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OzZET

HEPATOSELULER KANSER HUCRELERINDE APIGENIN, SORAFENIB VE
KOMBINE UYGULAMALARININ APOPTOZ VE HUCRE DONGUSU UZERINE
OLASI ETKILERININ ARASTIRILMASI
Nazl SIRIN
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi : Dog. Dr. Yavuz DODURGA

Temmuz 2018, 74 Sayfa

Hepatoselller karsinoma (HSK) karaciger timérinin en yaygin olan tipidir ve
dinyada kanser iligkili 6limler arasinda Uglnclu siradadir. HSK, heterojen yapisi ve
gunumuzde tedavi icin kullanilan tek kemoterapotik ilag sorefenib oldugu icin tedavi
basarisinda kisitlamalar yasanmakta ve bu sebeple basari orani dismektedir.Son
zamanlarda bir¢ok hastalikta oldugu gibi kanser tedavilerinde mevcutta kullanilan ajan
ile birlikte kombine ila¢ veya bitkisel etken maddeler Uzerine yogun calismalar
yapiimaktadir. Bu tez kapsaminda ise HSK tedavisine yeni bir yaklagim sunmak ve HSK
tedavisi icin kullaniimakta olan sorafenibin etkinligini arttirmak ve saglkli hucreler
Uzerindeki sitotoksik etkilerini en aza indirmek amaciyla ilk kez HSK hiicre hatti olan
HepG2 hicrelerinde kombine terapotik etkileri arastirlmistir. Bu tez calismasinda
sorafenib ve apigeninin belirlenen doz ve sirelerde tek ve kombine olarak HepG2
hicrelerine uygulanmis ardindan XTT analizi ile hucre canliligi Uzerine etkileri
belirlenmigtir. Apoptotik etkilerinin belirlenmesi icin TUNEL testi yapilmigtir. Migrasyon
ve invazyon Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi icin sirasiyla yara-iyilesme ve Matrigel
invazyon analizleri gergeklestirilmistir. Hlcre dénglsiu ve apoptoz ile iliski genlerin
MRNA seviyesindeki degisimleri ise gergek zamanl PZR ile analiz edilmigtir. XTT analizi
sonuglarina goére sorafenib + apigenin kombine uygulanan grupta tekli dozlarla
karsilastirildiginda hiicre canliigindaki azalmanin daha fazla oldugu goértlmustir. Ayrica
sorafenib + apigenin kombine uygulamasinin apoptotik hiicre sayisinda belirgin bir artisa
sebep oldugu gorulmektedir. Yara- iyilesme ve Matrigel analizleri sonucunda kombine
grupta tekli dozlara goére hucrelerin migrasyon ve invazyon yeteneklerinin daha fazla
baskilandigi gorilmustir. Son olarak gergek zamanli PZR sonuglarinda belirlenen
kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-10, p21 ve p53 ekspresyon seviyelerindeki anlamh artis
kombine uygulamanin tekli gruplara gére hlcre déngisini durdurarak apoptozu daha
fazla indikledigini kanitlar niteliktedir. Sonu¢ olarak sorafenib ve apigeninin kombine
uygulamasinin  HepG2 HSK hicre hattindaki sitotoksik etkileri, hiicre déngusu ve
apoptoz Gzerindeki etkileri in vitro olarak arastirilmis ve sorafenib ve apigeninin sinerjik
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: HSK, hepatoseliiler karsinoma, sorafenib, apigenin, kombine etki

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2017SABE002).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POSSIBLE EFFECTS OF APIGENIN, SORAFENIB AND
COMBINED APPLICATIONS ON APOPTOSIS AND CELL CYCLE IN
HEPATOCELLULAR CANCER CELLS

SIRIN, Nazli
M.Sc. Thesis in Medical Biology
Supervisor: Assoc. Dr. Yavuz DODURGA

July 2018, 74 Pages

Hepatocellular carcinoma (HCC) is most common type of liver tumors and it is
the third most common cause of cancer-related death in the world. HCC curative
therapies have some problems because of the heterogen structure of the tumor and
there is only one chemodrug called sorafenib for this patients. Thus, there is a limitation
for treatment of HCC that decrease the treatment success rate. Nowadays, most disease
tretment including cancer, combination therapies with other chemodrugs and herbal
extracts beside current drugs are very popular and promising.The aim of this study to
offer a new approach for HSK treatment, increase the anticancer activity of sorafenib
and decrease its cytotoxic effects on normal cells investigated therapeutic effects of
sorafenib and apigenin combined treatment on HepG2 HCC cell line for the first time. In
this study, sorafenib and apigenin added to cells with determinated doses and times
alone and combined. Cytotoxic effects of sorafenib, apigenin and combined treatment
indicated with XTT analysis. Effects of alone and combine treatment of sorafenib and
apigenin on apoptosis were calculated by TUNEL Analysis. Treatment with alone and
combined effects on cell migration and invasion determined by wound-healing and and
Matrigel invasion assays respetively.The effects of expression changes of apoptosis and
cell cycle genes were analyzed by real-time PCR. According to XTT analysis results,
sorafenib + apigenin combined group has more decreasing effect on cell viability than
control and alone tretment groups. Also, sorafenib + apigenin combined group caused
significant increase of apoptotic cell numbers. Wound-healing and Matrigel invasion
assays indicated that migration and invasion capability of cells in combined group
inhibited more than cells in alone treatment groups. Lastly, real-time PCR results showed
that significant increase of caspase-3, caspase-8, caspase-10, p21 and p53 expression
levels in combined group in comparison with alone tretment group prove that combined
treatment stops cell cycle and induct more apoptosis than alone treatment groups. These
results showed that cytotoxic effects of sorafenib and apigenin combine treatment, and
effects on cell cycle and apoptosis in HepG2 HCC cell line investigated in vitro and
suggest that sorafenib and apigenin have synergitic effect.

Keywords: HCC, heparocelular carcinoma, sorafenib, apigenin, combined effects
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1. GIRIS

Tdm kanserlerin %5,4’ luk kismini olusturan hepatoselller karsinoma (HSK)
karaciger timoérinin en yaygin tipidir. Son verilere gére dinyada kanser iligkili dlimler
arasinda uglncu sirada yer almaktadir ve her yil bir buguk milyondan fazla insan bu
hastalik nedeniyle dlmektedir (Lin vd 2012; Chen vd 1997). HSK, primer karaciger
hucrelerinden koken alan malign bir timordur. HSK gelisimindeki en yaygin risk faktoru
sirozdur ve hastalarin %80' i kronik hepatit B virisi (HBV) ve/veya hepatit C virlsu
(HCV) enfeksiyonuna sahiptir (Chang vd 1997; Nguyen vd 2009). Bu faktorlerin yanisira
alkol kullanimi, obezite, yas, cinsiyet ve diger hastaliklar da HSK gelisiminde etkili
faktorlerdendir (Mahmood vd 2005). HSK goérulme sikligi cografi bolgeden bdlgeye
degisiklik gostermekle birlikte HBV enfeksiyonunun endemik oldugu bolgeler olan Asya,
Afrika ve Uzak Dogu bu hastalidin en ¢ok goéraldigu yerlerdir. Dlinya ¢apinda yilda bir
milyondan fazla yeni vaka tani almakta fakat bunlarin sagkalim oranlari 5 yil igin %3’ den
azdir. Ayrica kronik hepatit B virisu tasiyicilarinda HSK gelisme riski, enfeksiyonu
olmayan insanlara goére yaklasik 100 kat daha fazladir ve bu bugline kadar bilinen en
yuksek viral etken-kanser olusum riski iliskisidir (Arbuthnot ve Kew, 2001; Beasley,
1988). HSK hastalari disuk sagkalim oranina sahiptir ve operasyon sonrasi niks ve

metastaz orani da oldukga yuksektir (Tang, 2001; Tang vd 1999).

HSK, risk faktorlerinin azaltilmasiyla énlenebilir bir kanser tipidir fakat, ancak ileri
evrede tani konulabilmesi, heterojen tumor yapisi, yiksek niks riski, hastalarin
kemoterapi ve radyoterapiye karsi diren¢ gelistirmesi uygulanan tedavinin basarisiz
olmasina neden olarak hastalarin sagkalim siresini uzatamamaktadir. HSK tedauvisi igin
glinimuizde kullanilabilen tek kemoterapotik ajan sorafenibdir. Sorafenib farkh
onkogenetik yolaklari inhibe ederek timor hicrelerinin gogalmasini ve anjiyogenezini
baskilamaktadir (Gong vd 2017). Guninmuzde bir¢cok kanser tedavisinde oldugu gibi
HSK tedavisinde de kombine ila¢ uygulamalarina ydnelik c¢alismalar agirliktadir.
Sorafenib ile birlikte MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR, EGFR, histon deasetilaz ve

anjiyogenez inhibitérlerinin kombine etkilerine yonelik gesitli calismalar yapilmakta olup



bu galismalarin bir kismi icin klinik sire¢ devam ederken bir kismi igin olumlu sonuglar
elde edilememmistir. Bu yizden HSK tedavisinin basari oranini arttirmak i¢in yeni tedavi
yontemleri ve ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Chang vd 1997; Nissen ve Martin 2002;
Nguyen vd 2009).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin gogu bitkisel kaynaklidir. Bu
sebeple son zamanlarda bitkisel 6zitler, metabolitler ve etken maddelerin kanser
tedavilerindeki 6nemi artmigs ve bitkilerin terapotik etkileri ile ilgili birgok in vitro ve in vivo
calisma yapiimistir. Fakat mevcut kemoterapotik ajanlarin hastada ¢oklu ilag direnci ve
normal hiicreler tzerindeki toksik etkilerinden dolayi son yillarda HSK tedavisinde bu yan
etkileri ve dezavantajlari ortadan kaldirabilecek veya en aza indirebilecek kemoterapotik
ajanlarin, bitkisel 6zutlerin ve etken maddelerinin kombinasyonlari Gizerinde in vitro ve in

vivo ¢alismalar yapilmaya baglanmistir (Miao vd 2001).

Sorafenib, belirli hiicresel hedefleri olan ve ileri HSK tedavisinde oral olarak
kullanilabilen bir ¢oklu kinaz inhibitérididr. Nanomolar konsantrasyon diizeyinde inhibe
ettigi kinazlar arasinda c-Raf, B-Raf, VEGFR2, VEGFR3, PDGFR, FLT3, Ret ve c-kit
sayllabilir (Wei vd 2010; Gedaly vd 2010). Sorafenibin renal karsinom, Urolojik kanserler,
tiroid kanseri, meme kanseri ve melanom gibi bircok farkh kanser turinde kullanimi
bildirilmistir. HSK olduk¢a yogun vaskilerizasyon icermekte ve Ras/Raf/MAPK
yolaginda rol alan proteinler komsu non-timoér dokularla karsilastirildiginda oldukca
fazla eksprese edilmektedir. Bu nedenle; sorafenib ile HCC tedavisinde hucre
proliferasyonu ve anjiogenezin engellenmesi sirasi ile Ras/Raf/MAPK yolagininin

inhibisyonu ve VEGFR-PDGFR yolagdinin inhibisyonu ile gergeklesmektedir.

Apigenin, kimyasal olarak 4’, 5, 7-trihidroksiflavon olarak bilinen flavon alt sinifinda
bulunan, dogal olarak meydana gelen bir flavonoiddir. Meyvelerde (portakal, elma, visne,
Uzim), sebzelerde (sogan, maydanoz, brokoli, tatli yesil biber, kereviz, arpa, domates)
ve iceceklerde (gay, sarap) bol miktarda bulunmaktadir (Yan vd 2017). Apigenin, yapisal
olarak benzer oldugu diger flavonoidlerden farkli olarak kanser hucrelerine karsi
koruyucu olmasinin yanisira normal hucrelere kargi da dusik sitotoksisite
gostermektedir (Gupta vd 2001). Memelilerde in vitro ve in vivo olarak yapilan
calismalarda, apigeninin serbest radikal supurucusu olarak anti-oksidan aktiviteye sahip
oldugu, buna ek olarak anti-mutajenik, anti-inflamatuar, anti-viral ve purgatif etkiye sahip
oldugu bulunmustur (Ozgelik vd 2011). Bununla birlikte, kanser Uzerine yapilan
c¢alismalarda, prostat, meme, kolon, l6semi ve akciger kanser hlicre hatlarinda

Apigenin’in hicre buydme inhibisyonunu, hicre déngusinin durdurulmasini ve



apoptozu indikledigi gésterilmistir (Kim vd 2012; Zhao vd 2017; Angulo vd 2017; Huang
vd 2016).

HepG2 hucrelerinde sorafenibin, apigeninin ve sorafenib + apigeninin kombine
uygulamasinin sitotoksik etkileri XTT analizi ile, apoptotik hiicrelerin tayini TUNNEL testi
ile, hicre dongusi ve apoptoz ile iligkili genlerin ekspresyon degisimlerinin
degerlendirilmesi ise gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi ile
gercgeklestiriimistir. Elde edilen veriler student T testi ile istatistiksel olarak analiz

edilmigtir.

Gergeklestirilen tez calismasinda ilk kez HSK hiicre hatti olan HepG2 hiicrelerinde
sorafenib ve apigeninin kombine uygulamasinin sitotoksik etkileri in vitro olarak
degerlendirilmis, sorafenib ve apigenin birlikte kullanildiginda daha dusuik
konsantrasyonlarda terapotik etkinin arttigi goérilmustir. Sonug olarak, mevcut tez
calismasinda elde edilen bu sonucglarin HSK tedavisinde daha etkili yontemler
geligtiriimesi i¢in bir potansiyele sahip oldugu ve bu sebeple yapilacak ileri calismalara

Isik tutabilecegi distnutlmektedir.

1.1. Amag

Bu tez galismasinda, HSK tedavisindeki glincel tedavi yaklasimlarini gelistirerek
kullanilan sorafenibin terapotik etkisini arttirmak amaci ile anti-kanserojen 6zellige sahip
apigenin ile kombine uygulamasinin HepG2 hucre hattinda apoptoz ve hucre dongusu

Uzerine olasi etkilerinin belirlenmesi hedeflenmisgtir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Hepatoseliiler Karsinoma (HSK)

Hepatoseluler karsinoma (HSK) karaciger tumorunin en yaygin gorulen tipidir ve
dinyada kanser iligkili 6limler arasinda tclncu siradadir(Lin vd 2012). Hepatoselller
karsinoma primer karaciger hicrelerinden kdken alan malign timérdir. Tum dunyada
hepatoseltler karsinoma gértlme sikhgi cografi bolgeden bdlgeye degisiklik géstermekle
birlikte %80’den fazlasi Sahra Alti Afrika ve Dogu Asya gibi gelismekte olan ulkelerde,
Kuzey Avrupa ve Amerika gibi gelismis Ulkelerde ise daha az oranda
gorulmektedir. Turkiye’deki kanser kayitlarinda HSK ayri  bir baslk olarak
degerlendiriimediginden insidansi ile ilgili glvenilir veri bulunmamaktadir. Fakat yapilan
calismalarda, Turkiye’deki HSK olgularinin %56’sinin HBV, %23,2’sinin HCV, %15’ inin
ise asiri alkol tiketimi sebebiyle meydana geldigi ayrica, etiyolojik faktorlerin cografi
bolgeye gore farklilik gosterdigi saptanmistir. Dogu Anadolu ve i¢ Anadolu’da HBV en
onemli faktor iken bati bolgelerine dogru gidildikge HCV ve alkol tuketiminin daha énemli
bir etken oldugu goérilmektedir (Uzunalimoglu vd 2001). Tirkiye' de de kronik hepatit
hastaliklari sikhgi ile birlikte HSK'nin insidansinin ve prevalansinin hizla arttigi
goérilmektedir. Genel olarak bakildiginda ise gelismekte olan dlkelerde HBV
enfeksiyonlari, gelismis uUlkelerde HCV enfeksiyonlari ve alkol kullanimi HSK
olusumundan sorumludur (El-Serag ve Rudolph 2007; Parkin vd 2002; Bozkaya, 2009).
HSK goérilme sikhgi erkeklerde kadinlara oranla daha fazla gérulirken yasla birlikte artis
g6stermektedir. Tim dinyada her yil ortalama bir milyondan fazla yeni vaka tani
almaktadir ve bunlarin sag kalim oranlari 5 yil i¢cin %3’den azdir. Operasyon sonrasi
niks ve metastaz orani da oldukga yuksektir (Tang, 2001; Tang vd 1999). Her yil bir

buguk milyondan fazla insan bu hastalik nedeniyle 6lmektedir (Chen, 1997).

HSK genelde kronik karaciger hastaliyi veya siroz zemininde gelismektedir.
Yapilan arastirmalar sirozun HSK ile iligkisinin bdlgeden bdlgeye degisiklik gdsterdigini,
ornegin; Japonya’daki vakalarin %90’inda siroz bulunurken, Afrika’nin bazi bdlgelerinde

bu oranin %50-63’e kadar dustugu godstermektedir (Bosman vd 2010). Bu sebeple



sirozun HSK gelisiminde tek bagina premalign olmadigi, kronik karaciger hastalgi
zemininde malign transformasyonu kolaylastiran bir stire¢ oldugu disunutlmektedir (Burt
vd 2012). Kronik hepatit B, kronik hepatit C, alkol kullanimi, sigara kullanimi, aflatoksin,
metabolik hastaliklar (hemokromatosiz, alfa 1 antitiripsin eksikligi), nonalkolik karaciger
yaglanmasi, diabetes mellitus ve erkek cinsiyet gibi cesitli faktérler HSK icin ana risk
faktorleridir (El-Serag ve Rudolph 2007). Kronik hepatit B virisu tasiyicilarinda
hepatoseliler karsinoma gelisme riski, enfeksiyonu olmayan insanlara gore yaklasik 100
kat daha fazladir ve bu bugiine kadar bilinen en ytksek viral etken-kanser olusum riski
iliskisidir (Arbuthnot ve Kew 2001; Beasley, 1988). Hepatoselliler karsinom olgularinin
hepsi siroz zemininde gelismemektedir. Vakalarin yaklasik %15-20’ si de sirotik zemine
dayanmadigi distntlmektedir (Borie vd 2008; Sherman, 2005). HSK timérlerine ¢ok sik
rastlanmakla birlikte, hastalara ancak ileri evrede tani koyulabilmektedir. Ayrica sirotik
zeminde gelisen HSK vakalarina kiyasla daha iyi prognoz gdsterdikleri bildirilmistir
(Alkofer, 2011).

