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ÖZET 

HEPATOSELLÜLER KARSĠNOMA HÜCRE HATTINDA SB203580 

VE GİNNALİN A’NIN ANTĠKANSER ETKĠSĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

Pınar ÖZDEN 

TIBBĠ BĠYOLOJĠ ANABĠLĠM DALI 

 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ / KONYA-2018 

 

Insan populasyonunda en sık görülen kanser tiplerinden biri olan hepatosellüler karsinoma (HCC) klinik olarak 

kullanılan kemoterapötik ve radyoterapötik ajanlara direncin gözlendiği ve tedavi seçeneklerinin kısıtlı olduğu kanser 
türlerinden biridir. Son yıllarda kullanılan ilaçların büyük bir kısmı bitki türevlidir. DüĢük toksisiteli doğal ürünlerin 

antikanserojenik etkilerinin araĢtırılması, kansere karĢı yeni tedavi stratejilerinin geliĢtirilmesinde oldukça önemlidir. Ginnalin 

A (GA), Acer cinsinin önemli fenolik bileĢenlerinden biridir. ÇeĢitli hücre hatları ile yapılan çalıĢmalarda GA‟nın 
antikanserojenik etkiye sahip olduğu gösterilmiĢtir.  Bir primidil imidazolü olan SB203580, p38 mitojenle aktive olan protein 

kinaz (MAPK) inhibitörüdür ve çeĢitli biyolojik süreçlerde p38-MAPK‟ın rolünü aydınlatmak için kullanılmaktadır. Bununla 

birlikte, bazı çalıĢmalarda SB203580'in, p38-MAPK'den bağımsız olarak hücre proliferasyonunu inhibe edebildiği rapor 
edilmiĢtir. Bu çalıĢmada, Hep-3B HCC hücre hattında GA ile SB203580 kombinasyonunun sitotoksik etkisinin belirlenmesi, 

Kaspaz-3 aktivitesi analizinin yanı sıra apoptoz, hücre döngüsü ve nekrozda önemli genlerin ekspresyon seviyelerinin 

değerlendirilmesi ile antikanser etkinliğinin araĢtırılması hedeflenmiĢtir.  

GA ve SB203580‟nin hücre canlılığına etkisi XTT yöntemi ile belirlenmiĢtir. Kombinasyon uygulamasının etkinliği 
CompuSyn Version 1.0 yazılımı kullanılarak değerlendirilmiĢtir. GA ve SB203580 uygulamaları sonrasında Kaspaz-3 

aktivitesi, Kaspaz-3 analiz kit ile belirlenmiĢtir. Apoptoz, nekroz ve hücre döngüsü ile iliĢkili genlerin ifadesindeki değiĢiklikler 

kantitatif gerçek zamanlı PZR (qPZR) ile analiz edilmiĢtir. 

XTT sonuçlarına göre, GA ve  SB203580‟in Hep-3B hücre hattında, 72 saat için IC50 değerleri sırasıyla 155 µM ve 
32,5 µM olarak bulunmuĢtur. GA ve SB203580‟in birlikte hücre canlılığının %50‟sini inhibe eden konsantrasyonlarda 

(GA:86,22 μM, SB203580:17,24 μM) additif etki gösterdiği saptanmıĢtır (CI=1). SB203580 ve kombinasyon uygulaması 
sonrasında Kaspaz-3 aktivitesinde kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 7,8 ve 8,2 kat artıĢ tespit edilmiĢtir. qPZR sonuçlarına göre, 

GA uygulaması sonrasında CASP3,  CASP9 ve CYCS gen ekspresyonlarında anlamlı artıĢ, CCND1 gen ekspresyonunda anlamlı 

azalıĢ tespit edilmiĢtir. Hücreler SB203580 ile muamele edildiğinde ise CASP3 ve BAX gen ekspresyonlarında anlamlı artıĢ, 
CCND1 ve CDK4 gen ekspresyonunda anlamlı bir azalıĢ gözlenmiĢtir. GA ve SB203580 kombinasyonunun ise CASP3, 

CASP9, BAX ve CYCS gen ekspresyonlarında anlamlı artıĢa, BCL2, CCND1 ve CDK4 gen ekspresyonunda anlamlı azalıĢa 

neden olduğu saptanmıĢtır.  

Bu çalıĢmanın sonuçlarına göre, GA ve SB203580‟nin hücre canlılığının %50‟sini inhibe ettikleri dozlarda kombine 

kullanımları Hep-3B hücrelerinde additif etkiye neden olmaktadır. Ayrıca, Kaspaz-3 aktivitesinde artıĢa ek olarak, apoptoz ve 

hücre döngüsü ile iliĢkili önemli genlerin ekpresyonlarını etkileyerek antikanser etki göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Ginnalin A, Hepatosellüler karsinoma, Hücre döngüsü, SB203580 
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Hepatocellular carcinoma (HCC), one of the most common types of cancer in human populations, is one of the 
cancer types in which chemotherapeutic and radiotherapeutic agents used clinically are resistant and treatment options are 

limited. Most of the drugs used in recent years are plant derivatives. The search for anticarcinogenic effects of low toxicity 

natural products is crucial in the development of new treatment strategies for cancer. Ginnalin A (GA) is one of the major 

phenolic components of the Acer genus. Studies with various cell lines have shown that GA has anticarcinogenic effect. 

SB203580, a pyridinyl imidazole, is a p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) inhibitor and is used to elucidate the role 

of p38-MAPK in various biological processes. However, in some studies SB203580 has been reported to be able to inhibit cell 
proliferation independent of p38-MAPK. In this study, it was aimed to determine the cytotoxic effect of the combination of GA 

and SB203580 in the Hep-3B HCC cell line, the assay of caspase-3 activity as well as the evaluation of expression levels of 

important genes in apoptosis, cell cycle and necrosis, and anticancer activity. 

The effect of GA and SB203580 on cell viability was determined by the XTT method. The effectiveness of the 
combination applications was evaluated using CompuSyn Version 1.0 software. After GA and SB203580 applications, the 

activity of caspaz-3 was determined by the Caspaz-3 assay kit. Changes in the expression of genes associated with apoptosis, 

necrosis and cell cycle were analyzed by real-time PCR (qPZR). 

According to the XTT results, the IC50 values for 72 hours in the Hep-3B cell line of GA and SB203580 were found 
to be 155 μM and 32.5 μM, respectively. GA and SB203580 showed an additive effect (CI = 1) at concentrations inhibiting 

50% of cell viability (GA: 86,22 μM, SB203580: 17,24 μM). After SB203580 and combination applications, Caspase-3 activity 

was 7.8 and 8.2 fold increased compared to the control group, respectively. qPCR results showed a significant increase in 
CASP3, CASP9 and CYCS gene expressions and a significant decrease in CCND1 gene expression after GA applications. When 

cells were treated with SB203580, a significant decrease in CASP3 and BAX gene expression, a significant decrease in CCND1 

and CDK4 gene expression was observed. GA and SB203580 resulted in a significant increase in CASP3, CASP9, BAX and 

CYCS gene expressions, a significant decrease in BCL2, CCND1 and CDK4 gene expression. 

According to the results of this study, the combined use of GA and SB203580 at doses that inhibited 50% of cell 

viability caused additive effect in Hep-3B cells. Also, in addition to an increase in Caspase-3 activity, anticancer effects by 

affecting the expression of important genes associated with apoptosis and cell cycle. 

Key words: Apoptosis, Cell cycle, Ginnalin A, Hepatocellular carcinoma, SB203580 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Tüm dünyada kansere bağlı ölümlerin üçüncü nedeni olan hepatoselüler 

karsinoma (HCC), %80-90‟lık bir oran ile en sık görülen primer karaciğer kanseri 

türüdür (Tam 2003; Zhu ve ark. 2016). HCC‟de kullanılan tipik tedavi yöntemleri 

karaciğer transplantasyonu, cerrahi rezeksiyon, trans-arteriyel kemoembolizasyon, 

radyoembolizasyon ve kemoterapidir (Raza ve Sood 2014; Golabi ve ark. 2017). 

Özellikle karaciğer transplantasyonu, karaciğer rezeksiyonu ve perkütan ablasyon en 

etkili tedavi seçenekleridir. Ancak bu yöntemler sadece hastalığın erken evrelerinde 

etkili olmaktadır (Gwiasda ve ark. 2017). Ayrıca, hastalığın yavaĢ geliĢmesi ve 

biyolojik belirteçlerin olmaması nedeniyle, HCC hastalarına genellikle geç tanı 

konmaktadır (Deng ve ark. 2017, Le ve ark. 2017). Bu nedenle, hastalara ileri evre 

tedavi yaklaĢımı olan kemoterapi yöntemi uygulanmaktadır (Ikeda ve ark. 2018). 

Özellikle, çoklu kinaz inhibitörü olan sorafenib, ileri evre HCC hastalarında 

antianjiyogenik ajan olarak kullanılmakta ve sağkalım süresini artırabilmektedir 

(Llovet ve ark. 2008). Ancak, baĢlangıçta sorafenib intibitörüne yanıt veren 

hastalarda ilaç direnci geliĢebilmektedir (Xu ve ark. 2016). Bu nedenle, HCC için 

yeni terapötik stratejilere ihtiyaç vardır. 

Bitki, meyve ve sebze gibi doğal ürünlerde bulunan fenolik bileĢiklerin 

antioksidan özelliklerinin yanı sıra antibakteriyel, antiviral, antiaterosklerotik, 

antiinflamatuar ve antikanserojenik etkileri bulunmaktadır. Bu nedenle kansere karĢı 

geliĢtirilen terapötik stratejilerden biri doğal ürünlerin potansiyel antikanser 

aktivitelerinden yararlanmaktır (Cai ve ark. 2004; Galati ve O'Brien 2004). Acer 

cinsi üyeleri antikanser etkinlikleri sıklıkla araĢtırılan önemli bitki gruplarıdır. 

Ginnalin A, Acer cinsinin önemli fenolik bileĢenlerinden biridir. Yapılan 

çalıĢmalarda antioksidan, antibakteriyel, a-glukosidaz enzim inhibisyonu gibi çeĢitli 

farmakolojik özelliklere sahip olduğu gösterilmiĢtir (Han ve ark. 2004; Honma ve 

ark. 2010). Ayrıca, insan meme kanseri ve insan kolorektal kanser hücrelerinde 

GA'nın antikarserojenik etkilere sahip olduğu belirtilmiĢtir (González ve ark. 2012; 

González ve ark. 2013).  

Bir primidil imidazolü olan SB203580, p38 mitojenle aktive olan protein 

kinaz (MAPK) inhibitörüdür ve çeĢitli biyolojik süreçlerde p38-MAPK‟ın rolünü 
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aydınlatmak için kullanılmaktadır (Zhang ve ark. 2012). Ayrıca, SB203580'in, p38-

MAPK'den bağımsız olarak hücre proliferasyonunu baskıladığı rapor edilmiĢtir. 

SB203580'in bu antiproliferatif aktivitesi, bir protoonkogen olan protein kinaz B'nin 

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

Kansere karĢı geliĢtirilen terapötik ajanlar sadece kanser hücrelerini değil, 

normal hücreleri de etkilemektedir. Ayrıca, bu ajanların yüksek dozlarla kullanılması 

yan etkilere sebep olmaktadır. ÇeĢitli kombinasyon uygulamaları yan etkileri 

azaltabilir. Aynı zamanda sinerjistik veya additif etkiye bağlı olarak, daha düĢük 

dozlarda birlikte kullanımları, tek baĢlarına yüksek dozlarda uygulanmaları ile 

benzer etkilere sebep olabilir. Buradan yola çıkarak bu çalıĢmada, çeĢitli kanser 

hücre hatlarında antikarsinojenik etkisi gösterilmiĢ bir fenolik bileĢik olan GA ile 

p38-MAPK inhibitörü SB203580'in Hep-3B insan HCC hücreleri üzerindeki olası 

sinerjik veya additif etkisinin moleküler düzeyde araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Karaciğerin yapısı ve özellikleri 

EriĢkinlerde 1400-1700 gr ağırlığında, 25-30 cm uzunluğunda ve 14-16 cm 

geniĢliğinde olan karaciğer insan vücudunun en büyük iç organıdır. Karnın üst 

sağında, diyaframın altında, mide, bağırsak, safra kesesi ve pankreasın üst kısmında 

bulunmaktadır (ġekil 2.1). Ġki ön lob ve iki arka lobdan oluĢan karaciğer en önemli 

salgı organlarından biridir (Board 2017). 

 

ġekil 2.1: Karaciğerin anatomik yapısı  

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

Vücudun diğer bölümleri ile sindirim kanalı arasındaki kesiĢme noktasında 

bulunan karaciğer, metabolik homeostazının devam ettirilmesi açısından büyük bir 

öneme sahiptir (Kumar ve ark. 1994). Birçok proteinin sentezlenmesinde ve 

depolanmasında, karbonhidrat ve lipit metabolizmasında, kan pıhtılaĢma 

faktörlerinin bazılarının üretilmesinde, ilaçların ve toksinlerin detoksifikasyonunda 

rol oynamaktadır (Fan 2010). Ayrıca, özellikle sindirim sisteminden gelen kan ilk 

olarak karaciğerden geçtiği için, mide, pankreas, kalın bağırsak, safra yolları, ince 

bağırsak gibi kanserlerin karaciğere yüksek oranda metastaz yaptıkları 

gözlenmektedir. Bunların yanında akciğer ve meme kanserlerinin de karaciğer 

metastazı oranı yüksektir (Kumar ve ark. 1994; Martinez-Ordoñez ve ark. 2018). 

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

Karaciğer kanseri, primer ve sekonder olmak üzere ikiye ayrılır. Ġlk olarak 

karaciğerden köken alan kansere primer karaciğer kanseri denir. BaĢka bir organdan 

köken alıp karaciğere sonradan yayılan kanser ise sekonder karaciğer kanseri olarak 

isimlendirilmektedir. Primer karaciğer kanseri genellikle, karaciğerin ana 

fonksiyonel hücreleri olan ve %80‟ini oluĢturan hepatositlerden köken almaktadır. 

Kolanjiyokarsinoma, anjiosarkom ve hepatosellüler karsinoma olmak üzere üç tür 

primer karaciğer kanseri vardır. 

Kolanjiyokarsinoma: Safra yolu epitel hücrelerinden köken alan malign bir 

tümördür. Genellikle 50-70 yaĢları arasında görülen kolanjiyokarsinomanın 

hepatosellüler karsinomaya göre görülme insidansı çok düĢüktür. BT ve biyopsi ile 

kesin tanısı kolaylıkla konulurken, tedavisi oldukça zordur. Ġnsidansı 0,5-

1.2/100000‟dır. 

Anjiosarkom: Karaciğerdeki kan damarlarında baĢlar ve çok hızlı bir Ģekilde ilerler. 

Vinil klorür veya arseniğe maruz kalınması sonucu geliĢen bir kan damarı 

tümörüdür. Genellikle 50-70 yaĢları arasında erkeklerde görülür. Olguların %60‟ında 

metastaz olduğu için tedavi seçenekleri yetersizdir.  

Hepatosellüler Karsinoma (HCC): Hepatosit hücrelerinden köken alan, dünya 

çapında primer karaciğer kanserlerinin %70-80‟ini oluĢturan en yaygın karaciğer 

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

2.2.1. Hepatosellüler karsinomanın epidemiyolojisi ve risk faktörleri 

HCC, kadınlarda kansere bağlı ölümlerde sekizinci sırada iken, erkeklerde 

beĢinci sırada yer almaktadır (Siegel ve ark. 2018). Bununla birlikte, HCC insidansı 

yaĢa, cinsiyete, ırka ve özellikle risk faktörlerine bağlı olarak farklı coğrafi 

bölgelerde değiĢiklik göstermektedir (El-Serag ve Hasbem 2012; Gwiasda ve ark. 

2017). Örneğin HCC, hepatit prevelansının yüksek olduğu Doğu, Güneydoğu ve Orta 

Asya ile Sahraaltı Afrika'da daha sık görülmektedir. Benzer Ģekilde, aflatoksin 

kontaminasyonunun yaygın olduğu Güney Çin‟de HCC insidansı yüksektir (Gao ve 

ark. 2012; Chen 2018). Erkeklerin HCC‟ye yakalanma riski kadınlara oranla daha 

yüksektir. Bunun baĢlıca nedeni olarak erkeklerde testosteron hormonunun androjen 
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reseptör sinyalini arttırarak karaciğerde hücre proliferasyonunu teĢfik etmesi ve 

kadınlarda östrojen hormonunun interlökin IL-6 aracılı inflamasyonu baskılayarak 

karaciğer hasarını azaltması gösterilmektedir (Naugler ve ark. 2007). YaĢ ile birlikte 

HCC‟nin görülme oranı da artmaktadır. AltmıĢ beĢ yaĢ ve üzeri kiĢilerde görülme 

riski daha yüksek olup, ortalama olarak görülme yaĢı batıda 50-60 iken Afrika‟da 25-

30‟dur (Mossanen ve Tacke 2013; Kim ve Park 2014). Bununla birlikte, HCC geçen 

yıllara oranla hızla artan bir insidansa sahiptir. Bu artıĢ, kadınlarda yılda %3 iken 

erkeklerde %4 Ģeklindedir. Buna bağlı olarak HCC‟nin baĢlangıç yaĢı elli nin altına 

düĢmektedir  (Siegel ve ark. 2017). 

