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OZET

Hepatoseliiler karsinom (HCC) kétii prognozlu, hizli ilerleyen, yiiksek 6lim
oranlarma sahip bir kanserdir. HCC ile iligkili mortalite artis1 alternatif tedavilere
ihtiya¢ duyulmasina yol agmaktadir. Dogal iiriinlerin ve bunlarin yapisal analoglarinin,
tedavi i¢in yeni yollar saglamalar1 beklenmektedir. Deneysel HCC modeli olusturulan
bu calismada dogal flavonoidlerden apigenin ve chrysin’in tek tek ve kombine
uygulanmasinin potansiyel terapotik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Calismada sicanlar 5 gruba ayrildi (Kontrol, DEN, DEN+Apigenin,
DEN+Chrysin, DEN+Kombin gruplari). Kontrol grubuna ilk 2 hafta haftada tek doz
0,5 mL PBS, 2 haftalik aranin ardindan DMSO oral gavaj yoluyla 4 hafta boyunca
haftada 4 kez, sonraki 8 hafta siiresince de haftada 3 kez 0,5 mL uygulandi. Kanser
modeli olusturulan gruplara ise ilk 2 hafta, haftada tek doz DEN 150 mg/kg (PBS
icinde) intraperitoneal uygulandu. iki haftalik recovery dénemden sonra 2-AAF 4 hafta
boyunca haftada 4 kez oral yolla 20 mg/kg dozunda verildi. Calismanin devaminda 8
hafta boyunca haftada 3 kez oral gavaj yoluyla; DEN grubuna 0,5 ml DMSO,
DEN+Apigenin grubuna 50 mg/kg (DMSO’da ¢oziilerek) apigenin, DEN+Chrysin
grubuna 50 mg/kg (DMSO’da ¢oziilerek) chrysin, DEN+Kombin grubuna ise ayni
dozlarda apigenin ve chrysin birlikte verildi. Uygulamalar sonunda sicanlar dekapite
edilerek alinan kan ve karaciger doku 6rneklerinde, histopatolojik ve biyokimyasal
degerlendirmeler yapildi.

Kontrollerle karsilastirildiginda, DEN uygulanan kanser gruplarinda; STAT-3,
NF-«B, CIP2A, survivin, annexin-5, smoothened, sonic hedgehog, jagged1 ve notchl
diizeylerinde artig, tedavi gruplarinda ise DEN grubuyla karsilastirildiginda bu
parametrelerin tamaminda diisiis saptandi. Kaspaz-3 diizeyinde ise; kontrol grubuna
kiyasla kanser gruplarinda azalma, tedavi gruplarinda ise DEN grubuna kiyasla artma
tespit edildi. Bu etkiler DEN+Apigenin grubunda en anlamliydi. Histopatolojik
degerlendirmelerde karaciger dokularinda kontrol grubunda normal histolojik yap1
gozlendi. DEN grubundaki sicanlarda %62,5 oraninda orta-siddetli fibrozis olmak
tizere degisen derecelerde fibrozis, yangisal lezyonlar, rejeneratif nodiil olusumu ve
%87,5 oraninda orta-siddetli inflamasyon izlendi. Tedavi gruplarinda ise bu
lezyonlarda ve inflamasyonda belirgin azalma gozlendi. DEN+Apigenin ve

DEN+Kombin gruplarinda bu azalma en belirgindi.
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Sonu¢ olarak; apigenin, chrysin ve kombine tedavilerinin HCC’de
kemoterapoétik etkiye sahip olduklari, bu etkiye en fazla apigenin tedavisi ile ulasildigi,

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirme sonuclari ile teyit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoseliiler karsinom, DEN, 2-AAF, apigenin, chrysin



ABSTRACT

POTENTIAL THERAPEUTIC EFFECTS OF CHRYSIN AND
APIGENIN IN HEPATOCELLULAR CARCINOMA MODEL
INDUCED WITH DIETHYLNITROSAMINE

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a rapidly progressive cancer with a poor
prognosis and high mortality rates. The increased mortality associated with HCC leads
to the need for alternative treatments. Natural products and their structural analogs are
expected to provide new avenues for therapy. In this study, in which an experimental
HCC model was created, it was aimed to examine the potential therapeutic effects of
the individual and combined application of natural flavonoids apigenin and chrysin.

In the study, rats were divided into 5 groups (Control, DEN, DEN+Apigenin,
DEN+Chrysin, DEN+Combin groups). The control group was administered 0.5 mL
PBS once a week for the first 2 weeks, after a 2-week break, DMSO was administered
via oral gavage 4 times a week for 4 weeks, and 0.5 mL 3 times a week for the next 8
weeks. For the cancer model groups, DEN 150 mg/kg (in PBS) intraperitoneal once a
week for the first 2 weeks. Done. After a two-week recovery period, 2-AAF was
administered orally at a dose of 20 mg/kg 4 times a week for 4 weeks. In the
continuation of the study, by oral gavage 3 times a week for 8 weeks; 0.5 ml DMSO
to the DEN group, 50 mg/kg apigenin (dissolved in DMSO) to the DEN+Apigenin
group, 50 mg/kg chrysin (dissolved in DMSO) to the DEN+Chrysin group, and
apigenin and chrysin to the DEN+Combin group at the same doses given together. At
the end of the applications, rats were decapitated and histopathological and
biochemical evaluations were made in blood and liver tissue samples.

Compared with the controls, in the cancer groups treated with DEN; There
was an increase in STAT-3, NF-xB, CIP2A, survivin, annexin-5, smoothened, sonic
hedgehog, jaggedl, and notchl levels, and a decrease in all of these parameters in the
treatment groups compared to the DEN group. At the caspase-3 level; There was a
decrease in the cancer groups compared to the control group, and an increase in the
treatment groups compared to the DEN group. These effects were most significant in
the DEN+Apigenin group. In the histopathological evaluations, the normal
histological structure was observed in the liver tissues of the control group. Rats in the

DEN group had 62.5% moderate-to-severe fibrosis, varying degrees of fibrosis,
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inflammatory lesions, regenerative nodule formation, and 87.5% moderate-to-severe
inflammation. Significant reductions in these lesions and inflammation were observed
in the treatment groups. This reduction was most pronounced in the DEN+Apigenin
and DEN+Combin groups.

As a result; It has been confirmed by the results of a histopathological and
biochemical evaluation that apigenin, chrysin, and their combined treatments have
chemotherapeutic effects in HCC; and that this effect is mostly achieved with apigenin

treatment.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, DEN, 2-AAF, apigenin, chrysin

vii



ICINDEKILER

DEKANLIK ONAYI
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
TABLO LiSTESI
SEKIL LiSTESI
KISALTMALAR LISTESI
1. GIRiS
1.1. Karaciger Kanseri
1.1.1. Hepatoseliiler Karsinom
1.1.1.1. Etyoloji ve Risk Faktorleri
1.1.1.2. Epidemiyoloji
1.1.1.3. Semptom ve Bulgular
1.1.1.4. Tam
1.1.1.5.Tedavi
1.1.1.7. Hepatoseliiler Karsinom Biyokimyasi
1.2. Karaciger
1.2.1. Karaciger Fonksiyonlar1
1.2.1.1. Glukoz Metabolizmas1
1.2.1.2. Lipid Metabolizmasi
1.2.1.3. Protein ve Amino Asit Metabolizmasi
1.2.1.4. Vitamin ve Mineral Depolanmas1
1.2.1.5. Bilirubin Metabolizmasi
1.2.1.6. Safra Uretimi
1.2.1.7. llag Metabolizmasi / Metabolik Detoksifikasyon
1.2.1.8. Diger Fonksiyonlar
1.3. Karsinogenez
1.3.1. Inisiyasyon
1.3.2. Promosyon

1.3.3. Progresyon

viii

ii
iii
iv
vi

viii
xii

xiii

"
IS T AR RN U O R S R G

[\ T O I O R i e e e T e e e e T e e
- O O Vv o0 0 N O B W NN O O



1.4. Hepatokarsinojen Maddeler
1.4.1. Dietilnitrozamin
1.4.2. 2-Asetilaminofloren
1.5. Flavonoidler
1.5.1. Chrysin
1.5.2. Apigenin
1.6. Karsinogenezde Sinyal Yollar1
1.6.1. inflamatuar Sinyal Yollari
1.6.1.1. Sinyal Déniistiiriicli ve Transkripsiyon Aktivatorii-3
1.6.1.2. Niikleer Faktor Kappa B
1.6.2. Protein Fosfataz 2A’nin Kanserli inhibitorii
1.6.3. Apoptoz Yolagi
1.6.3.1. Survivin
1.6.3.2. Kaspaz -3
1.6.3.3. Annexin V
1.6.4. Hedgehog Sinyal Yolag:
1.6.4.1. Smoothened
1.6.4.2. Sonic Hedgehog
1.6.5. Notch Sinyal Yolag:
1.6.5.1. Jaggedl
1.6.5.2. Notchl
2.GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplandirilmasi

2.1.2. Deneysel HCC Modelinin Olusturulmasi ve Tedavi Protokolii

2.1.3. Kimyasallarin Ajanlarin Hazirlanmasi

2.1.4. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

2.1.5. Deneyin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi
2.2. Yontem

2.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.2.1.1. Serum ve Doku Siipernatant’ta ELISA Olgiimlerinin Yapilmas1

2.2.1.1.1. Serum ve Doku Siipernatant Survivin Diizeylerinin Olgiimii

X

21
22
24
24
26
28
31
31
31
32
33
34
35
36
37
37
37
38
38
38
39
40
40
40
40
43
43
46
46
46
48
48



2.2.1.1.2. Serum ve Doku Siipernatant Kaspaz-3 Diizeylerinin Ol¢iimii

48

2.2.1.1.3. Serum ve Doku Siipernatant Annexin V Diizeylerinin Ol¢iimii 48

2.2.1.1.4. Serum ve Doku Siipernatant Smoothened Diizeylerinin
Olciimii
2.2.1.1.5. Serum ve Doku Siipernatant Sonic Hedgehog Diizeylerinin
Olgiimii
2.2.1.1.6. Serum ve Doku Siipernatant Jagged1 Diizeylerinin Ol¢iimii
2.2.1.1.7. Serum ve Doku Siipernatant Notch1 Diizeylerinin Ol¢iimii
2.2.2. Western Blot Analizi
2.2.2.1. Western Blot Analizi Calisma Prosediirii
2.2.2.1.1 Doku Numunelerinin Homojenize Edilmesi
2.2.2.1.2. Doku Numunelerinde Protein Miktar1 Ol¢iimii
2.2.2.1.3. Jele Yiiklenecek Olan Protein Numunelerinin Hazirlanmasi
2.2.2.1.4. Protein Karigimlarinin Dikey SDS-PAGE’e Yiiklenmesi ve
Yiiriitiilmesi
2.2.2.1.5. Blotlama, Bloklama ve Antikorlarla inkiibasyon:
2.2.2.1.6. Protein Bantlarinin Goriintiilenmesi ve Protein Ekspresyon
Diizeylerinin Belirlenmesi
2.2.3. Histopatolojik Analiz
2.2.4. Istatistiksel Analiz
3. BULGULAR
3.1 Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Kilo Alim1 ve Biiyiime Oran1 Uzerine
Etkisi
3.2. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Total Karaciger Agirligi Uzerindeki
Etkisi
3.3. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Apoptozis Yolagindaki Serum Survivin,
Kaspaz-3 ve Annexin-V Uzerindeki Ekisi
3.4. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Hedgehog Yolagindaki Serum
Smoothened ve Sonic Hedgehog Diizeyleri Uzerine Etkisi
3.5. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Notch Sinyal Yolagindaki Serum Notchl
ve Jaggedl Diizeyleri Uzerine Etkisi

49

49
49
49
49
51
51
52
52

52
53

53

53

54

55

55

55

56

57

59



3.6. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Stipernatant Survivin, Kaspaz-3 ve
Annexin-V Diizeyleri Uzerine Etkisi
3.7. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Hedgehog Yolagindaki Siipernatant
Smoothened ve Sonic Hedgehog Diizeyleri Uzerine Etkisi
3.8. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Notch Yolagindaki Siipernatant Jagged1
ve Notchl Diizeyleri Uzerine Etkisi
3.9. Western Blot Analizlerine Ait Bulgular

3.9.1. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Doku CIP2A, NF-«B ve STAT-3

Protein Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

3.10. Histolojik Bulgular
3.10.1. Makroskobik Bulgular:
3.10.2. Mikroskobik Bulgular
4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR

X1

63
66
66
68
75
87



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

TABLO LIiSTESI

ELISA cesitleri ve kullanimi1

Jele yiiklenecek protein karistminin hazirlanmasini gosteren 6rnek
hesaplama

Apigenin ve chrysin tedavisinin kilo agirlig1 ve biiylime orani tizerine
etkisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin slipernatant survivin, kaspaz-3 ve
annexin-V diizeyleri iizerine etkisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin siipernatant smoothened ve sonic

hedgehog diizeyleri tizerine etkisi

47

52

55

60

61

Apigenin ve chrysin tedavisinin siipernatant notch1 ve jagged1 diizeyleri

uzerine etkisi

Makroskobik derecelendirme

X1l

62
66



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.

SEKIL LISTESI

Karaciger yapist 11
Hepatik lobiil yapisi 12
Karaciger fonksiyonlari 13
Glukoz metabolizmas1 14
Lipid metabolizmas1 15
Protein metabolizmasi 16
Bilirubin metabolizmasi 17
Karsinogenez evreleri 20
‘DEN’ kimyasal yapis1 22
‘2-AAF’ kimyasal yapisi 24
Chrysin kimyasal yapist 27
Apigenin kimyasal yapisi 29
HCC’de STAT-3 aktivasyonu 32
NF-kB ve karsinogenez 33
Apoptoz ekstrinsik ve intrinsik yol 36
Caligma gruplarinin belirlenmesi ve uygulanacak islemler 45
ELISA yonteminin ¢esitleri 47

Apigenin ve chrysin tedavisinin total karaciger agirlig tizerindeki etkisi 56
Apigenin ve chrysin tedavisinin apoptozis yolagindaki serum survivin,

kaspaz-3 ve annexin-V Uzerindeki Etkisi 57
Apigenin ve chrysin tedavisinin hedgehog yolagindaki serum smoothened
ve sonic hedgehog diizeyleri lizerine etkisi 58

Apigenin ve chrysin tedavisinin notch yolagindaki serum notchl ve

jaggedl diizeyleri iizerine etkisi 59
GAPDH ve CIP2A proteinlerine ait bant goriintiileri 63
CIP2A protein ekspresyon diizey degisimleri 63
GAPDH ve NF-kB proteinlerine ait bant goriintiileri 64
NF-kB protein ekspresyon diizey degisimleri 64
GAPDH ve STAT-3 proteinlerine ait bant goriintiileri 65
STAT-3 protein ekspresyon diizey degisimleri 65

Sakrifikasyon islemleri 67

xiii



Sekil 29
Sekil 30
Sekil 31
Sekil 32
Sekil 33
Sekil 34
Sekil 35

Sekil 36.
Sekil 37.
Sekil 38.
Sekil 39.
Sekil 40.

Sekil 41

Sekil 42.

Sekil 43.
Sekil 44.
Sekil 45.

. KC boyutlarinin 6l¢iimii

. Kontrol grubu KC genel goriiniimii

. DEN grubu KC goriintiileri

. DEN+Chrysin grubu KC goriintiisii

. DEN+Apigenin grubu KC goriintiisti

. DEN+Kombin grubu KC goriintiisii

. Kanser grubundan bir sicanda Akciger goriintiisii

Kontrol Grubu; normal histolojik goriiniim

DEN grubu histopatolojik goriiniim

DEN grup; Siddetli perilobuler fibrozis (mavi renkli septalar) +HCC.
DEN grup; Berrak hiicreli HCC forma eslik eden fibrolamellar yapilar
DEN+Chrysin grubu histopatolojik gériiniim

. DEN+Apigenin grubu histopatolojik goriiniim

DEN+Kombin Grubu; Fokal nekrotik odaklar ve minimal fibrotik
degisimler

DEN+Kombin grubu; Minimal fibrozis

Gruplarda inflamasyon siddeti

Gruplarda fibrozis skoru

X1V

67
67
67
68
68
68
68
69
70
70
71
71
72

72
73
73
74



KISALTMALAR LiSTESI

AAF : Asetaminofloren
AASLD : Amerikan Karaciger Hastaliklar1 Calisma Dernegi
AAV2 : Adeno-iligkili viriis 2

AFP : Alfa fetoprotein

ALP : Alkalen fosfataz

ALT : Alanin aminotransferaz
AMR : Antimikrobiyal direng
AST : Aspartat aminotransferaz

BCLC : Barselona-Klinik-Karaciger Kanseri
BT : Bilgisayarli tomografi

CDK : Siklin bagimli kinaz

CDK1 : Sikline bagimli kinaz 1

CK-19 : Sitokeratin 19

COX2 : Siklooksijenaz 2

CSC : Kanser kok hiicreleri
CYP450 : Sitokrom p450

DEN : Dietilnitrozamin

EGF : Epidermal biiyiime faktorti
EMT : Epitelyal-mezenkimal gecis
FB : Fenobarbital

GLUT : Glucose transporter

GP73 : Golgi protein 73

GPC3 : Glypican-3

HBV : Hepatit B viriisii

HCC : Hepatoseliiler karsinom

HCV : Hepatit C viriisii

HGF : Hepatosit biiyiime faktorii
HH : Hedgehog

IAP : Apoptoz ailesi inhibitorleri
ICC : Intrahepatik kolanjiokarsinom
IFN-y : Interferon gama

XV



INR : International Normalized Ratio
JAK : Janus kinazlar

KC : Karaciger

MAPK  : Mitojenle aktive olan protein kinaz
miRNA  : mikroRNA

MRI : Manyetik rezonans goriintiileme
NAA : N-asetillenmis amino asit

NAFLD : Non-alkolik yagh karaciger hastalig
NASH : Non-alkolik steatohepatit

NCCN : National Comprehensive Cancer Network
NF-xB : Niikleer faktor kappa B

NK : Natural Killer

PP2A : Protein fosfataz 2A

Ptch : Patch reseptor

Raf : Rapidly accelerated fibrosarcoma

Ras : Rat sarcoma

SHH : Sonic Hedgehog

SMO : Smoothened

STAT : Sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii
TACE : Transarteriyel kemoembolizasyon

TAG : Triagilgliserol

TNF-a : Tiimor nekrozis faktor alfa

TNM : Tiimor-lenf nodu-metastaz

TRAIL  : Tiimér Nekroz Faktorii ile Iliskili Apoptoz-Indiikleyici Ligand
UGT : Uridin difosfat glukuroniltransferaz

USG : Ultrasonografi

XVvi



1. GIRiS

Primer karaciger kanseri, diinya ¢apinda en sik teshis edilen altinci kanser tiirii
olup kanser oliimlerinin dordiincii 6nde gelen nedenidir. Hepatoseliiler karsinom
(HCC) ise tiim primer karaciger kanseri vakalarinin %75-95'ini olusturur (1). Hemen
hemen tiim HCC vakalari, karaciger fibrozu veya kronik karaciger yaralanmalarindan
gelisen siroz ile iligkilidir. Altta yatan her durum farkli kanserojen yollar
icerebilmesine ragmen, fibroz ve siroz insan karaciger dokusunun karsinogenezinde
¢ok 6nemli kabul edilir (2).

Kanser insidansi ve 6liim oranlarindaki genel diisiis egilimine ragmen HCC ile
iligkili mortalite artmaya devam etmektedir. Son on yilda yillik %2'den fazla artmistir.
Terapotik gelismelere ragmen, uzak metastazli hastalarda 5 yillik sagkalim oram
%2,4’tiir. HCC hastalik ytikii ve kotii prognozu nedeniyle, biiyiik bir kiiresel saglik
sorunu olarak kabul edilir (1, 3). Cerrahi, karaciger transplantasyonu, radyofrekans
ablasyon ve kemoterapi HCC'yi tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Ancak, ¢ok az erken
evre karaciger kanseri teshis edilebilir ve basarili bir sekilde tedavi edilebilir. Ileri evre
HCC i¢in uygun ilag¢ veya tedavi hala yoktur. Kullanilan tedavilerin ¢ogu, ciddi yan
etkileri olan ayn1 zamanda secici olmayan sitotoksik molekiillerdir (4). Bundan dolayz,
tedavi i¢in diisiik toksisiteli, yliksek etkili yeni antitiimdr ilaglara gereksinim vardir.
Dogal kaynaklar ise antitimor ilaclar gelistirmek i¢in 6nemli imkan sunarlar (5).
Onceki yillarda, potansiyel antikanser aktivitesi olan dogal bilesikleri kesfetmek igin
birgok aragtirma yapildi. 1940 ile 2002 yillar1 arasinda onaylanan antikanser ilaglarin
%69'u ya dogal iriinlerdir ya da dogal iiriinlerden elde edilen bilgilere dayali
gelistirilmistir ki bu oran ila¢ gelistirmenin diger yollarindan ¢ok daha yiiksektir.
Modern tip biliminin temelini olusturan ve yeni ilaclar i¢in biiyiik bir kaynak saglayan
bitkilerin kanser tedavisinde kullanilmas1 kaginilmaz goriinmektedir (6).

HCC'nin patofizyolojik arka plani hala tam olarak anlasilamamistir. Bu
nedenle, insan HCC'sine benzer siroz 0zellikleri olan veya olmayan ideal deneysel
HCC modellerini belirlemek gereklidir (7). In vivo deneysel modeller HCC
caligmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Genetik, transgenik veya kosullu nakavt
deneysel modeller esas olarak HCC gelistirme caligmalarinda kullanilir (7). Farelerde
kimyasallar tarafindan HCC indiiksiyonu, in vivo farmakolojik aktiviteyi test etmek

icin altin standart preklinik model olmaya devam etmektedir. Bu modelin bir¢ok



avantajindan biri de, insanlarda HCC gelisimine benzeyen yaralanma-fibrozis-
malignite dongiistinii taklit etmesidir (8). Deneysel olarak indiiklenen HCC
modellerinde, baslatma ve promosyon temel adimlardir. Dietilnitrozamin (DEN) ile
baslatmanin ardindan bir promotor olarak 2-Asetilaminofloren (2-AAF)
kullanilmasinin, deneysel olarak indiiklenen HCC modelinin basarili bir sekilde
gelistirilmesini sagladigi bildirilmistir (9). DEN, kanserojen N-nitroso bilesikleri
ailesinin temsili bir kimyasalidir, karaciger hiicrelerinde DNA'da tek zincir
kirilmalarina neden olur. Ayrica DNA onariminda yer alan ¢esitli enzimlerde
degisikliklere neden olur ve genellikle deney hayvanlarinda hepatoseliiler karsinomu
indiiklemek i¢in kullanilir (10). 2-AAF, sentetik arilamin yapisindaki 2-amino floranin
asetilasyonu sonucu olusur. 2-AAF, detoksifikasyon reaksiyonlarinin ikinci
asamasinda etki eder ve DEN'in ilk adimindan sonra DNA'da ikinci kez guanin bazina
baglanir ve toksik etki yaratir. Bu toksik etki sirasiyla preneoplastik, neoplastik, benign
neoplazm ve malign neoplazm seklinde meydana gelmekte ve mutasyonlara neden
olmaktadir (11).

