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KISA OZET

EMODIN’IN HEPATOSELULER KARSINOMA HUCRELERINDE NOTCH
SINYAL YOLU ARACILIGILA EPITELYAL MEZENKIMAL DONUSUME
ETKIiSININ INCELENMESI

Haneen SHAMSHER ALI

Hepatoseliiler karsinom (HCC), gec¢ teshis, yiiksek metastatik potansiyel ve
konvansiyonel tedavilere kars1 direng nedeniyle diinya genelinde en yaygin ve 6liimciil
malignitelerden biri olmaya devam etmektedir. HCC progresyonuna katkida bulunan
temel stlireclerden biri, epitel hiicrelerinin mezenkimal o6zellikler kazanarak
hareketlilik ve invazivlik yeteneklerini artirdigi epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT)
stirecidir. Dogal bir antrakinon tiirevi olan emodin, 6nemli antikanser 6zellikleriyle
dikkat cekmekte olup, cesitli kanser tiirlerinde proliferasyonu inhibe ettigi, apoptozu
indiikledigi ve invazyonu baskiladigi gdsterilmistir. Bu ¢alismada, emodinin HepG2
karaciger kanseri hiicrelerinde EMT iizerindeki etkileri, 6zellikle Notch sinyal yolu ile
etkilesimi ve miR-32-5p’nin diizenleyici rolii dikkate alinarak arastirilmistir.
Bulgularimiz, emodinin doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligin1 ve koloni
olusumunu anlamli sekilde inhibe ettigini; ayrica mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre
Oliimiinii indiikledigini gostermistir. Biyoinformatik analizler, Notchl mRNA’sinin 3'
UTR bolgesinde miR-32-5p i¢in potansiyel baglanma bdlgeleri oldugunu ortaya
koymus ve olas1 diizenleyici etkilesimlere isaret etmistir. On bulgular, emodinin
Notchl ekspresyonunu baskilayarak ve muhtemelen miR-32-5p araciligiyla EMT’yi
azaltabilecegini diisiindiirmektedir. Bu etkiler, miR-32-5p mimikleri ve inhibitorleri
varliginda EMT belirtegleri ve Notch yolu bilesenlerinin ekspresyonu analiz edilerek
daha ileri diizeyde dogrulanmaktadir. Genel olarak, elde edilen veriler emodinin
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HCC’deki antikanser potansiyelini desteklemekte ve EMT’yi Notch/miR-32-5p ekseni
araciligiyla modiile etmedeki roliinii ortaya koyarak hedefe yonelik tedavi stratejileri
icin umut verici bilgiler sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Hepatoseliiler karsinom, HepG2, Emodin, Notchl, EMT, miR-32-
Sp.

Bilim Dal1 Sayisal Kodu: 20610
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF EMODIN ON EPITHELIAL-
MESENCHYMAL TRANSITION IN HEPATOCELLULAR CARCINOMA
CELLS VIA THE NOTCH SIGNALING PATHWAY

Haneen SHAMSHER ALI

Hepatocellular carcinoma (HCC) remains one of the most prevalent and lethal
malignancies worldwide due to late diagnosis, high metastatic potential, and resistance
to conventional therapies. A key contributor to HCC progression is epithelial-
mesenchymal transition (EMT), a process wherein epithelial cells acquire
mesenchymal traits, enhancing motility and invasiveness. Emodin, a natural
anthraquinone derivative with well-documented anti-cancer properties, has been
shown to inhibit proliferation, induce apoptosis, and suppress invasion in various
cancer types. In this study, we investigated the effects of emodin on EMT in HepG2
liver cancer cells, focusing on its interaction with the Notch signaling pathway and the
regulatory role of miR-32-5p. Our findings demonstrated that emodin significantly
inhibited cell viability and colony formation in a dose- and time-dependent manner
and induced mitochondrial dysfunction and cell death. Bioinformatic analyses
identified potential binding sites for miR-32-5p in the 3' UTR of Notchl mRNA,
suggesting regulatory interactions. Preliminary results indicate that emodin may
attenuate EMT by downregulating Notch1, potentially mediated by miR-32-5p. These
effects are being further validated by evaluating the expression of EMT markers and
Notch pathway components in the presence of miR-32-5p mimics and inhibitors.
Collectively, our data support the anti-cancer potential of emodin in HCC and
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highlight its role in modulating EMT through the Notch/miR-32-5p axis, offering
promising insights for targeted therapeutic strategies.

Key words: Hepatocellular carcinoma, HepG2, Emodin, Notchl, EMT, miR-32-5p.

Science Code: 20610
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1 GIRiS VE AMAC

1.1 Giris

Hepatoseliiler karsinom (HCC), karaciger kanserinin en yaygin tiirii olup, geg¢ tani,
yliksek metastatik potansiyel ve konvansiyonel tedavilere kars1 direng nedeniyle diinya
genelinde kanserden oliimlerde dordiincii sirada yer almaktadir. HCC progresyonuna
katkida bulunan en 6nemli siireclerden biri, epitel hiicrelerinin polarite ve hiicre-hiicre
adezyon ozelliklerini kaybederek artmis hareketlilik ve invazivlik kazandig1 epitelyal-
mezenkimal gecis (EMT) adli biyolojik siiregtir. EMT, metastaz, tedaviye direng
gelisimi ve tiimor hiicrelerinin kok hiicre benzeri 6zellikler kazanmasinda kilit bir rol

oynamaktadir.

Emodin, dogal bir antrakinon tiirevidir ve antiinflamatuvar, antioksidan, antibakteriyel
ve Ozellikle antikanser aktiviteleri dahil olmak iizere genis bir farmakolojik etki
yelpazesine sahiptir. Onceki c¢alismalar, emodinin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
proliferasyonu inhibe ettigini, apoptozu indiikledigini ve invazyon ile metastazi
baskiladigimi gostermistir. Karaciger kanseri baglaminda ise emodinin, HCC
progresyonu ve EMT siirecine dahil olan PI3K/Akt ve B-katenin gibi temel sinyal
yollarin1 modiile ederek terapotik fayda saglayabilecegi bildirilmektedir. Ozellikle,
emodin suksinil esterinin HCC hiicrelerinde androjen reseptorii (AR) ve EZH2

etkilesimini hedefleyerek proliferasyon ve migrasyonu inhibe ettigi gosterilmistir.

Notch sinyal yolu, embriyonik gelisim, doku homeostazi ve timor olusumunda temel
roller oynayan, olduk¢a korunmus bir hiicresel iletigim sistemidir. Bu yolun EMT
diizenlenmesi ve karaciger kanseri progresyonunda 6nemli rol oynadigina dair kanitlar
giderek artmaktadir. Ancak Notch sinyal yolunun islevi, hiicresel ve molekiiler

baglama bagli olarak tiimdr baskilayici ya da onkogenik sekilde degisiklik gosterebilir.

Gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel diizeyde diizenleyen kiigiik, kodlamayan
RNA molekiilleri olan mikroRNA’lar (miRNA’lar), kanser biyolojisinde de énemli
diizenleyici roller {istlenmektedir. Ozellikle miR-32-5p’nin, baglammna bagl olarak

tiimor baskilayici ya da onkogenik roller oynayabildigi gosterilmistir. Biyoinformatik



analizler, Notchl mRNA’smin 3’ UTR bolgesinde miR-32-5p’ye ait olas1 baglanma
bolgeleri oldugunu ortaya koyarak bu iki molekiil arasinda diizenleyici bir etkilesim

olabilecegini diisiindiirmektedir.

1.2 Amag

Bu ¢alismanin amaci, emodinin HepG2 hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde epitelyal-
mezenkimal gecis (EMT) lizerindeki etkilerini arastirmak; ozellikle Notch sinyal
yolunun ve miR-32-5p’nin bu siiregteki diizenleyici rollerine odaklanmaktir.
Caligmamizda, Emodin uygulamasinin HepG2 hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde
Notch sinyal yolu araciligiyla epitelyal mezenkimal doniisiime etkisinin arastirilmast
amaglanmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda, miR-32-5p mimik ve inhibitorii
kullanilarak Notchl reseptoriiniin  hedeflenmesi ve hepatoseliiller karsinoma
hiicrelerinde emodinin epitelyal mezenkimal doniisime etkisinde Notchl

reseptoriiniin roliiniin arastirilmasi amaglanmaktadir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Kanser

Kanser, transforme olan hiicrelerin dogal secilim yoluyla evrimlesmesi ve kontrolsiiz
cogalmasiyla ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir hastaliktir (Brown et al., 2023). Kanser
hiicrelerinin biiylimesi, yayilmasi, viicut kaynaklarin1 kullanmasi, metabolit {iretimi ve
doku tahribatt normal viicut fonksiyonlarini bozar ve nihayetinde agri, organ
yetmezlikleri ve kanserle iliskili sendromlara yol acgar. Kanser, fiziksel hasarlarinin
yani sira, ayni zamanda kisinin ruh sagli§ini olumsuz etkiler. Kanser, bir hastalik
olarak her yil diinya genelinde 10 milyon insanin 6liimiine neden olmakta ve bu,
kanserin ne kadar yaygin ve dldiiriicti bir hastalik oldugunu gostermektedir (S. Chen

etal., 2023).

Her biri kendine 6zgili nedenleri, semptomlar1 ve risk faktorleri olan birgok farkl
kanser tiirli vardir. Ancak, erken teshis ve 6nlemenin 6nemi de dahil olmak iizere farkli
kanser tiirleri arasinda birgok ortak nokta da bulunmaktadir. Kanser, hiicrelerin
DNA'sindaki mutasyonlar veya degisikliklerden kaynaklanir (Asad et al., 2018). Bu
mutasyonlar, genetik yatkinlik, ¢cevresel toksinlere maruz kalma, tiitiin kullanima, alkol
tiiketimi, obezite, UV 1sinlari, sagliksiz yasam tarzi seg¢imleri ve viral enfeksiyonlar
dahil olmak fizere ¢esitli faktorlerden kaynaklanabilir (Ali et al., 2023)(Egbuna &
Hassan, 2021)(Friedenreich et al., 2021). Baz1 bireylerde kalitsal genetik mutasyonlar
nedeniyle belirli kanser tiirleri gelistirme olasilig1 daha yiiksek olabilir. Ornegin,
BRCAI ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar meme ve yumurtalik kanseri riskinin
artmasiyla iliskilidir (Pourmasoumi et al., 2024). Tiitlin dumani, asbest ve radyasyon
gibi belirli ¢evresel toksinlere maruz kalmak DNA'ya hasar verebilir ve kanser
gelistirme riskini artirabilir. Sagliksiz yasam tarzi se¢imleri, kotii beslenme, fiziksel
aktivite eksikligi ve alkol tiikketimi gibi yasam tarzi faktorleri kanser gelistirme riskini
artirabilir. Ote yandan, insan papilloma viriisii (HPV) ve hepatit B ve C gibi bazi

viriisler, belirli kanser tiirlerinin gelisme riskini artirabilir (Ali et al., 2023).



Kanser belirtileri hastaligin tiiriine ve evresine gore degisebilir. Ancak bazi yaygin
belirtiler yorgunluk, agiklanamayan kilo kaybi, agri, yorgunluk, ciltte veya benlerde
degisiklikler, uykusuzluk, yutma zorlugu, siirekli oksiiriik veya ses kisikligi, karin
agrist veya siskinlik, bagirsak veya mesane aligkanliklarinda degisiklikler, stirekli bas

agrilar olarak siralanabilir (Salvetti et al., 2020)(Ali et al., 2023).

Kanser, 21. yiizyilda 6nemli bir toplumsal, halk saglig1 ve ekonomik sorun olup, diinya
capinda meydana gelen ortalama dort 6liimden birinden (%22,8) ve bulasict olmayan
hastaliklardan (non-infectious disease, NID) kaynaklanan alti 6liimden birinden
(%16,8) sorumludur. Hastalik, NID'lerden kaynaklanan kiiresel erken liimlerin onda
ticiine neden olur (30-69 yas araligindakilerde %30,3) ve 183 iilkenin 177'sinde bu yas
grubundaki 6nde gelen ii¢ 6liim nedeni arasindadir. Yasam beklentisini artirmanin
oniinde 6nemli bir engel olmasinin yani sira kanser, kanser tiirlerine, cografyaya ve
cinsiyete gore dereceleri degisen onemli toplumsal ve makroekonomik maliyetlerle
iligkilidir. Akciger kanseri diinya ¢apinda en sik teshis edilen kanserdir (%12,4), bunu
kadin meme kanseri (%11,6), kolorektum (%9,6), prostat (%7,3) ve mide (%4,9) takip
eder. Kadinlarda meme kanseri en sik teshis edilen kanserdir ve kanserden oliimiin
onde gelen nedenidir, bunu hem kanser vakalar1 hem de 6liimler agisindan akciger ve
kolorektal kanser takip eder; buna karsin akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen
kanserdir (hem vakalar hem de 6liimler agisindan), bunu yeni vakalar agisindan prostat
ve kolorektal kanser ve dliimler agisindan karaciger ve kolorektal kanser takip eder

(Bray et al., 2024).

2.2 Karaciger Kanseri

Primer karaciger kanseri, diinya genelinde altinci en sik goriilen kanser ve kansere
bagl dliimlerin {igiincii 6nde gelen nedenidir (Sekil 1) (E. Y. Tan et al., 2024) (Q. Li
et al., 2022)(Rumgay et al., 2022). Primer karaciger kanserlerinin hepatoselliiler
karsinom (HCC) ve intrahepatik kolanjiyokarsinom (ICC) olarak iki ana tiirii olmakla
birlikte anjiyosarkom, hemanjiyosarkom ve hepatoblastom gibi daha az siklikta
goriilen tipleri de bulunmaktadir. ICC safra kanallarindan kaynaklanirken, HCC
karacigerin ana parankimal hiicreleri olan hepatositlerden kaynaklanir. HCC diinya
capinda primer karaciger kanseri vakalarinin %80'inden fazlasini olusturur. Sekonder
karaciger kanseri, viicudun bagka bir yerinde olusan bir primer tiimériin karacigere

metastaz yapmasiyla olusur. Meme, 6zofageal, mide, pankreas, akciger, bobrek ve



diger birkag kanser karacigere metastaz yapabilse de sekonder karaciger kanserlerinin
cogu kolorektal kanserlerden kaynaklanir. Kolorektal kanser hastalarinin yaklasik
%70'inde sekonder karaciger kanseri gelisir (Chidambaranathan-Reghupaty et al.,
2021a). GLOBOCAN 2022 verilerine gore, diinya ¢apinda 866.136 yeni karaciger
kanseri vakast tahmin edilmistir. Yasa gore standartlastirilmis insidans oranlari
(ASIR'ler) ve yasa gore standartlagtirilmis 6liim oranlar1 (ASMR'ler) her iki cinsiyet
i¢in sirastyla 100.000'de 8,6 ve 7,4'tiir. Erkeklerde kadinlara gore ¢ok daha yiiksek bir
insidans ve Oliim orani goriiliir ve sirasiyla toplam vakalarin yaklasik %69,35'ini ve
%49,96's1n1 olustururlar. (Sekil 1) (Q. Li et al., 2024). Birkag¢ calisma, 2025 yilina
kadar kiiresel insidansin yilda bir milyonun iizerinde olacagini tahmin etmektedir. Bu
nedenle, karaciger kanseri diinya c¢apinda Onemli ve zorlu bir saglik yiki

olusturmaktadir.
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Sekil 1. 2022'de Diinya Capinda Karaciger Kanseri Epidemiyolojisi.
A. Her iki cinsiyet ve tiim yas gruplar1 i¢in yeni vaka sayisi. B. Her iki cinsiyet ve tim yas gruplari
i¢in 6lim sayisi. C. Her iki cinsiyet i¢in karaciger kanserinin yasa gore standardize edilmis (diinya)
insidans ve 6liim oranlar1 bolge basina. (Cancer Site Ranking, ).



2.2.1 Hepatoseliiler Karsinom (HCC)

Karaciger kanserinin en yaygin tirii olan Hepatoseliiler karsinom (HCC), diinya
capinda kanserle iligkili 6liimlerin dordiincii 6nde gelen nedenidir ve iligkili 6liim
oraninin Oniimiizdeki on yil i¢cinde artmasi beklenmektedir. HCC, tiim karaciger
kanserlerinin %90'ini olusturur (Alawyia & Constantinou, 2023). HCC'nin medyan
hayatta kalma siiresi 6-10 aydir (Toh et al., 2023). Hepatoselliiler karsinom insidans1
tilkeler arasinda onemli dl¢iide farklilik gostermektedir; bu durum, her iilkenin yas,
cinsiyet, irk/etnik koken gibi farkli demografik 6zelliklerine ve HCC ile iligkili ¢esitli
risk faktorlerine baglanabilir (Alawyia & Constantinou, 2023). Son yillarda, Kuzey
Amerika ve Avrupa'nin belirli bolgeleri gibi HCC insidansinin daha diigiik oldugu
bolgelerde HCC insidansinda artis goriiliirken, Japonya ve Cin gibi geleneksel olarak
yiiksek risk tagiyan bolgelerde oranlarda diisiis goriilmektedir. HCC patogenezi, hiicre
dongiisii  diizensizligi, DNA metilasyon degisikligi, kromozomal instabilite,
immiinomodiilasyon, epitelyal mezenkimal doniisiim, HCC kok hiicrelerinde artis ve
mikroRNA (miRNA) diizensizligi gibi birden ¢ok molekiiler yolakta diizensizligi
icerir. Hastaligin mekanizmasi altta yatan etiyolojiye bagli olarak degisse de genellikle
karaciger hasarini takip eden kronik inflamasyon, fibréz ve siroz sonrasinda HCC
gelisimi gozlemlenir. Karacigerde meydana gelen akut inflamatuar yanit, dig uyaran
ortadan kaldirildiginda cesitli bagisiklik hiicrelerinde bulunan reseptorler tarafindan
sonlandirilirken, inflamasyonun devam etmesi durumunda meydana gelen kronik
inflamasyon once fibroza ve sonunda siroza neden olabilir. Cogu HCC (%80-90) siroz

gelisiminden sonra goriiliir (Chidambaranathan-Reghupaty et al., 2021b).
2.2.2 Hepatoseliiler Karsinomun Etiyolojileri ve Risk Faktorleri

Karaciger kanseri ve 06zellikle HCC hastalarinin ¢ogunda goriilen risk faktorleri,
hepatit C viriisti (HCV) / hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonu, alkolle iligkili karaciger
hastaligi (ALD) ve metabolik fonksiyon bozukluguyla iligkili steatotik karaciger
hastaligi (MASLD) ve bu hastaliklarin sonucunda gelisen sirozdur. Daha az yaygin
olan diger risk faktorleri arasinda kalitsal hemokromatoz, primer sklerozan kolanjit,
primer biliyer kolanjit, otoimmiin hepatit ve diger kronik hepatitler yer alir.
Epidemiyolojik kanitlar ayrica aflatoksin, sigara ve hava kirliligi gibi cevresel
maruziyetler ile HCC riskinin artmasi arasinda iliski oldugunu gostermektedir. Buna

gore, HCC'nin epidemiyolojisi bu etiyolojik risk faktorlerinin yayginligini yansitir; bu



nedenle, diinya ¢apinda HCC insidansindaki egilimler, HBV'ye kars1 ulusal asilama
programlarinin baglatilmasi, HCV enfeksiyonunu tedavi etmek icin dogrudan etkili
antiviral ajanlarin (DAA'lar) tanitilmasi ve alkol tiiketimi ve obezitenin degisen
yayginligi (sirasiyla ALD ve MASLD yayginligini etkiler) ile zamanla degismistir
(Sekil 2) (Singal, Kanwal, et al., 2023). Genel olarak, ¢ogu HCC vakasi, Asya ve
Afrika'da kronik HBV enfeksiyonu ve aflatoksin Bl alimina bagli olarak
goriilmektedir. Buna karsin, genel HCC insidans oraninin daha diisiik oldugu Bati
tilkelerinde, HCC genellikle HCV enfeksiyonu, alkolizm ve alkolsiiz yaglh karaciger
hastaligi (NAFLD) ile iliskilidir (Lampimukhi et al., 2023).
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Sekil 2. HCC karsinogenezini tesvik eden etyoloji ve risk faktorleri.
Metabolik degisikliklere ve molekiiler yol degisikliklerine yol agabilen somatik mutasyonlar,
epigenetik degisiklikler ve gen diizenlemeleri. HCC: Hepatoselliiler karsinom, HCV: Hepatit C
Viriisii, HBV: Hepatit B Viriisii (Tiimen et al., 2022).

2.2.2.1 Viral enfeksiyonlar

Hepatit B Viriisii (HBV) ve Hepatit C Viriisii (HCV) enfeksiyonlarinin neden oldugu
kronik hepatit, HCC i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. HBV ve HCV her ikisi de kan
yoluyla bulasan patojenlerdir ve HCV diger viicut sivilar1 yoluyla da bulasabilir. Igne

paylagimi, perinatal bulagsma ve enfekte bir bireyden kan temasinin diger yollar1 ana



bulagsma yollaridir. Bu enfeksiyonlarin yayginliginin yiiksek oldugu bdlgelerde,
HBV/HCYV koenfeksiyonu meydana gelebilir ve bu da HCC gelistirme riskini daha da
artirir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO), 257 milyon kisinin veya kiiresel niifusun
%3,3'liniin kronik HBV enfeksiyonu ile yasadigini, 71 milyon kisinin ise kronik HCV
enfeksiyonu ile yasadigini tahmin etmektedir. 2018 yilinda, yeni kiiresel HCC
vakalariin sirasiyla %54,5'1t HBV ve %21,2'si HCV enfeksiyonlarina atfedilmistir.
HBV ve HCV'min kiiresel yayginliginda cografyaya dayali bir fark vardir
(Chidambaranathan-Reghupaty et al., 2021b). Hepatit B asilamasi ve hepatit C tedavi
programlarinin diinya ¢apinda uygulanmasiyla HCC epidemiyolojisi, viral hepatitin
baskin oldugu bir hastaliktan uzaklagmakta, bununla birlikte vakalarin giderek artan

bir orani ise alkolsiiz steatohepatitile iliskilendirilmektedir (Singal et al., 2020).

HBYV enfeksiyonu, viriisle iliskili HCC'nin %75-80'"ini olusturur ve diinya ¢apinda 240
milyondan fazla insan1 enfekte eder. Bu viriisiin genetik materyalinin insan genomuna
dahil edilmesi p53 inaktivasyonuna, inflamasyona veya oksidatif strese neden olur ve
bu da hepatokarsinogenezise neden olur (Jia et al., 2020). HBV kaynakli HCC, sirotik
veya sirotik olmayan sekilde gelisebilir. p53 inaktivasyonu sonucu proliferasyon ve
bliyiime kontroliiniin kaybi, inflamasyon nedeniyle nekroz ve rejenerasyon dongiileri,
PI3K/Akt/STAT3 yolunun aktivasyonu ve Wnt/B-katenin aracili oksidatif stresin
indiiksiyonu gibi ¢esitli onkogenik yollarin aktivasyonu genomik instabiliteye yol

acarak HCC gelisimine neden olur (Neuveut et al., 2010) (Choudhari et al., 2007).

Kronik hepatit B (CHB) hastalarinda konakla iligkili birkac¢ faktoriin HCC riskini
etkiledigi gosterilmistir, yash hastalarda ve Afrika kokenli HBV tastyicilarinda daha
yiiksek risk vardir. Ek olarak, HCC'nin erkeklerde HCC'ye kars1 daha yiiksek genetik
duyarliliga sahip oldugu bilinmektedir (Choudhari et al., 2007) (J. D. Yang et al.,
2019) (V. W. S. Wong & Janssen, 2015). Ayrica, HBV tasiyicilarinin yasam tarzt HCC
riski {lizerinde derin bir etkiye sahip olabilir. Arastirmalara goére, yogun alkol
kullaniminin HBV hastalarinda siroz gelisimini hizlandirdig: ve sonugta HCC riskinde
1,3 ila 8,4 kat artisa neden oldugu bulunmustur (Iida-Ueno et al., 2017). Benzer
sekilde, HBV tastyicilarinda tiitiin icmenin dogrudan karaciger kanseri gelisimiyle
iligkili oldugu ac¢iklanmistir. HBV negatif sigara igmeyenlere kiyasla HCC riski, HBV
pozitif sigara igmeyenlerde 15,8 kat, HBV pozitif sigara i¢enlerde ise 21,6 kat daha
fazla oldugu goriilmiistiir (Chuang et al., 2010).