Yapılan deneysel araĢtırmalarda HCC oluĢumunda pek çok risk faktörünün 

etkili olabileceği belirtilmektedir (ġekil 2.2). Tedavi seçeneklerinin yetersiz kalması 

nedeniyle HCC geliĢiminde rol oynayabilecek kontrol edilebilir risk faktörlerinin 

belirlenmesi ve bunlardan kaçınılması HCC insidansının kontrol altına alınmasına 

katkı sağlayacaktır. Hepatit B (HBV) ve Hepatit C (HCV) enfeksiyonu, alkol 

kullanımı, aflatoksin-B1 ile kontamine gıda tüketimi, hemen hemen tüm siroz 

indükleyici koĢullar HCC için en önemli risk faktörlerdir. Diğer risk faktörleri ise 

sigara ve alkol kullanımına bağlı olmayan karaciğer yağlanması, obezite ve diyabet 

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

  

ġekil 2.2: Hepatosellüler karsinoma için risk faktörleri (Farazi ve DePinho 2006) 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mossanen%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24498546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siegel%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055103
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Viral hepatitler 

Viral hepatitler, HCC için en önemli risk faktörleridir. Bu faktörler arasında 

HBV ve HCV, HCC‟lerin %70‟inden sorumludur (Farazi ve Depinho 2006; Gao ve 

ark. 2012). HBV‟nin, viral DNA‟nın konakçı genomuna entegre olarak genetik 

kararsızlığa ve onkojenlerin aktivasyonuna neden olduğu bilinmektedir. Ayrıca, 

HBV HBx, PreS2/S, HBSP gibi viral proteinleri sentezleyerek genetik değiĢime ve 

onkojenik faktörlerinin transkripsiyonuna sebep olmakta, hücre proliferasyonu ve 

hücre farklılaĢması gibi önemli hücresel yolları etkileyerek hepatokarsinogenezi 

tetiklemektedir. Özellikle viral proteinlerden HBx‟in p53, Fas, TNF ve TGF-β ile 

indüklenen apoptozu inhibe ederek etki gösterdiği bilinmektedir (Di Bisceglie 2009; 

Xu ve ark. 2014). 

HCV‟nin de HCC geliĢimi üzerinde benzer bir etkisi bulunmaktadır. HCV 

viral proteinleri, tümör baskılayıcı genler ve proto-onkogenler aracılığıyla etki 

göstermektedir. HCV polimeraz NS5B, en kritik tümör supresörlerden biri olan 

retinoblastoma proteini (RB) ile etkileĢime girer ve hücrelerin S fazına 

ilerlemesini kolaylaĢtırır. Ayrıca p53 ile de etkileĢime giren viral proteinler 

apoptoz inhibisyonuna sebep olmaktadır. HCV proteinleri ve NS5A proteinleri 

tarafından anormal Ģekilde WNT/β-katenin yolağının aktive edilmesi sonucu siroz 

ve HCC geliĢimi de gözlenebilmektedir (Wang ve ark. 2017). HCV proteinlerinin 

bir diğer hedefi TGF-β‟dır. HCV NS5A, TGF-β reseptörü ile etkileĢime girererek 

sinyal oluĢumunu engeller. Bunun sonucunda hepatositlerin kontrolsüz çoğalması 

karaciğer hasarına neden olmaktadır (Choi ve Hwang 2006). 

Aflatoksin-B1 

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafından üretilen bir 

mikotoksin olan aflatoksinin B1, B2, G1 ve G2 olmak üzere dört grubu 

bulunmaktadır. Bunlardan en etkili ve zehirli olan aflatoksin B1‟in, kanser 

geliĢiminde etkili olduğu bilinmektedir. Pirinç, mısır ve buğday gibi tahıllar, 

baharatlar, küflü gıdalar ve kuruyemiĢler aflatoksinden en fazla etkilenen 

gıdalardır. Sahra Güneyi Afrika, Güneydoğu Asya ve Çin baĢta olmak üzere 

nemli ve sıcak iklime sahip bölgelerde aflatoksin üretiminin yüksek olduğu 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16407286
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bilinmektedir (Fu ve Wang 2018). HCC‟yi tetikleyen baĢlıca risk faktörleri 

arasında olan aflatoksin, hepatik hücrelerde DNA hasarına sebep olmakta ve 

tümör baskılayıcı bir gen olan p53‟de mutasyona yol açarak HCC geliĢiminde rol 

oynamaktadır (Bressac ve ark. 1991; Kew 2013). 

Siroz  

Siroz, yapısal olarak fibrozis ve normal karaciğer yapısının anormal 

nodüllere dönüĢmesiyle karakterize olan yaygın bir süreçtir. Kısaca, daha önceki 

hasar nedeni ile karaciğerin skarlanması anlamına gelen siroz, karaciğerin iĢleyiĢi 

ile ilgili önemli sorunlara neden olabilir. Buna bağlı olarak HCC riskini 

arttırabilir. Genellikle birçok nedene bağlı olabilen siroz, terminal bir süreçtir. 

HBV veya HCV, uzun süreli alkol kullanımı, hepatositleri veya safra kanallarını 

etkileyen otoimmün hastalıklar ve aĢırı demir yüklenmesi sirozun baĢlıca 

nedenleri arasındadır (Kumar ve ark. 1994). Özellikle, safra kanallarının hasar 

gördüğü Primer biliyer siroz (PBC), HCC için önemli bir risk faktörüdür 

(Caballería ve ark. 2001). 

Alkol tüketimi 

Alkole bağlı karaciğer hastalıkları karaciğer yağlanması, alkole bağlı 

hepatit, siroza ve hepatokarsinogeneze kadar giden bir sorun olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. Alkolün parçalandığı yer karaciğerdir. Ancak, karaciğerin alkolü 

parçalaması için sınırlı bir kapasitesi vardır. Fazla miktarda alkolü zararsız hale 

getirme iĢlemi sırasında karaciğerin diğer fonksiyonları aksayabilir. Ayrıca, 

alkollü içeceklerin esas maddesi olan etanol reaktif oksijen türlerini (ROS) üreten 

sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) ile okside olarak hepatokarsinogeneze sebep olur. 

Bununla birlikte alkolün parçalanması sonucunda oluĢan asetaldehit karaciğer için 

bir zehirdir. Bazı çalıĢmalarda kronik alkol alımının, pro-inflamatuar sitokinler 

üreten aktive monositlere neden olan artmıĢ inflamasyon ile ilgili olduğu 

bildirilmiĢtir. Bu sitokinler, kemokinleri üretmek için Kupffer hücrelerini aktive 

ederek hepatositlerin hayatta kalımını azaltmaktadır. (McKillop ve Schrum 2009; 

Cornellà ve ark. 2011). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bressac%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1672732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kew%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24078988
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cornell%C3%A0%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21303380
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Alkole bağlı olmayan yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD) 

NAFLD, alkol kullanımı dıĢındaki nedenlere bağlı olarak karaciğerde 

görülen yağlanmadır. Kendi içerisinde non-alkolik steatoz ve non-alkolik 

steatohepatit (NASH) olarak ikiye ayrılan NAFLD‟de hepatositlerin içerisinde 

lipid birikimi gözlenmektedir. Bu birikim, siroza yol açabilen iltihaplanma ve 

hasara neden olur. Bu nedenle NAFLD HCC‟ye neden olan diğer siroz 

tetikleyicileri kadar tehlikelidir. Ayrıca, obezite ve metabolik hastalıklarının 

yüzdesi arttıkça NAFLD insidansı da artmaktadır. Bel çevresinde ekstra ağırlık, 

tip II diyabet ve yüksek tansiyon gibi metabolik rahatsızlığı bulunan kiĢilerde 

NAFLD daha sık görülür. NAFLD sonucu aĢırı derecede ortaya çıkan lipid 

peroksidasyonu ROS kaynaklı mutajenlerin oluĢumuna neden olarak hem 

mutasyon birikimine hem de karaciğer hasarında yol açabilmektedir (Farrell ve 

Larter 2006). 

2.2.2. Hepatoselüler karsinomanın moleküler patogenezi 

Hepatokarsinogenez, birçok faktörü içeren çok aĢamalı bir süreçtir. Bunlar 

arasında hücresel proteinlerin anormal ifadesi, onkogenleri (β-katenin, Axin1, PI-3-

kinaz, K-ras) aktive eden ve tümör baskılayıcıları (p53, RB1, CDKN2A, IGF2R, 

PTEN) inhibe eden mutasyonlar gibi çeĢitli mekanizmalar yer almaktadır (Aravalli 

ve ark. 2008; Aravalli 2012). 

Viral enfeksiyon veya hepatotoksik ajanlara maruz kalma nedeniyle karaciğer 

dokularında meydana gelen ani değiĢimler, hücresel sinyal yolaklarında önemli 

değiĢikliklere neden olmakta ve gen ekspresyonunu değiĢtirerek tümör oluĢumunu 

baĢlatabilmektedir  (Farazi ve DePinho 2006). Ayrıca HCC‟de etkili olabilen çeĢitli 

risk faktörlerine de bağlı olarak potansiyel birçok sinyal yolağı kanser geliĢimine 

neden olmaktadır (Aravalli ve ark. 2012). Örneğin HBV, HCV ve HEV 

proteinlerinin özellikle Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolağını aktive 

ederek hücre proliferasyonunu uyardıkları bilinmektedir (Zhao ve ark. 2005). Benzer 

Ģekilde, HCV ve alkolik karaciğer sirozunun özellikle β-katenin mutasyonlarına 

sebep olarak hepatokarsinogenez sürecinde etkili oldukları gösterilmiĢtir. Bu 

mutasyon birincil hepatositlerde,  karaciğer fibrozu ve HCC geliĢiminde rol 

oynayan inflamasyon ve hücre ölümünün ana düzenleyicisi olarak görev yapan NF-
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κB aktivasyonuna yol açmaktadır (de La Coste ve ark. 1998; Anson ve ark.2012). 

HCC için bir diğer risk faktörü olarak değerlendirilen uzun süreli aflatoksin 

maruziyeti de tümör baskılayıcı bir gen olan p53‟de mutasyona sebep olmaktadır 

(Elsharkawy ve Mann 2007; Luedde ve Schwabe 2011).  

RB bir diğer önemli tümör baskılayıcıdır ve E2F transkripsiyon faktörü 

ailesinin inhibisyonu aralığı ile hücre döngüsü ilerlemesini kontrol ederek kanser 

geliĢimini önler (Goodrich 2006). Siklin bağımlı kinazlar (CDKs) G1/S hücre 

döngüsü geçiĢini indüklemek için RB'yi aktive eder. HCC de dahil olmak üzere 

birçok kanser türünde RB aktivitesi kaybı ve fonksiyonel p53 eksikliği arasında 

güçlü bir korelasyon gözlenmiĢtir. Ayrıca, HCC vakalarının yaklaĢık %90'ında, 

CDK inhibitörleri p16INK4A, p21 (WAF1 / CIP1) ve p27KIP1 inaktive edilir ve 

bunların ifadesindeki bir değiĢiklik, hem hepatokarsinogenezin ilk aĢamalarında 

hem de hastalığın ilerlemesi sırasında karsinogeneze katkıda bulunur (Harbour ve 

Dean 2000). 

Ġnsan Ras proteinleri H-Ras, N-Ras, K-Ras4A ve K-Ras4B, hücre 

proliferasyonu, farklılaĢma ve apoptozu etkileyen küçük GTP bağlayıcı 

proteinlerdir (Röring ve Brummer 2012). Ras-Raf-MEK-ERK sinyal yolunun 

integral komponentleri olarak tanımlanan Raf-1‟in aktivasyonu Ras tarafından 

gerçekleĢtirilir. Raf-1 de proliferasyon ve apoptozu düzenlemek için MAPK 

kinazların (MEK1 ve MEK2) aktivasyonunu içeren alt sinyalle etkileĢime girer, bu 

Ģekilde hücre sağ kalımı uyarılır (Calvisi ve ark. 2006; Yam ve ark. 2010). HCC‟de 

Ras inhibitörü olarak görev yapan RASSF ailesi üyeleri RASSF1A ve 

NORE1A'nın inaktivasyonu ile karĢılaĢılmaktadır. Ayrıca, Ras/Raf-1/ERK yolunun 

bir diğer inhibitörü olan Spred proteininin ekspresyon düzeyinin düĢük olduğu 

bilinmektedir (Yoshida ve ark. 2006). 

JAK/STAT (Janus protein kinaz/ sinyal iletici ve transkripsiyon aktive 

ediciler) çeĢitli sitokinler, hormonlar ve büyüme faktörleri tarafından aktive edilen, 

inaktif durumda sitoplazmada bulununan bir transkripsiyon faktörü ailesidir 

(Harrison 2012). JAK/STAT yolağı, patojenlere karĢı savunma, hücre 

proliferasyonu, migrasyon, hücre farklılaĢması, apoptoz gibi birçok hücresel 

sürecin yönetilmesinde rol oynamaktadır (O'Shea ve ark. 2015). Sitokin 

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00204-012-0931-2#CR3
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00204-012-0931-2#CR20
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00204-012-0931-2#CR210
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00204-012-0931-2#CR70
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reseptörlerine bağlanan sitokinler, reseptörlerde konformasyonel değiĢikliğe yol 

açarak JAK‟ları aktive eder. JAK‟lar seçici olarak STAT‟ların aktivasyonuna 

(fosforilasyonuna) yol açar. Fosforillenen STAT‟lar, JAK‟dan ayrılarak dimerize 

olurlar ve çekirdeğe yönelirler. Daha sonra hedef genin promotor bölgesine 

bağlanarak gen ekspresyonunda değiĢikliklere neden olmaktadırlar. Devamlı olarak 

aktif olan STAT proteinleri antiapoptotik yolları uyararak karsinogenezde etkili olur. 

Sağlıklı hücrelerde kısa süreli aktif olan JAK/STAT yolağı, kanser hücrelerinde bu 

özelliğini yitirerek sürekli aktif hale gelir. STAT aktif hale gelince, sitokin yanıtının 

Ģiddetini ve süresini sınırlandıran negatif regülatörlerden biri olan sitokin sinyal 

supresörleri (SOCS) aktive eder. SOCS, STAT'ların negatif düzenleyicisi olarak JAK 

kinaz reseptörlerine bağlanıp STAT aktivasyonunu baskılar. SOCS inaktivasyonu, 

HCC de dahil olmak üzere çeĢitli hastalıklar üzerinde önemli bir rol oynar (Calvisi 

ve ark. 2006; Park ve ark. 2010). 

2.2.3. Hepatosellüler karsinoma belirtileri 

HCC‟nin erken evrelerinde belirti ve semptomlar mevcut değildir. Hastalık, 

belirtiler ortaya çıktığında genellikle ileri evreye ulaĢmıĢtır. Ġleri evre HCC belirtileri 

karında ĢiĢlik, karnın sağ üst kısmında sırta vuran ağrı, anoreksi, yorgunluk, aĢırı kilo 

kaybı, idrar renginde koyulaĢma, ciltte sararma ve diğer klinik semptomlar olarak 

kendini göstermektedir. Belirtileri sirozla hemen hemen aynı olan HCC, ciddi 

vakalarda, komaya ve sistematik bir soruna sebep olabilmektedir (Zhang ve Xu 

2017). 

2.2.4. Hepatosellüler karsinomanın tanısı 

Hastalığın yavaĢ geliĢim göstermesine bağlı olarak HCC tanısı genellikle ileri 

evrelerde konulmaktadır. Kanda alfafetoprotein (AFP) seviyesinin ölçülmesi, 

bilgisayarlı tomografi (BT), pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik 

rezonans görüntüleme (MRG) HCC tanısında en sık kullanılan yöntemlerdir. AFP, 

HCC‟nin tanısında en yaygın kullanılan serolojik testtir. Sağlıklı bireylerde düĢük 

olan AFP proteini karaciğer ile iliĢkili hastalıklarda yükselmektedir. Dolayısıyla, 

karaciğer tümörü bulunan bir kiĢide AFP miktarının yüksek çıkması bu kanseri iĢaret 

edebilir.  
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Ancak, düĢük bir hassasiyete sahip olduğu için kesin sonuç vermemektedir. 

Bu açıdan, tümörün yerini, boyutunu ve yayılıp yayılmadığını gösteren görüntüleme 

teknikleri daha etkili tanı yöntemleridir (Kinkel ve ark. 2002; Lan ve ark. 2012; 

Cristea ve ark. 2015). 

Malign bir karaciğer lezyonundan Ģüphelenildiğinde sıklıkla kullanılan ilk 

diyagnostik tekniklerden biri BT‟dir. Vücudun bir dilimini ya da kesitini gösteren 

BT, organ ve yumuĢak dokuyu daha net gösterir. 3 cm‟den büyük (>3 cm) 

lezyonların tespit edilmesinde kullanılır. BT taraması ile tümörün Ģekli, büyüklüğü, 

yerleĢim yeri, tümörü besleyen kan damarları tespit edilir. Ayrıca bu görüntüleme 

tekniği ile hastalardan biyopsi alınmasına gerek kalmayabilir (Baron ve Brancatelli 

2004). 