Flavonoidler, meyve, sebze ve diger bitkilerde yaygin olarak bulunabilen dogal
bir polifenoldiir. Ayn1 zamanda bir¢ok geleneksel Cin ilaglarinin da aktif bilesenidir.
Calismalarla flavonoidlerin antiinflamatuar, antioksidan ve antitimor etkiler gibi
cesitli farmakolojik aktiviteler sergiledigi gosterilmistir. Ayrica, flavonoidler apoptozu
indiikleyebilir ve HCC, meme kanseri, akciger kanseri ve diger kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu doza ve zamana bagli bir sekilde inhibe edebilir (5). Flavonoidlerin
en cok ilgi ¢ceken ve arastirilan Ozelliklerinden biri, kanser dnleme ve tedavisine
katkilaridir (6).

Normal kok hiicre homeostazini yoneten molekiiler sinyal yollari, siki bir
sekilde diizenlenir. Bu yollarin bir¢cogu insan kanserlerinde ve deneysel tiimdrogenez
modellerinde anormal sekilde aktive edilir veya bastirilir. Bu tiir anormallikler, kanser
kok hiicrelerinin (CSC) kendini yenileme, ¢ogalma, hayatta kalma ve farklilasma
ozelliklerine katkida bulunur. Genel olarak bu yollar, i¢ ve dig molekiiler sinyal ve
diizenleyici unsurlar ile karmasik bir sekilde diizenlenir (12).

Calismamizda DEN ve 2-AFF uygulayarak deneysel hepatoselliiler kanser
modeli olusturmayr ve ardindan kemoterapdtik rolii bulunan, dogal bilesik

flavonoidlerden olan chrysin ve apigenin’in inflamasyon, apoptozis ve Hedgehog-



Notch sinyal yolaklar ile ilgili se¢ili parametreler {izerindeki etkilerini aragtirmayi

hedefledik.

1.1. Karaciger Kanseri

Karaciger kanseri diinya genelinde en yaygin besinci ve en 6liimciil tiglincii
kanserdir. Karaciger kanseri ve buna bagli dliimlerin insidanst Amerika Birlesik
Devletleri'nde son 20 yilda artis gostermistir (13). Karaciger hastaliklar1 insidansi
gelismekte olan iilkelerde daha fazla olmakla birlikte risk faktorleri olarak hepatit B
virlisii (HBV), hepatit C viriisii (HCV), yagh karaciger hastaligi, alkole bagli siroz,
sigara, obezite, diyabet, asir1 demir yiiklenmesi ve c¢esitli diyet maruziyetleri
gosterilebilir. Karaciger kanserinin prognozu kotiidiir. Hastalarin yalnizca %5-15'
cerrahiye uygundur, bu da sadece erken evredeki hastalar i¢in gecerlidir (14). Baglica
intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC) ve hepatoselliiler karsinom (HCC) olmak iizere
iki tip primer karaciger kanseri tiiri bulunur, diger tiirler olan anjiyosarkom,
hemanjiyosarkom ve hepatoblastom daha az siklikta goriiliirler. ICC, safra kanallari
kaynakli iken, HCC ise karacigerin ana parankimal hiicreleri hepatositlerden
kaynaklanmaktadir (15). Her ne kadar meme, 6zafagus, mide, pankreas, akciger,
bobrek ve diger bazi kanserler karacigere metastaz yapsa da, ¢ogu sekonder karaciger

kanseri kolorektal kanser kaynaklidir (15).

1.1.1. Hepatoseliiler Karsinom

Hepatoseliiler karsinom, fibrozis olarak baslayip, siroza yol agan ve kanserle
sonuglanan kronik bir karaciger hastaligidir. Yiiksek malignite, hizli ilerleme ve kotii
prognoz ozellikleriyle en agresif klinik durumlardan biridir (7).

HCC, diinya capindaki primer karaciger kanserlerinin >%80'inden sorumludur.
Agir bir hastalik yiikii dogurur ve diinyanin bir¢ok yerinde kansere bagli dliimlerin
onde gelen nedenidir (16). Hepatokarsinogenez adim adim gelisir, viral enfeksiyonlar
veya steatozun neden oldugu kronik karaciger iltihabi, karaciger hasarina, fibroz ve
siroza ve son olarak da HCC'ye neden olur (13). Molekiiler diizeyde onemli
onkogenler (6rn. MYC) ve tiimor baskilayict genler (6rn. TP53, E cadherin, RASSF1
ve PTEN) yapisal genetik degisiklikler ve birka¢ anormal islev goren sinyal yolu
(6rnegin; Ras, epitelyal biiylime faktorii reseptdrii ve insiilin benzeri biiylime faktori

reseptorii 1 sinyali) nedeniyle mutasyona ugramis veya anormal sekilde



diizenlenmiglerdir. Hiicresel diizeyde HCC, olgun hepatositlerin  malign
transformasyonundan sonra veya intrahepatik kok hiicrelerden gelisebilir. Histolojik
diizeyde, sirotik nodiiller, diisiik dereceli displastik nodiiller ve yiiksek dereceli
displastik nodiiller dahil fenotipik olarak anormal prekiirsor karaciger lezyonlari,
baslangicta erken evre ve sonunda ilerlemis evre HCC olusturmak {izere yavas yavas
gelisir. Bu siireg biyolojik anlamda siireklilik arzeder ve karacigerin farkli

boliimlerinde ayni1 anda ¢esitli oranlarda meydana gelebilir (17).

1.1.1.1. Etyoloji ve Risk Faktorleri

HCC'nin tiimorogenezi, ¢oklu risk faktorlerini igeren karmasik bir siirectir.
Hiicre dongiisiinde bozulma, DNA metilasyon degisikligi, kromozomal instabilite,
immiinmodiilasyon, epitelden mezenkimal'e degisme, HCC kok hiicrelerinde artis ve
mikroRNA'da (miRNA) diizensizlik gibi ¢oklu molekiiler bozukluklari igerir (15, 18).

Hastaligin mekanizmasi altta yatan etiyolojiye bagli olarak degisse de olagan
karaciger hasar1 dizisi; kronik inflamasyon, fibroz, siroz ve sonunda HCC’dir (15).
HCC gelisimi i¢in siroz (fibrozisin neden oldugu kronik karaciger hasar1), HBV, HCV
enfeksiyonu, alkol kullanimi ve metabolik sendrom gibi bir takim risk faktorleri
tanimlanmigtir. Tiitlin soluma ve aflatoksin B1 (timor baskilayict gen TP53'teki
mutasyonlarla iligkili gida maddelerinde bulunan bir mantar kanserojeni) alimi
tanimlanmis diger risk faktorleridir (19).

Aspergillus mantari tarafindan tiretilen mikotoksin olan aflatoksin B1'in diyetle
alim1 en ¢ok Asya'da ve Afrika'nin tropikal bolgelerinde yaygindir. Aflatoksin B1
genellikle kontamine tahillarla yutulur ve hepatik sitokrom p450 (CYP450) tarafindan
metabolize edilir. Titlin igmek HCC'nin baslamasina karaciger fibrozunu
hizlandirarak katkida bulunur ve uzun siireli tiitlin kullanimi HCC ile yakindan
iligkilidir. Sigara i¢mek hepatokarsinojenlerin (6rnegin, asetilaminofloren ve 4-
aminobifenil) viicuda girmesine neden olur, bu da proinflamatuar sitokinlerin
tretimini artirarak ve oksidatif stresi indiikleyerek lipid peroksidasyonunu tetikler
(20).

Cogu HCC vakasi (yaklasik %80-90) siroz zemininde gelisir (15). Siroz ile
iliskili HCC nedenleri arasinda alkol kullanimi, non-alkolik steatohepatit (NASH),

alfa-1 antitripsin eksikligi ve hemokromatoz bulunur. Ancak HCC, otoimmiin hepatit,



Wilson hastalig1 ve kolestatik karaciger hastaliklarinin neden oldugu sirozda daha az
yaygindir (19). Son ¢alismalar, 6zellikle sirozu olmayan bireylerde, hastaligin yeni bir
nedeni olarak adeno-iligkili viriis 2 (AAV?2) ile enfeksiyona isaret etmistir (19).

Risk faktorlerinin prevalansi, HCC'nin diinya capindaki dagilimina gore
degismektedir. Kronik HBV enfeksiyonu ve aflatoksin B1, Cin ve Hindistan gibi
gelismekte olan bolgelerde baslica risk faktorleridir. Gelismis bdlgelerde HCC,
oncelikle HCV ve nonalkolik yaglh karaciger hastaliginin (NAFLD) neden oldugu
sirozdan gelisir (18).

Insan HCC'sinin molekiiler analizi, TP53, p-katenin, ErbB reseptor ailesi
tiyeleri, MET ve ligand1 hepatosit biiyiime faktorii (HGF), p16(INK4a), E-kadherin ve
siklooksijenaz 2 (COX2) dahil bir¢ok anahtar onkogen ve tiimér baskilayicinin
diizensiz calismasiyla sonuclanan genetik ve epigenetik degisiklikleri gostermistir
(21). DNA metilasyonunun kaybi, HCC progresyonunda potansiyel tanisal belirteg
olarak isaret edilmistir. Birka¢ klinik Oncesi c¢alisma, kodlanamayan RNA
(ncRNA)'lar1 modiile ederek tiimor baskilanmasinin saglanabilecegini gostermistir

(22-24).

1.1.1.2. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii'niin 2018 istatistiklerine gére HCC, insidansta altinc1 ve
mortalitede dordiincii sirada yer almis ve yilda yaklasik 840.000 yeni vakaya ve
780.000'den fazla 6liime neden olmustur (18). Kanserden 6liim orani 1991 yilindan bu
yana Onemli ol¢iide diigmesine ragmen, 2016 kanser istatistiklerine gore karaciger
kanserinden kaynaklanan oliimler hala artmaktadir. HCC insidans oranlar1 da son
yillarda artmaktadir ve 2030'a kadar da benzer egilimlerin olmas1 beklenmektedir (25,
20).

HCC insidans1 cografi olarak degisir ve ¢cogu HCC vakasi Dogu Asya
(vakalarin %54,8'ini olusturur) ve Gilineydogu Asya (vakalarin %10,8'ini olusturur)
gibi daha az gelismis bolgelerde goriiliir (18). HCC'nin en yiiksek insidans oranlari,
HBYV enfeksiyonunun yiiksek prevalansi nedeniyle Asya ve Sahra alti Afrika'dadir.
Kuzey Amerika, Japonya ve Avrupa'da HCV, HCC'nin 6nde gelen nedenidir (19).

Erkeklerde en ¢ok goriilen dordiincii kanser ve kansere bagli 6liimlerin ikinci

en sik nedenidir. Erkeklerin, kadinlara oranla karaciger kanseri gelistirme riski daha



yiiksektir. Kiiresel Erkek: Kadin HCC insidans orani 2,8:1'dir (15). Calismalar,
ostrojenin HCC'yi 6nledigini ancak androjenin HCC'de promotor etkisinin oldugunu
gostermektedir. Ayrica interlokin-6 (IL-6)nin 6strojen aracili inhibisyonu, dstrojenin
HCC'ye karst koruyucu etkisinin bir mekanizmasi olarak diistiniilmiistiir (20).
Kadinlarda goriilen en yaygin dokuzuncu kanserdir, ancak kadinlarda kansere bagh
Oliimlerin dordiincli 6nde gelen nedenidir. Bu da yiiksek 6liim oranini géstermektedir
(15).

HCC'nin baslangi¢ yasi diinyanin farkli yerlerinde degisiklik gostermektedir.
HCC, ortalama baslangi¢ yasinin 60 yas tizerinde oldugu Japonya, Kuzey Amerika ve
Avrupa tilkelerinde yasamin ilerleyen donemlerinde ortaya ¢ikma egilimindedir. Buna
karsilik, Asya'nin bazi bolgelerinde ve ¢ogu Afrika iilkesinde HCC, yaygin olarak 30-
60 yas araliginda teshis edilir (16).

HCC, onlenmesi miimkiin olan kanserlerden biridir. HBV prevalansinin
yilksek oldugu popiilasyonlarda HBV asisinin, HCC insidansini  azalttigi
gosterilmistir. Niikleotid ve niikleozid analoglar1 ile HBV icin antiviral tedavi, tedavi
edilen hasta gruplarinda HCC riskini azaltir fakat ortadan kaldirmaz. Benzer sekilde,
interferon ile antiviral tedavi, HCV iliskili kronik karaciger hastaligi olanlarda HCC
riskini azaltabilir. Ayrica, statin kullanimi1 ve kahve tiiketimi, popiilasyon
calismalarinda diisiik HCC riski ile iliskili bulunmustur. Gelecekte, karacigere yonelik

antifibrotik tedaviler de HCC gelisme riskini azaltabilir (19).

1.1.1.3. Semptom ve Bulgular

Hepatoselliiler karsinomun prezantasyonu, tiimoriin evresine ve arka plandaki
siroza baglidir. HCC'nin klinik prezentasyonunun medyan yasi1 69'dur. Sirozla iliskili
olmayan HCC, hastaligin erken evresinde asemptomatik olabilir.

Sirotik HCC hastalari, ilerleyen sarilik, kasinti, hepatik ensefalopati, asit, st
karinda palpe edilebilen Kkitle, ates, halsizlik, kilo kaybi, erken doyma, abdominal
distansiyon ve kaseksi dahil olmak {izere dekompanse karaciger yetmezligi
semptomlariyla bagvurabilir. Karin agris1t HCC i¢in en yaygin bagvurudur (27).

HCC hastalarinda paraneoplastik sendrom hipoglisemi, eritrositoz,
hiperkalsemi, diyare ve pemfigus foliaceous, pitriyazis rotunda, dermatomiyozit ve

leser-trelat belirtisi gibi deri bulgular1 olabilmektedir. Semptomatik hastalar varis



kanamasi, intraperitoneal kanama, tikanma sariligi, piyojenik karaciger apsesi ve
hepatik ensefalopati ile bagvurabilir.
HCC'nin en sik ekstrahepatik metastazi sirasiyla akciger, intraabdominal lenf

nodu, kemik ve adrenaledir (27).

1.1.14. Tam

HCC'nin prognozu, biiyiik dl¢iide tiimoriin tespit edildigi evreye baglidir. Bu
nedenle HCC yonetiminde erken tespit ve dogru tiplendirme ¢ok énemlidir (17).

Alfa fetoprotein (AFP), HCC’nin izlenmesi ve teshisi i¢in en yaygin kullanilan
biyobelirtegtir. HCC izleminde mevcut olan tek “faz V” biyobelirtectir ve ultrason
taramasi, ¢cok fazli bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiilleme
(MRYI) ile birlikte kullanilir. AFP ilk olarak 1960'larda HCC i¢in serolojik bir belirteg
olarak tanitilmis olup su anda diinya capinda HCC icin en yaygin kullanilan
biyobelirtegtir. Ancak, HCC'yi saptamak i¢in duyarliligi zayiftir (%47-64) ve erken
HCC'yi dogru bir sekilde saptamada etkisizdir. Diisiik seviyeli bir esik degeri
kullanilsa bile (yani, 10-20 ng/mL), HCC'yi teshis etmek i¢in AFPnin duyarlilig1 az
ve 0zgiilliigli de hala yetersizdir (20, 25). Ayrica, %15-30 hastada ileri HCC'de serum
AFP seviyeleri normal kalir ve yiikselmesinin hepatit ve siroz gibi iyi huylu karaciger
hastaliklarinda da goriilebilecegi bildirilmektedir. Bu nedenle, Amerikan Karaciger
Hastaliklar1 Calisma Dernegi (AASLD) Uygulama Kilavuzlart Komitesi, HCC'nin
erken tespiti i¢in artik AFP'yi onermemektedir (25).

Goriintiileme, HCC ydnetiminde 6nemli bir rol oynar. Giiniimiizde HCC'nin
erken teshisi i¢in ¢ogunlukla goriintileme ve serolojik testler kullanilmaktadir.
Bilgisayarli tomografi ve MRI teknolojisindeki gelismeler HCC'nin tanisal
performansini biiyiik dlciide iyilestirmis olsa da, bu prosediirler gliniimiizde yaygin
tarama i¢in ¢ok pahalidir (25, 28). Ultrasonografi (USG), HCC taramasi igin tercih
edilen yontemken, kontrastli US (CEUS), multiple faz bilgisayarli tomografi ve ¢ok
fazli MRI HCC teshisi i¢in onerilir (28).

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Klinik Uygulama
Kilavuzlar, HCC'ye doniisme riski yliksek olan hastalarin (yani, herhangi bir
etiyolojiye sahip sirozu olan hastalar) siirveyans i¢in yilda iki kez abdominal USG ve

AFP ile taranmasini 6nerir. Mevcut kullanimda birincil radyolojik tarama yontemi



olan ultrason, operator bagimlilig1 ve kiiclik sirotik karacigerde kotii huylu nodiilleri
iyi huylu nodiillerden ayirt etme yeteneginin zayif olmastyla sinirlidir (25).

Zaman ic¢inde, HCC icin Golgi protein 73 (GP73), Glypican-3 (GPC3),
sitokeratin 19 (CK-19) gibi ek tiimor belirtegleri onerilmistir. GP73 HCC'nin
potansiyel belirteci olarak kabul edilir ancak karaciger parankimal tiimdrii olan
hastalarda da serum seviyeleri artabilir. Bu nedenle GP73, HCC ve iyi huylu karaciger
hastaligin1 ayirt etmede uygun degildir. Liu ve arkadaglar1 serum GPC3 diizeylerinin
HCC hastalarinda arttigint bulmustur. Ancak GPC3, benign hastaliklar1 erken
HCC'den ayirt etmek ig¢in duyarli degildir. Calismalar, CK19 ekspresyonunun
HCC'deki metastaz ve mikrovaskiiler invazyon gibi, agresif davranigla iliskili
oldugunu gostermistir bu da CK-19'un HCC hastalarinda sagkalim ve niiksiin bir
gostergesi olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat bu belirteglerin HCC
teshisinde klinik uygulamalar i¢in yeterli etkinlikte olmadig diisiiniilmektedir (29-31).

HCC siniflandirmasi, ¢ogu neoplazmalarin aksine TNM (tiimor-lenf nodu-
metastaz) sistemine degil, Avrupa ve Amerika klinik uygulama kilavuzlar tarafindan
onaylanan  Barselona-Klinik-Karaciger =~ Kanseri (BCLC) simiflandirmasina
dayanmaktadir. Bu evreleme sistemi, bes prognostik alt sinif tanimlar ve her evre i¢in

0zel tedaviler belirler (32).

1.1.1.5. Tedavi

Hepatoselliiler karsinomun tedavisi genellikle karmasiktir, ¢linkii siroz HCC'li
kisilerin %801 ile iligkili baslica klinik risk faktoriidiir (7). Yine de, son 10 yilda HCC
tedavisinde Onemli ilerlemeler olmustur. HCC cerrahi rezeksiyon, karaciger
transplantasyonu, termal ablasyon gibi ablatif teknikler ile tedavi edilebilir. Diger bazi
tedaviler ise, tiimor ilerlemesini yavaslatmaya c¢alisir. Bunlar transarteriyel
kemoembolizasyon (TACE), transarteriyel radyoembolizasyon (TARE), stereotaktik
viicut radyasyon tedavisi (SBRT) ve sistemik kemoterapi’dir (26). Bu secenekler
arasinda sadece cerrahi rezeksiyon ve karaciger transplantasyonu potansiyel kiiratif
yaklasimlar olarak kabul edilmektedir. Erken evre HCC'yi tedavi etmek i¢in yaklasik
%70-80'lik 5 wyillik bir sagkalim ile en iyi sonuglari veren ilk segenek cerrahi
rezeksiyon veya karaciger naklidir. Bununla birlikte, hastalarin ¢ogu ilerlemis hastalik

ile bagvuracagindan, potansiyel olarak sadece %15 hasta iyilestirici tedaviler i¢in



uygundur (26, 33). Ayrica ameliyat sonrasi karaciger yetmezligine neden olma riski
nedeniyle cerrahi rezeksiyon potansiyeli sinirlidir. Karaciger transplantasyonu, uzun
stireli sagkalim i¢in en iyisidir, ancak organ yetersizligi nedeniyle tiim hastalara
saglanamaz (7).

HCC'li hastalarin yaklasik %50-60'1, ¢ogunlukla ileri evrededir ve sistemik
tedaviler kullanilir. Son 5 yilda bu alanda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. 2017
yilina kadar sorafenib, ileri HCC i¢in FDA onayli tek sistemik tedavi iken 2018'de bir
faz II calismasi, birinci basamakda ileri evre HCC i¢in daha sonra onaylanan
lenvatinibin etkinligini de ortaya koymustur (26, 33). Diger solid kanserlerin aksine,
sistemik kemoterapinin rutin olarak kullanilmamasmin nedeni HCC’nin,
dihidropirimidin dehidrojenaz, P-glikoprotein gen {iriinii ve c¢oklu ilag diren¢ geni
MDR-1'in asir1 ekspresyonu ile kemoterapiye direncli bir tiimdr olmasidir. Ayrica,
ilerlemis HCC'li hastalarda genellikle altta yatan dnemli karaciger hastaligi varligi,
sistemik kemoterapiye kars1 zayif tolere edilebilirligin nedenidir (33).

Erken evre (0 ve A) hastalarda 36 aylik dogal yasam beklentisinin aksine,
potansiyel olarak 1iyilestirici tedaviler (rezeksiyon, transplantasyon veya lokal
ablasyon), yaklasik %40 hastada 60 ay ve tlizeri medyan sagkalim oranlar
saglayabilmektedir. Daha ileri hastalig1 olanlarda, randomize kontrollii ¢aligmalarda
sadece iki tedavi sagkalim avantaji gostermistir. Orta evredeki (evre B) karaciger
fonksiyonu korunmus hastalar kemoembolizasyondan fayda goriir ve tahmini medyan
sagkalim 26 aydir. Ileri evredeki (evre C) hastalar, sagkalimi yaklasik 3 ay (8 ila 11 ay
arasinda) uzatan sistemik sorafenibden fayda saglar (32).

Son 20 yilda HCC mortalitesi onemli 6l¢iide artmistir, ilag ve ekonominin yiikii
onlimiizdeki yillar boyunca 6nemli Olc¢lide artacaktir (25). Kanserlerin dnlenmesi,
gelisimi, ilerlemesi ve tedavisi hastalarin diyetiyle iliskilidir. Avrupa'da yapilan bir
arastirma, diyette meyve ve sebze aliminin daha yiiksek olmasinin daha diisiik kanser
gelisimi riski ile iligkili oldugunu gdstermistir. Meyve, sebze ve baharatlarda bulunan
cesitli dogal bilesikler, kanserlerin gelisiminde yer alan mekanizmalar1 baskilamada
islev goriir ve hastaligin onlenmesi ile ilgili mekanizmalar1 uyarirlar. Bu bilesikler,
yeni tedavi rejimleri i¢in terapdtik secenekler saglayabilecek antitiimor,
antiproliferatif, antiinflamatuar ve antioksidan sistemleri aktive eder. Bazi bilesikler,

kanser hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olmada segici olup kanserli olmayan hiicreyi



etkilemezler. Bazilar1 konak toksisitesini artirmadan mevcut ilag rejimlerinin

etkinligini artirabilir (14, 34).

