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OZET

Hepatosellller karsinoma (HCC), diinyada en ¢ok gorilen kanser tirleri
arasinda 3. sirada yer alir. Hepatosellller karsinomayla iliskili etiyolojik faktorler
siroz, Hepatit B ve C viriislerine bagli hepatitler, asir1 alkol kullanimi, alkolik
olmayan karaciger yaglanmasi ve hemakromatozistir. Epitel Mezenkim Gegisi
(EMT) embryonik bir program olup kanser metastazinda da etkinlesmektedir. EMT
epitel bir hicrenin apiko-bazal hicre polaritesi, hicre-hiicre baglantilarini
kaybetmesi, On-arka polaritesi, artan hicre hareketi ve invazyon yetenegi gibi
mezenkimal 6zelliklerin kazanilmasi ile karakterizedir. E-kaderinlerin baskilandigi
EMT programinin indiikleyicilerinden SIP1/ZEB2 transkripsiyon faktéri dogrudan
E-kaderin promotorundaki E-box dizisine baglanarak E-kaderin gen ifadesini inhibe
eder. SIP1 ayni zamanda hiicre proliferasyonu, kok hiicre fenotipi ve hiicre
yaglanmasi ile de iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada Karaciger kanseri hiicre hatti
SNU398’de SIP1 ifadesi susturulmus (Lot2) ve normal (NSC) kalimli hiicre klonlar
gelistirildi. SIP1’in resveratrol uygulanan hicre klonlarinda hiicre proliferasyonu,
apoptoz ve hiicre dongustne olan etkileri arastirildi. 0, 50, 100, 150 ve 200 uM
konsantrasyonlarda resveratrol uygulanan hiicreler uygulamadan 24 ve 48. saat sonra
analiz edildi. Resveratrol uygulanmasi sonucunda Lot2 ve NSC hiicre gruplarinda
birbirlerine gore hiicre proliferasyonunda anlamli bir degisim gozlenmedi. Ancak her
iki hlcre grubunda da 150 pM kansantrasyonda resveratrol uygulandiginda hiicre
proliferasyonunda anlamli bir azalma goriildi. Apoptoz ve hicre dongusi analizleri
150 UM resveratrol konsantrasyonunda yapildi. 24 saat sonrasinda Lot2 ve NSC
hiicre gruplarinda resveratroliin etkisi benzer sekilde goriilmekteyken, 48 saat
resveratrol uygulanmasi sonucunda NSC hicre grubunda erken-apoptotik hiicrelerde
(TAAD/Annexin V) bir artig tespit edildi. 150 uM resveratrol uygulandiktan 24 saat
sonra hem Lot2 hem de NSC hiicre gruplarinda G1 fazinda tutulma ve 48 saat sonra

da G2/S fazinda tutulma gozlendi.

Anahtar Kelimeler: HCC, EMT, SIP1/ZEB2, Resveratrol, Akim Sitometrisi.



SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third most common cancer worldwide.
Main etiologic factors associated to hepatocellular carcinoma include cirrhosis,
chronic hepatitis resulting from Hepatitis B and C viruses, excessive alcohol
consumption, non-alcoholic fatty liver disease and hemochromatosis. Epithelial
Mesenchymal Transition (EMT) is an embryonic program that is also activated in
cancer metastasis. EMT is characterized by the loss epithelial apico-basal cell
polarity and cell-cell connections, gaining mesenchymal cell characteristics such as
front-back polarty, increased cell movement and invasion ability. SIP1/ZEB2
transcription factor is one of the inducers of EMT program and supresses E-cadherin
expression by binding to E-box in the promoter region of E-cadherin. Also, SIP1 is
associated to other pathophysiological processes including cell proliferation, stem
cell phenotype and cellular senescence. In this study, stable knock-down (Lot2) and
control cell clones (NSC) of HCC cell line SNU398 were generated. The effects of
SIP1 on cell proliferation, apoptosis and cell cycle were investigated in cell clones
treated with resveratrol. Resveratrol was applied at 0, 50, 100, 150 and 200 pM
concentrations and cells were analyzed at 24 and 48 hours after treatment. There was
not any significant change in cellular proliferation when resveratrol treated Lot2 and
NSC groups were compared. But, a significant inhibition of cellular proliferation was
detected at 150 UM resveratrol treatment in each group. Apoptosis and cell cycle
analyses were carried out at 150 uM concentration of resveratrol. The effects of
resveratrol on Lot2 and NSC groups were similar after 24 hours of drug treatment,
but at 48 hours after treatment an increase in the number of early-apoptotic cells
(TAAD/Annexin V*) was detected in NSC group. After treatment with 150 uM
resveratrol G1 arrest at 24 hours and G2/S arrest at 48 hours were observed in both

Lot2 and NSC cell groups.

Key Words: HCC, EMT, SIP1/ZEB2, Resveratrol, Flow Cytometry.
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1. GIRIS

Hepatoselltler Karsinoma (HCC) karacigerin en sik rastlanan primer timori
olup diinya genelinde kansere bagli 6liimlerde {igiincii sirada yer alir. HCC’ye neden
olan faktorler siroz, Hepatit B ve C viriislerine bagli hepatitler, agir1 alkol tiketimi,
alkole-bagimli olmayan karaciger yaglanmasi ve hemakromatozistir [1], [2].

Epitelyal timorlerin komsu dokulara invazyonunun ve metastaz olusumunun
cesitli adimlar1 vardir. TUmOr hiicreleri énce komsu dokuya infiltre olur daha sonra
kan veya lenfatik akima karigirlar ve damar digina ¢ikarak primer tiimorden uzak
organlarda cogalirlar [3]. Epitel mezenkim doniisimii (EMT) bazal membran
tizerinde polarize olmus epitel hiicresinin bir dizi hiicresel ve molekiiler degisim
sonucu mezenkim karakteri kazanmasidir. EMT’nin en 6nemli 6zelligi Epitelyal
kaderinin (E-kaderin) baskilanmasidir [4]. E-kaderin hiicreler arasi yapigma, hiicre
polaritesi ve doku yapisinin korunmasinda 6nemli bir rol oynar [5]. E-kaderinin
inhibe edilmesinde transkripsiyonel represor olarak gorev yapan ZEB (ZEBL,
SIP1/ZEB2) ve Snail (Snaill, Snail2, Snail3) gibi ¢inko-parmak protein ailelerinin
uyeleri etkilidir [6]. Bu ¢inko-parmak transkripsiyon faktorleri Snail ve SIP1 (Smad
etkilesimli protein 1) dogrudan E-kaderin promotorundaki E-box (ACCTG dizisi)
motifine baglanarak E-kaderin transkripsiyonunu baskilamaktadir [5].

Hepatosellller karsinomada glincel tedavi yontemleri cerrahi rezeksiyon,
ablasyon, kemoembolizasyon ve sistemik kemoterapi yaklagimlarindan olusur.
Cerrahi tedaviler; karaciger transplantasyonu, kama rezeksiyon, segmentektomidir
[7]. Karaciger tiimor bolgesinin cerrahi miidahale ile alinmasi islemine kismi
hepatektomi denir [8]. Ablasyon veya embolizasyon karaciger transplantasyonu
olamayan hastalarda uygulanan yaklasimlar olup hasta sag kalimimi uzatir ve yasam
kalitesini artirir [2], [7]. Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben), ¢esitli bitkilerde dogal
olarak olusan bir polifenolik fitoaleksindir [9]. Resveratroliin hiicre donguslni
inhibe ettigi, apoptozu indiikledigi ve melanoma, meme, pankreas, prostat, ovaryum,
karaciger, mide, serviks ve kolon kanserlerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigi

ve kanserin ilerlemesini engelledigi bildirilmistir [10].


https://www.google.com.tr/search?biw=1366&bih=643&q=infiltre&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiuwP-ChZjOAhWFtBQKHYdLApYQBQgYKAA

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

EMT programinin indiikleyici transkripsiyon faktorlerinden olan SIP1 ayni
zamanda hiicre proliferasyonu, kok hiicre fenotipi ve hiicre yaslanmasi ile de
iliskilendirilmistir. Bu c¢alismada, karaciger kanseri hiicre hattt SNU398’de SIP1
ifadesi susturulmus ve normal hiicre klonlar1 gelistirilerek SIP1’in resveratrol
uygulanan hicrelerde proliferasyon, apoptoz, hiicre donglsiinde duraksama gibi

patofizyolojik davranislara olan etkisinin belirlenmesi amaclanmstir.



2. HEPATOSELLULER KARSINOMA

Yunanca karkinos kelimesinden koken alan kansere eski Misir donemindeki
(MO 1600) mumyalarda rastlannmistir [11]. Kanser diinya capinda yayilan bir
hastaliktir. 2012 verilerine goére Diinya’da toplam 14.1 milyon kanser vakasi
gelismistir ve 8.2 milyon kisi kanserden dolay1 6lmiistiir. Bunlarin % 9.1°i karaciger
kanseridir [12].

Hepatoselliiler Karsinoma (HCC) diinya genelinde kansere bagli 6liimlerde
ticiincli sirada yer alir. HCC en sik goriilen kanserler arasinda erkeklerde 5.
kadinlarda ise 7. siradadir. HCC’nin erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmesinin
baslica nedenleri erkeklerin hepatit virts infeksiyonlarina, sigara ve alkol tuketimi
gibi karaciger karsinojenlerine maruz kalma oranlarinin daha ylksek olmasi ve
testesteron etkisinin androjen reseptor sinyalini etkinlestirerek karaciger hiicre
proliferasyonunu arttirmasidir. Ayrica, kadinlarda 6strojenin interlokin-6 Uzerinden
inflamasyonu  baskilayip, karaciger hasarini ve proliferasyonun yayilmasini
azaltabilmesi HCC’nin kadinlarda erkeklere gére daha az gorilmesine neden olur.
HCC’ya yol acan en Onemli etkenler hepatit B ve C virlislerine bagli kronik
hepatitler, asir1 alkol ve aflatoksinli besinlerin uzun sireli tuketilmesidir [1],
[13], [14].

Viicudun metabolik dengesini saglayan 1.5 kg agirligindaki en 6nemli organ
olan karaciger diyaframin altinda abdominal boslukta yer alir (Sekil 2.1). Sindirilen
aminoasitlerin, lipitlerin, karbonhidratlarin, vitaminlerin islenmesi ve depolanmasi,
endojen atik {iriinlerin safra ile atilmasi, zehirli iirlinlerin toksinlerinden arindirilmasi
gibi metabolik siire¢ler karacigerin hepatosit adi verilen hicreleri tarafindan

gerceklestirilir [15], [16].



Sekil 2.1: Karaciger Parenkiminin mikroskobik yapisi. PA: Portal Alanlar; HA:
Hepatik Arter; SK: Safra Kanalli; SV: Sentral Ven.

Histolojik olarak karaciger hepatosit kordonlarindan meydana gelen 6 veya
daha fazla yiizeyli lobiillerden olusur. Karaciger lobulleri 0,7x2 mm boyutundadir.
Yaklagik olarak 20-30 mikron ¢apli hiicreler olan hepotositler bir veya iki niikleuslu
olup soluk pembe renktedirler. Sitoplazmalarinda lipofuksin pigmenti ve yag
vakuolleri bulunur. Iki hepatositin bitisik oldugu yerde hiicrelerin arasinda tiibiiler bir
aralik bulunur ve bunlara safra kanalikiilleri denmektedir. Bu kanalikiiller safranin
tasindigi ilk yapilardir [16].

Kanser hucrelerinde hiicre dongusu, proliferasyon, metastaz ve apoptozisi
dizenleyen B-katenin, Rb, BRCA1, Ras ve p53 gibi cok sayidaki gende mutasyon
goralmustir. Hepatokarsinogenez siirecinde gbzlenen hiicre dongusi kontroliinin
bozulmasi, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu ya da onkogenlerin (6rnegin
myc) aktivasyonunun sonucu olarak PTEN/Akt, Wnt/B-katenin, pl6INK4A/RDb,
pl4Arf/p53, TGF-B (transforming biiylime faktorii ), Ras, hedgehog ve c-met
protoonkogen/ hepatosit buyume faktort reseptori (MET) yolaklari gibi cesitli
sinyal yolaklarinin regiilasyonu bozulmaktadir [13], [17]. Fosfotidilinozitol-3-kinaz
ve Akt (PI3K/Akt) sinyal yolunun aktif olmasi, Akt’nin negatif diizenleyicisi olan

PTEN molekiiliiniin ekspresyonundaki azalma HCC’da goriilmiistiir. Hiicreleri



apoptoza yoOnlendirebilen TGF-B (transforming biiylime faktorii ) yolaginin
baskilanmasma Akt sinyal yolaginin aktiflesmesi neden olur. Ayrica Akt sinyal
yolaginin aktiflesmesi B-katenin sinyal yolunun aktiflesmesine de neden olur [18].
Hepatokarsinogenez de diger kanserlesme siiregleri gibi iki farkli modelle
aciklanabilir. Birincisinde, degisime ugrayan karaciger hiicresi hizli bir sekilde
bolinmesine neden olan genetik ve epigenetik degisimler gegirir. HCC morfolojik
olarak farkli lezyonlarla iligkilidir. ‘Preneoplastik lezyonlar’ olarak tanimlanan
lezyonlar displastik odaklar ve displastik nodilleri igerir. Kronik karaciger hastaligi
olan hastalarda hepatik noduller ile rejeneratif noduller birbirinden ¢ok
farklilagsmiglardir.  Hiperplastik nodiller risk faktorlerine bagli hilicre 6luimlerine
yanit olarak karacigerde gbzlenen hepatosit rejenarasyonundan olusur. Pre-malignant
displastik nodiillere doniisen hiperplastik nodiiller HCC olusumuna neden olan
lezyonlarin baginda gelir [19]. Bu degisikliklerde onarim yapilmaya ¢aligilir. Onarim
sirasinda yeni mutasyonlar olusur ve secilim yapilir. Bu mutasyonlar nedeniyle
hiicreler heterojen kanser hiicrelerine doniisiir. Buna stokastik model denir. Bu
modelde, hepatositlerin asir1 boliiniiyor olmasi, mikrosatellit instabilitesi, genlerde
mutasyon, kromozomlarda delesyonlar1 olan ve bunlarla birlikte telomeraz
ekspresyonunda artis gosteren hiicrelerin ¢ogalmasina sebep olur. Bu hepatositler
geri doniistimsiiz yapisal ve genetik degisimleri iceren displastik nodulleri
olustururlar ve HCC’ya evrim sirecinin basinda yer alirlar [20], [21]. Ikinci model
ise karaciger hiicrelerinin gesitli mutasyonlarla dediferansiye olarak kanser kok
hiicresi 0zelligi kazanmasidir. Normal hepatositten kanser hiicresine gegiste hiicrenin
kazanmis olmasi gereken sinirsiz proliferasyon yetenegi, ilag¢ direngliligi, kendini
yenileyebilme gibi  bircok islevin bu hiicrelerde olmasi bu teoriyi

desteklemektedir [21].

2.1. Hepatoselliler Karsinoma’mn Nedenleri

HBV ve HCV enfeksiyonlarinin yaninda, aflatoksin, asir1 alkol tiketimi, 1rk,

obezite ve diyabetin HCC gelisme riski ile iliskili oldugu bulunmustur [17], [22].



2.1.1. Alkol Tuketimi

Asir alkol alimi kronik karaciger hastaligi zemininde HCC nedeni olarak kabul
edilmistir [23]. Uzun sureli alkol tiiketimi hepatosit doniisiim siirecinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Alkol dogrudan ve dolayli yollarla hepatosit fizyolojisini de
etkiler. Karaciger alkol metabolizmasindan sorumludur. Karacigerin alkol
oksidasyonunu  gerceklestirme yollari:  mikrozomal oksitleyici  sistem ile
hepatositlerin sitoplazmasinda CYP2EL ve alkol dehidrojenaz enziminin aktivitesi ile
metabolize edilmesidir. Asetaldehit hidrojenaz, sitokrom P, CYP2EL ile st ve alt
mide bagirsak bakterileri tarafindan oksidatif metabolizma yolu ile Uretilir. Hiicre
sinyal yollarmin DNA bilesenleri de dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel hedef
bolgesi vardir. Asetaldehit, DNA ve proteinlere baglanir. DNA’da mutasyona sebep
olur. Ayrica DNA tamir mekanizmasmin inhibisyonuna, kardes kromatitlerin

degismesine ve apoptozdan kagisa neden olur [24]-[26].

2.1.2. Hepatit B veya C Virusu Enfeksiyonu

Kronik viral hepatitler insan yasamini tehtit eden, o6liime sebebiyet veren
insandan insana gegebilen bir hastaliktir (Sekil 2.2). Dinya genelinde HCC’ya
yakalanma nedenlerinden biri de Hepatit B virust (HBV)’dir. Asya’da kronik HBV
tagtyicilarinin yillik HCC’e gelisme oran1 % 0.4-0.6 arasinda degismektedir. Bu
rakam Alaska vyerlilerinde (% 0.26) daha disiiktir. HBV’ye delta virisunin
eklenmesi, HCC’nin hem daha erken hem de c¢abuk ve siddetli gelismesine sebep
olur. Hepatit B enfeksiyonlarinin yaklasik % 10’u, Flaviviridae ailesi Uyesi ve
yaklasik 40-50 nm c¢apinda, dista lipit zarf tasiyan bir viriis olan hepatit C (HCV)
enfeksiyonlarinin ise % 50’si eriskinlerde kroniktir. Hepatit B’de hepatosellller
karsinomaya doniisiim 20-30 yil siirmektedir ve Hepatit C olgularinin % 1-2’sinde

hepatoselliler karsinoma gelistigi diisiiniilmektedir [19], [27], [28].
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Sekil 2.2: HBV ve HCV’nin hepatoselliler karsinomaya etkisi.

Hepadnaviridae olarak adlandirilan DNA viriis ailesinin bir tiyesi olan HBV
Orthohepadnaviriis genusunda yer alir. Bu DNA viriis ailesi ters transkriptaz, DNA
polimeraz, kapsit proteini, envelop proteinleri (L, M, S) ve belirsiz baz1 fonksiyonlar1
olan proteinleri icerir. Bu virlsler para-retroviriis olarak adlandirilir. HBV kaynakli
HCC olusumu belirsizdir. HBV’nin DNA’sinin konak hiicre DNA’sina yerlesmesi ve
cogalmaya baslamasi gereklidir. Bununla birlikte HBV proteini viral protein x (HBx)
dogrudan hiicre proliferasyonunu diizenlenmesinde rol oynayan hiicre i¢i kinazlari
uyarir. HBX’in p53’e in vivo ve in vitro baglandigr goriilmiistiir. HBx, p53’iin
indiikledigi apoptozu inaktive eder ve hem p53’e bagimli hemde bagimsiz
durumlardaki nikleotid eksizisyon tamirini inhibe etmektedir. HBV entegre oldugu
boélgelerde kromozom 11 ve 18’de hasara neden olur. Afrika bodlgesindeki HCC
vakalarinda c-myc, c-fos ve c-erb-A onkogenlerin aktive oldugu ve hizlica

sentezlendigi goriilmistiir [29], [30].



HCV flaviviridae ailesinden RNA vir(s ailesinin bir Uyesi olan nonsitopatik bir
virGstur. HCV konak hiicrenin DNA’sina yerlesmez fakat kendi genomunun
kodladig1 proteinlerden olan NS5A, p53’e baglanir ve p53’l inhibe eder. HCV’nin

cekirdek proteininin ve 5A yapisal proteininin trans-aktivasyon 6zelligi vardir.

