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OZET

Hepatoselliiler karsinom (HCC) primer karaciger kanserlerinin %82’sini olusturmaktadir.
Kansere bagli oOliimlerin iiglincii ana sebebidir. HCC’nin altinda yatan ayrintili
mekanizmanin ve patogenezinin arastiritlmasi, yeni biyobelirteglerin bulunup etkin onciil
tedavi ve taninin kesfedilmesi, yeni terapétik ilaglarin gelistirilmesi hasta ve potansiyel
hastalar i¢in 6nemlidir. miR-21, bir dizi kanserde yaygin olarak incelenen onkojenik
miRNA'lardan biridir. Hiicre proliferasyonu, gocii ve apoptoz ile ilgilidir ve kanserde
invazyonu ve metastazi tesvik edebilir. Kanser tedavisinde ilgi géren Sodyum/potasyum
(Na+/K+)-ATPase pompasi (NKP) inhibitérlerinden Oleandrin’in anti-tiimorigenik etkisi
cesitli kanser tiplerinde gosterilmistir ve bu sebeple gelecekteki ¢aligmalar i¢in umut vaat
etmektedir. Bu sebeple bu tez ¢alismasinda, Oleandrin’in HCC hiicresinde miR-21 ifadesi
arttirilarak elde edilen (miR-21+) daha agresif hiicrelerle stabil hiicre hatt1 olusturulmus
ve ¢esitli kanser tiplerinde anti-tiimorigenik etki gosteren Oleandrin’in HCC hiicrelerine
etkisini gozlemleyebilmek icin iki boyutlu ve iic boyutlu ortamda transkriptomik ve
proteomik calismalar gerceklestirilmistir. Iki boyutlu ortamda Oleandrin’in HEPG2 ve
miR-21+ hiicreleri iizerindeki etkinligini gozlemlemek i¢in hiicre canliligi,
proliferasyonu, koloni  olusturma potansiyeli, hiicre siklusundaki etkisini
gbzlemleyebilmek i¢in Annexin V/PI deneyi uygulanmistir. Tiimoriin ilaca karst verdigi
cevabi taklit etme amaciyla olusturdugumuz ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde yumusak agar
koloni olusturma deneyi ve asili damla deneyi gerceklestirilmistir. Caligmamizda
Oleandrin’in miR-21+ ve HEPG2 hiicrelerinde hiicre canliligi ve koloni olusturma
potansiyelini azalttigi ve miR-21 ifadesini baskiladigi gosterilmistir. Oleandrin’in hiicre
siklusunda G2/M fazinda tutulu biraktigt ve hiicre i¢i sinyal yolaklarindan
PIBK/AKt/mTOR ve NF-kB’yi baskiladigi, apoptoz sinyal yolagini indiikledigi
incelenmistir. Tez calismamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda, Oleandrin’in
Hepatoselliiler karsinom hiicre hattt HEPG2 ve miR-21 ifadesi arttilmis hiicrelerde hiicre
canliligini baskiladigi ve hiicre 6liimiinii indiikledigini gostermistir. Bu 6nciil ¢alismanin
sonuglari bagl olarak Oleandrin’nin gelecekte in vivo ¢alismalarinin gergeklestirilmesinin
ardindan Hepatoselliiler Karsinom tedavisinde kullanilabilecek umut verici bir ajan
oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Kanseri, miRNA-21, Oleandrin, HEPG2, Apoptoz, PI3K/AKkt
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SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) accounts for 82% of primary liver cancers. It is the third
main cause of cancer-related deaths. The investigation of the detailed mechanism and
pathogenesis underlying HCC, the discovery of new biomarkers and the discovery of
effective initial treatment and diagnosis, the development of new therapeutic drugs are
important for patients and potential patients. miR-21 is one of the oncogenic miRNAs that
has been widely studied in several cancers. It is related to cell proliferation, migration,
and apoptosis, and may promote invasion and metastasis in cancer. The anti-tumorigenic
effect of Oleandrin, one of the sodium/potassium (Na+/K+)-ATPase pump (NKP)
inhibitors of interest in cancer treatment, has been shown in various cancer types and
therefore shows promise for future studies. For this reason, in this thesis study, a stable
cell line was created with more aggressive cells obtained by increasing the expression of
mir-21 of oleandrin in the HCC cell (miR-21+), and transcriptomic and proteomic studies
were performed in a two-dimensional and three-dimensional environment to observe the
effect of Oleandrin on HCC cells, which has an anti-tumorigenic effect on various types
of cancer. To observe the activity of oleandrin on HEPG2 and miR-21+ cells in a two-
dimensional environment, the Annexin V/PI experiment was applied to observe cell
viability, proliferation, colony-forming potential, and its effect on the cell cycle. A soft
agar colony formation experiment and a hanging drop experiment were performed in a
three-dimensional cell culture that we created to simulate the tumor's response to the drug.
In our study, it was shown that Oleandrin reduces cell viability and colony-forming
potential in miR-21+ and HEPG2 cells and suppresses MIR-21 expression. It has been
studied that oleandrin is retained in the G2/M phase of the cell cycle and suppresses
PI3K/Akt/mTOR and NF-KB intracellular signaling pathways, inducing the apoptosis
signaling pathway. According to the results obtained from our thesis study, it has been
shown that Oleandrin suppresses cell viability and induces cell death in cells with
increased Hepatocellular carcinoma cell line HEPG2 and miR-21 expression. Depending
on the results of this preliminary study, Oleandrin has shown to be a promising agent that
can be used in the treatment of Hepatocellular Carcinoma following the implementation
of in vivo studies in the future.

Key words: Liver Cancer, miRNA-21, Oleandrin, HEPG2, apoptosis, PI3K/Akt
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1 GIRIS VE AMAC

Karaciger kanseri Diinya’da kansere bagli oliimlerde iiglincii nedendir. HCC primer
karaciger kanserlerinin %80-90’nin1 olusturmaktadir ve genellikle metastaz yaparak daha
agresif hale gelmektedir. Bu sekilde hastalarin yasam siireleri kisalmaktadir. Tezimde
oncelikli amacim, HEPG2 HCC hiicrelerinde miR-21 ifadesinin, miR-21 igeren plazmid
transfeksiyonu yapilarak arttirilmasidir. miR-21 ifadesindeki artig gercek zamanli PZR ile
incelenecek ve en az iki kat artis gozlenen hiicreler miR-21 ifadesi arttirilan HEPG2 (
miR-21+) olarak Neomisin (G-418) igeren besi ortaminda kiiltiirleneceklerdir. miR-21+
HCC hiicrelerinde miR-21’in hedefledigi PTEN ifadesindeki en az iki kat azalma ile miR-
21’in artisina bagl olarak hiicrelerdeki etkinligi immunoblotlama ile dogrulanacaktir.
Ikinci amacim miR-21+ ve normal HCC hiicrelerinde sodyum/potasyum pompast (NKP)
inhibitérii olan Oleandrin’in hiicre sag kalim mekanizmalarinin {izerindeki etkilerini
incelemektir. Oncelikle Oleandrin’in MTT hiicre sag kalim testinde kullanilabilecek doz
araligi (1-100nM) literatiirdeki veriler 1s1ginda elde edilmistir. Bu doz araliginda hem
normal hem de miR-21+ HCC hiicrelerinde IC50 konsantrasyonlari belirlenecektir.
Zamana baglh olarak yapialcak hiicre sag kalim ve proliferasyon testleri ile oleandrin
uygulama siiresi belirlenecektir. HCC hiicrelerinde Oleandrin’in etkisi ilk defa
calismamiz ile gosterilmis olacaktir. HCC hiicrelerinde yiiksek ifade edilen NF-xB ve
PI3K/Akt/mTOR sinyallerinin miR-21+ hiicrelerinde daha yiiksek oranda ifade edilecegi
ongoriilmektedir. Oleandrin’in  bu sinyal yolaklarindaki inhibitér etkisi meme,
glioblastoma, over kanserlerinde gosterilmistir. Bu sebeple Oleandrin’in HCC
hiicrelerinde de yiiksek ifade edilen bu sinyal mekanizmalarina etkisini gostermek
calismamizin 6zgiin degerini olusturmaktadir. Oleandrin’in miR-21 ile iliskili olarak HCC
hiicrelerinde hiicre 6liim mekanizmalarina etkisinin belirlenmesi i¢in HEPG2 ve miR-21+
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liim mekanizmasi immunoblotlama yontemi ile PARP,

kaspaz 9, kaspaz 8, kaspaz 3 ifadelerinin belirlenmesi ve anti-apoptotik Bcl-2 ifadesi



incelenecektir. Propidyum iyodiir ile boyanan hiicrelerde hiicre sikulusu analizi ile
Oleandrin’in hiicre fazlarina etkisi belirlenecektir.

Sonug¢ olarak bu c¢alismada, HCC hiicrelerinde etkin mekanizmasi heniiz bilinmeyen
Oleandrin’in, HCC vakalarinda siklikla goriilen asir1 miR-21 ifadesi iizerindeki etkisi bu

calisma ile ilk defa belirlenmis olacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 KARACIGER KANSERIi

Karaciger kanseri diinya siralamasinda yedinci en yaygin goriilen kanserdir ve kansere
bagli 6liimlerin ti¢iincl sirasindadir (Sekil 1 ve 2) [1], [2]. Diinyada en yiiksek insidansi

Asya ve Afrika bolgelerinde bulunmaktadir.
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Sekil 1 2020'de Diinya Capinda Karaciger Kanseri Epidemiyolojisi. A. 2020 yilinda diinya ¢apinda
karaciger kanserinin yasa gore standardize edilmis tahmini insidanslari. B. Diinya ¢apinda tahmini vaka
vakalarinin ¢ubuk grafikleri. C. Diinya ¢apinda tahmini 6liim sayisini1 gosteren gubuk grafikler.

D.DSO’niin 2040'a kadar karaciger kanserinin sebep oldugu éliimlerin tahmini say1s1. Veri kaynagi:

GLOBOCAN 2020 ( http://gco.iarc.fr/ ) [2]

Hepatoselliiler karsinom (HCC) karaciger kanserinin en baskin tiiriidiir ve tiim karaciger
kanserlerinin yaklasik olarak 82’sini kapsamaktadir. 2018’de yapilan incelemeye gore
yillik 100.000 kisi bagina tahmini olarak bakildiginda kiiresel insidans1 9.3 diir ve 6liim

orani 8.5°dir yaklasik olark insidans ve oliim oranlar birbirine esdeger sayilmaktadir


http://gco.iarc.fr/

[3].Elde edilen veriler dogrultusunda 2025 yilina kadar HCC’nin yilda 1 milyondan fazla
insani1 etkilemesi tahmin edilmektedir [4], [5], [6], [7], [8]

2.1.1 Karaciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Epidemiyolojik arastirmalara bakildiginda eriskin insanlarda HCC vakalarinin biiyiik
cogunlugunun baslangicinin sporadik oldugunu belirtmislerdir. Bunlara 6rnek olarak
alkoliin kotiiye kullanimi veya kronik HCV ve HBV enfeksiyonu gibi en az bir belirlenmis
genetik olmayan risk faktoriine sahip oldugu gostermistir. Bununla birlikte, bilinen bu
cevresel risk faktorlerine sahip ¢ogu insanda siroz veya HCC gelisimi olmamasina
ragmen, risk faktorii olmayan kisilerde de HCC gelisebilmektedir [9].

HCC’nin genetik varyasyonu hem popiilasyonlar i¢inde hem de popiilasyonlar arasindaki
farkliliklardan dolay1 degisimi gozlelemek i¢in ¢aligma gerceklestirilmistir. Bu ¢calismada
500 sirozlu hasta ve karaciger dis1 hastaligi olan 500 kontrol grubu hasta ile ¢alisilmistir.
Calisma sonucunda, HCV ile iliskili olan sirozlu hastalarin birinci derece akrabalarinda
siroz prevalansinda anlamli bir artig bildirmistir (olasilik orani, 17; %95 GA), 4.2—
12.9)[10].

Yapilan bagka bir calismada NAYKH ve sirozlu hastalarda, saglikli kontrollerle
karsilagtirildiginda insiilin direnci i¢in aile hikayesi bulundugu ve ailelerde hepatit B
tastyicilarinin ¢ok oldugu gosterilmistir. Buna bagli olarak, HBV enfeksiyonu dikkate
alinmas1 gerektigi ileri asamada HCC'ye genetik altyapir olusturduguna dair kanit

bulunmustur [10], [11], [12], [13], [14].

2.1.2 Karaciger Kanserinin Risk Faktorleri

HCC vakalarinda %90 oraninda etken olarak kronik karaciger hastalifi ve siroz
gosterilmektedir. Farki etiyolojilerden kaynaklanmakta olan siroz’un HCC i¢in en 6nemli
risk faktorii oldugu ve yillik 6liim insidansinin %1-6 oldugu gézlemlenilmistir [15], [16],
[17], [18].

HCC’nin diger risk faktorleri sunlardir; Hepatit B viriisii enfeksiyonu, Hepatit C viriisti
enfeksiyonu, Hepatit D viriisii enfeksiyonu, Alkol, Metabolik Sendrom, Diyabet ve
Obezite, NASH, Alkolsiiz Yagh Karaciger Hastaligi (NAFLD), Aflatoksin B1, Tiitiin,
Diyet Faktorleri, Yas, cinsiyet ve diger etkenler, Genetik faktorlerdir [17], [18].
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Sekil 2 Cografi bolgelerine ve etiyolojisine gére HCC insidansi gosterilmektedir [19].

HCC demografik 6zellikleri agisindan incelendiginde ¢ogu popiilasyonda insidans yas ile
dogru orantilidir. Yas arttikca risk de artmaktadir. Cinsiyet bazindan olayi ele aldigimizda
erkeklerde goriilme sikligi kadinlarda goriilme sikligina gore iki veya dort kat daha
fazladir. 2016°da ABD’de yapilmis bir ¢alismaya gore 100.000 insan iizerinde insidans
orani erkeklerde 10.4 iken kadinlar 2.9’dur. 2001°de ABD’de yapilan ¢alismada asyalilar
ve pasifik adalilarda 100.000 insanda insidans 11.3 olarak hesaplanmistir ve en yiiksek
HCC oranina sahip oldugu gosterilmistir ancak bu oran diismeye baslamistir. 2016°da
yapilan caligmada Amerikan kizilderililer ve alaska yerlileri insidans oraninda 11.4 olarak
en yiiksek insidans olmustur ve siralamanin devaminda hispanikler 9.8, Asyalilar ve
pasifik adalilar 9.1 insidansa sahiptirler. Sonu¢ olarak HCC insidansi cinsiyet, yas, irk ve

cografi bolge agisindan bakildiginda degiskenlik gostermektedir [20].

HCC wvakalarinin yaklasik olarak %80'i, Dogu Asya’da kronik hepatit B virlisii
tastyicilarinin benzer yiiksek prevalans modeli goézlemlenmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde yapilan calismadaki elde edilen sonuglara gére HCC insidanst son kirk
yilda ¢ kat artti, bu da muhtemelen kronik hepatit C’den kaynaklanmaktadir. HCC
hastalarinda 6ngoriilen bu artisa artik artan obezite prevalansinin ve buna bagli yagh
karaciger hastaliginin neden olduguna inanilmaktadir. ABD'deki niifusa dayali ¢aligmalar,

HCC dagiliminin, Asyalilar/Pasifik Adalilar (API'ler) gibi cesitli itk ve etnik gruplar



arasinda farklilik gosterdigini, diger Kafkasyalilar ve Hispaniklerle karsilastirildiginda
daha yiksek HCC oranlarmma sahip oldugunu gostermistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde HCC i¢in bildirilen ortalama bes yillik sagkalim orant %14'tiir ve

gelismekte olan iilkelerde bu durumun daha da kotii olmas1 muhtemeldir [21].
Hepatit B viriisii enfeksiyonu

Hepatit B viriisi (HBV), karaciger hiicrelerinde mutasyonu tesvik eden ve HCC’ye
doniisiimiine sebep olan nekro-inflamatuar hastalig1 indiikleyen DNA viriisiidiir. HBV
tastyicilarinda hayat boyu HCC olma riski %10-25 arasinda degismektedir. HBV
enfeksiyonu HCC vakalarindaki asya ve afrika bolgesinde %60’lik, bat1 bolgesinde
%20’lik orandan sorumludur [22], [23]. ABD’de HCC goriilme sikligi {izerine yapilan bir
aragtirmada %0,42 oldugu sonucuna varilmistir ancak bu oran HBV enfeksiyonu veya

siroz hikayesine bagli olarak degisiklik gosterebilir [22], [23], [24], [25], [26]

Yapilan calismalarda, HBV enfeksiyonu antiviral ile tedavi edildiginde, HBV-DNA
diizeylerinde diislis saglayabildigini ve karaciger fonksiyonu ile histolojiyi
tyilestirebildigi goOstermistir. Kullanilmakta olan ilaglardan birincisi niikleos(t)it
analoglaridir (NA'lar). Elde edilen bulgular sonucunda NA tedavisinin kisa ve orta vadeli
stireglerde HCC riskini azaltabilecegi ancak ortadan kaldiramayacagi gosterilmistir [27],
[28], [29], [30] . HBV asilama programi 6nemli bir HCC 6nleme stratejisidir. Tayvan'daki
neonatal HBV asilama ¢alismalarina yonelik elde edilen 30 yillik rapora bakildiginda,
asilama programinin ardindan HCC’nin goriilme sikliginin %80 oraninda azaldigi ve

mortalitenin %92 azaldig1 sonucuna varilmistir [23], [31], [32], [33].
Hepatit C viriisii enfeksiyonu

Kronik HCV enfeksiyonu, HCC i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biridir ve riski 10 ila
20 kat artirir. HCV, konagin DNA’sina entegre olmayan bir RNA viriisiidiir ve bu nedenle
tek bagina tiimor olusumuna sebep olmasi pek olasi1 degildir. Aksine, HCV ile iligkili HCC
vakalarinin yaklasik %90'1inda siroz 6nceden olusmustur. Bu nedenle, HCV karacigere
tekrarlanan hasar, rejenerasyon ve fibroz yoluyla tiimor olusumunu tesvik eder [34], [35].
HCV ile iliskili sirozu olan kisilerde yillik HCC insidans1 %0,5 ile %10 arasinda
degismektedir. Gelismis iilkelerdeki HCC’lerin biiytiik bir kismi1 kronik HCV ile iliskilidir.



HCV, HCC gelisme riskini neredeyse 17 kat arttirir. Siroz, en 6nemli risk faktoriidiir ve
bu risk alkol kullanim1, Hepatit B viriisii ( HBV) ile koenfeksiyon, diyabet, ileri yas, Afro-
Amerika 1rki ve sigara kullanimi gibi diger faktorlerle birlikte daha da artmaktadir. HCV
enfeksiyonu genellikle uzun yillar boyunca belirti géstermez. Bu nedenle, tarama ile erken
teshis ve ardindan tedavi, HCV ile iliskili siroz ve sonrasinda karaciger kanseri geligme

riskini 6nemli dl¢lide azaltmak i¢in dnemlidir [34], [35], [36], [37].

Aktif HCV enfeksiyonu olan kisiler HCC riski birgok faktorden etkilenmektedir. Bu
faktorlere bakildiginda, erkeklerde HCC riski kadinlara gore daha yiiksektir. Hispanik
kokenli kisilerde HCC riski diger etnik kokenlerden daha yiiksektir [38], [39]. HCV
genotip 3 en yliksek HCC riski ile iligkilidir. HCV ile daha uzun siire enfekte olan kisilerde
HCC riski daha ytiksektir. HBV veya HIV ile koenfeksiyon, HCV ile iligkili HCC riskini
instilin direnci, obezite ve diyabet gibi metabolik sendrom bilesenleri, tiitiin ve alkol

kullanimi1 HCC riskini arttirir [38], [39], [40], [41]

HCC riskini azaltmanin en énemli yolu: Antiviral tedavi yoluyla siirekli virolojik yanit
(SVR) elde etmektir. Dogrudan etkili antiviral (DAA) tedavisi, SVR’ye ulasan kisilerde
HCC riskinin %50-80 oraninda azaldigini gostermistir [42], [43], [44]. SVR ile bile HCC
riski tamamen ortadan kalkmaz: Ozellikle sirozlu hastalarda. SVR elde eden hastalarda
HCC riski, alkol kullanimi, ileri yas, HCV genotip 3 enfeksiyonu ve yiiksek hepatik
fibrozis belirtecleri ile iligkili olarak daha ytiksektir. SVR’ye ulasan hastalarda bile diizenli
HCC taramasi 6nemlidir. SVR’ye ulasan hastalar 1, 2 ve 3 yillik kiimiilatif HCC riskleri
sirastyla %1,1, %1,9 ve %2,8’dir [45], [46], [47], [48]. Bu riskin yiiksek oldugu grup ise
sirozlu hastalardir (%1,0-2,2). Sonug olarak, aktif HCV enfeksiyonu olan kisilerde HCC
riski, cesitli faktorlerden etkilenir. SVR elde etmek, HCC riskini 6nemli olgiide
azaltmanin en etkili yoludur. Ancak SVR ile bile bazi risk faktérlert HCC riskini
arttirabilir. Bu nedenle, SVR’ye ulasan hastalarin da diizenli HCC taramasi yaptirmalari

onemlidir[38], [39], [40], [41], [42], [43], [44], [45], [46], [47], [48], [49], [50], [51].

Hepatit D viriisii enfeksiyonu
Hepatit D viriisii (HDV), sadece Hepatit B viriisii (HBV) tasiyan kisileri etkileyen ve
HBV'ye kiyasla daha ciddi karaciger hastaligina yol acabilen bir RNA viriisiidiir. HDV,

diinya ¢apinda 20-40 milyon insani etkilemektedir ve karaciger kanseri (HCC) riskini



onemli dl¢lide artirmaktadir [52], [53]. HDV'nin karsinogenezi, hiicresel sinyal yollarini
ve genomik profili etkileyerek gerceklesir. Bu mekanizmalar, HBV ile iligkili HCC'den
farklidir ve HDV'nin HCC'ye 6zgii bir etken oldugunu gosterir. HDV ile iligkili HCC'nin
molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak anlasilmis degildir. Daha fazla bilgi edinmek
icin ¢ok merkezli calismalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismalar, HDV'nin karsinogenezdeki
roliinii daha iyi anlamamizi ve viral iligkili HCC'nin farkli formlar1 arasindaki farklar

belirlememizi saglayacaktir [52], [53], [54], [55], [56].
Alkol

Asirt alkol tiiketimi, karaciger kanseri (HCC) i¢in énemli bir risk faktoriidiir. Giinde 3
veya daha fazla igecek tiiketen kisilerde HCC riski %16 artar [9], [43]. Alkol sirozunun
yillik insidans1 %1 ile %3 arasinda degismektedir ve HCC vakalarinin %15-30'unu
olusturmaktadir. Alkol, HBV gibi diger viriislerden kaynaklanan HCC riskini de artirir.
Alkoliin HCC'ye neden olma mekanizmasi tam olarak anlagilamamaistir, ancak alkole 6zgii
bazi pro-timorojenik mekanizmalar oldugu distiniilmektedir. Daha diisiikk alkol
tilkketiminin (glinde 3'ten az igecek) HCC riski iizerindeki etkisi net degildir. Alkoliin HCC
riskiyle iligkisi, diyabet durumuna goére de degisebilir [56], [57], [58]. Diyabeti olmayan
kisilerde, daha diislik alkol tliketimi riski %35 oraninda azaltabilirken, diyabetiklerde
herhangi bir azalma goriilmez. Alkoliin HCC riskiyle iligkisi kadinlarda erkeklere kiyasla
daha giiclii olabilir. Bunun nedeni alkol dehidrojenaz aktivitesindeki farkliliklar veya
kadnlar ile alkol ve siroz arasinda daha gii¢lii bir iliski olmasi olabilir. Agir igiciligi
inceleyen bir meta-analizlerde, alkoliin kadinlarda neredeyse dort kat artan riskle iligkili
oldugu, ancak erkeklerde yalnizca %59 oraninda artan riskle iligkili oldugu goriilmektedir.
Alkol, siroz riskini 6nemli dl¢tide artirir. Bu sebeple sirozlu hastalarda HCC gelisme riski
de onemli Ol¢lide artmaktadir. Alkol tiiketimine bagli olarak gelisen sirozun yillik
insidanst %1 1ile %3 arasinda degismektedir ve HCC vakalarmin %15-30'unu
olusturmaktadir. Asir1 alkol tiiketimi, karacigere ciddi zararlar verebilir ve HCC de dabhil
olmak iizere bir¢ok saglik sorununa yol acabilir. Alkol tiiketimini sinirlamak veya
tamamen birakmak, karaciger sagliginizi korumak ve karaciger kanseri riskini azaltmak
icin énemlidir [9], [43], [56], [57], [58], [59], [60], [61], [62].



Metabolik Sendrom, Diyabet ve Obezite

Metabolik sendromun (diyabet, obezite, yliksek tansiyon ve kolesterol) artmasi, karaciger
kanseri (HCC) riskini 6nemli 6l¢iide artirdigini gostermektedir. 2014 tarihinde yapilan bir
calismaya gore meta-analiz, metabolik sendromun HCC riskini %81 oraninda artirdigini
tahmin etmistir. Metabolik sendromun bir bileseni olan dislipidemiyi statinlerle tedavi
etmek, riski %37-42 oraninda azaltabilir [24], [57], [63]. Cesitli ¢alismalarda diyabetin
HCC riskini 2 ile 3 kat artirdig1 goriilmustiir. Erkeklerde diyabet, HCC riskinde kadinlara
kiyasla daha fazla artiga neden olur. Daha uzun diyabet siiresi, daha yiiksek HCC riski ile
iliskilidir. Tip 2 diyabetin metformin ile tedavisinin HCC riskini azalttig1, insiilin veya
stilfoniliirelerle tedavinin ise riski artirdigi distintilmektedir. Yetiskinlerde asiri
abdominal yaglanmanin HCC riskini onemli 6l¢giide artirdigi bilinmektedir [64], [65],
[66]. Calismalarda, yaglanmanin daha erken yaslarda da HCC riskini artirabilecegini
gostermektedir. Erken yasta obezite, HCC riskini 2 ile 3 kat artirabilir. Bel ve kalca
cevresi, obezitenin Ol¢iisii olarak BMI'dan daha dogru bir gosterge olabilir. Bel ¢evresi
yiiksek olan kigilerde HCC riski 2 kat artmaktadir. Asir1 karin boyutu, BMI'si normal olan
kisilerde bile HCC riskinin artmasiyla iliskilidir [24], [57], [63], [64], [65], [66], [67],
[68], [69], [70].

