii olarak islev



goriir ve ayni zamanda iyonotropik glutamat reseptorlerinin tiim alt tiplerinin genis
spektrumlu bir antagonistidir. Yapilan bir ¢aligmada, sicanlara intragastrik olarak
uygulanan KA’nin ince barsaklardan emilerek kan dolasimiyla karaciger ve bobrege
tasindig1r ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun NMDA reseptorleri ve glutamat
reseptorlerinin alt birimleri ile etkilesime girmesi i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir
(Turski ve ark, 2009) Bu nedenle, hem hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde NMDA
reseptor alt birimlerinin bulunusu, hem de KA’nin kan dolasimi yoluyla karacigere
tasinmas1 ve karacigerde bulunan NMDA reseptorlerinin alt birimleri ile etkilesime
girmesi i¢in yeterli konsantrasyona ulasabildiginin goriilmesinden dolayi, KA’ ’nin HSK

hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisinin degerlendirilmesi olduk¢a dnemlidir.

KA’nm kanser hiicre proliferasyonundaki roliine iliskin yapilan ¢calismalarda da KA’ nin
hiicre biiylimesi, DNA sentezi ve hiicre gociinii engelleyerek, cesitli kanser hiicre
hatlarinda antiproliferatif aktivite sergiledigi gosterilmistir. Ancak bu aktivitenin
molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Walczak ve ark, 2014a). Sonug
olarak, KA’'nin bir¢cok gida iirliniinde bulunmasi, intestinal liimenden absorbe edilerek
kan dolasimma gec¢mesi, periferal organlara iletilmesi, antiinflamatuar ve antioksidan
ozellikler sergilemesi, KA ’nin kanser tedavisinde potansiyel terapotik bir ajan olarak
kullanilabilme olasiligint desteklemektedir. Bu sebeple, KA’nin kanser hiicrelerindeki
antiproliferatif aktivitesinin molekiiler mekanizmasinin agiga c¢ikarilmasi biiyiik 6nem

tasimaktadir.

KINA ise yapisal olarak KA’ya benzeyip, kiniirenin yolaginda KA’ nin
dehidroksilasyonu sonucu olusan bir diger metabolittir (Kaihara ve Price, 1962).
Yapilan caligmalarda intestinal floranin da KINA iiretimine katkida bulundugu
gosterilmistir (Gal ve Sherman, 1978). KA ile olan yapisal benzerliginden ve insan
organizmasinda dogal olarak bulunusundan dolayr KINA’nm antitiimoral potansiyelinin
degerlendirilmesi de oldukca dnemlidir. Literatiirde KINA nin antitiimoral potansiyeli
ile ilgili cok az sayida ¢aligma bulunmakta olup, bu calismalarda KINA nin antitiiméral
aktivitesinden sorumlu olabilecek hiicre dongiisii mekanizmalarinin ve hiicre dliimiine
neden olan potansiyel sinyal yolaklarmin arastirilmas: gerektigi bildirilmistir (Langner

ve ark, 2015, 2019).

Literatiirde, KA ve KINA nin cesitli kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile

bu aktivitelerden sorumlu olan potansiyel sinyal yolaklar: tizerindeki etkileri ile ilgili



yapilmis ¢ok az sayida ¢aliyma bulunmaktadir (Walczak ve ark, 2011, 2012a, 2012b,
2014a, 2014b). Bununla birlikte, literatiirde KA ve KINA’nin insan karaciger kanseri
tizerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilamamaigtir.
Bu amacla, tez calismasi kapsaminda, KA ve KINA’nin insan karaciger kanseri hiicre
hatti1 (HepG2) iizerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile PI3K/Akt ve FOXO sinyal
yolaklar1 iizerinden hiicre dongiisii ve apoptoza etkileri molekiiler diizeyde ilk kez
aragtirilmistir. Bunun icin, KA ve KINA’nin HepG2 hiicrelerinde hiicre cogalmasi ve
gelisiminde Onemli roller oynayan PI3K/Akt ve FOXO sinyal yolaklar: ile hiicre
dongiisii ve apoptozda gorev yapan gen ve proteinlerin transkripsiyon ve ekspresyon
diizeylerine etkileri swrastyla RT-qPCR (p21, Bax, Bcl-2, FasL, Bim, kaspaz-3 ve
kaspaz-9) ve western blot (PI3K, PTEN, p-PTEN, Akt, Foxol, Foxo3a, p-27, TXNIP)

analizleri ile belirlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda ayrica, KA ve KINA’nin sentetik bir glutamat antagonisti
olan MK-801 ile birlikte kombinasyonlar1 HepG2 hiicrelerine uygulanarak bu
maddelerin birlikte (KA+MK-801 ve KINA+MK-801) etkileri tek baslarina olan
etkileriyle karsilastirilmistir. Boylece, HepG2 hiicre hattinda sentetik glutamat
antagonisti olan MK-801’in dogal glutamat antagonisti olan KA ile veya KA’ya yapisal
olarak benzeyen KINA ile birlikte kombinasyonlarmin daha giiclii bir antitiiméral etki

gosterip gostermeyeceginin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Hepatoselliiler Karsinoma

Hepatoseliiler karsinoma (HSK), en sik goriilen primer karaciger tiimoriidiir ve diinya
capinda yilda 1 milyon insanin Oliimiine neden olmaktadir. Giderek artan siklikta
goriilmeye baslayan HSK’ya, genellikle ileri evrede tan1 konulmaktadir (Befeler ve di
Bisceglie, 2002). Diinyada en yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda 6. swrada, kanser
kaynakli oliimlerde ise 3. sirada yer almaktadir. Cogunlukla kronik karaciger hastaligi

ve siroz ge¢misi olan hastalarda goriilmektedir (Forner ve ark, 2012).

Tedavi kanserin bulundugu asamaya gore degismektedir. Bununla birlikte, hastaligin
tanisinin genellikle ileri evrede konulabilmesinden dolayi ileri evredeki HSK hastalar:
icin etkin bir tedavinin oldukca gii¢ oldugu belirtilmektedir. Hastaligin erken tan1 ve
tedavisinin saglanmasi amaciyla sik tarama ve hasta takibi onerilmektedir (Gomaa ve

Waked, 2017).
2.1.1. Hepatoselliiler Karsinomanin Risk Faktorleri ve Epidemiyolojisi

HSK insidans1 cografi bolgelere, etnik gruplara ve cinsiyete bagh olarak degismektedir.
HSK vakalarinmm %80’inden fazlasi Sahra Alt1 Afrika ve Dogu Asya gibi gelismekte
olan iilkelerde bulunmaktadir. Kuzey Avrupa ve Amerika gibi gelismis iilkelerde ise bu
oranimn daha az oldugu belirtilmektedir (El-Serag ve Rudolph, 2007). HSK gelisiminde
cesitli risk faktorleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda kronik hepatit C viriisii (HCV)
enfeksiyonu, kronik hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonu, alkol tiiketimi, non-alkolik
stetohepatit (NASH), siroz, sigara kullanimi, diyabet, fazla kilo alimi ve aflatoksin

maruziyeti bulunmaktadir (Maucort-Boulch ve ark, 2018).

Cografi bolgeye gore biiyiik oranda degisen HSK epidemiyolojisi, 6zellikle hepatit B ve
C gibi altta yatan hastaliklarin epidemiyolojisindeki farkliliklar sebebiyle tam olarak
aciklanamamaktadir. Buna bagli olarak yasa 0Ozgii insidans da diinyanin farkl

bolgelerine gore degismektedir. HSK’nin diinya genelinde goriilme sikliginin, kadinlara



oranla erkeklerde daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Sherman, 2010). Bati
toplumlarinda HCV, NASH ve alkol tiiketimine bagli HSK’ya daha sik rastlanirken,
dogu toplumlarinda HBV ve aflatoksine bagli HSK daha sik goriilmektedir (Bardak¢i ve
ark, 2019).

Bat1 diinyasinda, kronik alkol kullanimi ve NASH, siroz i¢in onemli oldugu kadar
kronik hepatit C i¢cin de Onemli etiyolojik faktorlerdir. Kronik hepatit C hastalarinin
yaklasik %?20’sinin ise, 20-30 yillik enfeksiyondan sonra siroz gelistirecegi tahmin
edilmektedir. Siroz gelistikten sonra kronik karaciger hasarindan dolay1 kanser riskinin
de belirgin bir sekilde arttig1 belirtilmektedir. Siroz asamasinda HSK gelisme riskinin
%3 ila 4 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, kronik viral hepatitin
HSK gelisimi ile nisbeten daha az iligkili oldugu belirtilmektedir. Diinya genelinde
HSK vakalarmin  %50’sinden fazlasinin ise kronik HBV enfeksiyonundan
kaynaklandig1 bildirilmistir. Asya iilkelerinde, sirozu olmayan kronik hepatit B
hastalarinda yillik HSK gelisme riski ise %0.5 olarak bildirilmistir. Siroz olmayan
kronik hepatit C’nin HSK gelisimine yol acip ac¢mayacagr ise tam olarak
bilinememektedir (Peck-Radosavljevic 2010). Tirkiye’de ise HSK’nin goriilme
sikliginin ileri yas ve kronik hepatit hastaliklara bagl olarak hizla artis gosterdigi
bildirilmektedir. Kronik HBV ve kronik hepatit D viriisii (HDV) enfeksiyonlarinin
tilkemizde HSK gelisimindeki en onemli etiyolojik faktorler oldugu belirtilmektedir
(Yalcm ve ark, 2013).

2.1.2. Hepatoselliiler Karsinogenezin Molekiiler Mekanizmasi

Hepatokarsinogenez, cok sayida molekiiler anormallikle sonu¢lanan karmasik ve c¢ok
asamal1 bir siirectir (Thomas ve ark, 2008). Bu sebeple hepatokarsinogenezi indiikleyen
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasmin HSK’nin tedavisi acisindan olduk¢a nemli

oldugu belirtilmektedir (El-Serag ve Rudolph, 2007).

Hepatokarsinogenez kronik karaciger hasari ile yakindan iligkili olup, bu yakin iliski
hiicrelerin boliinmesiyle artan genetik degisikliklerin hiicresel transformasyona yol
acmast ve bunun sonucunda karacigerde kanser gelisimine neden olmasi ile
aciklanmaktadir. Insan HSK’larinda da kromozom kopya sayisi degisiklikleri ve
translokasyonlarin olduk¢a yaygin oldugu bildirilmektedir. Hepatokarsinogenez ile

iligkili en yaygin durum ise, kronik karaciger hastaligina bagli uzun siireli sirozdur.



Kronik karaciger hastalig1 sirasinda HSK riskinin diisiik oldugu, bununla birlikte siroz

asamasinda bu riskin katlanarak arttig1 belirtilmektedir (El-Serag ve Rudolph, 2007).

HSK gelisimindeki ana mutasyonlar, tiimor baskilayici bir gen olan p53 ve B katenini
kodlayan CTNNBI1 genini icermektedir. CTNNB1 mutasyonunun baskin olarak HCV
iliskili HSK’da goriildiigii belirtilmektedir. Diger mutasyonlarin ise daha az siklikta
gorildiigii bildirilmektedir. 1q, 6p, 8q, 17q ve 20q’daki kromozomal amplifikasyonlar
ile 4q, 8p, 11q, 13q, 16q ve 17p’deki delesyonlar yaygindir ve dnemli onkogenleri ve
timOr baskilayicilar1 etkilerler. Hastalarin %5-10’unda, 6p21 (Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii A [VEGFA]) ve 11ql3’te (siklin D1) yiiksek seviye amplifikasyon
tanimlanmigtir.  HSK’daki epigenetik degisiklikler ise yeterince tanimlanamamis
olmakla birlikte, RASSF1, SOCS1, E-kaderin gibi tiimor baskilayicilarin susturuldugu
ve MYC gibi onkogenlerin yeniden aktiflestigi gosterilmistir (Villanueva ve ark, 2007).

HSK gelisiminde yukarida belirtilen degisiklikler sonucunda hiicre sagkalimi ve
proliferasyonu ile ilgili cesitli sinyal yolaklar1 aktive edilmektedir. Proliferasyon ile
ilgili sinyal yolaklarinda gorev alan epitel biiyiime faktorii reseptorii ve Ras sinyalleri
HSK’larin %50’sinden fazlasinda aktif durumdadir. Diger taraftan, timor baskilayici
PTEN’in (fosfataz ve tensin homologu) etkisiz hale getirilmesi veya fosfoinositid-3-
kinazin mutasyonlar1 nedeni ile mTOR (rapamisinin memeli hedefi) yolunun yukar: akis
sinyali karaciger kanserlerinin %40-50’sinde bozulmustur. Benzer sekilde, insiilin
benzeri biiylime faktorii reseptorii 1 sinyali, erken asamadaki HSK’larin %?20’sinde
aktiftir. Bununla birlikte erken asamadaki HSK’da hepatosit biiyiime faktorii ile c-MET
yolaklarindaki diizensizlikler de yaygin goriilen bir durumdur. HSK’larm iigte birinde
ise, Wnt sinyal yolagmin; transkripsiyon faktorii p-katenini kodlayan gendeki
mutasyonlar, Wnt reseptorlerinin asir1 ekspresyonu veya E-kaderin inaktivasyonu
sonucunda aktif oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, HSK yiiksek derecede
vaskiilarize bir kanser olup VEGFA, Angiopoietin 2 ve fibroblast biiyiime faktorii
sinyalleri ile anjiyojenik aktivite gostermektedir (Forner ve ark, 2012). Yapilan cesitli
caligmalarda, kanser hiicresi biiyiimesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan ve
timOr baskilayic1 olarak bilinen FoxO sinyal yolaginda gorevli transkripsiyon
faktorlerinin de karacigerde hiicre cogalmasi ve metabolizmasi i¢in olduk¢a Onemli

oldugu gosterilmistir (Adachi ve ark, 2007; Gross ve ark, 2008).



2.1.3. Hepatoselliiler Karsinomanin Tedavisi

HSK erken asamada teshis edilirse, cerrahi olarak rezeksiyon veya karaciger
transplantasyonu ile kiiratif olarak tedavi edilebilicegi belirtilmektedir. Bununla birlikte,
HSK’li hastalarin ¢ogunda hastalik ileri seviyede oldugundan ve altta yatan bir
karaciger fonksiyon bozuklugu mevcut oldugundan, hastalarin sadece %15’i kiiratif
tedavilere uygundur ve genellikle medyan sagkalim siireleri de 1 yildan az olan kotii bir
prognoza sahiptir. Diger taraftan HSK’nm tedavisinde; radyofrekans ablasyonu,
mikrodalga ablasyonu, perkiitan etanol enjeksiyonu, transarteriyel kemoembolizasyon,
radyo-embolizasyon, kriyoablasyon, radyasyon terapisi, stereotaktik radyoterapi,
sistemik kemoterapi ve molekiiler hedefli tedaviler gibi diger bazi tedavi yontemleri de

mevcuttur (Crissien ve Frenette, 2014).

HSK’nin tedavisinde ¢ok az sayidaki kemoterapotik ajanlar giivenilir HSK antitiimor
yanit1 ile iligkili bulunmustur. Kemoterapi sistemik veya bolgesel olarak
uygulanabilmekte olup, bolgesel kemoterapi intra-arteriyel tedaviyi icermektedir.
Sistemik kemoterapi de ise, hastalarin tipik olarak %25°ten az yanitla tedaviye diisiik
cevap verdikleri belirtilmektedir (Befeler ve di Bisceglie, 2002).

2.1.3.1. Hepatoselliiller Karsinomanin Tedavisinde Kullanilan Antikanser Ajanlar

ve Yan Etkileri

Sitotoksik ve hormonal ajanlar1 iceren sistemik tedavilerin, HSK’1l1 hastalara ya cok az
fayda sagladigi ya da hi¢c fayda saglamadigi belirtilmektedir. Giiniimiizde Sisplatin,
Doksorubisin, 5-Florourasil (5-FU) ve Sorafenib hepatokarsinogenezin tedavisinde tek
baslarina veya kombinasyon halinde kullanilan ana kemoteropdtiklerdendir. HSK,
kemoterapiye direngli bir tiimordiir ve bircok sebepten dolay1 kemoterapi ileri evredeki

HSK’11 hastalarda rutin olarak kullanilamamaktadir (Vogel ve ark, 2018).

Doksorubisin antrasiklin yapida bir antibiyotik olup, HSK terapilerinde kemoterapotik
bir madde olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Doksorubisin’in antineoplastik
mekanizmasi, esas olarak topoizomeraz II inhibisyonuna ve DNA zincirlerinin arasina
girmesine dayanmaktadir. Boylece, hiicre biiyiimesini durdurarak kanser hiicrelerinin
Olimiine yol actig1 belirtilmektedir (Zhong ve ark 2019). Doksorubisinin HSK’daki
diisiik terapotik etkisinin, coklu ila¢ direnci (MDR) mekanizmalarindan kaynaklandigi
varsayilmaktadir (de Verdiere ve ark, 1997).



Sisplatin, ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in kullanilan platin bazli bir kemoterapi
ilact olup, hiicre icinde DNA’ya baglanarak ¢apraz bag olusturan bir platin kompleks
icermektedir. Bu ¢apraz baglanma, DNA’ya zarar verir ve bunun sonucunda DNA tamir
mekanizmalar1 devreye girer. Onarim mekanizmalar1 da zarar gordiigiinde ise apoptoz
vasitastyla hiicre Oliimii tetiklenir (Li ve ark, 2016). Diger yaygin kemoterapdotik
maddelere benzer sekilde, sisplatinin de hepatotoksisite, nefrotoksisite, ndro-toksisite ve
ototoksisite gibi ¢ok fazla sayida yan etki sergiledigi belirtilmektedir (Zhong ve ark,
2019).

5-FU, kanser tedavisinde, Ozellikle kolorektal kanserde yaygin olarak kullanilan bir
antimetabolit ilactir. Timidilat sentazin yarigmasiz inhibitoriidiir ve metabolitlerini RNA
ve DNA’ya dahil eder. Hiicrenin i¢inde, 5-FU farkl sitotoksik metabolitlere doniisiir.
Hiicrenin DNA sentezleme yetenegini bloke ederek hiicre dongiisii durdurur ve
apoptozu indiikler. 5-FU, spesifik olarak deoksitimidilat ({TMP) sentezini inhibe eder.
Bunun sonucunda hizla boliinen kanserli hiicreler, dTMP olmadan timinsiz Oliime
giderler. Bunun yani sira, 5-FU’nun hiicrede rRNA islemesi icin gerekli olan eksozom
kompleksinin aktivitesini de inhibe ettigi bilinmektedir (Li ve ark, 2016). Bununla
birlikte, 5-FU hematolojik ve gastrointestinal toksisiteler dahil olmak iizere cesitli ciddi

yan etkilere sahiptir (Yamaguchi ve ark, 2008).

Bir tirozin kinaz inhibitorii (TKI) olan Sorafenib’in ileri evre HSK’da kullanimi 2007
yilinda onaylanmistir. HSK’11 hastalarin ¢cogunun Sorafenib’e hemen cevap vermelerine
ragmen, daha sonra bu hastalarin ilaca karsi diren¢ gelistirmeleri nedeniyle etkinlik
kayb1 yasadiklar1 belirtilmektedir. Bununla birlikte, hastalarin %20 ila 38’inin de yan
etkilerden dolay1 ilaci kullanmayi biraktiklar1 bildirilmektedir. Sorafenib’in, ciltle
iliskili toksisiteler, hipertansiyon, proteiniiri, diyare, sitopeni gibi yan etkilerinin yani
sira, tromboembolizm, kanama ve bagirsak perforasyonu gibi hayati tehdit eden birgok

ciddi yan etkilerinin bulundugu belirtilmektedir (Crissien ve Frenette, 2014).

Ileri evre HSK’I1 hastalarda birinci basamak tedavisi olarak yapilan faz II ve faz III
caligmalarinda diger TKi’lerden sunitinib, linifanib, brivanib, dovitinib veya
sorafenib’in erlotinib ile kombinasyonlar1 uygulanmis ve bu kombinasyonlardan hicbiri
sorafenib kadar etkili bulunamamistr (Gomaa ve Waked, 2017). Diger taraftan
Lenvatinib, ileri evre HSK’da ilk asama tedavi olarak iimit verici sonuglar gostermistir

(Kudo, 2017). Lenvatinib, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Reseptorii 1-3’ii, Fibroblast
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Biiyiime Reseptorii 1-4°1, trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptoriinii, trombosit
kaynakli biiyiime faktorii reseptoriinii, RET ve KIT genlerini hedefleyen oral bir
TKI’dir. Lenvatinib ile gozlenen en yaygin yan etkilerin ise hipertansiyon, diyare,

anoreksi, kilo kaybi1 ve yorgunluk oldugu belirtilmektedir (Gomaa ve Waked, 2017).

Sonug¢ olarak, HSK tedavisinde kullanilmakta olan kemoterapétik ilaglarin ciddi yan
etkilere sahip olmalari, hastada ilag direnci gelistirmeleri, yiiksek toksisite gostermeleri,
secici olmamalari, yetersiz dagilim ve c¢oziiniirliige sahip olmalar1 gibi cesitli
nedenlerden dolayi etkileri sinirli kalmaktadir. Bu sebeple, anti-tiimor etkilerini en iist
diizeye cikarmak ve kemoterapotiklerin bu olumsuz etkilerini azaltmak igin, yeni ve
daha etkili anti-timor ajanlarmin veya ilag kombinasyonlarmin gelistirilmesi

gerekmektedir.
2.2. Kiniirenin Yolagi, Metabolitleri ve Biyolojik Onemi

Triptofan insan viicudunun sentezleyemedigi dokuz esansiyel aminoasitten birisidir ve
insan viicuduna disaridan almmasi1 gerekmektedir. Triptofan insan viicuduna alinir
alinmaz ya albiimine bagli bir sekilde ya da serbest formda perifer dolasima
katilmaktadir. Kan-beyin bariyerinde ise triptofan ancak yarismali ve spesifik olmayan
L-tipi amino asit tasiyicisi ile serbest formda tasinabilmektedir. Triptofan merkezi sinir
sistemine (MSS) girdikten sonra cesitli metabolik yolaklarin Onciisii olarak islev
gormekte ve serotonin ve kiniirenin gibi farkli son iiriinlerin meydana gelmesine neden
olmaktadir (Chen ve Guillemin, 2009). Kiniirenin yolagi, memelilerde hem periferik
hem de merkezi sistemlerde triptofan metabolizmas: i¢in ana yolaktir (Mandi ve Vécsei,

2012).

Protein sentezi i¢in kullanilmayan triptofanin yaklasik %99’unun katabolizmasindan
sorumlu olan kiniirenin yolaginin 6nemi, baslangicta nikotinamid adenin diniikleotit
(NAD)’in biyolojik sentezindeki roliine baglanmistir. Bununla birlikte, giiniimiizde
yapilan ¢aligmalarla kiniirenin yolagi ile tiimor proliferasyonu, inflamasyon, depresyon
ve norodejeneratif hastaliklar arasinda belirgin iligkiler oldugu ortaya ¢ikarilmigtir.
Kiniirenin yolag: ilk kez 1853 yilinda, triptofan ile beslenen hayvanlardan salgilanan
triinlerin analiz edilmesiyle kesfedilmistir. Takip eden yillarda ise, kiniirenin yolaginda
gorev yapan ilgili enzimleri, kimyasal doniisiimlerini ve olast hastaliklarla iligkilerini
ortaya ¢ikarmak iizere cok sayida ¢alismalar yapilmistir. Kiniirenin yolaginda rol alan

enzimlerin aktiviteleri ise 1960’11 yillarda her bir enziminin sirasiyla memeli
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dokusundan ¢ikarilmasiyla tamamen aydinlatilmistir. Kiniirenin yolagimin enzimleri son
yillarda gerek modern molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesi gerekse bakteri
tirlerinde benzer Kkiniirenin yollarmin kesfi sayesinde molekiiler diizeyde

calisilabilmistir (Davis ve Liu 2015).

Memelilerde triptofan katabolizmasindaki ilk adim kiniirenin yolag: iizerinden formil
kiniirenin (FK)’i iiretmek {izere 3 farkli enzim tarafindan katalizlenir (Sekil 2.1). Bu
katalizleme islemini gergeklestiren enzimler; triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO),
indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO-1) ve yakin zamanda kesfedilen IDO-1 ile iliskili IDO-
2 enzimleridir (Adams ve ark, 2014) (Sekil 2.1). Bu enzimler ayn1 zamanda hem

bagimli enzimlerdir.

TRIPTOFAN

l {TDO, iIDO-1, ID0-3)

Formilkiniirenin

l Kindrenin formilaz

Kiniirenik asit (KA) |e_"2Urenin amino- Kiniirenin
transferazlor (KAT)
l l Kindrenin mono-oksijenaz (KiAO)
Kinaldilr.asit[l(iNA] 3-hidoksi-kinrenin

l Kindreninaz (KNU)

3-hidoksi-antranilikasit

— - Aminokarboksimukonat
Pikolinik asit

D semiogldehit dekorboksilaz (AKNMSD)

l 3-hidroksiantranilat dioksijenaz {3HAQ)

Kinolinik asit

l Kinolinat fpsforibozil transferaz (KFRT)

Sekil 2.1. Kiniirenin Yolagi (Chen ve Guillemin, 2009)
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TDO, esas olarak karacigerde ifade edilmesinin yani sira beyin, plasenta, maternal ve
embriyonik dokularda da ifade edilmektedir. TDO sentezi triptofan veya
kortikosteroidler tarafindan uyarilmaktadir (Heng ve ark,. 2016). TDO, diyetle alinan
triptofanin cogunlugunu katabolize eder. TDO sentezi diyetle alinan triptofanin yanisira
tirozin, histidin, glukokortikoidler ve kinurenin tarafindan da uyarilmaktadir (Adams ve
ark, 2014). Diger taraftan IDO-1 hepatik olarak baskin bir enzimdir ve makrofajlar,
mikroglia, noronlar ve astrositler de dahil olmak iizere ¢ok fazla cesitteki hiicrelerde
bulunmaktadir. IDO-1’in sentezi, lipopolisakaritler, amiloid peptidler ve insan immiin
yetmezlik viriisii (HIV) proteinleri gibi belli sitokinler ve inflamatuar molekiiller
tarafindan diizenlenir. Bununla birlikte IDO-1’1n sentezinin en gii¢lii uyaricisi interferon
gama (IFN-y) olup, IDO-1’in hem gen ekspresyonunu hem de enzimatik aktivitesini
indiikleyebilmektedir (Chen ve Guillemin 2009). IDO-2 ise, IDO-1 ile benzer yapisal ve
enzimatik aktivitelere sahip bir enzim olup, IDO-1 ve IDO-2’yi kodlayan genler yan
yana bulunmaktadir. IDO-2; hepoatositlerde, safra kanalinda, serebral korteksin noronal
hiicrelerinde ve dentritik hiicrelerde bulunmaktadir. Bununla birlikte IDO-2 ifadesinin
diizenlenmesi IDO-1’den farkli olup, sentezi D-1-metil-triptofan tarafindan inhibe

edilmektedir (Metz ve ark, 2007).

TDO, IDO-1 ve IDO-2 enzimleri kofaktor olarak hem proteaz grubu kullanan bilinen
tek dioksijenazlardir. Ayrica, IDO-2, oksidatif stres cevabmin olusmasmi saglayan
siiperoksit dismutaz enzimi disinda, siiperoksiti substrat olarak kullanabilen tek
enzimdir (Davis ve Liu, 2015). Memelilerde triptofan katabolizmasini saglayan
kiniirenin yolaginda, TDO, IDO-1 ve IDO-2 katalizli reaksiyonun diiriinii olan FK,
kinurenin formilaz (KF) enzimi ile ilk kararli ara madde olan kiniirenin’e (KIN)
hidrolize olmaktadwr. KIN’den de; 3-hidroksiantranilik asit (3-HAA), kinurenik asit
(KA), pikolinik asit (PIKO) ve kinolinik asit (KINO) ara iiriinleri iiretilir (Sekil 2.1)
(Chen ve Guillemin 2009).