HBV'nin aksine, Hepatit C viriisii (HCV), Flaviviridae ailesinin Hepacivirus cinsine
ait, genoma entegre olmayan, tek zincirli bir RNA viriisiidiir. HCV diinya ¢apinda 57
milyondan fazla insan1 enfekte eder ve viriisle iliskili HCC'nin %10-20'sini olusturur
(Hajarizadeh et al., 2013) (Heffernan et al., 2019). HBV enfeksiyonunun aksine, HCV
viriisii tarafindan genetik materyalin konak¢i genomuna entegrasyonu yoktur.
HCV’nin yapisal ve yapisal olmayan proteinleri HCC'nin gelisiminde kritik bir rol
oynar (Banerjee et al., 2010). HCV kaynakl1 hepatokarsinogenez, birden fazla hiicresel
yolun aktivasyonunu iceren olduk¢a karmasik bir yoldur ve kronik hepatik
inflamasyona yol agcan HCV enfeksiyonuyla baglar ve daha sonra karaciger sirozuna
ve HCC gelisimine ilerler (Goossens & Hoshida, 2015). HCV proteinleri,
transkripsiyonel diizenleme, sitokin modiilasyonu, hepatosit biiyiime diizenlemesi ve
kronik karaciger hasarina yol acan lipid metabolizmasi dahil olmak {izere genis bir
yelpazedeki konak hiicresel aktivitelerini dogrudan veya dolayli olarak diizenler.
Oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER) stresi indiiklemenin yani sira, HCV
proteinlerinin konak hiicrelerinde mikroRNA'lar1 (miRNA) ve uzun kodlamayan
RNA'lar1 (IncRNA) modiile ederek epigenetik degisikliklere neden oldugu da
bilinmektedir (Irshad et al., 2017). Bu nedenle, HCV kronik enfeksiyon olusturma
konusunda yiiksek bir egilim (%60-80) gosterir ve karaciger sirozunu HBV'den 10-20
kat daha fazla tesvik eder. HCV tarafindan aktive edilen anjiyojenik ve metastatik
yollar, hepatositlerin malignant transformasyonunu daha da tesvik eder ve HCC
gelisimini hizlandirir (Vescovo et al., 2016). HCV'li hastalarda HCC riskini etkileyen
birka¢ risk faktorii tanimlanmistir. Erkek cinsiyeti ve ileri yas, kronik HCV
enfeksiyonu olan hastalarda HCC gelisimi i¢in bagimsiz risk faktorleri olarak evrensel
olarak tanimlanmistir (C. F. Huang et al., 2017) (K. C. Chang et al., 2013). Birkag
calisma, HBV veya HIV ile ko-enfeksiyonun HCV enfeksiyonunun seyrini
etkiledigini gostermistir. HIV ile ko-enfeksiyon veya ¢ift HBV/HCV enfeksiyonu,
HCV'li hastalarda fibroz ve sirozun ilerlemesini tesvik eder ve bu da ciddi karaciger
hastalig1 riskini 6nemli 6l¢tide artirir (Lopez-Diéguez et al., 2011) (Tovo et al., 2013).
Sonug olarak, HCV mono-enfekte hastalara kiyasla HCC riskini artirir (Konstantinou
& Deutsch, 2015) (Chuang et al., 2010). HCV hastalarinda yagsam tarzi faktorleri ile
HCC riski arasinda 6nemli iliskiler vardir. HCV'li sigara icenlerde (goreceli risk 23)
sigara icmeyenlere (goreceli risk 7.9) kiyasla HCC'in goreceli riskinde 6nemli bir

artis gosteren bir ¢alisma vardir (Hernandez-Evole et al., 2024). Ayrica, alkol



tiiketiminin HCV enfeksiyonlu hastalarda karaciger fibrozunu hizlandirdigi ve bunun

siroz ve HCC'ye ilerleme riskini artirdig1 gosterilmistir.
2.2.2.2 Alkolik karaciger hastalig1 (ALD)

Alkol, HCC gelisimi i¢in dnemli risk faktorlerinden biridir. Uzun siireli ve asir1 alkol
tilketimi, alkolik karaciger hastaliginin (ALD) gelismesine yol agar. Asirt alkol
tiketiminde, alkol metabolizmasinin metabolitleri olan asetaldehit ve asetat
karacigerde birikir ve hepatotoksik etki gosterir. Ayrica, NADH seviyeleri énemli
Olciide azalir ve bu da viicudun oksidatif strese karsi korumasinmi bozar. Dahasi,
karacigerin sitokrom P450 enzimatik sistemi upregiile olur ve alkol metabolizmasina
katilir. Bu durum, karaciger hasarina katkida bulunan reaktif oksijen tiirlerinin fazla
miktarda tiretilmesine neden olur (Alawyia & Constantinou, 2023). ALD, steatozdan
steatohepatit ve fibroza, siroz ve komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasina ve bazi

durumlarda hepatoselliiler karsinomaya ilerleyebilir (Sekil 3).

i . Alcohol-associated Alcohol-associated Alcohol-associated Alcohol-associated
Normal liver Chronic steatosis steatohepatitis cirrhosis HCC
alcohol - o -
misuse ; i‘* [0 " -
—_— — : ] L " _‘ . » —
90*’.-3—95%“ 10%-35% 10%—-20% 3%-10%
|
Risk factors Alcohol-associated Comorbidities
* Obesity and dietary factors hepatitis
+ Drinking pattern Oy + Alcohol use disorders

+ Cardiovascular and digestive issues
+ Chronic infections, diabetes, etc.
+ Immunodeficiency (HIV/AIDS)

+ Female sex
+ Genelic and epigenetic factors:
polymorphism, genetic variations, etc.

+ Race and ethnicity

Sekil 3. Alkolik karaciger hastaliginin (ALD) risk faktorleri ve komorbiditesi
Kronik alkol kullanimu, sirayla alkol iliskili steatoz, alkol iligkili steatohepatitis, alkol iliskili siroz ve
alkol araci hepatoseliiler karsinomaya neden olur. HCC: Hepatoselliiler karsinom, HIV: Insan immiin
Yetmezlik Viriisti, AIDS: Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (Mackowiak et al., 2024).

Yiiksek miktarda alkol kullanan kisilerin %90’inda steatoz gelisirken %10-20’sinde
siroza ilerleme goriiliir. Bu durum, hastaligin ilerlemesinde farkli faktorlerin etkili
olabilecegini gdstermektedir. Daha yavas ilerleyen etiyolojilerin aksine, siroz, yiiksek
miktarda alkol kullanimmdan 10 y1l sonra gelisebilir. (Hernandez-Evole et al., 2024;
D. Q. Huang et al., 2023). Kiiresel olarak, 2019'daki tiim karaciger kanseri 6liimlerinin
tahmini %19'u alkol ile iliskiliydi ve bu, hepatit B viriisii enfeksiyonu (%40) ve hepatit

C viriisii enfeksiyonu (%29) ile iliskili karaciger kanseri 6liimlerinden daha diistiktii.
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Alkol kaynakli karaciger kanseri 6limlerinin yiizdesinde bolgesel farkliliklar dikkat
cekmektedir; en yiiksek yiizde Avrupa'da (%35), en diisiik ylizde ise Dogu Akdeniz
bolgesinde (%10) bulunmustur (Maurice & Manousou, 2018).

2.2.2.3 Non-alkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD)

NAFLD, steatozdan daha agresif olan ve non-alkolik steatohepatite (NASH) kadar
ilerleyen bir yelpazedeki karaciger rahatsizliklarimi ifade eder. %25'lik kiiresel
yayginligiyla en yaygin karaciger rahatsizhigidir (Nakagawa et al., 2018). Asiri
karaciger lipid birikimi (steatoz) ile karakterize olup, iltihabi reaksiyon sonucu
steatohepatite, siroza ve HCC'ye doniisiir (Sunny et al., 2017) (K. Liu & McCaughan,
2018). NAFLD klasik olarak obezite, hipertansiyon, dislipidemi, instilin direnci ve tip
2 diyabet gibi metabolik bozukluklarla iligkilidir (Younossi, 2019). Obezite ve diyabet,
NAFLD igin iki dnemli risk faktoriidiir ve son on yilda NAFLD vakalarindaki artis,
obezite ve diyabetin diinya ¢apindaki insidansindaki artigla paralellik gdstermektedir.
Her ne kadar NAFLD etiyolojisi alkol tiiketimi ile iligkili olmasa da patolojisi alkolik
yagl karaciger hastaligina benzer (Ascha et al., 2010). Erken NAFLD veya steatozlu
hastalarin %20'si NASH sirozuna ilerler ve bunlarin %2,6's1t HCC'ye doniisiir (R. J.
Wong et al., 2015). Yapilan calismalar NAFLD'nin HCC vakalarinin yaklasik
%13"linii olusturdugunu gosterse de Wong ve arkadaslart NAFLD'nin en hizli biiyliyen
etiyoloji oldugunu ve HCC hastalarinda karaciger naklinin gostergesi oldugunu
bildirmislerdir (Estes et al., 2018). Say1 diger etyolojilere gore daha diisiik olsa da
NAFLD vakalarinin ABD'de 2015 ile 2030 arasinda %21 ve NASH ile iliskili HCC'nin
%137 oraninda artacagi tahmin ediliyor olmasi onemli bir endise kaynagidir

(Strosnider et al., 2006).
2.2.2.4 Aflatoksin (Aspergillus flavus toksinleri)

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus mantarlarinin dogal olarak
olusan sekonder metabolitleridir. Misir, yagl tohumlar, baharatlar, yer fistigi, agac
yemisgleri, siit ve kurutulmus meyveler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli gida maddelerini
kolonize eder (Johannesburg & Kew, 2013) (M. Kew, 2014) (Ramos, 2000).
Aflatoksin B1, ozellikle sicak, nemli ortamlara sahip iilkelerde olmak {izere kiiresel
olarak bir¢cok yerde bulunur (Johannesburg & Kew, 2013). Birkag farkli Aflatoksin

tiirli vardir ve bunlarin neredeyse hepsi insanlarda ve hayvanlarda hastaliga neden
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olabilir. Aflatoksin B1, ailenin en yaygin ve toksik iiyesidir. Ayrica bilinen en giiglii
hepatokarsinojendir. Aflatoksin B1, hepatoselliiler karsinomun (HCC) patogenezine
kamitlanmis katkisi nedeniyle Diinya Saglik Orgiitii tarafindan bir "grup A" kanserojen
olarak siniflandirilmistir (Schulze et al., 2015). Aflatoksin B1, HCC riski iizerinde
HBYV ile sinerjik bir etkiye sahiptir; bu iligki, her iki risk faktoriiniin de yaygin oldugu
Gilineydogu Asya ve Sahra Alt1 Afrika'da yasayan insanlarda HCC riskinin yiiksek
olmasii aciklar (M. C. Kew, 2010) (M. C. Kew & Kew, 2003). Aflatoksin, kronik
HBYV enfeksiyonuyla birlikte goriildiigiinde, Aflatoksine maruz kalmayan saglikli
bireylere kiyasla HCC gelistirme olasiliginin 60 kata kadar artmasina yol agabilir
(Calderon-Martinez et al., 2023). Bir ekzom dizileme analizi, HBV ile enfekte
hastalardan alinan HCC tiimorlerinde Aflatoksin B1 ile iligkili belirli bir mutasyon
imzasin1 ortaya koydu (Janevska et al., 2015). Aflatoksin maruziyeti, p53 tiimor
baskilayici geninin 249. kodonunda arginin-serin (G-T) mutasyonuna (R249S; 249 ser
mutasyonu) neden olur (Miiller et al., 2020) (Villar et al., 2012) (Gouas et al., 2009a)
(I. C. Hsu et al., 1991). Aflatoksine maruz kalan HCC hastalarinin %30 ila 60'inda p53
mutasyonlariin goriilmesi, aflatoksin varliginin hepatokarsinogenez sirasinda secici

bir avantaj sagladigini gostermektedir (Tiimen et al., 2022).
2.2.2.5 Tiitiin

Sigara igmek HCC i¢in kanitlanmig bir risk faktoriidiir. Sigara tiitiinii, alkolsiiz yagh
karaciger hastaligi (NAFLD) veya hepatoselliiler karsinom (HCC) gibi ¢esitli kronik
karaciger hastaliklarina neden olabilir. Ayrica sigara i¢gmenin primer biliyer siroz
(PBC) riskini artirdigin1 ve kronik hepatit B viriisii veya hepatit C virlisii olan
hastalarda karaciger fibrozu olasiligini artirabilecegini ve antiviral tedavinin
etkinligini azaltabilecegini vurgulayan epidemiyolojik ¢calismalar da vardir (Rutledge
& Asgharpour, 2020) (Jain et al., 2021). Tiitlin ve birincil karaciger kanseri tiirii
arasindaki iliskiyi inceleyen caligmaya gore, eski ve mevcut sigara igicilerinde, hig
sigara icmeyenlere kiyasla HCC ve ICC riskleri artmistir. Giinde 25'ten fazla sigara
igmek, HCC riskini %55 ve ICC riskini %86 oraninda artirmistir. Hem HCC hem de
ICC i¢in artan risk, artan sigara yogunlugu seviyeleriyle iliskilendirilmistir. Son

zamanlarda yapilan bir ¢alismada, sigarayr >30 yil 6nce birakan bireylerde HCC
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riskinin hi¢ sigara igmeyenlerdekine neredeyse esit oldugu bildirilmistir; bu da

sigaray1 birakmanin HCC riskini azalttigin1 gostermektedir (Petrick et al., 2018).
2.2.3 Hepatoseliiler karsinomanin molekiiler patogenezi

HCC'nin yaklasik %70-80", karmasik ¢cok adimli bir siireci igeren siroz baglaminda
gelisir. Sirotik karacigerde HCC, diisiik dereceli displastik nodiiller (low grade
dysplastic nodules, LGDN'ler) ad1 verilen kanser 6ncesi sirotik nodiillerin varligiyla
baslar ve bunlar yiiksek dereceli displastik nodiillere (high grade dysplastic nodules,
HGDN'ler) ve buna bagli olarak erken evre HCC'ye doniisebilir ve ileri HCC'ye
ilerleyebilir (Llovet et al., 2021). HCC, vakalarin %20-30’unda sirozdan bagimsiz
olarak HBV enfeksiyonu, NASH (Llovet et al., 2018) (Villanueva, 2019) veya daha
az siklikla adenomlar zemininde gelisebilir (Nault et al., 2017). HCC, somatik
mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin birikmesinden kaynaklanir. Bunlarin ¢ogu
'yolcu' genlerinde meydana gelir ve birkagi hepatokarsinogeneze yol agcan temel sinyal
yollarinin aktivasyonundan sorumlu 'siiriiciiler' olarak kabul edilir (Llovet et al., 2018)
(Villanueva, 2019). Molekiiler patogenezde, genetik (p53, TERT, CTNNBI vb.) ve
epigenetikteki (DNA-metilasyon, miRNA, IncRNA vb.) endojen degisimler HCC
gelisimine giiclii bir sekilde katkida bulunur (Tiimen et al., 2022). Viral enfeksiyona
yanit olarak veya HCC'de toksik ajanlara maruz kalma nedeniyle ¢ok sayida sinyal
yolunun diizensiz oldugu goézlemlenmistir. Bunlar, insiilin benzeri biliyiime faktorii
(IGF), epidermal biiytime faktorii (EGF), trombosit tiirevli biiyiime faktorii (PDGF),
fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve hepatosit biiyiime faktorii (HGF/c-MET) gibi
biiyiime sinyal yollarini igerir. Ayrica, Wnt/p-catenin, Janus kinaz (Jak)-transkripsiyon
faktoriiniin sinyal transdiiktor aktivatorii (Stat) (JAK/STAT), Hedgehog (HH), Hippo
ve Tirozin kinaz bagimli sinyal yollar1 arasinda fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K)/AKT/rapamisin memeli hedefi (mTOR), Ras mitogenle aktive olan protein
kinaz (Ras/Rat/MAPK) yolaklart HCC'de tekrarlayan sekilde diizensizdir (Dimri &
Satyanarayana, 2020a) (Farzaneh et al., 2021).

2.2.4 Hepatoseliiler karsinomada genetik ve epigenetik olaylar

Genetik degisiklik, HCC'min baslatilmasi ve ilerlemesiyle iliskili en Onemli
mekanizmalardan biridir. Sirotik karacigerin neoplastik dncesi lezyonlarinda genetik

degisiklikler gozlenebilmektedir ve bunun hepatokarsinogenezde baslatic1 olaylar

13



oldugu diisiiniilmektedir. Kalic1 genetik anormallikler hepatositlerde birikerek gen
ekspresyonunun bozulmasina neden olur ve sonugta malign transformasyona yol agar.
Genetik degisiklikler, biiylik kromozomal amplifikasyon, translokasyon, delesyon,
kiictik fraksiyon kayb1 ve tek niikleotid varyasyonu dahil olmak iizere gesitli tiirlere
ayrilabilir. Her diizeydeki genetik degisiklikler genellikle hiicre biiyiimesini ve
cogalmasini yoneten bazi 6nemli onkogenlerin aktive olmasina veya tiimor baskilayici
genlerin islev kaybina neden olur (M. Liu et al., 2014) (Niu et al., 2016) (Kan et al.,
2013). Cok sayida calisma, dizi karsilastirmali genom hibridizasyonu (array
comperative genome hybridization, aCGH) verileri ve tek niikleotid polimorfizmi
(single nucleotide polymorphism, SNP) dizileri kullanilarak, HCC'de belirli bolgelerin
siklikla etkilendigini gostermistir. Bunlara 1q, 5p, 6p, 7p-q, 8q, 17q ve 20q
kromozomlardaki amplifikasyonlar ve 1p, 4q, 6q, 8p, 9p, 13q, 14q, 16p-q, 17p, 21p-q
ve 22q kromozomlardaki delesyonlar dahildir (Kan et al., 2013) (Homayounfar et al.,
2013).(Nishida et al., 2013) (Roessler et al., 2012) (K. Wang et al., 2013). 1q
amplifikasyonu, HCC'de en sik tespit edilen degisikliklerden biridir (%58-%78).
Ozellikle, 1q21 amplifikasyonu HCC'nin ilerlemesi sirasinda erken genomik
degisimle iligkilendirilmistir (C. Zhou et al., 2017) (L. Chen et al., 2010).
Kromodomain helikaz DNA baglanma proteini 1-benzeri (CHDIL), ayn1 zamanda
karaciger kanseri 1 geni (4LCI) olarak da bilinir, HCC'de (hepatoseliiler karsinom)
anlamli sekilde upregiile oldugu tespit edilen 1g21'in yeni bir hedef geni olarak
tanimlanmistir.  CHDIL'in karaciger kanseri tiimdr olusumundaki molekiiler
mekanizmasi, hiicre proliferasyonunu, anti-apoptotik, invazyonu ve metastazi tesvik
etme roliiyle iligkilidir (L. Zhang et al., 2021). Kromozom 8q, HCC'deki en sik
amplifiye olan ikinci bolgedir. Daha spesifik olarak, 8q24.21-24.22 bdlgesinin
amplifikasyonu drneklerin %53,4'tinde gerceklesir. Bu bolge, bilinen onkogenler olan
miyelosito-matoz viral onkogen (MYC), Arf-GAP ile SH3 domaini, ANK tekrarlar1 ve
PH domaini igeren protein 1 (DDEF1) ve insan melanoma kaynakli 16sin fermuari
ekstra-niikleer faktér (MLZE) hedef almaktadir (Niu et al., 2016). Hipermetilasyon,
HCC'deki tiimor baskilayict genlerin promotdr bolgesindeki CpG adalarinda yaygin
olarak gozlemlenir. JAK/STAT sinyal yolunu diizenleyen sitokin sinyallemesinin
baskilayicis1  (SOCS-1), HCC hastalarinin = %60'imdan  fazlasinda promotor
hipermetilasyonu nedeniyle susturulmus olarak bulunmustur (H. Yoshikawa et al.,
2001) (Aberrant Promoter Methylation of SOCS-1 Gene May Contribute to the
Pathogenesis of Hepatocellular Carcinoma: A Meta-Analysis | Request PDF, n.d.).
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Insan HCC'sinde, kiiresel hipometilasyon arka planinda anormal bir DNA
hipermetilasyon paterni tanimlanmustir. Sekiz gen (HIC1, GSTP1, SOCSI, RASSF1,
CDKN2A, APC, RUNX3 ve PRDM?2) erken HCC'lerde 6nemli Olgiide artmis
metilasyon gostermis ve HCC olusumuna daha kisa siirede neden olma ile

iligkilendirilmistir (Mann, 2014).

p353, kromozom 17p tizerinde bulunan bir tiimdr baskilayic1 gendir ve 53 kD’lik bir
DNA baglayici transkripsiyon faktoriinii kodlar (Patil & Bihari, 2022) (Cha &
DeMatteo, 2005). Normal hiicrelerde p53, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, DNA onarimi
ve apoptozun diizenlenmesinden sorumludur (Link & Iwakuma, 2017) (Cha &
DeMatteo, 2005) (Levine & Oren, 2009) (Kastenhuber & Lowe, 2017). p53'in
ekspresyonu, hiicresel stres ve DNA hasarina yanit olarak artar. Genellikle, bir alelin
tek bir nokta mutasyonu ve diger alelin silinmesi p531i inaktive eder. p33,
hepatoseliiler karsinom (HCC) hastalarinda en sik mutasyona ugrayan genlerden
biridir. p53 mutasyonlar1t HCC'lerin %30-60'1nda gozlemlenmistir (Algahtani et al.,
2019a). Ayrica, bazt HCC vakalarinda, 26S proteozom diizenleyici proteini gankirin
ve p53'e 6zgli ubiquitin ligazi olan murine double minute 2 (MDM?2) gibi proteinlerin
seviyeleri artmis olup, bu da p53 protein seviyelerini diisiirmektedir. MikroRNA'lar
(miRNA'lar) da p53 aktivitesini inhibe edebilir; 6zellikle, miRNA-24, HCC'de
diizensizlestiginde p53 seviyelerini diisiirerek invazyon ve metastazi tesvik ettigi
gosterilmistir (Link & Iwakuma, 2017). Birgok HBV proteini, hepatositlerde MDM2—
p53 ekseninin homeostazini bozarak onkogenik rollerini gergeklestirebilir. HBV X
proteini (HBx), 154 amino asitten olusan polipeptidleri kodlayan X bdlgesi, yalnizca
HBV'nin hepatositlerde hayatta kalmasini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda MDM2—
p53 eksenini bozarak hepatositlerin normal ritimlerini de etkileyebilir (Cao et al.,

2020).

Wang XW, HBx proteininin p53 konformasyonunu degistirebilecegini ve HBx—p53
kompleksini olusturarak p53'iin DNA konsensus dizisine baglanmasini engelledigini
One slirmiistiir. Bu durum, insan kanserlerindeki p53 anlamli olmayan mutantlarina
benzemektedir. Bu nedenle, hepatositlerin hepatoma hiicrelerine doniismesinin olasi
bir mekanizmas1 olarak, p53-bagimli hasar gérmiis DNA onarim yolunun bloke
oldugunu ve hepatositlerin ana tiimor baskilayic1 genlerinin fonksiyonlarmin yok
oldugunu diigiinmiistiir (X. W. Wang et al., 1994) (L. Yang et al., 2022). Ranxu Zhu

ve arkadaslarinin benzer bir ¢calismasinda, HBx proteinlerinin insan hepatositlerinde
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GAS?2 genini transkripsiyonel olarak susturdugu ve bunun, p53-bagimli apoptoz ve
senesans1 engelleyerek HBx proteini ile iliskili onkogenezi dengelemeye yardimci
oldugu bulunmustur (R. Zhu et al, 2015). Ayrica, aflatoksinler, p53’iin
249 kodonunun {iglincli bazinda mutasyonlarina neden olur ve bu mutasyonlar
aflatoksine maruz kalan HCC hastalarinin %30 ila %60'inda tespit edilebilir. p53
mutasyonu meydana geldiginde hiicresel dejenerasyon riski 4 kat artar (Tiimen et al.,

2022) (Gouas et al., 2009b).

Telomeraz enzimi, telomeraz revers transkriptaz (TERT) katalitik domaini ve
telomeraz RNA (TERC) iceren kompleks bir enzimdir. TERT geni, genomik
biitiinliigli koruyan telomerazin katalitik alt birimini kodlar. TERT ifadesi, somatik
hiicrelerde baskilanirken, kendini yenileyen dokularda ve kanserlerde proliferatif
hiicrelerde baskilanmaz. Telomeraz ters transkriptaz (TERT) genindeki anormallikler,
hepatoseliiler karsinom (HCC) vakalarinin %80'inden fazlasinda tespit edilebilir
(Yuan et al.,, 2019a) (Mishima et al., 2024) (Pezzuto et al., 2016). Telomeraz
ekspresyonunun arttig1 en yaygin somatik mutasyon, baslangic kodonunun 228. ve
250. bazlarma yakin TERT promotoriindeki C'den T'ye olan doniisiimdiir (Yuan et al.,
2019b) (Nault et al., 2013). iki ¢calisma, HBV-DNA'nin tercihen TERT veya TERT'e
yakin bolgelerine entegrasyon sagladigini gostermektedir (Totoki et al., 2014) (X.
Zhang et al., 2005). PROX1 (TERT'nin pozitif modiilatorii), Hepatit B viriisii X (HBx)
varlig1 tarafindan downregiile edilmektedir (Y. J. Kim et al., 2018). Ozellikle, TERT
promotdr mutasyonlarinin HCC'deki CTNNBI mutasyonlariyla iliskilendirildigi
bulunmustur (Schulze et al., 2015) (Pezzuto et al., 2016) (Totoki et al., 2014). Bu da
TERT promotdr mutasyonlarmin ve Wnt/B-katenin yolunun deregiilasyonunun,
hepatositlerin malign transformasyonunda etkilesime girebilecegini gostermektedir.
Bu nedenle, TERT promotér mutasyonlari, patolojik karaciger ilerlemesindeki en

kritik siiriicii mutasyonlardan birini temsil etmektedir.
2.2.4.1 Wnt/B-katenin sinyal yolu

WNT sinyal yolu, embriyonik gelisim, organogenez, hiicre ¢ogalmasi, farklilagma,
yetiskinlerde doku homeostazisi, anjiyogenez ve ¢ok sayida hastalik dahil olmak tizere
birden fazla biyolojik siireci diizenlemede &nemli roller oynar. Ozellikle dogumdan
once embriyonik dokularin gelisiminde yogun olarak rol oynadigi gosterilmistir (A.

M. Khalaf et al., 2018b) (L. Hu et al., 2024). Wnt sinyal yolunun, kok hiicre soylarinin
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spesifikasyonu ve bakiminda onemli bir rol oynadigi ve ¢ok c¢esitli doku ve
organlardaki ¢coklu kok hiicre béliimlerinde 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir
(Ring et al., 2014). Wnt/B-katenin sinyal yolunun anormal aktivasyonu, HCC tiimdr
olusumunda rol oynayan birincil onkogenlerden biridir ve HCC hastalarinda yaygin
olarak bulunur ve aralarindaki iliski iyi bilinmektedir. Exon3'te f-katenin kodlayan
CTNNBI genindeki mutasyonlar, bu yolun en yaygin aktivasyon mekanizmasidir
(Monga, 2015) (A. M. Khalaf et al., 2018b). J. Calderaro ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan calismada CTNNBI mutant tiimorlerinin genellikle biiyiik hacimli, iyi
farklilagmig, mikro 1sin iskeletine sahip, tiimor kolestazi gosteren ve inflamatuar
infiltrasyonun olmadig1 gosterilmistir (Calderaro et al., 2019). Arastirmalar, CTNNB1
gen mutasyonlarinin HCC vakalarmin yaklasik %20-40''nda bulundugunu ve bu
mutasyonun Hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonuyla iliskili HCC vakalarinda Hepatit
B virtisii (HBV) enfeksiyonuyla iligskili HCC vakalarindan daha sik meydana geldigini
gostermektedir (Waisberg & Saba, 2015) (A. M. Khalaf et al., 2018a). Ayrica, Axin,
GSK-3b ve APC'nin Axin kompleksinin iiyeleri olarak islev kayb1 veya mutasyonu da
yolu aktive edebilir ve onkojenik etkiler gosterebilir (M. Lee et al., 2018) (W. Wang
et al., 2016) (W. Xu et al., 2017). Axinl mutasyonlarinin tim HCC vakalarinin
yaklagik %3-16'sin1 ve Axin2 mutasyonlarinin yaklagik %3'inii olusturdugu
bildirilmistir (S. He & Tang, 2020) (Taniguchi et al., 2002) (Z. Zhao et al., 2024)
(Levrero & Zucman-Rossi, 2016). Ancak, HCC vakalariin %40-60''!nda CTNNBI,
Axinl/Axin2 genlerinin mutasyonu gozlemlenmemistir (Z. Zhao et al., 2024). Buna
dayanarak, 6zellikle alkolle iligskili HCC'yi hedef alan yakin tarihli bir genom ¢apinda
iliski calismasinda (GWAS) yolu kontrol eden baska bir varyasyon bulunmustur.
(WNT3A4-WNT9A4) gen varyantlari, alkolik karaciger hastaligi hastalarinda HCC'nin
olusumuyla 6zel olarak baglantilidir (Trépo et al., 2022) (Nahon et al., 2023).

