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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KARACIGER KARSINOMU (HepG2) HUCRELERINDE
CiSPLATIN TOKSiKASYONUNA ARBUTININ ETKIiLERI

Hatice EVIN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitsu
Kimya Anabilim Dal1
Damsman: Dog. Dr. Omer HAZMAN

Kanser tedavisinde cerrahi yaklagim, radyoterapi ve kemoterapi yillardan beri
kullanilmaktadir. Ozellikle kemoterapik tedavide kanserli hiicre ve dokularn diginda
kalan kisimlarda olusan yan etkileri azaltacak kombine tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi kanser tedavisinin basar1 sansini artirmaktadir. Bu nedenle s6z konusu yan
etkileri azaltacak alternatif yontemler sik¢a arastirmalara konu olmaktadir. Sunulan
calismada da bir antioksidan olarak arbutinin karaciger karsinomu (HepG2) hiicreleri
tizerine olast etkileri ile bir kemoterapik ajan olan cisplatinin olusturdugu toksikasyona

kars1 arbutinin HepG2 hiicrelerinde etkinliginin belirlenmesi amaglanmustir.

Arbutin ve cisplatinin antikanserojenik etkinlikte dozlar1t MTT analizleri ile belirlendi.
Arbutin izoformlarina ve cisplatine ait lethal lozlar (LD) belirlendikten sonra deney
gruplart (Grup 1: Kontrol, Grup 2:LDo dozunda a-arbutin, Grup 3:LDsp dozunda a-
arbutin, Grup 4: LDso dozunda cisplatin Grup 5: Tedavi grubu LDso dozunda Cisplatin +
LDo dozunda a-arbutin olusturuldu. Deney gruplarindan elde edilen numunelerde
biyokimyasal olarak total antioksidan statli (TAS), total oksidan statti (TOS), oksidatif
stres indeksi (OSI), proinflamatuvar stokin duzeyleri (TNF-a, IL-6 ve TGF-B1) belirlendi.
Molekiiler analizlerle ise DNA hasar1 (comet testi ile), mikroniikleus olusumu araciligi
ile deney gruplarinda yapilan uygulamalarin genotoksisiteye etkisi belirlenmeye ¢alisildi.
Apoptozisle ilgili kaspaz 3 ve proliferasyonla ilgili Bcl-2 genlerinin mRNA ekspresyon

dizeyleri RT-PCR yardimiyla analiz edildi. Ayrica olusturulan in-vitro modellemede



yapilan uygulamalarin p53 ve kaspaz3 dlzeylerine etkileri immunostokimyasal
yontemlerle analiz edildi.

Sitotoksisite analizleri sonucunda a-arbutinin LDso dozundaki sitotoksiste diizeyi [-
arbutine gore daha yliksek ¢iktig1 icin ¢aligmalarda a-arbutin kullanildi. Diisiik doz (LDo
dozunda) a-arbutinin tek basma hepatoselliiler karsinom (HepG2) hiicrelerine
uygulandiginda herhangi bir genotoksik ve sitotoksik etkileri olmadigi, inflamasyon,
apoptoz ve proliferasyonu etkilemedigi belirlendi. Bununla birlikte cisplatin
toksikasyonu olusturulduktan sonra tedavi amaciyla diisiik doz arbutin kullanildiginda,
cisplatin  toksikasyonu sonucu artan oksidatif stres, inflamasyon, genotoksisite
diizeylerinde diistisler gézlenirken, bu durumdan kaspaz 3 seviyelerinin etkilenmedigi
belirlendi. a-arbutinin yuksek dozlarda (LDso dozunda) HepG2 hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda ise oksidatif stresi, genotoksisiteyi, inflamasyonu, apoptozu artirarak,
proliferasyonu ise baskilayarak hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde antikanserojen

etkiler gosterebilecegi belirlenmistir.

Elde edilen bulgular karaciger karsinomu HepG2 hiicre hattinda cisplatin toksikasyonu
sonucu olusan hasarda arbutinin yararli etkiler gosterebilecegine isaret etmektedir.
Ayrica sunulan ¢alisma ile HepG2 hiicre hattinda 6zellikle de yiksek dozlarda arbutin

izoformlarinin antikanserojenik etkilerinin olabilecegini gostermektedir.

2020, ix + 88"sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis
EFFECTS OF ARBUTIN ON CISPLATIN TOXICATION IN HEPATIC
CARCINOMA HepG2 CELLS
Hatice EVIN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Omer HAZMAN

Surgical approach, radiotherapy and chemotherapy have been used in cancer treatment
for many years. Especially in chemotherapeutic treatment, the development of combined
treatment methods to reduce the side effects that occur outside the cancer cells and tissues
increases the chance of success of cancer treatment. Therefore, alternative methods to
reduce these side effects are frequently investigated. In the present study, it was aimed to
determine the efficacy of arbutin against hepatic toxicity caused by cisplatin, a
chemotherapeutic agent, with the possible effects of arbutin on liver carcinoma (HepG2)

cells as an antioxidant.

The doses of arbutin and cisplatin in anticarcinogenic efficacy were determined by MTT
analysis. After lethal loses (LD) of arbutin isoforms and cisplatin were determined,
experimental groups (Group 1: Control, group, Group 2: LDo dose a-arbutin, Group 3:
LDso dose a-arbutin, Group 4: LDso dose cisplatin, Group 5: Treatment group LDso dose
Cisplatin + LDo dose a-arbutin was created. Biochemical total antioxidant status (TAS),
total oxidant status (TOS), oxidative stress index (OSlI), proinflammatory stokin levels
(TNF-a, IL-6 and TGF-pl) were determined in the samples obtained from the
experimental groups. Molecular analysis of DNA damage (comet test), the effect of
micronucleus formation on genotoxicity in experimental groups were tried to determine
the applications. MRNA expression levels of apoptosis-related kaspaz 3 and proliferation-
related Bcl-2 genes were analyzed by RT-PCR. In addition, the effects of in-vitro
modeling on p53 and kaspaz3 levels were analyzed by immunocytochemical methods.



As a result of cytotoxicity analyzes, a-arbutin was used in the studies since the level of
a-arbutine in LDso dose cytotoxicity was higher than B-arbutine. When low dose (in LDo
dose) a-arbutine was administered to hepatocellular carcinoma (HepG2) cells alone, it
was determined that it did not have any genotoxic and cytotoxic effects and did not affect
inflammation, apoptosis and proliferation. However, when low dose arbutin was used for
treatment after cisplatin toxicity was created, it was observed that the levels of oxidative
stress, inflammation and genotoxicity decreased due to cisplatin toxicity. Caspase 3 levels
were not affected. As a result of the application of a-arbutine to HepG2 cells at high doses
(LDso dose), it was determined that it may exhibit anticancergenic effects in
hepatocellular carcinoma cells by increasing oxidative stress, genotoxicity, inflammation,

apoptosis and suppressing proliferation.

The findings suggest that arbutin may have beneficial effects in liver carcinoma HepG2
cell damage caused by cisplatin toxicity. Furthermore, the present study demonstrates that
arbutin isoforms may have anticarcinogenic effects, especially at high doses in the HepG2
cell line.

2020, ix + 88" sayfa
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1. GIRIS

Kanser, son ylizyilda insanoglunun karsilastig1 ve toplumdaki insidansinda her gecen giin
daha fazla artis goriilen hastaliklarin baginda gelmektedir. Diinyada kanser 6liim nedeni
olarak ikinci siradadir. Yapilan kanser arastirmalarina gore 2030 yilina kadar kanserin

hizla artis gdstererek ilk siraya yerlesebilecegi dng6riillmektedir (Int Kay. 1).

Kanser diinyada mortalitesi strekli artan toplumsal sorunlardan biri haline gelmistir. Her
yil diinya da 8 milyondan fazla insana kanser teshisi konmaktadir (Jemal vd. 2010). Cogu
kanser tiiri i¢in yapilan c¢alismalarda, saglikli bir diyet ve yasam tarzin1 degistirerek

korunabilecegini gostermektedir (Anand vd. 2008).

Yillardir kanser tedavisinde kullanilan yontemler cerrahi yaklasim, kemoterapi ve
radyoterapidir. Kanserde kullanilan tedavinin g¢esitleri ve rehabilitasyon sdreleri maddi
kayiplara yol actig1 gibi, kanserli hastalarin psikolojisi, ailelerinin uzun siire ¢ektigi

sikintilar, maddi ve manevi baskilara da yol agmaktadir (Adam vd. 2013).

Bulunan tedavi yontemlerinin hastalarin yasam tarzina olumsuz etkileri ve yan etkileri
sebebiyle bilim adamlarin1 daha dogal ve yan etkisi az olabilecek yontemler arastirmaya
yonlendirmistir. Bu baglamda bitkilerden elde edilen antikanser etkili bilesenlerin etkileri
in vivo ve in vitro deney modelleri ile laboratuarlarda, tedaviye etkisi oldugu gozlenenler

ise kliniklerde goniilliiler tizerinde denenmeye baglanmistir (Deisinger vd. 1996).

Gilinlimiizde birgok tibbi bitkide bulunan ve dogal olarak olusan bir glikozit olan arbutin
basta cilt kanseri tedavisi, bobrek tasi tedavisi, idrar yollar1 enfeksiyonlarinin tedavisi,
ciltte goriilen ¢il ve lekelenmelerin tedavisinde cilt beyazlatma ajani olarak, ilag ve
kozmetik sanayisinde yerini almis bulunmaktadir (Olumide vd. 2008). Ayrica arbutin
izoformlar1 ve tlirevlerinin cilt kanseri iizerine etkili olabilecegi bir¢ok calisma ile

gosterilmistir (Cheng vd. 2007, Nawarak vd. 2009).

Arbutinin melonomada antikanser etkileri gosterilmis olmasina karsi diger kanser

tiirlerine etkisi hakkinda yapilan ¢alisma ¢ok az sayidadir. Arbutinin antitirozinaz
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etkinligi nedeniyle cilt lekelerine kars1 kozmetik {iriin olarak kullanildig1 da diisiiniiliirse,
bu iriinlerin kanserli hastalarda giivenilirliginin arastirilmasi1 6nemli olabilir. Bu
baglamda yapilan laboratuvar analizleri ile karaciger kanseri hiicre hatt1 olan
hepatokarsinom (HepG2) hiicrelerinde diistiik ve yuksek dozlarda arbutinin etkilerinin
arastirilmasmin yaninda, HepG2 hucrelerinde bir kemoterapik ajan olan cisplatinin
olusturdugu toksikasyona arbutinin olasi yararli/zararli etkilerinin de belirlenmesi

hedeflenmistir.

Sunulan galismada kemoterapik olarak kullanilmasi diisiiniilen cisplatin, selektif ve
spesifik olarak hiicre ¢ogalmasini engelleyen ve igeriginde agir bir metal olan platin (Pt)
elementini igeren giiglii bir antineoplastik ajandir. Cisplatinin kanserli dokuda bulunan
hiicreleri 6ldiirmenin yaninda diger dokulardaki saglikli hiicrelere de zarar vererek
olusturdugu yan etkileri, ilacin kullanimint ve kanserle miicadeleyi sinirlandirmaktadir.
Bu nedenle kemoterapi uygulamalarinda yan etkileri azaltabilecek protokollerin
gelistirilmesi kanser tedavisi agisindan son derece 6nemlidir. Bu kapsamda arbutin gibi
dogal maddelerin s6z konusu kemoterapik tedavilerin yan etkilerini azaltmasi, kanser
tedavisi acisindan 6nemlidir. Clnkl kemoterapik tedavinin yan etkilerini azaltan aktif
maddelerin cisplatin gibi tedavi ajanlari ile kombine kullanimlari kanser tedavisinde

kullanilan tedavinin basar1 sansini artirabilmektedir.

Son yillarda kemoterapiklerin yan etkilerini azaltan bircok dogal aktif madde
arastirmalarin odaginda yer almaktadir. Bu kapsamda HepG2 hiicrelerinde cisplatinin
olusturdugu toksikasyon sonucu gelisen inflamasyon, oksidatif stres, genotoksisite,
apoptoz ve proliferasyona diisiik doz, baska bir ifade ile LDo dozunda (kanser
hicrelerinde herhangi bir proliferasyona/apoptoza neden olmayan doz) ve

antikanserojenik doz olarak LDso dozunda arbutinin etkileri arastirilmistir.

Sunulan tezde dncelikle literatiir bilgi kisminda kanser, karaciger kanseri, oksidatif stres,
inflamasyon gibi tezle ilgili kavramlar ele alinmig, bu konularda yapilan giincel
caligmalar kullanilarak teorik zemin olusturulmus, arbutinin antikanserojen etkilerini
arastirmaya yonelik yapilan son c¢alismalarin sonuclart derlenerek sunulmaya

calisilmigtir. Literatiir bilgiler sunulduktan sonra ¢alismada kullanilan meteryaller ve



analizlerde kullanilan metotlar verilmistir. Laboratuvar analizlerinden elde edilen ham
verilerin istatistik programlar ile analiziyle elde edilen verilere sunulan tez metninin
bulgular kisminda yer verilmistir. Bulgular 1s1ginda elde edilen tim sonuglar, tartisma ve
sonu¢ ana baghigi altinda sunulmus olup, elde edilen veriler ile literatiir 6zeti kisminda

sunulan bilgiler iligkilendirilerek ¢calismanin 6zgiinliigii ifade edilmeye calisilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

Kanser ile ilgili en eski kayitlar M.O 3000 yillarina dayanmaktadir. Latince kanser
kelimesi yenge¢ anlamina gelen “canker” veya “carcinos” kelimelerinden tiiretilmistir.
Hipokrat tarafindan ilk defa M.O 3.yiizyilda tiimériin cevresindeki sismis damarlari
yengecin bacaklarina benzettigi i¢in timor terimini kullanmig, Yunan doktor Galen de

sisme anlamina gelen “oncos” terimini kullanmistir (Baykara 2016).

Dokular viicudu olusturan hiicrelerin bir araya gelmesi ile organlar ise dokularin bir araya
gelmesi ile olugmaktadir. Hiicreler diizen halinde belirli is bolimii yapar ve bir araya
gelerek organ ve dokulari olustururlar. Organizmanin temelini olusturan hiicreler hizli ve
kontrollii bir sekilde ¢ogalirlarken yaslanan veya fonksiyonlari bozulan hiicrelerde hizla
yikilmaktadirlar. Ancak gesitli nedenlerle (mutasyonlar gibi) 6mrii dolmasina ragmen
yikilamayan veya karsinojen maddelerin etkisiyle fonksiyonlar1 degisen bazi hiicreler yok
edilemezlerse, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya baslayabilirler. Kontrolsiiz bir sekilde
cogalmaya devam eden yap1 ve fonksiyonu bozuk hiicreler bulunduklar1 doku, organ veya
organizmanin ¢aligmasinda olumsuzluklarin baglamasina neden olur. Yap1 ve fonksiyonu
bozulan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile baslayan ve sonrasinda tiim organizmayi
tehdit eden bu hastalik genel olarak kanser olarak ifade edilmektedir. Kanser olusum
sresi kanser tiirlerine gore degiskenlik gostermekle beraber ortalama 15-20 yil

strmektedir ( Hazman 2018).

Kanser hiicreleri 2 temel oOzellikle tanimlanir. Bunlar; kanser hiicrelerinin hiicre
boliinmesindeki normal sinirlamalart agarak ¢ogalmasi ve diger hiicrelere ayrilmis
bolgelere yayilarak yerlesmeleridir. Hiicrelerin ¢ogalmalar1 kontrol altinda degilse, bir
tumor ya da neoplazmaya yani asir1 biiyiiyen anormal hiicreler kitlesinin (neoplastik
hiicreler) olusumuna sebep olurlar ve tek bir kitle icinde grup halinde durduklari siiresince
bu timor iyi huylu olarak isimlendirilir. Bu durumda kitle, cerrahi yolla ¢ikartilarak tam
tedavi saglanabilir. Ama tumor kotu huylu ise, hicrelerin gevresindeki dokuyu istila
etmislerse kanser olarak kabul edilir (Alberts vd. 2008). S6z konusu hiicreler gesitli
yapisal kriterler, bliylime hizi, salgiladiklar1 6zel proteinler, lokal invazyon durumu,

metastaz kabiliyeti gibi Olciitler dikkate alinarak iyi huylu (benign) ve koétii huylu



(malign) tiimor ayrimi yapilabilmektedir (Onat vd. 2006).

Kanser turlerinin hemen hepsi hiicrelerin  kontrol disina ¢ikip ¢ogalmasi ile
baslamaktadir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi asamasinda, kanserli hiicrelerde normal
hiicrelere gore yapisal ve islevsel ayrimlar meydana gelir. Bazen de hiicre normalde
gorevi olmayan bazi fonksiyonlari yapmaya baslar. Bu ayrimlar ilk kez Warburg
tarafindan arastirilmis olup solunum zinciri ve glikoz metabolizmasinin maligniteden

sorumlu oldugu belirlenmistir (Kalaycioglu vd. 2013).

Kanserlerin ¢cogunun baslangicta mutasyona ugrayarak tek bir hiicreden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Mutasyona ugrayarak degisen hiicreden olusan yeni nesillerde daha
degisik ve sinirsiz sayida mutasyonlarin meydana gelmesi sonucunda kanserli hiicrelerin
olugsmaya basladig1 ifade edilmektedir. Genellikle ¢ok uzun yillar siiren bu timor
gelisimi, somatik hiicreler lizerindeki dogal secilim ve mutasyon yoluyla olusan sansiz
bir evrim siirecini yansitir. Bu durumda olusan kanserler doku ve hiicre ¢esidine gore
siiflandirilmaktadir. Epitel hiicrelerden olusan kanserlere karsinom, bag dokusu veya
kas hiicrelerinden olusan kanser g¢esitlerine sarkom, melanin {ireten pigment
hiicrelerinden koken alan kanser gesitlerine ise melonom adi verilir. Bununla birlikte kan
hlcrelerinden tiireyen gesitli 16semiler ve sinir sistemi hiicrelerinden tiireyen kanser

cesitleri de mevcuttur (Alberts vd. 2008).

2.1 Turkiye ve Dinyada Kanser

Kanserin ilk defa M.0.3000°li yillarda Misir’da ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Anormal
hiicrelerin kontrol dis1 ¢ogalmasi ile de kanser tiirleri olusmaktadir. Kanser sikliginin
belirlenmesindeki faktorler; sosyoekonomik durum, cografi dagilim, cinsiyet, yas ve
mesleki 6zellikler yer almaktadir. Bununla birlikte kanserin sebepleri arasinda sigara ve
alkol tlketimi, karsinojenlere maruz kalma, enfeksiyonlar, sagliksiz dogumlar, yetersiz
ve dengesiz beslenme yer almaktadir (Int Kay. 2). Kanserin cinsine gére belirti, bulgu ve
tedavileri farklilik gostermektedir. En sik karsilasilan kanser tiirleri akciger, deri, meme,
sindirim ve Ureme sistemi ile iligkili kanserlerdir (Kutluk ve Kars, 1992). Tirkiye ve

diinyada cinsiyete gére goriilen kanser oranlar1 (Cizelge 2.1)’de sunulmustur (Int Kay. 6).



Cizelge 2.1 Turkiye ve diinyada 2012-2015 yillar1 arasinda kadin ve erkeklerde cinsiyete gore

kanser dagilimi

ERKEK * KADIN *
DUNYA 204,9 165,2
IARC’a ya iiye 24 iilke 235,4 192,1
AB (28 iilke) 311,3 241,4
ABD 347,0 297,4
TURKIYE 220,3 156,8

*Tablodaki degerler 100.000 kisideki ortalama goriilme sikligini ifade etmektedir.

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan derlenen ve dlinya genelinde
36 kanserden ve 2018 yili igin birlestirilmis tum kanserler i¢in gorilme ve 06lim
oranlarinin tahminleri GLOBOCAN 2018 veri tabaninda mevcuttur. Dinyada tahmini
18,1 milyon (% 95 UIl: 17,5-18,7 milyon) vyenikanser vakas1 (melanom dis1
cilt kanseri hari¢ 17 milyon) ve 9,6 milyon (% 95 Ul: 9,3-9,8 milyon) kanserden (9,5
milyon harig ) 6lim meydana geldigi ifade edilmektedir (Ferlay vd. 2019).

Diinya da en ¢ok goriilen kanser vakasi Diinya Kanser Aragtirma Fonu (WCRF) ‘in
yayinladig1 verilerde 100 binde yaklasik 470 kisi ile Avustralya’da, 438 ile Yeni Zelanda
ile 374 ile de Irlanda, 100 binde 144 kisi ile Tiirkiye olarak bildirilmistir (Int Kay. 2).

Tiirkiye’de goriilen kanserin siklig1 Avrupa Birligi iilkeleri ve Amerika gibi gelismislik
diizeyi yuiksek olan tilkelere gore daha distiktiir. Tlrkiyede 2010-2014 yillarindaki veriler
incelendiginde kanser sikliginda herhangi bir artis ya da azalis olmadig1 soylenebilir.
Ulkemizde resmi rakamlar degerlendirildiginde bir y1l icerisinde yaklasik 96.200 erkek
ve 67.200 kadina kanser teshisi konulmaktadir. Tiirkiye’de yilda 163.500 civarinda yeni
kanser vakas1 teshis edilmektedir. Ulkemizde bir giinde yaklasik 450 kisinin kanser

teshisi aldig1 sdylenebilir.

Tiirkiye’de yapilan arastirmalar 2010-2014 yillar1 arasinda erkeklerde kanser goriilme
insidansinin bayanlara gore daha yiiksek (Sekil 2.1) oldugunu géstermektedir (Int Kyn. 3).
Bunun nedeni olarak bir¢ok faktor sayilabilir. Ama erkeklerde en g¢ok gorilen kanser

tiirleri incelendiginde kanser insidansinin yiiksek olma nedeni olarak genel anlamda kot



aligkanliklar ve beslenmenin etkilelerinin 6ne ¢iktig1 diisiiniilebilir. Clinkii erkeklerde
encgok goriilen il bes kanser tiirlerinin akciger, prostat, kolekteral (kalin bagirsak), mesane

ve mide kanserleri oldugu goriilmektedir (Sekil 2.2).

insidans
275 277.7
300 - 267.9
261.4 246.8
250 - - L —
200 -
. —_— ERKEK
150 - 188.2 186.5
168.7 182.2 173.6 ——KADIN
100 -
50 -
0 T T T T 1
2010 2011 2012 2013 2014

Sekil 2.1. Tiirkiye’de Tiim Kanserler Yasa Standardize insidans Hizlarinin Cinsiyete Gore 2010~
2014 Yillar1 Arasindaki Dagilimi (Her 100.000 kiside yillik teshis edilen kanser sayisi)

(Int Kay. 3).
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Sekil 2.2 Tiirkiye’de Erkeklerde En Sik Goriilen Kanserlerin (2010-2014) Toplam Sayisi ve
Yiizde Dagihimlar1 (int Kay. 3).