Nihai iiriin olan NAD’1 olusturmak iizere triptofan katobolizmasini gerceklestiren
Kiniirenin  yolaginda, triptofan KiN’e katabolize edildikten sonra kiniirenin
monooksijenaz (KMO) enzimi ile 3-hidroksikiniirenin (3-HK)’e katabolize edilir. 3-
HK’da kiniireninaz tarafindan 3-HAA’ya doniistiiriilir (Myint ve ark, 2012). 3-HAA ise
daha sonra NAD’a parcalanan KINO’yu olusturur. Bu oksidasyon yolagi tamamlanirken

az miktarda PIKO olusumu da gerceklesir. Diger taraftan KIN, Kkiniirenin
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aminotransferaz (KAT)’lar tarafindan KA’e katabolize edilir (Sekil 2.1). Karacigerdeki
bu metabolizma cok kararli olmayip, yas ve cinsiyetten de etkilenmektedir (Myint ve

ark, 2012).

Kiniirenin yolaginda olusan triptofan katabolitlerinin tiimii hiicre i¢i NAD olusumuna
katilmazlar. 3-HAA, PIKO, KINO ve KA gibi triptofan katabolitlerinin énemli bir
kisminin biyolojik aktivite gostermek {iizere hiicre disma salindiklar1 belirtilmektedir
(Braidy ve ark, 2011). Kiniirenin yolaginin bu metabolitleri toplu olarak “kiniireninler”
olarak adlandmrilirlar ve bir¢cok farkli fizyolojik ve patolojik siirecte yer alirlar
(Schwarcz ve ark, 1983; Schwarcz ve Pellicciari 2002; Sas ve ark, 2007). Kiniirenin
yolagi ile ilgili yapilan caligmalar daha cok norodejeneratif ve eksitotoksik hasarlarla
ilgilidir (Stone ve Addae 2002; Stone ve Darlington 2002; Sas ve ark, 2007). Ancak
son yillarda yapilan ¢calismalarda, kiniirenin yolaginin hem dogal hem de kazanilmig
(adaptif) immiin yanitlarin bir diizenleyicisi oldugu ve triptofan metabolizmas: ile
kiniirenin {iretiminin immiin sistem ve sinir sistemi iizerinde Onemli rolii oldugu
gosterilmistir (Mandi ve Vécsei, 2012; Braidy ve Grant, 2017). Ayrica, kiniirenin yolagi
metabolitlerinin hiicre iletisimi ve sagkalimi ile ilgili bir¢cok siirecte de Onemli rol

oynadiklar1 bildirilmektedir (Walczak ve ark, 2011).
2.2.1. Kiniirenin Yolag1 Metabolitlerinin Hastahklarla Olan iliskileri

Kinurenin yolagi immiin cevabin diizenlenmesinde ve immiin toleransmin
uyarilmasinda etkili bir mekanizmadir. Kiniirenin yolaginin metabolitlerinin
(kiniireninlerin), farkli dogal ozellikleri ile birbirlerinin etkilerini sinerjik sekilde
artirabildikleri ya da antagonize sekilde baskilayabildikleri belirtilmektedir. Cesitli
patolojik kosullar altinda triptofan, kiniireninler ve Kiniiren/Triptofan (K/T) oraninin
Olciilmesiyle, immiin aktivasyon derecesi ve hatta kinurenin yolu ile hastaliklar
arasindaki iliski hakkinda bilgi sahibi olunabilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte,
triptofan, IDO-1 ve Kkiniireninler arasindaki karmasik etkilesimin tam olarak

anlasilabilmesi i¢in daha fazla sayida arastirma yapilmasi gerektigi belirtilmektedir.

Gilinlimiize kadar kiniirenin yolagi; adaptif bagisiklik yetersizligi sendromu, demans
kompleksi, Alzheimer hastalifi (AH), sizofreni, Huntington hastaligi, Amyotrofik
lateral skleroz (ALS), neoplazi ve kanser dahil olmak iizere cesitli hastalik ve
rahatsizliklarla iligkili bulunmustur. Yapilan cesitli caligmalarda, belirtilen bu patolojik

durumlarda triptofan ve metabolitlerinin diizeyleri 6lciilmiis ve Olciilen diizeylerde
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onemli dengesizlikler gozlenmistir. Bu metabolitlerin diizeyleri normal sinirlara

getirildiginde ise semptomlarin azaldig1 gozlenmistir (Chen ve Guillemin 2009).

Triptofan yolagi metabolitlerinden olan 3-HAA’nin immiinoregiilasyonda rol oynadigi
belirtilmektedir. Miirin makrofajlar1 ile yapilan bir calismada, 3-HAA’nin milimolardan
daha diisiik konsantrasyonlarinin niikleer faktor Kappa B aktivasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Sekkai ve ark, 1997). Benzer sekilde, fare makrofajlar1 ile yapilan bir
diger calismada da, 3-HAA’nmin antimikrobiyal ve antitiimoral aktivitelerle yakindan
iliskili olan ve nitrik oksit (NO) olusumunu katalizleyen indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (Nathan ve Hibbs, 1991).
Ayrica, yapilan bir baska calismada da 3-HAA’nin norotoksisiteye yol acgan
konsantrasyon seviyelerinin oldukca altindaki konsantrasyonda kaspaz-8 aktivasyonu
ile mitokondriden sitokrom c¢ salimim saglayarak miirin timositler ve T helper 1 (Thl)
hiicreleri tizerinde secici olarak apoptotik etki gosterdigi de belirtilmistir. Makrofajlarda
goriilen bu etki ise 3-HAA’ nm periferal immiin regiilasyonunda 6nemli rolii oldugunu

gostermektedir (Fallarino ve ark, 2002).

Triptofan yolagmn bir diger metaboliti olan PIKO’nun ise endojen bir néroprotektan ve
dogal bir demir ve c¢inko selatorii oldugu belirtilmektedir (Fernandez-Pol, 1977).
PiIKO’nun ayni zamanda hiicresel biiyiimeyi kontrol etmesinin yanisira, anti-timor,
antifungal ve antiviral aktivitelerinin de bulundugu bildirilmektedir. MBL-2 lenfoma
hiicreleri ile asilanms farelerle yapilan in vivo bir calismada, PIKO’nun tiimor
hiicrelerinin rRNA metabolizmasim degistirdigi ve makrofajlarin sitotoksik ve tiimor
Oldiiriicii aktivitelerini artirdigi goriilmiistiir. Calisma sonucunda farelerin hayatta kalma
oranlarmin arttig1 belirtilmistir (ruffmann 1987). PIKO nun antifungal aktivitesi ile ilgili
yapilan bir ¢alismada, PIKO’nun IFN-y ile sinerjik etki gostererek Candida albicans’in
biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Abe ve ark, 2004). HIV-1 ve insan herpes
simpleks viriis-2 ile enfekte edilmis hiicrelerle yapilan bir baska ¢alismada da, nispeten
yiiksek konsantrasyonlardaki (1,5-3 mM) PIKO’nun, enfekte olmus hiicreler iizerinde
antiviral, sitotoksik ve apoptotik etkilere sahip oldugu goriilmiistiir (Fernandez-Pol ve
ark, 2001). PIKO’nun ayn1 zamanda, kinolinik asidin neden oldugu norotoksisiteyi

bloke ettigi de bildirilmektedir (Beninger ve ark, 1994).

Triptofan yolagi metabolitlerinden KINO’nun, glutamat reseptorlerinden biri olan

noronal NMDA reseptoriiniin alt birimlerini secici olarak aktive ettigi belirtilmektedir.
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Triptofan beyinde FK yerine 5-hidroksitriptamin’e metabolize edilmektedir. Bu sebeple,
beyindeki KINO konsantrasyonu kan ve sistemik dokulara oranla daha diisiiktiir (Heyes
ve ark, 1997). Ayrica, immiin yanit smrasinda sistemik veya MSS’deki KINO
seviyesinin ve IDO-1 aktivitesinin ¢arpici bicimde yiikseldigi belirtilmektedir (Heyes ve
ark, 1992; Espey ve ark, 1996). KINO’nun, immiin regiilasyon ve norotoksik
ozellikleriyle ilgili olarak bircok arastirma yapilmistir. KINO’nun immiin sistemle
iliskisine dair yapilan in vitro bir ¢aligmada, KINO’nun Thl hedef hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi ve CD4*, CD8" T lenfositlerinin ve dogal oldiiriicii hiicrelerin
cogalmasmi secici olarak inhibe ettigi goriilmiistir (Belladonna ve ark, 2006).
KINO’nun, AH (Guillemin ve ark, 2003), Parkinson (Zinger ve ark, 2011), ALS
(Guillemin ve ark, 2005), Huntington (Schwarcz ve ark, 2010) ve multipl skleroz (Lim
ve ark, 2010) gibi norotoksisiteyle iliskili bazi inflamatuar beyin hastaliklarinda da rol

aldig1 bildirilmektedir.

Triptofan yolagmin bir diger metaboliti olan ve tez calismasi kapsaminda karaciger
kanserindeki antitiimoral etkisi arastirilan KA’nin ise, konsantrasyon seviyesine bagli
olarak belirli fizyolojik etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2011).
KA’nin gastrointestinal sistem patolojisindeki roliine dair yapilan ¢esitli calismalarda,
KA’nin zehirli bir Atlantik deniz kabuklusunun neden oldugu mide ve duodenal
ilserasyona kars1 koryucu oldugu (Glavin ve ark, 1989) ve sicanlarda stres ve etanoliin
neden oldugu iilserleri hafiflettigi (Glavin ve Pinsky, 1989) gosterilmistir. Bu
caligmalara benzer sekilde, deneysel olarak kolon tikanikligi gelistirilen kopeklerde
KA’nm hipermotilite ve ksantin oksidaz aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir
(Kaszaki, 2008). Ayrica, yapilan bagka bir calismada da KA’nin siganlarda deneysel
olarak indiiklenen akut kolitin erken evrelerinde bagirsak hareketliligini ve inflamatuar
aktivasyonu azalttig1 belirtilmistir (Varga ve ark, 2010). Tiim bu calismalar, KA’ nin
ozellikle iilserler, kolon tikaniklig1 veya kolit gibi gastrointestinal sistem patolojileri
izerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. KA’nin gastrointestinal
sistem patolojisindeki roliine dair son yillarda yapilan baska bir calismada ise, KA’nin
kolon adenokarsinoma (HT-29) hiicre hattinda bir siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorii
olan p21 Wafl1/Cipl ekspresyonunu artirarak hiicre proliferasyonunu ve DNA sentezini
inhibe ettigi ve bu hiicreler iizerinde antitiimoral aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Walczak ve ark, 2012a). Ayrica, tip 2 diyabet, multipl skleroz, huzursuz bagirsak

sendromu ve kronik bobrek hastaliklar1 gibi inflamasyon iliskili hastaliklarda hastalarin
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periferik kanindaki KA diizeylerinin artiy gosterdigi belirlenmistir (Wirthgen ve ark,
2018). Romatoid artritli hastalarla yapilan bir caligmada, hastalarin serumlarinda
bulunan KA diizeyi ile sabah tutulumu ve agr1 skoru pozitif korelasyonlu bulunmustur
(Parada-Turska ve ark, 2013). Elde edilen bu sonug¢ ise, inflamasyon siddeti ile
dolasimdaki KA diizeyinin dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde,
bu konuda yapilan in vitro bir ¢alismada da, KA’nin sinoviyositlerin proliferasyonunu
inhibe ettigi ve sinoviyal fibroblastlarin hiperplazisini 6nleyen ilaglarin antiproliferatif
etkilerini arttirdig1 gosterilmistir (Parada-Turska ve ark, 2006). Ayrica, bozulmus KA
sentezinin RA’da hiperplazi gelisimini tetikleyebilecegi one siiriilmiistiir (Wirthgen ve
ark, 2018). Benzer sekide, triptofan metabolizma dengesinin bozulmasi ile depresyon
veya sizofreni gibi zihinsel bozukluklarin gelisimi arasinda bir baglant1 oldugu
belirtilmis ve AH, kiime bas agris1 ve kronik migren hastalarmin kanindaki KA
diizeyinin saglikli bireylere gore azalma gosterdigi bildirilmistir (Wirthgen ve ark,
2018). Bu nedenle, KA iiretimindeki artisin, norotoksik etkilere kars1 dengeleyici bir

cevap olarak islev gorebilecegi belirtilmistir (Wirthgen ve ark, 2018).

KA’nm gastrointestinal kanaldaki fizyolojik roliiniin yamisira, kanser hiicre
cogalmasinda da 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2011).
KA’nm kanser hiicre proliferasyonundaki roliine iliskin yapilan ¢esitli ¢aligmalarda
KA’nin; hiicre biilyiimesini, DNA sentezini ve hiicre go¢iinii engelleyerek, cesitli kanser
hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivite sergiledigi gosterilmistir (Walczak ve ark, 2011,
2012b, 2014a). Yapilan in vitro ¢aligmalarda, KA’ nin insan kolon adenokarsinoma (HT-
29, Caco-2 ve LS-180), bobrek kanser hiicreleri (Caki-2) ve glioblastoma hiiceleri (T-
986) dahil olmak iizere bircok kanser hiicre hattinin ¢ogalmasini inhibe ettigi
goriilmiistiir (Walczak ve ark, 2011, 2012b, 2014a). Bununla birlikte, bu ¢calismalarda
KA’nmn kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin potansiyel molekiiler

mekanizmalar: tam olarak acikliga kavusturulamamagtir.

Triptofan metabolizmasinin bir diger endojen metaboliti olan kinaldik asit (KINA) ise
KA’nin dehidroksilasyonu sonucu olusur ve KA ile yiiksek diizeyde yapisal benzerlige
sahiptir (Kaihara ve Price 1962). Diger taraftan, intestinal floranin da KINA iiretimine
katkida bulundugu bildirilmektedir (Yokoi ve ark, 1998). Tez calismasi kapsaminda
karaciger kanserindeki antitiimoral etkisi arastirilan KINA’nin; glikoneogenez,

proinsiilin sentezi ve insiilin salinimi, metal iyonlar1 selatlama, oksijen tiirevlerini
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uzaklastirma ve kolon igindeki patojenik mikrofloradaki biiyimeyi baskilama gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir (Langner ve ark, 2015).
Bununla birlikte, bilinen bu biyolojik aktivitelerine ragmen KINA’min insan
organizmasindaki rolii hala tam olarak aciklia kavusturulamamistir. KINA’nin
antitimoral potansiyeli ile ilgili literatiirde ¢ok az sayida caligma bulunmaktadir.
Yapilan in vitro bir caligmada; cesitli insan kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda
(HT-29, Caco-2 ve LS-180) KINA nin tiim hiicre hatlarinda ¢ogalmay1 inhibe ettigi
goriilmiistiir (Langner ve ark, 2015). Bununla birlikte, calismada KINA’nin
antiproliferatif — aktivitesinin molekiiler —mekanizmas1i da tam olarak aciga
cikarilamamistir. Bu sebeple, hem antiproliferatif aktiviteye sahip KA ile olan yapisal
benzerliginden hem de insan organizmasinda dogal olarak bulunusundan dolayi,

KINA’nin anti-tiimér potansiyelinin degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir.
2.3. Kiniirenik Asit (KA)

Bir triptofan metaboliti olan KA (Sekil 2.2), ilk olarak idrarda Liebig tarafindan
kesfedilmis (Liebig 1853) ve 1980 ve 1990°’hh yillarda iyonotropik glutamat
reseptOriiniin bir antagonisti oldugu belirtilmistir (Turski ve ark, 2013). Daha sonra
yapilan arastirmalarda KA’nin insan beyninde bulundugu one siiriilmiis ve KA’nin
bircok doku ve fizyolojik sivida degisen konsantrasyonlarda bulundugu bildirilmistir
(Turski ve ark, 2011). Ayrica yapilan bir ¢alismada, bir triptofan metaboliti olarak
bilinen KA’ nin, ayn1 zamanda cesitli besin maddelerinde bulunanana dis kaynakli dogal
bir madde oldugu ve ince bagirsak mikroflorasi tarafindan da iiretildigi gosterilmistir
(Turski ve ark, 2014). KA iceren gidalarmn tiiketimi ile KA’nin intestinal limenden
kolayca absorbe edilerek kan dolasimi yoluyla periferal organlara tasindigi

belirtilmektedir (Turski ve ark, 2009).

O

Sekil 2.2. Kiniirenik Asitin Kimyasal Yapis1
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KA, tiim iyonotropik glutamat reseptorlerinin ve bir noroprotektif metabolit olarak
kabul edilen o7 nikotinik asetilkolin reseptoriiniin (a7nAChR) antagonisti olmakla
birlikte, G-protein bagl reseptor 35 (GPR35)’in de bir agonistidir (Turski ve ark, 2011).
Buna bagli olarak, KA’nmm MSS’deki fizyolojisi ve patolojisindeki roliinii aragtirmak
icin sayisiz arastirma yapilmis ve cesitli norolojik hastaliklarin patogenezinde biiyiik rol
oynadig1 tespit edilmistir. Beyinde genellikle nanomolar konsantrasyonlarda bulunan
KA’nm endojen bir antikonviilzan ve noroprotektan oldugu gosterilmistir. Ancak,
KA’nm hem insan beynindeki konsantrasyonunun, hem de kan-beyin bariyeri ge¢isinin
diisiik olmasindan dolayi, son yillarda KA’ nin daha ¢ok beyin disindaki potansiyel rolii
arastirtlmistir (Turski ve ark, 2013).

Insan organizmasinda triptofandan KA iiretiminin, giinde yaklasik olarak 840 - 1160 pg
oldugu, ancak idrarla atilan KA konsantrasyonunun giinde 1143.9 - 5376.6 pg arasinda

degistigi belirtilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, KA’ nin sindirim sisteminden

absorbe edildigi ve buradan kan dolasimina gectigi gosterilmistir (Turski ve ark, 2009).

Insan organizmasindaki KA iceriginin yalnizca kiniirenin yolagindan iiretilmedigi,
biiyiik bir kismuinm Kkiniirenin yolagi disindaki farkli kaynaklardan saglandig:
belirtilmektedir (Turski ve ark, 2011). KA iceren bu eksojen kaynaklar; cesitli besin
maddeleri, tibbi bitkiler ve ince bagirsak mikroflorast (kolon mikrobiatasi)’dir (Kuc ve
ark, 2008; Turski ve ark, 2011). KA iceren bu kaynaklar asagida agiklanmistir.

e Besin Maddelerindeki KA igerigi; KA’nin daha 6nce, Gingko biloba (Drieu, 1986)
ve Ephedra transitoria (Al-Khalil ve ark, 1998) gibi bitkilerin bir bileseni oldugu
belirtilmis, ancak bu ¢alismalarda KA’nin tam olarak igerigi dl¢iilmemis ve kesin
tanimlanmas1 yapilmamistir. Daha sonra yapilan bir calismayla 37 adet gida ve bal
aris1 irtiniinde KA’nm varlig1 kromatografik olarak tespit edilmistir. Bu calismada;
en yiikksek KA konsantrasyonuna bal arisi liriinlerinde rastlanmistir. Yiyecek, icecek
ve halk ilac1 olarak yaygin sekilde kullanilan Propolis’in, 1.63 pg/g KA ihtiva ettigi
goriilmiistiir. Cesitli ¢igek bali ve ar1 polenlerinde ise sirasiyla 0.87 ve 0.64 ug/g KA
bulundugu belirlenmistir. Ayrica taze brokoli (0.42 pug/g) ve patateste (0.51 pg/g) de
yine yiiksek KA konsantrasyonlar: Ol¢iilmiistiir. Bu c¢alismada ilging bir sekilde,
haslama isleminin havug, karnabahar ve brokoli gibi bazi sebzelerde KA
konsantrasyonunu sirastyla %37, %81 ve %88’e kadar azalttigi goriilmiistiir.

Bununla birlikte patatesteki KA iceriginin haslama isleminden -etkilenmedigi
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goriilmiistiir (Turski ve ark, 2009). Yapilan baska bir calismada da yine balda son
derece yiiksek oranda KA seviyesi (2.114 pg/g) olciilmiistiir (Beretta ve ark, 2009).
Propolis, bal ve ar1 poleni, halk tibbinda ve apiterapide yaygin olarak kullanilmakta
olup bu calismalarda da belirtildigi gibi fazla miktarda KA icermektedir. Bunun
tizerine KA’nin; tibbi bitkilerdeki miktar1 da kromatografik olarak analiz edilmistir
(Turski ve ark, 2011).

Tibbi Bitkilerdeki KA Icerigi; Karahindiba (Taraxacum officinale), 1sirgan otu
(Urtica dioica), kirlangicotu (Chelidonium majus) ve atkestanesi (Aesculus
hippocastanum) gibi dort tibbi bitki lizerinde yapilan analizler sonucunda KA’nin bu
bitkilerin yapraklarinda, ciceklerinde ve koklerinde olmak iizere incelenen tiim
kisimlarinda mevcut oldugu bulunmustur. Tablo 2.1°de de gosterildigi gibi, KA

konsantrasyonunun, bitkinin kistmlarina gére dnemli dl¢iide degistigi goriilmektedir.

Tablo 2.1. Taze toplanan bitki materyalinin farkli kisimlarindaki kinurenik asit igerigi

Bitkisel ilac KA icerigi (ug/g 1slak agirhk)

Yaprak Cicek Kok
Kirlangicotu 0.283 0.069 0.022
Isirgan otu 0.445 0.243 0.063
Karahindiba 0,489 0.041 0.011
Atkestanesi 0.636 0.043 Belirli degil

Secilen tiim bitkilerin yapraklarinda ytiksek miktarda KA bulunurken, ciceklerinde
diisiik, koklerinde ise cok daha diisiik miktarlarda KA konsantrasyonu gdzlenmistir.
KA bilesiginin en yiiksek konsantrasyonu, 0.636 pg/g ortalama yas agirhg ile
atkestanesinin yapraklarinda tespit edilmistir (Tablo 2.1). KA nin topraktaki icerigi
de analiz edilmis ve yiiksek konsantrasyonda KA varhigi gézlenmistir. Calisma
sonucunda  bitkilerde KA’nin  Oncii  L-kiniirenin’den  enzimatik  olarak
sentezlenebildigi gibi, bitkilerin KA’y1 topraktan da absorbe edebildigi gosterilmistir
(Turski ve ark 2011). Yapilan bir caligmada bitkisel tabletler, sase formundaki otlar
ve bitkisel caylar, iireticilerin talimatlarina uygun olarak hazirlanmis ve Onerilen
maksimum giinliik doz miktarinda bulunan KA igerigi analiz edilmistir (Tablo 2.2).
Tablo 2.2°de de gosterildigi gibi, maksimum giinliik bitkisel ila¢ dozundaki en
yiksek KA konsantrasyonu sar1 kantaronun sase formunda 32.6 g olarak

belirlenmistir (Walczak ve ark, 2011).
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Tablo 2.2. Bitkisel ilaglarin maksimum giinliik ila¢ dozundaki KA igerigi

Bitkisel ilac Hazirlama Yontemi / Sicakhik Maksimum giinliik

/ Zaman dozdaki KA icerigi
(ug/giin)

Isirgan otu kokii Infiizyon / 90 °C / 15 dk 1.1

Sigir otu cicegi Infiizyon /90 °C/ 15 dk 2.4

Ihlamur ¢icegi Infiizyon /90 °C/ 15 dk 4.2

Ebegiimeci cicegi Infiizyon /90 °C/ 10 dk 6

Papatya cicegi Infiizyon /90 °C/ 10 dk 10.2

Altin otu cicegi Dekoksiyon / 100 °C /5 dk 10.7

Kecisakah otu Infiizyon / 90 °C / 5 dk 13.3

Nane yaprag Infiizyon / 90 °C / 10 dk 19.5

Miirver cicegi Dekoksiyon / 100 °C / 3 dk 20.7

Isirgan yaprag: Infiizyon /90 °C/5 dk 32.5

Sar1 Kantaron otu Infiizyon /90 °C /60 dk 32.6

KA’nin farmakolojik 6zellikleri ve tibbi bitkilerde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasi1 goz Oniine alindiginda, 6zellikle sindirim sistemi {iizerinde terapotik
potansiyele sahip olabilecegi ve bunun yanisira yeni ve degerli bir besin takviyesi
olarak kullanilabilecegi one siirtilmektedir (Turski ve ark, 2011). Bu gidalarin
tiketimi ile KA’nin intestinal liimenden kolayca absorbe edilerek kan dolasimi
yoluyla periferal organlara tasindig: belirtilmektedir. Yapilan bir calismada, siganlara
intragastrik olarak uygulanan KA’nin ince barsaklardan emilerek kan dolasimiyla
karaciger ve bobrege tasindigi ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun
mikromolar seviyelere ulagsmis oldugu gosterilmistir. Ayrica KA uygulamasindan
sonra enterik rota incelendiginde, periferal dokudaki KA igeriginin uzun siire

muhafaza edilebildigi de bildirilmistir (Turski ve ark, 2009).

ince Bagirsak Mikroflorasimin KA Uretimine Katkisi; KA’nin sigan incebagirsak
limeninde yiiksek mikromolar konsantrasyonlarda bulundugu goriilmiis ve bu
tiretimin intestinal flora tarafindan yapildig1 6ne siiriilmiistiir (Kuc ve ark, 2008). Bu
caligmada, KA’ nin bagirsak sivisinda bulundugu ve bu bilesigin konsantrasyonunun
ince bagirsak boyunca arttig1, barsagm distal kismindaki sivida ise ortalama 16 uM
konsantrasyona kadar ulastig1 bildirilmistir. ince bagirsak duvarindaki KA icerigi ise

0.21 ila 0.29 nmol /g (0.2 - 0.3 uM) olarak Sl¢iilmiistiir ki bu da bagirsak sivisinda
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Olciilen KA miktarindan ¢ok daha diisiik bir miktardir. Boylece, KA’nin ince
bagirsak ¢eperinde iiretilmedigi ve bagirsak sivisina salgilanmadigi da anlagilmistir.
Ayrica calismada, ince bagirsaktaki KA kaynaginin analiz edilmesi amaciyla; fareler
24 saat boyunca KA iceren standart hayvan yeminden mahrum edilmis, boylece
sindirim sistemi besin maddelerinden armdirilmistir. Sonug olarak tesbit edilen KA
kaynaginin besin maddelerinden kaynaklanmadigi anlasilmistir. Calismanin
sonucunda Escherichia coli'nin KA iiretebildigi ve hiicre disma salindigi yani

KA’nin bagirsak mikroflorasinin bir iiriinii oldugu gosterilmistir (Kuc ve ark, 2008).

