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Ozet

Karaciger kanseri Ulkemizde ve dinyada sik gorilen, tedavisi zor
kanser turlerindendir. Kanserli hlcreleri yok etmeyi amaglayan kemoterapi
ve radyoterapi uygulamalan yeterli ve verimli olmadidi icin yeni kimyasal
ilaglararama calismalan devam etmektedir. Tolfenamik asit (TA) non-steroid
antienflamatuvar ilag sinifinin bir Gyesidir ve siklooksijenaz enzimini inhibe
etmektedir. Yapilan calismalarda prostattan akciger kanserine kadar pek cok
kanser tipinde apoptozu tetikleyerek kanserli hcreleri 6ldturdag
saptanmistir. Calismamizda karaciger kanseri olarak yiksek insidansi
nedeniyle kastedilen hepatoselliler karsinomadir (HSK). Bu calismada insan
HSK (HepG2) ve sican HSK (H4IIE) hicre dizilerinde TA'nin 5, 10, 25, 50 ve
100 pM’lik dozlan 24, 48 ve 72 saat uygulanmis ve 3-4,5-dimetil-tiazolil-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) ile canliliklan belirlenmistir. Etkili bulunan 50
ve 100 uM dozlan HA4IIE hicrelerine 24 saat sureyle uygulandiktan sonra
timdér nekroz faktéor (TNF-a), NF-kB, interlékin 1-B ve kaspaz-3 gen
ifadelenmesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile dederlendirilmistir. HepG2
hicrelerine 24 saat sureyle 5, 10, 25, 50 ve 100 uM TA uygulamasi sonucu
elde edilen yasayan hlcre oranlan %100, %106, %95, %89, %59 olarak
hesaplanmistir. 48 saat slreyle ayni dozlarda elde edilen yasam oranlan
%120, %116, %110, %89, %50 olarak belilenmistir. 72 saat slreyle ayni
dozlarda elde edilen yasam oranlan ise %108, %110, %103, %95, %51
olarak belirlenmistir. H4IIE hicrelerine 24 saat slreyle 5, 10, 25, 50 ve 100
MM TA uygulamasi sonucu elde edilen yasayan hlcre oranlan %94, %92,
%92, %90, %74 olarak belirlenmistir. 48 saat slreyle ayni dozlarda elde
edilen yasam orani %90, %92, %91, %77, %53 olarak belidenmistir. 72
saat slreyle ayni dozlarda elde edilen yasam oranlan ise %88, %82, %81,
%75, %46 olarak belidenmistir. PCR sonuglanna gbére TNF-a gen ifade
dizeyinde 50 ve 100 pM TA uygulanan gruplarda kontrol grubuna goére katli
artis goézlenmistir. Ancak NF-kB, interlokin 1-B ve kaspaz-3 gen ifadesinde
gruplar arasinda istatistiksel bir fark gérilmemistir. Bu sonuglara gére artan
TA dozuna zamana bagli olarak hlicre 6liminin arttigi ve TA'nin TNF-a gen
ekspresyonunu arttirarak apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Ayrica distk
dozdaki 5 ve 10 pM TA'nin sadece HepG2 hicre sayisinda bir artisa neden
oldugu goézlendi. TA'nin HepG2 ve HA4IIE hicrelerinde ¢ogalmay! baskilayici
ve apoptozu uyarnc etkilerinin tespit edilmesi acisindan dnemlidir.

Anahtar kelimeler: Tolfenamik asit, hepatoselliler karsinoma,
HepG2, H4IIE, TNF alfa, MTT, apoptoz.



Summary

Liver cancer is a common type of cancer that is common in our
country and in the World and treatment of this disease is very difficult. Since
chemotherapy and radiotherapy applications aiming at destroying cancerous
cells are not sufficient and productive, studies for finding new chemicals go
on. Tolfenamic acid (TA) is a member of the non-steroidal antiinflammatory
drug class and inhibits the cyclooxygenase enzyme. Studies have shown that
many cancer types, from lung cancer to prostate cancer, have been shown to
kill cancer cells by stimulate appoptosis. Because of the high incidence in
liver cancers, hepatocellular carcinoma is referred, in our study. In the
present study, at the doses of 5, 10, 25, 50 and 100 uM TA were
administered on human HSK (HepG2) and rat HSK (H4IIE) cell lines for 24,
48 and 72 hours and subsequent cell viabilities were tested by 3-4,5-
dimetil-tiazolil-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) analyse. Tumor necrosis
factor (TNF-a), NF-kB, interleukin 1-f and caspase-3 gene expressions were
assessed by Polymerase Chain Reaction (PCR) after effective concentrations
(50 and 100 pM) of TA were applied to H4IIE cells for 24 hours. When HepG2
cells were exposed to 5, 10, 25, 50 and 100 pM doses of TA for 24 hours, the
rates of living cells were determined as 100%, 106%, 95%, 89% and 59%,
respectively. When, the same doses were applied for 48 hours, the living cell
rates were %120, %116, %110, %89, %50, respectively. When, the same
doses were applied for 72 hours, the living cell rates were %108, %110,
%103, %95, %51 respectively. When H4IIE cells were exposed to 5, 10, 25,
50 and 100 uM doses of TA for 24 hours, the rates of living cells were
determined as 94%, 92%, 92%, 90% and 74%, respectively. When, the
same doses were applied for 48 hours, the living cell rates were %90, %92,
%91, %77, %53, respectively. When, the same doses were applied for 72
hours, the Iliving cell rates were %88, %82, %81, %75 and %46,
respectively. According to PCR results, TNF-a gen expression level was
observed to increase when compared to the control group in 50 and 100 pM
TA groups. However, NF-kB, interleukin 1 B and caspase-3 gen expressions
were not statistically significant between the groups.
These results show that TA increases dose and time dependent cell death
and leads to apoptosis by increasing gene expression of TNF-a. It was also
observed that 5 and 10 uM TA caused an increase in HepG2 cell count only.
It is important that TA inhibits proliferation and stimulates apoptosis on
HepG2 and H4IIE cells.

Key words: Tolfenamic acid, hepatocellular carcinoma, HepG2,
H4IIE, TNF alfa, MTT, apoptosis.
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Prostaglandin G2
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Tumor nekroz faktor

Mikromolar

Nikleer faktér kappa B
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, kontrolden c¢ikmis hicrelerin bélinmesinin  kontrol altina
alinamadigi durumdur (Beytur, 2011). Hastadan hastaya c¢ok farkl
degiskenlikler gosterebilir. Baslangici, gelisimi ve sonlanmasi agisindan son
derece karmasik bir hastaliktir. Bu cesitlilik ve karmasa molekller ve
hicresel dizeyde de mevcuttur. Saglikli hlcrelerin bu denli degisim
gbdstererek cok uzaktaki doku ve organlara sigrayacak kadar kontrolsiiz ve
hizli cogalmasi metastaz acgisindan cok yolakli ve uzun bir slrectir (Merlo,
2006). Karaciger kanseri tim dinyada, 6zellikle erkeklerde siklikla rastlanan,
kansere bagh 6limlerde 3. sirada yer alan 6nemli bir hastaliktir (Jemal A,
2011).

Hepatoselliler karsinoma (HSK), karaciger kanser tipleri arasinda
gorilme sikhgr en ylksek olan timor tipidir (Ferlar J, 2010). Karaciger
kanseri, hepatosit adi verilen karaciger hicrelerinden koken almaktadir. Bu
sebeple HSK olarak isimlendirilmektedir. HSK, kronik karaciger hastaliklarinin
zemininde gelisen karacigerin primer timoridir. Tedavisi ise oldukga
sinirflidir. Mevcut cerrahi operasyonlar, karaciger nakli, kemoterapi gibi
yontemler kullanilsa da sag kalim orani artmamistir. Cerrahi operasyon
sonrasi da hastalann hayat kaliteleri artmamistir. Bu nedenle mevcut
tedaviler yerine alternatif madde arayislan hiz kazanmistir (Gish, 2006). HSK
gelisimine neden olan faktdrler oldukca fazladir. Viral hastaliklar, asin alkol
tiketimi, insilin direnci, karaciger yaglanmasi ve seker hastaligi bunlardan
sadece birkacidir (El-Serag, 2007). Asya Ulkelerinde vylUksek siklikla
gorilmesine ragmen Avrupa, Amerika ve Orta Dogu’da disik siklikla
gorilmektedir (Ishak, 1987). Ancak son yillarda gelismis Ulkelerde alkol
tiketimi ve obeziteye bagl olarak gortlme sikligi artmistir (El-Serag, 2007).
Cografi bolgelere gore risk faktorleri degdisiklik gosteren HSK icin siroz ve
karaciger hastaliklan majorrisk faktérlerindendir. Otoimmun hepatit, Wilson
hastaligi, asin kirmizi et tiketimi ve yagl beslenme daha nadir gorilen risk
faktorlerindendir (McGlynn, 2009). HSK'h vakalarda hastaliga 6zgl bir
bulguya rastlamak zordur. Genellikle hastalar agn ve kilo kaybindan
yakinirlar. Ileri evrede erken tokluk hissi goriilebilir. Bazi vakalarda ates,
kanama ve kemik agnsi da eslik edebilir (Bruix, 1990). Hastalarin yansindan
fazlasi tedavi seceneklerinin olmadigi evrede teshis edilir. Erken bulgu
gorilmemesi bu duruma gerekce gOsterilebilir. Teshis sonrasi sag kalim
ortalama 1,5 yildir (Berrino, 2007). Hepatit B, HSK’ya neden olan en 6nemli
virGstlr. Benzer sekilde hepatit C virlsi, siroz, kronik karaciger hastaliklan
ve HSK gelisimine neden olan bir RNA virtsudur (Lavanchy, 2009). Hepatit B
enfeksiyonundan korunmak icin en etkili yol asidir (Kane MA, 2013). Hepatit
B virGsl, karacigerde hicre nekrozu yapmaktadir. Ayni zamanda
enflamasyona ve sitokin sentezine de yol acmaktadir. Tim bu etmenler
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proliferasyonu arttirabilir. Enflamatuvar yanit TNF-a ve IL sentezini
arttirmaktadir. Saglikli  hepatositler GO fazindadir. Kanserli hicreye
donlstiginde ise hiicre — hiicre ve hiicre - ekstraselliler matriks iliskisi
bozulmaktadir. Karaciger hiicresini GO’dan donglye baslatan tim etmenler
HSK icin risk faktorl olarak kabul edilmektedir (Yamamoto, 1999).