2.2.4.2 Ras/Raf/MAPK sinyal yolu

HCC'de rol oynayan arastirilan sinyal yollar1 arasinda Ras/Raf/MAPK, HCC
gelisimindeki en kritik yoldur. Bu yolun upstream molekiilleri, Insiilin benzeri biiyiime
faktorii reseptorii (IGFR), Vaskiiler epidermal faktor reseptorii (VEGFR), trombosit
kaynakli biiylime faktorii reseptorii (PDGFR), hepatosit biiylime faktorii reseptorii
(HCFR) ve c-met reseptorii dahil olmak tizere farkli reseptor tirozin kinazlaridir. Bu
reseptorlerden gelen sinyaller, hiicre ¢ogalmasi, hiicre biiyiimesi, farklilagmasi ve

hayatta kalmasi dahil olmak iizere birden fazla hiicresel islevi diizenlemek ig¢in
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Grb2/She/SOS molekiilleri araciligiyla downstream sinyal yolu Ras/Raf/MAPK'ya
iletilir. Bu yolun diizensizligi, gelismis hiicre biiylimesi, farklilasmas1 ve hayatta
kalmasi dahil olmak iizere uygunsuz hiicresel aktivitelere ve nihayetinde kansere yol
acar (Delire & Stérkel, 2015) (Alqgahtani et al., 2019b). Ras/Raf/MAPK yolunun
yapisal aktivasyonunun HCC'de gozlemlenmesi, tiimor olusumundaki roliinii
diistindiirmektedir. Ayrica, MEK1/2 fosforilasyonunun HCC dokularinda, bitisik iyi
huylu dokulara kiyasla yedi kat arttig1 bildirilmistir (Huynh et al., 2003). MEK/ERK
ekspresyonu ve fosforilasyonuna dayanarak, Ras/Raf/MAPK sinyallemesinin HCC
hastalarinin %350'sinden fazlasinda aktive oldugu diisiiniilmektedir (Moon & Ro,
2021). Baska bir ¢alismada, Ras efektorlerinin yiiksek diizeyde ekspresyonunun, HCC
hastalarinda diisiik sagkalim oranlariyla yiiksek oranda iliskili oldugu gosterilmistir.
Rafl'in asir1 ekspresyonu ise, HCC'de erken tiimor niiksii ve kotii prognoz igin
bagimsiz bir belirte¢ olarak degerlendirilmektedir (L. Chen et al., 2011). Ayrica
HCC'de HBV ve HCV enfeksiyonlarinin da RAF/MEK/ERK yolagina etki edebildigi
bildirilmistir (Moon & Ro, 2021).

2.2.4.3 PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu

PI3BK/AKT/mTOR yolu, hiicrenin hayatta kalmasini, biiylimesini, ¢ogalmasini,
metabolizmasini ve 6liim oranini diizenleyen baslica yollardan biridir (Kudo, 2011).
PTEN fonksiyonundaki anormalliklerin HCC'de PI3K/AKT/mTOR yolunun
hiperaktivasyonuna yol agabilecegi bildirilmistir (Q. Zhou et al., 2011). PTEN geninin
mutasyonu veya PTEN ekspresyonunun azalmasi tiim HCC tiimdrlerinin yaklasik
yarisinda gozlemlenir ve bu da PTEN inaktivasyonunun HCC patogenezinde rol
oynadigim1 diisiindiirmektedir (Q. Zhou et al., 2011) (Z. Xu et al., 2018).
PI3BK/AKT/mTOR yolunun aktivasyonu, hepatoseliiler karsinom (HCC) tiimorlerinin
yaklasik %50'sinde goriiliir ve bu yolun aktif olmas1 kotii prognoz ile iliskilidir (Faivre
et al., 2011) (E. J. Sun et al., 2021). mTORCI ve mTORC?2, bu sinyal yolundaki iki
kritik bilesendir ve HCC'li hastalarin %40-50'sinde upregiile edilir. Ek olarak, mTOR
ekspresyonunda artig daha biiyiik tlimorlerde veya HCC'nin ileri evrelerinde bulunur
(Ferrin et al., 2020). Caligmalar mTOR inhibisyonunun otofaji aktivasyonuyla iliskili
oldugunu ve aksine mTOR hiperaktivasyonunun obezite, diyabet ve yagh karaciger
hastaligia paralel lipid iiretimini artirabilecegini gdstermistir. Insiilin ve biiyiime
faktorleri tarafindan aktive edilen AKT/mTOR/SREBP sinyal yolu, timérle iliskili

maddelerin sentezlendigi anabolik metabolizmada temel bir eksendir (Shimano &

18



Sato, 2017). Calismalar, AKT/mTOR sinyal yolunun aktivasyonunun SREBP1
ifadesini artirdigini, bunun da lipogenezle ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive
ederek lipid metabolizmasint gii¢lendirdigini ve bdylece HCC hiicrelerinin

biiylimesini tesvik ettigini gostermistir (Yin et al., 2017).
2.2.4.4 Notch sinyal yolu

NOTCH geni ilk kez 1910'larda NOTCH'li kanat ile Drosophila melanogaster
tizerinde yapilan calismalarda adlandirilmistir. D. melanogaster NOTCH geni daha
sonra 1980'lerde izole edildi ve sekanslandi. 1988 ve 1989'da LIN-12 ve GLP-1,
Caenorhabditis elegans'ta NOTCH homologlari olarak tanimlandi ve benzer sekilde
C. elegans gelisimiyle iliskiliydi. 1990 yilinda Xenopus'ta XOTCH (D.melanogaster
NOTCH'un bir homologu) tanimlandi. 1991 yilinda NOTCH geni ilk olarak insan T
hiicreli akut lenfoblastik 16semiye (T-ALL) baglandi. 1997 yilinda Alagille
sendromunun (AGS), NOTCHI1 ligandim1 kodlayan JAG/ mutasyonundan
kaynaklandig1 bulundu (Sekil 4) (B. Zhou et al., 2022). NOTCH sinyalini i¢eren ilk
klinik ¢alisma, T-ALL veya diger 16semili hastalar1 tedavi etmek i¢in bir y-sekretaz
inhibitdrii kullanilarak 2006 yilinda baslatild: (Shih & Wang, 2007).

The structures of NOTCH
pathway were portrayed.
(ligands, cleavages,
transcriptional prtners)

Morgan et.al firstly NOTCH gene NOTCH was Notch was extensively New findings continuously
identified NOTCH Was s ugnced firstly identified involved in human emerge. (structures,
in Drosophila. 9 . in human T-ALL. health and d x mechani , functions, etc.)
1910 1920 | |1930 1990 2000 2010 2020 >

NOTCH homologies were - . More drugs were
identified in C. efegans, m::::?:g“ﬁigg explored and clinical
Xenopus, and mouse. trials were launched,

First clinical trial
using GSI for T-ALL
was launched.

Sekil 4. NOTCH sinyal yolunun kisa tarihgesi
T-ALL, T hiicreli akut lenfoblastik 16semi; AGS, Alagille sendromu (B. Zhou et al., 2022)

Notch, bir¢cok temel fizyolojik siiregte gerekli olan, yiliksek derecede korunan bir
gelisimsel sinyal yoludur. Bu siiregler arasinda hiicre proliferasyonu, farklilagma,
apoptoz, cesitli dokularda hiicre kaderinin diizenlenmesi yer alir (Wael et al., 2014)
(Bray, 2016). Yetiskinlerde doku homeostazinin diizenlenmesi ile kok hiicrelerin
korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Guo et al., 2014) (Nowell & Radtke, 2017). Notch

proteinleri, evrim sirasinda omurgalilar ve omurgasizlar arasinda yiiksek derecede
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korunmus bir ekspresyonla hiicre yilizeyinde sunulmaktadir (LaFoya et al., 2016).
Memelilerde, dort Notch proteini (Notch 1-4) ve Jagged (Jaggedl,2) ve Delta-like
(Delta-like, DIlI1, 3 ve 4) ailesine ait bes ligand bulunur (Sekil 5). Bu homologlar,
yiiksek derecede korunmus bir domain yapisini paylasir (Steinbuck & Winandy, 2018)
(Q. Huang et al., 2019). Notch proteinleri, ekstraseliiler bir domain (NECD, Notch
Ekstra-Hiicre Domaini), intraseliiler bir domain (NICD, Notch I¢-Hiicre Domaini) ve
bir transmembran domainden olusan, transmembran reseptorlerinden olusan bir aileyi
tanimlar (300-350kDa). Notch’un hiicre dis1 domaini, ligand baglanmasindan sorumlu
olan ve ii¢ LIN tekrarindan olusan korunan bir negatif diizenleyici bolge (NRR veya
LNR) ile takip edilen, 29-36 epidermal biiytime faktorii (EGF)-benzeri tekrar dizileri
igerir. Notch reseptorlerinin intraseliiler kismi, bir amino-asit metabolizmasi
diizenleyici (RAM) bolgesi, niikleer lokalizasyon dizileri, alti ankyrin (ANK)
tekrarlar1, bir transaktivasyon domaini (TAD) ve proteinin stabilitesi i¢cin 6nemli olan
C-terminal PEST (Prolin, Glutamik asit, Serin, Treonin) bolgesini icerir. Omurgalilar
ve memeliler, ana olarak EGF benzeri tekrarlarin sayisi ve ANK ile PEST bélgeleri
arasinda yer alan C-terminal dizilerdeki farkliliklarla birbirinden ayrilan dort farkl

Notch reseptoriine sahiptir (M. M. Wang, 2011).
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Sekil 5. Notch reseptor ailesi ve ligandlariin yapisi
A. Sinyali alan hiicrelerdeki Notch reseptorlerinin ve sinyali gonderen hiicrelerdeki Notch
ligandlarinin yapisi. B. NOTCH reseptorii (S1-3) tizerindeki ii¢ boliinme bolgesinin yerleri (Steinbuck
& Winandy, 2018)
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Notch sinyal yolunun aktivasyonu, Notch’a bagimli siiregleri iceren kanonik Notch
sinyal yolu ve kanonik olmayan Notch sinyal yolu olmak iizere iki yolla
gerceklesebilir. Notch sinyalinin aktivasyonu, Notch reseptorii ile ligandr arasindaki
etkilesim yoluyla hiicreler arasi temasi gerektirir (Cai et al., 2024), bu etkilesim
sirastyla “alic1” hiicre ve “gonderici” hiicre tarafindan ifade edilen reseptor ve
ligandlarla gergeklesir. Siirekli ligand-reseptor etkilesimleri, sinyal ileten hiicrelerin
reseptorleri ifade etmeye baslamasi ve sinyal alan hiicrelerin ligantlar1 ifade etmeye
baslamasi ile sonuclanan bir gegise yol agar (Fortini, 2009). Bir dizi hiicre yiizeyi
ligandinin, sinyal alan hiicrelerdeki Notch reseptorlerine baglanmasi, reseptoriin
konformasyonel degisikliklerine yol agar. Bu degisiklikler, ligandin ligandi ifade eden
hiicrede (sinyal veren hiicre) endositoz sirasinda mekanik kuvvetlerle tetiklenmis
olabilir ve bu da reseptoriin ekstraselliiler bolgesinde ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) icin kesilme bdlgesinin acilmasina yol agar (L. Yin et al., 2010).
ADAM'lar tarafindan yapilan ekstraselliiler kesilmeden sonra, NICD, zar iginde
gomiilii olan y-sekretaz kompleksi tarafindan kesilir ve bu kompleks presenilin,
nikastrin, APH1 ve PEN2 icerir. ikinci kesilmeden sonra, NICD sitozola salmir ve
niikleusa gegerek CSL protein kompleksi (insanlarda CBF1/RBP-J, Drosophila'da Su
(H) ve Caenorhabditis elegans’ta Lag-1) ile baglanir (Borggrefe & Oswald, 2009)
(Kovall et al., 2017). Niikleusa girdikten sonra, NICD, CBF1/SKIP ile yiiksek
afiniteyle baglanir. NICD/CBF1/SKIP kompleksi, transkripsiyonel ko-aktivator
Mastermind-like (MAML) ve histon asetiltransferazlari (HAT) ile baglanarak, Notch
hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive eder (Sekil 6). Bu genler arasinda Hairy
enhancer of split homologs transkripsiyon faktorleri (Hes ve Hey), Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), siklin D1, c-myc, Peroksizom-proliferator aktive
edilmis reseptdr (PPAR) ve Notch reseptorleri de yer alir (Minter & Osborne, 2012)

(Y. Yao et al., 2017). Bu transkripsiyon faktorleri, kanser gelisimi ve ilerlemesinde
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bozulmus olan, proliferasyon, diferansiasyon ve apoptoz dahil olmak iizere bir dizi

hiicresel siireci kontrol eder (Licciulli et al., 2013) (Sonoshita et al., 2015).
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Sekil 6. Notch sinyal yolu ve sinyal aktivasyonu
Notch reseptorleri ve ligandlari hiicre yiizeyinde eksprese edilir. Ligand baglanmasi, metalloproteaz
TACE ve y-sekretaz enzimleri tarafindan gergeklestirilen iki ardigik proteolitik kesilme islemini
baslatir. Serbest birakilan Notch’un hiicre i¢i bolgesi (NICD) ¢ekirdege tasinir ve transkripsiyon

faktorii CSL ile baglanarak transkripsiyonel aktivasyonu baslatir (Tarasova et al., 2011)

2.2.5 Hepatoseliiler Karsinomda (HCC) Epitelyal-Mezenkimal Gecis (EMT)

1980 'lerden once, epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT) ¢ogunlukla embriyogenez ve
doku onarimuyla ilgili bir siire¢ olarak bilinirdi (Greenburg & Hay, 1982). Epitelyal
mezenkimal gegis, hiicrelerin epitelial, polarize bir durumdan mezenkimal ve
apolarize fenotipe gecisini ifade eder. Bu, saglikli embriyonik gelisim i¢in temel bir
fizyolojik siirectir; ancak, kanser ve inflamasyon gibi bazi patolojik durumlarda bu
siirec ele gegirilir (Brabletz, 2012) (Kalluri & Weinberg, 2009) (D. H. Kim et al
2017). EMT 'nin ti¢ farkli tipi vardir. Gelisimsel (tip I) EMT, mezoderm olusumu
noral krest delaminasyonu, kalp kapaginin olusumu, palatogenez ve miyogenez i¢in
gereklidir (Greenburg & Hay, 1982) (Theveneau & Mayor, 2012) (Thiery et al., 2009)
(Yokoyama & Asahara, 2011). Doku hasarinin ardindan EMT, fibroz ve yara
iyilesmesi sirasinda aktive olur (tip II) (Haensel & Dai, 2017) (Stone et al., 2016).

Ancak, kanser hiicrelerinin yayilmaya, invazyon yapmaya ve metastaz olusturmaya
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basladigi tiimdr olusumunda da anormal sekilde aktive edilir (tip III) (Y. Zhang &
Weinberg, 2018) (Francou & Anderson, 2020) (Ribatti et al., 2020). Kanser
baglaminda EMT, karsinoma hiicrelerine fenotipik degisiklikler kazandiran
fonksiyonel bir yeniden programlamadir. Tiimor hiicrelerinin tabi oldugu bu plastisite
stireci, bir¢ok epitel 6zelliginin kaybini icerir; bu 6zellikler arasinda siki, aderans ve
aciklik (gap) baglantilan ile apikal-bazal polarite yer alir. Ayn1 zamanda, anterior ve
posterior polaritenin kazanilmasi ve fibroblast benzeri morfoloji ile mezenkimal
ozelliklerin kazanilmasi da gozlemlenir (Dituri et al., 2019). Mezenkimal hiicreler,
mezenkimal epitelyal gecis (MET) yoluyla epitelyal durum da kazanabilir. EMT-MET
gecisleri, tiimor baslatma, ilerleme ve metastatik kolonizasyonun bir 6zelligi olan
hiicresel plastisiteye neden olur (W. Lu & Kang, 2019) (Bakir et al., 2020). Fenotipik
olarak cok heterojen olan tiimoér hiicreleri, EMT'den faydalanarak artan invazivlik ve
metastatik kapasite gibi bazi1 6zellikler kazanabilir ve bunlar, tiimér mikrogevresindeki
hizli degisimlere uyum saglamak icin kok benzeri ozellikler kazandirarak daha
malignant timdrlerin olusmasina yol agar (Ribatti et al., 2020) (Suarez-Carmona et al.,
2017) (Celia-Terrassa & Jolly, 2020). TGFB, Wnt, Notch, NF-kB, hedgehog ve
reseptor tirozin kinazlari, kanser gelisimi ve metastaz sirasinda EMT'yi baslatan
onemli sinyal yollaridir. Bu yollar, tiimér mikrogevresinden gelen sinyallerle aktive
edilen Snail/Slug, Smads ve Twist gibi kritik aracilar tarafindan yonlendirilir
(Deshmukh et al., 2021) (Gonzalez & Medici, 2014) (Moustakas & Heldin, 2007). Son
donemde yayinlanan caligmalar, epitelyal-mezenkimal gegisin (EMT), hepatoseliiler
karsinomda hem kemorezistansin gelisiminde hem de daha kisa sagkalim siiresiyle
iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. hepatoseliiler karsinomda EMT’yi uyarabilen
cesitli mekanizmalar bulunmaktadir ve EMT’yi indiikleyen spesifik faktorden
bagimsiz olarak, EMT o6zellikleri gosteren HCC'lerin, EMT o6zellikleri tagimayanlara
kiyasla daha fazla vaskiiler invazyon, metastaz ve daha kotii bir prognoz sergiledigi
tutarl bir sekilde gézlemlenmektedir (Aksoy & Aksoy, 2023; Jou & Diehl, 2010).
EMT nin temel adimi olarak kabul edilen E-kaderin ekspresyonunun baskilanmasi,
stirecin karakteristik bir 6zelligidir. Snail, Slug ve Twist gibi ¢inko parmak yapisina
sahip transkripsiyonel baskilayicilar, E-kaderin promotor bolgesinde yer alan E-box
dizilerine baglanarak, upstreamden gelen sinyallere yanit olarak transkripsiyonu
baskiladiklar1  diisiiniilmektedir. Bu transkripsiyon faktorleri, E-kaderin’in
baskilanmasinda en gii¢lii diizenleyiciler arasinda yer almaktadir. Primer hepatoseliiler

karsinom (HCC) olgularinda Snail, Twist ve Slug pozitifligi sirasiyla %57, %43 ve
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%51 oranlarinda bildirilmistir (Giordano & Columbano, 2014; Kasprzak et al., 2017,
M. H. Yang et al., 2009a). B-katenin’in membrandan niikleusa tasinmasi da, tipki
Snail’in niikleusa translokasyonu gibi, EMT nin bir gostergesidir (H. C. Hsu et al.,
2000). E-cadherin negatifligi, Snail ve Twist pozitifligi ile B-katenin’in niikleer
ekspresyonunun bir arada bulunmasi; HCC ig¢in bagimsiz bir olumsuz prognostik
faktor ve yiiksek metastatik potansiyelin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir (Gui
etal.,2017; M. H. Yang et al., 2009a). Terence K Lee ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada, Twist asir1 ekspresyonunun EMT degisikliklerinin indiiksiyonu ve
hepatoseliiler hiicre invazivligi yoluyla hepatoseliiler karsinom metastaz ile iliskili

oldugu bulunmustur (T. K. Lee et al., 2006).
2.2.5.2 Notch sinyallemesi ve HCC invazyonu ile metastazi

NICD!'in serviks, kolon, beyin ve yumurtalik tiimor hiicrelerinde asir1 ekspresyonu,
kismen Snail aracili EMT yoluyla artan migrasyon ve invazyon ile sonuglanir
(Sahlgren et al., 2008). EMT ayrica HCC'lerin vaskiiler invazyonu i¢in kritik olan
molekiiler bir mekanizmadir (Hanahan & Weinberg, 2000) (Ogunwobi et al., 2012)
(M. H. Yang et al., 2009b) (Their, 2002). Modern tibbin ve HCC tedavisinde kullanilan
teknolojilerin gelismesine ragmen, intrahepatik ve ekstrahepatik metastaz oranlarinin
yiiksek olmast nedeniyle genel sagkalim orami diisiik kalmaktadir (Aravalli et al.,
2008). Timor invazyonu ve metastazi, timor hiicreleri arasindaki karmasik
etkilesimlerin yani sira, konak doku ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimleri iceren
bir dizi biyolojik siiregten olusur. Bununla birlikte, tiimor hiicrelerinin metastaz
yapabilmesi i¢in bir dizi ardisik hiz sinirlayici adimi asmasi gerekir. Timor
hiicrelerindeki biyokimyasal 6zelliklerdeki degisiklikler, intravazasyon, duraklama ve
ekstravazasyon, dormansi, anjiyogenez ve metastatik kolonizasyonu igerir ve bu
durum anormal sinyallerin iletilmesine, kanserin invazyonunu siirdiirmesine ve tesvik
etmesine yol acar (Steeg, 2006). Notch sinyali, tiimdr anjiyogenezi ve metastaz ile
iliskilidir. Notchl ve Jaggedl ekspresyonu HCC’de artmistir ve HCC tiimor nodu
metastaz (TNM) evrelemesi, artan Notchl mRNA seviyeleri ile anlamli sekilde
iligkilidir. Wang XQ ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada, TNM Evre I-II hastalar1
ve timor vendz invazyonu olmayan hastalarla karsilastirildiginda, TNM Evre III-IV
ve tiimdr vendz invazyonu olan HCC hastalarinda Notch1 ekspresyon diizeyleri daha
yiiksektir. Notchl’in shRNA ile knock-out edilmesi, Snaill ekspresyonunu ortadan

kaldirmis ve in vitro kanser hiicresi hareketlili§ini ve pulmoner metastaz1 etkili bir
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sekilde inhibe etmistir. Son olarak, bu ¢alisma, Notch sinyalinin HCC’nin invazyonu
ve metastazi lizerindeki etkisini Notch1-Snaill-E-kaderin iligkisi ile dogrulamistir (X.
Q. Wang et al., 2012) . Bu nedenle, anormal Notch sinyali, EMT'"yi indiikleyerek HCC

metastazini tesvik ediyor olabilir.
2.2.5.3 Notch sinyallemesi ve HCC anjiyogenezi

Anjiyogenez, genel olarak mevcut damar yapilarindan yeni kan damarlarinin
olusumunu ifade eder; bu siire¢, normal doku biiylimesi, gelisimi ve yara iyilesmesi
icin hayati O6neme sahiptir (Ren et al.,, 2019) (H. Liu et al., 2020). Kanserde,
anjiyogenez hastalik progresyonu i¢in kritik 6neme sahiptir. Tiimor mikrogevresindeki
(TME) anormal anjiyogenez, timor biiylimesini ve progresyonunu tesvik edebilir
(Carmeliet, 2005). HCC, anjiyogenezin neoplazm ilerlemesinde kritik bir rol oynadig,
en hipervaskiiler solid neoplazmlardan biridir. Anjiyogenez, ayn1 zamanda HCC ile
iligkili yiiksek niiks ve kotii sagkalim oranlarina da katkida bulunur (Muto et al., 2015).
HCC'nin vaskiilaritesi, karacigerin periferik parankimasindan benzersiz ve biiylik
Olctlide farklidir. Notch sinyal yolu, vaskiiler gelisim siirecinde anahtar bir rol oynar,
vaskiiler stabiliteyi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin farklilagsmasini ve arteriyovendz
olusumu dogrudan etkiler (Dou et al., 2012) (Heil et al., 2006). Yetiskin karacigerinde
4 Notch reseptorii ifade edilirken, sadece 2 anahtar Notch sinyal yolu ligand1i HCC
angiogenezisinde rol oynamaktadir: DIl4 ve Jaggedl (Nijjar et al., 2002). DIl4,
memelilerde embriyogenez sirasinda arterial endotelyumda ifade edilir. DIll4'lin
yiiksek seviyeleri, normal doku damarlartyla karsilagtirildiginda timér damarlarinin
endotelyumunda da goézlemlenmistir. Delta-like ligand 4 (DLL4), angiogenezi
uyarmak icin kritik bir Notch ligandi olarak gosterilmistir (Benedito et al., 2009)
(Blanco & Gerhardt, 2013) (Oon et al., 2017) (Naito et al., 2021). Jaggedl, endotel
hiicreleri ve damar diiz kas hiicrelerinin diizenlenmesi yoluyla erken kardiyovaskiiler
gelisimde yer aldig1 tespit edilen bir bilesiktir ve tiimor hiicrelerinde Notch-bagimli
anjiyogenezi uyarabilir (Skrtic et al., 2011) (Benedito et al., 2009). Jaggedl (Jagl),
DLLA4 ile rekabet ederek anjiyogenezi negatif olarak diizenleyebilir (Taslimi & Das,
2018). Bu kavram, yapilan bir in vitro ¢aligmada, Jagl'in anjiyogenezde DLL4-aracili
Notch sinyal yolunu antagonize edebilen giiclii bir pro-anjiyogenik diizenleyici
oldugunu gosteren bir ¢alisma ile net bir sekilde ortaya konmustur (Benedito et al.,
2009). Calismalar, Notch sinyal yolunun, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

sinyal yolu gibi diger yollarla capraz etkilesimlerin yani sira, Notch ligandlartyla
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etkilesimler yoluyla anjiyogenezde temel bir rol oynadigini 6nermektedir (Luo et al.,
2019). VEGF-A ve VEGF-R2 anjiyogenezi diizenleyici seviyeleri, DIl4'in inhibe
edildigi HCC tiimorlerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azalmigstir. Dahast,
tiimor hiicrelerinde D114 ifadesinin inhibe edilmesi, timorde yeni kan damarlarinin
olusumunu ve hiicre proliferasyonunu azaltmistir (Kunanopparat et al., 2018). HCC
xenograft fare tiimorlerinde, Livistonae chinensis tohumlari intratiimoral mikrodamar
yogunlugunu derinden azaltmis ve bu anti-anjiyogenik etki, Notch, DIl4, Jaggedl,
VEGF-A ve VEGF-R2'nin ekspresyon seviyelerinin belirgin sekilde azalmasi ile
aracilik edilmistir (Lin et al., 2014). Ayrica, Notch sinyal yolunun ana aracilar1 olan
Notchl, DIl4 ve Jaggedl, Rubus alceifolius Poir'in HCC anjiyogenezine karsi inhibe
edici etkisini in vivo olarak gosteren biyomarkerler olarak kullanilabilir (J. Zhao et al.,
2015). Bu nedenle, Notch sinyal yolunun farkli yonlerini hedeflemek, HCC'deki

patojenik anjiyogenezi inhibe etmek i¢in uygulanabilir bir yaklasim olabilir.