2.2. Epitelyal Mezenkimal Doniisiim (EMT)

Metastaz insan kanserlerinde morbidite ve mortalitenin en énemli nedenidir.
Embriyo gelisiminde ve kanser metastazinda etkin olan epitel mezenkim doniisiimii
(EMT) programi bazal membran iizerinde polarize olmus epitel hiicresinin bir dizi
hiicresel ve molekiiler degisim sonucu mezenkim karakteri kazanmasidir. EMT ters
islemi Mezenkimal-Epitel Dontisim (MET) olarak adlandirilir (Sekil 2.3). EMT
tipik olarak, hiicre-hiicre yapismasi, apikal-bazal hiicre polarite kayb1 ve artan hiicre
motilitesi ile karakterize edilir. EMT gergeklesirken hiicrelerin arasindaki baglanti
dengesi bozulur ve hiicreler arasi etkilesim dagilir. Epitel hucrelerin mezenkimal
hiicrelerine dontisiimii  ile ilgili ilk c¢alismalar 1980’lerin basinda civciv
embriyolariyla Elizabeth Hay tarafindan yapilmistir [4], [31], [32]. EMT,
birbirlerinden ve hiicre dist matriksten ayrilan hucrelerin go¢ ve invazyon
kapasitesini arttirir. Ayrica apoptoza direng ve kok hiicre 6zelliklerinin kazanilmasi
gibi biyolojik stireclerde de rol alir [33], [34].

Epitel hiicre tipleri ile yapilan ¢alismalarda TGF- B sinyal yolaginin, Notch,
Ras ve Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK’lar) ile birlikte EMT ve metastaza neden
oldugu anlagilmigtir. EMT’ ye neden olan RTK’lar1 SHIP1 veya Ras aktive eder.
Ayrica Ras TGF- f sinyal yolagini aktive ederek EMT’ye neden olur [35].
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Sekil 2.3: EMT.

EMT / MET embriyogenez (Tip | EMT); yara iyilesmesi, doku rejenarasyonu
veya organ fibrozu (Tip II EMT) ve neoplazi ( Tip III EMT) sirasinda gozlenir.
Epitelyal kaderinler (E-Kaderin) dokularda hicre-hiicre adezyonunu saglar ve
yapisal olarak birbirleri ile benzerlik gosteren bircok tekrardan (domain) olusur.
Epitelyal kaderinler Ca*?’a bagimli, molekiiler agirhiklar1 120.000-140.000 kDa
arasinda degisen, transmembran glikoproteinlerdir. Insan kanserlerinde yapilan
calismalarda proteinin kodlandigi kromozom 16g21-22 bdlgesinde heterozigotluk
(LOH) kaybi ve E-kaderin promotorunda hipermetilasyona bagli ifade kaybi
saptanmistir  (Sekil 2.4). E-kaderin geni CDHZ1’in lokalize oldugu 16qg22.1
bolgesindeki LOH prostat, mide ve karaciger kanserlerinde goriilmiistiir. Hiicrelerin
birbirine baglanmasi fermuar benzeri yapilarin olusumuna yol acan E-kaderinlerin
hlcre-dis1 bolgeleri arasindaki homofilik etkilesimlerle olur [36]-[40].

Kaderinler sitoplazmik proteinler arasindaki baglantiyr kateninler ile
yapabilmektedir. Hiicre zar1 altinda bulunan kateninde delesyon olmasi E-

kaderinlerin hiicre-hiicre adezyonunu engeller. Ug tip katenin vardir:



i) y-katenin (prokoglobin): 83 kDa agirhigindadir. Kromozomun 11q11 bélgesinde
yer alir. E-kaderinlerin sitoplazmik bélgesine baglanir.

i) B-katenin: 92 kDA agirligindadir. Kromozomun 3p22 bolgesinde yer alir. E-
kaderinlerin sitoplazmik bolgesine baglanir.

iii) a-katenin: 102 kDa agirhigindadir ve kromozonun 5q21-22 bélgesinde yer alir.

v-katenini ve  — katenini hiicre iskeletine baglar [41].

y-katenin veya B-katenin Hiicre membram  E-Kaderin hiicre ici domaini

a-katenin E-Kaderin hiicre digi domaini Aktin

Sekil 2.4: E-kaderin.

Insan tiimérlerinde, E-kaderin ekspresyonunun kaybedilmesi ya da azalmast;
somatik mutasyon, kromozomal delesyon, enzimlerle pargalanmasi ve CDHI
promotorunun susturulmasindan kaynaklanir. EMT’de en onemli durum E-
kaderinlerin baskilanmasidir. E-kaderinlerin inhibe edilmesinde birgok faktor etkili
olsa da EMT-ATFS (EMT-activating transcription factors) olan cinko parmak
proteinlerinden ZEB (ZEB1, ZEB2) ve Snail (Snail 1, Snail2, Snail3) ailelerinin
uyeleri, Goosecoid ve HMGA?2 ile HOXB7 (homeobox gene B7), bHLH (basic
helix-loop-helix) proteinlerden Twistl, Twist2 ve E12/E47, KLF8 (Krippel-like
factor 8), CBFA (CArG box-binding factor-A), FOXC2 E-kaderinlerin
inhibisyondan sorumlu baslica transkripsiyon faktorleridir [32], [42]-[44].
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Gelisim ve kok hiicre fonksiyonu i¢in gerekli olan sinyal yolaklari Wnt/j3-
katenin, Notch ve Hedgehog aktiflesmesi de EMT’ye sebep olur. Wnt/B-katenin
sinyal yolagi kendini yenileme, farklilasma, kok hicre karakteri, timoér olusumu,
proliferasyon, hiicre-hiicre baglantisi, epitelyal-mezenkimal doniisiim gibi siireglerde
gorev alir. APC, AXIN, CKla ve GSK3p bir araya gelir ve B-katenin yikilma
kompleksini olusturur. Wnt ligantlarinin yoklugunda Sitoplazmada olan B-katenin,
B-katenin yikilma kompleksi ile devamli N-terminalindeki serin rezidilerinden
fosforillenir. Fosforillenerek isaretlenen B-katenin ubiquitin-proteozom yolaginda
yikilir. Wnt ligantlar1 Frizzled ve LDL iligkili reseptor ailesi (LRP) iiyelerinden
ozelikle LRP5 ya da LRP6 iiyelerinin olusturdugu komplekse baglanirsa dishevelled
(Dsh) proteini araciligiyla B-katenin yikilma kompleksi dagilir. Sitoplazmada biriken
B-katenin sitoplazmadan niikleusa geger ve Wnt/B-katenin hedef genlerinin
aktivasyonunu saglayan, Tcf/Lef (T-cell factor/ lymphocyte enhancer factor) ailesine
ait transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Anti-apoptotik role sahip survivin, hicre
dongusund uyaran c-myc, siklin D ve preinvaziv genlerden MMP gibi genler
Wnt/B-katenin hedefleri arasindadir [35], [45], [46].

EMT’de epitel hiicrelerinin  ayrilmasini  uyaran ilk hiicre ylizeyi
reseptorlerinden biri Met reseptOr tirozin kinaz’dir. Met reseptor tirozin kinaz’in
ligand1 hepatosit biiyiime faktoriinlin baglanmasiyla aktivasyonu gergeklesir bu yolak

B-kateninin hicre ici lokalizasyonu duzenler [47].

2.2.1. Sipl/ZEB2 Transkripsiyon Faktori

Zfthxla ve Zfhx1lb genleri tarafindan kodlanan ZEB1 ve ZEB2/SIP1 ¢inko
parmak motifli proteinler bircok fonksiyonel bolgesi olan ve c¢ok islevli
transkripsiyon faktorleridir (Sekil 2.5). Bu proteinler, yliksek derecede homolog olan
bir homeodomainden ayrilmis amino ve karboksil uglarindaki C2H2-tipi ¢inko
parmak motifleri ile karakterizedir. ZEB ailesinin transkripsiyon faktorleri iki Gyeden
olusur. Bunlar; ZEB1 (deltaEF1) ve ZEB2 (Smad etkilesimli protein 1 ayn1 zamanda
ZEB2, ZFHX1B, SMADIP1, FLJ42816, KIAA0569 olarak bilinen SIP1)’dir. ZEB2
Smad baglayicti domain (SBD), homeodomain benzeri dizi (HD), C-terminal
baglayici protein (CtBP) ve POU-like gibi domainlerden olusur. ZEB2 geni 9 intron,

10 ekzon igerir. Genin start kodonu ekzon 2’de, stop kodonu ise ekzon 10’da
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bulunur. ZEB2, 1215 aminoasitten olusur. ZEB proteinleri embriyonik gelisim
sirasinda noral krest hiicrelerinin gd¢ ve tiirev yapilarinin olusumu ig¢in ¢ok
onemlidir. Timor biyolojisi agisindan ise hiicrelerin primer timorden ayrilarak

invazyon ve metastazinda rol alirlar [48]-[52].

Hiicre déngiisii ilerlemesi

\ \Senesense
SiklinD1 hTERT
\ /\
T / Apoptoz
l E-Kaderin Vimentin I
P-Kaderin MMP

Sekil 2.5: SIP1 yolag:.

SIP1 dogrudan ¢inko parmak domaini ile farkli hedeflerin promotorlarindaki
E-box dizilerine baglanir ve transkripsiyonel represyona aracilik eder. Bu
hedeflerden biri E-kaderinin geni olan CDH1’dir. CtBP ilk olarak adenoviriis E1A
onkoprotein olarak bulunmus ve C-terminal segmenti PLDS dizisi ile etkilesen bir
protein olarak tanimlanmistir. ZEB1 ve SIP1’de PXDLS motiflerinin tanimlanmasi
CtBP’nin ZEBL1 ve SIP1’in ortak baskilayicisi olduguna isaret eder. Transkripsiyonal
baskilama es-baskilayict CtBP ve SIP1’in birlesmesi ile gerceklesir. Bu birlesme
CDHI1 geninin ekspresyonunu azaltir [48], [52], [53].

Ayrica SIP1 1999 yilinda TGF-B sinyal yolagi ile diizenlenen Smad
proteinlerinin MH2 domaini ile etkileserek DNA’ya baglanan ve hedef genlerin
ifadesini baskilayan bir transkripsiyon faktorii olarak bulunmustur. Homologu ZEB1
gibi SIP1’de DNA’da E-box (CACCT(G)) ad1 verilen konsensus dizilere baglanarak
hedef genlerin ifadelerini dizenler [53], [54].
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Hiicre zarindan nukleusa kadar devam eden TGF-B sinyal yolagi, ¢ok farkli
hiicre tiplerinde embriyonel gelisim ve farklilasmada, immiinmodiilasyonda,
apoptozda, eriskinde doku tamiri ve hiicre biiylimesinde kritik roller oynayan
sitokinleri icerir [55], [56]. Yapisinda bir distlfit koprust bulunan 25 kDa’luk
homodimer olan TGF- B hiicrede inaktif pro-peptit olarak sentezlenir ve LTB—3
(inaktif TGF- B baglayan proteinler) ile birleserek inaktif TGF- f formunda
salgilanir. Pro-peptidin N-terminalinde LAP olarak adlandirilan bir dizi bulunur.
Inaktif TGF- B tipll yapisindan LTBP ve LAP proteinlerinin serin proteazlarla
kesilip atilmasi sonucu aktif TGF- B olugmaktadir. Hiicre membraninda iki tip
reseptOr vardir. Bunlar TGF- B tipl (TBRI) ve TGF- B tipIl (TBRII)’dir. TGF- B tipIIll
reseptorleri TGF- f’nin TPRI ve TPRII reseptorlerine baglanmasini saglar. TGF- 3
once TPRII’ye sonrada TRRI’ye baglanir. Olusan reseptor kompleksi iki TRRI ve iki
TPRII iceren heterotetramerlerdir Aktive olan TBRI Smad2 ve Smad3’u C-terminal
serinlerinden fosforilemektedir. Bu sekilde aktive olan Smadlar ise Smad4 ile {iglii
bir yap1 olusturarak hedef genlerin anlatimim1 diizenlemek iizere niikleusa
gecmektedir. SIP1 transkripsiyon faktorl nikleusda Smadlarla etkileserek hedef
genleri baskilamaktadir [57]-[60].

SIP1 embriyogenezde ve hiicre farklilagmasinda gorev alan diizenleyici
faktorlere direkt baglanarak baskilama islevini ger¢eklestirmektedir. EMT surecinde
epitel hucrelerde E-kaderini baskilar. Mezenkimal nitelik kazanan hicrelerin
invazyon ve metastaz kapasiteleri de artar. Epitel hiicrelerinde ZEB1 ve SIP1’nin
asirt ekspresyonu yalnizca E-kaderini degil, Proto-kaderinler, hicre polaritesini
saglayan proteinler (6rnegin: CRB3, HUGL2, PATJ) ve desmozomlar1 (6rnegin:
desmoplakin, plakophilin 3)’da baskilar [61]. ZEB1 ve SIPI1’in ifadesini arttirdig

baslica mezenkimal proteinler vimentin ve N-kaderindir.

13



2.2.1.1. Hepatoselltler Karsinomada SIP1

Hepatoselltler karsinomadaki SIP1 mutasyonlart ve SIP1’in  promoter
hipermetilasyonunun  incelendigi  arastirmada  SIP1  ifadesinin  promoter
hipermetilasyonu ile azaldigi gosterilmistir [62]. Diger ¢alismalarda ise, SIP1’in
HCC hiicrelerinde hTERT baskilamasini gerceklestirdigi ve bu yolla hucreleri
yaslanmaya yoOnlendirdigi, iyi-farklilasmis HCC hiicre hatlarinda az SIP1 ifadesi
bulunurken az-farklilasmis HCC hiicre hatlarinda giiglii SIP1 ifadesi bulundugu
saptanmustir [63].

Ayrica, SIP1’in Snail ile birlikte matriks metalloproteazlarin (MMP-1,
MMP-2, MMP-7, MTI-MMP) ifadesini ve HCC hiicrelerinin invazyonunu arttirdigi,
dolayisiyla kot prognoz, hiicre ¢ogalmasi ve metastazla iliskili oldugu

gosterilmistir [5].
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3. HEPATOSELLULER KARSINOMA’DA
TEDAVI YONTEMLERI

3.1. Cerrahi Tedaviler

Karaciger kanseri tedavisinde en iyi secenekler timor rezeksiyonu ve karaciger
naklidir. Karaciger timor bolgesinin cerrahi miidahale ile alinmasi islemine kismi
hepatektomi denir. Bu yontem hastanin saglik durumu iyi ise ve timor alindiktan
sonra yeterli saglikli doku kalacaksa yapilir. Karaciger kanseri ve ayni zamanda agir
siroz hastas1 olan kiside tiimor kiiclik olsa bile saglikli doku kalmayabilir. Siroz
hastalarinda tiimorden sonra kalan hiicrelerin ne kadari sirozlu oldugu Child-Pugh
siniflandirmasiyla anlagilir. Sirozun karacigere olan tahribatt Olglilen bu
siniflandirmada A simifina cerrahi miidahale yapilabilir. B ve C simifina cerrahi
miidahale yapilamaz [8], [64]-[66].

Karaciger nakli, olusan tiimor eger alinamayacak bir bolgede bulunuyorsa ya
da tiimor ¢ok genis bir bolgeye yayilmigsa (6rnegin tiim organa) uygulanan cerrahi
tedavidir. Karaciger nakli uygulamasi karaciger kanseri tedavisinde en iyi ¢Ozimdr.

En biyuk problem uygun donériin bulunmasidir [66].
3.2. Ablasyon veya Embolizasyon gibi Bolgesel Tedaviler

Karaciger transplantasyonu olamayan hastalarda yapilan tedavilerde hasta

yasamini uzatir ve yasam kalitesini artirir.

e Transkateter Arteriyel Kemoembolizasyon (TAKE): Cerrahi tedavilere alternatif
yontemlerden biridir. TAKE Kkateter yoluyla doksorubisin, sisplatin veya
mitomisin C olmak tizere kemoterapi ilaglarin1 yiiksek dozlarda verebilen
radyologlar tarafindan yapilir. Timdr biiylikliigi fazla olan hastalarda yapilan
tedavide % 16-61 oraninda basari elde edilmistir [67].

e Brakiterapi: Kanser tedavisinde kullanilan tedavi ydntemlerinden biri olan
brakiterapi kelime anlami olarak Braki: kisa mesafe; Terapi: tedavi denmektedir.

Disardan tlimoriin i¢ine ya da yakinina radyasyon uygulanir [67], [68].
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3.3. ilac ve Fitoterapi Destekli Tedaviler

3.3.1. Resveratrol

Resveratrol ilk kez Veratum grandiflorum (ak¢opleme) bitkisinin reginelerinde
bulunmustur. Resveratrol (trans-trihidroksistilben-3,5,4 C14H1203) (RES) stilben
sentaz enzimi tarafindan sentezlenir ve genellikle tiziim, fistik, ¢ilek, yerfistigi gibi
insanlar tarafindan tiketilen bircok bitki tlriinde bulunan fitoaleksindir (Sekil 3.1).
Mekanik hasar, mantar enfeksiyonu, UV radyasyona tepki olarak bitkiler tarafindan
uretilir [69], [70]. Resveratrol, viniferinler olarak adlandirilan polimer ailesinin bir
tiyesidir. Geleneksel Japon ve Cin tibbinda Polyganum Cuspidatum adli bitkinin
kurutulmus koklerinden “Kojo-kon” adi verilen ilag olarak kullanilmistir. Kojo-kon
diger adida “Itadori” dir. Ayrica Japonyada Melinjo (Gnetum gnemon L.)’ da
resveratrol acisindan zengin bir besindir. inflamasyon, karaciger, mantar hastaliklari,
kalp ve damar hastaliklarinin tedavisinde kullamilmustir [71], [72]. Resveratrol
karsinogenezi ti¢ farkli asamada etkiler: tiimor baslangicinda, ilerlemesinde ve
metastazda [73].

Cis ve trans olmak iizere iki izomeri olan resveratrol bitkilerde dogal olarak
tiretilmekte ve bu iki izoformun etkilerinin benzer oldugu gorilmektedir [74], [75].
Molekiil agirhigr ise 228.25 gr/mol’diir. Oral yolla alindiktan 30-60 dakika sonra
sindirilmekte ve siklikla karaciger ve onikiparmak bagirsaklarinda konjugasyon ile
glukorunoid ve siilfat metabolitlerine doniismektedir [76]. Diisiik pH, yliksek 1s1 ve
giin 15181 cis izoformunu trans izoformuna doniistiiriir. Trans izomerlerinin biyolojik
aktiviteleri, cis izomerlerinden daha yiiksektir. Resveratroliin bitkilerde olan yaygin

tiirevi glikozid bilesik halinde olan piseid formudur [77]-[80].
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Sekil 3.1: Resveratroliin kimyasal yapisi.
Resveratrolin anti-inflamatuar, anti-anjiojenik, anti-metastatik,

kardiyoprotektif, noro-koruyucu, apoptoz ve otofaji-indikleyici, spermatogenez-

giiclendirici etkiye sahip oldugu bildirilmistir [81], [82].
3.3.1.1. Resveratrol’un Kalp Uzerine Etkisi

Epidemiyolojik c¢alismalara gore Fransa’da miyokard enfarktisi sikligi diger
tilkelere gore % 40 daha azdir. Diinyadaki bir¢ok gelismis tlilkenin tersine, Fransa’da
kolesterolce yiiksek, doygun yagca zengin bir beslenmeye ragmen kalp enfarktisi
sikligmin  diisik olmasmin  kirmizi  saraptaki resveratrolden kaynaklandigi
anlasilmistir. Etanol serbest oksijen radikallerin dretimini (6zellikle hidroksil
radikali) ve lipit peroksidasyonu artirarak, beyinde dahil olmak {izere bir¢ok organda
oksidatif hasara neden olur. Calismalar sarap icindeki resveratroliin, kronik etanol
tilkketiminden kaynaklanan DNA ve genetik bilesenlere olan zarar1 azaltig
anlasilmistir. Resveratrol beyaz sarapta da bulunmasina ragmen, beyaz sarap
yapiminda cekirdek ve kabuklar ¢ok daha once ¢ikarildigindan, resveratrol seviyesi
cok daha diisiik seviyededir. Resveratrol kardiyovaskiiler sistem {izerine etkisinin
yant sira timor gelisimini de durdurmaktadir. Resveratrol ayrica obezite ve diyabet

gibi metabolik hastaliklarin tedavisinde de etkilidir [83]-[86].
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3.3.1.2. Resveratrol’iin Kanser Olusumuna EtKkisi:

Resveratrolin insanlarda meme, kolon, pankreas, mide, prostat, ovaryum,
karaciger, serviks kanseri ve melonom gibi ¢esitli kanserlerde hiicre
proliferasyonunu baskiladigi bilinmektedir [87]. Resveratrol kanser hicrelerinde
Ozellikle DNA sentezinde rol oynayan bir enzim olan riboniikleotid rediiktaz1 inhibe
ederek timor hicrelerinin bayumesini engeller [88]. Resveratroliin anti-kanserojen
etkilerinin daha cok antioksidan aktivitesi ile iliskili oldugu goriilmektedir.
Hidroksiperoksidaz, protein kinaz C, Bcl-2 fosforilasyonu, Akt, NFKB, mTOR,
MMP-9, hicre dongusi dizenleyicileri ve siklooksijenazi inhibe ettigini gdsteren
caligmalar vardir [73]. Aym1 zamanda, mitojen ile aktif edilmis protein kinaz
(MAPK) ekspresyonunu inhibe eder [89]. Resveratrol topoizomeraz 1l, DNA

polimeraz ve c¢oklu ilag direng proteinlerine baglanarak inhibe eder [90].