Risk faktorlerine maruz kalan hepatositlerde hasar meydana gelmektedir. Bu
hasarin yanisira HBV ve HCV’nin hepatositleri enfekte etmesi sonucu viral infeksiyona
bagll immun yanit olusmasina neden olarak karaciger dokusunda inflamasyon
olusmasina neden olur (Toylu, 2007; Park vd 1995). Bu inflamatuar yanit ve oksidatif
stres karacigerin stromasinin ve mikrogevresinin degismesine ve bir sonraki asama
olarak da sirozu gelisimine neden olmaktadir. Degisen mikrogevre ile birlikte
hepatositlerde rejenerasyon amaciyla ¢ogalma hizi artmaktadir. Bu hizli ¢ogalma
zamanla genetik degisimlere yol acarak sirotik karaciger dokusu i¢inde fibrotik stromayla
¢evrilmis, cogalan hepatositlerden olusan nodiiller olusmaya baslar. Olusan bu noduller
once hiperplastik nodullere daha sonra da buyume hizi kontrolinin kaybi, hepatosit
fonksiyonlarinin kaybi ve genomik instabilitenin meydana gelmesiyle displastik nodullere

yani sonug olarak hepatosellller karsinomaya donusmektedir (Thorgeirsson vd 2006).

Kronik HBV, HCV enfeksiyonu, aflatoksin veya alkol maruziyeti sonucu meydana
gelen hepatokarsinogenezde diger karsinogenezlerde de oldugu gibi sinirsiz bélinme
yetenegdi, apoptozdan kagabilme ve anjiogenez 6zellikleri gorilmektedir. HSK, allelik
kayiplarda artig, kromozomal anormallikler, mutasyonlar ve hucresel yolaklarda
meydana gelen anormalliklerle de iliskilidir (Feitelson vd 2002; Kunter, 2007). Yapilan
son galismalar HSK’'nin erken evrelerinde kromozomal instabilitenin goéruldugini ve
bunun hastaligin seyri bakimindan malignant bir fenotip olusumuyla dogrudan iligkili
oldugunu gostermistir (Raidl vd 2004). Kronik HBV, HBC enfeksiyonlu ve sirozlu

karacigerlerde DNA hipermetilasyonunun artmig oldugu gorulmektedir. HSK vakalarinda



ise p16/INK4A gibi farkh timor baskilayici genlerde DNA hipermetilasyonunun arttigi
gbzlenmistir (Wong ve Ng 2008; Kondo vd 2000). Sirozlu karacigerlerde goérilen diger
bir anormallik ise telomer kisalmasidir. Telomer kisalmasi sadece hepatositlerde
g6rilen, HSK igin dnemli bir mekanizmadir gézlenmektedir. Yapilan calismalarda
telomer kisalmasinin karsinojen maruziyeti sonrasi farelerde karaciger tumori
olusumunu arttirdigi gérilmistir. insan HSK vakalarinda da yapilan galismalarda
telomer kisalmasi gézlemlenmistir. insan hepatositlerinde kromozomal instabiliteye
neden olabilen bu telomer kisalmasinin HSK gelisimini tetikleyerek énemli bir rol oynuyor
olabilecegi ileri strliimustir (Wiemann vd 2007). Yapilan bir ¢cok ¢calisma HSK’'da genetik
degisikliklerin yanisira epigenetik degisikliklerin de oldukga énemli bir rol oynadigini
gOstermistir (Bird, 2007).

Kanser hicrelerinde hlicre donglsl, apoptoz, proliferasyon ve metastazi
duzenleyen birgcok gende c¢esitli mutasyonlar gorilmektedir. Yapilan arastirmalara gore
HSK’da en sik mutasyona ugrayan genlerin P53 ve 3-katenin oldugu gorilmustir. Cesitli
hucresel onkogenlerin aktivasyonu veya tumor baskilayici genlerin inaktivasyonu
sonucu Wnt/R-katenin, p14Arf/p53, p16INK4A/Rb, TGFR ve PTEN/Akt gibi hicre
dongusu, apoptoz, proliferasyon ve metastazin dizenlenmesinden sorumlu sinyal

yolaklarinda hatalar meydana gelmektedir (El-Serag ve Rudolph 2007).

2.1.1. Tedavi

HSK vakalarinin ¢gogunda tani ancak ileri evrede konulabilmekte ve bu ylzden
hastalarin sagkalim silresi oldukga kisa olmaktadir. HSK tedavisinde kullanilan

yontemleri asagidaki gibi gruplandirmak mamkundar.

2.1.1.1.  Cerrahi yontemler

e Rezeksiyon: Siroz olmayan veya sirozun erken evrelerinde olan hastalar igin
uygulanan ilk ydntemdir (Belghiti vd 2002). ileri evrelerde daha genis rezeksiyon
yapiimasi gerektiginden operasyon sonrasinda karaciger yetmezligi meydana
gelme riski ¢ok yiksektir. Opersyon sonrasi geriye kalacak karaciger doku hacmi
onemlidir bu ylizden hesaplamalar ¢ok dikkatli yapilmalidir. Hastalarin islemi
tolere edebilmeleri igin siroz olmayan hastalarin %25, siroz olan hastalarin ise

%50’den fazla karaciger dokusunun kalmasi gerekmektedir (Shoup vd 2003).



o Karaciger transplantasyonu: Karaciger fonksiyonlarinda ileri derecede bozukluk

olan ve rezeksiyon yapilamayan hastalarda uygulanan yontemdir.

2.1.1.2.  Perkiitan tedavi yontemleri

o Alkol ablasyonu: Perkitan yolla doku icine alkol verilerek dokuda koagilasyon

nekrozu olusmasi saglanir. Kolay ve disuk maliyetlidir. Bu yontemin timor capi
3 cm’den klguk hastalarda basari orani %90 iken 3 cm’den blylk timorll

hastalarda oran %50 civaridir.

o Radyofrekans termal ablasyon: Perkitan olarak, laparaskopik veya agik cerrahi
yontemlerle uygulanabilen bir ¢esit termal ablasyondur. Timér boyutunun 5cm’in
altinda oldugu vakalarda oldukga etkinken tum&r boyutunun Scm Ustl vakalarda

da uygulanabilir.

2.1.1.3.  Transarteriyel tedavi yontemleri

Cerrahi ve peruktan tedaviler uygulanamyacak asamadaki hastalar igin kullanilan

yontemlerdir. Genelde karaciger nakli idin bekleyen hastalara uygulanan tedavilerdir.

¢ Embolizasyon: Kullanilan embolizan ajanlar jelatin ve lipiodolddr.

o Kemoembolizasyon: Kullanilan kemoterapatik ajanlar doksorubisin, mitomisin ve

cisplatindir.

2.1.1.4. Radyoterapi

lyonize 1sin kullanilarak HSK hiicrelerinin dldirilmesini amaglayan bir yontemdir.
Ozellikle hastanin cerrahi tedavi segenekleri igin uygun olmadidi durumlarda uygulanan
bir ydontemdir. Karaciger damarlari igerisine yerlestirilen kateterler yardimi ile iceriden ya
da stereraotaktik radyoterapi seklinde disaridan uygulanmasi mumkuanddr. Boyutlari 5-

7cm’den kuguk ve toplam 3’den az tumor iceren vakalarda etkili bir ydntemdir.

2.1.1.5. Kemoterapi

Son zamanlarda HSK hastalarinda kemoterapide doxorubicin, cisplatin,

adriamisin, carboplatin, etoposide, siklofosfamid, ifosfamid, vinkristin ve 5-florourasil



kullaniimaktadir (Evans vd 1982). Yapilan arastirmalarda ileri evrede uygulanan bir
tirozin kinaz inhibitori olan sorafenibin de HSK tedavisinde etkili olarak hastanin
sagkalimini arttirdigi bildirilmistir (Llovet vd 2008).

2.2. Hiicre Dongiisii

Hucre déngusu, genetik materyalin kopyalanarak bélinme sonucu olusturulan yeni

hicrelere esit olarak dagitildigi hiicresel ve molekiler bir dizi olaydan olugsan déngudar.

Bu dongu birbiriyle baglantili 4 siregten meydana gelir;

1- Hucre buyumesi

2- DNA replikasyonu

3- Kromozomlarin yavru hucrelere dagiimasi
4- Hucre bolinmesi

Genel olarak interfaz (G1, S, G2) ve mitoz (M) olarak iki bolume ayrilir.
Hucre boélinme sinyali aldiginda bir hazirlik evresine girer ve hlcre buylimeye
baslar. Bu evreye interfaz evresi denir ve kendi iginde G1, S, G2 olmak Uzere lge

ayrilr.

GO fazi: Herhangi bir buyume faktoru ile uyariimadidi sirece yada bolinme igin
yeteri kadar blylmemis ise hlcreler bu asamada bekler. Hiicre metabolik olarak aktiftir
fakat hicre disi faktorler tarafindan uyariimadik¢a ¢odalmazlar. Hicrenin dinlenme

evresidir.

G1 fazi: Hicre bu agsamada DNA sentezi icin gerekli hazirhklar tamamlar. ATP
sentezi artar, organel sayisi artar ve metabolizma hizi artar. Hicre icin gerekli RNA ve

proteinlerin sentezi gergeklesir, blylime faktorleri aktive olur. Sentez evresi igin hazirlik

yapllir.

S fazi: Sentez fazidir. RNA sentezi devam ederken protein sentezi en ylksek
seviyeye ulasmis olur. DNA replikasyonu gerceklesir ve DNA miktari iki katina ¢ikarilir.

Sentrozom kendini eslemeye baslar.



G2 fazi: Hicre bu asamada mitoz igin hazirlanir. DNA sentezi tamamlanmistir

fakat RNA ve protein sentezi devam eder. Sentrozom kendini eslemis olur.

M fazi: Mitoz bolinmenin gergeklestigi evredir. Kromozomlar meydana gelir.Kendi
icinde profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden olugsmaktadir. Son
olarak sitoplazma bélinmesinin ardindan ayni genetik materyale sahip iki yeni hicre
meydana gelir. Surekli béliinen hiicrelerde dongi tekrar G1, S, G2, M olarak devam
eder (Vermeulen vd 2003, Kumar vd 2005).

Sekil 2.1 Hicre dénglsu (Web_1)

2.2.1. Hucre Dongusiiniin Kontrolu

Hlcre déngusu bircok gen ve gen urini tarafindan kontrol edilmektedir. Saghkh
hlcrelerde, hicre déngusiu siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Dongl slresince bir
asamanin bitisi ve diger asamaya gegis farkli mekanizmalar tarafindan kontrol altina
alinmistir. Hiicre déngusinin kontroliinin saglandigi 3 temel kontrol noktasi vardir. Bu
kontrol noktalari; G1-S, G2-M ve M kontrol noktalaridir (Klug ve Cummings 2002, Lukas
vd 2004).
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2.2.1.1. G1-S Kontrol Noktasi

Bu noktada DNA'da bir hasar olup olmadigi ve hiicrenin bélinme i¢in uygun boyuta
ulasip ulagsmadigi kontrol edilir. S evresine girmeden 6nce olusmus veya bir dnceki evre
olan mitoz evresinde meydana gelmis DNA hasarinin varligi hidcre déngisinin S
evresine girmeden durdurulmasini saglar. Eger DNA’da bir hasar tespit edilirse veya
hicre boélinme icin uygun boyutta degilse déngl bu asamada durdurulur. Béylece S
fazindan hasarli DNA’nin bir sonraki agsamaya gegmesi engellenmis olur. Béylece hiicre

hasari tamir etmek icin zaman kazanir ve hasarli DNA'nin kopyalanmasi nlenir.

G1, S ve G2 evrelerinde hlicre dongusinin durmasi, hasar gérmus yada replike
olmamis DNA’ya baglanan protein kompleksleri ile tetiklenir. Bu proteinler DNA hasarini
algilar ve ardndan sadece hucre dongusunu durdurmakla kalmaz DNA tamirini ve eger

tamir gerceklestiriliemezse programli hiicre 6liminua de aktive ederler.

Memeli hicrelerinde G1-S kontrol noktasinda hicre donglstnin duraklatiimasi
Chk2 ve ATM tarafindan fosforillenen, p53 olarak bilinen timoér baskilayici gen
tarafindan gerceklestirilir. Fosforillenme p53’G kararli hale getirir ve DNA hasari p53
miktarinda hizl bir artisa neden olur. p53 ayni zamanda bir transkripsiyon faktortdur ve
miktarindaki hizli artis, hiicre déngusini durduracak olan hedef genlerin uyariimasini
tetikler. p53 donglsunit durdurduktan sonra p21’i aktive ederek DNA’nin transkripsiyonel
olarak tamirini baslatir. DNA'daki hasar tamir edilmezse p53 hicrenin apoptoza

gitmesini sagdlar.

Farkli kanser tlrlerine bakildiginda genellikle p53'l kodlayan genin iki kopyasinda
da mutasyon gérilmektedir. p53'te meydana gelen fonksiyonu kaybi hasarli DNA'ya
sahip hlcrenin  G1-S kontrol noktasinda hasarin tespit edilip dbénglnin
durdurulamamasina neden olur. Boylece hasarli DNA tamir edilemeden yeni olusan

hicrelere aktariimig olur. Boylece mutasyonlar artar ve genom kararsizlasir.

G1-S kontrol noktasinda p53’ln yanisira siklin/CDK kompleksleri (siklin A/CDK2,
siklin E/CDK2, siklinD/CDK4 ve siklin D/CDK6) gibi bazi protein kompleksleri de gorev
almaktadir. Siklin/CDK komplekslerinin fazla ekspresyonu hicrenin G1-S noktasindaki
duraklama suresini kisaltirken, az ekspresyonu hucrelerin G1 evresinde kalmasina
neden olur (Resnitzky vd 1994, Lee vd 1995, Ito vd 1999). Bu yizden siklinler ve CDK'lar
O6nemli onkogenlerdir (Strauss vd 1995).
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2.2.1.2. Restriksiyon Noktasi

Hucre déngusunin evreleri arasindaki geciste etkili olan bir diger kontrol noktasi
ise ise restriksiyon noktasidir. Restriksiyon noktasi orta ve ge¢ G1 evresinin arasinda
bulunur. Restriksiyon noktasi, hicre igin gerekli bliyime sinyallerinin alinip alinmadigini
kontrol ederek hiicrenin Gl'den S evresine gegcisini duzenler (Planas-Silva ve
Weinberg, 1997). Hiicre yeterli miktarda bliyiime sinyali almamis ise hiicre S evresine

gecemez ve GO dinlenme evresinde kalir (Garrett, 2001).

2.2.1.3. G2-M Kontrol Noktasi

G2-M kontrol noktasinda DNA replikasyonunun tamamlanip tamamlanmadigi ve
hicrenin fizyolojik olarak mitoza hazir olup olmadigi kontrol edilir. Eder DNA
replikasyonu tamamlanmamis hilicre doénglsuni durduran bir sinyal olusturulur ve
bdylece hucrenin M evresine gecmesi engellenir. Bdylece hicre tUm genomun
replikasyonu tamamlanincaya kadar G2'de bekler. G2-M kontrol noktasinda meydana
gelebilecek hatalar kromozomal anomalilere yol agmaktadir. DNA replikasyonunun
ardindan her bir kromozomun iki kopyasinin da ayrilmasi gerekir, bu ayrilmay ise
Siklin/CDK kompleksleri dizenler. G2-M kontrol noktasinda BRCA1’in yanisira G1'de
oldugu gibi p537n de rol aldigi bilinmektedir. Bu durum p53'in genomun kararlihginda
oénemli bir rol oynadigini géstermektedir (Vauzour vd 2007, Lileyap 2008, Shiotani ve
Zou 20009).

2.2.1.4. M Kontrol Noktasi

M kontrol noktasi en dnemli kontrol noktalarindandir. Kromozomlarin mitotik ig
Uzerinde duzenli bir sekilde yer almalarini saglar. Bu sayede yeni olusacak hicrelere
kromozomlarin dogru sekilde dagiimasi saglanir. Eger bu asamada ig ipliklerinin
olusmasi ve kromozomlarin baglanmasinda bir sorun meydana gelirse hicre dongusu
metafaz asamasinda durdurularak hatali kromozomlarin yavru hucrelere gitmesi

engellenmis olur (Klug ve Cummings 2002, Luleyap 2008).

Bu kontrol noktalari sayesinde DNA replikasyonunda, hasarli DNA’nin tamirinde,
kromozomlarin bigcimlendiriimesi veya diizenlenmesinde bir hata meydana gelirse, hiicre
doénglsu hata dizeltilene kadar durdurulur. Boylece tespit edilememis veya tamir

edilememis mutasyonlarin artmasi ve bunun sonucu olarak hicrelerde biriken



12

kromozomal anormallikler engellenmis olur. Fakat tim kontrol noktalarina ragmen
hasarli olan DNA tamir edilemez veya kromozomal hasar giderilemezse hucre

programlanmig hicre 6lumu yani apoptoz ile 6lume gider (Klug ve Cummings 2002).