1.1.1.7. Hepatoseliiler Karsinom Biyokimyasi

Bilirubin, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST),
alkalen fosfataz (ALP) ve albiimini iceren karaciger fonksiyon testleri ilk
degerlendirmede yiikselebilir. Bu, hastaligin siddetini gosterebilir. Sentetik karaciger
fonksiyonu veya rezervi azalmis hastalarda kaydedilen diger anormal laboratuvar
bulgular arasinda yiiksek INR (International Normalized Ratio), protrombin zamani
(PT), trombositopeni, anemi, hiponatremi veya hipoglisemi bulunur. Ilerlemis
hastalik, kronik hepatit veya sirozla iligkili HCC hastalariin bu bulgularla bagvurmasi
muhtemeldir. Sirozla iliskili olmayan erken HCC'li hastalar, ilk karsilagsmada normal
karaciger fonksiyon testleriyle bagvurabilir. HCC'nin paraneoplastik semptomlari
geligsmis olan hastalar1 hipoglisemi, hiperkalsemi, eritrositoz ile bagvurabilir (27).
HCC etiyolojisini degerlendirmek icin diger laboratuvar arastirmalar1 arasinda hepatit
B ylizey antijeni, anti-HCV antikoru, alfa antitripsin seviyesi, bakir seviyeleri ve demir
satiirasyonu bulunur (27).

Seruma ek olarak idrar ideal bir metabolit kaynagidir. Uriner metabolitler HCC
deneklerinde farkli sekilde eksprese edilir. Bati Afrika kohortlarinda, HCC
hastalarinda tiriner metabolit haritalamasi siroz, sirotik olmayan karaciger hastaligi ve
saglikli kontrollerden farkli bulunmugstur. HCC'yi sirozdan ayirt etmek i¢in inozin,
indol-3-asetat, galaktoz ve ayrica bir N-asetillenmis amino asit (NAA) igeren panel,
%86,9 duyarlilik ve %90,3 6zgilliik ile umut verici bir idrar belirte¢ paneli olarak
onerilmistir. Benzer sekilde, Cin'deki arastirmalar, HCC biyobelirtecleri olarak {iriner
karnitin C4:0 ve hidantoin-5-propionik asidin potansiyelini ortaya ¢ikard1 (35, 36).

1.2. Karaciger

Karaciger (KC) yetiskin viicut agirliginin yaklasik %2'sini olusturan ve hemen
hemen 1,5 kg agirliginda viicuttaki en biiyiik solid organdir. Karaciger sag, sol, kaudat
ve kuadrat lob olarak isimlendirilen 4 loba ayrilmistir. Sag ve sol loblar biiyiik, kaudat
ve kuadrat loblar ise daha kiigliktiir ve arkada bulunurlar. Kraniokaudal uzun aks1
erigkin bireylerde yaklasik 15-17 cm’dir. Sag {ist kadranda, sag hemidiyafram altinda

yerlesim gosterir ve kostalar tarafindan korunur. Ligamentdz baglar1 sayesinde
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bulundugu konumu korur (37-39) (Sekil 1). Diyafragma ile komsu olan yliziine fasya
diyafragmatika, i¢ organlarla komsu olan visseral yiiziine ise fasya ventralis denir.
Diyafragmatik yiizii serbest olup biiylik kismi1 periton ile Ortiiliidiir. Peritonla ortiilii
olan bu boliim, falsiform ligament ile diyafragmaya bagl iken, diyafragmatik yiiziin
arkaya bakan ve area nuda olarak adlandirilan peritonsuz boliimii gevsek bag doku
aracilifi ile diyafragmaya yapisiktir. KC’in biiyiik bir kismi periton ile kapli iken vena
kava sulkusu, safra kesesi fossasi, ligamentum teres ve ligamentum venozum
fissiirleri, area nuda ve porta hepatis peritonsuz boliimleridir (40).

KC diger organlarin islevlerini destekleyen ve tiim fizyolojik sistemleri
etkileyen inanilmaz sayida gorevi yerine getirmektedir. Karacigerin kilit konumu ve
benzersiz damar yapisi, karacigerin gorevlerini yerine getirmesinde dnemlidir (37).
Karaciger, portal venden (yaklasik %75) ve hepatik arterden (yaklasik %25) saglanan

ikili kan perfiizyonu nedeniyle benzersiz bir organdir (41).

inferior vena cava

Falsiform sol triangular kaudat, koroner
ligament ligament loh < ligament

. (@@= porta” 18 hepati::‘ <
hepatis veins

m ligamentuni§ dati tria:vggh(:lar
e R caudate

teres fisstrl p\?ef‘it:' L process “ligament

hepatik —

teres arter

Higamenti

Safra ’ kuadrat
Safra kesesi kanali lob

Sekil 1. Karaciger yapist

Karaciger, hepatositler, biliyer epitel hiicreleri (kolanjiyositler), stellat
hiicreler, Kupffer hiicreleri ve karaciger sinlizoidal endotel hiicreleri olmak tlizere farkl
embriyonik kokenli hiicre tiplerinden olusur. Bu hiicre tiplerinin her biri, karaciger
fonksiyonunu isbirligi i¢inde diizenleyen benzersiz islevlere sahiptir. Hepatositler,
karacigerin birincil epitel hiicre popiilasyonudur. Organ hacminin ¢ogunu olustururlar
ve islevlerin ¢ogunu yerine getirirler (42).

Karacigerin fonksiyonel birimi lobiildiir. Her lobiil altigendir ve altigenin her
kosesinde bir portal triad (portal ven, hepatik arter, safra kanali) bulunur (Sekil 2).
Lobiiliin temeli, fizyolojik olarak farkli apikal ve bazolateral membranlara sahip olan
hepatositlerden olusur. Fonksiyon ve perfiizyona gore hepatositler 3 bolgeye ayrilir

(Sekil 2).
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Zon 1, hepatositlerin periportal bolgesi olarak kabul edilir, oksijenli kan ve
besinlere yakinlig1 nedeniyle en iyi perfiize edilen ve ilk yenilenen bolgedir. Yiiksek
perflizyonu nedeniyle zon I, beta oksidasyon, glukoneogenez, safra olusumu,
kolesterol olusumu ve amino asit katabolizmasi gibi oksidatif metabolizmalarda biiyiik
rol oynar (41).

Zon 11, hepatositlerin perisantral bolgesi olarak tanimlanir ve bolge I ve III
arasinda bulunur (41).

Zon 111, portal triaddan uzak olmasi nedeniyle en diisiik perfiizyona sahiptir.
Detoksifikasyon, ilaglarin biyotransformasyonu, ketogenez, glikoliz, lipogenez,

glikojen sentezi ve glutamin olusumunda en biiyiik role sahiptir (41).

Karadiger Lobulll

00
0 {‘o V.Porta
go %Hecama
V.Santralis .____o Safra Kanall
0 0
03
HEPRE RN~ o Karaciger Asinis
SinQroidal Aralik 5
(v} 0
0

Sekil 2. Hepatik lobiil yapis1 (43)

1.2.1. Karaciger Fonksiyonlari

Karaciger sayisiz fizyolojik siire¢ i¢in kritik bir merkezdir. Makrobesin
metabolizmasi, kan hacmi regiilasyonu, immiin sistem destegi, biliylime sinyal
yollarinin endokrin kontrolii, lipid ve kolesterol homeostazi ve bir¢ok giincel ilag¢ dahil

olmak tiizere ksenobiyotik bilesiklerin parcalanmasi gorevleri arasindadir (42) (Sekil
3).
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Sekil 3. Karaciger fonksiyonlari

1.2.1.1. Glukoz Metabolizmasi

Karaciger, glukoz homeostazinin korunmasinda merkezi bir rol oynar.
Beslenme durumunda fazla miktardaki glukozu alir ve onu karbondioksite oksitlerken
glikojen ve yag asitlerine doniistiiriir. A¢lik durumunda ise normoglisemiyi saglamak
icin, glikojenoliz ve glukoneogenezden elde edilen glukozu kan dolasimina birakir
(44).

Glukoz hepatositlere plazma membrani glukoz tasiyicist GLUT2 (Glucose
transporter 2) araciligiyla girer. Glukoz, hepatositlerde glukoz 6-fosfat (G6P)
olusturmak icin glukokinaz tarafindan fosforile edilir. Glukoz tasiyicilari tarafindan
tasinamayan G6P, hepatositler i¢inde tutulur. Beslenme durumunda G6P, glikojen
sentezi i¢in Oncii gorevi goriir. Ayrica glikoliz yoluyla piriivat iiretmek iizere
metabolize edilir (Sekil 4). Piruvat mitokondriye gonderilir ve trikarboksilik asit
dongiisii ve oksidatif fosforilasyon araciligiyla ATP iiretmek i¢in tamamen oksitlenir.
Ayrica, piruvat lipogenez yoluyla yag asitleri sentezlemek icin kullanilir. Ayni
zamanda G6P, pentoz fosfat yolu ile NADPH iiretmek i¢in metabolize edilir. NADPH,
diger biyoaktif molekiillerin biyosentezi ve lipogenez ic¢in gereklidir. Aclik
durumunda, G6P endoplazmik retikuluma taginir ve glikozu serbest birakmak igin

glikoz-6-fosfataz tarafindan defosforile edilir (45).
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Sekil 4. Glukoz metabolizmasi

1.2.1.2. Lipid Metabolizmasi

Karaciger lipitlerin ve lipoproteinlerin emilimi ve aliminin saglanmasi, sentez,
paketleme ve salgilama i¢in kritik 6neme sahiptir. Karacigerin safray1 sentezleyip
salgilamasi, lipidlerin sindirim sisteminden en verimli sekilde absorbsiyonunu saglar.
Silomikronlar, lenfatik sistemden dolasima ge¢meden Once lipoproteinlerden ve
bagirsakta sindirilmis lipitlerden elde edilir. Daha sonra yag asitleri silomikron
kalintilarindan lipoprotein lipaz ile ekstrakte edilir. Bu yag asitleri daha sonra bir dizi
tasima proteini (6rnegin yag asidi tasima proteinleri 2, 4 ve 5 ve CD36) yoluyla
hepatositlere taginir. Karaciger, oksidatif yollar aracilifiyla yag asitlerini enerji
kaynagi olarak kullanabilir, ayn1 zamanda ketojenik triinlerden (asetoasetat ve beta
hidroksibutirat) diger organlara da enerji saglayabilir. Enerjik bir substrat olarak keton
saglama yetenegi, uzun siireli aclikta veya diyette asir1 diisiik seviyelerde karbonhidrat
tiiketimi olanlarda gereklidir. Karacigerin bu lipit isleme yetenegi, bir dizi yagda
¢Oziinen vitaminin emilimi i¢in de kritik 6neme sahiptir (42).

Karbonhidrat fazlaliginda, karaciger glukozu ana metabolik yakit olarak
kullanmakla kalmaz, glukozu yag asitlerine de doniistiiriir. Hepatositler ayrica yag
dokusundan salinarak veya gida sindiriminden sonra emilerek kan dolagimina katilan
yag asitlerini de kullanir. Yag asitleri, triagilgliserol (TAG) olusturmak i¢in gliserol 3-
fosfat ile veya kolesterol esterleri iiretmek icin kolesterol ile esterlestirilir. TAG ve
kolesterol esterleri ya hepatositlerde lipid damlaciklarinda depolanir ya da VLDL

(Very Low Density Lipoprotein) partikiilleri olarak dolagima salinir.
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Yag asitleri ayrica hiicre zarlarinin temel bir bileseni olan fosfolipidlere ve
lipid damlaciklarinin, VLDL'nin ve safra partikiillerinin yiizeyel tabakasina katilir.
Aclik durumunda, yag asitleri, keton cisimlerinin yani sira enerji kaynagi olusturmak

i¢in esas olarak mitokondride oksitlenir (45) (Sekil 5).
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Sekil 5. Lipid metabolizmasi

1.2.1.3. Protein ve Amino Asit Metabolizmasi

Proteinlerin sentezi ve yikimi, hiicre ve organ diizeyindeki tiim islevler icin
kritik bir 6neme sahiptir. Protein sentezleyen bir organ olarak KC, dolagimdaki protein
hacminin %85-90'min kaynagidir. Alblimin ise toplam plazma proteininin yaklasik
%55'ini olusturur ve salgilanan bu proteinlerin en fazla olanidir. Alblimin, kan
hacminin korunmasi igin gereklidir, ayrica lipidler ve hormonlar gibi birtakim énemli
molekiillerin taginmasinda da gorevlidir. KC ayrica akut faz proteinlerini, biiylime
faktorlerini ve sistemik diizenlemelerde gorev alan ¢ok sayida baska peptidi de
salgilar. Ayrica karacigerin, protein yikimi ve olusan amino asitleri metabolize etme
kapasitesi de oldukca yiiksektir. Amino asit metabolizmas1 hepatosit i¢in enerji
saglayabilir, ancak azotlu atiklarin atilmasin1 gerektirir. Karacigerde iire dongiisii
zararl reaktif azotlu molekiilleri ortadan kaldiran bir mekanizmadir. Belirli amino
asitlerin karbon iskeleti, glukoneojenik substratlar olarak hizmet etmek ig¢in

trikarboksilik asit dongiisiine de dahil edilebilir. Glukoneojenik amino asitlerin bu
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kullanimi, glukoz homeostazi ve uzun siireli aglhik zamanlarinda glukoza bagiml

organlara enerji saglanmasi i¢in dnemlidir (42) (Sekil 6).
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Sekil 6. Protein metabolizmasi

1.2.1.4. Vitamin ve Mineral Depolanmasi

Karaciger demir ve bakir dahil baz1 vitamin ve mineralleri fazla alindiginda
depolar, ihtiya¢ halinde ise serbest birakir. B12 ve D vitaminlerini birka¢ ay, A
vitaminini birkag yil siireyle depolayabilir ve ayrica E ve K vitaminlerini de depolar.
Karacigerde protein kompleksi ferritin olarak depolanan demir, kirmizi kan hiicresi

tiretiminde ihtiyac¢ oldugunda serbest birakilir (46).

1.2.1.5. Bilirubin Metabolizmasi

Hemoliz; KC, dalak ve kemik iligi dahil olmak {izere viicudun ¢esitli yerlerinde
gerceklesir ve KC ‘hem’ molekiiliiniin yikiminda 6nemli bir rol oynar. Hem,
biliverdine parcalanir ve daha sonra unkonjuge bilirubine indirgenir. KC, dolagimdan
albiimine bagli unkonjuge bilirubini alir ve daha sonra hidrofilik hale getirmek i¢in bir
faz II prosesi olan iiridin difosfat glukuroniltransferaz (UGT) araciligiyla
konjugasyona ugratir. Konjuge bilirubin ise daha sonra safra kanalikiilleri yoluyla
safraya salgilanir veya az miktarda kanda ¢oziiniir ve bobrekler tarafindan atilmak
tizere siiziiliir. Cogu konjuge bilirubin safraya katilir ve bagirsak duvarn tarafindan

emilemedigi i¢in safra aracihifiyla digki ile atilir. Bir miktar1 da, enterohepatik

16



dolagima girmek {izere yeniden emilim i¢in bagirsak bakterileri tarafindan

irobilinojene veya unkonjuge bilirubine doniistiiriiliir (41) (Sekil 7).
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Sekil 7. Bilirubin metabolizmasi

1.2.1.6. Safra Uretimi

Safra, bobrekler tarafindan atilamayan maddelerin atilmasina yardimci oldugu
ve safra tuzlari ve asitlerinin salgilanmasi yoluyla lipidlerin emilimine ve sindirimine
yardimci oldugu i¢in énemli bir sividir. Esas olarak su, elektrolit, safra tuzlari, safra
asitleri, kolesterol, safra pigmenti, bilirubin ve fosfolipitlerden olusan safra
hepatositler tarafindan tiretilir. Bu siv1 alkali, ac1 tadi olan, sarimsi1 yesil bir sividir.
Hepatositlerde olustuktan sonra kanalikiillere salgilanir. Konjuge safra asitleri olan
safra tuzlari, yaglarin emilimi ve intestinal emiilsifikasyonu icin gereklidir.

Birincil safra asitleri olan kolik asit ve kenodeoksikolik asit hepatositlerde
kolesterolden sentezlenir. Deoksikolik asit ve litokolik asit ise ikincil safra asitleridir
ve ince bagirsakta bagirsak bakterileri tarafindan olusturulup, sonrasinda emilip
karacigere giderler. Konjugasyon safra asitlerininin suda ¢0ziiniirligiinii artirir,

bdylece duodenum ve ileumdan diflizyonlar1 kisitlanir (41, 46).
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1.2.1.7. Ila¢ Metabolizmasi / Metabolik Detoksifikasyon

Karacigerin diger bir 6nemli islevi, ksenobiyotiklerin metabolizmasi ve/veya
detoksifikasyonudur. KC, eksojen ve endojen kimyasallarin (6rnegin ilaglar), yabanci
molekiillerin ve hormonlarin toksisitesini azaltmak veya biyolojik olarak aktivitesini
degistirmek icin fonksiyon goriir. Bu siireg, toksik maddelerin bagirsak ve renal
tiibiiler geri emilimini azaltip atiliminm1 kolaylastirir ve metabolik detoksifikasyon
olarak adlandirilir. Bu sekilde alkol, barbitiiratlar, amfetaminler, steroidler ve
hormonlar (aldosteron, Ostrojenler, antiditiretik hormon ve testosteron dahil)
metabolize ve detoksifiye edilerek, asir1 birikim ve olumsuz etkileri dnlenir (46, 47).
Karaciger bu maddelerin bazilar1 i¢in lizozomlar1 kullansa da, metabolizma ve
detoksifikasyonun ana yolu biyotransformasyondur. Karaciger, ksenobiyotikleri faz I
ve faz II ad1 verilen baslica 2 reaksiyon araciligiyla lipofilik formdan hidrofilik forma
doniistiirerek islev goriir. Bu reaksiyonlar esas olarak hepatositlerin diiz endoplazmik
retikulumunda gerceklesir. Faz I reaksiyonlarinda, dncelikle CYP450 enzim ailesini
kullanarak oksidasyon, indirgeme ve hidroliz yoluyla daha hidrofilik bir bilesik
olusturulur. Faz II reaksiyonlarinda ise, faz I'de olusturulan metabolitler kan veya
safraya salgilanmak {izere daha hidrofilik hale getirilmek i¢in konjuge edilir. Faz IT'de
gerceklestirilen konjugasyon igin iic ana yol glukuronat, glutatyon veya siilfatla
konjugasyondur. Glukuronatla konjugasyon diiz endoplazmik retikulumda
gerceklesir. Alkol gibi siilfat konjugasyonuna maruz kalan maddeler i¢in islev goéren
enzimlerin yeri nedeniyle genellikle sitozolde yapilir. Cogu glutatyon konjugasyonu
sitozolde, cok az kismi mitokondride meydana gelir. Bazen bu reaksiyonlardan
tiretilen metabolitlerin transportu faz III olarak tanimlanmaktadir. Bobrek ve bagirsak
gibi diger bazi organlar ila¢ metabolizmasina yardimci olabilir. Yas, cinsiyet, ilag-ilag
etkilesimleri, diyabet, hamilelik, karaciger veya bobrek hastaligi, inflamasyon veya

genetik gibi bir¢ok faktor ilag metabolizmasini etkiler (47).

1.2.1.8. Diger Fonksiyonlar

Karaciger, T4 ten (tiroksin) T3'e (triiodotironin) deiyodinasyon bdlgesidir ve
tiroid hormonu metabolizmasinda 6nemli rol oynar. Karaciger, alblimin, baglayici

globulinler, protein C, protein S ve faktor VIII'in yam sira intrinsik ve ekstrinsik
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yollarin tiim pihtilagsma faktorleri dahil olmak {izere viicuttaki ¢ogu plazma proteininin

sentezini yonetir (41).

1.3. Karsinogenez

Karsinogenez, normal bir hiicrenin kanser hiicresi haline gelene kadar gecirdigi
stirectir.  Etiyolojisi komplekstir, ¢ok faktorliidiir ve hiicresel, molekiiler, genetik,
epigenetik ve g¢evresel degisiklikleri icerir. Kanserde hiicrenin proliferasyonu ve
hayatta kalmas1 i¢in lipidlerin, amino asitlerin, niikleik asitlerin, glukoz ve
glutaminin metabolizmalar1 degistirilebilir (48).

Kanserin kimyasallarla indiiksiyonu da, ¢cok evreli ve agamal1 bir siiregtir. Bu
stire¢, saglikli bir hiicreyi malign neoplastik bir hiicreye doniistiirmek icin ¢ok fazla
sayida molekiiler ve hiicresel doniisiimii igerir (49). Kimyasal kanserojenlerin
siiflandirmas1 ¢ogu zaman basitge genotoksik ve non-genotoksik karsinojenler
olarak yapilir. Genotoksik karsinojenler, DNA'ya kovalent olarak baglanan ya da farkl
bir yolla fiziksel olarak etkilesime girerek eklentiler olugsmasin1 indiikleyen ajanlardir.
Bu nedenle, kansere doniisiimii baglatan mutasyonlari elde etmek i¢in gereken genetik
hasar1 iiretebilen karsinogenezin baslaticilar1 (initiatdr) olarak kabul edilebilirler.
Genotoksik olmayan karsinojenler ise, tiimorii indiikleyici ajanlar (promotorler) olarak
kabul edilirler, yani, zaten kanserojen mutasyona sahip hiicrelerin klonal genislemesini
uyarirlar (50).

Son yillarda, kimyasal karsinogenez siirecinde en az ii¢c adim tanimlanmuistir.
Bunlar inisiyasyon (baslangi¢), promosyon (gelisim) ve progresyon (ilerleme) olarak

adlandirilan ¢ evredir (49) (Sekil 8).
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1.3.1. Inisiyasyon

Epigenetik modifikasyonlar ve genetik degisiklikler ile karakterize olan
baslangi¢ asamasi kabul edilen bu evrede hiicre neoplazik bir hiicre degildir, ancak
ardigik genotipik ve fenotipik degisiklikler meydana geldikten sonra bu duruma dogru
ilk adimint atmis olur (51, 52). Mutasyona ugramis bu hiicrenin ortaya ¢ikmasi,
ultraviyole 15181 ve radyasyonun yani sira kimyasal kanserojenler gibi fiziksel
kanserojenlerle etkilesim yoluyla da gerceklesebilir (53). Bu hiicrelerin klonal
genislemesi, yeni hiicre sayisindaki artisin neden oldugu siiregten ve hiicrelerin
Olmesini engelleyen apoptoz inhibisyonundan kaynaklanir. Bu asamada hiicreler

morfolojik olarak diger hiicrelerden ayirt edilemezler (51, 52).

1.3.2. Promosyon

Bu asamada, hiicreler klonal olarak biiyiir ve immiin yanittan kagcis, biiylime
kontroliiniin kaybi ile karakterize degismis hiicre klonlarina doniisiirler. Boylece
timorler artik klinik olarak saptanabilir (51). Promatdr ajanlar preneoplastik
hiicrelerin klonal genislemesini kolaylastirir, boylece hem tiimor gelisimini hem de
agresifligini arttirir (54). Bu ajanlar duyarli dokularda hiicre proliferasyonunu arttirir,
mutasyonlarin sabitlenmesine katkida bulunur, genetik ekspresyondaki degisikliklerin
artmasma ve hiicresel biiyiimenin kontroliinde degisikliklere neden olur. Bu

promotorler ayrica oksidasyon yoluyla dolayli olarak DNA'ya zarar verebilir (52).
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1.3.3. Progresyon

Premalign lezyonlarin malign hiicre popiilasyonlarina veya invaziv kansere
dontiistiigli asamadir (51). Baslangi¢ ve promosyonda histopatoloji yoluyla tanimlanan
lezyonlar, preneoplastik lezyonlar ve/veya iyi huylu neoplaziler olarak adlandirilir.
Kot huylu lezyonlara doniismeleri, karsinogenezin son asamasidir, en kapsamli
olanidir ve ilerleme olarak isimlendirilir. Progresyonda, genetik ve epigenetik
mekanizmalar yoluyla bir neoplazik fenotip elde edilir. Progresyon sirasinda hiicre
proliferasyonu, uyaranin varligindan bagimsizdir (52).