3.3.1.3. Resveratrol’in Apoptoza ve Apoptoza Neden Olan Sinyal
Yolaklarina Etkisi

Resveratrol hem hiicre 6liim reseptorleri yolagi (Fas/CD95)’n1 aktive etmekte,
hem de p53 ve p21’i diizenleyerek mitokondriye bagimli yolak ile apoptozu
etkinlestirmektedir. TUmOor nekroz faktort (TNF)’nin bir iiyesi olan Fas ligandlarinin
aktive olmasi hiicreyi apoptoza yonlendirir [91]. Resveratrol, p53-bagimli bir
apoptoza da yol acar. Resveratrol ile uyarilan apoptoz faktorii (PCAF), bir p53
koaktivatoriidiir. Resveratrol bir¢ok insan kanseri hiicre hatlarinda p53°iin N-terminal
ve C-terminal serin Dbolgelerini fosforlamakta ve ayni zamanda p53’ln
asetilasyonunu tesvik etmektedir [92], [93]. Resveratrol, mitokondride bazi
yolaklarin aktiflestirilmesi veya durdurulmasi yoluyla da hiicreyi apoptoza
yonlendirir.  Mitokondride  bazi  yolaklarin  aktiflestirilmesi ~ membranda
depolarizasyonla saglanir. Resveratroliin expresyonunu arttirdigi proteinler, bax, bak
gibi proapoptotik proteinler ile apoptoz proteaz aktive edici faktor-1 (Apop-1) olup,
ekspresyonlarin1 azatligi proteinler ise antiapoptotik proteinler bcl-2, bcl-XL’dir.
Resveratrol, apoptoz inhibe edici protein (XIAP) yardimiyla bax’in mitokondriye
taginmasini saglar. Bu durum apoptozu indukleyebilir. Resveratrol, sitoplazma ve
mitokondride bax-XIAP arasindaki etkilesimi ve baglantiyt olusturur ve bu

proteinlerin mitokondriye tasinmalarinda ve aktive olmalarinda etken maddedir [91].
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3.3.1.4. Resveratrol’tn Hicre Dongustine Etkisi

Hicre dongusu G1, G2 ve S evrelerinde siklin bagimli protein kinazlar (CDK)
ve siklinler tarafindan kontrol edilir. Bir hasar varsa GO evresinde durur. Hasar
duzelemeyecek durumdaysa apoptoza yonlendirilir. Resveratrol hiicre déngusiinde
gorev alan proteinlerin ekspresyonunun artirtlmasi ya da azaltilmasi yoluyla hiicrenin
hizli ve dengesiz boliinmesini engelleyerek tiimoér olusumunu engeller. p53’Un aktive
ettigi gibi p21 ve p27°nin ekspresyonunu da arttirir. p21 ve p27°de siklin bagiml
kinazlar1 (CDK) inhibe eder. CDK’larin inhibisyonu hiicre dongusinin G1 fazinda
durmasia neden olur. Hiicrenin G1 fazindan S fazmna gegiste p21 ve Bcl-2’nin
islevlerine yardimci olan proto-onkogen c-myc’nin ekspresyonunu azaltmaktadir ve
CDK 4, CDK 6, CDK 2 kinazlar1 inhibe ederek Rb’nin (retinoblastoma tumor
baskilayic1 proteini) fosforilasyonunu ve hiperfosforilasyonunu engellemektedir.
Rb’nin fosforilasyonunun azalmasi G1 fazinin, Rb hiperfosforilasyonunun azalmasi
ise G1/S gegisinin duraklamasina neden olmaktadir [91], [93]-[96].

Resveratrol Rb aktivasyonunu inhibe ederek ya da CDK1 aktivasyonunu inhibe
ederek hicreyi S evresinde durdurabilmektedir [96]. Yapilan ¢aligmalarda
resveratrollin, ribonukleotid sentaz ve DNA polimeraz enzimlerini inhibe ederek
DNA sentezinin engellenmesine ve hiicre dongusiniin S evresinde durmasina neden
oldugu belirtilmektedir [88], [97].

3.3.1.5. Resveratrol’iin Antioksidan Etkisi

Guclh bir antioksidan olan Resveratrol E ve C vitamininden daha etkilidir ve
OH’, 0o radikallerini inhibe eder. OH" ile H202’in DNA hasarin1 6nler [98], [99].
Resveratroliin oksidatif stresin neden oldugu ¢esitli bobrek hasarlarina karsi
koruyucu olma 0zelligi enzimleri diizenlemesinden ve serbest radikalleri inhibe
etmesinden ileri gelir [100]. Oksidatif hasarin DNA ve proteinlere olan etkisine karsi
testisler, beyin, kalp ve karaciger gibi ¢esitli organlarda koruyucu etkisi vardir [101].
Resveratrol heme oksijenaz-1 ve paraoksonaz-1 olmak lzere antioksidan enzimlerini
uyarir [102].

Reaktif oksijen radikalleri (ROS) NF-kB ve APl gibi transkripsiyon

faktorlerini etkinlestirir ve mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolaginin
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fosforilasyon ile aktivasyonu tzerinden enflamasyonu artirir. Kronik enflamasyon
kalp, norolojik hastaliklara ve kansere neden olur. Resveratrol MAPK sinyal
yolaginin iist asamasinda gorev alan MAPK’nin aktivasyonunu saglayan
fosfotidilinozitol-3-kinaz (PI13K) fosforilasyonunu ve protein kinaz B’nin (Akt/PKB)
fosforilasyonunu  inhibe  eder. MAPK sinyal yolaginin  inhibisyonu
vazokonstriiksiyon, anjiyogenez, proliferasyon ve hiicre farklilagsmasi ile ilgili
genlerin ifadelenmesini azaltmaktadir [103].

Resveratrolin - dogrudan insan umblikal kord endotelyal hiicrelerinin
blylmesini MMP-2’nin jelatinolitik aktivitesini azaltarak ve bazal membran
komponentleri fibronektin ve laminine endotelyal hiicre baglanmasini engelleyerek
inhibe ettigi gosterilmistir [104].

Resveratrol anjiyogenezde endotelyal hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu ile
endotelyal hicrelerin stromal bosluga invazyonu gibi fonksiyonlarin gergeklesmesini
inhibe eder [105].
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4. HUCRE OLUMU

4.1. Nekrotik Hiicre Olumi

Genler tarafindan kontrol edilemeyen Ve rastgele gelisen hiicre 6liimii tipi olan
nekroz yaniklar, yaralanma, enfeksiyon, kanser, enfarktus, zehirlenme gibi c¢esitli
fiziksel nedenlerle ve hipoksi, arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve
agir metaller nedeniyle olur.

Nekrozda hiicre siser ve patlar; mitokondriyal, lizozomal ve plazma zar
biitiinliiglinii kaybeder, ¢evredeki alana igeriginin yayilmasi inflamasyona yol agar
[106]-[108]. Nekroz uzun bir siire kontrolii olmayan bir &liim sekli olarak
biliniyordu. Yapilan son ¢alismalarda 6liim reseptorleri (6rnegin TNFR1, Fas / CD95
ve TRAIL-R) ve Toll benzeri reseptorlerin (6rnegin TLR3 ve TLR4 ) kaspaz
inhibitorleri varliginda nekrozu diizenledigi gosterilmistir. Nekroz mitokondriyal

ROS iiretimini artirir ve non-apoptotik proteazlari aktive eder [109].

4.2. Otofaji

Yunanca anlam1 “ kendini yeme’’den {iretilen terim “otofaji’’ ilk kez kirk yil
once Christian De Duve tarafindan agiklandi. Otofajik hiicre 6limi ile anabolik ve
katabolik hiicre fonksiyonlar1 dengelenir. Zarar gormiis organeller ortadan kaldirilir.
Sindirilen organellerin yapitaglar1 hiicre i¢inde hiicrenin biliylimesi ve gelismesi i¢in
tekrar kullanilir. Otofajide endoplazmik retikulum (ER) ve golgi gibi organellere ait
endomembran sistemleri bir cep gibi kendi iglerine dogru kivrilir (autophagosomes)
ve hicre ici makromolekuller ile zarar gérmiis organelleri i¢ine alir. Sitoplazmanin
bir kismi ya da bir organel ilk 6nce ER’nin membrani ile sarilir. Primer lizozomlar
bu yapiyla birleserek sekonder lizozomlar1 olusturur ve lizozomal igerik hidrolitik
enzimler ile pargalanir [110], [111]. Karacigerde glukagon kaynakli otofaji
mekanizmasi siklik (AMP) protein kinaz A aktivasyonunu uyarir.

Otofaji, otofaji iliskili protein (Atg)’ler tarafindan diizenlenir; ilk olarak
mayada tanimlanmis olan Atg proteinleri otofagozom biyosentezini kontrol eder.
Otofaji proteinleri Atgl/ULK (Unc-51-Like Kinase) kompleksi, Vps34 class Il
fosfotidilinozitol 3- kinaz kompleksi (PI13K), Paralel ubiquitin- benzeri (Atgl2 ve
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Atg 8) konjugasyon sistemleri ve iki transmembran proteinleri Atg9 ve VMP112
olmak Gzere incelenir [112].

Kanser hiicrelerinde metabolik strese yanit olan apoptoz ve otofaji indiiklenir.
Metabolik stres esnasinda tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi ig¢in otofajinin
baskilanmasi gereklidir. Dolayli olarak Atg-5 allelik kaybi veya dogrudan PI3K

yolaginin aktivasyonu siireci kismen agiklayan mekanizmalardir [113].

4.3. Apoptoz

Hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim olarak 1842 yilinda
Carl Vogt tarafindan tanimlanan ve Yunanca agactan diisen yaprak veya ¢icekten
diisen petal (Apo:ayri, Ptosis:diisme) anlamina gelen apoptoz kontrolii hiicre
olumudir ve ilk kez Kerr, Wyllie ve Currie, 1972 yillinda yayinladiklar1 bir
makalede nekrozdan farkli morfolojik Ozellikler tasiyan bir hiicre o6liimii olarak
tanimlamiglardir (Sekil 4.1).

Apoptoz hiicre i¢gi dengenin korunmasinda, erkek fetliste Miller ya da disi
fetiste Wolf kanallarinin korelmesi sirasinda, embriyonik dénemde ekstremitelerin
ve i¢i bos organlarin olusumunda, merkezi sinir sistemi gelisiminde, néron sayisinin
diizenlenmesinde, organogenez ve sinaptogenez olaylarinda, farklilasmis dokularin
olgunlagsmasinda, dogumdan sonra T ve B lenfositlerin seciminde ve DNA’s1 hasar
goren hicrelerin olumiunde yer alarak temel bir islev yiiriiten fizyolojik bir

mekanizma olarak kargimiza ¢ikar [114]-[117].
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Sekil 4.1: Apoptoza ve nekroza ugrayan hiicreler (1: normal hiicre; 2-6: apoptotik
hlcre 6lima; 7-8: nekroz).

Apoptozun regilasyonundan sorumlu Bcl-2/Bax gen ailesi mitokondri ¢ekirdek
zar1 ve endoplazmik retikulum zarinda yerlesmislerdir [118]. Bir hilcrenin apoptoza
yonelip yonelmeyecegi Bcl-2 ailesi genlerinin Bcl-2/Bcl-2 homodimer ya da
Bcl-2/Bax heterodimer formlarinin olusumuna baglidir. Bcl-2 ailesi birbirine zit iki

gruptan olusur.

i) Proapoptotik tyeler: Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir.
ii) Antiapoptotik tyeler: Bcl-2, Bcl-XI ve Mcl-1"dir.

Proapoptotik Uyeler antiapoptotik (yelere gbre daha cok apoptoza gitme
eylemindedir. Proapoptotik Uyeler ile antiapoptotik olan (yelerden kompleks
olustugunda hangi {iye grubu daha ¢ok ise hiicre yasaminin siiresini o iiye belirler.
Proapoptotik Uyeler ¢coksa huicre apoptoza gider. Antiapoptotik olan Gyeler goksa

hlcre bolinmeye devam eder [119].
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4.3.1 Apoptoz Tayininde Kullanilan Yontem Akim Sitometri

Arastirma laboratuvarlarinda 1950’11 yillarda hiicrelerin kimyasal ve fizyolojik
Ozelliklerini incelemek igin iretilen akim sitometride ortalama 10.000 hiicre 20
saniyede analiz edilmektedir ve bir 151k demeti ile s1iv1 akimi iginden gegen hiicrelerin
birden fazla fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini 6lcer (Sekil 4.2). Hicrelerin Uzerine
ilettigi floresan 1s18in hiicrelerdeki yansimasini Olgerek hiicrenin biiyiikligiini
(Forward Scatter-FSC), graniil yapisini (Side Scatter-SSC), floresans miktarini (FL1,
FL2, FL3 ve FL4), hiicre 6lim fazin1 ve hiicre dongiisiiniin hangi fazda oldugunu
belirler [120]-[122].
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Sekil 4.2: Akim sitometrinin islevi.

Akim sitometri, akis sistemi, lazer optikler, elektronik dedektorler, analog
dijital ¢cevrimciler ve bilgisayarlari igerir. Akis sistemi lazer 15181nin 6niinden tek tek
hiicrelerin gegmesini saglayan sividan olusur ve 1s18in tek bir hiicrenin {izerine
diismesini saglar. Solid dokulardan analiz yapilamaz. Bu nedenle solid dokulardan

hiicreler elde edilmeli ve hiicre siispansiyonu hazirlanmalidir. Lazer optiklerde
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hiicreler optik alandan hiicrenin biiyiikliigii ve i¢ yapisina gore paralel olarak yayilan
isinlar ileri agilim kanal dedektorii (fsc= forward scatter channel dedektori) ile
toplanir. Bu da hiicrenin biiyiikliigii hakkinda bilgi verir. Hiicre igerisinden 90%lik
ac1 ile gecip absorbe edilen 1sinlar yana agilim kanal dedektorii (Ssc= side scatter
channel dedektoru) ile toplanir. Hiicrenin granill igerigi ve i¢ yapist hakkinda bilgi
verir [123]. Florokromlarla isaretlenmis hiicre i¢i ve disi proteinler gelen 15181 yayar.
Ayrica hiicre yiizeyindeki ve hiicre disindaki membran proteinlerine ya da DNA’ya
uygun boyalarla isaretli antikorlarla baglanmalar1 ve antijenlerle birlesmeleri
saglanir. Antijene sahip hiicreler belirli bir basing altinda “flow cell’’ denilen lazer
1s181n vurdugu yerden teker teker geger. Hiicreler bu lazer 15181 absorbe eder ve
isaretlendikleri floresansin Ozelligine gore farkli dalga boylarinda 1s1n sagar. Bu
isinlar elektronik dedektorler, dijital ¢evrimciler ve bilgisayarlar ile analiz edilir
[120], [124].
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Sekil 4.3: Akim sitometride apoptoz ve nekroz.

Sitometrik DNA igerigi “DNA indeksi’’ (DI) veya “DNA kromozom sayisi’’
olarak belirtilir. GO/G1 evrelerindeki normal hicreler icin DI=1.0’dir. G2/M
evresinde DI=2.0 S evresinde ise 1.0<D1>2.0’dir. Benzer igerige sahip hiicre
populasyonlarinda DNA igeriginin ortalama degerinin varyasyon katsayis1 (CV)
akim sitometri tarafindan yapilan DNA igerik analizleri i¢in hassaslik
belirtecidir [125].

Anneksin 'V, yapisal ve islevsel olarak benzer oOzellikleri paylasan ve
fosfolipid-baglayan anneksin ailesinin bir Gyesidir. Bu Uyelerden her biri geri
doniisiimliidiir ve Ca?" bagimlidir. Ca?* ile baglanabildiginde fosfolipidleri
baglayabilme 0zelligine sahiptir. Anneksin ailesinin 12 {iyesi vardir. Plazma
membrani asimetri kayb1 apoptozun ilk 6zelliklerinden biridir. Apoptik hiicrelerde,

hiicre membraninin i¢ kisminda bulunan negatif yiiklii fosfolipidlerin yani fosfolipid
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fosfatidilserin (PS)’nin dis membrana ge¢mesine neden olur. Annexin V PS igin
yuksek cekim gucli olan 35-36 kDA molekiiler agirlikli bir proteindir. Hiicre
membrani disina ¢ikinca PS Annexin V’e baglanir. Isiga maruz kalinca akim
sitometride 1s1ma yapar. Apoptozun erken evrelerindeki hiicreler, noktasal grafigin
alt sag kosesinde tek pozitif anneksin V-bagli hiicreler olarak konumlanir ve bu
evrede hiicre membranlart hala biitiinliikklerini koruduklari i¢in propidyum iyodir
(Pl) hiicre igerisine ge¢ememektedir. DNA’ya baglanamadigi iginde analiz
edilememektedir (Sekil 4.3). Apoptoz ilerledikge membran yapist bozulur ve
korumasiz kalan DNA PI ile muamele edildiginde PI DNA’ya baglanir. Boylece
hiicrenin geg¢ apoptoz ya da nekrozda olup olmadigi belirlenir [125], [126].

Sekil 4.4: Hiicre faz1 ve DNA’nin durumu

Hicre bolinmesinde G1 fazi DNA replikasyonu igin gerekli proteinlerin
sentezlendigi fazdir. S fazi DNA replikasyonun gerceklestigi fazdir. G2 fazinda
DNA replikasyonu durur ve hiicre béltinmesi igin gerekli olan proteinler sentezlenir.