G2 /M/

G1

\g

N X
/3,0/S

Sekil 2.2 Hicre déngUsu kontrol noktalari

2.2.2. Hiicre Donglisii ve Kanser

Kanser, proto-onkogenlerde ve tUmaor baskilayici genlerde meydana gelen birgok
mutasyon sonucu hicre dongusunun duzenlenmesinde ortaya ¢ikan hatalar sonucu
hiicrenin kontrolstiz bir sekilde gogalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (Bos, 1989). Yapilan
calismalarda DNA hasarini tespit eden ve ardindan tamir igin p21 proteinini aktiflestiren
ve hlicre dongusundn durdurulmasini saglayan p53 tumorlerin %50’sinden fazlasinda
mutasyona ugramis oldugu tespit edilmistir. Yine yapilan ¢alismalarda cesitli kanser
turlerinde timér baskilayici proteinler disik seviyede eksprese edilirken CDK’ lar ise
yiuksek seviyede eksprese edilmektedir (Zhang, 2007). Normal hicreler ile
karsilastirildiginda protein seviyesindeki bu degisiklikler kanser hicrelerinin kontrolsiiz
bir sekilde bélinlip ¢ogalmasinin sebebidir. Tim insan timdrlerinin yaklasik %30’ unda
bir proto-onkogen olan ve siklin D-CDK4 kompleksini aktiflestirerek hicre dénglsinin
ilerlemesinin saglayan RAS proteininin aktif oldugu gértlmektedir (Bos, 1989). Kanser

hicrelerinde hicre dénglsi kontrol noktalari iglevsel degildir veya kanser hiicreleri bu
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noktalari duraklamadan gegebilirler. Bu durum da hasarli DNA’nin surekli cogalarak yeni
hiicrelere aktarilmasina yani mutasyonun giderek artmasina neden olur. Ornegin G2
kontrol noktasindan kagan hasarlar kromozomal kiriklara ve dolayisiyla genomik
kararsizliga neden olmaktadir (Pecorino, 2008; Puri vd 1999). Yine radyasyon gibi
cevresel mutajenlere maruz kalmig bir hicrede hicre dénglsu kontroliinde hatalar
meydana gelebilmektedir. Yapilan ¢alismalara gére gamma radyasyonuna maruz kalmig
hicrelerin hicre déngusunin G evresinde kalmadan S evresine gegctigi ve bu sebeple
hasarli DNA'nin kopyalanarak mutasyonlara ve yanlis kromozom dizilimlerine neden
oldugu gosterilmistir (Cabadak, 2008; Park ve Lee, 2003).

2.3. Apoptoz

Yaslanmisg, fonksiyonunu yitirmis, dlizensiz gelismis veya hasarli, ¢esitli nedenlerle
artik ihtiyag duyulmayan hicrelerin genler tarafindan kontrol edilerek programli bir
sekilde ortadan kaldirildi§gi mekanizmaya apoptoz denir (Saunders ve Birchall, 1998;
Gewies, 2003; Fischer ve Schulze-Osthoff, 2005). Bir organizmada hiicrelerin cogalmasi
ve Slimleri arasindaki dinamik denge homeostazinin korunmasi icin énemlidir. insan
vicudunda herglin milyarlarca hiicre homeostazin korunabilmesi igin 6lmektedir (Fischer
ve Schulze-Osthoff, 2005). Huicre o6limi, organizmanin gelisiminde ve doku
homeostazinda da hlicre cogalmasi kadar 6nemlidir (Saunders ve Birchall, 1998). Fakat
plansiz sekilde gergeklesen apoptoz, apoptoz slrecinin hizlanmasi veya yavaslamasi
gibi bozukluklar organizma igin hayati sonuglar dogurabilmektedir. Ornegin; bazi
nérodejeneratif hastaliklar, AIDS, arteriosklerozis gibi hastaliklarda apoptoz sirecinin
hizlandigi goralirken, bazi otoimmin hastaliklar ve kanserde apoptoz sirecinin
yavasladigi bu sebeple de apoptoz mekanizmasinda bozukluklar gérilmektedir (Lileyap
2008).

Apoptoz surecine girmis hucreler gecirdikleri morfolojik degdisimler ile diger
hicrelerden ve nekroz gibi diger 6lum mekanizmalarindan ayrilirlar. Apoptoza giren bir

hiicrede 6zetle;

e hicre sekli yuvarlaklagir ve bunun sonucu olarak komsu hucrelerle olan
baglanti kaybolur,

e hilcre hacminde azalma ve buzulme meydana gelirken sitoplazma
yogunlugunda artig goralur,

e kromatin yogunlasir,

e apoptotik cisimler olusarak hiicre pargalara ayrilmaya baslar,



14

e daha sonra bu cisimler komsu hucreler tarafindan fagosite edilerek ortadan
kaldirilir.

Olen hiicrelerin artiklari ve kalan apoptotik cisimlerin fagositler ve komsu hiicreler
tarafindan fagosite edilmesi dokuda bir inflamatuar yanit olusmasini engellenmektedir
(Willingham, 1999; Gewies, 2003). Eger bu apoptotik surecte bir hata meydana gelirse
bu organizma igin kétli sonuglar meydana getirebilmektedir. Ornegin; dlmesi gereken
mutasyonlu bir hiicrenin meydana gelen bir hata sonucu yasamaya devam etmesi o
mutasyonlu hicrenin ¢ogalmasina ve bunun sonucunda organizmada genetik
bozukluklara sebep olmaktadir.
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Sekil 2.3 Apoptozun morfolojik etkileri (Web_2)

2.3.1. Apoptozun Mekanizmasi

Hlcrede bluylime faktorleri ve sitokinler gibi hiicrenin yasamasi igin gerekli olan
pozitif sinyallerin yanisira, Fas-ligand ve TNF gibi hlicrede 6limu tetikleyen negatif
sinyaller bulunmaktadir. Bu iki zit sinyal arasindaki dengenin bozulmasi hucreyi
apoptoza  slriklemektedir (Ozgimen, 2005). Bcl-2 gen ailesi apoptozun
dizenlenmesinde rol oynayan onemli faktorlerin basindadir. Bir kismi pro-apoptotik

olarak goérev yaparken bir kismi anti-apoptotik olarak gdrev yapar. Bunlardan pro-
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apoptotik olanlar; Bax, BclXs, Bad, Bak, Bid, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu proteinler
mitokondriden Sitokrom- C salinimini ve apoptoz indukleyici faktor (AlIF) salinimini arttirir
ve bu sayede apoptozu tetikler. Anti-apoptotik olanlar; Bcl-2, Mcl-1 ve Bcl-XI'dir. Hicrede
kalsiyum oraninin korunmasini dizenlerler. Pro-apoptotiklerin tersine Sitokrom- C ve AlF
salinimini inhibe ederek apoptozu engellerler. Hucrenin apoptoza girip girmeyecegini
hicredeki Bax-Bcl-2 dengesi belirler. Eger hlicre apoptoza girecekse hiicredeki Bax
orani Bcl-2 oranindan yiksektir (Adams ve Cory, 2011; Adrain ve Martin, 2001; Spierings
vd, 2004; Cory ve Adams, 2002). Apoptoz mekanizmasi Sekil 2.4’de gosterildigi Uzere

hicrede iki farkli sekilde aktive olur;

2.3.1.1. Apoptozun hiicre ici sinyaller tarafindan uyariimasi ( i¢ Yolak )

Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor) molekuline baglanan Bcl-2 proteini
hicrede mitokondrinin dis zarinda eksprese edilmektedir. Hicrede hasar meydana
geldiginde Bcl-2, Apaf-1 molekilini serbest birakir. Bel-2 ile iligkili diger bir protein olan
Bax, mitokondri membranindan girerek Sitokrom C’ nin salinimini baslatir. Diger yandan
serbest kalan Apaf-1, Kaspaz-9 molekulune baglanir. Boylece ATP enerjisi harcanarak
sitoplazmada “Apoptozom Kompleksi” olusmus olur. Kaspaz-9 proteinleri keserek diger
kaspazlarin da aktive olmasini saglar. Bdylece proteolitik yolaklar aktive olarak
sitoplazmik proteinler ve DNA yikilir. Kalan hucre artiklari ve apoptotik cisimler

fagositozla ortadan kaldirlir (Green ve Kromer, 2004; Ricci vd, 2003).

2.3.1.2.  Apoptozun hiicre digi sinyaller tarafindan uyariimasi (Oliim
Reseptor Yolu) ( Dis Yolak)

Fas-Ligand ve TNF gibi olum aktivatorlerinin hicre yuzeyinde bulunan
reseptorlerine baglanmasiyla reseptorlerin sitoplazmik tarafina baglanan kaspaz 8
kendini kirparak aktiflesir. Aktive olan kaspaz-8 de pro-kaspaz 3'U kirparak aktiflestirir.
Bdylece kaspaz kaskadi olusur (Song vd 2006) ve hucrenin fagasitozu saglanir (Wolf ve
Green, 2002).

Olim reseptdr yolagindaki bir diger faktdr ise mitokondri Iimeninde bulunan
apoptoz indikleyici faktor (AIF) dir. Hicre 6lUm sinyalleri tarafindan uyarilan AlF serbest
kalarak cekirdege gecer. Cekirdekte DNA'ya baglanan AIF DNA’nin yikilmasini ve bunun

sonucunda hlcrenin pargalanmasini saglar (Green ve Kromer, 2004; Ricci vd 2003).
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Sekil 2.4 Apoptozun i¢ ve dis yolak tarafindan aktivasyonu (Ichim ve Tait 2016)

2.3.2. Apoptozun Diizenlenmesi

Apoptozun dizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi,

16

p53, kaspazlar,

sitokrom-c ve mitokondriyonlar gibi birgcok eleman gérev almaktadir. Hiicrenin apoptoza

girdigi andan itibaren hicre igerisine surekli bir kalsiyum girisi olmakta ve bu kalsiyum

iyonlari, endonikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda

ve hucre iskeleti organizasyonunda duzenleyici olarak gdérev yapmaktadir. Yapilan

¢alismalar, bazi onkogen ve timar baskilayici genlerin de apoptozun diizenlenmesinde

rol aldigini gostermektedir. Bu genlerden bazilari; c-myc, p53, bcl-2 ve kaspaz ailesidir.
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c-myc: Bir transkripsiyon faktéri olmasinin yanisira protoonkogen olarak da gérev
yapar. Ortamda bulunan molekillere bagll olarak hlcrenin ¢ogalmasini ve prolifere
olmasini yada apoptoza girmesini duzenler. Hlcrede yeterli miktarda c-myc ve uygun
blylme faktérleri yoksa hiicre buydmesi buyime durur, her ikisininde yeterli miktarda
bulunmasi halinde ise gogalma gerceklesir. Fakat c-myc var ama ortamda uygun

blylime faktoérleri yoksa hiicre apoptoza girer (Cummings vd 1997; King, 1995).

p53: Tumor baskilayici olan p53, radyasyon, kemoterapi gibi etkenler sonucu
olusmus DNA hasarini tanir ve hiicre déngusini G1 evresinde durdurarak DNA’nin
tamir edilmesini saglar. E§er DNA hasari tamir edilemeyecek seviyede ise hiicrenin
apoptoza girmesini indukler. Bunu takiben Bax ekspresyonu artar ve hicredeki bcl-2/
Bax dengesi degisir. Ayrica Fas, DR4 ve DRS gibi hiicre yuzeyindeki 6lum reseptorleri
araciligi ile de apoptozu indikleyebilir (Thiede vd 2000; Aksit ve Bildik, 2008; Pinarbasi,
2007).

Bcl-2 ailesi: Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs gibi bazi Gyeleri apoptozu induklerken, Bcl-2,
Bcl-XI gibi bazi uyeleri de apoptozu inhibe etmektedir. Bu apoptotik ve antiapoptotik
tyelerin hiicredeki oranlari hiicrenin sagkalimini diizenlemektedir. Ornegin; hiicredeki
Bcl-2 / Bax oraninin degismesi hlcrede apoptozun indiklenmesine veya inhibe
edilmesine yol acar. (Ulukaya, 2003). Proaoptotik Uyelerden olan Bax ve Bak
heterodimerizasyon ile kaspazlarin ve mitokondriden salinan sitokrom- C’nin
serbestlesmesini ve bodylece kaspazlarin aktive olmasini saglarlar (Tsujimoto, 1998;
Taneja vd 2001).

Kaspazlar: Apoptoz icin merkezi bir konuma sahip olan kaspazlar bir sistein
proteaz ailesidir. Substratlarinin aspartik asit (ASP) bolgelerindeki karboksil
gruplarindaki peptit baglarini keserler. Normal sartlarda hiicrede inaktif halde bulunurlar
ve uyari aldiklarinda proteolitik olarak birbirlerini aktive ederler (Gewies, 2003; Serbes,
2009). Hicrede ozellikle hicre iskeletini olusturan ve DNA tamirinden sorumlu
proteinlerin kullanildiktan sonra veya islevlerini kaybettikten sonra pargalanarak ortadan
kaldirlmasindan sorumludurlar (Kandas, 2004; Ekshyyan ve Aw, 2004). 14 (yesi olan
bu kaspaz ailesinin 7 Gyesi apoptozda rol alan kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10°dur. Kaspaz 3,
6 ve 7 apoptoz sirasinda hicrenin pargalanmasina neden olurken diger kaspazlar ise
apoptozun baslatiimasi ve apoptozda rol alan kaspazlarin aktive olmasindan (Earnshaw
vd 1999).
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2.3.3. Apoptoz ve Kanser

DNA’da meydana gelen hasar, tamir mekanizmalar tarafindan tespit edildikten
sonra tamir edilir. Hasarin tamir edilemedigi durumlarda ise hicre genetik kontrol
mekanizmalarinin gbézetimi ile ortadan kaldirilir (Lozano ve Elledge, 2000). Eger bu
kontrol mekanizmalarinda bir hasar meydana gelirse hlicre ortadan kaldirllamaz ve
hasarli bir sekilde bdliinmeye devam eder. Bu hasarli hiicreler hizla cogalarak neoplastik
bir olusumu dolayisiyla kanseri tetikler. Yapilan calismalarda Bcl-2 ve c-myc gibi
sagkalimi tetikleyen genlerin kanser hiicrelerinde oldukga fazla eksprese edilerek 6lime
neden olan genleri baskiladigi gorilmustir (Curtin ve Cotter, 2003). Yine yapilan
calismalarda néroblastom ve kolon kanserinde survivin ve Bcl-2 proteinlerinin yiksek
seviyede eksprese edildigi ve bunun koétu prognoz ile yakindan iligkili oldugu
g6sterilmistir (Ozgimen, 2005). Melanoma hicrelerinde de Apaf-ekspresyonu inhibe
edilerek hucrenin apoptoza girmesi engellenir (Schroter vd 2000). Akciger ve kolon
kanserlerinde ise Fas-liganda baglanan “decoy” molekuli fazla miktarda Uretilerek Fas-
ligandin Fas proteinine baglanmasi engellenir ve bu sayede kanser hicreleri sitotoksik
T hicreleri tarafindan taninip 6ldirtlemezier (Ozgimen, 2005). Bcl-2 ve c-myc
proteinlerinin asiri ekspresyonu AML hicrelerinde apoptozu engelleyerek hicrelerin
kontrolstiz bir sekilde ¢odalmasina neden olur. Ayrica yapilan c¢alismalar Bcl-2'nin
hiucrede asiri derecede artigi 16semi hucrelerinin sagkalimini arttirdigr ve hastanin
kemoterapiye karsi diren¢ olusturmasina neden oldugu goériimustir (Lotem ve Sachs,
2002).

Apoptoz sayesinde hasarli hlcreler ortadan kaldirilarak bir sonraki kusaga
aktariimasi engellenir. Boylece organizma icin kanser olusumunu tetikleyen genetik
mutasyonlarin sayisi da en aza indirilir (Klug ve Cummings 2002). Bu yizden son yillarda
kanser tedavisi icin apoptozu indukleyecek yeni ajanlar Uzerine yodun cgalismalar
yapilmaktadir (Fesik 2005).

Tamor dokulari artan genomik kararsizlik sebebiyle heterojen bir yapiya sahiptir.
Bu sebeple kanser hicreleri normal hicrelerle kargilastirildiginda yuksek proliferasyon
yetenekleri, apoptoza karsi direng, yuksek metastaz, invazyon ve anjiyogenez
yetenekleri sebebiyle tedavi basarisi disUktir. Bu durum, kanser tedavisinde son
zamanlarda tekli tedavilerden c¢ok kombine tedavilerin dikkat ¢ekmesine neden
olmaktadir (Frei ve Eder, 2003). Son zamanlarda HSK tedavisinde de bir¢ok ilaca karsi
tedavi basarisi saglanamadigindan veya tedavi slirecinde hastalarin ilaca karsi direng

gelistirmesi sebebiyle kombine ilag tedavilerine odaklaniimistir.
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Cesitli kanser tirlerinde buglne kadar yapilan galismalarda farkli maddelerin
hicre dénguslu ve apoptoza olan etkileri arastiriimis fakat calismamizda kullandigimiz
apigenin ve sorafenibin 6zellikle hepatoseliler karsinoma hucrelerinde kombine

uygulanmasi ile ilgili calismaya rastlanmamistir.

2.4. Sorafenib

Sorafenib (BAY 43-9006, Nexavar), kimyasal formUli C21H16CIFsN4O3 (Sekil 2.4)
olan birgok farkll kanser turinde etkili bir ¢oklu kinaz inhibitéradur (Wilhelm vd 2004).
Son yillarda protein kinazlar hucresel sinyal iletim yolaklarinin kritik bilesenleri oldugu
icin kanser tedavisinde ila¢ gelisimi icin en énemli hedefler haline gelmistir. Renal
karsinom, uUrolojik kanserler, tiroid kanseri, meme kanseri ve melanom gibi farkl kanser
turlerinde kullanimi bildirilmigtir. Glnimuzde ileri evre ve cerrahi midahale igin uygun
olmayan HSK hastalarinin tedavisinde oral olarak kullaniimaktadir. Erken evre HSK
hastalarinda sagkalim suresini 19-20 ay, orta evredeki hastalarin sagkalim sdrelerini
yaklasik 1 yil ve son evredeki HSK hastalari i¢in kullanilan tek tedavi yéntemi olarak

hastalarin sagkalimini 3-4 ay kadar uzatmaktadir (EI-Serag vd 2008).

