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Bedende istenmeyen ve potansiyel olarak tehkike arze-
den hicrelerin 6limUnu saglayan apoptotik hiicre 6li-
mi genetik olarak kontrol edilir ve bu yolla bedendeki
hicrelerin sayisi kontrol altinda tutulur. Apoptoz 6lim
yolagindaki yetersizlik otoimmun sistem hastaliklarindan
kansere kadar bircok hastaliga yol acabilir. Her turlu te-
davi sekline ragmen hepatoselliiler kanserler, karaciger
kanserlerine bagli 6limlerin basinda gelmektedir. Kanser
tedavisindeki temel amac kanserli hiicrelerin cogalmasini
onlemek ve bu hiicrelerin apoptozlarini uyarmaktir. Son
zamanlarda kanserin Onlenebilmesi yoniinde yapilan
bircok calismada kanser olusumu ile sfingolipidler ara-
sindaki iliskinin 6nemi ortaya konmustur. Calismamizda,
5-flourasil tuirevi ve bir seramidaz enzim baskilayicisi olan
karmofurun kanserli insan karaciger hiicre hattindaki
(HepG2) hiicrelerinin yasam oranlari ve apoptoz uyari-
mi Uzerine etkilerini arastirdik. Karmofurun hiicre yasam
oranlarina etkisi MTT yontemiyle, apoptoz uyarimi etkisi
flow sitometri yontemiyle, hiicrelerdeki morfolojik degi-
siklikler ise konfokal mikroskobuyla incelendi. Karmofu-
run cesitli konsantrasyonlarinin (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55 ve 60 uM) 24 saat uygulanmasi sonucunda
kontrol grubuna gore (% 100) hiicrelerdeki yasam oran-
lari sirastyla % 100, 77, 65, 64, 46, 38, 34, 30, 26, 20, 14 ve
9 olarak tespit edildi. Karmofurun 24 uM (IC50) dozunun
24 saat uygulanmasi sonucunda bu hiicre populasyo-
nundaki apoptotik hiicrelerin yilizdesinin kontrol grubu-
na gore arttigi belirlendi. Kontrol grubu (yaklasik % 1) ile
karsilastirildiginda karmofurun 24 saat uygulanmasi so-
nucunda kanserli karaciger hiicrelerinde flow sitometrik
olarak o6l¢iilen toplam 6lim orani % 28 dir. Hlicrelerdeki
bu apoptotik degisimler konfokal mikroskobuyla kroma-
tin yogunlagsmasi, hiicrelerin biiztismesi, hiicre iskeletinin
bozulmasi ve DNA'nin parcalanmasi, hiicre zarlarinin se-
kil degisikligi seklinde tespit edildi. Bu calisma sonucun-
da karmofurun HepG2 hiicrelerinin cogalmasini baskila-
digi ve apoptozunu uyardigi gosterildi.
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ABSTRACT

Apoptosis is a fundamental genetically controlled cell
death process that controls cell number by removal of
unwanted and potentially dangerous cells. Failure of
apoptosis can cause severe anomalies, ranging from
autoimmune disease to cancer. Despite of clinical tre-
atments, hepatocellular carcinoma is one of the most
common causes of liver cancer death. The main purposes
of cancer treatment are to inhibit the proliferation and
to induce the apoptosis of cancer cells. Recent studies
regarding the relationship between sphingolipids and
carcinogenesis are revealing novel molecular targets for
cancer chemopreventation. We tested whether carmofur,
a ceramidase inhibitér and a derivate of 5-fluorouracil,
changes the survival rate and induces apoptosis in a hu-
man hepatoma cell line (HepG2). We determined in vitro
survival rate with MTT, apoptosis with flow cytometry
and  morphological changes  with  confogal
microscopy. After treatment of hepotama cells with
carmofur (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60
uM) for 24 h, cell survival rate was determined as 100,
77,65, 64, 46, 38, 34, 30, 26, 20, 14 ve 9 %, compared to
control group (% 100), respectively.