Akim sitometrinin hiicre dongiisiinde kullanilan boyalar Propidium iyoddr (PI)
ve 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)’dir. Pl ve DAPI DNA sarmalinin kiigiik
oluguna baglanir ve PI ayn1 zamanda ¢ift iplikli RNA’ya da baglanabilir. Bu nedenle
PI ile boyama yapilirken RNAse’de eklenir. PI'nin DNA’ya baglanabilmesi icin
deterjan, hipotonik midahale ya da ¢oziicl (etanol) ile hiicre membraninda delikler
acilmasi gerekir. Akim sitometri hlicre déngusi analizinde fazlardaki (G1, S, G2 ve
M ) DNA miktara gore 6l¢tim yapilir [127]. 1ki 6zdes DNA icerigine sahip G2 ve
M faz1 ayirt edilememektedir.
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5. HUCRE DONGUSU

Hicre dongusi boliinmek tizere uyarilmis bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi
gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin oldugu, DNA’nin
kontrollu replikasyonunun gergeklestigi tek yonlii bir siirectir. Bu siire¢ ikiye ayrilir:

i) Interfaz

¢ G1 (DNA sentezi i¢in hazirlik evresi)

¢S (DNA sentezi)

¢ G2 (post-DNA sentezi sonrasi boliinme hazirligr)

i) M Faz1 (Mitoz) [128]-[130]

Hiicreler boliinme sinyali ile uyarilmadiklar stirece béliinmezler. GO evresinde
beklerler. Hiicre boliinmesi i¢in sinyal aldiginda sinyal ileti kaskadi denilen ileti
mekanizmasi (6rnegin MAP Kinaz, Protein kinaz C, JAK/STAT yolaklar1) aktiflesir.
Bu sinyal ileti kaskadi bolinme sinyallerini fosforlar. Hicre bdélinmeden 6nce
bolinmek icin gerekli olan proteinlerin, enzimlerin sentezlenmesi icin interfaz
evresine girer. Interfaz kendi icinde G1, G2 ve S evrelerine ayrilir [129], [131],
[132].

G1 evresi, hicre dongusunin siresini belirleyen evredir. Bu fazda hiicre ya
béliiniir ya da éliime gider. Bazi1 genlerde degisiklikler olur. Ornegin c-fos, c-myc, c-
jun gibi transkripsiyon faktorii genlerinde degisiklikler olur. Bu transkripsiyon
faktorleri aktivator protein 1 (AP1) bolgelerini aktive eder. AP1 aktivasyonu sonucu
siklin ve siklin bagimli kinazlarin (CDK) aktivasyonlart saglanir. RNA ve protein
sentezinin oldugu ve hiicre biiylimesinin ger¢eklestigi evredir. G1 evresinde
sentezlenen proteinlerin gorevi hicre dongusunid kontrol etmek ve hiicre hacminin
normal biiyiikligiine ulagmasini saglamaktir [129], 130].

S evresi, hizlica DNA sentezinin ve sentrozom eslenmesinin oldugu evredir.
DNA iplikgikleri birbirinden ayrildiginda dis etkenlere, mutajenlere karsi
savunmasizdir. Bu nedenle replikasyon hizlica gerceklesir. G2 evresi DNA
sentezinin durdugu, hiicre hacminin artig1 ve boliinme i¢in gerekli olan proteinlerin
sentezlendigi evredir. G2 evresinin sonunda kontrol noktast bulunur. Burada

hiicrenin boéliinebilmesi i¢in DNA sentezinin ve gerekli olan proteinlerin yapilip
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yapilmadigi kontrol edilmektedir. M evresi hiicre blyumesi ve protein sentezinin

durdugu hiicrenin iki hiicreye boliindiigii evredir [130, 133, 134].

Resting
state

* Chromosome attachment

G2 Checkpoint to spindle

Check for:
* Cell size
* DNA replication

i Spindle Assémbly Checkpoint
) /— Check for:

G1 Checkpoint

Check for:
s Cell size
e Nutrients
* Growth factors
* DNA damage

S
(DNA synthesis)

Resting
state (GO)

Sekil 5.1: Hiicre dongusu.

Mitozun devam etmesi i¢in siklin bagimli kinazlar (CDK) ve CDK’lar1 aktive
eden siklinler ve CDK inhibitorleri ile CDK etkilesimli protein/kinaz inhibitorii
protein (CIP/KIP) ailesinden inhibitorler gorev almaktadir [135]. Siklinler hiicre
dongusinde G1 evresinde sentezlenen ve hiicre béliinmesinden sonra hizlica
parcalanan protein ailesidir. Siklin bagimli kinazlar hiicre dongiisii diizenleyicisidir
ve siklin bagli olduklarinda aktiflesirler (Sekil 5.1) [136], [137].

Hicre donglsinde G1 evresinin en o6nemli roli DNA’yr mutajenlerin
etkisinden korumaktir. Bu nedenle siklin D, G1 evresi icin 6nemlidir. G1 evresinin
basinda siklin D, CDK4 ve CDKG6 ile birlesir ve aktif hale gelir. Retinoblastoma,
pl07 ve pl130 proteinlerini (pRb) fosforlayarak hicre dongusinin ilerlemesini
saglar. pRb, siklin D/CDK4-6 kompleksleri tarafindan fosforlanmadan 6nce siklin E
gibi DNA replikasyonunu baglatan genlerin promotorlar1 iizerinde E2F grubu
transkripsiyon faktorlerini inhibe eder. Siklin E’nin ekspresyonu E2F grubu ile
kontrol edilir. E2F aktivitesi pRb tarafindan fosforlanan siklin D/CDK4-6 kompleksi
ile inhibe edilir [138]-[142]. Siklin E’nin 2 izoformu vardir: E1 ve E2. S evresinde
CDK2 ile birleserek aktif bir kompleks olusturur. Siklin E hiicrede yoksa bélinme
durur ve hucreler GO evresinde bekler. DNA replikasyonu siklin E/CDK2 komleksi
olusunca bagslar. Siklin E/CDK2 komleksi DNA polimerazin transkripsiyonunu artirir
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ve DNA sentezini uyarir. G2/M kontrol noktasinda E2F’in transkribe ettigi siklin A
ve onun baglandigi CDK 1 in birbirine baglanmasi ile G2/M evresinden gecisi saglar.
Siklin A/ICDK2 kompleksi profaz evresindeki olaylar1 diizenler. Profaz’dan gegis
Siklin B/CDK1 kompleksi tarafindan saglanir ve bir protein fosfataz tarafindan
aktive edilir. Siklin B/CDK1 kompleksi hiicrenin ¢ekirdeginin kaybolmasini ve
boylelikle de hiicre boliinmesinin baglamasini saglar [142], [143].

Gy

Sekil 5.2: Hiicre dongiisti kontrol noktalari.

Hiicre dongusiniin evreleri arasinda kontrol noktalart vardir (Sekil 5.2) [144].
Kontrol noktalar1 hiicresel boliinmeyi kontrol eder ve hasar varsa hiicre dongiistinii
durdurur. Hicre GO evresine geger ve hata diizeltilmeye caligilir. Diizelirse hiicre
bolinmeye devam eder. Ama dizelmezse hiicre apoptoza gider. Hicre kontrol

noktalarinin ti¢ fonksiyonu vardir:
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1) DNA replikasyonu sirasinda DNA hasar gordiigiinde bu hasar1 algilayan
mekanizma
11) Hasar1 algilayan mekanizma ile diizeltme mekanizmasi arasindaki sinyal yolagi

iii) Hasar giderilinceye kadar hicreyi G0’da tutan mekanizmalar

G1/S kontrol noktast DNA hasarint bulma mekanizmasidir. G1 evresinin
basinda hasar goren hiicreler G1 evresinde durur. Eger G1 evresinin ilerleyen
asamasinda hasar olursa S evresine geger. Ama DNA eslesmesini kontrol noktasinda
durur. Diger evrelerde de kontrol noktalarindan geger ve hasar olmayan hicrelerin
boliinmesi saglanir. Restriksiyon noktasi hiicrenin G1 evresinin sonunda olan kontrol
noktasidir. Hiicre i¢in gerekli sinyallerin alinmasindan sonra hiicrenin G1 evresinden

S evresine gegisini saglayan restriksiyon noktasidir [126].
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6. MATERYAL VE YONTEMLER

6.1. Materyaller

6.1.1. Kimyasallar

Hiicre canlilik testi i¢in kullanilan MTS, Etanol (Ensure), Hepes (Fisher
Chemicals), Sodyum Klorur (NaCl, Fisher Chemicals), Kalsiyum Klorur (CaCly),
FITC AnnexinV Apoptosis Kit | (BD Pharmingen), Triton X-100 (Fisher
Chemicals), Propidium lodide (BD Pharmingen), Resveratrol (Sigma-Aldrich).

6.1.2. Hucre Kulturt Malzemeleri

Hicre besiyeri icin RPMI-1640 (GIBCO), % 10 fetal dana serumu (FBS,
GIBCO), Penisilin/Streptomisin (GIBCO), 1X Fosfat tamponlu tuz solusyonu (PBS),
Tripsin-EDTA, Dondurma ortami i¢in kullanilan DMSO (Sigma, D5879).

6.1.3. Hiicre Hatt1

Gebze Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Molekiiler
Onkoloji laboratuvari hiicre stoklarinda bulunan hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti
SNU398’in SIP1 ifadesi sShRNA ile susturulmus (Lot2) ve susturulmamis (NSC)

hiicre klonlariyla ¢aligiimistir.

6.1.4. Cozeltiler

e Hiicre kulturu cozeltileri
Dondurma ortami hazirlamak i¢in % 10 DMSO, % 90 FBS kullanilmistir.

e 1X Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (PBS)
10X PBS, steril distile su ile %10 seyreltilmistir. 1X PBS +4° C saklanmustir.
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¢ TritonX-100
Triton X-100 stok ¢ozeltisi 1X PBS icinde % 0.1’e seyreltilmistir.

¢ 10X Binding Buffer (Akim sitometri)
0.1 M Hepes (pH 7,4), 1.4 M NaCl ve 25 mM CacCl; ile hazirlanmistir. +4° C

saklanmustir.

¢ 1X Binding Buffer (Akim sitometri)
10X Binding Buffer steril distile su ile % 10 seyreltilmistir.

e Etanol ( %70’lik)
% 99’luk stoktan almman 70 ml etanole 30 ml steril distile su eklenmistir.

-20°C°de saklanmustir.

e Dondurma Ortami

% 90 serum (FBS) ve % 10 DMSO ile hazirlanmis ve +4° C’de saklanmistir.

6.1.5. Cihazlar

COz inkiibatorii (Scancell), +4°C buzdolab: (Ariston), -20°C derin dondurucu
(Ariston), -80°C derin dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), Buz
makinas1 (BAR-LINE BF85), Laminar Akim Kabini (Labconco, Logic), otoklav
(Hirayamai, Hiclave HVE-50), Su Banyosu (WiseBath, Wisd.23), Santrafiij (Nlve),
Sogutmali Santraflij (Scanspeed 1580R), Vortex (DragonLabs), MX-S 151k
mikroskobu (Nikon ELWDO0,310d75), 2-1000 pl mikropipetor ve uglar
(Dragonmedi, Gilson), Elisa Reader (Thermo Scientific), Akim sitometri cthaz1 (BD
Accur C6 ), Pipet Tabancasi (Therno S1), Elisa plaklar1 (TPP,92096, Startedt),
Kiiltiir kaplart ( Corning), Thoma lam1 (Hejnz Herens Hamburg), Ependorf tiipleri
(Axygen), Etuv (Drylife, VWR).
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6.2.YOntemler

6.2.1 Donmus Hiicrelerin Coziinmesi

Belirli zaman araliklar: ile tekrar kullanilabilmek i¢in dondurulan hiicreler
-80°C’den veya azot tankindan almip DMSO’nun hiicreye toksik etkisi olmamasi
icin buz iizerinde erimesi saglandi. RPMI besiyerinin 37°C’e gelmesi beklendi ve
eriyen hiicrelerin tUzerine 1ml kadar RPMI konulduktan sonra Kkaristirildi. DMSO,
RPMI ve hiicre karigimi1 kryotiipten falkona alindi. Falkona alindiktan sonra iizerine
5 ml daha RPMI eklendi ve 15000 rpm’de 5 dakkika santrafiij edildi. Santrafiijden
sonra pelete zarar vermeden siipernatant alindi ve peletin Uzerine besiyeri eklendi.
Hiicrelerin besiyeri i¢inde ¢oziinmesi saglandi. Hiicreler ¢oziindiikten sonra petriye

alindi ve CO; inkiibatoriine konuldu.

6.2.2. Hicrelerin Pasajlanmasi

SNU398 hiicreleri cam ya da plastik ylizeye yapisarak biiyliyen 6liimsiiz kanser
hicreleridir. Hucreler belirli bir zaman sonra petriyi kapladiklar1 icin pasajlama
yapmak gerekir. Petriye yapisan hiicrelerin birbirlerinden ve yiizeyden ayrilmalari
tripsin, kollajenaz gibi enzimler araciligiyla saglanir. CO2 inkubatdriinde olan
hiicrelerin lizerindeki besiyeri alind1 ve 3 ml PBS eklenip PBS’in hiicrenin her yerine
ulagmasi saglandi. PBS hiicrelerin tizerinden alinip 1 ml Tripsin-EDTA eklendi ve 2
dakika COz inkiibatoriinde bekletilen hiicreler kalktiktan sonra 9 ml besiyeri (RPMI)
ile karigtirtlip petriye konuldu. Isik mikroskobunda bakildiktan sonra tekrar CO2

inklbatoriine konuldu.

6.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

DMSO’nun  toksitesinin  azalmasi i¢in  hiicrelerin  Uzerine  direkt
konulmamalidir. Bu nedenle dondurma ortami hazirlandi ( % 90 FBS ve % 10
DMSO). CO: inkiibatoriinde olan hiicrelerin iizerindeki besiyeri alind1 ve 3 ml PBS
eklenip PBS’in hiicrenin her yerine ulagmasi saglandi. PBS hiicrelerin iizerinden

alinip 1 ml Tripsin-EDTA eklendi ve 2 dakika CO; inklbatoriinde bekletilen hiicreler
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kalktiktan sonra tizerine 6 ml besiyeri eklenip 15000 rpm’de 5 dakika santrafiij
yapildi. Siipernatant alindi ve peletin iizerine dondurma ortam1 eklendi. Pipetlenerek
karismas1 saglandiktan sonra kryotiipe alindi; hemen esit sekilde donmasi ve
hiicrelerin zarar gérmemesi icin -80°C’de derin dondurucuya konuldu. Daha sonra

azot tankinin sivi kismina konuldu.

6.2.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre proliferasyon deneyi, akim sitometrisi ve diger c¢alismalar i¢in belirli
sayida hiicre ekimi gereklidir. Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre
sayisin1 hesaplamak igin, Uzeri 4 adet 16 kiigiik kare igeren bolgeden olusan
1mm?lik alan ve 0,1 mm derinlige sahip Thoma lami kullanilir. CO> inkiibatériinden
alan hiicrelerin durumu 151k mikroskobunda incelendi. Besiyeri alinarak PBS ile
yikanip PBS uzaklastirildi. Uzerine 1 ml Tripsin-EDTA eklendi. CO> inkibatoriinde
2 dakika beklendikten sonra iizerine 5 ml besiyeri eklendi ve falkona alinan
hicrelerden 500 ul alimip eppendorf tlplerine konuldu. Thoma alkolle silindikten
sonra lamel ile thomanin arasina 10 pl olacak sekilde hem iist bolime hem de alt

bolime konuldu. Sonrada mikroskopta sayimi yapildi.

6.3. Resveratroliin Uygulanmasi

Deneylerde ticari olarak satin alinan resveratrol uygulanmistir. Hiicre
proliferasyonu igin 24. ve 48. saatlerde inkiibasyon siirelerinin ardindan sitotoksik

etkiyi belirlemek tizere MTS eklendi ve iki saat sonra analiz edildi.

¢1.Gin

Hiicre pasajlanmasinda ve hiicre sayiminda anlatilan calismalar yapildi.
Hiicreler 96’Iik platede her bir kuyuya 5x10° hiicre/100 pl olacak sekilde ekim
yapildi.

¢2.Gln

Hiicreler lag fazina geldiginde CO> inkibatérinden alinan hiicrelerin

uzerindeki besiyeri alindi ve her bir kuyuda % 0.2 etanol olacak sekilde resveratrol
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50, 100, 150, 200 uM konsantrasyonlarinda besiyeri ile birlikte ekildi. Yalniz
besiyerinin oldugu kontrol grubu ve etanoliin sitotoksitesinin belirlenmesi igin etanol

ve besiyeri iceren kontrol grubu olusturuldu.

e3.ve 4. Gin
Hicrelerin Gzerine 24. ve 48. saat inkibasyondan sonra MTS eklendi ve iki

saat sonra analiz edildi.

6.4. Akim Sitometri Apoptoz Analizi

Anneksin 'V, yapisal ve islevsel olarak benzer oOzellikleri paylasan ve
fosfolipid-baglayan anneksin ailesinin bir Uyesidir. Apoptoz hucrelerde, hucre
membraninin i¢ kisminda bulunan negatif yiiklii fosfolipidlerin yani fosfatidilserin
(PS)’nin dis membrana ge¢gmesine neden olur. Hiicre membrani disina ¢ikinca PS
Annexin V’e baglanir. Isiga maruz kalinca akim sitometride 1s1ma yapar. Dot plot
analizlerinde X ekseni Anneksin V-FITC’nin, y ekseni ise PI’'nin yaydig: floresani
gostermektedir. Sadece Pl ile boyanan hiicreler dot plotlarda sol st bolgesinde yer
alip, apoptotik olmayan hiicre oranini belirtmektedir. Sag iist bolgesindeki hiicreler,
hem Anneksin V hem de PI ile boyanan hiicreler olup, ge¢ apoptotik hiicre oranini
gostermektedir. Membran yapisi bozulmadigindan dolayr higbir boya ile
boyanmayan hiicreler sol alt bolgesinde canli hiicre oranini ifade etmektedir. Sadece
Anneksin V-FITC ile boyanan hiicreler sag alt bolgesinde yer almakta ve erken

apoptozise ugrayan hiicre oranin1 belirtmektedir.

¢1.Gin

Hiicre pasajlanmasinda ve hiicre sayiminda anlatilan calismalar yapildi.
Hiicreler 6’lik platede her bir kuyuya 3 x 10° hiicre/ 2000 pl olacak sekilde ekim
yapildi.

¢2.Gin
Lag fazina geldiginde inkiibasyondan alinan hiicrelerin iizerindeki besiyeri
alindi. Hiicre proliferasyon deneyinde etkili doz olan 150 pM konsantrasyonundaki

resveratrol her bir kuyuda % 0.2 etanol olacak sekilde ve besiyeri ile birlikte eklendi.

35



e3.ve 4. Gln

Hiicrelerin tizerindeki besiyeri alindi PBS ile yikandi. Uzerine Tripsin-EDTA
eklendi. Hiicreler birbirinden ayrildiktan sonra besiyeri eklendi ve akim sitometri
tiiplerine alindi. 7 dakika 2500 rpm’de +4°C santrifiij edildi. Stipernatant dokuldu.
Hiicrelerin iizerine soguk PBS eklendi. Tekrar 7 dakika 2500 rpm +4°C santrifijj
edildi. Siipernatant dokiildii. 1X Binding buffer ile sullandirildi. 100 pl’lik karigim 5
ml’lik tiiplere alindi. Kontrol gruplari yapildi. (Boyasiz,+Annexin ve —PI, -Annexin
ve +P1), 5 ul Annexin V ve PI tiplere eklendi. Hiicreler vortexlendi. Karanlikta oda
sicakhiginda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 400 pl 1X

Binding Buffer eklendi ve 1 saat iginde akim sitometri ile analiz edildi.