Sekil 2.5 Sorafenib kimyasal ve ¢ boyutlu yapisi (Web_3)

Sorafenibin etki mekanizmasi incelendiginde nanomolar konsantrasyon dizeyinde
uygulandiginda kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan VEGFR1, VEGFR2, VEGFRS3,
PDGFR, FLT3, Ret ve c-kit gibi hlicre yuzey kinazlarini inhibe ederek timor bliylimesini
engelledigi goralmustar (Wilhelm vd 2004; Carlomagno vd 2006). Hepatosellller
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karsinoma oldukga yogun vaskilerizasyon igermektedir ve bu durum HSK gelisimindeki
onemli basamaklardan biridir. Hepatoselller karsinoma timor dokularinda, komsu non-
tumor dokulara gére ¢ok daha fazla Ras/Raf/MAPK vyolaginda rol alan protein
ekspresyonlari oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle sorafenib ile HSK tedavisinde hicre
proliferasyonu ve anjiogenezin engellenmesi hedeflenmektedir. Sekil 2’ de gosterildigi
gibi sorafenib serin/ treonin kinazlar olan c-RAF ve BRAF’1 da inhibe ederek RAF/ MEK/
ERK sinyal yolaklarini dolayisiyla farkli onkogenetik yolaklari bloke ederek timor

hicrelerinin proliferasyonunu ve anjiyogenezini de bloke etmektedir (Gong vd 2017).
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Sekil 2.6 Sorafenibin etki ettigi yolaklar (FLT3; FMS ile ilgili tirozin kinaz 3 reseptora,
PDGFR; buyume faktori reseptérl, VEGFR; vaskller endotelyal blyime faktoru
reseptori, KIT; kdk hicre faktori reseptdr, RET; proto-onkogen) (Yurdacan, 2017)

Liu ve arkadaslarinin 2006 yilinda iki farkli HSK hicre hatti olan PLC/ PRF/ 5 ve
HepG2 hicre hatlar ile gergeklestirdikleri galismalarda sorafenibin doza bagh olarak
hicre proliferasyonunu inhibe ettigi gériimustir. PLC/ PRF/ 5 hicre hatti igin 1Cso degeri
6,3 uM/L iken HepG2 hiicre hatti igin 4,5 uM/L olarak tespit edilmistir. Ayrica her iki hiicre
hattinda da sorafenibin DNA fragmentasyonuna sebep oldugu gézlemlenmistir (Liu vd

2006). PLC/ PRF/ 5 insan HSK timori ksenograft fareler ile yapilan in vivo galismalarda
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ise farelere subkutan olarak verilen sorafenibin doza bagh olarak tiumor blyUmesini

inhibe ettigi g6zlemlenmistir (Liu vd 2006).

RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolaklari htucrenin bayumesi ve proliferasyonunda rol
oynayan temel yolaklardir. 2010 yilinda Huynh ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen
calismada sorafenibin HSK hucrelerinde aktive edilmis RAF (c-RAF) seviyesini
arttirirken ERK ve MEK fosforilasyonunu da arttirdi§i ve béylece hticre proliferasyonunu
engelledigi gérulmustir. Arastirmacilar bu sonucgtan yola ¢ikarak sorafenibin bir MEK
inhibitéri  olan AZD6244 ile kombine uygulamasinin etkilerini arastirdiklarinda
AZD6244’Un sorafenib ile birlikte uygulandiginda sinerjik etki gosterdigini goérilmustur
(Huyn vd 2010). Bir diger arastirmada ise Schmieder ve arkadaslari HSK hiicre hatlari
ile gerceklestirdikleri in vitro ¢alismalarda sorafenibin bir MEK inhibitéri olan refametinib
ile kombine uygulamasinin da HSK hiicreleri tizerinde sinerijik bir etki meydana getirdigini

tespit etmislerdir (Schmieder vd 2013).

PIBK/AKT/mTOR sinyal yolagi hlicrede sagkalim, proliferasyon, anjiyogenez,
apoptoz gibi 6nemli birgok hlicresel olayin merkezindedir. Yapilan gesitli in vitro ve in
vivo c¢alismalarda sorafenibin ¢esiti mTOR inhibitorleri ile kombine uygulamasinin
sorafenibin antitimaér etkisini arttirdigi dolayisiyla sinerjik bir etki gosterdigi gortlmustur
(Huyn vd 2009; Piguet vd 2011). Timér hicrelerinin proliferasyonunda ve sagkaliminda
etkili olan epidermal biylme faktorl reseptorleri (EGFR) HSK gelisiminde de dnemli rol
oynamaktadir. Yapilan cgalismalarda EGFR inhibitorleri ile uygulanan sorafenibin

antitimor etkisinin arttigi belirtiimektedir (Seshacharyulu vd 2012; Ezzoukhry vd 2012).

Sorafenibin insan l6semi hicreleri ve diger insan kanserleri hlcrelerinde Bcl-2
ailesinin bir Uyesi olan miyeloid hicre 16semi-1(Mcl-1)’ i downreglle ederek apoptozu
tetikledigi bildirilimistir (Rahmani vd 2005; Yu vd 2005). Diger bir galismada ise sorafenib
tarafindan indiklenen GADD4583 (growth arrest DNA damageinducible gene 4583)’ nin
HSK hucrelerinde apoptozu indikledigi 6ne strtulmustir (Ou vd 2010). Yapilan in vitro
arastirmalar dogrultusunda sorafenib tek basina kullanildiginda HSK hicrelerinde
apoptozu dusuk seviyede tetiklerken TRAIL, Bcl-XI inhibitorleri, histon deasetilaz
inhibitorleri, anjiyogenez inhibitérleri rapamisin veya MEK/ERK inhibitorleri gibi diger
terapotik ilaglarla kullanildiginda bu ilaglarin apoptotik etkilerini yiksek oranda arttirdigi
gorilmastir (Chen vd 2010; Ganten vd 2004; Hikita vd 2010; Newell vd 2009; Ou vd
2009). Sorafenibin diger terapotik ilaglarla kullanimi Gzerine birgok ¢alisma yapilmistir

bu ¢alismalar Tablo 2.1’ de kisaca gosterilmistir (Gao vd 2015).
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Tablo 2.1 HSK tedavisinde sorafenib ile birlikte kullanildijinda etkili olan ve henlz
calismalari devam eden ilaglar (Yurdacan, 2017)

ILACLAR

Dalantercep

Axitinib

Apatinib

AZD6244

Refametinib

Sirolimus

Everolimus

Temsirolimus

P1-103

PIK-587

Vorinostat

Resminostat

MPTOEO28

Erlotinib

TEDAVI

ANTIANJIYOGENENIK AJANLAR

Es zamanl

Basarisiz tedavi sonrasi

Basarisiz tedavi sonrasi

MEK/ERK iNHIBITORLERI

Es zamanl

Es zamanl

MTOR INHIBITORLERI

Es zamanl

Es zamanl

Es zamanl

Es zamanl

Es zamanlh

HISTON DEASETILAZ iNHIBITORLERI

Es zamanlh

Es zamanl

Es zamanl

EGFR iNHIBITORLERI

Es zamanl

DURUM

Bekleniyor

ileri klinik denemeleri

Bekleniyor

Bilinmiyor

lleri klinik denemeleri

Sinerjik

Bekleniyor

Bekleniyor

Sinerjik

Sinerjik

lleri klinik denemeleri

Bilinmiyor

Sinerjik

Uygun bulunmadi
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c-MET iNHIBITORLERI

MSC2156119J Basarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
Tivantinib Basarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
DE605 Es zamanl Sinerjik

2.5. Apigenin

Apigenin (C1sH1005), kimyasal olarak 4’, 5, 7-trihidroksiflavon olarak bilinen flavon
alt sinifinda bulunan, dogal olarak meydana gelen bir flavonoiddir (Sekil 2.6). Meyvelerde
(portakal, elma, visne, Uzim), sebzelerde (sogan, maydanoz, brokoli, tath yesil biber,
kereviz, arpa, domates) ve iceceklerde (cay, sarap) bol miktarda bulunmaktadir
(Janssen, 1998; Ross ve Kasum 2002; Patel vd 2007; Tong ve Pelling 2013).
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Sekil 2.7 Apigenin kimyasal ve u¢ boyutlu yapisi (Web_4)

Apigenin, antioksidan ve antienflamatuar 6zelligi sebebiyle geleneksel tipta
yillardir kullaniimaktadir (Papay vd 2017; Wang ve Huang 2013). Yapilan arastirmalarda
kan basincini dusurdugu, antibakteriyel ve antiviral 6zelliklerinin oldugu gorulmustar
(Zhu vd 2016; Ozgelik vd 2011). Bu 6zelliklerinin yanisira son on yillarda apigeninin
timor baskilayici dzelliginin de oldugu kanitlanmigtir (Sekil 2.7). ilk defa 1986 yilinda
Since Birt ve arkadaglari tarafindan antikanser 6zelligi bildirilen (Birt vd 1986) apigeninin
sonraki yillarda bir ¢ok farkli kanser turiinde anti-tumdr etkisinin oldugu yapilan in vivo

ve in vitro ¢calismalarla gdsterilmigstir.
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anti-enflamatuar anti-viral

anti-oksidan

Kan basinci
diisiiriicl

anti-bakteriyel

Sekil 2.8 Apigeninin kimyasal yapisi ve fizyolojik fonksiyonlari

Yapilan calismalarda apigeninin kolorektal kanser, meme kanseri, karaciger
kanseri, akciger kanseri, melanoma, prostat kanseri ve osteosarkoma gibi ¢esitli kanser
turlerinde anti-kanser etkisinin oldugu goérilmuastir (Xu vd 2016; Huang vd 2016; Lee vd
2016; Zhao vd 2017; Gupta vd 2002; Angulo vd 2017).

Kanser tedavisinde amac¢ apoptozu indukleyerek veya hicre dongusund
durdurarak hiicrelerin proliferasyonunu 6nlemek ve timoér hicrelerini ortadan kaldirarak
hastanin sagkalimini arttirmaktir. Bunun icin kullanilan stratejiler, apoptoz veya otofajinin
indUiklenmesi, hlcre dongusunun dizenlenmesi, tiumor hucrelerinin migrasyon ve
invazyonunun inhibe edilmesi ve hastanin tiumor hdcrelerine karsi imman sisteminin
uyariimasi yonundedir. Apigeninin ise tim bu anti-timor etkilerini gosterdigi yapilan in
vitro ve in vivo galigmalarla kanitlanmistir. Apigeninin gesitli kanser tirlerindeki terapotik

etkileri Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2 Apigeninin farkli kanser turlerindeki terapotik etkileri

Kanser Tipi Terapotik Etki

Kolorektal kanser Proliferasyon, invazyon ve migrasyonun
inhibisyonu, otofaji ve apoptoz (Xu vd
2016; Lee vd 2014)

Meme kanseri Hucre proliferasyonunun inhibisyonu ve
apoptoz (Seo vd 2015)
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Akciger kanseri

Proliferasyon, invazyon ve migrasyonun
inhibisyonu ve apoptoz (Lee vd 2016;
Zhou vd 2017)

Prostat kanseri

Hlcre donglsunidn durdurulmasi ve
apoptoz (Shukla vd 2014)

Losemi

Hicre donglsunidn durdurulmasi ve
apoptoz (Wang vd 1999; Ruela-de-
Sousa vd 2010; Budhraja vd 2012)

Ovaryum kanseri

Adhezyonun, migrasyon ve invazyonun
inhibe
kapastesinin inhibisyonu (Hu vd 2008;
Tang vd 2015)

edilmesi, hicre yenilenme

Renal hiicre karsinomu

Hucre dongusitnin durdurulmasi (Meng
vd 2017)

Osteosarkoma

Proliferasyon ve inhibe

edilmesi (Liu vd 2015)

invazyonun

Bas ve boyun skuaméz hiicreli

Kanser kok hicre  belirteglerinin

karsinoma ekspresyonunun baskilanmasi (Ketkaew
vd 2017)
Melanoma Proliferasyon, invazyon ve metastazin

inhibisyonu ve hicre
durdurulmasi (Zhao vd 2017; Hasnat vd

2015)

doéngusundn

PC-3 ve DU145 prostat kanseri hicre hatlar ile gergeklestirilen in vitro

¢alismalarda apigeninin azalan Bcl-2, Bcl-xL ve artan aktif Bax sebebiyle apoptozu

indukleyerek hucre canliigini dusurdugu tespit edilmigtir (Shukla vd 2014). Fakat yapilan

bir diger calismada ise apigeninin meme kanserinde Bcl-2 veya Bax seviyesini

etkilemeden aktif kaspaz-3 ve aktif kaspaz-8 seviyelerini arttirarak apoptozu kaspaz

bagiml yolak tizerinden tetikledigi belirtilmistir (Seo vd 2015). insan kolorektal karsinoma

hicre hatti olan HCT116 ile yapilan ¢alismalarda apigeninin hicre déngusunia G2/M

evresinde durdurarak hlcre buyumesini inhibe ettigi gérualmustar (Lee vd 2014).
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Prostat kanseri hiicre hatti olan DU145 ile yapilan ¢alismalarda apigeninin doza
bagl olarak tumaor hucrelerinin invazyonunu ve migrasyonunu guglu bir sekilde inhibe
ettigi gosterilmistir (Zhu vd 2015). Malignant melonoma hucre hatlarinda yapilan
deneylerde ise 40uM apigeninin AKT/mTOR yolagl araciligiyla migrasyon ve
invazyonunu 6nemli derecede inhibe ettigi belirtiimistir (Zhao vd 2017). Ayrica apigeninin
farkh kanser turlerinde direkt olarak PI3K'in ATP baglanma bélgesini bloke ederek AKT
kinaz aktivitesini inhibe ettigi belirtiimistir (Tong vd 2013). Apigenin, diger bir onkogenik
yolak olan MAPK/ERK yolagini tizerinde de etkilidir. insan melanoma hiicre hatti olan
A375 ve C8161 ile yapilan in vitro ¢calismalarda p-ERK1/2, p-AKT ve p-mTOR seviyesini
dusurerek hicre dongusini G2/M fazinda durdurdugu ve apoptozu indikledidi, boylece

proliferasyon, migrasyon ve invazyonu baskiladigi bulunmustur (Zhao vd 2017).

Yapilan arastirmalarda anti-kanser 6zelligi kanitlanan apigeninin diger ajanlarla
birlikte kullaniminin anti-kanser aktiviteyi hizlandirdigi, sitotoksik etkiyi arttirdigi,
apoptozu hizlandirdigi goériimustir. Kim ve arkadaslari anaplastik tiroid kanserinde
apigeninin TRAIL ile kombine uygulamasinin Bcl-2 ailesi proteinleri araciligi ile sitotoksik
etkiyi arttirarak sinerjik etki gosterdigini belirtmistir (Kim vd 2015). Kolorektal kanser
hicre hatti olan HCT116 ve DLD1 ile yapilan ¢alismada ise apigeninin ABT-263 ile
kombine uygulamasinin AKT ve ERK’ inhibisyonu araciligi ile ABT-263’ n anti-tumaor

etkinligini hizlandirdigi tespit edilmistir (Shao vd 2013).

2.6. Hipotez

Bu calismadaki hipotezimiz “Sorafenib ve apigeninin kombine uygulamasinin, tekli
uygulamaya gore HepG2 hilcre hattinda hlcre proliferasyonu, migrasyon ve invazyonu
daha fazla azaltarak hiicre donglstnin baskilanmasini ve apoptozun indiklenmesini

saglar.” dir.

Bu tez kapsaminda, cesitli kanser tirlerinde doz ve etki mekanizmasi arastiriimis
olan kemoterapotik bir ajan olan sorafenib ile bir flavonoid olan apigenin kombine
uygulamasinin HepG2 hepatoselller karsinoma hicre hattinda proliferasyon ve
migrasyona etkisi, hlicre dongusu, apoptoz ve bunlar ile iligkili hangi yolaklari etkiledigi
arastinlmigtir. Yapilan literatlr arastirmalari dahilinde apigenin, sorafenib ve kombine
uygulamasi ile ilgili caligma bulunmamaktadir. Apigenin ve sorafenibin HSK hicre
hattindaki hicresel etkileri ve bu etkinligin altinda yatan molekller mekanizmalarin

anlasiimasi daha ileri ve detayli ¢alismalara kaynak olusturacaktir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Kultura

Calismamizda kullandigimiz hepatoselliler karsinoma hiicre hattt HepG2
(ATCC® HB-8065™) kendi stoklarmizdan temin edilmistir. Kullandi§imiz HepG2 hiicre

hattinin bazi 6zellikleri su sekildedir;

Organizma: insan

Cinsiyet/Kdken/Yas: Erkek/Kafkas/15
Doku: Karaciger

Morfoloji: Epitel

Kiiltiir Tipi: Adherent (yapisarak ¢ogalan)

Kaltar ortami olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Capricorn
Scientific), %10 fetal sigir serumu, 2 mM L-glutamin, %1 Penisilin-Streptomisin
kullaniimig, hlcrelerin proliferasyonu, pasajlari ve takip islemleri inverted mikroskop ile
takip edilmistir. Hiicrelerden yeterli Greme elde edilene kadar %95 nem ve %5 CO_'li

etlivde inkibe (NuAire) edilmigtir.

Hucre kalturinde gercgeklestirilen basamaklar asagidaki gibidir.

1. Kiriyo tlpler ile -80°C’de saklanan hiicreler 37°C’deki su banyosunda ¢ozildu.

2. Cozulme tamamlandiktan sonra kriyo tupler %70’lik etil alkol ile silindikten sonra
“Sinif Il hava akimli galisma kabinine (NuAire, ABD)” alind1.

3. 1 ml'lik pipetle alinan hicreler 5 ml DMEM ile 15ml’lik santrifljj tiplerine alinarak
1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifuj (Hettich, Almanya) edildi.

4. Santrif(jin ardindan supernatant kisim pastor pipeti ile ¢ekilerek hiicre peleti elde

edildi ve Uzerine 1-5 ml besiyeri eklendi.


https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HB-8065.aspx
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5. Hucreler pipet yardimiyla iyice homojenize edilerek, icerisinde 8-10ml besiyeri
olan bir ya da birden fazla hiicre kiltir kabina ekildi.