Alkolden bagimsiz karaciger yaglanmasi (NAFLD)

Alkolsliz yaglh karaciger hastaligt (NAFLD), karacigerde anormal miktarda yag
birikmesiyle karakterize edilen bir karaciger hastaligidir. Alkol tiiketmeyen kisilerde de
goriilebilir. NAFLD'nin iki ana tiirii vardir: Alkol Olmayan Yagli Karaciger (NAFLD),
karacigerde yag birikmesinin en yaygin tiiriidiir ve alkol tikketimi ile iligkili degildir. Alkol
Olmayan Steatohepatit (NASH), NAFLD'nin daha siddetli bir seklidir ve karaciger iltihabi
ve hasarma yol acabilir. NASH, siroz ve HCC de dahil olmak iizere karaciger
hastaliklarinin 6nde gelen bir nedenidir [34], [43], [56]. NAFLD'nin genellikle herhangi
bir belirtisi yoktur. Ancak, bazi kisiler su belirtileri yasayabilir; yorgunluk, karin agrisi,
karacigerde biiylime, istahsizlik, mide bulantisi ve kusma. Risk faktorlerine baktigimizda,
obezite veya fazla kilolu olmak, diyabet, yiiksek kolesterol, yiiksek tansiyon, yaslanma,
aile Oykiisii, belirli ilaglardir. NAFLD, kan testleri, karaciger ultrasonu veya karaciger

biyopsisi gibi goriintiileme testleri kullanilarak teshis edilebilir. NAFLD i¢in su anda



onaylanmis bir tedavi yoktur [63], [71]. Ancak, NAFLD'yi yonetmenin ve karaciger
hasarin1 6nlemenin en iyi yolu kilo vermek ve saglikli bir yasam tarzi benimsemektir.
Saglikli bir diyet yapmak, diizenli egzersiz yapmak diyabet ve yliksek tansiyon gibi diger
risk faktorlerini kontrol altina almaktadir. NAFLD icin bazi potansiyel tedaviler
gelistirilmektedir. Bu tedaviler, karacigerdeki yag birikimini azaltmaya veya iltihab1 ve
hasart onlemeye yardimci olabilir. NAFLD, HCC i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir.
NAFLD' kisilerde HCC riski énemli 6l¢iide artar. NASH'li kisilerde HCC riski, HCV
veya HBV ile iligkili sirozlu kisilerdekine kiyasla daha diisiiktiir. NAFLD ile iliskili
HCC'lerin %20-30'u sirozsuz karacigerlerde gelisir [34], [43], [56], [63], [71], [72], [73],
[74].

Aflatoksin B1 (AFB1)

AFBI1, Aspergillus mantar1 tarafindan {iretilen bir mikotoksindir. Bu mantar, sicak ve
nemli ortamlarda depolanan misir, yer fistig1 ve agac yemisleri gibi gidalarda yaygin
olarak bulunur. AFB1, HCC i¢in en dnemli risk faktorlerinden biridir. Hayvan deneyleri
ve insan c¢alismalari, AFB1'in DNA'ya zarar verebilecegini ve p53 tiimor baskilayici
geninde mutasyonlara yol agabilecegini goOstermistir. Bu mutasyonlar, HCC'nin
gelismesine katkida bulunur. Kronik AFB1 maruziyeti, siroz, karaciger yetmezligi, zayif
bagisiklik sistemi ve biiyiime geriligi gibi diger saglik sorunlarina da yol agabilir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan Grup 1 kanserojen olarak siniflandirilmistir. AFB1'e
maruziyet, kontamine gidalari tiiketerek olusur. En yiiksek riskli gidalar misir, yer fistig1,
badem, fistik ve ceviz olarak bilinmektedir. AFB1'e maruziyeti 6nlemek i¢in, HBV asis1
yaptirilabilir. HBV enfeksiyonu, AFBI1 ile birlikte oldugunda HCC riskini 6nemli dlgiide
artirir. Bu nedenle, HBV asis1 yaptirmak 6nemlidir. Gidalarin test edilmesini saglanabilir,
misir, yer fistigi ve aga¢ yemisleri gibi gidalarin AFB1 kontaminasyonu igin test
edilmesini saglanmalidir. Yiiksek riskli bolgelerde yasiyorsaniz dikkatli olunmalidir.
Asya ve Afrika'da yastyorsaniz veya bu bolgelere seyahat ediyorsaniz, kiiflii veya hasarli
gidalardan kacinilmalidir. Son 15 yilda, AFB1 ve HCC arasindaki iliskiyi inceleyen bir
dizi epidemiyolojik ¢alisma yapilmistir. Bu calismalar, AFB1 maruziyetinin HCC riskiyle
onemli Olgiide iligkili oldugunu gostermistir [34], [43], [75], [76]. Cin'de yapilan
calismada, AFB1 metabolitlerini idrarla atilimi olan kisilerin HCC riskinin 4 kat, HBV
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tagtyicilarinin riskinin 7 kat arttig1 goriilmiistiir. Her iki faktoére de maruz kalan kisilerin
riski ise 60 kat artmigtir. Afrika'da yapilan bir calismada, AFB1 maruziyeti ile HCC riski
arasinda giiclii bir iligki oldugu ve bu riskin 6zellikle HBV enfeksiyonu olan kisilerde

yiiksek oldugu goriilmiistiir [75], [76].

Vinil Kloriir (VCM)

Vinil kloriir (VCM), plastik ve diger sentetik iirlinlerin {iretiminde kullanilan yaygin bir
kimyasaldir. Fabrika iscilerinde VCM'ye maruz kalmanin karaciger kanseri, 6zellikle de
anjiyosarkom adi verilen nadir bir kanser tiirli riskini artirdig1 bilinmektedir. VCM'nin
DNA'ya zarar vererek ve p53 tiimor baskilayict genini inaktive ederek anjiyosarkoma
neden oldugu diisiiniilmektedir. VCM maruziyeti, siroz ve karaciger yetmezligi gibi diger
ciddi karaciger hastaliklarina da yol agabilir. Uzun siireli VCM maruziyeti, karacigerde
hasara ve iglev bozukluguna yol agarak siroza yol agabilir. Siroz, karaciger yetmezligine

ve oliime yol agabilen geri doniilemez bir durumdur [9], [77], [78].

Tiitiin

Sigara i¢menin, 6zellikle HCC ve intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC) olmak iizere
karaciger kanseri riskini 6nemli Olc¢lide artirdigi bilinmektedir. ABD'deki yapilan bir
calismada en biiyiik kohortlardan biri kullanilarak sigara icmenin HCC ve ICC riski
tizerindeki etkisinin ayrintili bir incelemesi gozlemlenmistir [9], [43]. Sigara igmenin
HCC riski tizerindeki etkisine bakildiginda, sigara icenlerde HCC riski %51 oraninda
artmaktadir. Eskiden sigara i¢enlerde HCC riski %24 oraninda artmaktadir. Sigaray1 30
yildan uzun siire dnce birakanlarda HCC riski sigara i¢gmeyenlerle benzer seviyelere
diismektedir. HBV veya HCV ile enfekte kisilerde sigara igmek, HCC riskinin %29-60
oraninda artmasina neden olmaktadir [9], [43], [79], [80].

Diyabet

Diyabet, diinya ¢apinda yaygin bir saglik sorunudur ve karaciger hastaliklar1 ve HCC i¢in
Oonemli bir risk faktoriidiir. Vaka kontrol ve kohort ¢aligmalari, diyabet ile HCC arasinda
anlamli bir pozitif iliski oldugunu gostermistir. Diyabetli hastalarda HCC insidansi,

diyabetsiz hastalara kiyasla 2-3 kat daha yiiksektir. Bu iliskinin altinda yatan
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mekanizmalar tam olarak anlasilmasa da diyabetin karaciger iltihabi, oksidatif stres,
insiilin direnci ve karaciger yaglanmas1 gibi HCC gelismesine katkida bulunabilecek
bircok faktore yol actig1 diistintilmektedir. Hem tip 1 hem de tip 2 diyabet, HCC riski ile
iliskilidir. Fakat tip 2 diyabet, daha yaygin olmasi ve daha uzun siireli kan sekeri kontrol
eksikligi riski tagimasi nedeniyle HCC'ye daha giiclii bir sekilde katkida bulunur.
Metformin ve tiazolidinedionlar (TZD'ler) gibi diyabet ilaglarinin HCC riskini
azaltabilecegi gosterilmistir. Metformin, AMPK aktivasyonu yoluyla insiilin duyarliliginm
artirir ve glikoz metabolizmasini diizenler. Metformin, diyabetli hastalarda HCC riskini
%20-30 oraninda azaltabilir. TZD'ler, PPARy reseptoriinii aktive ederek insiilin direncini
azaltan bir ilag sinifidir. Pioglitazon ve rosiglitazon, Cin'de mevcut olan iki TZD'dir. Bazi
caligmalar TZD'lerin diyabetli hastalarda HCC riskini %10-20 oraninda azaltabilecegini
gostermistir [9], [81].

Yas, cinsiyet ve diger etkenler

HCC'nin kiiresel yas dagilimi, cinsiyet ve cografi bolgelere gore dnemli ol¢iide degisiklik
gostermektedir. HCC riski yagla birlikte artar ve 70 yas ve lizeri kisilerde en yiiksektir.
HCC, erkeklerde kadinlara kiyasla 2-3 kat daha yaygindir. Cinsiyet hormonlarmin HCC
gelisimi lizerinde farkli rolleri olabilecegi one siiriilmiistiir. Diigiik Riskli Bolgeler (ABD,
Kanada, Birlesik Krallik): En yiliksek oranlar 75 yas ve tlzeri kisilerde goriliir. Yiiksek
Riskli Asya Bolgeleri (Hong Kong, Sangay): En yiiksek oranlar 75 yas ve tizeri kisilerde
goriiliir. Yiiksek Riskli Afrika Bolgeleri (Gambiya, Mali): Erkeklerde en yliksek oranlar
60-65 yaslarinda goriilirken, kadinlarda en yiiksek oranlar 65-70 yaslarinda goriiliir ve
daha sonra diiger [9], [56].

Genetik faktorler

Detoksifikasyon Enzimleri: Sitokrom P-450'ler, N-asetil transferazlar ve glutatyon S-
transferazlar (GST'ler) gibi detoksifikasyon yollarinda rol oynayan enzimlerin
genlerindeki polimorfizmler, HCC riski ile iligkilendirilmistir. Kronik karaciger hastalig
ve inflamatuar yanit (6rnegin, interldkin 1f, IRN) ve DNA onarimi (6rnegin, XRCC1)
gibi karsinogenezle iliskili biyolojik yollarda rol oynayan genlerin polimorfizmleri de

HCC ile iligkilidir. Alkol veya aflatoksin (6rn. ADH3, ALDH2, EPHX1) gibi HCC i¢in
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spesifik etiyolojik risk faktorlerine maruz kalmanin etkilerini hafifletmede veya
siddetlendirmede rol oynayan genlerin polimorfizmleri de incelenmistir. Hemokromatoz
(HFE), alfa 1-antitripsin eksikligi (SERPINAI1), glikojen depo hastaliklar1 (G6PC,
SLC37A4), porfiriler (HMBS, UROD), tirozinemi (FAH) ve Wilson Hastaligi (ATP7B)
gibi kalitsal hastaliklarla iliskili gen mutasyonlari da HCC riskini artirabilir [9], [14], [43].
HBV veya HCV'nin faktdr oldugu Asya popiilasyonlarinda gerceklestirilen GWAS
(Genom Capinda Iliskilendirme Calismalar1) calismalar;, en yaygin olarak HLA
bolgesinde bulunanlar (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, MIKA) olmak iizere bir dizi lokus
ile iliskili olarak risklerin arttigini bildirmistir. HCC tiimor baskilayici geni barindirabilen
bir bolge olan 1p36.22 kromozomuyla eslesir. Bu bolgedeki KIF1B geninin apoptozla
iligkili oldugu gosterilmistir. STAT4, GRIK1, EFCABI11 ve EFCABI1 ile iligkiler de
bulunmustur. Asyali olmayan popiilasyonlarda PNPLA3 genindeki bir polimorfizmin
HCC ile iligkili oldugu gosterilmistir. Rs738409 SNP'nin ilk olarak NAFLD ile iliskili
oldugu, risk aleli agisindan homozigot kisiler arasinda 4 kat, heterozigotlar arasinda ise

neredeyse 2 kat artan risk saglamaktadir [9], [14], [43], [82], [83]

2.1.3 Karaciger Kanserinde Temel Molekiiler Mekanizmalar

HCC, diinya ¢apinda en yaygin kanser tiirlerinden biridir ve her yil ylizbinlerce insanin
oliimiine neden olmaktadir. HCC'nin gelisimi, proto-onkogenlerin ve anti-onkogenlerin
aktivasyonu ve inaktivasyonu arasindaki dengedir. Proto-onkogenler, hiicreleri ¢cogalma
dongiisiine girmeye tesvik eden genlerdir. Saglikli hiicrelerde diisiik seviyelerde eksprese
edilirler veya hi¢ eksprese edilmezler. Cevresel faktorler, proto-onkogenlerde
mutasyonlara neden olabilir ve bu da onlar1 onkogenlere donistiiriir. Onkogenler,
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina ve kansere yol agan aktif kanser genleridir. Anti-
onkogenler, hiicre biliylimesini ve farklilasmasini diizenleyen genlerdir. Normal
hiicrelerde eksprese edilirler ve hiicrelerin cogalma dongiisiine girmesini engelleyebilir,
terminal farklilagsmay1 ve hiicre apoptozunu indiikleyebilirler. N-Ras ve HBV X Proteini,
HCC'de en yaygin proto-onkogendir. HBV X proteini, viral bir onkoproteindir ve hiicresel
sinyal yollari, transkripsiyonel diizenlemeler, hiicre dongiisii ilerlemesi, DNA onarimi,
apoptoz ve genetik stabilite lizerinde ¢ok islevli aktiviteleri nedeniyle HCC ile iliskilidir.

BTG2, anti-proliferatif gen ailesinin bir liyesidir ve hiicre proliferasyonunu inhibe eder.
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BTG2 ekspresyonu HCC'de onemli 6lgiide azalir ve p53 ekspresyonu ile pozitif
korelasyon gosterir. Proto-onkogenler ve anti-onkogenler arasindaki dengenin bozulmasi,
HCC'nin gelismesinde 6nemli rol oynar. Bu genlerin aktivasyonu ve inaktivasyonu, hiicre
cogalmasi, farklilasma ve apoptoz gibi kritik hiicresel siiregleri etkileyebilir. Bu genlerin
islevini daha iyi anlamak, HCC'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistirmeye
yardimci olabilir [84], [85], [86]

HCC'de en sik goriilen molekiiler sapma tiirleri telomer kisalmasi, kopyalama numarasi
varyasyonlari, tek niikleotid varyantlar1 ve kiigiik silmeler, epigenetik modifikasyonlardir.
HCC vakalarinda en yaygin kromozomal degisiklikler 1q, 6p, 8q, 17q ve 20q
kromozomlarindaki amplifikasyonlar ve 1p, 4q, 5q, 69, 8p, 13qg, 16q ve 17p
kromozomlarindaki delesyonlardir. HCC'de en sik mutasyona ugrayan tiimor baskilayici
genler p53, pRb, p21 ve PTEN olarak belirlenmistir. Proto-onkogenler ise Ras, c-fos, c-
erb2 ve c-myc’dir. p5S3 geni, hiicre dongiisii ilerlemesi, DNA onarimi ve apoptozun
diizenlenmesinden sorumlu bir tiimor baskilayici gendir. HCC'nin %30-60'inda p53
mutasyonlar1 gézlenmistir. Bu mutasyonlar, AFB1 gibi kanserojenlere maruz kalma ve

HCYV enfeksiyonlar1 dahil olmak tizere gesitli faktorlerden kaynaklanabilir [87], [88], [89].
2.1.3.1 Hiicre Déngiisti

Hiicre dongiisii, okaryot hiicrelerin genomik DNA'larmi kopyalayip ikiye boldiigii ve
ardindan iki yavru hiicreye ayrildig1 karmasik ve diizenlenmis bir siiregtir. Bu siirec,
hiicrelerin ¢ogalmasini ve dokularin onarilmasini saglar. Hiicre dongiisii kontrolii, DNA
replikasyonunun ve hiicre boliinmesinin dogru bir sekilde gergeklesmesini saglayan bir
dizi molekiiler mekanizmadan olusur. Bu kontrol mekanizmalari, DNA hasar1 gibi
anormallikleri tespit ederek ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurarak hiicrelerin
hasarlt DNA'y1 onarmasina veya apoptoza (programlanmis hiicre 6liimii) girmesine zaman
tanir [90], [91], [92] . Hiicre dongiisii, dort ana asamadan olusur (Sekil 3). G1 Asamast
(Biiyiime 1 Asamasi): Bu asamada hiicreler DNA replikasyonuna hazirlanir. Hiicreler,
bliytime faktorleri gibi dis sinyallere yanit verir ve hiicre dongiisiine girmeye karar verir.
G1 asamasinin son kontrol noktasi, hiicrelerin DNA hasar1 veya diger anormallikler i¢in
tarandigt G1/S ge¢is noktasidir. S Asamasi (Sentez Asamasi): Bu asamada DNA

replikasyonu gergeklesir. Kromozomlardaki DNA, DNA polimeraz enzimleri tarafindan
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kopyalanir. S asamasinin sonunda, her kromozomun iki

6zdes kopyast bulunur. G2

Asamasi (Biiylime 2 Asamasi): Bu asamada kromozomlar bdliinmeye hazirlanir.

Kromozomlar yogunlasir ve ¢ekirdek zar1 bozulmaya baslar. G2 asamasinin son kontrol

noktasi, M gecis noktasidir, burada hiicrelerin kromozom ayrimina hazir olup olmadigi

kontrol edilir. M Asamasi (Mitoz Asamasi): Bu asamada kromozomlar ayrilir ve hiicre iki

yavru hiicreye bollinlir. Mitoz, cekirdek bdoliinmesi (karyokinez) ve sitoplazmanin

boliinmesi (sitokinez) olmak iizere iki ana asamadan olusur. Mitozun tamamlanmasiyla

hiicre dongiisii tamamlanir ve iki yeni yavru hiicre olusur [92].
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Hiicre dongiisii kontrol noktalari, siklin-bagimli kinazlar (CDK'lar) ve siklinler ad1 verilen
proteinler tarafindan diizenlenir. CDK'lar, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan
enzimlerdir. Siklinler, CDK'larin aktivasyonu icin gerekli olan proteinlerdir. Farkli hiicre
dongiisti asamalarinda, farkli siklin-CDK kompleksleri aktiftir. Bu kompleksler, hiicre
dongiisii ilerlemesinde yer alan kritik proteinleri fosforile ederek hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini kontrol eder. G1/S Gegis Noktasi: Bu kontrol noktasi, G1 agamasinin sonunda
bulunur ve hiicrelerin DNA hasar1 veya diger anormallikler i¢in tarandig1 yerdir. DNA
hasar1 tespit edilirse, hiicre dongiisii durdurulur ve DNA onarilir. DNA onarilamazsa,
hiicre apoptoza girebilir. S Asamasi Kontrol Noktasi: Bu kontrol noktasi, S asamasi
stirasinda bulunur ve DNA replikasyonunun dogru bir sekilde gerceklestigini kontrol eder.
DNA replikasyonunda herhangi bir hata tespit edilirse, hiicre dongiisii durdurulur ve hata
diizeltilir. Hata diizeltilemezse, hiicre apoptoza girebilir. G2/M Gegis Noktasi: Bu kontrol
noktasi, G2 asamasinin sonunda bulunur ve kromozomlarin bdliinmeye hazir olup
olmadigint kontrol eder. Kromozomlarda herhangi bir anormallik tespit edilirse, hiicre
dongiisii durdurulur ve anormallikler diizeltilir. Anormallikler diizeltilemezse, hiicre
apoptoza girebilir. M Asamasi Kontrol Noktasi: Bu kontrol noktasi, M asamasi sirasinda
bulunur ve kromozom ayrimini1 kontrol eder. Kromozom ayriminda herhangi bir hata
tespit edildiginde diizeltilmezse p53°lin aktivasyonu yolu ile hiicreyi apoptoza yonlendirir.
[93], [94]

Kanser hiicrelerinde, CDK-2 ve CDK-1'in aktivitesi genellikle artar ve bu da hiicre
dongiistiniin hizli ilerlemesine yol agar. Siklin D ve siklin E'nin ekspresyonu genellikle
artar ve bu da CDK-4 ve CDK-6'nin aktivasyonuna yol agar. Hiicre dongiisii kontrol

noktalar1 genellikle islevsizdir ve bu da DNA hasarinin birikimine yol acar [90], [92].
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Mitogenic Growth-inhibitory
signals signals

DNA damage

Sekil 4 Hiicre Dongiisiindeki Kontrol Noktalari ve Diizenleyici Proteinler [90].

2.1.3.2 PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolu

PIBK/Akt/mTOR yolu, hiicre biiylimesi, ¢ogalma, metabolizma ve hayatta kalma gibi
bir¢ok kritik hiicresel islevi diizenleyen karmasik bir sinyal iletisim yoludur (Sekil 5). Bu
yolun anormal aktivasyonu, kanser de dahil olmak iizere birgok hastalikla
iliskilendirilmistir. Bu nedenle, PI3K/Akt/mTOR yolu, kanser tedavisinde énemli bir
terapotik hedef haline gelmistir [84], [86].

PI3K, Fosfatidilinositalleri fosforile ederek PI3P iireten bir kinazdir. PI3P, hiicre sinyal
iletiminde 6dnemli bir rol oynar. Bu sinyaller, PI3K'y1 aktive ederek PI3P iiretimini tetikler.
PI3P, Akt'nin hiicre membranina taginmasini ve aktive olmasini saglar. PI3K'nin dort ana
sinifi vardir: 1, II, III ve V. Her smifin farkli islevleri ve diizenleme mekanizmalari vardir.
Bazi kanserlerde, PI3K genlerinde bulunan mutasyonlar, enzimi siirekli aktif hale
getirerek yolun hiperaktivitesine yol agabilir. Akt, PI3P tarafindan aktive edilen bir

serin/treonin kinazdir. Akt, hiicre biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in kritik olan bir dizi
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proteinin fosforilemesini ve aktivasyonunu saglar. Aktif Akt, mTOR da dahil olmak tizere
bir dizi protein kinazini aktive eder. U¢ ana Akt izoformu vardir (Aktl, Akt2 ve Akt3).
Her izoformun farkli hiicresel konumlar1 ve islevleri vardir. Akt, serin ve treonin
kalintilariin fosforile edilmesi yoluyla ¢esitli protein kinazlar ve fosfatazlar tarafindan
diizenlenir. MTOR, Protein sentezini ve hiicre biliylimesini diizenleyen bir kinazdir.
mTOR, PI3K/Akt yolunun birincil asag1 akis efektoriidiir ve hiicresel biiyiime ve
metabolizmanin ana diizenleyicilerinden biridir. mTOR, iki farkli protein kompleksi
halinde bulunur: mTORC1 ve mTORC2. Her kompleks, farkli bir dizi protein kinaz ve
fosfatazdan olusur ve farkli islevlere sahiptir. mTOR aktivitesi, ¢esitli faktorler tarafindan
diizenlenir, bunlara biiylime faktorleri, besin maddeleri ve enerji durumu dahildir. [95],
[96], [97]
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£ \_‘/
@ PH
PI3K
/:" {3 PDK!
¢ ¢
4
r" 4
l" 4
2’ ’
g ’I
o /’ TSC2 TSC1
g 1/
/
SOK “'/ | MDM2
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RAC1/CDC42
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Survival  Cytoskeletal Cell-cycle arrest, Apoptosis Cel-cycle, Ribosome biogenesis,
rearangement,  apoptosis, glucose metabolism mRNA translation, cell cycle entry,
transformation  DNA repair angiogenesis

Sekil 5 PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin sematik gosterimi [96].

PI3K/Akt/mTOR yolu, bir¢ok kanser tiiriinde hiperaktiftir. Bu durum, kanser hiicrelerinin

anormal bir sekilde biliylimesine ve ¢ogalmasina, ayrica apoptoza (programlanmis hiicre

18



olumii) karst direng kazanmasina yol agabilir. Kanserlerde gézlenen PI3K/Akt/mTOR
hiperaktivitesinin gesitli nedenleri olabilir. Bunlar; Bazi onkojenler, PI3K'y1 dogrudan
aktive ederek veya Akt ve mTOR'un aktivasyonunu tesvik ederek yolu aktive edebilir.
RAS, MYC ve PIK3CA mutasyonlari, PI3K/Akt/mTOR yolunun hiperaktivitesine yol
acabilen yaygin onkojenlere Ornektir. PTEN ve PHLPP gibi tiimor supresor genlerin
inaktivasyonu, PI3K'min aktivitesini artirarak ve Akt ve mTOR'un aktivasyonunu
engelleyerek yolu aktive edebilir. Buna ornek olarak; PTEN ve PHLPP genlerindeki
mutasyonlar veya delesyonlardir. Kanser hiicreleri, PI3K/Akt/mTOR yolunu aktive eden
biliylime faktorleri ve sitokinleri asir1 liretebilir veya bu sinyallere karst artan duyarlilik
gbsterebilir [95], [96], [97]. Ornegin; Kanser hiicreleri tarafindan iiretilen VEGF, IGF-1
ve IL-6 gibi faktorler, PI3K/Akt/mTOR yolunu aktive edebilir. Bu sinyal yolunu hedef
alan bir dizi tedavi yaklagimi gelistirilmistir bu tedavilerin mekanizmalari incelendiginde
asagidaki sonuglara ulasilmustir. PI3K Inhibitérleri, bu ilaglar, PI3K'nin aktivitesini farkli
sekillerde engelleyebilir. Stif | PI3K Inhibitdrleri, en ¢ok arastirilan PI3K inhibitrleridir
ve PI3K'nin p110 alfa ve beta alt birimlerini hedefler. Sinif A PI3K Inhibitorleri, PI3K'nin
p110 alfa alt birimini daha spesifik olarak hedefler. Diger PI3K Inhibitorleri, PI3K'nin
delta ve gama alt birimlerini hedefleyen diger inhibitérler de gelistirilmektedir. Akt
Inhibitérleri, Akt'nin aktivitesini dogrudan ATP (adenozin trifosfat) baglanma bdlgesini
bloke ederek engelleyebilir. Akt inhibitorlerinin kanser tedavisindeki klinik faydasi halen
arastirilmaktadir. MTOR Inhibitorleri, mTOR komplekslerinin (MTORC1 ve mTORC?2)
aktivitesini engelleyebilir. mTORC1 Inhibitdrleri, Rapamisin ve rapamisin analoglari,
mTORCI1 kompleksini hedefler ve protein sentezini baskilayarak kanser hiicrelerinin
biiyiimesini &nler. MTORC1/2 Inhibitrleri, hem mTORC1 hem de mTORC2
komplekslerini hedefler ve potansiyel olarak daha genis bir etki spektrumuna sahiptir.
Ancak inhibitorlerin bazi zorluklari mevcuttur. Kanser hiicreleri, PI3K/Akt/mTOR
yolunun inhibe edilmesine direng gelistirebilir. Bu direng, yolun farkli bir boliimiiniin
aktive olmas1 veya alternatif sinyal yollarinin kullanilmasiyla ortaya ¢ikabilir. Ornegin,
PI3K inhibitorlerine direng, Akt veya mTOR'un aktivasyonu yoluyla gelisebilir.
PI3K/Akt/mTOR inhibitdrleri, ishal, yorgunluk, cilt sorunlari, enfeksiyonlar ve kan sekeri
diizeylerinde yilikselme gibi yan etkileri nedeniyle bazi hastalarda 1iyi tolere

edilemeyebilir. PI3K/Akt/mTOR yolunun karmasikligi nedeniyle, bu yolu hedefleyen
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etkili ve giivenli ilaglar gelistirmek zordur[95], [96], [97], [98], [99]. Tablo 1’de bazi

ilaclar ve hedef genleri verilmistir.

Tablo 1 HCC Hiicrelerinde kullanilan ilaglar ve hedefleri [96].