2.3 Hepatoseliiler Karsinomda Tedavi Stratejileri

Hepatoseliiler karsinom, yiiksek mortalite oran1 ve diisiik bes yillik sagkalim oranlari
ile saglik sistemleri {izerinde diinya c¢apinda biiylik bir yiik olusturmaktadir
(Massarweh & El-Serag, 2017; Petrick et al., 2020; Sung et al., 2021a). Ciddiyeti ve
zararliligr tanindik¢a, HCC tedavisinde biiylik ilerlemeler kaydedilmistir. Tedavi
secenekleri biiyiik o6l¢iide HCC'nin tiimor evresine baghdir. Su ana kadar,
aragtirmacilar HCC'nin prognozunu tahmin etmek veya en uygun tedavi rejimini
segmek i¢in 10'dan fazla kanser evreleme sistemi Onermistir. Bunlar arasinda
Barcelona Klinik Karaciger Kanseri (BCLC) evreleme sistemi ve Hong Kong
Karaciger Kanseri (HKLC) evreleme sistemi bulunmaktadir (P. H. Liu et al., 2016).
Bu evreleme sistemlerinden en yaygin olarak taninan ve klinik olarak kullanilani
BCLC'dir (Sekil 7). Bu sistem HCC'yi evre 0, A, B, C ve D olarak siniflandirir. Bu bes
kategoriye dayanarak, HCC evresi Al, A2, A3 ve A4 gibi daha da alt evrelere
ayrilabilir. BCLC'nin degerlendirme ve simiflandirmasi, tiimor yiikii, hastanin
performans durumu (PS) ve karaciger fonksiyonu gibi kriterlere dayandigindan, giiclii
bir smiflandirma ve prognoz tahmini yapabilme yetenegine sahiptir. Yiiksek riskli
gruplarin izlenmesi sayesinde, erken evre HCC'li hastalar tani ve tedavi igin tespit
edilebilir ve nihayetinde farkli hastalar i¢in farkli tedavi yontemleri 6nerilebilir. BCLC

siniflandirma sistemine gore, erken evre (BCLC 0/A) HCC hastalar1 ¢ogunlukla
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karaciger rezeksiyonu, karaciger nakli (LT) veya ablatif tedaviler gibi kiiratif
tedavilerle tedavi edilmektedir. Ara evre HCC (BCLC B) hastalarina ise transarteriyel
kemoterapi embolizasyonu (TACE) ve Yttrium-90 radyoembolizasyonu (Y90) gibi
lokal bolgesel tedaviler uygulanmaktadir. ileri evre HCC (aHCC) hastalar1 igin ise
sistemik farmakolojik tedavi ve immiinoterapiler su anda en etkili tedavi segenekleridir

(Kinsey & Lee, 2024; Singal, Llovet, et al., 2023).

HCC
l l A l l
Very early stage Early stage Intermediate stage Advanced Stage Terminal Stage
BCLCO BCLCA BCLCB BCLCC BCLCD
Preserved liver Preserved liver Preserved liver Preserved liver End stage liver function
function function function function

Single lesion < 2 Multinadular Portal vei - df Any HOC stage
ingle lesion an single or < 3 nodules each <3 em BS 0-1 'ortal vein invasion am PS 3-4
P50 PS 0 or extrahepatic spread

PS1-2

Sekil 7. Barcelona Klinik Karaciger Kanseri (BCLC) HCC evreleme 2022
Bu sisteme gore HCC, evre 0, A, B, C ve D olarak 5 sinifa ayirir. Siniflandirmanin temeli timdr yiikdi,
hastanin performans durumu ve karaciger fonksiyonuna dayanir (Kinsey & Lee, 2024)

2.3.1 Rezeksiyon

Cerrahi rezeksiyon, siroz olmayan ve portal hipertansiyonu olmayan BCLC 0/Child-
Pugh (CP) A sirozu olan hastalarda lokalize HCC ig¢in tercih edilen kiiratif tedavi
yontemidir (Kinsey & Lee, 2024). Tek bir tlimorii olan, boyutu ne olursa olsun belirgin
damar invazyonu gostermeyen hastalarda, parsiyel heptatektomi ile yapilan rezeksiyon
potansiyel olarak kiiratif olabilir. Sirozu olmayan ve rezeksiyon uygulanan hastalar,
sirozu olan ve rezeksiyon uygulanan hastalara kiyasla daha diisiik postoperatif
karacigerle ilgili morbidite, daha diisiik kiimiilatif HCC niiks oranlar1 ve daha yiiksek
hastaliga 6zgii sagkalim oranlarina sahiptir (Hong et al., 2022). lyi se¢ilmis hastalarda
karaciger rezeksiyonu i¢in sagkalim oranlar1 ¢ok umut vericidir, yaklasik 5 yil igin
%70 civarindadir (Ivanics et al., 2022; Marrero et al., 2018). Biiyiik tiimorleri olan
hastalarda bile, rezeksiyon hala kiiratif olma potansiyeline sahiptir, ancak kiiclik
tiimorlere kiyasla sagkalim oranlar1 daha diisiik olabilir (Hong et al., 2022). Bununla
birlikte, niiks oranlar1 bes y1l i¢cinde %5070 civarina yaklagmaktadir (Ivanics et al.,

2022).
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2.3.2 Karaciger nakli

Erken evre HCC hastalarn i¢in, karaciger fonksiyon bozuklugu veya tliimoriin
multifokalitesi nedeniyle rezeksiyon i¢in uygun olmayan hastalarda, karaciger nakli
(LT) optimal bir tedavi stratejisidir ¢linkii hem HCC'yi hem de genellikle mortalitenin
nedeni olan altta yatan karaciger hastaligini tedavi eder. LT, rezeksiyon veya ablatif
tedaviye kiyasla 10 yil ortalama sagkalim stiresi ile ve niiks eden kanser riskinin
onemli 6l¢iide daha diisiik olmasiyla iligkilidir (5 yillik insidans: ~%10 vs. %50-60)
(Singal, Llovet, et al., 2023). Milan kriterleri, 1 ile 5 cm arasinda bir lezyon veya 1 ile
3 cm arasinda iki ila ii¢ lezyon, damar invazyonu veya ekstrahepatik yayilma olmadan
tanimlanmis olup, optimal hasta se¢imi i¢in standart olarak kabul edilmistir. Bu
parametreler i¢inde nakil yapilan hastalarin sonuglari, malign olmayan nedenlerle
nakil yapilan hastalarla benzer olmaktadir (Mazzaferro et al., 1996; Yoo et al., 2003).
Eger bir hastanin AFP seviyesi baslangicta >1000 ng/ml ise, bu seviyenin istisna i¢in
uygun olabilmesi i¢in 500 ng/ml'nin altina inmesi gerekmektedir. Tiimdr evresinin
kiigiiltiilmesi, kabul edilebilir LT kriterlerini karsilamak i¢in lokal bolgesel tedaviler
(LRT) kullanilarak canli timoriin boyutunun kiigiiltiilmesi olarak tanimlanir. Su anda,
Milan kriterlerine uyan veya United Network for Organ Sharing (UNOS) indirilmis
kriterlerinden (downstaging criteria) (UNOS-DS: bir lezyon 5,1-8 cm; iki ila li¢ lezyon
<5 cm; dort ila bes lezyon <3 cm ve toplam tiimor ¢ap1 <8 cm), ¢esitli lokal bolgesel
tedaviler kullanilarak hasta nakil i¢in kopriileme ve timor yiikiiniin kiiciiltiilmesi i¢in
tedavi uygulanabilir. Cogu hasta UNOS-DS kriterlerinden indirilebilir ve bu hastalarin
sagkalim oranlar1 yliksekken niiks oranlar1 diistiktiir (Mehta et al., 2021; D. J. H. Tan
etal., 2023; F. Y. Yao et al., 2015).

2.3.3 Ablasyon

Karaciger nakli (LT) ve rezeksiyon i¢in uygun olmayan, tek lezyonlu HCC hastalarina
kiiratif ablatif tedaviler uygulanmalidir. Major heptatektomi gerektiren merkezi
yerlesimli tlimorleri olan veya ¢ok erken evre HCC (BCLC evre 0 ve BCLC evre A)
olan hastalar i¢in ablasyon-Oncelikli bir strateji diigiintilebilir. Bu strateji, diisiik
komplikasyon oranlar1 ve maliyet etkinligi ile birlikte, HCC <2 cm olan hastalarda
rezeksiyon ile benzer sagkalim oranlar saglar (Doyle et al., 2019; G.-A. Kim et al.,
2016; Ng et al., 2017). Ablasyon i¢in uygunluk, timoér boyutu (<3 cm), konum ve

yeterli ablatif marjlarin elde edilme yetenegi ile belirlenir (Omata et al., 2017; Shiina
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etal., 2012). Birgok farkli ablatif yontem dnerilmis ve kabul edilmistir; bunlar arasinda
radyo frekans ablasyonu (RFA), mikrodalga ablasyonu (MWA), perkiitan etanol
enjeksiyonu (PEI), lazer ablasyonu (LSA), kriyoablasyon (CRA), yiiksek yogunluklu
odaklanmig ultrason (HIFU) ve bunlarin kombinasyonlar1 yer almaktadir. Ablasyon
teknikleri, farkli post-ablasyon etkileri ile, termal koagiilasyon, hizli dondurma ve
kimyasal hiicre dehidrasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla timoér dokusu nekrozu

olusturur (Z. Chen et al., 2020).
2.3.4 Transarteriyel tedaviler

Orta evre HCC, BCLC evre B olarak simiflandirildiginda, transarteriyel kemoterapi
embolizasyonu (TACE) standart bir tedavi yontemidir (Lencioni et al., 2016; W. Lu et
al., 2017; Sacco et al., 2017). Bu yaklasim, Avrupa ve Amerikan kilavuzlarina
dayanmaktadir (Galle et al., 2018; Heimbach et al., 2018). TACE, erken evre HCC
(BCLC evre A) i¢in de karaciger nakline kopriileme tedavisi olarak veya neoadjuvan
tedavi amacl daha iyi rezektabilite saglamak i¢in kullanilabilir (O’Leary et al., 2021;
Raoul et al., 2019). Karaciger dolasimi, portal ven ve hepatik arter tarafindan saglanan
cift kan akis1 nedeniyle benzersizdir. Saglikli karaciger dokusunda, portal ven kan
akisinin %80'inden sorumludur. Kalan %20'lik kan akis1 hepatik arter tarafindan
saglanir. HCC'de, karaciger tiimorlerine giden kan akisinin %99'u hepatik arter
tarafindan saglanir (Takayasu et al., 1987; M. Yoshikawa et al., 1994). Konvansiyonel
TACE, iyotlu yag ile kemoterapdtik ilacin karigimindan olusan bir siispansiyonun
infiizyonu ile uygulanir. Iyotlu yag, ilacin tastyicist olarak gérev yapar ve neoplastik
(timorlil) hiicreler tarafindan segici olarak tutulur; bu da hepatoseliiler karsinomun
ilaca maruz kalma diizeyini artirir. Bu islemi embolizan partikiillerin uygulanmasi
takip eder. Ote yandan, ilag salimmli boncuklarla yapilan TACE (DEB-TACE), farkl
boyutlardaki polivinilkloriirden yapilmis, kemoterapoétik ilagla (6rnegin, doksorubisin,
epirubisin) Onceden yiiklenmis embolizan mikrokiireler kullanir. Bu mikrokiireler,
tiimori besleyen artere enjekte edilir ve ilaci, tiimoriin kan dolasimina siirekli, uzun
siireli ve kontrollii bir sekilde salar. Bu ydntem, kemoterapotik ajanin sistemik
dolasima gegcisini azaltarak yan etkilerin azalmasini saglar (Inchingolo et al., 2019;
O’Leary et al., 2021). Diinya ¢apinda, HCC tedavisinde TACE ig¢in en yaygin
kullanilan kemoterapi ajanlar1 doksorubisin, epirubisin, mitomisin C ve sisplatin'dir (J.

E. Song & Kim, 2017).
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Transarteriyel radyoembolizasyon (TARE), rezeksiyona uygun olmayan HCC
tedavisinde giivenli ve etkilidir. TARE, radyoaktif bilesikler (6rnegin, itriyum-90 veya
iyot-131 ile isaretlenmis Lipiodol veya renyum-188) igeren mikrosferlerin perkiitan
yol araciligiyla selektif intra-arteriyel uygulamasini igerir (Sacco et al., 2016; Y. Yang
& Si, 2018). HCC'nin kan akisinin yaklasik %90 hepatik arterlerden saglanirken,
normal karaciger parankimasinin kan akisinin %70'1 portal vendz sistemden gelir.
TARE, bu konsepti kullanarak HCC i¢in hedefe yonelik tedavi saglar ve minimum
diizeyde 6nemli hasar olusturur. TACE, BCLC-B HCC hastalar1 i¢in standart bir
tedavi paradigmasi olsa da, ¢aligmalar TARE'nin roliinlin artti§in1 gostermektedir.
TARE ile tedavi edilen hastalarin ¢cogu, TACE ile tedavi edilen hastalardan daha ileri
evre hastaliga sahip olup, tedavi daha az secicidir. Bununla birlikte, TARE, hastaligin
ilerlemesi i¢in gegen siire (TTP), toksik yan etkiler ve tedavi sonrasi yasam kalitesi
acisindan TACE'yi geride birakmistir (Dhondt et al., 2022). TARE, BCLC evre A
HCC'nin ablatif tedavisi ve destekleyici rezeksiyonu i¢in alternatif olarak kullanilabilir
(Kallini et al., 2016). TARE, portal ven trombozu (PVT) olan hastalarda da etkili
oldugu gosterilmistir, bunun aksine, Y90'in embolik etkisi minimaldir, karaciger
iskemi riski diistiiktiir ve bu nedenle giivenli bir sekilde uygulanabilir (Abouchaleh et
al., 2018). PVT varlig1, Y90 icin bir kontrendikasyon olmasa da, kotii prognostik bir
isaret olup, bu hastalar i¢in sonuglar daha kotiidiir (H. M. Lee et al., 2023).

Eger hastalar "karaciger nakli i¢in genisletilmis kriterler" ile uyumlu degilse ya da
TACE tedavisinin terapotik basariy1 gosteren kriterlere uymuyorsa, sistemik tedavi
disiiniilmelidir. Multifokal tiimér manifestasyonu, makrovaskiiler portal ven
invazyonu, ekstrahepatik tiimor yayilimi (BCLC evre C), baz1 orta evre HCC hastalari
(BCLC evre B) ve lokal bolgesel tedaviye ragmen hastalik ilerlemesi olan hastalarda,
kilavuzlar sistemik tedaviyi dnermektedir (N. Khalaf et al., 2017). 2023 y1l1 itibariyla,
HCC i¢in birinci basamak tedavi segenekleri arasinda, sorafenib ve lenvatinib gibi
multikinaz inhibitérleri (MKI), anti-VEGF tedavileri, immiin kontrol noktasi

inhibitdrleri (ICI'ler) veya bunlarin kombinasyonlari yer almaktadir (Sekil 8)
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Bevacizumab + Durvalumab +

; - Atezolizumab (1L) Tremelimumab (1L) v. SOR
Sorafenib (1L) v. Placebo Lenvatinib (1L) v. SOR v. SOR HIMALAYA
SHARP REFLECT IMBRAVE-150 Median OS 1643 v. 13.7 mo
Median OS 10.7 v. 7.9 mo Median 05 136 v. 12.3 mo Median OS 19.2 v. 13.4 mo
First line ‘
therapies o h 4 \ A V!
2007 P 2017 - 2018 / 2019 ) - 2020 - 202_2 /
Second line o +
therapies ‘
Regorafenib (2L) v. Placebo Cabozantinib (2L) v. Placebo Pembrolizumab (2L)*
RESORCE CELESTIAL KEYNOTE-224
Median OS 10.6 v. 7.8 mo Median OS 10.5v. 8 mo Median OS 13.2 mo
Phase 2 studies Ramucirumab (2L) v. Placebo Nivolumab + Ipilimumab (2L)
Phase 3 studies REACH-2 CHECKMATE-040
Median OS5 8.5v. 7.3 mo Median OS 22.8,12.5, 12.7 mo

Sekil 8. Hepatoseliiler karsinom (HCC) i¢in sistemik tedavilerin zaman ¢izelgesi ve elde edilen
sagkalim
Birinci basamak tedaviler zaman ¢izelgesinin {ist kisminda; ikinci basamak tedaviler ise zaman
cizelgesinin alt kisminda yer almaktadir.) KEYNOTE 224, randomize olmayan bir Faz 2 ¢alisma
(Singal, Llovet, et al., 2023).

2.3.5 Multi-kinaz inhibitorleri (MKI)

HCC tedavisinde TKI'ler (Tirozin kinaz inhibitorleri) ¢oklu-kinaz inhibitérleri MKI
olarak genellikle VEGF reseptorii, PDGF reseptorii, RAF reseptorii, FGF reseptorii,
KIT reseptorii ve RET reseptoriinii hedef alir. Patofizyolojik saldirinin bir noktasi,
TKI'ler tarafindan timdér dokusunun mikro ortaminda anjiyogenezin ve hiicre
cogalmasinin inhibe edilmesidir (Fernandez et al., 2009; Galle et al., 2021).
Anjiyogenezin sinyal iletiminde rol oynayan baslica reseptorler VEGF reseptorti,
PDGF reseptorii ve FGF reseptoriidiir (C. Yao et al., 2023). Timor hiicresi
proliferasyonuna yol acan bir dizi reseptor tirosin kinaz ile iliskili sinyal yolaklar
aktive olur (WNT—B-katenin, RAS-MAPK, AKT-mTOR, EGFR, IGFR, HGF-MET)
(Tiimen et al., 2022). TKi'ler, tirozin kinazlarinin aktif bdlgesine baglanarak
fosforilasyonu engeller ve bir dizi biiyiime faktoriiniin downstream sinyal iletimini
inhibe eder. Kanserlerdeki anahtar tirozin kinaz yolaklarini, 6rnegin damar endotelyal
biiylime faktorii reseptorii (VEGFR), epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (EGFR)
ve platelet tiirevli bliylime faktorii reseptorii (PDGFR) engelleyerek, tiimor bityiimesi
durdurulur (Ling Khoo et al., 2019a).
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2.3.5.1 Sorafenib

Sorafenib (BAY-43-9006), Bayer tarafindan Nexavar® (ABD) markasiyla pazarlanan,
2007 yilindan bu yana HCC'nin sistemik tedavisi igin Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanmis bir oral ¢oklu kinaz inhibitoriidiir ve ileri evre HCC'li hastalar
i¢cin onaylanan ilk hedeflenmis tedavi olmustur (Z. Chen et al., 2020; Cheng et al.,
2009a; L. Liu et al., 2006; Llovet et al., 2008). Sorafenib, iyi korunmus karaciger
fonksiyonuna sahip (Child-Pugh A veya erken B sinifi), ileri evre tiimoérleri olan,
BCLC-C smifi veya lokal tedavilere ragmen tiimérleri ilerleyen HCC hastalarinda
birinci basamak sistemik tedavi olarak onerilmektedir (Galle et al., 2018). Dermatik
reaksiyonlarin, sorafenib tedavisi sonrasinda daha iyi sagkalim ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Reig et al., 2014a). Sorafenib tedavisinin en yaygin yan etkileri diyare
(%8-9 hastalar) ve el-ayak deri reaksiyonu (%8-16 hastalar) olarak siralanmistir
(Llovet et al., 2008). Sorafenib, VEGFR1, 2 ve 3, PDGFR, KIT ve RET gibi 40'a kadar
tirozin kinazinin fosforilasyonunu inhibe eden kii¢iik bir molekiildiir. Bu tirozin kinaz
inhibitori (TKI) ayrica wild-type Rafl, B-Raf ve mutant b-raf V600E gibi Raf kinaz
izoformlarim1 da baskilar. Sorafenib, HCC hiicre hatlarinda anti-proliferatif, anti-
anjiyogenik ve pro-apoptotik dzellikler sergilemistir (Choi et al., 2015; Galle et al.,
2021; L. Liu et al., 2006; Méndez-Sanchez et al., 2008). Sorafenib'in etkinligi, hem
tiimor hiicrelerini hem de timor mikrogevresini hedefleme kapasitesinde yatmaktadir
(Llovet et al., 2016). Sorafenib, HCC’de plasebo ile karsilastirildiginda sagkalim
faydas1 gosteren ilk bilesik olmustur (SHARP denemesi). Sorafenib grubundaki
hastalarin median genel sagkalimi1 10,7 ay iken, kontrol grubunda bu siire 7,9 aydi
(Llovet et al., 2008). Asya-Pasifik niifusunda yapilan paralel bir ¢alismada da

sorafenib benzer bir sagkalim oran1 géstermistir (Cheng et al., 2009b).
2.3.5.2 Lenvatinib

Sorafenib, 2018 yilina kadar ilk basamaktaki tedavi icin tek segenek olarak kaldr ve
2018’de gii¢lii bir MKI olan lenvatinib tedavi grubuna eklendi (Matsuki et al., 2018).
Lenvatinib (Lenvima), 2018 yilinda ileri evre hepatoseliiler karsinom (HCC)
tedavisinde (BCLC C) onaylanan ikinci TKI’dir. Ek olarak, VEGF reseptorii, PDGF
reseptorii, FGFR reseptorii, KIT ve RET’1 inhibe eden ¢ok hedefli bir TKI olarak islev
gormektedir (Cheng et al., 2009¢; Galle et al., 2018; Reig et al., 2014b). Lenvatinibin

HCC’de FGF sinyal yolaklarin1 hedeflemesi, onu sorafenibden ayiran bir 6zelliktir.
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Bu nedenle, lenvatinib, antitimdr, antiproliferatif ve antianjiyogenik Ozellikler
sergileyerek etkili olmaktadir (Dimri & Satyanarayana, 2020b; Matsui et al., 2008;
Sung et al.,, 2021b). Multisentrik faz III REFLECT calismasinda arastirmacilar,
Lenvatinib’in median OS agisindan sorafenibe kiyasla inferiyor olmadigini
gostermistir. Lenvatinib, 13.6 ay median OS’a ulasirken, sorafenib grubunda bu siire
12.3 ay olmustur. Ayrica, objektif yanit oranlar1 Lenvatinib ile %24.1’e yiikselirken,
sorafenib ile %9.2°de kalmistir. Hipertansiyon, ishal, istah kaybi1 ve kilo kaybi en
yaygin yan etkiler arasinda yer almistir (Tohyama et al., 2014). NAFLD/NASH
kaynakli HCC’li hastalarin lenvatinib tedavisi altinda daha iyi performans gosterdigini
destekleyen bazi alt grup analizlerinden gelen deneysel veriler bulunmaktadir (Kudo

etal., 2018; Vogel et al., 2021).
2.3.5.3 Regorafenib

Regorafenib (Stivarga), timdr anjiyogenezi, hiicre ¢ogalmasi ve hayatta kalma ile ilgili
kinazlar1 hedefleyen oral bir diphenylurea multikinaz inhibitoriidiir (Ettrich &
Seufferlein, 2018; Rimassa et al., 2017). On y1l siiren ve ikinci basamak tedavilerin
genis bir yelpazede degerlendirildigi basarisiz klinik denemelerin ardindan, 2016
yilinda yapilan randomize, plasebo kontrollii faz IIl RESORCE denemesi, regorafenib
tedavisinin, daha Once birinci basamak sorafenib tedavisi basarisiz olmus hastalarda,
plasebo alan hastalara kiyasla genel sagkalimda (OS) anlamli bir artis sagladigini ilk
kez kanitlamistir (10.6'ya kars1 7.8 ay). 2017 yilinda regorafenib, daha dnce sorafenib
tedavisi gérmiis ileri evre hepatoseliiler karsinom hastalarinin tedavisi i¢in FDA onay1
almistir (Bruix et al., 2017). Regorafenib'in hedefleri arasinda vaskiiler endotelyal
bliytime faktorii reseptorleri 1-3 (VEGFRI1-3), anjiyopoietin 1 reseptorii (TIE2),
fibroblast biiyiime reseptorleri (FGFR'ler), platelet tiirevli bliylime faktorii reseptor
beta (PDGFR-B), onkogen kinazlar KIT ve RET, ve fibrosarkom (c-RAF/RAF-1)
kinazlarini, B-RAF'1 ve BRAF V600E mutasyonunu hizlandiran igsel sinyal iletim
molekiilleri yer alir (Ettrich & Seufferlein, 2018; Galle et al., 2021; Kudo, 2019;
Strumberg & Schultheis, 2012). Regorafenib'in inhibitdr profili, VEGFR ve TIE2'yi,
KIT ve RET'i hedeflemede daha giiclii bir potansiyele sahip olmasi nedeniyle,
sorafenibden biraz farklidir (Strumberg & Schultheis, 2012).
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2.3.5.4 Cabozantinib

Cabozantinib (Cometriq, Cabometyx), 2019 yilinda, sorafenib tedavisinin ardindan,
rezektabl olmayan HCC BCLC C hastalarinin tedavisi i¢in onaylanan oral bir ¢oklu
tirozin kinaz reseptor inhibitoriidiir (Abou-Alfa et al., 2018; Galle et al., 2021; Trojan,
2020). Cabozantinib, timor biiylimesini, anjiyogenezi, invazyonu ve migrasyonu
inhibe ederek HCC hiicrelerinde anti-timor etkinligi gostermistir. Ayrica farelerdeki
akciger ve karacigerdeki HCC metastatik nodiillerinin sayisini azaltmistir (Xiang et
al., 2014). Bir faz II klinik calismada, cabozantinib HCC hastalarinda etkinlik
gostermistir (Kelley et al., 2017). Ayrica, Faz II Cabo-Tx ¢alismasinda Cabozantinib,
karaciger nakli sonrasi tedavi edilemeyen tekrarlayan hepatoseliiler karsinom (HCC)
hastalarinin tedavisinde etkinlik gostermistir (Azhie et al., 2022). Cabozantinib'in ileri
evre HCC tedavisindeki etkinligi, faz Il CELESTIAL denemesinde gosterilmistir.
Cabozantinib, plasebo grubundaki 8,0 aya karsi, 10,62 aylik ortanca genel sagkalim
(OS) ile istatistiksel olarak anlamli bir fayda saglamistir (Abou-Alfa et al., 2018).
Cabozantinib, ¢esitli kinazlar iizerindeki inhibitor aktivitesi i¢in degerlendirilmis ve
MET (hepatosit biiytime faktorii reseptor proteini) ve VEGF reseptorlerinin inhibitorii
olarak tanimlanmigtir. Ayrica cabozantinib, GAS6 reseptorii (AXL), RET, ROSI,
TYRO3, MER, kok hiicre faktorii reseptorii (KIT), TRKB, Fms-benzeri tirozin kinaz-
3 (FLT3) ve TIE-2 gibi diger tirozin kinazlarini1 da inhibe etmektedir (Ling Khoo et
al., 2019b; Pinter & Peck-Radosavljevic, 2018; Yakes et al., 2011). En sik goriilen yan
etkiler el-ayak deri reaksiyonu, hipertansiyon, artmig aspartat aminotransferaz diizeyi,

yorgunluk ve ishaldir (Mody & Abou-Alfa, 2019).
2.3.6 Immiinoterapi

Hepatoseliiler karsinomda (HCC), tiimér mikrogevresi (TME); ekstraseliiler matriks,
bagisiklik hiicreleri, yardimci hiicreler (fibroblastlar, hepatik stellat hiicreler ve
vaskiiler endotel hiicreleri), sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri gibi gesitli
bilesenlerden olusur. Bu bilesenler bir araya gelerek HCC'nin bagisikliktan kagisini,
invazyonunu ve metastazini kolaylastirir (Z. Li et al., 2023). Ancak, bu karmasiklik
ayni zamanda hastalifin tedavisinde immiinoterapiler i¢in potansiyel molekiiler
hedefler sunabilir. Immiin kontrol noktasi proteinleri (ICPs), bagisiklik yanitlarini
diizenleyen ligand-reseptor ciftlerinin etkilesimini ifade eder. Bu baglamda, bagisiklik

hiicreleri lizerinde eksprese edilen reseptorler "immiin kontrol noktasi reseptorleri”
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olarak adlandirilirken, antijen sunan hiicreler, tiimor hiicreleri veya diger hiicresel
fenotipler lizerindeki karsilik gelen ligandlar ise "immiin kontrol noktas1 ligandlar1"
olarak adlandirilir. Giiniimiize kadar tanimlanan immiin kontrol noktas1 molekiillerinin
biiylik cogunlugu, oOzellikle T hiicreleri olmak iizere adaptif bagisiklik sistemi
hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Marcucci et al.,, 2017). Bununla birlikte,
bagisiklik kontrol noktalar1 (ICP'ler), inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde énemli
bir rol oynar ve kanser immiinoterapisi baglaminda bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleri (ICI'ler) ile hedeflenebilir. ICI'ler bu kontrol noktalarini inhibe ettiginde,
hastanin bagisiklik yanit1 aktive olur ve kanser hiicrelerini yok edebilir. Hepatoseliiler
karsinomda (HCC) ICTI'lerle ilgili zorluklardan biri, kanser hiicrelerinin genellikle
kronik inflamasyon ortaminda ortaya c¢ikmasidir. Ayrica karacigerdeki bircok
bagisiklik hiicresi, neo-antijenlere karsi toleransin siirdiiriilmesi ve desteklenmesinde
rol oynar. HCChmin timor bagisiklik mikrogevresi, konak bagisiklik yanitini
baskilayabilir ve toleransi tesvik edebilir (Kinsey & Lee, 2024). Mevcut ICI’ler
arasinda programlanmis hiicre Sliimii 1 (PD-1) inhibitorleri (pembrolizumab ve
nivolumab) veya ligandi (PD-L1) inhibitorleri (durvalumab ve atezolizumab) ile
sitotoksik T lenfosit iligkili protein 4 (CTLA-4) inhibitorleri (tremelimumab ve
ipilimumab) bulunmaktadir (Singal, Llovet, et al., 2023).