6. Inkiibasyon igin kltir kaplari 37°C ve %5 COZ2'li inkiibatére (NuAire, ABD)
yerlegtirildi.

7. Hucreler her gin invert mikroskop (Nikon, Japonya) altinda takip edildi ve
yogunluklari %80— 85 civarina ulastiginda pasajlama iglemleri yapildi.

8. Hucrelerin stoklanmasi icin ise kriyo tlplerde yaklasik 1x108 hiicre olacak sekilde
1,5 ml hacimli kriyo tuplere, 9:1 oraninda besi yeri ve DMSO (%10 DMSO (dimetil
sulfoxit)) olacak oranda hiicre homojenize edilerek koyuldu ve daha sonraki

deneyler icin -80 derecede saklandi.

3.2.  Hucrelerin Sayimi

Tripan mavisi negatif yUkli bir boya oldugu igin zarar gérmemis, canl hicrelerin
membranlarindan gecemez. Bu yuzden sadece 6lU hlcrelerin membranlarindan gegerek
Olu hucrelerin maviye boyanmasina, canli hicrelerin ise boya almadidi igin agik renkte
gorulmesini saglayan tripan mavisi boyasi ile boyama islemi gerceklestirilmistir. Hlcreler
kiltdr kabindan tripsin ile kaldirilip santrifij edilmis ardindan Gizerine tekrar besiyeri ilave
edilerek homojenize edilmigtir. Bu hicre stuspansiyonundan 100 ul alinarak Uzerine 400
pl PBS ve 1 pl tripan mavisi eklenmistir. Hucrelerin sayimi icin ise hicre sayar
(Cellometer, Nexellum) cihazi kullaniimistir. Elde edilen bu karisimdan 20 ul alinarak
cellometer lamina yuUklenmistir. Daha sonra cellometer cihazi ile hicre sayisi tespit

edilmistir.

3.3. Hiicre Canliik Analizleri

HepG2 hicrelerine ilk etapta apigenin ve sorafenibin farkh araliklarda degisen
dozlari uygulanarak zamana ve doza bagli olarak hucrelerin yuzde ellisinin (%50) 6ldigu
dozu bulmak i¢cin XTT analizi ve proliferasyon analizleri yapilmistir. Bu dozlar
belirlendikten sonra ayni islemler sorafenib ve apigeninin kombine uygulanarak en etkili
oldugu dozu tespit edebilmek icin de tekrar edilmistir. Deneylerde kullanilan apigenin

(Selleckchem) ve sorafenib (Nexavar) ticari olarak firmalardan temin edilmistir.

XTT analizi, suda ¢dzlinebilen bir tetrazolyum tirevi olan XTT (2,3-bis (2-methoxy-
4 nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)’ nin canli hucrelerde turuncu

renkli formazon bilesenlerine indirgenmesi esasina dayanir.
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Olugan turuncu renkli boyanin yogunlugu bir spektrometre ile 450-570 nm dalga
boylarinda okutulmakta ve bu yogunlukla yani olugan formazon bilesenlerinin miktariyla
canh hicre sayisi dogru orantili oldugundan hizli bir sekilde hicre canlihdinin
degerlendiriimesi saglanir. Doz ve zamana bagh sitotoksisite analizi igin “Cell
Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-

Biological Industries)” kullaniimisgtir.

Oncelikle toz halinde bulunan apigenin (Selleckchem) ve sorafenib (Nexavar)
hesaplanan miktarlarda tartilarak DMSO iginde ¢6zilmus ve 100 mM’lik ana stoklar elde
edilmistir. HepG2 hiicreleri 96 kuyucuklu kollajenli hiicre kiiltiri kaplarina kuyucukbasi
1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hlcrelerin ylizeye yapismasi icin 24 saat inkiibe
edilmistir. ki madde icin de literatir taramalari sonucunda belirlenen cesitli
konsantrasyonlar ana stok ve DMEM’ in hesaplanan miktarlarda karistiriimasi ile
hazirlanmis ve 24 saatin sonunda hicrelere uygulanmistir. Bu dozlar sorafenib igin 1-40
MM arasinda degisirken apigenin i¢in 10-1000 uM arasinda degismektedir. Zamana bagh
etkinin degerlendirilebilmesi i¢in doz uygulanan bu hicrelerin 24, 48 ve 72 saatlik
analizleri yapiimistir. Cell Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat
# 20-300-1000-Biological Industries) ile yapilan bu analizlerde mevcut besiyeri
uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 100 yL DMEM ve 50 pL aktive edilmis XTT
solUsyonu (49 uL XTT Reagent Solusyonu ve 1 uL Aktivatér Solisyonu) eklenmis ve 3-
4 saat inkiibe edilmigtir. inkiibasyon sonrasinda doz gruplarinin absorbans degerleri
ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda okunarak analiz

edilmistir. Elde edilen verilerin analizi sonucunda ICso oranlari belirlenmistir.

3.4. Koloni Olugum Analizi

HepG2 hucrelerinin apigenin, sorafenib ve kombine uygulamanin ardindan koloni
olusturabilme yeteneklerindeki degisimin tespiti icin, 6 kuyucuklu petrilere kuyucukbasi
102 hiicre olacak sekilde hem kontrol hem doz gruplari igin ekim yapilmis ve 14 giin
boyunca 37°C’de, %5 COZ2’li etivde inkube edilmistir. Bu 14 gin boyunca 2 gunde bir
hucrelerin sadece besiyerleri degistirilmigtir. 14 glnlik inkibasyon sonrasinda hicrelerin
sabitlenmesi icin mevcut besiyerleri uzaklastirilarak hicreler soguk metanolle -20°C’de
10 dakika bekletilmigtir. Sabitlenen koloniler kristal viole boyasi ile boyanmigtir. Koloniler

sayllmig, doz ve kontrol gruplari karsilastirilarak degerlendirme yapilmigtir.
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3.5. Wound-Healing (Yara-lyilesme) Yontemi ile Migrasyon Analizi

Apigenin, sorafenib ve kombine uygulamasinin migrasyon Uuzerine etkisini
belirlemek icin hiicreler 6 kuyucuklu kolajenli kiiltlr kaplarina 2x10° hicre/ml olacak
sekilde ekilmis ve %90 confluent duruma geldiginde hicrelerin bulundugu medyum
cekilip serumsuz DMEM ile yikanmistir. 200 uL steril pipet ucu kullanilarak petri diz bir
sekilde cizilmistir. Cizme isleminden sonra hicreler 3 kez serumsuz DMEM ile yikanarak
hicre artiklar giderilmistir. Kontrol grubu sadece serumlu besiyerinde kilttre edilirken,
doz gruplari ise belirlenen dozda madde igeren besiyerinde kilttire edilmistir. Daha sonra
0. saatte hucreler fotograflanmigtir. Kontrol ve doz grubundaki hicreler 16, 24 ve 48.
saatlerde tekrar fotograflanmis ardindan son olarak, kontrol ve doz gruplarindaki hiicre

hareketleri gorsel olarak karsilastirilip, yorumlanmistir.

3.6. invazyon Kapasitesinin Belirlenmesi

invazyon kapasitesi “trans-well matrigel invasion chamber’- invazyon kaplari
kullanilarak arastiriimistir. 24 kuyucuktan olusan bu kaplar sayesinde hiicrelerin
invazyon Ozellikleri degerlendirilebilmektedir. Bu invazyon kuyucuklari 8 mikron capli
porlar iceren bir membran ve buna ek olarak bir matrigel matrix ile kaphdir. Bu matrigel
matrix hiicreler igin in vitro kosullarda bazal membrani olusturur. Bu sayede invazyon
yeteneg@i olmayan hucreler membranin diger ylizeyine gecemezken invazyon yetenegi
olan hucreler gecebilmektedir. Boylece matrijel membran, invazyon yetenegi olan ve
olmayan hucreleri birbirinden ayirabilen bir ayra¢ olarak goérev yapar. Bu analiz kisaca

su basamaklardan olusmaktadir;

1. Matrijel membranin ve 8 um ¢apinda porlara sahip membranin Ust kismina gece
boyunca serumsuz besiyerinde inkibe olmus, apigenin (uM), sorafenib(uM) ve
kombine (uM) dozlari her kuyucuga 5x10° hiicre olacak sekilde serum igermeyen
0.5 ml DMEM besiyeri ile ekilmigtir.

2. Kuyucuklarin digina ise, 0.75 ml %10 serum iceren DMEM besiyeri konulmus ve
bu sayede kuyucugun dis kisminin hicreler icin kemoatraktan olmasi
saglanmistir.

3. Hucreler 48 saat 37°C’de CO_'li inklibatérde inkibe edilmigtir.
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4. inkibasyon saatinin sonunda invaziv 6zellikte olan hicreler invazyon
odacigindaki membraninin dis ylzeyine gegeceklerinden, invazyon odaciginin
icindeki besi yeri uzaklastirilmistir. i¢ yiizeyindeki hiicreler ise “cell scaper” ile
kazinmistir.

5. Bir gece inklbe edilmig ve ardindan membranin Ust kisminda kalan hicreler
kulak gubugu ile silinerek temizlenmigtir.

6. invaze olmus dis yizeydeki hicreler, énce 2 ml metanol ile fikse edimis,

ardindan 1 ml kristal viyole ile boyanarak 1sik mikroskobunda sayilmistir.

3.7. Tunel Yontemi ile Apoptoz Analizi

e Tunel yontemi ile apoptoz tayini ticari kit kullanilarak (AAT bioquest) asagida
belirtilen sira ile gergeklestiriimigtir.

e HepG2 hicreleri TUNEL testi icin hicreler 8 odacik iceren lamlara (BD Falcon
Culture Sledes; 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue culture treated Glass Slide)
her bir odacik icinde 5x10° hilicre olacak sekilde ekilmistir. Hicreler belirlenen
dozlarla 48 saat inkube edilmigtir.

o 48 saatlik inkllbasyon sonunda besiyerleri c¢ektirilip her kuyucuga 100ul %4
formaldehit fixative tampon eklenmistir. Ardindan 20-30 dakika oda sicaklidinda
inkibe edilmigtir.

e inkiibasyon sonunda fixative tampon gekilerek hiicreler PBS ile 2-3 kez yikanmistir.

o Kuyucuk sayisina gore reaksiyon karisimi kuyucuk basi Tablo 3.1.” da verildigi gibi

olacak sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3.1: Bir kuyucuk icin kullanilanTUNNEL reaksiyon karigimi

Hacim ( pl)
100X TF3-dUTP (Component A) 0.5ul
Reaction Buffer (Component B) 50ul
Toplam Hacim 50.5ul

e Her kuyucuga bu reaksiyon mixi 50ul olacak sekilde dagitiimis ve 37°C’de 60
dakika inklibe edilmistir.
e Daha sonra reaksiyon mixi cektiriimis ve hicreler 3-5 kez 200ul PBS ile

yikanmigtir.
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e Daha sonra hicre gekirdeklerinin gérintilenmesi icin kuyucuk basi 20 pl 1X
Hoechst (Component C, ExX’Em= 350/460nm) ile boyandiktan sonra floresan

mikroskop ile géruntilenerek analiz yapilmistir.

3.8.  Trizol Reagent ile Total RNA izolasyonu

Gen seviyesinde ekspresyon miktarlarinin degerlendiriimesi igin kontrol ve doz
gruplarindan Trizol Reagent kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmistir. izolasyon

basamaklari kisaca asagidaki gibidir;

e Hicreler kuyucuk basi 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekilmigtir,

e Kontrol grubu ve doz gruplarinin XTT ile tespit edilen 1Cso dozlari ve belirlenen
kombine dozlar uygulanarak inktibe edilmistir,

e inkiibasyon sonunda her kuyucuga 500 ul Trizol eklenerek scraper ile hiicreler
tamamen kaldiriimis ardindan 1 ml'lik ependorf tlplerine aktariimistir,

e Her bir tipe 200 pl kloroform eklenerek iyice pipetlendikten sonra oda
sicakhiginda 15 dk inkibe edilmigtir,

¢ Ardindan sogutmali santrifiij ile +4°C’ de 15.000 g’ de 20 dk santriflij yapiimistir,

e Santrifij sonunda elde edilen renksiz Ust fazlar alinarak yeni ependorf tiplere
aktarilmistir,

e Toplanan bu Ust fazlarin tzerine 500l izopropanol eklenerek iyice pipetlenmis
ve 10dk oda sicakliginda inkube edilmigtir,

e Tekrar +4°C’de 15.000 g’de 30 dk santriflij edilmistir,

e Ust faz atilarak elde edilen peletin lizerine %70’lik etanol konulmus ve +4°C’de
12.000g’de 10 dk tekrar santrifij edilmistir,

¢ Ardindan Ust faz atilmis ve elde edilen peletde kalan alkoliin buharlagsmasi igin,
kisa bir sire beklenmistir,

e Pellet 40 yl RNase-DNase free su ile ¢ozinerek deneyler igin hazir hale

getirilmigtir.

izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safliginin degerlendirilmesi igin Nanodrop

cihazi (Thermo) kullaniimistir. Uygun konsantrasyonlarda (cihazin dlgebilecegi RNA
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konsantrasyon arahgi 2-3000 ng/pl'dir) sulandirilan RNA &érnekleri, 1ul RNAse free su ile
kor alindiktan sonra, 1l olacak sekilde pipetlenerek yuklenmis ve 230, 260,280 nm' de

okuma iglemi gerceklestirilmistir.

3.9.  Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA’lardan, Transcriptor High Fidelity cDNA sentez kiti (CatNo: 05 081
955 001) kullanilarak uretici firmanin protokoli dogrultusunda cDNA sentezi
gerceklestiriimistir. Kullanilan karisimin ayrintilari asagidaki gibidir. Sentezlenen
cDNA'lar, RT-PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) icin Uzere -20°C’de muhafaza

edilmigtir.

Tablo 3.2 Bir kuyucuk igin kullanilan cDNA sentez karigimi

Hacim (ul)
Total RNA Degisken
Oligo(dT) Primer Tl
dNTP kariGimi (10 mM) 1 ul
5X RT tamponu 4 ul
DTT 1l
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
Easyscript plus RTase (200U/pL) 1l
RNAaz icermeyen su Degisken
Son hacim 20 pl




3.10. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR)

Gercek zamanh PZR, gen ekspresyonunun kantitatif olarak degerlendirilmesi

amaciyla kullanilan hassas, molekiler bir ydontemdir. Bu yontem ile RNA 6rnekleri kisa
surede analiz edilebilmekte ve gok sayida 6rnek diguk kontaminasyon riskiyle glvenle
caligilabilmektedir. Gergek zamanlh PZR/RT-PZR’ da drunlerin analizi reaksiyon
sirasinda yapilabilmektedir. Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen Gergek
Zamanli PZR sistemi olan “Applied Biosystems StepOne Plus” cihazi kullaniimistir. Bu
cihaz sayesinde ayni anda ve kantitatif olarak Gergek-Zamanli PZR ile analiz
yapilabilmektedir. Apigenin, sorafenib ve kombine muamelesi sonrasinda HepG2
hicrelerinde, hiicre déngusi ve apoptozda rol alan genlerin ekspresyon seviyelerindeki

degdisimler belirlenmistir. Referans housekeeping olarak g-aktin geni kullanilarak hedef

genlerdeki rolatif degisiklik analiz edilmistir. Kuyucuk basina gerekli olan reaksiyon

karisimi asagidaki gibidir.

Tablo 3.3 Bir kuyucuk i¢in kullanilan Gergek Zamanli PZR karigimi

Hacim (pl)
SYBR Green Master Mix 5ul
Primer (F + R) 2 ul
dH20 6.5ul
cDNA 1l
Son Hacim 14.5 pl

Calismamizda kullanilan apoptoz ve hicre déngustinde rol alan genler ve primer

dizileri Tablo 3.4’de gdsterilmistir.

Tablo 3.4 Kullanilan genlerin Forward ve Reverse Primer Dizileri

Gen Forward ve Reverse Diziler
ACTB F 5'-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3'
R 5-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3'
BAX F 5'-AGAGGATGATTGCCGCCGT-3'
R 5'-CAACCACCCTGGTCTTGGA-3
BCL-2 F 5-CAGGGCGATGTTGTCCACC-3'

R 5-GGGGAGGATTGTGGCCTTC-3'
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CASP-3

F 5'-CATGGAAGCGAATCAATGGACT-3'
R 5'-CTGTACCAGACCGAGATGTCA-3'

CASP-8 F 5'-ACACCAGGCAGGGCTCAAAT-3'

R 5'-GCAGGTTCATGTCATCATCCAGTT-

3
CASP-9 F5-CTTCGTTTCTGCGAACTAACAGG-3'

R 5-GCACCACTGGGGTAAGGTTT-3'
CASP-10 F 5-TAGGATTGGTCCCCAACAAGA-3’

R 5’-GAGAAACCCTTTGTCGGGTGG-3’
BID F 5'-CCTACCCTAGAGACATGGAGAA-3'

R5-TTTCTGGCTAAGCTCCTCACG-3'
P53 F 5'- ATCTACAAGCAGTCACAGCACA-3

R 5'- GTGGTACAGTCAGAGCCAACC-3'
P21 F 5'-TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA-3'

R 5- GGCGTTGGAGTGGTAGAAATC-3'
P16 F 5'-CAGTAACCATGCCCGCATAGA-3'

R 5- AAGTTTCCCGAGGTTTCTCAGA-3'
CDK-6 F 5-AGACCCAAGAAGCAGTGTGG-3

R 5-AAGGAGCAAGAGCATTCAGC-3
CYCLIN-D1 F 5-AGCTCCTGTGCTGCGAAGTGGA-3

R 5-AGTGTTCAATGAAATCGTGCGG-3'
MDM2 F 5-GGATTTCGGACGGCTCTCGC-3'

R 5- CGCGCAGCGTTCACACTAGTG-3'
RB F 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3'

R 5-CAGGAAACAGCTATGACC-3
PUMA F 5-GACCTCAACGCACAGTACGAG-3

R 5-AGGAGTCCCATGATGAGATTGT-3'
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Oncelikle Forward ve Reverse primerlerin ana stoklarindan 5er pl alinarak
mikrosantriftj taplerinde karistirildi. Ardindan 10 pl'lik bu karisima 90 ul DNaz/RNaz
icermeyen su eklendi ve boylece primerlerin ara stoklari hazirlanmig oldu. Hazirlanan
reaksiyon karisimi 96-kuyucuklu mikroplakaya kuyucuk basina 14,5 pl olarak dagitildi.
Kullanilan 96 kuyucuklu plakanin Gzeri 6zel yapigkan ve seffaf plaka etiketi ile kapatildi
ve kisa bir santrifijin ardindan cihaza yerlestirilerek yaklasik 1 saat 15 dakika suresince

analiz gergeklestirildi.