Increased percentage of apoptotic cells after treatment
of cells in this population with 24 uM Carmofur (the half
maximal inhibitory concentration) for 24 h was determi-
ned. The total death rate of control group ( 1 %) of hepo-
toma cells was increased up to (28 %) after 24 hr carmofur
treatment. The morphological changes as apoptotic mar-
kers were observed by confogal microscopy (chromatin
condensation, cell shrinkage, fragmented DNA and cy-
toskeleton and cell membrane misconfigurations).
This  study revealed that carmofur posseses
antiproliferative and apoptotic properties on hepatoma
cells.

KEYWORDS: Carmofur, Apoptotic, Antiproliferative, He-
patoma.
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GiRiS

Karaciger kanserleri icinde en yaygin olani he-
patoselltler karsinomdur (HCC). Hepatositler-
den kaynaklanan HCC kanser turleri arasinda
en sik gorilen altinc kanser turudur. Hepato-
selltler karsinomda en fazla tercih edilen teda-
vi sekli cerrahi muidahalelerdir (1). Cerrahinin
uygun olmadigi durumlarda ise kemoterapi,
radyoterapi, ablasyon gibi diger tedavi sekilleri
tercih edilmektedir. HCC'li hastalarin ¢cogunda
antikanser ilaglara karsi bir diren¢ géruldigin-
den HCC tedavisinde yeni yontemler arastiril-
maktadir (2). Ginimuzde hucrelerin kontrolsuz
olarak cogalmalarini saglayan yolaklarin aktive
olmasinin ve apoptoz yoluyla 6lmesi gereken
hicrelerin 6lumlerinin engellenmesinin kanse-
re yol actigi belirtiimektedir (3). Bu surecte yer
alan bircok hucre ici ve disi yolak bulunmakta-
dir. Kanser ile ilgili arastirmalarda sfingolipid
metabolizmasi Uzerine yapilan ¢alismalarda 6n
plana ¢ikmaktadir. Hiicre zarinda yogun olarak
bulunan sfingomiyelinin uzun zamandir sadece
yapisal gorevleri oldugu dustunulmusse de ya-
pilan calismalarda hicre hasari ve hicre 6lim
olaylarinda da 6nemli gorevler Ustendikleri or-
taya konmustur (4). Sfingolipidler, hiicrelerde
onemli sinyal yolaklarini uyaran ya da baskila-
yan yapisal bilesiklerdendir. Sfingolipidlerden
olusan ve hiicrelerde ikinci haberci olarak gérev
yapan seramid, seramid-1 fosfat (C1P), sfingozin
ve sfingozin-1 fosfatin (S1P) hiicre ¢cogalmasi,
apoptoz, inflamasyon ve hiicre déngusu Uzeri-
ne etkileri ortaya konmustur (5,6). Sfingolipid-
lerin timor olusumunda, kanserin ilerlemesin-
de ve kanser tedavi etkinligindeki rolu giderek
onem kazanmaktadir. Sfingolipid tirleri arasin-
daki dengenin bozulmasi kanserin ilerlemesine
ya da kanserin baskilanmasina yol agmaktadir.
Bu sfingolipidler arasinda ozellikle seramid ve
S1P’in huicre cogalmasindaki genleri diizenledi-
gi bilinmektedir (7). Hiicrelerde seramid duiizeyi
ile S1P duzeyi arasinda bir denge bulunmakta-
dir. Bu dengenin seramid yoniine kaymasi hiic-
renin cogalmasinin engellenmesine, hicrenin
apoptozuna ve 6lumune yol acarken; dengenin
S1P yonulne kaymasi hiicrenin cogalmasina ve
apoptozdan kacmasina yol acmaktadir (8). Ya-
pilan bircok calismada da timor nekroz faktor
(TNF), oksidatif stres, bliyime faktoérlerinin bas-
kilanmasi, antikanser ilaglar, radyasyon ve UV