Genetik degisiklikler, temel kanser 6zelliklerinden biridir ve hasarli hiicrelerin
yiikksek oranda olmasi daha fazla genetik degisikligin olugmasina yol agar. Sonug
olarak hiicreler, invazyon, bagisiklik yanitindan kagma, metabolizma degisikligi ve

6liime direng gibi metastaz icin ¢esitli 6zellikler gelistirir (51).

1.4. Hepatokarsinojen Maddeler

Insanlarin  dogal kaynaklardan cesitli kimyasallara maruz kalmasi
kanserogenez iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Karsinojenik maddeler arasinda
nitrozo bilesikleri ¢ok farkli timorlere sebep olup, bunlar insanlar i¢in potansiyel bir
saglik tehlikesidirler (55). Nitrozo bilesikleri; nitrozamidler ve nitrozaminler olmak
tizere iki farkli grupta incelenirler. Nitrozamidler; amid, guanidin, karbamat,
karboksamid gibi maddelerin tiirevleri olup, nitrozaminler ise nitrit ve aminlerin
sindirim sisteminde birlesmesiyle meydana gelirler. Hepatotoksik, karsinojenik ve
alkilleyici 6zelliklere sahip olan bir grup kimyasal bilesiklerdir. Bunlar tiikettigimiz
gida maddelerinde yaygin olarak bulunabilirler ve baz1 ¢evre sartlarinda olusabilen
genetik etkili kimyasal kansorejenlerin biiyiik bir grubunu olustururlar (56, 57). Bunun
yaninda nitrozamin bilesikleri sitotoksik ve kanserojen aktivitelerini gdsterebilmek
icin metabolik aktivasyona gereksinim duyarlar (58).

Deney hayvanlarina aromatik aminler, azot iceren boyalar, nitrozaminler ve
aflatoksinler gibi birtakim kimyasal maddeler uygulanarak deneysel olarak
karacigerde kanser olusturulabilmektedir (59). Inisiyasyon fazinin olusmasi igin en
fazla kullanilan ajanlar dietilnitrozamin (DEN) ve aflatoksindir. Inisiyasyon evresini

takiben promosyon evresi olusturmak amaciyla ise fenobarbital (FB), asetaminofloren
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(AAF), 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin, polihalojenli bifenil gibi kimyasallarla
indiikleme yapilmaktadir (59).

1.4.1. Dietilnitrozamin

Dietilnitrozamin, hepatik karsinom olusumuna neden olan bir nitrozamin
bilesigidir (58). Uluslararas1 Kanser Enstitiisii tarafindan grup I kanserojen olarak
rapor edilmistir (60). Dietilnitrozamin, N-nitrosodietilamin (DEN, DENA, NDEA)
olarak da isimlendirilir ve molekiiler formiilii C4sHioN2O’dur (61) (Sekil 9). DEN,
tarim kimyasallarinda, alkollii iceceklerde, c¢edar peynirinde, kurutulmus ve
kizartilmis yiyeceklerde ve farmasotik iiriinlerde bulunan bir hepatokarsinojendir (58).
DEN’in, insektisitlerde ve sigara dumaninda bulundugu ve ayn1 zamanda besinlerde
bulunan nitratin sindirim sisteminde sekonder ve tersiyer aminlerle birlesmesi

neticesinde de olusabilecegi bildirilmistir (62).

CHy = CHy~_

N-N=0
CH,— CH,~~

Sekil 9. ‘DEN’ kimyasal yapist

Cok sayida kimyasal, kemirgenlerde HCC olusumuna neden olur ve DEN
bunlar arasinda kanser gelisimi i¢in en ¢ok kullanilan ajandir (7). Kimyasal olarak
indiiklenen 6zellikle de DEN tarafindan indiiklenen HCC fare modelinin avantaji, gen
ekspresyon paternlerinin insan HCC kétii prognoz siifi ile olan benzerligidir. DEN
kaynakli tiimorler ve kotii prognozlu insan HCC'si yiiksek proliferasyon ve
kromozomal instabilitenin yaninda diisiik B-katenin mutasyonu ve apoptoz seviyesi
gosterir (7). DEN jiivenil farelere enjekte edildiginde, sentrilobiiler hepatositler
aracilifiyla mutajenik DNA eklentileri olusturan alkilleyici ajanlara metabolik olarak
aktive edildigi karacigeri hedefler (63).

DEN'in oksidatif stres ve inflamasyonu uyarmak yollariyla karacigerde
kansere neden olabilecegi bildirilmistir (58). Kimyasal karsinogenezde 6nemli olan
erken DNA hasarina ve hepatik hiicre proliferasyonuna yol acabilir.

Hepatokarsinogenez siirecinde, DEN biyoaktif hale gelmesi i¢in karacigerde CYP450
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sistemi tarafindan hidroksillenir (60). CYP450 sistemi, ilaclar, kanserojenler ve diger
ksenobiyotik kimyasallar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli endojen ve eksojen bilesiklerin
oksidasyonunu katalize eden enzimler iceren membrana bagli heme siiper ailesidir.
CYP450, kanserojenleri, DNA gibi hiicresel makromolekiillere baglanan elektrofilik
tiirevlere aktive eder ve karsinogenezin baglamasina neden olurlar. Ozellikle CYP2E1,
N -alkilnitrozaminlerin aktivasyonunda birincil ©6neme sahiptir. Fare modeli
kullanilarak, CYP2E1'in nitrozaminler, kloroform, benzen, karbon tetrakloriir ve vinil
kloriir gibi baz1 diisiik molekiiler agirlikli toksik madde ve kanserojeni metabolize
ettigi gosterilmistir (64).

Metabolik aktivasyondan sonra DEN'in karacigerde kanserojen etkilerine
neden olan promutajenik {riinler O6-etil deoksi-guanozin ve O4 ve O6-etil deoksi-
timidin irettigi One siriilmistiir (8). Bunlar da, KC’de karsinogenez baslamasina
neden olan DNA zinciri hasarina, piirinasyona veya siklikla yanlis bir gen dizisi
olusumuna neden olurlar (65). Ayrica DEN, DNA ve RNA molekiillerinde
oksidasyona yol acan reaktif oksijen tiirleri iiretebilen dolayli alkilleyici bir ajandir
(66). DNA'daki oksidatif hasarin gostergesi 8-hidroksi-2'- deoksiguanozin (8-OHdG)
seviyelerinin, DEN tarafindan doza bagimli bir sekilde karaciger DNA'sinda 6nemli
oOlciide yiikseldigi bildirilmistir (58).

DEN, bir genotoksin olmasinin yaninda hepatotoksik olup nekrotik hiicre
Olimiine de sebep olur. Bu da, hayatta kalan hepatositlerin kompansatuar
proliferasyonunu destekleyen interlokin-6 gibi mitojenlerin ekspresyonunun
artmasiyla sonuglanan bir inflamatuar yanit1 tetikler (63).

Normal bir karacigerde hiicre replikasyonu ve apoptoz koordinasyonu saglansa
da, prekanserdz ve kanserli dokularda bu dengenin bozulmasi, kanserin ayirt edici
ozelliklerinden biridir. DEN tarafindan karaciger kanserinin baglatilmas1 ve
ilerlemesinde hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinlerin, kritik bir rol oynadig
gosterilmistir. Bu anlamda DEN, sican hepatositlerinde G1/S fazini diizenleyen
proteinlerin asirt  ekspresyonu yoluyla geri doniisii olmayan hepatoseliiler
karsinogenezi indiikler (67). Ayrica DEN, sican karacigerinde hiicre dist matriks
proteinlerinin (kollajen) asir1 birikimine neden olur ve hepatik fibroz gelisimi ile ilgili
olaylarin incelenmesi i¢in de uygundur (68). DEN uygulamasi, klinik HCC
gostergeleri GPC3 ve AFP ifadesini indiikleyebilir (7).
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1.4.2. 2-Asetilaminofloren

Hepatokarsinogenez, ilk asamada genotoksik hasari (baslangi¢), daha sonra
premalign lezyonlardan malign lezyonlara klonal genislemeyi (promosyon) ve son
olarak da klonal genislemenin artmasi ile tiimoriin ilerlemesini igerir (69). DEN
tarafindan baglatilan ve 2-asetilaminofloren tarafindan indiiklenen hepatokarsino
genez, deneysel kanser ¢alismalari i¢in en uygun ve kullanislt olanidir (69).

2-asetilaminofloren, CisHi3NO kimyasal formiiliine sahiptir (Sekil 10) ve
molekiiler agirligit 223,26 g/mol'diir. Ayrica N-2 florenil asetamid olarak da
adlandirilir (70). Suda ¢dziinmeyen ancak alkoller, glikoller, eter, asetik asit ve yag
¢oziiclilerde ¢oziinebilen sentetik, agik ten rengi kristal bir katidir (70). 2-AAF igin
insan maruziyetinin birincil yollar1 inhalasyon ve dermal temastir. Insan icin

kanserojen oldugu tahmin edilmektedir (70).

H
OO
O
Sekil 10. ‘2-AAF’ kimyasal yapis1

Aktivasyon mekanizmasi, arilhidroksamik aside N-hidroksilasyonu ve
ardindan stilfoksiflorenilasetamid'e enzimatik siilfonasyonu igerir (70).

Bilinen hepatokarsinojenler olan aromatik amin 2-aminofloren (2-AF) ve
asetillenmis tiirevi 2 asetilaminofloren icin kovalent DNA eklentilerinin olusumu
indiikledikleri karsinogenezde dnemli bir adimdir (71). Metabolik aktivasyonlarindan
sonra, 2-AAF tiirevleri olusur, bunlar cogunlukla guanin kalintilarinda asetillenmis ve
asetillenmemis triinlerin bir karisimidir ve dG-C8-AF, dG-C8-AAF ve dG-N2-AAF
baglica formlardir (72).

1.5. Flavonoidler

Flavonoidler, ¢ok sayida diisiik molekiiler agirlikl iiyeler igeren ikincil bitki
metabolitleridir. Genel yapilari, iki fenil halkas1 arasinda heterosiklik (piran) bir halka
bulunan 15 karbonlu bir iskeletten olusur (73). Flavonoidler, meyve ve sebze kaynakl
gidalarda bulunabilen genis bir bitki pigmentleri sinifidir (74).  Kolaylikla

sindirilebilen ve yiyeceklerde yiiksek diizeyde bulunan bu bilesikler insan diyetinin
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onemli bir bileseni olarak tanimlanmiglardir. 4.000'den fazla biyolojik olarak aktif
flavonoid tiirli tanimlanmustir (74).

Fitokimyasallar olan flavonoidler, insanlar ve hayvanlar tarafindan
sentezlenemez. Son zamanlarda fenolik bilesiklerin, 6zellikle flavonoidlerden zengin
tibbi bitkilerin terapodtik potansiyeline ilgi artt1 (75). Flavonoidlerin ¢ogu yaygin olarak
terapotik ajanlar olarak kabul edilmektedir (76). Kimyasal yapilarina, oksidasyon
derecelerine, zincir yapilarina gore, izoflavonoidler, flavanonlar, flavanoller,
flavonoller, flavonlar ve antosiyanidinler olarak 6 ana gruba ayrilabilirler (77).

Yaygin olarak meyvelerde, bitkilerde, saplarda, tahillarda, kuruyemislerde,
sebzelerde, ¢i¢eklerde ve tohumlarda bulunurlar (76). Ana flavonoid kaynaklari meyve
ve sebzelerdir ve ayrica kakao iirlinlerinde (kakao tozu, ¢ikolata), siyah ¢ay, yesil cay
ve kirmizi sarapta bol miktarda bulunurlar. Meyveler arasinda ¢ilek, erik, kiraz ve elma
flavonoidler agisindan en zenginken, tropikal meyveler flavonoidler a¢isindan fakirdir.
Sebzeler arasinda en yiiksek flavonoid bakla, zeytin, sogan, 1spanak ve arpacikta
bulunur (77). Gidalardaki flavonoidler genellikle renk, tat, yag oksidasyonunun
Onlenmesi, vitamin ve enzimlerin korunmasi gibi 6zelliklerden sorumludur. Ancak
gidalarin hazirlanmasi ve islenmesi, kullanilan yontemlere bagli olarak flavonoid
diizeylerini diistirebilmektedir (75).

Flavonoidler, bitkileri olumsuz ¢evre kosullarindan koruyan giiclii
antioksidanlardir. Bu nedenle dikkat ¢ekmis ve ¢esitli akut ve kronik hastaliklarda
olasi yararlarini degerlendirmek i¢in ¢ok sayida epidemiyolojik ve deneysel ¢alismada
kullanilmistir. In vitro ve in vivo c¢alismalar flavonoidlerin antiinflamatuar,
immiinmodiilator ve gii¢lii antikanser aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (77-81).

Flavonoidler, insanda koruyucu enzim sistemlerini indiikleme yetenegine
sahiptir. Caligmalar flavonoidlerin bir¢ok enfeksiydz (bakteriyel ve viral hastalik) ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanserler ve yasa baglh hastaliklar gibi dejeneratif
hastaliklara kars1 koruyucu etkileri oldugunu ileri stirmiistiir (75, 82-84).

Flavonoidler bircok biyokimyasal 6zellige sahiptir, ancak hemen hemen her
flavonoid grubunun en iyi tanimlanan 6zelligi, antioksidan olarak hareket etme
kapasiteleridir. Antioksidan etki mekanizmalari, enzimlerin inhibisyonu veya serbest
radikal olusumunda rol oynayan eser elementlerin selatlanmasi1 yoluyla reaktif oksijen

tiirleri (ROS) olusumunun baskilanmasi, antioksidan savunmalarin diizenlenmesi veya
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korunmasindan kaynaklanabilir (75). Lipid peroksidasyonu, oksidatif stresin yaygin
bir sonucudur. Flavonoidler lipidleri oksidatif hasara karsi cesitli mekanizmalarla
korur. Serbest metal iyonlari, hidrojen peroksitin indirgenmesiyle son derece reaktif
hidroksil radikalini iireterek ROS olusumunu arttirir. Metal iyonlarini (demir, bakir
vb.) selatlama kapasiteleri nedeniyle flavonoidler ayrica serbest radikal olusumu
inhibe eder (75).

Flavonoidler, dogal boyalarda, kozmetik ve cilt bakim tiriinlerinde ve kirisiklik
Onleyici cilt ajanlarinda kullanilmistir. Bununla birlikte, bu polifenollerin en belirgin
uygulamalari, tip alanindadir. Flavonoidler agisindan zengin elma kabugu 6zleri, in
vitro olarak anjiyotensin converting enzim inhibisyonu yapar ve etkili antihipertansif
ajandir. Ayrica kardiyo-metabolik bozukluklari1 6nler ve yaslanma ile birlikte biligsel
performansin daha iyi korunmasini saglar (76).

Cesitli antikanser ilaglart mevcuttur, ancak yalnizca birkagt onkogeneze karsi
inhibisyon sergiler ve bunlarin ¢cogu toksiktir ve olumsuz yan etkileri vardir. Ancak,
dogal bilesiklerin insan saglig1 lizerinde olumlu etkileri oldugundan, bunlar ¢esitli
bitkilerden izole etmek icin artan bir ¢caba gosterilmistir. Sekonder metabolitleri olan
dogal biyomolekiiller bitkisel igeriklidir ve genis bir spektrumda biyolojik aktiviteler
gostererek kanser onleme ve tedavisi i¢in temel olustururlar. Flavonoidlerin hiicre

bliylimesini engelledigi ve antikanser ajanlari olarak hareket ettigi bilinmektedir (76).

1.5.1. Chrysin

Chrysin bir flavondur. Flavonlar, C halkasinin 2. pozisyonuna bagl bir fenil B
halkas1 bulunan kaynagsmis A ve C halkalarindan olusan ortak bir kimyasal yapiya
sahiptir (74). Chrysin, A halkasinin 5. ve 7. pozisyonlarindaki ek hidroksillerle ortak
flavon yapisin1 gosteren bir dihidroksiflavondur. Molekiiler formiilii CisH1004 ve
molekiil agirlig1 254,24 g/mol’diir (74, 85). (Sekil 11). Apigenin, baicalein, chrysin ve
scutellarein gibi flavonlarin, nitrojen fiksasyonu ve kimyasal savunmada Onemli

biyolojik rollere sahip oldugu yakin zamanda tanimlanmistir (74).
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Sekil 11. Chrysin kimyasal yapist

Chrysin, Cin'de bitki ilac1 olarak yaygin kullanilan propolis, bal ve mavi
carkifelek ¢icegi gibi bitki 6zlerinden elde edilebilen, ¢esitli biyolojik 6zelliklere sahip
biyoaktif bir flavondur. Bu dogal {iriinler, birtakim antikanser ilaglarinin
gelistirilmesinde yaygm olarak kullanilmaktadir (86, 87). Onceki calismalar,
chrysin’in antioksidan, antihipertansif, antidiyabetojenik ve anksiyolitik 6zelliklere
sahip oldugunu 6ne siirmiistiir. Ayrica chrysin, hiicre dongiisiiniin durmasini ve hiicre
apoptozisini indiikledigi i¢in, bircok kanser c¢esidinde giiglii bir antikanser etki
gosterir. Ancak, chrysin’in HCC'ye karst yeni bir antitiimor ajan olarak kullanilip
kullanilamayacag1 kapsamli bir sekilde aragtirilmamistir (86, 88-91).

Chrysin'in ekstrinsik apoptoz yolu aktivasyonu, siklinlerin ve Siklin bagimli
kinaz (CDK)’larin degistirilmesi gibi farkli mekanizmalar yoluyla hiicre dongiisiiniin
durmasi ve apoptozu indiikleyerek antitiimor etkisi olusturdugu gosterilmistir (87).
Ayni zamanda, rat sarcoma (Ras)- Rapidly accelerated fibrosarcoma (Raf)- mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK)’lar, sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii
(STAT), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)-Akt, niikleer faktor kappa B (NF-kB), Wnt-
B-katenin ve Notch sinyal yolaklar1 gibi kanser hiicrelerindeki ¢oklu sinyal yollarinin
chrysin tarafindan hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, invazyon ve metastazi inhibe
etmek amaciyla modiile edildigi de kanitlanmistir (87, 92-94). Calismalarda chrysin’in
etki mekanizmasinin bir yolunun da, muhtemelen kaspaz aktivasyonu ve ‘Akt’
sinyalinin inaktivasyonu oldugu gosterilmistir. Hem bir kemopreventif hem de bir
kemoterapétik ajan olarak antikanser aktivitesi olan bir dizi biyolojik etkiye sahiptir.
Chrysin antitlimor aktivitesi, hiicre apoptozu ve hiicre dongiisii durmasini indiikleme
yoluyla mide, meme, kolorektal ve prostat kanseri dahil olmak iizere ¢esitli insan

kanser hiicre dizilerinde belgelenmistir. Onceki ¢alismalar, p53/Bcl2/kaspaz-9 yolu
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aktivasyonu ve heksokinaz-2'yi hedefleme yoluyla HCC'ye karst antitimor
potansiyelini gostermistir. (73, 74, 86, 95-100).

Chrysin sisplatin ile kombinasyon tedavisi olarak kullanildiginda sisplatinin
neden oldugu karaciger ve kolon toksisitesini hafiflettigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, anti-proliferatif etkisinin kesin mekanizmasi tanimlanmamistir (95). Son
zamanlarda, birtakim ¢alismalar, chrysin’in kanserde ila¢ direnci, invazyon,
proliferasyon ve apoptozda engelleyici rol oynadigini onaylamistir. Ayrica,
Lirdprapamongkol ve arkadaslar1 chrysin’in, kanser hiicrelerinin Tiimor Nekroz
Faktorii ile liskili Apoptoz-Indiikleyici Ligand (TRAIL) direncini STAT-3"i bloke
ederek yendigini bulmustur (93, 101-105).

Chrysin tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-o)nin apoptozu tetiklemedeki
etkilerini gili¢lendirir (74). Ayrica niikleer faktér IL-6'min (NF-IL6) inhibisyonu
yoluyla lipopolisakkarit kaynakli siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonunu da inhibe
eder. Boylece chrysin inflamatuar sitokinlerin sinyal yollarin1t modiile ederek kanser
hiicrelerinin ilaca duyarlhiligini artirabilir (74).

Tiim bunlarla birlikte, chrysin’in insan kanserleri iizerinde etkilerine iliskin
calismalar nadirdir (74). Apoptozun aktivasyonu, chrysin de dahil olmak iizere su anda
calisilan potansiyel antikanser ajanlarinin gogunun antikanser aktivitelerinden sorumlu

olan anahtar molekiiler mekanizmadir (74).

1.5.2. Apigenin

Apigenin bir¢cok meyve, sebze ve bitkide bulunan antioksidan, antiinflamatuar,
antibakteriyel, antiviral ve antikanser etkileri dahil ¢esitli biyolojik etkileri olan dogal
olarak olusan bitki flavonudur (106, 107). ‘4, 5 ve 7° konumundaki ‘OH’ fonksiyonel
grubu ile bir trihidroksiflavondur. Apigenin veya 4,5,7-trihidroksiflavon, Ci5H10Os
kimyasal formiiliine ve 270,24 g/mol molekiiler agirliga sahiptir (108, 109) (Sekil 12).
Dogada lipofiliktir ve diisiik asidik ortamda konakg¢inin gastrointestinal sisteminde
hayatta kalir (109). Dogal kaynaklarda, apigenin-7-O-glukozit ve gesitli acillenmis
tirevler olarak bulunur (106).
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Sekil 12. Apigenin kimyasal yapisi

Apigenin, papatya (Matricaria recutita), baz1 yesil sebzeler, enginar, kereviz,
maydanoz ve kurutulmus kekikte bulunan en yaygin monomerik flavonoidlerden
biridir (109). Ayrica {liziim, elma, portakal gibi cesitli meyvelerde ve soganda bol
miktarda bulunur (107, 108).

Yiizlerce yildir apigenin geleneksel bir ila¢ olarak kullanilmistir. Ornegin,
yiiksek diizeyde apigenin iceren ¢arkifelek ¢igegi, inat¢1 astim, uykusuzluk, parkinson
hastalig1, nevralji ve zonay1 tedavi etmek i¢in etkili bir sekilde kullanilmistir. Papatya
geleneksel olarak uykusuzluk ve kaygiy1 tedavi etmek i¢in de kullanilir (106, 109).