2010-2014 yillarindaki veriler degerlendirildiginde o6zellikle erkeklerde tiitlin
kullanimina bagli olarak gelisen kanserlerin sikliginda azalan bir seyir goriilmektedir.
Ancak bu azalma seyri, son yillarda artan tiitiin kullanimi ile gelecek yillardaki kanser

istatistiklerinde artig seyrine dontigebilir



Kadinlarda ise en sik goriilen kanser tiirleri arasinda meme, troid, kolekteral, rahim agzi
(uterus korpusu) ve akciger kanseri sayilabilir. Kadinlarda en sik goériilen meme kanseri,
her 4 kadin kanserinden birisi olmaya devam etmektedir. Bir yil i¢inde yaklasik 17.000
kadina meme kanseri teshisi konulmustur. Bunun yaninda obeziteye bagli olarak gelisen
kanserlerlerin sayist 6.000 civarinda tahmin edilmektedir. Hem erkeklerde hem de
kadinlarda bagirsak (kolorektal) kanseri {iglincii en sik goriilen kanser tiiriidiir. Cocukluk

cag1 kanserlerinde ise 16semi en sik goriilen kanser tiiriidiir (Int Kay. 3).

B Meme
M Tiroid
m Kolorektal
20.088
(%30) m Uterus Korpusu
m Akciger
= Mide
1.548 Over
(%2) NHL
1.587 _~ o _
(%2)/ Beyin Sinir Sistemi
Serviks
1.936 2.361 5.342
(%3)  (%a4) 2.516 3.3 3.794 Diger
(%8)
(%4)  (%5) (%6)

Sekil 2.3 Tiirkiye’de Kadinlarda En Sik Goériilen Kanserlerin (2010-2014) Toplam Sayisi ve
Yiizde Dagihmlar: (int Kay. 3).

2.2 Kanserden Korunma ve Tedavi

Diinya Saglik Orgiitii niin yayimnladig1 kanseri 6nleme planlari ii¢ asamada gergeklesir. Ilk
olarak kanserin mevcut durum ve kontrol mekanizmalarinin tespit edilmesi
gerekmektedir. lkinci olarak kanser hastalifna karsi bir politika belirlenmesi ve
uygulanmas1 gerekmektedir. Oncelikle hedef kitlenin belirlenerek, kanserle miicadele
edilecek noktalara karar verilmelidir. Son olarak bu politikalarin uygulanmasi gereken

adimlarin tanimlanmasi gerekmektedir.



Kanserden korunma ile kanserden kaynaklanan Olumlerin yaklasik ylizde 40’1
onlenebilmektedir. Kanser risk faktorlerinin belirlenerek onlemini almak kanserden
korunma icin etkin yollardan birisidir. Bu baglamda saglikli yasam igin gerekli olan tiitiin
ve alkol kullaniminin azaltilmasi, diizenli yasam ve egzersiz, yeterli ve dengeli beslenme,
karsinojen olabilecek cevresel ve kimyasal faktorlerin en aza indirilmesi, kanser
acisindan risk faktorlerinin azaltilmasi adina yararli olabilir. Ayn1 zamanda saglikli bir
yasam i¢in gerekli olan degiskenlerin kontrol altinda tutulmasi, kanser hastaligina
yakalanmis bireylerin tedavisinin olumlu yonde ilerlemesine katki saglayabilmektedir

(Int Kay. 2).

Diyet kanserlerde onemli bir rol oynar. Epidemiyolojik ¢alismalar, genel kanser
risklerinin azalmasinin, 6nemli miktarda meyve ve sebze tiiketiminin yani sira, yiiksek
lifli, az yagli bir diyetin diizenli alimi ile iliskili olabilecegini gostermistir. Birgok diyet
dogal iiriinliniin, Uzim, siyah frenk Gzimd, erik, nar, baklagiller, sebzeler, fasulye,
domates, kuskonmaz, sarimsak, zerdegal, zencefil, soya, piring kepeginin karaciger
kanserinin Onlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel kaynaklar oldugunu gdstermektedir
(Zhou vd. 2016).

Bu nedenle, diyetle alinan dogal tirtinler karaciger kanseri igin yeni ve Onleyici secenekler
sunabilir. Arastirmacilar, tiimor hiicresi bilylimesini ve metastazi inhibe etme, karaciger
kanserojenlerine karst koruma, immiino-modiile etme ve kemoterapotik ilaglarin
etkilerini arttirma gibi diyetsel dogal {irlinlerin cesitli antikanser etkilerini bulmuslardir.
Ayrica, bir¢ok diyet tiriinii, kanser hiicrelerine kars1 segici inhibisyon sergilemistir (Jo vd.

2006).

Kanser tedavisinde geleneksel olarak cerrahi yaklasim, radyoterapi ve kemoterapi uzun
yillardir kullanilmaktadir. Son yillarda teknolojinin gelismesiyle birlikte, var olan
geleneksel yontemler kullanilmaya devam etse de, bir¢ok yeni tedavi yaklasimlar
gelistirilmeye baslanmigtir. Bunlardan birisi olarak kanser hicrelerinde radyoterapi ve
kemoterapiye direncin olusmasinda gorev alabilen DNA hasarinin olusmasini 6nleyen
proteinlerin kanserli hiicrelerde baskilanmasi gosterilebilir. Bdylelikle uygulanan

radyoterapi veya kemoterapi tedavisi, kanser hiicrelerinin DNA’sinda da etkili hasar



olusturarak 6lmesini, yani tedavinin amacina diigiik tedavi dozlari ile ulasilabilmesine
imkan taniyabilmektedir (Tian vd. 2015). Fakat bu yeni yontemlerin uygulanabilirligi

konusunda halen siirlamalarin oldugu da gz ardi edilmemelidir.

2.3 Kanser Tedavisindeki Gelismeler

Kanserin tan1 ve tedavisinde kullanilan cerrahi, kemo ve radyoterapi yontemlerinin
kullanimi, bazi kanser tiirlerinde iyilesme oranini artirmaktadir. Kanser tedavisinin amaci
ilag vb. tedavi edici ajanlar, cerrahi islem veya iyonize edici radyasyon ile timorin
biiylimesini engelleyecek sitotoksik etki olusturmaktir. Kullanilan tedavi ile birlikte hiicre
bayumesi icin DNA ve RNA sentezini 6nlemesi amaglanmaktadir. Sadece malign
hiicreleri etkilemesi diisiiniilerek tedavide kullanilan ilaglar, malign hiicrelerin yan1 sira
prolifere olan tum hucreler tizerinde de toksik etkilerini gostererek ciddi yan etkilerin

olugsmasina sebep olmaktadirlar (Hazman 2018).

2.3.1 Kanser Tedavisinde Bakteri Suslari, Antioksidan ve Kanser Kok Huicrelerinin
Etkinligi
Yillar 6nce Onerilmis olan kanser tedavisi igin bakteri kullanimi, yakin zamana kadar
potansiyel bir terapétik strateji olarak tanimmadi. Teknolojik gelismeler ve giincel
bilgiler, bakterilerin kanser tedavisinde glivenli ve etkili uygulamalarini mumkun
kilmigtir. Radyoterapinin etkinligi temel olarak doku oksijen seviyelerine baghdir.
Nekrotik ve hipoksik bolgelerdeki diisiik oksijen konsantrasyonlari tedavi basarisizliginin
yaygin bir nedenidir. Bir ilacin dagilimi kemoterapinin terapotik etkisi igin 6nemlidir ve
tiimorlerdeki zayif vaskiilatiir (herhangi bir organdaki damarlasma durumu) olusumlar,
ilacin verilmesini olumsuz yonde etkiler. Boylelikle ilacin 6zellikle nekrotik ve hipoksik
bolgelerde etkinligini sinirlar. Bakterilerin aracilik ettigi kanser tedavisi iyi ya da zayif
oksijenli bolgelerde hayatta kalabilen fakiltatif anaeroblarla iligkilidir. Bu anaerob
bakteriler tumor kitlesi boyunca tedavide kullanilan ilacin dagilimini gelistirerek
etkilerini  gosterirler. Bu terapotik bakteri suslarinin  kanser tedavilerinde

kullanimi1 1990'larin ortasindan beri belirgin sekilde artmistir (Nguyen ve Min 2017).
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Geleneksel kanser tedavisinde kullanilan radyasyon ve bazi kemoterapotik ajanlar reaktif
oksijen tarleri Uretir ve yuksek reaktif oksijen turleri seviyesi hiicresel antioksidan
kapasiteyi azaltir ve apoptoz kanser hicresi Olimine yol acar. Antioksidan
takviyeler, kanser tedavisinin normal doku ve organlara toksik yan etkilerini 6nlemek
icin kanser hastalari tarafindan genis capta tiiketilmektedir. Miimkiin olan en iyi bakimi
elde etmek ve kanser hastalar1 igin riskli tedavileri 6nlemek igin blytk klinik deneylere
dayanan antioksidan takviyeye ihtiya¢ duyulmaktadir (Ozben 2015). Cinki
antioksidanlar saglikli hiicrelerde antikanser ilaglarin neden olabilecegi yan etkileri

azaltirken, kanser hiicrelerinin tedaviye direncini artirabilir.

Ilag direnci, spesifik hedefleme zorlugu ve kanser kok hiicrelerinin kendini yenileme
Ozellikleri nedeniyle, kanser tedavisi basarisizligina katkida bulunur. Kanser kok
hicreleri hem primer kanser hiicreleri hem de kemo ve radyoterapi direncinin oldugu
One sitrilmistir. Kanser kok htcrelerini hedeflemek igin ilaglarin tam olarak
verilebilmesi kanser tedavisi igin bir ihtiyagtir. Viicut sivilarinda genis ¢apta dagilmis ve
tiimorgenezi de iceren ¢ok sayida hastalik isleminde yer alan eksozomlar, hiicre kaynakli
dogal nanometrik vezikiillerdir. Antikanser ilaglar1 ve genleri tedavide kullanmak igin
gucli bir nanokariyer olarak eksozomlarin kullanilmasi yenilikgi yaklagimlar arasindadir
(Wang vd. 2017).

2.3.2 Kanser Tedavisinde Immunotoksin, Kardiyotoksisite ve Mikrobiyota’nin
Rolu

Immiinoterapi, kemoterapi ve radyasyonla birlikte en iyi kanser tedavisi yontemlerinden
biri haline geldi. "Immiinotoksin Tedavisi" umut verici bir kanser tedavisi yontemidir.
Immiinotoksinler, kanserde bulunan bir antikor hedef proteinlerine baglanan bir
toksinden yapilir. Birinci kusak immiinotoksinler, biitlin monoklonal antikorlara bagl
tam uzunlukta bir toksinden yapilmistir. Ancak, bu immiinotoksinler normal hiicrelere
baglanabilir. DAB3891L2, FDA tarafindan onaylanan ilk immunotoksindi.
Immiinotoksinlerle kombinasyon halinde minimal immiinojeniklige ve hedef hiicre
oldiirme i¢in en yliksek potansiyele sahip proteinlerin bulunmasina dair mevcut egilimler

ve aragtirmalar devam etmektedir (Allahyari vd. 2017).
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Kanser insidans1 artmakta ve doktorlar duzenli olarak sitotoksik tedavilerin yan etkileri
ile kars1 karsiya kalmaktadir. Kanser, tedaviye bagli kardiyotoksisite ciddi bir
komplikasyondur. Ciinkii oliimciil olabilir ve tedavinin gegici veya kalici olarak

kesilmesine neden olabilmektedir ( Fréres vd. 2016).

Modern kanser tedavisi birgok kanseri basariyla tedavi ederek, terminal hastaligi kronik
hastaliga doniistiirdii ve kanserden kurtulanlarin sayisini artirdi. Bununla birlikte kanser,
zamanla miyokard hasarina neden olabilir, endotel disfonksiyonunu indukleyebilir.
Boylelikle kansere bagli komplikasyonlarin yol a¢tigi hastaliklarin olusmasinda rol
oynayabilir. Bu nedenle Kkardiyologlar, kanser tedavisinin kardiyovaskuler
komplikasyonlarinin teshisi, onlenmesi ve yoOnetimi konusunda bilgili olmalidirlar

(Chang vd. 2017).

Konak ve mikrobiyota arasindaki iliski, iltihaplanma ve bagisiklik dahil fizyolojik
fonksiyonlar1 diizenler bazi virlsler ve bakteriyel tirler onkogenezde yer alirken,
mikrobiotadaki bazi mikroorganizmalarin da kansere kars1 miicadelede yararli bir rolii
vardir. Alkilleyici ajanlar ve immiin kontrol noktasi blokerleri dahil olmak iizere birgok
terapi etkinligi, egitimini bagirsak mikrobiyotasindan alan bagisikliga dayanir. Kanser
terapisinde immiino-uyarict oligoniikleotitler ve platin tuzlari ile mikrobiyota, pro-
enflamatuar faktorlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin salinmasina araci olarak yaniti
module eder. Bu yeni bilgi, mikrobiyotay1 hedef alarak kanser tedavisini ve toksik yan
etkilerini modiile etme konusunda umut verici klinik olanaklar sunmaktadir (Perez-

Chanona vd. 2016).

2.3.3 Kanser Tedavisinde Lizin Spesifik Dimetilaz (LSD1) Inhibitorleri

KDM1A olarak da ifade edilen LSD1 enzimi DNA’da bulunan bazi histon
proteinlerinden metil gruplarinin koparilmasinda gorev alir. Cogu kanser tiiriinde bu
enzimin agir retildigi belirlendi (Yang vd. 2018). Bu nedenle LSD1 kanser tedavisi igin
biyolojik olarak dogrulanmig dnemli bir epigenetik hedef haline gelmistir. LSD1, birgok
hiicresel sinyallesme yoluna aracilik eder ve kanserlerin baslatilmasi ve gelismesinde rol
oynar. Farkli kanser tiirlerinde LSD1'nin asir1 ekspresyonu goézlenmistir ve kiigiik

molekiiller tarafindan inaktivasyon, kanser hiicresi farklilasmasini, g¢ogalmasini,
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yayilmasini ve gog¢lni baskiladigi belirtilmistir (Fu vd. 2017).

2.3.4 Kanser Tedavisi ve Small Interferring RNA (siRNA)

Canli hiicrelerinde bulunan genlerden hangilerinin nasil aktiflesecegi mikroRNA
(miRNA) ve kiicuk interferans RNA (siRNA;small interferring RNA) adi verilen kiigiik
RNA molekiillerince diizenlenir. Bu nedenle kanser gelisiminde rol alan onkogenlerin
aktiflesmesini Onleyebilmek adina son yillarda RNA temelli terapotik yaklagimlar
Uzerinde de durulmaktadir. Bu yaklagimda sSIRNA, mRNA ekspresyonunu hedefleyerek
kanserojen genlerin ekspresyonunu baskilanmasi hedeflenir. Bununla birlikte, in vivo
sistemik siRNA tedavisi, zayif hiicre alimi, fizyolojik kosullar altinda kararsizlik, hedef
dis1 etkiler ve olasi immiinojeniklik gibi engeller tarafindan engellenir. Bu zorluklarin
ustesinden gelmek igin, sistemik siRNA terapisi klinik olarak uygun, giivenli ve etkili ilag

dagitim sistemlerinin gelistirilmesine baglidir (Singh vd. 2018).

2.4 Karaciger Kanseri

Karaciger tiimorleri 3 boliimden olusmaktadir. Primer benign, primer malign ve sekonder
(metastatik) timorlerdir (Cizelge 2.2). Primer benign timorler nadir goriliir ve karaciger
timorlerinin - %5’ ten azmi olusturmaktadir. En Onemlileri arasinda karaciger
hemanjiomu, hepatoselliiler adenom, fokal nodiiler hiperplazi ve safra kanali adenomu
yer almaktadir. Primer malign tiimorlerin %70’ten fazlasin1 hepatoselliiler karsinom,
%14°Unli kolanjiokarsinom ve geri kalanini mezensimal tiimdrler olusturmaktadir.
Cocukluk doneminde hepatoblastoma ise karaciger tiimorlerinin %  2’sini
olusturmaktadir. Metastatik tiimoérler igerisinde en 6nemli olani kolorektal karaciger
metastazlari teskil etmektedir. Lenf nodundan sonra metastazlarin en sik goriildiigii organ
karacigerdir. Otopsi raporlarinda kansere bagli 6limlerin % 25-50 oraninda karaciger

metastazi bulunmustur (Varolgiines vd. 1997).

En sik karaciger metastazi yapan maligniteler akciger, meme ve kolon karsinomlaridir.
Karacigerin birincil tiimdrleri oldukga azdir. En sik goriilen benign lezyonlar kavernéz
hemanjiomlaridir. Vicudun herhangi bir bolgesindeki kanser yanisira 16semi ve

lenfomalar da karacigere yayilabilir (Cotran vd. 1994 ve Lee 1994). Karacigerin en sik
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birincil malign timort olan hepatoselluler karsinom, endemik viral hepatit bolgelerindeki
malignitelerin %20-40’indan sorumludur (Cotran vd. 1994). Kuzey Amerika ve Bati
Avrupa’da, 1000000 de 44’iin altinda olmasina karsin, Giineydogu Asya ve Sahra
Afrika’sinda insidansi 50 kat daha ¢oktur ( Lee 1994).

Cizelge 2.2 Karaciger Kanserinde Siniflandirma

Karaciger Tiimorlerinin Siniflandirilmasi

Tumor Smiflandirma
Cesitleri

Hepatoselluler
Hepatoselliiler adenoma
Fokal nodiiler hiperplazi
Epitelial timarler Nodiiler transformasyon

Kolanjiosellller
Safra kanali adenomu
Biliyer kistadenom
Adipoz doku
Lipom

Miyolipom

Anjiolipom
Mezensimal timorler Vaskiiler doku
Infantil hemanjioendotelioma

Memanjioma
Mezotelial doku
Benign mezotelioma
Mezensimal hamartoma
Mikst tumorler Benign teratoma
Hepatoselliiler karsinoma
Epitelial Tumorler Kolanjiokarsinoma
Hepatoblastoma
Primer Malign Anjiosarkom
Tumorler Mikst timérler
Mezenkimal timorler Rabdomiyosarkom
Leiomyosarkom
Noroendokrin

Primer Benign
Tumorler

Sekonder Kolorektal
Malign
Tumorler Nonkolorektal

Karaciger kanserinin ¢ogu, % 83"l daha az gelismis iilkelerde meydana geldigi ve en
yuksek oranda Asya ve Afrika'da gozlendigi ifade edilmektedir (Ferlay vd.
2015). Karaciger  kanseri  insidansit  egilimleri  diinya  ¢apinda  farklilik

gostermektedir. Ornegin Asya ve Pasifik Adalilarinda karaciger kanseri insidans1 son
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yillarda sabit veya azalma egilimindedir (Petrick vd. 2016). Kore'de ise genel karaciger
kanseri insidansinin 1999-2014 yillari arasinda artis gosterdigi ifade edilmektedir (Jung
vd. 2017).

Ulkemizde ise karaciger kanseri, insidans: diisiik maligniteler arasinda yer almaktadur.
Tim kanser olgular igerisinde karaciger kanseri orani erkeklerde %1.92, kadinlarda
%1.65 dir. En sik goriildiigii bolge olan Gilineydogu Anadolu Boélgesinde bile, en sik
gorulen karsinomlar arasinda kadinlarda 10. erkeklerde 8. sirada yer almaktadir (Tuncer
vd. 1994).

2.4.1 Karaciger Kanserini Etkileyen Faktorler

Karaciger kanseri ¢ok ge¢ farkedilmedigi slirece hastanin kaybedilme ihtimali diistiktiir.
Diinya genelinde en yaygin goriilen altinci kanser tiirii olup, 2012'de yaklasik 800.000
vaka bildirilmistir. Karaciger kanseri neredeyse her zaman altta yatan bir hastaliktan
kaynaklanir, ancak bu hastaligin kaynag tiim diinyada gesitlilik gosterir. Bunlar arasinda
hepatit B virlisii, zayif diyet, hareketsizlik ve mantar toksinleri sayilabilir. Yapilan asilar
hepatit B hastaligin1 6nleyebilir, gelismis saglik uygulamalar1 yagl karaciger hastaliginin
ilerlemesini yavaslatabilir, hatta durdurabilir. Iyi tarim uygulamalar1 ve saklama kogullart
mantar gelisimini sinirlayabilir (Gravitz 2014). Karaciger kanseri risk faktorlerinin %
80'ini olusturan risk faktorleri arasinda kronik hepatit B veya hepatit C virlsi
enfeksiyonlari, baz1 metabolik karaciger hastaliklar1 ve sirozun oldugu bilinmektedir
(Zhao vd. 2016). Ayrica tehlikeli hava kirleticileri de karaciger kanseri olusumunda risk
faktorii olarak gorilmektedir. Artan (retime baglh olarak daha fazla olugan hava
kirleticilerine maruz kalma ile karaciger kanseri varligi arasinda bir iliski oldugu 6ne

strilmektedir. (Cicalese vd. 2017).

Karaciger rezeksiyonu, karaciger transplantasyonu ve perkitan ablasyon gibi cerrahi
girisimler, karaciger kanseri i¢in kiiratif potansiyel ile en etkili yaklagim olarak kabul
edilmektedir. Ne yazik ki, sayisiz lezyon ve ekstrahepatik metastaz nedeniyle karaciger
kanseri hastalarinin sadece % 20'si ameliyat i¢in uygundur. Bununla birlikte, klinik
yararlar1 miitevaz1 kalmistir ve Sorafenib'in yaklasik % 30 hasta i¢in faydali oldugu ve

alt1 ay i¢inde ilag direncinin gelistigi bildirilmistir (Chen vd. 2015).
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Ote yandan, karaciger kanseri icin kemoterapétik ilaglar sinirlidir ve en yaygin receteli
ilac grubu Sorafenib'dir. Faz I1l denemeleri, Sorafenib'in genel hayatta kalma stresini ve

ilerleme siirelerini artirabilecegini géstermistir (Bruix vd. 2012 ve Peng vd. 2014).

Yapilan bir arastirmada karaciger hastaligi olan ve olmayan hastalarda karaciger
kanserinin  gelisimini karsilagtirmak igin geriye donuk uyumlu bir tasarimi
uygulandi. 66.192 hasta ve karaciger hastaligi olmayan belirli sayidaki saglikli
goniilliilerle yiirttillen calismada; tiim hastalarda yasa ve gelir seviyesine gore
smiflandirilan her grubun karaciger kanseri ile iligkisini belirleyebilmek adina cox-
oransal tehlike regresyonu yapildigi belirtilmektedir. Yapilan alt grup analizlerinin,
karaciger hastaliginin varliginin yaslilarda oldugu kadar genglerde de 6nemli bir risk
faktorii oldugunu ve Medicaid (diisiik gelir grubu) hastalarinda daha ytiksek bir karaciger
hastalig1 riskinin gozlendigini gosterdigi ifade edilmektedir. 50 yasin altindaki genglerde
karaciger kanseri gelisimine dikkat edilmesi gerektigi ve diisiik gelirli hastalar arasinda

karaciger kanseri insidansini azaltmak i¢in dnleyici ¢abalara ihtiya¢ oldugu bildirilmistir

(Suh vd. 2018).
2.4.2 Karaciger Kanseri (Hepatoseliiller Karsinom) Tam ve Tedavi Yontemleri

Hepatoseliiler karsinom olimcul bir neoplazidir. Bazi ¢alismalar, sirozlu hastalarda
hepatoselliler karsinomanin baglica 6liim nedeni oldugunu gostermistir (Liccioni vd.
2014). Gorilme sikligi  artmakta ve ileri karaciger hastaligi ile  yakindan
iliskilendirilmektedir. Siroz, bu malignite igin en biyk risk faktorind temsil etmektedir
(Hartke vd. 2017).