Isinl gibi stres faktorlerinin hiicrelerde seramid
yapimini uyardigi ve hiicrelerin 6limiine neden
oldugu gosterilmistir. Blyume faktorleri ise se-
ramidaz ve sfingozin kinaz enzimlerini aktive
ederek, seramid dizeyini distrir ve S1P'nin
yapimini arttirarak hicrelerin ¢ogalmasina ve
seramid uyarimli apoptozun baskilanmasina
neden olur (9). Bu nedenle klinik ya da deneysel
calismalarda hiicre igerisinde seramid diizeyini
arttiran ilaclar hicrelerin cogalmasini engelle-
mek ve apoptozunu uyarmak icin; seramid du-
zeyini azaltan ya da S1P dizeyini arttiran ilaglar
hicrelerin apoptozunu baskilamak ya da ¢ogal-
masini uyarmak icin kullanilmaktadir (10). Hiic-
relerde seramid miktarini azaltan enzimlerden
bir tanesi de seramidaz enzimidir. Kanser teda-
visine yonelik olarak degerlendirildiginde ise,
kanser hucrelerinde artan seramidaz enzim ak-
tivasyonu hiicrelerde seramid diizeyini azaltir-
ken, S1P diizeyini arttirmakta, hiicrelerin ¢cogal-
masini uyarirken apoptozunu baskilamaktadir.
Bu nedenle, hiicre i¢i seramidaz enzim diizeyi
seramid, sfingozin ve S1P dengesinin korun-
masinda oldukg¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
denge bir hiicrenin 6lime direncini, 6limuni
veya ¢ogalmasini diizenlemektedir (11,12). Bir-
cok kanser hiicresinde normal hiicrelere goére
seramidaz duizeyinin yuksek oldugu bulunmus-
tur. Bu nedenle seramidaz enzim aktivitesinin
baskilanmasinin kanser tedavisinde o6nemli
oldugunu disunmekteyiz. Bu nedenle calis-
mamizda seramidaz baskilayici bir ajan olarak
bilinen karmofurun (1-hexycarbamoly-5-fluo-
rouracil) kanserli karaciger hicrelerinin ¢ogal-
masina ve apoptoz uyarimina etkisini in vitro
ortamda arastirdik.

GEREC VE YONTEM

GCalismamizda hayvan deneyleri yapilmadi-
g1 icin etik kurul onayi alinmamistir. Karmofur
(1-hexycarbamoly-5-fluorouracil, Sigma) dime-
tilstlfoksit (DMSO, Sigma) icerisinde ¢6ziindiik-
ten sonra besiyeri icinde diltie edilerek (RPMI-
1640, Gibco) karmofurun 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55 ve 60 pM dozlari hazirlandi.
HepG2 hiicreleri (American Type Culture Colle-
ction, ATCC, USA) icerisinde % 10 fetal dana se-
rumu (FCS, Sigma) ve % 1 penisilin-streptomisin
(Sigma) bulunan RPMI-1640 besiyeri icerisinde
37 °C'de, % 95 02 ve % 5 COz2 icereren etlivde



flask icerisinde ¢ogaltildi. Flask tabani en az %
95 oraninda hiicreyle kaplaninca hicreler de-
neye alindi. Hiicrelerin ylzeyden sokulmesi is-
leminde % 0,25 tripsin-EDTA (Sigma) ¢ozeltisi
kullanild.

MTT olgiimleri

Flask tabanindan ¢oziilen hicreler 96 kuyucuk-
lu kaplara ortalama 1000 hiicre olacak sekilde
ekildikten sonra karmofurun 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60 uM dozlari hicre-
lere 24 saat boyunca uygulandi. 24 saat sonra
her bir kuyucuga 20 pyL MTT c¢ozeltisi eklendi.
2-4 saat inkiibasyonda bekletilen 96 kuyucuklu
kaplarin her birindaki MTT ¢ozeltisi ¢ekildikten
sonra her bir kuyucuga 100 pL DMSO konul-
du. 96 kuyucuklu kap karanlik ortamda oda si-
cakhginda hafifce karistirilarak en az 10 dakika
bekletildikten sonra kaplar ELISA okuyucusun-
da (EL x 808, BioTek, USA) 540 nm'de okutuldu
(n=3). ELISA okuyucusundan elde edilen optik
yogunluk verileri kontrol grubundaki yasayan
hicrelerin ylzdesi her bir kutucuktaki ilag veri-
len hiicre absorbansi yiiz sayisi ile ¢arpildiktan
sonra kontrol hicrelerinin ortalama absorban-
sina bolliinerek hesaplandi.