Apigenin kanser de dahil olmak iizere farkli hastaliklarla miicadelede faydali
biyoaktiviteler gosterir. Son yillarda antitiimor aktivitesi nedeniyle artan bir ilgi
gormiistiir (106, 109). Birka¢ calisma apigenin'in tiimdr hiicresi invazyonu ve
metastazin1  inhibe ettigini gostermistir. Ornegin, gen ekspresyon paternlerini
degistirerek ve kanser hiicresi apoptozunu indiikleyerek hepatik hiicre biiylimesini
inhibe eder (106, 110-114). Ayrica 16semi hiicrelerinde otofajiyi indiiklemeye
yardimc1 olur ve antineoplastik bir ajan gorevi goriir (109). Birkag calisma, antikanser
aktivitesinin, apoptozu ve hiicre dongilisii durmasini indiikleme yeteneginden
kaynaklandigini bildirmistir (108, 115-117).

Apigenin'in antiinflamatuar ve antioksidan potansiyeli, konak organizmada
hiicresel diizeyde apoptozu ve proliferasyonu indiikler ve kansere neden olan genlerin
asir1 ekspresyonunu durdurur (109).

Ayrica bu flavonoidin, farkli sinyal kaskadlarini aktive ederek ve NF-xB
yolunun aktivitesini inhibe ederek antioksidan potansiyeli indiikledigi
diisiiniilmektedir. Antioksidan potansiyelini arttirmak i¢in apigenin eritrosit siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve faz II detoksifikasyon enzimleri dahil
olmak tlizere antioksidan enzimleri aktive eder. Apigenin sadece TNF-a, IL-6 ve CD40

gibi tiimore neden olan farkli genlerin ekspresyonunu azaltmakla kalmamis, aym
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zamanda interferon gama (IFN-y) gen inhibisyonu yoluyla tiimor baskilayict STAT1
geninin aktivitesini artirmistir. Fareler iizerinde yapilan arastirmalar apigenin’in
farelerde kolesterol seviyelerini, yag asidi iiretimini ve obeziteyi azaltigini gosterdi.
Ayrica nikotinamid adenin diniikleotid seviyelerini diizenler ve insan viicudundaki
glukoz seviyelerini stabilize eder. Farkli hiicresel siire¢leri ve proinflamatuar yollar
inhibe ederek inflamasyonu ve agriy1 azaltir. NF-xB, JAK2 ve STAT-3 yollarinin
aktivitesi ve sinyalizasyonunu azaltir. Th2 sitokinler, IL-4, IL-10, IL-1 ve NLRP3
genleri dahil olmak tizere farkl: sitokinlerin ekspresyonunu baskilar(109, 118-124).

Apigenin hipoglisemik etkiler gosterir (109). Biyoaktif bilesikleri insiilin
seviyelerini azaltabilir ve viicuttaki normal glukoz seviyelerinin siirdiiriilmesine
yardimci olur. Ayrica yara ve kemik iyilestirici etkiyi artirma potansiyeline sahiptir.
Farkli kronik hastaliklar (Alzheimer, felg, diyabet, kanser, anksiyete ve depresyon
gibi) lizerinde tedavi edici etkiye sahip olan 6nemli bir bitkisel bilesiktir (109). Fareler
tizerinde yapilan bir arastirma, apigenin'in lipopolisakkarit kaynaklt COX-2 ve NOS
aktivitesini inhibe ettigini gdstermistir ki, bu da viicutlarinda antiinflamatuar yanita
neden olur (109, 125). Ayrica, son ¢aligmalar apigenin tarafindan Natural Killer (NK)
proliferasyonunda artig yoluyla NK hiicrelerinin immiinmodiilatorii olarak rol oynama
potansiyeline sahip oldugunu da gostermistir (107, 126).

Son zamanlarda, uygunsuz antibiyotik kullanimina bagh coklu ilag direncli
organizmalarin sayis1 giderek artmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ (AMR) riski ve
iligkili komorbiditeler siirekli artmaktadir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in tibbi
bitkiler, 6zellikle apigenin ve biyoaktif bilesikleri, farkl1 metabolik hastaliklar1 tedavi
etmenin alternatif bir yolu olarak kabul edilebilir (109).

Genel olarak, yiiksek dozlarda apigenin tiiketimi glivenli kabul edilir ve
yararlar1 olabilir. Bununla birlikte, bir kisi 6zellikle siklosporin, varfarin veya bazi
kemoterapi ilaglar1 aliyorsa, apigenin ile dnemli bir ila¢ etkilesimi olasiligi vardir
(109).

Apigenin'in faydali etkileri nedeniyle yakin gelecekte diyet takviyesi veya
yiyecek katki maddesi olarak kullanilabilecegini belirtmekte fayda var. Bununla
birlikte, apigenin’i terapdtik bir ilag olarak gelistirmede bir sonraki adim olarak daha

fazla metabolomik, proteomik ve transkriptomik arastirmaya ihtiyac vardir (109).

30



1.6. Karsinogenezde Sinyal Yollari
1.6.1. inflamatuar Sinyal Yollari

1.6.1.1. Sinyal Déniistiiriicii ve Transkripsiyon Aktivatorii-3

Sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) proteinleri; birtakim
sitokinler, biiylime faktorleri ve diger peptit ligandlar tarafindan aktive edilebilen
transkripsiyon faktorii sinifidirlar. STAT'lar, baz1 sitokin sinyallerine yanit olarak
sitoplazmada tirozin fosforilasyonu ile aktivasyona ugrar. STAT-3'lin tirozin
fosforilasyonuna en yaygin olarak Janus kinazlar (JAK'ler), 6zellikle de JAK?2 aracilik
eder. Aktivitesi ayn1 zamanda serin fosforilasyonu ve geri doniisiimlii asetilasyon
dahil diger mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Aktivasyonun
ardindan, STAT proteinleri ¢ekirdege transfer olup, burada spesifik hedeflerine
baglanir ve transkripsiyon faktorleri olarak gorev yaparlar (127, 128).

Daha oOnce yapilan c¢alismalar, DNA metilasyonu ve kromatin
modiilasyonunun epigenetik mekanizmalar aracilifiyla STAT-3 tarafindan da
diizenlenebilecegini gostermistir. STAT'ler, apoptoz, hiicre proliferasyonu, boliinme
ve farklilagsma gibi ¢ok sayida fizyolojik siireci etkiler. STAT'lerin aktivasyonu saglikli
bir hiicrede, kontrolsiiz gen ekspresyonunu Onlemek icin siki sekilde diizenlenir.
STAT-3 uyarilmamis hiicrelerde inaktiftir, ancak c¢esitli sitokinler ve biiylime
faktorleri (IL-6, Epidermal biiylime faktorii (EGF) ailesi tiyeleri ve ayrica hepatosit
bliylime faktorii (HGF) tarafindan hizla aktive edilir. Bununla birlikte, kanser
hiicrelerinde STAT-3 genellikle yapisal olarak aktive olur. Kanser hiicrelerinde uzun
stireli STAT aktivasyonu, ila¢ direnci ve kotli prognoz gibi olumsuz sonuglara neden
olabilir (127, 129-132).

STAT-3"i aktive eden baglica sitokinlerden biri olan IL-6, karaciger
hastaliklar1 ve HCC'de yiikselir. Ayrica, HCV enfeksiyonu ve hepatosteatoz dahil
birgok HCC risk faktorii oksidatif strese neden olur ve STAT-3 de ROS birikimine
yanit olarak aktive edilebilir (133-137). Kalic1 aktivasyonu, HCC hasta dokularinin
onemli kisminda tespit edilmistir ve kotli prognoz ile iligkilidir. Caligsmalar, HCC
hastalarinda tiimor biiylimesi ve metastazinda STAT-3"lin kritik roller oynadigini
gostermektedir. Bundan dolayi, STAT-3, HCC hastalarinin tedavisinde umut verici bir

terapotik hedef olabilir (129, 130, 138) (Sekil 13).
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1.6.1.2. Niikleer Faktor Kappa B

Niikleer faktor kappa B (NF-«xB), inflamatuar yanitlari koordine etmede
merkezi rol oynayan bir dimerik transkripsiyon faktorleri ailesidir. NF-«xB sistemi sik1
bir sekilde diizenlenir ve yanlis diizenlenmesi, kanserden inflamatuar ve bagisiklik
hastaliklarina kadar ¢ok cesitli hastaliklarda rol oynar (140). NF-«f, inflamatuar
yanitin ve hiicre 6liimiiniin temel transkripsiyonel diizenleyicisidir ve karacigerdeki
inflamatuar sinyal yollarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (141, 142). Son
yillarda NF-kB’nin hedefleri veya aktivatorleri olan birtakim inflamatuar aracinin
kronik karaciger hastaliginin ilerlemesine katkida bulundugu gosterilmistir. Alkolik
karaciger hastaligi, non-alkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD), viral hepatit ve
biliyer karaciger hastaligi dahil olmak tlizere hemen hemen her kronik karaciger
hastaliginda aktive edilir. Ayrica hepatositlerde, Kupffer hiicrelerinde ve hepatik
stellat hiicrelerde (HSC'ler) cok sayida onemli islevi diizenler (141). NF-«B
aktivasyonu, farkli etiyolojilere sahip insan karaciger kanserlerinde erken ayni
zamanda sik goriilen bir olaydir ve bir dizi faktor, hepatokarsinogenez sirasinda
aktivasyonunu tetikleyebilir. NF-kB'nin hepatositlerdeki prokarsinojenik rolii ilk

olarak kronik biliyer hepatite yanit olarak HCC gelistirilen Mdr2—/— nakavt farede
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gosterilmistir (141, 143). NF-xB, hiicre proliferasyonunu destekleyerek ve hiicre
Olumiinii baskilayarak tiimor olusumuna katki saglar (144).

NF-kB hiicrelerin enfeksiyonlar ve ultraviyole radyasyon dahil olmak iizere
stresli uyaranlara nasil tepki verdiginde kritik bir rol oynar. NF-«B sinyalinin aracilik
ettigi inflamatuar yanit yolunun malign durumun siirdiiriilmesinde rol oynadigi
bildirilmistir. NF-kB aktivasyonu apoptozu baskilar, EMT'yi aktive eder, maspin'i (bir

metastaz baskilayict gen) baskilar ve HCC'yi besleyen yeni kan damarlariin

olusumunda gerekli olan VEGF ve diger anjiyojenik faktorleri hedefler (22, 145-148)

(Sekil 14).
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Sekil 14. NF-xB ve karsinogenez

1.6.2. Protein Fosfataz 2A’nin Kanserli inhibitorii

Karsinogenezdeki ana sinyal yolunun diizenlenmesinde tiimdr baskilayict rol
oynayan Protein fosfataz 2A (PP2A) nin endojen inhibitorii ve Myc stabilizatorii olan,
PP2A'nin kanserli inhibitorii (CIP2A) onkojenik bir proteindir, malign hiicre
transformasyonunu ve tiimor biiylimesini artirir. PP2A, hiicredeki serin/treonin
fosfataz aktivitesinin ¢ogundan sorumludur ve birka¢ onkojenik sinyal yolunun
aktivitesini inhibe ederek tiimor baskilayic1 gorevi goriir. CIP2A, PP2A'ya baglanir ve
fosfataz fonksiyonlarin1 inhibe ederek hiicrelerin tiimorojenik transformasyonuna
neden olur. CIP2A, Myc'in serin 62'de PP2A aracil1 defosforilasyonunu inhibe ederek
c- Myc'yi stabilize eder. Normalde CIP2A ekspresyonu sadece embriyonik gelisimde

mevcuttur, dogumdan hemen sonra tiim dokularda bastirilir ve genellikle normal
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dokularda diisiik seviyede eksprese edilir. CIP2A ilk olarak mide ve karaciger
kanserinde tiimorle iliskili bir otoantijen olarak tanimlandi. Kanserli hastalarin
serumlarinda bulunabilen CIP2A'ya kars1 yiiksek otoantikor sikligi, onu biyobelirteg
gelistirmede umut veren bir aday yapar (149-153).

HCC'de, CIP2A'nin ekspresyon seviyesinin klinik sonuglarla iliskili oldugu
bulunmustur. Ayrica, CIP2A ekspresyonunun erlotinib ve diger anti-HCC terapiler
tarafindan da inhibe edildigi diisiiniilmiistiir. Bir ¢calismada CIP2A'nin ¢ogu HCC
tiimorlerinde asir1 ifade edildigi ve intratiimor CIP2A mRNA'sinin HCC hastalarinin

kotii prognozu ile 6nemli dlgiide iligkili oldugu bulunmustur (154-156).

1.6.3. Apoptoz Yolag:

Apoptoz, DNA hasar1 sonrast meydana gelen veya gelisim sirasinda olusanlar
gibi hasarlt hiicrelerin diizenli ve etkili bir sekilde ¢ikarilmasiyla sonug¢lanan
programlanmig hiicre 6limiiniin bir seklidir. Apoptoz, genotoksik stres gibi hiicre
icinden gelen sinyaller veya ligandlarin hiicre yiizeyi 6liim reseptorlerine baglanmasi
gibi dis sinyaller tarafindan tetiklenebilir. Apoptoz, birtakim fizyolojik ve
patofizyolojik siireclerde 6nemli roller oynar. Istenmeyen, yaslanmis veya hasarl
hiicrelerin yok edilmesi i¢in temel bir mekanizmadir. Apoptotik hiicre Oliimii
mekanizmasindaki diizensizlik, kanserin ayirt edici bir 6zelligidir. Bu siirecteki
bozulma, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, kanserin gelismesi ve ilerlemesi ile iligkilidir,
ayn1 zamanda tedavilere karsi timor direncinden de sorumludur. Su anda klinik
onkolojide kullanilan ¢ogu antikanser ilaci, kanser hiicresi 6liimiinii tetiklemek igin
bozulmamis apoptotik sinyal yollarindan yararlanir. Bu nedenle, apoptotik sinyal
yollarinin daha iyi anlasilmasi, kanser tedavisinin etkinligini artirabilir (157, 158).
Apoptotik direngle ilgili molekiilleri hedef alan terapétik stratejiler kanser hiicrelerinin
apoptoza duyarliligin1 geri kazandirmak ve tedavilerin etkisizliginin iistesinden
gelmek i¢in izlenecek bir yoldur (157). Apoptotik mekanizmalardaki kusurlar,
hiicresel replikasyon, bliylime, farklilasma ve apoptoz arasindaki dengenin
bozulmasina, karacigerdeki preneoplastik ve tiimoral lezyonlarin biiylimesine neden
olur. Biriken kanitlar, insan hepatoseliiler karsinomunda kusurlu bir apoptotik siireci

gostermektedir. Bu siireci c¢esitli sekillerde indiikleyen bir¢ok potansiyel terapotik
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strateji, hepatoseliiler karsinom yonetimine uygulanabilir (158). Asagida apoptoz

yolunun ¢aligmamizda inceledigimiz parametrelerine deginilmistir.

1.6.3.1. Survivin

17. kromozomda (17q25.3) lokalize BIRCS5 geni, normalde insanlarda fetal
gelisim sirasinda ve erigkinlerde eksprese edilen apoptoz ailesinin inhibitor
(IAP)'lerinin bir iiyesi olan survivin proteinini kodlar. Survivin, bir¢ogu apoptozun
inhibisyonu ve hiicre proliferasyonunun desteklenmesine katkida bulunan farkl
izoformlara sahip kiiciik bir proteindir. Insanlarda kromozom 17'deki survivin gen
ekspresyonunun kontrolii karmasiktir ve ¢ok sayida pozitif ve negatif diizenleyiciyi
igerir. Birka¢ onkojenik transkripsiyon faktorii, survivin geninin ekspresyonunu
uyarirken, ¢oklu tiimor baskilayicilar survivin genini aktif olarak bastirir. Son 20
yildaki arastirmalar gdstermistir ki, survivin ¢ogu kanser hiicresinde yiliksek oranda
eksprese edilmektedir. Mesane kanseri, akciger kanseri, meme kanseri, mide, yemek
borusu, karaciger, yamurtalik kanserleri ve hematolojik kanserler de dahil olmak {izere
neredeyse tiim insan malignitelerinde survivin'in asir1 ekspresyonu rapor edilmistir
(159-163). Aberran ekspresyonu, tiimor hiicresi proliferasyonu, invazyonu,
anjiyogenez, terapotik direng ve kotli prognoz ile iliskilidir. Bu nedenle survivin
tanisal ve prognostik bir belirte¢ olarak kabul edilmistir. Ayrica kanser tedavisi i¢in
miikemmel bir molekiiler hedef olarak tanimlanmistir (164). Survivin'i hedefleyen
molekiiller gelistirmek i¢in girisimlerde bulunulmasimna ragmen, su anda terapotik
kullanimda olan bir tedavi yoktur (159).

Survivin geninin transkripsiyonu hiicre dongiisii tarafindan diizenlenir ve
mitozda zirve yapar. Survivin, G2/M fazinda yiiksek oranda eksprese edilir ve hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda hizla azalir. Bununla birlikte, 6zellikle biiylime faktorii veya
sitokin stimiilasyonuna yanit olarak hiicre dongiisiinden bagimsiz hayatta kalan gen
ekspresyonunun ornekleri de tanimlanmistir (160, 161).

HCC dokularinda survivin ekspresyonu incelenmis ve sonuglar pozitif oranin
%70'e ulastigin1 gostermistir. Bununla birlikte, survivin parakanserdz dokularda ve
sirotik karaciger dokularinda eksprese edilmez. Survivin, timor gelisimini ve
ilerlemesini tesvik eden diger faktorlerle sinerji icinde hareket edebilir, boylece HCC

hiicrelerinin biyolojik davranislarin1 daha fazla etkileyip HCC'nin malign ilerlemesini
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kolaylagtirabilir. Survivin ekspresyonu, HCC hiicrelerinin proliferatif aktivitesini
destekler, apoptozu inhibe eder, stromal anjiyogenezi indiikler ve radyasyon tedavisine
ve kemoterapiye direnci arttirir. Pozitif survivin orani, timor boyutu, kapsiiler
invazyon, portal ven tiimdr trombozu, lenf nodu metastazi ve tiimorlerin klinik evresi

ile yakindan iliskilidir (165, 166).

1.6.3.2. Kaspaz -3

Apoptoz, inflamatuar bir yanit ortaya ¢ikarmadan hiicresel parcalanmaya yol
acan programlanmis hiicre 6liimiiniin aktif bir seklidir. Kaspazlar, apoptozun temel
itici giicleri olarak, apoptozun karmasik biyolojik siirecini diizenleyen bir sistein
proteaz ailesidir. Ayrica doku farklilagsmasi, hiicre ¢ogalmasi ve norodejenerasyon
gibi apoptotik olmayan biyolojik siire¢lere de katilirlar. Kaspazlar, inaktif zimojenler
olarak ifade edilir, ancak aktivasyon iizerine (6rnegin boliinme), baslatici kaspazlar,
kaspaz-2 ve -9 (intrinsik yol) ve kaspaz-8 ve -10 (ekstrinsik yol) yoluyla 6lim
uyaranlar gogaltilir ve hiicrede kaspaz-3 ve -7 yoluyla parcalanmaya yol acar. Kaspaz-
3 ve -7'nin her ikisi de uygulayici kaspaz olsa da, apoptoz sirasinda kaspaz-3'iin esas
uygulayict kaspaz oldugu kabul edilir. Geleneksel olarak, kaspaz-3'iin aktivasyonu
hiicre 6liimiiniin habercisi olmustur. Kaspaz-3, aktive edildikten sonra hiicre i¢inde
fonksiyonel olarak kritik bir¢ok proteini parcalayarak apoptoza yol agar (167-169)
(Sekil 15).

Instrinsik Yolak Ekstrinsik Yolak
Hiicre igi Stres A Ll Lethal ligonds
& g % |
> i ]
T, —— - |
- ‘
" e o " " M
p S':‘";';c ~ Pr«ospmes[ l
LR Kaspaz 8 JIV —VJ
! |
= ':”N’ 3 — Pro-Kaspaz3
4 | |
foms - - 1 Kaspaz - Apﬁt’o&is
@ ' Kaskadi il
Kaspaz 9 Kaspaz 3
Apoptozom
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1.6.3.3. Annexin V

Annexin V, anneksin ailesine ait ve 32-35 kDa molekiiler kiitleye sahip,
kalsiyum tarafindan diizenlenen, fosfolipid baglayict bir proteindir. Ilk olarak
antikoagiilan ve antitrombotik bir protein olarak kesfedilmistir. Annexin V hiicresel
cogalma ve sinyal iletimi dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel islevde yer almistir.
Temel biyokimyasal 6zelligi, anyonik fosfolipidleri Ca2+ bagimli olarak baglamasidir
(170, 171). Annexin V apoptoz i¢in bir belirtectir, ayn1 zamanda kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve tehlikeli viriislere kars1 terapdtik potansiyele sahiptir (172). Esas
olarak sitoplazmada bulunur, hiicre disina salgilanabilir. Anormal ekspresse edilen

Annexin V, bir¢ok hastalikla iliskilidir (173).

1.6.4. Hedgehog Sinyal Yolag:

Hedgehog (HH) sinyal yolu hiicre zarindan ¢ekirdege sinyal iletiminin bir
yoludur. Doku homeostazini ve kok hiicre davraniglarini, normal hiicre biiyiimesini ve
farklilasmasini diizenler. Embriyonik gelisimde dnemli bir rol oynar. Ancak yetiskin
dokularda ¢ogunlukla inaktif veya zayif aktivitededir. Gerektiginde, 0rnegin yara
tyilesmesinde aktive edilebilir.

Bu yoldaki yanlig diizenlenme sonucu, anormal HH sinyali, timor olusumuna
neden olur ve neoplastik doniisiim, tiimor ilerlemesi, metastaz ve ilag direnci gibi insan
kanserlerinin agresif fenotiplerine sebebiyet verir. Bu yoldaki anormal sinyal cilt,
beyin, karaciger, prostat ve meme kanserinde bulunabilir. HH sinyal yolu, HCC
hastalarinda oldukga aktiftir. Aktivasyonu, siklin B1 ve sikline bagimli kinaz 1'in
(CDK1) asir1 ekspresyonunu takiben hiicre proliferasyonunu kolaylastiran G2-M
gecisini arttirir. HH sinyal aktivasyonunda hedgehog (Hh) ligandi, patch reseptor
(Ptch) ve smoothened (SMO) olmak iizere {i¢ protein yer alir (174, 175).

1.6.4.1. Smoothened

SMO proteini, HH sinyal yolunda bir yardimci reseptordiir, yani reseptor
kompleksinin bir sinyal bilesenini temsil eder. Yapisal olarak G-protein-bagl
reseptorlere benzer, yedi gecisli bir transmembran proteindir ve islevi i¢in vazgegilmez
olan hiicre dis1 sistein agisindan zengin bir alana sahiptir. SMO, farkli malignitelerin

tedavisinde HH sinyalinin inhibisyonu yoluyla umut vadeden bir terapotik hedeftir.
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SMO erken hepatokarsinogenez sirasinda epitelyal-mezenkimal  gegisin
desteklenmesinde ~ 6nemli  rol  oynar. SMO'nun  asir1  ekspresyonu,
hepatokarsinogenezde ©nemli bir rol oynayan c-Myc (hiicresel myc geni)
ekspresyonunu indiikler ve yliksek ekspresyonu tiimor boyutlari ile de iliskilidir (174-
176).