Non-steroid antienflamatuar (NSAI) ilaglann kullanim amaci agn kesici
ve ates duslricl olmalandir. Tolfenamik asit (TA) yan etkileri diger ilacglara
gbre daha az olan bir NSAI ilactir. NSAI ilaglar COX enziminin inhibe edilmesi
ile enflamasyonu azaltir (Vickers, 1996). Bu ilaclar molekiler yapisi nedeniyle
COX inhibisyonu yaparken gastrointestinal toksisite meydana getirmektedir.
Cunkii genelde NSAI ilaglar zayif organik asittir ve gastrik mukoza
bariyerinden gecebilir ve mukoza hicrelerine zarar verebilir. Bu da gastrik
Ulser olusumuna neden olabilir (Simon, 1998).

Buglne kadar TA’'nin, prostat kanseri, meme, pankreas ve kolon
kanserleri Uzerine kanseri durdurucu etkileri kanitlanmistir (Sankpal U,
2012). Bu hicre cogalmasini 6nleyici 6zellikleri apoptotik yolaklardaki artisla
baslamaktadir (Wankya, 1985). HSK’da mevcut tedavilerin sinirli olmasi, yeni
ilaclar ve yeni etki mekanizmalarnnin arastinlmasini zorunlu kilmaktadir.
COX-2, cogu kanser tiriinde artis géstermektedir. NSAI ilaglar COX ve LOX
drinlerini azaltmaktadir (Solomon DH, 2009).

COX, arasidonik asitten prostaglandin sentezini saglayan bir enzimdir.
Prostaglandinler enflamasyon ve agn ile alakali fonksiyonlara sahiptir.
Uretildikleri doku tiiriine gére farklilik géstermektedir. COX'un ikinci formu ilk
olarak 1989°da tanimlanmistir (Rosen, 1989). COX-1 dokularnn fizyolojik
gérevlerini duzenlemektedir. COX-2 ise genellikle enflamasyon ile ilgili
sitokin, tumor gelistirici ve buylume faktdrleri gibi UGrinlerin sentezinde
gorevlidir (Bolton, 1998). Her iki enzim farkli genler tarafindan kodlanir
ancak aminoasit dizilimleri arasinda fark yoktur (Smith, 1994). COX-2 artisi
timér anjiyojenezini desteklemektedir ve NSAI ilaclar COX inhibitéri oldugu
icin anti-anjiyojenez etkisi vardir (Bertagnolli, 2003).

Bu calismanin amaci insan ve sican karaciger kanser hiicre hatlannda
TA’'nin hicre canliligi tzerine etkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Karaciger Anatomisi Ve Fizyolojisi

Eriskinlerde yaklasik 1500 gram olan karaciger vicudun en adir
organidir (Butterworth, Wasnick, Mackey, 2016). Anatomik olarak 2 ana
lobdan (sag ve sol) olusmaktadir (Sekil 2.1.1). Karaciger, gogus kafesinin
arkasinda, abdomenin sag Ust ceyredinde bulunur. Glisson kapsuli denen
ince bir bag dokusu tabakasiyla gevrelenmistir (Barash, 2017).

Ana toplar Kese kanalh

Portal toplardamar damar alt boliimii

Sol lob Sag lob

Karaciger
atardaman

Ortak karaciger
safra yolu

Orak sekilli bag Kiiciik lob Seritesates Safra kesesi

kanah

Sekil 2.1.1. Karaciger kesiti.

Karaciger lobil denilen 50.000-100.000 anatomik tniteden olusmustur
(Sekil 2.1.2). Lobiller, hepatosit adi verilen karaciger hicreleri tarafindan
olusturulmaktadir (Butterworth vd. 2016). Hepatositler bir santral ven ve
onun etrafini saran, portal triad adi verilen, bilier kanal, hepatik arter ve
portal ven ile siniri hepatik sintizoidlerin icerisinde yapilanmistir. Sintzoidleri
hepatositlerden ayiran bosluklarda gesitli hicreler bulunmaktadir ve bunlar
karacigerin enfeksiyonlara ve antijenlere karsi savunmasinda 6nemli rol

oynamaktadir (Barash, 2017).



' Hepatik sintizoid
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Sekil 2.1.2. Hepatik lobiller ve hepatosit sematik ¢izimi. (McGraw-Hill Education)

Karaciger, portal ve sistemik dolasimdaki gida maddelerinin alimindan,
pek cok protein ve safra bilesenlerinin sentezine kadar; dolasimdaki gida
maddelerinin ve toksinlerin reglilasyonundan, badisiklik sistemine kadar
cesitli metabolik ve salgilama fonksiyonunu gergeklestiren bir organdir. Bu
fonksiyonlardan bazilan sunlardir:

e Safra sentezi ve dlzenlenmesi

e Protein sentezi

e Kolesterol ve lipoprotein uretilmesi

e Besinlerin depolanmasi

e Hemoglobin metabolizmasi

e 1Ilaclann ve diger zehirli maddelerin detoksifikasyonu
o Imminolojik konak savunma sistemi (Barash, 2017)



2.2. Karaciger Kanseri

Karacigerin malign tumorleri, primer (karaciger dokusundan koken
alan) ve sekonder (metastatik) olmak Uzere iki grupta incelenmektedir
(Nazhgul, Uzunkdy, 2006). HSK, dinyada besinci en sik goértlen primer
karaciger kanseridir. Dinya capinda kansere bagl 6limlerde Ugilinci siraya
gelmistir (El-Serag, 2018). Histolojik olarak degerlendirildiginde karaciger
kanseri iki ana tipe aynlmaktadir: HSK (%80) ve kolanjiokarsinom (%15)
(Xue, Li, Bai, Wang, Ji, Lu, 2017). HSK'nin sag kalim orani %5’ten daha azdir
(Schutte K, 2009).

2.2.1. HSK

Hepatositlerden koken alan HSK, karacigerde en sik gozlenen primer
malign tumérdir. Insidansi yasla artmaktadir. HSK tanisinda kullanilan
baslica timoér belirtecleri alfa fetoprotein, glypican-3, hepatoma spesifik
gamma-glutamil transferaz ve des-gamma karboksiprotrombindir (Nazligul,
Uzunkdy, 2006).

HSK icin risk faktérleri sunlardir:

Hepatit B virtsda,

Hepatit C virtsd,

Hepatit B ve Hepatit C koenfeksiyonu,
Aflatoksin B1,

Alkol,

Herediter hemakromatozis

Alfa-1 antitripsin eksikligi

Wilson hastaligi

Nonalkolik steatohepatit

Herediter tirozinemi tip 1

Erkek cinsiyet

Glikojen depo hastaligi tip 1 (Nazligll, Uzunkoy, 2006).

HSK yuksek orandaki 6lum ve hastalik oraninin gittikce artmasi
nedeniyle diinya capinda blylk bir saglik problemi haline gelmistir (He, Guo,
Zhang, Gong, Yang, 2018). HSK'da cerrahi midahale, etanol enjeksiyonu
veya radyofrekans ile geriletme  gibi tedaviler, transarteriyel
kemoembolizasyon denilen karaciger damarlarini anjiyo yontemi ile tikama
duruma goére tercih edilen baslica tedavi ydntemlerindendir (Nazhgdul,
Uzunkody, 2006). Fakat gizli bir baslangica sahip olmasi nedeniyle, birgok
hasta tani sirasinda coktan ileri evreye ulasmistir; karaciger nakli ve cerrahi
muidahale gibi iyilestirici tedavilere aday degillerdir (He, Guo, Zhang, Gong,
Yang, 2018).



2.2.2. Kolanjiokarsinom

Kolanjiokarsinom igin baslica risk faktérleri sunlardir:
e Primer sklerozan kolanjit
e Karaciger paraziti (clonorchiasis)
e Thorotrast
e Fibrokistik hastaliklar
e Anabolizan steroidler (Nazhgul, Uzunkdy, 2006; Xue, Li, Bai,
Wang, Ji, Lu, 2017).

Sarlik en sik gorilen klinik bulgudur. Alkalen fosfataz, gamma glutamil
transpeptidaz ve bilirubin yilksekligi baslica laboratuvar bulgulanndandir.
Serum tumor belirteglerinden karsinoembriyojenik antijen, CA 19-9 ve CA-
125 vyikselebilir. Uygun vakalarda rezeksiyon ilk tercih edilen tedavi
yontemidir (Nazligil, Uzunkody, 2006).