Apoptoz olciimleri

Karmofurun apoptotik etkisi floresan izotiyosi-
yanat (FITC) Anneksin V (Invitrogen, Camarillo,-
CA) boyama yontemi ile flow sitometrik olarak
belirlendi. Anneksin V 6l¢liim tekniginin prensi-
bi, apoptoz uyarisi alan hiicrenin zarinin i¢ yu-
zeyinde bulunan lipit sirasindaki fosfatidilseri-
nin hiicre zarinin dis lipit tabakasina gecisinin
tespiti esasina dayanir. Bu yer degistirme apop-
tozun erken déneminde gerceklesir. Anneksin V
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu
icin, bu protein floresan bir madde FITC ile isa-
retlenerek apoptotik hiicre goériinir hale getiri-
lir. Bu baglanma orani da flow sitometri ile 6lcU-
lebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de anneksin
baglanmasi gorilebilecegi icin ayrica vital bir
boya olan propidiyum iyodur (Pl) boyamasi da
yapilir. Canli huicreler zarlar saglam oldugu igin
Pl boyasi ile boyanmazlar. Canli hiicreler FITC
(-) / PI (-), erken apoptotik hiicreler FITC (+) /
Pl (-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hicreler
FITC (+) / PI (+) olarak ayirt edilir (13,14). MTT
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yontemi ile hiicrelerdeki yizde elli 6lime yol
acan doz (24 uM) tespit edildikten sonra hiic-
relerdeki 6lim tipini (apoptoz/nektroz) ortaya
koyabilmek amaciyla bu dozla flow sitometrik
Olctimlere gecildi. Flow sitometrik dlcimler icin
1x106 hiicre her kuyuda olacak sekilde 6 kuyu-
lu plakalara ekim yapilmistir. Kuyulardan g
karmofurun % 50 6lime yol acan dozu 24 uyM
ile 24 saat inktbe edilmistir. Diger ¢ kuyudaki
hicrelere karmofur uygulanmamis ve kontrol
olarak birakilmistir. Inkiibasyondan sonra her
kuyudaki hiicreler ayri ayri ependorf tiiplere ka-
zinarak kaldirilmis ve Muse AnneksinV kitindeki
protokole uygun olarak 100 pLde hiicre olacak
sekilde ayarlama yapilarak hicreler 15 dakika
karanlhk ortamda oda sicakhginda bekletilmis-
tir. Bekleme suresinden sonra hiicreler Muse
Cell Analyser (Merck, Millipore) cihazinda oku-
tularak analiz edilmistir.

Konfokal mikroskop analizleri

Hlcreler 24 saat 24 uM karmofur ile muamele
edildikten sonra besiyeri ortamdan uzaklastiril-
di ve fosfat tampon sollisyonu (PBS, Invitrogen)
ile yikandi. Hucreler % 2 glutaralaldehitle 15
dakika oda sicakhginda bekletildikten sonra
Alexa-Flour-488 phalloidin ve akridin orange
boyasi ile boyandi. Boyama islemi sonrasinda
hicrelerin morfolojik degisimleri Leica ICS-SP5
konfokal mikroskobunda gézlemlendi.

istatiksel analizler

Elde edilen veriler kontrollin ortalama % frak-
siyonu * standart hata seklinde ifade edildi.
istatistiksel degerlendirme SPSS paket progra-
minda tek yonli varyans analizi ve ardindan Tu-
key’in cok yonlu karsilastirma testi ile gercekles-
tirildi. Flow sitometrik degerler % olarak ifade
edildi. Her bir deney en az 3 kez tekrar edildi.
Kontrol grubuna goére anlamlilik degerleri * : p
<0.05,**:p < 0.01, ***: p < 0.001 dir.