1.6.4.2. Sonic Hedgehog

Hedgehog sinyali; Sonic Hedgehog (SHH), Indian hedgehog ve Desert
hedgehog olmak iizere ii¢ ligand tarafindan baglatilabilir. Bununla birlikte, SHH bu
ligandlarin en sik ifade edilen ve ayni zamanda en giiglii olanidir (177). Sonic
hedgehog sinyali, yetiskin dokularinda sessiz kalir. Ancak, bircok yetiskin dokusunda,
diferansiyasyon, proliferasyon ve onarim sirasinda aktif hale gelir. SHH sinyalinin
anormal aktivasyonu, cilt, beyin, karaciger, safra kesesi, pankreas, mide, kolon, meme,
akciger, prostat kanserlerinde ve hematolojik malignitelerde meydana gelir. Hayvan
caligmalarinda, kronik karaciger hasarinin SHH yolunu aktive ettigi gosterilmistir.
Yine bir calismada hepatokarsinogenez sirasinda SHH sinyal yolunun aktive oldugu
bulunmustur. Aktive edilmis SHH sinyali, siklin B1 ve sikline bagimli kinaz 1'de artis
yoluyla G2/M gegisini gili¢lendirdikten sonra hiicre proliferasyonunu kolaylastirir.
Bagka bir ¢alismada ise SHH sinyalinin yiiksek ekspresyonunun HCC de rezeksiyon
sonrasi niiks riskini etkiledigi bildirilmistir (178-181).

1.6.5. Notch Sinyal Yolag:

Notch sinyal yolu, hiicre farklilagmasinin kontrolii, hayatta kalma, ¢ogalma ve
anjiyogenez gibi normal gelisim i¢in gerekli olan bircok temel siireci diizenler.
Memelilerde dort Notch reseptorii (Notchl- Notch4) ve iki ligand ailesi; Jagged
(JAGIL, 2) ve Delta benzeri ligandlar (DLL 1, 3, 4) vardir (182).

1.6.5.1. Jagged1

Notch sinyal yolunun 6nemli bir bileseni olan Jagged1l (JAGI), embriyonik
gelisim ve kanser gibi hem fizyolojik hem de patolojik siireclerde 6nemli rol oynar.
Farelerde JAG1 gen nakavti erken embriyogenezde oliimciil olan ciddi vaskiiler
bozukluklara neden olur ve insanlarda JAG1 mutasyonlar kalitsal ¢oklu gelisimsel

organ bozuklugu olan Alagille sendromundan sorumludur. Notch sinyal yolundaki
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roliiniin yani1 sira, JAG1'in timor anjiyogenezi, neoplastik hiicre biiylimesi, kanser kok
hiicreleri (CSC), epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), metastatik siire¢ ve ¢esitli kanser
tiirlerinde tedaviye diren¢ dahil kanserin bir¢ok siirecinde rol oynadig1 kanitlanmastir.
JAGI ekspresyonu, TGF-, WNT/B-katenin, IL-6 ve NF-«kB gibi kanserde 6nemli olan

sinyal yollarinin yani sira Notch yolunun kendisi tarafindan indiiklenebilir (183).

1.6.5.2. Notch1

Notchl, tiim ¢ok hiicreli organizmalarda dogustan gelen bir sinyal yolunun
parcasi olan, embriyogenez ve doku homeostazinda ¢ok onemli rol oynayan Notch
reseptor ailesine (Notch1-4) aittir. Notch reseptorleri, ¢cogalma, farklilagsma, apoptoz
ve kok hiicre onarimi dahil temel hiicresel fonksiyonlar1 diizenlerler. Notchl, en
kapsamli sekilde c¢alisilan ve karakterize edilen Notch ailesi liyesidir, ¢linkii insan
kanserlerindeki mutasyon prevalansi diger liyelere gore daha yiiksektir. Anormal
Notchl sinyali, meme kanseri, 16semiler, deri, yemek borusu, serviks ve akcigerin
skuamo6z kanserleri dahil gesitli kanser tiirlerinin ilerlemesinde rol oynar (184). Bir
calismada, neoplastik hepatositlerde c¢evreleyen sirotik dokuya kiyasla Notchl’in
anormal niikleer ekspresyonu bildirilmistir (185, 186).

DEN ve 2-AAF kullanarak HCC modeli olusturulan ratlarda apigenin ve
chrysin’in tek tek ve kombine kullaniminin antiinflamatuar, antiproliferatif, apoptotik
etkinliklerini degerlendirmek istedigimiz ¢alismamizda DEN uygulamasinin
inflamatuar sinyal yollarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan STAT-3 ve NF-xB
ekspresyonu ve karsinogenezdeki ana sinyal yolunun diizenlenmesinde tiimdr
baskilayici rol oynayan Protein fosfataz 2A nin endojen inhibitorii ve kotli prognoz ile
iligkili CIP2A ekspresyonu ile apoptoz ailesinin inhibitdrii survivin, hiicre 6liimiiniin
habercisi kaspaz-3, apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi ve degerlendirilmesi i¢in segici
bir probu temsil eden annexin V seviyelerini, ayn1 zamanda doku homeostazini ve kok
hiicre davraniglarini, normal hiicre biiylimesini ve farklilagsmasini diizenleyen HH
yolunda bir yardimci reseptdr ve kanser terapisinde HH sinyalinin inhibisyonu yoluyla
umut vadeden bir terap6tik hedef olan SMO ve SHH ile tiimdr anjiyogenezi, neoplastik
hiicre biiylimesi, metastatik siire¢ ve tedaviye direng gibi bir¢ok siiregte rol oynayan
Notch sinyal yolu molekiillerinden Notchl ve Jaggedl seviyelerini degerlendirmek

amaclanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gerec

2.1.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirilmasi

Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)'nde yiiriitiilen bu
calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 14/07/2020 tarih
ve 2020/10 sayili onayi ile standart deneysel hayvan ¢aligsmalari etik kurallarina uygun
olarak yapilmustir.

Uyguladigimiz deney protokolii siiresince tiim siganlar 12 saat 151k, 12 saat
karanlik fotoperiyodunda, otomatik olarak klimatize edilen odalarda, 21£1°C sabit
1s1da 6zel dizayn edilmis kafeslerde 4 ya da 5’li olacak sekilde barindirilmig olup,
standart pellet yemi ve ¢esme suyu ad-libitum beslenmelerinde kullanilmistir. Bu
stirecte giinliik bakimlart yapilmistir.

Calismaya, 8-10 haftalik, 250£25 gr, toplam 48 adet Wistar Albino cins erkek
sigan kullanilarak baglanmistir. 5 farkli grupta yiriitiilen ¢alismada kontrol grubu
(n=8), DEN grubu (n=10), chrysin tedavi grubu (n=10), apigenin tedavi grubu (n=10),
apigenin+chrysin tedavi grubu (n=10) sekilde belirlendi (gruplar i¢in say1 belirleme
mortalite oranlart diisiiniilerek yapildi). Tim gruplardaki sicanlarin viicut kiitleleri
baslangicta, caligma siiresi boyunca haftada bir kez ve ¢alisma sonunda sakrifiye
edilmeden 6nce dl¢iildii. Caligma tamamlandiginda ise deney siiresince meydana gelen
6liimlerden dolay1 40 si¢an ile deney tamamlanmaistir. Deney siiresince anesteziklerin
muhtemel interferansin1 bertaraf etmek amaciyla uygulamalar esnasinda anestezik

ajan kullanilmamastir.

2.1.2. Deneysel HCC Modelinin Olusturulmasi ve Tedavi Protokolii

Hayvan modelleri, hepatik karsinogenez calismasinda ¢ok Onemli araglar
olarak goriilmektedir. Kemirgenler ve insanlar arasindaki fizyolojik ve genetik
benzerlikler, kisa Omiir, lireme kapasitesi ve manipiile etme yontemlerinin ¢esitliligi
nedeniyle, hayvan modelleri kanser arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Sicanlarda karaciger kanseri indiiksiyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda DEN, 2-AAF,

fenobarbital ve aflatoksin B1 gibi kimyasal ajanlar kullanilmaktadir (11).
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Kurma ve ark. DEN ile indiiklenen HCC sigan modelinde, hepatokarsinogenez
stirecinin, insan HCC'sinde gozlenen temel olaylar1 gosteren karaciger hasari,
hepatosit proliferasyonu, karaciger fibrozu/sirozu, diizensiz damarlanma, kronik
inflamasyon ve karacigerin immiin mikro ortaminin modiilasyonlarini igerdigini
gostermislerdir. Bulgularinin DEN kaynakli HCC rat modelini kapsamli bir sekilde
karakterize ettigini ve bu modelin timoér mikro ortaminin 6zellikleri dahil insan
HCC'sinin patolojik siirecini biiyiik Olclide taklit ettigini sOylemislerdir (2).
Mohammed El-Magd ve ark. HCC'yi indiiklemek i¢in, sicanlara 1 ml PBS icinde
¢oziilmiis olarak tek doz 200 mg/kg DEN intraperitoneal yolla enjekte etmis ve 2.
haftanin basinda, DEN ile indiiklenen hepatik odaklarin gelisimini desteklemek igin 2
hafta siiresince 2-asetilaminofloren (2-AAF; 150 mg/kg) oral yoldan verilmistir.
Benzer bir intraperitoneal DEN dozu ve ardindan tekrarlanan 2-AAF dozlarinin
sicanlarda HCC'yi basartyla indiikledigini sOylemislerdir (187). Malik ve ark. erkek
Wistar siganlarina tek seferlik DEN (200 mg/kg) dozunda vermis ve 1 haftalik aradan
sonra, DEN uygulanan hayvanlara, destekleyici madde olarak hizmet eden %1
karboksimetil seliiloz i¢inde oral olarak tekrarlanan dozlarda 2-asetaminoflorin (150
mg/kg) uygulamislardir. DEN uygulamasindan otuz giin sonra, histopatolojik analiz
ile belirgin olarak hepatoseliiler hasar gozlendigini sdylemislerdir (10). Amereh ve
ark. sicanlara hepatokarsinogenezi baslatmak (inisiasyon) i¢in tek doz DEN
intraperitoneal (200 mg/kg) dozunda enjekte etmislerdir. Iki hafta sonra, karaciger
kanseri gelisiminin desteklenmesi i¢in iki hafta boyunca giinde bir kez 2-AAF (30
mg/kg) oral yolla uygulamislardir. HCC olusumunu, histopatolojik degerlendirmeler
ve AFP, gama glutamil transpeptidaz (GGT), alanin transaminaz ve aspartat
transaminaz dahil karaciger hasar1 ve kanser belirteclerinin Ol¢climii ile
dogrulamiglardir (188). Ahmed ve ark. Wistar cins erkek sicanlarda
hepatokarsinogenezi indiiklemek i¢in; iki hafta boyunca haftada iki kez DEN (150
mg/kg) intraperitoneal olarak, ardindan 3 hafta boyunca haftada 4 kez 2-AAF (20
mg/kg) oral yolla uygulamislardir (189).

Literatlirde yaptigimiz taramalar goz Oniine alinarak, deneysel hepatoseliiler
karsinom modeli olusturmak istedigimiz ¢alismamizda deneyin bagladigi birinci ve
ikinci hafta inisiyasyon baslangici i¢in kanser gruplarma 150 mg/kg DEN tek doz

intraperitoneal (i.p.) uygulandi. Bu islemden sonra si¢anlara 2 hafta boyunca herhangi
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bir uygulama yapilmadi (Recovery donem). Promosyon basamagi i¢in 4 hafta boyunca
haftada 4 giin 20 mg/kg dozajinda 2-AAF oral gavaj yoluyla uygulandi.

Dong Xu ve ark. chrysin’in, tiimor glikolizini inhibe ederek ve hiicre
apoptozunu indiikleyerek HCC'ye karsi antitimor aktiviteye sahip oldugunu
gosterdikleri in vivo testlerinde chrysin’i, 30 mg/kg dozajinda intraperitoneal
enjeksiyon yoluyla haftada {i¢ kez uyguladilar (87). Cornel Balta ve ark. chrysin’in
antifibrotik etkisini kanitladiklar1 ¢alismada 14 giin boyunca giinde 50, 100 ve 200
mg/kg dozlarda oral yolla tedavi yaptilar (190). Bir calismada Wistar siganlari,
sisplatinin intraperitoneal uygulanmasinin neden oldugu hepatotoksisiteye karsi
chrysin’in eszamanli profilaktik oral tedavisine (25 ve 50 mg/kg viicut agirligi) tabi
tutulmustur. Sonugta, chrysin, muhtemelen oksidatif stresi ve inflamatuar yaniti
hafifleterek sisplatin kaynakli hepatotoksisiteye karsi koruyucu etkinlik gostermistir
(191). Khan ve ark. sicanlarda DEN kaynakli preneoplastik nodiillerde chrysin’in
apoptozu indiikledigini soyledikleri ¢aligmalarinda oral gavaj yoluyla haftada ii¢ kez
chrysin ile (250 mg/kg) 4 hafta boyunca tedavi uygulamiglardir (192).

Bir ¢alismada apigenin ve diger birtakim maddeler fare modelinde melanom
hiicrelerinin biiyiimesinin ve metastatik potansiyelinin inhibitdr ajanlar1 olarak
aragtirildi. 25 mg/kg ve 50 mg/kg apigenin’in timor biliylimesini énemli olgiide
geciktirdigini ve ayrica 50 mg/kg dozunda apigenin’in en etkili oldugunu buldular
(193). Chen ve ark. kolon kanseri fare modelinde apigenin’in tiimdrlerin bilylimesini
onemli Olglide bastirdigini gdstermigler ve apigenin’i normal salin ile seyreltilen
dimetilsiilfoksitte ¢cozmiisler; 35 mg/kg dozunda intraperitoneal olarak (haftada tli¢ kez
6 hafta siiresince) uygulamiglardir (194). He ve ark. overyan timdr modelinde
apigenin oral uygulamasinin karaciger, akciger, ince bagirsak ve midede timor
mikrometastazin1 farkli derecelerde inhibe ettigini buldular. %0,2 jelatin i¢inde
¢oziilen apigenin’i, 75 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda intragastrik uygulama ile
giinliik olarak bes hafta uyguladilar (195).

Dogal flavonoid apigenin ve chrysin’in HCC’deki terapotik potansiyelini
aragtirmak istedigimiz calismamizda tedavi gruplari i¢in uygulayacagimiz doz ve
stireyi Onceki ¢caligmalara dayanarak belirledik. Chrysin ve apigenin, her ikisini de oral

gavaj yoluyla 50 mg/kg dozunda ve 8 hafta boyunca haftada 3 giin uyguladik.
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Boylelikle toplam deney siiremiz olan 16. haftanin bitiminde deney hayvanlari

sakrifiye edildi.

2.1.3. Kimyasallarin Ajanlarin Hazirlanmasi

Uygulanacak kimyasallarin hazirlanmasinda ¢oziicii ve seyreltici maddeler
olarak Phosphate Buffered Saline (PBS) ve Dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanildi.
Ajanlar DMSO iginde ¢oziindiikten sonra ‘2:1° oraninda distile su ile diliie edildi
(su:DMSO; 2:1; v:v) (DMSO; Tekkim Kimya Sanayi Tic., Bursa /TURKiYE). Tum
kimyasallar uygulama yapilan giinlerde taze olarak hazirlandi.

DEN (J&K Scientific Ltd, Beijing China), 0,01 M PBS ile sulandirilarak,
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla uygulandi. 2-AAF (Tokyo Chemical Industry Co.,
Toshima, Kita-Ku, Tokyo, JAPAN) DMSO (su:DMSO; 2:1; v:v) icinde
¢Oziindiiriilmiis olarak hazirlandi.

Chrysin (BLDpharm, Shanghai, China) ve apigenin (Biosynth Carbosynth, Old
Station Business Park GB-Compton) DMSO (su:DMSO; 2:1; v:v) iginde ¢ozdiiriilerek

hazirlandi.

2.1.4. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

Kontrol Grubu (n=8): Bu gruba deneyin basladig1 birinci ve ikinci hafta 0,5
mL PBS tek doz intraperitoneal (ip) uygulandi. Daha sonra si¢anlara 2 hafta boyunca
herhangi bir uygulama yapilmadi. Ardindan 0,5 mL DMSO, 4 hafta boyunca haftada
4 giin, deneyin 9. haftasindan itibaren 8 hafta boyunca haftada 3 giin oral gavaj yoluyla
uygulanda.

DEN grubu (n=10): Birinci ve ikinci hafta inisiyasyon baslangici i¢in 150
mg/kg olacak sekilde DEN tek doz ip uygulandi. Sonrasinda 2 hafta boyunca herhangi
bir uygulama yapilmayan siganlara (Recovery donem) promosyon basamag: icin 4
hafta boyunca haftada 4 giin 20 mg/kg dozajinda 2-AAF oral gavaj yoluyla uygulandi.
Deneyin 9. haftasindan itibaren ise 8 hafta boyunca 0,5 mL DMSO haftada 3 giin oral
gavaj olarak uygulandi.

DEN + Chrysin grubu (n=10): Deneyin basladig1 birinci ve ikinci hafta 150
mg/kg DEN tek doz ip uygulandi. Bu islemden sonra 2 hafta boyunca herhangi bir
uygulama yapilmayan si¢anlara (Recovery donem) 4 hafta boyunca haftada 4 giin 20
mg/kg dozajinda 2-AAF oral gavaj yoluyla uygulandi. Deneyin 9. haftasinda 50 mg/kg
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dozajindaki chrysin tedavisi haftada 3 kez oral gavaj yoluyla 8 hafta boyunca
uygulanmak tizere baslatildi.

DEN + Apigenin grubu (n=10): Deneyin basladig1 birinci ve ikinci hafta
inisiyasyon baslangici i¢in 150 mg/kg DEN tek doz ip uygulandi ve bu islemden sonra
sicanlara 2 hafta boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi (Recovery donem).
Promosyon basamagi i¢in 4 hafta boyunca haftada 4 giin 20 mg/kg dozajinda 2-AAF
oral gavaj olarak uygulandi. Apigenin tedavisi, 50 mg/kg dozajinda deneyin 9.
haftasinda baslatild1 ve apigenin haftada 3 kez oral gavaj yoluyla 8 hafta boyunca
uygulanmaya devam edildi.

DEN + Kombin (Chrysin+Apigenin) grubu (n=10): DEN ve 2-AAF
uygulamasi1 yukarida tiim kanser gruplarinda belirtilen dozlarda ve uygulama
sikliklarinda yapildi. Deneyin 9. haftasinda apigenin ve chrysin tedavisi birlikte 50
mg/kg dozunda baglatildi. Haftada 3 kez oral gavaj yoluyla 8 hafta boyunca
uygulanmaya devam edildi (Sekil 16).
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Sekil 16. Calisma gruplarinin belirlenmesi ve uygulanacak islemler
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2.1.5. Deneyin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

16 haftalik deney periyodunun sonunda, siganlar gece boyunca ag birakilarak
ve viicut agirliklan olgiilerek dekapite edildiler. Elde edilen kan 6rnekleri toplanarak
4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo Laboratory
Products, Osterode-Germany) serum/plazmalar1 ayrildi. Bu Ornekler, eppendorf
tiiplere porsiyonlar halinde bdliindii ve analiz yapilacak gline kadar -80°C’de
muhafaza edildi. Tiim karaciger dokusu eksize edilerek ¢ikartildiktan sonra bir kismi
histopatalojik incelemeler icin, %10’luk formaldehit i¢inde tespit edildi. Diger bir
kismi %0,9’luk sodyum kloriir (NaCI) ile yikanip kurutma kagidi ile kurutuldu.
Porsiyonlar halinde, analizler yapilincaya kadar -80°C de saklanan dokularin bir kism1
calisma zamani homojenizatorle 0,01M’lik PBS (1/10) ¢ozeltisi i¢inde, 16000 rpm’de
3 dakika gerekli sartlar saglanip homojenize edildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat
(+4°C’de) santrifiij yapilip siipernatantlari ayrildi ve siipernatantlar ELISA ¢alismalari
i¢in kullanildz.

2.2. Yontem

2.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Teknik prensibi antijenle antikor arasindaki reaksiyona dayanan ELISA’da
isaretli antijenle isaretsiz antijen antikorla reaksiyona girmek icin yarisirlar. Tayin
etmek istedigimiz madde isaretsiz antijendir. Isaretleyici olarak enzim kullanilan
yontemde alkalen fosfataz ve horseradish peroksidaz en ¢ok kullanilan enzimlerdir.
Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra seperasyon (ayirma) islemi yapilir ve ortama
bir substrat ilave edilerek spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi dlgiiliir. Olgiilen
enzim aktivitesi ile tayin edilmek istenen madde arasindaki iliskiden analit
konsantrasyonu tayin edilir.

Zamanla ELISA’nin farkl cesitleri ortaya ¢ikmistir (Sekil 17) (Tablo1). Tiim
ELISA c¢esitlerinde, kat1 faza baglanmamis konjugatlar yikanarak uzaklastirilir.
Ortama kromojenik substratlar (yani antikora ya da antijene bagli olan enzimin
reaksiyonunda renk degisikligi olusturabilecek maddeler) eklenir ve bu substratlar,
baglanmis enzim konjugati ile hidroliz oldugunda renkli iriinler ortaya ¢ikar. Bu
enzim reaksiyonunun {iriiniindeki renk degisikligi mikrotitrasyon pleyt okuyucusunda

(spektrofotometre) tayin edilir (196, 197).
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Tablo 1. ELISA cesitleri ve kullanimi

Elisa Cesidi Kullanim
1 Direkt ELISA Antijen tarama, ¢ozilinebilir antijen belirleme
2 indirekt ELISA Antikor tarama, epitop haritalama
3  Yarnismah (kompetetif) ELISA Antijen tarama. Coziinebilir antijen belirleme
4  Sandwich ELISA Antikor tarama, epitop haritalama
5 Direkt Hiicresel ELISA Antijenlerin ekspresyonu hiicreler perdelenerek
Olciiliir.
6  indirekt Hiicresel ELISA Hiicresel antijenlere kars1 antikorlar perdelenir.
o ‘s;;:nm

Substrat )
O ( —":‘% / \ Subﬂrat
Subllul £
7 k\ Sl Ao k g )k $
) k\ ::::rb:::‘lho' ) \ \ ut Yizeye ) k

Tutturudemuy Antibor

Direkt ELISA indirekt ELISA Sandivig ELISA Kompetitif ELISA

Sekil 17. ELISA yonteminin ¢esitleri

ELISA yonteminin basamak ve bilesenleri

Kat1 faz (Matriks): Manuel ELISA yontemlerinde, ¢ukurlarina analitlerin (antijen
veya antikor) baglandigi genellikle 96 ¢ukurlu mikropleytlerdir.

Konjugat: Enzim ile isaretli antikorlar

Substrat: Antijen-antikor komplekslerinin olusumunu konjugatin yapisindaki enzim
ile reaksiyona girme yoluyla ortaya koyan maddedir.

Enzim: Isaretlemede en sik kullanilan enzimler alkalen fosfataz (substrat BCIP/NBT
‘5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium’), horseradish
peroksidaz (substrat TMB ‘tetramethylbenzidine’).

Yikama: Ozgiil baglanmalar1 etkilemezken 6zgiil olmayan baglanmalari gidermek
icin yontemde her bir satha arasinda fosfatli tampon solusyonu (PBS, wash
buffer) ile yikama islemi yapilmaktadir.

Sonlandirma: Asidik veya bazik ¢ozeltiler (H2SO4, HCI, NaOH) reaksiyonun

durdurulmasi i¢in kullanilir.
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Okuma: Spektrofotometrik olarak reaksiyon sonucunda meydana gelen rengin siddeti

Olcilir.