E. Coli ile ilgili daha Once yapilan bir calismada da E. Coli’de AspAT enzimi
bulundugu gosterilmis olup, bu enzim yiiksek kiniirenin aminotransferaz ve glutamin
transaminaz K aktivitelerine sahiptir. Calismada kiniirenin ve piruvat ile takviye
edilmis E. Coli’nin reaksiyon iriinlerinde KA birikimi gozlenmistir (Han ve ark,
2001). Ayrica jejunum ve ileumda, mikroflora konsantrasyonu ile KA icerigi
arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir. Bu bulgular bagirsak florasinin
intestinal KA’ nin ortak havuzunu olusturmaya katilabilecegini gostermektedir. Ote
yandan, KA’ ’nin bakteriyel biiyiimeyi etkiledigi de gosterilmistir (Kuc ve ark, 20006).
Ilging sekilde, diisiik ve orta diizey KA konsantrasyonlar1 bazi probiyotiklerin
biiylimesini tesvik ederken, yiiksek konsantrasyonlardaki KA’nm antibakteriyel

ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Kuc ve ark, 2006; Dolecka ve ark, 2011).
2.3.1. KA’min Merkezi Sinir Sistemi (MSS) ve Perifer Dokulardaki Dagilhim

KA ilk olarak, 1853’te idrarda kesfedilmis (Liebig, 1853), daha sonra plazmada 0.004-
0.06 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda mevcut oldugu gosterilmistir (Amirkhani
ve ark, 2002). Ayrica insan ve sicanla ilgili yapilan cesitli arastirmalar sonucunda
KA’nmm MSS’de ve perifer dokulardaki icerigi analiz edilmistir. Buna gore; Tablo 2.3’te
de gosterildigi gibi beyin omurilik sivis1 ve beyindeki KA konsantrasyonlar1 sirasiyla
0.001-0.005 pM ve 0.14-1.58 puM araliginda tespit edilmistir. Bunun yaninda KA’ nin
beyin disinda periferal olarak cesitli konsantrasyonlarda idrarda, serumda, amniyotik
stivida ve sinoviyal sivida bulundugu da gosterilmistir. KA’nin ayni1 zamanda insan
salyasi, gastrik sivi, safra, pankreatik sivi ve insan kalin barsak mukusu gibi
gastrointestinal yoldaki fizyolojik sivilarda da bulundugu bildirilmistir. KA’ nin
periferik dokulardaki konsantrasyonu 0.09 uM (sican bagirsak duvarinda) ile 0.815 pM
(sican bobreginde) arasinda degisebilmektedir (Turski ve ark, 2013).



22

KA konsantrasyonu, gastrointestinal sistem boyunca kademeli olarak artmaktadir.
Viicut sivilarinda KA’ nin en diisiik konsantrasyonu 0.003 uM ile insan tiikiiriigiinde, en
yiiksek konsantrasyonu ise 16.1 uM ile sican ileum mukusunda saptanmustir. Sican
ileumundaki KA igeriginin, insan tiikiiriigiinden yaklasik 5400 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir. KA konsantrasyonunun bu kadar belirgin sekilde derecelendirilmesinin

sindirim sisteminde fizyolojik 6nemi halen bilinmemektedir (Turski ve ark, 2013).

Tablo 2.3. Doku ve viicut sivilarindaki KA igerigi (Turski ve ark, 2013)

Doku KA icerigi (uM) Organizma
Beyin 0.14 - 1.58 Insan
Karaciger 0.161 Sican
Akciger 0.172 Sican
Bagirsak 0.09 - 0.29 Sican
Dalak 0.129 Sican
Kas 0.197 Sican
Plazma 0.004 — 0.060 Insan
Bobrek 0.815 Sican
idrar 4-40 Insan
Beyin omurilik sivis1 0.001 —0.005 Insan
Sinovyal s1v1 0.016 Insan
Amniyotik sivi 1.132 Insan
Tikiiriik 0.003 Insan
Gastrik sivi 0.01 Insan
Safra 0.31-0.84 Insan
Pankreatik sivi 0.76 Domuz
Jejunum - mukus 1.49 Sican
Proksimal ileum - mukus 3.30 Sican
Orta ileum - mukus 8.08 Sican
Distal ileum - mukus 16.10 Sican

Insan safrasindaki KA miktar1 0.31-0.83 pM konsantrasyonlar1 arasinda tespit
edilmistir. Domuz pankreatik sivisinda ise KA’nin nispeten yiiksek konsantrasyonu
(0.76 uM) gozlenmistir. Bagirsaktaki KA emilimi ve KA’nmin safra ve pankreas
stvilarindaki varlhigina iliskin verilere dayanarak, bagirsak sivisinda hepatik-pankreatik-
intestinal sekresyon-emilim fonksiyonel dongiisii, yiiksek KA konsantrasyonu
olusumuna yol acabilmektedir. Ayrica, kolon mikrobiyota aktivitesinin, KA’nin
gastrointestinal iceriginin muhafaza edilmesine katkisinin oldugu one siiriilmektedir.

KA’nm idrardaki igerigi ise 4-40 uM arasinda degismektedir (Turski ve ark, 2013).
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Yapilan calismalar, beyin omurilik sivis1 ve beyindeki KA konsantrasyonlar1 glutamat
veya kolinerjik reseptorleri etkilemek icin gereken konsantrasyondan diisiik iken, ileum
liimenindeki KA konsantrasyonunun Glutamat, alfa-7 kolinerjik ve in vitro GPR35
reseptorleri ile etkilesime girebilecek kadar yiiksek oldugu tespit edilmistir (Wang ve
ark, 2006). Sonug olarak, mevcut veriler KA’nin sindirim sisteminin liimeninde yiiksek
konsantrasyonda bulundugunu gostermektedir. KA hem insan viicudunda triptofandan
iretilirken hem de ¢esitli yiyecek ve bitkilerden absorbe edilmektedir. Bunun yaninda
bagirsak florasi da KA iiretimine katkida bulunmaktadir. Bu yiizden, yapilan son
caligmalarda KA’nin sindirim sisteminin isleyisinde Onemli rol oynayabilecegi ve
KA’nm gastrointestinal sistem hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in kullanildiginda terapotik

ozelliklere sahip olabilecegi 6ne siiriilmektedir.
2.3.2. KA’nin Reseptiorler Uzerindeki Etki Mekanizmasi

KA, ii¢ iyonotropik glutamat reseptoriiniin tiimiinii yaklasik olarak ayni dereceye kadar
yiikksek mikromolar konsantrasyonlarda inhibe eden, rekabetci, genis spektrumlu bir
glutamat reseptor antagonistidir. Bunlar; N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri,
kainat reseptorleri ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4 izoksazol propionik asit (AMPA)
reseptorleridir (Chen ve Guillemin, 2009). KA, diisiik konsantrasyonlarda NMDA
reseptoriiniin  glisin modiilator bolgesi iizerinde etki ederken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda, NMDA reseptorlerinin glutamat bolgesinde ve AMPA reseptorleri

iizerinde etki etmektedir (Schwarcz ve ark, 2012).
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Son yillarda, KA’nin baska hedefleri de belirlenmistir. Bunlardan sadece a7nAChR,
simdiye kadar beyinde “iyi niyetli” bir KA reseptorii olarak tanimlanmistir, G-protein
bagl reseptor GPR35 ve aril hidrokarbon reseptorii gibi baska reseptorlerin rolii ise
arastirilmaya devam edilmektedir (Schwarcz ve ark, 2012). Sekil 2.3’te de gosterildigi
gibi KA, a7nAChR ve GLUT-R’nin rekabet¢i olmayan bir antagonisti iken, biiyiik
Olciide eksprese edilen GPR35 ve AhR’nin de bir agonistidir (Wirthgen ve ark, 2018).

2.3.2.1. KA’nin GPR35 Reseptorii Uzerindeki Etkisi

G-protein-baglt reseptor 35, periferik monositler, bazofiller, eozinofiller, iINKT
(degismez dogal Sldiiriicii hiicreler) ve mast hiicreleri, dahil olmak iizere ¢esitli immiin
hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Fallarini ve ark, 2010; Yang ve ark, 2010). GPR35
ekspresyonu, sindirim sistemi boyunca, akciger, iskelet kasi, rahim ve dorsal kok
ganglionunda yiiksek diizeyde iken, kalp, karaciger, mesane, omurilik, biitiin beyin ve
beyincikte ise orta diizeyde tesbit edilmistir. KA, GPR35’in bildirilen ilk agonist
ligandidir. i1k olarak, ¢in hamsteri yumurtahk hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada
yiiksek verimli tarama sistemiyle hiicre i¢i kalsiyum (Ca*) degisiklikleri belirlenerek,
GPR35 ile birlikte eksprese edilen bir G-protein karisimi olarak tanimlanmistir. Daha
sonra yapilan c¢aligmalarla, KA-GPR35 etkilesiminin, sempatik néronlarda N tipi Ca'?
kanallarmi inhibe ettigini ve astrositlerde ATP ile indiiklenen kalsiyum ge¢islerinin
plato fazini azalttig1 ortaya konulmustur. Baska bir ¢caligmada ise, KA’ni aracilik ettigi
GPR35 aktivasyonunun, cAMP diizeyini azalttig1 gosterilmistir (Wirthgen ve ark,
2018).

Ya bir ¢alismada, KA’nin, fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K) / protein kinaz B (Akt) ve
mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolaklar: tizerinde inhibe edici bir etkiye
sahip olabilecegi One siiriilmiistiir. Bu ¢alismada KA’nin kolon kanseri hiicrelerinde
hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlarm (ERK) 1/2, p38 MAPK ve Akt’nin
fosforilasyonunu azalttig1, ayrica KA’ nin B-katenin birikimini indiikledigi gosterilmistir
(Walczak ve ark, 2014b). MAPK, PI3K/Akt ve p-katenin yolaklarmin ise GPR
sinyalinin 1iyi bilinen hedefleri oldugu bildirilmistir (Wirthgen ve ark, 2018).
Dolayisiyla, yapilan calismada hiicrelerin KA ile muamelesi sonucunda, ERK ve p38’te
gozlenen inhibisyon ve B-katenin birikiminin indiiklenmesi, GRP35 aktivasyonunun bir

sonucu olabilecegi de bildirilmistir (Walczak ve ark, 2014b).
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2.3.2.2. KA’nin AhR’nin Reseptorii Uzerindeki Etkisi

Aril hidrokarbon reseptorii, immiin cevabmin diizenlenmesinde kritik etkilere aracilik
eden bir KA reseptoriidiir. AhR bir liganda baglanirken, AhR niikleer trans-yerlestiricisi
ile dimerize olur ve bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. AhR nakavt farelerin
kullanildig1 bir¢cok calismada, bu reseptoriin, inflamasyonda ©nemli bir immiin
diizenleyici rolii oldugu gosterilmistir. Ornegin, AhR-eksikligi olan farelerde,
Lipopolisakkarit kaynakli septik soka karsi yiiksek hassasiyet olustugu ve akcigerdeki
lokal inflamasyondan sonra daha giiclii bir cevap gelistigi gosterilmistir (Thatcher ve
ark, 2007; Sekine ve ark, 2009). AhR aktivasyonu, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve
makrofajlar dahil olmak iizere cesitli hiicrelerde inflamatuar bir uyarana yanit olarak
gelisen proinflamatuar sitokinlerin asir1 indiiksiyonunun 6nlenmesinde rol oynar. Bu
nedenle, KA gibi uygun bir AhR ligandi ile yapilan klinik tedavinin, inflamatuar
hastaliklarda timit verici bir terapotik yontem olabilecegi One siiriilmiistiir (Wirthgen ve

ark, 2018).

KA’ya ek olarak, KA onciisii KIN gibi diger triptofan metabolitlerinin de AhR’nin
ligandlar1 oldugu gosterilmistir, ancak KA daha giicli bir AhR ligandi olarak
tanimlanmigtir. Triptofan metabolitleri ile AhR etkilesiminin, immunomodiilator
sinyallemeyi aktive ederek endotoksin toleransi swrasinda immiin homeostaza katkida
bulundugu tahmin edilmektedir (Bessede ve ark, 2014). AhR’ye baglanmis KA’nin,
meme kanseri hiicrelerinde IL6 mRNA ekspresyonunu indiikledigi ve ayrica KA ile IL1
kombinasyonunun, tek baslarmayken oldugundan ¢ok daha giiglii bir sekilde, 1L6’y1
indiikledigi gosterilmistir (DiNatale ve ark, 2010). IL6, hem anti-inflamatuar hem de
pro-inflamatuar ozelliklere sahip, pleiotropik bir sitokin oldugu i¢in, KA aracili IL6
ekspresyonunun sadece KA’nin immiinosiipresif fonksiyonuna katkida bulunup

bulunmadigi kesinlestirilememistir (Tanaka ve ark, 2014).
2.3.2.3. KA’nin 07nAChR Reseptorii Uzerindeki Etkisi

a7nAChR, cogunlukla MSS hiicrelerinde ifade edilmekle birlikte immiin hiicrelerde,
bagirsak hiicrelerinde, vagal siniri hiicrelerinde ve enterik sinir sistemi hiicrelerinde
ifade edilen nikotinik reseptorlerdir (Kalkman ve Feuerbach, 2016). Noronal presinaptik
a7nAChR’ nin aktivasyonu, kalsiyum ve sodyum iyonlarmin akisimi artirarak,
norotransmiter salintmini arttirir. a7nAChR’nin aktivasyonu, astrositler ve mikrogliada,

enflamatuar tepkileri azaltirken endotel hiicreleri, makrofajlari, T hiicreleri ve
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olgunlasmamis dendritik hiicreler gibi noronal olmayan hiicreleri diizenlemektedir
(Anderson ve Maes, 2017). Kolinerjik anti-inflamatuar yolagin bir iiyesi olan o7nAChR
MSS ve periferal kanda inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bununla
birlikte yakin zamanda antagonistik a7nAchR ligandlarmin anti-inflamatuar etkileri

oldugu bildirilmistir (Steiner ve ark, 2014).

KA’nmn beyin icerigindeki seviyeleri bazi norolojik hastaliklarda degisiklik
gostermektedir. Elektrofizyolojik deneyler, a7nAChR’nin, KA inhibisyonuna kars1
biiylik bir duyarlilig1 oldugunu ortaya koymustur. KA’ nin yiiksek diizeylerde bulundugu
AH, Down sendromu (DS) ve sizofreni hastalarinda goriilen a7nAChR’in inhibisyonu,
sirastyla sizofreni ve AH’li hastalarda hipotamaterjik ve hipokolinerjik tonlarla;
sizofreni, AH ve DS’li hastalarda ise biligsel eksikliklerle iligkili bulunmustur (Hilmas
ve ark, 2001).

Elektrofizyolojik deneylerden elde edilen sonuglar, KA’nin nikotinik kolinerjik
sistemde bir ndromodiilator olarak gorev yaptigini ve a7nAChR’yi voltajdan bagimsiz
sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Ayrica cahismalar KA’nin, o7nAChR’nin
rrekabetsiz bir antagonisti oldugunu da gostermistir. a7nAChR’lere ek olarak, sadece
glutamaterjik iyonotropik reseptorlerin KA tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir

(Hilmas ve ark, 2001).
2.3.2.4. KA’nin Glutamat Reseptorii Uzerindeki Etkisi

Glutamat esansiyel bir amino asit olmakla birlikte, memeli MSS’deki ana uyarici
norotransmitterdir  ve  ¢esitli  reseptorler yardimiyla  biyolojik  aktivitesini
gerceklestirmektedir.  Glutamat, anksiyete veya depresyon gibi psikiyatrik
bozukluklarina ve epilepsi, spastisite, felg veya travmatik beyin hasar1 gibi norolojik
hastaliklarla  iligkili ~ bulunmustur.  Glutamat antagonistlerinin,  anksiyolitik,
antikonviilsan, kas gevsetici, yatistirici, anestezik ve noroprotektif ozelliklere sahip
olduklar1 gosterilmistir (Rzeski ve ark, 2001a). Bununla beraber, baz1 se¢ilmis glutamat
reseptorlerinin alt birimlerinin ekspresyonunun bloke edilmesiyle glutamat reseptor
antagonistlerinin tiimor biliylimesini simirladigi ve kanser hiicrelerinin in vitro

cogalmasini 6nledigi bildirilmistir (Luksch ve ark, 2011).

Glutamat reseptorleri (GluR’ler); ligand kapili katyon kanallar1 olan iyonotropik
glutamat reseptorleri (iGluR’ler) ve G protein-bagli reseptorler olan metabotropik

glutamat reseptorleri olmak iizere sinyallerini ilettikleri mekanizmaya gore iki ana sinifa
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ayrilir (Ribeiro ve ark, 2017). Iyonotropik glutamat reseptorler, yapisal benzerliklerine
ve onlar1 aktive eden sentetik agonistlerinin tipine géore NMDA, AMPA ve kainat
reseptorleri olmak iizere alt gruplara ayrilir (Sekil 2.4). Bu reseptorler, hiicre i¢i Ca™*
seviyelerini arttirabilmekte ve NO, reaktif oksijen tiirleri ve bunun sonucu olarak hiicre

oliimiine neden olabilmektedir (Stone ve Addae 2002).

GluN1
GIluN2A-D
GluN3A-B GluA 1-4 GluK1-5
iGluR’lar
| |
NMDAR AMPAR KAR
Ca?*, Na* Na*(Ca?*) (Ca**)Na*

Sekil 2.4. GluR’larin Siniflandirilmasi (Ribeiro ve ark, 2017)

AMPA reseptorleri (AMPAR), ligandin baglanmasiyla sodyum akisina izin veren
GluAl-GluA4 alt birimlerinden olusan homo veya heterotetramerlerdir. AMPAR
kanalinin elektrofizyolojik 6zellikleri reseptoriin molekiiler bilesimine dayanir. GluA2
alt birimi AMPAR’larin kalsiyum ve ¢inkoya gecirgenligini belirler. Yapilan caligmalar
hem sinaptik plastisite hem de hastalikta Ca®* gecirgen AMPARlarm kilit roliine isaret
etmektedir (Liu ve Zukin, 2007).

Kainat reseptorleri (KAR), tetramerik kanallar1 olusturan GluK1-GluKS alt
birimlerinden olusur. GluK4 ve GIluKS alt birimleri, fonksiyonel homomerik reseptorler
olusturmazlar, ancak fonksiyonel reseptorler olusturmak icin GluKI-GluK3 heteromerik
gruplar1 biraraya gelirler. GluA2’ye benzer sekilde, GluK1 ve GluK2, bu reseptorlerin
kalsiyum gecirgenligini azaltan glutamin/arginin diizenlemesinde onemli rol alir. Her ne
kadar bazi caligmalarda KAR’ 1 kanserdeki roliinii arastirilmis olsa da, bu rol yeterince

kesfedilememistir (Ribeiro ve ark, 2017).

NMDA reseptorleri iki GluN2 alt birimi ile ya da GluN2 ve GIluN3 alt birimlerinin bir
kombinasyonu ile oligomerize edilmis iki GIluN1 alt biriminden olusan

heterotetramerlerdir (Sekil 2.5). Reseptor kompleksinde bulunan GluN2 (A, B, C veya
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D) ve GIuN3 (A veya B) alt iinitelerine bagli olarak, GIuN3 alt iinitesini iceren
reseptorlerle azalan kalsiyum gecirgenligi sunan, farkl elektrofizyolojik ozelliklere
sahip NMDA reseptorleridir. NMDA reseptorleri, es-agonist glisin veya d-serin ile
glutamatin aym1 anda baglanmasin1 gerektirir. Glisin veya d-serin GIuN1 alt birimi
baglanma bolgesine baglanirken, glutamat GIluN2 alt birimlerine baglanir. GluNI'e

benzer sekilde, GIuN3 alt birimleri glutamattan ziyade glisin ve d-serin baglar.

Glisin Najg Glutamat

Zn2+

~ Hiicre Dis1

Hiicre lgi

Mg2+

Sekil 2.5. Onemli Baglanma Bolgelerini Gosteren NMDA Reseptorii Modeli (Lipton 2004).

iGluR’ler arasmnda, NMDA reseptorleri genellikle kalsiyum i¢in en gecirgen
reseptorlerdir (Ribeiro ve ark, 2017). GluN1 reseptor (NR1) alt birimi kanalin kalsiyum
iletkenligi i¢in gereklidir, GIuN2 reseptor (NR2) ve GluN3 reseptor (NR3) alt birimleri
ise reseptoriin elektrofizyolojik ve farmakolojik 6zelliklerini belirler (Luksch ve ark,

2011).

KA, tiim iyonotropik glutamat reseptorlerini etkileyen, NMDA, AMPA ve kainat
reseptorleri dahil olmak iizere tiim iyonotropik glutamat reseptorlerini etkileyen bilinen
tek genis spektrumlu endojen bir antagonisttir. KA diisik mikromolar
konsantrasyonlarda (ECsp = 7.9 uM-15 uM) NMDA reseptorlerinin NR1 alt birimindeki
glisin  baglama bolgesine yiikksek afinite ile baglanirken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda (ECsp = 200uM-500 uM) NR?2 alt iinitesindeki glutamat baglanma
bolgesini bloke edebilmektedir (Majlath ve ark, 2016). KA nin noroprotektif etkisinin,
esas olarak NMDA reseptorii antagonizmasi yoluyla glutamat eksitotoksisitesinin
Onlenmesi yoluyla gerceklestigi ©ne siiriilmektedir. Diisiik KA konsantrasyonlari
presinaptik glutamat salinimini engelleyerek noroprotektif etki gosterirken yiiksek
mikromolar konsantrasyonlarda (uM-mM) KA, AMPA reseptorleri {izerinde
noroinhibisyon etki gostermektedir (Szalardy ve ark, 2012).
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2.3.2.4.1. NMDA ve AMPA Reseptorlerinin Kanserdeki Rolii

Glutamatin timor biiyiimesi iizerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan
calismalarda cesitli tiimOr hiicre hatlari, NMDA antagonistleri, AMPA antagonistlerine
ve glutamat’a maruz brrakilmig, timor hiicrelerinin gogii, ¢ogalmasi ve morfolojisi
degerlendirilmistir. Sonucta NMDA ve AMPA antagonistlerinin tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu ve gociinii inhibe ederken, glutamatin proliferasyonu uyardigi

bulunmustur (Rzeski ve ark, 2001b).

NMDA ve AMPA antagonistlerinin, glial ve néronal tiimorlerin yani sira, kolon, girtlak,
meme, hepatoseliiler karsinom, prostat, melanoma, akciger ve tiroid dahil olmak iizere
bircok noronal olmayan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasmi da sinirladigr bildirilmistir
(Ribeiro ve ark, 2017). Kalsiyum yoksunlugu altinda biiyiiyen tiimor hiicreleri NMDA
ve AMPA antagonistlerinin antiproliferatif etkilerine karsi diren¢li oldugu gosterilmis
ve buna bagl olarak iGluR antagonistlerinin antiproliferatif etkisinin kalsiyum bagiml
oldugu bildirilmistir (Rzeski ve ark, 2001b). Kalsiyum tiimor biiyiimesini ve hiicre
gocilinii uyaran ikinci habercidir. Glutamatin, ise membran depolarizasyonunu
indiikleyerek kalsiyum akisini diizenledigi, boylece hiicre ici kalsiyum artsini tetikledigi
bilinmektedir. Timor hiicreleri iizerindeki glutamat bagimli reseptor/iyon kanali
komplekslerinin, tiimor hiicrelerinin cogalma ve gociinii bu sekilde diizenledigi 6ne
siriilmektedir (Rzeski ve ark, 2001b). Bununla birlikte MAPK yolagmin
inhibisyonunun, iGluR antagonistlerinin antiproliferatif aktivitesinde kilit bir rol
oynadig1 bildirilmistir (Hardingham ve Bading 2003). Antiproliferatif aktivitelerine ek
olarak, GIluR antagonistlerinin morfolojiyi degistirdigi ve kanser hiicrelerinin

invazyonunu azalttig1 da gosterilmistir (Rzeski ve ark, 2001b).

Kanser hiicrelerinde glutamat reseptorii alt iinite ekspresyonunun susturulmasinin
karsinojenezi etkiledigi ve bazi GluR alt birimlerinin, tiimoriin hayatta kalmasini,
proliferasyonunu ve metastaz i¢in egilimi diizenleyen biyokimyasal yolaklar1 kontrol
etmede rol oynadig1 gosterilmistir (Luksch ve ark, 2011). GluR2’nin asir1 eksprese
edilmesi, glioma hiicre hattinda hiicre proliferasyonunun ve apoptoz indiiklenmesinin
inhibe edilmesine, GluR1’in susturulmasi da hiicre proliferasyonun azalmasina ve
apoptozun artmasina neden olmustur. Bu bulgular, kanser tiiriine bagh olarak, GluR alt
birimlerinin fenotip ve malign davranis1 modiile ettigi fikrini desteklemektedir (Luksch

ve ark, 2011).
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Tablo 2.4’te periferik kanserlerde NMDA reseptorii alt birimlerinin ekspresyonu
gosterilmistir. NMDA reseptoriinin NR1 alt birimi, kanser numunelerinde yiiksek
oranda eksprese edilirken, normal dokularda ekspresyonu cok daha diisiik sekilde
gozlenmigtir. NR1 alt {initesinin immiinohistokimyasal ekspresyonu, kanser
orneklerinin cogunda gozlenmistir. NMDA reseptorlerinin farkli kombinasyonlar1 veya
tekli alt birimleri; kolon kanseri, meme kanseri, oral kanser, laringeal karsinoma,
akciger kanserleri, prostat kanseri, tiroid kanseri ve gastrik, 6zofageal ve hepatoseliiler

karsinomlardan tiiretilen hiicre hatlarinda gosterilmistir (Koiri, 2015)

Tablo 2.4. Kanser tipine gore hiicrelerde ifade edilen NMDA reseptor alt birimleri (Koiri 2015)

Kanser Tipi ifade Edilen NMDA Reseptor Alt Birimleri
Beyin tiimorii NR1 ve NR2C alt birimleri
Prostat kanseri NRI alt birimi
Kolon kanseri NRI1 ve NR2B alt birimleri
Akciger kanseri NRI1 ve NR2B alt birimleri
Meme kanseri NR1 ve NR2B alt birimleri
Pankreas tiimorii NR2B alt birimi
Agiz kanseri NRI alt birimi
Laringeal kanser NRI1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D ve NR3A alt birimleri
Tiroid kanseri NRI alt birimi
Mide kanseri NRI1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A ve NR3B alt birimleri
Yemek borusu kanseri NR2B alt birimi
Karaciger kanseri NRI1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A ve NR3B alt birimleri

Kemoterapi ilaglariyla kombinasyon halinde tiimor hiicre hatlarina uygulanan NMDA
ve AMPA antagonistlerinin, tiimor hiicresi proliferasyonunu inhibe etmek suretiyle
timOr hiicre olimiine yol actig1 ve boylece in vitro sitostatik ilaglarin timor oldiiriicti
etkilerini arttirdig1 goriilmiistiir (Rzeski ve ark, 2001b). Bu veriler, glutamat
antagonistlerinin, mevcut kanser tedavilerine ilave olabilecek antikanser potansiyele
sahip oldugunu da gostermistir. Tiimor hiicrelerinde NMDA ve AMPA reseptor kanali
kompleksleri, olgun reseptor kanali komplekslerinden farkli olabileceginden, bu
reseptorler hedeflenerek, daha az yan etkisi olan yeni ilaglarin tasarimmin miimkiin
olabilecegi bildirilmistir. Ek olarak, kan-beyin bariyerine niifuz etmeyen ve bu nedenle
norolojik yan etkilere neden olmayan NMDA ve AMPA antagonistlerinin, periferik

kanserlerin tedavisi i¢in uygun olabilecegi one siiriilmektedir (Rzeski ve ark, 2001b).
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Hayvan kanser modelleriyle yapilan caliymalar da iGluR antagonistlerinin, anlamli
seviyede toksisiteye neden olmayan dozlarinda, farmakolojik etkileri oldugunu
gostermistir. Bu antagonistler arasinda klinikte kullanilan Memantin’in ve halen klinik
deneyleri devam eden Talampanel’in, kansere karsi terapotik stratejilere dahil edilecek
uygun adaylar1 temsil edebilecegi bildirilmistir (Ribeiro ve ark, 2017). Bununla birlikte,
terapotik fayday: arttirmak ve toksisiteyi en aza indirmek i¢in gelecekte planlanacak
olan ¢aligmalarin, ayn1 zamanda sinerjistik etki gosteren ilaglarin kombinasyonlarini da
arastirmasi gerektigi belirtilmistir Simdiye kadar elde edilen sonucglarin, umut verici
oldugu ve kanser hiicrelerinde glutamat sinyalizasyonunu hedefleyen tedavilerin
gelistirilmesi i¢in yeni firsatlar sundugu ifade edilmekle birlikte iGluR antagonistlerinin
kanser tedavisine dahil edilmesini pekistirmek amaciyla daha fazla arastirmanin

yapilmasmin gerekliligi belirtilmektedir (Ribeiro ve ark, 2017).