2.3. Hiicre - Apoptoz Ve Kanser Iliskisi

Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda ortaya atilmistir. Hlcre 6lUmad ve
codalmasi arasindaki hassas kontroli dengeleyen g¢ok ©&nemli bir
mekanizmadir. Genlerle diizenlenir, enerjiye bagimlidir ve homeostazi korur.
Apoptoz, genel tanimi ile kontrolli hicre 6limi mekanizmasidir (Flusberg
DA, 2015). Kanser hicrelerinde DNA mutasyonu sonucu hicre apoptoz ile
O6lmektedir. Apoptozun dizenlenmesinde kaspazlar, kalsiyum ve p53 gibi bazi
molekiillerin etkili oldugu bulunmustur. Ozellikle kalsiyum, apoptotik siire
icinde sidrekli hicre icine girmekte ve enzim aktivitesini arttirmaktadir (Law,
B.Y, 2014).

Apoptotik 6lim 4 ana maddeye dayanmaktadir. Bunlar; Bcl-2
proteinleri, apoptotik proteaz aktive edici faktdér-1, kaspazlar ve p53 genidir.
Bu bilesenler hicreyi biyokimyasal olarak uyarmakta, cekirdek zan
kinlmalanna neden olmakta, DNA'yl parcalamakta ve apoptotik cisimleri
sekillendirmektedir (Cakarto, 2008).

Kaspazlar olarak adlandinlan kontrolld hicre 6limint duzenleyen
proteinler memelilerde bulunmaktadir. Katalitik bdlgelerinde sistein ihtiva
ettiklerinden dolayi enzim olarak islev gérmekte ve kaspaz adini almaktadir.
Kaspaz aktivasyonu hicreye 06zeldir. Tim hicrelerde aktif olmayan pro-
enzim halinde bulunmaktadir. Sitokrom c’'nin sitoplazma icine salinmasiyla
apoptozun son basamakanndan sorumlu enzim olan kaspazlar aktive olmakta
ve proteaz aktivasyonunu saglayarak sitoplazmadaki proteinlerin ytkimindan
sorumlu olmaktadir. Didger taraftan da DNA ve RNA yikimini



gerceklestirmektedir. Kaspazlarin baskilanmasi apoptozu engellemektedir
(Huerta, 2006).

Fas ve TNF reseptoérleri hicrenin zannda bulunmakta ve bunlara
baglanan molekdiller hiicreyi apoptoza striklemektedir. Bunu saglayan hiicre
disi uyandir. Hilcreye iceriden bir stres uygulanmasi sonucu aktiflesen Bax
proteinleri (proapoptotik) mitokondri zarinin iyon gecirgenligini degistirerek
sitokrom c’nin disan cikmasina neden olmaktadir. Bu da kaspazlan aktive
etmektedir. Kaspazlar da DNA'y1 parcalamaktadir (Douglas, 2000).

TNF-a ilk kez 1984'te izole edilmistir ve hala arastirmalara konu
olmaya devam etmektedir. Cinkld enflamasyon, septik sok ve doku
yaralanmasi gibi pek c¢ok olayda fonksiyonu vardir. TNF-a ortamdaki
konsantrasyonuna bagh olarak yararli ya da zararli etki gésterebilir. Immun
yanitin olusmasinda rol oynadidi gibi goklu organ yetmezligi gelismesinde de
rol oynamaktadir (Tracey, 1993). Hazir halde bulunan bircok genin
ifadelenmesinde temel gdrevlere sahip maddelerden biridir. Mikrobiyal
drtnler, proenflamatuar sitokinler, T ve B hicre mitojenleri fiziksel ve
kimyasal stres ile aktive olabilir. NF-kB sitokinlerin, kemokinlerin, adhezyon
molekdillerin, COX-2 gibi enzimlerin gen ifadesini dizenleyebilmektedir
(Ghosh, 1998).

Endojen TNF-a, T  hicrelerinde reseptér aracili apoptozisi
indUklemektedir (Zheng L, Fisher G, Mller 1995). Ancak TNF-a’nin kanser
olusum mekanizmasi Uzerine etkisi hala net olarak bilinmemektedir. DNA
tamiri Gzerinde baskilayici etkilere sahip oldugu disintlmektedir (Szlosarek
PW, Balkwill FR, 2003).

Apoptoz mekanizmasi 2 yolla gerceklesir;

1 - Intirinsik (mitokondriyal) yol
2 - Ekstrinsik yol

Apoptozu tetikleyen bazi hiicre ici sinyaller vardir. DNA hasari, hicre ici
Ca™? artisi, hipoksi ve metabolik bozukluklar bu sinyallerin baslicalandir. Her
iki yolda da kaspazlar dnemli rol Gstlenmistir. Hlcre iGi sinyallerintirinsik
yolu tetiklerken hicre disi sinyaller ekstrinsik yolu tetikleyerek apoptozu
uyanr (Kroemer, 2007)

Intirinsik yolda hiicre ici sinyallerle alinan uyanlar proapoptotik
proteinleri aktive eder. Aktiflesen bu proteinler mitokondriyon zarinda zar
potansiyelini degistirir. Boylece mitokondriyon memranindaki porlardan
sitokrom-C ve diger molekdillerinin salinimini arttinr. Bir dizi reaksiyon
sonrasl apoptoz baglatilmaktadir.



Ekstrinsik yolda ise htlicre ylzeyindeki 6lim reseptoérlierine 61im
sinyalleri baglanmasiyla baslar. Bu reseptodrier adaptor molekdilleri ve
prokaspazlarla birlesir. Bu birlesme sonrasi inaktif durumdaki prokaspaz-8'in
uzun ve kisa kollan kesilerek aktif kaspaz-8 olusur. Aktif kaspaz-8ise
kaspaz-3'U aktive eder. Kaspaz-3 DNA fragmantasyonuna neden olarak
apoptoza neden olur (Adams, 2011)

2.4. NSAI Ilaclar

NSAI ilaclar, 1800’lerin sonunda sentezlenip tibbi kullanima girmistir
(Von Mering, 1893). 1820'de kolsisin ile baslayan bu seriiven 1971’e kadar
gizemini korumustur. 1971'de John R. Vane NSAI’lerin etki mekanizmalari
Uzerine calismis ve ilk kez siklooksijenaz (COX) tanimini kullanmistir. 90l
yillarda ise COX enziminin birden fazla izomeri ve bunlann farkli gérevleri
olabilecegi ifade edilmistir (Ardoin SP, 2006). Tablo 2.4.1’de NSAI ilaclarin
kimyasal yapisina goére siniflandiriimasi gdésterilmektedir.

Tablo 2.4.1. NSAI ilaglarin kimyasal yapisina gére siniflandiriimasi.

ASIDIK OLANLAR

--Karboksilik asit

tdrevleri

--Salisilik asit ve | Aspirin, Diflunisal, Kolin salisilat, Metil salisilat,

esterleri Magnezyum Salisilat, Salisil salisilat (salsalat)

-- Fenamik asitler Flufenamik asit, Metafenamik asit,
Meklofenamik asit, Niflumik asit, Tolfenamik
asit

-- Propronik asitler Ibuprofen, Naproksen, Flurbiprofen, Fenbufen,
Benaksopropen, Fenoprofen,
Ketoprofen, Indiprofen, Tiaprofenik asit,
Soprofen, Karprofen, Oksaprozin, Pirprofen

-- Asetik asitler Diklofenak, Indometazin, Etodolak, Sulindak,
Tolmetin

--Enolik asitler

-- Pirazolonlar Fenilbutazon, Oksifenbutazon, Azopropazon

-- Oksikamlar Piroksikam, Pesoksikam, Sudoksikam,
Tenoksikam, Isoksikam

ASIDIK OLMAYANLAR Nabumeton

--Koksibler Rofekoksib, Selekoksib, Valdekoksib,
Parekoksib, Etorikoksib, Lumirakoksib




2.4.1. NSAI ilaclarin etki mekanizmasi

Hicre zan fosfolipidlerinden olan arasidonik asit, fosfolipidlerden
fosfolipaz enzimleri ile kopanlmaktadir. Enflamasyon sonrasi uyarnlar COX
enzimleri araciligiyla arasidonik asitten prostasiklin ve prostaglandin sentezini
arttirmaktadir. Ardindan siklik endoperoksitler (PGG2 ve PGH2) ve
tromboksan A2 sentezlenmektedir. Enflamasyon yolunda lipooksijenaz (LO)
drtinleri de bulunmaktadir (Tablo 2.4.1.1).

Gectigimiz vyillarda COX-2 ekspresyou ve aktivitesinin timor
gelisiminde rol oynadidi gesitli calismalarda gosterilmistir. Ginimuzde COX-
2’'nin  malign blylmeye yol actigi ve COX-2 inhibitérlerinin karaciger
kanserinin malign potansiyelini etkiledigi bilinmektedir. HSK'li ve non tiimoéral
karaciger sirozlu hastalarda COX-2'nin fazla miktarda oldugu gosterilmistir.
Kolon kanserinde ve karaciger kanserinde NSAI apoptozu indiiklemektedir.

COX-2 ve karsinojen arasindaki baglantiyi aciklayacak birkag mekanizma
vardir. Prostaglandinlerin anjiyojenezi arttirmasi, immun yaniti baskilamasi
ve hilcre proliferasyonunu arttirmasi érnek olabilir. COX-2'nin asin ifadesi
apoptozu inhibe etmekte ve malign hicrelerin invazyonunu arttirmaktadir.
NSAI ilaglar, COX-1 ve COX-2 aktivasyonunu inhibe ederek bu siirecte rol
oynamaktadir (Simon, 1998).