2.3.6.1 Atezolizumab-Bevacizumab (Atezo-Bev)

Atezolizumab ve Bevacizumab kombinasyonu, Mayis 2020'de FDA tarafindan
onaylanmis olup, son on yilda sorafenib'e kiyasla sagkalimi iyilestirdigi tespit edilen
ilk sistemik tedavi secenegi olmustur (Finn, Qin, et al., 2020; Kinsey & Lee, 2024;
Rimini et al., 2022). Atezolizumab (Tecentriq), PD-1 ve B7-1 reseptorleri ile
baglanmasini engelleyerek T hiicre baskilanmasini tersine ¢eviren, PD-L1 hedefleyen
insanize edilmis bir [gG1 monoklonal antikorudur (Herbst et al., 2014). Bevacizumab
(Avastin), vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii (VEGF) hedefleyen bir monoklonal
antikordur ve anjiyogenezi ve tiimdr biiylimesini inhibe eder (Morse et al., 2019). Anti-
VEGEF tedavisi ayrica, VEGF aracili immiin baskilamay1 azaltarak ve tiimorlerde T
hiicre infiltrasyonunu artirarak anti-PD-1/PD-L1 aktivitesini gliglendirir (Wallin et al.,

2016).
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2.3.6.2 Nivolumab

Nivolumab (Opdivo), programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1) hedefleyen bir
insan monoklonal antikordur. PD-1’¢e kars1 gelistirilmis ilk anti-PD-1 antikoru olup,
HCC (hepatoseliiler karsinom) hastalarinda ikinci basamak tedavi olarak etkinligini
gosterdigi Faz 1/2, acgik etiketli CheckMate040 calismasi sayesinde Eyliil 2017°de
FDA tarafindan hizlandirilmis onay almustir (El-Khoueiry et al., 2017). Onceki
calismanin sonuglarina bagli olarak, CheckMate459 Faz 3 ¢alismasi baslatilmistir. Bu
calisma, nivolumabin ilk basamak tedavi olarak sorafenibe kars1 iistiinliigiinii gosterip
gostermedigini degerlendirmek amaciyla tasarlanmistir. Nivolumab ile ilk basamak
tedavi, sorafenib ile karsilastirildiginda genel sagkalimda anlamli bir iyilesme
gostermemistir, ancak ileri evre HCC’li hastalarda olumlu klinik etki ve uygun bir
giivenlik profili sergilemistir (Yau et al., 2019). Bu nedenle, nivolumab, TKI’lar ve
antianjiyogenik ajanlarin kontrendike oldugu veya 6nemli riskler tasiyan hastalar ig¢in
tedavi segenegi olarak degerlendirilebilir. Ayrica, CTLA-4, inhibitdr bir T hiicre
reseptorii olan ipilimumab ile birlikte nivolumabin uygulanmasi, birinci basamaktaki
TKI tedavisinde hastaligi ilerleyen hastalar i¢in erken etkinlik verilerine dayali olarak

FDA Hizlandirilmis Onay1’n1 almistir (Yau et al., 2020, 2022).
2.3.6.3 Pembrolizumab

Pembrolizumab (Keytruda), PD-1 hedefleyen bir monoklonal antikor olup, insanize
edilmis IgG4 antikorudur. Tek basina tedavi olarak onaylanan ikinci anti-PD-1
antikorudur ve birinci basamak TKI tedavisinde hastaligi ilerleyen HCC'li hastalarin
tedavisinde potansiyel kullanimi igin kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.
Randomize olmayan bir Faz 2 klinik ¢alismada (KEYNOTE-224), pembrolizumabin
daha oOnce sorafenib ile tedavi edilen HCC’li hastalarda etkili ve tolere edilebilir
oldugu gosterilmistir (Pembrolizumab|FDA, n.d.; A. X. Zhu et al., 2018). Bu sonuglar,
pembrolizumabin plasebo ile karsilastirildigi bir Faz 3 randomize klinik ¢alismasinda
(KEYNOTE-240) test edilmesine yol a¢mistir. Calismanin birincil hedef],
progresyonsuz sagkalimdi. Bu c¢aligmanin sonuglari, KEYNOTE-224 ¢alismasinin
sonuglariyla uyumlu olmakla birlikte, genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim,

istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (Finn, Ryoo, et al., 2020).
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2.3.6.4 Ramucirumab

Ramucirumab (Cyramza), rekombinant bir IlgG1 monoklonal antikoru ve VEGFR-2
antagonistidir (Poole & Vaidya, 2014). Ramucirumab, yalnizca yiiksek AFP
seviyelerine sahip (>400 ng/mL) sorafenib ile tedavi edilen hastalar i¢in ikinci
basamak tedavi olarak onaylanmistir. Bu onay, randomize faz I1I klinik ¢caligsmasi olan
REACH-2'nin sonuglarina dayanmaktadir. Bu antikor, plasebo grubuyla
karsilastirildiginda (8,5 ay vs. 7,3 ay) medyan genel sagkalimi (OS) anlamli sekilde
artirmistir (A. X. Zhu et al., 2019). Ramucirumab, Hipertansiyon, karaciger yetmezligi
ve hiponatremi en yaygin grade 3—4 yan etkiler arasinda yer almistir (Cucarull et al.,

2022).

2.4. Emodin

Emodin (1,3,8-trihidroksi-6-metilantrakinon), Rheum palmatum L. (RP), Polygonum
multiflorum Thunb. (PM), Polygonum cuspidatum Sieb. Et Zucc. (PC) ve diger bitkiler
ile Cin geleneksel ilaglarinda yaygin olarak bulunan dogal bir antrakinon bilesigidir.
Ayrica, emodin, Aloe vera gibi diger bazi bitki familyalarinda da bildirilmistir (Dong
etal., 2016; S. C. Hsu & Chung, 2012; Peng et al., 2013; Vasas et al., 2015). Botanik
kokeni agisindan bakildiginda, R. palmatum L.'deki emodin igerigi, li¢ farkli ravent
(rhubarb) kaynag1 arasinda en yiiksektir (Zheng et al., 2021). Birlesik calismalar,
emodinin 6nemli farmakolojik islevler ve etkili klinik tedavi edici etkiler gésterdigini
ortaya koydugundan, uzun zamandir raventin baslica farmakodinamik bilesigi olarak
kabul edilmektedir (J. Sun et al., 2018). Ayrica, Emodin 2020 yili Cin

Farmakopeesi'nde ana kalite tespit gostergesi olarak kullanilmaktadir.

Bitkilerden emodin ekstraksiyonu verimsizdir ve biiyiik miktarda bitki materyali
gerektirir. Neyse ki, emodinin verimi sentetik yontemlerle biiyiik 6l¢iide artirilabilir.
Biyosentetik yolakla, emodin, Piruvat'tan baslayarak asetil CoA karboksilaz (ACC1),
poliketid sentaz (PKS), tiyoesteraz (MPBL-TE), dekarboksilaz (DC) ve diger enzimler
tarafindan sentezlenmistir Ayrica, bazi verimli kimyasal sentez yontemleri de emodin

kaynaklarini zenginlestirmektedir (L. Sun et al., 2019).

Antrakinonlar, serbest antrakinonlar (rehin, emodin, krizofanol, aloe-emodin ve
fisksiyon gibi) ve bagli antrakinonlar olarak daha da ayrilabilir (Q. Huang et al., 2007;

Izhaki, 2002). Antrakinonlarin emilimi, 6zellikle kuinon (quinone) yapisi ve normal
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kosullar altinda lipofiliklik gibi fiziksel ve kimyasal o&zelliklerine baglidir.
Antrakinonlarin baskin emilim bdolgeleri genellikle bagirsaklardir, ancak emodin,
bagirsaklardan daha hizli bir sekilde mideye emilir. Bunun nedeni, antrakinonlarin
bagirsaklarda mideye kiyasla daha uzun siire kaldiklar1 i¢in emilim siirelerinin farkl
olmasi olabilir (D. Wang et al., 2021). Emodin, C9 ve C10'da bulunan iki keton grubu

ile bir antrasen halkasindan ({i¢ halkal1 aromatik) olusur (Sekil 9).

OH O OH

HsC OH
0

Sekil 9. Emodinin kimyasal yapisi
Emodin, C9 ve C10'da bulunan iki keton grubu ile bir antrasen halkasindan (ii¢ halkali aromatik)
olusur (Yu et al., 2023)

Emodin, 270.24 g/mol molekiiler agirliginda turuncu-sar1 renkte uzun igne seklinde
bir kristaldir (Yu et al., 2023). Emodin, 255°C erime noktasina sahip, suda
¢Oziinmeyen bir bilesiktir ve alkol veya dimetil siilfoksitte ¢oziiniir (Izhaki, 2002).

Emodinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. Emodinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Emodin CAS#: 518-82-1, n.d.)

Ad 1,3,8-Trihidroksi-6-metilantrakinon

Takma ad 6-Methyl-1,3,8-trihydroxyanthraquinone

Kaynak Rhubarb  palmatum L., Polygonum multiflorum Thunb. ve
Polygonum cuspidatum Sieb.EtZucc

CAS numarast 518-82-1

EINESC numarast 208-258-8

Bilesik tiirii antrakinon

Molekiiler formiil Ci5H100s

Molekiiler agirlik 270.24

Ozellikler toz

Renk Renk turuncu

Coziintrlik <0.1g/100mLat19°C

Yogunluk 1.3280g/cm3

pKa 6.39+0.20(Tahmin edilen)

Kaynama noktasi 373.35°Cat760mmHg

Parlama noktasi

322.8°C+23.6°C

buhar basinci

0.0£1.7mmHgat25°C

Refraktivite 1.745
Polar yiizey alani 94.83
LogP 3.641(est)

Depolama kosullari

2°C—8°C, serin, kuru ve kapali
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Emodin, yapisinda bir¢ok hidroksil ve karbonil grubu bulundurur, bu gruplar biyolojik
hedef enzimlerdeki metal iyonlar1 ile selat olusturarak nispeten kararli selatlar
meydana getirir, bu da genis biyolojik aktivitesinin dnemli nedenlerinden biridir.
Emodin, DNA i¢in geri doniisiimlii bir baglayici ajan olarak kullanilabilir. Aromatik
halka diizlem yapisi, DNA'nin ¢ift sarmal baz ¢iftleri arasinda yerlesip {ist iiste binerek
DNA ile birlesir, DNA'nin normal sarmal yapisin1 bozar ve DNA baglayici enzimleri,
ornegin DNA topoizomerazi ve DNA polimerazinin islevini engeller. Kisacasi,
emodin, DNA-topoizomeraz II ile ¢oziiniir kompleksini yakalayabilir ve emodin-
DNA-topoizomeraz terpolimer kompleksini olusturup bunu stabilize eder ve DNA
kirilma noktalarinin yeniden baglanti reaksiyonunu engeller. Emodinin DNA
polimerazina miidahalesi, sadece DNA zincirinin 5’ den 3’ ye dogru uzamasini
engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda hatali eslesmis niikleotidlerin kesilme siirecini
inhibe ederek DNA hata diizeltmesini de engelleyebilir. Sonug olarak, emodin, DNA
replikasyonunu inhibe edebilir ve DNA’nin simerizmi yoluyla farmakolojik aktivite
gosterebilir. Ayni zamanda, emodinin DNA'ya zarar verme etkinligi, diger antrasiklin

antibiyotiklerle tutarli olan elektron transferi kimyasini da igerir (Y. Li et al., 2010).

Geleneksel tipta, Emodin 6ncelikle miishil olarak ve obeziteye bagl hastaliklar i¢in
kullanilmistir (Y. Liu et al., 2017). Ana geleneksel kullaniminin yan1 sira, emodinin
antitimor 6zelliklerine dair bir¢ok calisma yayimmlanmistir (Dong et al., 2016b; Q.
Zhang et al., 2022). Emodinin antineoplastik aktiviteleri, onun anti-mutajenik, anti-
proliferatif, anti-anjiyogenik ve anti-metastatik etkilerine dayalidir, ayrica apoptozu
tesvik etme ve ¢oklu ilag direncini tersine ¢cevirme 6zellikleri de bulunmaktadir (Dong
et al., 2016b; Semwal et al., 2021; Q. Zhang et al., 2022). Ancak son yillarda daha
birgok farmakolojik etkinlik de bildirilmistir. Ornegin, emodin anti-inflamatuar, anti-
alerjik, immiinsiipresif, antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antiviral, anti-aging,
antiosteoporotik, antidiabetik, kardiyoprotektif, ndroprotektif, hepatoprotektif ve
nefroprotektif, agr1 kesici etkiler ve lipid diistiriicii etkiler gdstermektedir (CUI et al.,
2020; L. F. He et al., 2022; Y. Liu et al., 2022; Semwal et al., 2021; H. Y. Yang et al.,
2023).

Emodin, kanser tedavisi klinik yontemi kullanilan daunorubisin ve mitoksantron ile
ayni smifa ait bir antrokinondur. Ancak emodin tek basina diisiik DNA baglantisi
afinitesine sahip oldugundan dolay1 diisiik antikanser etkilerine sahiptir. Emodin’in

antikanser Ozelliklerini artirmak amaciyla, arastirmacilarin 6zelliklerini degistirmeyi,
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ozellikle antrokinon yapili bir pirazol paketi eklemeyi hedeflemektedir. Bu degisiklik,
DNA baglantis1 afinitesini artirmay1, radikal tiirlerine kars1 direng artirmayi, enzimatik
bozulmay1 azaltmay1 ve kardiyotoksisiteyi azaltmay1 degistirmeyi saglar (J. H. Tan et
al., 2006). Pirazoliin parlakligina gore katyonik amino yan zincirler, bu resimlerin
DNA ile baglanmasini saglar ve kanserin degisimine karsi engelleyici varligini arttirir.
Emodin'in bir tirii (DK-V-47), p185neu reseptoriiniin (HER-2/neu reseptorii ile
cogalmasi) fosforilasyonunu inhibe etmede emodin'den daha etkili oldugu
goriilmektedir. Bu tiirev (DK-V-47), ayrica HER-2/neu asir1 eksprese eden meme
kanserinin biiylimesini ve metastazint baskilamada emodinden daha etkili

bulunmustur (L. Zhang et al., 1998a).

Bitki kokenli bilesikler, emodin gibi, kanser tedavisinde kanser hiicrelerini hedef alip
saglikli hiicrelere zarar vermemeleri nedeniyle umut verici sonuglar gosterse de, bazi
zorluklar mevcuttur. Bunlar arasinda ilag toleransi gelisimi, yan etkiler ve saglikli
hiicrelere zarar verme gibi sorunlar bulunmaktadir (Yan et al., 2020). Nano ila¢ tasima
sistemleri, bir ilacin viicutta dagilimin1 ve metabolizmasin1 (farmakokinetik)
degistirmek, daha iyi emilim ve daha uzun siireli etkinlik saglamak i¢in tasarlanmistir.
Bu sistemler, kontrollii salim saglar, boylece ilag seviyelerini sabit tutar ve yan etkileri
azaltir. Bu sistemler, dogrudan tiimdr dokularini hedefleyebilir, ilag¢ biyoyararlanimini
artirabilir ve toksisiteyi azaltabilir. Bu sayede daha diisiik ila¢ dozlar1 kullanilabilir,
terapdtik etkiler giiclendirilir (Yan et al., 2020). Emodin, yiiksek hidrofobik 6zelliklere
sahip olup organik c¢oziiclilerde ¢Ozilinlir ve bu da onun terapdtik ajan olarak
kullanimini sinirlamaktadir. Ayrica, Emodin Biopharmaceutical Classification System
(BCS) Smuf [I'ye aittir, yani diisiik ¢oziiniirliik ancak ytiksek permeabiliteye sahip olup
bu da diisik biyoyararlanima yol acar (S. Wang et al., 2012). Bu nedenle,
arastirmacilar  biyoyararlanimini  iyilestirmek amaciyla nanoformiilasyonlara
odaklanmaktadir. Ornegin, yapilan calismalar, nanoemiilsiyonlarin (emodin igeren
nano boyuttaki emiilsiyonlar) oral biyoyararlanimi artirabilecegini, ilacin viicutta kalig
stiresini uzatarak basta beyin, karaciger ve bobrekler olmak {izere ana organlarda daha
iyl emilim sagladigini gdstermistir (Shi et al., 2015). Kat1 Lipid Nanopartikiilleri
(SLN'ler) baska bir ila¢ tasima yontemidir ve emodinin stabilitesini ve kanser
tedavisindeki etkinligini artirmak i¢in kullanilir. Arastirmalar, emodin yiiklii SLN'lerin
72 saatten fazla siiren bir salim siiresine sahip oldugunu ve serbest emodine kiyasla

kanser hiicrelerini Oldiirmede daha etkili oldugunu gostermistir. Lipozomal
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formiilasyonlar (emodin lipozomlarda kapsiillenmis) ise 6zellikle HER-2/neu asiri
ekspresyonu gosteren meme kanseri hiicrelerinde emodinin ¢oziiniirliigiinii ve
etkinligini iyilestirmek i¢in gelistirilmistir. Lipozomlar, emodinin salimini yavaslatan
ipek fibroini gibi maddelerle kaplanabilir, boylece ilact bozulmaktan korur ve

hedefleme potansiyelini artirir (S. Wang et al., 2012).

Emodin, genotoksisite (genetik materyale zarar), nefrotoksisite (bobrek zehirlenmesi),
hepatotoksisite (karaciger zehirlenmesi) ve iireme toksisitesi gibi c¢esitli toksisite
tiirlerine neden oldugu gosterilmistir (M. H. Chang et al., 2012; Dong et al., 2016b;
Jiang et al., 2018; Liang et al., 2015).

2.4.1 Emodin ve kanserin yayllmasi (metastaz ve anjiyogenezi)

Emodinin, cesitli hiicresel islevlerde yer alan genlerin ekspresyonunu etkileyerek
hiicre apoptozu, timor metastazi ve kemoterapiye direng iizerinde aktif bir rol oynadigi
kanitlanmistir. Emodin, kanser hiicrelerinin yayilmasini engellemeye veya azaltmaya
yardimci olabilir ve metastazla iligkili birka¢ yolaga miidahale ederek anti-metastatik
etkinligini gdsterebilir (G. H. Shi & Zhou, 2018; Sougiannis et al., 2022). Ayrica,
emodin, tlimorlerin biiyliyebilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu yeni kan damarlarinin
olusumunu engelleyebilir; bunu, anjiyogenezi tesvik eden 6nemli bir molekiil olan
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) lizerinde inhibe edici etki gostererek
yapar (Sekil 10) (G. H. Shi & Zhou, 2018).

OH O OH
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Sekil 10. Emodin’in Antikanser Etkinligine Genel Bir Bakis
Emodin, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptozun indiiklenmesi, anjiyogenezin baskilanmasi gibi
temel tiimor mekanizmalarina etki ederek antikanser etkiler gosterir. MDR: Coklu lag Direnci, Mrps:
MBDR ile iligkili proteinler, GST: Glutatyon S-Transferaz, CKII: Casein Kinase II, GSTP: Glutathione
S-Transferase Pi (Akkol et al., 2021)
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Emodin, MAPK, PI3K/Akt, Wnt/B-katenin, P2X7, TGF-B1, NF-xB ve HER-2/neu
reseptorii gibi c¢esitli sinyal yolaklarin1 hedefleyerek farkli kanser tiirlerinde anti-
metastatik ve anti-angiogenez aktivitelerini gosterebilir (Gu et al., 2019a; Jelassi et al.,
2013; Lin et al., 2016; A. Liu et al., 2011; Q. Liu et al., 2020; L. Zhang et al., 1998b).
Ayrica, Emodin, Snail, N-kadherin, B-katenin, TWIST1, ZEB1, ZEB2, vimentin,
survivin, MMP-2, MMP-7, MMP-9 ve VEGF proteinleri gibi metastaz ve anjiyogenez
ile iligkili faktorlerin ekspresyonunu diisiirerek kanserin invazyonunu ve
migrasyonunu azaltabilir ve E-kadherin, klaudin ve keratin gibi normal epitel
hiicreleriyle iligkili proteinlerin ekspresyonunu artirabilir (Feng et al., 2018; Gu et al.,
2019a; C. Huet al., 2016; A. Liu et al., 2011; J. Lu et al., 2016; Pooja & Karunagaran,
2014; X. Song et al., 2018; X.-A. Zhao et al., 2018). Emodin tedavisi (in vitro 5-20
uM veya in vivo 40 mg/kg), insan kolon kanseri hiicre hatt1 (RKO) ve xenograft fare
modelinde, Wnt/B-katenin sinyal yolunun downstream hedefleri olan TCF4, Cyclin
D1 ve C-MYC'i baskilayarak EMT'yi engellemis ve timor biiylimesini inhibe etmistir
(Gu et al., 2019a). Ayrica, siRNA ile Notch-1'in susturulmasi sayesinde, Rundi Gao
ve arkadaslar1 emodinin (2,5-20 uM) rat alveolar epitel hiicrelerinde (RLE-6TN)
TGF-B1'in indiikledigi EMT ve fibrozisi, Notch-1'in niikleer translasyonunu azaltarak
ve Notchl/Jaggedl eksenini baskilayarak iyilestirdigini 6ne siirmiislerdir (Gao et al.,

2017).

2.5 MicroRNA

MicroRNA'lar (miRNA'lar), 6karyotik organizmalarda (bitkiler ve hayvanlar) gen
ekspresyonunun negatif diizenleyicileri olarak islev goren, yaklasik 19-24 niikleotid
(nt) uzunlugunda, endojen, tek iplikli kisa kodlama yapmayan RNA'lardir.
MicroRNA'lar, protein kodlayan DNA ve mRNA'larin stabilitesini, transkripsiyonunu
ve translasyonunu kontrol ederek, hiicre proliferasyonu, farklilasma, hiicre dongiisii
ilerlemesi, otofaji, apoptoz ve organ gelisimi gibi bir¢ok biyolojik siiregte kritik roller
oynar. Insan DNA'sinin %30-60"min microRNA'lar tarafindan diizenlendigi tahmin
edilmektedir (Axtell et al., 2011; Fasoulakis et al., 2020; Iorio & Croce, 2012;
Perecman et al., 2022; Z. L. Zeng et al., 2021).