HCC tanısında en sık kullanılan yöntemlerden biri olan MR ile manyetik alan 

ve radyofrekans dalgaları kullanılarak karaciğer ve karaciğere yakın damarların daha 

ayrıntılı görüntülenmesi sağlanır. MR, sağlıklı ve hastalıklı dokular arasındaki 

farklılıkları saptamak için sıklıkla tercih edilen bir yöntemdir (Nael ve ark. 2014; 

Maurer 2018).  

Radyoaktif partiküller kullanılarak yapılan PET yöntemi ise primer 

tümörlerin tespiti, kanserin evrelenmesi ve metastatik alanları belirlemek için 

kullanılır. HCC tanısında BT ve MR‟ye göre daha az tercih edilmektedir (Lan ve ark. 

2012; Ehman ve ark. 2017). 

Tüm bunlara ek olarak kesin bir tanı için biyopsi örnekleri alınmalı ve 

patolojik olarak incelenmelidir. Yapılan biyopsi sonucunda HCC tanısı konulur ise, 

hastalığın yaygınlığının ve uygulanacak tedavi yöntemlerinin belirlenmesi için 

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

2.2.5. Hepatosellüler karsinomanın evrelendirilmesi 

HCC‟nin evrelendirilmesinde, Tümör-Nod-Metastaz (TNM) evreleme 

sistemi, Barselona Klinik Karaciğer Kanseri (BCLC) evreleme sistemi ve Child-

Pugh sistemi baĢta olmak üzere birçok sistem kullanılmaktadır (Hiraoka ve ark. 

2016). 
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BCLC evreleme sistemi ile tümörlerin sayısı ve boyutu belirlenir. Child-

Pugh sistemi ise karaciğer kanseri hastaları genellikle siroz oldukları için, bu 

hastalarda karaciğer fonksiyonlarının seviyesini belirler. Bunun için, gözde ve 

ciltte sarılığa yol açan kandaki bilirubinin seviyesi, karaciğer tarafından üretilen 

ana protein albüminin seviyesi, karında toplanan suyun miktarı ve karaciğer 

hastalığının beyin fonksiyonlarına olan etkisi incelenir (Daniele ve Perrone 2005; 

Hiraoka ve ark. 2016).  

HCC evrelendirilmesinde yaygın olarak Amerikan BirleĢik Kanser 

Komitesi (AJCC) evrelendirilme sistemi kullanılmaktadır. Bu sistemde tümörün 

yayılımı, nodal metastaz ve uzak metastazların belirtilmesi için TNM tanımlaması 

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

Tablo 2.1: HCC için TNM evreleme sistemi ve HCC evreleri (Kinoshita ve ark. 2015) 

T1 Vasküler invazyon olmayan tek bir tümör 

T2 Tek tümör veya çoklu tümörler ile 

vasküler invazyon<5cm  

 

T3A Birden fazla tümör> 5 cm 

T3B Portal veya hepatik damara yayılım gösteren 

en az bir tümör 

T4 

 

Tümör yakındaki organlara yayılım 

göstermiĢ 

N Bölgesel Lenf Nodları  

NX Bölgesel lenf nodu değerlendirilemedi 

N0 Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1 Bölgesel lenf nodu metastazı var 

M  Uzak Metastaz  

MX Uzak metastaz değerlendirilemedi 

M0 Uzak metastaz yok  

M Uzak metastaz var 

Evre  TNM  

Evre I T1, N0, M0 

Evre II T2, N0, M0 

Evre IIIA T3a, N0, M0 

Evre IIIB T3b, N0, M0 

Evre IIIC T4, N0, M0 

Evre IVA T1-4, N1, M0 

Evre IVB T1-4, N, M1 

2.2.6. Hepatosellüler karsinomanın tedavisi 

Cerrahi operasyon (karaciğer transplantasyonu ve rezeksiyon), perkutan 

giriĢimsel iĢlemler, radyo frekans ablasyonu (RFA) ve perkütan alkol enjeksiyonu 
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(PEI), transarteriyel giriĢimler (TAE) (embolizasyon, kemoembolizasyon, 

radyoembolizasyon), kemoterapi ve radyoterapi uygulamaları HCC tedavisinde 

kullanılan temel yöntemlerdir (Obuz 2015). Bu tedavi yöntemleri içerisinde en etkili 

olanları tümörün cerrahi rezeksiyonu, karaciğer transplantasyonu ve ablasyondur. 

Ancak bu tedavi seçenekleri sadece erken evre hastalara uygulanabilmektedir (Daher 

ve ark. 2018). 

HCC tedavisinde en etkili yöntem karaciğer rezeksiyonudur. Bu yöntemin 

baĢarı ise, tümörün evresine, yayılımına ve çapına bağlıdır. Kanser sadece karaciğer 

ile sınırlı ise, kan damarları içerisine girmeyen tek bir tümör bulunuyorsa ve 

karaciğerin geri kalan kısmı sağlıklıysa cerrahi yöntemler uygulanabilir. Tümörün 

boyutu küçük olsa bile ilerlemiĢ siroz bulunuyorsa rezeksiyon uygun bir tedavi 

değildir. 5cm çapında veya daha az olan tek bir karaciğer tümörü, 3 cm çapında veya 

daha az olan tümör, 5 ile 7 cm boyutlarında ve en az altı ay büyümeyen tek bir tümör 

bulunuyorsa ve ilerlemiĢ siroz bulunmuyorsa karaciğer transplantasyonu diğer bir 

tedavi seçeneğidir. Karaciğer transplantasyonu gibi iyileĢtirici tedaviler, beĢ yılda 

%50‟den fazla sağ kalım sağlayabilir, fakat erken evre HCC‟li hastaların sadece 

küçük bir grubu bu tedaviler için uygundur (Daher ve ark. 2018).  

Cerrahinin mümkün olmadığı durumlarda RFA ve PEI, kemoembolizasyon, 

radyoembolizasyon gibi tedavi seçenekleri uygulanmaktadır. RFA ile 3 cm‟den 

büyük olmayan tümörleri yok etmek için radyasyondan gelen ısı kullanılır. Bu tedavi 

aynı zamanda termal ablasyon olarak da isimlendirilmektedir. PEI yönteminde 

kanser hücrelerini yok etmek için alkol doğrudan tümöre enjekte edilir. 3 cm‟den 

daha küçük tümörler için kullanılmaktadır (Gwiasda ve ark. 2017). 

Embolizasyon tedavi yönteminde ise tümör hücrelerinin beslendiği hepatik 

arteri bloke eden maddeler enjekte edilerek kanser hücrelerinin öldürülmesi 

amaçlanmaktadır. Transarteriyel embolizasyon (TAE) olarak da isimlendirilen bu 

yöntem transarteriyel kemoembolizasyon (TACE) ve transarteriyel 

radyoembolizasyon (TARE) olmak üzere iki çeĢittir (Board 2017). 

Kemoembolizasyon tedavisinde hepatik arter, katater yoluyla verilen antikanser ilaç 

ile bloke edilir. Radyoembolizasyonda ise radyoaktif izotop içeren boncuklar (mikro 

küreler) hepatik arter içerisine yerleĢtirilir ve bu bölgeye doğrudan radyasyon 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gwiasda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28577724
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gönderilerek kanser hücrelerinin yok edilmesi sağlanır. Embolizasyon tedavileri 

genellikle 5 cm‟den büyük (>5 cm), cerrahi müdahale ile alınamayan tümörler için 

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

Daha ileri evre HCC tedavisinde kemoterapi ve radyoterapi yöntemleri 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler ile tümörün büyümesinin yavaĢlatılması ve 

semptomların kontrol altına alınması amaçlanmaktadır. Ancak, özellikle sirozlu 

kiĢilerde ciddi yan etkilere sebep olabilen bu tedavi yaklaĢımlarının uygulanabilirliği 

sınırlıdır. HCC tedavisinde yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ajanlardan biri 

2007 yılında FDA (Food and Drug Administration) tarafından onaylanan sorafenib 

(Nexavar)‟dir. Sorafenib, tümörün yeni kan damarları oluĢturmasını engelleyen 

çoklu kinaz inhibitörüdür (Llovet ve ark. 2008;  Bruix ve ark. 2016; Daher ve ark. 

2018). Bir diğer protein kinaz inhibitörü regorafenib (Stivarga) ise, 2017 yılında 

FDA tarafından onaylanmıĢ ve sorafenibin yararlı olmadığı durumlarda, ileri evre 

HCC tedavisinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Refolo ve ark. 2018; Sherman 2018; 

Tovoli ve ark. 2018). Son yıllarda HCC tedavisinde immünterapi yöntemleri de 

uygulanmaktadır. Bunun için 2017‟de FDA tarafından onaylanmıĢ PD-1 adlı hücre 

yüzey reseptörünü bağlayarak bağıĢıklık sistemini kanser hücrelerine karĢı 

aktifleĢtiren bir immünoterapi ilacı olan nivolumab (Opdivo) ileri evre HCC 

tedavisinde kullanılmaktadır (Brown ve ark. 2017; El-Khoueiry ve ark. 2017; 

Mazzolini ve Malvicini 2018). 

Tüm bu tedavi seçeneklerine rağmen hastalığın yavaĢ ilerlemesine bağlı 

olarak geç teĢhis edilmesi, hastalığın baĢlangıcını algılayabilen biyolojik belirteçlerin 

eksikliği ve tedavide kullanılan kemoterapötik ve radyoterapötik ajanlara karĢı direnç 

gözlenmesi nedeniyle HCC‟de ölüm oranı her geçen yıl artmaktadır (El-Serag ve 

Rudolph 2007; Zhao ve ark. 2017). Erken evrelerde tanı alan HCC hastalarının 

%43‟ü için, beĢ yıllık sağ kalım oranı %31‟dir. Tümör çevredeki dokulara veya 

organlara, bölgesel lenf düğümlerine yayılmıĢ ise bu oran %11‟e düĢmektedir. Uzak 

metastaz olması durumunda ise beĢ yıllık sağ kalım oranı %3‟e kadar inmektedir. Bu 

düĢük hayatta kalma oranının sebeplerinden biri olarak HCC olan birçok kiĢinin siroz 

gibi baĢka sağlık sorunlarına sahip olması gösterilmektedir (Kim ve ark. 2016). Bu 

nedenle HCC için daha etkili tedavi yöntemlerimin geliĢtirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gwiasda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28577724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Llovet%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18650514
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2.2.7. Ginnalin A 

Kansere karĢı geliĢtirilen terapötik stratejilerden biri doğal ürünlerin 

potansiyel antikanser aktivitelerinden yararlanmaktır. Bu ürünlerin antikanser 

aktiviteleri içerdikleri fenolik bileĢikler ile iliĢkilendirilmektedir. Fenolik bileĢikler, 

bir veya daha fazla hidroksil grubuna sahip bir veya daha fazla aromatik halka içeren 

ikincil metabolitlerdir. Bitki, meyve ve sebze gibi doğal ürünlerde bulunan bu 

bileĢiklerin antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antiaterosklerotik, antiinflamatuar 

ve antikanserojenik etkileri bulunmaktadır. Bugüne kadar 8000'den fazla doğal 

fenolik bileĢik tanımlanmıĢ olup bunlar; fenolik asitler ve benzerleri, flavonoidler, 

tanenler, stilbenler, curcuminoidler, kumarinler, lignanlar, kutanlar ve diğerleri 

olarak sınıflandırılır (Cai ve ark. 2004; Galati ve O'Brien 2004; Huang ve ark. 2010). 

Önemli farmakolojik etkilere sahip olan fenolik bileĢikler, özellikle 

antioksidan kapasiteleri nedeniyle kanser de dahil olmak üzere çeĢitli hastalıklar 

üzerinde olumlu sonuçlar göstermektedir. Fenolik bileĢikler sahip oldukları 

antioksidan özellikler ile serbest radikallerin neden olduğu oksidasyonu engelleyerek 

kanser oluĢumuna sebep olabilecek molekülleri etkisiz hale getirebilmektedir. 

Ayrıca, hücre döngüsünün durdurulması, hücre proliferasyonu, anjiyogenez ve 

apoptozu kontrol eden onkogenik sinyal kaskadlarının inhibe edilmesi, ROS 

seviyelerinin düzenlenmesi, p53 gibi tümör baskılayıcı proteinlerin uyarılması ve 

normal hücrelere farklılaĢma ve dönüĢme yeteneğinin artırılması fenolik bileĢiklerin 

antikarsinojenik etkilerinin temeli olarak gösterilmektedir (Fulda 2010; Cardin ve 

ark. 2014; Attar ve ark. 2015; Anantharaju ve ark. 2016)  

Fenolik bileĢik içeriği bakımından zengin olan tanenler,  suda çözünen 

polifenollerdir. Birçok bitkisel gıdada bulunan tanenler, hidrolize edilebilir ve 

hidrolize olmayan yoğun formda tanenler olarak iki gruba ayrılır. Hidrolize edilebilir 

tanenler, glikoz gibi polihidrik alkolden bir merkezi çekirdek ve hidroksil grupları 

içerir. Bunlar kısmen ya da tamamen gallotannin veya ellagitannin tarafından 

esterlenmiĢtir. Gallotanninler asitler, bazlar veya belirli enzimler tarafından hidrolize 

edildikten sonra glikoz ve gallik asitleri verir. Ellagitaninlerin laktonize olması 

sonucuda ellagik asit üretilir (Chung ve ark. 1998). 
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Çin tanenleri, Türk tanenleri, Tara tanenleri, Acer tanen ve Hamamelis 

tanenleri gallotanninlerin önemli örnekleridir. Acer tanen, yaygın olarak akçaağaç 

olarak bilinen Acer cinsinden elde edilmektedir. Özellikle akçaağaç Ģurubu/maple 

Ģurup yapımında kullanılan bu bitkinin hem kendi ekstraktlarının hem de Ģurubunun 

önemli farmakolojik etkilere sahip olduğu bilinmektedir. Yapılan çalıĢmalar 

akĢaağaç Ģurubunun ılgnans, coumarin, qebacol, ginnalin gibi çeĢitli fenolik 

bileĢikler içerdiğini göstermiĢ; Acer rubrum, Acer tataricum, Acer saccharum gibi 

Acer türlerinin yaprak kısımlarında da baĢta Ginnalin A (GA) olmak üzere önemli 

fenolik bileĢiklerin varlığını ortaya konmuĢtur (Chung ve ark. 1998; Honma ve ark. 

2010; Li ve Seeram 2010; González-Sarrías ve ark. 2013;).  

ÇeĢitli çalıĢmalarda akçaağaç Ģurubunda bulunan fenolik bileĢiklerin kan 

Ģekeri seviyesini düĢürme ve antikanser etkisi gibi önemli biyolojik aktivitelere sahip 

oldukları ortaya konmuĢtur. In vitro bir çalıĢmada, akçaağaç Ģurubundan elde edilen 

bütanol özütünün α-glikozidaz enzimi üzerinde inhibe edici etkiye sahip olduğu 

gösterilmiĢtir (Yamamoto ve ark. 2015). Etil asetat özütleri ise, kanser hücre 

hatlarında antioksidan ve antiproliferatif etki göstermiĢtir (Legault ve ark. 2010). Tip 

II diyabet için model olarak kullanılan Otsuka Long-Evans Tokushima Yağlı 

(OLETF) sıçanları ile yapılan bir çalıĢmada sukroz veya akçaağaç Ģurubu oral yol ile 

verildikten sonra sıçanların plazma glukoz (PG) seviyelerindeki değiĢiklikleri 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Akçaağaç Ģurubunun oral yoldan verilmesini takiben PG'deki 

artıĢın sukroz uygulamasından daha düĢük olduğu bulunmuĢ ve bu bulgular, tip II 

diyabet tedavisinde akçaağaç Ģurubunun potansiyel bir tatlandırıcı olarak 

kullanılabileceğini yönünden önemli bilgiler sağlamıĢtır (Nagai ve ark. 2013). 

Acertannin olarak da bilinen GA, akçaağaç Ģurubunun yanı sıra Acer cinsinin çeĢitli 

ekstraktlarında da varlığı gösterilmiĢ, en önemli fenolik bileĢiklerinden biridir (Bi ve 

ark. 2017) (ġekil 2.3). 

GA‟nın polifenol özellikte olması ile iliĢkili olarak antioksidan, 

antibakteriyel, a-glukosidaz enzim inhibisyonu gibi çeĢitli farmakolojik özelliklere 

sahip olduğu gösterilmiĢtir (Han ve ark. 2004; Honma ve ark. 2010; González-

Sarrías ve ark. 2013). Ayrıca kolon kanser hücre hattında büyümeyi inhibe ettiği 

belirtilmiĢtir (González ve ark. 2012). Kolon ve meme kanseri hücreleri ile yapılan 

bir çalıĢmada ise GA‟nın hücre döngüsünü Siklin A ve D1 seviyesindeki azalmaya 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez-Sarr%C3%ADas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22147441
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bağlı olarak S, G2/M evrelerinde durdurduğu gösterilmiĢtir (González-Sarrías ve ark. 

2013). 