Tablo 2.4.1.1. Siklooksijenaz (Urinleri ve etkileri.

SIKLOOKSIJENAZ
URUNLERI

PGE1, PGE2

e Vazodilatasyon ve vaskller permeabilitede
artma

e Oksitosik etki

e Brons dliz kaslarinda gevseme

e Mide asit salgisinda azalma (sitoprotektif
etki)

e Ldkosit infiltrasyonu

e Trombosit agregasyonunun inhibisyonu

PGD2

e Vazodilatasyon
e Bronkokonstriksiyon

PGF2 -ALFA

e Ven ve venullerde buzisme
e Oksitosik etki
e Bronkokonstriksiyon

PROSTASIKLIN

e Vazodilatasyon
e Trombosit agregasyonunda inhibisyon
e Fibrinolitik etkinlik

TROMBOKSAN A2

e Vazokonstriksiyon
e Trombosit kiimelesmesi uyarimi
e Vaskuller permeabilitede artma

LIPOOKSIJENAZ
URUNLER]

LOKOTRIENLER

Bronkokonstriksiyon

Kapiller gecirgenlikte artma

Hiperaljezi

Lékosit aktivasyonu ve damar endoteline
yapismasi

NSAI ilaglar, COX ve LOX Urinlerini azaltmaktadir. Sekil 2.4.1.1'de LOX
ve COX enzimleri ile olusan Urtnler sematize edilmistir. COX enzimleri tim
dokularda bulunmakta, fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynamaktadir.
Immun sistem, hemostaz, i¢c organlann islevleri ve oksidatif reaksiyonlar gibi
onemli olaylara katilmaktadir. Ozellikle COX-2, codu kanser tiriinde artis
(Solomon DH, 2009). Sekil 2.4.1.2'de COX ve LOX

gbstermektedir

drinlerinin etkiledigi hlicreler ve organlar gosterilmistir.
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Sekil 2.4.1.1. Hicre membranindaki arasidonik asitten COX, LOX ve sitokrom p450 ile
prostaglandin, Iokotrien ve epoksijenaz sentezi.
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Hiicre Membram Fosfolipidleri

lFLAz

Arasidonik Asit
COX-1 COX-2 5-LOX
Prostanoidler Prostanoidler Lékotrienler
LTAs
XAz pGgg, PGl PGE PGl } \ire,
V4 2 N T8 5
! MSS %
Bronglar ss Mukoza EBF X LTEa
Bobrekler o Bobrekler . EnQOIRYUN | miomglar: )
Bobrekler Kemikler Bobrekler Z
TrombosutlerM k Endotelyum : 2 5 Lenfositler Bronslar
Makrofajlar ukoza Kondrositler Nosiseptorier Notrofiller s ;
VDKH MSS Trombositlier ; bbbooiil

VDKH

Bobrekler

Synovium
Uterus Y

Nosiseptorler VDKH

Synovium

Sekil 2.4.1.2. Arasidonik asit metabolitleri ve etkili oldugu hticre ve organlar.

2.4.2. Tolfenamik asit

TA, NSAI ilaglarnn fenamik asit grubundandir. Veterinerlikte agn kesici
olarak kullanilan TA, pnémoni tedavisinde de kullanilmistir (Deleforge vd,
1994). IUPAC ismi 2-(3-Chloro-2-methylanilino) benzoik asit'tir. Sinonimi N-
(3-Chloro-o-tolyl) anthranilic asit'tir (Ahmed, 2018) (Sekil 2.1.5).

HO

O

H
N

Cl

Sekil 2.4.2.1. TA'nin molekdl formlld (Dan Yi et al, 2014).
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Aspirin ve diger NSAI ilaclann o6zefagus, akciger, pankreas ve
kolorektal kanserlerinde anti-kanser etkisi gosterdigi kesfedilmistir (Zhang,
Lee, Basha Baker Ahmad, 2011). Ticari olarak Tolfenak, Tolfedine ve Tolfine
isimleri ile satilmakta olan TA'nin, diger NSAI ilaclardan daha az yan etkiye
sahip oldugu bilinmektedir (Eskerod, 1994). Ancak doza bagli olmakla birlikte
bas adrisi, halsizlik, yorgunluk gibi basit yan etkileri olabilmektedir (Eskerod,
1994).

Hayvanlar Uzerinde vyapilan deneylerde TA'nin agn kesici, ates
disiricla etkilerinin yani sira romatoit artrit tedavisinde de etkili oldugu
gorlilmustlr (Zachariae and Sylvest, 1972). Yakin zamanda ise kolorektal
kanser hucrelerinde ve pankreas kanser hlcrelerinde kanser hicrelerinin
gelisimini baskiladigi tespit edilmistir (Abdelrahim, 2006). Bununla birlikte
ovaryum, prostat ve akciger kanser hicrelerini de apoptoza sirikleyerek
oldirdigu kanitlanmistir (Choi, 2011 Basha, 2011).

Yine vyapilan son calismalarda TA, bazi bakteri suslanna karsi

antibakteriyel aktivite géstermistir. Alzheimer hastaliginda patolojik sirecleri
baskiladigi bildirilmistir (Ahmed 2018).
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3- GEREGC VE YONTEMLER
3.1 - Hiicre Kilturianun Yapilmasi

Hucrelerin dreme ve 6lUm mekanizmalarni, hicrenin igleyisini, gesitli
gen ifadelerini ve patolojik olaylan aciklayabilmek icin genellikle hucre
kaltard yéntemi kullanilmaktadir. Hicre kaltlrd genellikle %95 O3, %5 CO;
icermelidir. Calismamizda ticari olarak satin alinan insan (HepG2) ve sigcan
(H4IIE) HSK hicre dizileri kullanilmistir. HepG2 hiucreleri Prof. Dr. Ayse
Tansu Koparal'in nazik hediyesidir. H4IIE ATCC'den satin alinmistir.

3.2 - Kiiltiir Icin Yapilan Hazirhklar

Steril olarak satin alinan Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Sigma) +4°C’'de saklandi. Fetal sigir serumu (fetal calf serum FCS) ve
streptomisin, penisilin (Sigma) kansimi -20°C’de dondurularak saklandi. Toz
halindeki tolfenamik asit (Sigma) dimetilstlfoksit (DMSO, Sigma) icinde
¢bzuldl ve istenen dozlar elde edildi.

3.3 - Hiicrelerin Ekimi Ve Yasatilmasi

Uygun sartlarda dondurularak saklanan HEPG2 ve H4IIE hicreleri oda
sicakliginda ¢6zundl. Hucreler ¢ozliindikten sonra DMEM, %10 FCS ve %1
antibiyotik karisimi iceren santrifij tlUpu iginde, +4°C'de 5 dakika 1000
devirde ddnduruldd. Supernatant kismi atilarak DMSO uzaklastirildi. Dibe
cbken hicreler, icerisinde besi ortami bulunan 25 cm?’lik flasklara ekilerek
379C'de %100 nem ve %5 CO, iceren inkiibatére konuldu. Inkiibe edilen
hicreler ters 151k mikroskobunda kontrol edildi. Eskiyen besi ortami pipet ile
uzaklastinlarak iki gtinde bir taze besi ortami takviyesi yapildi. Hucreler flask
tabaninin %90in1 kapladiginda deneye alindi.

3.4 - Hiicre Sayisini Belirleme

Hicre sayisini beliremede kullanilan tripan mavisi, 6lG hcreleri
boyamaktadir. Canli hiicreler hiicre zarlanni kaybetmedigi icin boya absorbe
etmemektedir, boyanmazlar. Flaskta tabanin %90’ini kaplayan hicrelerin
besi ortami pipet ile uzaklastinldi. Daha sonra flasklar Hank’s balanced salt
solution (HBSS, Sigma) ile proteinleri uzaklastirmak amacyla yikandi.
Flaskta kalan hicreler tripsin ile muamele edilerek tabandan kaldinldi. 4°C’de
1000 devirde 5 dakika santrifij edildi. Sipernatant uzaklastinldi. Sayim
kabina 0,2 ml hlcre ¢dzeltisi, 0,3 ml HBSS ve 0,5 ml tripan mavisi eklenerek
5 dakika beklendi. Sayim kabi icinden 10 pl alinan érnek CEDEX marka hucre
sayicida sayilarak 1 mL’deki canli hicre sayisi belirlendi.
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3.5 - Deney Gruplan 1

TA'nin karaciger kanser hiicreleri Gizerine etkisini degerlendirmekicin 5,
10, 25, 50 ve 100 uM'lik dozlan hazirlandi. Deney gruplan asagidaki gibiydi:

1.Kontrol grubu: 24, 48 ve 72 saat slreyle sadece besiyeri uygulandi.
2.DMSO grubu: En yuksek dozda kullanilan DMSO miktan 24, 48 ve 72 saat
uygulandi.

3.TA grubu: 5, 10, 25, 50 ve 100 uM TA, 24, 48 ve 72 saat uygulandi.

Calismanin ikinci asamasinda apoptozu degerlendirmek icin baglantili
olarak kullandigimiz Kaspaz 3, interlokin 1B, TNF-a ve NF-kB gen ifadesini
H4IIE hicrelerinde 6lgmek Uizere PCR teknigi uygulandi. H4IIE hiicrelerinde
24 saatte 50uM ve 100 pM TA dozlan etkili bulundugu icin PCR deneyleri igin
belirtilen dozlar kullanildi.