BULGULAR

Karmofurun hiicre canliigina ve apoptoz
uyarimina etkisi

HepG2 hiicrelerinin 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55 ve 60 uM karmofur ile 24 saat mua-
melesi sonucunda kontrol (% 100, besiyeri or-
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SEKIL 1: HepG2 hiicrelerine 5-60 mikromolar karmofu-
run 24 saat boyunca uygulanmasi sonucunda elde edilen
hiicre yasam oranlari

tami) grubuna gore hiicrelerdeki yasam oranla-
rn sirastyla % 100, 77 (p < 0.01), 65, 64, 46, 38,
34, 30, 26, 20, 14 ve 9 (p < 0.001 ) olarak tespit
edildi. Karmofurun IC50 dozu 24 mikromolar
olarak hesaplandi (Sekil 1). En yuksek dozdaki
DMSO konsantrasyonunda (% 0.01) hiicrelerin
yasam oranlarinda bir degisiklik olmadi. Kan-
serli HepG2 hiicrelerinin 24 uM karmofur ile 24
saat boyunca muamelesi sonucunda kontrol
grubuna gore apoptotik 6lim siirecinin erken
evreleri degerinin % 0.25'den % 23.15'e ciktigi
tespit edilmistir. Bu dozdaki karmofurun hiicre-
ler Gzerindeki toplam 6lim orani da % 28 olarak
hesaplanmistir (Sekil 2).
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SEKIL 2: 24 saat boyunca karmofurun HepG2 hiicreleri-
nin % 50 sini 6ldiren dozunun (24 mikromolar) uygulan-
masi sonucunda kontrol grubuna (sadece besiyeri uygu-
lanan) gore (% 0,25) hiicrelerde erken apoptoz degerinin
% 23 degerine ciktigi tespit edildi.

SEKIL 3: ilac uygulanmayan kontrol grubundaki HepG2
hicreleri (3a) ile 24 saat boyunca karmofur uygulanan
HepG2 hiicrelerinde (3 b,c,d) gézlemlenen konfokal ana-
lizleri. 3a: Sadece besiyeri uygulanan kontrol grubunda
yapilan konfokal analizler sonucunda hiicrelerde g6zlem-
lenen normal ¢ekirdek ve hiicre iskeleti goriinim. 3b: 24
mikromolar karmofurun 24 saat boyunca uygulanmasi
sonucunda hiicrelerde goézlenen kromatin kondenzas-
yonu, hiicre zarinda tomurcuklanma ve at nal seklinde
cekirdek yapisi. 3c: Hiicrelerin % 50'sini 6ldiren karmo-
fur dozunun 24 saat uygulanmasi sonucunda hticrelerde
go6zlemlenen kromatin yogunlasmasi, hiicre seklinde ve
iskelet yapisinda gézlemlenen hasarlar. 3d: 24 mikromo-
lar karmofurun hiicreler tizerinde olusturmus oldugu se-
kil bozuklugu ve hiicre iskeleti hasari gortintsdi.
Konfokal mikroskobik ve ince yapisal analizler
Karmofurun 24 uM dozu ile 24 saat inklbe edi-
len hiicrelerin konfokal mikroskobuyla yapilan
incelemesinde hiicrelerde c¢ekirdek fragmen-
tasyonu ve kromatin yogunlasmasi gibi apop-
totik ozellikler tasidigi gozlemlendi (Sekil 3).