   

ġekil 2.3: Acer bitkisi ve GA‟nın kimyasal yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5318457#section=2D-Structure 26 Nisan 2017; 

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

2.2.8. SB203580 

Kanser tedavisinde kullanılan en önemli stratejilerden biri, özellikle kanser 

geliĢimi ile iliĢkili olan sinyal yolaklarının hedeflenmesidir. Bu amaçla, sinyal 

yolaklarında yer alan proteinlerin rolünü belirlemek için çeĢitli inhibitör moleküller 

kullanılmaktadır. Bir primidil imidazol olan SB203580, çeĢitli biyolojik süreçlerde 

p38-MAPK rolünü aydınlatmak için kullanılan p38-MAPK inhibitörüdür (Zhang ve 

ark. 2012). 

p38-MAPK iflamasyon, hücre proliferasyonu, farklılaĢma, apoptoz ve hücre 

siklusunun düzenlenmesi gibi hücresel yanıtlarda önemli bir rol oynamakta ve 

ultraviyole ıĢığı, ısı, ozmotik Ģok, mitojenik uyarım, interlökinler ve TNF-α gibi pro-

inflamatuvar sitokinler ve stresli uyaranlar tarafından aktive edilmektedir. p38-

MAPK, stres koĢulları altında apoptozu indükleyerek tümör baskılayıcı olarak iĢlev 

görürken, aktif olduğu durumda kanseri tetiklemesi tartıĢmalı bir rolü olduğunu 

ortaya koymaktadır (Cano ve Mahadevan 1995; Jiang ve ark. 1997; Alonso ve ark. 

2000; Bradham ve McClay 2006;Young ve ark. 2009; Chen ve ark. 2009). Bu 

tartıĢmalı rolü aydınlatmak amacıyla p38-MAPK'nın oldukça seçici bir inhibitörü 

olan SB203580 kullanılmaktadır (ġekil 2.4). SB203580, p38 in ATP bağlayıcı 

cebine bağlanıp ATP'nin bağlanmasını bloke ederek p38 aktivitesini inhibe 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5318457#section=2D-Structure
http://www.thetreefarm.com/maple-ginnala-flame-amur%20%209%20Kasım%202017
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edebilmektedir (Tong ve ark. 1997; Chen ve ark. 2009; Xiao ve ark. 2017). 

Karaciğer hücreleri ile yapılan bir çalıĢmada da, SB203580‟in p38-MAPK, ERK ve 

JNK sinyal yolakları üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢ ve SB203580‟in p38-MAPK 

inhibitörü olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca, SB203580‟in p38-MAPK üzerindeki inhibe 

edici etkisi, p38‟in katalitik aktivitesini engellemesinin yanı sıra Akt‟nin 

fosforilasyonu ve aktivasyonunu bozması ile de açıklanmıĢtır (Henklova ve ark. 

2008).  

 

ġekil 2.4: MAPK sinyal yolağı ve p38-MAPK inhibitörü SB203580 

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

Tüm bunların yanında çeĢitli çalıĢmalarda SB203580‟in p38-MAPK‟dan 

bağımsız bir Ģekilde hücre proliferasyonunu inhibe ettiği de gösterilmiĢtir. Sitokinle 

aktive olan lenfositler üzerinde yapılan bir çalıĢmada SB203580‟in, antiproliferatif 

etkiye sahip olduğu ve bu etkiyi hücre döngüsünün düzenleyici molekülü RB 

proteinin fosforilasyonunun düzenlenmesinde rol oynayan bir protoonkogen olan PI 

3-kinaz/protein kinaz B'nin (PKB) fosforilasyonunu inhibe ederek gösterdiği 

bildirilmiĢtir (Lali ve ark. 2000). RB‟un siklin bağımlı kinazlarla fosforilasyonu, 

hücre döngüsünün ilerlemesine neden olan E2F'nin salınmasına yol açar. Bir tümör 

baskılayıcı olan RB, hipofosforile halde E2F transkripsiyon faktörlerinin aktivitesini 

inhibe ederek hücre döngüsünün ilerlemesini baskılar (Stone ve ark. 2011). Yapılan 

baĢka bir çalıĢmada ise SB203580‟in, HCC hücrelerinde antiproliferatif etkisinden 

dolayı adenozin monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK)‟ı ve ölümle iliĢkili 

protein kinaz (DAPK)‟ı aktive ederek otofajiyi indüklediği belirtilmiĢtir (Zhang ve 

ark. 2012). 

http://www.myvisiontest.com/printme.php?idx=889
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2.2.9.Apoptoz 

Hücre ölümü apoptoz (fizyolojik hücre ölümü) ve nekroz (patolojik hücre 

ölümü) olmak üzere iki Ģekilde gerçekleĢir (CoĢkun ve Özgür 2011). Eski yunan 

dilinde sararmıĢ yaprakların dökülmesi anlamına gelen apoptoz, programlanmıĢ bir 

hücre ölümü tipidir (KartlaĢmıĢ ve ark. 2016). Organizmanın dengede kalabilmesi 

için yeni hücreler oluĢurken bazı hücrelerinde ölmesi gerekir. Hücre ölümü ile hücre 

proliferasyonu arasında kontrollü bir denge bulunur. Apoptoz, çok hücreli 

oranizmaların, hücre proliferasyonunu kontrol etmeleri ve doku homeostazını 

sürdürmelerinin yanı sıra bir organizmadan gelen zararlı veya gereksiz hücreleri 

elimine etmeleri için çok önemli bir mekanizmadır (Norbury ve Hickson 2001; 

Goldar ve ark. 2015). 

Apoptoz süreci, hücre ölümü için sinyallerin alınması, kaspazların 

aktivasyonu, hücre ölümünün meydana gelmesi, parçalanma ve fagositoz aĢamaları 

ile gerçekleĢir. Bu süreç genellikle faklı morfolojik özellikler ve enerjiye bağlı 

biyokimyasal mekanizmalarla karakterizedir. Apoptoz, normal hücre döngüsü, 

bağıĢıklık sisteminin düzgün geliĢimi ve iĢleyiĢi, embriyonik geliĢme ve kimyasal 

kaynaklı hücre ölümü gibi çeĢitli iĢlemlerin yaĢamsal bir bileĢeni olarak görev yapar. 

Apoptotik sinyaller genomik bütünlüğün korunmasına katkıda bulunurken, kusurlu 

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

Büyüme faktörlerinin eksikliği, oksidatif stres, X-ıĢınları, hücre içi kalsiyum 

düzeyindeki artıĢ, hipoksi, DNA hasarına sebep olan bazı faktörler veya çeĢitli ilaçlar 

gibi farklı etkenler altında kalarak zarar gören hücrelerin yok edilebilmesi için 

apoptoz devreye girer. Apoptoz ile uyarılan hücre birçok morfolojik ve biyokimyasal 

değiĢikliğe uğrar. Hücre küçülmeye baĢlar, büzülür ve nükleusta kromatin 

yoğunlaĢması görülerek piknotik bir görüntü oluĢur. Hücre PH‟ı apoptotik süreç 

boyunca hızla düĢer, kalsiyum pompası yetersizliği sonucu hücre içerisinde sürekli 

bir kalsiyum artıĢı olur. KomĢu hücrelerle bağlantı kesilir, hücre iskeleti dağılır ve 

çekirdek zarı eriyerek DNA fregmantasyonu meydana gelir. Ancak, hücre organelleri 

yapısal bütünlüğünü korur (Kerr ve ark. 1972; Hacker 2000). Daha sonra plazma 

membranında tomurcuklanmalar meydana gelerek hücre, sitoplazma ile çevrilmiĢ 

kromatin parçalarından oluĢan apoptotik cisimlere ayrılır ve son olarak da 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R109
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makrofajlar tarafından apoptotik cisimler tanınarak fagosite edilir (Kurosaka ve ark. 

2003; Elmore 2007). 

Apoptoz mekanizmasının düzenlenmesinde kalsiyum, seramid, c-myc ve p53 

geni, kaspazlar, Bcl-2 ailesi, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organeller 

görev alır (Dinçel 2016). Apoptoz mekanizmasında etkili olan proteinler kaspazlar 

(Caspase: Cysteine-Containing Aspartate Specific Proteases)‟dır. Kaspaz ailesi, 

proteolitik basamaklarda birlikte çalıĢan hücre içi sistein proteazlarından oluĢan 

enzim gruplarıdır. Bu proteinler normal koĢullarda hücre sitoplazmasında zimojen 

(prokaspaz) yani inaktif olarak bulunurlar (Cohen 1997). Kaspazlar birbirlerini 

harekete geçirerek kaspaz aktivasyonunu oluĢtururlar. Hücreye ölüm talimatını veren 

spesifik sinyaller geldikten sonra, hücrede belirgin değiĢiklikler meydana gelerek 

prokaspazlar aktif kaspazlara dönüĢür. Proteolitik kaskadlar içinde kaspazlar, 

apoptozun yukarı baĢlatıcıları veya aĢağı akıĢ efektörleri olarak konumlandırılabilir.  

Kaspazlar temel olarak, baĢlatıcı kaspazlar (Kaspaz-2, -8, -9 ve -10), efektör 

kaspazlar (Kaspaz-3, 6 ve 7), inflamatuar kaspazlar (Kaspaz -1, -4, -5, -11, -12, -13 

ve -14) olarak 3 gruba ayrılır (Hassan ve ark. 2014; Dinçel 2016). 

Bazı kanserlerin geliĢimi ve ilerlemesinde karsinogenez sırasında apoptozun 

bastırılmasının merkezi bir rol oynadığı belirtilmiĢtir (King ve Cidlowski 1998). 

Tümör hücreleri apoptozu baskılamak ve apoptotik ajanlara direnç kazanmak için, 

proapoptotik proteinlerden BAX‟ın baskılanması veya antiapoptotik proteinlerden 

Bcl-2‟nin ekspresyonunun arttırılması gibi bazı moleküler mekanizmaları 

kullanabilir (Hassan ve ark. 2014). Apoptoz mekanizmasını ve bunun efektör 

proteinlerini ve aynı zamanda apoptozdan sorumlu genleri tanımlamak, kanser 

hücrelerinin apoptoza karĢı duyarlılığını arttıracak veya apoptotik eĢiğini 

sıfırlayabilecek yeni ajanlar keĢfetmek ve geliĢtirmek için yeni bir fırsat sağlamıĢtır. 

Bu yeni hedefe yönelik tedaviler, antiapoptotik Bcl-2 ailesi üyeleri, p53, apoptoz 

inhibitörü (IAP) proteinleri ve kaspazları hedef alan terapileri içerir (Goldar ve ark. 

2015). Birçok molekül tarafından düzenlenen apoptoz mekanizması, hücre içinde 

oluĢturulan sinyallerle tetiklenen intrinsik ve hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerine 

bağlanan ölüm aktivatörleri tarafından tetiklenen ekstrinsik yol üzerinden ilerler 

(Igney ve Krammer 2002; CoĢkun ve Özgür 2011). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=King%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9558478
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2.2.9.1.İntrinsik yol 

Mitokondriye bağımlı apoptozdur. Apoptoz indüksiyonu için en önemli 

yolaklardan biridir. Apoptozom sisteminin aktifleĢmesi ile uyarılır. Ġntrinsik 

apoptotik yol DNA hasarı, oksidatif stres, UV radyasyon, onkojenik faktörlerin 

aktivasyonu gibi hücre içinde oluĢan uyarılar ile gerçekleĢmektedir. Mitokondrinin 

dıĢ membranına etki eden Bcl-2 ailesi proteinleri bu yolağın merkezi regülatörleridir. 

Bcl-2 ailesi mitokondriyal zarın geçirgenliğine aracılık ederek bir „apoptotik anahtar‟ 

olarak iĢlev görür (Saelens ve ark. 2004). Bcl-2 proteini mitokondri dıĢ membranında 

bulunur ve sitokrom-C (CYCS) baĢta olmak üzere çeĢitli apoptotik proteinlerin 

salınması için gerekli olan mitokondriyal membran geçirgenliğindeki değiĢiklikleri 

düzenler (Hassan ve ark. 2014). Ġyon trasportunun (membran potansiyelinin) 

düzenlenmesinde görev alır ve zarın parçalanmasına karĢı koruyucu görevi görürler 

(Dinçel 2016). Mitokondriyal yollu apoptozun kontrolü ve regülasyonu, Bcl-2 

protein ailesinin üyeleri aracılığı ile gerçekleĢir (Schuler ve Green 2001). 

Bcl-2 ailesi intrinsik apoptotik yolağın hem pro-apoptotik hemde 

antiapoptotik düzenleyicileri içerir. Ölüm aktivatörleri olarak görev yapan apoptozu 

ilerleten pro-apoptotik proteinler BAX, BID, BAD, BCLXs, BIM, NOXA ve 

PUMA‟dır. Antiapoptotik proteinlerin neredeyse tamamı ölüm sinyali gelmeden 

önce hücre iskeleti veya sitozelde bulunur. Bu proteinler mitokondriden CYCS ve 

CYCS‟ye benzer bir flavoprotein olan apoptoz indükleyici faktör (AIF) salınımını 

arttırarak apoptozu indükler. Apoptozu engelleyen yaĢam aktivatörleri olarak görev 

yapan antiapoptotik proteinler ise BCL-2, BCL-X1 ve MCL-1‟dir (Li ve ark. 1998; 

Esposti 2002). Antiapoptotik proteinler endoplazmik retikulum (ER), çekirdek zarı 

ve mitokondride bulunan integral zar proteinleridir. Bu proteinler AIF ve CYCS 

salınımını engelleyerek apoptozu baskılar. Bu proteinler hücredeki kalsiyum oranını 

kontrol ettiklerinden dolayı olduça önemlidirler. Apoptozun baĢlayabilmesi için 

BCL-2 ve BAX dengesinin kurulması gerekir. Sitozolde bulunan BAX proteini 

apoptotik uyarı ile mitokondriye doğru yönelir. Kalpain (kalsiyum bağımlı 

proteolitik enzim) tarafından uyarılarak CYCS salınımını indükler. BCL-2 

proteininin aĢırı ekspresyonu apoptozun baskılanmasına sebep olurken, BAX 

proteininin aĢırı ekspresyonu ise apoptozu indükler (Plati ve ark. 2011; KartlaĢmıĢ ve 

ark. 2016). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plati%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21340093
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Mitokondrinin zarları arasında bulunan CYCS‟nin sitozole geçmesi ile 

apoptoz baĢlar (Chinnaiyan 1999; Hill ve ark. 2004). Hücre içi sinyaller alındıktan 

sonra pro-apoptotik BID proteini, antiapoptotik BCL-2 proteinini inaktive etmek ve 

pro-apoptotik BAX‟ı aktive etmek için mitokondriye doğru yönelir. Apoptotik sinyal 

alındıktan sonra mitokondri membranında porlar (PT porları) oluĢmasıyla membran 

geçirgenliği bozulur. Bu porlardan mitokondri zarı içerisinde bulunan CYCS ve AIF 

sitozole geçer. CYCS, bir sitoplazma proteini olan APAF-1(Apoptotik proteaz aktive 

edici faktör 1)‟in aktivatörüdür. CYCS APAF-1‟e bağlanır ve bu yapıya prokaspaz-9 

da bağlanmasıyla apoptozom meydana gelir. Apoptozom içerisinde prokaspaz-9 aktif 

forma dönüĢür. Kaspaz-9 da prokaspaz-3‟ü aktif Kaspaz-3 haline getirerek apoptoz 

baĢlatılır. Kaspaz-3, yürütücü kaspazların en önemlisi olarak kabul edilir. Spesifik 

olarak endonükleaz CAD (Kaspaz Aktive edici DNaz)'ı aktive eder. Prolifere olan 

hücrelerde CAD, inhibitörü ICAD (Ġnaktif Kaspaz Aktive edici DNaz) ile kompleks 

halindedir. Apoptotik hücrelerde aktive edilmiĢ Kaspaz-3, ICAD„ı inaktifleĢtirerek 

CAD‟ı serbestleĢtirir. CAD daha sonra çekirdek içinde kromozomal DNA'yı bozarak 

kromatin yoğunlaĢmasına neden olur. Kaspaz-3 ayrıca hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenmesine ve hücrenin apoptotik cisimlere ayrıĢmasına neden olur (ġekil 2.5). 

Ayrıca, intrinsik ve ekstrinsik yolun her ikisi de Kaspaz-3‟ü aktive etmektedir 

(Tomatır 2003; Elmore 2007; Plati ve ark. 2011).  

 

 

ġekil 2.5: Ġntrinsik yol (http://www.easybiologyclass.com/intrinsic-pathway-of-apoptosis-apoptosis-

molecular-mechanism-part-1/ 17 mayıs 2018) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plati%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21340093
http://www.easybiologyclass.com/intrinsic-pathway-of-apoptosis-apoptosis-molecular-mechanism-part-1/
http://www.easybiologyclass.com/intrinsic-pathway-of-apoptosis-apoptosis-molecular-mechanism-part-1/
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2.2.9.2. Ekstrinsik yol 

Ekstrinsik apoptotik yolun uyarılması, hücre zarı üzerinde bulunan ölüm 

reseptörlerinin aktif olması ile bağlantılıdır. Ölüm reseptörleri tümör nekroz faktör 

reseptör (TNFR) süper ailesinin üyelerini içerisinde bulundurur (Locksley ve ark. 