ILAC HEDEF GEN | FENOTIP HCC HUCRE HATTI
Erlotin EGFR Hiicre Proliferasyonunda MHCC7H, PLC/RLF/5
azalma
AG1478 EGFR Hiicre Proliferasyonunda HEPG2
azalma
Lenvatinib AKT/mTOR Hiicre gogiinde ve HEPG2, HEP3B
biiyiimesinde azalma
GW2974 EGFR Apoptozun indiiklenmesi ve | HEPG2
hiicre ¢cogalmasinda azalma
Rapamycin mTOR Kanser kok hiicrelerinin HEP3B
biiyiimesini 6nlemek
AKT inhibitor VIII AKT Baskilanmig hiicre biiytimesi, | Huh7
indiiklenmis apoptoz
Wortmannin PI3K Indiiklenmis apoptoz HEPG2

2.1.3.3 NF-xB Sinyal Yolu

Niikleer faktor-kB (NF-kB), ¢esitli immiin ve inflamatuar siireclerde yer alan genis bir

gen ailesini diizenleyen indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri ailesini temsil eder. Bu

aile, hedef genlerin transkripsiyonuna aracilik eden NF-kB1 (ayn1 zamanda p50 olarak da

adlandirilir), NF-kB2 (ayn1 zamanda p52 olarak da adlandirilir), RelA (ayni zamanda p65

olarak da adlandirilir), RelB ve c-Rel dahil olmak iizere yapisal olarak iligkili bes tiyeden

olusur. Bu proteinler, ¢esitli hetero-dimer veya homo-dimerler halinde spesifik bir DNA

elemanina baglanarak islev goriir. NF-xB proteinleri normalde sitoplazmada, IkB ailesi

tiyeleri ve ankirin tekrarlar1 igeren ilgili proteinler tarafindan tutulan bir inhibitdr protein

ailesi tarafindan tutulur. Bugiline kadar en iyi ¢alisilan ve en 6nemli IkB ailesi iiyesi

IxBa'dir. Ek olarak, NF-xB1 ve NF-kB2'in 6ncii proteinleri olan p105 ve p100, IkB
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benzeri proteinler olarak gdrev yapar ¢linkii bunlarin C-terminal ucu, IkB'nin yapisina

benzer ve NF-kB inhibitor fonksiyonlarina sahiptir[100], [101], [102].

NF-kB'nin aktivasyonu iki ana sinyal yolu kanonik ve kanonik olmayan (veya alternatif)
olarak belirlenmistir. Her ikisi de sinyal mekanizmasindaki farkliliklara ragmen bagisiklik
ve inflamatuar yanitlar1 diizenlemek i¢in 6nemlidir. Kanonik NF-kB yolu, ¢esitli sitokin
reseptorlerinin ligandlari, model tanima reseptorleri (PRR'ler), TNF reseptorii (TNFR)
stiper aile liyelerinin yani sira T hiicresi reseptorii (TCR) ve B-hiicre reseptorii dahil olmak
tizere ¢esitli uyaranlara yanit verir. Kanonik NF-kB aktivasyonunun birincil mekanizmasi,
cok alt birimli bir IxkB kinaz (IKK) kompleksi tarafindan bdlgeye 6zgili fosforilasyon
yoluyla tetiklenen IkBa'nin indiiklenebilir bozunmasidir. IKK, iki katalitik alt birimden,
IKKa ve IKKP'dan ve NF-kB temel modiilatorii (NEMO) veya IKKy adi verilen
diizenleyici bir alt birimden olusur [103], [104], [105]. IKK, sitokinler, biiyiime faktorleri,
mitojenler, mikrobiyal bilesenler ve stres ajanlar1 dahil olmak tizere farkli uyaranlarla
aktive edilebilir. Aktivasyon tlizerine IKK, IxBa'y1 iki N-terminal serinde fosforile eder ve
bdylece proteozomda ubikuitin bagimli [kBa bozulmasini tetikler, sonucta pS0/RelA ve
p50/c-Rel kanonik NF-kB dimerlerinin hizli ve gegici niikleer translokasyonuna neden
olur. Kanonik olmayan NF-«B yolu, LTBR, BAFFR, CD40 ve RANK gibi TNFR siiper
aile iiyelerinin ligandlar1 dahil olmak {izere spesifik bir uyaran grubuna secici olarak yanit
verir. Ek olarak, kanonik olmayan NF-«xB aktivasyonu, IkBa bozunmasini igermez, bunun
yerine NF-xB2 oncii proteini p100'iin p52°ye islenmesine dayanir. Bu yol i¢in merkezi bir
sinyal molekiilii, p100 fosforilasyonuna aracilik etmek i¢in IKKa'y1 aktive eden ve islevsel
olarak isbirligi yapan NF-kB indiikleyici kinazdir (NIK). Bu da p100'iin ¢gogalmasini ve
islenmesini indiikler. p100'iin islenmesi, C-terminal IkB benzeri yapisinin bozulmasini
icerir, bu da olgun NF-kB2 p52'nin iiretilmesine ve kanonik olmayan NF-kB kompleksi
p52/RelB'nin niikleer translokasyonuna neden olur (Sekil 6) [103], [104], [105], [106],
[107], [108].
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Sekil 6 NF-kB sinyal yolaginin sematik gdsterimi [108].

NF-kB, inflamasyon, bagisiklik yaniti, hiicre sagkalimi, apoptozis, proliferasyon,
diferansiasyon, gelisme ve kanser gibi ¢esitli hiicresel siireglerde kritik roller oynayan ¢ok
yonlii bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB sinyal yolu, proinflamatuar sitokinlerin
(6rnegin, IL-1PB, TNF-a, IL-6) transkripsiyonunu indiikleyerek enflamasyonun
baslatilmasinda ve stirdiiriilmesinde rol oynar. Bu sitokinler, vaskiiler endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve sinovyal hiicreler gibi ¢esitli hiicre tiplerinde NF-kB aktivasyonunu
indiikleyebilir ve bu da daha fazla sitokin {iretimi, inflamatuar hiicre gécii ve doku hasari
ile sonuclanir. NF-xB, hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklik yanitinin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. B hiicrelerinin olgunlasmasi ve antikor tiretimi, T
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hiicrelerinin aktivasyonu ve sitokin {iretimi, dendritik hiicrelerin olgunlagsmasi ve antijen
sunumu gibi ¢esitli immiin siire¢lerde yer alir [102], [106]. NF-«xB, hiicre sagkalimini ve
apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii) dengeleyen c¢esitli anti-apoptotik genlerin
transkripsiyonunu diizenler. Bu nedenle, NF-kB aktivasyonu, hiicrelerin stres ve hasara
kars1 direncini artirarak hiicre sagkalimini destekler. NF-kB sinyal yolunun anormal
regiilasyonu, kanser gelisimi ve progresyonunda rol oynayabilir. NF-xB, timor
bliylimesini, invazyonu, metastazi ve kanser hiicrelerinin kemoterapiye direncini
destekleyen ¢esitli genlerin transkripsiyonunu indiikleyebilir. Bu nedenle, NF-kB yolunu
hedefleyen terapiler, kanser tedavisinde potansiyel bir rol oynayabilir. NF-xB
aktivasyonu, tiimor hiicrelerinin biiyiimesini, hayatta kalmasini, istilasini ve anjiyogenezi
tesvik ederek tiimor gelisimi ve ilerlemesi icin kritik dneme sahiptir. Bu nedenle, NF-xB
sinyal yolunu hedef alan terapdtik stratejiler, kanser tedavisinde umut verici bir

yaklagimdir [102], [106], [109] .

NF-kB, kanser hiicrelerinde siklin D1 ve c-Myc gibi pro-proliferatif genlerin
transkripsiyonunu indiikleyerek hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu tesvik eder. NF-
kB, BCL-2 ve BCL-XL gibi anti-apoptotik genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek hiicre
hayatta kalmasini saglar. NF-xB, matriks metaloproteinazlar (MMP'ler) gibi hiicre dis1
matrisi (ECM) bozucu enzimlerin transkripsiyonunu indiikleyerek tiimor hiicrelerinin
istilasin1 ve metastazini, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi pro-anjiyojenik
genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek tiimor vaskiilarizasyonunu, apoptotik hiicre
Oliimiinii indiikleyen genlerin transkripsiyonunu baskilayarak ve apoptoz direncini tesvik

eder [103], [104].

Kanser hiicrelerinde NF-«xB aktivasyonu, ¢esitli mekanizmalar yoluyla ger¢eklesebilir. En
yaygin mekanizmalardan bazilar1 sunlardir; KRAS, BRAF ve PI3K gibi birgok onkojen,
NF-kB sinyal yolunu dogrudan veya dolayli olarak aktive edebilir. Kanser mikro ortami1
genellikle kronik inflamasyon ile karakterize edilir ve bu da NF-«kB aktivasyonuna yol
acan pro-inflamatuar sitokinlerin ve diger faktorlerin salinimina yol acar [104], [109].
DNA hasari, NF-kB aktivasyonunu tetikleyen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini
indiikleyebilir. NF-kB'min inhibitorlerinden bazilar1 kanserle ilgili mekanizmalari

calisilmaktadir bunlardan bazilari, IKK inhibitorleri, IKK kompleksinin aktivitesini bloke
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ederek NF-«kB aktivasyonunun ilk basamaklarini hedeflemektedir. IKK inhibitérlerine
ornek olarak SM3068, BAY 11-7082 verilmektedir. PS-1145 ve GSK-872 IkB
proteinlerinin yapisina benzer molekiillerdir. Bu molekiiller NF-xB p50 ve p65 alt
birimleri ile etkileserek c¢ekirdeki DNA'ya baglanmalarin1 engeller. IkBa proteininin
yikimi proteazomlar tarafindan gerceklestirilir. Proteazom inhibitdrlerinden olan
Bortezomib ve Carfilzomib IxBa yikimmi engelleyerek dolayli olarak NF-xB
aktivasyonunu baskilar. Kurkumin, Resveratrol antioksidanlart NF-kB aktivasyonunda
rol oynayan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {liretimini azaltarak dolayl1 bir inhibe edici
etki gosterebilirler. Antisens oligoniikleotidler, NF-kB mRNA'sinin transkripsiyonunu
veya translasyonunu bloke ederek NF-xB ekspresyonunu azaltir. Bazi NF-xB
inhibitoérleri, multipl miyelom ve lenfoma gibi belirli kanser tiirlerinin tedavisinde FDA

tarafindan  onaylanmistir. Diger inhibitorler ise halen klinik denemelerde

arastirilmaktadir[104], [109], [110].
2.1.3.4 Apoptotik Mekanizmalar

Apoptoz, anormal veya gereksiz hiicrelerin viicut tarafindan diizenli bir sekilde
temizlenmesini saglayan programlanmis bir hiicre oliim seklidir. Kaspazlar, apoptotik
mekanizma i¢in kritik 6dneme sahip olan apoptozu baslatan ve yiiriiten molekiillerdir ve
hem digsal hem de igsel yollar araciligiyla aktive edilebilirler [111], [112]. Dissal-
Ekstrinsik yol, olim reseptorleri (Fas, TNFR1) gibi hiicre yiizeyindeki reseptorlerin
aktivasyonu ile baslatilir ve bu da kaspaz 8'in aktivasyonuna yol acar. Aktive olan kaspaz
8, diger kaspazlar aktive ederek apoptotik programi baslatir [114], [116]. I¢sel-Intrinsik
yol, mitokondriyal disfonksiyon, DNA hasar1 veya oksidatif stres gibi faktorler tarafindan
tetiklenir ve sitokrom c¢ salinimina ve apoptozom olusumuna yol acar. Apoptozom, kaspaz
9'u aktive ederek apoptotik programi baslatir (Sekil 7) [111], [112], [113], [114], [115],
[116], [117], [118]
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Sekil 7 Apoptoz yolaginin semasi [119].

Kanser hiicreleri, apoptozdan kagmak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirerek apoptoz
direnci kazanabilirler. Bcl-2 ve Bcl-XL gibi proteinler, apoptozu engelleyen proteinlerdir.
Kanser hiicrelerinde bu proteinlerin seviyesi yiiksek olabilir. Bax ve Bak gibi proteinler,
apoptozu indiikleyen proteinlerdir. Kanser hiicrelerinde bu proteinlerin seviyesi diisiik
olabilir [113], [115]. Kanser hiicreleri, kaspazlarin aktivitesini engelleyen molekiiller
tiretebilir. Kanser hiicrelerinde 6liim reseptorleri hasar gorebilir veya islevsiz hale
gelebilir. Apoptozu indiikleyerek veya apoptoz direncini yenerek kanser hiicrelerini
Oldiirmeye yonelik bir¢ok kanser tedavisi tiirii gelistirilmektedir. Bir¢ok kemoterapi ilaci,
DNA hasar1 yoluyla apoptozu indiikler. Bu hasar, kaspazlarin aktivasyonuna ve hiicre
6liimiine yol acar. Baz1 ilaclar Bcl-2 proteinini bloke ederek apoptozu indiikler. Bazi
immiinoterapi ajanlari, kanser hiicrelerinin apoptoz direncini azaltabilir [113], [115],
[117], [120].
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Tiimo6r mikrogevresi (TME), kanser hiicrelerini ¢evreleyen hiicreler ve molekiillerden
olusan karmasik bir ortamdir. Apoptotik hiicreler, bagisiklik hiicrelerini aktive eden ve
kanser hiicrelerine karsi saldirty1r tetikleyen sinyal molekiilleri salabilir, g¢evredeki
hiicreleri etkileyerek tiimor biiylimesini ve anjiyojenezi engelleyebilen sinyal molekiilleri
salabilir [121], [122], [123]. Apoptotik hiicrelerden salinan molekiiller, kanser
hiicrelerinde genetik mutasyonlara ve yeni kanser hiicrelerinin se¢ilimine yol agabilir

[111], [113], [115], [117], [120], [121], [122], [123], [124], [125].

Apoptozu kanser tedavisinde hedefleyen yeni stratejiler iizerinde yogun bir sekilde
arastirma yapilmaktadir. Bu stratejilerden bazilar1 sunlardir; Apoptozu indiikleyen ilaglar,
diger kanser tedavileriyle birlikte kullanilarak kanser hiicrelerinin apoptoz direncini
asabilir. Ornegin, bir kemoterapi ilact DNA hasar1 yoluyla apoptozu indiiklerken, bir Bcl-
2 inhibitoriinlin eklenmesi apoptoza direnci azaltabilir. Bu sekilde kombine tedaviler, tek
basina kullanilan tedavilere gore daha etkili ve yan etkileri daha az olabilir. Apoptoz
yolundaki daha az bilinen proteinler, yeni kanser ilaglari i¢cin potansiyel hedefler olarak
arastirilmaktadir. Bu yeni hedeflere yonelik ilaglar, kanser hiicrelerinin apoptoz direncini
asmada ve tlimor tedavisinde daha etkili olabilir. TME'de bagisiklik hiicrelerinin islevini
bastirmak i¢in c¢esitli mekanizmalar kullanabilir. Bu immiinosupresyon, kanser
hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagmasina ve kontrolsiiz bir sekilde biiylimesine izin
verir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin TME'deki bagisiklik hiicrelerini aktive ettigi ve kanser
hiicrelerine karst immiin yanitt gelistirdigi bilinmektedir. Bu nedenle, TME'deki
immiinosupresyonu azaltmak ve apoptotik hiicre 6liimiiniin immiinomodiilator etkilerini
artirmak i¢in yeni stratejiler gelistirilmektedir. Kanser hiicreleri, kan damarlarinin
olusumunu (anjiyogenez) uyararak tiimore oksijen ve besin taginmasini saglar [113],
[117]. Apoptotik hiicrelerden salinan bazi molekiiller, anjiyojenik faktorlerin tiretimini ve
kan damarlarinin olusumunu engelleyebilir. Bu nedenle, TME'deki anjiyogenezi
engelleyen ve apoptotik hiicre 6liimiiniin anti-anjiyojenik etkilerini en iist diizeye ¢ikaran
yeni stratejiler gelistirilmektedir. Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelerden farkli bir
metabolizmaya sahiptir ve bu durum onlar1 baz ilaglara direngli hale getirir. Apoptotik
hiicre 6liimiiniin, kanser hiicrelerinin metabolizmasini degistirerek ve onlar1 ilaglara daha

duyarli hale getirerek tedaviye katkida bulunabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle,
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TME'deki kanser hiicrelerinin metabolizmasini hedefleyen ve apoptotik hiicre 6liimiiniin

bu etkisini artiran yeni stratejiler gelistirilmektedir [113], [117], [126].
Mitokondri/ Sitokrom C Aracili Hiicre Oliimii (I¢sel- Intrinsik Yolak)

I¢sel apoptoz yolu, hiicre i¢i sinyaller tarafindan tetiklenen bir apoptotik yoldur. Bu
sinyaller, DNA hasari, hipoksi ve hayatta kalma faktorii yoksunlugu gibi gesitli streslerden
kaynaklanabilir [113]. Icsel apoptoz yolun molekiiler mekanizmasina baktigimizda;
Stresli kosullar altinda, mitokondriyal membran gegirgenligi (MMP) bozulur [120]. Bu,
sitokrom c ve diger proapoptotik proteinlerin mitokondriden sitoplazmaya salinmasina yol
acar. Sitokrom c, Apaf-1 adli bir protein ile birleserek Apaf-1 apoptozom ad1 verilen bir
kompleksi olusturur. Apaf-1 apoptozomu, pro-kaspaz-9 adli bir efektor kaspazi aktive
eder. Pro-kaspaz-9, kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi diger efektor kaspazlar1 aktive ederek bir
kaspaz kaskadi baslatir. Kaspaz-3 ve kaspaz-7, DNA'y1 pargalayan ve hiicreyi yok eden
niikleazlari aktive eder [113], [120], [122].

Bcl-2 ailesi proteinleri, i¢sel apoptoz yolunun kontroliinde 6nemli rol oynar. Bu proteinler,
anti-apoptotik (hiicre 6liimiinii engelleyen) ve pro-apoptotik (hiicre 6liimiinii tetikleyen)
olarak ikiye ayrilabilir. Anti-apoptotik Bcl-2 Ailesi Proteinleri; Bcl-2, Bel-XL, Bel-w ve
Bcl-XS gibi anti-apoptotik proteinler, mitokondriyal membran gegirgenligini stabilize
ederek ve pro-apoptotik proteinleri baglayarak apoptozu engeller. Pro-apoptotik Bcl-2
Ailesi Proteinleri; Bax, Bak, Bim ve Puma gibi pro-apoptotik proteinler, mitokondriyal
membran gegirgenligini bozarak ve kaspaz kaskadini aktive ederek apoptozu tetikler. Igsel
apoptoz yolunun bozulmasi, kanser, otoimmiin hastaliklar ve nérodejeneratif hastaliklar
gibi ¢esitli hastaliklara yol agabilir [113]. Kanser hiicreleri genellikle apoptoza karsi
direnglidir ve anormal sekilde ¢ogalabilir. Bu direng, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin
asir1 ekspresyonu veya proapoptotik Bel-2 proteinlerinin eksikligi gibi ¢esitli faktorlerden
kaynaklanabilir. Otoimmiin hastaliklarda, bagisiklik sistemi normal hiicrelere saldirir ve
onlar1 yok eder. Apoptozun bozulmasi, bagisiklik sisteminin kontroliinii kaybetmesine ve
normal hiicrelerin 6liimiine yol acabilir. Norodejeneratif hastaliklarda, beyin hiicreleri
zamanla Oliir. Apoptozun bozulmasi, beyin hiicrelerinin 6liimiine ve bilissel islevde

bozulmaya yol acabilir[127].
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Bcl-2 ve Bax gibi proapoptotik proteinlerin ekspresyonunun ve aktivitesinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir¢ok protein vardir. Bu proteinler incelendiginde, p53,
DNA hasar1 algiladiginda proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin ekspresyonunu ve
kaspazlarin aktivasyonunu tetikleyen bir tiimor baskilayici proteindir [115]. MDM2,
pS3'in ubiquitinasyonunu ve proteozomal degradasyonunu tesvik ederek p53'in
aktivitesini baskilayabilir [117]. IAP'ler, kaspazlarin aktivasyonunu ve apoptozu
engelleyebilir. SMAC/DIABLO ve HtrA2/Omi Proteinleri, IAP'leri inhibe ederek
apoptozu tesvik edebilir. Otoimmiin hastaliklarda, bagisiklik sistemi normal hiicrelere
saldirir ve onlar1 yok eder. Apoptozun bozulmasi, bagisiklik sisteminin kontroliinii
kaybetmesine ve normal hiicrelerin Sliimiine yol agabilir. Norodejeneratif hastaliklarda,
beyin hiicreleri zamanla 6liir. Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve Huntington

hastalig1 gibi hastaliklarda, apoptozun asir1 aktivasyonu veya yetersiz aktivasyonu rol

oynayabilir [113], [115], [117], [120].
Oliim Sinyalleri Aracihg ile Hiicre Oliimii (Digsal- Ekstrinsik Yolak)

Dissal yol, hiicreler diger hiicrelerden 6lim sinyalleri aldiginda tetiklenir. Bu yol,
reseptore baglidir ve diger hiicrelerden gelen ligandlar hiicre yiizeyindeki bu 6lim
reseptorlerine baglanarak apoptozu aktive eder. Digsal yolun ilerleyisi su sekildedir; ilk
adimda, bir ligand ad1 verilen bir sinyal molekiilii, hiicre yiizeyindeki spesifik bir 6lim
reseptoriine baglanir [112]. Digsal yolda rol oynayan yaygin ligandlar Fas ligandi (FasL),
TNF-a (timor nekroz faktor-o) ve TRAIL (TNF ile iligkili ligand) dir. Bu ligandlar,
karsilik gelen 6liim reseptorleri olan Fas (CD95), TNFR1 (TNF reseptor-1) ve TRAIL
reseptorlerini (DR4 ve DRY) aktive eder. Ligand 6liim reseptoriine baglandiginda, FADD
(Fas-Iliskili Oliim Alani) gibi bir adaptor protein reseptdriin sitoplazmik kuyruguna
baglanir. Bu adaptor protein, bir sonraki adimda kaspaz aktivasyonu i¢in kritik olan bir
platform olusturur. FADD proteini, DED (Oliim Efektdr Alani) adi verilen bir motif
araciligiyla pro-caspase-8 adi verilen bir baslatic1 kaspaz ile etkilesime girer. Bu etkilesim,
pro-caspase-8'in kendi kendini kesmesine ve aktif kaspaz-8'e doniismesine yol agar [113].
Aktif kaspaz-8, apoptotik yolda kritik bir rol oynayan efektdr kaspazlari aktive etme
yetenegine sahiptir. Aktif kaspaz-8, asagi akista yer alan kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi efektor
kaspazlar1 dogrudan keserek veya BID (Bcl-2 Etkilesimli Protein) adi1 verilen bir protein
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tizerinde bir sinyal yolagi baslatarak aktive edebilir. BID'nin kesilmesi, mitokondriyal
yola da yol acarak apoptozis siirecini giiclendirebilir. Efektor kaspazlar, bir dizi hiicresel
proteinin par¢alanmasindan sorumlu olan enzimlerdir. Bu proteinlerin pargalanmasi,
hiicrenin islevlerini bozar ve nihayetinde hiicre 6liimiine yol acar. Aktif efektor kaspazlar,
hiicrenin DNA'sin1 pargalayan ve proteinleri pargalayan ¢esitli enzimleri aktive eder. Bu,
hiicrenin kendisini yok etmesine ve apoptotik cisimcik adi verilen kiiciik parcalara
ayrilmasina yol agar. Apoptotik cisimcikler daha sonra fagositler tarafindan temizlenir,

boylece ¢evredeki dokulara zarar vermez [128].

Dissal yolun islevleri; Hasar gormiis, yash veya anormal protein birikimi olan hiicreler,
dissal yol araciligiyla apoptoza ugrayarak ortadan kaldirilabilir. Bu, dokularin saglikli bir
sekilde yenilenmesini saglar[120]. Digsal yol, bagisiklik sisteminin islevselligi igin
onemlidir. Bagisiklik sistemi hiicreleri, viriisler veya anormal hiicreler gibi yabanci
maddeleri tanidiklarinda, bu hedeflere O6lim sinyalleri gondererek apoptozu
tetikleyebilirler. Bu, viicudun patojenlere karst korunmasina yardimer olur. Digsal yol,
embriyonik gelisim sirasinda ve yetiskin dokularin homeostazini korumak i¢in hiicrelerin
Olimiinii diizenlemeye yardimct olur. Dissal yol, kanser tedavisinde yeni terapotiklerin
gelistirilmesi i¢in bir hedef olarak kullanilmaktadir. Bu terapétikler, apoptozu tetiklemek
veya kanser hiicrelerinin apoptoza karsi direncini yenmek igin tasarlanabilir[112], [113],

[120], [128].

Dissal yolun apoptotik siiregteki dnemli rolii nedeniyle, bozulmasi ¢esitli hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bu bozulmalar iki sekilde gerceklesir bunlar; Hiicreler
apoptoza ugrama yeteneklerini kaybedebilirler. Bu durum genellikle kanser gelisiminde
rol oynar [112]. Kanser hiicreleri, digsal yolun sinyallesme yolaklarindaki mutasyonlar
nedeniyle 6liim sinyallerine kars1 direngli hale gelebilir. Bu direng, kanser hiicrelerinin
kontrol dis1 bir sekilde ¢ogalmasina ve tiimor olusumuna yol agar [113]. Diger durumda
digsal yol asir1 aktif hale gelebilir ve saglikli hiicrelerin bile apoptoza ugramasina neden
olabilir. Bu durum, otoimmiin hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli
hastaliklara yol agabilir. Ornegin, otoimmiin hastaliklarda viicudun kendi dokularma
saldiran bagisiklik hiicreleri, saglikli hiicrelere 6liim sinyalleri gondererek apoptozu

tetikleyebilir [120]. Bu durum, dokularin hasar gérmesine ve organ yetmezligine yol
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acabilir. Digsal yolun apoptozdaki kritik rolii nedeniyle, kanser tedavisinde yeni terapotik
yaklagimlarin gelistirilmesi icin bir hedef olarak arastirilmaktadir. Kanser hiicrelerindeki
apoptoz direncini asmak i¢in, digsal yolun sinyallesme yolaklarindaki hedef proteinleri
aktive eden ilaglar gelistirilmektedir. Bu ilaglar, kanser hiicrelerinde yeniden apoptoz
yetenegini kazandirarak kanser tedavisinde kullanilabilir. Kanser hiicreleri bazen apoptoz
sinyallerini yok sayan veya etkisiz hale getiren mekanizmalar gelistirir. Bu mekanizmalari
bloke eden ilaglar gelistirilerek kanser hiicrelerinin apoptoza karsi direncini kirmak ve

kanser tedavisini daha etkili hale getirmek hedeflenmektedir [112], [113], [120], [128].
2.1.4 Karaciger Kanserinde Terapi Modelleri

Karaciger kanseri (HCC), diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin en 6nde gelen nedenlerinden
biridir. Erken ve orta evre HCC'de cerrahi rezeksiyon gibi tedaviler mevcuttur, ancak ileri
evre hastalarda prognoz zayiftir [97], [98]. Sorafenib, 2007 yilinda ileri evre HCC i¢in ilk
olarak onaylanan bir ¢oklu kinaz inhibitorii (TKI) idi. O zamandan beri, lenvatinib,
regorafenib ve kabozantinib dahil olmak iizere yeni TKI'ler onaylanmistir. Bu ajanlar,
genel sagkalimi ve hastalarin yasam kalitesini iyilestirmede 6nemli faydalar saglamistir
[129], [130]. Bununla birlikte, TKI'lere direng kaginilmazdir ve yeni tedavi yaklasimlarina
ihtiyac duyulmaktadir. PI3K/Akt/mTOR yolu, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu,
metabolizma ve hayatta kalma dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel islevlerde rol oynayan
bir sinyal yolagidir. Bu yol, HCC'de siklikla agir1 aktiftir ve bu da tiimdr biiytimesi ve
ilerlemesine katkida bulunur. PI3K/Akt/mTOR yolunu hedef alan bir dizi kiiciik
molekiillii inhibitor ve immiinoterapi ajan1 gelistirilmektedir. Bu ajanlar, TKI'lere direngli
hastalar i¢in yeni tedavi segenekleri sunma potansiyeline sahiptir [97], [98], [129], [130],
[131], [132].