6.5. Akim Sitometri Hiicre Dongust Analizi

e 1.ve2.GuUn
Akim sitometri apoptoz analizinde 1. ve 2. gunu yapilan ¢alismalarin aynisi

yapilmistir.

e 3.ved. Giun

Huicrelerin tizerindeki besiyeri alindi. PBS ile yikand1. Uzerine Tripsin-EDTA
eklendi. Hucreler birbirinden ayrildiktan sonra besiyeri eklendi ve akim sitometri
tiiplerine alind1. 7 dakika 2500 rpm’de +4°C santrafijj edildi. Stipernatant dokuldi.
Boyasiz gruplar i¢in hiicreler ayrildi. Herbir tiipe 200 pl PBS eklendi ve pelletin
¢oziinmesi sagland iizerine buzda bekleyen ( 6nce -20°C sonra buz) % 70 etanol
eklendi. Vortexlenerek c¢oziinmesi saglandi. Buzda bir saat inkiibe edildi. 2500
rom’de 5 dakika +4°C santrifij edildi. 3’er ml PBS eklenip tekrar 2500 rpm’de 5
dakika +4°C santrifij edildi. Pelletin Gizerine 1ml PI solusyonu eklendi. 1 saat 37°C
inkiibasyona birakild1 ve sonra santrifiij ile boya uzaklastirildi. 500 pl PBS eklendi

ve akim sitometri ile analiz edildi.
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/.BULGULAR

Bu boéliimde, resveratrol c¢esitli konsantrasyonlarda (50, 100, 150, 200 uM)
lentiviral ShRNA transdiiksiyonu metoduyla SIP1 ifadesi baskilanmis hepatoseliiler
karsinoma hiicre hattina (SNU398 (Lot-2)) ve SIP1 ifadesi baskilanmamig karsinoma
hiicre hattina (SNU398 (Nsc)) uygulanarak hiicre canliligina etkisi, apoptoz-nekroz
analizi ve hiicre siklusu dagilimi ile ilgili elde edilen sonuglar ve SIP1’in hiicrelerin

resveratrole olan yanitina etkisi gosterilmektedir.

7.1. Resveratrol Uygulamasimin Hiicre Proliferasyonuna ve
Hucre Canhihgina Etkisi

Tez calismasinda resveratrol uygulamasina ait deneysel verilerin istatistiksel
analizi ‘Cift Yonli Anova (Two way anova)’ karsilagtirma testi kullanilarak
yapilmistir. Bu anova testleri i¢inde GraphPad Prism programi kullanilmistir.
Istatistiksel analizlerde giivenilirlik derecesi p< 0.05 olarak belirlenmistir.

Sekil 7.1 ve Sekil 7.2 de gorildiigii gibi 50, 100, 150 ve 200 uM dozlarda
resveratrol SIP1’i baskilanmamig (NSC) ve SIP1’i baskilanmis (Lot-2) SNU398
hiicrelerine uygulanmistir. 24 saat ve 48 saat inkiibasyon sonrasi absorbans degerleri
gruplarin igerisinde degerlendirildiginde hem SIP1’i baskilanmis hem de SIP1’i
baskilanmamis hiicrelerde 50 uM disindaki dozlarda anlamli bir azalma
gorulmektedir (24 saat igin: prLotz= 0,0105 pnsc< 0,0001; 48 saat icin: prorz< 0,0001
pnsc< 0,0001).
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Sekil 7.1: SIP1°1 baskilanmig SNU398 hicrelerinin resveratrole yaniti.

Nsc

24h
E 48h

Absorbans (OD)

Resveratrol

Sekil 7.2: SIP1°1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerinin resveratrole yaniti.
Ancak Sekil 7.3 ve Sekil 7.4 de goriildiigi Uzere 50, 100, 150 ve 200 uM

dozlarda resveratroliin etkisi SIP1’i baskilanmamig ve SIP1’i baskilanmis SNU398

hiicre gruplari arasinda karsilastirildiginda ise anlamli bir azalma goériilmemektedir.
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Sekil 7.3: SIP1’i baskilanmamis ve baskilanmis SNU398 hiicrelerinin 24. saatte
resveratrole yanit1.
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Sekil 7.4: SIP1’i baskilanmamis ve baskilanmig SNU398 hiicrelerinin 48. saatte
resveratrole yaniti,

Sekil 7.5” de SIP1’i baskilanmis SNU398 hicrelerinde (Lot-2) resveratrol
uygulandiktan 24 saat inkiibasyondan sonra 50 pM konsantrasyonda canlilik orani
% 98 iken 100 uM konsantrasyonda canlilik oran1 % 77, 150 uM konsantrasyonda

canlilik orant % 71 ve 200 uM konsantrasyonda canlilik oran1 % 64’diir. Resveratrol
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uygulandiktan 48 saat inkiibasyondan sonra 50 pM konsantrasyonda canlilik orani
% 75, 100 pM konsantrasyonda canlilik oran1 % 71, 150 pM konsantrasyonda
canlilik oran1 % 63, 200 uM konsantrasyonda canlilik oran1 % 62’dir.

SIP1’1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerinde (Nsc) resveratrol uygulandiktan
24 saat inkiibasyondan sonra 50 uM konsantrasyonda canlilik oran1 % 92, 100 uM
konsantrasyonda canlilik oran1 % 73, 150 uM konsantrasyonda canlilik orant % 63,
200 uM konsantrasyonda canlilik oran1 % 56’dir. Resveratrol uygulandiktan 48 saat
inkiibasyondan sonra 50 puM konsantrasyonda canlilik oram1 % 67, 100 uM
konsantrasyonda canlilik oran1 % 63, 150 uM konsantrasyonda canlilik oran1 % 61,

200 uM konsantrasyonda canlilik oran1 % 43’tdr.

120

98
100 9
77
20 75
/3 71 - 71
63 64 63 63 g1 62
60 56
43
40
20
0
50uM 100uM  150uM 200 uM 50uM 100uM  150uM 200 uM
24 saat 48 saat

mlot2 mN5C

Sekil 7.5: SIP1’i baskilanmamis ve baskilanmig SNU398 hiicrelerine resveratrol
uygulandiktan 24 ve 48 saat sonra hiicre canlilik grafigi.
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Tablo 7.1: Resveratrol uygulamasinin ardindan hiicre canlilik ytizdeleri.

Yizde Lot2-24h Lot2-48h Nsc-24h Nsc-48h
ortalama

50 pmol 98,22392 | 75,74441 | 92,12437 | 67,19397
100 pumol | 77,92037 | 71,07363 | 73,3437 63,9915

150 pmol | 71,53615 | 63,89729 | 63,44363 | 61,04333
200 pmol | 64,81176 | 62,65732 | 56,86367 | 42,99521

7.2. Resveratrol Uygulamasindan Sonra Hiicre Dongiisii
Analizi

Resveratroliin hiicreyi hangi fazda 6ldiirdiigiinii anlamak i¢in hiicre dongiisii
analizi yapildi. Sekil 7.6.a ve b’de goriildigi gibi SIP1’i baskilanmig SNU398
hicrelerinin  resveratrol ile 24 saatlik inklbasyonu sonucunda, resveratrol
uygulanmayan hiicre grubunun Gl fazinda hiicre oram1 % 47, 150 puM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra G1 fazinda hiicre orani
% 66.8, resveratrol uygulanmayan hiicre grubunun S fazinda hiicre oran1 % 28.3,
150 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan sonra S fazindaki hiicre orani
% 24.7, resveratrol uygulanmayan hicre grubunun G2/M fazinda hiicre oran1 % 21.3,
150 pM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan sonra G2/M fazindaki hiicre
oran1 % 9.7°dir.
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Sekil 7.6: a) SIP1°1 baskilanmis SNU398 hiicrelerine resveratrol uygulanmadan
(kontrol grubu) 24 saat sonra hiicre dongusu analizi b) Resveratrol uygulandiktan 24
saat sonra hiicre dongust analizi.

Sekil 7.7.a ve b’de gorildigi gibi SIP1°1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerinin
resveratrol ile 24 saatlik inkibasyon sonucu resveratrol uygulanmayan hcre
grubunun G1 fazinda hiicre oram1 % 50.4, 150 puM konsantrasyonda resveratrol
uygulandiktan 24 saat sonra Gl fazinda hiicre orant % 65.5, resveratrol
uygulanmayan hiicre grubunun S fazinda hiicre oram % 23.2, 150 puM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan sonra S fazindaki hiicre oram1 % 20.1,
resveratrol uygulanmayan hiicre grubunun G2/M fazinda hiicre oram1 % 26.1,

150 uM konsantrasyonlarda resveratrol uygulandiktan sonra G2/M fazindaki hiicre

orani % 14.1°dir.
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Sekil 7.7: a) SIP1°1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerine resveratrol
uygulanmadan (kontrol grubu) 24 saat sonra hiicre dongusu analizi b) Resveratrol
uygulandiktan 24 saat sonra hiicre dongiisii analizi.

Sekil 7.8.a ve b’de gorildigi gibi SIP1’i baskilanmis SNU398 hiicrelerinin
resveratrol ile 48 saatlik inklbasyon sonucu resveratrol uygulanmayan hiicre
grubunun G1 fazinda hiicre oram1 % 67.0, 150 pM konsantrasyonda resveratrol
uygulandiktan 48 saat sonra Gl fazinda hiicre orant % 65.5, resveratrol
uygulanmayan hiicre grubunun S fazinda hiicre oramt % 13.3, 150 uM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan sonra S fazindaki hiicre oran1 % 21.6,
resveratrol uygulanmayan hiicre grubunun G2/M fazinda hiicre oran1 % 14.3, 150

uM konsantrasyonlarda resveratrol uygulandiktan sonra G2/M fazindaki hiicre orani
% 11.7°dir.
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Sekil 7.8: a) SIP1°1 baskilanmig SNU398 hiicrelerine resveratrol uygulanmadan
(kontrol grubu) 48 saat sonra hiicre dongusi analizi b) Resveratrol uygulandiktan 48
saat sonra hiicre déngusu analizi.

Sekil 7.9.a ve b’de goriildigi gibi SIP1°1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerinin
resveratrol ile 48 saatlik inklbasyonu sonucu, resveratrol uygulanmayan hicre
grubunun GI1 fazinda hiicre oranm1 % 56.5, 150 puM konsantrasyonda resveratrol
uygulandiktan 48 saat sonra Gl fazinda hiicre orant % 52.0, resveratrol
uygulanmayan htcre grubunun S fazinda hiicre oram1 % 13.7, 150 uM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 48 saat sonra S fazindaki hiicre orani
% 20.9, resveratrol uygulanmayan hiicre grubunun G2/M fazinda hiicre oram % 29.4,
150 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan sonra G2/M fazindaki hiicre

orani % 21.7’dir.
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Sekil 7.9: a) SIP1°1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerine resveratrol
uygulanmadan (kontrol grubu) 48 saat sonra hiicre dongusu analizi b) Resveratrol
uygulandiktan 48 saat sonra hiicre dongusu analizi.

Tablo 7.2: 24 ve 48 saat resveratrol uygulamasi sonrasi hiicre dongusu analizi.

24h Gl S G2/M
Nsc-Control 50.4 23.2 26.1
Nsc-150 uM 65.5 20.1 141
Lot-2-Control 47 28.3 21.3
Lot-2-150 pM 66.8 24.7 9.7
48h Gl S G2/M
Nsc-Control 56.5 13.7 29.4
Nsc-150 uM 52 20.9 21.7
Lot-2-Control 67 13.3 14.3
Lot-2-150 uM 65.5 21.6 11.7
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7.3. Resveratrol Uygulamasindan Sonra Apoptoz Analizi

Resveratrol uygulamasina bagli olarak erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicre oranlarina bakilmistir. Dot plot analizlerinde X ekseni Anneksin V-
FITC’nin, y ekseni ise PI'nmin yaydigi floresan1 gdstermektedir. Sadece PI ile
boyanan hicreler dot plotlarda sol Ust bolgede yer alip, apoptotik olmayan hiicre
oranini belirtmektedir. Sag {ist bolgedeki hiicreler, hem Anneksin V hem de PI ile
boyanan hiicreler olup, geg¢ apoptotik hiicre oranini1 géstermektedir. Membran yapisi
bozulmadigindan dolay1 hicbir boya ile boyanmayan hiicreler sol alt boélgede canli
hiicre oranimi ifade etmektedir. Sadece Anneksin V ile boyanan hiicreler sag alt
bolgede yer almakta ve erken apoptoza ugrayan hiicre oranini belirtmektedir.

Sekil 7.10.a ve b’de gorildigi gibi, SIP1’i baskilanmis SNU398 hiicrelerinin
resveratrol ile 24 saatlik inklibasyonu sonucunda, resveratrol uygulanmayan hiicre
grubunda apoptotik olmayan hiicre orant % 0.6, ge¢ apoptotik hiicre oran1 % 8.6,
canli hiicre oran1 % 79 ve erken apoptoza ugrayan hiicre orant % 11.8’dir. SIPL1’i
baskilamig SNU398 hiicrelerine 150 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan
24 saat sonra apoptotik olmayan hiicre oran1 % 2.1, ge¢ apoptotik hiicre orani

% 18.8, canli hiicre oran1 % 53 ve erken apoptoza ugrayan hiicre oran1 % 26.1’dir.

46



A3 LOT2 Cet

- Gate: (LOTZ inally

STRADAN - | TRAD+AN
ifit3 7 A

5

K

FLZ-m
2t

TAAD-AN. Y+

BO3 LOT2 150uhd
r Gate (LOTZin all)

% T RAD AN V-

TARD+AN. Y4
18,8%

b)

TAAD-AN. Y+

Sekil 7.10: a) SIP1’i baskilanmig SNU398 hiicrelerine resveratrol uygulanmadan
(kontrol grubu) 24 saat sonra apoptoz analizi b) Resveratrol uygulandiktan 24 saat
sonra apoptoz analizi.

Sekil 7.11.a ve b’ de gorildigi gibi, SIP1’i baskilanmamis SNU398

hicrelerinin  resveratrol ile 24 saatlik

inkiibasyonu sonucunda,

resveratrol

uygulanmayan hiicre grubunda apoptotik olmayan hiicre oran1 % 2.3, ge¢ apoptotik

hiicre oran1 % 11.4, canli hiicre oran1 % 79.9 ve erken apoptoza ugrayan hiicre orani

% 6.4’dir. SIP1’1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerine 150 uM konsantrasyonda

resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra apoptotik olmayan hiicre oranin1 % 2.9, ge¢

apoptotik hiicre oran1 % 21.6, canli hiicre oran1 % 51.4 ve erken apoptoza ugrayan

hiicre oran1 % 24.2°dir.
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Sekil 7.11: a) SIP1°1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerine resveratrol uygulanmadan
(kontrol grubu) 24 saat sonra apoptoz analizi b) Resveratrol uygulandiktan 24 saat
sonra apoptoz analizi.

Sekil 7.12.a ve b’de goriildigi gibi SIP1’i baskilanmig SNU398 hiicrelerinin
resveratrol ile 48 saatlik inkibasyonu sonucunda, resveratrol uygulanmayan hticre
grubunda apoptotik olmayan hiicre oran1 % 0.2, ge¢ apoptotik hiicre oran1 % 0.9,
canli hiicre oran1 % 95.8 ve erken apoptoza ugrayan hiicre orant % 3.1°dir. SIP1’i
baskilanmis SNU398 hiicrelerine 150 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan
48 saat sonra apoptotik olmayan hiicre oran1 % 5.1, ge¢ apoptotik hiicre oran1 % 23,

canli hiicre oran1 % 64.4 ve erken apoptoza ugrayan hiicre oran1 % 7.6dir.
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Sekil 7.12: a) SIP1’i baskilanmigs SNU398 hiicrelerine resveratrol uygulanmadan
(kontrol grubu) 48 saat sonra apoptoz analizi b) Resveratrol uygulandiktan 48 saat
sonra apoptoz analizi.

Sekil 7.13.a ve b’ de gorildigi gibi, SIP1’i baskilanmamis SNU398
hicrelerinin  resveratrol ile 48 saatlik inkibasyon sonucunda, resveratrol
uygulanmayan hiicre grubunda apoptotik olmayan hiicre oran1 % 0.8, ge¢ apoptotik
hiicre oran1 % 0.9, canli hiicre oran1 % 95.7 ve erken apoptoza ugrayan hiicre orani
% 2.6°dir. SIP1’i baskilanmamig SNU398 hiicrelerine 150 uM konsantrasyonda
resveratrol uygulandiktan 48 saat sonra apoptotik olmayan hiicre oranin1 % 10.6, geg
apoptotik hiicre oran1 % 25.6, canli hiicre oran1 % 50 ve erken apoptoza ugrayan

hiicre oran1 % 13.7’dir.

49



D03 NS Cet

7.2

Gate: (R3inall)

% 05 UL
05%

wd gl

E0ZMEC 150
E Gate: (R3inall)
25-UR Faian-LIL 28-LR
0,9% 110, % 25 %
5
E
a3
.

b)

Sekil 7.13: a) SIP1°1 baskilanmamis SNU398 hiicrelerine resveratrol uygulanmadan
(kontrol grubu) 48 saat sonra apoptoz analizi b) Resveratrol uygulandiktan 48 saat

Tablo 7.3: 24 ve 48 saat resveratrol uygulamasinin ardindan apoptoz analizi.

sonra apoptoz analizi.

24h Canli Erken Apoptoz | Ge¢ Apoptoz | Nekroz
Nsc-Control | 79.9 6.4 114 2.3
Nsc-150 pM | 51.4 24.2 21.6 2.9
Lot-2-Control | 79 11.8 8.6 0.6
Lot-2-150puM | 53 26.1 18.8 2.1
48h Canli Erken Apoptoz | Ge¢ Apoptoz | Nekroz
Nsc-Control | 95.7 2.6 0.9 0.8
Nsc-150 uM | 50 13.7 25.6 10.6
Lot-2-Control | 95.8 3.1 0.9 0.2
Lot-2-150puM | 64.4 7.6 23 5.1
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8. TARTISMA ve SONUC

Hepatoselltler karsinoma (HCC) diinyada en yaygin gorillen ve ayn1 zamanda
en Oldiricu kanser turlerinden biridir [62]. Tez ¢aligmasinda, SIP1’in resveratrol
uygulanan hicrelerde proliferasyon, apoptoz, hiicre donglsiinde duraksama gibi
patofizyolojik davranislarina olan etkisine bakilmstir.

Hiicre canlihigini belirleyen sitotoksite deneylerinin sonucuna gore, SIP1’i
baskilanmis SNU398 hicrelerinde (Lot-2) 50 puM konsantrasyonda resveratrol
uygulandiktan 24 saat sonra canlilik oran1 % 98, 48 saat sonra % 75 civarindadir.
SIP1’1 baskilanmamis SNU398 hicrelerinde (Nsc) 50 pM konsantrasyonda
resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra canlilik oran1 % 92, 48 saat sonra % 67
civarindadir. Wagner Anika E. ve arkadaslart Huh7 hiicrelerine 50 pmol/I
konsantrasyonda resveratrol uygulamislar ve 24 saat sonra hiicre canliligini % 10
azaltigin ifade etmislerdir [102]. Liao Pei-Chi ve arkadaslar1 Huh7 hiicrelerine 10,
20, 40 ve 60 pg/mL (50 uM (11.4 pg/mL ), 100 pM (22,8 pg/mL), 200 uM (45.6
pMg/mL))  resveratrol uygulamiglar ve 10 pg/mL konsantrasyonda resveratrol
uygulandiktan 48 saat sonra hiicre 6liimiint % 32.7 olarak ifade etmislerdir [145]. Yu
Hai Bo ve arkadaslari HepG2 hiicrelerine 50 uM konsantrasyonda resveratrol
uygulamiglar ve 24 saat sonra canlilik oran1 % 83-98 olarak ifade etmislerdir [146].
Ou Xiuyuan ve arkadaslart HepG2 hiicrelerine 50 uM kansantrasyondaki resveratrol
i¢in 48 saat inkiibasyon sonrast hiicre canliligint % 70 olarak ifade etmislerdir [147].