2.2.1.1. Serum ve Doku Siipernatant’ta ELISA Olciimlerinin Yapilmasi

e Kullanilan Cihazlar

Plate yikama isleminde Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) otomatik
cthazt kullanilmis olup, absorbanslar ve konsantrasyonlar EPOCH 2 (BioTek
Instrument, Inc, USA) mikropleyt okuyucusunda 450 nanometre (nm) dalga boyunda
spektrofotometrik olarak belirlendi.

e Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Doku silipernatantlarindaki protein diizeyi Lowry metodu (198) ile caligilip
belirlendi. Yontem, proteinlerin alkali ortamda Folin-Fenol ayiraci ile renk (mavi)
olusturmas1 prensibine dayanmaktadir. Hesaplanan protein degerleri doku ELISA

calismalarinda kullanildi. Sonuglar mg protein basina degerler olarak verildi.

2.2.1.1.1. Serum ve Doku Siipernatant Survivin Diizeylerinin Ol¢iimii

Survivin diizeyleri, rat survivin ELISA kiti (SUNRED, katalog no: 201-11-
0192) kullanilarak kit prosediiriine uygun olacak sekilde ¢alisildi. Kullandigimiz kit
i¢in sensitivite 2,747 pg/mL, ol¢lim aralig1 3-600 pg/mL idi.

2.2.1.1.2. Serum ve Doku Siipernatant Kaspaz-3 Diizeylerinin Ol¢iimii

Kaspaz-3 diizeyleri, rat kaspaz-3 ELISA kiti (BT LAB, katalog no: E0280Ra)
kullanilarak kit prosediiriine uygun olacak sekilde calisildi. Kullandigimiz kit i¢in
sensitivite 0,022 ng/mL, 6l¢tim araligr 0,05-10 ng/mL, intra assay: CV<8%, inter
assay: CV<10% idi.

2.2.1.1.3. Serum ve Doku Siipernatant Annexin V Diizeylerinin Ol¢iimii

Annexin V diizeyleri, rat annexin V ELISA kiti (BT LAB, katalog no:
E0457Ra) kullanilarak kit prosediiriine uygun olacak sekilde calisildi. Kullandigimiz
kit i¢in sensitivite 0,29 ng/mL, 6l¢iim aralig1 0,5-100 ng/mL, intra assay: CV<8%, inter
assay: CV<10% idi.
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2.2.1.1.4. Serum ve Doku Siipernatant Smoothened Diizeylerinin Ol¢iimii

SMO diizeyleri, rat SMO ELISA kiti (BT LAB, katalog no: E2644Ra)
kullanilarak kit prosediiriine uygun olacak sekilde calisildi. Kullandigimiz kit igin
sensitivite 9,19 ng/L, ol¢lim aralig1 20-3500 ng/L, intra assay: CV<8%, inter assay:
CV<10% idi.

2.2.1.1.5. Serum ve Doku Siipernatant Sonic Hedgehog Diizeylerinin

Ol¢iimii

SHH diizeyleri, rat SHH ELISA kiti (BT LAB, katalog no: E2647Ra)
kullanilarak kit prosediiriine uygun olacak sekilde calisildi. Kullandigimiz kit igin
sensitivite 4,48 ng/L, ol¢lim aralig1 10-2000 ng/L, intra assay: CV<8%, inter assay:
CV<10% idi.

2.2.1.1.6. Serum ve Doku Siipernatant Jagged1 Diizeylerinin Ol¢iimii

JAG1 diizeyleri, rat JAG1 ELISA kiti (BT LAB, katalog no: E2643Ra)
kullanilarak kit prosediiriine uygun olacak sekilde calisildi. Kullandigimiz kit igin
sensitivite 0,021 ng/mL, 6l¢lim aralig1 0,05-30 ng/mL, intra assay: CV<8%, inter
assay: CV<10% idi.

2.2.1.1.7. Serum ve Doku Siipernatant Notch1 Diizeylerinin Ol¢iimii

Notchl diizeyleri, rat Notchl ELISA kiti (BT LAB, katalog no: E1020Ra)
kullanilarak kit prosediiriine uygun olacak sekilde calisildi. Kullandigimiz kit i¢in
sensitivite 0,27 ng/mL, 6l¢iim aralig1 0,5-100 ng/mL, intra assay: CV<8%, inter assay:
CV<10% idi

2.2.2. Western Blot Analizi

Western blot, aragtirmalarda proteinleri ayirmak ve tanimlamak icin siklikla
kullanilir. Bu teknikte bir protein karigimi, jel elektroforezi yoluyla molekiiler
agirhigina ve dolayisiyla tiirtine gore ayrilir. Daha sonra her protein i¢in bir bant iireten
membrana aktarilir ve membran ilgili proteine 6zgii isaretli antikorlar ile inkiibe edilir.
Bagli olmayan antikor yikanip ayrilarak, yalnizca ilgili proteine baglh antikor birakilir.
Daha sonra bagli antikorlar film gelistirilerek tespit edilir. Antikorlar yalnizca

Ol¢iilecek proteine baglandigindan, sadece bir bant gorlinlir olmalidir. Bandin
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kalinlig1, mevcut protein miktarina karsilik gelir, bu nedenle bir standart kullanmak,
mevcut protein miktarin1 gosterebilir (199). Asagida yontemin temel asamalarina
kisaca deginilmistir.

1. Orneklerin hazirlanmasi: Hiicre lizatlari veya dokulardan protein
ekstraksiyonu yapilir. Doku numunelerinde bu islem i¢in homojenizasyon veya
sonikasyon gibi caligmalar gereklidir. Proteini ekstrakte ettikten sonra,
konsantrasyonunu 6lgmek gerekir ¢linkii bu 6l¢iim O6rneklerin esdeger bir temelde
karsilastirildigindan emin olmamizi saglar ve konsantrasyon, kiitle, hacim arasindaki
iliski ile her bir kuyuya yiiklenen proteinin kiitlesinin dl¢tilmesini saglar. Numune daha
sonra yliksek dereceli yapiyr denatiire etmek icin 1sitilir. Yiiksek yapinin denatiire
edilmesi, amino asitlerin nétralize olmasini 6nleyerek proteinin elektrik alaninda
hareket etmesini saglar.

2. Jel elektroforezi: Western blot’ta yiikleme ve ayirma jeli olarak iki farkli
tipte agaroz jel kullanir. Yiikleme jeli hafif asidiktir (pH 6,8) ve daha diisiik akrilamid
konsantrasyonuna sahip oldugundan gézenekli bir jel vardir, bu da proteini zay1f bir
sekilde ayirir ancak ince, keskin tanimlanmis bantlar olusmasina izin verir. Ayirma
veya ¢ozme jeli olarak adlandirilan alt jel baziktir (pH 8,8) ve daha yiiksek
poliakrilamid icerigine sahiptir, bu da jelin gézeneklerini daraltir. Kiiciik proteinler
bliylik proteinlerden daha kolay ve dolayisiyla daha hizli hareket ettiginden, protein
bu jelde boyutlarina gore daha fazla ayrilir. Proteinler, jel iizerine yiliklendiginde 1sitma
ile denatiire edildikleri i¢in negatif bir yiike sahiptir ve bir voltaj uygulandiginda
pozitif elektrota dogru ilerleyecektir. Numuneler ve bir isaretleyici kuyucuklara
yiiklenir ve bos kuyucuklar numune tamponu ile yiiklenir. Jel daha sonra gii¢
kaynagina baglanip ¢alistirilir. Voltaj ¢ok dnemlidir, ¢linkii yiiksek voltaj bantlar1 asir1
1sitabilir ve bozabilir.

3.Blotlama: Protein karisimi ayrildiktan sonra bir membrana transfer edilir.
Membran, bir sandvicte jel yiizeyi ile pozitif elektrot arasina yerlestirilir. Sandvig, her
iki ugta bir fiber ped (siinger), jel ve blot membranin1 korumak igin filtre kagitlar
icerir. Net bir goriintli saglamak icin jel ve membranin yakin temasi ve membranin jel
ile pozitif elektrot arasina yerlestirilmesi ¢ok onemli iki faktordiir. Negatif yiikli
proteinlerin jelden membrana gecebilmesi icin bu sekilde yerlestirilmelidir. Bu tiir

transfere “elektroforetik transfer” denir ve yar1 kuru veya 1slak kosullarda yapilabilir.

50



Jeli kurutma olasiligi daha diisiik oldugundan 1slak kosullar genellikle daha
giivenilirdir ve daha biiylik proteinler i¢in tercih edilir.

Kat1 destek olan membran, bu silirecin 6nemli bir parcasidir ve nitroseliiloz ve
polividin floriir (PVDF) olmak {izere iki tiir membran vardir. Nitroseliiloz, proteine
yiiksek afinitesi ve tutma yetenekleri nedeniyle kullanilir. Ancak kirilgandir ve
membranin yeniden kullanilmasina izin vermez. Bu baglamda, PVDF membranlari
daha iyi mekanik destek saglar.

4.Yikama, bloke etme ve antikor inkiibasyonu: Antikorlarin membrana
nonspesifik olarak baglanmasimi Onlediginden, bloklama western blotlamanin ¢ok
onemli bir adimidir. Antikorun konsantrasyonu, iireticinin talimatina baglidir. Antikor,
PBS veya TBST gibi bir yikama tamponu icinde seyreltilebilir. Yikama baglanmamis
antikoru ortadan kaldirdig1 i¢in yapilir. Bununla birlikte, sinyali de azaltabileceginden,
membran ¢ok uzun siire yikanmaya birakilmamalidir. Membran daha sonra, hedef
proteinin pozisyonuna karsilik gelen tirettigi sinyal tarafindan tespit edilen, genellikle
horseradish peroxidase (HRP) gibi bir enzim ile isaretli antikor kullanilarak tespit
edilir.

S.Analiz: Western blot ile elde edilen veriler yar1 nicel olarak kabul edilir.
Bunun nedeni, protein seviyelerinin goreceli bir karsilastirmasini saglamasi, ancak

mutlak bir miktar 6l¢iisii olmamasidir (199).
2.2.2.1. Western Blot Analizi Calisma Prosediirii

2.2.2.1.1 Doku Numunelerinin Homojenize Edilmesi

Rat KC dokulart muhafaza edildigi dondurucudan (-80 °C) ¢ikarilip bistiiri ile
100 mg olacak sekilde (hassas terazide -SARTORIUS GMBH, Germany- tartilarak)
parcalara ayrildi. Bu pargalar RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz® Biotechnology,
Inc. USA) ¢ozeltisi (1;9, w; v) icerisine alind1 ve homojenizasyon islemine tabi tutuldu
(homojenizator - Ultra TurraxType T25-B, IKA Labortechnic, Germany). Bu islem
16.000 rpm de 3 dk boyunca olacak sekilde gerceklestirildi. Islem boyunca soguk
ortam saglamak adma buz kaliplar1 kullanildi. Daha sonra santrifiijlenen
numunelerden elde edilen siipernatantlar etiketleme yapilmis eppendorf tiiplere alindu.

Stipernatant total protein tayini western blot ¢alismalarinda kullanildi.
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2.2.2.1.2. Doku Numunelerinde Protein Miktar1 Olciimii

Homojenizasyon sonrast elde edilen silipernatant Orneklerinde protein
konsantrasyonu Qubit protein 6l¢iim kiti (Qubit Protein Assay Kit, Invitrogen, USA)
ile Qubit Fluorometer cihazi (Invitrogen, USA) kullanilarak tayin edildi. Sonuglarin

birimi mg/mL olan ¢alisma kit prosediiriine uygun olarak yiiriitildii.

2.2.2.1.3. Jele Yiiklenecek Olan Protein Numunelerinin Hazirlanmasi

Jellere yiikleme, jelin her kuyucuguna esit miktarda protein (30 ug) yiiklemesi
yapilacak sekilde kit prosediirlerine uygun olarak gerceklestirildi. Total hacim 20 pL
olmak {izere, tabloda (Tablo 2) belirtilen hesaplama tiim ornekler i¢in uygulanarak
(LDS sample buffer ve sample reducing agent voliimleri toplamda 7 pL ve sabittir,
total hacmin 20 pL. ye tamamlanmas: i¢in de distile su kullanildi), NuPAGE Sample
Reducing Agent (10X), NuPAGE LDS Sample Buffer (4X), distile su ve ornekten
olusan karigim hazirlandi. Karisim 200 pL’lik eppendorf tiiplerde hazirlandi ve
denatiirasyon islemi (Thermal Cycler-Bio-Rad Laboratories, USA cihazinda)
gerceklestirildi (10 dk, 70 °C de). Daha sonrasinda karisim 3-5 dk -20 °C’ye birakildi.

Tablo 2. Jele Yiiklenecek Protein Karigiminin Hazirlanmasini Gosteren Ornek

Hesaplama

Olg:iilen Protein Jele yiiklenecek LDS Sample Sample Distile su

Diizeyi (mg/mL) Ornek miktar1 Buffer (4X) Reducing (nL)

(nL) (pL) Agent (10X)
(nL)
4,34 6,91 5 2 6,09
2.2.2.1.4. Protein Karnisimlarinin Dikey SDS-PAGE’e Yiiklenmesi ve

Yiiriitiilmesi

Yiikleme jeli olarak 15 kuyucuklu %4-12 Bis-Tris Protein jel kasetleri
(Invitrogen, Novex) kullanildi. Yiriitme soliisyonu olarak MES SDS Running Buffer
20X’in (NuPAGE® MES BIS-TRIS Running Buffer Kit COMBO, Invitrogen™,
USA) distile su ile seyreltilmesiyle 1x MES SDS Running Buffer elde edildi ve tanka
yerlestirilen kasetlerin orta kismina bosaltildi. Daha sonra 500 pL antioxidant
(NuPAGE® Invitrogen™, USA) yine jel kasetlerinin orta kismina pipetlendi. Kasetin

ilk kuyucuguna protein markerden (SeeBlue Plus2 Pre-stained Standart, Invitrogen™,
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USA), diger kuyucuklara da 6rnekler eklenip 200 V sabit akimda elektroforez (Bio-
Rad Laboratories, USA) islemi baslatildi. Elektroforez islemi sonrasi jeli kasetten

ayirma islemi tamamlandi.

2.2.2.1.5. Blotlama, Bloklama ve Antikorlarla inkiibasyon:

Elektroforezden sonra blotlama i¢in iBlot Dry Blotting System cihazi, (iBlot®
Gel Transfer Device and Apparatus, Invitrogen™, USA), iBlot® Transfer Stack,
PVDF membran kit (Invitrogen™, USA) kullanildi. Transfer islemi tamamlandiktan
sonra membran steril bir bistiiri yardimiyla bloklamaya hazir hale getirildi.

Transfer sonrasinda membran, blotlama sirasinda 6zgiil olmayan baglanmalarin
engellenmesi i¢in bloklama islemine tabi tutuldu (Bloklama soliisyonu
(WesternBreeze® Chromogenic Kit—Anti- Mouse, Invitrogen™, USA). Daha sonra
primer (Tablo 3) ve sekonder antikorlarla inkiibasyon ve yikama islemleri

gerceklestirilip baglanmayan antikorlar uzaklastirilmis oldu.

Tablo 3. Western blot analizinde kullanilan primer antikorlar

Mouse Monoclonal Anti- STAT-3 primer antikoru (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)
Mouse Monoclonal Anti- CIP2A primer antikoru (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)
Mouse Monoclonal Anti- NF-kB primer antikoru (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)

2.2.2.1.6. Protein Bantlarinin Goriintiillenmesi ve Protein Ekspresyon

Diizeylerinin Belirlenmesi

Membranlar kromojenik substrat ile bant gelisimi oluncaya kadar inkiibe edildi
ve devaminda yikama yapildi. Son olarak membranlar uygun bir tarayicida (Hewlett
Packard Company, Photosmart C3100, California, ABD) 600 dpi ile taranarak bant
goriintiileri bilgisayar ortamina aktarilip protein bant yogunluklari IMAGE-J (National
Institute of Health, Bethesda, ABD) Analysis Software programinda degerlendirildi

ve veriler GAPDH housekeeping proteinine kars1 normalize edildi.

2.2.3. Histopatolojik Analiz

Deney siiresinin sonunda sakrifiye edilen ratlara ait karaciger dokusu ornekleri;

%10’luk noétral formalin sollisyonunda tespit edilerek rutin iglemlerden gegirilerek,
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rotary mikrotomda (Leica RM2125, Wetzlar, Almanya) 3-5 p kalinlifinda kesitler
alindi. Rutin Hematoksilen-Eozin (Leica Autostainer XL, Wetzlar, Almanya) ve
kollejen spesifik Masson boyama ydntemiye boyanarak, 1s1tk mikrosbunda (Trinokuler
Olympus BX43, Tokyo, Japonya) incelendi ve resimlendi. Fibrozis ve yangisal
inflamasyon aktivitt METAVIR skorlama sistemine gore yapildi. Nekroz ve
inflamasyon AQO ve A3 arasinda degerler kullanilarak A ile belirtildi (AO: yangisal
lezyon yok, Al: hafif aktivite, A2: orta siddetli aktivite A3: siddetli aktivite). Fibrozis
ise FO ve F4 arasinda degerler kullanilarak F ile belirtildi (FO: fibrosiz yok, F1: portal
fibrozis, septumlar1 yok F2: birka¢ septumu olan portal fibrozis, F3: cok sayida

septumu olan portal fibrozis, F4: sirozis)

2.2.4. istatistiksel Analiz

Arastirma sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows 22.0 paket programi kullanildu.
Analiz asamasinda kullanilacak yontemin belirlenebilmesi i¢in veri setinde ilgilenilen
degiskenlerin normal dagilimdan gelip gelmediginin tespit edilmesi i¢in Shapiro-Wilk
testi uygulandi. Shapiro-Wilk testinin yani sira carpiklik (skewness), basiklik
(kurtosis) katsayilari, kutu grafigi (boxplot) ve Q-Q plot da incelenerek veri setinin
normalligine iliskin karar verildi. Ikiden fazla grubun siirekli Slgiimlerinin genel
karsilastirilmasinda varsayimlarin saglanmasi durumunda Tek Yonlii Varyans Analizi
ve ardindan coklu kargilastirma yontemlerinden LSD testi kullanildi. Elde edilen
veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmis olup, p<0,05 degerleri

istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Kilo Alimi ve Biiyiime Oram Uzerine

Etkisi

Calismanin basladig: ilk hafta deney grubunu olusturan sicanlarin kilolart
tartilmig ve birbirlerine yakin oldugu, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 tespit edilmistir (p>0,05). Calismanin bitiminde ise kanser gruplarindaki tiim
sicanlarin son agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla bir azalma oldugu gdzlenmis
olmasina ragmen bu azalisin sadece DEN grubunda istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05; DEN grubu i¢in). Total kilo kazanimlar1 incelendiginde ise en
cok kilo alan grubun kontrol grubu oldugu, kanser gruplarindaki si¢anlarin ise kontrol
grubuna gore daha az kilo aldig1 tespit edilmistir (p<0,001; DEN grubu i¢in, p<0,05;
DEN+Chrysin grubu i¢in). Tedavi ajanlar1 uygulanan kanser gruplar1 DEN grubu ile
kiyaslandiginda, en ¢ok kilo kazaniminin oldugu grubun apigenin ve kombin tedavi
uygulanan grup oldugu gozlenmistir (p<0,001; DEN+Apigenin grubu, p<0,05;
DEN+Kombin tedavi grubu). Chrysin tedavisi uygulanan grupta da DEN grubuna gore
kilo aliminda daha fazla artis oldugu tespit edilse de bu durum istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4. Apigenin ve chrysin tedavisinin kilo agirlig1 ve biiylime orani iizerine etkisi

ik agirhik (gr) Son agirhk (gr) Toplam kilo Biiyiime oram
kazanim (gr)
Kontrol 286,714 401,142+10,838 114,428+4,825 0,953+0,402
+13,437
DEN 264,250 365,875+15,198*  101,625+5,396%*  0,846+0,185%*
+13,593
DEN+ Chrysin 277,000 382,777+19,298 105,777+2,223%* 0,881+0,520%*
+18,371
DEN+Apigenin 285,625 + 398,500+19,026%  112,875+6,243** 0,940+0,449**
17,369
DEN+Kombin 270,750 £9,617  380,125+10,439 109,375+1,060* 0,911+0,008*
*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla *p<0,05 DEN grubuna kiyasla
*#p<0,001 kontrol grubuna kiyasla ++p<0,001 DEN grubuna kiyasla

3.2. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Total Karaciger Agirhg Uzerindeki
Etkisi

Deney grubundaki siganlar sakrifiye edildikten sonra karaciger dokular1 biitiin
olarak c¢ikarilmis ve tartilmistir. Elde edilen bulgulara gore kontrol grubuna kiyasla

kanser gruplarindaki karaciger dokusu agirliklart artmigti ancak bu artis sadece DEN
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grubunda istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001). Tedavi ajanlart1 uygulanan
gruplardaki karaciger agirliklart DEN grubu ile kiyaslandiginda ise tedavi uygulanan
lic grupta da daha az oldugu gozlenmistir (p<0,001; tiim tedavi gruplar igin) (Sekil
18).

Karaciger Agirhg (gr)
25,0000
ek
20,0000
15,0000 ++
++ ++
10,0000
5,0000
0,0000
Kontrol DEN DEN+Chrysin =~ DEN+Apigenin = DEN+Kombin
FlSeril 9,7600 17,8113 12,3578 10,6438 10,8225

Sekil 18. Apigenin ve chrysin tedavisinin total karaciger agirligi iizerindeki etkisi

**p<0,001 kontrol grubuna kiyasla +p<0,001 DEN grubuna kiyasla

3.3. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Apoptozis Yolagindaki Serum

Survivin, Kaspaz-3 ve Annexin-V Uzerindeki EKisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin apoptozis yolaginda dnemli parametrelerden
olan survivin, kaspaz-3 ve annexin-V diizeyleri iizerindeki etkisi Sekil 19°da
sunulmustur. Kontrol grubuna kiyasla serum survivin diizeylerindeki en etkili artis
DEN grubunda gozlenirken (p<0,001) en az artisin apigenin uygulanan grupta oldugu
tespit edilmistir (p>0,05). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki serum survivin
diizeyleri DEN grubuna gore kiyaslandiginda ise tiim gruplarda bir azalisin oldugu, en
fazla azalmanin DEN+Apigenin grubunda oldugu gozlenmistir (p<0,001;
DEN+Apigenin ve DEN+Kombin gruplari i¢in, p<0,05; DEN+Chrysin grubu i¢in).

Serum kaspaz-3 diizeylerinin ise kontrol grubuna kiyasla kanser gruplarinda
azaldig tespit edilmistir (p<0,001; DEN, DEN+Chrysin ve DEN+Kombin gruplari
icin, p<0,05; DEN+ Apigenin grubu i¢in). DEN grubuna gore kiyaslandiginda ise

tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki kaspaz-3 diizeylerinde bir artisin gézlendigi ve en
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fazla artigin apigenin tedavisi uygulanan grupta oldugu saptanmistir (p<0,05;
DEN+Apigenin grubu igin).

Serum annexin-V diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla kanser gruplarinda
arttigi, en etkili artisin ise DEN grubunda oldugu saptandi (p<0,001; DEN grubu i¢in,
p<0,05; tedavi ajan1 uygulanan tiim gruplar i¢in). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki
annexin-V diizeyleri DEN grubuna gore kiyaslandiginda ise her ii¢ grupta da bir
azalisin oldugu, bu azalmanin ise DEN+Apigenin grubunda istatistiksel olarak

anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05; DEN+Apigenin grubu i¢in).