Glutamat reseptolerinin c¢esitli kanser hiicre tiplerinde bulundugu ve glutamat
reseptorlerinin alt birimleri ile kanser hiicrelerinde ¢ogalmayi, invazyonu ve metastazi
diizenleyen hiicre i¢i biyokimyasal yolaklar arasinda fonksiyonel bir iliski bulundugu
bildirilmektedir. Insan kolon kanseri ve hepatoseliiler karsinoma dahil olmak iizere bir
cok kanser hiicre hattinda glutamat reseptorlerinden NMDA reseptorleri alt birimlerinin
varligi ise gosterilmistir (Stepulak ve ark, 2014). Son donemlerde yapilan ¢alismalarda,
glutamat reseptorleri antagonistlerinin farkli insan tiimor hiicre tiplerinde antiproliferatif
ozellikler sergiledikleri gosterilmistir (Stepulak ve ark, 2005; Luksch ve ark, 2011).
Bunun yaninda, glutamat reseptorii antagonistlerinin kanser tedavisinde kullanilan
sitostatik ilaglara benzer sekilde tiimor hiicrelerinin boliinme ve migrasyonlarini inhibe
ettikleri, tiimor hiicrelerinin morfolojilerini degistirdikleri ve tiimor hiicre 6limiinii

artirdiklart gosterilmistir (Rzeski ve ark, 2001b).

KA ise iyonotropik glutamat reseptorlerinin tiim alt tiplerinin genis spektrumlu endojen
bir antagonistidir (Turski ve ark, 2013). Yapilan bir caligmada, siganlara intragastrik
olarak uygulanan KA’nm ince barsaklardan emilerek kan dolasimiyla karaciger ve
bobrege tasindigi ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun NMDA reseptorleri ile
etkilesmek icin yeterli olan mikromolar seviyeye ulagsmis oldugu da goriilmiistiir (Turski
ve ark, 2009). Bu sebeple, KA’nin ¢esitli tiimor hiicre hatlarina kars1 gostermis oldugu

bu antiproliferatif Ozelliginde ise Ozellikle glutamat reseptorlerinin rolii oldugu
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belirtilmektedir (Rzeski ve ark, 2001; Stepulak ve ark, 2005; Luksch ve ark, 2011;
Walczak ve ark, 2011).

Sonug¢ olarak, KA, iyonotropik glutamat reseptorlerinin endojen bir antagonisti olup
glutamat antagonistlerinin antikanserojen potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir.
KA’nm fizyolojik olmayan yiiksek konsantrasyonlarda, belirli tiimor hiicrelerinde
antiproliferatif etki gosterdigi gosterilmistir. Ancak, kanser hiicrelerinde KA’nin
antiproliferatif aktivitesinin potansiyel molekiiler mekanizmalarma iliskin ¢ok az veri
bulunmaktadir. Ustelik KA’min HSK iizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Bu
sebeple, KA’nmin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin molekiiler
mekanizmasinin agiga ¢ikarilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. KA nin tiimor gelisindeki
roliinii ortaya cikarmaya yonelik caligmalar yapilmasi gerektigi bildirilmektedir

(Walczak ve ark, 2014b).

2.3.2.5. KA’nin Antiproliferatif Aktivitesinden Sorumlu Olan Potansiyel Sinyal
Yolaklarn

Literatiirde, KA’nm kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinden sorumlu olan
potansiyel sinyal yolaklar: ile molekiiler etkilesimi hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir.
Yapilan cesitli caligmalarda, KA nin tiimor hiicre ¢ogalmasini inhibe edici 6zelliginin,
hiicre dongiisii diizenleyicileri ve sinyal proteinleri ile olan etkilesimleriyle ilgili
olabilecegi belirtilmistir (Walczak ve ark, 2012a, 2012b, 2014b). Insan kolon
adenokarsinoma (HT-29) hiicreleri ile yapilan bir calijmada, KA’min HT-29
hiicrelerinde bir hiicre dogiisiiniin diizenlenmesinde dnemli rol oynayan p21 Waf/Cipl
protein ekspresyonunu etkili sekilde artirdigi gosterilmis ve KA’nin HT-29
hiicrelerindeki hiicre ¢ogalmasi ve DNA sentezini inhibe edici 6zelliginin p21 diizeyini
artirarak gerceklestirdigi belirtilmistir (Walczak ve ark, 2012a). KA’nin renal kanser
hiicre hattindaki (Caki-2) antiproliferatif etkisinin arastirildig1 bir baska ¢alismada ise,
KA’nin hiicre dongiisii diizenleyicisi olan p21’in artan ekspresyonu ve hiicre
sagkaliminda rol alan p38 MAPK’nin fosforilasyonunun inhibisyonu ile, KA’'nin tiimor
biiylimesinin kontroliinde etkili oldugunu bildirmislerdir (Walczak ve ark, 2012b). Yine
kolon kanseri HT-29 hiicreleri ile yapilan bir diger ¢calismada da, KA’nin; hiicre sag
kaliminda ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda 6nemli rol alan yolaklar olan, PI3K/Akt,
MAPK ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarmna olan etkisi aragtirilmistir. Caligma
sonucunda, milimolar konsantrasyonlardaki KA’nin HT-29 hiicrelerinde PI3K/Akt ve
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MAPK sinyal yollarinin aktivasyonunu inhibe ederek Akt, ERK 1/2 ve p38 kinazlarinin

fosforilasyonunu azalttig1 ve PB-katenin protein ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir

(Walczak ve ark, 2014b).

Sonug olarak bu caligmalarda KA’nin kolon kanseri tedavisinde standart kemoterapiyi
desteklemek amacli veya potansiyel bir kemopreventif madde olarak kullanilma
potansiyelinin oldugu 6ne siiriilmiistiir. ilave olarak, sicanlarla yapilan bir calismada 50
veya 100 mg/kg/saat dozunda intravendz KA uygulamasinin sicanlar tarafindan iyi bir
sekilde tolere edildigi goriilmiistiir (Marciniak ve Turski, 2010). Benzer sekilde yapilan
baska bir in vivo ¢alismada ise rat ve farelere icme suyu ile birlikte yiikksek miktarda KA
(250 mg/L konsantrasyonda) uzun siireyle (21 giin) uygulanmis ve bu hayvanlarda bu
konsantrasyonlarin iyi bir sekilde tolere edildigi ve toksik etki olusturmadigi
gosterilmistir (Turski ve ark, 2014). Boylece, yiiksek miktarda KA iceren ya da KA ile
zenginlestirilmis gidalarin tiiketiminin insan saghginda bir risk teskil etmedigi
bildirilmistir (Turski ve ark, 2014). Bu bulgular KA’ nin kanser terapisinde potansiyel

terapotik etkileri olabilecegi hipotezini desteklemektedir
2.4. Kinaldik Asit (KINA)

Triptofan metabolizmasinin bir diger endojen metaboliti olan KINA nin ise KA ile
yiiksek diizeyde yapisal benzerligi bulundugu bildirilmektedir (Sekil 2.6). KINA,
KA’nin dehidroksilasyonu sonucu olusan bir iiriindiir (Kaihara ve Price, 1962).
KINA’ya hayvan iiresinde de rastlanmis olmakla birlikte, KA’ya kiyasla daha az
seviyede oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, intestinal floramn da KINA
tiretimine katkida bulundugu bildirilmektedir (Yokoi ve ark, 1998).
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Sekil 2.6. Kinaldik Asitin Kimyasal Yapisi

KINA’nin; glikoneogenez, proinsiilin sentezi ve insiilin salimmi, metal iyonlar1
selatlama, oksijen tiirevlerini uzaklastirma ve kolon icindeki patojenik mikrofloradaki

biiylimeyi baskilama gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir
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(Langner ve ark, 2015). Yapilan ¢aligmalar, iiriner triptofan metabolitlerinden kinaldik
asitin mesane kanserinde prokarsinojenik aktivitesini oldugunu gostermistir. Dahasi,
kinaldik asidin izole edilmis Langerhans adaciklarindan insiilin salinimina neden oldugu
(Okamoto ve ark, 1973) ve 12 mM konsantrasyonunda glukoz ile indiiklenmis insiilin
salmmminin ikinci fazini inhibe ettigi goriilmiistiir (Okamoto ve ark, 1974). Bununla
birlikte, bilinen bu biyolojik aktivitelerine ragmen KINA’nm insan organizmasindaki

rolii hala tam olarak acikliga kavusturulamamustir.

2.4.1. KINA’nin Antiproliferatif Aktivitesinden Sorumlu Olan Potansiyel Sinyal
Yolaklarn

KINA’nin antitiimoral potansiyeli ile ilgili olarak yapilmis cok az sayida calisma
bulunmaktadir. KINA’nin anti-tiimor potansiyelinin degerlendirilmesiyle ilgili olarak
yapilan bir c¢alismada; cesitli insan kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda (HT-29,
Caco-2 ve LS-180) in vitro antiproliferatif aktivitesi ve bu aktivitenin potansiyel
molekiiler mekanizmas1 arastirilmistir. Calisma sonucunda, KINA min calisilan tiim
hiicre hatlarinda cogalmay1 inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica, KINA’min arastirilan
sinyal yolaklarindan hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimiinde 6nemli rol oynayan ERK, p38
MAPK ve PI3K/Akt sinyal yolaklarim etkiledigi ve 6zellikle HT-29 hiicrelerinde ERK
172 ve p38 kinazlarmin fosforilasyonunu azalttigr goriilmiistiir. Bununla birlikte,
caligmada KINA’nin antiproliferatif aktivitesinin molekiiler mekanizmasi da tam olarak
aciga cikarilamamistir (Langner ve ark, 2015). Bu ¢alismanin devami seklinde yapilan
bir bagka calismada da, KINA’nin, bir tiimér baskilayici gen olan p53’iin ifadesini
artirdig1 ve boylece KINA’nin kolon kanseri hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinde
pS53’iin belirgin bir katkisi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Langner ve ark, 2019). Bu sebeple,
hem antiproliferatif aktiviteye sahip KA ile olan yapisal benzerliginden hem de insan
organizmasmdaki dogal bulunusundan dolayi, KINA’nmn anti-timér potansiyelinin

degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir.
2.5. PI3K/Akt ve FoxO Sinyal Yolag:

Hiicre sagkalimini, cogalmasmi ve farklilagmasini diizenleyen Fosfatidilinositol-3-
kinaz’lar (PI3K), sinif I, sinif II ve smif III olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Smf I,
en ¢ok calisilan siiftir ve ti¢ katalitik alt tiniteye ve p85 diizenleyici alt iiniteye sahiptir.
Biiyiime faktorleri veya sitokinlerin uyarilmasinin ardindan reseptor tirozin kinazlarin

ve G protein-baglantili reseptorlerin aktive edilmesiyle, PI3K hiicre zarma toplanir.
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Aktive edilmis PI3K, ikinci haberci fosfatidilinositol (3-5)-trisfosfat (PIP3)’ii iiretir.
Aktive edilmis PI3K, lipid zarindaki fosforilasyona ugrayan inositollerle
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat’tan (PIP2) ikinci haberci fosfatidilinositol (3-5)-
trisfosfat’t (PIP3) iiretir. Daha sonra serin-treonin kinaz Akt, PIP3’e baglanarak zara
almir, bu da fosfoinositide bagli kinazlarla fosforillenmesine neden olur. Akt
etkinlestikten sonra, hiicrenin hayatta kalmasini, c¢ogalmasmni, hiicre dongiisii
ilerleyisini, gociinii ve anjiyogenezini diizenlemek icin asagr yonde sinyal vericileri
aktive eder. PI3K/Akt sinyal yolagi, cesitli biiylime faktorleri ve sitokinler tarafindan
aktive edilebildigi gibi, fosfataz ve tensin homologu PTEN tarafindan da negatif olarak
diizenlenebilir. PTEN, PIP3’ii defosforile eden bir tiimor baskilayicisidir. PTEN’in
aktivasyonu, proteinin fosforilasyonu ve defosforilasyonu dengesi ile diizenlenir ve
defosforile edilmis PTEN aktif formu temsil eder (Zhao ve ark, 2014). Yapilan
caligmalar PI3K yolagi bilesenlerinin, HSK dahil olmak iizere bir¢cok insan
malignitesinde rol aldigin1 ortaya koymustur (Zhou ve ark, 2011). HSK’l1 hastalarin
yaklasik %40-60’inda Akt sinyal yolunun aktivasyonu ve Akt’nin negatif bir
diizenleyicisi olan PTEN’in ise azalmis ekspresyonunun varligi bildirilmistir. Akt
yolunun aktivasyonuyla apoptoz ve hiicre biiylimesini Onleyici aktivitelerin
baskilanmasindan dolay1 bu iki etkinin 6zellikle siroz asamasinda tiimor olusumunu
destekledigi belirtilmektedir (El-Serag ve Rudolph, 2007). Akt kinazin ayn1 zamanda
Forkhead Box O (FoxO), mTOR, NFkB ve MDM?2 gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivitelerini de diizenledigi ve kaspaz-9, c-Raf ve GSK3p kinazlar gibi ¢esitli hedef
proteinlerin  fosforilizasyonunu  gerceklestirdigi, buna bagli olarak hiicre
proliferasyonunu, apoptoz ve farklilasmayi kontrol ettigi bilinmektedir (Li ve ark,
2010). Bununla birlikte Akt’nin, CDK inhibitorleri p21 Wafl/Cipl ve p27 Kipl’in
negatif diizenleyicisi oldugu da bildirilmistir (Walczak ve ark, 2012a).

FoxO sinyal yolag1 ise kanser hiicre gelisiminin diizenlenmesinde rol oynayan 6énemli
bir transkripsiyon faktorii ailesidir. Caenorhabditis elegans 1ile yapilan genetik
caligsmalar, PI3K/Akt yolunun, memeli FoxO proteinlerinin nematod ortologu olan
DAF-16 catal uclu (Fork Head) transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini baskiladigini
gostermistir. DAF-16 dizisinin analizi sonucu, ii¢ konsensiis Akt bolgesi ortaya
cikarilmistir. Bu bolgelerin insanlarda FOXO1, FOXO3 (FOXO0O3a), FOX04 ve
FOXO06’y1 iceren, memeli FoxO ailesinin tiim iiyelerinde korunmus oldugu

gorilmiigtiir. Akt tarafindan fosforile edilen FoxO proteinleri, 14-3-3 saperon
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proteinlerine baglanarak sitoplazmada herhangi bir molekiile baglanmas1 engellenmis
olur (sekestrasyon) ve bunun sonucunda gen ekspresyonunu diizenleyemezler (Huang
ve Tindall, 2007). FoxO proteinlerinin, apoptoz, otofaji, hiicre dongiisii gecisleri, DNA

onarimi, oksidatif stres ve yasam siiresi ile ilgili genlerin ekspresyonu ile hiicre

farklilasmas1 ve glukoz metabolizmasin1 kontrol ederek hiicrenin isleyisini

diizenleyebildigi belirtilmektedir (Sekil 2.7) (Yamaguchi ve ark, 2013).

Insiilin Biig"me Faktorii

Apoptoz l \
FasL, Bim Otofaji Hiicre Dongiisii Diizenlemesi
TRAIL, Bel-6 BNIP3, Atgl2, Ve DNA Tamiri
GABARAPL1 SiklinG2, p130, p27,

p21, p57, p15, p19,
Gadd45a, Siklin D1

Sekil 2.7. PI3K / Akt ve FoxO Sinyal Yolagi (Zhang, 2011)

FoxO yolag1 karacigerde hiicre ¢ogalmasi ve metabolizmasi i¢in énemli bir yolaktir.
Karacigerin, rutin beslenme ve aglik dongiilerine uyum saglamak ve hastaligin neden
oldugu streslere cevap vermek i¢in birka¢c FoxO bagimli yol kullandig1 bilinmektedir.
FOXOI1 glukoneogenezin dogrudan transkripsiyonel diizenleyicisidir, insiilin tarafindan
diizenlenir ve hepatik lipid metabolizmasi iizerinde etkileri vardir. Ayrica FOXO1’in
hiicre dongiisii ve apoptozda kritik roller oynayan bir kistm genlerin ekspresyonunu
diizenledigi bildirilmistir. FOXO3’iin ise antioksidan cevap ve otofaji i¢in gerekli olup,
timor baskilayici aktiviteden sorumlu oldugu bilinmektedir. Yapilan son caligmalarda
hepatoselliiler karsinomalarda FOXO3 ekspresyonunda diizensizlik oldugu bildirilmistir
(Tikhanovich ve ark, 2013). Bu yiizden karaciger kanserinde FoxO yolagmnin

arastirilmasi oldukca 6nemlidir.

FoxO  yolagmin  baskilanmasiyla, = TXNIP  (Tiyoredoksin etkilesimli protein)

ekspresyonunun azaldigi bilinmektedir. TXNIP’in tiimor baskilayici rolii vardir ve
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bir¢ok tiimor hiicresinde TXNIP’in azalmis ekspresyonlarinin varligi gézlenmektedir.
Ayrica, TXNIP’in asir1 ekspresyonunun kanser hiicresi biiyiimesini inhibe ettigi
gorilmiistiir (Yamaguchi ve ark, 2013). TXNIP’in ayrica, p27 proteininin JAB1
tarafindan degrade olmasmi engelleyerek, p27’i stabilize ettigi ve hiicrenin G1 hiicre
dongiisiinde kalmasimni sagladigi bilinmektedir (Jeon ve ark, 2005). p27 siklin bagimli
kinaz inhibitoriidiir (CKI) ve tiimor baskilayici roller sergiledigi bilinmektedir. Bir CKI
olarak birincil islevi, siklin/CDK komplekslerini baglamak ve inhibe etmek oldugundan,
p27 proteini, farkl siklin/CDK kompleksleri ile etkilesime girerek tiim hiicre dongiisii
asamalarinda islev goriir (Lee ve Kim 2009). FoxO proteinlerinin, p27’yi uyararak ve
siklin D1 ifadesini baskiladig1 ve hiicrenin G1 hiicre dongiisiinde kalmasimi sagladigi
bilinmektedir. FoxO proteinleri, otokrin ve parakrin yolaklarinda gorev yapan Bim ve
BNIP3 gibi BH3-proteinlerinin ve FasL (Fas reseptorii ligand1) ve TRAIL (TNF-related
apoptosis inducing ligand) gibi 6liim reseptor ligandlarinin ekspresyonunu diizenleyerek
hiicre 6liimiinde rol alirlar. FoxO yolagi, FasL. ve TRAIL gibi proapoptotik faktorlerin
transkripsiyonunu artirarak ekstrinsik apoptotik yolu dogrudan diizenlemektedir (Zhang
ve ark, 2011). FoxO yolagmin baskilanmasmin sonucunda, Bim ve FasL gibi hedef

genlerin ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir (Yamaguchi ve ark, 2013).
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Sekil 2.8. Apoptotik Yolaklar. Tip I, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3'iin aracilik ettigi dogrudan yolu
temsil eder. Tip II mitokondri ve Bcl-2 ailesini igerir. (Vikki M. Abrahams, 2003)
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Fas reseptorii FasL ligand1 TNF siiper ailesine aittir. Fas’in FasL.’ye baglanarak aktive
edilmesiyle, Fas’m hiicre ici o6lim bolgesi (DD), Fas-iliskili DD igeren proteine
(FADD) baglanir ve boylece sinyal prokaspaz-8’i harekete gecirir. Kaspaz-8, 6liim
sinyalinin iletiminde rol alan proteinazlardan birisidir. Kaspaz-8’in aktive olmasiyla
sirayla kaspaz-3, kaspaz-6 ve kapaz-7 aktivasyonu ve mitokondrial hasar baglar. Aktif
kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak iizere 2 yolla kaspaz-3’ii aktive eder (Sekil 2.8). Ya
direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ii aktive eder ya da bir Bcl-2 ailesi iiyesi olan BID’in
aktivasyonuyla mitokondriyal yolu kullanarak dolayli olarak instrinsik mekanizmada
kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Mitokondriyal yolda,
apoptozom hiicre i¢i sinyaller sitokrom-c salinimim tetiklediginde olusur. Sitokrom-c,
Apaf-1/kaspaz-9 holoenziminin olusumunu tetikler ve ardindan kaspaz-3’ii aktive eder.
Kaspaz-3, -6 ve -7 ise birka¢ farkl hiicresel substrati ayirir ve apoptotik Oliimil
gerceklestirir (Abrahams ve ark, 2003). Kaskaddaki her adim, apoptotik yolu inhibe
edebilen hiicre i¢i faktorlerle kontrol edilmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
tiyelerinin sitokrom-c salimimini 6nlemek i¢in mitokondriyal zari stabilize ettigi
bilinmektedir. Bcl-2 (B hiicreli Lenfoma-2) ailesi, apoptoz sinyalini indiikleyici ve
baskilayici olmak iizere birbirine zit etkileri olan iki gruptan olugmaktadir. Bcl-2, Bel-
xL, Bcl-W ve Mcl-1 gibi iiyeler apoptozisi inhibe edici (antiapoptotik) etkiye
sahiplerken, Bax (BCL-2 iliskili X), Bik, Bak, Bad ve Bcl-xs gibi iiyeler ise apoptozu
aktive edici (proapoptotik) etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir (McDonnell ve ark,
1999).



3. GEREC VE YONTEM

Calismalar Erciyes Universitesi, Eczacihk Fakiiltesi, Eczacilik Temel Bilimleri

Anabilim Dali ve Laboratuarinda gerceklestirilmistir.
3.1. GERECLER
3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

e Sogutmalr Santrifiij (Hettich-Universal 320R)

¢ Sogutmali Mikro Santifiij (Hettich-Micro 200R)

e Multispin Cihaz1 (Gilson, GmClab)

¢ Dijital Isitict/Sogutucu Kuru Blok (Bioer, CHB-202)
e Isitic1 ve Manyetik Karistirici (Heidolph, MR Hei-Standart)
e pH Metre (Mettler Toledo, SC S210U)

e Vorteks (isolab)

e Shaker (Bioer)

e Su banyosu (Memmert, WNB 29)

e (Calkalayic1 (IKA KS130 Basic)

e Etiiv (EcoCell)

e Hassas Terazi (Ohaus, PA214C)

e Otoklav (Hirayama, HMC HV 50)

e Thermoshaker (Biosan)

e Multipipet ve Mikropipet Seti (Eppendorf, Gilson)

e -80°C Dondurucu (New Brunswick Scientific U570-86
e -20°C Derin Dondurucu (Vestel)

¢ Buzdolabi (Argelik)

¢ Laminar Akim Kabini (Safe Fast Elite, 2125)

e COy’li inkiibator (New Brunswick Galaxy, 170R)

e fnvert Mikroskop (Nikon, TS100)
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¢ Hiicre sayim cihazi (Roche -Innovatis-Cedex XS)

¢ Multifonksiyonel Mikroplaka okuyucu (Biotek, Synergy HT)

¢ Nanodrop (Denovix, DS-11)

e Real Time PCR cihaz1 (Roche-Light Cycler 480)

e Thermal Cycler (BioRad, T100)

e Western Blot Dikey Elektroforez Sistemi (Bio-Rad, Mini-Protean Tetra System)
e Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad, PowerPac™™ Basic)

e Jel Goriintiilleme Sistemi (Bio-Rad, ChemiDoc MP Sistem)
3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

¢ Kiniirenik Asit (Sigma, K3375)

¢ Kinaldik Asit (Sigma 160660)

e Doksorubisin (Sigma, D1515)

e MKS801 (Abcam, ab120027)

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Besiyeri (Sigma, D5546)
¢ Fenol Redsiz Besiyeri (Capricarn Scientific, DMEM-HXRXA)

e Fetal Bovine Serum (Thermo Fisher, 10500056)

¢ Dimetil Sulfoksit (DMSO) (Sigma,41640)

¢ [-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1B)

e Penisilin - Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C)

e Tripsin-EDTA (Sigma, T4049)

e Etanol (Merck, K21078586)

e  Metanol ( Merck, 502K5275408)

e TC Flask T75 (Sarstedt, 83.3911.002-100)

e Hiicre Kiiltiirii Petri Kab1 100 x 20mm (Sarstedt, 83.1802-100)

e TC 96 Kuyucuklu Mikroplate (Sorfa, SCP-11-096)

e (Cedex Smart Slides (Roche, 05650801001)

e Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 5 ml’lik (Orange Scientific, PNSE1)
e Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 10 ml’lik (Orange Scientific, PN10E1)
e Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 25 ml’lik (Sarstedt, 86.1685.020)
e Falcon Tiip Steril 15 mI’lik (Isolab, 078.02.007)

e Falcon Tiip Steril 50 mI’lik (Isolab, 078.02.008)



Bisinkoninik asit (BCA) protein analiz kiti (Thermo Fisher, 23225)
Trizol kit (Roche, 11 667 157 001)

Proteaz / Fosfataz Inhibitor Kokteyl (Boster, 1182-1)

RIPA (Radyoimmunopresipitasyon analizi) Lizis Buffer (Santa Cruz, SC-24948)
PCR Tiipii 0,2 ml’lik (Bilogix, 60-0082)

Light Cycler 480 Prob Master Kiti (Roche, 04707494001)

Light Cycler 480 96 Kuyucuklu Plate (Roche, 04729692001)
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, 05091284001)
Kaspaz9 (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100233)
Kaspaz3 (Roche, RealTime ready Katalog Assays 148589)

FasL. (Roche, RealTime ready Katalog Assays 145654)

Bim (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100096)

p21 (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100844)

Bax geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 102861)
Bcl-2 geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100083)
GAPDH geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 141139)
1-Butanol (Fluka, 437603)

2-Merkapta-etanol (Sigma, M3148)

2-Propanol (Riedel-de Haen, 24137)

Bisakrilamid (AppliChem, A3636)

Kloroform (Sigma)

Gliserol (Merck, 1040922511)

Glisin (Merck, 1042011000)

N, N, N, N-Tetrametil-etilenediamin (Sigma, T9281)

N, N-Metilen -bisakrilamid (Sigma, M7256)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma, 71725)

Siit Tozu (Fluka, 70166)

4xLaemmli Sample Buffer (Bio Rad, 161-0747)

Tris Hidroklorid (Amresco, 0234)

Trizma Baz (Sigma, T1503)

Tween 20 (Sigma, P5927)

Kemiliiminesans Tespit Etme Ayiraci (ECL) (Bio Rad, 1705061)

41



42

e Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma, M5655)
e Akt Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 9272)

e PTEN Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 9188)

¢ p-PTEN Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 9551)

e FOXOI1 Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 14952)

e FOXO3a Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 2497)

e p27 Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 2552)

e TXNIP Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 14715)

¢ PI3K Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 17366)

e  GAPDH Monoklonal Antikor (Cell Signaling, 2118)

3.2. YONTEM

Bu tez ¢ahsmasimin deneyleri Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Temel Bilimler
Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji laboratuarinda gerceklestirilmistir. Tez ¢calismasinda
KA ve KINA’nin HepG?2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre dongiisii yolaklarinda 6nemli
rol oynadiklar1 diisiiniilen genlerin mRNA diizeyindeki ifade diizeylerinin kantitatif
olarak Olciilmesi ve PI3K/Akt ile FoxO sinyal yolaklarinda rol aldiklari diistiniilen
proteinlerin ifade seviyelerinin analiz edilmesi amac¢lanmistir. Bu amacla Real-time
PCR yontemi ile Bax, Bcl-2, Kaspaz-9, Kaspaz-3, FasL, Bim, p21 ve GAPDH
genlerinin gen ekspresyonlar1 analiz edilmis, western blot yontemi ile ise PI3K, Akt,
PTEN, p-PTEN, FOXOI1, FOXO3a, TXNIP, p-27, ve . GAPDH proteinleri analiz
edilmistir. Calisma, hiicre kiiltiirli ve molekiiler analizler olmak {izere iki kisimdan
olusmaktadir. Deneyin hiicre kiiltiiriiyle calisma basamaklari; hiicre hatlarinin
pasajlanmasi ve hiicrelerin testler icin hazirlanmasi, maddelerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi ve hiicrelere uygulanmasi, MTT ve BrdU analizi kisimlarindan
olusmaktadir. Molekiiler analiz asamalar1 ise total RNA izolasyonu, total RNA
konsantrasyonunun belirlenmesi, total RNA’lardan cDNA sentezlenmesi, RT-qPCR
analizi ile hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeylerinin belirlenmesi, protein
izolasyonu, protein konsantrasyonunun belirlenmesi ve western blot yontemi ile hedef

proteinlerdeki ifade seviyelerinin analiz edilmesi kisimlardan olusmaktadir.