Olgun miRNA'lar, RNA polimeraz II tarafindan sentezlenen ve genellikle 1000
niikleotid uzunlugunda olan ¢ift iplikli birincil miRNA'lardan (pri-miRNA'lar) tiiretilir
(Y. Lee et al., 2004). Pri-miRNA'lar, niikleusta, tip III riboniikleaz Drosha ve RNA
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baglayicit protein DiGeorge kritik bolgesi 8 (DGCRS) igeren bir mikroislemci
tarafindan yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda, sag tokasi seklindeki onciil miRNA'lara
(pre-miRNA) islenir (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Y. Lee et al., 2003).
Eksportin-5 (XPOS5) ve kiiclik niikleer GTPaz RanGTP, pre-miRNA sa¢ tokasini
baglayarak niikleazlar tarafindan degradasyona karsi korur ve pre-miRNA'larin
niikleer membran por kompleksi araciligiyla sitoplazmaya tasinmasina yardimei olur
(Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004; Okada et al., 2009; Y. Zeng & Cullen, 2004).
Sitoplazmaya gecisin ardindan, pre-miRNA, XPOS5'ten RanGTP'nin RanGDP'ye
hidrolize edilmesiyle serbest birakilir ve ardindan tip III riboniikleaz Dicer tarafindan
yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda olgun miRNA ¢ift iplikli olacak sekilde baglanip
kesilir (Sekil 11). MiRNA ¢ift ipligi, ATP bagimh bir sekilde Argonaute (Ago)
proteinine yliklenir. MiRNA ¢ift ipliginin her iki ipligi de guide (rehber) iplik olarak
secilebilir, ardindan Ago ile RNA'ya bagli susturma kompleksi (RISC) i¢ine yiiklenir
(J. J. Song et al., 2004; Yoda et al., 2009). Genel olarak, guide ipligi, diger yolcu
(passenger) ipliginden daha diisiik stabiliteye sahip olup, guide ipliginin 5' ucundaki
niikleotid pozisyonu genellikle urasil'dir (Frank et al., 2010; Khvorova et al., 2003).
Yolcu ipligi, Ago tarafindan ¢oziiliir, Ago'dan ¢ikarilir ve degrade olur (Kwak &
Tomari, 2012; Schwarz et al., 2003). Guide ipligi, 2-8 niikleotidi igeren, mRNA'larin
3'UTR'sine baglanarak, P cisimciklerinde (P body) translasyonun baskilanmasina

neden olur (Lai, 2002; Lewis et al., 2003; J. Liu et al., 2005).
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Sekil 11. mikroRNA (miRNA) biyogenezisi
mikroRNA’lar RNA polimeraz II tarafindan niikleusta sentezlendikten sonra olgunlagma ve
sitoplazmaya tasinma siirecinden sonra fonksiyonel rol oynarlar (Weng et al., 2023).
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Bir¢ok hastalikta, kanser de dahil olmak iizere, miRNA ekspresyon seviyelerinin
yaygin sekilde bozulduguna dair bir¢ok rapor bulunmaktadir. miRNA'nin anormal
ekspresyonunun farkli mekanizmalar1 vardir; bunlar arasinda genetik degisiklikler ve
tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), epigenetik susturma ve miRNA biyogenez
yolundaki bozukluklar yer almaktadir (Reddy, 2015; Yong & Dutta, 2009). miRNA
genlerinin %50'den fazlasi, kanserle iliskili, kirilmaya ve yeniden diizenlemeye yatkin
olan ve kanser hiicrelerinde bozulmalar yasayan genetik kirillgan bolgelerde veya
genom alanlarinda yer almaktadir (Calin et al., 2002, 2004; Sevignani et al., 2007).
Ayrica, bazi iyi bilinen onkogenler ve tiimoér baskilayici genler, miRNA
ekspresyonunu transkripsiyon seviyesinde diizenler. Ornegin, c-Myc, kiiltiirlenen
insan trofoblastlarinda miR-17 ve miR-106a ekspresyonlarini  artirdigi
gbézlemlenmistir (P. Kumar et al., 2013). MiRNA'larin, sirasiyla, cesitli timor
baskilayici ve onkogenik mRNA'lar1 inhibe etmeleri nedeniyle onkogenler veya timor
baskilayici genler olarak iglev gordiigii 6ne siiriilmiistiir (Plasterk, 2006; Ventura &
Jacks, 2009; Yong & Dutta, 2009; B. Zhang et al., 2007). Ozellikle ii¢ ayr1 mekanizma
one siiriilmiistiir. Ilk olarak, asir1 ifade edilen miRNA'lar, tiimdr baskilayici genleri
hedef alir ve hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, metastaz gibi siiregleri uyarir; bu
miRNA'lar onkomiR'ler olarak adlandirilir (Svoronos et al., 2016). OnkomiR'ler,
genom amplifikasyonlari nedeniyle tiimorlerde islev kazanci yasayabilir. Bu, miR-1 ~
92 kiimesinin B-hiicresi lenfomalarinda amplifikasyonunun, timér gelisimini tesvik
ettigini agikca gostermistir (L. He et al., 2005; Koralov et al., 2008; Ventura et al.,
2008). Ayrica, timor baskilayict miRNA'lar, kromozomal yeniden diizenlemeler,
delesyonlar veya mutasyonlar nedeniyle tiimorlerde islev kaybina ugrayabilir. Bu, let-
7 ailesi de dahil olmak {izere birkac miRNA i¢in gosterilmistir; bu miRNA'larin
ekspresyonu, RAS ailesi ve HMGA?2 gibi onkogenlerin inhibe edilmesi yoluyla timdor
olusumunu engelleyebilir (Esquela-Kerscher et al., 2008; M. S. Kumar et al., 2008).
Ancak, miRNA'larin ¢ift yonliiliigli giiniimiizde sik¢a rapor edilmektedir. MiRNA'nin
islevi hiicreye 6zgiidiir. Bir kanser tiirlinde tiimor baskilayici olarak islev goren
miRNA'lar, baska bir kanser hiicresinde onkogen olarak hareket edebilir (Svoronos et
al., 2016). Son olarak, mRNA hedefleri agisindan, onkogenler tiimorlerde miRNA
baglanma bolgelerini kaldiracak sekilde mutasyonlar kazanabilir. Bu durum, HMGA?2
icin tanimlanmigtir; translokasyonu, let-7 aracili tiimor baskilamasindan serbest

birakarak lipom gelisimini tesvik eder (Mayr et al., 2007).
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miRNA'lar, tiimor olusumundaki bir¢ok onemli faktorii diizenlediginden, miRNA
kullanarak yapilan tiimor tedavisi giderek daha fazla ilgi gormektedir. miRNA
terapdtikleri alanindaki en son yaklasim, esasen iki stratejiye dayanmaktadir:
Onkogenik miRNA'larin inhibe edilmesi ve dolayisiyla hedefledikleri tiimor
baskilayic1 genlerin ifadesinin geri kazandirilmasi; ya da tiimor baskilayici
miRNA'larin ifadesinin geri kazandirilmasi ve dolayisiyla hedefledikleri onkogenlerin
inhibe edilmesi (Menon et al., 2022). miRNA aktivitesinin inhibe edilmesi, miRNA
inhibitorleri ve oligomerlerinin kullanimiyla kolayca saglanabilir. Bunlar arasinda
RNA, DNA ve DNA analoglari (miRNA antisens terapisi) (Lennox & Behlke, 2011),
kiigiik molekiil inhibitorleri, kilitlenmis niikleik asitler (LNA'lar) (Lundin et al., 2013;
Stenvang et al., 2008), peptid niikleik asitler (PNA'lar) (Avitabile et al., 2018),
morfolinler (Ristori et al., 2015), miRNA siingerleri (Ebert et al., 2007; K. C. Li et al.,
2016), mowers molekiilleri (Y. Liu et al., 2012) veya miRNA maskelenmesi yer alir.
miRNA maskelenmesi, hedef mRNA'nin miRNA baglanma bolgesini, hedef dizisine
komplementer olarak modifiye edilmis tek iplikli RNA kullanarak maskeler ve
bdylece miRNA fonksiyonunu inhibe eder (Cassidy et al., 2016; Z. Wang, 2011).
Aksine, miRNA fonksiyonunun artirilmasi (miRNA yerine koyma terapisi), modifiye
edilmis miRNA benzeri molekiillerin kullanimiyla saglanabilir. Bunlar sentetik
olabilir veya miRNA dizilerini tasiyan plazmid veya lentiviral vektorler ile tiretilmis

olabilir (Askou et al., 2015; Bader, 2012).
2.5.1 MiR- 32

MiR-32, kromozom 9'da yer alan c9orf5 geninin intron 14'{inde bulunan bir intronik
miRNA'dir. Bu gen, transmembran protein 245 (TMEM245) kodlar. Insan miR-32, ilk
olarak 2001 yilinda Dr. Thomas Tusachl'n laboratuvar1 tarafindan bildirilmistir.
MiRBase'e gore, miR-32 ailesi 22 dizi igerir. Bu diziler arasinda, hsa-miR-32-3p ve
hsa-miR-32-5p kromozom 9'da (chr9: 109 046 229-109 046 298, 9q31.3) yer almakta
olup, tiirler arasinda yiiksek oranda korunmustur (miRcode'a gore, miR-32 geni,
sirastyla primatlar ve memeliler arasinda %89 ve %61 oraninda korunmaktadir). Daha
detayli bir sekilde (Sekil 12), miR-32, insan ve farelerde serum, karaciger, bobrek,
meme ve beyin dokular1 da dahil olmak tizere ¢esitli dokularda ifade edilir (Z. L. Zeng

et al., 2021b).
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Stem-loop hsa-miR-32
(Accession: M]ﬂﬂf{?ll‘]ﬂ)

63" UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA-3%27 47-5"-CAAVUUAGUGUGUGUGAUAUUL-3-68
Accession MIMATO000090 Accession MIMAT0004505
IDs Accession number  Chromosome  Sequence

6-UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA-27

Hsa-miR-32-5p MIMATO000030 Cluo
47-CAAUUUAGUGUGUGUGAUAUUU-68

Hsa-miR-32-3p MIMATO004505 Clu9

{Obtain from nuRbase database)
Sekil 12. miR-32'nin Konumu ve Dizisi
(A) miR-32'nin Konumu. miR-32, kromozom 9q31'de (NR _029506.1 kodlamayan bdlgede) yer
almaktadir; (B) miR-32 Dizisi. miR-32-5p ve miR-32-3p'nin stem- loop ve olgunlagma dizileri (Z. L.
Zeng et al., 2021b).
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 Materyallar
3.1.1 Kullanilan Hiicre Hatti

HepG2, (ATCC numarasi: HB-8065™) karaciger kanseri olan 15 yasindaki beyaz irk
bir erkek hastanin hepatoseliiler karsinomundan izole edilen epitel benzeri morfoloji

sergileyen bir hiicre hattidir. Insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii 11 (IGF-II)

ekspresyon belirteclerini tagimaktadir (Hep G2 [HEPG2] - HB-8065 | ATCC).

HepG2 hiicrelerinin kromozom sayis1 50 ile 60 arasinda degismekte olup, 1 ve 21
numarali kromozomlarin kisa kollar1 arasinda translokasyonlar, 2, 16 ve 17 numarali
kromozomlarda trizomiler ve 20 numarali kromozomda tetrazomi igermektedir.
HepG2 hiicre hatti, TERT promotdr bolgesinde bir mutasyon tagimaktadir. Bu hiicre
hattin1 normal hepatositlerden ayiran en 6nemli 6zellik ise, sitokrom P450 (CYP) siiper
ailesine ait olan CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2A6 ve CYP2D6 enzimlerinin

ekspresyonunun zayif ya da hi¢ olmamasidir (Arzumanian et al., 2021).

-130°C'nin altindaki sicakliklarda sivi nitrojen buharinda depolanir ve 37°C'de (%5
CO: inkiibatoriinde) adheren bir hiicre olarak biiyiir (Sekil 13) (Hep G2 [HEPG2] -
HB-8065 | ATCC). HepG2 hiicre hattinin ¢ogalma siiresi (doubling time) yaklasik 48
saattir (HepG2 Cells).

Low Density N High Density
Sekil 13. Hep G2 hiicre hattinin mikroskop altinda goriintiilenmesi
Sol panel: Diisiik yogunluklu, Sag panel: Yiiksek yogunluklu hiicrelerin mikroskop goriintiileri
(ATCC)
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3.1.2 Kullamlan cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 3’te verilmistir.

3.1.3 Kullamilan malzemeler

3.1.3.1 Hiicre Kiiltiirii Ekipmanlart

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler Tablo 4’te verilmistir.
3.1.3.2 Kullanmlan Kimyasallar

Calisma siiresince kullanilan kimyasallar Tablo 5’te verilmistir.
3.1.4 Cahsma Siiresince Kullanilan Antikor, miRNA ve primerler

Notchl, GAPDH, E-cadhein, Snaill ve vimentin antibodyleri Cell Signaling
Technology (CST)’ den alinmistir. Her primer ve sekonder 1:1000-1:3000 araliginda
calistlmistir. hsa-miR-32-5p miRCURY LNA miRNA Mimic ve hsa-miR-32-5p
miRCURY LNA miRNAinhibitor (QIAGEN) kullanilmstir.

3.2 Metodlar
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

HepG?2 hiicre hatti, %10 fetal bovin serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin i¢eren
1X Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ile kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii
icin kullanilan ana stok, +4°C’de muhafaza edildi ve kullanim 6ncesinde 37°C’ye
kadar 1sitilarak hazirlandi. Hiicreler, DMEM igeren T25 hiicre kiiltiir kaplarinda
kiiltiire edildi ve 37°C sicaklikta, %5 CO2 atmosferinde inkiibe edildi.

3.2.2 Hiicrelerin Acilmasi

Hiicrelerin ¢oziilmesi dikkatli bir sekilde yapildi. Kriyo tiipleri -80°C'den buz
icerisinde aktarildi, boylece hiicrelerin sicak hava ile temasi engellendi. Steril
kosullarin saglanabilmesi i¢in kriyo tlipleri, a¢ilmadan g¢eker ocaga tasindi. FBS-
DMSO iceren medium ile donmus hiicrelerin iizerine, DMEM besiyeri 1:1 oraninda
damla damla eklendi ve hiicreler yavasca homojenize edildi. Coziilmiis hiicreler

onceden 37°C'ye 1sitilmis 1 ml DMEM besiyeri igeren 15 mL lik bir Falkon tiipiine
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damla damla ilave edildi ve yavasca homojenize edildi. Hiicre siispansiyonu yaklasik
2000 rpm'de 5 dakika santrifiijje alindi. Santrifiij islemi sonrasi siipernatant hiicre
pelletine zarar vermeden ¢ekilerek atildi ve yaklasik 1 ml DMEM besiyeri eklenerek
yavagca homojenize edildi. Coziilen hiicreler, 3 ml DMEM igeren T25 petri kaplarinda
37°C ve %5 CO2 ortaminda inkiibe edildi.

3.2.3 Hiicrelerin Dondurulmasi

Yaklasik %80-90 konfluens seviyesine ulagan HepG2 hiicreleri, “dondurulabilir”
olarak kabul edildi. Bu islem i¢in, dncelikle eski kiiltiir ortami aspire edildi ve hiicreler
bir kez 1X PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yikandi. PBS aspire edildikten sonra,
hiicrelerin tizerine Trypsin-EDTA ¢ozeltisi damlatilmig ve tripsinin enzimatik
aktivitesini baslatmak amaciyla plaklar 37°C'de 5 dakika inkiibe edildi. Enzim
aktivitesini durdurmak i¢in esit hacimde (1:1 oraninda) FBS iceren DMEM besiyeri
eklendi ve hiicreler 15 ml Falcon tiipiine toplandi. Tripsinize edilen hiicreler
toplandiktan sonra, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi.
Ardindan, olusan hiicre pelletine dondurma soliisyonu (9:1 oraninda FBS:DMSO)
eklendi ve pipetleme ile yavasca homojenize edildi. Elde edilen homojen siispansiyon,
onceden etiketlenmis kriyo tiiplerine aktarildi. Bu tiipler, -80°C'de izopropanol iceren
bir dondurucu kabinda 24 saat siireyle bekletildikten sonra, uzun siireli saklama

amaciyla -196°C s1v1 azot tankina transfer edildi.
3.2.4 miRNA Transfeksiyonu

miRCURY® LNA® kiti (Qiagen) kullanilarak temin edilen miRNA-32-5p inhibitorii
ve miRNA-32-5p mimigi, tiretici firmanin el kitabinda belirtilen talimatlara uygun
sekilde ¢oziildli. Transfeksiyon islemi, Canfast™ Transfection Reagent protokoliine
gore gerceklestirildi. Transfeksiyon ajani (TF), miR-32-5p mimik ve miR-32-5p
inhibitorii, FBS icermeyen DMEM (F-) ile oda sicakliginda 10-15 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra TF siispansiyonu, sirasiyla miR-32-5p mimik ve miR-32-5p
inhibitorii slispansiyonlart ile karistirildi ve oda sicakliginda 10-15 dakika inkiibe
edildi. HepG2 hiicreleri, kiiltiir ortaminin toplam hacminin %10’u oraninda miR-32-
5p mimik-TF veya miR-32-5p inhibitoér-TF silispansiyonlar1 ile muamele edildi.
Ardindan 37°C’de 72 saat inkiibe edildi. HepG2 hiicrelerinin miR-32-5p mimik ve
miR-32-5p inhibitdrii ile transfeksiyonu sirasiyla 5 nM ve 50 nM olarak uygulandi.
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3.2.5 MTT Hiicre Canlihgx Testi

HepG2 hiicreleri %90 konfluense ulastiginda pasajlama islemi yapildi ve hiicre sayimi
hemositometre ile gerceklestirildi. Saymmi yapilan hiicreler, her kuyuya 100 pL
DMEM besiyeri igerisinde 5000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi
(Hiicre ekimi, her bir ilag dozu i¢in 5 tekrar olacak sekilde yapildi). Emodinin HepG2
hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi 24, 48 ve 72 saatte incelendi. Hiicre ekiminden 24 saat
sonra, farkli Emodin ila¢g dozlar1 (10, 20, 30, 40 ve 50 uM) ve %0,1 DMSO
kondisyonlart DMEM igerisinde hazirlanarak her kuyuya 100 pL olacak sekilde

uygulanmigtir.

Ilag uygulamasindan 24 saat sonra, her bir kuyuya 10 uL MTT reagent eklendi ve
plaklar 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Ardindan ortamdan medyum uzaklagtirildi
ve olusan formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her bir kuyuya 100 uL DMSO
eklenmistir. Kristallerin ¢oziinmesi i¢in plaklar oda sicakliginda ve karanlik ortamda
5 dakika bekletilmistir. Daha sonra, bu bilesiklerin olusturdugu mor renk 570 nm ve
655 nm dalga boylarinda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve ila¢ uygulanmamais

kontrol 6rnekleriyle karsilagtirilarak bagil hiicre canliligt belirlendi.
3.2.6 HepG2 Hiicrelerin koloni olusturma verimliliginin dlciilmesi

HepG2 hiicreleri %90 yogunluga ulastiginda pasajlama islemi yapildi ve hiicre sayimi
hemositometre ile gergeklestirildi. Sayilan hiicreler, her bir kuyuya 1000 hiicre ve ImL
besiyeri olacak sekilde 6 kuyulu plakalara ekildi. Emodin'in HepG2 hiicrelerinin
koloni olusturma verimliligi tizerindeki etkisi 48. saatte incelenmistir. Hiicreler
37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, farkli Emodin ila¢ dozlar1 (10, 20, 30 ve 40
uM) ve %0,1 DMSO dogrudan 6 kuyulu plaka iizerine uygulandi. Emodin
uygulamasindan 48 saat sonra, hiicrelerin iizerindeki medyum taze medyum ile
degistirildi. Yaklasik her iki glinde bir, hiicrelerin durumu ve medyum kontrol edildi.
Kontrol grubundaki koloniler yeterli biiyiikliige ulastiginda fiksasyon asamasina
gecildi. Hiicreler, oda sicakliginda 10 dakika boyunca (3:1) oraninda metanol:asetik
asit karigiminda inkiibe edilerek fikse edildi. Ardindan hiicreler %0,5 kristal viyole ile
boyand1 ve karanlik ortamda, oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Fazla boya
uzaklastirilarak ve hiicreler saf su ile yikandi. Olusan kolonilerin sayis1 Imagel

yazilimi, ¢aplar1 ve morfolojik goriintiileri inverted mikroskop altinda alindi.
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3.2.7 Protein izolasyonu

HepG2 hiicreleri %90 yogunluga ulastifinda pasajlama islemi gerceklestirildi ve
hiicreler hemositometre ile sayildi. Sayilan hiicreler, her bir 60 mm Petri kabina 3 mL
besiyeri iginde 5 x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten
sonra, kontrol ve ilag grubu petri kaplarindaki besiyerleri degistirildi. Ila¢ grubuna 20
uM Emodin uygulandi. ila¢ uygulamasindan 48 saat sonra protein izolasyonu
gerceklestirildi. Kontrol hiicrelerinin medyumu atildi ve ilag uygulanan grubun
medyumu toplanarak santrifiij edildi. Her iki Petri kab1, 1 mL soguk 1X PBS (Fosfat
tamponlu salin soliisyonu) ile yikandi. Ardindan her kaba 1 mL soguk 1X PBS eklendi
ve hiicreler scraper (kaziyici) ile kazinarak toplandi. Kazinan hiicreler 1.5 mL’lik
Eppendorf tiiplerine alindi. Petri kabinda kalan hiicrelerin toplanmas1 i¢in ek olarak
500 pL 1X PBS daha eklenerek yikama yapildi ve aym tiiplere aktarildi. Hiicreler,
4°C’de 2500 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirtildii. Siipernatant uzaklagtirildi.
Pelletin miktarina gore uygun hacimde 1X Proteaz inhibitor kokteyli (Thermo Fisher)
iceren M-PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher) eklenerek
¢ozelti hazirlanip, pellet tamamen ¢6ziinene kadar pipetlenerek karistirildi. Elde edilen
hiicre siispansiyonu, oda sicakliginda 10 dakika boyunca calkalandi. Calkalama
sonrasinda hiicreler, 4°C’de 14000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan
siipernatant temiz bir Eppendorf tlipiine dikkatlice aktarildi ve -20°C’de sakland.

3.2.8 Bradford Protein Miktar Tayini

Izole edilen proteinlerin konsantrasyonlarmni belirlemek amaciyla Bradford testi
uygulandi. Tlk olarak, standart egri olusturmak igin Bovine Serum Albumin (BSA)
kullanildi. Bilinen konsantrasyona sahip BSA o6rnekleri, 96 kuyulu petriye artan
miktarlarda (1,5, 3, 4,5, 6, 7,5 pg) eklendi. Ayni sekilde, izole edilen protein
orneklerinden de her bir kuyuya 1 pL olacak sekilde eklendi. Daha sonra her kuyunun
tizerine 200 puL Bradford ¢ozeltisi (Coomassie Brilliant Blue G-250) eklenmis ve oda
sicakhiginda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan absorbans degerleri 595
nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu cihazi (Microplate Reader) ile 6l¢iildii. Elde
edilen standartlara ait absorbans/konsantrasyon grafigi Excel programinda olusturuldu
ve bu grafigin egim denklemi (dogrusal regresyon) kullanilarak, absorbans degeri

bilinmeyen protein 6rneklerinin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.2.9 Western Blot

Western blot islemine baslamadan o6nce, HepG2 hiicrelerinden izole edilen
proteinlerin konsantrasyonu, yukarida belirtildigi sekilde Bradford yontemi ile
belirlendi. Yiikleme i¢in genellikle 3040 pg protein kullanildi. Protein 6rnekleri, 4X
Laemmli 6rnek tamponu ile karistirilarak 1.5 mL’lik Eppendorf tiiplerine hazirland1
ve Onceden 95°C’ye 1s1tilmis 1s1 bloklarinda 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan 6rnekler,
jele yliklenmeden once 1 dakika siireyle buz iizerinde bekletildi. Poliakrilamid jel
konsantrasyonu, incelenmek istenen proteinlerin molekiiler agirligina bagl olarak
%10—12 arasinda hazirlandi. %12'lik Alt jel (Seperating Gel) ve %4 st jel (Stacking
Gel) hazirlama prosediirleri Ekler’de sirasiyla Tablo 6 ve Tablo 7 olarak belirtilmistir.
Jel hazirligi tamamlandiktan sonra mini tank sistemine yerlestirildi. Tank, 1X running
buffer ile doldurulduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Daha 6nce hazirlanmis olan
protein Ornekleri, jellere dikkatlice yiiklendi. Gii¢ kaynagi baglanarak baslangigta
80V’a ayarland1 ve drnekler stacking jelinden gegene kadar bu voltajda ¢alistirildi.
Ardindan voltaj 120V’a c¢ikarilarak jel, istenen siire boyunca calistirildi. Running
asamasinin ardindan transfer iglemi gerceklestirildi. Amag, jelde tutulan proteinlerin
PVDF membrana aktarilmasiydi. Bu islem, wet transfer sistemi kullanilarak yapildi.
Tam transfer tamponu; 1X transfer tamponu, %10-20 metanol ve kalan hacim kadar
saf su (ddH:0) igeriyordu. Transfer icin iki siinger, Whatman kagitlari, membran ve
jel dogru siralama ile “sandvi¢” diizenegine yerlestirildi, ardindan bu diizenek transfer
tankina yerlestirilip transfer tamponu ile dolduruldu. Transfer, 100V’da ve incelenen
proteinin kDa degerine bagli olarak uygun siirede gergeklestirildi. Transferin ardindan
bloklama adimi uygulandi. Bloklama icin %5 yagsiz siit ¢ozeltisi hazirland1 ve
membran, hafifce ¢alkalayarak 1 saat inkiibe edildi. Toplam proteinler arasindan hedef
proteini tespit edebilmek i¢cin membran, 1:1000 oraninda hazirlanmis spesifik primer
antikor igeren ¢ozelti icinde gece boyunca 4°C'de inkiibe edildi. Ertesi glin membran,
1X TBS-T ile yikandi ve HRP konjugath sekonder antikor ile yine gece boyunca
4°C'de inkiibe edildi. inkiibe isleminin ardindan membran 1X TBS-T ve 1X TBS ile
yikandi, ECL ¢ozeltisi ile karanlik ortamda inkiibe edildi ve kemiliiminesans sinyal

BioRad ChemiDoc Goriintiileme Sistemi ile goriintiilenmistir.
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3.2.10 Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonu, hem kontrol HepG2 hiicrelerinden hem de miRNA-32-5p
mimiZi ve inhibitori ile transfekte edilmis HepG2 hiicrelerinden PureZOL RNA
izolasyon protokoliine gore gerceklestirildi. Hiicre ekimini takiben 24 saat sonra,
hiicreler miRNA-32-5p mimigi ve inhibitori ile transfekte edildi. Transfeksiyondan
24 saat sonra hiicrelere 20 uM Emodin uygulandi. Emodin uygulamasindan 48 saat
sonra, kiiltiir medyumu uzaklastirildi ve her bir 60 mm petri kabina 1 ml PureZOL
eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Elde edilen lizatlar 1.5 ml
Eppendorf tiiplerine aktarildi ve her 1 ml PureZOL i¢in 0.2 ml kloroform eklendi.
Tiipler 15 saniye boyunca ters gevrilerek karistirildi, ardindan oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi. 12.000 x g’de, +4°C’de, 15 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasi olusan {i¢ fazin en st kismindaki berrak sivi faz RNA’y1 icermektedir ve bu
faz dikkatlice RNaz icermeyen temiz bir tlipe aktarildi. Her 1 ml PureZOL i¢in 0.5 ml
izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 12.000 x g’de,
+4°C’de, 10 dakika santrifiijlendi ve slipernatant atildi. Olusan pelletin {izerine her 1
ml PureZOL i¢in 1 ml %75 etanol eklendi, tiip ters cevrilerek karistirildi ve 7.500 x
g’de, +4°C’de, 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatan uzaklastirilip pellet kurutuldu.
Pellet miktarina uygun olarak DEPC (Diethylpyrocarbonate) ile hazirlanmis su eklendi
ve 60°C'de 20 saniye inkiibe edilmistir. Izole edilen RNA konsantrasyonu ve saflig
spektrofotometre ile dl¢iildii ve -80°C’de saklandi. RNA'nin cDNA'ya doniigiimii i¢in,
BIORAD iScript™ cDNA Synthesis Kit protokoliine uygun olarak toplam hacim 20
ul olacak sekilde hazirlandi1 ve deney gerceklestirildi. Termal dongiileyici cihazinda
25°C, 5 dakika Primer baglanmasi (priming), 46°C, 20 dakika reverse transkripsiyon
ve 90°C, 1 dakika reverse transkriptaz inaktivasyonu olarak ayarlandi. Elde edilen

cDNA 0Orneklerinin saflig1 ve konsantrasyonu spektrofotometre ile dlciildiikten sonra

-20°C’de saklandi.
3.2.11 Kantitatif-Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

HepG2 hiicrelerinde gen ekspresyonunu belirlemek amaciyla yukarida belirtilen
sekilde cDNA o6rnekleri hazirlandi ve ardindan qRT-PCR hesaplamalari icin cDNA
konsantrasyonu 6l¢iildii. Tablo 2°de listelenen primerler ve SYBR Green PCR karisimi
gRT-PCR reaksiyonunda kullanildi. B-aktin, internal referans gen olarak kullanildi.