3.6 - MTT Ile Hiicre Canlihigini Belirleme

Hucreler flask tabaninin %90’ini1 kapladiktan sonra sayim tripan mavisi
ile yapilarak 1 mL’deki canli hlcre sayisi bulundu. 96 kuyucuklu plate
alinarak her bir kuyucuga 1x104 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. HEPG2 ve
H4IIE hicreleri 24, 48 ve 72 saat 5, 10, 25, 50 ve 100 pul TA ile muamele
edildikten sonra MTT analizi uygulandi (Sekil 3.5.1).

Kisaca, MTT, Phosphate buffered saline (PBS) icinde ¢6zundu ve filtre
edildi. Her bir kuyucuga 25 pl MTT ¢dzeltisi eklenerek 4 saat, 37°C'de inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirldi
ve her bir kuyucuga 100 pl DMSO eklendi. Plate 5 dakika karanlikta
calkalanarak bekletildi. Boya absorbansi spektrofotometrede (Bio Tek) 550
nm’de okundu. Kuyucuklardaki optik yodunluk yasayan hiicre yilzdesine
cevrildi.
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Sekil 3.6.1. 48 saat TA ile muamele edilen hicrelerin MTT analizi.

3.7 - PCR

25 cmz2 lik flasklarda 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan sonra
50 ve 100 pM TA konsantrasyonlan eklendi. 24 saatlik inkibasyonun
ardindan hucreler toplandi ve RNA izolasyonu asamasina gegildi.

3.8 - RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu icin htlcreler toplandi, santrifij edildi. Santriflj edilen
hicreler 200 ul PBS ile muamele edildi. 400 pl lysis- buffer eklendikten sonra
vortekslendi. Filtreli tUiplere alinan karisim 15 saniye 8000 devirde santrifij
edildi. Filtrenin altinda kalan kisim atildi. Parcalanan hulcrelerdeki DNA ve
RNA filtrede kaldi. Filtredeki DNA'y1 yikmak icin DNAase incubation Buffer ile
muamele edildi ve 20°C’'de 15 dakika beklendi. 500 pyl wash buffer 1 ile
yilkama asamasina gecildi. 15 saniye 8000 devirde santriflij edildikten sonra
wash buffer 2 den 500 pl eklenerek tekrar 15 saniye 8000 devirde santriflj
edildi. Tekrar yikama solisyonu 2 den 200 pl eklenip 2 dakika 13000 devirde
santrifij edildi. Filtreli tipun altina yeni bir tip takildi. Filtreye 50 pl elution
buffer eklenerek 1 dakika 8000 devirde cevrildi. Filtrede saf olarak toplanan
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total RNA elution buffer icinde toplandi. cDNA sentezine kadar -80°C’de
saklandi.

PCR igin kullanilan primerler tablo 3.8.1'de gosterilmistir.

Tablo 3.8.1. PCR igin kullanilan primerler.

Forward Reverse
Kaspaz3 | TGACTGGAAAGCCGAAACTC AGCCTCCACCGGTATCTTCT
IL-1B AGAAGCTTCCACCAATACTC AGCACCTAGTTGTAAGGAAG

TNF-a CCCAGGGACCTCTCTCTAATCA AGCTGCCCCTCAGCTTGAG

NF-kB GAAATTCCTGATCCAGACAAAAAC |ATCACTTCAATGGCCTCTGTGTAG

3.9 - RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA konsantrasyonunu belirlemek icin 1,5 pl RNA Nanodrop 1000
cihazi ile 260nm dalga boyunda o6lgimler yapildi. cDNA sentezi icin her
6rnekten 500ng total RNA alindi ve bu ddH20 ile 9,4 pL'ye tamamlandi.
Uzerine 1 pL random primer ve 1 pL oligo-dt primer kanisimi eklendi.
Toplamda 11.4 L olan kansim 65°'C de 10 dakika inklibasyona birakildi. Her
ornek icin Buffer 5x4 pL, Reverse transkriptaz 1.1 pL, protektor RNAase
inhibitér 0.5 pL, Deoksinukleotit mix 2 pyl ve DTT 1 uL, toplamda 8.6 uL
olacak sekilde hazirlandi. Primerlerle inkibe edilen RNA’larla komponent
vorteks cihazi ile kanstinldi ve 29°'C'de 10 dakika, 48°'C'de 60 dakika ve
859'C'de 5 dakika inklUbe edildi. Cikan érnekler -20°'C'de saklandi.

3.10 - Istatistiksel Analiz

MTT sonuncunda elde ettigimiz veriler IBM SPSS 21 programi ile
degerlendirildi. Tek yonli ANOVA testi ve Tukey’s karsilastirma testi
uygulandi. P degeri 0.05’den kicglk olanlar anlamli kabul edildi.

PCR bulgularimizin istatistiksel dederlendirmesi icin GraphPad Prism6
programi  kullanilmistir. Oncelikle gruplar Shapiro-Wilk Normal Test
kullanilarak normal dagilim gosterip gostermedigine gbére analiz edilmistir.
Normal dagilim gbésteren veriler tek yonli ANOVA testi ile dederlendirildikten
sonra gruplar arasindaki farklar Tukey testi ile analiz edilmistir. Normal
dagilim gostermeyen veriler ise Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildikten
sonra gruplar arasindaki farkliliklar Dunn testi ile analiz edilmistir. p degeri
0.05’den kiguk olanlar anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama+SEM
olarak ifade edilmistir.
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4- BULGULAR
4.1 - Ilaclarin Hiicre Canlihigina Etkileri

TA'nin hlicre canhiligina etkisi MTT yontemi ile belirlendi ve elde
ettigimiz sonuglar karsilastirldi.

4.1.1 MTT yontemi bulgulari

4.1.1.1. TA’'nin H4IIE hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siireyle
uygulanmasi

Cozicl olarak kullandigimiz DMSO, TA'nin en ylksek dozundaki
miktarda hicrelerin yasam oranlarinda herhangi bir degisiklige neden olmadi..
H4IIE hicrelerine 24 saat sureyle 5, 10, 25, 50 ve 100 uM TA uygulamasi
sonucu elde edilen yasayan hicre oranlan %94, %92, %92, %90 (p<0.001),
%74 (p<0.001) olarak belilenmistir. 48 saat sureyle ayni dozlarda elde
edilen yasam orani %90 (p<0.01), %92 (p<0.01), %91 (p<0.001), %77
(p<0.001), %53 (p<0.001) olarak belidenmistir. 72 saat sureyle ayni
dozlarda elde edilen yasam oranlan ise %388 (p<0.001), %82 (p<0.001),

%81 (p<0.001), %75 (p<0.001), %46 (p<0.001) olarak belidenmistir
(Sekil 4.1.1.1.1).

---+---24 53

60 | —=— 4833

——a—-7253

Hiicre yasam oram (%)

]
o
T

o

K DMSO 5 10 25 50 100
Tolfenamik asit (pM)

Sekil 4.1.1.1.1. TA'nin belirtilen dozlarda HA4IIE hicre canlihd Uzerindeki etkileri.
**: p<0.01, ***: p<0.001.
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4.1.1.2. TA'nin HepG2 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siireyle
uygulanmasi

Cozlici olarak kullandigimiz DMSO, TA'nin en ylksek dozundaki
miktarinda hicrelerin yasam oranlannda herhangi bir degisiklige neden
olmadi. HEPG2 hucrelerine 24 saat sureyle 5, 10, 25, 50 ve 100 uM TA
uygulamasi sonucu elde edilen yasayan hlcre oranlan %100, %106, %95,
%89 (p<0.01), %59 (p<0.001) olarak belirenmistir. 48 saat slreyle ayni
dozlarda elde edilen yasam orani %120 (p<0.001), %116 (p<0.001), %110,
%89 (p<0.05), %50 (p<0.001) olarak belirenmistir. 72 saat slreyle ayni
dozlarda elde edilen yasam oranlan ise %108 (p<0.01), %110 (p<0.001),
%103, %95, %51 (p<0.001) olarak belirenmistir. (Sekil 4.1.1.2.1)
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Sekil 4.1.1.2.1. TA'nin 5, 10, 25, 50 ve 100 YM dozlarinda HepG2 hiicre canliigi tzerindeki
etkileri. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001.

4.2 - PCR Sonuglan

Deneylerimizin MTT testinden sonraki asamalarina H4IIE hcreleri ile
ve etkili bulunan sirasiyla % 10 ve % 26 6lime neden olan 50 ve 100 pM TA
konsantrasyonlan ile devam edildi. 24 saat slreyle 50 ve 100 pM TA ile
muamele edilen veya sadece besiyeri ile beslenen H4IIE hlcreleri kaspaz-3,
IL-18, NF-kB ve TNF-a gen ifadelenmesi yoninden PCR teknigi ile
dederlendirildi. Sonucglarimiz birbirinden badimsiz en az 3 deneyin
ortalamasini ifade etmektedir.
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4.2.1. TA'nin HA4IIE hiicrelerinde kaspaz-3 gen ifadelenmesi
tizerindeki etkisi

TA, kaspaz-3 gen ifadelenme dlizeyinde gruplar arasinda istatistiksel
bir fark gbéstermemektedir (p>0.05) (sekil 4.2.1.1 ve tablo 4.2.1.1)

Tablo 4.2.1.1. TA ile muamele edilen H4IIE hicrelerinde belirlenen kaspaz-3
aktivitesinin sonuglarinin kontrolle karsilastirimasi.

Grup Kontrol DMSO 50uM 100pM 5]
Ortalama | 1.01 0.93 0.97 0.84 0.39
kat artisi

1.51
5 101 T
|—
14
<
=
; 0.5+

0.0~

kontrol dmso 50 100

Sekil 4.2.1.1. TA ve kontrol gruplarinin H4IIE hicrelerinde kaspaz-3 gen ifadelenme
dizeyindeki etkisi (p<0.05).