2001). TNFR1 ve Fas, TNFR ailesi içerisinde apoptozu uyaran en önemli 

reseptörlerdir. FasL / FasR, TNF-a / TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 ve Apo2L 

/ DR5 bugüne kadar, en iyi karakterize edilmiĢ ligandlar ve bunlara karĢılık gelen 

ölüm reseptörleri arasında bulunur (Elmore 2007; KartlaĢmıĢ ve ark. 2016). Fas 

(CD95), TNF ailesinin bir üyesi ve hücre yüzey reseptörüdür. Fas ligandının (FasL) 

Fas reseptörüne (FasR) ve TNF‟in TNFR-1‟e bağlanması ile apoptotik iĢlem baĢlar 

(ġekil 2.6). Fas ve TNFR-1‟in sitoplazmik uzantıları ölüm domainleri içerir. 

FasL/FasR birleĢmesi sonucunda, aktive hale gelen reseptörler Fas adaptör proteini 

(FADD) ile birleĢerek ölüm indükleyici sinyal iletimi (DISC) oluĢumuna sebep olur. 

Bunun sonucunda baĢlatıcı kaspazlardan Kaspaz-8 direk aktif hale gelir. Fas‟ın 

sitoplazmik kısmı FADD ve RIP (reseptör etkileĢimli protein) ile etkileĢimdedir (Hsu 

ve ark. 1995; Kischkel ve ark. 1995; Wajant 2002; Pistritto ve ark. 2016). 

Reseptör etkileĢimli protein (RIP) serin-treonin kinaz ailesinin bir üyesi olan 

RIPK1, TNFR1‟in çoklu akıĢ aĢağı sinyal yolaklarını kontrol ederek, bu yolakların 

akıĢ yukarısında anahtar bir regülatör görevi görmektedir. Apoptoz, kinaz 

aktivitesinden bağımsız olarak RIPK1‟in, Kaspaz-8 için protein olan FADD ile 

bağlanması yolu ile sağlanır ve bu da Kaspaz-8‟in aktivasyonunu destekler. Bu 

durum mitokondriyal hasarı tetikleyerek apoptozu gerçekleĢtirir ve bu Ģekilde 

Kaspaz-3 gibi kaspazların aktivasyonu tetiklenir. Adaptör protein olan TRADD ve 

RIP proteinleri prokaspaz-8‟in aktivasyonu ile apoptozu doğrudan uyarır. Aktif hale 

gelen Kaspaz-8‟de diğer kaspazları (Kaspaz-3, -6 ve -7) aktif hale getirerek apoptoz 

baĢlar. Apoptozun gerçekleĢemediği koĢullar altında, RIPK1, nekroptozun 

ilerlemesine aracılık ederek, MLKL‟nin fosforilasyonunu hızlandıran RIPK3 ile 

etkileĢerek nekroptozu aktive edebilir (Tomatır 2003; Geng ve ark. 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pistritto%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27019364
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ġekil 2.6: Ekstrinsik yol (https://www.pinterest.es/pin/295056213077750432/?lp=true17 mayıs 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.pinterest.es/pin/295056213077750432/?lp=true
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2.2.10. Hücre döngüsü 

Bölünebilme yeteneğine sahip olan hücreler, büyüme faktörleri ve hücre dıĢı 

sinyaller tarafından uyarıldığı zaman büyüyebilir ve bölünebilir. Hücrelerin 

büyümesi ve çoğalması, organizmaların geliĢimi, apoptoz, DNA hasarı onarımının 

düzenlenmesi, ölü ve hasar görmüĢ dokuların yenilenebilmesi için hücre döngüsü 

hayati bir öneme sahiptir. Organları ve dokuların bütünlüğünün sağlanması için 

hücrelerin büyüme ve farklılaĢmasının düzenlenmesi gereklidir (Schafer 1998). 

Hücre döngüsü, doğrudan hücre proliferasyonunu ve hücre bölünmesini sağlayan 

birçok gen tarafından kontrol edilir. Kanserli hücrelerde bu genler mutasyona 

uğradığı için kontrolsüz hücre proliferasyonuna neden olur (Vermeulen ve ark. 

2003). 

Bir hücrenin oluĢup bölünmeye baĢlamasından itibaren onu takip eden 

sonraki hücre bölünmesine kadar geçen zamanda hücrede meydana gelen geçici 

biyokimyasal ve morfolojik değiĢikliklerin gözlemlendiği olaylar zinciri hücre 

döngüsüdür. Genetik olarak birbirine tıpa tıp benzeyen iki hücrenin oluĢması ile 

döngü tamamlanır. Hücre döngüsü temel olarak interfaz ve mitoz olmak üzere iki 

bölüme ayrılır (ġekil 2.5). Hücrelerin mitoza girmeden önce bir hazırlık aĢamasına 

ihtiyaç vardır. Bu hazırlık aĢaması interfaz olarak bilinir. Ġnterfaz da G1, S ve G2 

olarak 3 evreye ayrılır (Aktuğ 2014; Canpolat 2016). S ve M (mitoz) evresine 

geçilmeden önce içsel ve dıĢsal çevrenin düzenlenmesi gerekir. G1 fazı bu aĢamada 

çok önemlidir. RNA ve protein sentezi yapılır, metabolizma en yüksek seviyede olur, 

büyüme faktörleri gibi hücreyi bölünmek için uyaran proteinler aktif hale gelir ve 

ribozom, mitokondri, lizozomlar gibi hücre içeriği iki katına çıkar. En uzun evredir. 

Bu evrenin uzunluğu dıĢ koĢullar ve diğer hücrelerden gelen sinyallerin uzunluğuna 

bağlıdır. Hücrenin sentez evresine girebilmesi için G1 evresinin sonuna doğru DNA 

replikasyonu için gerekli enzimler sentezlenir (Cooper 2000). 
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ġekil 2.7: Hücre döngüsü (https://trabalhosparaescola.com.br/ciclo-da-mitose/ 8 Eylül 2017) 

Hücrenin büyümesi için gerekli koĢullar sağlandığında hücre S evresine 

geçebilir. Hücre dıĢı koĢullar sağlanamadığında hücreler G1‟deki ilerlemeyi 

geciktirir ve G0 adı verilen istirahat evresine girer. Bu fazda döngü içinde 

bulunmayan hücrelerin bulunduğu fazdır. Hücreler bu fazda metabolik olarak aktif 

olmalarına rağmen uygun sinyaller tarafından uyarılmadığı sürece çoğalmazlar. 

Hücreler bu fazda günlerce, haftalarca hatta yıllarca bekleyebilir (Heuvel 2005; 

Canpolat 2016; Fischer veMüller 2017).  

Ġnterfazın en önemli kısmı G1 fazından sonra gerçekleĢen S fazıdır. Bu fazda, 

çekirdekte replikasyon gerçekleĢir ve DNA miktarı iki katına çıkar. Sentrozom 

kendini eĢlemeye baĢlar. DNA replikasyonu tamamlandıktan sonra hücreler G2 

fazına geçer (Cooper 2000). G2 evresi hücrenin bölünmeden önce yoğun protein 

sentezi yaptığı son basamaktır. Hücreler G2 fazını da tamamladıktan sonra hücre 

döngüsünün son aĢaması olan M fazına girer. Bu evreden çoğalmıĢ kromozomlar 

yoğunlaĢarak kardeĢ kromatidler kutuplara ayrılıp hücre bölünür ve siklus 

tamamlanmıĢ olur (Vermeulen ve ark. 2003; Fischer ve Müller 2017).  

Hücreler bir bölünme sinyali tarafından uyarılmadığı sürece döngünün aktif 

fazlarına giremezler. Büyüme faktörleri, sitokinler veya mutajenler hücreyi bölünme 

için uyaran çeĢitli sinyaller arasındadır. Hücreler bölünme sinyalini aldıklarında 

Protein kinaz C, JAK/STAT yolakları/pathways veya MAPK gibi sinyal ileti 

mekanizmaları devreye girer. Bu ileti mekanizmaları, transkripsiyonu, hücre 

döngüsünü veya hücre iskeletini kontrol eden bir substratı fosforiller veya direk 

https://trabalhosparaescola.com.br/ciclo-da-mitose/


27 

 

nükleusa ulaĢarak doğrudan transkripsiyonu uyarır. Bu sayede, hücre siklusa 

sokularak mitoza sevk edilmiĢ olur. Hücre proliferasyonu, yüksek derecede 

korunmuĢ bir siklin bağımlı serin treonin protein kinaz (CDKs) ailesinin ardıĢık 

aktivasyonu ve inaktivasyonu ile kontrol edilir. CDK‟lar, DNA hasar kontrol 

noktasının ve onarım yollarının ana düzenleyicisidir. Düzenleyici proteinlerin, 

siklinlerin bağlanması, CDK faaliyetlerini düzenler (Sclafani ve Holzen 2007). Hem 

G1/S hem de S fazı geçiĢi, sırasıyla siklin E ve siklin A ile iliĢkili olarak CDK2‟nin 

aktivasyonunu gerektirir. Geç G2 ve erken M evresinde, siklin A, CDKI ile 

kompleks oluĢturur. CDK aktivitelerini düzenleyen iki ayrı CDK inhibe edici protein 

ailesi bilinmektedir. Bunlar,  CDK/Siklin komplekslerinin düzenlenmesinde rol 

oynayan INK4 (p15, p16, p18 ve p19) ve Cip/ Kip (p21 ve p27) aileleridir. 

CDK‟ların aktivasyonu, substrat proteinlerinin fosforilasyonunu tetikleyerek hücre 

döngüsünün ilerlemesini etkileyen değiĢiklikler meydana getirir. Aktive edilmiĢ 

CDK kompleksleri için iyi bilinen bir substrat RB tümör süpresörüdür. CDK9, 

spesifik olarak RB proteinini fosforile eder. RB‟nin hiperfosforilasyonu G1-S geçiĢi 

sırasında oluĢur ve hipofosforile RB, DNA sentezini engeller (Cooper 2000; 

Bhattacharya ve ark. 2014). 

DNA hasar kontrol noktası ve onarım yollarının ana düzenleyicileri olarak 

görev alan CDK‟ların transkripsiyonel düzenlemede ve apoptozda önemli rolleri 

vardır. Hücre DNA‟sında hasar olduğu durumlarda hasarın giderilmesi için döngü 

G1 evresinde durdurulur. G1 noktasında durma, proliferasyon ve apoptotik 

sinyallerin önemli bir koordinatörü olan p53 tümör baskılayıcı genin proteini ile 

sağlanır. p53 proteinin miktarı DNA hasarı arttıkça artar ve hücre döngüsünün G1 

kontrol noktasında durmasını sağlar.  p53 geni mutasyona uğradığında hasarlı DNA 

G1 kontrol noktasında bekletilemediği için tamir edilmeden S evresine geçer. Bu 

durumda p53, DNA hasarına karĢı hücre döngüsünü durdurmak için CDKN1A 

(p21)‟i uyardıktan sonra trankripsiyonel olarak DNA onarım enzimlerini aktive eder. 

Tüm tümörlerin yaklaĢık %50‟sinde p53 geninin mutasyona uğradığı bilinmektedir 

(Ambrosino ve Nebreda 2001; Bhattacharya ve ark. 2014) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Çalışmada kullanılan cihaz ve kimyasallar 

3.1.1.Çalışmada kullanılan cihazlar 

Tablo 3.1: Kullanılan cihazlar  

Cihaz/Malzeme                                                                  Marka 

ELISA okuyucu  Epoch 

-80°C Dondurucu                                                                       Symphony 

Mikrodalga Fırın Arçelik MD554 

-20 °C Derin Dondurucu   Arçelik 

Hassas Terazi                                                                          KERN-Sohn GmbH 

Laminer Hava Kabini Class 2                                                  Scanlaf 

96 kuyucuklu hücre kültür kabı                                          Nest 

Steril kültür kapları (Petri) (100x20mm)                             Nest 

IĢık Mikroskobu                                                                     Olympus 

Otomatik mikropipetler (10, 20,                                          

100, 200, 1000 μl‟lik) 

VWR, Eppendorf 

Real time PZR Biorad CFX Connect 

Santrifüj  Hettich 

Elektroforez  Thermo 

Nanodrop  Maestro 

Kırık Buz Makinesi Scotsman 

‟li inkübatör Thermo HERA cell 150 

Ġnverted mikroskop Olympus 

Mikro santrifüj Nüve 

Jel görüntüleme sistemi  

Vorteks 

G:Sox-Syngene 

VWR (Nüve) 

Yatay Elektroforez Seti Cleaver 

pH Metre Wtw-Inolab 

Otoklav Vwr 

Thermal Cycler Peqlab (Primus 96) 

Isıtmalı Manyetik KarıĢtırıcı Heidolph 

Orbital KarıĢtırıcı Biosan 
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3.1.2. Çalışmada kullanılan kimyasallar ve sarf malzemeler 

Tablo 3.2: Kullanılan kimyasallar ve sarf malzemeler  

Kimyasal/sarf                                                                           Marka 

Ginnalin A Carbosynth 

SB203580 Cayman Chemical Company 

Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit 

BioRad  

XTT Reagent-Cell Proliferation Kit Biological Industries 

EvaGreen qPCR Master  BioRad 

Trizol 

Hücre kazıyıcı 

Sigma  

SPL 

Fetal Sığır Serumu Capricorn 

Penisilin/Streptomisin BI (Biological Industries) 

EMEM Medyum Multicell 

DNAaz/RNAse free su BioShop 

Tripan Mavisi Boyası BI (Biological Industries) 

PBS Multicell 

Dimetil sülfoksit (DMSO) ApliChem 

Tripsin/EDTA Multicell  

Caspase-3 Assay Kit BioVision 
 

3.2. Hücre kültürü 

ÇalıĢmada kullanılan insan hepatoselüler karsinoma hücre hattı olan Hep-3B 

(ATCC no: HB 8064
TM

) ATCC‟den temin edilmiĢtir. Hep-3B hücreleri %10 fetal 

sığır serumu ve %1 Penisilin-Streptomisin içeren EMEM besiyerinde kendileri için 

uygun kültür ortamı olan 37 ºC‟de %95 nem ve %5 CO2‟li etüvde inkübe edildi. 

Tablo 3.3:ÇalıĢmada kullanılan Hep-3B hücre hattının özellikleri 

Hep-3B hücre hattı (ATCC no: HB 8064
TM

) 

Organizma  Homo sapiens, insan 

Doku  Karaciğer  

Hastalık  HCC 

Morfoloji  Epitelyal  

Cinsiyet  Erkek 

YaĢ  8 

Büyüme özelliği YapıĢarak çoğalan (adherent) 
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3.2.1. Hücre hattının dondurulması 

Petri yüzeyine yapıĢarak çoğalan hücreler, yapıĢtıkları yüzeyden kaldırmak 

için Tripsin-EDTA ile muamele edildi ve 37 ºC‟de %95 nem ve %5 CO2‟li etüvde 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyonun ardından inverted mikroskop ile hücrelerin 

kalktığı gözlemlenerek petri üzerine taze besiyeri eklendi. Hücre-besiyeri içeriği 

falkon tüpe alınarak 4 dakika boyunca 1500 rpm‟de santrifüj edildi. Santrifüj 

iĢleminin ardından süpernatant kısmı uzaklaĢtırıldı. Tüp içerisine 9:1 oranında 

DMSO (Dimetil sülfoksit) ve besiyerinden oluĢan dondurma çözeltisi eklenerek 

hücreler kriyotüplere alındı. Kriyotüpler -20 ºC‟de dondurulduktan sonra  -80 ºC‟de 

muhafaza edildi. 

3.2.2. Dondurulmuş hücre hatlarının çözdürülmesi 

%10 DMSO ile dondurulmuĢ kriyotüp içerisinde bulunan hücreler hızlı bir 

Ģekilde çözdürülmek için -80 ºC‟den 37 ºC‟ye alındı. Ġçerisinde 5ml EMEM besiyeri 

bulunan falkon tüpe 1 ml hücre damla damla eklendi. 1500 rpm‟de 4 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant kısmı uzaklaĢtırıldı. Uygun miktarda besiyeri 

ile pellet homojenize edildi. Hücreler petriye alınarak 37 ºC‟de ‟li etüvde 

inkübasyona bırakıldı. Hücreler petri yüzeyinin yaklaĢık %80‟ini doldurana kadar iki 

günde bir besiyeri değiĢtirilerek çoğaltıldı. Petri yüzeyi dolduğunda hücrelerin 

canlılığının korumak amacı ile pasajlama iĢlemi yapıldı. 

3.2.3. Hücre hattının pasajlanması 

Petride %80-90 yoğunluğuna ulaĢan hücrelerinin pasajlama iĢlemi için ilk 

olarak eski besiyeri ortamdan uzaklaĢtırıldı ve PBS ile yıkama iĢlemi yapıldı. 

Hücreleri flask yüzeyinden kaldırmak için 1-2 ml Tripsin-EDTA eklendi ve 3-4 

dakika 37 ºC‟de %95 nem ve %5 CO2‟li etüvde inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

sonrasında hücrelerin inverted mikroskopta kalktığı gözlemlendi. Flaska, Tripsin-

EDTA miktarının yaklaĢık iki katı taze besiyeri eklendi, hücre besiyeri içeriği pipet 

ile homojenize edildikten sonra bir falkon tüpe alındı. 1500 rpm‟de 4 dakika santrifüj 

edilerek süpernatant boĢaltıldı. Uygun miktarda besiyeri ile pellet homojenize edildi. 