Hepatoselliiler karsinom tedavisinde doxorubicin kemoterapik bir ajandir. Bununla
birlikte, vitamin E tiirevleri, 6zellikle y-tokotrienol agisindan zengin fraksiyonlar,
apoptoza neden oldugundan kanser hiicreleri iizerinde anti-proliferetif ve inhibe edici
etkiye sahiptir. Hiicrelerin, y-tokotrienol ve kemoterapi ilaglariyla birlikte islem

gordiiklerinde sinerjik etki gézlenmistir (Ozyurt 2017).

Hepatosellller karsinomun ana etiyolojisi, hepatit B ve hepatit C virisinin kronik
enfeksiyonudur. Hepatoselluler karsinom patoloji ile teshis edilmez. Hepatoselluler
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karsinom igin tedaviler, timorun ilerlemesi ve hepatik rezerv g6z 6niinde bulundurularak
secilir. Hepatik rezeksiyon, karaciger nakli lokal ablasyon tedavisi, transarterial
kemoembolizasyon kemoterapi ve radyasyon terapisi tercih edilebilmektedir (Yamashita
ve Kaneko 2016).

Cerrahi rezeksiyon ve transplantasyon, erken evre hepatoseluler karsinomda tedavinin
temel tas1 olsa da, lokaljiyonel tedavi ve sorafenib, daha ileri hastalig1 olanlarda veya
cerrahi aday olmayanlarda faydalidir. Zaman zaman, hem cerrahi hem de lokalistik
tedavinin  entegrasyonu gerekli olabilir. Dolayisiyla, hepatoseliiler karsinomun
tedavisinde ideal sonuglar i¢in en uygun tedaviyi ve g¢esitli tedavilerin
zamanlamasini belirlemek igin multidisipliner bir yaklasim gerekmektedir (Grandhi vd.
2016).

Karaciger kanseri tespiti ve tedavisinde gelismeler, hastaligin erken asamalarinda
tyilestirilme olasiligini arttirsa da, ne yazik ki cogu hastada hastaligin tekrar etme olasiligi
mevcuttur (Sun vd. 2016). Kanser hastaligi tedavi edildikten sonra tekrar etme
olasiliginin minimize edilmesinin kanser kok hiicrelerinin yok edilmesine baglidir.
Kanser kok htcreleri, kanser hiicrelerinin olusmasina onciilliik eden hiicrelerdir ve
kemoterapiye direnclidir. Bir timor icindeki kanser kok hiicreleri alt popiilasyonlarinin
tanimlanmasi, kanser gelisiminde yeni bir anlayis sunmaktadir. Bu anlayisg, tiimorlerin
kanser kok htcrelerinin hedeflenerek yok edilebilecegi, kanser tedavisinin bu sekilde
daha etkili olabilecegini ve hastaligin tekrar niiksetmesinin Oniine gegilebilecegini 6ne
sirmektedir. Genellikle karaciger kanseri kok hucreleri tlimor buytumesinden,
metastazindan ve karaciger kanseri tekrarindan ve ayrica kemoterapi ve radyoterapinin

basarisizligindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Xu vd. 2010).

Bu bilgiler karaciger kanseri tedavilerinin, tiimér hiicrelerinin ¢ogunu oldiirmesine
ragmen sonugta basarisiz olabilecegini, ¢iinkii uygulanan tedavilerin ¢ogunlukla yeni
timorleri olusturabilecek karaciger kanseri kok hticrelerini ortadan kaldirmadiklarini
gostermektedir. Bu nedenle, kanser kok hiicre teorisi, timor teshisi, tedavisi ve 6nlenmesi

konusunda yeni bilgiler sunmaktadir.
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2.4.3 In Vitro Modellemelerde HepG2 Hiicre Hattimin Kullanimi

HepG2 (insan hepatoseliiler karsinoma) hiicre hatt1 ilk olarak, 15 yasinda Amerikali
beyaz bir erkegin hepatoseliiler karsinoma 6rneginden hazirlanmistir. HepG2 hiicre hatti,
calisma ve kiiltiirii bakimindan diger hiicre hatlarina gore daha kolay olmas1 bakimindan
tercih edilmektedir. in vitro modellemelerde plazma proteinlerini iiretebilmesi, iiretilen
proteinleri isleyebilmesi, biyosentetik Ozelliklerinin normal hepatositlere benzerligi,
hicre ylzey reseptorlerini koruyabilmesi, yiksek-diisiik yogunluklarda lipoproteinlerin
sentezlenebilmesi-salinmasi, karacigere ozel ¢esitli serum proteinlerini tiretebilmesi,
sitokrom p450’ye bagimli monooksijenaz enzimlerine sahip olmasi ve glukuronat-
stilfatla birlesme tepkimelerini gergeklestirebilmesi sonucu detoksifikasyon islemlerinde
gerekli olan normal biyotransformasyon etkinliklerinin ¢ogunu yapabilmesi gibi
Ozellikleri HepG2 hiicreleri ile galismanin avantajlarindandir. Bu nedenle in vitro

toksisite modellemelerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Dehn vd. 2004).

Hepatom hiicre hatlar1 siklikla primer insan hepatositlerine in vitro alternatifler olarak
kullanilir. Hiicre hatlar1 sinirsiz 6miirleri, sabit fenotipleri, yliksek kullanilabilirlikleri ve
kolay kullanimlar1 ile karakterize edilir. Bununla birlikte, bazi metabolik aktiviteleri
hepatositlerle karsilagtirildiginda daha disiik kaldig: ifade edilmektedir. HepG2 hiicre
hatlari, yliksek ¢ogalma oranlarina sahip olmayan ve ¢ok farklilasmis hepatik
fonksiyonlar1 gergeklestiren epitelyal bir morfolojiye sahip olan nontorigenik htcrelerdir
(Donato vd. 2015). HepG2 hiicreleri bitki sitotoksisitesi arastirmalarinda da kullanilmistir
(Lee vd. 2000 ve Park vd. 2002).

Insan HepG2 hiicre hattimin gen ekspresyonunda, viral enfeksiyonun bulunmamasi
nedeniyle siklikla hepatoselliiler karsinom modeli olarak kullanilan HepG2 hiicre hatti,
insan karaciger karsinomunun saf hicre ¢izgisini temsil eder. Bununla birlikte normal
hepotositlere kiyasla HepG2 hiicrelerinde 2646 geninin 6nemli dlglide asagi regiile
edildigi, 3586 geninin ise 6nemli 6lgiide yukari regiile edildigi gosterilmistir (Costantini
vd. 2013).
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2.5 Karaciger Kanseri ve Inflamasyon

Bilim adamlar1 inflamasyon ile ilgili farkli tanimlamalarda bulunmustur. inflamasyonun
klinik 6zelliklerinin tarihgesi Celsus tarafindan 1.0 3000°1i yillarda rubor (eritem), tumor
(6dem) calor (1s1 artis1) ve dolor (agr1) terimleriyle tanimlanmustir. iskog cerrah John
Hunter 1793 yilinda inflamasyonun bir hastalik olmadigini nonspesifik bir durum
oldugunu ileri siirmiistiir. Thomas Lewis ise derideki inflamasyon ile ilgili yaptig1 bir
calismada histaminin inflamasyondaki vaskiiler degisikliklere neden oldugunu One
stirmiistiir. Bu kavram inflamasyonda kimyasal mediatorlerin énemini vurgulamis ve

antiinflamatuvar ajanlarin kullanilmasina sebep olmustur (Kumar vd. 2013).

Inflamasyonun temel amaci hiicre hasarm durdurmak ve zarar géren hicreleri
iyilestirmektir. Herhangi bir iyilesme saglanamiyorsa inflamasyonu yok etmek
gerekmektedir. Aksi halde viicudun o bélgesinde ¢ok fazla yikim meydana gelebilir (int
Kay.4). inflamasyonun olusumunda kan damarlari ve ldkositler 6nemli rol oynar.
Inflamasyonun baslamasi vaskiiler ve hiicresel reaksiyonlari, cesitli hiicreler tarafindan
tiretilen veya bazi plazma proteinlerinden kaynaklanan mediatorler araciligi ile

olmaktadir (Goldman vd. 2012).

2.5.1 Akut ve Kronik inflamasyon

Vicudumuzda meydana gelen tum inflamasyonlar akut veya kronik olarak ikiye ayrilir.
Akut inflamasyon zararli uyaranlara kars1 olusan ilk yanittir. Akut inflamasyon deride bir
kesik olmasi, tirnagin ice batmasi, bilegin incinmesi veya bogaz agrisi gibi kiiciik
olaylarin sonucunda olur. Akut inflamasyonun bulgular1 agri, 1s1 artis1, kizariklik, sislik

ve/veya fonksiyon kaybidir (Sentiirk 2013).

Akut inflamasyon hizli baslar, siiresi kisadir (birkag saat- birkag gun), 6nemli 6zelligi
06dem ve Iokositlerden zengin doku infiltrasyonudur. Kronik inflamasyon akut
inflamasyonu takip edebilir ya da sinsice baslayabilir. Siiresi daha uzundur, dokularda
lenfosit ve makrofaj hakimiyeti, vaskiiler proliferasyon, fibrozis ve doku yikimi ile

karakterizedir (Kumar vd. 2013).
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Dokularin ve zedeleyici ajanin Ozellikleri inflamasyonun iyilesme, fibrozis veya
kroniklesme sonucunu belirlemektedir. Uygun olmayan inflamasyon kronik inflamatuvar

hastaliklarda dokularin yikimina yol agmaktadir (Sentiirk 2013).

Kronik inflamasyon, kalp hastaligi, romatoid artrit ve lupus gibi otoimmiin hastaliklara
yol agabilir. Uzun siire devam eder ve ciddi rahatsizliklarin neticesinde ortaya c¢ikar.
Bazen de kendisi ciddi sorunlara neden olur. Cevresel etken veya aligkanliklar da kronik
inflamasyonun ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Ornegin, asir1 kilo, sagliksiz beslenme,
hareketsizlik, stres, sigara igmek ve asir1 alkol tiiketmek kronik inflamasyona yol agan
etkenlerdendir (int Kay. 4).

Inflamasyon mikroorganizmanin ya da &lii dokularin taninmasiyla baslar. Dogal immiin
sistem yanitiyla baslayip kazanilmig (adaptif) immiin yanitla devam edebilir. Kronik
inflamasyon enfeksiyonun tamamen yok edilemedigi ya da doku hasarinin uzadigi
durumlarda ortaya ¢ikar ve tamir siirecinde siklikla angiogenesis ve fibrozis goriiliir.
Inflamasyonda kompleman sistemi, sitokinler, akut faz proteinleri ve fogositik hiicreler
rol oynarlar. Olii hiicreler, kristaller, mineraller ve protein agregatlar1 gibi bir ¢ok steril
uyar1 da inflamasyonun tetiklenmesinde etkilidir. Bu etkenlerle olusan inflamasyon steril

inflamasyon olarak adlandirilir (Bastiirk 2017).

2.5.2 inflamasyon Tam ve Tedavi Yontemleri

Inflamasyon tanisinda akut vakalarda &zellikle inflamasyonun oldugu boélge kronik
inflamasyonda ise eklemler ve cilt muayene edilir. Sonrasinda siiphelenilen taniy:
dogrulamak igin g¢esitli laboratuvar testleri ve goriintiileme yOntemleri kullanilir.
Inflamasyon varligi gosteren iki kan testi bulunmaktadir. Bunlar yiiksek hassasiyetli C-
reaktif protein (hsCRP) ve fibrinojeni igerir. Yiksek hsCRP seviyeleri iltihaplanmaya
isaret eder. Ancak bu test kronik bir iltihaplanma i¢in spesifik bir belirte¢ degildir, ¢iinkii
yeni bir yaralanma veya hastaliktan kaynaklanan akut iltihapta da yiikselir. Timor nekroz
faktoru-alfa (TNF-a), interlokin-1 beta (IL-1 ), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-
8) gibi sitokinlerin saptanmasi pahali bir yontemdir. Ama bu testlerle kronik

inflamasyona neden olan spesifik faktorler tanimlanabilir (int Kyn.5). Sunulan ¢alismada
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deney gruplarindan elde edilen numunelerde inflamasyonu belirlemek amaciyla TNF-a,

IL-6 ve TGF-B1 diizeyleri analiz edilmistir.

2.5.3 inflamasyonun Kanser ve Karaciger Kanseri ile Tliskisi

Baz1 organlardaki inflamatuar durumlar kanser riskini artirir.  Ayrica, iltihaplanma
ile epidemiyolojik olarak iligkili olmayan tiimorlerin mikro ortaminda da iltihapli bir
bilesen bulunur. Bilimsel c¢aligmalar inflamasyon ve kanseri birlestiren molekiiler
yolaklarin oldugunu gdstermistir. Organizmada yap1 ve fonksiyonu bozulan hiicrelerin
yasami programli bir mekanizma ile sonlandirilir. Buna programli hiicre 6liimiine
(apoptoz) ad1 verilir. Apoptozda temel olarak intrinsik (igsel) ve ekstrinsik (digsal) olmak
lizere 2 sinyal yolu etkilidir. Intrinsik (neoplaziye neden olan genetik olaylar tarafindan
yonlendirilir) ve ekstrinsik (kansere neden olan enflamatuar kosullar tarafindan tahrik
edilir ) sinyal yollar1 iltihaplanma ve kanseri birbirine baglar. Hiicrelerin ¢ogalmasini ve
hayatta kalmasini, anjiyogenezi, metastazi, adaptif immiinitenin bozulmasini, hormonlara
ve kemoterapotik maddelere tepkiyi tesvik eder. Kanserle iliskili inflamasyon, yenilikgi

teshis ve tedavi stratejileri i¢in bir hedefi temsil eder (Mantovani 2010).

Kronik inflamasyonun maligniteyi arttirdigit ve siddetlendirdigi  bilinmektedir.
Cogunlukla hepatoselluler karsinom olan primer karaciger kanseri, hepatoseliler
karsinomlarin % 90'indan fazlas1 hepatik yaralanma ve inflamasyon baglaminda ortaya
cikmaktadir. Kronik inflamasyon; fibroz, siroz ve hepatoselliiler karsinomanin art arda
gelismesine yol acan kalici karaciger hasar1 ve es zamanli rejenerasyon ile iliskilidir. Bu
nedenle, kronik karaciger hasarindan displaziye ve hepatoselliiler karsinomaya gecise
neden olan temel enflamatuar sinyal vyollarmin  tanimlanmasi,  kronik
karaciger enflamasyonu olan hastalar1 tanimlamak ve tedavi etmek igin yeni 6ngoriici
biyobelirtecleri ve hedefleri gésterebilir. Karaciger kanserini 6nlemek ve tedavi etmek
icin anti-enflamatuar ajanlarin klinik gelisimini hizlandirmak igin enflamatuar
sinyallemenin inhibisyonu ile ilgili mevcut sinirlamalar ve potansiyel zorluklarin agilmasi
onemlidir (Bishayee 2014).
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2.6 Kanser ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif nitrojen tirlerinin ve reaktif oksijen tlrlerinin Uretilmesinde ve
oksidanlarin uzaklastirilmasinda bir dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres
oksidan ve antioksidan maddeler arasindaki bir dengesizligi temsil eder. Bu dengesizlik
olustugunda, biyomolekiiller zarar goriir ve normal hiicre metabolizmasi bozulur. Bu
durum hiicre i¢i ve hiicre disinda degisikliklere neden olur. Reaktif oksijen tiirleri
mutasyonlar, delesyonlar (kromozomun bir pargasinin kopmasi veya yok olmasi), gen
amplifikasyonu ve yeniden diizenlemeler gibi DNA’da, malign doniisiimlere, kanser
baslamasina ve ilerlemesine yol agan lezyonlara neden olabilmektedir (Rodrigues vd.
2014).

Bir organizmada bulunan reaktif tirlerinin seviyesi yiksekse ve antioksidan savunma
mekanizmalar1 bunlarin detoksifikasyonunda yetersiz kalirsa, antioksidanlar tarafindan
etkisiz hale getirilememis reaktif molekiiller, lipidlere, proteinlere veya dogrudan
DNA’ya etki ederek zarar olusturabilir. Oksidatif stres aracili olusan DNA hasari
karsinogenezin baslama sebeplerinden biri olarak gdsterilmektedir (Lee vd. 2017).

Oksidatif stres i¢ veya dis kaynaktan tehlike sinyali aldiginda DNA'y1 oksidatif hasara ve
anormal protein ekspresyonuna ve vicudu kanser gibi ¢esitli hastaliklarin gelismesine
kars1 bir zayiflik durumuna sokar. Hepatit B virlisti ve hepatit C virlsi enfeksiyonu, alkol
kullanim1 ve nanokolik stereohepatit dahil olmak lzere karaciger kanserojenezinde rol

oynayan bir¢ok faktor vardir (Wang vd. 2016).

Hepatit C virust enfeksiyonu, 6zellikle bati iilkelerinde kronik karaciger hastaliklarinin
ve Hepataselller karsinomanin baskin nedenidir. Oksidatif stresin oldugu hepatit C
viriisii ile iligkili hepataseliiler karsinomanin gelisiminde ve ilerlemesinde ¢oklu
molekiler mekanizmalar yer alir. Hepatit C virtisii enfeksiyonu reaktif oksijen turlerinin
asir1 iiretimini indiikler ve endojen antioksidanlarin islevini bozar. Asir1 miktarda reaktif
oksijen tiirleri dogrudan DNA'ya, lipitlere ve proteinlere zarar verir. ROS dolayli olarak
bir dizi sinyalleme kaskadini aktive eder ve bir¢ok transkripsiyon faktdriiniin aktivitesini
modiile ederek hiicre sagkalimini, proliferasyonunu, anjiyogenezini, istilasini ve

metastazini kontrol eden genlerin ekspresyonunun degismesine neden olur (Fu vd. 2017).
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2.6.1 Karacigerde Oksidan-Antioksidan Sistem

Organizmada ksantobiyotikleri (ilag veya toksik etkili bilesikler gibi gida disinda viicuda
alman maddeler) endojen ve ekzojen diger molekiilleri metabolize ederek,
metabolizmanin  devamliligini  saglayan ana organ karacigerdir. Karaciger
metabolizmanin  diizenledigi ve organlarin basinda gelmektedir. Karaciger
metabolizmanin diizenlenmesinde etkin bir rol oynarken serdest radikallerin ve oksidan

molekiillerin etkisine asir1 miktarlarda maruz kalabilmektedir.

Karaciger dokularinda bulunan hiicre tipleri; hepatosit hiicreleri, Kupffer hiicreleri,
karaciger siniizoidal endotel hiicreleri, pit hiicreleri (karaciger ile iliskili lenfositler) ve
hepatik stellat hiicreler seklinde siniflandirilabilir (Casas-Grajales vd, 2015 ve Sha vd.
2015).

Karacigerde bulunan parankimal hiicreler, oksidatif stresin olusumuna neden olabilecek
molekiillerin en fazla iiretildigi hiicreler arasindadir. Parankimal hiicrelerde mitokondri,
mikrozomlar ve peroksizomlarlarda PPAR-a araciligiyla sekillenen yag asiti oksidasyonu
sirasinda asir1 miktarda ROS iiretilmektedir. Karciger, Kupffer hiicreleri, hepatik stellat
ve endotelyal hiicreleri oksidatif strese meydana gelen artigslardan olumsuz etkilenen
hiicrelerin baginda gelir. Ozellikle kuffer hiicrelerinde oksidatif stres ile TNF-a gibi
proinflamatuvar stokinlerin iiretimi artarak inflamasyon apoptoz uyarilabilir. Benzer
sekilde hepatik stellat hiicrelerinde kollojen sentezi ve proliferasyon sirasinda olusan
lipidperoksidasyonu da karaciger hiicrelerinde oksidatif streste artiglara neden olabilir
(Sanchez-Valle, 2012, Sakaguchi vd. 2012, Cichoz-Lach ve Michalak, 2014).

Karacigerde metabolize edilen maddelerin metabolizmalar1 sirasinda gergeklesen redoks
homeostazin1 korumak i¢in 6zel bir antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir (Casas-
Grajales vd. 2015). Memeli karacigerinde bulunan bu antioksidan sistemler karacigerde
redoks dengesini saglarken, ayn1 zamanda metabolizmanin devamliligini saglar. Clnku
karacigerde redoks dengesinin bozulmasina bagli olarak ROS’un agir1 {iretimi sonucu
oncelikle karaciger hastaliklar1 olusur (Sekil 2.4). Olusan karaciger hastaliginin kronik

hale gelmesi sonucu ise oragnizmada sistemik oksidatif streste artiglar olusmaya baslar.
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Sistemik oksidatif stresin artmasi; ekstrahepatik organlar olarak bilinen beyin, bobrek
gibi organlarda hasarlar olugsmasina, immun sistemin zayiflayarak organizmanin diger

hastaliklara agik hale gelmesine sebep olabilir (Palma vd. 2014).

Redoks Dengesi
ROS Uretimi ROS eliminasyonu

Diger
Diger Antioksidanlar = Vitamin
PASO kaynakl C/E
sitokrom yraxcar
GSH ;
}
lipoksijenaz T \
GSH-Px CAT

Mitokondriyal NADPH

elektron tasima oksidaz =

zinciri

Sekil 2.4 Karacigerde redoks dengesinin saglanmasi (Casas-Grajales vd. 2015).

Karacigerde oksidan-antioksidan dengenin saglanabilmesi i¢cin hem endojen (enzimatik
ve nonenzimatik antioksidanlar) hem de eksojen (vitaminler, sekonder metabolitler vb.)
antioksidanlar  ihtiyaca gore kullanilabimektedir.  Ozellikle —metabolizmanin
stirdurtilmesinde gorev alan enzimatik antioksidanlar (SOD; superoksit dismutaz, CAT;
katalaz, GSH-Px; glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) ve nonenzimatik
antioksidanlar ~ (Glutatyon, seruloplazmin, transferrin, bilurubin vb.) karaciger
hiicrelerince yogun bir sekilde kullanilarak serbest oksijen radikalleri (ROS) detoksifiye
edilmeye calisilir (Sekil 2.5). Metabolizmanin bozulmasi veya karaciger hastaliklarinin
olusmasi sonucunda, 6zellikle de kronik donemde antioksidan-oksidan sistem arsindaki
denge oksidanlar lehine daha ¢ok kaymaya baslar. Bunun nedenleri arasinda,
metabolizmanin bozulmasina bagli olarak serbest radikallerin ve oksidan molekiillerin
asir1 iiretimi ve organizmada aktif kullanilabilecek antioksidan seviyelerinin diigmesi
sayilabilir. Nitekim hepatokarsinomlarda karaciger dokusunda antioksidan diizeyleri ile

iliskili olarak yapilan ilk ¢alismalardan biri olan Corrocher ve arkadaslarinin (1986)
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yaptiklar1 ¢alismada karaciger kanseri hastalarinin karaciger dokularinda CAT, GSH,
GSH-Px dlizeylerinin azaldig1 belirlenmistir.

H:0z ~ 2H-O + 03
St = -
204 dismutaz . H2O0»— Kasalaz
{ \, /" 2GSH \ /-’ NADP++ H*
2H* Oz / (
Glutatvon peroksidaz Glutatvon rediiktaz
GSSG
NADPH*
2H,;0O

Sekil 2.5 Enzimatik antioksidanlar ve etki mekanizmalari (Sariova, 2019).