TARTISMA

Kanserin 6nlenmesine ve tedavisine yonelik ya-
pilan arastirmalar her gecen gun artmaktadir.
Bu arastirmalardan elde edilen sonuclarda bir-
cok kritik nokta tespit edilmistir. Bunlardan en
onemlisi kanseri olusmadan onleyebilmektir.
Diger birunsur dasaghklihiicrelere zarar verme-
den kanserli hiicrelerin cogalmasini 6nlemek ya
da kanserli hiicreleri 6ldirmektir. Kanserli hiic-
reler basitce kontrolsiiz ¢ogalan hicrelerdir.
Kontrolstiz cogalmanin hucresel diizeyde bir-
cok yolagi olabilmektedir. Bunlardan bir tanesi



sfingolipid yolagidir. Bu yolagin temel bileseni
olan sfingomiyelin hiicre zarinin yapisal bir bi-
lesenidir. Ayni zamanda hicre ¢ogalmasinda,
kemoterapatik ilaglara yanit olusumunda ve
kanser olusumunda/engellenmesinde gorev
alan bircok bioaktif lipidin sentezine de 6ncilik
eder. Sfingolipidler, hiicrelerde 6nemli sinyal
yolaklarini uyaran ya da baskilayan yapisal bile-
siklerdendir. Sfingolipidlerden olusan ve hiicre-
lerde ikinci haberci olarak gorev yapan seramid,
seramid-1 fosfat (C1P), sfingozin ve sfingozin-1
fosfatin (S1P) hicre ¢ogalmasi, apoptoz, inf-
lamasyon ve hiicre déngusi Uzerine etkileri
ortaya konmustur (5,6). Bu sfingolipidlerin ice-
risinde yer alan seramid hticrelerin yasamlarini
ya da olimlerini belirleyen aracilardan birisidir
(15). Tumor nekroz faktor, oksidatif stres, bu-
yume faktorlerinin  baskilanmasi, antikanser
ilaglar, radyasyon ve UV 1sini gibi stres faktorleri
hicrelerde ozellikle sfingomiyelinaz enzimini
aktive eder, seramid yapimini uyarir ve hiicrele-
rin 6limulne neden olur. Buyime faktorleri ise
seramidaz ve sfingozin kinaz enzimlerini aktive
ederek, seramid dizeyini distrir ve S1P'nin
yapimini arttirarak htcrelerin ¢ogalmasina ve
seramid uyarimli apoptozun baskilanmasina
neden olur (5,9). Bu nedenle klinik ya da de-
neysel calismalarda hiicre icerisinde seramid
dizeyini arttiran ilaglar hicrelerin ¢ogalmasini
engellemek ve apoptozunu uyarmak icin; sera-
mid diizeyini azaltan ya da S1P diizeyini arttiran
ilaglar hiicrelerin apoptozunu baskilamak ya da
¢ogalmasini uyarmak icin kullaniimaktadir (10).
Bircok kanser turtinde hiicrelerde seramid mik-
tarinin azaldigi ve bu azalmaya bagli olarak da
hicrelerin apoptozdan yani olimden kactig
gosterilmistir. Antikanser ilaclarin seramid olu-
sumunu uyararak kanserli htcrelerde 6lime
yol actigi bircok calismada gdsterilmistir. Sera-
midaz enzimi, seramid molekulindeki yag asidi
ile sfingozin molekili arasindaki N-asil bagini
parcalayarak sfingozin ve serbest yag asidinin
olusumuna neden olur (16). Sonucta seramidaz
hicrelerdeki seramid duzeyini azaltirken S1P
dizeyinin artmasina yol acgar. Kanserli prostat
hicrelerinde (DU145, LnCaP ve PC3), bas ve bo-
yun ile melanoma hiicrelerinde seramidaz en-
zim duzeylerinin kontrol gruplarina gore yuksek
oldugu gosterilmistir (6,17,18). Kanserli prostat
hicrelerinde radyasyon terapisi sirasinda sera-
midaz enzim diizeyinin arttigi ve bu artigin ilag-
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la tedaviye ve radyasyon terapisine karsi direng
olusturdugu tespit edilmistir (12,18). Serami-
daz enziminin baskilanmasinin kanserli pros-
tat hiicrelerinde apoptozu uyardidi ve kanser