43

3.2.1. HepG2 Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda insan karaciger hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti olarak HepG2 hiicre
hatt1 kullamilmistir. HepG2 hiicre dizisi, 15 yasindaki kafkas kokenli hepatoseliiler
kasinomu olan bir erkek bireyden izole edilmistir (Sekil 3.1). HepG2 hiicrelerinin
morfolojisi epitel hiicreleridir ve 55 kromozom cifti icerir. HepG2 hiicreleri biiyiik ¢apta
basaril1 bir sekilde biiyiiyebilir ve transferin, fibrinijen, plasminogen ve albiimin gibi
bircok plasma proteinini salgilayabilir. Insan biiyiime hormonu ile stimiile edilebilirler.
HepG2 hiicreleri adherent, epitel-benzeri hiicrelerdir ve monolayer halinde ve kiigiik
kiimeler halinde biiyiirler (http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB8065.aspx?
geo_country=tr. Erisim tarihi: 08.08.2019). Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonundan
(ATCC) temin edilen HepG?2 hiicreleri (ATCC® HB-8065™), %10 fetal sigir serumu
(FBS), 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 U/ml streptomisin i¢ceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde 37°C’de, %5 CO,’li ortamda, 75 cm®’lik
flasklarda kiiltiire edildiler.

ATCC Number. HB-8065
Designation.  Hep G2

High Derasty

Sekil 3.1. HepG2 Hiicrelerinin Goriintimii (http://www.lgcstandards-atcc.org)

3.2.1.1. Besi Yeri Hazirlanmasi

1. DMEM besiyeri’nin igerisine Tablo 3.1°de gosterilen miktarlarda FBS, L-Glutamin

ve penisilin/streptomisin eklenir.
2. Pipetle birkac kez ¢ekilip birakilarak ortamin homojen olmasi saglanir.

3. Besi yeri +4°C’de saklanr.
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Tablo 3.1. HepG?2 hiicre hatt1 i¢in kullanilan besi yeri

Soliisyonlar % Hacim
DMEM besi yeri 88 44 ml
FBS 10 S5 ml
L-Glutamin 1 500 pl
Penisilin/Streptomisin 100 U/ml 500 pl

3.2.1.2. HepG2 Hiicre Hattinin Cozdiiriilmesi

e Stok hiicre -80 °C deki dondurucudan alinmadan hemen 6nce, kullanilacak olan
besi yeri 37°C deki su banyosunda isitilir, hiicre dondurucudan c¢ikarildiktan
hemen sonra 37°C deki su banyosunda kapak kismindan tutup sallanarak hizli

bir sekilde ¢ozdiiriiliir.

e Steril kabin igerisinde 15 ml’lik falkona alinir ve iizerine 1sinmis olan besi

yerinden 3ml ilave edilir.
¢ Pipetaj yapilarak ardindan hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir.

e Falkondaki siipernatant atilarak tiipiin icine 1 ml besi yeri konulup pipetaj
yaptiktan sonra hiicreler, igerisinde 7 ml besi yeri bulunan 75 cm2’lik flaska

aktarilir.
e 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde hiicrelerin biiyiimesi i¢in inkiibasyona birakilir.
3.2.1.3. HepG2 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi ve Sayimi
e Mikroskopta %70 yogunluga ulasan hiicrelerin pasajlama islemine baslanir.

e Deney sirasinda kullanilacak olan maddeler 6nceden 37°C’ deki su banyosuna

konularak 37°C’ye gelmeleri saglanir.
¢ Laminar kabin ¢alistirildiktan sonra %70’lik etanolle temizlenir.
¢ Kiiltiir kaplar igerisindeki besi yeri uzaklastirilir.

e Kiiltiir kaplarma 3 ml steril PBS eklenip hafifce karistirildiktan sonra PBS’1i

ortam da uzaklastirilir.

e Kiiltiir kaplarma %0.25’lik 2.5 ml Tripsin-EDTA soliisyonundan eklenip, 3
dakika bekletilir.



45

Siire bitiminde hiicrelerin tutunduklar: kiiltiir kabimin yiizeyinden ayrildig:
gozlenir ve hemen Tripsinle hidroliz edilen hiicre ortammna 6 ml besi yeri

eklenir.

Bolca pipetaj yaparak hiicreler ayristirilir ve flasklarda bulunan bu hiicreler

falkon tiiplerine aktarilip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij isleminden sonra siipernatant kisim dokiiliir ve hiicre pelletinin tizerine

1 ml besiyeri eklenir. Ardindan hiicreler cedex cihazinda sayilir.

Hiicrelerin sayimui icin; 10 pl hiicre stogundan alinan hiicreler, 10 pl Tripan mavi
boyasiyla karigtirhilir ve karistmdan 10 pl alinarak cedex laminda, cedex

cihazinda hiicrelerin sayimi yapilir. Cihaz 1ml’deki hiicre sayisini hesaplar.

Bu islemin sonucunda hiicreler ¢ogaltilma islemi icin yeni flasklara alinir,
dondurma islemi yapilacaksa dondurulur, deneyde kullanilacaksa hiicre sayisi

hesaplanip gerekli miktarda hiicre ekimi yapilir.

Deney sirasinda 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna 24 saat
icin; 1.5x10%, 36 saat icin; 1.25x10", 48 saat icin; 1x10* ve 72 saat icin; 6x10°
sayida hiicre olacak sekilde siispansiyon karigitmindan gerekli hesaplamalar

yapilarak alindi.

Hiicrelerin tekrar yiizeye tutunmasi ve ortama alismast icin 37°C’de, %35 CO* de

24 saat inkiibe edildi.

3.2.1.4. HepG2 Hiicrelerin Dondurulmasi

HepG2 hiicreleri, her bir krio tiip icerisinde 1 milyon sayida olacak sekilde

donduruldu.

1000 pl icerisinde %5 DMSO, 1 milyon sayida hiicre ve besi yeri olacak sekilde

dondurulma islemi gerceklestirildi.

Dondurma islemi izopropil alkol iceren hiicre dondurma kaplarinda dakikada 1°C
sogutma saglayacak sekilde -80°C deki dondurucuya daha sonra ¢aligmak iizere

kaldirildi.
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3.2.2. MTT (3-(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2,5-difeniltetrazolyum bromiir) Hiicre
Canhh@ Testi

KA, KINA, MK-801’in tek baslarma ve kombinasyonlar1 ile pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin’in HepG2 hiicrelerinin canliliklar: tizerindeki etkisi MTT (3-
(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2.5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi ile belirlendi. MTT
analizi; canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan sar1 renkli tetrazolyumun indirgenerek mor farmazan kristaline

doniistiiriilmesi prensibine dayanmaktadir (Stockert ve ark, 2012). Bunun i¢in;

¢ Hiicreler, 96 kuyucuklu kiiltiir kabina 50 pl DMEM besiyeri igerisinde her bir
kuyucuga 24 saat i¢in; 1.5x104, 36 saat icin; 1,25x104, 48 saat i¢in; 1x10* ve 72 saat
icin; 6x10* sayida hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin kiiltiir kab: tabanina

tutunmalar1 icin 24 saat %5 CO,’li steril etiivde 37°C’de inkiibe edildi.

e 24 saat sonunda kuyucuklardaki besi yerinin iizerine test maddeleri 50 ul icerisinde
2X konsantrasyonda olacak sekilde ¢esitli konsantrasyonlarda eklendi, hiicreler bu
maddelerle 24, 36, 48, 72 saat inkiibe edildi. Uygun inkiibasyon siiresi sonunda
hiicre iizerindeki maddeleri iceren besiyeri atildi ve hiicrelere 100 pl besiyeri
icerisinde 10 pl MTT reaktifi eklenerek 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonucunda olusan formazan kristalleri 100 ul DMSO ile ¢oziinerek 570 nm dalga
boyunda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda oOlciildii ve Olgiilen absorbans

degerlerinden % hiicre canlilig1 hesaplandi. Tiim analizler 3 kez tekrarlandi.

e Test maddelerinin her bir konsantrasyonu ve kontrol hiicre gruplar1 icin 3’er
kuyucuk kullanildi. Igerisinde sadece hiicre ve besiyeri bulunan kuyucuklar
caligmada pozitif kontrol olarak kullanildi. Calisma kapsaminda etkisi arastirilan
KA, deiyonize su ile birlikte 0.1 N NaOH icinde c¢oziindiigii i¢in, coziiciide
kullanilan NaOH’in hiicrelerin canlilig1 iizerinde toksik bir etkiye sahip olup
olmadiginit belirlemek iizere NaOH kontrol grubu olusturuldu. Bu amagla, icinde
hiicre bulunan kuyucuklara en yiiksek KA konsantrasyonunda (10 mM) bulunan
NaOH miktarmi iceren besiyeri eklendi. NaOH’m kiiltiir ortamindaki final
konsantrasyonu %1’den daha diisiiktii. Calisma kapsaminda etkisi arastirilan diger
test maddeleri; KINA, MK-801 ve Doksorubisin ise deiyonize su igerisinde
coziindiikleri icin bu gruplar igin c¢oziici kontrol grubu yapilmaya gerek

duyulmamagtir.
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3.2.3. BrdU (5-bromo-2’-Deoksiiiridin) Analizi

KA, KINA, MK-801’in tek baslarma ve kombinasyonlar1 ile pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin’in HepG?2 hiicrelerinin DNA sentezine olan etkileri BrdU (5-
bromo-2’-Deoksiiiridin) baglanmasina dayali kolorimetrik immunoanaliz yontemi ile
Olciilmiistiir. Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek amaciyla yapilan BrdU analizi
boliinen hiicrelerdeki DNA’ya BrdU baglanmasi esasina dayanan bir analiz yontemidir.
BrdU bir timidin analogudur ve DNA sentezi sirasinda timidin molekiiliiniin yerini
alarak DNA zincirinin yapisina girer. Anti-BrdU antikorlarinin ortama eklenmesiyle
olusan immiin komplekslerin 151ma vermesi sonucu spektrofotometrik olarak ol¢tim

yapilir ve S fazindaki hiicreler degerlendirilir (Cecchini ve ark, 2012). Bunun i¢in;

e HepG2 hiicreleri steril 96 kuyucuklu kiiltiir kabina 2x10* hiicre 100ul/kuyu olacak
sekilde ekilip kiiltiir kabi tabanina tutunmalar1 icin 24 saat standart kosullarda

inkiibe edildi.

e Daha sonra besiyeri uzaklastirilarak, hiicreler KA, KINA, MK-801, Doksorubisin ve
kombinasyon gruplarmin test maddelerinin belirlenen konsantrasyonlariyla 48 saat
inkiibe edildiler. Test maddeleri 2x konsantrasyonda hazirlandi ve 100 pl/kuyu

olacak sekilde kuyulara eklendi. Kontrol grubu ise sadece taze besiyerine maruz

birakild:.

e 20 pl BrdU inkiibasyon siiresinin bitiminden 24 saat dnce kuyucuklara eklendi.

BrdU’nun negatif kontrolii olarak kullanilan kuyulara ise BrdU eklenmedi.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyeri aspire edildi ve 200 pl

fiksasyon soliisyonu eklenerek 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

¢ Fiksasyon isleminden sonra yikama asamasina geg¢ildi. Kiiltiir kab1 tabanina tutunan

hiicreler 3 kez yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra aspire edildi.

e Her bir kuyucuga 100 pl anti-BrdU monoklonal detektor antikoru eklenerek

hiicreler 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi ve yikama asamasi tekrar edildi.

¢ Ardindan her bir kuyucuga 100 pl Peroksidaz Goat anti-mouse IgG konjugati
eklenerek hiicreler 30 dk oda isisinda inkiibe edildi ve yine yilkama asamasi

tekrarlandi.
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e Daha sonra, kuyucuklara 100 pl Tetrametilbenzidin peroksidaz substrati eklenerek
hiicreler 30 dk karanlikta inkiibe edildi ve son olarak her bir kuyucuga 100 ul stop
soliisyonu eklenerek 450 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda
olciim yapildi. Olciilen absorbans degerlerinden % hiicre proliferasyonu hesaplandi

ve tim analizler 3 kez tekrarlandi.

3.2.4.RNA Izolasyonu, cDNA Sentezi ve Kanitatif Gercek Zamanh-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) Analizi

KA ve KINA’nin tek baslarma ve MK-801 ile kombinasyonlarinin HepG2 hiicre
hattinda apoptoz ve hiicre dongiisii yolaklarinda 6nemli rol oynadiklar: diisiiniilen Bax,
Bcl-2, kaspaz 9, kaspaz 3, FasL, Bim, p21 genlerinin ve kontrol geninin mRNA
diizeyindeki ifade diizeyleri kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reksiyonu (RT-
gPCR) yontemi ile analiz edilmistir. Bunun i¢in; sinyal yolaklarinda belirlenen hedef
genlerin hiicre ici mRNA ifadelenmelerini 6lcmek amaciyla total RNA izolasyonu
yapilmistir. Total RNA izolasyonu i¢in, ticari olarak satin alinan TriPure izolasyon kiti
kullanilarak, kit treticisi firma tarafindan saglanan protokol uygulanmigtir. RNA

izolasyonu 4 asamada gerceklesmistir.
¢ Orneklerin hazirlanmasi
¢ Faz ayrim
e (Coktiirme islemi
* Yikama ve eldesi

Bunun i¢in 6ncelikle HepG2 hiicreleri her bir petride 2x10° hiicre olacak sekilde 100x20
mm’lik kiiltiir kabma 5 mL DMEM besiyeri icerisinde ekildi ve kiiltiir kab1 tabanina
tutunmalar1 icin 24 saat CO,’li steril etiivde 37°C’de inkiibe edildiler. 24 saat sonunda
kiiltiir kaplarindaki besiyerleri ortamdan uzaklastirdi ve hiicreler KA, KINA, MK-801,
kombinasyon gruplar1 ve tez caligmasinda pozitif kontrol olarak kullanilan
Doksorubisin’in MTT ve BrdU analizi ile belirlenen konsantrasyonlar1 ile 48 saat
boyunca inkiibe edildiler. Bir baska hiicre grubu da ¢aligmada pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin (1 uM’ Ik konsantrasyon) ile 48 saat inkiibe edildiler.
Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda hiicre gruplarindaki besiyerleri ortamdan

uzaklastirild1 ve hiicreler soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin tizerine 1 mL
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soguk PBS eklendi ve hiicre kaziyicist ile hiicreler kiiltiir kabi tabanindan kazinarak

steril tiip i¢inde toplandilar.

¢ Tiip icinde toplanan hiicre siispansiyonlar1 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildiler. Santrifiij sonunda siipernatan uzaklastirilarak hiicre pelleti tizerine 500
ul trizol eklendi ve izolasyon protokolii takip edilerek total RNA izolasyonu
gerceklestirildi, elde edilen RNA’larin safligit ve miktar1 spektrofotometrik
olarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda optik dansite dlciimii ile hesaplandi.

e Test maddeleri ile inkiibe edilen HepG2 hiicrelerinden total RNA izole
edildikten sonra, RNA Ornekleri reverse-transkripsiyon yontemi ile cDNA’ya
donustiirtildii. Total RNA’lardan ¢cDNA sentezi gerceklestirmek i¢in, ticari
olarak satin alinan cDNA sentez kiti kullanilmis ve kit iireticisi firma tarafindan
saglanan protokole uygun olarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Bunun i¢in her
bir ornege ait total RNA ve kit karisimlari, ayr1 ayr1 uygun sicakliklarda belirli
siirelerle inkiibe edilmis ve boylece RNA’larin cDNA’ya reverse-

transkripsiyonlar1 gergeklestirildi.

® Analiz edilmek istenen genlere spesifik primer-problar kullanilarak, kit tireticisi
firma tarafindan saglanan protokole uygun sekilde ve LightCycler 480 cihazi
kullanilarak, elde edilen her bir 6rnege ait cDNA’larin, gercek zamanli PCR’1
gerceklestirildi. BOylece incelenen genlerin mRNA transkripsiyon diizeyleri
kanitatif olarak belirlendi. Sonuclar, her dokuda ifade edildigi bilinen GAPDH
kontrol geninin ifade seviyesi ile normalize edildi. Boylece, test maddeleri
uygulandiktan sonra, incelenen her bir genin HepG2 hiicrelerindeki ifade

seviyesileri tespit edildi ve tiim analizler 2 kez tekrarlandi.
3.2.5. Western Blot Analizi

KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve KA ile KINA’nin MK-801’le birlikte olan
kombinasyon dozlarinin, HepG2 hiicrelerinde PI3K/Akt ile FoxO sinyal yolaklarmda
rol aldiklar1 diisiiniilen PI3K, Akt, PTEN, p-PTEN, FOXO1, FOXO3a, p27, TXNIP
proteinleri ve GAPDH kontrol proteininin ifade seviyeleri Western blot yontemi ile
analiz edilmistir. Bunun i¢in; Oncelikle HepG?2 hiicreleri her bir petride 2x10° sayida
hiicre olacak sekilde 100x20 mm’lik hiicre kiiltiirii petri kaplarina 6 ml DMEM besiyeri

icerisinde ekildi ve kiiltiir kabr tabanina tutunmalar: icin 24 saat CO;’li steril etiivde
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37°C’de inkiibe edildiler. 24 saat sonunda petri kaplarmdaki besiyerleri ortamdan
uzaklastirildi ve ardindan KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve kombinasyon
dozlar ile pozitif kontrol olarak kullanilan Doksorubisin’den olusan ila¢ gruplar1 daha
once belirtilen doz ve siirelerde hiicrelere uygulanarak farkli hiicre gruplar1 olusturudu.
Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda hiicre gruplarindaki besiyerleri ortamdan
uzaklastirild1 ve hiicreler soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1 ml
soguk PBS eklendi ve hiicreler hiicre kaziyicist ile kiiltiir kab1 tabanimndan kazimarak
steril tiip icinde toplandilar. Soguk PBS ile kazima islemi 3 kez tekrarland1 ve daha
sonra tiip icinde toplanan hiicre siispansiyonlar1 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildiler. Santrifiij sonunda siipernatan uzaklastirilarak hiicre pelletleri elde edildi ve

elde edilen hiicre pelletlerinden ¢alisilacak proteine gore total hiicre lizat1 hazirlandi.

e Total Hiicre Lizatinin Hazirlanmasi: HepG2 hiicrelerinden total hiicre lizatlarmin
hazirlanmas1 i¢in proteaz ve fosfataz inhibitor kokteyli iceren RIPA lizis
tamponu kullanildi. Bunun i¢in; hiicre pelletinin biiyiikliigiine RIPA (50 mM
Tris-HCI; pH 7,4, 150mM NaCl, %0.1 SDS, %0.5 sodyum deoksikolat, %1
Triton X-100, 200 mM PMSF, 100 mM sodium orthovanadate (Na;VQ,) ve
proteaz inhibitor kokteyl) ¢ozeltisinden 40-100 pL arasinda eklendi.

e Total hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonlari, Pierce™™ BCA (Bisinkoninik
asit) protein analiz kiti kullamilarak kit idireticisi firma tarafindan saglanan
protokole uygun sekilde 6lciildii.

e FElektroforez asamasi icin; her bir protein 6rneginden jel kuyucuklarina 40 pg
protein yiiklendi ve proteinler arastirilan proteinin biiyiikliigiine gore %8-15’lik
SDS-PAGE’de elektroforez edildi.

e Protein biiyiikliigiine gore jelde yiiriiyen proteinler, 1slak transfer yontemi ile
Poli-viniliden floriir membran iizerine transfer edildi. Daha sonra membran,
spesifik olmayan baglanmalardan kacinmak i¢cin %5 yagsiz siit tozu iceren TBS-
T (Tris-tamponlu salin-Tween) tamponu (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM
NaCl ve %0.1 Tween 20) ile 3 saat boyunca bloklandi. Bloklama isleminin
ardindan membran TBS-T tamponu ile 3 kez, 10’ar dakika yikanarak siit tozu
ortamdan uzaklastirildi.

¢ Daha sonra membran TBS-T i¢inde hazirlanan uygun diliisyondaki spesifik bir

primer antikorla (PI3K, Akt, PTEN, p-PTEN, FOXO1, FOXO3a, p27, TXNIP)
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ile 4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan membran TBS-T
tamponu ile 3 kez yikanarak spesifik olmayan baglanmalar ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra membran TBS-T icinde hazirlanan uygun diliisyondaki
horseradish peroksidaz bagli sekonder antikor ile 2 saat oda 1sisinda ve karanlikta
inkiibe edildi.

¢ Inkiibasyon siiresi sonunda membran tekrar TBS-T tamponu ile 3 kez 10’ar
dakika yikandi ve yikama isleminin ardindan arastirilan hedef protein,
kemiliiminesans tespit etme ayiraclart (ECL) kullanilarak tespit edildi. Olusan
kemiliiminesans sinyaller uygun bir yazilima sahip olan bilgisayara bagh jel
goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

® Ayni membranlarda daha sonra, GAPDH kontrol proteini goriintiilendi. Jel
goriintiileme sisteminde elde edilen bantlarin goriintiileri “Image J” programi
kullanilarak analiz edildi. Arastirilan hedef proteinin ifade seviyesi, ayni
membranda goriintiilenen kontrol proteinin ifade seviyesi ile normalize edildi ve

tim analizler 2 kez tekrarlandi.
3.2.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde her bir deney igin uygun olan farkli analiz yontemleri
kullanilmigtir. Deney gruplar1 kontrol grubuyla karsilagtirilmistir. MTT, RT-qPCR ve
Western blot deneyleri i¢in her bir grubun verileri, ortalama + standart sapma (SS) ile
ifade edilmistir. Caligma ve kontrol gruplarinin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar One-
way ANOVA, Tukey veya Dunnet post-hoc testleri kullanilarak analiz edilmistir.
Anlamlilik p<0.05 veya p<0.001 diizeyinde degerlendirilmis olup, tiim istatiksel
hesaplamalar SPSS 18.0 programi kullanilarak yapilmstir.



4. BULGULAR

4.1. MTT Hiicre Canhlik Testi Sonuclan

Tez calismas1 kapsaminda antitiimoral etkileri arastirilacak olan KA ve KINA’nin
HepG2 hiicrelerinin canlilig: tizerindeki etkileri MTT yontemi ile doza ve siireye bagl
olarak analiz edilmistir. Bunun icin, HepG2 hiicreleri KA ve KINA’in giderek artis
gosteren (1 puM-10 mM) konsantrasyonlar1 ile 24, 36, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmiglerdir. Boylece, KA ve KINA’nin HepG2 hiicrelerinin %50 inhibisyonuna
(ICsp) neden olan ve ¢aligma siiresince kullanilacak olan en uygun inkiibasyon siireleri
ile konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Daha sonra HepG2 hiicrelerinde, caligma
kapsaminda etkisi arastirilan diger test maddelerinden NMDA antagonisti MK-801’in
(50 uM -500 uM) ve pozitif kontrol olarak kullanilan standart kemoterapi ilaci
Doksorubisinin (0.065 uM - 10 uM) 48 saatlik inkiibasyonlarindaki canlilik analizleri
yapilmis ve I1Csy dozlar1 belirlenmistir. Calismamizda ayrica, KA ve KINA maddeleri
ile MK-801’in c¢esitli konsatrasyonlardaki kombinasyonlar1 HepG2 hiicrelerine es
zamanlt olarak uygulanmis ve olusturulan kombinasyonlarin HepG2 hiicrelerinin

canliliklarmna etkisi belirlenmistir.
4.1.1. KA’min HepG2 Hiicrelerinin Hiicre Canlihg1 Uzerindeki Etkisi

KA’nin HepG?2 hiicrelerinin canliligina etkisi doza (0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5
ve 10 mM) ve siireye (24, 36, 48 ve 72 saat) bagh olarak MTT yontemi ile analiz
edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. KA’nin doza (0.001 mM - 10 mM) ve siireye bagh (24 - 72 saat) olarak HepG2
hiicrelerinin canlilign (%) iizerindeki etkisi. *p<0.001 ve **p<0.05 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda (n=3).

MTT analizi sonucunda, KA’nin HepG2 hiicrelerinin canliligini doza ve siireye bagimli
sekilde azalttigt ve HepG2  hiicreleri iizerinde genel olarak milimolar
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. HepG2 hiicrelerinin
canliligmi yaklasik %50’ye kadar azaltan konsantrasyonlar ve siireler; 10 mM’Iik KA
konsantrasyonu ile 48 saatlik inkiibasyon (hiicre canliligt % 54) (p<0.001) ve yine 10
mM’lik KA konsantrasyonu ile 72 saatlik inkiibasyon (hiicre canliligi % 46.6)
(p<0.001) olarak belirlenmistir. KA’nm 48 saatlik inkiibasyonda HepG?2 hiicreleri
tizerindeki ICsp degeri; 11.32 mM, 72 saatlik inkiibasyondaki ICsy degeri ise 9.8 mM

olarak hesaplanmaistir.