Birinci basamak tedavilerde kullanilan ilaglar; Sorafenib, VEGFR, PDGFR, Raf ve Ret
dahil olmak iizere bir dizi tirozin kinaz1 (TK) hedef alan bir TKI'dir. 2007 yilinda ileri
evre HCC i¢in ilk olarak onaylanmistir ve hala ileri evre HCC'li hastalar i¢in birinci
basamak tedavi secenegidir. Sorafenib, genel sagkalimi yaklasik 3 ay uzatabilir ve
hastalarin yasam kalitesini iyilestirebilir. Lenvatinib, VEGFR, PDGFR, FGFR, Ret ve
KIT dahil olmak tizere bir dizi TK'y1 hedef alan bir TKI'dir. 2018 yilinda ileri evre HCC

i¢in onaylanmistir [133]. Lenvatinib, sorafenib kadar etkilidir ve baz1 hastalarda daha iyi
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tolere edilebilir olabilir. Ikinci basamak tedavilerde kullanilan ilaglar; Regorafenib,
VEGFR, PDGFR, FGFR, c-Met, AXL ve Ret dahil olmak {izere bir dizi TK'y1 hedef alan
bir TKI'dir. 2017 yilinda sorafenib tedavisinde ilerleme kaydeden HCC hastalar1 i¢in
onaylanmustir. Regorafenib, sorafenib tedavisinde ilerleme kaydeden hastalarda genel
sagkalimi yaklasik 3 ay uzatabilir. Kabozantinib, VEGFR, c-Met, AXL ve Ret dahil olmak
tizere bir dizi TK'y1 hedef alan bir TKI'dir. 2019 yilinda sorafenib tedavisinde ilerleme
kaydeden HCC hastalar1 i¢in onaylanmistir. Kabozantinib, sorafenib tedavisinde ilerleme
kaydeden hastalarda genel sagkalimi yaklasik 2 ay uzatabilir. Ugiincii basamak
tedavilerde kullanilan ilaglar; Ramucirumab, VEGFR2'yi dogrudan hedef alan bir
monoklonal antikorudur. 2014 yilinda sorafenib tedavisinde ilerleme kaydeden HCC
hastalar1 icin onaylanmistir. Ramucirumab, sorafenib tedavisinde ilerleme kaydeden
hastalarda progresyonsuz sagkalimi yaklasik 2 ay uzatabilir. Nivolumab, PD-1'i hedef
alan bir immiin kontrol noktas1 inhibitoriidiir. 2016 yilinda sorafenib tedavisinde ilerleme

kaydeden HCC hastalar1 i¢in onaylanmistir [133], [134].

Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin kanserle savasmasini saglamak icin tasarlanmis bir
tedavi tiirlidlir. Atezolizumab ve bevacizumab kombinasyonu, 6nceden sistemik tedavisi
olmayan ileri evre HCC hastalari i¢in birinci basamak tedavi olarak onaylanmistir [133].
Atezolizumab, PD-L1'i hedef alan bir immiin kontrol noktasi inhibitoriidiir. PD-L1, timor
hiicrelerinde bulunan bir proteindir ve bagisiklik sisteminin T hiicrelerini bastirmak i¢in
kullanilabilir. Atezolizumab, bagisiklik sisteminin tiimor hiicrelerini tanimasina ve yok
etmesine yardimci olabilir. Bevacizumab, VEGFR'yi hedef alan bir monoklonal
antikorudur. VEGFR, tiimor hiicrelerinin biiyiimesi ve hayatta kalmasi igin gerekli olan
bir proteindir. Bevacizumab, tlimorlere kan akisini engelleyerek ve tiimdr biiyilimesini
engelleyerek ¢alisir. Kullanilan bazi ilaglar ve gen bolgeleri tablo 2°de verilmistir [133],
[134].
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Tablo 2 HCC tedavisinde kullanilan bazi ilaglar ve onlarin gen hedeflerinin sematik gosterimi [219].

Product

Indications

Targets

Cabozantinib

Advanced Renal Cell Carcinoma;
Hepatocellular Carcinoma; Metastatic Clear
Cell Renal Cell Carcinoma; Progressive,
metastatic Medullary thyroid cancer

MET; RET; KIT; PIK3CA; HRAS; HGF; TEK; FLT3;
CTNNB1; ABL1; GNAL1; KDR; NRAS; CFLAR; YES1;
ROS1

Ipilimumab

Advanced Renal Cell Carcinoma; Cutaneous
Melanoma; Hepatocellular Carcinoma;
Metastatic Melanoma; Unresectable
Melanoma; Metastatic MSI-H/dMMR
colorectal cancer

CTLA4; CD274; BRAF; MDM2; EGFR; HLA-A; ALK;
NRAS; PBRM1; TP53; MSH6; MLH1

Mitoxantrone

Acute Lymphocytic Leukemia (ALL); Acute
Myeloid Leukemia (AML); Acute
Promyelocytic Leukemia (APL); Lymphoma,
Hodgkins; Metastatic Breast Cancer; Non-
Hodgkin's Lymphoma (NHL); Relapsed
Leukemia; Relapsed Lymphomas; Hormone
refractory, advanced Prostate cancer;
Relapsed Hepatocellular carcinoma

CYP3A4; ABCG2; MECP2; MBNL1; GALNT14; POLH;
RPSA; POLK; RACGAP1; UGT1A5; MAPKL;
SLCO1B1; RECQL; BRCAL; WRN; ARSA; SMAD3;
TOP2A; RGS4; BCL2; NSD2; YES1; NFKB1; RAD52;
KDM4A; CBX1; EHMT2; HTT; POLI; ABCB1; PIM1;
BAX; MPHOSPHS; C100rf67; TP53; DNMT1; FLT3;
THPO; BLM; ATADS5; ATXN2; FEN1

Nivolumab

Advanced Renal Cell Cancer; Classical
Hodgkin's Lymphoma; Hepatocellular
Carcinoma; Low Risk Advanced Renal Cell
Cancer; Melanomas; Metastatic Colorectal
Cancer (MCRC); Metastatic Melanoma;
Metastatic Non-Small Cell Lung Cancer;
Metastatic Small Cell Lung Cancer; Metastatic
Squamous Cell Carcinoma of the Head and
Neck; Metastatic Urothelial Carcinoma (UC);
Recurrent Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma; Unresectable Melanoma;
Intermediate risk Advanced Renal Cell
Cancer; Locally advanced Urothelial
Carcinoma

PTEN; CD274; PDCD1; CDK12; BRAF; MDM2; ALK;

MLH1; IDH1; PMS2; FGFR3; KRAS; TP53; EGFR; HLA{

DRA; NRAS; PBRM1; ARID1A; MDM4; STK11; MSH6;
ERBB2

Regorafenib

Hepatocellular Carcinoma; Metastatic
Colorectal Cancer (MCRC); Metastatic
Gastrointestinal Stromal Tumor; Locally

advanced Gastrointestinal stromal tumor;
Unresectable Gastrointestinal stromal tumor

MAPK11; RET; ARAF; FGFR2; FLT4; BRAF; EPHA2;
FRK; DDR2; ZHX2; TEK; FGFR3; RAF1; KDR;
PDGFRB; KRAS; FLT1; FGFR1; PTEN; MAP2K1;
NRAS; VEGFA; FBXW7; ABL1; PIK3CA; EGFR;
NTRK1; PDGFRA; YESL; KIT; VHL

Sorafenib

Advanced Renal Cell Carcinoma;
Gastrointestinal Stromal Tumors;
Hemangiosarcoma; Unresectable
Hepatocellular Carcinoma; Locally recurrent
refractory to radioactive iodine treatment
Thyroid carcinoma; Metastatic refractory to
radioactive iodine treatment Thyroid
carcinoma

FLT1; JAK3; ARAF; DYRK3; RAF1; AURKB; PTPNG;
RET; CYP2C9; SLC15A2; CDKS8; VHL,; HIF1A; NTRK2;
ARID1A; PDGFRB; SLK; MAP2K1; BRAF; FGFR3;
KRAS; YESI; IRAK1; NTRK1; PDGFRA; MAPKGY;
FGFR1; PIK3CA; MAPK13; MAPK12; NRAS; FLT4;
EGFR; NTSR1; PLK4; KIT; UGT1A1l; MAPK10; ZHX2;
VEGFA; CSF1R; VEGFB; RPS6KB1; MAPK11; NF1;
SRPK1; CYP3A4; MKNK2; AR; LYN; UGT1A9; IDH2;
HMOX1; GMNN; MAPK?7; HIPK4; MINK1; AXL;
SLC22A1; ABCBL; ABCC2; ABCG2; AURKA; CYP2C8;
BLK; MC4R; CYP2B6; SLCO1B1; TAOK1; CTNNBI,;
HIPK2; TNF; PTEN; LIMK1; CAMK2B; MAPK4; CBL,;
PAX8; MAPK8; MAP3K20; NTRK3; TP53; KDR; FGF3;
NOS3; MAPK14; EPHA2; ABL1; MAPKG; FLT3;
VEGFC; MAPK1; MAPK3; ATXN2; MAP4K5; NFE2L2

Tremelimumab

DrugBank 1D ChEMBL
DB08875 CHEMBL 2105717
DB06186 CHEMBL 1789844
DB01204 CHEMBL58
DB09035 CHEMBL 2108738
DB08896 CHEMBL 1946170
DB00398 CHEMBL 1336

DB11771 CHEMBL 2108658

Metastatic Non-Small Cell Lung Cancer,
Unresectable Hepatocellular Carcinoma

(HCC)

CTLA4
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2.1.4.1 Gen Terapi

Son yillarda, sinyal yollarinin anlasilmasinda, tiimor ilerlemesini belirleme tekniklerinde
ve bu yollarin aktivitesini bloke eden ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir [130]. Bu gelismeler, HCC tedavisinde kesin tedavilerin gelistirilmesi i¢in
yeni firsatlar sunmaktadir[130], [135].

TKI'ler ve immiinoterapinin kombinasyonu, her iki tedavi yaklasimiyla tek basina elde
edilenden daha gii¢lii bir antitiimor etkisi gosterebilir. Atezolizumab ve bevacizumab
kombinasyonu, ilerlemis HCC i¢in FDA onayli1 birinci basamak tedavidir ve sorafenib ve
lenvatinib'e gére onemli faydalar sunmaktadir [135]. Immiinoterapi, cerrahi rezeksiyon
veya ablasyon gibi diger tedavilerle de kombine edilebilir. Rezeksiyon sonrasi adjuvan
immiinoterapi, HCC niikslinii Onlemede ve hastalarin uzun vadeli sagkalimini
iyilestirmede etkili olabilir. Epigenetik tedaviler, gen ekspresyonunu DNA metilasyonu
ve histon modifikasyonlar1 gibi mekanizmalar1 degistirerek etkileyen ilaglardir. HCC'de
epigenetik degisiklikler yaygindir ve bu degisiklikleri hedefleyen tedaviler, hastaligin
tedavisinde yeni bir umut vadetmektedir. Gen terapisi, HCC tedavisinde yeni ve umut
verici bir yaklasimdir. Bu alandaki arastirmalar, viral olmayan ve viral vektorler olmak
tizere iki ana gen terapisi yaklasimina odaklanmaktadir. Viral olmayan vektorler, genleri
hedef hiicrelere iletmek i¢in viriisler yerine yapay tasiyicilar kullanir. Bu, viral vektorlere
kiyasla daha giivenli bir yaklasim olarak kabul edilir, ¢linkii viral vektorler bagisiklik
sisteminin asir1 tepkisine veya istenmeyen gen mutasyonlarina yol agabilir. Viral olmayan
vektorler kullanilarak HCC tedavisinde bir¢ok umut verici ¢alisma ylriitiilmustiir.
Ornegin, kitosan bazli nanopartikiiller, tiimér biiyiimesini 6nemli 6l¢iide azaltan ve
karaciger toksisitesini azaltan HCC hiicrelerine ilaclar ve siRNA'lar iletmek i¢in
kullanilmistir. Viral vektorler, genleri hedef hiicrelere iletmek igin viriisler kullanir [136].
Bu, viral olmayan vektorlere kiyasla daha yiiksek transgen ekspresyonu saglayabilir,
ancak viral vektorlerin bagisiklik sisteminin asir1 tepkisine veya istenmeyen gen
mutasyonlarina yol agma riski de daha yiiksektir. Viral vektorler kullanilarak HCC
tedavisinde bircok klinik ¢alisma yiiriitiilmektedir. Ornegin, bir Faz II klinik ¢alismasi
(NCT02561546), ileri HCC'li hastalarda adenoviriis araciligiyla p53 geninin

aktarilmasinin giivenligini ve etkinligini degerlendirmektedir. Viral olmayan ve viral
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vektorler, hepatoseliiler karsinom (HCC) tedavisinde yeni ve umut verici yaklagimlar
sunmaktadir. Her iki yaklagimin da kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir ve

en uygun yaklasim, hastanin bireysel 6zelliklerine ve hastaligin evresine bagli olacaktir
[135], [136], [137], [138].

2.1.4.2 Immiino Terapi

Kronik karaciger hastaliklar1 (KKH), diinya ¢capinda 6nemli bir 6liim nedenidir. Karaciger
sirozu ve karaciger kanseri dahil olmak tizere KKH'nin ilerlemis asamalari, geleneksel
tedavilere direngli olabilir ve bu da zayif hasta sonuglarina yol agar [139], [140].
Immiinoterapi, KKH'da umut verici bir yeni tedavi secenegidir. Farkli immiinoterapi
tiirleri, KKH'nin tedavisinde ve sonuglarinin iyilestirilmesinde biiyiik potansiyele sahiptir

[139], [140], [141], [142].

Bagisiklik kontrol noktasi proteinleri, bagisiklik sisteminin tiimor hiicrelerine saldirmasini
onler. PD-1 ve PD-L1, KKH'da bagisiklik tepkisini bastirmada rol oynayan iki énemli
bagisiklik kontrol noktasi proteinidir. Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri, bu
proteinlerin islevini bloke ederek ¢alisir ve bu da bagisiklik sisteminin tiimor hiicrelerine
saldirmasini saglar. CAR T hiicreleri, belirli bir tiimor hiicre tipini tanimasini ve yok
etmesini saglayan 0zel olarak tasarlanmis reseptorlerle modifiye edilmis T hiicreleridir
[130]. CAR T hiicreleri, hastadan alinan T hiicrelerinin laboratuvarda modifiye edilmesi
ve daha sonra hastaya geri enjekte edilmesiyle iretilir. Dendritik Hiicre (DC) asilari,
bagisiklik sisteminin tiimdr hiicrelerini tanimasini ve yok etmesini Ogretmek igin
kullanilan bir as1 tiirtidiir. DC'ler, timdr antijenleri ile yiiklenir ve daha sonra hastaya
enjekte edilir. DC asilari, KKH'da klinik ¢alismalarda arastirilmaktadir. Nivolumab ve
pembrolizumab, HCC tedavisinde FDA onayli iki bagisiklik kontrol noktasi inhibitoriidiir.
Bu ilaglar, daha once sistemik tedaviye maruz kalmig HCC'li hastalarda hayatta kalma

stiresini onemli dl¢lide uzatmistir [130], [143].

2.1.4.3 Epigenetik Degisiklik Tabanli Terapi

Kronik karaciger hastaliklar1 (KKH), diinya ¢apinda 6nemli bir 6liim nedenidir. Karaciger
sirozu ve karaciger kanseri (HCC) dahil olmak iizere KKH'nin ilerlemis asamalari,

geleneksel tedavilere direncli olabilir ve bu da zayif hasta sonuglarina yol acar [130],
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[144]. Son yillarda, epigenetik degisiklikler KKH'da hastaligin baslamasi, ilerlemesi ve
metastazinda 6nemli rol oynadigi i¢in yeni tedavi hedefleri olarak ortaya cikmustir.
Epigenetik, DNA dizilimini degistirmeden gen ekspresyonunu ve diger hiicresel stiregleri
etkileyen kalitsal degisikliklerdir [145], [146]. Bu degisiklikler, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlart ve kodlamayan RNA'larin (ncRNA'lar) ekspresyonu gibi c¢esitli
sekillerde ortaya ¢ikabilir [130], [144], [145], [146], [147], [148].

Epigenetik degisiklikler, KKH'nin baslamasi, ilerlemesi ve metastazinda 6nemli rol oynar.
Timor baskilayici genler, hiicre biiylimesini ve boliinmesini kontrol etmeye yardimei olan
genlerdir [144]. DNA metilasyonu yoluyla timor baskilayici genlerin bastirtlmasi, hiicre
biiyiimesinin kontrolsiiz bir sekilde artmasina yol agabilir. Onkojenler, hiicreleri kansere
dontistiirebilen genlerdir. DNA metilasyonu yoluyla onkojenlerin aktivasyonu, timor
gelisimine yol agabilir[145]. Histon modifikasyonlari, DNA onarim mekanizmalarini
bozabilir ve bu da genomik istikrarsizliga ve mutasyonlara yol acabilir. Mutasyonlar,
kanser hiicrelerinin gelismesine ve biiylimesine katkida bulunabilir. Epigenetik ilaglar,
KKH tedavisinde hala arastirma asamasindadir, ancak bazi yaklasimlar halihazirda klinik
uygulamada kullanilmaktadir. Epigenetik degisikliklere yonelik tedaviler, KKH
tedavisinde umut verici bir yeni yaklagimdir. Gelecekte epigenetik ilaglar, KKH'l1 hastalar

icin standart bir tedavi secenegi haline gelebilir[144], [145], [148].
2.1.4.4 Hedefli Radyoniiklid Terapi

Kanser, diinya capinda 6nemli bir 6lim nedenidir. Mevcut kanser tedavileri, cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi gibi invaziv ve toksik prosediirleri igerir. Bu tedaviler, timor
hiicrelerini oldiirmede etkili olsa da, saglikli dokulara da zarar verebilir ve 6nemli yan
etkilere neden olabilir [130], [149]. Hedefli radyoniiklid tedavisi (TRT), bu sorunun
istesinden gelmeyi ve kanserli hiicreleri segici bir sekilde yok etmeyi amaglayan yeni bir
kanser tedavisidir. TRT'nin Calisma Prensibi, radyoaktif izotoplarin (radyoniiklidler)
kanser hiicrelerini hedefleyen molekiillere (ligandlar veya antikorlar) baglanmasiyla
calisir [150], [151]. Radyoniiklidler, DNA'ya zarar vererek ve apoptoz (hiicre 6limii)
yoluyla kanser hiicrelerini yok eden yiiksek enerjili radyasyon yayarlar. TRT, saglikli

dokulara minimal hasarla kanser hiicrelerini segici olarak hedefler. Direngli kanserlere
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kars1 bile etkin olabilir. Geleneksel kanser tedavilerine kiyasla daha az yan etkiye sahiptir

[130], [149], [150], [151], [152], [153].
2.1.45 Molekiiler Hedefli Terapi

Kanser, hiicresel sinyallesme aglarinda bozulmalarin neden oldugu karmasik bir
hastaliktir. Bu aglar, transkripsiyon faktorleri, reseptorler ve kinazlar gibi cesitli
biyomolekiillerden olusur [154], [155]. Bu biyomolekiillerden bazilarinin, agin islevini
kontrol eden merkezi diiglimler oldugu diisiintilmektedir. Bu merkezi biyomolekiilleri
hedeflemek, tiimor hiicrelerinin biiyiimesini, hayatta kalmasini ve yayilmasini engellemek
icin umut verici bir kanser tedavisi stratejisi olabilir [130]. Coklu kinaz inhibitorleri
(MKIT'ler), birden fazla kinazi aym1 anda hedefleyen ilaglardir. MKI'ler, monokinaz
inhibitorlerine (MK'ler) kiyasla daha genis bir etkiye sahip olabilir ve direng gelistirmeyi
zorlagtirabilir [156]. Onaylanmis bazi MKI’lar sunlardir; Sorafenib, Lenvatinib,
Regorafenib, Cabozantinib, Ramucirumab (Tablo 2). Gelecekte, daha fazla MKI'nin
gelistirilmesi ve onaylanmasi kanser tedavisinde énemli bir ilerleme saglayabilir [154],
[155], [156], [157], [158].

2.2 OLEANDRIN

Oleandrin, Apocynaceae familyasindan Nerium oleander (zakkum) bitkisinden izole
edilen yliksek oranda yagda ¢oziinebilen bir kalp glikozitidir (Sekil 8)[159]. Oleandrin,
beyaz kristal bir tozdur ve suda ¢6ziinmez, ancak metanol, etanol ve kloroformda ¢6ziiniir.
Miikemmel farmakolojik 6zellikleri nedeniyle geleneksel bitkisel ilag olarak kullanilir
[160]. Oleandrin, konjestif kalp yetmezligi gibi ¢esitli hastalik tedavilerinde yaygin olarak
uygulanir. Son yillarda oleandrin, anti-kanser ve anti-viral potansiyeli nedeniyle
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Oleandrin, Nerium oleander (zakkum) bitkisinin tim
kisimlarinda bulunur [161]. Bu bitki, tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak
yetistirilen bir siis ¢alisidir. Oleandrin, bitkiden ekstraksiyon yontemi ile elde edilir. En
yaygin ekstraksiyon yontemleri arasinda organik ¢oziicii ekstraksiyonu ve stiper kritik sivi

ekstraksiyonu yer alir [160], [161], [162].
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Oleandrin, steroid ¢ekirdegi ve kardiyogenik aglikon igeren bir digitoksin tliriidiir. Yagda
¢ozilinebilen bir molekiildiir. Molekiiler formiilii C34HsgO19'dur ve molekiiler agirligi
648.77 g/mol'diir. Oleandrin, kardiyoaktif etkisinden sorumlu olan lakton halkasi ve seker
zinciri igerir. Oleandrin'in molekiilii ii¢ ana boliimden olusur, Aglikon (steroidal kisim),
bu kisim oleandrin'in farmakolojik aktivitesinden sorumlu farmakoforik kisimdir [163].
Lakton halkasi, C-17 atomunda doymamis lakton yapist bulunur. Glikosil kismi, C-3'te
bir dideoksi arabinoz grubu igerir [163], [164], [165].

A o c (1actone)
. |_ring
& @ O | i
: - [
Sk Yt
N. oleander N. oleander N. oleander T. peruviana o !
White oleander Red oleander Pink oleander  Yellow oleander S ——.
¢~ Glycosil ™ | i
\_molety / 8| 3
Cardenolides S 1
Apocyracese Cardiac glycosides (Giycosy
Niolety
Bufadienolides
B D .
0.0 o
- {J
u Hydrolyze H
Ho_~ ———
geoL
o o H
Oleandrin Oleandrigenin
o ° 2
J \
" o i L
Lo 3o ) Lo ~goq ) - I/zJ\LJ
. A ! [ I "
Nerium oleander Do~ N W SN T
Digoxin Digitoxin

Sekil 8 Oleandrin'in dogal kaynaklar1 ve yapisal 6zellikleri. A) Yaygin olarak "zakkum" olarak
bilinen bitki kategorileri. B) Zakkumun ana kaynaklari: Nerium zakkum. C) Kardiyak glikozitlerin
(CG'ler) siniflandirilmasi. D) Oleandrin ve onun hidrolizat1 oleandrigenin'in kimyasal yapisi ve tipik

CG'lerin diger yapist. [159]

Oleandrin, ¢esitli analitik teknikler kullanilarak tespit edilebilir. Yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) ve gaz kromatografisi (GC), Oleandrin’in kimyasal bilesimini
analiz etmek i¢in en yaygin kullanilan yontemlerdir. Ultraviyole (UV) spektroskopisi ve
stvi - kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) Oleandrin’in molekiiler yapisini
tanimlamak ic¢in kullanilabilir. Enzim baglantili immunosorbent testi (ELISA) ve
radyoimmiinoassay (RIA) gibi immiinoassay teknikleri, Oleandrin’in spesifik olarak
tespit edilmesi i¢in kullanilabilir. LC-MS, oleandrin'in biyolojik 6rneklerde hem niteliksel
hem de niceliksel olarak analiz edilmesi icin tercih edilen yontemdir. Bu yontem,

oleandrin'in farmakokinetik ve deneysel toksikolojik c¢aligmalar1 i¢in idealdir.
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Oleandrin'in farmakokinetigi karmasiktir ve emilimi, dagilimi, metabolizmasi ve atilimi
(ADME) bircok faktore baghdir. Oleandrin, gastrointestinal sistemden emilir. Emilim
orani, formiilasyon tiirline, gida alimmna ve bireysel degiskenlige baghdir [165].
Oleandrin, plazma proteinlerine baglanir ve karacigere, kalbe ve diger dokulara dagilir.
Dagilim hacmi, yaklasik 1.5-2.0 L/kg'dir. Oleandrin, karacigerde CYP3A4 ve CYP2D6
enzimleri tarafindan metabolize edilir. Metabolizma iiriinlerinden bazilar1 oleandrin-28-
O-glukuronid ve oleandrin-16-O-glukuronid'dir. Oleandrin, safra ve bobrekler yoluyla

atilir. Yar1 omrii, bireysel degiskenlige bagl olarak 10-20 saat arasindadir (Sekil 9).
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Sekil 9 Oleandrin'in emilimi, dagitimi, metabolizmasi ve atilimi (ADME) siirecinin sematik gosterimi. A)

Site of |
|_ action

Metabolism

Metabolism

Fecal excretion

Oleandrin'in farmakolojik 6zellikleri. B) Oleandrin'in in vivo ayrintili ADME siireci . C) Oleandrin'in in

vivo safra atilimi ve enterohepatik dolagimi (EHC) olasiligi . D) Olasi ilk gegis etkisi. [159]

Oleandrin zehirlenmesi, bitkinin herhangi bir kisminin yanliglikla yutulmasi veya yiiksek
dozda oleandrin igeren irilinlerin kullanimi nedeniyle ortaya c¢ikabilir. Oleandrin
zehirlenmesi belirtileri sunlart igerir; gastrointestinal semptomlara baktigimizda mide
bulantisi, kusma, karin agrisi, ishal. Kardiyovaskiiler semptomlarda diizensiz kalp atist

(aritmi), kalp yetmezligi, diisik kan basinci. Norolojik semptomlar bas donmesi, bas
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agrisi, uyusukluk. Diger semptomlar Yorgunluk, gii¢siizlik, solunum gicligi
goriilmektedir. Oleandrin zehirlenmesi ciddi bir durumdur ve acil tibbi miidahale
gerektirir [165]. Tedavi genellikle semptomatiktir ve mide yikamayi, aktif komiiri,
antiaritmik ilaglar1 ve destekleyici bakimi igerir. Oleandrin oldukg¢a toksiktir ve kolayca
birikerek yasami tehdit eden zehirlenmelere yol agabilir. Oleandrin zehirlenmesi vakalari
sigir, kediler, kopekler, tavuklar, atlar, koyunlar, keciler, fareler, siganlar, tavsanlar,
esekler ve insanlarda rapor edilmistir. Oleandrin'in toksik dozu yaklasik 1-2 ng/mL'dir ve
akut olarak oliimciil doz ise 9,8-10 ng/mL'dir. Oleandrin zehirlenmesi belirtileri mide-
bagirsak rahatsizligi, bulanti, kusma, karin agrisi, uyusukluk, deliryum, genel halsizlik,
hiperkalemi, aritmi, bradikardi, atriyoventrikiiler iletim blogu, kanli ishal, solunum felci,
gozlerde, agizda ve mide-bagirsak sisteminde yaniklar, kasilmalar ve biling kaybidir.
Oleandrin zehirlenmesinin en ¢ok kabul goren mekanizmasi, Na/K-ATPaz'in
inhibisyonudur. Na/K-ATPaz, hiicre i¢i iyon dengesinin korunmasindan sorumlu bir
membran proteinidir [166]. Oleandrin, Na/K-ATPaz'1 inhibe ederek hiicre i¢i Na+ ve
Ca2+ diizeyinde artisa ve hiicre i¢ci K+ diizeyinde azalmaya neden olur. Bu durum kalp
kasilma kuvvetinde ve kalp hiicrelerinin 6zerkliginde artisa yol acar ve aritmiye neden
olur. Oleandrin zehirlenmesinin sinir sistemi {izerindeki etkileri de tam olarak
anlagilmamistir, ancak Na/K-ATPaz inhibisyonunun sinir iletim siirelerini

etkileyebilecegi disiiniilmektedir [165], [166], [167]
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Sekil 10 Oleandrin'in toksisitesi ve tipik toksisite mekanizmasinin gdosterimi. A) Oleandrin'in
toksisitesinin 6zeti. B) Kardiyak miyositlerde Na/K-ATPaz'in oleandrin aracili inhibisyonunun sematik

gosterimi. [159]
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Oleandrin, kalp kasinin kasilma giiciinii ve kalp atis hizini artirir. Bu etki, Na+/K+ ATPase
enzimini inhibe ederek kalp kasi hiicrelerinde kalsiyum iyonlarinin girigini artirmasindan
kaynaklanir. Kalp ritminin diizenini saglayarak aritmiyi onler. Bu etki, kalp kasi
hiicrelerinde repolarizasyon agamasini uzatarak gergeklestirilir. Bazi kanser hiicrelerinin
bliyiimesini ve ¢ogalmasini Onleyebilir. Bu etki, apoptoz yoluyla gerceklestirilir.
Oleandrin'in bazi1 viral enfeksiyonlara karsi antiviral etkileri olabilecegine dair Oncii
calismalar vardir. SARS-CoV-2 (COVID-19 viriisii) dahil olmak tizere gesitli viriisler
tizerinde yapilan arastirmalar devam etmektedir [160], [161], [162], [163], [164], [165],
[166], [167], [168].