Karaciger, ksentobiyotiklerin yani ilag veya toksik etkili olabilecek bir¢cok kimyasalin
detoksifikasyonunda gorev alan organdir. Detoksifikasyon siirecinde iiretilen ROS ve
RNS tiirleri hepatotoksisite gelismesinde rol oynayabilmektedir. Bununla beraber
ksantobiyotiklerin kullanim siiresi, dozu maruz kalan organizmanin durumu (yast, kilosu
vb) gibi durumlar hepatotoksisitenin gelismesi sirasinda oksidatif streste farkli degisimler
goriilebilecegini isaret etmektedir. Ornegin kronik alkoliklerde karaciger ve kan GSH
seviyelerinin genelde azaldigi, bununla beraber SOD, CAT gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin alkol kullanim siiresi ve miktarina bagli bir sekilde artis veya azalig
gosterebilecegi ifade edilmektedir. Serumda ise lipidperoksidasyonun bir gostergesi olan
MDA seviyelerinin genelde artis gosterdigi, serum vitaminlerinin (vitamin E ve vitamin

C) genelde distiigi belirtilmektedir (Videla vd. 2004, Das vd. 2008 ve Chen vd. 2011).

Hastaliklarin tedavisinde kullanilan (antiinflamatuvar, antidepresanlar, antikanserojenler
vb.) ilaglarin o6zellikle yiliksek dozlarda karaciger hiicrelerinde oksidan molekiil ve
lipidperoksidasyonu seviyelerini artirarak ve antioksidanlarin asir1 tiikketilmesine sebep
olarak toksisitelerini gosterebilecegi belirtilmektedir (O’Riordan vd. 2011, Pieniazek vd.
2013 ve Nguyen vd. 2015). Bu nedenle hastaliklarin tedavisinde klinisyenlerin dnerdigi

tedavi protokollerine uyulmali gereginden fazla siirede ve dozlarda ilag

25



kullanilmamalidir. Ayrica ilag kullanimi sirasinda metabolizmanin devamliligi agisindan
karacigere destek olabilmek adina giinliik i¢ilen su miktar1 %20-25 oraninda artirilabilir.
Ciinkii karacigerde gergeklesen detoksifikasyon reaksiyonlariin son iiriinleri cogunlukla

suda ¢oziilerek organizmadan bosaltimla atilabilmektedir.

2.6.2 Oksidatif Stres ve Karaciger Hastaliklar:

Kanser, mutasyonlar1 kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasimni igeren ¢ok asamali bir
stirectir. Oksidatif stres kanser gelisiminde 6nemli rol oynar. Hem endojen hem de
ekzojen reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklari hiicrede oksidatif stresin artmasina
neden olur. Organizmada oksidatif stresle birlikte olusan asir1 reaktif oksijen radikalleri
(ROS), hiicresel makromolekdllerden en énemlisi olan genomik DNA'ya zarar verebilir.
Ayrica oksidatif stres, DNA onarimi, hiicre proliferasyonu ve antioksidanlarda yer alan
alt hedeflerin gen ekspresyonunu module eder. Oksidatif stres ile gen ekspresyonunun
modiilasyonu kismen transkripsiyon faktorlerinin ve ikinci habercilerin aktivasyonu veya
inhibisyonu yoluyla olusur. Olusan DNA hasarinin  onarimi  ve enzimatik
antioksidanlarin etkinligi potansiyel kanser riskinin belirlenmesinde  6nemlidir
(Klaunig, 2018).

Reaktif oksijen tdrleri oncelikle mitokondride ve hepatositlerin endoplazmik
retikulumunda sitokrom P450 enzimleri ile Gretilir. Hepatositik proteinler, lipitler ve
DNA, oncelikle reaktif oksijen tirleri ve reaktif azot tirlerinden etkilenen hiicresel
yapilar arasindadir. Islem karacigerde yapisal ve fonksiyonel anormallikler ile
sonuglanir. Karacigerde olusan oksidatif stres ile siroz, karaciger iltihablanmasi,
hepatosellller karsinoma gibi hastaliklar birebir iligkilendirilmektedir (Sekil 2.6).
Ayrica, hepatositler arasinda oksidatif markorlerin izlenmesi  karaciger hasarinin
derecesini teshis etme ve nihayetinde farmakolojik tedavilere yaniti gdzlemleme
potansiyeli sunmaktadir (Cichoz-Lachetal ve Michalak 2014). Karacigerin ana kismi,
ksenobiyotik metabolizmasinda ¢ok aktif olan hepatositlerden olustugundan, karaciger

oksidatif strese kars1 daha duyarhdir (Lima vd. 2006 ve Kim vd. 2007).
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Sekil 2.6 Karacigerde oksidatif stres ve iligkili karaciger hastaliklar1 (Casas-Grajales vd. 2015).

Oksidatif stres, akut karaciger yetmezligi ve kronik karaciger hastaliklarinin énemli bir
patogenetik faktorini temsil eder (Thiel vd. 2014). Alkolsiiz yagli karaciger hastalig
sanayilesmis llkelerde en sik goriilen kronik karaciger hastaligini temsil eder. Bazi
vakalarda karaciger yetmezligi veya hepatoselliiler karsinom gelistirirken, alkolsiiz
steatohepatitin inflamatuar fazindan fibroz ve siroza ilerler. Karaciger biyopsisi, Alkolsiiz
yagl karaciger hastalig1 kesin tanisi ve basit steatoz ile alkolsiiz steatohepatitin
arasindaki ayrimin altin standart yaklasimi olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte
bagirsak mikrobiyotasi, oksidatif stres ve mitokondriyal hasar alkolsiiz steatohepatitin

patogenezinde kilit rol oynamaktadir (Borrelli vd. 2018).

Viral olarak induklenen karaciger kanseri, kronik karaciger iltihabi ve rejenerasyon
strecleri ile karakterize kuvvetli oksidatif bir mikro-ortam genellikle uzun sure boyunca
geligir. Hiicre biiylimesini ve c¢ogalmasini saglayan bir¢ok hiicresel sinyallesme
kaskadinda onkojenik mutasyonlara neden olurlar. Bu nedenle hepatit viriislerinin neden
oldugu oksidatif stres, karacigerde neoplastik doniisiim siirecini tetikleyen faktorlerden
biridir (Ivanov vd. 2017).
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Oksidatif stres, ¢esitli kronik karaciger hastaliklarinin patogenezinde énemli bir rol oynar.
Yapilan calismalar oksidatif stresin, ilag ve kimyasal kaynakli kronik karaciger
hastaliklarinin patogenezindeki roliinii dogrulamistir. Kronik karaciger hasar1 nekroz,
kolestaz, fibroz ve siroz ile kendini gosterir. Anti-tlberkiloz, anti-retroviral,
immunosupresif ilaclarin kronik olarak uygulanmasinin karacigerde
biyotransformasyonu sirasinda serbest radikal olusumunu indiikledigi bildirilmektedir.
Oksidatif stres ve serbest radikallerin, kronik karaciger hastaliklarinin ilerlemesine neden
olan yarali karacigerde hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonunu ve proliferasyonunu
tetikledigi bildirilmektedir. Bu nedenle, bu reaktif ara maddeleri yok etmek veya ortadan
kaldirmak igin, bitki kaynakli bazi antioksidan etkili maddeler oksidatif strese karsi etkili
bir sekilde kullanilabilir ( Ezhilarasan, 2018). Bu baglamda sunulan ¢alismada da bitkisel
kaynakl1 (B- Arbutin) ve sentetik (a-Arbutin) olarak Uretilebilen arbutin izoformlarinin
hepatokarsinom (HepG2) hiicre hattinda hem antikanser etkileri hemde neoplastik bir
kemoteraipik ajan olan cisplatin toksikasyonuna etkileri arastirilmigtir. Arastirmada

deney gruplarindan elde edilen numunelerde oksidatif stres diizeyleri de belirlenmistir.

2.7 Karaciger Kanseri, Apoptoz ve Proliferasyon

Programli hiicre 6liimii, embriyogenez déneminde uzun yillardir belirtilmesine karsin
fizyolojik hicre olumu 1972'de Kerr, Currie ve Wyllie tarafindan tanimlanmis ve
Apoptoz olarak adlandirilmigtir. Yunanca’da apo (= ayri) ve ptozis (= diisen)
kelimelerinden olusan apoptoz sonbaharda yaprak dokiimii'nii tanimlayan bir kelimedir.
Deneysel diizeyde apoptozis, ilk kez 1980'de Wyllie tarafindan gosterilmistir. Apoptoz
glinimuizde biyoloji ile tip bilimlerinin en yogun sekilde arastirilan konularindan biridir.
Apoptoz; hasarli hiicrelerin yok olmasini, histogenez ve morfogenezde ise aktif olarak
kendini yenileyen dokularda mitozun dengelenmesini saglayan metabolik bir cevap
olarak da ifade edilebilir (Onal 1996).

Son yillarda, apoptoz diizensizligi (baskilanmis/uyarilmis apoptoz), hentz ¢ok fazla
bilgiye sahip olunmayan bir¢ok hastaligin gelisimindeki 6nemli 6zellikleri agiklamak i¢in
yeni bir bakis acis1 kazandirmistir. Toksikasyon sonucu gelisen karaciger hasari,

miyokard infarktlsd, inme gibi iskemik hasarlar, alzheimer ve parkinson hastaligi gibi
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ndrodejeneratif hastaliklar ile AIDS artmis apoptoz ile iligkili hastaliklardir. Bunlardan
farkl1 olarak uygun olmayan azalmis apoptoz ise viral enfeksiyonlarin sebep oldugu
karaciger hastaliklari, bir¢cok deri hastaligi, goz hastaliklari, akciger hastaliklari,

otoimmiin hastaliklar, ateroskleroz ve kanser ile iliskilidir (Gortir 2010).

Proliferasyon ya da hiicrelerin ¢ogalmasi/yenilenmesi hucre bolunmesi Uzerinden
gerceklesir. Hlcre bolinmesi dort farkli asamada gergeklesir. Bu evreler G1, S, G2 ve M
evresidir. Bélinmeyen hiicrelerin bulundugu evre ise GO olarak tanimLanmaktadir. G1,
S ve G2 evreleri interfaz olarak adlandirilir ve interfaz da mitoz igin gerekli hazirliklar
yapilir. M evresi boliinmenin gergeklestigi evredir. Kanser olusumuna neden olan
mutasyonlarin bir kismi da hiicre bolinmesini kontrol eden sinyal yolaklarinda

gerceklesmektedir. (Terzioglu vd. 2013).

2.8 Karaciger Kanseri ve Cisplatin

Cisplatin [cis-diamminedichloroplatin (I1)], biyolojik aktivitesi ilk olarak 1965'te
bildirilen, yaygin olarak kullanilan bir antikanser ilacidir (Miyata vd. 2015).
Cisplatin hepatik kanseri tedavi etmek igin etkili kemoterapétik bir ilagtir. Ancak
etkinligi yan etkileri nedeniyle azalmaktadir (Shu vd. 2016, Hazman ve Bozkurt, 2018).
Cisplatin; karsinomalar, germ hicreli timorler, lenfomalar ve sarkomlar dahil olmak
tizere ¢esitli kanser tiirlerine kars1 da etkilidir. Bununla birlikte, ila¢ direnci ve bdbrek
sorunlari, alerjik reaksiyonlar, enfeksiyonlara karsi bagisiklik, kanamalar ve 6zellikle
geng hastalarda isitme kaybi gibi bir¢ok istenmeyen yan etki nedeniyle, karboplatin gibi

platin igeren antikanser ilaglar1 da kullanilmaktadir (Dasari ve Tchounwou 2014).

2.9 Arbutin

Bir glikozile hidrokinon (HQ) form olan arbutin, kahve, bugday iiriinleri, brokoli ve
armut gibi baz1 meyveler gibi pek ¢ok yenilebilir bitki ve trtinlerinde bulunur (Khanal

vd. 2011). Arbutin 6zellikle ay1 liziimii, kis stimbiilii, armut ve dut agaci gibi bitkilerin

yapraklarindan elde edilebilen dogal aktif maddelerden biridir (Deisinger vd. 1996).
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Arbutin (C12H1607), basit bir molekiil yapisina sahip olup, bitkilerden yiiksek saflikta elde
edildiginde beyaz renkli bir toz gibi goruntr. Arbutin metil alkol, etil alkol, asetonitril ve
tetrahidrofuran gibi polar ¢oziculerde belirli oranlarda ¢6zunebilir. Ancak sikloheksan,
dietil eter, kloroform, petrol ve DMSO gibi apolar ¢6ziiciilerde ¢oziiniirliigii ¢ok diisiiktiir.
Asitli ortamda kararsizdir ve kolayca hidrolize edilir, ancak bitki ekstraksiyon teknikleri,
biyolojik déniisiim, organik sentez ve enzimatik sentez yontemleri kullanilarak birgok

bitki tiriinden basariyla izole edilebilmektedir ( Seo vd. 2012).

Arbutin, insan tirozinaz aktivitesi Uzerindeki glgli inhibe edici etkisinden dolayi,
kozmetik endstrisinde guclu bir cilt beyazlatma ajani olarak kullanilir (Zhu X vd. 2018).
Ayrica bobrek taslarmin diistinilmesinde ve antibakteriyel ozelliklere sahip olmasi
nedeniyle sistit ve idrar yolu enfeksiyonlarini iyilestirebilir (Funayama vd. 1995). Ayni
zamanda antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuar aktivitelerinden dolay1
farmasotik endustrisinde de yaygin olarak kullamlir (Shen vd. 2017). Ozellikle cilt
kanseri lizerine etkili olabilecegi ise bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir (Cheng vd. 2007 ve
Nawarak vd. 2009).

Glilozit formdaki arbutinin, glukoz molekuliindeki anomerik karbon atomuna baglanan
hidrokinonun baglanma durumuna gore 2 farkli izomeri vardir (Sekil 2.7). Bu izomerler

a-arbutin ve B-arbutindir. Bitkilerden izole edilen dogal arbutin, B izomeridir.

u-arbutin B-arbutin

Sekil 2.7 a-arbutin, B-arbutinin kimyasal yapilari.
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Alfa arbutin ise genellikle hidrokinonun mikrobiyal glikosiltransferazlar tarafindan
transglukosilasyonu ile dretilir.  Alfa amilaz, siikroz fosforilaz, siklodekstrin
glikosiltransferaz, a-glukosidaz, dekstransiikraz, amilosiikraz ve sukroz izomeraz dahil
olmak tizere a-arbutin tiretebilecek yedi farkli mikrobiyal enzimin tespit edildigi

belirlenmistir ( Zhu vd. 2018).

Kozmetiklerde o ve B-arbutinin givenilirligi ile ilgili olarak, Tiiketici Giivenligi Bilimsel
Komitesi (SCCS), kozmetiklerdeki arbutin izoformlarindan o-arbutin oraninin yiiz
kremlerinde % 2, viicut losyonlarinda % 0.5 olmas1 gerektigini ve B-arbutin igin yiz
kremlerinde bu oranin % 7’ye kadar ¢ikarilabilecegini ifade etmektedir (Garcia Jimenez
vd. 2017). Bu bilgi bize dogal kaynaklardan izole edilen B-arbutinin, sentetik olarak
iretilen a-arbutine oranla daha yiiksek oranlarda kozmetik iiriinlerde kullanilabilecegini

gostermektedir.

Hidrokinonlar arbutinin hidrolizi ile kolaylikla olusabilmektedirler (Sekil 2.8). Bu
nedenle o6zellikle hidrokinonlarin glikozit tiirevleri olan alfa ve beta arbutin dogal cilt
beyazlatma ajani olarak gilinlimiizde siklikla kullanilmaktadir. Beta arbutin hem alfa
arbutine goére hem de diger kimyasal cilt beyazlatici ajanlara gore daha etkili olmasi

nedeniyle kullanicilarca daha ¢ok tercik edilmektedir (Draelos 2007 ve Tomita vd. 1992).

_OH

OH OH
H,C™™
. H O H
Enzimler, H
+ HZO Diliie Asit vb. + KoH H
_— >
(Hidroliz) HO OH
H OH
OH OH
Arbutin Hidrokinon D-glukoz

Sekil 2.8 Arbutinin Hidrolizi.

31



Insanlarin idrarinda ve plazmasinda diisiik konsantrasyonda HQ varligi saptanmistir
(Deisinger vd. 1996). HQ; fotografik, kaucuk, kimya ve kozmetik endustrisinde
kullanilan kalic1 bir kimyasaldir. HQ, sigara dumaninin bilinen bir bilesenidir. Ama idrar
ve plazmada diisiik oranlarda olabilecegi belirtilen HQ ’nun kaynagi gidalarla alinan

arbutinde olabilir.
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3. MATERYAL ve METOT

Sunulan ¢alismada arbutinin karaciger kanserinde inflamasyon ve oksidatif strese etkileri
analiz edilirken, hiicre hatti olarak kullanilan HepG2 hiicreleri tercih edilmistir.
Calismada kullanilan hiicreler Afyon Kocatepe Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimu, Molekiler Biyoloji Laboratuvar stoklarindan
tedarik edilmis olup proje kapsaminda hiicrelerle yapilan tiim ¢alismalarda sterilizasyona
itina gosterilmistir. Calisma esnasinda kullanilan hiicrelerin herhangi bir strese maruz
kalmamalar1 amaciyla, hiicrelerle temas edecek her tiirlii ¢oziicii/cozeltinin 37 °C’de
olmasina, santrifuj (Nive NF400, Turkiye) islemlerinin 800 rpm hizda 5 dakika sireyle

yapilmasina 6nem verilmistir.

3.1 Huicre Besiyeri Hazirlama

Hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin kullanilacak olan besiyeri 0,22 um gozenekli pess membran
filtreler (WVR Corporation, USA) kullanilarak hazirlandi. Filtereye konacak besiyeri
bilesenleri steril ortamda (flow kabinde) konuldu. 1 L besiyeri hazirlamak igin filtreye
oncelikle %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktive edilmis fetal buzagi serumu (FBS; Fetal
bovine serum veya fetal calf serum), %1 (v/v) oraninda penisilin streptomisin, %1 (v/v)
oraninda (I mM) sodyum piruvat eklendi. Igerifinde glutamin olan diisiik glukoz
konsantrasyonuna sahip Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ile hacim 1 litreye
tamamlandi. Boylelikle besiyerindeki DMEM oran1 %88 oldu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerin (medium) bilesenleri.

Bilesen Oran (%) Hacim (mL)
DMEM (glutaminli) 88 880
FBS 10 100
Penisilin Streptomisin 1 10
Sodyum Piruvat 1 10
Toplam 100 1000
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Hicre besiyeri elde etmek icin hazirlanan karigim bir vakum pompast araciligi ile pess
membran filtreden gecirildi. Filtratta toplanan medium filtreden ayrilarak sise i¢ine alinip
kapagi kapatildi. Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi, yikanmasi, pasajlanmasi ve iiretilmesi
amaciyla kullanilacak medium, steril 50 mL’lik falkonlara konularak, kullanim siiresine
kadar +4 °C’ye kaldirildi. Bu sekilde 50’lik falkonlarda kullanima hazir edilen
besiyerleri, hiicre ekimi yapilacagi veya manuplasyonlarda kullanilacaklar1 zaman,
onceden ¢ikarilarak 37 °C’deki sicak su banyosunda (Memmert WNB10, Germany) 20-
30 dakika 1sitilmustir.

3.2 Hucrelerin Cozdurulmesi ve Ekilmesi

HepG2 hiicreleri siv1 azotta kryotiipler i¢inde laboratuara getirilmistir. Donmus halde
kryotlp icinde bulunan hiicreler dncelikle sivi azottan -18 °C ye alinmistir. 10 dakika
beklendikten sonra 37 °C deki sicak su banyosunda 1-2 dk sire ile inkiibe edilerek
¢oziilmeye birakilmistir. Bu arada 15°lik bir falkona S5SmL medium konulmustur. Su
banyosunda tamami ¢6ziilmek {izere olan kryotiipteki hiicreler hazirlanan (i¢ine medium
konan) falkona alindi. Sonrasinda kibarca pipetaj yapilarak hemen santifiij edildi.
Santifiiriij sonunda falkon tabaninda biriken hiicrelere temas edilmeden medium pipetle
cekildi. Hiicre peleti Uzerine tekrar 2 mL medium eklenerek ve nazikge pipetaj yapilarak
ikinci kez yikama islemi yapildi. Santifiirijden sonra hiicrelerin {izerinde kalan medium
tekrar cekildi. Anlatildig1 tlizere ¢ozdiiriilerek 2 yikamada iceriginde bulunan DMSO
(dimetil siilfoksit) dan arindirilan HepG2 hiicreleri flaska ekilmek tzere son defa 1 mL

medium iginde ¢ozuldu.

Hicreler dondurulup ¢ozulduklerinde strese girerler. Hucrelerin stresten daha kolay
cikarak tekrar kisa zamanda boliinme yetene§ine kavusabilmesi igin hiicrelerin
besiyerinin temel protein unsuru olan FBS oran1 %15-20 oraninda olmalidir. Halbuki
standart olarak kullanilan mediumun FBS orani %10’dur. Bu nedenle mevcut olan
mediumdan belirli bir hacimde alinarak, {lizerine enjektor filtresinden gegirilerek steril
hale getirilen FBS eklenerek, medium igindeki FBS oraninin %20 olmas1 saglanir. ilk
ekim icin hazirlanan ve %20 FBS igeren 37 °C’deki complete medium 25°lik flaska 5
mL hacminde eklenir. Bu sekilde ekim i¢in hazir hale getirilen flaska, ekim i¢in

cozdiiriilerek DMSO’dan arindirilarak hazirlanan HepG2 hiicreleri yavasca eklenir.
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Ekimi yapilacak hiicre sayis1 500-600 binden az ise hicreler eklendikten sonra, hucreler
fazla ayn diismesin diye flask fazla sallanmaz. Ciinkii hiicrelerin birbirine yakin olmasi
adherent hucre kdltirinde o6zellikle hiicre sayisinin az oldugu durumlarda, hiicre
boliinmesini pozitif yonde etkiler. Hiicre sayisinin ¢ok olmasi durumunda (6zellikle de
1-2 milyondan fazla) ekim yapilan 25°lik flask ekim sonrasi kibarca sallanarak hiicrelerin
flask i¢ine homojen dagilmasi saglanabilir. Bu islem hiicrelerin daha kisa siirede doluluk
olmasina katki saglar. Bununla birlikte ¢ozdiiriilerek ekilmesi diisiiniilen hiicre sayis1 ¢ok
ise ilk pasaj 75’lik flaska da yapilabilir. 25°1ik flaska ekimi yapilan hiicreler liremesi i¢in
37 °C ve % 5 CO: iceren inklbattre (Panasonic MCO-18AC, Japan) kaldirilmistir.
Giinliik olarak takibi yapilan hiicrelerin besiyerleri, hiicreler %80-90 doluluk oluncaya
kadar, 2 giinde bir degistirilmistir. 25°1lik flask istenen oranda doluluk olunca 75°lik flaska

pasajlanmistir.