3.11. Verilerin istatistiksel Analizi

Verilerin analizi AACT metodu ile bilgisayar programi kullanilarak gergeklestirildi.
Web tabanh bir program olan “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda
bulunan, Volcano Plot analizleri kullanilarak kontrol ve doz gruplarinda ilgili genlerin
ekspresyon degerleri belirlendi. Ardindan gruplarin istatistiksel olarak karsilastiriimasi
“RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda bulunan “Student t-testi” ile
gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. XTT Sonuglan

96 kuyucuklu hicre kiiltir kaplarina ekimi yapilan HepG2 hicrelerine daha dnce
yapilan ¢alismalar baz alinarak sorafenibin 1 uyM ve 40 yM arasinda degisen 10 farkl
doz uygulanarak 24 ve 48. saatlerde hucre canliigina olan etkisi tespit edilmistir.
Apigenin igin ise literatlr taramalari dogrultusunda 10 uM ile 100 uM arasinda degisen
8 farkli doz uygulanarak 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre canliigina olan etkisi tespit
edilmigtir. Kolorimetrik bir analiz olan XTT analizi ile olugsan renk degisimi sayesinde
kontrol ve doz gruplarinin absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga

boyunda ve 630 nm referans araliinda okunmustur.

Sorafenib i¢in 24. saatin sonunda doza bagl olarak hucre canliigindaki degisimler
Sekil 4.1'de gosterilmistir. Bu verilere gore 24 saat sonunda sorafenibin hiicre canlihdini

%50’nin altina disirdigid doz 10 uM olarak belirlenmisgtir.
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SORAFENIB-HepG2-24. saat

Sekil 4.1 Sorafenibin 24 saat sonunda HepG2 hicre hatti tizerine sitotoksik etkisi
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Sorafenibin 48. saatin sonunda doza bagli olarak hucre canlihgi Gzerine etkisi Sekil

4.2'de gosterilmigtir. 48. saatin sonunda yapilan bu &lguimlerde hicre canlihginin

%50’nin altina distigu doz 7,5 uM olarak belirlenmigtir.

SORAFENIB-HepG2-48. Saat
140
120
100

% Canhihk

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.2 Sorafenibin 48 saat sonunda HepG2 hicre hatti tizerine sitotoksik etkisi

Daha énce yapilan ¢alismalar referans alinarak sorafenib icin 72. saat uygulamasi

yapilmamistir. 24 ve 48. saatlerde Sekil 4.3 ‘te 6zetlendigi gibi canli hiicre sayisini

%50’nin altina digtren dozlar tespit edilmistir. 24. ve 48.

degerlendirildiginde sorafenib icin ICso dozu 48. saatte 7,5 p

saatlerdeki sitotoksik etkisi
M olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3 Sorafenibin 24 ve 48 saat sonunda HepG2 hiicre hatti Gizerine sitotoksik etkisi

Apigenin i¢in 24. saatin sonunda doza bagli olarak hucre canliligindaki degisimler
Sekil 4.4'te gosterilmistir. Bu verilere gore 24 saat sonunda apigeninin hicre canhhgini
%50’nin altina distrdaga bir doz belirlenememistir.

APIGENIN-HepG2-24.saat
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Sekil 4.4 Apigeninin 24 saat sonunda HepG2 hiicre hatti tGizerine sitotoksik etkisi
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48. saatin sonunda apigeninin doza bagh olarak hiicre canhhgi tizerine etkisi Sekil
4.5'te gosterilmigtir. 48. saatin sonunda yapilan bu dlgiimlerde hticre canliiginin %50’nin
altina dustigu doz 80 uM olarak belirlenmigtir.

APIGENIN-HepG2-48. saat
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Sekil 4.5 Apigeninin 48 saat sonunda HepG2 hucre hatti Uzerine sitotoksik etkisi

72. saatin sonunda apigeninin doza badli olarak hiicre canlihdi Gzerine etkisi Sekil
4.6'da gosterilmigtir. 72. saatin sonunda yapilan bu o&lgimlerde hicre canliiginin
%50’nin altina distigl doz 40 uM olarak belirlenmistir.

APIGENIN-HepG2-72.saat
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Sekil 4.6 Apigeninin 72 saat sonunda HepG2 hiicre hatti lGizerine sitotoksik etkisi
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24, 48 ve 72. saatlerde Sekil 4.7 ‘de 6zetlendigi gibi canli hiicre sayisini %50’nin
altina dislren dozlar tespit edilmistir. 24, 48 ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde sorafenib icin ICso dozu 72. saate 40 uM olarak belirlenmistir.

Apigenin-HepG2
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Sekil 4.7 Apigeninin 24, 48 ve 72 saat sonunda HepG2 hiicre hatti lizerine sitotoksik
etkisi

Elde edilen veriler dogrultusunda kombine uygulama igin sorafenib ve apigeninin
ICso dozlarindan dusuk olan dozlar ve 48 saat uygulama siresi denenmistir. Bu
denemeler sonucunda kombine uygulamada sorafenib igin 5 uM secilirken apigenin igin
50 pM secilmis ve 48 saat sonundaki sitotoksik etkileri Sekil 4.8’de gosterildigi gibi
belirlenmigtir. 48. saatte yalniz 5 pM sorafenib uygulamasi hucrelerin %43’Unu
oldurdrken 50 uM apigenin uygulamasi hucrelerin %41’ini éldurmugstir. Fakat 5 pM
sorafenib ve 50 yM apigenin kombine olarak uygulandiginda 48 saat sonunda hicrelerin
%84’Gn0 oldurdigu agik bir sekilde goértulmistir. Bu sebeple ¢alismanin diger deney
asamalarinda kombine grubu olarak 5 uM sorafenib + 50 uM apigenin kullaniimistir.
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HepG2, Sorafenib+Apigenin, 48. Saat
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50 uM Apigenin
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Sekil 4.8 50 uM apigenin ve 5 yM sorafenibin kombine uygulamasinin 48 saat sonunda
HepG2 hicre hatti Gzerine sitotoksik etkisi

4.2.  Koloni Olugsum Sonuglari

Yapilan koloni olugsum analizlerine gére kontrol grubunda sayilan toplam koloni
sayisi 728, 50 uM apigenin uygulanan gruptaki koloni sayisi 347, 5 uM sorafenib
uygulanan gruptaki koloni sayisi 144 ve 50 uyM apigenin + 5 uyM sorafenib uygulanan
grubun koloni sayisi 24 olarak belirlenmistir. Sekil 4.9’da kombine uygulamanin koloni
olusumunu ciddi sekilde baskiladigi gériimektedir. Sekil 4.10’da gosterildidi gibi veriler
analiz edildiginde 50 uM apigenin uygulanan grupta kontrol grubuyla karsilastirildiginda
koloni olusumunda %27 oraninda, 5 yM sorafenib uygulanan grupta %80 oraninda bir

azalma sz konusu iken kombine gruptaki koloni sayisinda yaklasik %96’lik bir azalma
dikkat cekmektedir.



43

Sekil 4.9 A) Kontrol grubu. B) 50 uM apigenin C) 5 yM sorafenib D) 50 uM apigenin + 5
MM sorafenib uygulanan gruplarin 48 saat sonundaki koloni gorintdleri
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Sekil 4.10 Kontrol, 50 uM apigenin, 5 uM sorafenib ve 50 uM apigenin + 5 yM sorafenib
uygulanan gruplarin 48 saat sonundaki koloni sayilari

4.3. Wound- Healing Sonuglari

Wound- healing analizleri ile kontrol ve doz gruplarindaki hicrelerin migrasyon
yetenekleri karsilastiriimistir. Yapilan sitotoksisite ve koloni olusum analizleri ile uyumlu
olarak 50 yM apigenin + 5 uM sorafenib uygulanan kombine gruptaki hicrelerin
migrasyon yetenegi, kontrol ve tekli doz gruplariyla kargilastirildiinda yuksek oranda

baskilandigi Sekil 4.11’de géralmastar.
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0. Saat 16. Saat 24, Saat

KONTROL

50 uM APIGENIN

5 uM SORAFENIB

50 uM APIGENIN
+
5 uM SORAFENIB

Sekil 4.11 Kontrol, 50 uM apigenin, 5 uM sorafenib ve 50 uM apigenin + 5 yM sorafenib
uygulanan gruplarin 0, 16 ve 24. saatlerdeki wound-healing goérintuleri

4.4. Matrigel invazyon Analizi Sonuglan

Yapilan invazyon analizleri sonucunda Sekil 4.12’de goésterildigi gibi kontrol ve doz
gruplarindaki invazyon yetenegine sahip hucreler sayilarak analiz edilmigtir. Kontrol
grubu membraninda yaklagik 696, 50 uM apigenin uygulanan grupta yaklasik 532,
5 uM sorafenib uygulanan grupta yaklasik 360 ve 50 uM apigenin + 5 uM sorafenib
uygulanan grupta ise yaklasik 130 hicre sayillmistir (Sekil 4.13). Elde edilen bu
verilere gore kontrol ve tekli doz gruplar kargilastiriidiginda 50 uM apigenin + 5 yM
sorafenib uygulanan kombine gruptaki hicrelerin invazyon yetenedinin ciddi

anlamda dustugu dikkat gekmektedir.



46

Sekil 4.12 A) Kontrol grubu B) 50 yM apigenin C) 5 uM sorafenib D) 50 yM apigenin +
5 uM sorafenib uygulanan gruplardaki invaze olmus hicrelerin mikroskop goérintileri

INVAZYON-HepG2
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Sekil 4.13 Kontrol, 50 uM apigenin, 5 uM sorafenib ve 50 uM apigenin + 5 yM sorafenib
uygulanan gruplarda invaze olmus hicre sayilari



47

4.5. TUNEL Apoptoz Analizi Sonuglari

Apoptoza giren hiicreler belirli morfolojik degisikliklere ugramaktadir. Ornegin;
hicrenin kondanse olmaya baslamasi ve kigulmesi, hiicre iskeletinin parcalanmasi,
cekirdek zari ve DNA’nin parcalanmasi. Bu ylzden Hoechst boyasi ile boyanan
apoptotik hicrelerin floresan mikroskop altinda belirlenebilmesi i¢in bu degisikliklerden

yararlaniimistir.

Kontrol ve doz guplarinin her biri icin 5 farkli alan sayilmistir. Kontrol ve doz
gruplarinin floresan mikroskop altindaki gérintileri Sekil 4.14’te verilmistir. Elde edilen
sayllar dogrultusunda apoptotik htcreler canli hicreler ile oranlanarak her grup igin
yluzde apoptoz miktarlar tespit edilmistir. Kontrol ve doz gruplari igin tespit edilen %

apoptoz miktarlar Sekil 4.15’de verilmigtir.
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Sekil 4.14 A) Kontrol grubu. B) 50 uM apigenin C) 5 uM sorafenib D) 50 uM apigenin +
5 UM sorafenib uygulanan gruplardaki apoptotik hicrelerin floresan mikroskop(20X)
altindaki gérintileri (Apoptotik hicreler kirmizi oklar ile gosterilmistir)
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Sekil 4.15 Kontrol, 50 uM apigenin, 5 uM sorafenib ve 50 uM apigenin + 5 yM sorafenib
uygulanan gruplarda % apoptoz miktarlari

4.6. Gergek Zamanl PZR Sonuglari

Yapilan gercek zamanli PZR analizleri sonucunda ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamh degisiklikler bulunan hicre dongusi ve apoptoz ile iligkili

genler Tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1 Gergek Zamanl PZR Sonuglarina gére 50 uM apigenin, 5 uM sorafenib ve 50
MM apigenin + 5 yuM sorafenib doz gruplarindaki ekspresyon degisimleri (p<0,05
istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir)

50 uM APIGENIN 5 uM SORAFENIB < "MS%P;(:E:L"}; 2lEl
i%’?l DEGISiM DEpGI-ERi i%’? DEGISiM DE%ERi iEDIT DEGISiM DE%ERi

ACTB 1 0 ACTB 1 0 ACTB 1 0
CASP-3 | 25,8772 | 0,004373 | CASP-3 | 7,6452 | 0,263194 | CASP-3 | 38,3339 | 0,000383
CASP-8 | 9,2679 | 0,009727 | CASP-8 | 7,1014 | 0,019322 | CASP-8 | 35,7977 | 0,00002
CASP-9 | 1,6372 | 0,243546 | CASP-9 | 1,4048 | 0,516756 | CASP-9 | 1,5123 | 0,37111
CAHS)P' 1,3635 | 0,59007 CAlf)P' 2,6379 | 0,016314 CAlgp' 5,6785 | 0,003432
BID 5,4378 | 0,007372 | BID 3,3969 | 0,015453 | BID 4,0826 | 0,001222
P53 2,74 0,011864 | P53 2,0882 | 0,076615 | P53 2,1042 | 0,056283
P21 66,0504 | 0,029612 | P21 57746 | 0,131687 | P21 15,7327 | 0,001871
P16 2,3975 0,0301 P16 1,6386 | 0,318869 | P16 2,7531 | 0,013047
PUMA | 1,9648 | 0,088869 | PUMA | 20327 | 0,07139 | PUMA | 1,4447 | 0,466551

50 yM apigenin uygulanan grupta kaspaz-3, kaspaz-8, BID, p53, p21 ve pl6

ekspresyonlarinda anlamli bir artis gériimustir. Bu durum yalniz apigeninin HepG2

hicrelerinde apoptozu indikledigini géstermektedir. 5 uM sorafenib uygulanan gruptaki

MRNA seviyesindeki ekspresyon degisimlerine bakildiginda ise kaspaz-10, BID ve

PUMA ekspresyonlarinda anlamh bir artis gértilmektedir. 50 uM apigenin + 5 uM

sorafenib uygulanan kombine gruba bakildiginda ise kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-10

seviyesinde tekli dozlara oranla ¢ok daha fazla bir artig goérulmektedir. Bunun yanisira

BID, p21 ve pl6 ekspresyonlarinda da anlamlh bir artigs gorulmektedir. Bu sonuclar

apigenin ve sorafenib kombine uygulandiginda HepG2 hicrelerinde apotozu dis yolak

Uzerinden tetikliyor olabilecegini dusundurmektedir.
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5. TARTISMA

Hepatoselller karsinoma (HSK), diinya capinda en yaygin gorilen besinci kanser
tipidir ve yilda ortalama 600.000 binden fazla 6limin sorumlusudur (Llovet vd 2003).
Hastalarin blytk bir cogunlugu teshis koyulduktan sonra yaklasik bir yil igcinde hayatini
kaybetmektedir. HSK teshisinin ise ancak ileri evrede koyulabilmesi hastalarin potansiyel
tedavi yéntemlerinden bir fayda gérememelerine sebep olmaktadir. Bu hastalar igin
kemoterapi, kemobolizasyon ve ablasyon gibi yontemleri ¢ok etkili olmamakta ve niks
oranlari ¢ok yUksektir. 5 yil icin sagkalan hasta orani %7 civarindadir ( Bosch vd 2004).
Bu durum agresif bir hastalik olan HSK icin en kisa zamanda erken teghis icin yeni
biyobelirtecler ve daha etkili bir sekilde timoérl hedef alan yeni terapiler gelistiriimesi

gerektigini gbstermektedir.

Diger kanserlerde oldugu gibi HSK’da da kullanilan kemoterapotik ajanlara karsi
direng gelisimi, tumorin anjiyogenez ve metastaz yetenegdi ve kemoterapotik ajanlarin
agir yan etkileri tedavinin basarisini olumsuz etkilemektedir (Frei ve Eder, 2003, Zhang
ve ark. 2012). Bu sebeple arastiricilar son yillarda HSK tedavisinde kemoterapik ajanlar
ile  kombine kullaniimak Uzere bitkisel 6zutler veya etken maddeler U(zerine

yogunlagmistir.

Sorafenib oral olarak kullanilan bir coklu kinaz inhibitériidir. inhibe ettigi kinazlar
arasinda hucrede sagkalim, buyime, proliferasyon, apoptoz gibi hayati fonksiyonlarin
merkezinde bulunan Raf-1 ve B-Raf Serin-Treonin kinazlari, Vaskiler Endotelyal
Blyume Faktori (VEGF) reseptorleri 1, 2 ve 3, Trombosit Tlrevi Blyime Faktora
(PDGF) reseptorunu, KIT, RET ve FLT-3 yer almaktadir (Wilhelm vd 2004). Sorafenibin
bircok kinazi inhibe etmesi tedavide oldukga etkili olmasinin sebebidir. Bir tirozin kinazin
gorev aldigi yolagin bloke edilmesi bile tek basina anti-kanser 6zellige sahipken birgok
kinazin ayni anda bloke edilmesi kanser olusumunda rol alan cesitli yolaklarin

inhibisyonuna neden olarak tedavinin basarili olmasini saglamaktadir.