2.2.1 Oleandrin ve Apoptoz

Oleandrin, cesitli kanser hiicre hatlarinda apoptozu (programlanmis hiicre oliimii)
indiikleyerek antikanser aktivite gosterir [168]. Bu etki ¢esitli mekanizmalar araciligiyla
gerceklestirilir, bunlar; Hicrelerin G2/M fazinda durmasmma neden olarak hiicre
proliferasyonunu engeller. Bu, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve tiimor bilylimesini
durdurmaya yardimci olur. Kaspazlarin aktivasyonu, ROS birikimi ve pro-apoptotik
proteinlerin ekspresyonunun artmasi yoluyla apoptozu tetikler [169]. Oleandrin, timor
bliytimesi i¢in gerekli olan yeni kan damarlarinin olusumunu engeller. Bu, tlimdriin besin
ve oksijen alimini azaltarak kanser hiicrelerinin ¢liimiine yol agabilir [170]. Oleandrin,
kanser hiicrelerinin kemoterapi ilaglarina karsi direncini azaltarak kemoterapinin
etkinligini artirabilir. Bu, kanser tedavisinin basarisini iyilestirmeye yardimer olabilir
[168], [169], [170], [171].

Oleandrin, kanser hiicrelerinin biiylimesini ve hayatta kalmasimi destekleyen bir dizi
molekiiler hedefi hedef alir [159], [160]. Bu hedeflerden bazilar1 Akt, ERK, NF-xB ve
VEGF’dir. NF-xB, transkripsiyonel faktorler ailesidir. NF-xB, CDK2, siklin D1, D2, D3,
siklin E, COX-2, metaloproteaz ve hiicre yilizeyi yapigsma molekdilleri gibi gesitli genlerin
ekspresyonunu indiikleyerek timor olusumunu uyaran kanser gelisiminin birincil
diizenleyicisi olarak gorev yapar [162], [168]. Oleandrin'in tiimor nekroz faktoriinii (TNF-
a), IkB-a'nin bozulmasini, sitokrom ¢ salinimimi ve PARP bdliinmesini modiile ettigi
bilinmektedir. Oleandrin tedavisi NF-xB aktivitesini durdurur ve TNF aracili AP-1
aktivasyonunu inhibe etmistir [169], [170].
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Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK), kanser hiicresinin hayatta kalmasi,
ilerlemesi ve geleneksel ilag tedavilerine direncinde anahtar rol oynayan anahtar sinyal
iletim yollarindan biridir [171], [172]. MAPK ailesinin su iiyeleri bulunmaktadir; ERK,
JNK ve p38 MAPK. PI3K/Akt yolu ayn1 zamanda kanserin ilerlemesi ve baslamasinda da
onemli bir oyuncu olarak bilinmektedir. Bu nedenle, Akt yolunu ve bununla iliskili
proteinleri hedeflemek, kanserin ilerlemesiyle miicadele etme potansiyeline sahiptir.
Oleandrin tedavisi MAPK ve JNK'yi aktive etti, FasL ekspresyonunu indiikledi, PARP
boliinmesini uyardi, Akt'in fosforilasyonunu azalttt ve MCF-7, PC3, HelLa, U-937 ve HL-
60'ta membran potansiyelini degistirdi [173], [174]. Toplu olarak bu mekanizmalar, ¢esitli
insan kanser hiicre hatlarinda apoptozun baslatilmasi ve hiicre 6liimii ile baglantilidir.
Oleandrin'in ayrica nanomolar konsantrasyonlarda insan pankreas (PANC-1) hiicrelerinde
otofaji yoluyla hiicre 6liimiine neden oldugu da biliniyordu. Mitokondriyal yogunlagma,
translokasyon ve otofagozomlarda birikim gibi c¢esitli morfolojik degisiklikler de
gozlemlendi. Oleandrin tarafindan artan p-ERK aktivasyonu, kanser hiicresi
proliferasyonunu durdurmustur (Sekil 11). Oleandrin, kanser tedavisinde umut verici bir
biyoaktif bilesiktir. Molekiiler mekanizmalar1 ve kanser hiicreleri {izerindeki etkileri
hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir [159], [160],
[162], [168], [169], [170], [171], [172], [173], [174], [175], [176], [177], [178].
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Sekil 11 Oleandrin'in kansere kars1 etki mekanizmasinin sematik gosterimi. Oleandrin'in, p-ERK,
JNK, Akt ve NF-«kB sinyal yollarini modiile ederek apoptozu indiikledigi bilinmektedir. Ayrica
intrinsik yol, pro-apoptotik/anti-apoptotik proteinlerin arttirilmasi, kaspazlarin aktivasyonu ve PARP

boliinmesi yoluyla gergeklestirilir. [160]

2.3 MICRORNA(MIRNA)

MikroRNA'lar (miRNA'lar), 20-22 niikleotit uzunlugunda kodlamayan RNA
molekiilleridir [179]. Gen ekspresyonunu diizenlemede dnemli rol oynarlar ve kanser,
kalp hastalig1 ve diyabet gibi cesitli hastaliklarla iligkilidirler. miRNA'lar, ¢esitli hiicresel
stireclerde rol oynarlar. miRNA'lar, bir¢ok farkli mRNA'y1 hedefleyebilir ve protein
tiretimini  baskilayarak hiicrenin islevlerini kontrol eder. Hiicre bdliinmesini
(proliferasyon) ve programlanmis hiicre Oliimiinii (apoptoz) kontrol eden genleri
hedefleyerek hiicre sayisinin diizenlenmesinde rol oynar. Lipid ve glikoz metabolizmasi

gibi metabolik siiregleri diizenleyebilir. Bagisiklik sisteminin iglevini diizenleyebilir
[179], [180], [181] .
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miRNA'larin biyogenezi karmagik bir silirectir ve 4 ana asamadan olugmaktadir.
Transkripsiyon, RNA polimeraz II veya III, bir gen tizerindeki DNA'y1 okuyarak birincil
MIRNA (pri-miRNA) transkripti olusturur. Pri-miRNA, yiizlerce ila binlerce niikleotid
uzunlugunda bir RNA molekiiliidiir ve olgun miRNA'y1 igeren bir sag¢ tokasi yapisina
sahiptir [182]. Isleme, Drosha enzimi, ¢ekirdek icinde pri-miRNA'y1 yaklasik 70 niikleotid
uzunlugunda bir pre-miRNA'ya keser. Pre-miRNA, ¢ekirdek zarfindan Dicer enzimi
tarafindan sitoplazmaya tasinir. Dicer enzimi, pre-miRNA'y1 yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda iki olgun miRNA'ya keser. Disa Aktarim, Olgun miRNA'lardan biri,
Argonaute proteinleriyle (Ago proteinleri) birlesmek iizere secilirken, digeri pargalanir.
Segilen miRNA, Exportin-5 proteininin yardimiyla g¢ekirdek zarfindan sitoplazmaya
taginir. Islev, Sitoplazmada secilen miRNA Ago proteinleri ile RNA-indiiklenmis
susturma kompleksi (RISC) olusturur. RISC, hedef mRNA'nin 3' UTR (3' Ug, prime
untranslated region) bolgesine kismen tamamlayici bir sekilde baglanir. Bu baglanma,
hedef mRNA'nin translasyonunu (protein yapimini) engeller veya mRNA'nin

bozunmasina yol agar (Sekil 12) [182], [183].
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Sekil 12 mikroRNA islemenin 'dogrusal' kanonik yolu [183].

miRNA'lar, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Bazi miRNA'lar
onkogeniktir ve timor biiylimesini ve metastazi tesvik ederken, digerleri timor
baskilayicidir ve tiimor biiytimesini ve metastazi engeller [180], [181]. miRNA'lar, kanser
tedavisinde yeni ve umut verici bir hedeftir. miRNA'larin potansiyel terapotik
uygulamalarindan miRNA analoglari, kanser hiicrelerinde eksik olan veya islevsiz olan
miRNA'lar1 taklit edebilir veya kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen miRNA'lari
bastirabilir [184], [185]. Antisense oligoniikleotidler, kanser hiicrelerinde miRNA'larin

islevini engellemek icin kullanilabilir. miRNA'larin biyogenezi, islevleri ve kanser
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tedavisinde potansiyel kullanimlar1 hakkinda daha fazla bilgi edinmek, yeni ve daha etkili

kanser tedavilerinin gelistirilmesine yol agabilir [180], [181], [184], [185], [186], [187].
2.3.1 miRNA-21

miR-21, hem kanser hem de immiin sisteminde kritik roller oynayan, en ¢ok ¢alisilmis
onkomiR'lerden biridir [188], [189], [190]. 17g23.2 kromozomunda bulunan 107
niikleotitlik bir mikroRNA'dir (Sekil 13). Transkripsiyondan sonra, Drosha ve Dicer
enzimleri tarafindan islenir ve olgun mikroRNA'ya doniistiiriilir [191], [192]. Olgun miR-
21, Argonaute proteinleriyle birleserek, komplementer mRNA dizileriyle hibritleserek ve
hedef genlerin translasyonunu baskilayarak islev gortir[180], [181], [184], [186], [188],
[189], [190], [191], [192], [193], [194], [195].
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Sekil 13 miR-21'in Genomik ve Epigenomik Goriiniimii A) miR-21'in genomik

konumu: miR-21 , VMP1 proteininin TMEM49 gen 6nciistiniin 10. intronunda
kromozom 17 (17q.23.1) iizerinde bulunur. B) miR-21'in epigenetik manzarasi.
H3K27me3 ve H3K9me3 gibi kromatin igaretleri miRNA promotdriinde tamamen
bulunmazken, aktif transkripsiyonla iligkili H3K4me3 ve H3K4mel isaretleri miR-21
promotdriinde mevcuttur. C) Varsayilan miRNA promoter bolgesi, AP-1, Ets/PU.1,
C/EBP, NFI, SRF, p53 ve STATS3 i¢in ¢esitli baglanma bolgeleri igerir [191].
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miR-21, PTEN, PDCD4 ve RECK gibi apoptotik proteinleri kodlayan genleri
hedefleyerek kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina yardimct olur ve apoptozu bastirir
[180]. CDKNI1A ve p53 gibi hiicre dongiisiinii diizenleyen genleri hedefleyerek timor
bliylimesini ve ¢ogalmasini tesvik eder. TIMP3 ve Maspin gibi hiicre hareketliligi ve
adhezyonu ile iligkili genleri hedefleyerek kanser hiicrelerinin komsu dokulara ve uzak
bolgelere go¢ etmesini kolaylastirir. Bu durum, metastazin oniinii agar. Timor biiyiidiikce,
hayatta kalabilmek icin daha fazla oksijen ve besin maddesine ihtiya¢ duyar. miR-21,
VEGF ve VEGFR2 gibi angiogenez faktorlerini kodlayan genleri hedefleyerek tiimore
kan teminini arttirir [185], [186], [188]. miR-21, immiin sisteminin islevini cesitli
sekillerde etkileyebilir, PDCD4 ve IFN-y gibi T hiicrelerinin aktivasyonunu ve
fonksiyonlarini bastiran genleri hedefleyerek T hiicrelerinin bagisiklik tepkisini zayiflatir.
PTEN ve SOCS1 gibi genleri hedefleyerek makrofajlari pro-inflamatuar hale getirir ve
timor biiyiimesini ve metastazi tesvik eder. NF-kB gibi genleri hedefleyerek dendritik
hiicrelerin fonksiyonunu bozar ve immiin toleransi tesvik eder. miR-21, Treg hiicrelerinin
fonksiyonlarni artirarak ve immiin sistemi baskilayici sinyalleri uyararak tiimoriin
bagisiklik sisteminden kagmasina yardimci olabilir. Immiin yetmezligi tesvik ederek
kanserin bagisiklik sisteminden kagmasina yardimer olabilir. miR-21, inflamatuar
sitokinlerin {iretimini artirarak ve inflamatuar sinyal yollarin1 aktive ederek tlimor

mikrogevresinde inflamasyonu tesvik eder. Bu durum, tiimor biiylimesini ve metastazi

daha da ilerletebilir (Sekil 14)[180], [185], [186], [188], [189], [190], [191], [192].
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Sekil 14 miR-21'in epigenetik diizenleyicileri ve kanser, farklilagma, hiicre 6liimii ve kemorezistans
acisindan miR-21'in asag1 akis hedefleri. Her hiicresel siirecin temsili diizenleyicileri listelenmistir.
TMEMA49(transmembran proteini 49), VMP1(vakuol membran proteini 1), AP-1(aktivator protein

1), Ets/PU.1(Ets ailesi transkripsiyon faktorii PU.1), SRF(serum yanit faktori),

C/EBP(CCAAT/gelistirici baglanma proteini) , NFI(niikleer faktor I), STAT3(sinyal doniistiiriicli ve

transkripsiyon aktivatorii 3) [188].

miR-21, gesitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese edilir ve bu da tiimor biiyiimesi, istilasi ve
metastazina katkida bulunur. En sik goriilen miR-21 yiiksek ekspresyonuna sahip
kanserler sunlardir; Akciger kanserinde hiicre proliferasyonunu, invazyonu ve metastazi
tesvik eder ve kemoterapiye direnci artirir. Meme kanserinde timor biiylimesini,
invazyonu ve metastazi tesvik eder ve ER-negatif meme kanserinde daha agresif bir
prognozla iliskilidir [196], [197], [198]. Kolorektal kanser hiicrelerinde proliferasyonu,
invazyonu ve metastazi tesvik eder ve kemoterapiye direnci artirir. Pankreas kanserinde
tiimor biliylimesini, invazyonu ve metastazi tesvik eder ve prognozu koétiilestirir. Kan
kanserlerinde (Losemi) hiicre proliferasyonunu ve hayatta kalmasini tesvik eder.
Karaciger kanserinde tiimdr biiylimesini, invazyonu ve metastazi tesvik eder ve prognozu

katiilestirir. Ayrica, karaciger kanseri hiicrelerinde kemoterapiye direnci de artirir [196],
[197], [198], [199], [200], [201].

miR-21'in kanser tedavisinde ve teshisinde potansiyel bir hedef oldugu diistiniilmektedir.
Kanser tedavisinde, miR-21'in inhibisyonu (engellenmesi) kanser hiicrelerinin
apoptozunu indiikleyebilir, hiicre cogalmasini engelleyebilir ve metastazi azaltabilir. Bu

nedenle, miR-21'i hedefleyen ilaglar kanser tedavisinde umut vaat eden bir yaklagim
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olarak arastirilmaktadir [202], [203], [204]. miR-21 antagonistleri kodlayan genler, kanser
hiicrelerine aktarilirsa, miR-21'in islevini engelleyebilir ve timdr biiyiimesini
baskilayabilir. miR-21 inhibisyon ajanlarini kanser hiicrelerine hedefli bir sekilde iletmek
i¢cin nanoteknoloji kullanilabilir [187], [196], [197], [198], [199]. Kanser teshisinde,
kanserli dokularda ve kanda miR-21 seviyeleri genellikle saglikli dokulardan daha
yiiksektir. Bu nedenle, miR-21 olgiimleri, kanseri erken evrelerde tespit etmek ve
hastaligin seyrini izlemek icin kullanilabilir. miR-21'e 6zgii molekiillerle isaretlenmis

goriintiileme ajanlar1 kullanilarak kanser hiicreleri ve tiimorler goriintiilenebilir [187],

[196], [197], [198], [199], [200], [201], [202], [203], [204], [205], [206], [207], [208] .
2.3.1.1 Hepatoseliiler karsinom (HCC) miRNA'larin Rolii

Hepatoseliiler karsinom (HCC), diinya capinda kanser Oliimlerinin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Erken teshis ve tedavi eksikligi nedeniyle prognoz hala
zay1ftir[209], [210], [211]. HCC'de miRNA'lar, timor biiytimesini, istilayr ve metastazi
tesvik ederek veya bastirarak Onemli rol oynayabilir. Onkogen miRNA'lar, timor
biiylimesini ve ilerlemesini tesvik eden proteinlerin ekspresyonunu artirir. miR-21 ve
miR-222 gibi onkogen miRNA'lar HCC'de siklikla yukari regiile edilir. Timor baskilayict
miRNA'lar, timor biliylimesini ve ilerlemesini engelleyen proteinlerin ekspresyonunu
azaltir. miR-26a ve miR-122 gibi tiimor baskilayict miRNA'lar HCC'de siklikla asagi
regiile edilir [196], [197], [201], [202], [208], [212]. Anti-miRNA'lar, miR-21'in iglevini
bloke ederek HCC hiicrelerindeki onkogenik sinyalleri bastirmak i¢in tasarlanmis sentetik
oligontikleotitlerdir. miR-21'e kars1 gelistirilmis en ¢ok arastirilan antimirRNA'lardan biri
Miravirsen (SPC-3649). Faz Il klinik bir ¢alismada Miravirsen, sorafenib ile kombine
olarak HCC'li hastalarda genel sagkalimi 6nemli dlgiide iyilestirir. miRNA analoglari,
tiimor baskilayict miRNA'larin islevini taklit ederek HCC hiicrelerinde apoptozu tesvik
edebilir ve tiimor biiylimesini engelleyebilir. miR-26a ve miR-122 gibi tiimor baskilayict
miRNA'larin  analoglart HCC tedavisinde potansiyel terapdtik ajanlar olarak
arastirilmaktadir. Nanoteknoloji tabanli miRNA iletim sistemleri, miR-21 antagonistlerini
veya miRNA analoglarini tiimdr hiicrelerine 6zel olarak iletmek i¢in kullanilabilir. Bu,
saglikli dokulara maruziyeti ve yan etkileri sinirlayarak terapotik etkinligi artirabilir. Lipid

nanopartikiiller, polimerler ve eksozomlar gibi g¢esitli nanoteknolojiler, miR-21'i
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hedefleyen ajanlar1 iletmek i¢in arastirilmaktadir. CRISPR/Cas9 sistemi, DNA'y1 hassas
bir sekilde diizenlemek i¢in kullanilabilen gii¢lii bir aractir. Bu sistem, miR-21 genini
dogrudan diizenlemek veya miR-21'in hedef genlerini etkilemek i¢in kullanilabilir. HCC
tedavisinde CRISPR/Cas9 tabanli terapdtik yaklasimlarin 6n klinik degerlendirmeleri
umut verici sonuglar vermistir. mMiR-21'e dayali terapotik yaklagimlar, geleneksel
kemoterapi ajanlari, radyasyon tedavisi veya immiinoterapi gibi diger tedavi
yontemleriyle de kombine edilebilir. Bu kombinasyon terapileri, sinerjik etkiler
saglayarak tek basina ajanlara kiyasla daha yiiksek etkinlik saglayabilir[187], [213], [214].

miRNA'lar, HCC tanisinda da kullanilabilir. HCC hastalarinin kaninda ve dokularinda,
saglikli bireylere kiyasla belirli miRNA'larin seviyelerinde degisiklikler oldugu
gosterilmistir. Bu miRNA'lar, HCC'nin erken teshisi ve izlenmesi icin potansiyel
biyobelirtegler olarak kullanilabilir. HCC'de potansiyel terapotik hedefler olarak kabul
edilen bir dizi miRNA vardir. Bu miRNA'lardan bazilari; miR-21, HCC'de siklikla yukari
regiile edilen bir onkomiRNA'dir [212], [215], [216]. miR-21, PTEN ve PDCD4 gibi
timdr baskilayic1 genleri hedefleyerek kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini
tesvik eder. miR-21'in inhibisyonu, HCC hiicrelerinde hiicre 6liimiinii indiikleyebilir ve
timor biiylimesini bastirabilir. miR-122, karacigerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
bir karaciger-spesifik miRNA'dir [217], [218], [219]. miR-122, HCC'de siklikla asag1
regiile edilir ve HCC hiicrelerinin biiyiimesini ve yayilmasini bastirabilir. miR-122'nin
ektopik ekspresyonu, HCC hiicrelerinde hiicre Oliimiinii indiikleyebilir ve timor
biiyiimesini bastirabilir. miR-223, hematopoyezde 6nemli rol oynayan bir miRNA'dir.
miR-223, HCC'de siklikla yukar1 regiile edilir ve kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve
yayilmasint tesvik eder. miR-223'lin inhibisyonu, HCC hiicrelerinde hiicre 6limiinii
indiikleyebilir ve timor biiylimesini bastirabilir [212], [215], [216], [217], [218], [219],
[220], [221].
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Sekil 15 Hepatoseliiler karsinomun baslangic ve gelisimi (solda) ve karaciger kanseri gelisimi
sirasinda miRNA'larin ekspresyonu ve hedefleri (sagda). A) Yukari regiile edilmis miRNA'lar, B)
Yukari regiile edilmis miRNA'larin hedefleri, C) Asagi regiile edilmis miRNA'lar ve D) Asagi regiile
edilmis miRNA'larin hedefleri [222].

miRNA'lar, HCC teshis ve tedavisinde umut verici yeni bir ara¢ sinifidir. miRNA'lar

hakkinda daha fazla arastirma, HCC hastalari i¢in daha etkili ve kisisellestirilmis tedavi

yaklasimlarinin gelistirilmesine yol agabilir [222], [223], [224].
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3 MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 MATERYAL
3.1.1 Kullanilan hiicre ve dzellikleri

HEPG2 (ATCC HB8065) hiicresi TERT promoteri C228T'de bir mutasyon tasir. TERT
promoterindeki mutasyon hem HCC (Hepatoselliler karsinom) hem de HB
(Hepatoblastoma) 'da meydana gelir. Sitokrom P450 (CYP) siiper ailesi olan CYP3A4,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2A6, CYP2D6 ekspresyonlari zayiftir ve ya yoktur [225].

3.1.2 Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihazlar Ek A’da verilmistir.

3.1.3 Hiicre kultiri donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan materyaller Ek B’de verilmistir.

3.1.4 Kullanilan Kimyasallar

Caligsma siiresince kullanilan kimyasallar Ek C’de verilmistir.

3.1.5 Kullanilan Cozeltiler

Calisma siiresince kullanilan ¢ozeltiler Ek D’de verilmistir.

3.1.6 Kullanilan antikor,miRNA ve plazmidler

Calisma siiresince kullanilan antikor,miRNA ve plazmidler Ek E’de verilmistir.

3.2 YONTEMLER
3.2.1 Hicre Kulturu

HEPG2 hiicre hattinin  kiltiirii icin, %10 FBS (fetal sigir serumu) ve %l
penisilin/streptomisin i¢erigine sahip, 1x Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

52



hiicre besiyeri hazirlanmis ve ana stok +4°C’de saklanmistir. Karaciger kanseri hiicresi
T75 hiicre kiiltiirii kaplarinda DMEM besiyer ile %5 CO: igeren 37°C’li inkiibatérde
blyiitiilmistir. HEPG2 hiicresinin doubling time (iki katina ¢ikma siiresi) 48 saattir.
Hiicreler, hiicre kiiltiir kabinin yiizeyinde %70-80 yogunluga ulastiklarindan sonra,

pasajlama ( alt kiiltiire alma) islemi veya yapilacak deney i¢in ekim gergeklestirilmistir.

3.2.2 Stabil Hiicre Hatt1 Eldesi

miR-21 plazmiti iceren E.coli DH5a bakterisinin gogaltilmasi igin ampicillin i¢cerin LB
agarda colony pick-up yapilmistir. Segilen koloni LB Broth da biiyiitiildii ve 35 pl’ye
tamamlanmistir. Bir gece ¢alkaliyicida 37°C’de biiyiitiilen bakterilere plazmit izolasyonu
yapilmigtir. Elde edilen plazmiti HEPG2 kanser hiicresine transfeksiyonunu
gerceklestirmek igin lipofectamin 2000 protokoliinii kullanilmistir. 48 saatlik
transfeksiyonun ardindan hiicrelere, secilim gerceklestirmek i¢in  G-418 antibiyotigi
uygulanmistir ve 48 saat beklenilmistir. Protein izolasyonunun ardindan immunoblotlama
yontemi ile PTEN antibodysi ile muamele edildi miR-21+ hiicrelerinin ifadesi

incelenmistir.

3.2.3 Hicrelerin Dondurulmast

Hiicre kiiltiir kabinin yiizeyine yapismis olan hiicreler tripsin-EDTA ile muamele ederek
kaldirilmistir. 1:1 oranda besiyeri eklenerek enzim aktivitesi inhibe edilmistir ve 15ml’lik
falkon tiiplerine toplanan hiicreler santrifiij cithazindan 2000 rpm 5 dakika ¢oktiiriilmiistiir.
Stipernetant atildiktan sonra pellet iizerine hiicre dondurma medyas1 (Freazing Media 9:1
FBS-DMSO) eklenip pipetaj yapilmistir. Homojen siispansiyon dnceden etiketlemis
oldugumuz kriyo tiiplere aktarilmistir -80°C’de izopropanolde bekletilmistir. Uzun siire

saklamak i¢in -196°C siv1 azot tankina kaldirilmis ve orda muhafaza edilmistir.