Hazirlanan 6rnekler CFX Connect Real Time PCR (BioRad) cihazina yerlestirildi ve
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qRT-PCR reaksiyonu Ekler boliimiinde yer alan Tablo 8’de belirtilen adimlara gore
gerceklestirildi. Hiicrelerdeki gen ekspresyon diizeyleri, deney sonrasi elde edilen Cr
degerleri ve reaksiyon verimliligi kullanilarak PFAFFL yontemine gore hesaplandi.

Deneyler en az iki tekrar halinde gergeklestirildi.

Tablo 2. qRT-PCR reaksiyonunda kullanilan primerler.

Gen Adi Primer Dizileri
B-Actin F: 5’-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3’

R: 5’- TGCATTGTTCAAGGAAGTTCCTT-3’
Snail-1 R: 5’-GCACTGGTACTTCTTGACCATCTG-3’
Snail-2 R: 5’-TGAGCCCTCAGATTTGACCTG-3’
E-Cadherin F: 5-ATTTTTCCCTCGACACCCGAT-3’

R: 5’-TCCCAGGCGTAGACCAAGA-3’
Twist-1 F: 5’-GTCCGCAGTCTTACGAGGAG-3’

R: 5>-TGAGGGTCTGAATCTTGCT-3’

3.2.12 Floresan Boyamalar

HepG2 hiicreleri %90 yogunluga ulastiginda pasajlama islemi gergeklestirildi ve
hiicreler hemositometre kullanilarak sayildi. Sayimi yapilan hiicreler, her bir kuyuya
1 mL besiyeri igerisinde 4 x 10* hiicre olacak sekilde 12 kuyulu petrilere ekildi.
Emodin’in hiicre canlilig1 ve mitokondriyal membran potansiyeli tizerindeki etkisi 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde degerlendirildi. Hiicreler 37°C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra, farkli ilag dozlar1 (10-50 pM) ve DMSO kontrol grubu,
DMEM i¢inde hazirlanarak her bir kuyuya 1 mL olacak sekilde uygulandi. ilag
uygulamasindan 24 saat sonra, hiicreler 4 nM 3,3’'-diheksiloksakarbosiyanin iyodiir
(DiOCs) ile 15-20 dakika ve 3 puM Propidium Iodide (PI) ile 30 dakika siireyle
boyandi. Mitokondriyal membran potansiyelindeki (MMP) bozulma, floresan
atagmanli mikroskop (IX71-Olympus) ile, 482 nm eksitasyon ve 504 nm emisyon
dalga boylarinda mavi filtre kullanilarak gézlemlendi. ilag uygulamasi sonucu olusan
6lii hiicreler (kirmizi boyanmis hiicreler) ise ayni mikroskopta 535 nm eksitasyon ve

617 nm emisyon dalga boylarinda yesil filtre ile tespit edildi.
3.2.12 Hiicre Sagkalim Deneyi

Artan Emodin konsantrasyonlarinin (0, 10, 20, 30 ve 40 uM) HepG2 hiicrelerinin
canlilig: lizerindeki etkisini zaman i¢inde (24, 48 ve 72 saat) incelemek amaciyla bir

hiicre sagkalim testi (growth assay) ger¢eklestirildi. Deney ii¢ kez tekrarland1. HepG2
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hiicreleri, 6 kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga 1 mL besiyeri igerecek sekilde 5 x
10* hiicre yogunlugunda ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra, farkl
Emodin konsantrasyonlari (0, 10, 20, 30 ve 40 uM) ve DMSO ile muamele edildi. ilag
uygulamasindan sonra 24, 48 ve 72. saatlerde hiicreler tripsin kullanilarak kaldirildi
ve santriflij edildi. Elde edilen hiicre pelleti, 50 pL PBS igerisinde ¢oziildii ve lizerine
%0.4 (w/v) oraninda Trypan Blue boyasi iceren 50 pL ¢ozelti eklendi. Canli hiicre

sayimi, Neubauer hemositometresi kullanilarak iki tekrar halinde gerceklestirildi.
3.2.14 istatiksel Analizler

Tiim deneysel veriler, li¢ bagimsiz biyolojik tekrarin ortalamasi + standart sapma (SD)
seklinde raporlanmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi, GraphPad Prism
yazilimi (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Gruplar arasindaki anlamli farkliliklarin belirlenmesi amaciyla iki yonlii varyans
analizi (Two-way ANOVA) uygulanmis ve bunu takiben uygun c¢oklu karsilagtirma
testler ile analizler detaylandirilmistir. Tiim istatistiksel testlerde p < 0.05 degeri

anlamlilik esigi olarak kabul edilmistir.
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4 SONUCLAR

4.1. Emodin’in HepG2 Hiicre Canliig Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Emodin’in HepG2 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi, MTT testi kullanilarak
incelenmistir. Emodin’in sitotoksisitesi, 10, 20, 30, 40 ve 50 uM dozlarinda, 24, 48 ve
72 saatlik inkiibasyon siirelerinden sonra, iclii tekrarlar halinde uygulanarak
degerlendirilmistir. Emodin ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinin canliligi,
Emodin’i ¢6zmek i¢in kullanilan ¢oziicii olan DMSO ile muamele edilmis grup ile
kargilastirildi. MTT testi sonuglarini degerlendirmek icin DMSO grubunun hiicre
canlilig1 %100 olarak kabul edildi ve farkli konsantrasyonlarda Emodin uygulanan
hiicrelerin bu canliliga gore degisen derecelerde canliliga sahip oldugu gosterildi. Elde
edilen sonuglara gore, 10 uM konsantrasyonunda Emodin’in HepG2 hiicreleri
tizerinde diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, 10 uM’nin
tizerindeki konsantrasyonlarda Emodin’in, zamana ve doza bagli olarak hiicre
canliligini inhibe ettigi tespit edilmistir. Sonug olarak deneyden elde edilen verilere
gore, Emodin'in etki dozu 48. saatin sonunda 20 pM olarak belirlenmis ve deneylere

bu doz ile devam edildi (Sekil 14).

HepG2

150
N 24 saat
= 48 saat
100+ B3 72 saat
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Hiicre canhihig: (%6)
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Emodin (uM)
Sekil 14. Emodinin HepG?2 hiicre canliligina etkisinin MTT yontemi ile gosterilmesi

&

',a%

HepG?2 hiicre hatt1 kiiltiirlenerek DMSO ve farkli emodin konsantrasyonlari (10, 20, 30, 40 ve 50 pM)
ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edildi. Emodinin farkli konsantrasyonlarmin HepG2 hiicre
canlilig1 iizerindeki etkileri MTT testi ile degerlendirildi. GraphPad Prism ile siitun grafigi
olusturuldu. **** p < 0,0001

4.2. Emodin’in HepG2 Hiicre Sagkahm Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

Trypan Blue kullanilarak yapilan deney, Emodin’in HepG2 hiicre sagkalimi

tizerindeki etkisini gézlemlemek amaciyla gerceklestirildi. 24. saatte yapilan hiicre
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sayimlari, kontrol grubuna kiyasla doza bagli bir biiyiime inhibisyonu oldugunu
gosterdi. 10 uM konsantrasyonunda hafif bir azalma gézlendi (kontrol: 134 %103, 10
uM: 111 x10%), daha yiiksek konsantrasyonlarda ise bu etki daha belirgin hale geldi.
Bu egilim 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde de devam etti. DMSO ile muamele
edilen hiicreler, kontrol grubuna benzer sagkalim paternleri sergiledi ve bu da
¢Oziiciiniin hiicre sagkalimi lizerinde minimal etkiye sahip oldugunu gosterdi. Genel
olarak, elde edilen veriler, hiicre biiylimesinde konsantrasyona bagli bir inhibisyon
oldugunu ortaya koymakta ve MTT testinden elde edilen sonuglarla uyum

gostermektedir (Sekil 15).
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Sekil 15. Emodinin doza ve zamana bagli olarak hiicre sagkalima etkisinin degerlendirilmesi
Artan dozlarda emodin uygulamasi yapilan hiicreler 24., 48. ve 72. saatlerde tripan mavisi ile
boyanarak canli hiicre sayimi gergeklestirilmistir

4.3. Emodin ile Muamele Edilen HepG2 Hiicrelerinde Hiicre Canlihig ve Hiicre

Oliimiiniin Floresan Boyama ile Gosterilmesi

HepG2 hiicrelerine Emodin uygulandiktan sonra hiicre canliligi ve 6liimii incelemek
amactyla DiOCes ve PI floresan boyamalar kullanildi. HepG2 hiicreleri, DMSO ve
artan konsantrasyonlarda (10, 20, 30, 40 ve 50uM) Emodin ile muamele edildikten
sonra mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) incelendi. Emodin’e bagli MMP
kaybi, yesil boyanmis hiicrelerin doz ve zamana bagh olarak azalmasiyla gézlemlendi
(Sekil 16A). Propidyum iyodiir (PI), DNA’ya baglanan kii¢iik bir floresan molekiildiir
ancak saglam plazma membranina sahip hiicrelere giremez. Bu nedenle, PI'nin
hiicreye alinip alinmamasi, 6liim mekanizmasindan bagimsiz olarak, zar1 gegirgen hale

gelmig Oli hiicreleri, zar biitiinliigii korunmus canli hiicrelerden ayirt etmek igin
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kullanilabilir. DMSO ve artan Emodin dozlarinin (10, 20, 30, 40 ve 50 uM)
uygulanmasini takiben, PI pozitif (kirmiz1 boyanmis) 6lii hiicre sayis1 doz ve zamana

bagl olarak artt1 (Sekil 16B).

A

24. saat 48. saat 72. saat

Kontrol
DMSO
10pM
20pM
30uM
40pM

50pM

Kontrol
DMSO
10uM
20uM
30uM
40pM

50uM

Sekil 16. HepG2 hiicrelerinde, Emodinin mitokondri membran potansiyeli ve hiicre dliimiine etkisinin
gosterilmesi.

A. Emodin tedavisinden sonra HepG2 hiicre canlilig1, zamana ve doza bagli olarak azaldi ve bu durum
DiOCs boyamasi ile floresan mikroskobu altinda gosterildi B. Emodin’in HepG2 hiicrelerinde hiicre
6liimiini indiikleyici etkisi, zamana ve doza bagli olarak floresan mikroskobu kullanilarak PI
boyamasi ile tespit edildi.
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4.4.

Emodinin, HepG2 Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeline Etkisinin

Arastirillmasi

HepG2 hiicreleri 48 saat boyunca DMSO ve artan dozlarda Emodin ile muamele

edildikten sonra, koloni olusturma yetenekleri test edildi. Koloni sayisi, Imagel

yazilimi kullanilarak piksel analiziyle sayildi. Emodin uygulamasiya, HepG2

hiicrelerinin doza bagli olarak koloni sayisinda ve koloni ¢apinda azalma meydana

geldigi gozlemlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Emodinin HepG2 hiicrelerinin koloni olusturma yetenegine etkisinin incelenmesi.

A. HepG?2 hiicrelerinin DMSO ve artan dozlarda Emodin (10, 20, 30 ve 40 uM ) ile muamele
edilmesinden sonra koloni olusturma verimliliginin incelenmesi. B. Koloni olusum orani, ImageJ
yazilimi kullanilarak piksel analiziyle hesapland: (sol panel). C. Koloni ¢aplari, 151k mikroskobu

altinda ¢ekilen goriintiiler lizerinden hesaplandi. GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.
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4.5. HepG Hiicrelerinde Emodin’in Notchl Gen Ekspresyonu Uzerindeki

Etkisinin Degerlendirilmesi

Notchl proteini lizerindeki etkiler, Western blot analizi ile degerlendirilmistir. Kontrol
grubu ile 20 uM Emodin uygulanan grup arasindaki Notchl protein diizeyleri
karsilagtirtlmistir (Sekil 18). Bant yogunluklarinin normalize edilmis goreceli ifadeleri
sirastyla 1 (kontrol), ve 0,64 (Emodin) olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler,
Emodin’in HepG2 hiicrelerinde Notchl protein ekspresyonunu anlamhi diizeyde

inhibe ettigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 18. Emodinin Notchl protein seviyesine etkisinin incelenmesi
Hiicreler 48 saat boyunca 20 uM emodin ile muamele edildi ve ardindan Notch1 proteininin
ekspresyon diizeyi Western blot yontemiyle analiz edildi. GraphPad Prism ile siitun grafigi
olusturuldu.

4. 6. HepG2 Hiicrelerinde miR-32-5p’nin Notchl Gen Ekspresyonu Uzerindeki

Etkisinin Degerlendirilmesi

Kazang ve kayip fonksiyonu (gain- ve loss-of-function) deneylerini gerceklestirmek
amaciyla, HepG2 hiicreleri 20 uM emodin ile muamele edildi, miR-32-5p mimik ve
inhibitdrii ile tek basina veya 20 uM emodin ile kombinasyon halinde transfekte edildi.
Ardindan, HCC’de miR-32-5p’nin tek basina ve emodin ile birlikte Notch proteini
ekspresyonunun baskilanmasindaki roliinii arastirmak icin Western blot analizi
yapildi. Notchl protein diizeyleri; Kontrol, 20 uM Emodin, miR-32-5p mimic, miR-
32-5p mimic + 20 pM Emodin, miR-32-5p inhibitér ve miR-32-5p inhibitér + 20 uM
Emodin gruplar1 arasinda karsilastirildi (Sekil 19). Bant yogunluklarinin normalize
edilmis goreceli ekspresyon degerleri sirastyla su sekilde bulundu: 1 (Kontrol), 0,64
(20 uM Emodin), 0,41 (miR-32-5p mimic), 0,71 (miR-32-5p mimic + 20 uM Emodin),
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1,33 (miR-32-5p inhibitor) ve 0,94 (miR-32-5p inhibitér + 20 pM Emodin). 20 uM
emodin ve miR-32-5p mimik, HepG2 hiicrelerinde Notchl protein ekspresyonunu
azaltmis olup, en giiclii baskilama etkisi miR-32-5p mimik ile gézlenmistir. miR-32-
S5p inhibitorii Notchl ekspresyonunu artirmis, ancak emodin ile birlikte

uygulandiginda bu artis kismen tersine ¢evrilmistir.
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1]
0.0-

Sekil 19. miR-32-5p’nin Notch1 protein seviyesine etkisinin incelenmesi
Hiicreler 48 saat boyunca 20 uM emodin ile muamele edildi, ardindan sirasiyla miR-32-5p mimik ve
inhibitori ile veya 20 uM emodin ile kombinasyon halinde transfekte edildi ve Notchl protein diizeyi
Western blot yontemiyle analiz edildi. GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.
4.7. HepG2 Kanser Hiicrelerinde miR-32-5p’nin EMT Proteinleri Uzerindeki

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Emodin, miR-32-5p mimik ve inhibitoriiniin EMT tizerindeki roliinii daha ayrintili
olarak incelemek amaciyla, HepG2 hiicrelerinde EMT proteinleri olan Vimentin ve
Snail’in ekspresyon paternleri Western blot yontemiyle belirlendi. HepG2 hiicreleri 20
uM emodin ile muamele edildi, miR-32-5p mimik ve inhibitdrii ise tek basina veya 20

uM emodin ile kombinasyon halinde transfekte edildi. Daha sonra Western blot
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sonuclar1 kullanilarak Vimentin protein seviyeleri; kontrol, 20 uM emodin, miR-32-
S5p mimik, miR-32-5p mimik + 20 uM emodin, miR-32-5p inhibitdr ve miR-32-5p
inhibitéor + 20 pM emodin gruplart arasinda karsilastirildi (Sekil 20A). Bant
yogunluklarinin normalize edilmis goreceli Vimentin protein ekspresyon degerleri ise
sirastyla su sekilde bulunmustur: 1 (Kontrol), 0,56 (20 uM emodin), 0,24 (miR-32-5p
mimik), 0,17 (miR-32-5p mimik + 20 uM emodin), 0,42 (miR-32-5p inhibitor) ve 0,30
(miR-32-5p inhibitér + 20 uM emodin). Western blot analizleri Vimentin
ekspresyonunun kontrol (1.00) grubuna kiyasla 20 uM emodin (0,56), miR-32-5p
mimik (0,24) ve miR-32-5p mimik + 20 uM emodin (0,17) gruplarinda sirasiyla
azaldigimi gosterdi. miR-32-5p inhibitdrii Vimentin diizeyini kismen yiikseltirken
(0,42), inhibitér + emodin kombinasyonunda Vimentin tekrar diisiis gosterdi (0,30).
Bu sonuglar emodinin miR-325p’nin EMT’yi baskilayan etkisini gii¢clendirdigini

distindiirmektedir.

HepG2 hiicrelerinde Snaill proteininin ekspresyon paterni de Western blot yontemiyle
belirlenmistir. Snaill protein seviyeleri; kontrol, 20 pM emodin, miR-32-5p mimik,
miR-32-5p mimik + 20 uM emodin, miR-32-5p inhibitér ve miR-32-5p inhibitdr + 20
uM emodin gruplar1 arasinda karsilastirildi (Sekil 20B). Western blot analizi, 20 uM
emodinin Snaill ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla 1,99 kat artirdigini1 gosterdi.
miR-32-5p mimik, Snaill ekspresyonunu 0,68’¢ diisiiriirken, emodin ile
kombinasyonu emodinin artirici etkisini kismen azaltt1 (1,34). miR-32-5p inhibitorii
Snaill’i 1,46’ya yiikseltti ve emodin ile kombinasyonunda Snaill 1,84’e ulasti. Bu
sonuglar, miR-32-5p’nin Snaill’i negatif olarak diizenledigini ve 20 uM emodinin
Snaill’1 gecici olarak artirabilecegini, daha dnce bildirilen doz-bagimli etkilere uygun

sekilde gostermektedir.
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Sekil 20. miR32-5p ve Emodinin Vimentin ve Snaill protein seviyesine etkisinin incelenmesi
HepG2 Hiicreleri 48 saat boyunca 20 uM emodin ile muamele edildi, ardindan sirasiyla miR-32-5p
mimik ve inhibitorii ile veya 20 uM emodin ile kombinasyon halinde transfekte edildi. A. Vimentin
ve B. Snaill protein seviyesi Western blot ile analiz edildi. Sonuglar GraphPad Prism 8.0.1 ile siitun

grafigi olusturulmustur.

4. 8. HepG2 Kanser Hiicrelerinde miR-32-5p’nin, EMT ile iliskili Genlerin
Ekspresyonu Uzerindeki Etkisinin qRT-PCR ile Gosterilmesi

Emodin ile miR-32-5p mimik ve inhibitoriiniin EMT siirecleri ile epitelyal
belirteclerin mRNA diizeyleri iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla qRT-PCR
analizi gerceklestirildi. Bu kapsamda HepG2 hiicreleri 20 uM emodin ile muamele
edildi; miR-32-5p mimik ve inhibitorii ise tek basina ya da 20 pM emodin ile
kombinasyon halinde hiicrelere transfekte edildi. Ardindan Snaill, Snail2, E-cadherin
ve Twist mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol, 20 uM Emodin, miR-32-5p mimik,
miR-32-5p mimik + 20 uM Emodin, miR-32-5p inhibitér ve miR-32-5p inhibitor + 20
uM Emodin gruplar arasinda karsilastirildi (Sekil 21). Snaill ekspresyonu 20 pM
emodin ile orta diizeyde artig gostermistir (1,68 kat), ancak miR-32-5p mimik ile
baskilanmistir (0,86). Mimik ve emodin kombinasyonu belirgin bir artisa yol agmistir
(2,24). miR-32-5p inhibitorii ve inhibitdr + emodin uygulamalari ise Snaill’i daha da
yiikseltmistir (sirastyla 1,84 ve 2,25). Snail2 ekspresyonu emodin (0,28) ve miR-32-
5p mimik (0,80) ile giiclii sekilde azalmis, mimik + emodin grubunda ise daha da
baskilanmistir (0,53). Buna karsilik, miR-32-5p inhibitorii Snail2’yi belirgin diizeyde
artirmistir (3,96) ve bu artis emodin ile birlikte uygulandiginda kismen tersine
cevrilmistir (1,38). E-cadherin, emodin ile giiclii sekilde indiiklenmistir (11,95), ancak

hem mimik hem de inhibitér ekspresyonunu diisirmiistiir (sirasiyla 3,04 ve 2,53).
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Emodin ile birlikte uygulama, E-cadherin diizeylerini yeniden yiikseltmistir (mimik +
emodin 9,88 ; inhibitér + emodin 2,95). Twistl ekspresyonu emodin (0,47) ve mimik
(0,64) ile azalmis, inhibitor tedavisi ile 1,20’ye c¢ikmistir. Emodin ile birlikte
uygulamalar inhibitor kaynakli bu artig1 yeniden baskilamistir (0,77).

HepG2
57 BN Kontrol

=3 20pM Emodin

£ 104 ; B3 miR-32-5p mimic

E:“ 3 mimic+ 20uM Emodin

E - B miR-32-5p inhibitor
B inhibitor + 20pM Emodin

o ].Il_l.ulnli
Snaill Snail2  E-cadherin  Twistl

Sekil 21. Emodin ve miR-32-5p’nin EMT belirteglerinin mRNA seviyelerine etkilerinin arastirilmasi
HepG hiicreleri 48 saat boyunca 20 uM emodin ile muamele edildikten sonra sirasiyla miR-32-5p
mimik ve inhibitorii ile veya 20 uM emodin ile kombinasyon halinde transfekte edildi ve Snaill,
Snail2, E-cadherin ve Twist] mRNA diizeyleri qRT-PCR ile analiz edildi. GraphPad Prism ile siitun
grafigi olusturuldu.
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5 TARTISMA

Hepatoseliiler karsinom (HCC), ge¢ tani, yiiksek metastatik potansiyel ve
konvansiyonel tedavilere kars1 direng nedeniyle diinya genelinde en yaygin ve 6liimciil
malignitelerden biridir. HCC progresyonuna katkida bulunan temel siire¢lerden biri,
epitel hiicrelerinin hiicre polaritesini ve adezyon Ozelliklerini kaybederek artmis
hareketlilik ve invazivlik ile karakterize edilen mezenkimal bir fenotip kazandigi
epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT) siirecidir. EMT, metastazin, tedavi direncinin ve
tiimor hiicrelerinin kok hiicre benzeri 6zellikler kazanmasinin baslica nedenlerinden

biridir (Bakir et al., 2020; Francou & Anderson, 2020).

Emodin, antiinflamatuvar, antioksidan, antibakteriyel ve oOzellikle antikanser
aktiviteleri dahil olmak {iizere cesitli farmakolojik etkileriyle yaygin olarak
belgelenmis dogal bir antrakinon tiirevidir. Onceki calismalar, emodinin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini, apoptozu indiikledigini ve ¢esitli kanser hiicre
tiplerinde invazyon ve metastazi baskiladigini1 gostermistir (Gu et al., 2019a; C. Hu et
al., 2016; Jelassi et al., 2013; Lin et al., 2016; J. Lu et al., 2016; Ma et al., 2017).
Karaciger kanseri baglaminda, emodinin hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde bazi
faydalar sagladig: bildirilmistir (S. R. Chen et al., 2016; Liao et al., 2020). Emodinin,
HCC progresyonu ve EMT diizenlenmesi agisindan kritik dneme sahip olan PI3K/Akt
ve B-katenin gibi ¢esitli onemli sinyal yollarini modiile ettigi gosterilmistir (Qin et al.,
2022). Ayrica, emodin suksinil esterinin, HCC hiicrelerinde androjen reseptorii (AR)
ve EZH2 etkilesimini hedefleyerek proliferasyon ve migrasyonu inhibe ettigi
bildirilmistir (Khan et al., 2020). Bu c¢alismada, emodinin HepG2 hepatoseliiler
karsinom hiicreleri lizerindeki etkilerinin aragtirilmasi amaglanmigtir. Caligsmanin
oncelikli hedefi, emodinin EMT iizerindeki etkisini Notch sinyal yolu araciligiyla ve

ozellikle miR-32-5p’nin roliinii dikkate alarak molekiiler diizeyde agiklamaktir.