SIP1’1 baskilanmig SNU398 hicrelerinde (Lot-2) 100 uM konsantrasyonda
resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra canlilik oran1 % 77, 48 saat sonra ise % 71
civarindadir.  SIP1’i  baskilanmamis SNU398 hicrelerinde (Nsc) resveratrol
uygulandiktan 24 saat sonra 100 uM konsantrasyonda canlilik orant % 73, 48 saat
sonra % 63 civarindadir. Yeh Chao-Bin ve arkadaslar1 Huh7 hiicrelerine 50 pM
kansantrasyonda resveratrol uyguladiktan 24 saat sonra canlilik oranin1 % 95-99,
48 saat sonra % 95-98 arasinda, 100 uM konsantrasyonda 24 ve 48 saat
inkiibasyondan sonra canlilik oranin1 % 90-100 arasinda ve 200 pM konsantrasyon
icin 24 ve 48 saat inklibasyondan sonra % 40-60 arasinda bulmuslardir [148]. Weng
Chia-Ju1 ve arkadaslari HepG2 hiicrelerine 100 uM konsantrasyonda resveratrol
uyguladiktan 24 saat inkilbasyondan sonra canlilik oranmmi % 81-90, 48 saat

inkiibasyondan sonra % 55-60 olarak bulmuslardir [149].
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SIP1’1 baskilanmig SNU398 hucrelerinde (Lot-2) 150 puM konsantrasyonda
resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra canlilik orant % 71, 48 saat sonra % 63,
SIP1’i baskilanmamig SNU398 huicrelerinde (Nsc) ise 24. saatte canlilik orani % 63,
48. saatte % 61 civarindadir. Calismamiz ile uyumlu bir sekilde; Du Qin ve
arkadaglar1  Hepal-6 hucrelerine 160 pM  konsantrasyonda  resveratrol
uyguladiklarinda canhlik oranin1 24 saatte % 40-59, 48 saat inkubasyondan sonra
% 32-50 arasinda bulmuslardir [150]. Co1 Hee Young ve arkadaslar1 SK-HEP-1
hiicrelerine 150 uM konsantrasyonda resveratrol uyguladiktan 24 ve 48 saat sonra
canlilik oranini % 66 olarak ifade etmiglerdir [151].

SIP1’1 baskilanmis SNU398 hiicrelerine (Lot-2) 200 uM konsantrasyonda
resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra canlilik oran1 % 64, 48 saat sonra % 62
civarindadir.  SIP1’i  baskilanmamis SNU398 hiicrelerine  (Nsc) 200 pM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra canlilik oran1 % 56, 48
saat sonra % 43 civarindadir. Cot Hee Young ve arkadaglart SK-HEP-1 hucrelerine
200 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 24 ve 48 saat sonra canlilik
oranini % 48 olarak ifade etmislerdir [151]. Ling Yang ve arkadaslari; HepG2
hicrelerine 200 pM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra canlilik
oraninin % 51.45 civarinda oldugunu belirtmislerdir [152]. Tameda Masahiko ve
arkadaslar1 HepG2 hiicrelerine resveratrol uyguladiktan 48 saat sonra canlilik oranini
% 35 olarak belirtmislerdir [153]. Parek ve arkadaslar1 hepatosellller karsinoma
hicrelerinden HepG2 ve Chang’e 200-225 pM konsantrasyonda resveratrol
uygulamis ve 24 saat inkiibasyondan sonra buyumelerinin % 55-60 oraninda inhibe
oldugunu bulmustur [154]. Sonug¢ olarak, farkli hepatosellliler hiicre hatlarinda
resveratroliin proliferasyona etkisinin belirlendigi bu calismalar tez caligmasindaki
bulgularimizla uyumludur.

Resveratrolin SIP1 baskilanmig ve SIP1’i baskilanmamig SNU398 hiicrelerine
uygulamalart ayr1 ayr1  kendi iginde karsilastirildiginda 50, 100 pM
konsantrasyondaki hicrelerin 150 uM konsantrasyona goére daha canli kaldigi
goriilmiistiir. 150 uM konsantrasyonda 24 ve 48 saat inkiibasyonda anlamli bir
azalma gorilmektedir. Bu nedenle hicre dongusu ve apoptoz deneylerinde
resveratrol 150 uM konsantrasyonda uygulanmastir.

Tez c¢alismasinda, akim sitometrisi kullanilarak resveratrol uygulanan
hiicrelerdeki hiicre 6liim formlar1 arastirilmistir. SIP1’i baskilanmug SNU398

hlcrelerinde resveratrol uygulanmayan hiicre grubunda 24. saatte ge¢ apoptotik
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hiicre oran1 % 8.6, erken apoptoza ugrayan hiicre oran1 % 11.8, nekroza ugrayan
hiicre oran1 % 0.6 ve canli hiicre oran1 % 79’dir. 48 saat inkiibasyon sonrasinda ise
resveratrol uygulanmayan hiicre grubunda ge¢ apoptotik hiicre oram1 % 0.9, erken
apoptoza ugrayan hiicre oran1 % 3.1, nekroza ugrayan hiicre oran1 % 0.2 ve canl
hiicre oran1 % 95.8’dir. SIP1’i baskilanmig SNU398 hiicrelerinde 24 saatlik 150 uM
konsantrasyonda resveratrol uygulanmasi sonrasinda ge¢ apoptotik hiicre orani
% 18.8, erken apoptoza ugrayan hiicre orant % 26.1, nekroza ugrayan hiicre orani
% 2.1 ve canli hiicre oran1 % 53’diir. SIP1’i baskilanmig SNU398 hiicrelerinde
48 saatlik 150 puM konsantrasyonda resveratrol uygulanmasi sonrasinda gec
apoptotik hiicre oran1 % 23, erken apoptoza ugrayan hiicre oran1 % 7.6, nekroza
ugrayan hiicre oran1 % 5.1 ve canli hiicre oran1 % 64.4’°dir. SIP1’i baskilanmamis
SNU398 hiicrelerinde resveratrol uygulanmayan hiicre grubunda 24. saatte gec
apoptotik hiicre oran1 % 11.4, erken apoptoza ugrayan hiicre oran1 % 6.4, nekroza
ugrayan hiicre oran1 % 2.3 ve canli hiicre orant % 79.9°dur. SIP1’°1 baskilanmamis
SNU398 hiicrelerinde resveratrol uygulanmayan hiicre grubunda 48 saat sonunda ge¢
apoptotik hiicre oranm1 % 0.9, erken apoptozise ugrayan hiicre oran1 % 2.6, nekroza
ugrayan hiicre oran1 % 0.8 ve canlik orant % 95.7°dir. SIP1’i baskilanmamis
SNU398 hucrelerinin - 150 pM  konsantrasyonda  resveratrol uygulamasi
sonrasinda 24. saatte gec¢ apoptotik hiicre oram1 % 21.6, erken apoptozise ugrayan
hiicre oranm1 % 24.2, nekroza ugrayan hiicre oran1 % 2.9 ve canli hiicre oran
% 51.4°t0r. 48 saatlik inkibasyon sonucu 150 pM konsantrasyonda resveratrol
uygulanan hiicre grubunda ise ge¢ apoptotik hiicre oran1 % 25.6, erken apoptozise
ugrayan hiicre oran1 % 13.7, nekroza ugrayan hiicre oran1 % 10.6 ve canli hiicre oranm
% 50°dir. SIP1’i baskilanmis ve baskilanmamis hiicrelerde 24 saat resveratrol
uygulanmasindan sonra erken-apoptotik hicreler, apoptotik hicreler ve nekrotik
hiicrelerde gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. 48 saat
resveratrol uygulanmasi sonucunda SIP1’i baskilanmamis hiicre grubunda erken-
apoptotik htcreler ile nekrotik hiicrelerde bir artis tespit edilmistir.

SIP1’in resveratrol uygulanan hicrelerde hiicre dongusiine etkileri yine akim
sitometrisi ile analiz edilmistir. Resveratrol uygulanmayan, SIP1’i baskilanmis
SNU398 hiicrelerinde 24 saat sonunda Gl fazinda hiicre oran1 % 47, 150 uM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra ise G1 fazindaki hiicre
orant % 66.8 olarak bulunmustur. Resveratrol uygulanmayan SIP1’i baskilanmig

SNU398 hicrelerinin 48 saatlik inklibasyon sonucunda G1 fazinda hiicre orani
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% 67.0, 150 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 48 saat sonra ise
G1 fazindaki hiicre oran1 % 65.5’dir. SIP1’i baskilanmamis SNU398 hicrelerine
resveratrol uygulanmadiginda 24 saat sonra G1 fazinda hiicre oran1 % 50.4, 150 uM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra ise % 65.5°dir. SIPL’i
baskilanmamig SNU398 hiicrelerine resveratrol uygulanmadiginda 48 saatlik
inkibasyon sonunda G1 fazindaki hiicre oran1 % 56.5, 150 uM konsantrasyonda
resveratrol uygulandiginda ise G1 fazinda hiicre oram1 % 52.0’dir. Resveratrol
uygulanmayan,  SIP1’i baskilanmis SNU398 hicrelerinde 24 saat sonunda
S fazindaki hiicre oran1 % 28.3, 150 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan
24 saat sonra ise S fazindaki hiicre oran1 % 24.7’dir. SIP1°1 baskilanmamis SNU398
hiicrelerine resveratrol uygulanmadiginda 24 saat sonra S fazinda hiicre oranmi
% 23.2, 150 uM konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 24 saat sonra ise
S fazindaki hiicre orant % 20.1°dir. Resveratrol uygulanmayan, SIP1’i baskilanmis
SNU398 hiicrelerinde 48 saat sonunda S fazindaki hiicre oran1 % 13.3, 150 uM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 48 saat sonra ise S fazindaki hiicre orani
% 21.6’dur. SIPI’i  baskilanmamisg SNU398 hiicrelerine resveratrol
uygulanmadiginda 48 saat sonra S fazinda hiicre oran1 % 13.7, 150 uM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiktan 48 saat sonra ise S fazindaki hiicre orani
% 20.9°dur. Hem SIPI1’i baskilanmamis hem de SIP1’i baskilanmis SNU398
hlcrelerinde 24 saat inkibasyondan sonra G1 fazinda ve 48 saat sonra ise S fazinda
durma gozlenmistir. Benzer sekilde A431, insan epidermoid karsinomu hicreleriyle
yapilan bir ¢alismada, hiicrelere resveratrol uygulanmis, apoptoz ve hiicre dongusu
analizi gerceklestirilmistir. Resveratrol uygulandiktan sonra hiicrelerin G1 fazinda
durdugu ve apoptoza girdigi belirtilmistir. p21 bazal seviyede kalirken, siklin D1, D2
ve E ile CDK2, CDK4 ve CDK6’nin protein seviyelerinin azaldigi gorilmistir [94].
Calismamiz ile uyumlu olarak Parek ve arkadaslari hepatoselliiler karsinoma
hicrelerinden HepG2 ve Chang’de resveratrolin etkisini siklin D1, buyime ve
proliferasyon analizi {izerinden incelemislerdir. HepG2 hicrelerine 200 pM
konsantrasyonda resveratrol uygulandiginda Gi fazinda hicrelerde artis ve
S fazindaki hticrelerde azalma goriilmiistiir. Chang hicrelerinde S fazinda hiicre
artig1 goriilmistiir. Bu sonuglar resveratrolin Gi fazinda hiicrelerin durmasina neden
olarak HepG2 hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigini g0stermistir. 200 UM
konsantrasyonun siklin D1 protein seviyesini azalttig1 belirlenmistir. Resveratroliin

ERK ve MAPK yolaklarini nasil etkiledigine de bakilmistir. Erk proteininin
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seviyesinde bir degisiklik olmadigi ancak p38, AKT ve PAK1 ekspresyonunun
azaldig1 goriilmistiir [154]. Hui Ling Yang ve arkadaslar1 hepatoselliiler karsinoma
hiicrelerinden HepG2 ile ¢alismis ve HepG2 hiicrelerine resveratrolii 0, 10, 30, 50,
100, 200 ve 300 pmol /I dozlarinda uygulamiglardir. Resveratroliin yuksek
konsantrasyonlarda alt-G1 ve GO/ G1 fazinda hiicre sayisinda belirgin bir artisa
neden oldugunu gosterilmistir [152]. Bu ¢aligmalar bulgularimizi desteklerken aksi
yonde c¢alismalar da vardir. Schuster ve arkadaslar1 hepatoselliiller karsinoma
hlcrelerinden HepG2 ve Hep3B ile ¢alismislar ve bu hicrelerdeki NAMPT ve
SIRT1 protein fonksiyonlarina bakmiglardir. Resveratroliin p53, apoptoz ve hiicre
dongusune etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada resveratrol 0, 25, 50, 75, 100 uM
konsantrasyonlarinda uygulanmistir. Normal hepatositlerin aksine, resveratrol ile
muamele edilmis HepG2 hiicrelerinde NAMPT enzimatik aktivitesinde bir azalma ve
p53 asetilasyonunda (K382) artma goriilmistiir. Resveratrolin HepG2 hicrelerini
hicre dongisunun S fazi ile G2/M fazinda durdurdugu ve p53 ile kaspaz-3’U aktive
ettigi saptanmustir [155].

Resveratrol 3 farkli yolakla hiicreleri apoptoza yonlendirir. Birinci yolak hiicre
olim reseptorleri yolagi (Fas/CD95), ikinci yolak p53 ve p21’in dizenledigi ve
Uclincusti de mitokondriye bagimli yolak’tir [91]. Calismalarimizda 150 pM
konsantrasyonda resveratrol uyguladiginda 48. saatte hem SIP1 baskilanmis hem de
kontrol hiicrelerinin erken apoptoza ve nekroza yoneldigi anlasilmistir. Farkli hiicre
hatlarinda da, ornegin T24 mesane kanserinde de benzer dozlarda resveratrol
uygulamasi hiicreleri apoptoza yonlendirmistir [152].

Resveratrol’in p53’0 aktive ettigi ve p21 ile p27’nin ekspresyonunu
arttirdigindan bahsedilmisti. p21 ve p27 de siklin bagimli kinazlar1 (CDK) inhibe
eder. CDK’larin inhibisyonu hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina neden olur
[94]. Calismalarimizda SIP1’i baskilanmis ve baskilanmamis SNU398 hiicrelerinin
G1 fazinda durmasinin nedeni CDK’larin inhibisyonu ile agiklanabilir. S fazindaki
duraksama ise resveratroliin, ribonlkleotid sentaz ve DNA polimeraz enzimlerini
inhibe ederek DNA sentezinin engellenmesi olgusu ile agiklanabilir [88], [97].

Sonug olarak, SIP1 baskilanmig ve kontrol grubu hiicrelerinde resveratrolin
hicre proliferasyonuna etkisi anlaminda anlamli bir fark bulunamamis, ancak
resveratrol her iki hiicre grubunda da doza bagli anti-proliferatif bir etki géstermistir.

Aym zamanda, resveratrolin SIP1’i baskilanmis ve baskilanmamis SNU398
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hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin G1 ve S fazinda durmasina, apoptotik ve nekrotik

hlcre 6liimiine neden oldugu anlagilmstir.

56



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

KAYNAKLAR

Jemal A., Bray F., Center M. M., Ferlay J., Ward E., Forman D., (2011),
“Global cancer statistics.”, CA: A Cancer Journal for Clinicians, 61(2), 69-90.

Pascual S., Herrera 1., Irurzun J., (2016), “New advances in hepatocellular
carcinoma.”, World Journal of Hepatology, 8(9), 421.

Bonnomet A., Brysse A., Tachsidis A., Waltham M., Thompson E. W., Polette
M., Gilles C., (2010), “Epithelial-to-mesenchymal transitions and circulating
tumor cells.”, Journal of Mammary Gland Biology and Neoplasia, 15(2),
261-273.

Moreno-Bueno G., Portillo F., Cano A., (2008), “Transcriptional regulation of
cell polarity in EMT and cancer.”, Oncogene, 27(55), 6958-69609.

Miyoshi A., Kitajima Y., Sumi K., Sato K., Hagiwara A., Koga Y., Miyazaki

K., (2004), “Snail and SIP1 Increase Cancer Invasion by Upregulating MMP
Family in Hepatocellular Carcinoma Cells.”, British Journal of Cancer, 90(6),
1265-1273.

Lindsey S., Langhans S. A., (2014), “Crosstalk of Oncogenic Signaling
Pathways during Epithelial-Mesenchymal Transition.”, Frontiers in Oncology,
4, 358.

Yildirim Y., Ozyilkan O., Karakayali H., Haberal M. (2008)., “Hepatoselliiler
Karsinomda Tedavi Yaklasimlar.”, Uluslararas1 Hematoloji ve Onkoloji
Dergisi,18(4), 248-253

Web 1, (2015), http://www.karacigerkanseriankara.com/karacigerkanseri/kara
ciger- kanserinin-tedavi-yontemleri-nelerdir.html , (Erisim Tarihi: 02/11/2015).

Singh N., Agrawal M., Doré S., (2013), “Neuroprotective properties and
mechanisms of resveratrol in in vitro and in vivo experimental cerebral stroke
models.”, ACS Chemical Neuroscience, 4(8), 1151-1162.

[10] Aggarwal B. B., Bhardwaj A., Aggarwal R. S., Seeram N. P., Shishodia S.,

Takada Y., (2004), “Role of resveratrol in prevention and therapy of cancer:
preclinical and clinical studies.”, Anticancer Research 24 (5a), 2783-2840

[11] Sudhakar A., (2009), “History of cancer, ancient and modern treatment

methods.”, Journal of Cancer Science & Therapy, 1 (2), 1-4.

[12] Web 2, (2015), http://kanser.gov.tr/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri/860-

veni-d%C3%BCnya-kanser-istatistikleri-yay%C4%B1nland%C4%B1.html,
(Erigim Tarihi: 10/09/2015)

57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonnomet%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brysse%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tachsidis%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waltham%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Polette%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Polette%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gilles%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno-Bueno%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19029937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Portillo%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19029937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cano%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19029937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyoshi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitajima%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sumi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sato%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hagiwara%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koga%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyazaki%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyazaki%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15026811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindsey%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25566498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Langhans%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25566498
http://www.karacigerkanseriankara.com/karacigerkanseri/kara%20%20%20%20ciger-%20kanserinin-tedavi-yontemleri-nelerdir.html
http://www.karacigerkanseriankara.com/karacigerkanseri/kara%20%20%20%20ciger-%20kanserinin-tedavi-yontemleri-nelerdir.html
http://kanser.gov.tr/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri/860-yeni-d%C3%BCnya-kanser-istatistikleri-yay%C4%B1nland%C4%B1.html
http://kanser.gov.tr/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri/860-yeni-d%C3%BCnya-kanser-istatistikleri-yay%C4%B1nland%C4%B1.html

[13] El-Serag H. B., Rudolph, K. L., (2007), *“Hepatocellular carcinoma:
epidemiology and molecular carcinogenesis.”, Gastroenterology, 132(7), 2557-
2576.

[14] Yu M. W., Chen C. J., (1993), “Elevated serum testosterone levels and risk of
hepatocellular carcinoma.”, Cancer Research; 53(4),790-794.

[15] Kumar V., Abbas A. K., Fausto N., Mitchell R. N., (2007), “Robbins Temel
Potology.”, 8. Basim, Nobel Tip Kitapevleri.

[16] Junqueira L. C., Carneiro J., Kelley R. O.,( 1993),* Temel Histoloji.”, 7. Basim,
Baris Kitapevi, 385-386.

[17] Farazi P. A., DePinho R. A., (2006), “Hepatocellular carcinoma pathogenesis:
from genes to environment.”, Nature Reviews Cancer, 6(9), 674-687

[18] Wang R., Brattain M. G., (2006), “AKT can be activated in the nucleus.”,
Cellular Signalling, 18(10), 1722-1731.

[19] Marra M., Sordelli I. M., Lombardi A., Lamberti M., Tarantino L., Giudice A.,
Stiuso P., Abbruzzese A., Sperlongano R., Accardo M., Agresti M., Caraglia
M., Sperlongano P., (2011), “Molecular targets and oxidative stress biomarkers
in hepatocellular carcinoma: an overview.”, Journal of Translational
Medicine, 9(1), 171.