Calisma kapsaminda etkisi arastirilan KA, 0.1 N NaOH i¢inde ¢6ziinmiistiir. Bununla
birlikte, NaOH’un kiiltiir ortamindaki final konsantrasyonu %1’den daha diisiiktiir.
NaOH’un kiiltiir ortamindaki final konsantrasyonunun HepG2 hiicreleri iizerinde
sitotoksik bir etkiye sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla NaOH kontrol grubu
olusturulmustur. Yapilan MTT analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda kiiltiir
ortamimdaki NaOH konsantrasyonunun 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda sitotoksik bir
etki gostermedigi ve kontrol grubuna gore HepG2 hiicrelerinin canliligini anlaml
sekilde azaltmadigi (p>0.05) goriilmiistiir. Bununla birlikte, 36 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda NaOH’un hiicrelerdeki canlilig1 anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir
(p<0.001). Bu sebeple, tez calismasinin bundan sonraki asamalarinda KA icin 48 saatlik

inkiibasyon siiresinin en uygun inkiibasyon siiresi olduguna karar verilmistir.
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4.1.2. KINA’nin HepG2 Hiicrelerinin Canlihg Uzerindeki Etkisi

KINA’nin HepG2 hiicrelerinin canliligr tizerindeki etkisi doza (0.001, 0.01, 0.05, 0.1,
0.5, 1,2.5,5 ve 10 mM) ve siireye (24, 36, 48 ve 72 saat) bagh olarak MTT yOntemi ile
analiz edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canliligr grafigi Sekil

4.2’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. KINA’nin doza (0.001 mM - 10 mM) ve siireye bagh (24 - 72 saat) olarak HepG2
hiicrelerinin canlii§i (%) {Uzerindeki etkisi. *p<0.05, **p<0.001 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, KINA’nin HepG2 hiicrelerinin canliigmi doza ve
siireye bagimli sekilde azalttig1 belirlenmistir. Hiicrelerinin canliligmi yaklasik %50’ye
kadar azaltan konsantrasyonlar ve siireler; 10 mM KINA konsantrasyonu ile 36 saatlik
inkiibasyon (hiicre canliig1 %43.5) (p<0.001) ve 5 mM KiNA konsantrasyonu ile 48
saatlik inkiibasyon (hiicre canliigi %54.6) (p<0.001) olarak belirlenmistir. KINA’nin
HepG2 hiicrelerinde 36 saatlik inkiibasyondaki ICsy degeri 10.4 mM, 48 saatlik
inkiibasyondaki ICsp degeri ise 6.82 mM olarak hesaplanmistir.

Boylece, HepG2 hiicrelerinin canliligimi yaklasik %50°ye kadar azaltan ve caligma
boyunca kullanilacak olan KA ve KINA konsantrasyonlari ile siireleri belirlenmistir.
Buna gore KA i¢in; 10 mM’lik konsantrasyon ile 48 saatlik inkiibasyon, KINA icin; 5
mM’lik konsantrasyon ile 48 saatlik inkiibasyon HepG?2 hiicrelerinin yarisini 6ldiiren

uygun konsantrasyonlar ve inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir.
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4.1.3. MK-801’in HepG2 Hiicrelerinin Canhlig Uzerindeki Etkisi

MK-801’in HepG2 hiicrelerinin canliligr tizerindeki etkisi, MK-801’in giderek artig
gosteren 50-150 uM arasindaki konsantrasyonlar1 (50, 100, 150, 200, 250, 300 ve 500
uM) ile HepG2 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda doza bagl olarak MTT
yontemi ile analiz edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1

grafigi Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. HepG2 hiicrelerinin MK-801’in artan konsantrasyonlar1 (50-500 pM) ile 48 saatlik
inkiibasyonu sonucunda elde edilen hiicre canlilifi (%) grafigi. *p<0.05, **p<0.001 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, MK-801’in giderek artis gosteren konsantrasyonlari
ile HepG2 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda; kullanilan tiim
konsantrasyonlarin HepG2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna gore anlamli sekilde
azalttigr goriilmiistiir (p<0.05 ve p<0.001). Boylece, 48 saatlik inkiibasyonda MK-
801’in HepG2 hiicrelerinin canliligini  kontrole gore yaklasik %50 azaltan
konsantrasyonu 250 pM (hiicre canliligt % 51.47) olarak belirlenmistir. HepG2
hiicrelerinde MK-801’in 48 saatlik inkiibasyondaki ICsy degeri ise 209.7 uM olarak

hesaplanmigtir.
4.1.4. Doksorubisin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Klinikte HSK tedavisinde yaygin olarak kullamlan bir kemoterapi ilaci olan
Doksorubisin, ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Doksorubisinin HepG2

hiicrelerinin canlilig iizerindeki etkisi MTT analizi ile belirlenmistir.
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Bu amagla, HepG2 hiicreleri Doksorubisinin giderek artis gosteren 0.065-10 uM
arasindaki (0.065, 0.125,0.25, 0.5, 1, 1.25, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 10 uM)
konsantrasyonlar1 ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda doza bagli olarak analiz

edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. HepG2 hiicrelerinin Doksorubisinin artan konsantrasyonlar1 (0.065 - 10 uM) ile 48
saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, Doksorubisinin tiim konsantrasyonlarinin HepG2
hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalttigi goriilmiistiir
(p<0.001). Boylece 48 saatlik inkiibasyonda Doksorubisinin HepG?2 hiicrelerinin
canliligin1 kontrole gore yaklasik %50 azaltan konsantrasyonu 1 uM (hiicre canlilig1
%51.9) olarak belirlenmistir. HepG2 hiicrelerinde Doksorubisinin 48 saatlik
inkiibasyondaki ICsp degeri ise 0.7 uM olarak hesaplanmaistir.

4.1.5. KA ve KiNA’nmn MK-801 ile Kombinasyonlarmm HepG2 Hiicrelerinin
Canhlig Uzerindeki Etkileri

Iyonotropik glutamat reseptorlerinin dogal bir antagonisti olan KA’nin ve sentetik bir
glutamat antagonisti olan MK-801’in antitiimoral etkilerinin oldugu yapilan cesitli
caligmalarla gosterilmistir. Tez caligmasi kapsaminda bu iki antagonistin HepG2
hiicrelerine birlikte verildiklerinde, HepG2 hiicrelerinin canliliklar: tizerinde daha diisiik
dozlarda daha giiclii bir antitiiméral etki gosterip gostermeyeceklerinin belirlenmesi de

amacglanmistir. Bu amagla, KA’nin HepG2 hiicre canliliklar, sirasiyla, %95.7, %80.4 ve
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%71.9 olan 1 mM, 2.5 mM ve 5 mM konsantrasyonlar: ile, MK-801’in HepG2 hiicre
canliliklart %92.4, %80.4 ve %73.6 olan 50 uM, 100 uM ve 150 uM konsantrasyonlar1
birbirleriyle kombine edilerek 9 farkli kombinasyon olusturulmustur (Sekil 4.5). Daha
sonra, KA ve MK-801"in ICsy konsantrasyonlarindan daha diisiik olan ve dolayisiyla
daha yiiksek hiicre canliligina sahip olan konsantrasyonlari, hem tek baslarina hem de
kombinasyon halinde HepG2 hiicrelerine uygulanarak hiicrelerle 48 saat inkiibe edilmis
ve hiicre canliliklar1 iizerindeki etkileri MTT analizi ile Olciilmiistiir. Elde edilen
sonuclar, calismada pozitif kontrol olarak kullanilan Doksorubisin’in 48 saatlik
inkiibasyonda HepG2 hiicrelerinin canliligin1 %50 inhibe eden 1 uM’lik konsantrasyonu

(hiicre canlilig1 %51.9) ile karsilastirilmastir.

Benzer sekilde, tez calismasi kapsaminda KA ile yapisal benzerlik gosteren KINA nin
da MK-801 ile kombinasyonunun HepG2 hiicreleri iizerinde daha diisiik dozlarda daha
giiclii antitiimoral etki gosterip gostermeyecekleri arastirilmistir. Bu amagla, KINA’nin
HepG2 hiicre canliliklari, sirasiyla, %96.6, %94.8 ve %73.6 olan 0.5 mM, 1 mM ve 2.5
mM’lik konsantrasyonlar ile, MK-801’in HepG2 hiicre canliliklar1 %92.4, %80.4 ve
%73.6 olan 50 pM, 100 uM ve 150 uM konsantrasyonlar1 birbirleriyle kombine
edilerek 9 farkli kombinasyon olusturulmustur (Sekil 4.6). Daha sonra, KINA ve MK-
801’in 1Csy konsantrasyonlarindan daha diisiik olan ve dolayisiyla daha yiiksek hiicre
canliligina sahip olan konsantrasyonlari, hem tek baslarina hem de kombinasyon
halinde birlikte HepG2 hiicrelerine uygulanarak hiicrelerle 48 saat inkiibe edilmis ve

hiicre canliliklar1 iizerindeki etkileri MTT analizi ile Ol¢iilmiistiir.
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4.1.5.1. KA ve MK-801 kombinasyonlarinin HepG2 Hiicrelerinin Canlhg:
Uzerindeki Etkileri

KA’nin belirlenen 3 farkli konsantrasyonu (I mM, 2.5 mM ve 5 mM) ile MK-801’in 3
farkli konsantrasyonunun (50 pM, 100 uM ve 150 uM) birlikte kombinasyonlarinin
HepG?2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda MTT analizi ile elde edilen %

hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. KA+MK-801 kombinasyonlarimn HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari
sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).

Yapilan MTT analizi ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, KA ve MK-801’in
tiim kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin canliligimi kontrol grubuna gore anlaml
sekilde azalttiklar1 goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.5). Bununla birlikte, KA nin 3 farkli
konsantrasyonu ile 50 uM’lik MK-801 kombinasyonlariin higbirinin HepG2
hiicrelerinin canliligin1 %50’ye kadar indiremedigi goriilmiistiir. Ancak, 5 mM KA ve
100 uM MK-801 kombinasyonu ile I mM KA ve 150 uM MK-801 kombinasyonunun,
pozitif kontrol Doksorubisine benzer sekilde, HepG2 hiicrelerinin canliliklarini yaklasik
%50’ye kadar indirdikleri goriilmiistiir (hiicre canliliklar1 karsilikli olarak; %353 ve
%55). Boylece, 5 mM KA+100 pM MK-801"” ve “1 mM KA+150 uM MK-801”
kombinasyonlari, HepG2 hiicrelerinin canliligmin yarisini inhibe eden kombinasyonlar

olarak belirlenmistir.
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I mM KA ve 100 uM MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonunun HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi

Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. 5 mM KA’nin ve 100 uM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun
HepG?2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canliligi (%) grafigi.
*#p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.05 100 uM MK-801 ile kiyaslandiginda (n=3)

Yapilan MTT analizi sonucunda, 5 mM KA tek basma HepG2 hiicrelerine
uygulandiginda hiicre canliligmnin %71.9, tek basma 100 uM MK-801 hiicrelere
uygulandiginda hiicre canliligmm %80.4, 5 mM KA+100 pM MK-801
kombinasyonunun hiicrelere uygulandiginda ise hiicre canliliginin %353 oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.6). Yapilan istatistiksel degerlendirmede, 5 mM KA+100 uM MK-
801 kombinasyonunun HepG?2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna gore (p<0.001)
ve tek basina 100 uM MK-801 uygulanan gruba gore (p<0.05) anlaml sekilde azalttig:

belirlenmistir.
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I mM KA ile 150 uM MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonunun HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi
Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. 1 mM KA’nin ve 150 uM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canlilif1 (%) grafigi.
*#p<0.001 kontrol grubu, *p<0.05 1 mM KA ve $p<0.05 150 uM MK-801 ile kiyaslandiginda
(n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, 1 mM KA tek basma HepG2 hiicrelerine
uygulandiginda hiicre canliligimnin %95.7, tek basma 150 uM MK-801 hiicrelere
uygulandiginda hiicre canliligmm %73.6, 1 mM KA+150 puM MK-801
kombinasyonunun hiicrelere uygulandiginda ise hiicre canliliginin %355 oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.7). Yapilan istatistiksel degerlendirmede, 1 mM KA+150 uM MK-
801 kombinasyonunun HepG?2 hiicrelerinin canliligii kontrol grubuna, tek basina ImM
KA grubuna ve tek basma 150 uM MK-801 uygulanan hiicre gruplarma gore anlamli
sekilde azalttig1 belirlenmistir (p<0.05).

Yapilan tiim MTT analizleri ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, KA+MK-801
kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda hiicre
canliligini yaklasik %50’ye kadar azaltan kombinasyonlar1; 5 mM KA + 100 uM MK-
801 ve 1 mM KA + 150 uM MK-801 olarak belirlenmistir. Diger taraftan, 1 mM KA +
150 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubunda, HepG2 hiicre
canliligindaki azalma, hem tek basina KA (1 mM) hem de tek basina MK-801 (150
uM) ile inkiibe edilen hiicre gruplarina gore anlamli bulunmustur (p<0.05). 5 mM KA
+ 100 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubunda goriilen hiicre
canliligindaki azalma ise, yalnizca MK-801 (100 uM) ile inkiibe edilen hiicre grubuna
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gore anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu sebeple, HepG2 hiicrelerinin canliligini inhibe
etmede 1 mM KA + 150 uM MK-801 kombinasyon grubu daha etkili bulunmus ve tez
caligmasmin molekiiler analiz asamalarnda 1 mM KA ve 150 uM MK-801
konsantrasyonlarmin  tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin etkileri

arastirilmstir.

4.1.5.2. KINA ve MK-801 kombinasyonlarmm HepG2 Hiicrelerinin Canhhg
Uzerindeki Etkileri

KINA’nin belirlenen 3 farkli konsantrasyonu (0.5 mM, 1 mM ve 2.5 mM) ile MK-
801I’in 3 farkli konsantrasyonunun (50 uM, 100 puM ve 150 uM) birlikte
kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda MTT

analizi ile elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. KINA+MK-801 kombinasyonlarinin HepG?2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1
sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).

Yapilan MTT analizi ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, KINA ve MK-801’in
tiim kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin canliligmi kontrol grubuna gore anlaml
sekilde azalttiklar1 goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.8). Bununla birlikte, KINA nmn 3
farkli konsantrasyonu ile 50 uM’lik MK-801 kombinasyonlarinin hi¢birinin HepG2
hiicrelerinin canliligini %50’ ye kadar indiremedigi goriilmiistiir. Ancak, 2.5 mM KINA
ve 100 uM MK-801 kombinasyonu ile 0.5 mM KINA ve 150 uM MK-801

kombinasyonunun, pozitif kontrol Doksorubisine benzer sekilde, HepG2 hiicrelerinin
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canliliklarmi yaklasik %50’ye kadar indirdikleri goriilmiistiir (hiicre canhiliklar:
karsilikli olarak; %47 ve %51). Boylece, 2.5 mM KINA + 100 uM MK-801” ve “0.5
mM KINA + 150 uM MK-801” kombinasyonlari, HepG2 hiicrelerinin canliligini yariya

indiren kombinasyonlar olarak belirlenmistir.

2.5 mM KiNA ile 100 uM MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canliligi

grafigi Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. 2.5 mM KINA ve 100 uM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun
HepG?2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canliligi (%) grafigi.
*#p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.001, 2.5 mM KINA ve $p<0.001 100 uM MK-
801 ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, 2.5 mM KINA tek basma HepG2 hiicrelerine
uygulandiginda hiicre canliligmnin %73.6, tek basma 100 uM MK-801 hiicrelere
uygulandiginda hiicre canhligmin  %80.4, 2.5 mM KINA+100 uM MK-801
kombinasyonunun hiicrelere uygulandiginda ise hiicre canliliginin %47 oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.9). Yapilan istatistiksel degerlendirmede, 2.5 mM KINA+100 uM
MK-801 kombinasyonunun HepG?2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna (p<0.001),
tek basma 2.5 mM KINA ve tek basina 100 uM MK-801 uygulanan hiicre gruplarina
gore (p<0.001) anlaml sekilde azalttig1 goriilmiistiir.



63

0.5 mM KINA ile 150 uM MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canliligi

grafigi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. 0.5 mM KINA ve 150 uM MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canlilif1 (%) grafigi.
*#p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.001 0.5 mM KiNA ve $p<0.001 150 uM MK-
801 ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, 0.5 mM KiNA ve 150 uM MK-801 tek baslarina
HepG2 hiicrelerine uygulandiginda hiicrelerin canliliklarini sirasiyla %96.6 ve
%73.6’ya diisiirdiikleri, 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonunun ise
hiicrelerin canliliklarint  %51°’e  diistirdiigii  goriilmiistiir (Sekil 4.10). Yapilan
istatistiksel degerlendirmede, 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonunun
HepG?2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna (p<0.001), tek bagma 0.5 mM KiNA ve
tek basina 150 uM MK-801 uygulanan hiicre gruplarma gore (p<0.001) anlaml sekilde

azalttig1 tespit edilmistir.

Yapilan MTT analizleri ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda HepG?2 hiicrelerinin canliliklarimi yaklasik %50’ye kadar azaltan
KINA+MK-801 kombinasyonlari; 2.5 mM KINA + 100 uM MK-801 ve 0.5 mM KINA
+ 150 uM MK-801 olarak belirlenmistir (hiicre canliliklar1 karsilikli olarak; %47 ve
%51). Her iki kombinasyon grubunda da HepG2 hiicrelerinin canliliginda goriilen
azalma, hem tek basina KINA (0.5 ve 2.5 mM) hem de tek basina MK-801 (100 ve 150
uM) grubuna gore anlamh bulunmustur. Diger taraftan, 0.5 mM KINA+150 uM MK-
801 kombinasyonun HepG2 hiicrelerinin canliligint %50’lik inhibisyona daha yakin

sekilde inhibe etmesinden (%51) dolay1 tez ¢calismasinin molekiiler analiz agsamalarinda
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0.5 mM KINA ve 150 uM MK-801 konsantrasyonlarinin tek baslarina ve birlikte

kombinasyonunun etkileri arastirilmstir.
4.2. BrdU (Bromodeoksi-Uridin ) Hiicre Proliferasyon Testi Sonuclar

KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlari ile Doksorubisin’in
MTT analizi ile belirlenen siire (48 saat) ve konsantrasyonlar1 HepG?2 hiicrelerine
uygulanmis ve hiicrelerdeki DNA sentezine etkileri bromodeoksiuridin (BrdU) yontemi
ile analiz edilmistir. Boylece, elde edilen sonuglarin birbirleri ile karsilastirilmas: ile
test maddelerinin hiicrelerin  proliferasyonu {iizerine etkilerinin belirlenmesi

amaclanmustir.

4.2.1. KA ve MK-801’in Tek Baslarina ve Birlikte Kombinasyonlarinin HepG2

Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkileri

KA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile, MTT analizi ile belirlenen
KA’nm 3 farkh konsantrasyonu (1 mM, 2.5 mM ve 5 mM) ve MK-801’in 2 farkhi
konsantrasyonu (100 uM ve 150 uM) 6 farkli kombinasyon olacak sekilde hiicrelere
uygulanmis ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicrelerin proliferasyonlarina olan
etkileri BrdU analizi ile belirlenmistir. Caligmada pozitif kontrol olarak
Doksorubisin’in ise, yine MTT analizi belirlenen ve 48 saatlik inkiibasyonda hiicre

canliligin1 %50 inhibe eden 1 uM’lik konsantrasyonu kullanilmistir.
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BrdU proliferasyon testi kullanilarak, maddelerin tek baslarina ve birlikte
kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde
edilen % hiicre proliferasyon grafigi Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre proliferasyonu (%) grafigi. *p<0.001,
**p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

BrdU analizi sonucunda; KA ve MK-801 tek baslarina uygulandiklarinda 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagimli sekilde
azalttiklar1 goriilmistiir (Sekil 4.11). Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda,
KA ve MK-801'in tek basma uygulanan tiim Kkonsantrasyonlarinm, tiim
kombinasyonlarinin  ve pozitif kontrol Doksorubisin’in  HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu kontrole gore anlamli sekilde azalttiklar1 goriilmiistiir (p<0.05 ve
p<0.001). Analiz sonucunda, 48 saatlik inkiibasyonda HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu %50’ye kadar azaltan KA + MK-801 kombinasyonlar;; 5 mM
KA+100 uM MK-801 (hiicre proliferasyonu %49) ve 1 mM KA+150 uM MK-801

(hiicre proliferasyonu %44) kombinasyonlari olarak belirlenmistir.

BrdU analizi ile elde edilen ve HepG2 hiicrelerinin proliferasyonlarini %50’ye kadar
azaltan kombinasyon gruplar1 ile MTT analizi ile elde edilen ve HepG?2 hiicrelerinin
canliliklarmi %50’ye kadar azaltan kombinasyon gruplar1 birbirleri ile uyumlu olup,
elde edilen bu sonuclar birbirini desteklemistir. Ayrica, yapilan BrdU analizi sonucunda
KA’nin 10 mM’lik konsantrasyonu ile MK-801’in 250 pM’lik konsantrasyonu HepG2

hiicrelerinin  proliferasyonlarint  %50’ye kadar azaltan konsantrasyonlar olarak
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belirlenmis olup, elde edilen bu sonuglar da yine MTT analizinden elde edilen sonuglari

desteklemistir.

4.2.2. KINA ve MK-801’in Tek Baslarina ve Birlikte Kombinasyonlarinin HepG2

Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkileri

KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile, MTT analizi ile belirlenen
KINA’nin 3 farkli konsantrasyonu (0.5 mM, 1 mM ve 2.5 mM) ve MK-801’in 2 farkl1
konsantrasyonu (100 uM ve 150 uM) 6 farkli kombinasyon olacak sekilde hiicrelere
uygulanmis ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicrelerin proliferasyonlarina olan
etkileri BrdU analizi ile belirlenmistir. BrdU proliferasyon testi kullanilarak,
maddelerin tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre proliferasyon grafigi Sekil 4.12°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.12. KINA ve MK-801"in tek baslarmna ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre proliferasyonu (%) grafigi. *p<0.001
kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

BrdU analizi sonucunda; KINA ve MK-801 tek baslarna uygulandiklarinda 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagimli sekilde
azalttiklar1 goriilmistiir (Sekil 4.12). Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda,
KINA’nin 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlari ile inkiibe edilen hiicreler digindaki diger

tim hiicre gruplarinda, proliferasyonun kontrole gore anlamli sekilde azaldigi

goriilmiistiir (p<0.001).
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Analiz sonucunda, 48 saatlik inkiibasyonda HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu
%50’ye en yakimn azaltan KINA + MK-801 kombinasyonlar;; 1 mM KINA + 100 uM
MK-801 (hiicre proliferasyonu %56.6), 0.5 mM KINA + 150 uM MK-801 (hiicre
proliferasyonu %59.8) ve 1 mM KINA + 150 uM MK-801 (hiicre proliferasyonu
%56.8) kombinasyonlar1 olarak belirlenmis olup, HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu
en giiclii sekilde azaltan KA+MK-801 kombinasyonlarinin ise; 2.5 mM KINA + 100
uM MK-801 (hiicre proliferasyonu %30) ve 2.5 mM KINA + 150 uM MK-801 (hiicre
proliferasyonu %?21) oldugu goriilmiistiir. Ayrica, yapilan BrdU analizi sonucunda
KINA’nin 5 mM’lik konsantrasyonu ile MK-801’in 250 uM’lik konsantrasyonu HepG2
hiicrelerinin proliferasyonlarini etkili sekilde azalttig1 belirlenmis ve elde edilen bu

sonu¢lar MTT analizinden elde edilen sonuglar1 desteklemistir.

4.3. KA ve KiNA’nin Tek Baslarina ve MK-801 ile Kombinasyonlarmm HepG2
Hiicrelerinde Apoptoz ve Hiicre Dongiisii Yolaginda Rol Oynayan Genlerin

mRNA Ekspresyonlaria Etkileri

KA ve KINA’nin tek baslarma ve MK-801 ile olan kombinasyonlarinin HepG2
hiicrelerinde apoptotik yolakta onemli roller oynayan Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9,
Bim ve FasL genlerinin mRNA transkripsiyon diizeyleri ile hiicre dongiisiinde 6nemli
rol oynayan p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri RT-qPCR yOntemi ile
analiz edilmistir. Genlerin transkripsiyon diizeyleri, GAPDH kontrol geninin

transkripsiyon seviyesi ile normalize edilmistir.

KA ve KINA’nin tek baslarina ve MK-801 ile birlikte olan kombinasyonlarinin HepG2
hiicrelerinde apoptotik yolaga ve hiicre dongiisiine olan etkilerini belirlemek amaciyla,
MTT ve BrdU analizleri ile belirlenen ve karsilikli olarak HepG2 hiicrelerinin
canliliklarmi ve proliferasyonlarim1 48 saatlik inkiibasyonda yaklasik %50’ye kadar
azaltan konsantrasyonlar ve kombinasyonlar ile canlilik ve proliferasyonun %50’ nin
izerinde oldugu bir alt konsantrasyonlar ve kombinasyonlar kullanilmistir. Buna gore,
tek basina madde konsantrasyonlari olarak; KA’nin 1 ve 10 mM’lik, KINA’nin 0.5 ve 5
mM’lik ve MK-801’in de 150 ve 200 uM’lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Birlikte
kombinasyonlar: olarak ise; 1 mM KA+150 uM MK-801 ve 0.5 mM KINA+150 uM
MK-801 kombinasyonlar1 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, ¢calismada pozitif kontrol

olarak kullanilan Doksorubisin’den (1 uM) elde edilen sonuclarla ile karsilastirilmistir.
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4.3.1. KA ve MK-8071’in tek Baslarina ve Birlikte Kombinasyonlarinin Apoptoz ve

Hiicre Dongiisii Yolaginda Gorev Alan Genlerin mRNA Ekspresyonlarina Etkileri

KA ve MK-801"in tek baslarmna ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4.13. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KA ve MK-801’in
tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun uygulandig: hiicre gruplarmin higbirinde
Bax’m mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadigi (p>0.05)
goriilmiistiir (Sekil 4.13). Bununla birlikte, calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Bax’in mRNA diizeyinin kontrole gore

anlaml sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.001)
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KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG?2 hiicreleri ile 48

saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

&

Sekil 4.14°te gosterilmistir.
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Sekil 4.14. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi sonucunda; 1 mM KA+150 uM MK-801 ve Doksorubisin
uygulanan hiicre gruplarinda anti-apoptotik Bcl-2 mRNA diizeyinin kontrol grubuna
gore azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.14). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda Doksorubisin uygulanan hiicre grubundaki azalmanin kontrol
grubuna gore anlamli olmadigi (p>0.05), I mM KA+150 uM MK-801 uygulanan hiicre

grubundaki azalmanin ise kontrol grubuna gore anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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KA ve MK-801"in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.15’te gosterilmistir.
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Sekil 4.15. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, tek basina KA ve
Doksorubisin ile inkiibe edilen hiicre gruplarindaki Bim’in mRNA diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.15). Bim
ifadesindeki en fazla artisin ise, 1 mM KA ile inkiibe edilen hiicre grubunda oldugu
goriilmiis ve kontrol grubuna gore yaklasik 1.7 kat arttig1 tespit edilmistir.
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KA ve MK-801"in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL. geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.16’da gosterilmistir.
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Sekil 4.16. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL. geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.05, **p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, Doksorubisin, 250
uM MK-801, 10 mM KA ile 1 mM KA+150 uM MK-801 grubunda FasL. mRNA
diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir (p<0.05 ve p<0.001)
(Sekil 4.16). Pozitif kontrol Doksorubisin diginda, FasL. mRNA diizeyindeki en fazla
artis 1 mM KA+150 uM MK-801 ve 10 mM KA ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda
goriilmiis olup, kombinasyon grubundaki Fas. mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore
yaklasik 10 kat, 10 mM KA grubundaki FasL. mRNA diizeyinin ise yaklasik 7.5 kat

fazla oldugu tespit edilmistir.
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KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48

saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine
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etkileri Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001, **p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; 10 mM KA
(p<0.05) ve Doksorubisin (p<0.001) uygulanan hiicre gruplarinda Kaspaz-9 mRNA

diizeyinin kontrol grubuna gore anlaml sekilde arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.17).

KA ve MK-801"in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine
etkileri Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).
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Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KA ve MK-801’in
tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun uygulandig: hiicre gruplarmin higbirinde
Kaspaz-3’tin mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadigi
goriilmiistiir (p>0.05) (Sekil 4.18). Bununla birlikte, caligmada pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Kaspaz-3’iin mRNA diizeyinin

kontrole gore anlaml sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.001).

KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda, hiicre dongiisiinde rol alan p21 geninin mRNA

transkripsiyon diizeyine etkileri Sekil 4.19’da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001, **p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; MK-801’in 150 uM
ve 250 uM ‘lik konsantrasyonlar1 (p<0.05), KA’nin 10 mM’lik konsantrasyonu ve
Doksorubisin (p<0.001) ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda p21 mRNA diizeyinin
kontrol grubuna gore anlaml sekilde arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.19). Hiicre gruplari
arasinda p21 diizeyindeki en fazla artis ise 10 mM KA ile inkiibe edilen hiicre grubunda
goriilmiis olup, bu gruptaki p21 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik 15 kat

fazla oldugu tespit edilmistir.
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4.3.2. KINA ve MK-801’in Tek Baslarna ve Birlikte Kombinasyonlarinin Apoptoz
ve Hiicre Dongiisii Yolaginda Gorev Alan Genlerin mRNA Ekspresyonlarina
Etkileri

KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.20°de gosterilmistir.

45 -

Ekspresyon orami (Bax/GAPDH)

\@&@ &‘-}\e“ o & ‘b@@ @*}&h @i_\%‘” o S
F F ol SRR
'»Sg‘\ & o 4 d
&
S

Sekil 4.20. KINA ve MK-801"in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KINA ve MK-
801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin uygulandigi hiicre gruplarinin
hicbirinde Bax’mm mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadigi
goriilmiistiir (p>0.05). Bununla birlikte, Doksorubisin ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda Bax mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi
goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.20).
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KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine
etkileri Sekil 4.21°da gosterilmistir.
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Sekil 4.21. KINA ve MK-801"in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi sonucunda; 5 mM KINA, 0.5 mM KINA + 150 uM MK-801
ve Doksorubisin uygulanan hiicre gruplarinda Bcl-2 mRNA diizeyinin kontrol grubuna
gore azaldigir belirlenmistir (Sekil 4.21). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda 5 mM KA uygulanan hiicre grubundaki azalmanin kontrol

grubuna gore anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.22. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).
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Yapilan RT-qPCR analizi sonucunda; 0.5 mM KINA ve Doksorubisin uygulanan hiicre
gruplarinda Bim mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore arttig1 belirlenmistir (Sekil
4.22). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda yalnizca
Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda Bim mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore

anlaml sekilde arttig1 goriilmiistiir (p<0.001).

KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL geninin mRNA transkripsiyon diizeyine
etkileri Sekil 4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4.23. KINA ve MK-801"in tek baslarmna ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL. geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; 250 uM MK-801,
kombinasyon grubu ve Doksorubisin ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda FasL. mRNA
diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil
4.23). Pozitif kontrol Doksorubisin disinda, FasL mRNA diizeyindeki en fazla artig 0.5
mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubunda goriilmiis olup, bu
gruptaki Fas. mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik 5 kat fazla oldugu tespit

edilmistir.
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KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.24’te gosterilmistir.
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Sekil 4.24. KINA ve MK-801"in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KINA ve MK-
801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun uygulandigi hiicre gruplarnin
hicbirinde Kaspaz-9’un mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde
artmadigr goriilmiistiir (p>0.05). Bununla birlikte, ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Kaspaz-9’un mRNA diizeyinin
kontrole gore anlamh sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). KINA ve
MK-801"1in tek baglarma ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.25’te gosterilmistir.
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Sekil 4.25. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).
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Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; KINA ve MK-
801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun uygulandigi hiicre gruplarinin
hi¢birinde Kaspaz-3 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadigi
goriilmiistiir (p>0.05). Bununla birlikte, calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Kaspaz-3 mRNA diizeyinin kontrole gore

anlaml sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.25).

KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine
etkileri Sekil 4.26’da gosterilmistir.
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Sekil 4.26. KINA ve MK-801"in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001, **p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; MK-801’in 150 uM
ve 250 uM ‘lik konsantrasyonlar1 (p<0.05) ve Doksorubisin (p<0.001) ile inkiibe edilen
hiicre gruplarinda p21 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlaml sekilde arttig:
goriilmiistiir (Sekil 4.26).
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4.4. KA ve KiNA’min Tek Baslarina ve MK-801 ile Kombinasyonlarmm HepG2
Hiicrelerinde PI3K/Akt ve FoxO Yolaginda Rol Oynayan Proteinlerin

Ekspresyonlarina Etkileri

KA ve KINA’nin tek baslarma ve MK-801 ile olan kombinasyonlarinin HepG2
hiicrelerinde PI3K/Akt ve FoxO yolaklarinda 6nemli rolleri olan; PI3K, Akt, PTEN, p-
PTEN, FOXO1, FOXO3a, TXNIP ve p-27 proteinlerinin ifade diizeylerine etkileri
Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Proteinlerdeki ifade diizeyleri GAPDH
kontrol proteininin ifade seviyesi ile normalize edilmistir. Elde edilen sonuglar,
calismada pozitif kontrol olarak Doksorubisin’den elde edilen sonuclarla

karsilastirilmistir.

Western blot analizinde, MTT ve BrdU analizleri sonucunda HepG2 hiicrelerinin
canliligin1 ve proliferasyonu yaklasik %50’ye kadar azaltan kombinasyon ve bu
kombinasyonu olusturan maddeler ile devam edilmesine karar verilmistir. Bu sebeple, 1
mM KA+150 uM MK-801 ve 0.5 mM KiNA+150 uM MK-801 kombinasyonlar1 ve bu
kombinasyonu olusturan maddelerin (1 mM KA, 0.5 mM KiNA ve 150 uM MK-801)
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PI3K/Akt ve FoxO yolaginda
rol alan proteinlerinin ifade diizeylerine etkileri western blot analizi ile belirlenmistir.
Elde edilen sonug¢lar birbirleri ile ve pozitif kontrol Doksorubisin’den (1uM) elde edilen

sonuclarla karsilagtirilmistir.
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde PI3K protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiisii Sekil 4.27°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen PI3K protein diizeyi de

Sekil 4.28’de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PI3K protein ekspresyonuna etkilerini
gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.28. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PI3K protein diizeylerini gosteren grafik
(n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin, 150 uM MK-801 ve 0.5 mM
KINA+150 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre gruplarnda PI3K
protein diizeylerinin etkili sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.28). Bununla birlikte,
yapilan istatisiksel analiz sonucunda bu hiicre gruplarindaki azalmalarm kontrol
grubuna gore anlamli olmadigi belirlenmis (p>0.05), bu durumun ise standart
sapmalarin yiiksek olmasindan kaynaklandigi diisiilmektedir. Diger taraftan, 0.5 mM
KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubundaki PI3K seviyesinin kontrol
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grubuna gore 0.5 kat azaldig1, bu azalmanin Doksorubisin uygulanan hiicre grubundan

daha etkili bir azalma oldugu gosterilmistir.

KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarna ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde Akt protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiisii Sekil 4.29°da, goriintiilerin analizi ile elde edilen Akt protein diizeyi de Sekil

4.30’da gosterilmistir.

At | g e S . R

GAPDH | ey S S s S e

Kontrol

1 uM Doksorubisin

150 pM MK801

1 mM KA

1 mM KA+150 pM MK801
0.5 mM KINA

Sekil 4.29. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarimin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Akt protein diizeylerini gdsteren western blot
goruntisii.
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Sekil 4.30. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Akt protein diizeylerini gosteren grafik (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin, 150 uM MK-801, 0.5 mM
KINA ve 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre gruplarindaki Akt
protein diizeylerinin azaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.30). Yapilan istatisiksel analiz

sonucunda bu hiicre gruplarindaki azalmalarin kontrol grubuna gore anlamli olmadigi

(p>0.05), bununla birlikte 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre
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grubundaki Akt seviyesindeki azalmanmn kontrol grubuna gore 0.8 kat oldugu

goriilmiistiir.

KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde PTEN protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiisii Sekil 4.31°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen PTEN protein diizeyi de

Sekil 4.32°de gosterilmistir.
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Sekil 4.31. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PTEN protein diizeylerini gosteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.32. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PTEN protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda PTEN protein
diizeylerinin arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.32). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda, ImM KA, 0.5 mM KiNA ve 0.5 mM KiNA+150 uM MK-
801 (p<0.05) ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda PTEN protein ifadesinin kontrol
grubuna gore anlamh sekilde arttigi goriilmiistiir. Diger taraftan 1 mM KA, 0.5 mM
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KINA ve 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 uygulanan hiicre gruplarinda PTEN protein

diizeyinin pozitif kontrol Doksorubisine gore daha etkili sekilde arttig1 goriilmiistiir.

KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarna ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde p-PTEN protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiisii Sekil 4.33’te, goriintiilerin analizi ile elde edilen p-PTEN protein diizeyi de

Sekil 4.34°te gosterilmistir.
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Sekil 4.33. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p-PTEN protein diizeylerini gdsteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.34. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p-PTEN protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.05, **p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; sadece pozitif kontrol Doksorubisin hiicre
grubunda p-PTEN protein diizeyinin azaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.34). Bununla
birlikte, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, hicbir hiicre grubunda p-PTEN

protein ifadesinde anlamli bir azalma elde edilememistir (p>0.05).
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmnin
HepG2 hiicrelerinde aktif PTEN protein diizeyinin inaktif p-PTEN protein diizeyine
(PTEN/p-PTEN) oram Sekil 4.35’te gosterilmistir.
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Sekil 4.35. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PTEN/p-PTEN oranim1 gosteren grafik.
*p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda PTEN proteininin ifade
seviyesinin p-PTEN proteininin ifade seviyesine oranmin arttigi goriilmiistiir (Sekil
4.35). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda 0.5 mM
KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubundaki PTEN/p-PTEN oranimnin
kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttig1 (p<0.05) ve bu oranin kontrol grubuna gore

1.5 kat fazla oldugu gosterilmistir.
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde FOXO1 protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiisii Sekil 4.36’da, goriintiilerin analizi ile elde edilen FOXO1 protein diizeyi de

Sekil’da 4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.36. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO1 protein diizeylerini gésteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.37. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO1 protein diizeylerini gosteren grafik
(n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin ve 1 mM KA ile inkiibe edilen
hiicre gruplarindaki FOXOI1 protein diizeylerinin arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.37).
Bununla birlikte, yapilan istatisiksel analiz sonucunda bu hiicre gruplarindaki artiglarin
kontrol grubuna gore anlamli olmadig: belirlenmistir (p>0.05). 1 mM KA ile inkiibe
edilen hiicre gruplarindaki FOXO1 protein diizeylerinin Doksorubisin uygulanan hiicre
grubuna gore daha etkili sekilde arttig1 ve kontrol grubuna gore bu artigin yaklasik 1.3
kat fazla oldugu tespit edilmistir.
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde FOXO3a protein ekspresyonuna etkilerini gdsteren western blot
goriintiisii Sekil 4.38’de, goriintiilerin analizi ile elde edilen FOXO1 protein diizeyi de

Sekil 4.39°da gosterilmistir.
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Sekil 4.38. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO3a protein diizeylerini gosteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.39. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO3a protein diizeylerini gosteren grafik
(n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin, 150 uM MK-801, 1 mM
KA+150 uM MK-801 ve 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre
gruplarindaki FOXO3a protein diizeylerinin arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.39). Bununla
birlikte, yapilan istatisiksel analiz sonucunda bu hiicre gruplarindaki artiglarin kontrol

grubuna gore anlamli olmadig: belirlenmistir (p>0.05).
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde TXNIP protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiisii Sekil 4.40°da, goriintiilerin analizi ile elde edilen TXNIP protein diizeyi de

Sekil 4.41°de gosterilmistir.
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Sekil 4.40. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda TXNIP protein diizeylerini gosteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.41. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda TXNIP protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda TXNIP protein
diizeylerinin arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.41). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda, Doksorubisin ve ImM KA ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda TXNIP protein ifadesinin kontrol grubuna gore anlamhi sekilde arttigi
goriilmiistiir (p<0.001). Diger taraftan 1mM KA ile inkiibe edilen hiicre grubundaki
TXNIP seviyesinin kontrol grubuna goére 6 kat fazla arttigi (p<0.01) ve bu artisin

Doksorubisin uygulanan hiicre grubundan daha etkili bir artis oldugu gosterilmistir.
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde p27 protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiisi Sekil 4.42°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen p27 protein diizeyi de Sekil

4.43’te gosterilmistir.
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Sekil 4.42. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p27 protein diizeylerini gdsteren western blot
goruntisii.
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Sekil 4.43. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p27 protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda p27 protein
diizeylerinin arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.43). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda, Doksorubisin (p<0.001) ve ImM KA+150 uM MK-801 ile
inkiibe edilen (p<0.05) hiicre gruplarindaki p27 protein ifadesinin kontrol grubuna gore
anlaml sekilde arttig1 goriilmiistiir. ImM KA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre
grubundaki p27 diizeyinin ise kontrol grubuna gore yaklasik 2.5 kat fazla oldugu

goriilmiistiir.



5. TARTISMA VE SONUC

HSK, diinya capinda yilda yaklasik 1 milyon insanin dliimiine neden olan karacigerin en
sik goriilen primer tiimoriidiir (Befeler ve di Bisceglie, 2002). Hastaligin molekiiler
patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, HSK’nin tam ve tedavisi i¢in
karaciger tiimorii olusumuna neden olan molekiiler mekanizmalar iizerinde caligmalar
yapilmakta ve boylece hastaligin patogenezinin daha iyi anlagilmasi hedeflenmektedir

(El-Serag ve Rudolph, 2007).

Kemoterapotik ilaclari etkileri, hastada ilag direnci gelistirmesi, yiiksek toksisite, se¢ici
olmamalari, yetersiz dagilim ve ¢oziiniirliiliigii gibi cesitli nedenlerden dolay: sinirhdir.
Bu sebeple, yeni terapotik stratejilere ihtiya¢c duyulmakta ve HSK tedavisinde kullanilan
kemoterapotiklerin anti-tiimor etkilerini en iist diizeye ¢ikarmak ve olumsuz etkilerini
azaltmaya yonelik daha yeni anti-timOr ajanlar1 veya ilag kombinasyonlarinin
gelistirilmesi gereklidir. Gliniimiizde mevcut arastirmalar, HSK’nin gelisimini dnlemek
ve molekiiler hedefli yeni tedavi ajanlarmin gelistirilmesi iizerinde yogunlagmistir
(Crissien ve Frenette, 2014). Bu amacla giiniimiizde gelistirilmeye c¢alisilan yeni
kemoterapotikler, yan etkisi az olan ve hiicre sag kalim mekanizmalarmi baskilayarak
hiicre dlimiine yol agan sinyal yolaklarini tetikleyen molekiiler mekanizmalar1 hedef

almaktadir.

Triptofan metabolitlerinden KA ve KINA, konsantrasyon seviyelerine bagl olarak belli
fizyolojik ve patolojik etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2011,
Langner ve ark, 2015). KA bir¢ok doku, fizyolojik sivi ve ¢esitli gida maddelerinde
bulunmaktadir (Walczak ve ark, 2014b). KA’nin kanser hiicre proliferasyonundaki
roliine iligkin yapilan caligmalarda, c¢esitli kanser hiicre hatlarinda hiicre biiyiimesi,
DNA sentezi ve hiicre gociinii engelleyerek antiproliferatif aktivite sergiledigi
gosterilmistir (Walczak ve ark, 2011, 2012b, 2014a). Ancak bu aktivitenin molekiiler

mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Walczak ve ark, 2014b).
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KA, ayn1 zamanda iyonotropik glutamat reseptorlerinin endojen, genis spektrumlu bir
antagonisti olup, glutamat antagonistlerinin ise antiproliferatif potansiyele sahip
olduklar1 belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2014a). Daha da Otesi, glutamat reseptorii
antagonistlerinin kanser tedavisinde kullanilan sitostatik ilaclara benzer sekilde, tiimor
hiicrelerinin boliinme ve migrasyonlarin1 inhibe ettikleri, tiimor hiicrelerinin
morfolojilerini degistirdikleri ve tiimor hiicre Olimiinii artirdiklar: belirtilmistir
(Stepulak ve ark, 2009). Iyonotropik glutamat reseptorleri, yapisal benzerliklerine ve
onlar1 aktive eden sentetik agonistlere gore NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri olmak
tizere 3 cesittir (Stepulak ve ark, 2009). Yapilan bir dizi in vitro ve in vivo deneylerde
NMDA ve AMPA antagonistlerinin, farkli insan tiimor hiicresi tiplerinde belirgin bir
antiproliferatif aktivite ortaya koydugu gosterilmistir (Stepulak ve ark, 2005). Glutamat
reseptorlerinin ¢esitli kanser hiicre tiplerinde bulundugu bilinmektedir ve NMDA
reseptor alt birimlerinin hepatoselliiler karsinoma dahil olmak iizere bir cok kanser
hiicre hattindaki varligi gosterilmistir (Li ve ark, 2012; Yamaguchi ve ark, 2013;
Stepulak ve ark, 2014). KA, NMDA reseptoriiniin glisin ko-agonist bolgesinin rekabet¢i
blokdrii olarak islev goriir ve ayn1 zamanda iyonotropik glutamat reseptorlerinin tiim alt
tiplerinin genis spektrumlu bir antagonistidir. Yapilan bir caligmada, sicanlara
intragastrik olarak uygulanan KA’nin ince barsaklardan emilerek kan dolasimiyla
karaciger ve bobrege tasindigi ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun NMDA
reseptorleri ve glutamat reseptorlerinin alt birimleri ile etkilesime girmesi i¢in yeterli
oldugu goriilmiistiir (Turski ve ark, 2009). Bu nedenle, hem hepatoselliiler karsinoma
hiicrelerinde NMDA reseptor alt birimlerinin bulunusu, hem de KA’nin kan dolasimi
yoluyla karacigere taginmasi ve karacigerde bulunan NMDA reseptorlerinin alt birimleri
ile etkilesime girebilmek icin yeterli konsantrasyona ulasmasmdan dolayi, KA’nin HSK
hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisinin degerlendirilmesi Onem tasimaktadir.
Bununla birlikte, literatirde KA ve KINA’nin insan karaciger kanseri iizerindeki
antiproliferatif aktiviteleri ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilamamigstir. Bu sebeple
tez calismast kapsaminda, KA ve KINA’min’ insan karacier kanseri hiicre hatti
(HepG2) iizerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile bu aktiviteden sorumlu olabilecek
PI3K/Akt ve FOXO sinyal yolaklar1 iizerinden hiicre dongiisii ve apoptoza etkileri

molekiiler diizeyde ilk kez arastirilmistir.

KA’nm c¢esitli tiimor hiicre hatlarinda gosterdigi in vitro antiproliferatif aktivitesinde

ozellikle glutamat reseptorlerinin rolii oldugu belirtilmektedir (Rzeski ve ark, 2001b).
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Bu sebeplerden dolayi, KA’nin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin
molekiiler mekanizmasinim agiga cikarilmasi bilyiik onem tagimaktadir. KINA ise,
KA’nin dehidroksilasyonu sonucu olusan bir diger triptofan yolagi metaboliti olup,
intestinal floranin da KINA iiretimine katkida bulundugu belirtilmektedir (Langner ve
ark, 2015). KINA'nmin, KA ile olan yapisal benzerlie sahip olmasi ve insan
organizmasinda dogal olarak bulunmasindan dolayr KINA’min da antitiimoral

potansiyelinin degerlendirilmesi oldukca dnemlidir.

KA’nin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasindaki roliine iliskin yapilmis ¢ok az sayida
calisma bulunmaktadir. Son yapilan in vitro ¢aligmalarda, mikromolar ve milimolar
diizeydeki KA konsantrasyolarinin, kolon kanseri (HT-29, Caco-2 ve LS-180), bobrek
kanseri (Caki-2) ve glioblastoma (T-986) gibi ¢esitli kanser hiicre hatlarinda ¢ogalmay1
thhibe ettigi bildirilmistir (Walczak ve ark, 2011, 2012b, 2014a). Walczak ve ark.
(2011)’nmin KA’nin kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkileri ile ilgili yapmus
oldugu bir ¢alismada, KA’nin Caco-2, HT-29 ve LS-180 kolon adenokarsinoma hiicre
hatlarinda hiicre proliferasyonunu anlamli sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Caco-2,
HT-29 ve LS-180 hiicreleri, 0.001-10 mM doz araliginda KA ile 96 saat inkiibe edilmis
ve MTT analizi sonucu KA’nin bu hiicre hatlarindaki ICsy degerleri sirasiyla 1.2 mM,
0.9 mM ve 0.2 mM olarak belirlenmistir. Walczak ve ark. (2012a)’nin yapmis oldugu
bir bagka calismada da, KA’ ’nin HT-29 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda
elde edilen ICsy degeri 2mM olarak belirlenmistir. Bu caliyjmada KA’nin HT-29
hiicrelerindeki DNA sentezine olan etkisini belirlemek amaciyla gerceklestirilen BrdU
analizi sonucunda, KA’nin 48 saatlik inkiibasyondaki 1Csy degeri ise 4.4 mM olarak
tespit edilmistir (Walczak ve ark, 2012a). KA’nin insan bobrek kanseri (Caki-2) hiicre
hattina olan etkisinin arastirildig: bir baska calismada ise, KA nin 96 saatlik inkiibasyon
sonucunda Caki-2 hiicrelerinin proliferasyonunu anlamli sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir. MTT analizi sonucu KA’nm bu hiicrelerdeki ICsy degeri ise 0.04 mM
olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, KA’nin Caki-2 hiicrelerinde DNA sentezine
etkisi BrdU analizi ile 6l¢iilmiis ve 48 saatlik inkiibasyon sonucu 1Csy degeri 2.13 mM
olarak tespit edilmistir (Walczak ve ark, 2012b). Insan Glioma (T98G) hiicreleriyle
yapilan bir calismada ise, KA’nin T98G hiicreleri ile 96 saatlik inkiibasyonu sonucu
MTT analizi ile belirlenen ICso degeri 1.3 mM olarak bulunmustur. KA’nin T98G
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucu DNA sentezine olan etkisini belirlemek

amaciyla gerceklestirilen BrdU analizi sonucunda ise, KA’nin ICsy degeri 8.9 mM



92

olarak tespit edilmistir (Walczak ve ark, 2014a). Bizim calismamizda ise, KA’ nin
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda MTT analizi ile belirlenen 1Cs
degeri 11.32 mM, DNA sentezine olan etkisini belirlemek amaci ile gergeklestirilen

BrdU analizi sonucu elde edilen ICsy degeri ise, 10.9 mM olarak tespit edilmistir.

KA’nin dehidroksilasyonu sonucu olusan KINA'nin da antiproliferatif etkisiyle ilgili
literatiirde ¢cok az sayida calisma bulunmaktadir. KINA’'nin HT-29, LS180 ve Caco-2
hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, KINA nin bu hiicrelerle
96 saatlik inkiibasyonu sonucunda MTT analizi ile elde edilen ICsy degerleri sirasiyla;
0.5 mM, 0.5 mM ve 0.9 mM olarak bulunmustur (Langner ve ark, 2015). Aym
caligmada, KINA’nin 48 saatlik inkiibasyonda bu hiicrelerdeki DNA sentezine olan
etkisini belirlemek amaciyla yapilan BrdU analizi sonucunda elde edilen ICs, degerleri
ise swrasiyla; 2.7 mM, 4.3 mM ve 2 mM olarak belirlenmistir. Bizim caligmamizda ise,
KINA’nin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda MTT analizi ile
belirlenen ICsp degeri 6.82 mM, DNA sentezine olan etkisini belirlemek amaci ile
gergeklestirilen BrdU analizi sonucu elde edilen ICsy degeri ise, 2.57 olarak tespit
edilmistir.

KA ve KINA icin MTT ve BrdU analizleri ile elde dilen ICs, degerleri milimolar
konsantrasyonlarda bulunmustur. Bununla birlikte, yapilan in vivo bir calismada, rat ve
farelere icme suyu ile birlikte yiikksek miktarda KA (250 mg/L konsantrasyonda) uzun
siireyle (21 giin) uygulanmis ve bu hayvanlarda bu konsantrasyonlarin iyi bir sekilde
tolere edildigi ve toksik etki olusturmadigr gosterilmistir (Turski ve ark, 2014). Boylece,
yiiksek miktarda KA iceren ya da KA ile zenginlestirilmis gidalarin tiiketiminin insan
saglhginda bir risk teskil etmedigi bildirilmistir (Turski ve ark, 2014). Bununla birlikte,
literatiirde KINA’nin yiiksek miktarda tiiketiminin insan saglig1 icin bir risk olusturup
olusturmayacag ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak, KINA'nin yap:1 olarak
KA’ya benzemesi ve insan organizmasinda intestinal flora tarafindan da tretilmesi,
yilksek miktarda KINA’nin, KA’ya benzer sekilde, insan saghgi acisindan bir risk
olusturmayabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, bu durumun yapilacak

caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Hepatoselliiler karsinoma dahil olmak iizere, bircok kanser hiicre hattinda bulundugu
belirlenen NMDA reseptor alt birimleri ile ilgili yapilan ¢esitli calismalarda, glutamat

antagonistlerinin beyin, tiroid, kolon, meme, akciger ve karaciger gibi cesitli kanser
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hiicre hatlarinda biiylimeyi inhibe ettigi gosterilmis ve NMDA reseptorlerinin kanser
hiicrelerinin biiyiimesinde dnemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (Rzeski, 2001; Li
ve ark, 2012; Yamaguchi ve ark, 2013; Stepulak ve ark, 2014). Yapilan bir caligmada,
sentetik bir NMDA antagonisti olan MK-801 tarafindan, A549 hiicrelerinde ERK
yolaginin inhibisyonu ve tiimor baskilayici proteinler olan p21 ve p53’iin indiiklenmesi
yoluyla akciger adenokarsinomada biiyiimeyi baskiladigi bildirilmistir (Stepulak ve ark,
2005a). NMDA reseptor antagonistlerinin karaciger kanseri iizerindeki antitiimoral
etkisinin arastirildigi bir baska calismada ise, insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2,
HuH-7 ve HLF) hiicre hatlarnda NMDA reseptorlerinin ekspresyonu gosterilmis ve
MK-801’in bu hiicrelerde hiicre dongiisiindeki G1 fazin1 durdurarak hiicrelerin
biiylimesini baskiladig1 gosterilmistir (Yamaguchi ve ark, 2013). Bu sebeple, HepG2
hiicrelerinde de ifade oldugu gosterilen (Li ve ark, 2012; Yamaguchi ve ark, 2013)
NMDA reseptorleri ve bu reseptorlerin dogal endojen bir antagonisti olan KA ve KA ile
yapisal benzerlige sahip olan KINA nin antiproliferatif etkilerinin arastirilmasi oldukca
onemli olup, tez ¢ahsmasi kapsaminda KA ve KINA’nin hem tek baslarina hem de
sentetik NMDA reseptor antagonisti MK-801 ile birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkileri arastirilmistir. Boylece, HepG2 hiicrelerinde
sentetik NMDA antagonisti yerine dogal NMDA antagonisti kullanarak, yada dogal
NMDA antagonisti ile birlikte daha diisiik konsantrasyonda sentetik NMDA antagonisti
kullanarak karaciger kanserinde, daha dogal ve daha giiclii antitiimoral etkileri olan

tedavi ajanlariin yada kombinasyonlarinin ortaya ¢ikarilmas: hedeflenmistir.