MTT yontemi, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin, sar1 renkli MTT molekiiliinii
keserek mor renkli formazan kristallerine indirgemesi prensibine dayanir. MTT
yontemi uygulanarak elde edilen bulgular, emodinin doza ve zamana bagl olarak

HepG?2 hiicrelerinde anlamli diizeyde hiicre canliligini azaltici etki gosterdigini ortaya
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koymustur. Bu sonuglar, emodinin HCC, kolon ve prostat kanseri hiicreleri de dahil
olmak iizere ¢esitli kanser hiicre hatlarinda gosterdigi etkileri bildiren 6nceki
calismalarla (Deng et al., 2015; Gu et al., 2019b; Qin et al., 2022) uyumludur. Hiicre
sagkalim testiyle yapilan ileri analizler, emodinin hiicre proliferasyonunu anlaml
sekilde inhibe ettigini ve bu etkinin yine doz ve zamana bagimli oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle, diisiik konsantrasyonlar smurli etki gosterirken, yiiksek
konsantrasyonlar 24, 48 ve 72 saatlik stirelerde canli hiicre sayisinda belirgin bir
azalmaya neden olmus ve bu da emodinin sag kalimi diisiiriicii 6zelliklerini
desteklemistir. Ayrica, emodin uygulamast HepG2 hiicrelerinin koloni olusturma
yetenegini de zayiflatmis ve bu durum, hiicrelerin klonojenik potansiyelini ve uzun
vadeli proliferasyon yeteneklerini kaybettigini gostermistir. Hiicre canlilig1 ve 6liimii
incelemek amaciyla DiOCs ve PI floresan boyamalar1 kullanildi. DiOCs(3) (3,3'-
Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir), hiicreye niifuz eden, yesil floresan, lipofilik bir
boyadir. Diislik konsantrasyonlarda kullanildiginda canli hiicrelerin mitokondrileri
icin secici bir boyadir. Pozitif yiikli DiOCs, mitokondrinin metabolik aktiviteleri
tarafindan tretilen negatif mitokondri membran potansiyeli nedeniyle mitokondride
birikir. Dolayisiyla, DiOCs mitokondriyal membran potansiyeli saglam olan
hiicrelerin boyanmasini saglar. Emodin uygulanan hiicrelerde, DiOCs floresansindaki
azalma mitokondriyal membran potansiyelinde doz bagimli bir kayb1 gostermistir. Bu
sonuglar, Emodinin mitokondride birikerek HepG2 hiicrelerinde mitokondri
disfoksiyonunu ve apoptozu indiikledigini gosteren Ling Zhang ve arkadaslarinin
bulgulariyla uyumludur (L. Zhang et al., 2017). Propidyum iyodiir (PI), DNA’ya
baglanan kii¢iik bir floresan molekiildiir ancak saglam plazma membranina sahip
hiicrelere giremez. Bu nedenle, PI'nin hiicreye almip alinmamasi, O6lim
mekanizmasindan bagimsiz olarak, zar1 gecirgen hale gelmis 6lii hiicreleri, zar
biitiinligli korunmus canli hiicrelerden ayirt etmek i¢in kullanilabilir. rtan emodin
konsantrasyonlariyla birlikte PI-pozitif hiicre sayisinda artis gdzlenmis, bu da plazma
membrant Dbiitiinliigiiniin bozuldugunu ve apoptoz veya nekroz yoluyla hiicre
Olimiinlin meydana geldigini gostermistir. Bu bulgular, emodinin mitokondriyal
disfonksiyona neden oldugunu ve bunun ic¢sel apoptotik sinyallemeyi
tetikleyebilecegini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, emodinin pro-apoptotik etkiler

gosterdigini bildiren literatiirle (Qin et al., 2022) uyumludur.
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Notch sinyal yolu, embriyonik gelisim, doku homeostazi ve timor olusumunda temel
roller oynayan, oldukc¢a korunmus bir hiicresel iletisim sistemidir. Gelisim ve timor
olusumu siirecinde Notch sinyal yolunun EMT iizerinde tesvik edici bir etki
gosterdigini 6ne siiren kanitlar bulunmaktadir (Leong & Karsan, 2006; Timmerman et
al., 2004). Onceki ¢alismalar, Notch sinyal yolunun karaciger rejenerasyonu ve timor
olusumunu destekledigini gostermistir (Ranganathan et al., 2011). Aktif Notchl
ekspresyonunun, hiicre dongiisiinde duraklama ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla HCC
hiicrelerinin biiytimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Viatour et al., 2011). Croquelois
ve ark., Notchl silinmesi sonrasinda farelerde birkag hafta i¢inde vaskiiler degisiklik
olmadan nodiiler rejeneratif hiperplazi gelistigini gozlemlemistir (Croquelois et al.,
2005). Ote yandan, baz1 ¢alismalarda Notch’un karaciger karsinogenezinde onkojenik

bir rol oynayabilecegi de bildirilmistir (Gramantieri et al., 2007).

Farkli arastirmalar Emodin’in, Notch sinyal yolunu hedef alarak farkli kanser
tirlerinde EMTyi inhibe edebildigini gostermistir (Gao et al., 2017b; L. Zhou et al.,
2020). Bu calismada elde edilen bulgular, Emodin’in HepG2 hiicrelerinde Notchl
protein ekspresyonunu anlamli diizeyde inhibe ettigini ortaya koymaktadir. Bu
sonuglar, Notchl yolunun karaciger fizyolojisi ve karsinogenezdeki ¢ift yonlii roliinti
vurgulamakta ve hepatoseliiler karsinomda onkojenik islevlerini segici olarak inhibe

edebilecek Emodin gibi modiilatorlerin arastirilmasinin 6neminin altin1 ¢izmektedir.

MikroRNA’lar (miRNA), gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel diizeyde
diizenleyen kii¢iik, kodlamayan RNA molekiilleridir ve kanser biyolojisinde temel
roller stlenirler. miR-32-5p, ozellikle cesitli kanserlerde tiimor baskilayic1 ya da
onkogen olarak rol alabilecegi gosterildigi i¢in dikkat ¢ekmektedir. Biyoinformatik
analizler (TargetScan), Notchl mRNA’smin 3' UTR bolgesinde miR-32-5p i¢in olasi
baglanma bolgeleri oldugunu ortaya koymus ve bu durum olasi bir diizenleyici

etkilesimi diistindiirmektedir.

Fu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, miR-32-5p'nin HCC'de PI3K/Akt aktivasyonu
ve PTEN baskilanmasi1 yoluyla EMT ve ilag¢ direncini tesvik edebilecegini gdstermistir
(Fu et al., 2018), bu da onun onkogenik roliinii vurgulamaktadir. Onceki ¢alismalar,
miR-32-5p’nin hiicre proliferasyonu ve hayatta kalma siireglerini diizenleyen
GSK3B/NF-xB aks1 gibi kilit onkogenik yollar1 hedefleyerek HCC'de tiimor karsiti
etkiler gdsterdigini ortaya koymustur (G. Wang et al., 2025). Bu ¢aligmada, emodin,
miR-32-5p mimik ve miR-32-5p inhibitorii uygulamalarinin HepG2 hepatoseliiler
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karsinom hiicrelerinde Notch protein ekspresyonu lizerindeki bireysel ve kombinasyon
halinde etkileri aragtirilmistir. Elde edilen sonuglar, hem 20 uM emodin hem de miR-
32-5p mimik uygulamasinin HepG2 hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde Notchl
protein ekspresyonunu belirgin sekilde azalttigini ve en giiglii baskilayici etkinin miR-
32-5p mimik grubunda goézlendigini agik¢a ortaya koymaktadir. Mimigin bu giicli
inhibitor etkisi, miR-32-5p’nin timor progresyonu, epitelyal mezenkimal gecis ve
metastazda rol oynadigi bilinen Notch sinyal yolunun giiclii bir negatif diizenleyicisi
olma potansiyelini vurgulamaktadir. Buna karsilik, miR-32-5p inhibitoriiniin
uygulanmasi Notch protein ekspresyonunda belirgin bir artis gézlemlenmistir. Bu
durum, s6z konusu mikroRNA’nin baskilayict roliinii bir kez daha dogrulamistir.
Dikkat ¢ekici olarak, inhibitor ile birlikte emodin uygulanmasi bu artis1 kismen tersine
cevirmistir; bu da emodinin Notchl ekspresyonunu miR-32-5p’den bagimsiz

mekanizmalar aracilifiyla da diizenleyebildigini gostermektedir.

Genel olarak, bu sonuglar miR-32-5p’nin, en azindan kismen, Notchl protein
ekspresyonunu baskilayarak HCC’de tiimor baskilayict bir mikroRNA olarak islev
gordiigiinii ve emodinin bu diizenleyici etkiyi giiclendirebilecegini diisiindiirmektedir.
Inhibitér kaynakli Notchl artisinin emodin tarafindan kismen tersine gevrilmesi,
emodinin Notch sinyal ag1 i¢inde birden fazla molekiiler hedef {izerinden etkili
olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, hepatoseliiler karsinomda onkojenik
sinyal yollarint hedeflemek amaciyla, emodin gibi dogal bilesiklerin miRNA temelli
stratejilerle birlikte kullanilmasinin terapotik potansiyeline dair onemli bilgiler

sunmaktadir.

EMT nin HCC metastazi ile olan artan iligkisi ve bu siiregte Notch sinyal yolunun rolii
g6z oniline alindiginda, bu ¢alisma ayn1 zamanda emodinin Notch yolu araciligiyla
EMT’yi modiile edip etmedigini, 6zellikle Notchl hedeflenmesi ve miR-32-5p
tizerinden diizenlenmesi yoluyla incelemeyi amaglamaktadir. Chen Hu ve
arkadaslarinin yumurtalik kanseri hiicrelerinde Emodin’in EMT iizerindeki etkisini
inceledigi bir ¢alismada, Emodin’in 6zellikle 20 uM konsantrasyonda olmak iizere,
doz bagimli bir sekilde vimentin diizeylerini anlamli sekilde diisiirdiigii gosterilmistir
(C. Hu et al., 2016b). EMT belirtegleri olan Vimentin ve Snaill iizerinde yapilan
analizler, emodin ve miR-32-5p’nin HepG2 hiicrelerinde farkli ancak birbirini
tamamlayan diizenleyici etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Bulgularimiz, 20 uM

emodinin Vimentin protein ekspresyonunu anlamli sekilde azalttigin1 ve bu etkinin
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miR-32-5p mimik ile daha da gii¢clendigini gostermektedir. Buna karsilik, miR-32-5p
inhibitorii Vimentin seviyelerini kismen artirmis, ancak emodin ile kombinasyon
halinde bu artis tekrar baskilanmaistir. Bu sonuglar, miR-32-5p’nin Vimentin {izerinden
EMT siirecinin giiglii bir negatif diizenleyicisi oldugunu ve emodinin bu etkileri

destekleyerek epitel fenotipin korunmasina katkida bulundugunu gostermektedir.

Snaill protein ekspresyonu ise farkli bir desen sergilemistir; 20 pM emodin, snaill
protein seviyesini arttirmig, bu da Binyu Qin ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada,
bildirilen doz-bagimli etkilerle uyumlu bulunmustur; zira emodinin diisiik
konsantrasyonlarda Snaill’i artirdigi, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise azalttigi
bildirilmektedir (Qin et al.,, 2022). Calismamizda miR-32-5p mimik Snaill
ekspresyonunu baskilamis, emodin ile birlikte uygulandiginda ise emodinin artirici
etkisini yalnizca kismen engelleyebilmistir. Buna karsilik, miR-32-5p inhibitorii
Snaill diizeylerini yiikseltmis ve emodin ile kombinasyonu bu artis1 daha da
pekistirmistir. Bu bulgular, miR-32-5p’nin Snaill iizerinde negatif bir diizenleyici rol
iistlendigini ve emodinin Snaill’i konsantrasyona bagli olarak ¢ift yonli

diizenleyebildigini gostermektedir.

Ozellikle emodin, Snail2 ve Twistl ekspresyonunu giiglii bir sekilde baskilarken, E-
cadherin’i belirgin bi¢gimde artirmistir; bu durum, epitel fenotipinin desteklendigini ve
EMT’nin inhibe edildigini gostermektedir. Bu bulgular, onceki c¢alismalarla
uyumludur: Chen ve arkadaslari, 20 uM emodinin akciger kanseri hiicrelerinde Snail2
ve Twistl mRNA ekspresyonunu inhibe ettigini gdstermistir; baska bir caligsmada ise
20 uM emodinin pankreas kanseri hiicrelerinde E-cadherin mRNA diizeyini anlamli

sekilde artirdig1 bildirilmistir.

qRT-PCR sonuglarimiz, emodinin EMT ile iliskili genlerin diizenlenmesinde ayrintili
bir bakis sunmaktadir. Snail2 ve Twistl’in emodin tarafindan gii¢lii sekilde
baskilandigi, E-cadherin’in ise belirgin bicimde artirildigi goriilmiistiir. bu durum,
epitel fenotipinin desteklendigini ve EMT nin inhibe edildigini gostermektedir. Bu
bulgular, 6nceki ¢aligmalarla uyumludur: Yuan Ying ve arkadaslari, 20 uM emodinin
akciger kanseri hiicrelerinde Snail2 ve Twistl mRNA ekspresyonunu inhibe ettigini
gostermistir (Ying et al., 2017); baska bir ¢aligmada ise 20 uM emodinin pankreas
kanseri hiicrelerinde E-cadherin mRNA diizeyini anlamli sekilde artirdigi bildirilmistir
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(N. Li et al, 2018). Bu sonuglar, emodinin EMT’yi etkili bir gsekilde
karsilayabilecegini ve kanser ilerlemesini ve metastazini baskilamak i¢in potansiyel
bir terapdtik ajan olabilecegini gostermektedir. Ote yandan, Snaill transkript
seviyeleri emodin ile artmig, bu da protein diizeylerindeki bulgularla paralellik
gostermistir. miR-32-5p mimik genel olarak Snaill, Snail2 ve Twistl gibi EMT
stirticiilerini baskilarken, inhibitor bu faktdrleri artirmis ve ayni zamanda E-cadherin’i
azaltmistir. Bu bulgular, miR-32-5p’nin EMT siirecinde baskilayici roliinii bir kez

daha dogrulamaktadir.

Genel olarak, bu ¢alisma emodin ve miR-32-5p’nin HCC’de hem Notchl sinyali hem
de EMT belirtegleri iizerinden cok katmanli etkilesimler sergiledigini ortaya
koymaktadir. Vimentin ve Twistl’in baskilanmasi ve E-cadherin’in artisi, emodinin
EMT’yi engelleyici potansiyelini desteklerken; Snaill’in 20 uM’da artis1, emodinin
doza bagh cift yonlii etkilerini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, emodinin yalnizca
tek bir yolak iizerinden degil, birden fazla EMT diizenleyici mekanizma lizerinden etki
gdsterebilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle miR-32-5p’nin hem Notchl hem de
EMT faktorleri tizerindeki baskilayict etkisi, bu mikroRNA nin tiimor baskilayict bir
rol istlendigini gostermektedir. Emodin ile birlikte uygulandiginda bu etkinin
giiclenmesi, HCC tedavisinde dogal bilesikler ve miRNA temelli yaklagimlarin

birlikte kullanilmasinin terapotik potansiyeline isaret etmektedir.

Sonug olarak, elde edilen veriler bugiine kadar emodinin HepG2 hepatoselliiler
karsinom hiicrelerinde anti-kanser etkiler gésterdigini; hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigini, koloni olusumunu azalttigini, mitokondriyal fonksiyonu bozdugunu ve hiicre
Olimiinti indiikledigini ortaya koymaktadir. Bu etkiler, Notch sinyal yolunun ve
EMT'nin modiilasyonu araciligiyla gerceklesiyor olabilir ve miR-32-5p olasi bir
yukar1 akis diizenleyici olarak 6ne ¢ikmaktadir. Emodinin, Notchl ekspresyonunu
asag1 diizenleyerek ve muhtemelen miR-32-5p modiilasyonu araciligiyla EMT’yi
dolayl olarak baskiladigi bir model desteklenmistir. Bu bulgu, emodinin sadece EMT
belirteglerini dogrudan etkileyerek degil, ayn1 zamanda Notch sinyal yolunu ve ilgili
mikroRNA diizenlemelerini modiile ederek hiicrelerin epitel fenotipini korumasina ve

gecisi engellemesine katkida bulundugunu gdstermektedir.
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6 EKLER

Tablo 3. Kullanilan Cihazlarin Listesi

Uriin Ad1 Uriin Kodu Marka
Buz Makinasi AF80 Scotsman
CO2 inkiibatorii 50116047 Thermo Fisher Scientific
Calkalayici GyroTwister Labnet
Derin Dondurucu Ultra Low Temperature Freezer | ARCTIKO
(ULTF)
Dikey Jel Elektroforezi Sistemi | Mini-PROTEAN Tetra Cell BioRad
Distile Su Cihaz1 Tank 30 Liter PE/Milipore Labor Teknik

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature Freezer

Innova U725

New Brunswick Scientific

Elektroforez Donanimlari BioRad

Floresan Mikroskop IX71 Olympus
QRT-PCR Cihazi CFX Connect BioRad

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Hemositometre Neubauer Improved Assistent Germany
Invert Mikroskop XDS-1B SOIF

Laminar Flow HERASAFE KS Thermo Scientific
Manyetik Karistirict SB162 Stuart

Saf Su Cihaz1 Direct-Q 5UV Labor Teknik
Santrifiij NF 200 Niive
Kemiliiminesans Goriintiileme | ChemiDoc MP System | BioRad

Cihazi 1708280

Optik Mikroskop TH4-200 Olympus

Termal Dongiileyici MyCycler Thermal Cycler BioRad
Mikropipetler 10 upl, 100 pl, CAPP

1000 pl

Mini Santrifiij Cihazi CR-1512 CAPP
Mikroplaka Okuyucu iMark BioRad

Mini Spin Cihaz1 Fisherbrand 15358266 ThermoFisher Scientific
Spektrofotometre IMPLEN NanoPhotometer BO-GA
Mikrodalga Firin MD 595 Arcelik
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Tablo 4. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Malzemeler

Uriin Adi Uriin Kodu Marka

HEPG2 HB-8065 ATCC

DMEM P04-03590 PAN Biotech

Fetal Sigir Serumu (FBS) FBS-11A Capricorn Scientific
Penisilin/Streptomisin P06-07100 PAN Biotech
Tripsin-EDTA (0.25%) (1X) SH40003.01 HyClone

Emodin BD6309 BLD PHARMATECH GmbH
hsa-miR-32-5p miRNA Mimic 701502654 QIAGEN
hsa-miR-32-5p miRNA inhibitor 699623271 QIAGEN
Transfeksiyon Ajan T008&3 Canvax

50 ml Santrifiij Tipleri 430828 CORNING

15 ml Santriftyj Tiipleri 5100015 CAPP

Kriyojenik Tiipleri 607001 NEST

1.5 ml mikrofijj tiipleri TPP

75 cm? Hiicre Kiiltiir Kaplart 90076 TPP

25 em? Hiicre Kiiltiir Kaplar 90026 TPP

60 mm Hiicre Kiiltiir Kaplari 93060 TPP

96 Kuyucuklu Hiicre Kabi 92096 TPP

B} Tablo 5. Kul_}anllan Kimyasallarin Listesi.

Uriin Ad1 Uriin Kodu Marka

MTT Reaktifi BD18787 BLDpharm
DMSO D1370 Duchefa Biochemie
Agaroz 121853 MERCK

Sybr Safe MG-SSGD-01-1000 Hibrigen

M-PER Memeli Protein Ekstraksiyon
Reaktifi

78505

ThermoFisher Scientific

Proteaz inhibitor Kokteyli 87786 ThermoFisher Scientific

Proteaz Inhibitér Tablet (EDTA | A32955 ThermoFisher Scientific

icermez)

Protein Marker PageRuler Plus Prestained | Thermo Scientific
Protein Ladder 26619

Akrilamid/Bis-  Akrilamid (%30 | A0011 BIOBASIC

¢ozelti, 37.5:1)

SDS 1177GR100 BIOFROXX

TEMED 8027ML100 BIOFROXX

Etanol TK.200650 Teksoll

Metanol 34860 Honeywell
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Tris Hidrokloriir 648317 CALBIOCHEM
Yagsiz Siit Tozu 1172KG001 BIOFROXX
p-Kumarik Asit C9008-1G Sigma-Aldrich
luminol A2185 AppliChem
APS A2941 AppliChem
Hidrojen Peroksit %35 1086001000 MERCK

Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Coomassie Brilliant Blue R- 250 | 1610436 BioRad

Staining Solution

Ponceau S Soliisyonu A2935 AppliChem
Tween-20 A600560-0500 Sangon Biotech
PureZOL RNA izolasyon Ajani 7326890 BioRad
Kloroform 1024452500 MERCK

DEPC A0881 AppliChem
2-Propanol (izopropanol) 1096342500 MERCK

1 kb DNA Ladder GeneRuler SM0311 Thermo Scientific

DNA Jel Yiikleme Boyas1 (6X)

DNA Jel Yiikleme Boyasi (6X)

Thermo Scientific

miScript II RT Kit 218161 QIAGEN
iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad
miScript SYBR Green PCR Kit 218073 QIAGEN

Tablo 6. %12'lik Alt Jel (Seperating Gel) hazirlama prosediirii (2Jel)

Uriin Ad1 2 Jel icin Kullanilan Miktar
Su 4.1 ml

1.5M Tris-HCL, pH 8.8 2.5ml

%10 SDS 0.1 ml

Acrylamid/bisacry (%30, %0.8 w/v) 4 ml

%10 (w/v) Ammonium Persulphate (aps) 0.05 ml

TEMED 0.01 ml

_ Tablo 7. % 4'liikk Ust Jel (Stacking Gel) hazirlama prosediirii
Uriin Ad1 2 Jel i¢cin Kullanilan Miktar
Su 3.075 ml

0.5M Tris-HCL, pH 6.8 1.25 ml

%10 SDS 0.05 ml

Acrylamid/bisacry (%30, %0.8 w/v) 0.67 ml

%10 (w/v) Ammonium Persulphate (aps) 0.025 ml

TEMED 0.005 ml
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Tablo 8. qRT-PCR 'da Kullanilan Protokol

Reaksiyon Sicakhik Siire
[1k Denatiirasyon 95 °C 3 dk
Denatiirasyon 95 °C 15 sn —
Baglanma 56 °C 30 sn F— 40 dongii
Uzama 72 °C 30 dk —
Son Uzama 72 °C 10 dk
Tablo 9. Calisma siiresince kullanilan ¢6zeltiler
DMEM besiyeri | 500 ml DMEM’e %10 fetal bovin serumu (FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin

eklenerek hazirlanir. 0,22 pm gézenek ¢apina sahip filtreden siiziiliir. 50 ml’lik

santrifiij tiiplerine alikotlanarak +4 °C’de saklanir

Hiicre Dondurma
Medyasi
(Freezing Media)

1 ml dimetil siilfoksit (DMSO), 9 ml fetal sigir serumu (FBS) icerisine eklenir.
Karigim 0,22 pm goézenek c¢apma sahip filtreden siizilir. 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tliplerine alikotlanarak karanlik ortamda -20 °C’de saklanir

MTT Reaktifi

0.05 gram %98 saflikta 2-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenyl-2H-tetrazol-
3-ium bromide (Thiazolyl Blue, MTT tozu, BLDpharm) 10 ml 1X PBS i¢inde
¢ozilir. 0,22 um gozenek capmna sahip filtreden siiziilir. 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tliplerine alikotlanarak karanlik ortamda -20 °C’de saklanir

Bradford Reaktifi

1L’lik Ana stock hazirlamak i¢in, 100 mg Coomassie Brilliant Blue (G-250)
boyasi tartilarak 50 ml %95°1ik etanol igerisinde ¢oziindiiriiliir. Ardindan 100
ml %85°lik fosforik asit eklenir. Son olarak ¢ozelti, distile su ile 1 litreye

tamamlanir ve karanlik ortamda +4 °C’de saklanir

Floresan

boyamalar

4nM DiOC6(3) (3,3"-Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir) boya hazirlamak igin,
0,0006 gram DiOC6 tozu tartilarak 1 ml DMEM ig¢inde ¢oziindiiriiliir ve
+4 °C’de saklanir. 2ug/ul Propidium iyodiir (PI) boya hazirlamak igin, 0,023
gram PI tozu tartilarak 1 ml DMEM i¢inde ¢oziindiiriiliir ve +4 °C’de saklanir

Kristal Viyole

50ml Kristal viyole hazirlamak igic, 0.25 gram kristal viyole tartilir, 12.5 ml
%25’lik metanol ve 37.5 ml distile su i¢erisinde ¢ozlindiiriiliir. 0,22 pm gozenek

capina sahip filtreden siiziiliir ve oda sicakliginda karanlik ortamda saklanir

Laemmli (5X)

10 ml Laemmli yiikleme tamponu hazirlamak icin 2 ml Tris-Cl ¢ozeltisi (1,5

Tamponu M, pH=6,8), 0,5 ml Bromofenol mavisi (%1), 5 ml Gliserol, 2,5 ml B-
merkaptoetanol, 2,0 g SDS icerir. Hazirlandiktan sonra +4°C'de karanlik
ortamda saklanir

Yiiriitme Yiiriitme tamponunun 1L 10X ana stokunu hazirlamak i¢in 30,3 g Tris Baz, 144

Tamponu (10X) g Glisin ve 10 g Sodyum Dodeasil Siilfat (SDS) tartilir ve 800 ml distile su ile

¢ozlindiiriilir. pH 8-9 arasinda ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml'ye

108




tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir. Hazirlanan ana stok distile su ile 1X'e

doniistiirtiliir ve kullanilir

Transfer Transfer tamponunun 1L 10X ana stokunu hazirlamak igin 30,2 g Tris Baz ve

Tamponu (10X) 144 g Glisin tartilir ve 700 ml distile su ile ¢oziindiiriiliir. pH 8-9 arasinda
ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir. Oda sicakliginda
saklanir. Hazirlanan ana stok 1X'e doniistiirmek i¢in 100 ml transfer tamponuna
700 ml distilat su eklenir ve ardindan 1000 ml'ye tamamlamak i¢in 200 ml
metanol eklenir

Bloklama stitii | 50 ml olarak hazirlanan bloklama siitiinii hazirlamak i¢in 2,5 gr yagsiz siit tozu

(%5 yagsiz siit) tartitlip TBS-T (TBS Tween20) igerisinde bir Kkaristirict yardimiyla
¢Oziindiirilir

Memeli Hiicre | Hiicre lizis tamponu, 10 ml M-PER memeli protein ekstraksiyonuna 1X diliie

Lizis  Tamponu | edilen proteaz inhibitdr kokteyli eklenerek hazirlanir. +4°C'de saklanir

(CLB)

Mild Strip | 15 g Glisin, 1 g SDS ve 10 ml Tween 20 tartilir ve manyetik karistirict

Tamponu kullanilarak 800 ml distile su icerisinde ¢oziindiiriiliir. PH 2,2'ye ayarlandiktan
sonra distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir

10X TBS 5,6 g Tris-baz, 88 g NaCl ve 24 g tartilitr ve manyetik karigtirict kullanilarak
900 ml Tris-HCI igerisinde ¢6ziindiirtiliir. SM HCI1 ve 5SM NaoH kullanilarak
pH 7,6 olarak ayarlanir ve Tris-HCl ile 1000 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan ana
stok distile su ile 1X'e doniistiiriiliir ve kullanilir

Luminol 0,44 g Luminol tozu tartilir ve 10 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
¢Oziindiiriiliir. karanlik ortamda 20°C'de saklanir

Kumarik Asit 0,15 g Kumarik asit tartilarak 10 ml etanol ile ¢6ziindiiriiliir. +4°C'de saklanir

Amonyum 1 g APS tartilir ve 10 ml distile su ile ¢ozlindiiriiliir. -20°C'de saklanir

Perstilfat (%10)

Membran Cozelti A, 9 ml disile su, IM Tris-HCIL, 50 pl Kumarik asit ve 200 pl Luminol

gorilintiileme  igin

¢Ozelti A ve B

eklenerek hazirlandi. Cozelti B, 9 ml disile su, 1M Tris-HCI pH=8,5 ve 10 pl

Hidrojen Peroksit eklenerek hazirlandi
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