[20] Feitelson M. A., Sun B., Satiroglu Tufan N. L., Liu J., Pan J., Lian Z. (2002), *
Genetic mechanisms of hepatocarcinogenesis.””,Oncogene, 21(16), 2593-2604.

[21] Roskams T., (2006), “Liver stem cells and their implication in hepatocellular
and cholangiocarcinoma.”, Oncogene, 25(27), 3818-3822.

[22] Sherman M., (2005), “Hepatocellular carcinoma: epidemiology, risk factors and
screening.”, Seminars in Liver Disease, 25(2), 143-154.

[23] Donato F., Tagger A., Gelatti U., Parrinello G., Boffetta P., Albertini A.,
Decarli A., Trevisi P., Ribero M.L., Martelli C., Porru S, Nardi G., (2002).,
“Alcohol and hepatocellular carcinoma: the effect of lifetime intake and
hepatitis virus infections in men and women.”, American Journal of
Epidemiology, 155(4), 323-331.

[24] McKillop I. H., Schrum L. W., (2005), “Alcohol and liver cancer.”, Alcohol,
35(3), 195-203

[25] Testino G., Leone S., Borro P, (2014), “Alcohol and Hepatocellular Car-
cinoma: A Review and a Point of View.” World Journal of Gastroenterology,
20.(43), 15943-15954.

[26] Stickel F., Schuppan D., Hahn E. G., Seitz H. K., (2002), “Cocarcinogenic
effects of alcohol in hepatocarcinogenesis.”, Gut;51(1), 132-139

58


https://www.google.com.tr/search?q=Nature+Reviews+Cancer.&sa=X&ved=0ahUKEwiMrsOJmdXOAhWDUhQKHUITCFsQ7xYIGigA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brattain%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16616456
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiTg-WFwsrOAhXI7xQKHXJJB2kQFgggMAA&url=https%3A%2F%2Ftranslational-medicine.biomedcentral.com%2F&usg=AFQjCNHH5c1qUfpxZNcXslr4i_M5GK0QPw&sig2=UC3QYRcboy9s9ttaDYonAg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiTg-WFwsrOAhXI7xQKHXJJB2kQFgggMAA&url=https%3A%2F%2Ftranslational-medicine.biomedcentral.com%2F&usg=AFQjCNHH5c1qUfpxZNcXslr4i_M5GK0QPw&sig2=UC3QYRcboy9s9ttaDYonAg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Decarli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trevisi%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribero%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martelli%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Porru%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nardi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836196

[27] Gnal A. S., Dundar H. G., (2005), “Viral Hepatit.”, 1.Baski. Istanbul, Orhan
Matbaasi, 10-20.

[28] Web 3, (2015), http://www.liver-cancers.de/index.php/tr/riskfakt%C3%
Bérleri.html (Erisim<%20http://www.liver-cancers.de/index.php/tr/risk-fakt%
C3%B6rleri.html%20, (Erisim Tarihi 12/10/2015).

[29] Block T. M., Mehta A. S., Fimmel C. J., Jordan R. (2003), “Molecular viral
oncology of hepatocellular carcinoma.”, Oncogene, 22(33), 5093-5107

[30] Anzola M., (2004), “Hepatocellular carcinoma: role of hepatitis B and hepatitis
C viruses proteins in hepatocarcinogenesis.”, Journal of Viral Hepatitis, 11(5),
383-393.

[31] Lamouille S., Xu J., Derynck R., (2014), “Molecular mechanisms of epithelial—-
mesenchymal transition.”, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 15(3),
178-196.

[32] Web 4, (2015), http:/flipper.diff.org/app/items/info/6934, (Erisim Tarihi:
02/12/2015).

[33] Kalluri R., Weinberg R. A., (2009), “The basics of epithelial-mesenchymal
transition.”, The Journal of Clinical Investigation, 119(6), 1420-1428

[34] Nistico P., Bissell M. J., Radisky D.C., (2012), “Epithelial-mesenchymal
transition: general principles and pathological relevance with special emphasis
on the role of matrix metalloproteinases.”, Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology, 1, 4(2).

[35] Huber M. A., Kraut N., Beug H., (2005), “Molecular requirements for
epithelial-mesenchymal transition during tumor progression.”, Current
Opinion in Cell Biology 17(5), 548-558

[36] Choi S. S., Diehl A. M., (2009), “Epithelial to mesenchymal transitions in the
liver.”, Hepatology, 50(6), 2007-2013.

[37] Mateus A. R., Simbes-Correia J., Figueiredo J., Heindl S., Alves C. C., Suriano
G., Luber B., Seruca R., (2009), “E-cadherin mutations and cell motility: a
genotype—phenotype correlation.”, Experimental Cell Research, 315(8), 1393-
1402.

[38] Behrens J., (1994), “Cadherins as determinants of tissue morphology and
supressors of invasion.”, Cells Tissues Organs 149(3), 165-169.

[39] Berx G., Van Roy F., (2009), “Involvement of members of the cadherin
superfamily in cancer.”, Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 1(6).

[40] Perry J. K., Lins R. J., Lobie P. E., Mitchell M. D., (2010), “Regulation of

invasive growth: similar epigenetic mechanisms underpin tumour progression
and implantation in human pregnancy.”, Clinical Science, 118(7), 451-457.

59


http://www.liver-cancers.de/index.php/tr/risk
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwityLGbrtXOAhWK2hoKHUY6Bo4QFgggMAA&url=http%3A%2F%2Fcshperspectives.cshlp.org%2F&usg=AFQjCNFRIzdIHQfKTirERF3nHmdbM0_eSQ&sig2=fqRM8E7yrFtGu2vIUpv7dg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwityLGbrtXOAhWK2hoKHUY6Bo4QFgggMAA&url=http%3A%2F%2Fcshperspectives.cshlp.org%2F&usg=AFQjCNFRIzdIHQfKTirERF3nHmdbM0_eSQ&sig2=fqRM8E7yrFtGu2vIUpv7dg
http://scholar.google.com.tr/scholar?q=Epithelial%E2%80%90to%E2%80%90mesenchymal+transitions+in+the+liver&hl=tr&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&ved=0ahUKEwipp9qjuMjOAhVGtBoKHSfcBdYQgQMIGzAA
http://scholar.google.com.tr/scholar?q=Epithelial%E2%80%90to%E2%80%90mesenchymal+transitions+in+the+liver&hl=tr&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&ved=0ahUKEwipp9qjuMjOAhVGtBoKHSfcBdYQgQMIGzAA

[41] Wijnhoven B. P. L., Dinjens W. N. M., Pignatelli M., (2000), “E-cadherin-
catenin cell-cell adhesion complex and human cancer.”, British Journal of
Surgery, 87(8), 992-1005.

[42] Thiery J. P., (2003), “Epithelial-Mesenchymal Transitions in Development and
pathologies.”, Current Opinion in Cell Biology, 15(6), 740-746.

[43] Onder T. T., Gupta P. B., Mani S. A., Yang J., Lander E. S., Weinberg R. A..
(2008), “Loss of E-cadherin promotes metastasis via multiple downstream
transcriptional pathways.”, Cancer Research, 68(10), 3645-3654.

[44] Sanchez-Till6 E., Liu Y., de Barrios O., Siles L., Fanlo L., Cuatrecasas
M., Darling D. S.,Dean D. C., Castells A., Postigo A., (2012), “EMT-
activating transcription factors in cancer: beyond EMT and tumor
invasiveness.”, Cellular and Molecular Life Sciences, 69(20), 3429-3456.

[45] ReyaT, Clevers H., (2005), “Wnt signalling in stem cells and cancer.”, Nature,
434, 843-850

[46] Akiyama T., (2000), “Wnt/beta-catenin signaling. Cytokine Growth Factor
Review.”, 11(4), 273-282.

[47] Lee J. M., Dedhar S., Kalluri R., Thompson E. W., (2006), “The epithelial-
mesenchymal transition: new insights in signaling, development and disease.”,
The Journal of Cell Biology, 172(7), 973-981

[48] Postigo A. A., Depp J. L., Taylor J. J., Kroll K. L., (2003), “Regulation of Smad
signaling through a differential recruitment of coactivators and corepressors by
ZEB proteins.”, The EMBO Journal. 22(10), 2453-2462.

[49] Vandewalle C., Van Roy F., Berx G., (2009), “The role of the ZEB family of
transcription factors in development and disease.”, Cellular and Molecular Life
Sciences ,66(5), 773-787.

[50] Sanchez-Till6 E., Siles L., de Barrios O., Cuatrecasas M., Vaquero E. C.,
Castells A., Postigo A., (2011), “Expanding roles of ZEB factors in
tumorigenesis and tumor progression.”, American Journal of Cancer Research,
1(1), 897-912.

[51] Browne G., Sayan A. E., Tulchinsky E., (2010), “ZEB proteins link cell
motility with cell cycle control and cell survival in cancer.”, Cell Cycle, 9(5),
886-891.

[52] Sayan A. E., Griffiths T. R., Pal R., Browne G. J., Ruddick A., Yagci T.,
Edwards R., Mayer N. J., Qazi H., Goyal S., Fernandez S., Straatman K., Jones
G. D., Bowman K. J., Colquhoun A., Mellon J. K., Krigjevska M., Tulchinsky
E., (2009), “SIP1 protein protects cells from DNA damage-induced apoptosis
and has independent prognostic value in bladder cancer.”, Proceedings of The
National Academy of Sciences, 106(35), 14884-14889

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez-Till%C3%B3%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Barrios%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siles%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fanlo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cuatrecasas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cuatrecasas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darling%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dean%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castells%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Postigo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22945800

[53] Oztas E., Avci M. E., Ozcan A., Sayan A. E., Tulchinsky E., Yagci T., (2010),
“Novel monoclonal antibodies detect Smad-interacting protein 1 (SIP1) in the
cytoplasm of human cells from multiple tumor tissue arrays.”, Experimental
and Molecular Pathology, 89(2), 182-189.

[54] Verschueren K., Remacle J. E., Collart C., Kraft H., Baker B. S., Tylzanowski
P., Nelles L., Wuytens G., Su M. T., Bodmer R., Smith J. C., Huylebroeck D.,
(1999), “SIP1, a novel zinc finger/homeodomain repressor, interacts with Smad
proteins and binds to 5'-CACCT sequences in candidate target genes.”, Journal
of Biological Chemistry, 274(29), 20489-20498.

[55] Derynck R., Zhang Y. E., (2003), “Smad-dependent and Smad-independent
pathways in TGF-f family signalling.”, Nature, 425(6958), 577-584.

[56] Vural P., (2010), “Transforming Growth Factor-p" nin Kanserde Baskilayict
Rold.”, Turk Klinik Biyokimya Dergisi, 8(1), 035-042

[57] Moustakas A., Heldin C. H., (2012), “Induction of epithelial-mesenchymal
transition by transforming growth factor B.”, In Seminars in Cancer Biology,
22(5), 446-454,

[58] Annes J. P., Munger J. S., Rifkin D. B., (2003), “Making sense of latent TGFf3
activation.”, Journal of Cell Science, 116(2), 217-224

[59] Shi Y., Massagué J., (2003), “Mechanisms of TGF-p signaling from cell
membrane to the nucleus.”, Cell, 113(6), 685-700

[60] Feng X. H., Derynck R., (2005), “Specificity and versatility in TGF-$
signaling through Smads.”, Annual Review of Cell and Developmental
Biology., 21, 659-693

[61] Aigner K., Dampier B., Descovich L., Mikula M., Sultan A., Schreiber M.,
Mikulits W., Brabletz T., Strand D., Obrist P., Sommergruber W., Schweifer
N., Wernitznig A., Beug H., Foisner R., Eger A., (2007). “The transcription
factor ZEB1 (SEF1) promotes tumour cell dedifferentiation by repressing
master regulators of epithelial polarity.”, Oncogene, 26(49), 6979-6988

[62] Acun T., Oztas E., Yagci T., Yakicier M. C., (2011), “SIP1 is downregulated in
hepatocellular carcinoma by promoter hypermethylation.”, BMC Cancer,
11(1), 223.

[63] Ozturk N. , Erdal E., Mumcuoglu M., Akcali K. C., Yalcin O., Senturk S.,
Arslan-Ergul A., Gur B., Yulug I., Cetin-Atalay R., Yakicier C., Yagci T., Tez
M., Ozturk M., (2006), “Reprogramming of replicative senescence in
hepatocellular carcinoma-derived cells.”, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 103(7), 2178-2183.

[64] Web 5, (2015), http://drozdogan.com/kanser-turleri-ve-tedavisi/karaciger-
kanseri/karaciger-kanserinde-cerrahi/, (Erisim Tarihi: 06/11/2015).

61


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj-8rCSwcrOAhXFUBQKHR7gDxAQFgggMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.annualreviews.org%2Fjournal%2Fcellbio&usg=AFQjCNFAeM7_pO7AcyyeFO2-271zDS_tTQ&sig2=oBaeUJ9s2OokbB9Vn_dUPw
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj-8rCSwcrOAhXFUBQKHR7gDxAQFgggMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.annualreviews.org%2Fjournal%2Fcellbio&usg=AFQjCNFAeM7_pO7AcyyeFO2-271zDS_tTQ&sig2=oBaeUJ9s2OokbB9Vn_dUPw
http://drozdogan.com/kanser-turleri-ve-tedavisi/karaciger-kanseri/karaciger-kanserinde-cerrahi/
http://drozdogan.com/kanser-turleri-ve-tedavisi/karaciger-kanseri/karaciger-kanserinde-cerrahi/

[65] Web 6, (2015), www.ctf.edu.tr/stek/pdfs/28/2819EG_MK.pdf , (Erisim Tarihi:
06/11/2015).

[66] Web 7, (2015), http://www.hamdikarakayali.com.tr/karacigerkansericerrahi.asp,
(Erisim Tarihi: 06/11/2015).

[67] Web 8, (2015), guncel.tgv.org.tr/journal/34/pdf/362.pdf, (Erisim Tarihi:10/11/20
15).

[68] Y1ilmaz B. D., Unsal M., (2013), “Brakiterapi.”, Okmeydan1 Tip Dergisi 29 ( 1),
35-40.

[69] Gambini J., Inglés M., Olaso G., Lopez-Grueso R., Bonet-Costa V., Gimeno-
Mallench L., Mas-Bargues C., Abdelaziz K. M., Gomez-Cabrera M. C., Vina
J., Borras C., (2015), “Properties of resveratrol: in vitro and in vivo studies
about metabolism, bioavailability, and biological effects in animal models and
humans.”, Oxidative Medicine and Cellular Longevity,13.

[70] Shukla Y., Singh R., (2011), “Resveratrol and cellular mechanisms of cancer
prevention.”, Annals Of The New York Academy Of Sciences, 11(5), 383-
393.

[71] Arichi H., Kimura Y., Okuda H., Baba K., Kozawa M., Arichi S., (1982),
“Effects of stilbene components of the roots of Polygonum cuspidatum Sieb. et
Zucc. on lipid metabolism.”, Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 30(5),
1766-1770.

[72] Chiba T., Kimura Y., Suzuki S., Tatefuji T., Umegaki K., (2016), “Trans-
Resveratrol Enhances the Anticoagulant Activity of Warfarin in a Mouse
Model.”, Journal of Atherosclerosis and Thrombosis, 23.

[73] Athar M., Back J. H., Tang X., Kim K. H., Kopelovich L., Bickers D. R., Kim
A. L., (2007), “Resveratrol: a review of preclinical studies for human cancer
prevention.”, Toxicology and Applied Pharmacology, 224(3), 274-283.

[74] Borriello A., Cucciolla V., Ragione F. D., Galletti P., (2010), “Dietary
polyphenols: focus on resveratrol, a promising agent in the prevention of
cardiovascular diseases and control of glucose homeostasis.”, Nutrition,
Metabolism and Cardiovascular Diseases, 20(8), 618-625.

[75] Bisht K., Wagner K. H., Bulmer A. C., (2010), “Curcumin, resveratrol and
flavonoids as anti-inflammatory, cyto-and DNA-protective dietary
compounds.”, Toxicology, 278(1), 88-100.

[76] Ndiaye M., Kumar R., Ahmad N., (2011), “Resveratrol in cancer management:

where are we and where we go from here?.”, Annals of the New York
Academy of Sciences, 1215(1), 144-149.

62


http://www.ctf.edu.tr/stek/pdfs/28/2819EG_MK.pdf
http://www.hamdikarakayali.com.tr/karacigerkansericerrahi.asp,
http://www.hamdikarakayali.com.tr/karacigerkansericerrahi.asp,

[77] Trela B. C., Waterhouse A. L. (1996), “Resveratrol: isomeric molar
absorptivities and  stability.”, Journal of  Agricultural and Food
Chemistry, 44(5), 1253-1257.

[78] Bradamante S., Barenghi L., Villa A., (2004), “Cardiovascular protective effects
of resveratrol.”, Cardiovascular Drug Reviews, 22(3), 169-188.

[79] Prokop J., Abrman P., Seligson A. L., Sovak M., (2006), “Resveratrol and its
glycon piceid are stable polyphenols.”, Journal of Medicinal Food, 9(1), 11-14.

[80] Bertelli A. A., Giovannini L., Bernini W., Migliori M., Fregoni M., Bavaresco
L., Bertelli A., (1996), “Antiplatelet activity of cis-resveratrol.”, Drugs Under
Experimental and Clinical, 22, 61-63.

[81] Kang O. H., Jang H. J., Chae H. S., Oh Y. C., Choi J. G, Lee Y. S., Kim J. H.,
Kim C K., Sohn D. H., Park H., Kwon D. Y., (2009), “Anti-inflammatory
mechanisms of resveratrol in activated HMC-1 cells: pivotal roles of NF-xB
and MAPK.”, Pharmacological Research, 59(5), 330-337.

[82] Belleri M., Ribatti D., Nicoli S., Cotelli F., Forti L., Vannini V., Stivala L. A.,
Presta M., (2005), “Antiangiogenic and vascular-targeting activity of the
microtubule-destabilizing trans-resveratrol derivative 3, 5, 4'-trimetho-
xystilbene.”, Molecular Pharmacology, 67(5), 1451-14509.

[83] De Lorgeril M., Salen P., Paillard F., Laporte F., Boucher F., de Leiris J.,
(2002), “Mediterranean diet and the French paradox: two distinct
biogeographic concepts for one consolidated scientific theory on the role of
nutrition in coronary heart disease.”, Cardiovascular Research, 54(3), 503-515.

[84] Sun A. Y., Simonyi A., Sun G. Y., (2002), “ The “French paradox’ and beyond:
neuroprotective effects of polyphenols 1, 2.”, Free Radical Biology and
Medicine, 32(4), 314-318.

[85] Slater S .J., Seiz J. L., Cook A. C., Stagliano B. A., Buzas C. J., (2003),
“Inhibition of protein kinase C by resveratrol.”, Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Molecular Basis of Disease, 1637(1), 59-69.

[86] Kondratyuk T. P., Park E. J., Marler L. E., Ahn S., Yuan Y., Choi Y., Yu R,,
van Breemen R. B., Sun B., Hoshino J., Cushman M., Jermihov K. C., Mesecar
A. D., Grubbs C. J., Pezzuto J. M., (2011), “Resveratrol derivatives as
promising chemopreventive agents with improved potency and selectivity.”,
Molecular Nutrition & Food Research, 55(8), 1249-1265.

[87] Athar M., Back J. H., Kopelovich L., Bickers D. R., Kim A. L., (2009),
“Multiple molecular targets of resveratrol: Anti-carcinogenic mechanisms.”,
Archives of Biochemistry and Biophysics, 486(2), 95-102.