3.2.4 Hiicrelerin Agilmasi

Iki tip hiicre agilmasi ydntemi vardir; Santrifiijlii hiicre agma ydntemi; -80°C kriyo tiipler
igerisinde bulunan FBS-DMSO igeren besiyeri ile dondurulmus olan hiicre hatt1 hizlica
cozdiiriilerek Onceden iizerine 1:1 oranda besiyeri eklenmis 15ml’lik falkon tiiplerine
aliip 2000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem sirasinda DMSO’ nun hiicre

canlilifina olan negatif etkisi azaltilmaya calisilmistir. Santriifiij isleminin ardindan
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stipernatant kisim uzaklastirilmistir ve taze besiyeri ile pellet ¢oziilmiistiir. Kullanilacak
olan 25 cm?’lik petrilere 3 ml besiyeri veya 75 cm?’lik petrilere 5 ml besiyeri konularak
taze besiyeri ile ¢0ziilmiis olan hiicrelerin ekimi gergeklestirilmistir. Santrifiijsiiz hiicre
acma yontemi; ilk olarak direkt petrilere besiyeri eklenmistir ve kriyo tiiplin igerisinde
bulunan FBS-DMSO igeren besiyeri ile muamele edilmis hiicreler direkt olarak besiyeri
olan petrilere eklenmistir. Petriler %5 COz igeren 37°C’li inkiibatore konulmustur. Birkag
saat sonra hiicreler kontrol edilmistir ve yapisan hiicreler gozlemlenildiginde besiyeri

degistirilmistir.
3.2.5 Plazmid izolasyonu

Ana stok plazmitini biiyiittiigiimiiz LB Broth igerisindeki miR-21 plazmitini, 50’lik falkon
icerisine 35 ml 50mg/ul ampicillin basilmig LB Brooth’un i¢ine 300-500ul ana stoktan
ekim gergeklestirildi ve overnight 370C de shakerda bekletildi. Ertesi giin OD 6lglimii
yapildr ve 0.2 araliginda olanlarin plazmit izolasyonu ZymoPURE™ Plasmid Miniprep
Kit (Catalog Nos. D4209, D4209, D4210, D4211& D4212) protokoliine gore
gerceklestirilmistir.

3.2.6  miRNA Transfeksiyonu

Plazmit izolasyonu sonucunda elde edilen miR-21 plazmitinin konsantrasyonu o6lgiildii
kuyu bast 1000ng olarak hesaplandiktan sonra CanfastTM Transfection Reagent

protokoliine gore transfeksiyon gergeklestirildi.

3.2.7 miRNA izolasyonu ve cDNA Dontistiiriilmesi

HEPG2 ve miR-21+ olan hiicrelerdeki miR-21 seviyelerinin incelenmesi i¢in miRna
1zolasyonu miRNeasy Micro Kit (Qiagen kat: 217004) protokoliine gore gerceklestirildi.
Izole edilen miRNA konsantrasyonlar1 Implen nanodrop ile dlgiildii. cDNA déniisiimii
icin miScript II RT Kit (Qiagen kat: 218161) protokoliine gére deney gerceklestirildi.
cDNA doniigiimiiniin ardindan Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu CFX
Connect (BioRad) Real-Time PCR Detection System cihazi kullanildi. miRNA primeri
miR-21 ve endojen kontrol RNUG primeri ile miScript SYBR Green PCR kit (Qiagen, Kat
No: 218073) kullanildi. Cihazda 94°C’de 15 sn denatiirasyon, 55°C’de 30 sn baglanma,

70°C’de 30 sn uzama basamaklarini takiben 40 siklus ayarlandi. Veri analizi, her 6rnege
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ait miRNA’larin ACT degerleri ile internal kontrol RNU6’ya gdre normalize edildi ve en

az 2 tekrarl olarak gergeklestirildi.

3.2.8 Total RNA izolasyonu ve cDNA Déniisiimii

HEPG2 ve miR-21+ olan hiicrelerdeki total RNA’nin izolasyonu PureZOL RNA
izolasyonun protokoliine gore gerceklestirildi. 60mm’lik petri kabina ekilmis hiicrelerde
ila¢ uygulanmasinin 24 saat ardindan besiyeri uzaklastirilir. 10 cm? petriye 1 ml PureZOL
eklenir ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 1,5’luk ependorfa gegirildilen lizat i¢in
her 1 ml PureZOL i¢in 0.2 ml Kloroform eklenir ve 15 sn alt-iist edilir oda sicakliginda
5dk inkiibe edilir. 12000xg de +4°C’de 15dk santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasi olusan 3
fazdan, tstteki seffaf sivida RNA bulunuyor. RNA yeni RNAz icermeyen temiz tiipe
aliir. Her 1 ml PureZOL i¢in 0.5 ml izopropanol eklenir ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edilir. 12000xg de +4°C’de 10 dk santrifij yapilir, supernetant atilir. Pellet tizerine her 1
ml PureZOL i¢in 1 ml %75 etanol eklenir ve alt-list yapilir. 7500xg’de +4°C’de 5dk
santrifiijlenir. Siipernatant uzaklastirilir ve pellet kurutulur. Pelletin miktarina bagli olarak
uygun hacimde DEPC’li (Dietilpropiyonat) su ile 55-60 °C 10dakika inkiibe edilir. Elde
edilen RNA’y1 -80°C’de saklanr.

Izole ettigimiz RNA nin spektrofotometre ile dl¢iimii gerceklestirildi. RNA’y1 cDNA’ya
cevirmek i¢cin BIORAD iScript™ cDNA Sentez kiti protokoliine gore total hacim 20ul
olarak hesaplandi1 ve deney gergeklestirildi. Thermal siklus cihazinda PCR’mn dongiisii
icin 25°C’de 5 dakika priming, 46°C’de 20 dakika ters trankskripsion, 90°C’de 1 dakika

RT inaktivasyonu ayarlanir deney sonucunda elde edilen cDNA’y1 -20°C’de saklanur.

3.2.9 Hiicre Canliliginin Belirlenmesi (MTT Testi)

Transfeksiyonu gerceklestirilmis HEPG2 miR-21+ hiicrelerde ve HEPG2 hiicrelerinin
%90 oraninda konfuluent olduktan sonra pasajlama islemi gerceklestirildi ve hiicreler
hemistometre ile sayildi. Sayilan hiicreler kuyu bas1 10.000 hiicre 100ul olacak sekilde
hesaplama yapildi ve 96 kuyucuklu platelere ekimleri gergeklestirildi. Ekildikten 24 saat
sonrasinda kuyu basi (1-100nM) ila¢ dozlar1 denemesi i¢in ilaglama gerceklestirildi.
[laglamadan 24 saat sonra kuyu bas1 10ul MTT Reagent basildi ve 4 saat inkiibatorde

bekletildi. 4 saat sonunda her kuyudaki media ¢ekildi ve olusan formazan kristallerinin
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tizerine DMSO 100pl basildi. 5 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildikten 570nm
ve 655 dalga boylarinda Spektrofotometrik 6l¢timii gergeklestirildi.

3.2.10 Hiicrelerin Koloni Olusturma Potansiyellerinin incelenmesi

%90 oraninda yogunluga ulasan HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicrelerini pasajladiktan
sonra hemistometre ile sayildi. Koloni olusumu deneyi i¢in 6 kuyucuklu plakalara
kuyucuk basina 2x102 hiicre olacak sekilde ekildi. Ekimden 24 saat sonra 60nM oleandrin
uygulandi. Oleandrin uygulanmasindan 24 saat sonra hiicreler lizerindeki besiyeri, taze
besiyeri ile degistirildi. Hiicrenin duplikasyon zamanina bagli olarak kontrol grubu
hiicreleri kontrol edildi ve %90 yogunluga ulastiginda fiksasyon asamas1 gerceklestirildi.
Hiicre gruplari 3:1 oraninda metanol/asetik kullanilarak fikse edildi ve ardindan 30 dk oda

sicakliginda %S5 kristal viyole kullanilarak boyandi.

3.2.11 Floresan Boyamalar

%90 oraninda yogunluga ulasan hiicrelerin pasajlama islemi gerceklestirildi. Pasajlama
islemi yaptiktan sonra hiicrelerin hemistometre ile sayimi yapildi ve 12 kuyucuklu
platelere kuyu bast 20.000 hiicre olacak sekilde hesaplamasi yapildi ve ekimleri
gerceklestirildi. 24 saat sonra ilagh kondiisyonlarin ilac1 uygulandi kontrol gruplarina taze
besiyeri uygulandi. Ilag uygulanmasindan 24 saat sonra DIOC6 (3) (3,3'-
Dihexyloxacarbocyanine lodide) floresan boyasi 10-20nM dozunda uygulanip 15-20 dk
inkiibe edildikten sonra Floresan atagmanli invert mikroskop (IX71-Olympus)
mikroskobunda mavi filtrede (484/501 nm) goriintiilendi. DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) boyasi, 3uM dozunda uygulanip 30 dk inkiibe edildikten sonra Floresan
atagmanli invert mikroskop (IX71-Olympus) mikroskobunda menekse filtresinde (405
nm) goriintiilendi. PI (Propidium Iyodiir) boyas1 5Sug/mL dozunda uygulanip 30 dk inkiibe
edildikten sonra Floresan atagmanli invert mikroskop (IX71-Olympus) mikroskobunda
yesil filtresinde (535/617 nm) gorintilendi. MitoTracker boyast 250nM dozunda
uyguland1 30dk inkiibe edildikten sonra Floresan atagmanli invert mikroskop (IX71-
Olympus) mikroskobunda yesil filtresinde (575/595 nm) goriintiilendi.

56



3.2.12 Protein izolasyonu

HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicreleri 100mm’lik petrilere 2x10° hiicre olacak sekilde
ekimleri gerceklestirildi ve %80 yogunluga ulastiktan sonra 60nM oleandrin uygulandi.
Inkiibasyondan 24 saat sonra Kontrol hiicrelerin medyasi atild1 ve ilagh besiyeri toplandi.
Petri kaplar1 1 ml 1x PBS ile petri yikanir. Daha sonra petrilere soguk 3 ml 1x PBS (Fosfat
tamponlu tuz ¢dzeltisi) eklendi ve kazima yapildi. Kazman hiicreler 1,5’luk ependorfa
toplandi, 13.200 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve iist faz atildi. Bu islem kazinan
hiicreler bitene kadar tekrar edilir. Pellet miktarina gore 1X Proteaz inhibitor kokteyli
(Thermo fisher) igeren Hiicre Lizis Cozeltisi (M-PER Mammalian Protein Extraction
Reagent, Thermo Fisher) eklenir. CLB eklendikten sonra pipetaj islemi uygulayarak pellet
cozdiiriilir. Ependorf 15-20 dakika boyunca calkalayicida calkalanir. Calkalama
sonrasinda 15-20 dakika boyunca 13.200 rpm’de santrifiij yapilir. Siipernatant,

aliquatlanan temiz ependorfa alinir ve -80°C ‘de muhafaza edilir.

3.2.13 Bradford Protein Miktar Tayini

Izolasyonu yapilan proteinlerin miktar tayinini yapmak amaciyla Bradford teknigi
uygulanir. Bradford tekniginde konsantrasyonu 1,5 pg/pl olan sigir serum albumini (BSA)
kullanilir ve ilk olarak excel’de standart egri olusturulur. Standart egriyi olusturmak icin:
1,5 pg/ul, 3 pg/ul, 4,5 pg/ul, 6 pg/ul, 7,5 pg/ul BSA’nin iizerine Bradford soliisyonu
(Coomassie Brillant Blue G-250) eklenir ve elde edilen proteinlerden 1 pl alinarak
Microplate Reader cihazinda 595 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iiliir. Standartlarin
absorbans/konsantrasyon grafigi olusturulduktan sonra, bu grafigin egim esitligi
kullanilarak absorbans degerleri bilinen protein Orneklerinin konsantrasyonlari

hesapland.

3.2.14 Immunoblotlama Y6ntemi

Hiicrelerdeki PI3K/Akt/mTOR, NF-kB ve apoptoz sinyal yolagindaki protein
seviyelerinin incelenmesi i¢cin, HEPG2 ve miR-21+ HEPG?2 hiicrelerinden izole edilen
protein konsantrasyonlar1 bradford yéntemi ile tespit edildi. Incelenecek proteinin
kDa’una gore degisiklik gosteren %10-12’lik poliakrilamid jel hazirlandi. Jelde ayrilan

proteinler PVDF membrana transferi gergeklestirildi ve %5°lik yagsiz siit ¢dzeltisinde oda
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sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Yagsiz siit ¢ozeltisinde bloklanan membran, primer
antikor (PTEN, NF-xB, IKKa, p- IKKa, IKKp, p- IKKf, B-Actin, Caspase 3,9,8, PARP
vb.) ile +4°C’de gece boyu muamele edildikten sonra 1xTBS-Tween (TBS-T) ile
yikanacak ve sekonder antikor ile (anti-tavsan, anti-fare) +4°C’de gece boyu inkiibe
edilecektir. Inkiibasyon sonrast membran 1xTBS ve 1xTBS-T ile yikanacak, ECL
soliisyonlar1 ile inkiibe edilecek ve kemiliinesans 1stmalar ChemiDoc Goriintiileme

Sistemi (BioRad) ile goriintiilenmistir.

3.2.15 Yar1t Yumusak Agar Yontemi

HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicrelerinin 3B ortamda koloni olusumunu gézlemlemek
icin yumusak agar yontemi kullanildi. Deney 6 kuyucuklu plate de gerceklestirilecek.
1xPBS ile hazirlanan %0.3’lik ve %0.5’lik agar (Agarose, Typel, Molecular Biology
Grade, Calbicohem), mikrodalgada isitilarak ¢ozdiiriildii ve kullanildi. 6 kuyucuklu
plate’de alt tabakanin olusturulmasi igin 1:1 oraninda 2xDMEM (%20 FBS, %1
penisilin/streptomisin) ile karigtirilan %0.3’liikk agar, her kuyucuga Iml olacak sekilde
paylastirildi ve 30 dakika boyunca inkiibasyon i¢in oda sicakliginda bekletildi. %80-90
oraninda biiylimiis olan HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicreleri tripsin ile kaldirildi ve
hiicreler sayildi. Her kuyuda 5000 hiicre ve 60 nM Oleandrin olacak sekilde hesaplandi.
2XDMEM ile karistirilan hiicre ve ilagl siispansiyon elde edilir. Her deney grubuna ait
hiicre siispansiyonlar1 1:1 oraninda %0.5°1ik agar ile karistirilarak donan alt agarin tizerine
eklenir ve inkiibatore birakilir. Ertesi giin 2xDMEM hiicre besiyeri (500 pl) eklenir ve
gozlemlenir gerektikce besiyeri temizligi ve eklenmesi gerceklestirilir. Yaklasik olarak ii¢
haftanin sonunda deney gruplarinin olusturdugu ii¢ boyutlu hiicreler 151k mikroskobu
altinda bes giin boyunca goriintiilenir. Ugiincii haftanin sonunda hiicre canliligin

gozlemlemek i¢in DiOCs ile boyanarak floresan mikroskobu ile goriintiilenmistir.

3.2.16 Hanging Drop (Asili Damla) deneyi

HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicreleri pasajlandiktan sonra hemistometre ile sayim
gerceklestirecek ve 30ul damlada 5000 hiicre olacak sekilde hesaplama yapilacak, ilagh
kondiisyonlar i¢in ilag hesaplamasi yapilacaktir. 60’lik petrinin kapaginin i¢ kismina

damlalar aralikli birakildi 1xPBS konulmus petriye ters gevrilirek kapak kapatildi ve 37°C
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de %5 CO; inkiibatorlerde birakildi. 24, 48 ve 72 saatlerde damlalarin ¢ap boyutlarinin
cekimleri gerceklestirildi. Sonuglarinin graphpad ile analizi gerceklestirildi.

3.2.17 PI (Propidium iyodiir) Hiicre Akis Sitometrisi Deneyi

Propidium iyodiir, hiicreleri ve niikleik asitleri boyamak icin kullanilabilen bir floresan
interkalasyon ajanidir. PI, bazlar arasinda ¢ok az veya hi¢ dizi tercihi olmadan araya
girerek DNA'ya baglanir, bu sayede nukleus boyutuna gore hiicrenin hangi fazda
oldugunun belirlenmesi saglanir. HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicrelerinde 3x10° hiicre
olacak sekilde 6 kuyucuklu platelere ekim yapilacaktir, 24 saat sonrasinda 60Nm
Oleandrin uyguulanip beklenilecektir. 24 saat sonra tripsinle kaldirilip 500xg’de santrifiij
yapilacaktir. Elde edilen hiicreler %70 soguk Etanol ile 2 giin boyunca +4°C’de fikse
edileceklerdir. Fiksasyon iglemi sonrasi 1x PBS ile yikanan hiicreler, 4 mM propidium
iodide (PI) ve 20 uM RNAz ile 30 dk oda sicakliginda inkiibe edileceklerdir. PI boyanan
hiicreler hiicre akis sitometrisinde (FL2 filtresi kullanilarak) her bir deney grubu 1x10*
hiicre seklinde okutulacak ve normalize edilecektir. Elde edilecek SubG1 orani apoptotik
hiicre sayisini1 belirtecektir. Oleandrin ile muamele edilen ve edilmeyen kontrol hiicre
hatlarinin apoptoz, akis sitometrisi (BD Accuri™ C6, BD Biosciences, Franklin Lakes,

NJ, ABD) ile analizi gerceklestirilecektir.

3.2.18 Annexin V/PI Hiicre Akis Sitometrisi Deneyi

HEPG2 ve miR-21+ HEPG?2 hiicrelerin 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu platelere
ekim yapilacaktir, 24 saat sonrasinda 60nM Oleandrin uygulanip beklenilecektir. 24 saat
sonra 1x PBS ile yikandiktan sonra tripsin ile kaldirilir ve hiicreler 500xg’de 5 dakika
santrifiij yapilir. Pellet iizerinden ki PBS uzaklastirildiktan sonra 1xPBS ile tekrar
santrifiijlenecektir. PBS uzaklastirildiktan sonra eBioscience™ Annexin V Apoptosis
Detection Kits (#BMS500FI-100, Invitrogen™) belirtilen protokole goére uygulama
yapilacaktir. Uygulama sonrasi akis sitometrisi (BD Accuri™ C6, BD Biosciences,

Franklin Lakes, NJ, ABD) ile analizi ger¢eklestirilecektir.

3.2.19 Hiicre Sagkalim Deneyi

HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicrelerini her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 12
kuyucuklu petrilere ekildi. ilag uygulamalarini takiben 24, 48, 72 ve 96. saatlerde hiicreler
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iki tekrarli sekilde sayimi1 gergeklestirildi. Pasajlama islemi gergeklestirmek i¢in kaldirilan
hiicrelerin iizerine 1xPBS eklenerek homojen soliisyon elde edilir. Santrifiijlenen
hiicrelere 50 pl 0.4 % (w/v) Tripan Mavisi eklenir ve bu karisimdan 10 pl ¢ekilerek

Neubauer hemositometresi ile sayildi.

3.2.20 Istatiksel Analiz

Deneylerin istatistiksel analizlerinin yapilabilmesi i¢in sonuglardaki veriler GraphPad
Prism 8 programi araciligi ile ¢oklu veri analizi ANOVA ile degerlendirildi. Tiim test
sonuglart ilgili sekillerin altinda istatistiksel anlamlilik sinirlari, p value degerleri sekil alt

yazisinda belirtilmistir.
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4 SONUCLAR

4.1 miR-Zl Transfeksiyonu Yapilan HEPG2 Hiicrelerinde miR-21 ifadesinin
Incelenmesi

HEPG?2 hiicrelerine, LB broth’da biiyiitiilen miR-21 plazmiti metodlarda gecen plazmit
izolasyonu yontemi ile izole edilmistir. izole edilen plazmitin konsantrasyonu &l¢iildii ve
metodlarda  anlatildigr  sekilde transfeksiyonu gerceklestirildi, transfeksiyonu
gerceklestirilen hiicrelerden miR-21+ olarak bahsedilecektir. Transfeksiyon sonrasinda
hiicrelerin miR-21 ifadesini incelemek i¢in qRT-PCR yapildi. qRT-PCR sonucunda
HEPG2’ye oranla miR-21+ olan hiicrelerde mir-21 ifadelerinde 4 kat artis
gozlemlenmistir (Sekil 16).
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Sekil 16 HEPG?2 hiicrelerine miR-21 plazmiti transfeksiyonu sonrast miR-21+
hiicrelerindeki miR-21 ifadesinin genomik incelenmesi. HEPG2 hiicrelerine miR-
21 plazmitinin transfeksiyonundan 48 saat sonra G-418 uygulandi ve 48 saatin
ardindan miRNA izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen miRNA ¢cDNA’ya
dontistiiriildii ve qRT-PCR gergeklestirildi. Normalizasyon RNU6’ya gore
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism ile analiz edildi. (*p=0.04)
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4.2 miR-21 Transfeksiyon Basarismm miR-21 ifadesi ve Hedef Proteinleri
Acisindan Incelenmesi

HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerde proteomik ifadesini incelemek i¢in immunoblotlama

deneyi gergeklestirildi. Deney sonucunda miR-21+ hiicrelerinde HEPG2 hiicrelerine

kiyasla PTEN proteininin ifadesinde azalma gozlenmistir. Ancak tam tersi sekilde c-Myc

protein ifadesinde artma gozlemlenmistir (Sekil 17).

HEPG2 miR-21+
PTEN
54 kDa I
c-Myc 4
57 kDa —
p-aktin &
45 kDa

Sekil 17 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde miR-21 plazmitinin
PTEN ve c-Myc ifadelerine etkisi. miR-21 transfeksiyonu
yapilan hiicrelerin total protein izolasyonu gergeklestirildi.

izolasyon sonrasinda 30 pg protein %12’lik SDS-PAGE jelde
yiiriitiildii. PTEN ve c-Myc ifadeleri immunoblotlama ile

incelendi.

4.3 miR-21 Ifadesi Arttirildiginda Epitelyal Mezenkimal Gecis Elemanlarinin
ifadesinin Incelenmesi

HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerde genomik ifadesinde EMT elemanlarindan Snail-1/2,
Twist ve E-Cadherin ifadelerindeki degisimi incelemek icin qRT-PCR deneyi
gergeklestirildi. Deney sonucunda miR-21+ hiicrelerinde HEPG2 hiicrelerine oranla E-
Cadherin 1.7 kat, Snail-1 1.8 kat, Snail-2 3.2 kat arttig1, Twist’in 0.4 kata kadar azaldigi
gbzlemlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18 HEPG?2 hiicrelerine miR-21 plazmiti transfeksiyonu sonrast miR-21+ hiicrelerindeki miR-21
ifadesinin genomik incelenmesi. HEPG2 hiicrelerine miR-21 plazmitinin transfeksiyonundan 48 saat sonra
G-418 uyguland1 ve 48 saatin ardindan miRNA izolasyonu gergeklestirildi. izole edilen miRNA cDNA’ya

doniigtiiriildii ve qRT-PCR gergeklestirildi. EMT elemanlarindan E-Cadherin, Twist, Snail 1 ve Snail-2

ifadeleri incelendir. GraphPad Prism ile sonuglar grafik haline getirildi.

4.4  Oleandrin HEPG2 ve miR-21+ Hiicre Canlihigin1 Azalmistir

miR-21 ifadesi arttirilan HEPG2 hiicrelerinde (miR-21+ hiicreler) ve HEPG2 hiicrelerinde
uygun ila¢ dozunu belirlemek i¢in hiicre sagkalim deneyi gerceklestirildi. Oleandrin
HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerine 50-100nM doz araliginda 24 saat muamele edildi ve
metodlarda bahsedildigi sekilde deney gerceklestirildi. Deney sonucunda elde edilen
verilere gore toksik etkiyi dnlemek i¢in %50 canlilik oranindan az 6ldiiren, HEPG2
hiicresine %63, miR-21+ hiicrelerde %80 olan 60nM dozu seg¢ildi ve o doz ile deneylere
devam edildi (Sekil 19).
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Sekil 19 HEPG2 ve HEPG2 miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in (50-100nM) hiicre canlilifina etkisinin
doza bagli olarak degisiminin incelenmesi. Hiicreler 24 saat boyunca ilag dozlari ile inkiibe edildikten
sonra 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)- 2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) y6ntemi ile analiz edildi. Yapilan
deney gruplar1 4 tekrarli 3 farkli deneyin ortalamasidir. GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.

(*p=0.0102, **p= 0.0072)

4.5 Oleandrin miR-21 ifadesini Baskilamistir

Onceki deneylerde miR-21 transfeksiyonu kanitlanan miR-21+ hiicrelerinde oleandrin’in
uygulanmasiin miR-21’in ifadesinin degisikliginin gozlenmesi i¢in qRT-PCR deneyi
metadlarda ifade edildigi sekilde gergeklestirildi. Deney sonucunda miR-21 primerinin,
miR-21+ hiicrelerinde HEPG2 hiicrelerine oranla 4 kat ifadesi artmistir. Oleandrin

uygulanmis hiicre hattinda 0.3 kata kadar ifadesi azalmistir (Sekil 20).
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Sekil 20 HEPG2 hiicrelerine miR-21 plazmiti transfeksiyonu sonrasi miR-21+ hiicrelerindeki
oleandrin uygulanan hiicrelerde miR-21 ifadesinin incelenmesi. miR-21+ hiicrelerine 24 saat 60
nM Oleandrin uygulanmasinin ardindan miRNA izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen
miRNA ¢cDNA’ya doniistiiriildii ve qRT-PCR gergeklestirildi. Normalizasyon RNU6’ya gore
gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu. (*p=0.02)

4.6 Oleandrin HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinin Koloni Olusum Potansiyelini
Baskilamstir

HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde 60nM ve 85nM Oleandrin’in uygulanmasinin ardindan

hiicrelerde koloni olusturma testi metodlarda bahsedildigi sekilde gergeklestirildi. HEPG2

hiicrelerin kontrol gruplarinda 3483, 60nM olan 199, 85nM olan 113, miR-21+ hiicrelerin

kontrol gruplarinda 4962, miR-21+ 60nM hiicrelerin 503, 85nM hiicrelerin 353 koloni

gozlemlenmistir. HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in zamana bagli olarak

koloni olusumunu anlaml 6l¢giide baskiladigi gosterilmistir (Sekil 21).
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Sekil 21 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in (60- 85nM) koloni olusum potansiyeline etkisinin
incelenmesi. Hiicreler 24 saat boyunca ilag dozlari ile inkiibe edildikten sonra koloni deneyi
gerceklestirildi. Koloniler kristal viyole ile boyandi. A) Koloni olusum deneyinin gériintiisii. B) Sayilan
koloni sayilarinin analizini grafik ile gosterimi. Yapilan deney gruplar 4 tekrarli 3 farkli deneyin

ortalamasidir. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu (****p<0.0001).

4.7 Asith Damla Deneyi ile HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinde 60nM Oleandrin’in
Uc Boyutlu Hiicre Formlarimin Olusmasina Etkisinin Gosterilmesi

Bu tez kapsaminda {i¢ boyutlu kiiltiir olusturmak i¢in kullanilan yontemlerden birisi asilt

damla deneyidir. Asili damla deneyinde hiicre siispansiyonu ile damla olusturuluyor ve

bu damlada bulunan hiicrelerin, hiicreler arasi etkilesimle olusturacaklar1 sferoid formu

gbzlemleniyor.

HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerine uygulanan Oleandrin’in sferoid olusumuna etkisine
baktigimizda 24. 48. ve 72.saatlerde sferoid c¢aplart 6l¢iildii. Caplar kiyaslandiginda
anlamlh farklilik gozlenememistir (Sekil 22). miR-21+ hiicrelerinde kontrol ve ilaglh
gruplart  kiyasladigimizda 24.saatle 72.saat arasinda sferoid c¢aplarinin azaldig

gozlenilmektedir (Sekil 23).
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mm Kontrol
= 60nM

Sekil 22 Asili damla yontemi ile HEPG2 hiicresinde Oleandrin uygulanmasinin ii¢ boyutlu hiicre formu

olusumuna etkisinin incelenmesi. A) HEPG2 hiicrelerinde ilagl ve kontrol gruplarinin 24. 48. ve 72.saatte

151k mikroskobunda sferoid ¢aplarinin 6l¢iilmesi. B) HEPG2 hiicrelerinde gergekletirilen asili damla

deneyinin sonuglarinin GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.

a) 24 Saat 48 Saat 72 Saat

Kontrol

60 nM

b)

Sferoid Caplar: (um)

1500

1000

500

24 Saat

miR-21+
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Zaman (t)
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mm Kontrol
=3 60nM

Sekil 23 Asili damla yontemi ile miR-21+ hiicresinde Oleandrin uygulanmasinin ii¢ boyutlu hiicre formu

olusumuna etkisinin incelenmesi. A) miR-21+ hiicrelerinde ilagli ve kontrol gruplariin 24. 48. ve

72 .saatte 151k mikroskobunda sferoid ¢aplarinin 6lgiilmesi. B) miR-21+ hiicrelerinde gergekletirilen asilt

damla deneyinin sonuglarinin GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.
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4.8 Yumusak Agar Deneyi ile HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinde Oleandrin’in Uc
Boyutlu Hiicre Formlarinin Olusmasina Etkisinin Gosterilmesi
Calismamizda miR-21 ifadesi arttirilan HEPG2 hiicrelerinde hiicresel ylizeyden bagimsiz
olarak olusturduklar1 ii¢ boyutlu ortami inceleyebilmek i¢in yumusak agar yontemi
gergeklestirildi. 4 hafta uygulanan deneyin ardidan hiicrelerin olusturdugu ii¢ boyutlu
koloni fomlar1 zamana ve doza bagl olarak degisiklik gozlenmistir. HEPG2 kontrol
grubuna oranla miR-21+ hiicrelerin kontrol gruplarinda koloni formunda artis
gdzlenmistir. Ilagh gruplara baktigimizda kontrol gruplarina kiyasla anlamli 6lgiide koloni
olusumunu baskiladig1 ve koloni ¢aplarinda gozle goriiliir artis gézlemlenmistir. DIOCg
Floresans mikroskop boyasi ile boyanan koloni formlar1 incelendiginde kontrol gruplarina

oranla ilach dozlarda canli hiicre sayisinin azaldig1 gosterilmistir (Sekil 24).

HEPG2 miR-21+

Isik DIOC, Isik DIOC,

Kontrol

60 nM

Sekil 24 Koloni olugumuna ekisinin yumusak agar deneyi ile incelenmesi. Deney 4 hafta sonunda Isik

mikroskobu ile ¢gekim alinmugtir.

4.9 Oleandrin’in HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinde Hiicre Cogalmasina Etkisinin
Incelenmesi

Belirlenen dozlardan 60 nM ile deneylere devam edilmistir ve Oleandrin’in hiicre
proliferasyonunu gozlemleyebilmek i¢in Tripan mavisi ile deney metodlarda bahsedildigi

gibi gergeklestirilmistir. Oleandrin zamana bagli olarak hiicre sayisini azaltmistir,
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24 saatte oleandrin sitotoksik bir etki gostererek HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde hiicre
canliligint MTT datalar1 ile uyumlu sekilde azaltmistir. 48. 72. ve 96.saat araliginda
Oleandrin’in bu etkisini kontrol gruplarina gore devam ettirdigi gozlenmistir. Oleandrin

hiicre ¢cogalmasini baskilamistir (Sekil 25).

50

-~ HEPG2 Kontrol
- HEPG2 60nM
-&- miR21+ Kontrol
-¥- miR21+ 60nM

Hiicre Sayisi (104)

Zaman (Sa)

Sekil 25 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin 60nM uygulanmasinin hiicre proliferasyonu tizerine
etkisinin incelenmesi. Hiicreler 24 saat boyunca ila¢ dozu ile inkiibe edildikten sonra tripan mavisi deneyi
gerceklestirildi. Yapilan deney gruplari 4 tekrarli 3 farkli deneyin ortalamasidir. Elde edilen sonuglar

GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.

4,10 HEPG2 ve miR-21+ }-Iiicrelerinde Oleandrin’in Hﬁcre Sagkalimmin ve
Apoptoza Bagh Hiicre Oliimiiniin Floresans Boyama Ile Gosterilmesi
HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in uygulanmasindan sonra hiicre sagkalim ve
6liimiinii incelemek i¢in floresan boyama gerceklestirildi. DIOCs boyasi pozitif yiikli bir
boyadir, mitokondri negatif yiiklidiir ve bu sekilde 1s1ma gergeklestirir. Mitokondri
membran potansiyeli (MMP) bozulmussa, hiicreler apoptoza gidiyorsa DIOCs boyasi
hiicreler boyanamaz ve bu sekilde 1s1ma vermemektedir. PI boyasi, hiicre permabilitesi
bozulmus hiicrelerde, hiicre 6liimiini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. DAPI boyasi
DNA’ya baglanir ve nukleusu goriiniir hale getirerek apoptotik siirecte olusan DNA
kiriklarmin  gézlenmesini  saglamaktadir. MitoTracker boyast canli hiicrelerde

mitokondriyi boyamak i¢in kullanilmaktadir.
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HEPG2 1s1k mikroskobu goriintiilerinde kontrol gruplarinda saglikli  hiicreler
gozlemlenirken 60nM Oleandrin grubunda hiicre canliliginda azalmaya sebep olmustur
ayn1 zamanda hiicre morfolojilerinde degisiklige yol acarak hiicre morfolojileri yuvarlak
bir hal almistir. PI boyamasinda goriilen kirmizi noktalar kontrol grubunda yokken ilagh
grupta vardir ve sayica artmistir. HEPG2 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyel
kaybina bagli olarak hiicre 6liimii varsa DIOCs boyamada azalma g6zlemlenir. HEPG2
ilagh grupta, kontrol grubuna kiyasla mitokondriyal membran potansiyeline bagli olarak
hiicre canliliginda azalma gozlemlemekteyiz. DAPI boyamasi niikleus boyamalarini
gosterir mor 1s1malar DNA kiriklarini ifade etmektedir. Oleandrin HEPG2 hiicrelerinde
DNA kiriklarina sebep olmustur. MitoTracker boyasi DIOCs gibi mitokondrileri
boyamaktadir. DIOCs goriintiilerini dogrular niteliktedir (Sekil 26).

miR-21+ hiicrelerinde 151k mikroskobu goriintiilerinde kontrol gruplarinda saglikli
hiicreler gozlemlenirken 60nM Oleandrin grubunda hiicre canliliginda azalmaya sebep
olmustur ayn1 zamanda hiicre morfolojilerinde degisiklige yol agarak hiicre morfolojileri
yuvarlak bir hal almistir. PI boyamasinda goriilen kirmizi noktalar kontrol grubunda
yoktur ancak ilagli grupta vardir ve sayica artmistir. miR-21+ hiicrelerinde mitokondriyal
membran potansiyel kaybina bagli olarak hiicre 6liimii varsa DIOCs boyamada azalma
gozlemlenir. miR-21+ ilagh grupta, kontrol grubuna kiyasla mitokondriyal membran
potansiyeline bagli olarak hiicre canliliginda azalma gozlemlemekteyiz. DAPI boyamasi
niikleus boyamalarin1 gdsterir mor 1s1malar DNA kiriklarini ifade etmektedir. Oleandrin
miR-21+ hiicrelerinde HEPG2 hiicrelerine kiyasla daha fazla DNA kiriklarina sebep
olmustur. MitoTracker boyasit DIOCs gibi mitokondrileri boyamaktadir. DIOCs
goriintiilerini dogrular niteliktedir (Sekil 27).
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MitoTracker

A %
R s

60 nM

Sekil 26 HEPG2 hiicre hattinda Oleandrin’in hiicre sagkalimi, hiicre 6limiiniin ve mitokondriyal membran potansiyelinin floresan boya ile mikroskop altinda

incelenmesi.
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miR-21+
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DAPI
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Kontrol

60 nM

Sekil 27 miR-21+ hiicre hattinda Oleandrin’in hiicre sagkalimi, hiicre 6liimiiniin ve mitokondriyal membran potansiyelinin floresan boya ile mikroskop altinda
incelenmesi.
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4.11 HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinde Oleandrin’in Hiicre Dongiisii Uzerine
Etkisinin Incelenmesi
Oleandrin’in HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinin hiicre dongiisiinde tutulmasina etkisinin
incelenmesi i¢in hiicre akis sitometrisi yapildi. Hiicreler 60nM Oleandrin uygulanmasinin
24 saat sonrasinda %70’lik etanol ile fiksasyon islemi gergeklestirildi. 1 hafta sonra PI
boyamasi yapildi ve hiicre akis sitometrisinde 6lglim gergeklestirildi. Deney sonucunda
elde ettigimiz verilere gére HEPG2 kontrol grubunda SubG1 %1.1, G1 %55,9, S %11.1
ve G2/M %34.1 iken ilagh grupta bu oranlar SubG1 %4.8, G1 %36, S %19.8 ve G2/M
%42.3 olmustur. miR-21+ hiicrelerini inceledigimizde kontrol grubunda SubG1 %1.6, G1
%55,6, S %13 ve G2/M %33.6 iken ilach grupta SubG1 %3.7, G1 %31.2, S %18.5 ve
G2/M %49,6 olmustur. Kontroller ile ilaglilar1 kiyasladigimizda ilagh gruplarda kontrole
oranla G2/M fazinin arttigini Oleandrin’in bu fazda ket vurdugu gériilmektedir (Sekil 28).
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Sekil 28 Oleandrin’in HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde 24 saat
uygulanmasinin hiicre siklusu iizerine etkisinin incelenmesi. Elde

edilen sonuglarin GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.
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4.12 HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinde Oleandrin’ip NF-kB Sinyal Yolagina Ait
Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerine Etkisinin Incelenmesi

Calismamizda inflamasyonun gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan NF-kB sinyal
yolunda Oleandrin’in proteomik degisikligini gézlemlemek i¢in immunoblotlama deneyi
gerceklestirdik. Bu deney basamaginda hem niikleer hem de sitoplazmik proteinler de
incelendi. IkBa seviyesi HEPG2 hiicrelerinde miR-2 1+ hiicrelerine kiyasla artmistir ancak
oleandrin uygulamasiyla ifadesi azalmistir. IKKa, IKKB ve Phospho-IKKo/p ifadesi
HEPG2 hiicrelerinde miR-21+ hiicrelerine oranla artmistir ancak ilaglt gruplara
bakildiginda HEPG2 de kontrole oranla azalirken, miR-21+ hiicrelerin kontroliine oranla
ilach grupta ifadesi artmaktadir. NF-xB p65 seviyesi HEPG2 hiicre kontrol grubuna oranla
miR-21+ hiicrelerinin kontrol grubunda biraz artis goriilmektedir, ilagli gruplarda da
ifadesi seviyesinde az oranda azalis goriilmektedir.c-REL ifadesi HEPG2 hiicresinde
gozlenmektedir diger gruplarda ¢ok ifadesi goriilememektedir. RELB HEPG2 hiicresinin
kontrol grubunda en yiiksek ifadeye sahiptir, ilacli grupta kontrole oranla ifadesi
azalmistir. miR-21+ hiicrelerin kontrol grubu HEPG2 nin kontrol grubuna gore ifadesi
azalmistir. Tlagh miR-21+ grup kontroliine oranla ifadesi azalmistir.NF-xB p100/p52
ifadesi mir-21+ hiicrelerde HEPG2 kontrol grubuna oranla ifadesi azalmistir (Sekil 29).

B-Catenin niikleer ve sitoplazmik lokasyonlarindaki ifadesini anlamak igin izolasyon
gergeklestirilmistir ve immunoblotlama yontemi ile incelenmistir. HEPG2 hiicrelerine
kiyasla miR-21+ hiicrelerinde -Catenin seviyesi niikleusta artmstir. Oleandrin HEPG2
ve miR-21+ hiicrelerindeki niikleustaki P-Catenin seviyelerini kayda deger olgiide
azaltmistir. B-Catenin seviyesinin sitoplazmik lokasyonda niikleusa gore daha az ifade
edildigi bu deneyde ispatlanmistir. Ancak miR-21+ hiicrelerinde HEPG2 kontrol
hiicrelerine gore p-Catenin seviyesinin sitoplazmada yiliksek ifade edildigi
gozlemlenmistir. Oleandrin sitoplazmadaki B-Catenin seviyesini de azaltmistir. c-Myc
ifade seviyesini niikleer ve sitoplazmikte incelendiginde, niikleusta miR-21+ kontrol
hiicrelerinin HEPG2 kontrole goére ifadesi artmistir. Oleandrin uygulamasinda kontrol
gruplarina gore c-Myc ifadesini baskilamistir. c-Myc ifadesi incelendiginde sitoplazmada
ifade edilmedigi goriilmektedir. NF-kB p65 niikleer seviyedeki ifadesi miR-21+ kontrol
gruplarinda HEPG2 kontrol grubuna gore ifadesi artmistir. Oleandrin niikleer seviyedeki

NF-kB p65 protein ifadesini kontrol gruplarina kiyasla azaltmistir. NF-xB p65
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sitoplazmik diizeyde ifadesi niikler seviyedeki ifadesine gore azalmistir ve miR-21+
kontrol hiicre hattinda HEPG2 kontrol grubuna gore ifadesi artmistir, ilagh gruplarda
ifadesi kontrol gruplarina gore azalmistir. Niikleer kontrol i¢in Histon H3, sitoplazmik
kontrol igin GAPDH kullanilmistir (Sekil 30).
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Sekil 29 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in NF-«kB sinyal yolagina etkisinin
immunoblotlama yontemi ile incelenmesi. Total protein izolasyonunun ardindan 30pg hazirlanan
protein drnekleri %12°lik SDS-PAGE jel sisteminde yiiriitiildii. Incelenen antikorlarla probland.

Yiikleme kontrolii igin GAPDH kullanildi. Elde edilen sonuglarin GraphPad Prism ile siitun grafigi

olusturuldu.
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Sekil 30 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in Niikleer ve Sitoplazmik protein ifadelerinin
incelenmesi i¢cin immunoblotlama yontemi gerceklestirildi. Protein izolasyonunun ardindan 30pg hazirlanan
protein drnekleri %12’lik SDS-PAGE jel sisteminde yiiriitiildii. Incelenen antikorlarla problandi. Niikleer ve
Sitoplazmik kontrol i¢in Histon H3 ve GAPDH kullanildi. Elde edilen sonuglarin GraphPad Prism ile siitun

grafigi olusturuldu.

413 HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinde Oleandrin’in .PI3K/Akt/mTOR Sinyal

Yolagina Ait Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerinin Incelenmesi
Calismamizda hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi ve hayata kalmasi i¢in kritik 6neme sahip olan
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunda Oleandrin’in proteomik degisikligini gozlemlemek i¢in
immunoblotlama deneyi gerceklestirdik. PI3K p85 ifade seviyeleri incelendiginde
HEPG2 kontrol grubuna kiyasla miR-21+ kontrol grubunun ifadesinin azaldigi
goriilmektedir ek olarak ilaghi gruplarda kontrollere oranda ifadesi anlamli Glgiide
azalmigtir. PI3K pl10a protein seviyeleri miR-21+ hiicresinin kontrol grubunda
HEPG2’nin kontrol grubuna oranla ifadesi artmistir, ilagh gruplarda kontrole kiyasla
azalmigtir. PTEN, p-PTEN ve p-GSK-3p ifadesi HEPG2 kontrol grubunda miR-21+
kontrole oranla artmustir. Ilagli gruplarda kontrole oranla azalmistir. mTOR ve p-mTOR
protein seviyeleri HEPG2 kontrole oranla miR-21+ kontrollerde azalmistir ancak ilagh
kondiisyonda mTOR azalirken p-mTOR ifadesi artmistir. p-catenin ifadesi HEPG2
hiicresinin kontroliine oranla miR-21+ hiicresinin kontroliinde artmistir, ilagh gruplarda
kontrole oranla HEPG2 ilaghh artarken miR-21+ ilagh azalmistir. GAPDH kontrol
ylklemesi olarak kullanilmistir (Sekil 31) .
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Sekil 31 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagina etkisinin
immunoblotlama yontemi ile incelenmesi. Total protein izolasyonunun ardindan 30pg hazirlanan protein
ornekleri %12°lik SDS-PAGE jel sisteminde yiiriitiildii. incelenen antikorlarla problandi. Yiikleme
kontrolii icin GAPDH kullanildi. GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.

4.14 HEPG2 ve miR-21+ Hiicrelerinde .Oleandrin’in Apoptoz Yolagina Ait
Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerinin Incelenmesi
Bu tez kapsaminda Oleandrin’in kontrol hiicrelere oranla apoptotik siirecte rol oynayan
protein ifadelerini incelemek i¢in immunoblot yontemi ile inceleme gerceklestirdik.
Caspase 3 35 kDa inaktif formu oleandrin uygulamasi ile azalmistir, bu aktif formundaki
arttigina isaret eder. miR-21+ hiicrelerinde Caspase 3 ifadelerinde azalmistir, Oleandrin’in
bu seviyeyi arttirdig1r gozlemlenmistir. Caspase 9 ifadesinde kontrol ve ilach gruplar
arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Caspase 8 ifadesinin inaktif formu oleandrin
seviyesi ile azalmistir bu da Caspase 8’in aktif olabilecegi anlamina gelmektedir. miR-21
ifadesi artan HEPG2 hiicrelerinde oleandrin uygulamasiyla Caspase 8 ifadesinde anlaml
bir fark goézlenmemistir. Kesilmis Caspase 8 formunda, oleandrin kontrol miR-21+
grubuna gore caspase 8 seviyesini arttirmistir. Anti-apoptotik olan Blc-2 ifadesi oleandrin
tarafindan etkilenmemistir. miR-21+ hiicrelerde kontrol grubunda Bcl-2 yiiksek ifadesi
goriilmektedir bu miR-21+ hiicrelerinin agresif oldugunu kanitlamaktadir. Oleandrin’in
Bcl-2 ifadesini anlamli 6lglide azalttigi gosterilmistir. Aktif formda olan PARP seviyeleri
ilaglt gruplarda kontrol gruplarina gore artmistir bu da Oleandrin’in apoptoza

gotiirdiigiiniin gostergesidir (Sekil 32).
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Sekil 32 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in Apoptoz yolagina etkisinin
immunoblotlama yontemi ile incelenmesi. Total protein izolasyonunun ardindan 30pg hazirlanan
protein drnekleri %12’lik SDS-PAGE jel sisteminde yiiriitiildii. Incelenen antikorlarla problandi.

Yiikleme kontrolii igin GAPDH kullanildi. GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu

4.15 I:IEPGZ ve miR-2.1+ Hiicrelerinde Oleandrin’in Apoptotik Popiilasyonlar
Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Oleandrin’in HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerdeki apoptoz mekanizmasinin anlagilmasi i¢in
Annexin V/PI ile analizi ile gergeklestirildi. HEPG2 hiicrelerinin kontrol grubunda
nekrotik %2.5, ge¢ apoptoz %1.3, erken apoptoz %0.7 iken Oleandrinli HEPG2 grubunda
nekrotik %2.1, ge¢ apoptoz %?2.7, erken apoptoz %?2.8 olmustur. miR-21+ hiicrelerinin
kontrol grubunda nekrotik %5.9, ge¢ apoptoz %1.5, erken apoptoz %1 iken Oleandrinli
miR-21+ grubunda nekrotik %9.6, ge¢ apoptoz %9.5, erken apoptoz %4 olmustur (Sekil
33).
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Sekil 33 HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Annexin V/PI ile hiicre
6limii analizi. Sonuglar GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu
**p=0.0040
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5 TARTISMA

Mevcut calismada HEPG2 HCC hiicrelerinde miR-21 ifadesi ile iliskili olarak anti-
karsinojenik 6zellikteki Oleandrin’in hiicre canliligi ve hiicre 6liim mekanizmalarina
etkisi arastirilmistir. Bu kapsamda oncelikle hiicrelerdeki miR-21 ifadesi plazmid
transfeksiyonu araciligi ile arttirilmistir. miR-21 transfeksiyon basarist hiicre igindeki
miR-21 ifadesinin incelenmesinin yanisira miR-21’in hedefledigi PTEN ve c-myc protein
ifadeleri ile dogrulanmistir. HCC tiimor dokularinda yiiksek ifade edilen miR-21 onkomiR
olarak gorev aldigi 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir ve ¢alismamizda da miR-21 ifadesi
artan hiicrelerde sag kalim oraninin normal HEPG2 hiicrelerine gore anlamli dlglide
yiiksek oldugu gosterilmistir. Literatiirde oleandrinle yapilan calismalarda hiicre
canliligini inhibe ettigi bildirilmistir bunun dogrultusunda ¢alismamizda yaptigimiz deney
sonucunda, Oleandrin’in doza bagimli olarak HEPG2 ve miR-21+ HEPG2 hiicrelerinde
hiicre canliligini azaltti§i, zamana bagli olarak seg¢ili doz olan 60 nM konsantrasyonunda
hiicre proliferasyonunu baskiladigi gézlemlenmistir. Koloni olusum potansiyeli oleandrin
tarafindan hem HEPG2 hem de miR-21+ hiicrelerde baskilanmistir. HEPG2 ve miR-21+
hiicrelerde Oleandrin’in zamana bagli olarak hiicre proliferasyonuna etkisini
gozlemleyebilmek i¢in tripan mavisi deneyi gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglara
gore Oleandrin’in zamanla sitotoksik etkiye sahip oldugu, hiicre béliinmesine ket vurdugu
gbzlemlenmistir. Calismamiz siiresince iki boyutlu ve {i¢ boyutlu kiiltiir olusturulmustur.
3B kiiltiirde asili damla ve yumusak agar deneyleri gerceklestirilmistir. Asili damla
deneyinden elde edilen sonuglara gére Oleandrin’in HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinin
sferoid caplarinda azalmaya sebep oldugu ve ek olarak yumusak agar deneyinde
hiicrelerin 3B kiiltiir ortamindaki koloni olusturma potansiyeline ket vurdugu
gozlemlenmistir. HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde Oleandrin’in apoptoza ve sagkalima
etkisini gorebilmek icin floresan boyamalar gerceklestirilmistir. Oleandrin’in hiicreleri
apoptoza gotiirdiigii 6zellikle miR-21+ hiicrelerde DNA kiriklarina sebep oldugu ve hiicre
canliligimin azalmasini etkiledigi sonucuna varilmistir. Oleandrin’in HEPG2 ve miR-21+
hiicrelerinde, hiicre dongiisiine etkisi incelendiginde, hiicre dongiistiniin G2/M evresinde
tutuklu kalma oranmin arttirdigi gézlemlendi. Oleandrin’in hiicre sagkalim ve 6liim
mekanizmalarindaki gérevini anlayabilmek calismamiz i¢in 6nemli bir basamaktir bu

stirecte immunoblot yontemi ile NF-xB, PI3K/Akt/mTOR ve apoptoz sinyal
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yolaklarindaki protein ifadeleri seviyelerindeki degisiklikler incelendi. Apoptoz
mekanizmasinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in Annexin V/PI analizi gerceklestirilerek ilagli
gruplarin apoptoz oraninin kontrol gruplarmma goére anlamli Ol¢iide fazla oldugu

gosterilmistir.

miR-21 PTEN’in diizenlenmesi, metastaz ve proliferasyonda rol oynamaktadir [226].
miR-21+ hiicreleri, HEPG2 hiicrelerine miR-21 plazmitinin transfeksiyonu ile
hazirlanmistir. Transfeksiyonun ardindan miR-21 plazmitinin antibiyotigi G-418
uygulanarak hiicre segilimi gergeklestirilmistir. miR-21 primerleriyle gergeklestirilen
PZR sonucunda hiicrelerin miR-21 ifadelerinin HEPG2 hiicrelerine kiyasla 4 kat fazla
oldugu gosterilmistir (Sekil 16). miR-21 ifadesi arttilan hiicrelerin proteomik seviyedeKi
degisiminin gbézlemlenmesi i¢in immunoblotlama yontemiyle PTEN ve c-Myc
seviyelerine bakilmistir. miR-21+ hiicrelerinde HEPG2 hiicrelerine oranla PTEN protein
ifadesini azaldigi, c-Myc protein ifadesininse arttig1 gosterilmistir (Sekil 17). Yapilan bir
caligmada prostat kanseri hiicre hatlart LNCaP ve PC3’de miR-21 seviyelerinin PZR
Olgtimleri ile yiiksek oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte bu ¢alismada anti-miR-21
uygulamasinin ardindan miR-21 seviyelerinde anlamli 6l¢iide azalma elde edilmistir
[226]. HCC hasta dokulart ile yapilan bir calismada PZR deneyi ile miR-21 seviyelerinin
yiiksek oldugu gosterilmistir. HepG2, PLC/PRF-5, SK-HEP-1 ve SNU-182 hiicrelerinde
anti-miR-21 uygulanmasinin ardindan hiicre proliferasyonunda azalma gézlemlenerek
timor hiicresindeki biiylimenin miR-21 seviyesi ile modiile edilebilecegi sonucu

cikarilmistir [227].

EMT'nin (Epitelyal-mezenkimal ge¢is), polarize ve yapigkan epitel hiicrelerinin hareketli
ve istilact mezenkimal hiicrelere doniistiiriilmesi yoluyla ¢esitli kanser hiicrelerinin
istilasinda anahtar bir rol oynadigi bilinmektedir [228], [229]. EMT'de E-kadherin
ifadesinin anahtar transkripsiyonel baskilayicis1 Snail, embriyonik gelisimde ve kanserin
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Snail’in timdr hiicrelerine kanser kok hiicre
benzeri 6zellikler kazandirdigir ve ilag direncini saglayarak, timdor niiksetmesini ve
metastazi destekledigini gosterilmistir [230]. TWIST1, embriyonik gelisimin birgok
asamasinda temel ve Onemli roller oynayan ve timor metastazina, hatta tiimdriin

baslatilmasi ve birincil tiimor biliylimesine dnemli 6l¢iide katkida bulunan temel bir
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sarmal-halka-sarmal (bHLH) transkripsiyon faktoriidiir. TWIST1'in asir1 ekspresyonu,
kanserin metastaz olusumunda anahtar bir siire¢ olan EMT’yi indiiklemektedir. TWIST1
ayrica kanser kok hiicrelerinin olusumunu tesvik ederek ve tiimor olusum siirecini
kolaylastirmaktadir [231]. mIiR-21+ ifadesi arttirilan hiicrelerde EMT elemanlarindaki
degisikligi gézlemlemek icin PZR uygulanmistir. HEPG2 hiicresindeki gen ifadesine
oranla miR-21+ hiicrelerde E-Cadherin 1.7 kat, Snail-1 1.8 kat, Snail-2 3.2 kat artmistir
ancak Twist 0.4 kat azalmistir (Sekil 18). Skuamoz hiicreli karsinom (SCC) hiicresinde
yapilan bir galismada, miR-21 ifadesindeki artisin ardindan metastazin ve Snail ifadesinin
arttig1 gosterilmistir [232]. miR-21'in anormal ekspresyonunun EMT'yi engelleyebildigi
gozlemlenmistir [233]. MDA-MB-231 hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada antagomir
uygulanmasinin ardindan E-cadherin ifadelerinde anlamli bir azalis s6z konusu olmustur

[234].

Bu calismada, Oleandrin’in hiicre canliligina etkisini gozlemleyebilmek i¢cin HEPG2 ve
miR-21+ hiicrelerinde hiicre sagkalim deneyi gergeklestirdik. Kanser oOliimlerinin
¢ogundan birincil timorlerin etkisinden daha ¢ok kanser metastazi sorumlu olmaktadir.
Bu sebeple ¢alismamizda ilag dozunun sitotoksisitesinden ziyade anti-invazif ve anti-
metastatik etkileriyle daha ¢ok ilgilendik ve IC50'lerin altindaki konsantrasyon olan 60nM
secerek deneylere devam etmeye karar verdik (Sekil 19). Meme kanseri hiicre hatt1 olan
MDA-MB-231 ve radyoterapiye direngli (RT-R) MDA-MB-231 hiicre hattinda yapilan
bir calismada oleandrin’in hiicre canliligin1 doza bagimli olarak azalttig1 gosterilmistir
[235]. SW480, HCT116 ve RKO kolon kanseri hiicre hatlarinda Oleandrin’in hiicre
canliligina etkisi incelendiginde, hiicre canliligin1 6nemi 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir

[236].