Hücrenin yoğunluğuna göre petrilere hücre ekimi yapıldı ve çoğalmaları için 37 

ºC‟de %95 nem ve %5 CO2‟li etüvde inkübasyona bırakıldı. 



31 

 

3.3. Ginnalin A stok solüsyonun hazırlanması 

 ÇalıĢmada kullanılan Ginnalin A (GA) (Carbosynth, Katolog No: FG65656) 

ticari olarak satın alındı. C20H20O13 kimyasal formülüne ve 468,37 g/mol molekül 

ağırlığına sahip GA, katı halde -20°C‟de muhafaza edildi. GA %0,1 DMSO içeren 

PBS‟de çözülerek stok solüsyon olarak hazırlandı. Daha sonra hazırlanan stok 

solüsyondan seyreltmeler yapılarak çalıĢma için uygun konsantrasyonlar hazırlandı.  

3.4. SB203580 stok solüsyonun hazırlanması 

ÇalıĢmada kullanılan p38-MAPK ihtibitörü SB203580 (Cayman Chemical, 

Katolog No:152121-47-6) ticari olarak satın alındı. C21H16FN3OS kimyasal 

formülüne ve 377,43 g/mol molekül ağırlığına sahip SB203580, katı halde ıĢıktan 

korunarak -20°C‟de muhafaza edildi. SB203580 %0.1 DMSO içeren PBS‟de 

çözülerek stok solüsyon olarak hazırlandı. Daha sonra hazırlanan stok solüsyondan 

seyreltmeler yapılarak çalıĢma için uygun konsantrasyonlar hazırlandı.  

3.5. Ginnalin A ve SB203580’in sitotoksik etkisinin belirlenmesi 

Ginnalin A ve SB203580‟in Hep-3B hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin 

belirlenmesi için XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilide) testi kullanıldı. XTT sarı renkte, suda eriyebilen tetrazolyum tuzudur. 

Canlı hücrelerce turuncu renkli formazan bileĢenlerine indirgenmektedir. Hücresel 

efektörlerin karıĢımı ile çözünür, parlak turuncu renk türevine indirgenir. Metabolik 

aktif hücrelerin sayısıyla orantılı olan boya yoğunluğu, belirli bir dalga boyunda bir 

spektrofotometre ile okunabilir.  

GA ve SB203580‟in sırası ile 0-500 µM ve 0-100 µM aralığındaki çalıĢma 

konsantrasyonları EMEM besiyeri ile hazırlandı. Petrilere ekilen ve petri yüzeyini 

kaplayan hücreler tripsinizasyon iĢlemi ile petri yüzeyinden kaldırıldı. Tripsin-EDTA 

miktarının yaklaĢık iki katı taze besiyeri eklenerek homojenize edildikten sonra bir 

falkon tüpe alındı. 1500 rpm‟de 4 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant 

boĢaltıldı. Uygun miktarda besiyeri ile pellet homojenize edildi. Bir ependorfta, 100 

μl hücre ve 100 μl tripan mavisi karıĢtırıldı. Ardından bu karıĢımdan 10 μl alınarak 

Thoma lamı ile ıĢık mikroskobu altında hücreler sayıldı. Elde edilen hücre sayılarına 

göre 96 kuyucuklu plate‟in her bir kuyucukta 5x10
3 

hücre olacak Ģekilde 100 μl 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H20O13&sort=mw&sort_dir=asc
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hücre-besiyeri içeriği platelere ekildi. Hücreler yüzeye yapıĢmaları için 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrasında kuyucuklardaki besiyeri 

uzaklaĢtırılarak kontrol grupları dıĢındaki kuyucuklara 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 

75, 80 ve 100 µM SB203580 ile 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 ve 500 

µM Ginnalin A eklendi. Hücreler 24, 48 ve 72 saat inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkübasyonun sonunda kuyucuklardaki besiyeri ortamdan uzaklaĢtırıldı. Her bir 

kuyucuğa 50 μL XTT solüsyonu (49μL reagent solüsyonu+ 1μL aktivatör slüsyonu) 

eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatin sonunda çalıĢılan grupların 

absorbans değerleri (OD) ELISA cihazında 450 nm dalga boyunda 630 nm referans 

aralığında okundu. XTT deneyi sonucunda GA ve SB203580‟in IC50 değeri 

belirlendi. IC50 değerleri göz önünde bulundurularak Hep-3B hücrelerine 5:1 

oranında GA ve SB203580 24, 48 ve 72 saat uygulandı ve tekrar XTT analizi 

gerçekleĢtirildi. Hep-3B hücreleri üzerinde GA ve SB203580 kombinasyonun etkili 

olup olmadığını değerlendirmek için Ting-Chao Chou ve Nick Martin tarafından 

bulunan CompuSyn Version 1.0 yazılımı ile kombinasyon indeksinin (CI) 

hesaplanması yapıldı. Medyan etki analizine dayananan bu program ile, 

kombinayonun her bir ajandan ayrı olarak daha etkili olduğu sinerjistik (CI <1), tekli 

ajanların kombinasyona göre etkili olduğu antogonistik (CI >1) ve IC50 değerleri 

yarıya düĢürülerek kullanıldığında kombinasyonun tekli ajanlardan daha etkili 

olduğunu belirten additif (CI=1) etki gösterip göstermediğini hesaplamak için 

büyüme inhibisyon eğrisinin tüm Ģekilleri dikkate alınarak hesaplama yapılmĢtır.  

Tablo 3.4: CI değerlerine göre kombinasyon etkileri 

 

CI Etki 

<0,1 Çok güçlü sinerjistik etki 

0,1-0,3 Güçlü sinerjistik etki 

0,3-0,7 Sinerjistik etki 

0,7-0,85 Ilımlı sinerjistik etki 

0,85-0,9 Hafif sinerjistik etki 

0,90-1,1 Additif 
etki 

1,1-1,2 Hafif antagonistik etki 

1,20-1,45 Ilımlı antagonistik etki 

1,45-3,3 Antagonistik etki 

3,3-10 Güçlü antagonistik etki 

>10 Çok güçlü antagonistik etki 
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Sonraki analizlerde GA ve SB hücrelere IC50 dozlarında (GA: 155 µM SB: 32,5 µM) 

ya da additif etki gösterdikleri kombinasyon dozlarında (GA 86,22 µM: SB203580 

17,24 μM) 72 saat süresince uygulandı. 

3.6. Kaspaz-3 aktivitesi analizi 

Ginnalin A ve SB203580‟in Kaspaz-3 aktivitesi üzerine etkileri „„Caspase-3 

Assay Kit‟‟ kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirildi. 6 

kuyucuklu plate‟lere ekimi yapılan hücreler 24 saat yüzeye tutunmaları için inkübe 

edildi. Ġnkübasyonun ardından 155 µM Ginnalin-A, 32,5 µM SB203580 ve Ginnalin 

A/SB203580 kombinasyonu uygulanarak 72. saat sonunda kit içeriğinde bulunan 

uygun solüsyonlar ile analiz gerçekleĢtirildi. Kısaca; pelletde 150,000 hücre sayıldı. 

Pellet üzerine 50 µl lysis buffer eklenip iyice süspanse edilerek 10 dakika 

inkübasyona bırakıldı. 10,000 g‟de 1 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı yeni 

bir tüpe aktarılarak analizler için -80 °C‟de muhafaza edildi. Proteinlerin 

konsantrasyonları, protein tayininde yaygın olarak kullanılan Bradford yöntemi ile 

ölçüldü. Ölçüm, boyanın (Coomassie Blue) proteine bağlanmasıyla oluĢan 

kompleksin molar absorbansı arttırmasına dayanmaktadır. 465-595 nm arasında 

ölçüm gerçekleĢtirilir. Bradford yöntemi ile konsantrasyonu hakkında fikir sahibi 

olunmayan örnekler ile deneme yapılabilir. Rengin koyu mavi olması yüksek 

konsantrasyona, açık kahverengi olması ise düĢük konsantrasyona iĢaret etmektedir. 

Protokole göre deneye baĢlamadan önce Bradford çözeltisi hafifçe çalkalandı. Uygun 

aralıklarda BSA standartları hazırlandı (5 µg/30 µl; 10 µg/30 µl; 15 µg/30 µl; 20 

µg/30 µl) ve örnekler standart eğrinin uygun alanında olacak Ģekilde ayarlandı. Her 

bir ependorfa 30 µl örnek/standart pipetlendi. Her bir ependorfa 90 µl Bradford 

ayıracı pipetlenerek eklendi ve hızlıca vortekslendi. Tüm örnekler oda sıcaklığında 5 

dakika inkübe edilip A595 nm‟de okundu. Örneklerin protein düzeyi (ġekil 3.1)‟ de 

gösterildiği gibi standart grafik eğrisi kullanılarak hesaplandı. Kaspaz-3 aktivitesi 

için her protein 100 µg olacak Ģekilde ayarlandı. 100 µg protein 50 µl lysis buffer ile 

sulandırıldı. Her örneğe 10 mM DTT (dithiothreitol) içeren 50 µl 2X reaksiyon 

buffer eklendi. Son olarak her tüpe 4 mM DEVD-pNA substratın 5 µl‟si ilave 

edilerek 2 saat 37 °C‟de inkübe edildi. Kaspaz-3 aktivitesi, iĢaretlenmiĢ DEVD-pNA 

substratının aktif Kaspaz-3 tarafından parçalanması ile oluĢan kromofor p-nitroanilin 
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(p-NA)‟in 400 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu ile ölçülmesi sonucunda 

belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 3.1: Bradford protein standart eğrisi 

3.7. Apoptoz, nekroz ve hücre döngüsü ile ilişkili genlerin ekspresyon seviyelerinin 

belirlenmesi  

Kontrol ve doz gruplarında apoptoz, nekroz ve hücre döngüsünde önemli 

genlerin mRNA düzeyinde ekspresyon seviyeleri gerçek zamanlı kantitatif PZR 

(qPZR) kullanılarak yapılmıĢtır. Bunun için hücrelerden RNA izolasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢ, ardından cDNA sentezlenmiĢtir. 

3.7. 1. Hücre hatlarından total RNA izolasyonu 

Total RNA izolasyonu Trizol solüsyonu kullanılarak gerçekleĢtirildi. 

Hücreler 6 kuyucuklu plate‟lere ekilerek hücrelerin yüzeye yapıĢması için 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyonun ardından uygun dozlarda Ginnalin A ve 

SB203580 uygulanarak hücreler 72 saat inkübasyona bırakıldı. 72 saatin sonunda her 

bir kuyucuğa 500 μl Trizol eklenerek kuyucuklar hücre kazıyıcı ile kazınıp her bir 

kuyucuk ayrı bir ependorfa aktarıldı. Her bir ependorf içerisine 200 μl kloroform 

eklenerek vorteks yapıldı. BeĢ dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra 12000 

g‟de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant yeni bir ependorfa alınarak üzerine 250 

μl 2-propanol damla damla eklendikten sonra 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

12000 g‟de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırılarak pellet üzerine 1 ml 



35 

 

%70‟lik etanol eklendi. 12000 g‟de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaĢtırılarak RNA pelleti yeni bir ependorfa alındı. Etanol uzaklaĢtırılana kadar 

RNA pelleti kurumaya bırakıldı. 30 μl nükleaz içermeyen su (NFW) ile RNA pelleti 

çözdürüldü. Ġzole edilen RNA örneklerinin ölçümü nanodrop spektrometre cihazı ile 

yapıldı. 260/280 nm UV‟de Nanodrop cihazına 1 μl RNA örneği konularak ng/μl 

cinsinden RNA örneklerinin konsantrasyonları ölçüldü. RNA örnekleri cDNA‟ya 

çevrilmeden önce %1‟lik agaroz jelde 90 voltta 70 dakika yürütüldü. cDNA için 1 μg 

RNA kullanıldı. Kalan örnekler -80 °C‟de muhafaza edildi. 

3.7.2.  cDNA sentezi 

Elde edilen RNA‟lardan cDNA sentezi, cDNA Synthesis kiti kullanılarak 

üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirildi. cDNA sentezi için 1 μg 

RNA, 4 μl 5x ĠScript reksiyon miksi, 1 μl IScript revers transkriptaz bir tüp içerisine 

eklenip karıĢımın hacmi NFW ile 20 μl‟ye tamamlandı. Ardından tüpler 25 °C‟de 5 

dakika, 46 °C‟de 20 dakika, 95 °C‟de 1 dakika inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

sonrasında edilen cDNA‟lar qPZR analizlerinde kullanılmak için -20 °C‟de 

muhafaza edildi. 

3.7.3. Primer dizaynı 

Gerçek zamanlı PZR analizinde kullanılan, CASP3, CASP9, BCL2, BAX, 

CYCS, TNF, TNFR1, RIPK1, TRADD, CDKN1A (P21), CCND1, CCND2, CCND3 

ve CDK4 genleri ile referans gen olarak belirlenen ACTB ve CYPA genlerine yönelik 

primerler, IDT PrimerQuest (https://eu.idtdna.com/site) programı kullanılarak 

tasarlandı. ÇalıĢmada kullanılan primer dizileri Tablo 3.5‟de gösterilmiĢtir. 

https://eu.idtdna.com/site
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Taplo 3.5: ÇalıĢmada kullanılan primer dizileri 

Gen Primer dizisi 
Uzunluk 

(bç)                                                                                                                                                                                                                                                                         

ACTB 

F:5‟-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3‟ 

R:5‟-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3‟ 

 

178 

CYPA 

F:5‟-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3‟ 

R:5‟-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3‟ 

 

126 

BAX 

F:5‟-GGAGCTGCAGAGGATGATTG-3‟ 

R:5‟-GGCCTTGAGCACCAGTTT-3‟ 

 

151 

BCL2 

F:5‟-GTGGATGACTGAGTACCTGAAC-3‟ 

R:5‟-GAGACAGCCAGGAGAAATCAA-3‟ 

 

125 

CASP3 

F:5‟-GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA-3‟ 

R:5‟-TCAATGCCACAGTCCAGTTC-3‟ 

 

162 

CASP9 

F:5‟-CGACCTGACTGCCAAGAAA-3‟ 

R:5‟-CATCCATCTGTGCCGTAGAC-3‟ 

 

153 

CYCS 

F:5‟-GGAGAGGATACACTGATGGAGTA-3‟ 

R:5‟-GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT-3‟ 

 

102 

RIPK1 

F:5‟-GGCTTCACACAGTCTCAGAT-3‟ 

R: 5‟-AAAGTGGGTGATGAGGGAAG-3‟ 

 

103 

TNF 

F:5‟- CCTCCTCTCTGCCATCAAG-3‟ 

R:5‟- CCAGATAGATGGGCTCATACC-3‟ 

 

86 

TNFR1 

F:5‟-CGAGATCGATCGGCTGGAG-3‟ 

R:5‟-GTCCATGTCGCGGAGCA-3‟ 

 

139 

TRADD 

F:5‟-TTTCTGTTCCAGGGTCAGC-3‟ 

R:5‟-GCCATTTGAGACCCACAGA-3‟ 

 

88 

CCND1 

F:5‟-GTTCGTGGCCTCTAAGATGAA -3‟ 

R:5‟-AGGTTCCACTTGAGCTTGTT-3‟ 

 

135 

CCND2 

F:5‟-GAAGGACATCCAACCCTACAT-3‟ 

R:5‟-AGAAGTGCGAAGAAGAGGTC-3‟ 

 

155 

CCND3 

F:5‟-GACCTGGCTGCTGTGATT-3‟ 

R:5‟-AAGGTCTGGGCATGCTTT -3‟ 

 

104 

CDK4 

F:5‟-ATTGGTGTCGGTGCCTATG-3‟ 

R:5‟-AACTGTGCTGATGGGAAGG-3‟ 

 

129 

CDKN1A  

F:5‟-TGGACCTGTCACTGTCTTGTA-3‟ 

R:5‟-AGAAATCTGTCATGCTGGTCTG-3‟ 

 

120 
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3.7.4. Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) 

Hedef ve referans genlerin ekspresyon analizleri, gerçek zamanlı kantitatif 

qPZR kullanılarak gerçekleĢtirildi. qPZR analizlerinde çift iplikli DNA‟ya 

bağlanarak ortama ıĢı veren EvaGreen boyası kullanıldı. Reaksiyon için, 10 µl 2X 

EvaGreen (ABM) master miks, 5 pMol forward primer, 5 pMol reverse primer ve 2 

µl cDNA toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde ddH2O ile tamamlanarak polimeraz 

zincir reaksiyonu gerçekleĢtirildi. Denatürasyon (95 ˚C 10 dk), amplifikasyon 40 

döngü (95 ˚C 30 sn, 60 ˚C 30 sn, 72 ˚C 30 sn) ve soğuma (40 ˚C‟de 30 sn) 

basamaklarından oluĢan qPZR protokolü uygulandı. Ayrıca 95˚C 1 dakika ısıtılıp, 

65˚C‟a düĢürülen ısı 95˚C‟a kadar tekrar kademeli olarak arttırılarak melting curve 

(erime eğrisi) analizi gerçekleĢtirildi. Gen ifadeleri düzeyleri Ct (eĢik döngüsü) 

değerleri üzerinden değerlendirildi. Reaksiyon sonucunda elde ürünlerin doğru ürün 

olduğunu teyit etmek için reaksiyon ürünleri %2‟lik agaroz jelde 110 voltta 45 

dakika yürütüldü.   