52

Tumor gelisimi, proliferasyon, metastaz ve apoptozun baskilanmasi gibi neoplastik
suregler aktif tirozin kinaz reseptérlerinin uyardigi yolaklarca kontrol edilir. Ornegin; Ras
protoonkogeni tarafindan tetiklenen Ras yolagi kanser gelisiminde rol oynayan en 6nemli
yolaklardan biridir. Kanser hicreleri hiicreleri yiksek seviyede PDGF-B ve VEGF gibi
biylme faktorleri ve sitokinleri Gretir. Bu molekdllerin endotel hicreleri Uzerindeki
reseptorlere baglanmasiyla da Raf/MEK/ERK yolaklari aktive olur, bu da anjiyogenezi
tetikleyen faktorlerden biridir (Hood vd 2002). Bu sebeple Raf kinazlar, VEGF ve PDGF-
B anjiogenezin engellenmesinde dolayisiyla kanser tedavisinde potansiyel tedavi
hedefleridir (Fruse, 2008). Yapilan ¢alismalar sorafenibin ¢esitli kanser turlerinde hicre
proliferasyonunu ve anjiyogenezi engelledigi ve apoptozu hizlandirdigi gdosterilmistir.
(Liu vd 2006). ileri evre HSK hastalari ve renal karsinomda ise hastalarin sagkalim

suresini uzattigi gértlmastir (Ratain vd 2006; Escudier vd 2007).

Liu ve arkadaslar iki farkli HSK hiicre hatti olan HepG2 ve PLC/ PRF/5 hicre
hatlarinda sorafenibin 72 saat sonunda hlicre canliigina etkisini CellTiter Glo analizi ile
arastirmistir. Elde ettikleri sonuclara gére PLC/ PRF/5 hiicrelerinde 1Cso 6,3 mol/L iken
HepG2 hicrelerindeki ICso dozu 4,5 mol/L olarak tespit edilmistir.  Ayrica DNA
fragmentasyon analizi ile gergeklestirdikleri apoptoz tayininde sorafenibin iki hlcre
hattinda DNA pargalanmasini indikledigi géraimustar (Liu vd 2006). Bu galismada XTT
analizi kullanilarak HepG2 hicrelerinde sorafenibin 1Csp dozu 48 saat igin 7,5 uM’dir.
Bulunan ICsodozunun literattrdeki diger galismalarda tespit edilen ICso dozlarindan farkh
olmasinin kullanilan canliik analiz metodlarinin  farklihgindan kaynaklandigi

duslinUtlmektedir.

Apigenin bir flavonoid olarak saghkli hicreler tzerine disuk toksik &zelliginin
yanisira birgok farkli 6zellige de sahiptir. Yapilan tum arastirmalar apigeninin tek ve
baska bir ajanla kombine uygulamasinin insan kanserlerinde olduk¢a guglu anti-kanser
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan galigmalar apigeninin apoptozu
indukleyerek kanser hicrelerinin proliferasyonunu baskiladigini, otofajiyi indukledigini,
hicre donglsini dizenledigini, kanser hicrelerinin hareket etme kapasitelerini
sinirlandirarak migrasyonu ve invazyonu baskiladigini hatta immun sistemi uyararak da

anti-kanser etki gosterdigini kanitlamigtir.

Kolorektal kanser hicre hatlari olan SW480 ve HCT116 hucre hatlari ile yapilan
calismada 0,5, 10, 20, 40 ve 80 uM konsantrasyonlarinda apigenin uygulanan hicrelerin
48 saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilik analizleri gergeklestiriimistir. 1Cso dozu
SW480 hicre hatti icin 18.17 uM olarak tespit edilirken HCT116 hlicre hatti igcin 23.57
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MM olarak tespit edilmistir. TUmor migrasyonu ve invazyonu timaorogenez igin en dnemli
basamaklardan biridir. Bu sebeple yara- iyilesme testi ile gergeklestirilen migrasyon
analizlerinde 40 pyM apigeninin oldukg¢a etkili oldugu ve hlcrelerin migrasyonunu
baskiladigi goérulmastir. Transwell hucre invazyon analizi ile yapilan invazyon
analizlerinde de 40 yM apigeninin SW480 hucrelerinin invazyon yetenegdini ylksek
oranda baskiladigi gériimustir. Yapilan in vitro ¢alismalarda ise apigeninin SW480

hicrelerinde Wnt/ B-katenin sinyalizasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir (Xu vd 2016).

Yapilan bir diger calismada SW480 kolorektal karsinoma hicre hatlarinda
proteomik analizler ile apigeninin anti-timor ve anti-metastaz 6zellikteki transgelin
(TAGLN) ekspresyonunu upreguile ettigi, TAGLN'nin ise AKT fosforilasyonunu dislrerek
MMP-9 ekspresyonunu downregile ettigi bdylece de hicre proliferasyonu ve

migrasyonuna engel oldugu gorulmuistir (Chunhua vd 2013).

Tseng ve arkadaslari 40 uM apigeninin meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MD-
231 hucrelerinde siklin A, siklin B ve CDK1 ekspresyonunu baskilarken p21
ekspresyonunu upreglile ettigini ve bdylece hiicre dongusinin G2/M fazinda durmasina
neden oldugunu géstermistir. Ayni zamanda HDAC aktivitesinin inhibe oldugu ve histon
H3 asetilasyonunun indukledigi gérilmustir (Tseng vd 2017). Bu ¢alismada ise gergek
zamanli PZR analizi sonuglarina gére 50 pM apigenin uygulanan grupta p21
ekspresyonunda anlamli derecede bir artig gorulirken 5 yM sorafenib uygulanan grupta
yéntem, kullanilan kit veya el hatalarindan kaynaklandigi distintlen sebeplerden dolayi
p21 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik gértlmemistir. Fakat buna ragmen 50 yM
apigenin + 5 uM sorafenib uygulanan kombine grupta p21 ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak anlaml bir artis gértlmustiur. Bu durumda sorafenib ve apigeninin
belirlenen dozlarda kombine olarak uygulanmasinin hicre dongisunu p21 araciligiyla
durdurarak hicre proliferasyonunu baskiladigi  yani sinerjik etki gdsterdigi
sOylenebilmekte fakat hicre dongusi ile iligkili yolaklardaki molekiler hedef ve

mekanizmalarinin belirlenebilmesi icin ileri calismalar gerektirmektedir.

PIBK/AKT sinyal yolagdi hucre proliferasyonu, sagkalim, migrasyon ve invazyon
gibi birgok hiicresel olayda rol almaktadir. insan akciger kanseri hiicre hatti olan A549
ile yapilan in vitro c¢alismalar 40uM apigeninin PISK/AKT vyolagini hedef alarak
proliferasyon, migrasyon ve invazyonu baskiladigi gorulmustar. Yapilan MTT ve koloni
formasyon analizleri de apigeninin doz ve zamana bagl olarak hicre proliferasyonunu
baskiladigini géstermistir. Hicre hareketliligini belirlemek i¢in yapilan yara- iyilesme ve

Transwell invazyon analizleri de apigeninin A549 hlcrelerinde migrasyon ve invazyonu
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engelledigini gostermistir. Yapilan western blot analizleri ise apigeninin AKT
ekspresyonunu ve aktivasyonunu disirdagini goéstermigstir. Arastiricilar yaptiklari daha
ileri calismalar sonucunda apigeninin akciger kanserinde yeni bir AKT inhibitori ve

kanserden korunmada potansiyel bir bilesen oldugunu séylemigtir (Zhou vd 2017).

Prostat kanseri hiicre hatri olan PC3 hicre hatti ile yapilan galismalarda apigeninin
MTT analizi kullanilarak hicre canliligina olan etkisi arastiriimistir. Apigeninin 0, 1.56,
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 yM arasinda degdisen dozlari uygulanan huicreler 48 saatlik
inkiibasyonun sonunda analiz edilmis ve ICsodozu 25 uM olarak tespit edilmistir. Yapilan
Annexin V apoptoz testi ile apigeninin apoptozu indikledigi tespit edilmistir. Gergcek
zamanl PZR ydntemi ile de elde edilen sonuglarla uyumlu olarak p21 ve p27 ekspresyon
seviyesinde anlamli bir artis oldugu, kaspaz-3, kaspaz-8 ve TNF-a upregule olurken
PI3K/AKT ve NF-kB sinyalizasyonunun downregile oldugu goériimustir. Bu sonuglar
hicre donglsu ve kok hicre migrasyonunun durdurularak apoptozun indiklendigini
go6stermektedir (Erdogan vd 2016). Bu ¢alismada ise apigeninin kullandigimiz HepG2
hicre hattinda p21 ekspresyonunda olduk¢a anlamli bir artisa neden oldugu gbéze
carpmaktadir. Bu sebeple apigeninin HSK hlicre hatti olan HepG2 hicrelerinde de hiicre
doéngusunid durdurarak proliferasyonun baskilanmasina neden oldugu distnutlmektedir.
Fakat hiucre doéngusin kontroliindeki bu roliinin daha iyi anlasiimasi ve molektler

hedeflerinin tam olarak belirlenebilmesi icin ileri galismalar gerekmektedir.

Zhao ve arkadaslari insan malignant melonoma hicre hatlari olan A375 ve C8161
hicre hatlarinda apigeninin etkinligini arastirmistir. Hiicrelere apigeninin 40, 80, 120,
160, 200, 240 and 280 uM konsantrasyonlari uygulanarak 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
MTT testi ile canhlik analizi yapiimistir. 24 saatin sonunda ICso dozu iki hiicre hatti igin
de 100 pyM olarak tespit edilmistir. Apigeninin hlicre migrasyonuna olan etkisini
arastirmak icin yapilan yara- iyilesme analizi sonucunda A375 hicrelerinde 40 pM ve
C8161 hucrelerinde 80 uM apigeninin hicre migrasyon kapasitesini anlamli derecede
baskiladigi, 100 uM apigenin uygulanan gruplarda ise migrasyon yapan hulcreye
rastlanmadigi belirtilmigtir. Hicrelerin hareketliligine olan etkilerinin aragtiriimasi igin
A375 ve C8161 hicrelerine 72 saat sureyle 40 uM apigenin uygulanarak invazyon
analizleri gercgeklestiriimis ve 40 uM apigeninin iki hiicre hatti icin de invazyonu dnemli
Olgude baskiladigi 80 uM apigenin uygulanan grupta ise herhangi bir invaziv hucre
gbzlemlenemedidi belirtilmistir. Ayrica apigeninin A375 ve C8161 hicre hatlarinda
apoptozu indukledigi ve hicre dénglsuni G2/M fazinda durdurdugu tespit edilmistir.
Yapilan western blot analizleri ise apigeninin aktif kaspaz-3 ve aktif PARP

ekspresyonunun arttigini ERK1/2 proteinleri, p-AKT ve p-mTOR ekspresyonlarinin da
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azaldigini géstermistir (Zhao vd 2017). Bu galismadan elde edilen veriler ise apigeninin
HSK hucre hatti olan HepG2 hucrelerinde de diger kanser turlerinde oldugu gibi
proliferasyon, invazyon ve migrasyonu onemli dl¢ide baskiladigini kanitlamistir.
Apigeninin HepG2 hicre hatlarinda proliferasyon, invazyon ve migrasyonu tam olarak
hangi yolaklar Uzerinden baskilandigini belirleyebilmek icin ileri ¢calismalarda western

blot analizlerinin yapilmasi gerektigi dusunulmektedir.

Ruela-de-Sousa ve arkadaslarinin HL60 16semi hicre hatti ile gerceklestirdikleri
calismada 50 pM apigeninin JAK/STAT yolagini inhibe ederek hicre dénguisitnin
durmasina neden oldugu tespit edilmistir (Ruela-de-Sousa vd 2010). Ayni hicre hatti ile
yapilan diger bir calismada ise 60 uM apigeninin kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonunu
arttirarak apoptozu indikledigi goérilmustir (Wang vd 1999). Bu calismada ise 50 uM
apigenin uygulanan grupta gercek zamanhh PZR verilerine gore kaspaz-3

ekspresyonunda anlamli bir artis goértulmektedir.

Ovaryum kanseri hiicre hatti olan A2780 hlicre hattinda yapilan ¢alismalarda ise
40 uM apigeninin FAK ekspresyonunu dusurerek hicrelerin tutunmasini inhibe ettigi
g6zlemlenmistir (Hu vd 2008). Tang ve arkadaslari SKOV3 ovaryum kanseri hlcre
hatlari ile yaptiklari ¢alismada apigeninin hicrenin kendini yenileme kapasitesini
disurdiguni ve birgok kanser tirlinde ylksek seviyede aktive olan Gli1 ve CK2a

proteinlerinin ekspresyonunun downregule oldugunu ortaya koymustur (Tang vd 2015).

ACHN, 786-0 ve Caki-1 renal karsinoma hlcre hatlari ile yapilan arastirmada I1Csxo
dozlari ACHN igin 39.4 uM 24 saat, 15.4 yM 48 saat, 786-0 i¢in 39.1 uM 24 saat,19.0
MM 48 saat, Caki-1 icin 50.9 uM 24 saat, 21.4 uM 48 saat olarak tespit edilmistir. ACHN
hicrelerinde yapilan komet analizi sonucunda apigeninin  ACHN hicrelerinde DNA
hasarina neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica yapilan western blot analizleri ile de
DNA’da meydana gelen cift iplik kiriklari belirteci olan H2AX fosforilasyonunun doza
bagl olarak artis gosterdigi tespit edilmistir. Yine ACHN hdcreleri kullanilarak yapilan
hiicre dongusu analizleri sonucunda G2/M fazinda duran hicre sayisi kontrol grubunda
%12,57 ike da 5 yuM apigenin uygulanan grupta %16,85, 10 uM apigenin uygulanan
grupta %30,54 ve 20 yM apigenin uygulanan grupta ise %46,77 olarak tespit edilmigtir.
ATM/ATR sinyal yolagi hucre déngusunun G2/M fazinda durmasinin DNA hasari ile
induklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan western blot analizlerinde p-ATM,
fosforile Chk2, Cdc25, Cdc2 ekspresyonunda doza bagl olarak énemli bir artis

g6zlemlenmistir. Ayrica doza bagli olarak p53 seviyesinde ve bununla uyumlu olarak
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apoptoz miktarinda artis gézlemlenmistir( Meng vd 2017). Bu galismada ise 50 pM

apigeninin p53 ekspresyonunda anlamli bir artisa neden oldugu gérulmektedir.

Kim ve arkadaslari gerceklestirdikleri in vitro galismalarda apigeninin HepG2 hlcre
hattinda 24 saat sonunda MTT analizi ile hiicre canliigini %50’nin altina distrdigi dozu
20 uM olarak tespit etmislerdir (Kim vd 2013). Bu g¢alismada ise apigenin igin 1Cso dozu
XTT analizi ile belirlenmis olup 48 saat icin 80 uM olarak bulunmustur. Yapilan literattr
taramalari sonucunda farkli hiicre tiplerinde ve farkl hicre canlilik analiz ydontemlerinde
apigenin icin cogunlukla 1 - 500 uM arasinda degisen farkh 1Cso dozlari tespit edildigi
dikkat ¢cekmektedir. Bu durumun apigeninin bir flavonoid olusundan ve farkh kanser
hicresi tiplerinden kaynaklandigi disiniimektedir. Tekli dozlar icin elde ettigimiz

verilerin literatlrdeki calismalarla uyumlu oldugu gorulmektedir.

DNA tamir genleri, tumor baskilayici ve protoonkogenler ve bunlarin
duzenlenmesinde meydana gelebilecek hasarlar, hasarli hulcrelerin hicre o6lum
mekanizmalarini atlatmalarina, tedaviye karsi diren¢ kazanmalarina veya metastaz
yapmalarina neden olmaktadir. Apoptoz ve hiicre donglistnin kontroliinde gdrev alan
temel mekanizmalarin ve molekller hedeflerin belirlenmesi yeni ve etkili tedavi
yontemlerinin gelistiriimesi icin kanser tedavisinde dnemli bir unsurdur. Bu sebeple tez
¢alismamizda ginimuzde HSK tedavisi icin kullanilan ve etkinligi kanitlanmis
sorafenibin bir flavonoid olan apigenin ile kombine uygulamasinin HepG2 hucre hattinda

apoptoz ve hicre dongusu Uzerine etkileri arastiriimigtir.

Yapilan in vivo ve in vitro kombine arastirmalar apigeninin diger ajanlarla birlikte
kullaniminin antikanser etkilerini hizlandirdigi yénudndedir. Gunimuizde kullanilan
cisplatin, paclitaxel gibi antikanser ilaglar hastalarin sagkalim surelerini dnemli dlgtide
arttirmaktadir. Fakat bunun yaninda saglikli hicreler GUzerinde de gosterdikleri toksik
etkileri klinisyenler ve hastalar icin endise sebebidir. Bu ajanlarin antikanser etkilerini
hizlandirmak, sinirliliklarini azaltmak ve yan etkilerini en aza indirgemek i¢in apigenin ile

birlikte kombine uygulamalari Uzerine gesgitli kanser turlerinde ¢calismalar yapiimaktadir.