3.3 Hiicrelerin Cogaltilmasi (Pasajlanmasi)

Pasajlama hiicrelerin iiredigi bir flasktan, bagka bir flaska hiicrelere zarar vermeden
transfer edilmesidir. Pasajlama isleminde flask tabanina yapisik halde (doluluk) bulunan
hicrelere 6nce tripsinizasyon, sonrasinda ise detripsinizasyon (tripsinden arindirma)
islemi uygulanmistir. Boylelikle tekrar bir falkonun dibinde elde edilerek c¢oziilen
hiicreler 75’lik flaska ekilmistir. Hiicrelerin pasajlanmas1 sirasinda kullanilan

tripsinizasyon/detripsinizasyon yontemleri su sekilde uygulanmustir.

3.4 Hucrelere Uygulanan Tripsinizasyon/Detripsinizasyon

Flask tabaninda %80-90 oraninda doluluk olan hiicrelerin Gizerindeki medium steril pipet
yardimiyla alimip atilmistir. Hicrelerin iizerine 37 °C olan 1-1,5 mL tripsin EDTA
(Serox, Germany) eklenmis ve flask ylizeyinin her tarafina yayilmasi saglanmistir.
Ardindan flasklar 37 °C’de % 5 CO2 igeren inkiibatore kaldirilip 5-8 dk tinklibasyona tabi
tutulmustur. Flask tabanma yapisik haldeki hiicrelerin bu siire inkiibasyonda biiyiik
oranda tabandan ayrildig1 gézlendi. Ayrilmayanlarin ise flaska hafif¢e vurularak tabandan

ayrilmasi saglandi.
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Tripsinin bir proteaz enzim oldugu diistiniiliirse uzun siireli inkiibasyonlar hucreye zarar
vermeye baslar. Bu nedenle tripsinle inkiibasyon siiresinin 10 dakikay1 gegmemesine
Ozen gosterildi. Hiicrelerin tamami tabandan kaldirildiginda flaskin igine 5 mL medium
eklendi. Boylelikle ortamdaki tripsin dillie edilerek detripsinizasyona kadar hicrelere
verebilecegi zarar en az indirildi. Flaskin i¢indeki tripsinize hiicre-medium stispansiyonu
streil bir falkona alinarak detripsinizasyon i¢in santifiiriij (800 rpm, 5 dk) edildi. Santrifiij
isleminin ardindan olasi kalint1 tripsinden hiicreleri tamamen arindirmak igin hiicreler
tekrar 2 mL medium ile yikanmistir. Siipernatant atilip hiicre pelleti lizerine 1 mL
mediyum eklenmis ve hafif¢e pipetaj yapilarak hiicreler tekrar ekim igin hazir hale
getirilmistir. Bu sekilde hazirlanan hiicreler, icerisinde 10 mL medium bulunan 75 cm’lik
flaska ekimi yapilmistir. Flasklar 37 °C ve % 5 CO2 bir ortam igeren inkubatore

kaldirilmastir.

Inkiibatérde inkiibasyona birakilan 75°lik flask her giin takip edilmis ve 2 giinde bir
mediumu 10 mL taze medium ile degistirilmistir. 75’lik flask da % 80-90 oraninda
konfulent olunca hiicreler tekrar tripsinizasyon/detripsinizasyon islemlerine tabi
tutulmustur. Bu sekilde tekrar ekilebilecek duruma getirilen ve bir 75°lik flasktan elde
edilmis olan HepG2 hiicreleri istege bagl olacak sekilde 1:4-1:10 arasindaki bdliinme
oranlarinda (split ratio) yeni 75’lik flasklara ekilebilir. Ekim islemi istenirse bir flasktan

elde edilen hiicrelerin toplam sayisi belirlendikten sonra da yapilabilir.

3.5 Hiicrelerin Sayilmasi

Analizlerde kullanilmak amaciyla 96 kuyruklu plaka veya flasklara hiicre ekilirken,
ayni/yakin sayida hiicre ekilmesi esastir. Bu nedenle sunulan ¢alismada lethal dozlar
(LD) belirlenirken 96 kuyruklu plakalere hucreler ekilmeden 6nce mL’de ne kadar hiicre
oldugu belirlenmis, yani hiicreler say1lmistir. Bu amagla tripan blue hiicre sayim yontemi
kullanilmistir. Tripan blue (Sigma Aldrich, USA) canli hiicrelerin 151k altinda parlak
goriinmesini saglayan bir boyadir. Sayim yapilacak lama uygulanan ve tripan mavisi ile
boyanmis canli hiicreler mikroskop altinda parlak goriiliirken, 6lii hiicreler mavi/mat
olarak goriiliir. Sayim laminda her biri 16 kareden olusan 4 sayim bolgesindeki hicreler

sayilarak ortalamalar1 alinir ve hiicre sayimi1 yapilmis olur.
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Sonrasinda ise formiil kullanilarak medium-htcre suspansiyonun mililitresindeki huicre
sayist hesaplanir. Sayimin giivenilirligi agisindan dilusyon miktart 6nemlidir. Sayim
yapilan lamin bir bdlgesinde ortalama hiicre sayisinin 50-150 arasinda olmasi hiicre
stispansiyonunun ideal dilisyona tabi tutuldugunun bir gostergesidir. Sayet ortalama
hiicre sayist ¢ok yiiksek c¢ikarsa tripan mavisi — hiicre karigimindaki hiicre hacmi
azaltilarak, tripan mavisi hacmi artirilarak daha diliie hiicre siispansiyonu elde ederek
sayim tekrarlanir. Bu durumda diliisyon oranida artacaktir. Hiicre sayisinin ¢ok yogun
oldugu durumlarda 20 pL hiicre siispansiyonu, 80 pL tripan mavisi (diliisyon orani 5)
alinarak sayim yapilabilir. mL’deki hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla asagida sunulan

formiil kullanilmaktadir:

mL’deki canl1 hiicre sayis1 = (Ortalama Hiicre Sayis1) x (10%) x (Diltisyon Faktori)

Sunulan ¢alismada hiicrelerin sayimi su sekilde yapildi. Flask tabanindan tripsinizasyon
ile kaldirilip, detripsinizasyon ile tripsinden arindirilan hiicreler, hiicre yogunluguna gore
2-6 mL araliginda istenen hacimde ¢oziiliir. Bu calismada ise ortalama bir deger olarak
hicreler 4 mL mediumda ¢6ziildii. Hiicre siispansiyonundan 50 pL alinarak, 50 uL tripan
blue ile (diliisyon orani 2) karistirildi. Hiicrelerin sayiminda kullanilacak lam ve lamel
(Neubauer counting chamber) hazirlandi. Hazirlanan tripan blue-hicre suspansiyonu
karisimindan pipetaj yapilarak, 10 pL alinarak neubauer lamina uygun sekilde konuldu.
Saymm bolgelerinde sayilan hiicrelerin ortalamalari alinarak hiicre silispansiyonunun
mL’sinde kag¢ adet hiicre oldugu formiil yardimi ile bulundu. Sonrasinda uygulamalarda
kullanilacak hiicre sayisina gore hiicre siispansiyonundan ka¢ mL alinmasi gerektigi

hesaplanarak, hiicrelerle yapilacak maniiplasyonlara gecildi.

3.5.1 Cahismada Kullanilan Arbutin, Cisplatin ve MTT Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sunulan ¢alismada kullanilan arbutin izoformlarinin ikisi de sitotoksisite ¢alismalarinda
ayni dozlarda kullanilmistir. a-arbutin (Abcam, UK) ve B-arbutin (Alfa Aesar, Germany)
mediumda ¢oziilerek hazirlanmistir. Bu kapsamda MTT analizlerinde kullanilmak tizere
1 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM ve 400 mM konsantrasyonlarinda o

ve B arbutin ¢ozeltileri medium igerisinde hazirlandi.
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Calismada kullanilan cisplatin (Sigma Aldrich, USA) serum fizyolojik (%0,9’luk NaClI
cozeltisi) igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Uygulama i¢in hazirlanan stok cisplatin
cozeltileri hedeflenen son cisplatin konsantrasyonlarindan 10 kat daha konsantre
hazirlandi. MTT analizlerinde kullanilmak tizere dokuz farkli (10 pg/mL, 20 ug/mL, 50
pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL, 600 pg/mL, 800 pg/mL ve 1000 pg/mL)

cisplatin ¢ozeltileri hazirlandi.

Sitotoksisite analizlerinde kullanilan MTT ¢6zeltisi, ticari olarak elde edilen MTT tuzu
(Sigma Aldrich, USA) kullanilarak hazirlandi. Bu amagla MTT tuzu pH’1 7.4’e
ayarlanmig fosfat tamponunda 5 mg/mL konsantrasyonunda ¢oziildii. Hazirlanan MTT
¢Ozeltisi analiz siiresine kadar 1siktan korunarak +4 ©°C’de saklandi. Hiicrelere

uygulanmadan 6nce ise su banyosunda 37 °C’de 1s1tild1.

3.6 MTT Huicre Viabilite Olgiim Testi

Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde devamli olarak kullanilan
enzimatik testlerden biri olan MTT yontemi ile belirlendi. Bu yontemde, MTT canli
hlcrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal suksinat dehidrogenaz
tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgenir.
Formazan olusumu, yalmizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
gortlmektedir. Dolayist ile 6lgiilen absorbans degerleri canli hiicre sayist ¢ok olan
vellerde yiiksek iken, canli hiicre sayisi azaldikca absorbans degerlerinde de diisme
gozlenir. Boylelikle elde edilen absorbans degerleri kullanilarak ve kontrol grubu ile

kiyaslama yaparak wellerdeki hiicrelerin canlilik oranlar1 hesaplanabilir.

Bu kapsamda sunulan ¢alismada arbutin izoformlarinin ve cisplatinin HepG2
hlcrelerinde hiicre canliligina etkisi su sekilde belirlendi. MTT analizleri 96 kuyucuklu
plakalarde yapildi. 2x10* hiicre/mL de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan
100 pL alinarak 96 kuyulu microplate kabinin her kuyucuguna aktarildi. Uygun
konsantrasyonlarda (uygulama dozlariin 2 kat1 konstrasyonda) olacak sekilde mediumda
¢oziilerek hazirlanan a ve B arbutin ¢ozeltileri, 6nceden planlanan kuyucuklara 100 pL

hacminde eklendi. Boylelikle HepG2 hicrelerine uygulanan son o ve B arbutin
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konsantrasyonlari 0,5 mM, 1 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM ve 200 mM olarak
belirlendi. Arbutin izoformlar1 igin tasarlanan kontrol kuyucuklarina 100 pL medium

eklendi.

Cisplatin uygulanacak kuyucuklara ise cisplatinin son konsantrasyonlart 1 pg/mL, 2
pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 60 pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pug/mL
olacak sekilde 1:10 diliisyon oraninda cisplatin ¢ozeltileri eklendi. Cisplatinin ¢oziiclisii
olan serum fizyolojik cisplatin uygulamasi yapilmayan ve cisplatin analizleri icin

tasarlanan kontrol kuyucugunada ayni hacimde eklendi. Hiicreler inkiibatore kaldirildi.

37°C’de 24 saat daha inklibasyondan sonra her bir kuyucuga 20 uL. MTT boyast (5Smg/

mL konsantarasyonunda) ilave edilerek, hiicreler 37 °C’de 2-4 saat inkiibe edilmistir. Bu
stire sonunda hiicrelerden MTT boyasi uzaklastirilarak her bir kuyucuga 200 pL DMSO
eklenerek formozan kristallerinin ¢oziinmesi saglandi. Renk degisimi, ELISA plaka
okuyucusunda 540 nm dalga boyunda belirlendi. Arbutin ile muamele edilmeyen kontrol
hiicre canlilig1 %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak

ifade edilmistir (Ersin vd. 2016 ve Ulagh vd. 2013).

MTT uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna gore hiicre canliligint %50 oraninda
azaltan arbutin dozu LDso dozu olarak kabul edilmistir. Biyokimyasal ve molekiiler
analizler icin gerekli numunelerin temini icin arbutin dozu olarak LDy ile LDso dozlar
kullanilmigtir. MTT uygulamalari sonucunda lethal dozlar belirlendikten sonra deney
gruplart olusturulmustur. Calismada olusturulan bes deney grubu ve ilgili gruplara
yapilan uygulamalar Cizelge 3.2’de sunulmustur. Olusturulan deney gruplarindan ikisine
(grup 4 ve grup 5) cisplatin uygulamasi yapilmistir. Cisplatinin ¢oziiclisii olan serum
fizyolojik ise cisplatin uygulamasi yapilmayan deney gruplarina (grup 1, grup 2 ve grup

3) ayn1 hacimde eklenmistir.
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Cizelge 3.2 Calismalarda olusturulan deney gruplari ve yapilan uygulamalar.

Gruplar” Hiicrelere Yapilan Uygulamalar

Grup 1 : Kontrol Hucrelere cisplatinin ¢dzlcusi olan serum

fizyolojik uygun hacimde eklendi.

Grup 2 : a-Arbutin (LDo) Medium i¢inde ¢6ziilen a-arbutin LDodozunda
uygulandi.
Grup 3: a-Arbutin (LDso) Medium iginde ¢Oziilen a-arbutin LDsg

dozunda uygulandi.

Grup 4: Cisplatin (LDso) Serum fizyoljik iginde ¢ozilen cisplatin LDso
dozunda uygulandu.

Grup 5: Tedavi Grubu LDso dozunda cisplatin uygulanan wellere es

Cisplatin (LDso) + a-Arbutin (LDo)  zamanli olarak LDo dozunda arbutin
uygulandi.

“Her bir grup 5 adet flaska ekilen hiicrelerden olusturulmustur. Biyokimyasal ve
immunostokimyasal analizler i¢in gerekli hiicreler 75 cm2’lik flasklarda, molekler
analizler igin gerekli hiicreler ise 25 cm?2’lik flasklarda ¢ogaltilmistir.

HepG2 hicrelerinde arbutinin oksidatif strese, apoptoza, proliferasyon ve inflamasyona
etkilerinin belirleyebilmek amaciyla olusturulan deney modelinde, hiicrelerden
olusturulan 5 deney grubuna 6ngorilen uygulamalar yapilmis, her bir grupta ise en az 5
tekrar yapilarak laboratuar analizlerinde kullanilan numuneler (hiicre lizatlarmnin)

hazirlanmastir.

3.7 Biyokimyasal Analizlerde Kullanilacak Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi ve

Yapilan Biyokimyasal Analizler

Inkiibasyonlar sonrasinda hticrelerin tabana yapismis oldugu flask zemininden kaldirmak
icin flasklara tripsin (ImL %0.25) eklenerek ¢ok kisa siire sonra hafif vurma hareketleri
ile hiicreler serbest birakildi. Siispansiyonlar pipet aracilig: ile toplanarak kapakli tiipler
icerisinde 25°C, 800 rpm devirde 5 dakika slreyle santrifij edilerek pelet elde edildi.
Hiicre peleti PBS ile yikandiktan sonra (tekrar santrifilij) Uzerine hucre lizis tamponu
konmustur. Lizis tamponu su sekilde hazirlandi. 200 mL PBS tamponu (pH 7,4) icerisine
%1 triton-X-100(v/v), son hacim 500 mL’ye gore hesaplanan %8 oraninda (40mL)
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proteaz inhibitor kokteyli (Roche Complete Tablet, Germany) eklendi. En son lizis
tamponunun hacmi PBS tamponu ile 500 mL’ye tamamland. Iyice calkalanarak homojen
bir karisim olugmasi saglandi. Bu sekilde hazirlanan lizis tamponu deney gruplarindaki
her bir flasktan elde edilen hiicre peletinin tUzerine 500 pL hacminde eklendi, pipetaj
yapildi. Sonrasinda 20 saniye sonikasyona (Binder HD2070, Germany) tabi tutuldu. 40
saniye beklendi. Sonikasyon islemi bu sekilde 10 kez tekrarlandi. Sonikasyon islemi buz
icinde gergeklestirildi.

Sonikasyon sonucunda hiicre/organel i¢i sivilarin lizis tamponuna gegmesi saglandi. TUm
uygulamalara ragmen lizis tamponunda ¢6ziinmeyen proteinler 8500 rpm’da, 4 °C’de 10
dakika sire ile santrifiij edilerek ¢oktirildl. Bu sekilde elde edilen siipernatantlar hiicre
lizat1 olarak biyokimyasal analizlerde kullanildi. Analizlerde blank olarak lizis tamponu
kullanildi.

Deney gruplarinda yapilan uygulamalar sonrasi elde edilen hiicre lizatlarinda
gerceklestirilen total protein, oksidatif stres diizeyleri ve proinflamatuvar stokin
seviyelerinin analizinde kullanilan metodoloji 6zetlenerek bundan sonraki basliklarda

sunulmustur.

3.7.1 Hiicre Lizatlarinda Total Protein Analizi

Hicre lizatinda ¢alisilacak parametrelerin sonuglarinin hesaplanmasinda kullanilan total
protein seviyeleri ticari kit (Sigma-Aldrich, USA) ile ELISA (Biotek ELx800, Vermont,
US) cihazinda 6l¢iildii. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-
250, negatif bir yiike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yilike baglanir. Boyanin kirmizi
ve mavi formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma dontistimiinii
saglar. Yapilan analizde total protein igerigi bilinmeyen 6 pL numune ve 125-4000
Hg/mL konsantrasyonu araligindaki 6 standart 96’1k plaktaki vellere eklendi. Uzerlerine
zaman gecirmeden multikanal pipetle 300 pL Coomassie brillant blue reaktifi eklendi.
Microwellerde olusan mavi renkli komplekslerin absorbanslart 595 nm de 6l¢iildii. Bu

sekilde belirlenen doku protein diizeyleri g/l veya mg/mL seklinde ifade edildi.
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Numunelere ait olan total protein seviyeleri biyokimyasal analizlerde elde edilen verilerin
normalize edilmesinde kullanildi. Bu amacla her bir numuneye ait oksidatif stres
parametreleri ve proinflamatuvar stokinlerin analizler sonucu elde edilen veriler, her bir

numunenin kendi total protein diizeyine béliinerek ham veriler elde edildi.

3.7.2 Total Antioksidan Statti (TAS) Duzeyleri Analizi

Oksidatif stres parametresi olarak TAS seviyeleri spektrofotometrik yontemle calisan
ticari kitler (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak 6l¢iildii. TAS seviyelerinin
belirlenebilmesi amaciyla standart olarak 0,125-2 mmol araliginda Trolox kullanildi. Bu
amagla 5 standart kullanilarak (0,125-0,25-0,5-1-2 mmol) ELISA okuyucudan alinan
kalibrasyon grafigine gore TAS duzeyleri belirlendi. Seviyeleri belirlenen serum TAS
diizeyleri numunelerin total protein diizeylerine boliinerek mmol Trolox Equivalent/g-

protein seklinde ifade edildi.
3.7.3 Total Oksidan Stati (TOS) Duzeyleri Analizi

Oksidatif stres parametresi olarak TOS seviyeleri spektrofotometrik yontemle calisan
ticari kitler (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak 6lgiildii. Elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak kit protokoliinde verilen ve asagida sunulan formiil kullanilarak

TOS seviyeleri hesaplandi:

TOS (uM hidrojenperoksitEquiv./L)= [(AAbsnumune) / (AAbsstandart)]*20
Bulunan TOS sonuglariin birimi umol hidrojenperoksit equivalent litre (umol H20>
Equiv./L) olarak bulundu. Daha sonra elde edilen sonucalar her bir numunenin kendi total
protein duzeyine bollnerek hicrelerdeki TOS seviyeleri umol H20. Equiv./g protein
seklinde belirlendi (Erel, 2005).

3.7.4 Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Seviyelerinin Belirlenmesi

Oksidatif stres Indeksi (OSI) bir ortamda oksidatif stresi ifade etmede tercih edilen bir

parametredir. Bu nedenle oksidatif stresi etkileyen tiim oksidan ve antioksidanlarin
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etkilerinin hesaba Kkatilarak hesaplanmasi esastir. Bu nedenlerle numunelerdeki
antioksidanlarin genel bir ifadesi olarak belirlenen TAS seviyeleri ve numunelerdeki
oksidanlarin genel bir ifadesi olarak belirlenen TOS seviyeleri dikkate alinarak OSI
duzeyleri belirlendi. OSI dulzeyleri kit protokoliine uygun olacak sekilde asagida

belirtilen formiile gore hesaplandi:

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) = [(TOS/TAS) x 100]

3.7.5 inflamatuvar Stokin (TNF-a, IL-6 ve TGF-p1) Seviyelerinin Belirlenmesi

a- Arbutinin HepG2 hiicrelerinde antiinflamatuvar etkisinin olup olmadigini belirlemek
amaciyla, TNF-o, IL-6 ve TGF-p1 (Elabscience, China) diizeyleri ELISA cihaziyla
(Biotek ELx800, US) spesifik ELISA kitleri kullanilarak belirlendi. Kitlerle birlikte
verilen standartlar kullanilarak her bir analiz i¢in ayr1 bir kalibrasyon grafigi olusturuldu.
Sonrasinda olusturulan kalibrasyon egrileri kullanilarak hiicre lizatlarindaki stokin
seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonuglar her bir numunenin total protein seviyelerine

boliinerek normalize hale getirildi. Stokin seviyeleri pg/mg-protein olarak ifade edildi.

3.8 Genotoksisite Diizeylerinin Belirlenmesi i¢in Yapilan Analizler

Komet testi tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da bilinmektedir. Agaroz jel igine
gomiilmiis hiicrelerin pargalanmasindan sonra elektroforez islemi ile yiiriitilmesine
dayanir. Elektroforez islemi aninda hasar gérmemis DNA’lar olduklar1 yerde kalirken,
kiriklar ilerler. Kirllmis DNA parcalart kuyruklu yildiz seklinde bir yapi olusturarak
anoda dogru uzanir. Daha sonra bu kuyruklu yildiz seklindeki DNA, DNA baglayici bir
boya (0rnegin etidyum bromiir) kullanilarak goriiniir hale gelitirilir. DNA’da olusmus
hasarin derecelerini degerlendirmek i¢in kuyruklu yildizin sekli, boyutu ve i¢indeki DNA
miktar1 Olciiliir. Komet testi analiz protokolii cesitleri DNA ¢apraz baglari, tek iplik
kiriklart ve ¢ift iplik kiriklarinin dl¢iilmesidir. (Sekil 3.1)° de DNA hasar dereceleri

gosterilmistir.
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Sekil 3.1 DNA hasar dereceleri (Yilmaz 2014).

Hasar derecesi sinif(0) olan DNA’nin sadece kafa kismi1 bulunur. Hasar derecesi sinif(1)
olan DNA’nin kafa kismu ile birlikte kuyruk kismi az belirmis sekilde goriiliir. Hasar
derecesi siif(2) olan DNA’da ise kafa kismi1 kadar kuyruk uzunlugu da goriilmektedir.
Sinif(3) derecesine sahip olan hasarli DNA ise kafa kismi1 oldukga kiigiilmiis, kuyruk

kism1 olduk¢a uzun goriiliir.