4.2.2. TA'nin HA4IIE hiicrelerinde IL-1B gen ifadelenmesi
uUzerindeki etkisi

Sitotoksik htcre 6liminde, hizla artan IL-1 B aktivitesi ve apoptoz
arasindaki iliskiyi incelemek amaclanmistir. Ancak IL-1B gen ifadelenmesi
dizeyinde gruplar arasinda istatistiksel bir farka neden olmamistir (sekil
4.2.2.1 ve tablo 4.2.2.1).

20




Tablo 4.2.2.1. TA ile muamele edilen H4IIE hiicrelerinde belirlenen IL-1B aktivitesinin
sonuglarnin kontrolle karsilastinimasi.

Grup Kontrol DMSO 50uM i00pM p
Ortalama | 1.35 2.79 0.86 1.76 0.15
kat artisi
6-
o 47
o
<
: T
X 2 =

kontrol dmso 50 100

Sekil 4.2.2.1. TA ve kontrol gruplarinin H4IIE hiicrelerinde IL-1B gen ifadelenme dizeyi
Uzerindeki etkisi (p>0.05).

4.2.3. TA'nin HA4IIE hiicrelerinde NF-kB gen ifadelenmesi
tiizerindeki etkisi

TA, NF-kB gen ifadelenme dizeyinde 100uM’da artisa sebep olmus
ancak gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir (p>0.05) (sekil
4.2.3.1 ve tablo 4.2.3.1).

Tablo 4.2.3.1. TA ile muamele edilen H4IIE hiicrelerinde belirlenen NF-kB aktivitesinin
sonuglarinin kontrolle karsilastinimasi.

Grup Kontrol DMSO 50uM 100pM P
Ortalama | 1.01 1.01 0.90 1.84 0.6
kat artisi
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1.54
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kontrol dmso

100

Sekil 4.2.3.1. TA ve kontrol gruplannin H4IIE hiicrelerinde NF-kB gen ifadelenme dizeyi
Uzerindeki etkisi (p>0.05).

4.2.4. TA'nn

uzerindeki etkisi

H4IIE hiicrelerinde TNF-a gen ifadelenmesi

Sitotoksik 6lum sirecinde bir sitokin olarak yltkselen belirteglerden
birisi olan TNF-a gen ekspresyonu, 50 ve 100 pyM TA uygulanan gruplarda
kontrol grubuna gore katl olarak artis géstermistir (p>0.05) (sekil 4.2.4.1 ve
tablo 4.2.4.1).

Tablo 4.2.4.1. TA

sonuglarinin kontrolle karsilastinimasi.

ile muamele edilen H4IIE hicrelerinde belirlenen TNF-a aktivitesinin

Grup Kontrol DMSO 50uM 100pM p
Ortalama |1.18 2.28 2.68 4.60 0.0013
kat artisi
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Sekil 4.2.4.1 TA ve kontrol gruplarinin H4IIE hiicrelerinde TNF-a gen ifadelenme dizeyi
Uzerindeki etkisi (p>0.05).
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5- TARTISMA

HSK, dinyada besinci en sik gorilen primer karaciger kanseridir.
Dinya capinda kansere bagli 6limlerde Uclncl siraya gelmistir (El-Serag,
2018). Tedavisi zor olan bu kanser tipindeki ylksek 6lim orani, bilim
insanlarini yeni yolaklar ve yeni ilaglar aramaya tesvik etmistir. Biz de
calismamizda HepG2 ve H4IIE hlcrelerini 24, 48 ve 72 saat sureyle 5, 10,
25, 50, 100 uM TA dozlanna maruz biraktik. Deney sonucunda yasayan
hicreler istatistiksel anlamda kayda deder bir oranda azalmistir.
Spektrofotometrik o6lcim teknikleri ile yapilan bu calisma RT-PCR ile
desteklenmistir.

TA, iyi tolere edilebilen, dlsik yan etkiye sahip bir COX2 inhibit6rl
oldugu icin diger NSAI ilaglara nazaran daha etkilidir. Agn kesici, ates
dislrdcu ozellikleri ile hayvan modellerinde migren ve romatoid artrit gibi
hastaliklann tedavilerindeki basarisi kanitlanmistir (Colon, 2011). Son
yillarda vyapilan pek cok calismada TA’'nin kanserli hicre c¢ogalmasini
baskiladigi ve metastazi yavaslattigi bildirilmistir (Abdelrahim, 2006). Bu
sebeple calismamizda sican ve insan karacigerinin malign hicrelerinde TA'nin
etkisini arastirmay| hedefledik.

HEPG2 hicrelerine 24 saat sureyle 5, 10, 25, 50 ve 100 pM TA
uygulamasi sonucu elde edilen yasayan hicre oranlan %100, %106, %95,
%89, %59 olarak belilenmistir. 48 saat sureyle ayni dozlarda elde edilen
yasam oranlan %120, %116, %110, %89, %50 olarak belinenmistir. 72 saat
sUreyle ayni dozlarda elde edilen yasam oranlan ise %108, %110, %103,
%95, %51 olarak belirlenmistir. Dustk dozda uygulanan TA, 48 ve 72 saatte
sadece insan hucresi olan HepG2 hiicre sayisinda anlamli bir artisa neden
olmustur. Son vyillarda vyapilan bir gcalismanin sonuglan da bizim
sonuglarimizla paralellik gostermektedir. HCT116 ve HT29 kolorektal kanser
hicreleri Gzerine kurkumin ve TA’nin birlikte etkisini arastiran calismada
normal hicre olarak kullanilan H9C2 kardiyomiyosit hlicrelerinde 25 ve 50
MM TA dozunun 48 saatte hicre canliik oranint % 7 ve % 9 oraninda
arttirdigi bulunmustur. Ancak bu kiglk artis istatistiksel olarak anlamli
degildir (Umesh 2015).

H4IIE hlcrelerine 24 saat sureyle 5, 10, 25, 50 ve 100 pM TA
uygulamasi sonucu elde edilen yasayan hlcre oranlan %94, %92, %92,
%90, %74 olarak belilenmistir. 48 saat sureyle ayni dozlarda elde edilen
yasam orani %90, %92, %91, %77, %53 olarak belirlenmistir. 72 saat
sUreyle ayni dozlarda elde edilen yasam oranlar ise %88, %82, %81, %75,
%46 olarak belirenmistir. Bu sonuclara gére TA ile muamele edilen sican ve
insan karaciger kanser hicrelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigi ve bu azalmanin slre ve doz ile dogru orantili oldugu belidenmistir.
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Sonuglanmizi destekleyen cok sayida calisma bulunmaktadir. Son
yillarda yapilan calismalarda TA, akciger (Colon, 2011) ve 6zefagus
(Papineni, 2009) kanserlerinde hilicre blylmesini baskilamis ve metastazi
yavaslatmistir. TA'nin diger NSAI ilaglara nazaran kanserli hicreler tizerine
apoptozu uyarnic etkisi kanitlanmistir (Colon, 2011). Bu etkileri de COX
enzimleri araciligi ile yapmaktadir. Calismamizda 50 ve 100 uM TA uygulanan
gruplarda TNF-a aktivitesi kontrol grubuna goére kath olarak artmistir (tablo
4.2.4.1 ve sekil 4.2.4.1). Endojen TNF-a T hlcrelerinde reseptor aracili
apoptozisi indliklemektedir (Zheng L, Fisher G, Mller 1995). Ancak TNF-a’nin
kanser olusum mekanizmasi Uzerine etkisi hala net olarak bilinmemektedir.
DNA tamirini baskilayicl etkilere sahip oldugu distnlilmektedir (Szlosarek
PW, Balkwill FR, 2003). Umesh ve arkadaslan HCT116 ve HT29 kolorektal
kanser hucreleri Uzerine kurkumin ve TA’nin birlikte etkisini arastiran
calismada TA ve kurkuminin kombine kullaniminda kaspaz-3 ve kaspaz-7
aktivitesinde kath artis gérilmuis ve hicrelerin yansindan fazlasi élmastir
(Umesh 2015).

COX enziminin iki alt tipi olan COX-1 ve COX-2 enzimleri yapisal
benzerliklerine ragmen farkli fonksiyonlara sahiptirler. COX-2 ekspresyonu
ihtiyac halinde sentezlenen COX-1'den farkli olarak sitokinler, hormonlar,
mitojenler ve blUyume faktérleri tarafindan uyanlmaktadir. Bu durum
enflamatuar hastaliklar ve kanserlerde miktarinin ylksek olmasini
aciklamaktadir. Calismalar COX-2 ile dUretilen prostaglandinlerin tUmor
hicrelerinin  codalmasinda, sad kaliminda, anjiojenezde ve HSK
patogenezinde etkili oldugunu gostermistir (Gupta RA 2001).

NSAI ilaclar, COX-1 enzimini azaltirken COX-2 sentezini ve peroksizom
proliferator aktive edici reseptor (PPAR) alfa ve gamma ligandlarini
arttirmaktadir. PPAR’lar ligandlarla aktiflesen transkripsiyonel dizenlemeyi
gerceklestiren nlukleer reseptorlerdir. PPAR delta, hlcre replikasyonu, hlcre
blylumesi, farklilasmasi, timorogenez ve apoptozda rol alan hazr
sentezlenmis halde bekleyen ve prostaglandin ve analoglan tarafindan
aktiflestirilen bir alt tipidir (E.A.Meade J.M.Lehmann, 1999). Glinghammer ve
arkadaslannin calismasinda PPAR delta aktivasyonu sonucu hlicresel ¢cogalma
ve HSK'da COX-2 gen ekspresyonu artisi tespit edilmistir (Glinghammer
2003). NSAI birilag olan Sulindac, PPAR"I inhibe etmekte ve kolorektal timdr
olusumunu baskilamaktadir (T.C.He 1999).