blylmesini engelledigi gosterilmistir (19,20).
Kanserli karaciger hiicrelerinde de benzer sekil-
de seramidaz enzim aktivitesinin baskilanmasi-
nin kanser ilaglarina olan direnci azalttigi tespit
edilmistir (21). Tim bu literatiirler degerlendiril-
diginde, kanserli hiicrelerde tek basina seramid
dizeyini arttirmadan ziyade seramidaz enzim
aktivitesinin baskilanmasinin ya da bu etkileri
birlikte ortaya koyan tedavi se¢ceneklerinin daha
etkili olabilecegini diisinmekteyiz. Bu nedenle
biz calismamizda bir seramidaz enzim baskilayi-
a ilag olan karmofurun kanserli hepatoselliler
hicrelerde hiicre cogalmasini ve apoptoz uyari-
c1 etkisini arastirdik. 10 uM dozdan itibaren kar-
mofur bu hiicrelerin canliligini kontrol grubuna
gore anlamli 6l¢lide azaltti. En yliksek doz olarak
kullandigimiz 60 uM karmofur kontrol grubuna
gore hicrelerin % 90'in1 6ldirdigi tespit edildi.
Baska bir deyisle, kanserli karaciger hiicrelerinin
24 saat boyunca 60 uM karmofurla muamelesi
sonucunda kontrol grubuna goére hicrelerin
yasam oranlar % 10’ lara kadar disti. Calisma-
mizi destekler sekilde karmofurun kanserli ba-
girsak, (SW403) ve bobrek (LNCaP) hiicrelerinde
seramidaz enzimini baskiladigi, insan embri-
yonik bobrek hiicrelerinde de hiicre ¢ogalma-
sinl azalttigi gosterilmistir (15). Benzer sekilde
kanserli insan meme, fibrosarkoma, noroblas-
toma, melanoma ve sican glioma hiicrelerinde
de cogalmayi azaltici etkiler ortaya konmustur
(22). MTT sonuglari sonucunda karmofurun
HepG2 hiicrelerindeki IC50 dozu 24 uM olarak
belirlenmistir. Bu doz ile yapilan flow sitomet-
rik analizler sonucunda da karmofurun hicre-
lerin apoptotik 6ltim sirecinin erken evrelerini
kontrol grubuna gore arttirdigi tespit edilmistir.
Bu sonuclara destek olarak da yapilan konfokal
mikroskobik analizlerde karmofurla muamele
sonucunda hicrelerde apoptotik belirteglerin
oldugu ortaya konulmustur. Kontrolsiiz ¢cogda-
lan kanser hticrelerine bir¢cok kaynakta o6lim-
stz hicreler de denmektedir. Normalde 6lmesi
gereken bir hiicrenin 6lmemesi ve bu hiicrenin
¢ogalmasi kanseri baslatir. Kanserli hiicrelerin
olimden kagmasinin yani programlanmis 6lim
surecinden (apoptoz) bir anlamda kurtulmasi-
nin altinda bir¢ok hticresel yolak yatmaktadir.
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Kanser tedavisindeki amac kanserli hiicrelerin
apoptozunu uyarmaktir. Bunu gerceklestirebil-
mek icin de kanserli hiicrelerde hangi hiicresel
yolagin degistini/bozuldugunu tespit etmek
gerekir. Bu yolaklardan birisi olan sfingolipid
yolaginda artmis seramidaz aktivitesi hiicreler-
deki seramid diizeyini azaltirken S1P diizeyinin
artmasina yol acar. S1P dlzeyinin artmasi da
hicrelerin apoptozdan ka¢masina ve 6lmesi
gerekirken yasamasina yol acgar. Calismamiz-
da bir seramidaz baskilayici olan karmofurun
HepG2 hiicrelerinde, hiicrelerin yasam oranla-
rini anlamli sekilde azalttigini tespit ettik. Kar-
mofurun bu etkiyi apoptoz uyarim araciligiyla
yaptigini da ortaya koyduk. Bir seramidaz baski-
layici ilag olan karmofurun bu etkisinin 6zellikle
kanser tedavisine ve kanser arastirmalarina i1sik
tutabilecegini dusinmekteyiz.
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