Hasar tespiti igin kullanilan bir diger yontem ise mikrontikleus analiz testidir. Fiziksel ve
kimyasal ajanlarin hiicrelerde olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde
mikroniikleus testi kulanilir. Mikrontikleus testi, mitoz bdliinme ile olusan hiicre tipleri
uzerinde in vitro ve in vivo olarak uygulanabilmekte ve kromozom anormallikleri testine
gore daha kolay ve hizli sonug vermektedir. Kiiltiirde bir kez boliinmesini tamamlamis
biniikleat hiicrelerde mikroniikleus frekansini saptayan ve sitokalasin-f ile sitokinezin
bloklanmasina dayanan metodun gelismesi ile mikroniikleus testinin gilivenilirligi ve
gecerliligi artmistir. Yapilan bu ¢alismada HepG2 hucrelerinde komet ve mikronukleus

analizleri asagida izlenen belirtilen sekilde gergeklestirilmistir.

3.8.1 Komet Analizinin Yapilmasi

Komet analizinin yapilabilmesi i¢in Oncelikle gerekli ¢ozeltiler hazirlandi. Bu amacla
hazirlanan lizis ¢ozeltisi (Cizelge 3.3), elektroforez ¢ozeltisi (Cizelge 3.4), ndtralizasyon
¢ozeltisi (Cizelge 3.5) hazirlamak i¢in kullanilan yontemler gizelgelerde sunulmustur.
Sonrasinda ise hazirlanan ¢o6zeltilerin  kullanilmasiyla komet analizinin nasil

gergeklestirildigi aciklanmaya ¢alisilmistir.
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Cizelge 3.3 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
NaCl 29,49
EDTA 7,44 g
Trisma baz 0,24 g
Triton X-100 2 Ml
DMSO 20 MI

Hazirlanan kimyasallar dH,O ile 200 mL’ye tamamlanarak pH 10 olacak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.4 Elektroforez ¢ozeltisinin hazirlanmast.

Kimyasal Miktar
NaOH 69
EDTA 0,18 ¢

Hazirlanan kimyasallar dH>O ile 500 mL’ye tamamlanarak pH>13 olacak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.5 Nétralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktari

Trisma baz 14,55 g

Hazirlanan kimyasal dH»O ile 300 mL’ye tamamlanarak pH 7,5 olacak sekilde ayarlandi.

Oncelikle % 1 NMA (normal kaynama noktali agaroz) hazirlanmas igin 0,03 g NMA 3

mL PBS ile bek alevinde prepara edilerek hazirlandi. % 0,8 LMA (Diistik kaynama

noktali agaroz) hazirlanmasi i¢in 0,016 g LMA 2 mL PBS ile bek alevinde hazirlanarak

edilerek hazirland1. Stok etidyum bromiir hazirlanmasi i¢in 5 mg etidyum bromiir 25 mL

dH>0’da ¢6zdiriildi. Calismada 10 kat diliie edilerek kullanildi.

1. Uygulanan konsantrasyonlardaki hiicreler flask yiizeyinden alinarak 800 rpm’de

5 dk santriftj edildi.

2. Sipernatant uzaklastirilarak hiicreler PBS ile siispanse edildi.

3. Hicre suspansiyonundan 40 pL alinarak ependorf igerisinde 100 uL LMA ile

karigtirildi.
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4. Ependorf igindeki hucre-LMA karisiminin hepsi alinarak bir giin 6nceden
hazirlanmis NMA’l1 lamlara hazirlanarak elde edildi.

5. Hazirlanaraktlar donmalar1 i¢in buz kasetlerinin iizerine yerlestirildi.

6. Donan hazirlanaraktlar iizerindeki lameller yavas¢a alinarak 60 dk lizis islemine
tabi tutuldu.

7. Lizis isleminden sonra 20 dk alisma 20 dk yiiriitme olmak iizere 25 V 300 mA’de
elektroforez islemine tabi tutuldu.

8. Elektoroforezden alinan hazirlanaraktlar nétralizasyon tamponuyla yikandi.

9. Yikama isleminin ardindan her bir hazirlanarakt 70 pL etidyum bromir ile
boyanarak lamelle kapatildi.

10. Elde edilen hazirlanaraktlardan her bir hazirlanarakt icin floresans mikroskopta

100 hiicre olacak sekilde sayimlar yapildi.
3.8.2 Mikroniikleus Analizinin Yapilmasi
Bu yontemde kullanilan KCI ¢6zeltisinin hazirlanmasi (Cizelge 3.6)’da sunulmustur.
Sonrasinda ise analizlerde kullanilan fiksatiflerin, giemsa boyasinin hazirlanmasina

deginilmistir. Son olarak ise mikroniikleus analiz protokolii verilmistir.

Cizelge 3.6 KCl ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
KCI 0,4 gr
Distile su 100 MI

KCl ile dH20 vortekslenerek homojenize edilir.

Fiksatiflerin Hazirlanisi:
Once fix2 daha sonra fix] hazirlanir. Calismaya baslamadan 2 saat dnce fiksatifler

hazirlanmalidir. Fix2 i¢in; 40 mL Glasiyal Asetik Asit + 200 mL metanol (Son hacim:
240 mL), fix1 i¢in; 50 mL Fix2 + 50 mL %0.9 NaCl (Son hacim: 100 mL) kullanildi.
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%5’lik Giemsa boyasi icin;
5 mL Fix1 +5 mL Fix2 + 5 mL Giemsa karigtirilir. Son hacim dH»O ile 100 mL’ye
tamamlandi. Cozeltinin pH’1 6.8’e ayarlandi. Hazirlanan karigim filtre kagidindan

gecirildi.

Mikronukleus analiz protokold;

e Sale igerisine nitrozasit veya distile su eklendi.

e  Ornek sayis1 kadar lam numaralandirilarak sale igerisine dizildi. Calisma baslamadan
30 dk once (+4 °C) buzdolabinda bekletildi.

e Ependorf icerisindeki numunelerin Gzerine ImL KCI eklendi, homojenize edildi ve
5dk beklendi.

e KCI eklenen 6rnekler santrifuje 5dk tabi tutuldu (1500rpm).

e Siipernatant atildi, pellet tizerine fix1 eklendi ve 5dk yine santrifiij edildi (1500rpm).

e Siipernatant atild1, pellet lizerine fix2 eklendi ve tekrar Sdk santrifiij edildi (1500rpm).

¢ Son santrifiij sonrasi siipernatant yine atildi, pellet kismi salelerdeki lamlara yayildi.

e Bir giin sonra lamdaki kuruyan 6rnekler sale igerisinde giemsa boyasina 15 dk maruz
birakilarak boyanmasi saglandi.

o Elde edilen hazirlanaraktlarda 1s1k mikroskobu kullanilarak niikleus sayimi yapilarak,

mikrontikleus frekanslari belirlendi.

3.9 Molekuler Analizler
3.9.1 RNA izolasyonu

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ydntemi ile yapilan gen
ekspresyonu analizlerinde kullanilan total RNA, HepG2 hiicrelerinden hazir ticari kit
(Gen Matrix, EURX, Poland) kullanilarak izole edilmistir. RNA izolasyonu sirasinda
kullanilan biitiin malzemeler RNAase free bir ortam olusturabilmek adma uygun
cozeltilerle (RNase Away, Termo Fisher Scientific, ABD) 6nceden temizlenerek hazir
hale getirilmistir. Elde edilen RNA’larin miktar1 nanodropta optic dansitelerinden
hareketle (OD2e0r280) belirlenmistir. OD2eoj280 orani 1.7-2,2 arasinda olan RNA’lar
calismada kullanildi. RNA izolasyonu isleminin tiim asamalar1t buz {izerinde

gerceklestirildi.
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3.9.2 Komplementari DNA (cDNA) Sentezi ve RT-PCR Analizleri

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak iizere her bir 6rnege ait total RNA’dan 0,1-
5 ng alinarak once reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA (cDNA) sentezi
yapildi. Bunun i¢in ticari cDNA sentez kiti kullanildi (Termo Fisher Scientific, ABD).
Elde edilen her bir numuneye ait cDNA’dan 1,5 pL kullanilarak tizerine Sybr Green PCR
Master Mix (12,5 pL) ve primer cifti (oligonukleotid) protokollere uygun miktarlarda
eklenmistir. Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup, literatiirdeki
calismalar (Ersin vd. 2016 ve Ulash vd. 2013) kullanilarak belirlendi. (Cizelge 3.7)’ de
sunulan primerler her bir RT-PCR reaksiyonunda 100 ng diizeyinde kullanildi.

Cizelge 3.7 Oligonukleotid primer dizileri ve RT-PCR programlari.

Gen Primer Dizisi RT-PCR Doéngu
Protokolleri Sayisi
B-Aktin F-5’CACCCCAGCCATGTACGTTGC 93°-15s/61°-30s/ 35
R-5"CCGGAGTCCATCACGATGCCA 68°-1 dk
Kaspaz3 F-5’GGAAGCGAATCAATGGACTCTGGA 94°-1 dk / 59°-1 dk / 35
R-5CCTGAGGTTTGCTGCATCGAC 72°-1 dk
Bcl-2 F-5’GACGGGCTACGAGTGGGATGC 94°-1 dk /58°-1 dk / 35
R-5’GGAGGAGAAGATGCCCGGTGC 72°-1 dk

Denatiirasyon, primer yapismasi ve zincir uzatma olmak iizere li¢ basamaktan olusan
amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongi esigi (Ct)
degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri
22C metodu ile hesaplandi (Pfaffl 2001) ve mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak
azalma ya da artis seklinde belirlendi. Hesaplamalar REST 2009 yazilimi kullanilarak
yapildi. Endojen kontrol olarak beta aktin geni kullanildi ve her bir 6rnege ait beta aktin
gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)
uygulandi. HepG2 hiicrelerinde arbutinin antikanserojen etkileri analiz edilirken, kontrol
ve tedavi gruplarindan izole edilen total RNA ve sonrasinda sentezlenen cDNA’lar

kullanilarak Bcl-2 ve Kaspaz 3 mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR cihazinda analiz

edilmistir.
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3.10 Immunostokimyasal Analizler

Immunostokimya uygulamasi yapilacak hiicreler, her grupta en az 3 flask olacak sekilde
cogaltildi. Flasklardaki hiicrelerin ¢cogalma oran1 yeterli (%60-70 konfulent) oldugunda
her bir gruba (Cizelge 3.2)’de ongoriilen uygulamalar yapildi. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda hiicreler tripsinle kaldirildi. Mediumla 2 kez yikanarak detripsinizasyona tabi
tutuldu. Son yikamadan sonra 15 mL’lik falkonlarin dibinde kalan ve
immunostokimyasal analizlerde kullanilacak hiicreleri sabitlemek icin, her bir falkona
%8’lik 1mL nétral paraformaldehit soliisyonu eklendi. Hiicrelere hafif pipetaj uygulandi.
Sonrasinda olusan hiicre siispansiyonuna 1mL PBS (pH:7,4) tamponu eklendi. Tekrar
kibarca pipetaj edildi. Hiicreler boylelikle %4’liikk nétral paraformaldehit igerisinde
sabitlenmis oldu. Sabitlenen hiicreler 24 saat inkiibasyondan sonra immunostokimya

analizlerinde kullanildi.

% 4’lik tamponlu nétral paraformaldehit sollisyonunda 24 saat sireyle tespit edilen
hiicreler, inkiibasyon sonunda 3 kez distile su ile yikandi ve sitoblok uygulamasi ile pellet
yapilarak rutin doku takibi yapildi. Hiicreler parafinde blokland1i ve mikrotom
kullanilarak 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Adhesivli lamlara alinan 6rnekler
immunostokimyasal teknik ile boyandi. Bu amagla 6rneklerin {izerine tavsan anti-kaspaz
3 (1/200 sulandirma, Abcam, ab13847) ve Mouse p53 (1/25 sulandirma, DAKO, M7001)
antikorlar1 damLatildi. Sekonder olarak bitonize Anti tavsan antikoru (IgG BA1000,
Vector Laboratories Inc., CA, USA) ile diger bitonize Anti tavsan antikoru (IgG BA2000,
Vector Laboratories Inc., CA, USA) uyguland1 ve 30 dakika inkiibe edildi. Yikama
isleminden sonra peroksidaz enzimi konjuge edilmis strepteavidin ile muamele edildi
(Standard Vectastain Elite ABC Kit, PK-6100, Vector Laboratories Inc, CA, USA). 30
dakika inkiibe edildi. PBS ile yikandi. Peroksidaz substrat1 3-amino-9-etilkarbazol (AEC)
uygulanarak reaksiyon renklendirildi. Zemin i¢in Gill’s (III) hematoksileni kullanilip
akoz yapistiric ile lamlar kapatildi. Tiim 6rnekler 151k mikroskobunda incelendi ve Zeiss
Imager A2-Axiocam HRc goruntileme sistemi ve ZEN2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH)

yazilimi kullanilarak analiz edildi.
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3.11 istatistiki Analizler

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma (SH) seklinde tanimlandi, verilerin
degerlendirilmesinde SPSS 18 paket program kullanilmistir. Verilerin dncelikle normal
dagilimhi olup olmadig: test edilmistir. Normal dagilim gosteren verilere parametrik
testlerden tek yonli varyans analizi (ANOVA), post hoc test olarak ise Duncan testi
uygulanmistir. Normal dagilim gostermeyen analiz sonuglarina ise non-parametrik
testlerden Kruskal-Wallis testi uygulanarak istatistiki bir fark olup olmadig: belirlendi.
Aralarinda istatistiki fark oldugu belirlenen parametrelerde, hangi gruplarin kontrol

grubundan istatistiki farklilik gosterdigi ise Mann-Whitney U testi ile belirlendi.

Sunulan calismada HepG2 hiicreleri ile yapilan uygulamalar ve analizler

Ozetlenecek olursa;

e o ve B arbutinin, HepG2 hiicreleri canliligina etkisini belirleyebilmek i¢in MTT
viabilite testi,

e qa-arbutinin, HepG2 hiicrelerindeki lethal dozlar1 belirlendikten ve deney gruplari
belirlendikten sonra genotoksisite analizleri,

e Baz inflamatuar stokinlerin (TNF-a, IL-6 ve TGF-B1) seviyeleri,

e HepG2 hiicre lizatlarinda TAS, TOS, OSI seviyeleri,

e Arbutinin, HepG2 hiicrelerinde apoptoz ve proliferasyona etkilerinin belirlenmesi
amaciyla molekuler dizeyde Bcl-2 ve Kaspaz 3 mRNA ekspresyon seviyeleri ile

immunostokimyasal olarakta p53 ve Kaspaz 3 diizeyleri belirlenmeye ¢aligildi.
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4. BULGULAR

Sunulan calismada yapilan laboratuvar analizleri 4 asamada gerceklestirilmistir. ilk
asamada a-arbutin ve B-arbutinin HepG2 hiicrelerinde sitotoksik dozlar1 belirlenmis ve
daha sitotoksik olan a-arbutinin kullanilmasina karar verilmistir. Ikinci asamada deney
gruplar1 planlanarak iiretim yapilmistir. Hiicreler her grupta en az 5 flask (n=5) olacak
sekilde iretilmistir. Calismanin materyal-metot kisminda ifade edilen manipulasyonlar
hiicrelere uygulandiktan sonra hiicrelerden laboratuvar analizlerinde kullanilacak olan
numuneler (hiicre lizatlar1) elde edilmistir. Uciincii asamada ise elde HepG2 hiicre
hattinda a-arbutinin etkilerini belirlemeye yonelik analizler, elde edilen hiicre lizatlarinda
gerceklestirilmistir. Laboratuvar analizlerinde elde edilen bulgular sirasi ile bu bolimde
paylasilmistir. Hucrelerden elde edilen lizatlarda inflamatuvar stokin (TNF-o, IL-6 ve
TGF-B1) seviyeleri ve apoptotik sirecte htcrelerin durumlarini belirlemeye imkan
verecek olan Bcl-2 ve Kaspaz 3 genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR cihazi
yardimiyla belirlenmistir. Ayrica HepG2 hicrelerinde arbutinin apoptotik kaspaz 3 ve
p53 genlerine etkisi immunostokimyasal yontemle de analiz edilmistir. Elde edilen

sonuclar kaydedilmis ve istatistiksel analiz ile degerlendirilmistir.

4.1 HepG2 Hiicrelerinde a-Arbutinin Sitotoksisite Dlzeyleri

Arbutinin HepG2 hiicrelerinde MTT analizi aracilig: ile sitotoksisitesi belirlenirken iki
farklt izomeri (o-arbutin ve [-arbutin) ve cisplatin kullanilmistir. Sitotoksisite
analizlerinde 6ncelikle 1-100 mM arbutin dozlarinin sitotoksisitesi arastirilmistir. Fakat
diisiik dozlarda arbutin izoformlarinin herhangi bir sitotoksisitesi gézlenmemistir. Bunun
tizerine daha yiliksek dozlarda, bagka bir ifade ile 0,5-200 mM araligindaki arbutin
dozlarmin sitotoksisitesi analiz edildi. Yapilan analizlerde o-arbutinin yedi farkli
konsantrasyonun (0,5mM, 1 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM ve 200 mM) HepG2
hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi belirlenmistir. Elde edilen bulgular a-arbutinin
kullanilan tiim dozlarda sitotoksik etkili oldugu belirlendi. Sitotoksisitenin kullanilan a-
arbutin dozuyla dogru orantili bir sekilde arttigi belirlendi. o-arbutinin HepG2

hiicrelerindeki sitotoksisitesi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 HepG2 hiicrelerinde a-arbutinin sitotoksisitesi.
4.2 HepG2 Hucrelerinde g-Arbutinin Sitotoksisite Duzeyleri

HepG2 hucrelerinde MTT analizi araciligi ile B-arbutinin sitotoksisitesi belirlenmistir.
Yapilan analizlerde B-arbutinin yedi farkli konsantrasyonun (0,5 mM, 1 mM, 10 mM, 25
mM, 50 mM, 100 mM ve 200 mM) HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi belirlendi
ve edinilen bulgular B-arbutinin kullanilan tiim dozlarda sitotoksik etkili oldugu sonucuna

varildi. HepG2 hiicrelerinde B-arbutinin sitotoksisitesi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 HepG2 hiicrelerinde B -arbutinin sitotoksisitesi.
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4.3 HepG2 Hucrelerinde Cisplatinin Sitotoksisite Duzeyleri

HepG2 hicrelerinde MTT analizi araciligi ile cisplatinin sitotoksisitesi belirlenmistir.
Yapilan analizlerde cisplatinin dokuz farkli konsantrasyonun (1jpg, 2jg, 5ug, 10ug,
20pg, 40pg, 60pg, 80ug, ve 100pg) HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi
belirlendi. Cisplatinin kullanilan tiim dozlarda sitotoksik etkili oldugu sonucuna varildi.

HepG2 hicrelerinde cisplatinin sitotoksisitesi Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 HepG2 hiicrelerinde cisplatin sitotoksisitesi

4.4 HepG2 Hiicre Hattinda Cisplatin, a-Arbutin ve g-Arbutinin Belirlenen Lethal

Dozlan

MTT analizlerinden elde edilen bulgulardan yola ¢ikilarak, kontrol grubundaki hiicrelerin
canlilik oranlart %100 kabul edildigi bir durumda, farkli dozlarda arbutin uygulanan
hiicrelerin verileri kontrol grubu verileri ile kiyaslanarak elde edilen her bir doza karsilik
% hiicre canlilik oranlar1 (Cizelge 4.1)’de sunulmustur. Bu veriler kullanilarak HepG2

hiicrelerinde a-arbutin, B-arbutin ve cisplatinin lethal dozlar1 hesaplanmistir.
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Cizelge 4.1 Cisplatin, a-Arbutin ve B-Arbutine ait lethal dozlar (LD)

Cisplatine ait a-Arbutine ait B-Arbutine ait
Lethal Dozlar Lethal Dozlar Lethal Dozlar
(Mg/mL) (mM) (mM)
LDo 0,006 0,003 0,022
LDs 0,055 0,057 0,226
LD1o 0,178 0,261 0,779
LDis 0,393 0,733 1,795
LDso 11,060 57,471 61,270

a ve B-arbutine ait hesaplanan lethal dozlar kiyaslandiginda, a -arbutinin LDso dozunun
daha disiik oldugu goriilmektedir. Bunun anlami HepG2 hiicrelerinde ayni orandaki
sitotoksisiteyi o-arbutinin daha diisiik dozlarla saglayabildigidir. Yani o-arbutinin
sitotoksisitesi p-arbutine gore daha yuksektir. LDsp dozu hiicrelerin en az yarisinin
Olmesine sebep olan dozdur. Baska bir ifade ile antikanserojenik dozdur. HepG2
hicrelerinde LDo dozu alfa ve beta arbutinin 24 saat inkuibasyon sonunda herhangi bir
6lum veya proliferasyona neden olmayan dozudur. Bu doz kanser hiicrelerin de herhangi
bir proliferasyona neden olmadig1 i¢in, diger hiicrelerin kanser nedeniyle organizmada
olusmus olan oksidatif stres, inflamasyon vb. durumlari diizeltmek amaciyla antioksidan
olarak kullanilan dozudur. Ciinkii daha diisiik dozlar HepG2 hicrelerinin Gremesine

pozitif katki saglamaktadir.

4.5 HepG2 Hiicrelerinde a-Arbutinin Genotoksisiteye Etkisi

HepG?2 hiicrelerinde a-arbutinin genotoksisiteye etkisini belirleyebilmek igin Comet testi
ile DNA hasari, mikroniikleus testi ile mikroniikleus olusum frekanslar1 belirlendi.
Veriler incelendiginde LDy dozunda arbutin uygulandiginda kontrol grubuna gére hem
DNA hasarinda hemde mikroniikleus olusum frekanslarinda istatistiki fark olugmadigi
belirlendi. Bununla beraber LDsg dozunda a-arbutin uygulanan grubun komet ve
mikroniikleus skorlarimin kontrol grubundan istatistiki diizeyde farkli ve yliksek ciktig1
belirlendi. Ayni sekilde hiicrelere LDsp dozunda cisplatin hiicrelere uygulandiginda comet

ve mikroniikleus testi sonuglarinin kontrol grubuna gore farklilik gosterdigi goriildii.
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Cisplatin toksikasyonu sonrasi a-arbutin koruyucu etkisini belirlemek amaciyla, HepG2
hicrelerine LDy dozunda a-arbutin uygulandiginda (grup 5) ise cisplatin uygulanan

gruba ( grup 4) gore genotoksisite diizeylerini azalttig1 belirlendi.

Cizelge 4.2 a-arbutinin HepG2 hiicrelerinde Comet ve Mikroniikleus olusumuna etkisi.

Groups Comet scores Micro Nikleus Testi
(Arbitrary Unit) Frekanslari (%)
Grup 1: Kontrol 3,33+0,82 0,0117+0,0041
Grup 2: a-Arbutin (LDo) 4,67+1,21 0,0183+0,0041
Grup 3: a-Arbutin (LDsg) 7,67+0,52°2 0,0433+0,00522
Grup 4: Cisplatin (LDsp) 13,67+2,072 0,0533+0,0163%
Grup 5: Tedavi Grubu 10,00+3,95P 0,0467+0,0082
Cisplatin (LDsoy + a-Arbutin (LDo)
P 0,000 0,000

*Veriler ortalama * standart sapma seklinde verilmistir (n=6). Deney gruplar1 arasindaki istatistiksel
farklar, harflerle tst simge (*°) halinde ifade edilmistir. Verilere (normal dagilim géstermedigi i¢in) non-
parametrik testlerden Kruskal-Wallis ve ManWhitney testleri uygulanmistir.