KA’nin hem tek basmma hem de MK-801 ile birlikte kombinasyonunun HepG2
hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile KA’nin 1, 2.5 ve 5
mM’lik konsantrasyonlar1 ile MK-801’in 50, 100 ve 150 uM’lik konsantrasyonlari
cesitli kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat inkiibe edilmis ve hiicre
canliligma olan etkileri MTT analizi ile 6l¢iilmiistiir. Analiz sonucunda, “5S mM KA +
100 pM MK-801" ve “1 mM KA + 150 uM MK-801" kombinasyonlarinin HepG2
hiicrelerinin canliliklarin1 yalasik %50’ye kadar indirdikleri belirlenmistir (hiicre
canliliklar1 karsilikli olarak; %53 ve %55). Bununla birlikte, 5 mM KA, 100 uM MK-
801, 1 mM KA ve 150 puM MK-801 HepG2 hiicrelerine tek baglarina
uygulandiklarinda, hiicre canhiliklarinin sirasiyla %71.9, %80.4, %95.7 ve %73.6
oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak, KA+MK-801 kombinasyonlarinin HepG2

hiicrelerinin canliligini inhibe etmede tek basina KA ve tek basina MK-801’e gore daha
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etkili oldugu belirlenmistir. Bizim ¢calismamiza benzer sekilde, kanser hiicrelerinde KA
ve MK-801'in tek baslarma ve birlikte kombinasyonun antitiimoral etkilerinin
arastirildig bir calismada, insan glioblastoma (T98G) hiicreleri, KA (100 uM) ve MK-
801 (100 uM)’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlar1 ile 96 saat inkiibe edilmistir.
Calisma sonucunda, tek baslarina KA ve MK-801 ile inkiibe edilen hiicre gruplarma
gore, 100 uM KA+100 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubunda
glioma hiicrelerinin canliliginin anlamli bir sekilde azaldigi ve KA+MK-801
kombinasyonunun T98G hiicrelerinin canliligin1 inhibe etmede tek basina KA ve tek
basina MK-801’e gore daha etkili oldugu belirlenmistir (Walczak ve ark, 2014a). Elde

edilen bu sonuclar, bizim ¢alismamizdan elde edilen sonuglar1 desteklemistir.

KA’ya benzer sekilde, KINA’'nin da hem tek basina hem de MK-801 ile birlikte
kombinasyonunun HepG2 hiicrelerinin canliligi iizerindeki etkilerini belirlemek amaci
ile KINA’nin 0.5, 1 ve 2.5 mM’lik konsantrasyonlar1 ile MK-801’in 50, 100 ve 150
uM’lik konsantrasyonlar: ¢esitli kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat
inkiibe edilmis ve hiicre canlilifina olan etkileri MTT analizi ile belirlenmistir. Analiz
sonucunda, “2.5 mM KINA + 100 uM MK-801” ve “0.5 mM KINA + 150 uM MK-
8017 kombinasyonlarmin HepG?2 hiicrelerinin canliliklarini yalasik %50’ye kadar
indirdikleri belirlenmistir (hiicre canliliklar1 karsilikli olarak; %47 ve %51). Bununla
birlikte, 2.5 mM KINA, 100 uM MK-801, 0.5 mM KINA ve 150 uM MK-801 HepG2
hiicrelerine tek baslarma uygulandiklarinda, hiicre canliliklarimin sirasiyla % 73.6,
%80.4, %96.6 ve %73.6 oldugu goriilmiistir. Sonuc olarak, KINA+MK-801
kombinasyonlarmin HepG2 hiicrelerinin canliligim inhibe etmede tek bagma KINA ve
tek basina MK-801’e gore daha etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, literatiirde
KINA’nin kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisi ile ilgili yapilan cok az
sayida calisma bulunmakta olup (Langner ve ark, 2015; Langner ve ark, 2019), KINA
ve MK-801’in birlikte kombinasyonunun kanser hiicrelerinde antitiimoral etkilerinin
arastirildigr herhangi bir caligma bulunmamaktadir. Bu sebeple, tez calismasi
kapsaminda KINA+MK-801 kombinasyonun HepG2 hiicrelerinin  canliliklar
tizerindeki etkisi ilk kez calisilmis olup, elde edilen sonuglar baska caligmalar ile

kiyaslanamamustir.

KA’nin hem tek basmma hem de MK-801 ile birlikte kombinasyonunun HepG2

hiicrelerindeki DNA sentezine olan etkilerini belirlemek amaci ile, KA’nin; 1, 2.5 ve 5
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mM’lik konsantrasyonlar: ile MK-801’in 100 ve 150 uM’lik konsantrasyonlar1 cesitli
kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat inkiibe edilmis ve hiicre
proliferasyonuna olan etkileri BrdU analizi ile dl¢tilmiistiir. BrdU analizi sonucunda,
KA+MK-801 kombinasyonlarinin tiimiiniin HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe etmede etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, MTT analizi ile elde edilen
sonuclara benzer sekilde, BrdU analizleri sonucunda da “5 mM KA+100 uM MK-801”
ve “1 mM KA+150 uM MK-801” kombinasyonlarinn HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu daha etkili sekilde inhibe ettikleri belirlenmis (hiicre proliferasyonlari
karsilikli olarak; %49 ve %44) ve elde edilen sonuclar birbirini desteklemistir. Yapilan
cesitli caligmalarda, KA’nin kolon kanseri (HT-29), bobrek kanseri (Caki-2) ve
glioblastoma (T-986) hiicre hatlarinda milimolar konsantrasyonlarda DNA sentezini
inhibe ettigi gosterilmistir (Walczak ve ark, 2012a, 2012b, 2014a). Bizim calismamizda
da KA’nin HepG2 hiicrelerinde milimolar konsantrasyonlarda DNA sentezini inhibe
ettigi  belirlenmistir. Bununla birlikte, literatirde KA ve MK-801’in birlikte
kombinasyonunun kanser hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ile ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanilamamistir. Bu sebeple, tez calismasi kapsaminda KA+MK-801
kombinasyonunun HepG2 hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ilk kez caligilmis olup,

elde edilen sonuglar baska caligmalar ile kiyaslanamamaistir.

Benzer sekilde, KINA’nin hem tek basma hem de MK-801 ile birlikte
kombinasyonunun HepG2 hiicrelerindeki DNA sentezine olan etkilerini belirlemek
amaci ile KINA’nin; 0.5, 1 ve 2. 5 mM’lik konsantrasyonlar1 ile MK-801’in 100 ve 150
uM’lik konsantrasyonlar: ¢esitli kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat
inkiibe edilmis ve hiicre proliferasyonuna olan etkileri BrdU analizi ile 6l¢tilmiistiir.
BrdU analizi sonucunda, KINA+MK-801 kombinasyonlarmin tiimiinin HepG2
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmede etkili oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, MTT analizi ile elde edilen sonucglara benzer sekilde, BrdU analizleri
sonucunda da “2.5 mM KiNA+100 uM MK-801” ve “0.5 mM KiNA+150 uM MK-
8017 kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu daha etkili sekilde
inhibe ettikleri belirlenmis (hiicre proliferasyonlar1 karsilikli olarak; %30 ve % 60) ve
elde edilen sonuclar birbirini desteklemistir. Yapilan bir calismalarda, KINA nin kolon
kanseri (HT-29, LS180 ve Caco-2 HT-29), hiicre hatlarinda milimolar
konsantrasyonlarda DNA sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (Langner ve ark 2019).

Bizim calismamizda da KINA min HepG2 hiicrelerinde milimolar konsantrasyonlarda
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DNA sentezini inhibe ettigi belirlenmistir. Bununla birlikte, literatiirde KINA ve MK-
801’in birlikte kombinasyonunun kanser hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ile ilgili
herhangi bir caligmaya rastlanilamamistir. Bu sebeple, tez calismasi kapsaminda
KINA+MK-801 kombinasyonunun HepG2 hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ilk

kez calisilmis olup, elde edilen sonuglar bagka caligmalar ile kiyaslanamamastir.

Literatiirde, KA’nin kanser hiicreleri tizerindeki antiproliferatif aktivitesinden sorumlu
olan potansiyel molekiiler mekanizmalar ile ilgili ¢ok az sayida caligma bulunmakta
olup (Walczak ve ark, 2012a, 2012b, 2014b), bu ¢alismalarda KA’nin antiproliferatif
aktivitesinden = sorumlu  molekiiler = mekanizmalar tam  olarak  acikhiga
kavusturulamamistir. insan kolon adenokarsinoma (HT-29) hiicreleri ile yapilan bir
calismada, KA’ ’nin HT-29 hiicrelerinde, hiicre dogiisiiniin diizenlenmesinde onemli rol
oynayan p21 Waf/Cipl protein ekspresyonunu etkili sekilde artirdig1 gosterilmis olup,
KA’nm, hiicre ¢ogalmasi ve DNA sentezini inhibe edici 6zelliginin p21 diizeyini
artirarak gerceklestirdigi belirtilmistir (Walczak ve ark, 2012a). KA’nin bobrek kanser
hiicre hattindaki (Caki-2) antiproliferatif etkisinin arastirildig1 bir baska ¢alismada ise,
KA’nin hiicre dongiisii diizenleyicisi olan p21’in artan ekspresyonu ve hiicre
sagkaliminda rol alan p38 MAPK’'nin fosforilasyonunun inhibisyonunun
gergeklestirerek, tiimor biiyiimesinin kontroliinde etkili oldugu bildirilmistir (Walczak
ve ark, 2012b). Yine kolon kanseri HT-29 hiicreleri ile yapilan bir diger ¢alismada da,
KA’nin; hiicre sag kaliminda ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda 6nemli rol alan
yolaklar olan, PI3K/Akt, MAPK ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarina olan etkisi
arastirtlmistir.  Calisma sonucunda, milimolar konsantrasyonlardaki (0.01-5 mM)
KA’nm HT-29 hiicrelerinde PI3K/Akt ve MAPK sinyal yollarmnin aktivasyonunu inhibe
ederek Akt, ERK 1/2 ve p38 kinazlarinin fosforilasyonunu azalttig1 ve B-katenin protein
ekspresyonunu artirdig1 gosterilmistir (Walczak ve ark, 2014b). Literatiirde, KINA’nin
kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif aktivitesinden sorumlu olan potansiyel
molekiiler mekanizmalar ile ilgili olarak ise yine cok az sayida calisma vardir. Yapilan
bir ¢alismada, KINA’nin, kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda (HT-29, Caco-2 ve
LS-180), ERK, p38 MAPK ve PI3K/Akt sinyal yolaklarina etkisi arastirilmis ve
ozellikle HT-29 hiicrelerinde ERK 1/2 ve p38 kinazlarinin fosforilasyonunu azalttigi
goriilmiistiir (Langner ve ark, 2015). Benzer bir calismada da, KINA nm, bir timor
baskilayic1 gen olan p53’iin ifadesini artirdigi ve boylece KINA'min kolon kanseri

hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinde p53’iin belirgin bir katkis1 oldugu ©ne
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stirtilmiistiir (Langner ve ark, 2019). Bizim ¢alismamizda ise, HepG2 hiicrelerinde KA
ve KINA’nin tek baslarma ve MK-801 ile kombinasyonlarinin hiicre sagkalimin,
cogalmasmi ve farklilasmasmi diizenleyen PI3K/Akt ve yine hiicre ¢ogalmasi ve
metabolizmas1 i¢in 6énemli bir yolak olan FoxO sinyal yolaklar1 iizerindeki etkileri

molekiiler diizeyde ilk kez arastirilmistir.

Hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii diizenlenmesi ve apoptozda 6nemli rol oynayan
PI3K/Akt yolagi aktivasyonunun HSK’da sik goriilen bir molekiiler degisiklik oldugu
belirtilmektedir (El-Serag ve Rudolph 2007). Akt yolunun aktivasyonu ile apoptoz ve
biiylime Onleyici aktivitelerin baskilandig1 ve boylece tiimor olusumunu destekledigi ve
HSK’l1 hastalarm %40-60’inda Akt sinyal yolunun aktive oldugu bildirilmistir (El-
Serag ve Rudolph 2007). Yapilan bir calismada, kolon kanseri (HT-29) hiicrelerinde
KA’nm PI3K/Akt yolagi {izerindeki aktivitesi arastirilmis ve 1 mM KA
konsantrasyonunun Akt kinazin fosforilasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. KINA’nin
HT-29 hiicrelerinde 1 mM KINA’nin Akt kinazin fosforilasyonunu anlamli olarak
arrtirmadigl gosterilmistir. Bizim tez calismamiz kapsaminda gerceklestirilen western
blot analizleri sonucunda ise, HepG2 hiicrelerinde calismada kullanilan
kombinasyonlardan 0.5mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonunun, kombinasyonu
olusturan KINA (0.5 mM) ve MK-801 (150 uM)’e gére PI3K’y1 daha etkili sekilde
inhibe ettigi goriilmiistiir. 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonunun ise
kombinasyonu olusturan KINA (0.5 mM) ve MK-801 (150 uM)’e benzer sekilde

HepG?2 hiicrelerindeki Akt protein diizeyini azalttig1 goriilmiistiir.

PTEN, timor baskilayict bir protein olup ayni zamanda Akt’nin negatif
diizenleyicisidir. HSK’Ii hastalarin  %40-60’inda PTEN ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir (El-Serag ve Rudolph 2007). Literatiirde, kanser hiicrelerindeki PTEN
ekspresyonuna KA’nm etkisi ile ilgili yalnizca bir calisma bulunmakta olup, KINA nin
etkisi ile ilgili olarak ise herhangi bir ¢caligmaya rastlanilamamistir. KA ile yapilan bu
caligsmada ise, kolon kanseri (HT-29) hiicrelerinde KA ’nin PI3K/Akt yolag: iizerindeki
aktivitesi arastirilmis ve 1 mM KA konsantrasyonunun p-PTEN seviyesinde herhangi
bir degisiklik meydana getirmedigi, ancak Akt kinazin fosforilasyonunu inhibe ettigi
gorilmistir (Walczak ve ark, 2014b). Bizim tez c¢alismamiz kapsaminda
gerceklestirilen western blot analizleri sonucunda ise, hiicrelerdeki aktif PTEN’in

inaktif p-PTEN’e oram1 (PTEN/p-PTEN) olciildiigiinde bu oramin 0.5 mM KiNA+150
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uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubunda etkili sekilde artmis oldugu
goriilmektedir. Bu durum PI3K/Akt yolaginin PTEN tarafindan baskilanmis
olabilecegini gostermektedir. Sonu¢ olarak 0.5 mM KINA + 150 uM MK-801
kombinasyon grubunda, hem PI3K protein seviyesinin azalmis olmasi, hem de aktif
PTEN oraninm artig gostermesi, yine ayni gruplarda Akt protein diizeyinin de diigmiis
olmasi, bilhassa bu hiicre grubunda PI3K/Akt yolagmnin baskilanmis olabilecegini

diistindiirmektedir.

Boylece calismamizdan elde edilen sonuclar, KINA’mn MK-801 ile birlikte
kombinasyonunun HepG?2 hiicreleri iizerindeki anproliferatif etkisini, HSK gelisiminde
onemli rol oynadigr diisiiniilen PI3K/Akt sinyal yolagini inhibe ederek gerceklestigini
gostermistir. Boylece, daha yiiksek konsantrasyonlardaki KINA (5 mM) ve MK-801
(250 uM)’in HepG2 hiicrelerinde tek baslara gostermis olduklari antiproliferatif etki,
kombinasyon uygulamasi ile daha diisiik konsantrasyonlarda (KINA icin 0.5 mM, MK-
801 i¢cin 150 uM) elde edilmis ve bu daha diisiik konsantrasyonlarda HSK gelisiminde
onemli rol oynadig: diisiiniilen PI3K/Akt sinyal yolaginin inhibe oldugu gosterilmistir.

FoxO yolag1 karacigerde hiicre ¢ogalmasi ve metabolizmasi icin onemli bir yolaktir
(Tikhanovich ve ark, 2013). FoxO proteinleri apoptoz, otofaji ve hiicre dongiisii
kontrolii ile ilgili genlerin ekspresyonunu kontrol ederek hiicrenin isleyisini
diizenlemektedirler (Yamaguchi ve ark, 2013). FOXO1, hiicre dongiisiinii ve apoptozu
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir ve bu nedenle hiicre transformasyonu ve tiimér
gelisiminde rol oynadig: diisiiniilmektedir. (Tikhanovich ve ark, 2013). FOXO3a’nin da
yine apoptozda, otofajide, hiicre proliferasyonunda, DNA hasarinda ve oksidatif strese
kars1 direngte cok ©Onemli rolleri oldugu iyi bilinmektedir. FOXO3a’nin asiri
ekspresyonunun, kanser hiicrelerinde proliferasyon, tiimor olusumu ve invazyonu inhibe
ettigi goriilmiistiir (Liu ve ark, 2018). FoxO sinyal yolaginin NMDA reseptor sinyali ile
iliskili oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir caligmada, MK-801’in HepG2
hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi FoxO yolagi iizerinden arastirilmis ve MK-801’in
(250 uM) FOXO1 seviyesini artirdigr goriilmiistiir (Yamaguchi ve ark, 2013). Bu tez
caligmast kapsaminda gerceklestirilen FOXO1 ve FOXO3a protein diizeylerinin
analizleri sonucunda ise, HepG2 hiicrelerinde 1 mM KA uygulanan hiicre grubundaki
FOXO1 ekspresyonunun MK-801 (150 puM)’e gore daha etkili sekilde arttig:
goriilmiistiir. FOXO3a seviyesindeki en etkili artis 150 uM MK-801 ile inkiibe edilen
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hiicre grubunda gériilmiis olup 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ve 1 mM KA+150 uM
MK kombinasyonlarinda goriilen artisin MK-801’den kaynaklandigr diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte FOXO1 protein seviyesinin 1 mM KA grubunda artis gdstermis olmasi

NMDA antagonistlerinin FoxO yolagi ile iligkisinin varligini desteklemektedir.

TXNIP, FoxO yolaginin hedef genlerinden bir tanesidir ve tiimor baskilayici rolii
oldugu bilinmektedir. FoxO yolag1 baskilandiginda ise TXNIP ekspresyonunun azaldig:
bildirilmistir (Yamaguchi ve ark, 2013). Yapilan bir ¢alismada MK-801’in, TXNIP
promotor aktivitesini artirdigr gozlenmistir. Boylece, MK-801 tarafindan gerceklesen
hiicre biiyiimesi baskilanmasinda FoxO yolunun aktivasyonu sonucu TXNIP’in
uyarilmasinin rol oynadigi bildirilmistir (Yamaguchi ve ark, 2013). Bizim calismamizda
gerceklestirilen western blot analizleri sonucunda, HepG2 hiicrelerinde 1 mM KA’nin
ve 1 mM KA+ 150 uM MK-801 ile kombinasyonunn TXNIP protein seviyesini etkili
sekilde artirdig1 gosterilmistir. Boylece 1 mM KA uygulanan hiicre gruplarinda, FoxO

yolu aktivasyonu sonucu TXNIP uyarilmasinin gerceklestigi sonucuna ulasilmustir.

TXNIP’in, p27 proteinini diizenledigi ve hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G1 evresinde
kalmasini sagladigi bilinmektedir (Jeon ve ark, 2005). CDK inhibitorii p27°nin, hiicre
proliferasyonunu ve apoptozu diizenledigi, bununla birlikte kanser hiicrelerinde p27
protein seviyesinin azaldigr bilinmektedir (Chu ve ark, 2008). Yapilan bir ¢alismada
HepG2 hiicrelerinde MK-801’1in p27 diizeyini artirdigi goriilmiistiir (Yamaguchi ve ark,
2013). Bizim ¢aligmamizda ise, kombinasyon gruplarmin, tek basma KA ve KINA
hiicre gruplarina gore p27 diizeyini daha etkili sekilde artirdiklar: goriilmiistiir. Boylece,
kombinasyon gruplarinmn, HepG2 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinde hiicre

dongiisiinde rol olan p27 proteinin rolii oldugu gosterilmistir.

FoxO proteinlerinin hiicre dongiisii inhibitérii olan p21’in ekspresyonunu artirarak
hiicrelerin G1 evresinde kalmasmi sagladiklar1 bilinmektedir (Zhang ve ark, 2011).
Literatiirde, kanser hiicrelerindeki p21 ekspresyonuna KA ve KINA’nin etkisi ile ilgili
yapilmis az sayida calisma bulunmaktadir. KA ’nin bobrek kanseri (Caki-2) ve kolon
kanseri (HT-29) hiicrelerinde, hiicre dongiisiine olan etkileri ile ilgili yapilmis bir
caligmada Caki-2 ve HT-29 hiicrelerinde 2.5 mM KA ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda p21 seviyelerinin arttig1 goriilmiistiir (Walczak ve ark, 2012a, 2012b).
Bizim tez caliymamiz kapsaminda gerceklestirilen mRNA ekspresyonu sonucunda ise,

10 mM KA’nm p21 ekspresyon diizeyini etkili sekilde artirdigi goriilmiistiir. Benzer
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sekilde 150 ve 250 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda da p21 ekspresyon
diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir. KINA’nm kolon kanseri (LS180) hiicrelerinde,
hiicre dongiisiine olan etkisiyle ilgili yapilan bir ¢aliymada ise 1 mM KINA’nm
hiicrelerde p21 seviyesini artirdigi goriilmiis olup (Langner ve ark, 2019) bizim
caligmamizda ise KINA’nin HepG2 hiicrelerindeki p21 seviyesini etkilemedigi
gorilmiistiir. Boylece KA’nin HepG2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisinde

hiicre dongiisiinde 6nemli rol alan p21°in rolii oldugu gosterilmistir.

FoxO yolagmm baskilanmasinin sonucunda, FasL. ve Bim gibi hedef genlerin
ekspresyonunun azaldigi bilinmektedir (Yamaguchi ve ark, 2013). Fas/FasL sisteminin,
karaciger dokusunda hiicresel siireclere katildigi (Hammam ve ark, 2012) ve bircok
kanser hiicresinde apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Abrahams ve ark, 2003).
Literatiirde, kanser hiicrelerindeki FasL ve Bim ekspresyonuna KA ve KINA’nm etkisi
ile ilgili herhangi bir calismaya rastlamlamamistir. Tez calisjmamiz kapsaminda
gerceklestirilen mRNA ekspresyonu sonucunda; kombinasyon gruplarinda, 10 mM KA
ve 250 uM MK-801 gruplarinda FasL. mRNA diizeylerinin etkili bir sekilde artmis

oldugu goriilmiistiir.

Bim, Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir tiyesidir (Stahl ve ark, 2002). Yapilan ¢caligmalarda
kanser hiicrelerinde, FoxO protein ekspresyonunun artmasiyla, apoptoza yol acan Bim
mRNA ve protein seviyelerinde de artig oldugu bildirilmistir (Sunters ve ark, 2003;
Deng ve ark, 2010). Calismamizda gergeklestirilen mRNA ekspresyonu sonucunda; tek
basina KA (1 mM ve 10 mM) ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda Bim diizeylerinin

etkili sekilde artmis oldugu goriilmiistiir.

Bcl-2 ailesinin iiyelerinden olan Bax proapoptotik bir etkiye sahipken, Bcl-2
antiapoptotik etkilere sahiptir (McDonnell ve ark, 1999). Literatiirde, KA ve KINA’nin
kanser hiicrelerindeki Bax ve Bcl-2 ekspresyonuna etkisi ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlamlamamistir. Tez calismamiz kapsaminda gerceklestirilen mRNA
ekspresyonu sonucunda; hiicre gruplarmin hi¢ birinde Bax mRNA seviyesinin anlamli
sekilde artmadigi goriilmekle birlikte, KINA’nmm (5mM) ve KA+MK-801

kombinasyonunun Bcl-2 diizeylerini azaltmis oldugu tespit edilmistir.

Literatirde, KA ve KINA’nin kanser hiicrelerindeki Kaspaz-3 ve Kaspaz-9
ekspresyonuna etkileri ile ilgili herhangi bir caligmaya rastlamlamamigtir.

Calismamizda, mRNA ekspresyonu analizi sonucunda; yalnizca 10 mM KA ile inkiibe
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edilen hiicre grubunda Kaspaz-9 diizeyinin etkili sekilde arttigi, bununla birlikte bir
efektor kaspaz olan ve apoptozun son basamaginda gorev alan Kaspaz-3 mRNA
diizeyinin ise hicbir hiicre grubunda artmadigi, goriilmiistiir. Sonug olarak, tez caligmasi
kapsaminda apoptozda énemli rolleri olan; Bim, FasL, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Kaspaz-
9 molekiillerinin Western Blot ve PCR analizleri sonucunda KA, KINA, MK-801 ve
birlikte kombinasyonlarin HepG2 hiicreleri {iizerindeki antiproliferatif etkilerini
apoptoz lizerinden gerceklestirmedigi, farkli bir 6lim mekanizmasi iizerinden bu

antiproliferatif etkiyi gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.

Tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde bu tez calismasinda; KA, KINA ve MK-
801’in HepG2 hiicrelerinin canliligmi %50 inhibe eden konsantrasyonlarinin (sirasiyla
10 mM, 5 mM ve 250 uM), HepG2 hiicrelerindeki DNA sentezini de etkili sekilde
inhibe ettikleri goriilmiistir. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma HepG2
hiicrelerinde daha yiiksek konsantrasyonlarda (sirasiyla 10 mM, 5 mM ve 250 uM)
gostermis olduklar1 bu antiproliferatif etki, kombinasyon uygulamasi ile daha diisiik
konsantrasyonlarda (1 mM, 0.5 mM ve 150 uM) elde edilmistir. Bununla birlikte,
HepG2 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif aktivitede, kombinasyon gruplarmin tek

baslarma KA, KINA ve MK-801’e gore farkli hiicresel yolaklar1 izledigi goriilmektedir.

Tek basina KA’ nin HepG2 hiicrelerinde gostermis oldugu antiproliferatif etkisini FoxO
yolag1 tizerinden TXNIP, p21, FasL ve Bim diizeylerini artirarak gerceklestirdigi
diisiiniilmektedir. Tek basina MK-801’in ise, hiicre dongiisiinde rol alan p21 diizeyini
artirarak HepG2 hiicrelerinde antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Diger
taraftan, KINA+MK-801 kombinasyonunun HepG?2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkisini, PI3K ve Akt diizeylerini inhibe ederek ve PTEN’in fosforilasyonunu azaltarak

PI3K/Akt sinyal yolag iizerinden gerceklestirdigi goriilmiistiir.

Sonug olarak, tez caismasi kapsaminda gergeklestirilen MTT, BrdU, RT-qgPCR ve
Western blot analizleri sonucunda, triptofan yolagi metabolitlerinden KA ve KINA’nin
insan karaciger kanseri HepG2 hiicre hatti lizerinde milimolar konsantrasyonlarda
antiproliferatif etkilere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Tez calismasindan elde edilen
bulgular sonucunda, dogal glutamat antagonisti KA ile sentetik glutamat antagonisti
MK-801’in HepG2 hiicreleri iizerindeki antitiimoral etkilerini farkli hiicresel yolaklar
tizerinden gerceklestirdikleri belirlenmistir. Yine calisma sonucunda, daha diisiik

konsantrasyonda KINA ve MK-801 kombinasyonunun daha giiclii anti-tiiméral etkiye
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sahip oldugu ve bu etkiyi PI3K/Akt yolag: iizerinden gergeklestirdigi goriilmiistiir.
Boylece, tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar HSK tedavisinde KA ve
KINA’nin potansiyel terapotik etkilere sahip olabileceklerini gostermistir. Bununla
birlikte, KA, KINA, MK-801 ve birlikte kombinasyonlarinin gostermis olduklari
antiproliferatif aktivitelerin daha iyi anlasilabilmesi icin, karaciger kanseri hiicre
hatlarinda farkli sinyal yolaklar1 ve diger hiicre dongiisii molekiilleri iizerindeki

etkilerinin de kapsamli sekilde arastirilmas: gerekmektedir.
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