NSAI ilaglann anti timoral etkilerinin birkag bilinen mekanizmasi da
Bcl-2 ekspresyonunu azaltmalan, seramid Uretimini arttirmalan ve NF- kB
sinyal yolagini engellemeleridir (Liu XH 1998,Yin MJ], 1998). NF- kB cogu
timoér gelisiminde aktif rol oynayan protein ailesi Uyesidir. Tum hucrelerde
inaktif halde bulunmaktadir. Inflamasyonu ve biiyliimeyi diizenleyen 200’den
fazla geni duzenlemektedir (Garg, 2002, Shishodia, 2004). HSK (Hep3B ve
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HepG2) hucrelerinde artmis COX-2 gen ekspresyon orani gosterilen bir
calismada serine/treonine protein kinaz B(Akt) fosforilasyonu selektif COX-2
inhibitdérli olan selekoksib kullanilarak azaltilmis ve bdylece apoptozun
indiklendigi sonucuna ulasiimistir (Leng 2003). Bizim calismamizda da 100
MM TA'nin HepG2 hicrelerinde 72 saat sonunda kalan hicre sayisini anlamli
olarak azalttigi saptanmistir.

Calismamizda, HepG2 hlicrelerinde TA dozuna ve ilk 48 saatte zamana
bagh olarak hicre o6liminin arttigi bulunmustur. Ayrica TA'nin H4IIE
hicrelerinde doz ve zamana bagli olarak antiproliferatif etki gosterdigi ve
TNF-a gen ifadelenmesini arttirarak apoptozu tetikledigi ortaya konmaya
calisiimistir.
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6- SONUC VE ONERILER

Karaciger kanseri tanisi ve tedavisi en zor hastaliklann basinda
gelmektedir. GuUnlUmuizdeki tedavi yontemleri hastalarnn yasam sulresini
kalitesini arttirmayr hedeflese de bunu basaramamaktadir. Kullanilan
kemoterapi ilaglannin yan etkilerinin hastalar tarafindan tolere edilmesi son
derece zordur. Bu nedenle yan etkileri en az, kanserli hiicre oldirtctligid en
yuksek ilag arama c¢alismalan devam etmektedir. Calismamizda TA
kullanmamizin nedeni, diger NSAI ilaglara gére daha az yan etkisi
bulunmasidir.

Bu calismada TA doz badiml olarak HepG2 ve H4IIE hiicre hatlarinda,
kanserli hiicrelerin cogalmasini baskilamaktadir. TA'nin 5, 10, 25, 50 ve 100
MMlik dozlan deneye alinmistir. 50 ve 100 uM’lik dozlarda anlaml bir hiicre
6lum0 goértulmuistar. Ayrica bu dozlarda TNF-a gen ifadesinde artisa neden
olarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir. NF-kB gen ifadesinde anlamli
olmasa da bir artis s6z konusudur. Bundan sonraki calismalarda apoptozu
dizenleyen reglilatérlerden Bcl-2 ve Bax gen ifadeleri galisilabilir.

TAmin diger ilaclarla kombine olarak kullaniminin etkisini
glclendirebilecegini dlisiinmekteyiz. Ayrica hayvanlar lzerinde yapilacak in
vivo deneylerle etkisinin ortaya konmasinin kanser tedavisinde yeni bir yol
acabilecegine ve bilime 1s1k tutacagina inanmaktayiz.

27



7-KAYNAKLAR DIzZINi

Abdelrahim, M., Baker, C. H., Abbruzzese, J. L., & Safe, S. (2006).
Tolfenamic Acid and Pancreatic Cancer Growth, Angiogenesis, and Sp
Protein Degradation. JNCI: Journal of the National Cancer Institute,
98(12), 855-868.

Abou-Alfa, G. K., Johnson, P., Knox, J. J., Capanu, M., Davidenko, I., Lacava,
J., Saltz, L. B. (2010). Doxorubicin Plus Sorafenib vs Doxorubicin Alone
in Patients With Advanced Hepatocellular Carcinoma. JAMA, 304(19),
2154.

Adams JIM, Cory S. Life or death decions by the Bcl-2 family. Trends.
Biochem Sc2001;26:61-6.

Aggarwal, B. B., Shishodia, S. (2004). Suppression of the Nuclear Factor-kB
Activation Pathway by Spice-Derived Phytochemicals: Reasoning for
Seasoning. Annals of the New York Academy of Sciences, 1030(1), 434-
441.

Ahmed, S., Sheraz, M. A., Ahmad, I. (2018). Tolfenamic Acid. Profiles of
Drug Substances, Excipients and Related Methodology, 43, 255-3109.

Altekruse, S. F., McGlynn, K. A., Reichman, M. E. (2009). Hepatocellular
carcinoma incidence, mortality, and survival trends in the United States
from 1975 to 2005. J Clin Oncol, 27(9), 1485-1491.

Alter, H., Block, T., Brown, N., Brownstein, A., Brosgart, C., Chang, K.-M.,
Zoulim, F. (2018). A research agenda for curing chronic hepatitis B virus
infection. Hepatology, 67(3), 1127-1131.

American Association for Cancer Research., S., International Cancer
Research Foundation., M., William H. Donner Foundation., A., Sanchez-
Arellano, B., Gordon, S., Mizutani, Y., Bonavida, B. (2006). Cancer
research: the official organ of the American Association for Cancer
Research. Inc. Cancer Research (Vol. 66). Waverly Press.

Ardoin, S. P., & Sundy, J. S. (2006). Update on nonsteriodal anti-

inflammatory drugs. Current Opinion in Internal Medicine, 5(4), 372-
377

28



KAYNAKLAR DizZINI (Devam ediyor)

Basha, R., Ingersoll, S. B., Sankpal, U. T., Ahmad, S., Baker, C. H., Edwards,
J. R., Abdelrahim, M. (2011). Tolfenamic acid inhibits ovarian cancer cell
growth and decreases the expression of c-Met and survivin through
suppressing specificity protein transcription factors. Gynecologic
Oncology, 122(1), 163-170.

Berrino, F., De Angelis, R., Sant, M., Rosso, S., Lasota, M. B., Coebergh, J.
W., & Santaquilani, M. (2007). Survival for eight major cancers and all
cancers combined for European adults diagnosed in 1995-99: results of
the EurocarE-4 study. The Lancet Oncology, 8(9), 773-783.

Bertagnolli, M. M. (2003). The potential of non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs) for colorectal cancer prevention. Journal of Surgical
Oncology, 84(3), 113-119.

Black, W. C., Bayly, C., Belley, M., Chan, C.-C., Charleson, S., Denis, D.,
Prasit, P. (1996). From indomethacin to a selective COX-2 inhibitor:
Development of indolalkanoic acids as potent and selective
cyclooxygenase-2 inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters,
6(6), 725-730.

Bruix, J., & Sherman, M. (2005). Management of hepatocellular carcinoma.
Hepatology (Baltimore, Md.), 42(5), 1208-1236.

Choi, E.-S., Shim, J.-H., Jung, J.-Y., Kim, H.-]., Choi, K.-H., Shin, J.-A., Cho,
S.-D. (2011). Apoptotic effect of tolfenamic acid in androgen receptor-
independent prostate cancer cell and xenograft tumor through specificity
protein 1. Cancer Science, 102(4), 742-748.

Colon, J., Basha, M. R., Madero-Visbal, R., Konduri, S., Baker, C. H.,
Herrera, L. J., Abdelrahim, M. (2011). Tolfenamic acid decreases c-Met
expression through Sp proteins degradation and inhibits lung cancer
cells growth and tumor formation in orthotopic mice. Investigational
New Drugs, 29(1), 41-51.

Cakarto, M. (2008). Preeklampsi patogenezinde plasental apoptozisin yeri.

Deleforge, J., Thomas, E., Davot, J. L., Boisrame, B. (1994). A field
evaluation of the efficacy of tolfenamic acid and oxytetracycline in the
treatment of bovine respiratory disease. Journal of Veterinary
Pharmacology and Therapeutics, 17(1), 43-47.

29



KAYNAKLAR DizZINI (Devam ediyor)

Dubois, R. N., Abramson, S. B., Crofford, L., Gupta, R. A., Simon, L. S., A.
Van De Putte, L. B., Lipsky, P. E. (1998). Cyclooxygenase in biology and
disease. The FASEB Journal, 12(12), 1063-1073.

El-Serag, H. B., Rudolph, K. L. (2007). Hepatocellular Carcinoma:
Epidemiology and Molecular Carcinogenesis. Gastroenterology.

Eskerod, O. (1994). Gastrointestinal Tolerance Studies on Tolfenamic Acid in
Humans and Animals. Pharmacology & Toxicology, 75, 44-48.

Flusberg, D. A., Sorger, P. K. (2015). Surviving apoptosis: life-death
signaling in single cells. Trends in Cell Biology, 25(8), 446-458.

Gish, R. (2007). Improving outcomes for patients with chronic hepatitis B.
Hepatol.

Green, D. R. (2000). Apoptotic pathways: paper wraps stone blunts scissors.
Cell, 102(1), 1-4.