2 p <0.05; istatistiki olarak kontrol grubundan farkli olan gruplar1 ifade etmektedir.
bp <0.05; istatistiki olarak cisplatin grubundan farkli olan gruplar1 ifade etmektedir.

4.6 a-arbutinin HepG2 Hucrelerinde Oksidatif Strese Etkisi

Sunulan ¢alismada HepG2 hiicrelerinde a-arbutinin 2 dozu kullanilarak (LDo ve LDso
dozlari) hem antikanser etkileri belirlenmeye calisilmis, hemde diisiik doz arbutin
uygulamalarinda arbutinin olas1 koruyucu etkileri belirlenmesi amaglanmistir. S6z
konusu koruyucu etkilerin belirlenebilmesi amaciyla a-arbutinin HepG2 hiicrelerinde
oksidatif strese etkileri incelenmistir. HepG2 hiicrelerine o -arbutin uygulanan deney
gruplarinda oksidatif stres diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla hiicre lizatlarinda TAS,

TOS ve OSI diizeyleri analiz edilmistir.
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TAS analizlerinde elde edilen verilere gore kontrol grubu TAS duzeyleri 0,297 mmol
trolox equiv/g-protein olarak belirlenmistir. Deney gruplarina LDo dozunda (0,003 mM)
arbutin uygulandiginda 0,152 mmol trolox equiv/g-protein belirlenirken, LDso dozunda
(57,47 mM) a-arbutin uygulandiginda 0,226 mmol trolox equiv/g-protein seviyesinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda iki doz grubunda da azalma g6zlenmistir. a-arbutinin
TAS analizlerinde her iki dozdada oksidatif strese etkisi olmadigi gézlenmistir. LDo dozu
ile LDso dozu ile karsilastirildiginda ise LDso dozunun LDg dozuna gdére TAS
seviyelerinde artis oldugu goriilmistiir. Bununla beraber deney gruplarinda TAS
diizeyleri arasinda farkliliklar olsa da, bu farkliliklarin istatistiksel diizeyde anlamli

olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Deney Gruplarina ait TAS, TOS ve OSI seviyeleri.

TAS TOS
Deney Gruplar (mmolTrolox (umol H202- oSl
Equiv./g- Equiv./g- (Arbitrary
protein) protein) Unit)
Grup 1: a a
Kontrol 0,297 £ 0,079 2,66+ 1,16 862,8 + 256,1
Grup 2: a
a-Arbutin (LDo) 0,152 0,037 234+1182 106354¥5506
Grup 3:
a-Arbutin(LDso) 0,226 +0,041  7,24+245%>  3400,7 + 977,3°
Grup 4: a c
Cisplatin LDso 0,136 + 0,060 4,74 + 0,96 4695,3+1089,8
Grup 5:
Cisplatin LDs + o-Arbutin (LDy) 0,102 £0,032  252+1,2620  289,6*4939
P 0,253 1,26 0,006

*Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=6)

b Ayni siitunda farkli iislii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak onemlidir
(p <0,05).

Deney gruplarina ait TOS analizleri incelendiginde kontrol grubu TOS diizeyleri 2,66

pmol trolox equiv/g-protein olarak belirlenmistir. Deney gruplarina LDo dozunda (0,003
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mM) arbutin uygulandiginda TOS duzeyleri 2,34 pmol trolox equiv/g-protein
belirlenirken, LDso dozunda (57,47 mM) a-arbutin uygulandiginda 7,24 pmol trolox
equiv/g-protein diizeyinde oldugu goriildi. Bu veriler kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda LDo dozunda TOS diizeylerinde azalma gdzlenirken LDso dozunda
artis gozlenmistir. Cisplatin uygulanan grupta (grup 4) ve LDso dozunda a-arbutin
uygulanan gruplardan TOS diizeylerinin diger gruplara oranla daha yiiksek ¢iktigi
sOylenebilir. Fakat yapilan istatistiki analizlerde bu farkliliklarin istatistiki yonden

anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir (Cizelge 4.3).

Gruplar arasinda olusan TAS ve TOS diizeyleri arasindaki farkliliklar istatistiki diizeyde
anlamli olmasa da, TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin bir ifadesi olan OSI
degerlerinde gruplar arasinda istatistiki diizeyde bir farklilik olustugu gézlenmistir. Tim
grup verileri kontrol grubu verileri ile kiyaslandiginda LDsg dozunda uygulanan arbutinin
uygulanan grubun (grup 3) verilerinin kontrol grubu OSI degerlerine oranla istatistik
diizeyde farkli ve yiiksek ¢iktigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Benzer sekilde LDso
dozunda cisplatin uygulandiginda da OSI degerlerinin kontrol grubuna gore istatistiki

diizeyde farkl ve yiiksek ¢iktigi goriildii.

Cisplatin maruziyeti sonrasi tedavi olarak LDg dozunda a-arbutin uygulandiginda (grup
5) ise, cisplatin uygulamasi ile artis gostren OSI diizeylerinin arbutin uygulamasi
sonucunda diistis gostredigi belirlendi. Bu veriler LDo dozundaki a-arbutinin HepG2
hiicrelerinde oksidatif stresi etkilemedigi ve cisplatin toksikasyonu sonrasi oksidatif stres
diizeylerini azaltabilecegi, LDsg dozundaki o-arbutinin ise oksidatif stresi artirarak

antikanserojen etkinlikte rol alabilecegini gostermektedir.

4.7 a -arbutinin HepG2 Hiicrelerinde inflamasyona Etkisi

a-arbutinin HepG2 hiicrelerinde inflamasyona etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla
proinflamatuvar stokinlerden bazilarinin (TNF-a, IL-6 ve TGF-B1) seviyeleri hicre
lizatlarinda belirlenmeye calisildi. Yapilan analizler sonucunda deney gruplarina ait TNF-
a diizeyleri arasinda farkliliklar olustugu goriilse de, bu farkliliklarin ¢ogunlukla

istatistiki diizeyde anlamli olmadigi belirlendi. Sadece LDsg dozunda cisplatin uygulanan
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grubun TNF-a diizeylerinin diger gruplara oranla istatistiki olarak farkli ve yiiksek ¢iktigi
anlasildi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Proinflamatuvar stokin (TNF-a, IL-6 ve TGF-B1) diizeyleri.

TNF-a IL-6(pg/mg- TGF-p1
Deney Gruplar (pg/mg-protein) protein) (pg/mg-protein)

Grup 1: Kontrol 39,94 + 14,862 55,75+ 17,42% 22,53+ 7,062
Grup 2:

a-Arbutin (LDg) 43,05+ 16,30 48,80 +£ 5,844 17,79+ 2,902
Grup 3: a b b
o-Arbutin(LDso) 27,71 + 15,88 97,17+ 42,72 45,47+16,20
Grup 4: 8542 +1588° 82,72+ 15732 24,94 + 5,957

Cisplatin LDso

Grup 5:
Cisplatin LDso + a-Arbutin (LDo) 51,16 £29,782 73,72 + 25,933P 26,87+ 10,522

P 0,008 0,085 0,011

* Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=6)

b Ayni siitunda farkli {islii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p <
0,05).
IL-6 ve TGF-p diizeyleri incelendiginde ise 6zellikle LDsg dozunda a-arbutin uygulanan
deney grubuna ait IL-6 ve TGF-B diizeylerini kontrol grubuna gore istatistiki diizeyde
farkli ve yiiksek c¢iktigi belirlendi. Bu veriler LDsp dozunda HepG2 hicrelerine
uygulandiginda inflamasyonu artirarak apoptotik sinyal yolunu uyarabilecegini

gostermektedir.

4.8 Kaspaz 3 ve Bcl-2 mRNA Ekspresyon Dizeyleri

HepG2 hiicrelerinde a-arbutin apoptoza etkisini belirlemek amaciyla apoptotik kaspaz
kaskatinin son iiyesi olan kaspaz 3’tin mRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Elde
edilen veriler kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece cisplatin uygulanan grup 3’te
kaspaz 3 mRNA ekspresyon diizeylerinin istatistiki diizeyde anlamli olacak sekilde

uyarildigini (up regiilation) gostermektedir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Deney Gruplarina ait Kaspaz 3 mRNA ekspresyon seviyeleri.

Kaspaz-3 mRNA

Deney Gruplar: Ekspresyon Dizeyleri P Sonug
Grup 2:
a-Arbutin (LDy) 0,061 0,072"
Grup 3: 0,052 0,084°

a-Arbutin(LDsp)

Grup 4: 7,7702 0,000" Uyarilma
Cisplatin LDso

Grup 5:

Cisplatin LDso + a-Arbutin (LDy) 0,985 0,900

*Veriler ortalama (Standard hata) seklinde ifade edildi (n=3). *; Kontrol grubu ile kiyaslanan gruplarin P
degerini, *; Cisplatin grubu ile kiyaslanan gruplarin P degerini ifade etmektedir.

a: Istatistiki olarak kontrol grubundan farklilik gosteren verileri ifade etmektedir (p<0,05).

HepG2 hiicrelerinde a-arbutin proliferasyona etkisini belirlemek amaciyla deney
gruplarindan elde edilen numunelerde Bcl-2 genine ait MRNA ekspresyon dizeyleri
analiz edildi. Elde edilen veriler incelendiginde, LDo dozunda a-arbutin uygulanan grup
(grup 3) disinda kalan biitiin gruplarin kontrol grubu verilerinden istatistiki diizeyde
farklilik gosterdigi gorulmektedir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Deney Gruplarina ait Bcl-2 mRNA ekspresyon seviyeleri.

Deney Gruplari Bel-2 mRNA
y P Ekspresyon Dizeyleri P Sonug

Grup 2: *
a-Arbutin (LDo) 2,13 0,579
Grup 3:

P 0,102 0,000° Baskilanma
(I-Arbutll’l(LDso)
Grup 4: *
Cispi)atin LDso 0,0052 0,012 Baskilanma
Grup o: 0,104° 0,000 Baskilanma

Cisplatin LDso + a-Arbutin (LDo)

*Veriler ortalama (Standard hata) seklinde ifade edildi (n=3). *; Kontrol grubu ile kiyaslanan gruplarin P
degerini, **; Cisplatin grubu ile kiyaslanan gruplarin P degerini ifade etmektedir.
2. [statistiki olarak kontrol grubundan farklilik gdsteren verileri ifade etmektedir (p<0,05).
b [statistiki olarak cisplatin grubundan farklilik gdsteren verileri ifade etmektedir (p<0,05).
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LDso dozunda a-arbutin ve cisplatin uygulanan gruplarda (grup 3 ve 4) Bcl-2 mRNA
ekspresyon diizeylerinin kontrol gruplarina gore baskilandigi (down regulation) ve
istatistiki diizeyde farklilik gosterdigi belirlendi. Cisplatin toksikasyonu olustuktan sonra
LDo dozunda a-arbutin uygulanan grubun (grup 5) verileri Cisplatin grubu (grup 4) ile
kiyaslandiginda da Bcl-2 diizeylerinin baskilandig1 ve belirlenen baskilanma diizeylerinin

istatistiki yonden farklilik gosterdigi Cizelge 4.6’da goriilmektedir.

Bir maddenin kanser hicrelerinde tedavi edici olabilmesi icin kanser hicrelerinde
programli hiicre 6liimii olan apoptozisi uyarabiliyor seviyede olmasi gerekmektedir. a-
arbutinin HepG2 hiicrelerinde apoptoz ve proliferasyona etkilerini belirleyebilmek igin,
deney gruplarindan elde edilen veriler, kontrol grubu ile ayr1 ayr1 kiyaslanmistir.
Boylelikle a-arbutinin HepG2 hicrelerinde tedavi edici olabilecek LDo dozunun etkisi ve
antikanserojen etkili doz olarak kabul edebilecegimiz LDso dozunun etkilerinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla Tablo Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilerin
bagka bir ifade edilmis sekilleri olan grafikler (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5) bundan sonraki
kistmda sunulmustur. Grafikler RT-PCR verileri kullanilarak ilgili genlerin belirlenen Ct

(Cq) degerlerinden hareketle REST2009 yazilimi araciligi ile olusturulmustur.
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Sekil 4.4 LD, dozunda a-arbutinin HepG2 hucrelerinde apoptoz ve proliferasyon etkisi
(Grafik kontrol grubu verileri ile kiyaslanarak elde edilmistir).

Bu baglamda LDo dozunda arbutin uygulanan grubun verileri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Bcl-2 ve Kaspaz 3 mRNA ekspresyon dizeylerinin kontrol grubuna ile
herhangi bir istatistiki fark olusturmadigi (p=0,579 ve p=0,072) goruldi (Sekil 4.4). Bu

60



veriler LDo dozunda a-arbutinin kanser hicrelerinde herhangi bir apoptoz ve

proliferasyona neden olmadan antioksidan etkilerini gosterebilecegini ifade etmektedir.

LDso dozunda arbutin uygulanan grubun verileri kontrol grubu ile kiyaslandiginda kaspaz
3 mMRNA ekspresyon duzeylerinin kontrol grubuna herhangi bir istatistiki fark
olusturmadigi igin (p=0,084) apoptozun uyarilmadigr goruldi (Sekil 4.5). Bununla
birlikte uygulanan a-arbutin dozunun analizi gergeklestirilen Bcl-2 mMRNA ekspresyon
duzeylerini kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiki fark olusturacak diizeyde
(p=0,000) uyardig: belirlendi (Sekil 4.5).

eie0n Ry
%

(=] (-2 -
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Sekil 4.5 LDso dozunda a-arbutinin HepG2 hiicrelerinde apoptoz ve proliferasyon etkisi ( * ;
isaretini tasiyan parametre istatiksel olarak p<0,05 diizeyinde kontrol grubuna gore
farklidir).

Cisplatin LDso dozunda HepG2 hiicrelerine uygulandiginda kontrol grubu verilerine gore
kaspaz 3 ve Bcl-2 mRNA ekspresyon dizeylerinin istatistiki diizeyde farkli oldugu
belirlendi. Cisplatin uygulanan grupta (grup 4) kontrol grubuna oranla kaspaz 3
seviyelerininin uyarildig1 (p=0,000), Bcl-2 dlzeylerinin ise istatistiki diizeyde (p=0,012)
baskilandigi belirlendi. Baska bir ifade ile LDsg dozunda HepG2 hiicrelerine uygulanan
cisplatinin kaspaz 3 aracilig1 ile apoptozu uyararak, Bcl-2 aracilig ile ise proliferasyonu

baskilayarak, ideal bir antikanserojen ajan profili ¢izdigi sdylenebilir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Cisplatinin LDso dozunda HepG2 hiicrelerinde Apoptoz ve Proliferasyon Etkisi
(*isaretini tagiyan parametre istatiksel olarak p<0,05 diizeyinde kontrol grubuna gore
farklidir).

LDso dozunda cisplatin uygulanan HepG2 hiicrelerinde LDg dozunda a-arbutin uygulanan
grubun verileri cisplatin grubu ile kiyaslandiginda kaspaz 3 mRNA ekspresyon
duzeylerinin cisplatin grubuna goére herhangi bir istatistiki fark olusturmadigi igin
(p=0,900) apoptozun uyarilmadigi gortldu. Bununla birlikte Bcl-2 mRNA ekspresyon
dizeyleri cisplatin grubu ile kiyaslandiginda istatistiki fark olusturacak diizeyde
(p=0,000) uyarildigi belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 LDsp dozunda Cisplatin uygulanan HepG2 hucrelerinde LDo dozunda a-Arbutinin
Apoptoz ve Proliferasyon Etkisi ( *isaretini tagiyan parametre istatiksel olarak p<0,05
dizeyinde cisplatin grubuna gore farklidir).
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4.9 Immunostokimyasal Yéntemle Analiz Edilen Kaspaz 3 ve p53 Pozitif Hiicre

Sayillarinin Degerlendirilmesi

Sunulan ¢alismanin metaryal metot kisminda ifade edildigi lizere apoptozda etkili olan
kaspaz 3 ve p53 genleri, immunostokimyasal metotla analiz edilerek, deney gruplarina
yapilan uygulamalar sonucunda hucrelerdeki kaspaz 3 ve p53 pozitif hiicre sayilari

belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Deney gruplarina ait Kaspaz 3 ve p53 Pozitif Hiicre Sayilart.

Kaspaz 3 p53
Deney Gruplari (mm?°deki cas3* hiicre (birim alandaki p53* hiicre
sayisi) yuzdesi)
Grup 1. 60,45 + 6,03 48,82 + 12,38
Kontrol
Grup 2:
a-Arbutin (LDo) 75,59 + 30,922P 31,28 £ 9,812
Grup 3:
a-Arbutin(LDso) 104,93 + 45,16°¢ 73,20 + 8,63¢
Grup 4: c b
Cisplatin LDso 121,35 + 41,02 49,97 + 10,81
Grup 5:
Cisplatin LDso + o-Arbutin 17 g9 4 43 470¢ 50,68 + 15,76¢
(LDo)
P 0,004 0,000

*Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n>8)
ab: Ayni siitunda farkl {islii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir
(p <0,05).

Kaspaz 3 pozitif hiicre sayilari incelendiginde, LDso dozunda a-arbutin ve LDso dozunda
cisplatin uygulanan gruplarin kaspaz 3 pozitif hiicre sayilariin kontrol grubuna gore
istatistiki diizeyde farkli (p < 0,05) ve yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.7). p53
pozitif hiicre oranlari karsilastirildiginda ise kontrol grubuna gére LDso dozunda a-arbutin

uygulanan grupta artis oldugu belirlendi. Bu veriler LDsg dozundaki arbutinin dzellikle

p53 araciligi ile kaspaz 3’ uyararak HepG?2 hiicrelerini apoptoza siiriikkleyebilecegini ve
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boylelikle antikanserojen etkiler gosterebilecegini ifade etmektedir. Cizelge 4.7’de
sunulan verilerin elde edildigi preperatlardan bir kismi kullanilarak hazirlanan deney

gruplarina ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.8’de sunulmustur.

HepG2 Hiicrelerin
Caspase 3 pS3 Mikroskopik
Gorintileri

Grup 1
Kontrol

Grup 2
a-Arbutin (LDO)

Grup 3
a-Arbutin (LD50)

Grup 4
Cisplatin (LD50)

Grup 5
Cisplatin (LD50) +
a-Arbutin (LDO)

Sekil 4.8 immunostokimyasal degerlendirmede kullamlan hiicrelerin mikroskop goriintiileri
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*1.siitunda (A1-E1) yer alan mikroskop goriintiileri p53 parametresine ait olup, — oklar
p53™ hiicreleri gostermektedir.

2. Siitunda (A2-E2) yer alan mikroskop goriintiileri kaspaz 3 parametresine ait olup,
kirmizi renkle boyanan hiicreler cas3™ hiicreleri gostermektedir.

3. Siitunda ise deney gruplarinda yapilan uygulamalar sonrasi olusan HepG?2 hiicrelerine
yer verildi. A1-3; kontrol grubuna ait resimleri, B1-3;LDo dozunda a-arbutin uygulanan
gruba ait resimleri, C1-3; LDso dozunda a-arbutin uygulanan gruba ait resimleri; D1-3;
Cisplatin grubuna ait resimleri, E1-3;Cisplatin+ LDy dozunda a-arbutin uygulanan
gruba ait resimleri ifade etmektedir)
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5. TARTISMA ve SONUC

Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de ciddi saglik sorunlarindan biri olan kanserin
2030 yilina kadar 6liim nedeni olarak ilk sirada olacagi diisiiniilmektedir. Kanseri
olusturan faktorler ¢evresel veya genetik olabilir. Cevresel nedenlere basta sigara, alkol
olmak tzere, fiziksel ve kimyasal ajanlar, virsler ve beslenme 6rnek olarak gosterilebilir.
Bunun yani sira fiziksel aktivite yapmayan ve dengesiz beslenen bireylerde de kanser

riski artmaktadir (Aygiin Cevik ve Piringci 2017).

Karaciger kanseri ve diger kanser tiirlerinin tedavisinde yan etkileri nedeniyle toksik
olmayan, cok hedefli ve ila¢ direnci olusturmayan yeni tedavi protokollerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu kapsamda toksik etkileri kisitli olan dogal aktif maddeler alternatif
olmaya devam etmektedir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar dogal aktif maddelerin kanser
tedavisinde yeni ¢Oziimlerin gelistirilmesine katki saglayabilecegini gostermektedir.
Sunulan ¢aligmayla bir karaciger kanseri hiicre hatt1 olan HepG2 hiicrelerinde a-arbutinin
olasi etkileri belirlenmeye calisilmistir. Boylelikle a-arbutinin karaciger kanserine ve
karaciger kanserinde cisplatin toksikasyonuna olas1 fayda/zararlart olusturulan bir in-
vitro model iizerinde belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen bulgularin hem klinisyenlere

hem de literatiire katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Arbutin; ay1 tiziimt (Arctostaphylos uva-ursi), kis stimbiilii, armut ve dut agaci gibi
bitkilerin yapraklarindan elde edilen dogal aktif maddelerden biridir (Deisinger vd. 1996
ve Jiang vd. 2018). Yapilan bilimsel arastirmalar arbutinin cilt kanseri ve bobrek tasi
tedavilerinde kullanilabilecegi gibi, insanlarin cildinde goriilen ¢il, ben ve lekelerin
giderilmesinde cilt beyazlatma ajani olarak da yararli olabilecegini ongdrmektedir
(Olumide vd. 2008, Cheng vd. 2007). Arbutin izoformlarindan dogal olan B-arbutin,
sentetik izoformu a-arbutine gore diger kimyasal cilt beyazlatici ajanlara gore daha etkili
ve dogal olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir (Draelos 2007 ve Tomita vd.
1992). Fakat dogal kaynaklardan B-arbutin izolasyonu maliyetli oldugu icin, ¢ogu
kozmetik triinde sentetik arbutin (a-arbutin) formunun kullaniliyor olma ihtimalinin

daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Arbutinin metabolizma ve c¢esitli hastaliklara olasi olumlu katkilar1 deney hayvani
modelleriyle c¢alisilmistir. Bu c¢alismalardan birinde arbutin diyabetik ratlara
uygulandiginda oral glukoz alimini takiben barsaklardan salinimi artan ve bdylelikle
pankreatik insiilin sentez ve salimmmini artirarak glukoz metabolizmasinin dengede
kalmasii saglayan GLP-1 seviyelerini artirdigi rapor edilmektedir (Farzanegi, 2014).
Bagka bir ¢alismada ise arbutinin kan glukozu ve lipit seviyelerini dengeledigi boylelikle
glukoz homeostazisine katki sagladigi, bunu antioksidan etkinligi araciligi ile diizenlemis

olabilecegi ifade edilmektedir (Shahaboddin vd. 2011).

Arbutinin mide hastaliklar1 iizerine de faydali etkileri olabilecegi ileri siiriilmektedir.
Deneysel peptik {iilser olusturulan deney hayvanlarinda iilser indeksi, mide 6zsuyu
esitligi, mukus icerigi incelenmistir. Arbutinin mide mukozasinda {ilser alanina
uygulandiginda 6dem, iltihaplanma ve I0kositlerde azalma meydana getirdigi ifade
edilmektedir. Ayrica doku hasarinda da 6énemli bir sekilde azalmaya neden oldugu ve

bagisiklik sistemini gelistirdigi belirtilmektedir (Taha vd. 2012).