3.8. İstatistiksel analizler 

Kaspaz-3 aktivitesi verileri, IBM SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) 

kullanılarak tek yönlü ANOVA testi ile analiz edildi. Kontrol ve doz grupları 

arasında gen ifadesi düzeyindeki farklılıklar 2
-ΔΔCt

 metodu kullanılarak “RT² 

Profiler™ PCR Array Data Analysis” isimli web tabanlı program ile belirlendi. 

Gruplar arası karĢılaĢtırma “RT² Profiler™ PCR Array Data Analysis” programında 

bulunan “Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak değerlendirildi. p<0,05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Ginnalin A ve SB203580’in sitotoksik etkisi 

Hep-3B hücre hattında GA ve SB203580‟in sırasıyla 50, 75, 100, 150, 200, 

250, 300, 350, 400 ve 500 µM ile 0, 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75, 80 ve 100 µM 

doz aralıklarında 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonrası sitotoksisitesi XTT testi ile 

üçlü tekrarlar Ģeklinde gerçekleĢtirildi. GA ve SB203580‟in konsantrasyon ve 

zamana bağlı olarak hücre canlılığını inhibe ettiği gözlemlendi. Hep-3B hücre 

hattında 72. saat sonunda GA nın IC50 dozu 155 µM, SB203580‟in IC50 dozu 32,5 

µM olarak belirlendi (ġekil 4.1; ġekil 4.2) 

 

ġekil 4.1: GA‟nın Hep-3B hücre canlılığına etkisi 

 

ġekil 4.2: SB203580‟in Hep-3B hücre canlılığına etkisi 
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IC50 dozu belirlendikten sonra GA ve SB203580, 72 saat boyunca hücrelere 

5:1 oranında uygulandı (ġekil 4.3). CompuSyn Version 1.0 yazılımı kullanılarak 

yapılan CI analizlerine göre, Hep-3B hücrelerinde GA ve SB203580 

kombinasyonunun hücre canlılığının %50‟sini inhibe eden konsantrasyonlarda 

additif etki gösterdiği (GA: 86,22 μM, SB203580: 17,24 μM) (CI=1), fakat hücre 

inhibisyonu %50‟yi geçerse antagonistik etkiye sebep olduğu saptandı (ġekil 4.4). 

 

ġekil 4.3: SB203580-GA kombinasyonunun Hep-3B hücre canlılığına etkisi 

 

ġekil 4.4: GA ve SB203580 kombinasyonunun izobologramı. Ġzobologram CompuSyn Version 1.0 

yazılımı kullanılarak oluĢturuldu ve CI değerleri hesaplandı. Hücre büyüme inhibisyonunun yüzdesi, 

Fa olarak ifade edilmiĢtir. Fa = 0,5, Fa = 0,75 ve Fa = 0,90 sırasıyla % 50,% 75 ve% 90 inhibisyonu 

ifade eder. Çizginin altındaki veri noktası sinerjistik, çizginin üstündeki antagonistik ve çizgi 

üzerindeki ise additif etkiyi göstermektedir 
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4.2. GA, SB203580 ve kombinasyonlarının Kaspaz-3 aktivitesi üzerindeki etkisi 

Ginnalin A ve SB203580‟in Kaspaz-3 aktivitesi üzerine etkileri Kaspaz-3 

aktivite testi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Kaspaz-3 aktivitesi analizi sonuçlarına göre, 

Hep-3B hücrelerinde, SB203580 ve GA-SB203580 kombinasyonu uygulaması 

Kaspaz-3 aktivitesini kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 7,8 ve 8,2 kat oranında 

anlamlı olarak arttırmıĢtır (p<0,05). Ayrıca, bu artıĢların GA uygulanan gruba kıyasla 

anlamlı olduğu bulunmuĢtur (p<0,05). Bununla birlikte, SB203580 uygulanan grup 

ile kombinasyon grubu arasında Kaspaz-3 aktivitesi açısından anlamlı bir farklılık 

bulunmamıĢtır (p>0,05) (ġekil 4.5). GA uygulaması sonrasında Kaspaz-3 

aktivitesinde gözlenen 1,23 oranındaki artıĢ ise istatistiksel olarak anlamlı değildir 

(p>0,05). 

 

 

ġekil 4.5: GA, SB203580 ve kombinasyonlarının Kaspaz-3 aktivitesi üzerine etkisi (*> 0,05) 

4.3. GA, SB203580 ve kombinasyonlarının apoptoz, nekroz ve hücre döngüsü ile 

ilişkili genlerinin ekspresyonları üzerine etkisi 

Hep-3B kontrol ve Hep-3B doz gruplarından total RNA Trizol solüsyonu 

kullanılarak izole edilmiĢtir. Hücre hattında uygun miktarda ve saflıkta RNA‟ların 

elde edildiği gözlenmiĢtir. Synthesis Kit (Bio-Rad) kullanılarak cDNA sentezleri 
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gerçeklerĢtirilmiĢtir. Elde edilen cDNA‟lar uygun karıĢımlarla striplere aktarılmıĢ ve 

qPZR‟de hücre döngüsü, nekroz ve apoptozda görev alan genlerin ekspresyonu 

kontrol ve doz gruplarında kantitatif olarak değerlendirilmiĢtir.  

4.4. Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu bulguları 

Gerçek zamanlı PZR yöntemi kullanılarak apoptoz biyobelirteçleri olan 

CASP3, CASP9, BCL2, BAX, CYCS genleri; nekrozda önemli TNF, TNFR1, RIPK1, 

TRADD genleri ile hücre döngüsünde önemli CDKN1A, CCND1, CCND2, CCND3, 

CDK4 genlerinin ekspresyon seviyeleri tespit edilmiĢtir. Ayrıca internal kontrol ve 

referans gen olarak ACTB ve CYPA genleri kullanılmıĢtır. Referans genlerin ve 

apoptoz, nekroz ve hücre döngüsü hedef genlerinin amplifikasyon sonuçlarına 

yönelik melting curve yazılım görüntüleri ġekil 4.6‟de verilmiĢtir. PZR ürünlerin 

agaroz jel görüntüsü ġekil 4.7, ġekil 4.8 ve ġekil 4.9 ‟da gösterilmiĢtir. Melting 

curve ve agaroz jel elektroforez sonuçları, çalıĢmada kullanılan tüm primerlerin 

spesifik olarak ilgili gen bölgesini çoğalttığını göstermektedir.  

 

ġekil 4.6: ÇalıĢmada kullanılan BAX (a), BCL2 (b), CASP3 (c), CASP9 (d), CYCS (e), TNF (f), TNFR1 

(g), RIPK1 (h), TRADD (ı), CDKN1A (j), CCND1 (k),  CCND2 (l), CCND3 (m), CDK4 (n), ACTB (o) 

ve CYPA (ö) genlerinin melt analiz eğrileri 
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ġekil 4.7: Apoptoz yolağında önemli olan genlerin agoroz jel görüntüsü ( M: 50 bç DNA marker, bç: 

baz çifti ) 

 

ġekil 4.8: Nekroz yolağında önemli olan genlerin agoroz jel görüntüsü ( M: 50 bç DNA marker, bç: 

baz çifti ) 

 

ġekil 4.9: Hücre döngüsünde önemli olan genlerin agoroz jel görüntüsü ( M: 50 bç DNA marker, bç: 

baz çifti ) 

qPZR sonuçlarına göre, Hep-3B hücre hattında GA, apoptoz ile iliĢkili 

CASP3, CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna kıyasla 

sırasıyla 12,09, 3,37 ve 16,15 kat arttırmıĢtır. Hücre döngüsü genlerinden CCND1‟in 

ekspresyon seviyesinde ise 4,16 kat azalma tespit edilmiĢtir. Hücreler IC50 dozunda 

SB203580 ile muamele edildiğinde CASP3 ve BAX genlerinin ekspresyon 
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seviyelerinde sırasıyla 15,7 ve 4,2 kat artıĢ; CCND1 ve CDK4 genlerinin ekspresyon 

seviyelerinde ise sırasıyla 6,75 ve 3,15 kat azalıĢ saptanmıĢtır. GA ve SB203580 

kombinasyonunun ise, CASP3, CASP9, BAX ve CYCS genlerinin ekspresyon 

seviyelerinde sırasıyla 18,38, 15,37, 14 ve 13,82 kat anlamlı bir artıĢa neden olduğu, 

BCL2, CCND1 ve CDK4 genlerinin ekspresyon seviyelerinde ise 2,19, 8,96 ve 9,78 

kat azalmaya yol açtığı gözlemlenmiĢtir (p<0.05) (ġekil 4.10). Diğer genlerde 

anlamlı bir değiĢiklik bulunamamıĢtır (Ek-1). 

 

ġekil 4.10: GA ve SB203580‟in apoptoz, nekroz ve hücre döngüsü ile iliĢkili genlerin ekspresyon 

seviyesine etkisi. Grafikte herhangi bir grup için ekspresyon seviyesinde anlamlı değiĢim gözlenen 

genler sunulmuĢtur. Tüm genlere ait sonuçlar Ek-1‟de gösterilmiĢtir. * p<0.05  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Primer karaciğer kanseri, dünya çapında kansere bağlı ölümlerin en yaygın 

ikinci nedenidir. Sürekli artan insidansa sahip olması nedeni ile büyük bir halk 

sağlığı problemidir. Karaciğer kanseri, farklı histolojik özelliklere sahip heterojen bir 

malign tümör grubudur. Karaciğer kanseri arasında en sık görülen primer karaciğer 

kanseri hepatoselüler karsinoma (HCC)‟dir. HCC tek baĢına tüm karaciğer kanserleri 

vakalarının yaklaĢık %75-80‟ini oluĢturmaktadır (Sia ve ark. 2017; Pedersen ve ark. 

2017). Karaciğer transplantasyonu, karaciğer rezeksiyonu, kemoterapi ve 

radyofrekans ablasyonu gibi yeni ve geliĢmiĢ tedavilerin geliĢtirilmesi ile hastaların 

sağkalım sonuçları iyileĢmiĢtir. Bununla birlikte, karaciğer kanseri olan hastalar için 

beĢ yıllık sağkalım oranı %18'dir, bu da diğer birçok kansere göre daha düĢüktür. 

Hastalığın yavaĢ geliĢim göstermesine bağlı olarak geç teĢhis edilmesi ve klinikte 

kullanılan kemoterapötik ve radyoterapötik ajanlara direcin gözlenmesi HCC‟de 

yüksek ölüm oranını da beraberinde getirmektedir. Bu nedenle hastalıktan 

korunmada ve tedavide yeni terapötik stratejilerin geliĢtirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır (Gao ve ark. 2012).  

Doğal ürünler son 30 yıldır kanser kemoterapisinin temel dayanağı olmuĢtur. 

Taxol, topotecan, irinotecan, vinblastin ve vinkristin gibi klinikte kullanılan birçok 

antikanser ajan doğal orjinlidir. Doğal ürünler veya yapısal akrabaları kanser 

kemoterapisinde kullanılan ilaçların yaklaĢık %50'sini oluĢturur. Bunu yanısıra 

bitkisel ekstraktlar farklı çalıĢmalarda, özellikle de kanser hastalarının tedavisinde 

alternatif tıp/tamamlayıcı tıp ajanı olarak kullanılmasının yanı sıra hastalığın tedavi 

edilmesinde antioksidan, antimitotik, antimikrobiyal ve antiinflamatuar etkiler 

yaratması için kullanılmaktadır. Doğal olarak oluĢan bileĢiklerin çeĢitli 

mekanizmalarla tümör oluĢumunu önlediği ve aynı zamanda yerleĢik tümörlerin 

büyümesini baskıladığı, standart kemoterapötik ajanlarla kombine kullanımları ek ya 

da sinerjik etkiler ortaya koyabildiği yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Mann 2002; 

Newman ve ark. 2003; Fulda 2010). Günümüzde kanser çalıĢmalarında bitki türevli 

doğal bileĢenlerin antikanser ajan olma potansiyellerinin in vivo ve in vitro 

çalıĢmalarda araĢtırılması geniĢ yer bulmakta ve sonuçlar umut vaat etmektedir.  
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Dünya çapında bitkisel türevli ekstraktların kullanımı gibi doğal tedaviler, 

kanser tedavisinde olumsuz yan etkileri azaltabilirken, birçoğu henüz potansiyel etki 

mekanizmaları açısından değerlendirilmemiĢtir. Flavonoidler ve tanenler dahil olmak 

üzere polifenollerin antioksidan, antiinflamatuar ve antitümör etkilerine sahip olduğu 

bilinmektedir ( Lee ve ark. 2011). Acer tanen olarak da isimlendirilen GA, genellikle 

akçaağaç olarak bilinen Acer cinsinin çeĢitli üyelerinden ekstrakte edilen bir 

polifenoldür. GA, antioksidan, antibakteriyel, a-glukosidaz enzim inhibisyonu gibi 

çeĢitli farmakolojik özelliklere sahip olduğu yapılan çalıĢmalarla rapor edilmiĢtir 

(Chung ve ark. 1998). Acer türlerinden Acer ginnala (AG)‟dan bugüne kadar birkaç 

gallotannin, flavonoid ve terpenoid izole edilmiĢtir. AG‟nın STZ-indüklü deneysel 

diyabetik sıçanlarda iki hafta süreyle oral uygulaması sonucu diyabetik sıçanlarda 

serbest radikalleri yok ederek güçlü antioksidatif aktivite sergilediği, açlık kan Ģekeri 

ve serum GOT / GPT seviyelerini önemli ölçüde düĢürdüğü gözlemlenmiĢtir. Yüksek 

glikoz seviyesi serbest radikal üretimini uyarabileceği için, oksidatif stres diyabet 

yaratabilecek yollardan biridir. Antioksidatif ve antiinflamatuar aktiviteler diyabet 

tedavisi için önemli yollardır. Bu sonuçlar doğrultusunda AG'nin aktif 

bileĢenlerinden acertannin antioksidan ve antiinflamatuar ajanlar olduğu, 

antidiyabetik aktivite sergileyerek diabetes mellitus tedavisinde yararlı olabileceğini 

düĢünülmektedir (Park ve ark. 2017). 

HCT-116, Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hücre hatlarının kullanıldığı diğer 

bir çalıĢmada, fenolik bileĢik içeriği bakımından zengin olan akçaağaç türlerinden 

Acer saccharum marsh ve A. rubrum‟ın kabuk, gövde ve yapraklarının fenol 

bakımından zenginleĢtirilmiĢ ekstreleri karĢılaĢtırılarak hücre döngüsü, proliferasyon 

ve apoptoz üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu iki akçaağaç türünün kabuk, gövde 

ve yaprak kısımlarından elde edilen ekstraktların Ginnalin A, B ve C bakımından 

değerlendirilmesi HPLC ile yapılmıĢ ve GA baskın bileĢen olarak belirlenmiĢtir. 

Ekstraktlar arasında, A. rubrum‟un yaprak ekstresi, %45 oranında en yüksek GA 

içeriğine sahip olduğu saptanmıĢtır. Bu çalıĢma Ginnalin-A‟nın, kolon kanseri hücre 

hatlarında S-fazında hücre döngüsünün ilerlemesini bloke ederek zamana ve 

konsantrasyona bağlı olarak kolon kanseri hücrelerinin proliferasyonunu 

engellediğini göstermektedir (González‐Sarrías 2012). 
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Ginnalinler akçaaağaç türlerinin özü ve diğer kısımlarında bulunan 

polifenollerdir. González-Sarrías ve ark. (2013) yaptıkları bir çalıĢmada, Ginnalin A-

C‟nin Kolon (HCT-116) ve meme (MCF-7) kanseri hücre hatları üzerinde 

antiproliferatif etkisini incelemiĢlerdir. Sitotoksik etkinliği belirlemek için kullanılan 

MTS analizlerine göre GA‟nın IC50 değeri 72. Saatte 50 uM olarak belirlenmiĢtir. 

Zamana ve konsantrasyona bağımlı olarak hücre proliferasyonunun baskılanmasında 

GA, GB ve GC‟ye göre daha etkili olmuĢtur. GA‟nın, HCT-116 ve MCF-7 hücre 

hatlarında AnnexinV/PI sonuçlarına göre apoptozu indüklemediği ancak, western 

blot analizlerine göre hücre döngüsü düzenleyci proteinlerinden Siklin A ve D1 

protein seviyesindeki azalmaya bağlı olarak S, G2/M evrelerinde hücre döngüsünü 

durdurduğu belirtilmiĢtir. Bu çalıĢma, akçaağaç polifenollerinin potansiyel kanser 

kemopreventif etkilerine sahip olabileceğini göstermektedir (González-Sarrías ve 

ark. 2013). 

Bi ve ark. (2017) insan kolon kanseri hücrelerinde yaptığı çalıĢmada ilk kez 

GA‟nın, qPZR analizi ile Nrf2 iliĢkili antioksidan genler Nrf2, HO-1 ve NQO1‟in 

mRNA ifade seviyelerini düzenleyerek Nrf2 sinyal yolağının bir aktivatörü olduğunu 

göstermiĢlerdir. Acer tatricum subsp. yapraklarından izole edilen GA‟nın HCT116, 

SW480 ve SW620 hücrelerinde 24,8 μM, 22 μM ve 39,7 μM IC50 değerleri ile 

koruyucu aktivite göstererek bu hücrelerin koloni oluĢumunu önemli ölçüde azalttığı 

ve akım sitometrisi analizi ile S fazında hücre döngüsünü durdurarak kanser 

hücrelerinin proliferasyonunu baskıladığı gösterilmiĢtir (Bi ve ark. 2017). 