Greenfield, C., Fowler, M. J. F., Wankya, B. M., Shah, M. V., Okoth, F.,
Monjardino, J., Gatei, D. (1985). The molecular relationship between
HBV infection and hepatoma in Kenya. East African Medical Journal,
62(11), 791-793.

He, T. C., Chan, T. A., Vogelstein, B., Kinzler, K. W. (1999). PPAR?J Is an
APC-Regulated Target of Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs. Cell,
99(3), 335-345.

He, X., Guo, X., Zhang, H., Kong, X., Yang, F., Zheng, C. (2018). Mechanism
of action and efficacy of LY2109761, a TGF-B receptor inhibitor,
targeting tumor microenvironment in liver cancer after TACE.
Oncotarget, 9(1), 1130-1142.

Healy, C. G., Simons, J. W., Carducci, M. A., Deweese, T. L., Bartkowski, M.,
Tong, K. P., Bolton, W. E. (1998). Impaired expression and function of
signal-transducing zeta chains in peripheral T cells and natural killer
cells in patients with prostate cancer. Cytometry, 32(2), 109-1109.

Hsi, L. C., Eling, T. E. (2003). Carcinogenesis Involving Cyclooxygenase
and Lipoxygenase, 245-255.

30



KAYNAKLAR DizZINI (Devam ediyor)

Ishak, K., in, H. Z.-S., 1987. Hepatotoxic effects of the anabolic/androgenic
steroids. (1987) by Thieme Medical

Jemal, A., Bray, F., Feray, J. (1999). Global Cancer Statistics: 2011. CA
Cancer J Clin, 49(2), 1,33-64.

John F. Butterworth, John D. Wasnick, David C. Mackey, 2016. Klinik
Anesteziyoloji, Gunes Tip Kitabevleri.

Kane, M. A., Hadler, S. C., Lee, L., Shapiro, C. N., Cui, F., Wang, X., Kumar,
R. (2013). The inception, achievements, and implications of the China
GAVI Alliance Project on Hepatitis B Immunization. Vaccine, 31, J15-
J20.

Klinghammer, L., Urschel, K., Cicha, I., Lewczuk, P., Raaz-Schrauder, D.,
Achenbach, S., Garlichs, C. D. (2013). Impact of telmisartan on the
inflammatory state in patients with coronary atherosclerosis — Influence
on IP-10, TNF-a and MCP-1. Cytokine, 62(2), 290-296.

Kroemer G, Galluzi L, Brenner C. Mitochondrial membrane permeabilization
in cell death. Physiol Rev. 2007;87:99-163.

Lavanchy, D. (2009). The global burden of hepatitis C. Liver International,
29(s1), 74-81.

Law, B. Y. K., Chan, W. K., Xu, S. W., Wang, J. R,, Bai, L. P., Liu, L., Wong,
V. K. W. (2015). Natural small-molecule enhancers of autophagy induce
autophagic cell death in apoptosis-defective cells. Scientific Reports,
4(1), 5510.

Leng, J. (2003). Cyclooxygenase-2 promotes hepatocellular carcinoma cell
growth through Akt activation: Evidence for Akt inhibition in celecoxib-
induced apoptosis. Hepatology, 38(3), 756-768.

Masferrer, J. L., Zweifel, B. S., Manning, P. T., Hauser, S. D., Leahy, K. M.,
Smith, W. G., Seibert, K. (1994). Selective inhibition of inducible
cyclooxygenase 2 in vivo is antiinflammatory and nonulcerogenic.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 91(8), 3228-3232.

31



KAYNAKLAR DizZINI (Devam ediyor)

Meade, E. A., McIntyre, T. M., Zimmerman, G. A., Prescott, S. M. (1999).
Peroxisome proliferators enhance cyclooxygenase-2 expression in
epithelial cells. The Journal of Biological Chemistry, 274(12), 8328-
8334.

Merlo, L. M. F., Pepper, J. W., Reid, B. ]., Maley, C. C. (2006). Cancer as an
evolutionary and ecological process. Nature Reviews Cancer.

Mitchell, J. A., Akarasereenont, P., Thiemermann, C., Flower, R. J., Vane, J.
R. (1993). Selectivity of nonsteroidal antiinflammatory drugs as
inhibitors of constitutive and inducible cyclooxygenase. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America,
90(24), 11693-11697.

Nazligil, Y., Uzunkdy, A., Universitesi Tip Fakiiltesi, H., Bilim Dali ve, G.,
Cerrahi Anabilim Dali, Karacigerin primer malign timédrierine genel
bakis.

Okami, J., Yamamoto, H., Fujiwara, Y., Tsujie, M., Kondo, M., Noura, S.,
Monden, M. (1999). Overexpression of cyclooxygenase-2 in carcinoma
of the pancreas. Clinical Cancer Research: An Official Journal of the
American Association for Cancer Research, 5(8), 2018-2024.

Ozer, A., Yakupogullari, Y., Beytur, A., Beytur, L., Koroglu, M., Salman, F.,
Aydogan, F. (2011). Risk factors of hepatitis B virus infection in Turkey:
A population-based, case-control study: Risk Factors for HBV Infection.
Hepatitis Monthly, 11(4), 263-268.

Papineni, S., Chintharlapalli, S., Abdelrahim, M., Lee, S. O., Burghardt, R.,
Abudayyeh, A., Safe, S. (2009). Tolfenamic acid inhibits esophageal
cancer through repression of specificity proteins and c-Met.
Carcinogenesis, 30(7), 1193-1201.

Paulie, S., Rosén, A., Ehlin-Henriksson, B., Braesch-Andersen, S., Jakobson,
E., Koho, H., Perlmann, P. (1989). The human B lymphocyte and
carcinoma antigen, CDw40, is a phosphoprotein involved in growth
signal transduction. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950),
142(2), 590-595.

Role of age and race in the risk of hepatocellular carcinoma in veterans with
hepatitis B virus infection. Cghjournal.org. (2018)

32



KAYNAKLAR DizZINI (Devam ediyor)

Ruhl, R., Seidensticker, M., Peters, N., Mohnike, K., Bornschein, J., Schitte,
K., Ricke, J. (2009). Hepatocellular carcinoma and liver cirrhosis:
assessment of the liver function after Yttrium-90 radioembolization with
resin microspheres or after CT-guided high-dose-rate brachytherapy.
Digestive Diseases (Basel, Switzerland), 27(2), 189-199.

Ruidong, X., Jing, L., Fan, B., Xinwei, W., Junfang, J., Yinying, L. (2017). A
race to uncover a panoramic view of primary liver cancer. Cancer
Biology & Medicine, 14(4), 335.

Sankpal, U. T., Abdelrahim, M., Connelly, S. F., Lee, C. M., Madero-Visbal,
R., Colon, J., Basha, R. (2012). Small molecule tolfenamic acid inhibits
PC-3 cell proliferation and invasion in vitro, and tumor growth in
orthotopic mouse model for prostate cancer. The Prostate, 72(15),
1648-1658.

Sankpal, U. T., Nagaraju, G. P., Gottipolu, S. R., Hurtado, M., Jordan, C. G.,
Simecka, J. W., Basha, R. (2016). Combination of tolfenamic acid and
curcumin induces colon cancer cell growth inhibition through modulating
specific transcription factors and reactive oxygen species. Oncotarget,
7(3), 3186-3200.

Shah, S., Mahmud, N., Mftah, M., (2006), Chronic but not acute conjugated
linoleic acid treatment inhibits deoxycholic acid-induced protein kinase C
and nuclear factor-kB activation in human colorectal.

Solomon, D., Version, D. F, (2009), Overview of selective COX-2 inhibitors.

Szlosarek, P. W., Balkwill, F. R. (2003). Tumour necrosis factor alpha: a
potential target for the therapy of solid tumours. The Lancet. Oncology,
4(9), 565-573.

Szlosarek, P., Oncology, F. B.T. lancet, (2003), Tumour necrosis factor a: a
potential target for the therapy of solid tumours.

Tracey, K. J., Cerami, A. (1993). Tumor necrosis factor: an updated review
of its biology. Critical Care Medicine, 21(10 Suppl), S415-22.

Von Mering, J., Beitrage zur Kenntniss der antipyretica. Ther Monatsch, 7,
577-587.

33



KAYNAKLAR DizZINI (Devam ediyor)

Wang, J. Y., of glycyrrhizin on NF-kB binding activity in CC14- plus ethanol-
induced liver cirrhosis in rats. Liver, 18(3), 180-185.

Zachariae, E., Sylvest, ]. (1972). Osteoarthritis of the Knee Treated with
Tolfenamic Acid. Scandinavian Journal of Rheumatology, 1(3), 97-99.

Zheng, L., Fisher, G., Miller, R., Peschon, J., Nature, D. L., (1995). Induction
of apoptosis in mature T cells by tumour necrosis factor. Springer.

34



8- 0ZGECMIS

Bireysel Bilgiler
Adi-Soyadi

Dogum tarihi ve yeri
Uyrugu

Medeni durumu
Iletisim adresleri

Egitim Durumu
Ilkokul
IIkdgretim

I:ise
Universite

: Siha AKIN

: 03.05.1986 / Kitahya
: TC

: Evli

: suhabio@gmail.com

: Seker Ilkokulu Eskisehir, 1998 _
: Huseyin Saim Ekim Ilkogretim Okulu Istanbul,

2000

: Demirci Lisesi (YDA) Manisa, 2004
: ESOGU Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Baliumud,

2012

35