Kanser etiyolojisinde olusan hiicresel hasarin 6nemli sebepleri arasinda oksidatif stres ve
inflamasyon da sayilmaktadir. Kanser gelisimi sirasinda, ileri evrelerde organizmada
immun sistemin zayiflamasi ile oksidatif stres ve inflamasyonda artis gozlenir. Bu
ylizden viicudun direncinin artirilmasi i¢in antioksidan takviye onemli olabilir. Ama
takviyenin kanser hiicrelerinin {iremesine de katki yapabilecegi diistiniiliirse, s6z konusu
antioksidan takviyenin dogru dozlarda ve bilingli bir sekilde yapilmast 6nem
arzetmektedir. Bu nedenle antioksidan maddelerin kanser hicrelerinde etkilerinin
incelenmesi ve etkilerinin bilim diinyasiyla paylasilmas1 kanser tedavisinde yeni

yaklasimlar gelistirilmesine katki sunabilir.

Arbutin gibi birgok antioksidan diisiik dozlarda organizma ve hicreler i¢in koruyucu rol
iislenirken yiiksek dozlarda apoptozu uyararak, proliferasyonu baskilayarak sitotoksik
etkili olabilmektedir. Diisiik dozlarda koruyucu yiiksek dozlarda ise sitotoksik etkili olan
biyoaktif maddeler kanser hicrelerinde antikanserojen etkileri nedeniyle uzunca yillardir
arastirma konusu olmustur. Yiiksek dozlardaki a-arbutinin HepG2 hiicrelerinde apoptozu

hangi mekanizmalarla uyardiginin belirlenebilmesi i¢in deney gruplarinda apoptozla
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birlikte; inflamasyon, oksidatif stres ve genotoksisite diizeyleri de analiz edilmistir. Elde
edilen bulgular 1s18inda 6zellikle LDsg dozunda HepG2 hiicrelerine uygulanan a-
arbutinin hangi mekanizmalar aracilig1 ile antikanserojenik etki gdstermis olabilecegi

Ozetlenmeye caligilmistir.

Yapilan bir arastirmada arbutinden, insan diski hazirlanarakti ile kulucka islemi
sonucunda HQ olusabilecegi belirlenmistir. Ilgili calismada arbutinin metabolik
aktivasyon icin bir insan fekal hazirlanaraksyonu ile kulugkalanmasinin ardindan,
reaksiyon karigiminin filtre ile sterilize edildigi, sonrasinda HepG2 hiicrelerine
uygulandigi belirtilmektedir. Karisimin konsantrasyona bagli olarak HepG2 hiicrelerinde
sitotoksisiteye neden oldugu bulunmustur Ayrica ayni ¢alismada arbutin ve arbutinin
deglikosile edilmis bir metaboliti olan hidrokinon (HQ) sitotoksisiteleri HepG2 hiicreleri
kullanilarak karsilastinlmistir. Elde edilen sonug¢lar HQ’un arbutinden daha toksik
olabilecegini gostermektedir (Khanal vd. 2011). Benzer sekilde arbutin ile bir bakteri
kultlr ortaminin toksisitesi HepG2 hiicre dizisinde test edildiginde, arbutin i¢eren bakteri
kiiltiir ortaminin, arbutin igermeyen bakteri kiiltiir ortamina oranla daha sitotoksik etkiler
gosterebilecegi ifade edilmektedir. Ama arbutinin sitotoksisite gosterebilmesi igin
metabolik olarak aktivasyonunun yani bakterilerle muhtemelen hidrolizinin
saglanmasinin gerekli oldugu belirlenmistir (Kang vd. 2011). Bu bilgiler bizlere
toksisitenin arbutinden ziyade onun bir metaboliti olan HQ kaynakli oldugunu ve insan
bagirsak mikroflorasinin arbutini metabolize etmesi sonucu apoptozu indiikleyebilen

HQ’nun iiretebilecegini gostermektedir.

Sunulan c¢alismada ise arbutin HepG2 hiicrelerine mediumla birlikte, herhangi bir
deglikozisyona tabi tutulmadan, yani arbutin hidrolize edilmeden uygulanmistir. Yapilan
sistotoksisite analizleri sonucunda HepG2 hicrelerinde yilksek dozlardaki arbutin
izoformlarinin sitotoksik etkili olabilecegi belirlenmistir. HepG2 hiicrelerinde hem a-
arbutin hem de B-arbutinde doz arttik¢a hiicre canlilig1 azalirken sitotoksisitelerinin arttigi
goriilmiistiir. HepG2 hiicreleri ve arbutinle ilgili benzer bir calismaya literatiirde
raslanilmamistir. Bununla birlikte literatiirde arbutin ve MCF-7 hiicreleri ile yapilan
caligmalarda arbutinin diisiik dozlarda sitotoksisite gostermedigi (Berdowska vd. 2013),

fakat arbutin izoformlarmin MCF-7 hucrelerinde ylksek dozlarda sitotoksik etkiler
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gosterebilecegi, boylelikle antikanserojen etkinlikten bahsedebilecegi belirtilmektedir

(Sariova 2019).

Yapilan MTT analizleri sonucunda arbutin izoformlarindan a-arbutinin, f-arbutine oranla
sitotoksisitesinin HepG2 hiicrelerinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Arbutin
izomerlerinin sitotoksisitelerinin farkli farkli ¢ikmig olmasi her iki izomerin
farmakokinetiginin farkli olmasiyla iligkisi olabilir. Literatiirde baska bir hiicre hatt1 ile
yapilan bir ¢alismada da a-arbutin ve B-arbutinin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksisiteleri
farkli ¢iktign belirtilmektedir. Ilgili ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde B-arbutinin -
arbutinden daha sitotoksik etkiler gosterdigi ifade edilmektedir (Sariova, 2019).

Sunulan ¢aligmada cisplatin toksikasyonuna arbutinin etkilerinin de belirlenmesi
amaclandigi i¢cin HepG2 hiicrelerinde cisplatinin sitotoksik etkili olabilecek LDso dozu
da MTT analizleri ile belirlenmistir. Yapilan analizlerde HepG2 hiicrelerinde cisplatin
sitotoksisitesinin 2 pg/mL konsantrasyondan itibaren hizla ytikseldigi belirlendi. Yapilan
hesaplamalarda HepG2 hiicreleri icin cisplatinin LDso dozu 11,06 pg/mL olarak bulundu.
Literatiirde HepG2 hiicreleri ile yapilan ¢alismalar incelendiginde cisplatinin sitotoksik
dozlarinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Ornegin 5-80 pg/mL konsantrasyon
araliginda cisplatin dozlar1 kullanilan bir ¢alismada cisplatinin ancak yuksek dozlarda
(40-80 pg/mL) HepG2 hiicrelerindeki proliferasyonu %30-40 oranlarinda azaltabilecegi
ifade edilmektedir (Shu vd. 2016). Cisplatinin HepG2 hicrelerinde sitotoksisitesinin bu
sekilde farkli farkli olmasi kullanilan cisplatin ¢6zeltisi ile iligkili olabilir. Clinki kanser
hastalar1 i¢in kullanilan enjekte edilebilir formdaki cisplatin ¢ozeltilerine toksik etkileri
ve yan etkileri azaltmak icin mannitol ilave tamponlayici maddeler ilave edilebilmektedir.
Sunulan tez calismasinda ise insanlardaki kanser hastaliginin tedavisi i¢in hazirlanmis
enjekte edilebilir cisplatin ¢ozeltisi degil, aktif madde olarak cisplatinin kendisi
kullanilmistir. Bu nedenle cisplatinin toksikasyon orani literatiire gore yiiksek c¢ikmisg
olabilir. Nitekim HepG2 hucreleri ile enjekte edilebilir cisplatin ¢ozeltisi kullanilarak
yapilan bagka bir calismada (Hazman ve Cigerci, 2018) da cisplatinin LDso dozunun 65,6
png/mL oldugu ifade edilmektedir.
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Sunulan tez ¢alismasinda a-arbutin, B-arbutinin ve cisplatinin lethal dozlar1 belirlendikten
sonra arbutinin HepG2 hicrelerinde genotoksisiteye, oksidatif strese, inflamasyona,
apoptoz ve proliferasyona etkilerini belirlemek i¢in ¢alismanin ikinci kismina gegilmistir.
Daha 6nce de belirtildigi lizere ¢alismalarin bu asamasinda a-arbutinin sitotoksisitesi
daha yiiksek bulundugu icin hiicrelere sadece a-arbutin uygulanmistir. Ayrica cisplatin
toksikasyonuna karst a-arbutinin LDo dozu (0,003 pM) kullanilarak, arbutinin olasi

tedavi edici etkileri belirlenmeye ¢alisiimistir.

Tez calismasi kapsaminda yapilan laboratuvar analizleri LDsg dozunda cisplatinin hem
DNA hasarini hem de mikroniikleus olusumunu artirarak HepG2 hiicrelerinde genotoksik
etkili oldugunu gostermektedir. Bu bulgular literatiir paralelindedir. Ciinkii literatiirde
cisplatinin DNA hasarin1 ve mikroniikleus olusumunu artirarak genotoksisiteye neden
oldugu farkli calismalarla gosterilmistir (Zhang vd. 2010 ve Cheki vd. 2019). HepG2
hicrelerine LDso dozunda a-arbutin uygulandiginda ise a-arbutinin cisplatin kadar
olmasa da kontrol grubuna gore istatistiki olarak farkli ve yiiksek diizeyde genetoksik
etkililer gosterdigi belirlendi. Literatiirde arbutin ve HepG2 hiicreleri ile yapilan bir
calismaya raslanilmamistir. Ancak in-vitro olarak yapilan bir ¢alismada oral yolla
uygulanan arbutinin rat hepatositlerinde DNA hasarina neden olmadigi belirtilmektedir
(Jurica 2020). Bununla birlikte HepG2 disinda bir hiicre hatt1 olan MCF-7 hiicrelerinde
yapilan bir ¢caligmada arbutinin bagka bir izomeri olan B-arbutinin hem DNA hasarim
hem de mikronikleus olusumunu artirarak genotoksik etkiler gosterebilecegi ifade
edilmektedir (Sariova, 2019).

Sunulan ¢alismada HepG2 hiicrelerinde cisplatin toksikasyonu olusturulduktan sonra
LDo dozunda a-arbutin uygulandiginda (grup 5) ise cisplatin grubuna (grup 4) gére DNA
hasarmin azaldigi belirlendi. Bu veriler LDo dozunda a-arbutinin cisplatin toksikasyonu
sonucu olusan toksisiteyi azaltarak, saglikli hiicrelerde olasi cisplatinin yan etkilerini
azaltmada yararli olabilecegini akla getirmekdedir. Ayrica diisiik dozlarda a-arbutinin
DNA hasarmi azaltiyor olmasinin nedeni, diisikk dozlarda uygulanan arbutinin
antioksidan etkinligi ile iliskili olabilir. Nitekim U937 makrofaj hiicreleri ile yapilan bir
calismada (Wu vd. 2014), iyonize radyasyonun U937 hiicrelerinde olusturdugu oksidatif

stresi Ozellikle hidroksil radikallerini etkisiz hale getiren arbutinin antioksidan etkinlik
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gosterebilecegi ifade edilmektedir.

Arbutin ve farkli hiicre hatlari ile yapilan ¢alismalarda tedavi amagli arbutin kullaniminin
genellikle diisiik dozlarda oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alismalar diisiik dozlarda
arbutinin herhangi bir sitotoksisite géstermeden antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri
olusturabilecegini ifade etmektedir. Yapilan boyle bir ¢alismada lipopolisakkarit ile rat
BV2 mikroglia hiicrelerinde olusturulan toksikasyon sonucu artan oksidatif stres ve
inflamasyona arbutinin etkileri arastirllmistir. Elde edile bulgular lipopolisakkaritin
neden oldugu oksidatif stresi ve inflamasyonu arbutinin hiicresel toksisite gostermeksizin
azalttigin1 gostermektedir (Lee and Kim 2012). Baska bir ¢aligmada Seyfizadeh vd.
(2012), HepG2 hicrelerinde tert-bitil hidroperoksit (t-BHP) ile olusturulan toksikasyona
kars1 sitotoksik olmadigi belirlenen diisiik dozlardaki (50-100 ve 150 puM) arbutinin
koruyucu etkileri arastirilmistir. Diisiikk dozlardaki arbutinin toksikasyon Oncesinde
uygulanmast sonucu HepG2 hiicrelerinde antioksidan giicii artirdigi, bdylelikle
toksikasyon sonucu hiicre Oliimlerini azaltabilecegi ifade edilmektedir. Sunulan
calismada ise cisplatin toksikasyonu olusturulmus olup, toksikasyon sonucunda HepG2
hiicrelerinde hem oksidatif stresin hem de inflamasyonun artti1 belirlenmistir. Ayrica
HepG2 hiicrelerinde cisplatin ile toksikasyon olusturulduktan sonra diisiik dozda a-
arbutin tedavisinin OSI diizeylerini diisiirerek oksidatif stresi (Cizelge 4.3) ve TNF-a
seviyelerini diislirerek (Cizelge 4.4) ise inflamasyonu azalttig1 belirlenmistir.
Muhtemelen diisiik dozlardaki arbutinin bu etkileri arbutinin sahip oldugu guclu
antioksidan aktivitesi Takebayashi vd. (2010) ile iligkili olabilir.

HepG2 hiicrelerine yiiksek dozda, baska bir ifade ile LDsg dozunda (57,471 mM) a-
arbutin uygulandiginda ise OSI diizeylerinin artmasi sonucu oksidatif stresin (Cizelge
4.3), IL-6 ve TGF-B1 diizeylerinin artmasi ile de akut inflamasyonun (Cizelge 4.4)
uyarildig1 belirlenmistir. HepG2 hiicrelerinde yiiksek dozlarda arbutin uygulamas: ile
ilgili litaretiirde herhangi bir kaynaga raslanilamamstir. Fakat bagka bir hiicre hatt1 olan
MCF-7 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada yiiksek dozda kullanilan arbutinin hiicrelerde

oksidatif stresi ve inflamasyonu artirabilecegi ifade edilmektedir (Sariova 2019).

71



Yapilan analizler yardimiyla arbutinin, cisplatinin ve cisplatin toksikasyonu sonrasinda
arbutinin apoptoz ve proliferasyona etkileri de belirlenmeye caligilmistir. RT-PCR ve
imminostokimyasal yoOntemlerle yapilan analizler sonucunda cisplatinin HepG2
hlcrelerinde kaspaz 3 ekspresyonunu uyarak apoptoza neden oldugu belirlendi. Bu
veriler literatiir bilgileri ile paralellik teskil etmektedir. Cilinkii HepG2 hiicrelerine
cisplatin uygulandiginda kaspaz 3’tin uyarilarak apoptoza sebebiyet verebilecegi ifade
edilmektedir (Sherif ve Al-Gayyar 2018). Elde edilen sonuclara gére apoptotik kaspaz
3’li uyaran cisplatinin ayn1 zamanda Bcl-2 mRNA gen ekspresyon duzeylerini de
baskiladig1 (Cizelge 4.6) disiiniiliirse HepG2 hiicreleri i¢inde etkili bir antikanser ilaci
oldugu soylenebilir.

Sunulan tez ¢aligmasinda yapilan immunostokimyasal analizlerde cisplatin uygulanan
grupta p53 pozitif hiicre sayisinin kontrol grubuna gore degismedigi gosterilmigtir
(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8). pS3; apoptozun ve hiicre siklusunun diizenlenmesinde rol alan
cok onemli bir gendir. Ciinkii hiicre dongiisii sirasinda hiicre DNA’sinda hasar varsa,
DNA’nin tamiri igin hiicre siklusu p53 etkisiyle durdurulabilir. Eger DNA’nin tamiri
miimkiin degilse p53 etkisiyle apoptoz uyarilabilmektedir. Bu nedenle p53’iin asir1 inhibe
olmasi veya islevini kaybetmesi kanser hastaliklarinin nedenleri arasinda sayilmaktadir.
Bu sebeple cisplatin toksikasyonu sonucu HepG2 hicrelerinde p53 geninin
uyarilma/baskilanma durumu varsa bunun net olarak ortaya konmasi 6nemlidir. Sunulan
tez ¢alismasinda daha once belirtildigi tizere, cisplatinin HepG2 hiicrelerinde p53* hiicre
sayisinda herhangi bir degisiklik olusturmadigi belirlenirken, literatiirde cisplatin
aracilig1 ile p53°iin uyarilarak hiicre siklusunu durdurabilecegi (Qu vd. 2013, Wang vd.
2016) ifade edilmektedir. Yani tez ¢aligmasindan elde edilen bulgular ile literatiir bilgileri
kismen celismektedir. Cisplatinin hepatoselliiler karsinomda p53’e olasi etkilerinin
belirlenmesi ve netlestirilmesi tedavide cisplatinin etkinliginin agiklanabilmesi adina

onemlidir. Bu nedenle bu konuda daha ileri ¢aligsmalarin yapilmasi yararli olacaktir.

HepG?2 hiicrelerine cisplatin uygulandiktan sonra LDo dozunda a-arbutin ile muamaele
edildiginde p53™ hiicre sayismin arttig1 (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8) ile belirlenmistir.
Cisplatinle beraber kombine kullanilan bir ajanin apoptotik p53’ii uyariyor olmasi,

antikanserojen etkinligin arttig1 anlamina gelmektedir. Bu nedenle karaciger kanserinde
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cisplatinle beraber diisiik doz arbutin tedavisinin mevcut tedavilere katkisi olabilecegi
diistintilebilir. Nitekim arbutin ve HepG2 ile yapilan ¢aligmalar, kullanilan arbutin dozu
arttikga Bax/Bcl-2 oraninin artmasi ve kaspaz 3’{in uyarilmasi sonucu apoptotik hiicre
sayisinin artabilecegini (Khanal vd. 2011) ifade etmektedir. Bu baglamda sunulan
calismada da LDsp dozunda a-arbutin HepG2 hiicrelerine uygulandiginda p53 pozitif
hiicre sayist onemli bir artis gosterirken, Bcl-2 mMRNA ekspresyon dizeyleri ise
baskilamistir. Bu veriler arbutininin yliksek dozlarda p53 araciligi ile apoptozu uyarirken,
Bcl-2 araciligi ile ise proliferasyonu baskilayarak, antikanserojenik etki gosterebilecegine
(Sekil 5.1) isaret etmektedir. Benzer sekilde farkli bir hiicre hatti olan B16 murin
melanom hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada da arbutinin Bcl-xL ve Bcl-2 gibi genleri
baskilayarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltirken, apoptozu uyardigi (Jiang
vd. 2018) gosterilmistir.

HepG2 Hicrelerine
LDssy Dozunda o-Arbutin Uygulamas:
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Sekil 5.1 HepG2 hiicrelerinde a-arbutinin antikanserojen etkilerinin olugsmasina aracilik eden
mekanizma (Kontrol grunu ile LDso dozunda a-arbutin uygulanan deney grubu verileri
karsilastirilarak elde edilmistir).
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Sonug olarak, elde edilen veriler 6zetlenecek olursa, diisik doz (LDo dozunda) a-
arbutinin tek basina hepatoselliiler karsinom (HepG2) hiicrelerine uygulandiginda
herhangi bir genotoksik ve sitotoksik etkileri olmadigi, inflamasyon, apoptoz ve
proliferasyonu etkilemedigi belirlendi. Bununla birlikte cisplatin toksikasyonu
olusturulduktan sonra tedavi amaciyla diisiik doz arbutin kullanildiginda, cisplatin
toksikasyonu sonucu artan oksidatif stres, inflamasyon, genotoksisite duzeylerinde
diistisler go6zlenirken, bu durumdan kaspaz 3 seviyelerinin etkilenmedigi belirlendi.
Bagka bir ifade ile LDo dozunda uygulanan arbutin, HepG2 hiicrelerinde cisplatinin
apoptoz araciligi ile olustudugu antikanserojenik etkinligi bozmadan, toksikasyona eslik

eden septomlarin siddetini azalmaktadir (Sekil 5.2).

LD, Dozunda Cisplatin Uygulanan |
HepG2 Hiicrelerine LDy, Dozunda
o-Arbutin Uygulamass
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Sekil 5.2 HepG2 hiicrelerinde a-arbutinin cisplatin toksikasyonunu azaltic1 etkilerine aracilik
eden mekanizma (Cisplatin grubu ile cisplatin toksikasyonu sonrasinda LD dozunda o-
arbutin uygulanan deney grubu verileri karsilastirilarak elde edilmistir).
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Bu veriler arbutinin diisiik dozlarda cisplatinle kombine bir sekilde kullanildiginda,
cisplatinin diger saglikli hiicrelerde olusabilecek yan etkilerini azaltmada yararli
olabilecegini akla getirmektedir. Ama bunun tam olarak belirlenebilmesi i¢in caligmalarin
saglikli hiicre hatlarinin bulundugu in-vitro modellemelerle veya deney hayvanlarinda

olusturulacak in-vivo modellemelerle tekrarlanmasi yararl olabilir.

Daha once deginildigi ve Sekil 5.1°de etki mekanizmasi gosterildigi haliyle, a-arbutinin
yiuksek dozlarda (LDso dozunda) HepG2 hiicrelerine uygulanmasi sonucunda ise oksidatif
stresi, genotoksisiteyi, inflamasyonu, apoptozu artirarak, proliferasyonu ise baskilayarak
hepatoselliller ~ karsinom  hiicrelerinde antikanserojen  etkiler — gosterebilecegi
belirlenmistir. a-arbutinin hiicresel boyutta belirlenen bu etkinligi olusurken kullanilan
arbutin dozunun, diger doku ve organlarda bulunan hiicrelerde olumlu/olumsuz ne tiir
etkiler olusturdugunun belirlenmesi Onerilebilir. Bu amagla deney hayvanlarinda
hepatoselltler karsinom modeli olusturularak yiiksek doz arbutin uygulamalar ile
karaciger kanseri tizerinde tedavi edici etkilerinin belirlenmesinin yani sira, diger doku

ve organlara olasi etkileri belirlenebilir.

Arbutin gibi aktif maddelerin farkli hastalik modelleri tizerindeki etkilerinin dncelikle
hiicre kiiltiiri ortaminda belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Sonrasinda etkileri arastirilan
aktif maddenin olas1 yararli etkileri var ise deney hayvanlar ile olusturulacak
modellemelerle ileri arastirmalarin  yapilmasi, sonrasinda ise kliniklerde faz
caligmalarinin  yapilmasi gerekmektedir. Yapilan tez c¢alismasi bu kapsamda
degerlendirilirse, bir aktif madde olarak arbutinin karaciger kanseri (HepG2) hiicrelerinde
olas1 etkileri arastirilmistir. Arbutinin diisiik dozlarda kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapiklerin (cisplatin) yan etkilerini gidermek i¢in yarali olabilecegi, yliksek
dozlarda ise hepatoselluler karsinom (HepG2) hiicrelerinde antikanser bir aktif madde
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bulgular
arbutinin karaciger kanserinin tedavisinde yararli olabilecegi konusunda olas1 bilgiler
edinmemizi saglamistir. Bu nedenle elde edilen bulgular 1518inda ¢alismalara deney
hayvanlar1 ile yapilacak modellemelerle devam edilmesi, bdylelikle arbutinin karaciger
kanserinde hastaliga ve metabolizmaya olas1 etkilerinin ayrintili bir sekilde ortaya

konmasi gerektigi onerilebilir.
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