Yenilebilir bitkilerde mevcut olan antioksidan bileĢikler daha güvenli ve 

toksik olmayan yan etkiler sergiledikleri için yaygın olarak kullanılmaktadır. Acer 

ginnala max'in da içerisinde bulunduğu kırk beĢ bitkinin yapraklarının antioksidan 

aktivitesinin değerlendirildiği bir çalıĢmada, diğer bitkilerin ve Acertannin‟in DPPH 

methodu kullanılarak serbest radikal süpürücü aktivitesi değerlendirilmiĢtir. DPPH 

nin kalibrasyon grafiğinden faydalanılarak IC50 değeri 15 µg/mL olarak belirlenen 

Acertannin‟in serbest radikal süpürücü etkisinin diğer bitkilere göre daha yüksek 

olduğu belirlenmiĢtir. Daha sonra HPLC yöntemi ile Acertannin‟in de içerisinde 

bulunduğu Acer ginnala Max'ın bileĢenleri ayrılmıĢ ve DPPH methodu ile IC50 değeri 

3,5 µg/mL olarak saptanmıĢtır. Bu sonuçlar doğrultusunda Acertannin‟in serbest 
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radikal süpürücü etkisinin diğer bileĢenlere göre daha yüksek olduğu ve en güçlü 

antioksidan aktiviteye sahip olduğu gözlemlenmiĢtir (Han ve ark. 2004). 

HCC geliĢiminde önemli moleküler mekanizmalardan biri olan p38-MAPK 

iflamasyon, hücre proliferasyonu, farklılaĢma, apoptoz ve hücre siklusunun 

düzenlenmesi gibi hücresel yanıtlarda önemli bir rol oynamaktadır. p38-MAPK 

ultraviyole ıĢığı, ısı, ozmotik Ģok, mitojenik uyarım, interlökinler ve TNF-α gibi pro-

inflamatuvar sitokinler ve stresli uyaranlar tarafından uyarılmaktadır. p38-MAPK 

aktive edildiğinde, yüzden fazla protein doğrudan p38α tarafından fosforile edilebilir. 

MAPK ile aktive olmuĢ protein kinaz 2 (MK-2) p38‟in ilk tanımlanmıĢ alt sınıf 

substratıdır. MK-2‟nin in vitro aktivasyonu, p38α ve β izoformlarının spesifik 

önleyicileri olarak bilinen SB203580 tarafından baskılanır (Enslen ve ark. 1998; Ono 

ve Han 2000; Bradham ve ark. 2006; Li ve ark. 2006; Mayer ve Callahan 2006). p38-

MAPK‟ın seçici inhibitörü SB203580, p38 in ATP bağlayıcı cebine bağlanıp 

ATP'nin bağlanmasını bloke ederek p38 aktivitesini inhibe edebilmektedir 

(Henklova ve ark. 2008). p38-MAPK inhibitörleri, sitokin-baskılayıcı 

antiinflamatuar ilaçlar (CSAID) adı verilen farmakolojik moleküllerdir. SB203580‟in 

p38-MAPK, ERK ve JNK sinyal yolakları üzerindeki etkilerinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada, SB203580‟in p38-MAPK inhibitörü olduğu gösterilmiĢtir. SB203580‟in 

p38-MAPK üzerindeki bu inhibe edici etkisi, p38‟in katalitik aktivitesini 

engellemesinin yanı sıra Akt‟nin fosforilasyonu ve aktivasyonunu bozması ile de 

açıklanmıĢtır (Henklova ve ark. 2008).  

p38-MAPK‟ın kanser üzerinde tartıĢmalı bir rolü bulunmaktadır. Bu tartĢmalı 

rolü aydınlatmak için kullanılan SB203580, p38-MAPK‟ın en iyi bilinen 

inhibitörüdür ve hücre ölümünü düzenleyen bir antiapoptotik bir ajan olarak iĢlev 

görmektedir. ÇeĢitli çalıĢmalarda SB203580‟in p38-MAPK‟dan bağımsız bir Ģekilde 

hücre proliferasyonunu inhibe ettiği de bazı çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 

Sitokinle aktive olan lenfositler üzerinde yapılan bir çalıĢmada SB203580‟in, 

antiproliferatif etkiye sahip olduğu ve bu etkiyi hücre döngüsünün düzenleyici 

molekülü RB proteinin fosforilasyonunun düzenlenmesinde rol oynayan bir 

protoonkogen olan PI 3-kinaz/protein kinaz B'nin (PKB) fosforilasyonunu inhibe 

ederekgösterdiği bildirilmiĢtir (Lali ve ark. 2000). RB‟unsiklin bağımlı kinazlarla 
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fosforilasyonu, hücre döngüsünün ilerlemesine neden olan E2F'nin salınmasına yol 

açar. Bir tümör baskılayıcı olan RB, hipofosforile halde E2F transkripsiyon 

faktörlerinin aktivitesini inhibe ederek hücre döngüsünün ilerlemesini baskılar (Stone 

ve ark. 2011). Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise SB203580‟in, HCC hücrelerinde 

antiproliferatif etkisinden dolayı adenozin monofosfatla aktive olan protein kinaz 

(AMPK)‟ı ve ölümle iliĢkili protein kinaz (DAPK)‟ı aktive ederek otofajiyi 

indüklediği belirtilmiĢtir (Zhang ve ark. 2012). 

Bu çalıĢmada, Ginnalin A ve SB203580‟in Hep-3B hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkisinin belirlenmesi için XTT analizi yapılmıĢtır. XTT analizlerine göre 

Hep-3B hücre hattında 72. saat sonunda GA‟nın IC50 değeri 155 µM, SB203580‟in 

IC50 değeri 32,5 µM olarak belirlenmiĢtir. IC50 dozu belirlendikten sonra GA ve 

SB203580, 72 saat boyunca hücrelere 5:1 oranında uygulanmıĢtır. CompuSyn 

Version 1.0 yazılımı kullanılarak yapılan kombinasyon indeksi (CI) analizlerine 

göre, GA ve SB203580 kombinasyonunun Hep-3B hücrelerinde hücre canlılığının 

%50 sini inhibe eden konsantrasyonlarda (GA: 86,22 μM, SB203580: 17,24 μM) 

additif etki gösterdiği saptanmıĢtır (CI=1). GA, SB203580 ve kombinasyonlarının 

apoptotik etkileri Kaspaz-3 aktivite testi ve gen ekspresyonu analizi ile 

değerlendirilmiĢtir. Hep-3B hücrelerinde, Kaspaz-3 aktivitesini SB203580 ve GA ile 

SB203580 kombinasyonu sırasıyla 7,8 ve 8,2 kat arttırmıĢ (p<0,05) ancak, GA tek 

baĢına uygulandığında Kaspaz-3 aktivitesi açısından anlamı bir değiĢiklik 

gözlemlenmemiĢtir. Kombinasyon halinde daha düĢük konsantrasyonlarda 

uygulandıklarında Kaspaz-3 aktivitesinde gözlemlenen 8,2 kat oranındaki anlamlı 

artıĢ, sitotoksisite analizinde saptanan additif etkiyi doğrulamaktadır. 

GA, SB203580 ve kombinasyonlarının apoptoz, nekroz ve hücre döngüsünde 

önemli genlerin ekspresyonu üzerine etkilerinin araĢtırıldığı qPZR sonuçlarına göre, 

Hep-3B hücre hattında GA, apoptoz ile iliĢkili CASP3, CASP9 ve CYCS genlerinin 

ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 12,09, 3,37 ve 16,15 kat 

arttırmıĢtır. Hücre döngüsü genlerinden CCND1‟in ekspresyon seviyesinde ise 4,16 

kat azalma tespit edilmiĢtir. Hücreler IC50 dozunda SB203580 ile muamele 

edildiğinde CASP3 ve BAX genlerinin ekspresyon seviyelerinde sırasıyla 15,7 ve 4,2 

kat artıĢ; CCND1 ve CDK4 genlerinin ekspresyon seviyelerinde ise sırasıyla 6,75 ve 

3,15 kat azalıĢ saptanmıĢtır. GA ve SB203580 kombinasyonunun ise, CASP3, 
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CASP9, BAX ve CYCS genlerinin ekspresyon seviyelerinde sırasıyla 18,38, 15,37, 14 

ve 13,82 kat anlamlı bir artıĢa neden olduğu, BCL2, CCND1 ve CDK4 genlerinin 

ekspresyon seviyelerinde ise 2,19, 8,96 ve 9,78 kat azalmaya yol açtığı 

gözlemlenmiĢtir (p<0.05) (ġekil 4.10). Diğer genlerde anlamlı bir değiĢiklik 

bulunamamıĢtır. 

Sitokrom c'nin mitokondriden sitozole salınması apoptotik protein Bax 

aracılıyken, antiapoptotik protein Bcl-2, apoptozun intrinsik yolundaki sitokrom c 

salınmasını bloke eder. Ayrıca, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3'ün aktivasyonu sitokrom c 

salınımı ile gerçekleĢir. CASP3 geni tarafından kodlanan Kaspaz-3, aktive 

edildiğinde apoptoz süreci geri dönüĢümsüz olarak baĢladığı için Kaspaz kaskadında 

en önemli efektör proteinazdır. qPCR sonuçlarına göre, sitokrom c proteinini 

kodlayan CYCS geninin ekspresyonunda anlamlı bir artıĢ tespit edilmiĢtir. Bu 

sonucun BCL2 genindeki azalma ve BAX genindeki artıĢ ile iliĢkili olduğu 

düĢünülmektedir. Ayrıca, CASP3 ve CASP9 genlerinin ekspresyonundaki artıĢ göz 

önüne alındığında, GA ve SB'nin apoptozun intrinsik yolunu indüklediği ileri 

sürülebilir. Ancak bunun için daha kapsamlı ve geliĢmiĢ analizlere ihtiyaç vardır. GA 

ve SB203580, HCC hücrelerine tek baĢına uygulandığında, apoptoz 

indüksiyonundan sorumlu olan önemli genlerin ekspresyonu da etkilenmiĢtir. 

Bununla birlikte, GA ve SB203580 kombinasyonunun apoptozda önemli olan 

genlerin ekspresyonu üzerinde daha büyük bir etkiye sahip olduğu gözlenmiĢtir. 

GA, SB203580 ve kombinasyonlarının hücre döngüsü genlerinin qPZR 

sonuçları doğrultusunda, kombinasyon grubunda CCND1, CDK4 ve CDK6 

genlerinin ekspresyonunda anlamlı bir düĢüĢ gözlemlendi. Ayrıca, GA ve SB203580, 

HCC hücrelerine tek baĢına uygulandığında, bu genlerin ifadesi de etkilenmiĢtir. 

CCND1,2,3 / CDK4,6 kompleksi, hücre döngüsündeki G1 fazının ilerlemesinden 

sorumludur. Kompleksin bu üyelerini kodlayan CCND1, CDK4 ve CDK6 genlerinin 

ekspresyonundaki azalmalar, GA ve SB203580'in G1 fazındaki hücre döngüsünü 

bloke edebileceğini gösteren önemli bir veri olarak düĢünülebilir. 

Bu sonuçlar doğrultusunda, Hep-3B hücrelerinde GA ve SB203580 

kombinasyonunun apoptozda önemli olan genlerin ekspresyonu üzerinde tek 

baĢlarına kullanımlarına göre daha büyük bir etkiye sahip olduğu gözlenmiĢtir. 
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Kanser tedavisinde kullanılan ajanların yüksek dozlarda kullanılması yan etkilere 

sebep olmaktadır. ÇeĢitli kombinasyon uygulamaları ile kemoterapötik ajanların 

sinerjistik veya additif etkiye bağlı olarak, daha düĢük dozlarda kombine 

kullanımları, tek baĢlarına yüksek dozlarda uygulanmaları ile benzer etkilere sebep 

olabilir ve yan etkileri azaltabilir.  

Bu çalıĢmanın sonuçlarına göre, GA ve SB203580‟nin hücre canlılığının 

%50‟sini inhibe ettikleri dozlarda kombine kullanımları Hep-3B hücrelerinde additif 

etkiye neden olduğu gösterilmiĢtir. Bu sonuçlar, GA ve SB203580'in HCC'de yeni 

tedavi stratejilerinin geliĢtirilmesinde etkili olabileceğini göstermektedir. 

Projede kullanılmak üzere sentetik olarak temin edilen GA‟nın ilgili genler ve 

protein düzeyindeki etkinliğinin tanımlanması için farklı methotlara da ihtiyaç vardır. 

Özellikle farklı hücre kültür hatlarında her bir hücrenin sağkalımı, apoptotik ve 

nekrotik farklılaĢımların tanımlanmasında akım sitometrisi analizine dayalı teknikler 

kullanılmalıdır. AraĢtırmada etken madde ve ilgili yolaktaki endojen ajan olan p38-

MAPK inhibitörü SB203580‟inde hücre proliferasyonunu inhibe eden özelliğinden 

dolayı Hep-3B kanser hücre hattında kullanılmıĢ ve GA‟nın bu ajana eĢ değer olup 

olmadığını göstermek amaçlanmıĢtır. Bu tez çalıĢmasında HCC hücre hattında akım 

sitometrisi analizi ve eksprese olan genlerin protein düzeyinde tanımlama yapılması 

amaçlanmamıĢtır. Sadece GA ve SB203580‟in her birinin tek tek ve 

kombinasyonlarının doza bağlı etkinlikleri tespit edilmiĢtir. Bu etkiler sinerjistik, 

antogonistik ve additif etki Ģeklinde olup tez proje çalıĢması sonucunda, GA:86,22 

μM, SB203580:17,24 μM dozlarında kombine kullanımlarının additif etki gösterdiği 

gözlemlenmiĢtir. Hep-3B kanser hücre hattı üzerinde, fizyolojik bir ölüm olan 

apoptotik mekanizmaların takip edilmesi ve patolojik süreç olan nekrotik geliĢimin 

önlenmesi, hücresel yolaklardaki protein kinazlar gibi düzenleyici sistemlerin önemli 

olduğu ve özellikle de p38-MAPK sinyal yolağındaki etkinliği kemoterapatik 

ajanların uygulanmasında da önemlidir. Tez projesi çoğunlukla kanser biyolojisi ve 

patolojisinde tedavi amaçlı olarak homeopatların önerdiği akçaağaç Ģurubunun 

spesifik etkeni olan antikanser ajan GA‟nın doza bağlı etkinliği üzerine 

kurgulanmasından dolayı western blot uygulanmamıĢtır. Çünkü araĢtırma, protein 

miktarı ve hedef protein üzerine planlanmıĢ bir çalıĢma değildir. Bu konuda ileride 

öncelikli olarak, hücre sağ kalımı ve üzerine yapılacak çalıĢmalar ile ilgili yolaktaki 
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eksprese olan genlerin protein düzeyinde çalıĢmaları yapılarak tamamlayıcı tıp 

alanında doğal bileĢiklerle sentetik bileĢiklerin toksik ve tedavi düzeylerinin 

karĢılaĢtırılarak araĢtırılmasına da yön verebilir. 

Bu çalıĢmanın verilerinden yola çıkılarak in vitro çalıĢmalar geliĢtirilmekle 

birlikte in vivo çalıĢmalar içinde temel oluĢturabilir. Epidemiyolojik yaklaĢımlarla 

meta analizleri yapılabilir. FDA‟nın envanterlerine kanser gibi ciddi vakalarda 

homeopatik ilaçların düzenleyici rolüne yönelik yeni yaklaĢımlarla yeni veriler 

eklenebilir. Bireye özgü tedavi stratejilerinin geliĢtirilmesinde etnabotanik açıdan da 

önemli olan ve özellikle de epidemiyolojik olarak ilgili gen kaynaklarının 

sürdürülebilir kullanılmasının sağlanması ve gen erozyonunun önlenmesi 

amaçlanmalıdır. Ayrıca tez projesi, OMĠK‟ler (genomiks, farmakogenomiks, 

metabolomiks vs.) teknolojilerinin de geliĢtirilmesine ivme kazandıracaktır. 
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EK-1. GA, SB203580 ve kombinasyon uygulamaları sonrasında apoptoz, nekroz ve 

hücre döngüsü ile iliĢkili genlerin ekspresyonlarında gözlenen kat artıĢı ve azalıĢları 

(* p<0,05) 

 

Gen GA SB203580 GA+SB203580 

BAX 2,3 4,2* 14* 

BCL2 1,1 1,5 -2,19* 

CASP3 12,09* 15,7* 18,38* 

CASP9 3,37* 1,6 15,37* 

CYCS 16,15* 3,6 13,82* 

RIPK1 1,38 1,76 1,73 

TNF 1,88 -1,21 3,3 

TNFR1 1,26 -1,02 -1,91 

TRADD 1,85 2,52 1,01 

CCND1 -4,16* -6,75* -8,96* 

CCND2 1,05 -1,65 2,02 

CCND3 1,7 3,09 -2,23 

CDK4 2,4 -3,15* -9,78* 

CDKN1A 3,23 1,8 3,34 
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