Oleandrin’in miR-21 ifadesine etkisini gézlemlemek i¢in PZR deneyi gergeklestirdik ve
HEPG2’ye oranla kontrol miR-21+ grubunun 4 kat arttig1 ve oleandrin’in kontrol grubuna
oranla 0.3 kata kadar miR-21 ifadesini azalttigim1 gosterdik (Sekil 20). A375 malign
melanom hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada, oleandrin’in miRNA’lar {izerine etkisi
PZR ile incelenerek, miR-21 ifadesinin seviyesinde 6nemli 6l¢tide azalmaya neden oldugu

gosterilmigtir [237].

83



Oleandrin’in koloni olusum potansiyelinde oleandrinin etkilerini incelememizin ardindan
koloni olusum potansiyelini indiikledigini gozlemledik (Sekil 21). Meme kanseri hiicre
hatt1 olan MDA-MB-231 ve radyoterapiye direngli (RT-R) MDA-MB-231 hiicre hattinda
yapilan bir ¢alismada oleandrin’in koloni olusumunu 6nemli 6lglide azalttig1 gosterilmistir
[235]. Osteosarkom kanseri 143B, U-20S ve MG-63 hiicrelerinde uygulanan

Oleandrin’in koloni olusumunu inhibe ettigi bulunmustur [238].

3B hiicre kultiirti, hiicrelerin birbirleri arasindaki etkilesiminin in vitro ortamda, sferoid
ve koloni olusumu sayesinde incelenebildigi bir yontemdir. Calismamizda asili damla
deneyinde sferoid c¢aplarindan elde ettigimiz sonuglara gdre g¢aplar arasinda anlaml
farkliliklar gézlenememistir (Sekil 23). Ancak yumusak agar deneyinde DIOC6 boyasi
ile yapilan boyama sonucunda, oleandrinin koloni olusumunu anlaml 6l¢iide baskiladigi
ve hiicre canliligini azalttig goriilmiistiir (Sekil 24). Prostat kanseri LNCaP ve PC3 hiicre
hatlarinda anti-miR-21 uygulamasiin ardindan DIOCs floresan boyamali asili damla
deneyi sonucunda apoptotik hiicre artis1 gozlemlenmistir [226]. Meme kanseri MDA-MB-
231 hiicresinde kontrol ve anti-miR-21 kullanilarak gergeklestirilen asili damla deneyinin
72.saatin sonunda anti-miR-21 uygulananlarin sferoid c¢aplarinda azalma oldugu, ROS

seviyesinin arttigin1 gostermislerdir [239].

Oleandrin’in hiicre ¢ogalmasina etkisini gozlemleyebilmek igin tripan mavisi deneyi
gerceklestirerek, zamana bagl olarak hiicre boliinmesine ket vurdugunu gosterdik (Sekil
25). PC12 hiirelerinde yapilan bir ¢alismada, miR-21 transfeksiyonlu hiicrelerde hiicre
sagkalimi arttig1 gosterilmistir [240].

Calismamizda elde edilnen sonuca gére HEPG2 hiicrelerine oranla miR-21+ hiicrelerinde
ilaglht grupta DNA kiriklar1 goézlemlenmistir. HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde
Oleandrin’in hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugu gozlenmistir (Sekil 26-27).
Osteosarkom kanseri 143B, U-20S ve MG-63 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada,
oleandrin uygulamasinin ardindan DAPI boyamasi ile gozlemlenildiginde, kromatinlerin
yogunlagsmasina ve DNA par¢alanmasina sebep olarak ciddi sekilde DNA hasarina sebep
oldugu bulunmustur [238]. UZOS ve SaOS-2 hiicrelerinde oleandrin’in artan dozlarda

uygulanmasinin ardindan yapilan DAPI boyamasi ile incelendiginde, hiicre
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¢ekirdeklerinin piknoz hatta karyolizle beraber diizensiz bir morfolojiye sebep oldugu

gosterilmistir [241].

Oleandrin’in hiicre dongiisii tizerine etkisini HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerinde incelemek
icin PI deneyi gergeklestirildi ve elde edilen sonuglara gore HEPG2 kontrol grubunda
SubGl %1.1, G1 %55,9, S %11.1 ve G2/M %34.1 iken ilach grupta bu oranlar SubG1
%4.8, G1 %36, S %19.8 ve G2/M %42.3 olmustur. miR-21+ hiicreleri incelendiginde
kontrol grubunda SubG1 %1.6, G1 %55,6, S %13 ve G2/M 9%33.6 iken ilagh grupta
SubGl1 %3.7, G1 %31.2, S %18.5 ve G2/M %49,6 olmustur. Kontroller ile ilagh gruplar
kiyaslandiginda, ilaglt gruplarda kontrole oranla G2/M fazinin arttig1 ve Oleandrin’in bu
fazda ket vurdugu goriilmektedir (Sekil 28). A549 hiicresinde Oleandrin’in hiicre
siklusuna etkisini incelemek i¢in yapilan PI deneyinde G2/M fazindaki popiilasyonda
kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik tespit edilememis [242], ancak SW480 ve
RKO hiicrelerinden elde edilen sonuca goére Oleandrin’in G2/M asamasinda hiicre

dongiistini durdurdugu gosterilmistir [243].

NF-kB, ¢esitli genlerin ifade seviyesini diizenleyen bir niikleer transkripsiyon faktoriidiir.
Ifadesini diizenledigi genler arasinda inflamasyon, viral replikasyon, tiimor olusumu ve
apoptoz gibi 6nemli role sahip molekiiller bulunmaktadir. Bu durum NF-kB faktoriinii
farmasotik ¢alismalarin ilgi odagi haline getirmistir. Apoptozu engellemesi ve
proliferasyonu artirmasi sebebiyle NF-kB kanser ilag gelistirme siireclerinde ideal bir
hedef olarak goriilmektedir. NF-kB faktoriiniin aktive edilmesi, kemoterapotik ajanlara
kars1 diren¢ olusumuna ve tiimor hiicrelerinde proliferasyona neden olmaktadir. NF-xB,
p50 (NF-xB1) ve p65 (RelA) adli iki alt birimden olusan heterodimer bir yapidadir. NF-
kB, aktif olmadig1 durumlarda sitoplazmada bulunur ve yapisinda IkBa inhibisyon alt
birimini igerir. IkBa'nin fosforilasyona ugrayarak parcalanmasi sonucunda, p50-p65
heterodimerinin niikleer lokalizasyon sinyali ag¢iga ¢ikar ve bagimli genlerin
transkripsiyonu tetiklenir. NF-kB’nin aktive olabilmesi i¢in inhibite edici alt birim
IkBa'nin fosforilasyona ugrayarak parcalanmasi gerekmektedir. Oleandrin, IkBa alt
biriminin pargalanmasin1  engelleyerek NF-kB'nin p65 alt biriminin niikleer

translokasyonunun &niine gectigi gosterilmistir [244], [245].
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miR-21 ifadesi arttirllan HEPG2 hiicrelerinde NF-kB p65 protein ifadesi HEPG2 kontrol
hiicrelerine oranla artmistir. Oleandrin uygulamasi NF-kB seviyesini kontrole grubuna
azalmasini indiiklemistir. miR-21+ hiicrelerinde bu oranin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 29). Literatiirde ¢esitli kanser hiicre hatlarinda miR-21 ifadesinin NF-
kB yolu iizerindeki etkileri melanoma ve gastrik kanseri hiicrelerinde incelenmistir.
Melanoma A375 hiicrelerinde miR-21 ifadesi baskilandiginda NF-xB ifadesinin azaldig1
gbzlemlenmistir [246]. Gastrik kanseri hiicrelerinde miR-21 ifadesinin arttirilmas1 EP2/4
reseptorii  aktivastonu araciligiyla NF-xB aktivasyonuna neden olarak hiicre
proliferasyonunu indiikledigi gosterilmistir [247]. U937, CaOV3, HelLa, Jurkat ve L-929
hiicreleri ile yapilan Oleandrin’in uygulamasinin ardindan, Oleandrin’in NF-xB
aktivasyonunun giiglii bir inhibit6rii oldugu sonucuna ulasilmigtir [248]. IKKa, IKKf ve
Phospho-IKKa/p ifade seviyeleri HEPG2 hiicrelerinde, miR-21+ hiicrelerine oranla
artmistir ancak ilagh gruplara bakildiginda HEPG2 de kontrole oranla azalirken, miR-21+
hiicrelerin kontroliine oranla ilagli grupta protein ifadesi artmaktadir. HeLa ve HEK293
hiicrelerinde oleandrin uygulamasinin ardindan elde edilen sonuglara gore, oleandrin IKK
substratint1  baskilayarak  fosforile olmasim1 engellemektedir, Phospho-IKKao/

fosforilasyonunu bloke edilmesiyle ifade diizeyleri baskilanmistir [249].

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginda yapilan imunoblotlama sonuglar1 sekil 31°de
belirtildigi gibidir. Sonuglardan elde edilen verilere gére Oleandrin’in PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolagini inhibe ettigi gozlemlenmistir. Crohn hastaligi (CD) ile yapilan bir kohort
calismasinda mimik ve anti-mimik miR-21 seviyeleri 6l¢iildiigiinde kontrole kiyasla
mimik miR-21 sonuglart su sekilde ¢ikiyor, PTEN ve PI3K ifadesi azaldigi, p-PTEN,
MTOR ve p-mTOR ifade seviyelerinin ise arttig1 gosterilmistir [250].

Bu tez kapsaminda Oleandrin’in kontrol hiicrelere oranla apoptotik siirecte rol oynayan
protein ifadelerini incelemek i¢in immunoblot yontemi gerceklestirilmistir. PARP
ekspresyon seviyesinin miR-21+ hiicrelerde HEPG2 hiicrelere oranla fazla oldugu
gozlenmistir ancak ila¢ uygulandiginda kontrol gruplarina oranla PARP ifadesi azalmistir.
U937 hiicreleri ile yapilan ¢alismada, Oleandrin uygulamasinin ardindan PARP ifadesinin
seviyesinde azalma gozlemlenmistir [251]. Caspase 3 ifade seviyesi HEPG2 kontrolde

mMiR-21+ hiicrelerinin kontroliine oranla artis goriilmektedir ancak Oleandrinli gruplara
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bakildiginda HEPG2’nin ilagh kondisyonu, kontroliine oranla azalirken miR-21+ ilagh
grubu kontrole oranla arttigi gézlenmistir. Insan yumurtalik adenokarsinomu A2780
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada miR-21 inhibit6rii uygulanmasi sonucunda caspase 3
ekspresyon seviyelerinin arttig1 goriilmiistiir [252] 4T1 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada
mMiR-21 mimik uygulanmasinin ardindan caspase 3 seviyesinde azalma goriilmiistiir [253].
Caspase 9 ifade seviyeleri miR-21+ hiicrelerinde HEPG2 kontrol grubuna oranla azalttig1
ve ilagli miR-21+ grubu kontrol grubuna gore arttigi gortilmistir. U87 glioblastoma
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada miR-21 ekspresyonun inhibe edilmesi, caspase 9
ekspresyon seviyelerinde artisa sebep olmus ve bdylece apoptozu indiiklemistir [243].
Caspase 8 ekspresyon seviyeleri miR-21+ kontrol grubunda HEPG2 kontrole oranla
azalmigtir. Her ilagh kondiisyon kendi kontrol grubuna gore protein ifadesinde azalmaya
yol agmistir. Kesilmis caspase 8 ifadesi incelendiginde ilacl gruplarin kontrollere oranla
ifadesinin arttigi, HEPG2 kontroliin de miR-21+ kontrole kiyasla seviyesinin arttigi
gosterilmistir. SAOS-2 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, hiicrelere miR-21 uygulamasi
sonucunda hem caspase-8’in hem de kesilmis caspase-8’in ekspresyon seviyelerinde
azalma goriilmiistiir. SAOS-2 hiicrelerine miR-21 inhibitorii uygulandiginda ise bu durum
kismen ortadan kalkmistir [254]. Hem U20S hem de SaOS-2 hiicreleri ile yapilan bir
calismada ise hiicrelere Oleandrin uygulanmasi sonucunda hem caspase-8’in hem de
kesilmis caspase-8’in ekspresyon seviyesinin arttigi goriilmiistir [241]. Bcl-2 ifadesi en
yiiksek miR-21+ kontrol grubunda ifade edilmistir. US7MG glioblastoma hiicreleri ile
yapilan bir calismada miR-21'in Baxt asagt dogru diizenleyebildigi ve Bcl-2
ekspresyonunda artiga sebep olarak apoptozu inhibe edebildigi goriilmistiir [255]. SW480
kolon kanseri hiicreleri kullanilarak yapilan bir bagka ¢alismada ise Oleandrin kaynakli

apoptozun, Bcl-2 ekspresyonunun azalmasi ile sonuglandigi goriilmiistiir [243].

Simdiye kadar yaptigimiz c¢alismalar Oleandrin’in apoptozla iliskili oldugunu
gostermistir. Apoptoz mekanizmasinin tam anlasilabilmesi i¢cin HEPG2 ve miR-21+
hiicrelerimizde Annexin V/PI deneyi gergeklestirilmistir. Oliim oranlar1 incelendiginde
HEPG?2 kontrol grubunda %2 oraninda oleandrin uygulanan grupta %5.5 oraninda, miR-
21+ hiicrelerin kontrol grubunda ise %2.5 iken ila¢h grupta bu oranin %13.5’e ¢iktig1
goriilmistiir. Oleandrin’in HEPG2 ve miR-21+ hiicrelerde apoptozu anlamli sekilde
arttirdig1 sonucuna ulasilmistir (Sekil 33). Osteosarkom kanseri 143B, U-20S ve MG-63
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hiicrelerinde yapilan bir arastirmaya gore, Oleandrin’in apoptozun ekstrinsik ve intrinsik
yollarinda rol aldig1, apoptotik siiregte caspase-3 ve 8’i aktive ederek Bax ekspresyonunu
tetikledigi gosterilmistir [238]. SW480 ve RKO hiicrelerinde yapilan bir arastirmada
oleandrin’in artan dozlarda apoptik hiicre oranini arttirdigi gozlemlenmistir [243]. Hem
U20S hem de Sa0S-2 OS hiicreleri ile Oleandrin’in mekanizmasi incelendiginde,

apoptozda hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarin kullanildigr ileri stirilmiistir [241] .

Sonug olarak, Oleandrin, HEPG2 ve miR-21 ifadesi arttirilmis hiicrelerde hiicre canliligini
onemli Olgiide bastirmig ve hiicre 6liimiinii indiiklemistir. Bu etki, Oleandrin'in PI3K/Akt
ve NF-«kB yolaklarinin sinyallerini bastirmasi, Bcl-2 ekspresyon seviyesini azaltmasi ve
kesilmis PARP ifadesini artirmasiyla gerg¢eklesmistir. Oleandrin, miR-21 ifadesi
arttirllmis hiicrelerde miR-21 ekspresyon seviyelerinin azalmasina sebep olmustur. Bu
durum HCC hiicrelerinin biiyiimesini ve hayatta kalmasini engellemistir. Oleandrin, diger
HCC tedavilerine kiyasla bazi avantajlara sahip olabilir. Aragtirilmasi gereken muhtemel
avantajlar arasinda daha az yan etkiye neden olup olmadigi, direng gelistirme riskinin
daha diisiik olup olmadig1 ve farkli HCC alt tiplerine karsi etkin olup olmadigi yer
almaktadir. Ayrica kemoterapi ile sinerjistik etki gosterebilir. Oleandrin'in HCC
tedavisinde kullanimina yonelik klinik aragtirmalar devam etmektedir. Mevcut klinik
denemelerde, Oleandrin'in bazi hastalarda tiimorde kiiciilmeye yol agan giivenli ve iyi
tolere edilebilir bir ajan oldugunu goéstermistir. On sonuglar umut verici olsa da,
Oleandrin'in HCC tedavisinde etkinligini ve giivenligini kesin olarak belirlemek i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Gelecekteki arastirmalar, Oleandrin'in HCC tedavisinde kullanimin1 daha da gelistirmeye
odaklanmalidir. Bu, Oleandrin'in diger ilaglarla kombinasyon tedavisinin aragtirilmasini,
Oleandrin'in farkli kanser tiirlerindeki etkinliginin degerlendirilmesini ve Oleandrin'in

biyomarkerlerinin gelistirilmesini icerebilir.
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EKLER

5.1.1 Ek A: Calisma Siiresince Kullanilan Cihazlar

Tablo 3 Kullanilan Cihazlarin Listesi

Sistemi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Buz Makinast AF80 Scotsman
CO2 inkiibatorii 50116047 Thermo Fsiher Scientific
Calkalayici GyroTwister Labnet
Derin Dondurucu Ultra Low Temperature ARCTIKO
Freezer (ULTF)
Dikey Jel Elektroforezi Mini-PROTEAN Tetra Cell | BioRad

Distile Su Cihazi

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
Mikrodalga Firin MD 595 Arcelik
Mikropipetler CAPP

10 pl, 200 pl, 1000 pl

Mikroplaka Okuyucu iMark BioRad

Mini Santrifiij Cihazi CR-1512 CAPP

Mini Spin Cihazi

Fisherbrand 15358266

ThermoFisher Scientific

Optik Mikroskop

TH4-200

Olympus
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PCR Kapaklari, Stripler AB-0783 Thermo Scientific
Saf Su Cihaz1 Direct-Q 5UV Labor Teknik
Santrifiij NF 200 Niive
Spektrofotometre IMPLEN NanoPhotometer BO-GA

Termal Dongiileyici MyCycler Thermal Cycler BioRad
Kemiliiminesans ChemiDoc MP System BioRad
Goriintileme 1708280

Cihaz1

5.1.2 Ek B: Calisma Siiresince Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Materyaller

Tablo 4 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Materyaller

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
HEPG2 HB-8065 ATCC

75 cm? Hiicre Biiyiitme Kaplari 90076 TPP

96 Kuyucuklu Hiicre Kabi 92096 TPP

Kriyojenik Sise 607001 NEST

15 ml Santrifiij Tiipleri 5100015 CAPP

50 ml Santrifiij Ttipleri 430828 CORNING

DMEM P04-03590 PAN Biotech

Fetal S1gir Serumu Gelismig(FBS) | FBS-11A Capricorn Scientific
Penisilin/Streptomisin P06-07100 PAN Biotech
Oleandrin PBI-05204 MedChemExpress
Transfeksiyon Ajani 15081 Intron Biotechnology
Tripsin-EDTA (0.25%) (1X) SH40003.01 HyClone

25 cm? Hiicre Biiyiitme Kaplar 90026 TPP

75 cm? Hiicre Biiyiitme Kaplari 90076 TPP

60 mm Hiicre Biiyilitme Kaplar1 93060 TPP

100 mm Hiicre Biiylitme 704001 NEST

Kaplari

15 ml Santrifiij Tiipleri 5100015 CAPP
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50 ml Santrifiij Tiipleri 430828 CORNING
DMEM P04-03590 PAN Biotech
miR-21 plazmit 21114 Addgene

5.1.3 Ek C: Calisma Siiresince Kullanilan Kimyasallar

Tablo 5 Kullanilan Kimyasallarin Listesi.

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Agaroz(Tip 1) 121853 MERCK

DEPC A0881 AppliChem
DMSO D1370 Duchefa Biochemie
1 kb DNA Ladder GeneRuler SM0311 Thermo Scientific
DNA Jel Yiikleme Boyas1 (6X) | R0611 Thermo Scientific
DPBS (10x) P04-53500 PAN Biotech
Etanol TK.200650 Teksoll

iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad
2-Propanol (izopropanol) 1096342500 MERCK
miRNeasy Mini Kit 217004 Qiagen

miScript I1 RT Kit 218161 Qiagen

miScript SYBR Green PCR 218073 Qiagen

Kit

Kloroform 1024452500 MERCK
PureZOL RNA Izolasyon 7326890 BioRad

Ajani

Saf Etanol 920.026 ISOLAB

Sybr Safe MG-SSGD-01-1000 Hibrigen
Akrilamid/Bis- Akrilamid A0011 BIOBASIC

(%30 ¢ozelti,

37.5:1)

APS A2941 AppliChem
Asetik Asit 901.013 ISOLAB
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Coomassie Brilliant Blue R- 1610436 BioRad

250 Staining

Solution

Glisin 1275KG001 BIOFROXX

Hidrojen Peroksit %35 1086001000 MERCK

iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad

Metanol 34860 Honeywell

miRNeasy Mini Kit 217004 Qiagen

miScript 11 RT Kit 218161 Qiagen

miScript SYBR Green PCR 218073 Qiagen

Kit

Kloroform 1024452500 MERCK

Kristal Viyole FN1048735 MERCK

Luminol A2185 AppliChem

M-PER Memeli Protein 78505 ThermoFisher Scientific
Ekstraksiyon

Reaktifi

p-Kumarik Asit C9008-1G Sigma-Aldrich

Ponceau S Soliisyonu A2935 Applichem

Proteaz Inhibitdr Kokteyli 87786 ThermoFisher Scientific
Proteaz Inhibitor Tablet A32955 ThermoFisher Scientific

(EDTA icermez)

Protein Marker

PageRuler Plus
Prestained Protein

Thermo Scientific

Ladder 26619
SDS 1177GR100 BIOFROXX
TEMED 8027ML100 BIOFROXX
Tris Hidrokloriir 648317 CALBIOCHEM
Tween-20 A600560-0500 Sangon Biotech
Yagsiz Siit Tozu 1172KG001 BIOFROXX
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5.1.4 Ek D: Calisma Siiresince Kullanilan Cozeltiler

Amonyum Persiilfat (%10): 1 g tartilan APS 10 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan
¢Ozelti -20°C’de saklanir.

Bloklama siitii (%5): 50 ml olarak hazirlanan bloklama siitii i¢in 2,5 g tartilan yagsiz siit

tozu TBS-T (TBS Tween20) ile tamamlanarak karigtiric1t yardimai ile ¢oziliir.

Bradford Reaktifi: Ana stok 100 mg Coomassie Brilliant Blue (G-250) boyasi, %95°1ik
etanolden 50 ml, %85’lik fosforik asitten 100 ml, 1000 ml distile su igerisinde ¢Oziiniir.
Tamamen ¢6ziinen ana stok 0,22 um por c¢apina sahip filtreler yardim ile siiziiliir ve

alliminyum folyo ile kaplanarak +4°C’de saklanir.

Etanol (%70): 500 ml olarak hazirlanan ¢6zeltide 350 ml saf etanol 150 distile su ile diliie

edilerek kullanilir.

Hiicre Besiyeri: DMEM besiyeri (500 ml) igerisine 0,22 um por ¢apina sahip filtreden
gecirilerek kullanillan %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin
eklenerek hazirlanir. Kullanima hazir olarak 50 ml santrifiij tiipler icerisinde +4°C’de

saklanir.

Hiicre Dondurma Medyas1 (Freazing Media): 9 ml fetal sigir serumuna (FBS) ve 1 ml
dimetil siilfoksit (DMSO) igeren hiicre dondurma medyas1 0,22 pm por ¢apina sahip filtre

ile siiziilerek hazirlanir ve medya 20°C’de saklanr.

Kemiliiminesans Membran Goriintiileme Cozeltisi: Goriintiileme i¢in A ve B olmak iizere
iki ¢ozelti hazirlanir. A ¢ozeltisi, 9 ml distile suya 1 ml 1M Tris-HCl pH=8,5 ardindan 50
ul Kumarik asit ve 200 pl Luminol eklenerek hazirlanir. B ¢ozeltisinde ise 9 ml distile

suya 1 ml 1M Tris-HCI pH=8,5 ardindan 10 ul Hidrojen Peroksit eklenerek hazirlanir.

Kristal Viyole: Kristal viyole 0,05 gr tartilarak 2,5 ml %100 metanol igerisine eklenir ve

distile su eklenerek soliisyon 10 ml’e tamamlanir.

Kumarik Asit: 0,15 g tartilan Kumarik asit 10 ml etanol ile ¢ozdiiriliir ve +4°C’de

saklanir.
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Laemmli (5X) Tamponu: 10 ml olarak hazirlanacak Laemmli yiikleme tamponu; 2 ml
Tris-Cl ¢ozeltisi (1,5 M, pH=6,8), 0,5 ml Bromofenol mavisi (%]1), 5 ml Gliserol, 2,5 ml
B-merkaptoetanol, 2,0 gr SDS i¢ermektedir. Hazirlandiktan sonra -20°C’de saklanir.

Luminol: 0,44 g tartilan Luminol 10 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢ozdiiriiliir ve -

20°C’de altiminyum ile sarilarak saklanir.

Mild Strip Tamponu: 1L igin tartilan 15 g Glisin ve 1 g SDS ile 10 ml Tween 20, 800 ml
distile su icerisinde manyetik karigtirict kullanarak c¢ozdiriilir ve pH’1 2,2 olarak

ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml’e tamamlanarak hazirlanir.

Memeli Hiicre Lizis Tamponu (CLB): 10 ml M-PER memeli protein ekstraksiyon reaktifi
icerisine 1X diliie edilerek eklenen proteaz inhibitoér kokteyli ile hazirlanan hiicre lizis

tamponu +4°C’de saklanir.

p-CLB: 10 mL M-PERTM Memeli protein ekstraksiyon soliisyonuna 1 tablet Roche
PhosTOP fosfataz inhibitor kokteyli ve Roche Proteaz inhibitor (PI) kokteyli eklenir.
Eppendorflara 1 er mL olacak sekilde aliquatlama yapilir. Hazirlanan CLB +4 °C’de

muhafaza edilir.
SDS (%10): 1 g tartilan SDS 10 ml distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

10X TBS: 5,6 g Tris-baz, 88 g NaCl ve 24 g Tris-HCI 900 ml’de manyetik karistirici
kullanilarak ¢oziiliir. SM HCI ve 5M NaoH yardimi ile pH=7,6 olarak ayarlanir ve ¢6zelti
1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanir. Ana stok olarak hazirlanan 10X TBS, distile su ile

1X TBS’e gevrilir.
1X TBS-T: 10X TBS’ten gevrilen 1X TBS’e Tween 20 eklenerek hazirlanir.

Transfer Tamponu (10X): 10X ana stok transfer ¢ozeltisinden 11 hazirlamak i¢in 30,3 g
Tris-Baz, 144 g Glisin tartilir ve 6nce 800 ml distile su ile manyetik karistirici kullanilarak
¢oziiliir. 8 ila 9 pH araliginda ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanir. 1X’e ¢evirirken
100 ml transfer tamponuna 700 ml distile eklendikten sonra 200 ml metanol eklenerek

1000 ml’ye tamamlanir.

Yiirtitme tamponu (10X): 1L 10X ana stok hazirlanmasi i¢in 30,3 g Tris Baz, 144 g Glisin
ve 10 g Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) tartilir ve 6nce 800 ml distile su ile ¢oziiliir. 8 ila 9
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pH araliginda ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanan ana stok, distile

su ile 1X’e gevrilerek kullanilir.

5.1.5 Ek E: Calisma Siiresince Kullanilan Antikor,miRNA ve Plazmidler

IKKa, IKK, Phospho-IKKo/B, NF-kB p65, c-REL, RELB, NF-xB p100/p52, B-Catenin,
c-Myc, 1kBa, Histon H3, GAPDH, PI3K p85, PI3K p110a, PTEN, p-PTEN, p-GSK-38,
mTOR, p-mTOR, PARP, Caspase 3, Caspase 9, Caspase 8, Bcl-2 antibodyleri Cell
Signaling Technology (CST)’ den alinmistir. Her primer ve sekonder 1:1000-1:3000
araliginda ¢alisilmistir. miR-21 plazmidi (Addgene #21114) kullanilmustir.
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