[88] Fontecave M., Lepoivre M., Elleingand E., Gerez C., Guittet O., (1998),

“Resveratrol, a remarkable inhibitor of ribonucleotide reductase.”, Febs
Letters, 421(3), 277-279.

63



[89] El-Mowaf A. M., White R. E., (1999), “Resveratrol inhibits MAPK activity and

nuclear translocation in coronary artery smooth muscle: reversal of endothelin-
1 stimulatory ejects.”, Febs Letters, 451(1), 63-67.

[90] Uguralp S., Mizrak B., Karabulut A. B., (2005), “Resveratrol reduces ischemia

[91]

[92]

[93]

reperfusion injury after experimental testicular torsion.”, European journal of
pediatric surgery: official journal of Austrian Association of Pediatric
Surgery...[et al]= Zeitschrift fur Kinderchirurgie, 15(2), 114-119.

Cucciolla V., Borriello A., Oliva A., Galletti P., Zappia V., Della Ragione F.,
(2007), “Resveratrol: from basic science to the clinic.”, Cell Cycle, 6(20),
2495-2510.

Fulda S., Debatin K. M., (2004), “Sensitization for anticancer drug-induced
apoptosis by the chemopreventive agent resveratrol.”, Oncogene, 23(40), 6702-
6711.

Vallianou N. G., Evangelopoulos A., Geladari E., Kazazis C., (2015),
“Resveratrol and Cancer.”, Hospital Chronicles, 10(3), 137-144.

[94] Ahmad N., Adhami V. M., Afaq F., Feyes D. K., Mukhtar H., (2001),

“Resveratrol causes WAF-1/p21-mediated G1-phase arrest of cell cycle and
induction of apoptosis in human epidermoid carcinoma A431 cells.”, Clinical
Cancer Research, 7(5), 1466-1473

[95] Zhang S., Cao H. J., Davis F. B., Tang H. Y., Davis P. J., Lin H. Y., (2004),

[96]

“Qestrogen inhibits resveratrol-induced post-translational modification of p53
and apoptosis in breast cancer cells.”, British Journal of Cancer, 91(1), 178-
185.

Sareen D, van Ginkel P. R., Takach J. C., Mohiuddin A, Darjatmoko S. R.,
Albert D. M., Polans A. S., (2006), “Mitochondria as the Primary Target of
Resveratrol-Induced Apoptosis in Human Retinoblastoma Cells.”, Investigative
Ophthalmology & Visual Science. 47(9), 3708-3716.

[97] Stivala L. A., Savio M., Carafoli F., Perucca P., Bianchi L., Maga G., Forti L.,

Pagnoni U. M., Albini A., Prosperi E., Vannini V., (2001), “Specific structural
determinants are responsible for the antioxidant activity and the cell cycle
effects of resveratrol.”, Journal of Biological Chemistry, 276(25), 22586-
22594,

[98] Soleas G. J., Grass L., Josephy P. D., Goldberg D. M., Diamandis E. P., (2002),

[99]

“A comparison of the anticarcinogenic properties of four red wine
polyphenols.”, Clinical Biochemistry, 35(2), 119-124.

Leonard S. S., Xia C., Jiang B. H., Stinefelt B., Klandorf H., Harris G. K., Shi
X., (2003), “Resveratrol scavenges reactive oxygen species and effects radical-
induced cellular responses.”, Biochemical and Biophysical Research
Communications, 309(4), 1017-1026.

64


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiPxIrgwMrOAhXDyRQKHXzpD8AQFggsMAM&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FInvestigative_Ophthalmology_%2526_Visual_Science&usg=AFQjCNERMyaic2bbjwFK0VSyKwzpmzxgig&sig2=pFwH6XQAFZTRXx3FvTFFDw
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiPxIrgwMrOAhXDyRQKHXzpD8AQFggsMAM&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FInvestigative_Ophthalmology_%2526_Visual_Science&usg=AFQjCNERMyaic2bbjwFK0VSyKwzpmzxgig&sig2=pFwH6XQAFZTRXx3FvTFFDw

[100] Rodrigo R., Bosco C., (2006), “Oxidative stress and protective effects of
polyphenols: comparative studies in human and rodent kidney.”, A review.
Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology, 142(3), 317-327.

[101] Kasdallah-Grissa A., Mornagui B., Aouani E., Hammami M., EI May M.,
Gharbi N., Kamoun A., El-Fazad S., (2007), “Resveratrol, a red wine
polyphenol, attenuates ethanol-induced oxidative stress in rat liver.”, Life
Sciences, 80(11), 1033-1039.

[102] Wagner A. E., Boesch-Saadatmandi C., Breckwoldt D., Schrader C.,
Schmelzer C., Doring F., Hashida K., Hori O., Matsugo S., Rimbach G.,
(2011). “Ascorbic acid partly antagonizes resveratrol mediated heme
oxygenase-1 but not paraoxonase-1 induction in cultured hepatocytes - role of
the redox-regulated transcription factor Nrf2.”, BMC Complementary and
Alternative Medicine , 1, 1472-6882

[103] Shakibaei M., Harikumar K. B., Aggarwal B. B., (2009), “Resveratrol
addiction: to die or not to die.”, Molecular Nutrition & Food Research, 53(1),
115-128.

[104] Chambers A. F., Matrisian L. M., (1997), “Changing views of the role of
matrix metalloproteinases in metastasis.”, Journal of the National Cancer
Institute, 89(17), 1260-1270.

[105] Huang C., Ma W. Y., Goranson A., Dong Z., (1999), “Resveratrol suppresses
cell transformation and induces apoptosis through a p53-dependent pathway.”,
Carcinogenesis 20, 237-242.

[106] Golstein P., Kroemer G., (2007), “Cell death by necrosis: towards a molecular
definition.”, Trends in Biochemical Sciences, 32(1), 37-43.

[107] Web 9, (2015), http://www.evrimagaci.org/makale/268, (Erisim tarihi
15/11/2015)

[108] Web 10, (2016), http://www.diffen.com/difference/Apoptosis_vs_Necrosis |,
(Erigim tarihi 23.08.2016).

[109] Kroemer G., El-Deiry W. S., Golstein P., Peter M. E., Vaux D., Vandenabeele
P., Zhivotovsky B., Blagosklonny M.V., Malorni W., Knight R.A., Piacentini
M., Nagata S., Melino G., (2009), “Classification of cell death:
recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2009.”, Cell
Death and Differentiation, 16(1), 3-11.

[110] Arslan D. O., Korkmaz G., Géziiagik D., (2011), “Otofaji: Bir Hiicresel Stres

Yaniti ve Oliim Mekanizmasi.”, Acibadem Universitesi Saglik Bilimleri
Dergisi, 2(4).

65


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiS47mVwMrOAhXEWBQKHdE-BB8QFgggMAA&url=https%3A%2F%2Fbmccomplementalternmed.biomedcentral.com%2F&usg=AFQjCNHh26XTXiO97PkCxVTnAlhT0L6TQg&sig2=saByRt8QZ8-SjcyQN2F5Pg&bvm=bv.129759880,d.d24
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiS47mVwMrOAhXEWBQKHdE-BB8QFgggMAA&url=https%3A%2F%2Fbmccomplementalternmed.biomedcentral.com%2F&usg=AFQjCNHh26XTXiO97PkCxVTnAlhT0L6TQg&sig2=saByRt8QZ8-SjcyQN2F5Pg&bvm=bv.129759880,d.d24
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjln6X8v8rOAhVHWRQKHSQXCWQQFggiMAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1613-4133&usg=AFQjCNG4upXmN-EtsRegLn7OTw8svBL1tw&sig2=tBLEAcXdVtoszXhAT1cB6A
http://www.evrimagaci.org/makale/268
http://www.diffen.com/difference/Apoptosis_vs_Necrosis
http://openaccess.acibadem.edu.tr:8080/xmlui/handle/11443/5
http://openaccess.acibadem.edu.tr:8080/xmlui/handle/11443/5
http://openaccess.acibadem.edu.tr:8080/xmlui/handle/11443/12

[111] Glick D., Barth S., Macleod K. F., (2010), “Autophagy: cellular and molecular
mechanisms.”, The Journal of Pathology, 221(1), 3-12.

[112] Yang Z., Klionsky D. J., (2010), “Mammalian autophagy: core molecular
machinery and signaling regulation.”, Current opinion in cell biology, 22(2),
124-131.

[113] Mathew R., Karantza-Wadsworth V., White E., (2007), “Role of autophagy in
cancer.”, Nature Reviews Cancer, 7(12), 961-967.

[114] Solakoglu Z. (2009). “Apoptoz varligi ya da yoklugu bir hastalik nedeni.”’,
Klinik Gelisim, 22(3), 20-25.

[115] Web 11, (2015), http://www.celldeath.de/encyclo/aporev/aporev.htm, (Erisim
Tarihi :20/11/2015).

[116] Web12, (2015), http://www.academia.edu/572721/Programl%C4%B1 h%C3
%BCcre_%C3%B61%C3%BCm%C3%BC_ve spermatozoon ,(ErisimTarihi
:20/11/2015).

[117] Kerr J. F., Winterford C. M., Harmon B. V., (1994), “Apoptosis. Its
significance in cancer and cancer therapy.”, Cancer, 73(8), 2013-2026.

[118] Adams J. M., Cory S. (2001). “Life-or-death decisions by the Bcl-2 protein
family.”, Trends in Biochemical Sciences, 26(1), 61-66.

[119] Coskun G., Ozgiir H., (2011), “Apoptoz ve Nekrozun Molekiiler
Mekanizmas1.”, Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, 20(3).

[120] Karaboz 1., Kayar E., Akar S., (2008), “Flow sitometri ve kullanim alanlar1.”,
Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi, 6, 1-18.

[121] Ozdemir H., Artag H., (2013), “Akim sitometri ve temel 6ézellikleri.”, Selguk
Pediatri Dergisi, 1 (1), 12-15.

[122] Web 13, (2015), BD Biosciences. Introduction to flow cytometry: A learning
guide, (2000.) Awvailable at: http://www.stemcell.umn.edu/prod/groups
/med/@pub/@med/documents/asset/med80691.pdf, (Erisim Tarihi
:20/11/2015).

[123] Web 14, (2015), Rahman M. Introduction to Flow Cytometry, Serotec Ltd.
Oxford (UK) 2006. Available at: http://static.abdserotec.com/uploads/ Flow-
Cytometry.pdf., (Erisim Tarihi :21/11/2015).

[124] Kanev M. O., Muranl F. D. K., (2015), “Flow sitometri ve kullanim alanlar1.”,
Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstituisii Dergisi, 20(1),33-38.

[125] Biosciences, B. D. “Detection of Apoptosis Using the BD Annexin V FITC
Assay on the BD FACSVerse™ System.”, (2011).

66


http://www.celldeath.de/encyclo/aporev/aporev.htm
http://www.academia.edu/572721/Programl%C4%B1_h%C3%BCcre_%C3%B6l%C3%BCm%C3%BC_ve_spermatozoon
http://www.academia.edu/572721/Programl%C4%B1_h%C3%BCcre_%C3%B6l%C3%BCm%C3%BC_ve_spermatozoon
http://www.stemcell/
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjOraevlM7OAhUI7xQKHUX1AacQFggdMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.saujs.sakarya.edu.tr%2F&usg=AFQjCNFJZbUUIUoTlAUs86O1kjepxYbEAQ&sig2=eozmMeWc5G7m6BqPPlq8vw

[126] DAL F., (2011), “Oksidatif Stresin Hiicre Dongiisii Fazlari Uzerindeki
Etkileri.”, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi.

[127] Web 15, (2015), http://www.phnxflow.com/Introduction%20t0%20Cell%20Cy
cle%20Analysis.pdf, (Erisim Tarihi 23/12/2015).

[128] Junqueira L. C., Carneiro J., (2006), “Temel Histoloji.”, Istanbul, Nobel Tip
Kitapevleri, 60-64.

[129] Howell A. S., Lew D. J., (2012), “Morphogenesis and the cell cycle.”,
Genetics 190(1), 51-77.

[130] Web 16, (2015), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9876/, (Erisim Tari
h:26.08.2015).

[131] Kolch, W., (2000), “Meaningful relationships: the regulation of the
Ras/RafMEK/ERK  pathway by protein interactions.”, Biochemical
Journal, 351, 289-305.

[132] Web 17, (2015), http://www.ck12.org/user:Dysart/section/Cell-Division-and-
the-Cell-Cycle%253A%253A0f%253A%253A-Cell-Growth-%2526-Division/,
(Erisim Tarihi:24.08.2015).

[133] Web 18, (2015), http://www.nature.com/nrm/journal/v15/n7/fig_tab/nrm
3819F3.html, (Erisim Tarihi:26.08.2015).

[134] Web 19, (2015), http://www.cellsalive.com/cell_cycle.htm, (Erisim Tarihi:26.
08.2015).

[135] Web 20, (2015), http://bme.yeditepe.edu.tr/Faculty/AUK/OJ1.pdf, (Erisim Tari
-hi:06.12.2015).

[136] Esposito V., Baldi A., Tonini G., Vincenzi B., Santini M., Ambrogi V., Mineo
T. C., Persichetti P., Liuzzi G., Montesarchio V., Wolner E., Baldi F., Groeger
A. M., (2004), “Analysis of cell cycle regulator proteins in non-small cell lung
cancer.”, Journal of Clinical Pathology, 57(1), 58-63.

[137 Web 21, (2015), https://oncogenesandcancer.wordpress.com/cell-cycle-check-
points- and-effect-of-oncogenes-2/, (Erisim Tarihi: 10/12/2015).

[138] Hulleman E., Boonstra J., (2001), “Regulation of G1 phase progression by
growth factors and the extracellular matrix.”, Cellular and Molecular Life
Sciences CMLS, 58(1), 80-93.

[139] Sherr C. J., (1994), “G1 phase progression: cycling on cue.”, Cell, 79(4), 551-
555.

[140] Brehm A., Kouzarides T., (1999), “Retinoblastoma protein meets chromatin.”,
Trends in Biochemical Sciences, 24(4),142-145.

67


http://www.phnxflow.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9876/,%C2%A0(Eri%C5%9Fim
http://www.ck12.org/user:Dysart/section/Cell-Division-and-the-Cell-Cycle%253A%253Aof%253A%253A-Cell-Growth-%2526-Division/
http://www.ck12.org/user:Dysart/section/Cell-Division-and-the-Cell-Cycle%253A%253Aof%253A%253A-Cell-Growth-%2526-Division/
http://www.nature.com/nrm/journal/
http://www.cellsalive.com/cell_cycle.htm
http://bme.yeditepe.edu.tr/Faculty/AUK/OJ1.pdf
https://oncogenesandcancer.wordpress.com/cell-cycle-check-points-%20and-effect-of-oncogenes-2/
https://oncogenesandcancer.wordpress.com/cell-cycle-check-points-%20and-effect-of-oncogenes-2/

[141] DeGregori J., (2002), “The genetics of the E2F family of transcription factors:
shared functions and unique roles.”, Biochim et Biophys Acta 1602,131-150.

[142] Ohtsubo M., Theodoras A. M., Schumacher J., Roberts J. M., Pagano M.,
(1995), “Human cyclin E, a nuclear protein essential for the G1-to-S phase
transition.”, Molecular and Cellular Biology, 15(5),2612-2624.

[143] Web 22, (2015), http://egetipdergisi.com.tr/text.php3?id=643, (Erisim
Tarihi:10/12/2015).

[144] Vermeulen K., Van Bockstaele D. R., Berneman Z. N., (2003), “The cell cycle:
a review of regulation, deregulation and therapeutic targets in cancer.””, Cell
Proliferation, 36(3),131-149.

[145] Liao P. C., Ng L. T., Lin L. T., Richardson C. D., Wang G. H., Lin C. C,,
(2010), “Resveratrol arrests cell cycle and induces apoptosis in human
hepatocellular carcinoma Huh-7 cells.”, Journal of Medicinal Food, 13(6),
1415-1423.

[146] Yu H. B., Li D. Y., Zhang H. F., Xue H. Z., Pan C. E., Zhao S. H., Wang L.,
(2010), “Resveratrol inhibits invasion and metastasis of hepatocellular
carcinoma cells.”, Journal of Animal and Veterinary Advances , 9,3117-3124.

[147] Ou X., Chen Y., Cheng X., Zhang X., He Q., (2014), “Potentiation of
resveratrol-induced apoptosis by matrine in human hepatoma HepG2 cells.”,
Oncology Reports, 32(6),2803-2809.

[148] Yeh C. B., Hsieh M. J., Lin C. W., Chiou H. L., LinP. Y., Chen T. Y., Yang S.
F., (2013), “The antimetastatic effects of resveratrol on hepatocellular
carcinoma through the downregulation of a metastasis-associated protease by
SP-1 modulation.”, PLoS One,8(2).

[149] Weng C. J., Wu C. F., Huang H. W., Wu C. H., Ho C. T., Yen G. C., (2010).,
“Evaluation of anti-invasion effect of resveratrol and related methoxy
analogues on human hepatocarcinoma cells.”, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 58(5), 2886-2894.

[150] Du Q., Hu B., An H. M., Shen K. P., Xu L., Deng S., Wei M. M., (2013),
“Synergistic anticancer effects of curcumin and resveratrol in Hepal-6
hepatocellular carcinoma cells.”, Oncology Reports, 29(5), 1851-1858.

[151] Choi H. Y., Chong S. A., Nam M. J., (2009), “Resveratrol induces apoptosis in
human SK-HEP-1 hepatic cancer cells.”, Cancer Genomics-Proteomics, 6(5),
263-268.

[152] Yang H. L., Chen W. Q., Cao X., Worschech A., Du L. F., Fang W. Y., Xu Y.
Y., Stroncek D. F., Li X., Wang E., Marincola F. M., (2009), “Caveolin-1
enhances resveratrol-mediated cytotoxicity and transport in a hepatocellular
carcinoma model.”, Journal of Translational Medicine, 7(1), 22.

68


http://egetipdergisi.com.tr/text.php3?id=643
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiT0Zqpv8rOAhVIvRQKHWWDATMQFggdMAA&url=http%3A%2F%2Fmedwelljournals.com%2Fjournalhome.php%3Fjid%3D1680-5593&usg=AFQjCNFLNCU6niq1Z4lTGuX9hbBeecyGAQ&sig2=qI_0JEJtcR7-_KxJXcbZ-w

[153] Tameda M., Sugimoto K., Shiraki K., Inagaki Y., Ogura S., Kasai C., Yoneda
M., Okamoto R., Yamamoto N., Takei Y., Ito M., Nobori T., (2014),
“Resveratrol sensitizes HepG2 cells to TRAIL-induced apoptosis. Anti-cancer
drugs.”, Experimental and Toxicologic Pathology, 25(9), 1028-1034.

[154] Parekh P., Motiwale L., Naik N., Rao K. V. K., (2011), “Downregulation of
cyclin D1 is associated with decreased levels of p38 MAP kinases, Akt/PKB
and Pakl during chemopreventive effects of resveratrol in liver cancer cells.”,
Experimental and Toxicologic Pathology, 63(1), 167-173.

[155] Schuster S., Penke M., Gorski T., Petzold-Quinque S., Damm G., Gebhardt R.,
Kiess W., Garten A., (2014), “Resveratrol differentially regulates NAMPT and
SIRT1 in hepatocarcinoma cells and primary human hepatocytes.”, PloS
one, 9(3).

69



OZGECMIS

Tugge Uygur, 29 Ekim 1984’te Kadikdy’de dogdu. Bahariye ilkokulu ve
Kadikdy Kiz Lisesi’nden mezun olduktan sonra 2006 yilinda Hali¢ Universitesi Fen
Edebiyat Fakultesi Molekuler Biyoloji ve Genetik Boliim’iinde lisans egitimi aldi.
2010 yilnda mezun oldu. 2011 yillinda Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri
Enstltust Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine

basladi ve 2016 yilinda tamamladi.

70