Rekombinant Apo2L/timér nekrozis faktor iligkili apoptoz indukleyici ligand
(TRAIL) normal hlcrelere zarar vermeden kanser hucrelerinin 6lumund indukleyen bir
ajandir. Fakat buna ragmen TRAIL kanser hicrelerinin direng kazanmasi sebebiyle
bircok malignant kanser turtinde sinirli etki gosterebilmektedir (Selvarajoo vd 2017). Bu
direncin Ustesinden gelebilmek igcin Apo2L/TRAIL yolagini kullanan bir kemoterapi

gelistiriimelidir. Prostat kanseri hicre hatlari olan DU145 ve LNcaP hucrelerinde
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apigenin adenin nukleotit translokaz-2 (ANT2)’yi inhibe ederken DRY5'’i upregule ederek
bu direnci kirdigi gorulmustur. Ayrica ANT2'nin siRNA aracihgi ile susturulmasinin
apigeninin DR5’i upreglle etme hizini dusirdigu tespit edilmistir. Sonug olarak ANT2
inhibisyonu araciliyiyla DR&’in upregulasyonunun ve Apo2/TRAIL indukli apoptozun
hizlandiriimasi i¢in apigenine ihtiya¢ vardir (Chen vd 2016; Oishi vd 2013). A549 ve
H1299 akciger kanseri hlcre hatlarn tek basina TRAIL tedavisine karsi direnglidir.
Apigenin ile birlikte uygulamasi ise DR4 ve DR5 ekspresyonunu upregtlile ederken
hicrelerin p53 bagimh TRAIL indikli apoptoza girmesini tetiklemektedir (Chen vd 2016;
Oishi vd 2013). Kim ve arkadaslari apigeninin anaplastik tiroid kanseinde Bcl-2 ailesi
proteinleri aracihiiyla TRAIL sitotoksisitesini hizlandirarak sinerjik etki gosterdigini
belirtmistir (Kim vd 2015).

interferon gamma (IFNy), T lenfositleri ve dogal éldiriicti hiicreler tarafindan
Uretilen immin hicrelerin fonksiyonu icin ve adaptif immin yanitin baslatiimasi icin
gerekli pleiotropik bir sitokindir (Miller vd 2009). IFNy, kanser de dahil olmak lGzere bir¢ok
klinik durumda kullaniimaktadir. IFNy antiproliferatif, antianjiyogenik ve proapoptotik
Ozelliklerinden dolayi antikanser bir ajan olarak kullaniimaktadir (Miller vd 2009) . Fakat
hucresel, mikrogevresel ve molekuler yapiya bagl olarak proliferatif ve antiapoptotik
sinyalizasyon gibi protimér aktivite de gdsterebilmektedir (Zaidi ve Merlino 2011). Yang
ve arkadaglari servikal kanser hlcre hatlari olan HeLA ve SiHa hlcre hatlari ile yaptiklar
calismada yalmz IFNy wuygulanan ve IFNy + apigenin uygulanan dozlar
karsilastirdiklarinda IFNy + 10 uM apigenin uygulanan grupta hicre canliiginin tekli
doza goére anlaml bir sekilde distugu goérilmuastir. Ayrca yapilan apoptoz ve hicre
dongusu analizleri sonucunda ise IFNy + 10 uM apigenin kombine tedavisinin Cdk-1’i
hedef alarak hiicre dongusinin durdurulmasina neden oldugu belirlenmistir. Bdylece

apigeninin IFNy’nin antikanser aktivitesini hizlandirdigi géralmastuar (Yang vd 2017).

Kanser tedavisinde karsilagilan sorunlardan biri olan mevcut ilaca kargi gelistirilen
diren¢ tedavideki basariyir olumsuz etkilemektedir. Kombine tedaviler kullanilan ilaca
karsi gelistirilen direnci kirmak igin de etkili ve umut vaad eden bir potansiyele sahiptir.
SKOV3 ovaryum kanseri hlicre hatlarinda yapilan galismada taxol direngli SKOV3
hucrelerinde 40 pM apigeninin Axl ve Tyro3 reseptor tirozin kinazlarini downregule
ederek taxol direncini ortadan kaldirdigi ve antikanser etkinligini hizlandirdigi
go6riulmustir (Suh vd 2015). HSK tedavisinde karsilasilan en blylk sorunlardan biri de
hastalarin 6 ay icerisinde sorafenibe karsi diren¢ gelistirerek tedavinin basarisiz
olmasidir. Bu c¢alismalardan yola c¢ikarak apigeninin sorafenib direncinin ortadan

kaldiriimasina ve sorafenibin antikanser etkinliginin hizlandiriimasinda etkili olabilecegi
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distnllmektedir. Bu tez galigmasinin da sorafenib direncinin asiimasi ile ilgili uzun

vadeli ve ileri calismalara 1sik tutabilecedi 6ngoériimektedir.

Cisplatin, bircok kanser turinde terapotik etkileri kanitlanmig, platinyum igeren
antikanser ilaglar sinifinin bir Gyesidir (Chanber ve Roberts 2005; Billecke vd 2006).
Cisplatin birkag farkli yol ile DNA’ya capraz baglar ile baglanarak mitoz bdlinmeyi
engeller. DNA'da meydana gelen hasarlar sonucu DNA tamir mekanizmasi uyarilir ve
eger hasar tamir edilmezse apoptotik mekanizmalar aktive edilir (Mendes vd 2011).
Cisplatin genel olarak cogu kanser tlrinde etkili bir ajandir fakat 6zellikle akciger
kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri ve ovaryum kanseri basta olmak Uzere bazi
kanser turlerinde cisplatin direnci geliserek tedavinin basarisiz olmasina neden olur
(Galluzzi vd 2012). HeLa, A549, HCT116, H1299 ve MCF-7 gibi bircok farkl kanser
tirine ait hiicre hatlar ile yapilan calismada ciplatin ile birlikte uygulanan 30 uM
apigeninin hicrelerdeki proliferasyonu ylksek oranda inhibe ettigi ve apoptozu
indUkledigi, p53’e bagh olarak DNA hasarini arttirdi§i gorilmustir. Boylece apigeninin
cisplatinin sitotoksik etkisini dnemli dlgtide arttirdidi bildirilmistir (Liu vd 2017). Prostat
kanseri hiicre hatti olan PC3 ve prostat kanseri kok hiicreleriyle yapilan arastirmada 7,5
MM cisplatin ile birlikte uygulanan 15 pM apigeninin yapilan MTT analizi sonucunda hicre
canlihgini kontrol ve yalniz cisplatin uygulanan gruba gore olduk¢ca 6nemli Glgude
disurdigu goérulmustur. 48 saatlik kombine uygulama sonunda yapilan western blot
analizleri ise kombine grupta tekli gruplara kiyasla protein seviyesinde PI3K/AKT
aktivasyonunun ve NF-kB ekspresyonunun baskilandigini gostermigtir (Erdogan vd
2017). Larinks kanseri hlicre hatti olan Hep-2 hicre hattinda yapilan calismalarda
cisplatin ile birlikte uygulanan 40 uM apigeninin GLUT-1 ve p-AKT inhibisyonuna neden

olarak hucrelerin cisplatin hassasiyetini hizlandirdig1 gérulmustir (Xu vd 2014).

HSK hicre hatlari olan SK-Hep-1 ve BEL-7402 hicre hatlari ve SK-Hep-1 hiicre
hatlari ile olusturululan HSK ksenograft model atimik nude farelerde in vitro ve in vivo
calismalar gergeklestiriimistir. Olusturulan 20 ksenograft fare her grupta 5 fare olmak
Uzere kontrol, yalniz apigenin (20 mg/kg), yalniz 5- Florourasil (5-FU) (20 mg/kg) ve
apigenin + 5-FU gruplarina ayrilmis ve subkutan olarak dozlar uygulanmistir. 20 glinin
sonunda yapilan analizlerde apigenin + 5-FU uygulanan gruptaki timor hacminin kontrol
ve tekli doz gruplarina gore oldukga kuguk oldugu gozlemlenmigtir. Apigenin, 5-FU ve
kombine uygulamasinin sitotoksik etkilerinin arastiriimasi icin SK-Hep-1 ve BEL-7402
hicre hatlarina apigeninin 0, 2, 4, 8, 10, 12,5, 16, 50 ve 100 uM, 5-FU i¢in ise 0, 5, 10,
50, 100, 200, 500, 800 ve 1000 ug/ml dozlari kullanilarak 48 saat sonunda MTT analizi

ile doza bagli hicre canliliklari analiz edilmistir. SK-Hep-1 hucre hatti icin apigeninin
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ICso dozu 18 puM olarak bulunurken BEL-7402 hiicre hatti icin 37 uM olarak bulunmustur.
5-FU icin ise SK-Hep-1 hucre hatti ICso dozu 431 pg/ml, BEL-7402 hicre hatti igin 660
pag/ml olarak belirlenmistir. Kombine uygulama igin apigeninin 0, 5, 10, 15, 30 uM, 5-FU
icin ise 0, 100, 300 ve 500 ug/ml dozlari kombine olarak uygulanmigtir. Apigenin ve 5-
FU kombine uygulamasinin doza bagli olarak hicre canlihgini kontrol ve tekli doz
gruplarina goére anlamli bir sekilde diustrdaga goéralmustar. 4 uM apigenin + 100mg/ml
5-FU ve tekli doz gruplari 48 saat sonunda Annexin Pl yontemi ile analiz edildiginde
kombine grupta apoptoza giren hiicre sayisinin kontrol ve tekli dozlara gére anlaml bir
artis gosterdigi gorilmustar. Ardindan ksenograft fareler ile yapilan in vivo ¢alismada 20
mg/kg apigenin + 20 mg/kg 5-FU ve tekli dozlar verilen farelerden alinan timor kesitleri
ile gergeklestirilen TUNEL testi ile kombine grupta DNA hasarinin diger gruplara oranla
daha fazla oldugu goértlmustir (Hu vd 2015). Johnson ve arkadaslarinin pankreas
kanseri hicre hatti olan BxPC-3 hiicre hattinda yaptiklari calismada ise 5-FU ile birlikte
uygulanan apigeninin NF-kB ve p65’i diistrerek 5-FU’nun antiproliferativ etkisini arttirdigi

gorulmustir (Johnson vd 2013).

Topoizomeraz Il inhibitér ajanlari olan doxarubicin ve etoposide hicrede doza
bagimh olarak ATP seviyesini dusUrirken kaspaz-3 aktivitesini arttirmaktadir.
Doxorubicin ve apigeninin kombine uygulamasi CCRF, CEM ve Jurkat I6semi hicre
hatlarinda sinerjik olarak ATP’nin indirgenmesini sagladigi gérilmustir. Etoposide ve
apigeninin kombine uygulamasi ise THP-1 miyeloid I6semi hicre hattinda ATP
seviyesinin dusmesine neden olmustur. Apigeninin diger ajanlarla birlikte kullaniminin
sitotoksik etkiyi arttirdigi géraimustiar (Mahbub vd 2015).

PISK/AKT ve d Ras/ERK vyolaklari hicre sagkalimi ve proliferasyonu igin
transmembran reseptorlerinden ¢ekirdege sinyal tasiyan en onemli iki sinyalizasyon
kaskadidir. (12, 13) ABT-263 (Navitoclax), oral olarak kullanilan ABT-737 analogudur.
BH3 mimetik inhibitorleri Mcl-1 veya A1 disindaki Bcl-XL, Bcl-2 ve Bcl-w gibi Bcl-2 ailesi
proteinlerinin fonksiyonlarini bloke ederek apoptozu indiklemektedir. ABT-263’ Un
I6semi veya solid timdrlere kargi kullanilan diger FDA onayl diger ilaclarla kombine
olarak kullaniimasi klinik olarak denenmektedir. Fakat yiksek oranda Mcl-1 ekspresyonu
gOsteren tumor hucreleri ABT-263 veya ABT-737’ye kargi direng gostermektedir. Fakat
diger ajanlar ile Mcl-1 ekspresyonu sinirlandirilarak direncin ortadan kaldiriimasi ve
ABT-263’Un anti tumor etkinliginin arttirimasi hedeflenmektedir. Kolon kanseri hlcre
hatlari olan HCT116 ve DLD1 hucrelerinde ABT-263 ile birlikte kullanilan apigeninin

yalniz Mcl-1 ekspresyonunu inhibe etmedigi bunun yanisira AKT ve ERK sinyal
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yolaklarini da inaktive ettigi ve Bim ekspresyonunu upreglle ederek apoptozu
hizlandirdig1 gorilmektedir (Shao vd 2013).

MicroRNA’lar (miRNA’lar), son zamanlarda kesfedilen tumoér baskilayici veya
onkogen olarak gorev yapan, kuguk, kodlamayan RNA'lardir. Son zamanlarda kanser de
dahil olmak Uzere c¢esitli hastaliklarin tedavisinde etkili ajanlar olarak kullaniimaktadir. Li
ve arkadaglari glioblastoma (GBM) hticrelerinde yiiksek seviyede eksprese edilen miR-
423-5p adinda yeni bir miRNA tanimlamistir (Li vd 2017). miR-423-5p inhibitori
transfekte edilen GBM hiicrelerinde 48 saat sonunda yapilan MTT analizlerine gére miR-
423-5p inhibitorl transfekte edilen grupta hiicre blyimesi inhibisyon orani dikkat ¢ekici
bir sekilde artmistir fakat apoptoz oraninda anlamh bir degisiklik gorilememistir. Bu
veriler dogrultusunda miR-423-5p’nin glioblastom koék hlicrelerinde bir onkogen olarak
gorev yaptigi belirtilmistir. Yapilan son ¢alismalarda apigeninin glioblastoma hicre hatt
olan U87 hicrelerinde hicre blylumesini inhibe ettigi ve U251 hiicrelerinde glioblastoma
kok hicre proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Yapilan calismada yalniz
apigeninin glioblastoma kok hiicrelerinde apoptoz Gzerine bir etki gdstermedigi tespit
edilmistir. Fakat miR-423-5p knockdownu ile birlikte uygulanan apigeninin doza bagimh
olarak glioblastoma kdk hiicrelerinde dikkat ¢ekici bir sekilde proliferasyonu inhibe ettigi
ve apoptozu indikledigi tespit edilmistir. Yapilan western blot analizleri ile de miR-423-
5p inhibitdéri + apigenin uygulanan grupta Bax/Bcl-2 oraninin degistigi, sitokrom-c
seviyesinin arttigi, Apaf-1’in indUklendigi ve kaspaz-3 aktivasyonunun arttigi tespit
edilmistir. Boylece apigeninin miR-423-5p inhibitéra ile birlikte kullaniminin glioblastoma
kok hiicrelerinde apoptozu hizlandirdigi kanitlanmistir (Wan vd 2017). Bu ¢alismada ise
sorafenib ve apigeninin kombine uygulamasinin tekli dozlarla kargilastirildiginda mRNA
seviyesinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-10 ekspresyonunu arttirdigi ve bodylece
apoptozu dis yolak Uzerinden induklemis olabilecedi yapilan gergcek zamanh PZR
analizleri sonucu tespit edilmistir. Apigenin ve sorafenibin apoptozun dis yolagi
Uzerindeki molekiler hedeflerinin ve etki mekanizmasinin tam olarak anlasilmasi icin

daha detayh ¢calismalar yapilmasi gerekmektedir.

Bu tez kapsaminda elde edilen veriler sorafenibin ve apigeninin ICso dozlarinin
altinda segilmis iki dozunun kombine uygulamasinin kontrol ve tekli doz gruplarina
kiyasla sorafenibin sitotoksik etkinligini hizlandirdig1 ve apoptozu indukledigi acik bir
sekilde goriimustir. Sorafenib ve apigeninin kombine uygulamasinin disik dozlarda
hicrelerde apoptozun indiklenmesini saglayabilecegi duisiniimektedir. Ayrica
sorafenibin normal hilcrelere olan sitotoksik etkisinin en aza indirgenebilmesinin

apigenin ile kombine uygulanmasi sonucu mumkiin olabilecegi duistintlmekte fakat ileri
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calismalar gerektirmektedir. Ayrica sorafenib tedavisinde en sik karsilagilan sorun
hastalarin kisa sire igerisinde sorafenibe karsi direnc¢ gelistirmesidir. Yapilan literattr
taramalari sonucunda elde edilen bilgilere gére apigeninin mevcutta kullanilan ilaglara
karsi gelisen direnci kombine kullanim sonucunda Ustesinden gelerek ilacin antikanser
Ozelligini arttirdigi bildirilmistir. HSK tedavisinde de sorafenib direncinin asilmasi ve
sorafenibin antikanser etkinliginin arttirilmasi icin apigenin umut vaad eden bir flavonoid
oldugu ve bunun igin ileri in vitro ve in vivo ¢alismalar gerektigi disundlmektedir. Tim
bunlar dogrultusunda apigeninin klinik tedavide etkin olarak kullanilabilmesi igin apoptoz
ve hiicre déngusu Uzerindeki molekuler etkileri ve direkt hedeflerinin belirlenebilmesi,
farkli kanser tiplerinde kullanimi icin uygun doz ve surelerin belirlenmesi icin bu
calismanin bir temel olusturabilecegi ve ileri in vitro ve in vivo c¢alismalar ile

desteklenmesi gerektigi dusunulmektedir.
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6. SONUG

Bu tez kapsaminda HepG2 insan HSK hiicre hattinda sorafenib ve apigeninin
dusik dozlarda ve siUrede kombine uygulamasinin timér hdcrelerinin  canlhihdini
istatistiksel olarak tekli doz gruplarindan daha etkili bir sekilde azalttigi ve ayni zamanda

apoptozu indikledigi saptanmigtir.

Sorafenib HSK tedavisi icin mevcutta kullanilan tek kemoterapotik ajandir. Fakat
sorafenibin saglik hicreler Uzerinde de sitotoksik etki gdstermesi ve hastalarin kisa stre

icerisinde sorafenibe karsi direng gelistirmesi tedavideki basariyi distrmektedir.

Apigenin ise antikanser 6zelliklerinin yanisira saglkh hicreler Gzerinde disuk
sitotoksisiteye sahip bir flavonoiddir. Literatir taramalari da g6z &nlnde
bulunduruldugunda elde ettigimiz veriler apigeninin sorafenibin antikanser etkisini
hizlandirdigi ve arttirdigi yonundedir. Ayrica yine literatirdeki ¢calismalardan yola ¢ikarak
apigeninin sorafenib direncinin Ustesinden gelmek ve etkinligini arttirmak i¢cin de umut

vaad eden bir bilesik olabilecegi dusunulmektedir.

Elbette apigeninin rutin sorafenib tedavisi yaninda yer almasi, uygun doz ve tedavi
sekillerinin belirlenmesi igin igin daha fazla arastirma ve ileri galismalara ihtiyag vardir.
Bu baglamda yapilan tez ¢alismasinin HepG2 hiicre hattinda sorafenib ile apigeninin
kombine uygulamasinin ilk defa denenmis olmasi yéninden ézgun oldugu ve bu sebeple

ileri arastirmalara bir temel saglayarak kaynak olabilecegi diistinilmektedir.
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