Serum Survivin (pg/mL) ;
Prm— Serum Kaspaz-3 (np'mlL)
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Sekil 19. Apigenin ve chrysin tedavisinin apoptozis yolagindaki serum survivin,
kaspaz-3 ve annexin-V Uzerindeki Etkisi

*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla *p<0,05 DEN grubuna kiyasla
*#p<0,001 kontrol grubuna kiyasla ++p<0,001 DEN grubuna kiyasla

3.4. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Hedgehog Yolagindaki Serum

Smoothened ve Sonic Hedgehog Diizeyleri Uzerine Etkisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin Hedgehog sinyal yolagindaki serum
smoothened ve sonic hedgehog diizeyleri iizerine etkisi Sekil 20’de sunulmustur.
Serum smoothened diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda arttig1

ve bu artisin apigenin tedavisi uygulanan hari¢ DEN’e maruz kalan diger tiim
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gruplarda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,001; DEN,
DEN+Chrysin ve DEN+Kombin grubu igin). Tedavi ajani uygulanan gruplardaki
smoothened diizeyleri DEN grubuna gore kiyaslandiginda ise her {i¢ grupta da
istatistiksel olarak bir azalisin oldugu, en etkili azalmanin ise apigenin tedavisinin
uygulandigt grupta oldugu tespit edilmistir (p<0,001; DEN+Apigenin grubu igin,
p<0,05; DEN+Chrysin ve DEN+Kombin gruplart i¢in).

Serum sonic hedgehog diizeyleri kontrol grubuna kiyasla DEN ve
DEN+Chrysin grubunda istatistiksel olarak yiiksekti (p<0,001; DEN grubu igin,
p<0,05; DEN+Chrysin grubu i¢in). DEN+Apigenin ve DEN+Kombin gruplarinda da
serum sonic hedgehog diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksekti ancak bu durum
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Tedavi ajan1 uygulanan gruplar DEN
grubu ile karsilagtirildiginda apigenin ve kombin tedavi uygulanan gruplardaki serum
sonic hedgehog diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli azaldigi tespit edilmistir

(p<0,05; DEN+Apigenin ve DEN+Kombin gruplari i¢in).

Serum Smoothened {ng/L) Serum Sonic Hedgehog (ng/L)
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Sekil 20. Apigenin ve chrysin tedavisinin hedgehog yolagindaki serum smoothened

ve sonic hedgehog diizeyleri lizerine etkisi

*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla *p<0,05 DEN grubuna kiyasla
*#p<0,001 kontrol grubuna kiyasla **p<0,001 DEN grubuna kiyasla
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3.5. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Notch Sinyal Yolagindaki Serum
Notch1 ve Jagged1 Diizeyleri Uzerine Etkisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin Notch sinyal yolagindaki serum notchl ve
jaggedl diizeyleri lizerine etkisine ait bulgular Sekil 21°de sunulmustur. Bu sinyal
yolagindaki 6nemli proteinlerden biri olan serum jaggedl diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla DEN+Apigenin grubu hari¢ tiim kanser gruplarinda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde daha yiiksekti (p<0,001; DEN, DEN+Chrysin ve DEN+Kombin gruplar
icin). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki jagged1 diizeylerinin DEN grubuna kiyasla
istatistiksel olarak tiim gruplarda azaldig1 tespit edilmistir (p<0,001; tiim tedavi ajani
uygulanan gruplar i¢in) (Sekil 21).

Bu sinyal yolagindaki diger 6énemli proteinlerden biri olan notchl diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla kanser gruplarinin tiimiinde istatistiksel olarak daha yiiksekti
(p<0,001; DEN uygulanan tiim gruplar i¢in). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki
notchl diizeylerinin DEN grubuna kiyasla istatistiksel olarak azaldig1, en etkili azaligin
apigenin ve kombin tedavinin uygulandig1 gruplarda oldugu gézlenmistir (p<0,001;
DEN+Apigenin ve DEN+Kombin grubu i¢in, p<0,05; DEN+Chrysin grubu igin)
(Sekil 21).
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Sekil 21. Apigenin ve chrysin tedavisinin notch yolagindaki serum notchl ve

jaggedl diizeyleri iizerine etkisi

*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla *p<0,05 DEN grubuna kiyasla
*#p<0,001 kontrol grubuna kiyasla *+p<0,001 DEN grubuna kiyasla
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3.6. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Siipernatant Survivin, Kaspaz-3 ve

Annexin-V Diizeyleri Uzerine Etkisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin siipernatant survivin, kaspaz-3 ve annexin-V
diizeyleri tlizerine etkisi parametre bazinda incelendiginde, karaciger doku siipernatant
survivin diizeylerinin kanser gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0,001; tiim kanser gruplar1 i¢in). Tedavi ajani
uygulanan gruplarda ise silipernatant survivin diizeylerinin DEN grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 ve bu azalisin tiim tedavi gruplarinda
istatististiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (p<0,001; DEN+Apigenin ve
DEN+Kombin grubu i¢in, p<0,05; DEN+Chrysin grubu).

Stipernatant kaspaz-3 diizeylerinin ise kontrol grubuna kiyasla kanser
gruplarinda DEN+Apigenin grubu hari¢ diger tedavi gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir (p<0,001; DEN, DEN+Chrysin ve
DEN+Kombin gruplari igin). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki siipernatant kaspaz-
3 diizeyleri DEN grubuna gore kiyaslandiginda; tiim tedavi ajani uygulanan gruplarda
kaspaz-3 diizeylerinde bir artisin gézlendigi ve en fazla artisin apigenin tedavisi
uygulanan grupta oldugu saptanmistir (p<0,001; DEN+Apigenin grubu i¢in, p<0,05;
DEN+Kombin grubu).

Stipernatant annexin-V diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla tiim kanser
gruplarinda arttig1 (p<0,001; DEN+Apigenin hari¢ tiim kanser gruplar i¢in), tedavi
ajani uygulanan gruplarda ise DEN grubuna gore kiyaslandiginda her {i¢ grupta da
azaldig tespit edilmistir (p<0,001; tiim tedavi uygulanan gruplar igin).

Tablo 5. Apigenin ve chrysin tedavisinin stipernatant survivin, kaspaz-3 ve annexin-

V diizeyleri lizerine etkisi

Survivin (pg/mg Kaspaz-3 (ng/mg  Annexin-V (ng/mg

protein) protein) protein)

Kontrol 38,180 +1,74 0,33+0,025 4,65+0,58
DEN 66,437+4,93%* 0,21+0,033** 10,88+0,82**
DEN+ Chrysin 57,57342,40%** 0,23+0,029%** 8,240,777+
DEN+Apigenin 51,60545,33 %%+ 0,30+0,013** 5,10+0,71*
DEN+Kombin 53,133i4,67**++ 0’25:t()’()19**+ 7,20:l:0,91**++

*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla *p<0,05 DEN grubuna kiyasla

**p<0,001 kontrol grubuna kiyasla ++p<0,001 DEN grubuna kiyasla
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3.7. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Hedgehog Yolagindaki Siipernatant

Smoothened ve Sonic Hedgehog Diizeyleri Uzerine Etkisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin Hedgehog sinyal yolagindaki siipernatant
smoothened ve sonic hedgehog diizeyleri iizerine etkisi Tablo 6’te sunulmustur.
Stipernatant smoothened diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla kanser gruplarinda
arttig1 ve bu artis apigenin ve kombin tedavi uygulanan hari¢ diger kanser gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,001; DEN grubu, p<0,05;
DEN+Chrysin grubu icin). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki smoothened diizeyleri
DEN grubuna gore kiyaslandiginda ise her ii¢ grupta da azalisin oldugu, en etkili
azalmanin ise apigenin tedavisinin uygulandig1 grupta oldugu tespit edilmistir. Diger
gruplardaki azalislar isatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Stipernatant sonic hedgehog diizeyleri kanser gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksekti (p<0,001; DEN, DEN+ Chrysin ve
DEN+Kombin gruplart icin, p<0,05; DEN+Apigenin grubu i¢in,). Tedavi ajani
uygulanan gruplardaki siipernatant sonic hedgehog diizeyleri degerlendirildiginde,
apigenin ve kombin tedavi uygulanan gruplarda istatistiksel olarak azaldigi tespit

edilmistir (p<0,05; apigenin ve kombin tedavi uygulanan gruplarda) (Tablo 6).

Tablo 6. Apigenin ve chrysin tedavisinin siipernatant smoothened ve sonic hedgehog

diizeyleri lizerine etkisi

Smoothened (ng/mg protein)  Sonic hedgehog (ng/mg

protein)

Kontrol 288,577 +£20,31 86,106 + 6,49
DEN 325,014 +13,54™ 123,36 £10,40™
DEN+ Chrysin 313,479 £13,67 113,103 10,20
DEN+Apigenin 305,824 £16,71" 103,508 £10,29™
DEN+Kombin 309,096 +14,15 109,376 +8,53™"*

*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla *p<0,05 DEN grubuna kiyasla

**p<0,001 kontrol grubuna kiyasla **p<0,001 DEN grubuna kiyasla
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3.8. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Notch Yolagindaki Siipernatant
Jagged1 ve Notch1 Diizeyleri Uzerine Etkisi

Apigenin ve chrysin tedavisinin Notch yolagindaki siipernatant notchl ve
jaggedl diizeyleri lizerine etkisine ait bulgular Tablo 7°de sunulmustur. Siipernatant
jaggedl diizeyleri kontrol grubuna kiyasla tiim kanser gruplarinda istatistiksel a¢idan
anlamli olacak sekilde daha yiliksek bulundu (p<0,001; DEN ve DEN+Chrysin gruplari
icin, p<0,05; DEN+Apigenin ve DEN+Kombin gruplari i¢in). Tedavi ajan1 uygulanan
gruplardaki jaggedl diizeylerinin ise DEN grubuna kiyasla istatistiksel olarak tiim
gruplarda azaldig1 tespit edilmistir (p<0,001; DEN+Apigenin grubu i¢in, p<0,05;
DEN+ Chrysin ve DEN+Kombin gruplari i¢in) (Tablo 7).

Bu sinyal yolagindaki diger 6nemli parametrelerden biri olan Notch1 diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla DEN uygulanan tiim gruplarda (apigenin uygulanan grup
harig) istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksekti (p<0,001; DEN ve
DEN+Chrysin gruplart i¢in, p<0,05; DEN+Kombin grubu icin). Tedavi ajani
uygulanan gruplardaki Notchl diizeylerinin DEN grubuna kiyasla azaldigi, en etkili
azalisin apigenin ve kombin tedavinin uygulandigi gruplarda oldugu gozlenmistir

(p<0,001; DEN+Apigenin ve DEN+Kombin grubu i¢in) (Tablo 7).

Tablo 7. Apigenin ve chrysin tedavisinin siipernatant notchl ve jaggedl diizeyleri

uzerine etkisi

Jaggedl (ng/mg Notchl (ng/mg protein)
protein)
Kontrol 1,417 £0,14 31,666 +£0,74
DEN 2,033+0,16™ 46,466+5,71"
DEN+ Chrysin 1,807 £0,19+ 43,341 +2,68"
DEN+Apigenin 1,664+0,15™++ 36,137 £2,13**
DEN+Kombin 1,746+0,067"* 37,544 £3 447+
*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla *p<0,05 DEN grubuna kiyasla
*#p<0,001 kontrol grubuna kiyasla ++p<0,001 DEN grubuna kiyasla
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3.9. Western Blot Analizlerine Ait Bulgular

3.9.1. Apigenin ve Chrysin Tedavisinin Doku CIP2A, NF-xB ve STAT-3

Protein Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Karaciger doku CIP2A ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna kiyasla DEN,
DEN+Chrysin ve DEN+Kombin gruplarinda istatistikel olarak anlamli olacak sekilde
daha yiiksek bulundu (p<0,001; DEN grubu i¢in, p<0,05; DEN+Chrysin ve
DEN+Kombin gruplari i¢in). Apigenin uygulanan grupta da doku CIP2A ekspresyon
diizeyleri kontrol grubuna gore yliksek olmasina ragmen istatistksel olarak anlamli
degildi (p>0,05). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki CIP2A ekspresyon diizeyleri
DEN grubuyla kiyaslandiginda ise sadece apigenin tedavisi uygulanan grupta
istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma go6zlendi (p<0,05). Diger tedavi ajan1 uygulanan
gruplarda bir azalma s6z konusu olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi

(Sekil 23).
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Sekil 22. GAPDH ve CIP2A proteinlerine ait bant goriintiileri
1: Kontrol; 2: DEN; 3: DEN+Chrysin; 4: DEN+Apigenin; 5: DEN+Kombin
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Sekil 23. CIP2A protein ekspresyon diizey degisimleri
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Karaciger doku NF-xB ekspresyon diizeyleri DEN grubu ve chrysin ve kombin
tedavilerinin uygulandigi gruplarda istatistikel olarak anlamli olacak sekilde daha
yiiksek bulundu (p<0,001; DEN grubu i¢in, p<0,05; DEN+Chrysin ve DEN+Kombin
gruplart icin). Apigenin uygulanan grupta da doku NF-xB ekspresyon diizeyleri
kontrol grubuna gore yiiksek olmasma ragmen istatistksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki NF-«B ekspresyon diizeyleri DEN
grubuyla kiyaslandiginda ise, apigenin ve kombin tedavi uygulanan gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goézlendi (p<0,001; DEN+Apigenin grubu ig¢in,
p<0,05; DEN+Kombin grubu i¢in). Chrysin tedavisi uygulanan grupta da NF-kB
ekspresyon diizeyinde bir azalma gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli

degildi (Sekil 25).
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Sekil 24. GAPDH ve NF-kB proteinlerine ait bant goriintiileri
1:Kontrol; 2: DEN; 3: DEN+Chrysin; 4: DEN+Apigenin; 5: DEN+Kombin
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Sekil 25. NF-«xB protein ekspresyon diizey degisimleri
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Karaciger doku STAT-3 ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna kiyasla DEN
grubu ve chrysin uygulanan grupta istatistikel olarak anlamli olacak sekilde daha
yiiksek bulundu (p<0,001; DEN grubu i¢in, p<0,05; DEN+Chrysin). Apigenin ve
kombin tedavi uygulanan grupta da doku STAT-3 ekspresyon diizeyleri kontrol
grubuna gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
Tedavi ajan1 uygulanan gruplardaki STAT-3 ekspresyon diizeyleri DEN grubuyla
kiyaslandiginda ise, apigenin ve kombin tedavi uygulanan gruplarda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlendi (p<0,05; DEN+Apigenin ve DEN+Kombin grubu
icin). Chrysin uygulanan grupta da STAT-3 ekspresyon diizeyinde bir azalma

gbzlenmesine ragmen bu durum istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 27).
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Sekil 26. GAPDH ve STAT-3 proteinlerine ait bant goriintiileri
1: Kontrol; 2: DEN; 3: DEN+Chrysin; 4: DEN+Apigenin; 5: DEN+Kombin
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Sekil 27. STAT-3 protein ekspresyon diizey degisimleri
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3.10. Histolojik Bulgular

3.10.1. Makroskobik Bulgular:

Makroskobik olarak subkapsular milier beyaz odaklar karacigerde dikkati
ceken en oOnemli degisim olarak degerlendirildi. Makroskobik lezyonlar nodiil
olusumu ve dagilimi dikkate alinarak tiim gruplarda O ve 3 arasinda degerler
kullanilarak derecelendirildi (Tablo 8).

Calismaya toplam 48 adet erkek Wistar Albino tiirli si¢an ile baslandi.
Calismamizin 5. ve 9. haftalar1 arasinda Kontrol ve DEN+Chrysin grublarindan 1;
DEN, DEN+Apigenin, DEN+ Kombin gruplarindan 2’ser adet olmak {izere toplamda
8 sican kaybedildi ve ¢alismaya 40 adet siganla devam edildi. Sakrifikasyon (Sekil 28)
esnasinda ve sonrasinda ¢ikardigimiz organ ve dokularin makroskobik incelemesi, kilo
ve boyut dl¢timleri (Sekil 29) sonucu; 6zellikle DEN grubundaki hayvanlarin biiyiik
bir ¢ogunlugunda kontrol grubu KC’i (Sekil 30) ile karsilastirildiginda belirgin
bliylime ve tlimoral olusumlar (Sekil 31) gozlendi. Diger kanser gruplarinda da
timoral goriinlim mevcuttu  (Sekil 32, 33, 34). Ancak DEN grubu ile
karsilastirildiginda tedavi gruplarinda tiimdéral olusumlar daha az, gériiniim normal KC
dokusuna daha yakindi. Ayrica kanser gruplarinda bazi sicanlarin akcigerleri de

kontrollerden ¢ikardigimiz normal akcigerlerden farkli goriintimdeydi (Sekil 35).

Tablo 8. Makroskobik derecelendirme

Adet Siddet
Kontrol (n=7) 7 0
1 0
DEN (n=8) 7 3
3 0
. 3 1
DEN+Chrysin (n=9) 1 2
2 3
. . 2 0
DEN+Apigenin (n=8) 6 1
4 0
DEN+Kombin (n=8) 1 1
3 2
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Sekil 29. KC boyutlarinin dl¢timii Sekil 30. Kontrol grubu KC genel goriiniimii

Sekil 31. DEN grubu KC goriintiileri
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Sekil 32. DEN+Chrysin grubu KC Sekil 33. DEN+Apigenin grubu KC

Gortintiisti gorintiisi

Sekil 34. DEN+Kombin grubu KC Sekil 35. Kanser grubundan bir sicanda

goriintiisii Akciger goriintiisi

3.10.2. Mikroskobik Bulgular

Kontrol Grup: Kontrol grubunda karaciger dokulari normal histolojik yapiy1
gostermekte idi (Sekil 36).

DEN Grup: 16 haftanin sonunda bu gruptaki ratlarin tamaminda degisen
derecelerde fibrozis ve yangisal lezyonlar izlendi. METAVIR skorlama sistemine
uygun olarak skorlama yapilan lezyonlar Sekil 44, 45°de gosterildi. Siddetli fibrotik
degisiklikler yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ve rejeneratif nodiil olusumu gézlendi

(Sekil 37). Karaciger dokusunda perilobiiler fibrozis, kollajenin lokalizasyonu Masson
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boyama ile ortaya kondu (Sekil 38). Nekrotik bolgeler fibroz dokularin etrafinda
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti. Makroskobik olarak yaklagik 1-2 mm
biiyiikliigiindeki diffuz dagilimli nodiillerin berrak hiicreli HCC oldugu tespit edildi.
Bu hiicreler fibrolamellar bir yapi ile desteklenmekte idi (Sekil 39). Tiimor hiicreleri
berrak, eozinofilik, ya da bazofilik olup ¢ekirdekleri hiperkromatik idi.

DEN+Chrysin Grubu: Bu grup karacigerlerde; nekro inflamatuar lezyonlar,
fibrozis ve HCC ile karakterize lezyonlar dikkati ¢ekti. Baz1 karacigerlerde fibrozisin
eslik etmedigi berrak hiicreli tiimdr hiicre kiimeleri stromada gozlendi (Sekil 40).

DEN+Apigenin Grubu: Lezyonlar Chrysin grup ile benzerlik gostermekle
birlikte, fibrozis siddeti en diisiik hayvanlar bu grupta yer almakta idi (Sekil 41) (Sekil
45).

DEN+Kombin Grubu: Fibrozis ve inflamasyona yonelik degisimler Sekil 44,
45’ de skorlandi. Ayni grubun, bireyler arasinda farkliliklar gozlendi. Bazi
hayvanlarda lezyonlar gozlenmezken bazilarinda minimal bazilarinda ise siddetli
lezyonlar tespit edildi (Sekil 42, 43). HCC olusumu F4 fibrozis gosteren hayvanlarda
belirgindi.

Sekil 36. Kontrol Grubu; normal histolojik goriiniim: H.E x10
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Sekil 37. DEN grubu; siddetli perilobuler fibrozis (siroz) + HCC rejeneratif nodiiller

ve tiimoral dokunun birlikte goriimii. H.E x 4

Sekil 38. DEN grup; Siddetli perilobuler fibrozis (mavi renkli septalar) +HCC. Acik
renkli lobiiller berrak hiicreli HCC alanlar1 (ok basi) Koyu renkli lobiiller ise rejeneratif

nodiiler karaciger dokusu. Masson x 10
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Sekil 39. DEN grup; Berrak hiicreli HCC forma eslik eden fibrolamellar yapilar
H.Ex10

Sekil 40. DEN+Chrysin grubu; berrak hiicrelerin parankimdeki 161<

alivaasyonu (oklar)
ve fibrozis yok ancak yangisal mononiiklear hiicre infitrasyonu (ok baslar1) olaya eslik

etmektedir. H.LEx10
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e 100 pm

-

Sekil 41. DEN+Apigenin Grubu; Fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonu (ok) ile
portal bolgede berrak hiicreler (ok baslar1) H.Ex10

Sekil 42. DEN+Kombin Grubu; Fokal nekrotik odaklar ve minimal fibrotik degisimler
H.E x10
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e Mikroskobik Bulgular:

inflamasyon Siddeti

0
~
—

0 + ++ +++

mMDEN £ DEN+Chrysin DEN+Apigenin & DEN+Kombin

Sekil 44. Gruplarda inflamasyon siddeti
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FIBROZiS SKORU

62,5

++ +++ ++++
mDEN O DEN+Chrysin DEN+Apigenin & DEN+Kombin

Sekil 45. Gruplarda fibrozis skoru
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4. TARTISMA

Son yillarda molekiiler hiicre biyolojisindeki ilerleme, timor baslangici ve
ilerlemesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkindaki anlayisimizi
gelistirdi. Bu da, kanserde molekiiler anormallikleri sinirlayan umut verici terapotik
miidahaleler i¢in yeni molekiiler hedefli ajanlar gelistirme firsatlar1 sagladi. Sinyal
yollar1 ve molekiiler aglar, hayatta kalma ve biiyiimede 6nemli hiicresel siireclerin
yiiriitilmesinde ve kontrol edilmesinde kritik rolleri ile taninmaktadir. Bu nedenle esas
olarak kanserin baglangicinda ve ayrica potansiyel tedavisinde rol oynamaktadirlar.
HCC, ileri evrede c¢ogunlukla kotii prognozlu, komplike bir hastaliktir. Hastalik
patogenezine ¢ok sayida sinyal yolagi katkida bulunur. Yeni yolaklara yonelik
molekiiler hedefli ajanlar1 tespit etmek i¢in aragtirmalar devam etmektedir (142, 200).

Hepatoseliiler karsinomun mevcut konvansiyonel tedavi yontemi halen cerrahi
rezeksiyondur, ila¢ tedavisi yontemi hala gerekli yeterlilikte olmayip halihazirda
kullanilan ilaglarin yan etkileri oldukg¢a fazladir. Arastirmalarin ilerlemesiyle birlikte,
dogal iriinlerin ve bunlarin yapisal analoglarinin, kanserin tedavisine Onemli
katkilarda bulunmalar1 ve yeni bir yol saglamalar1 beklenmektedir. Son kirk yilda yeni
ilaglarin kaynagi olarak kullanilan dogal iiriinlerin geriye doniik analizinde, dogal
tiriinlerin hala yeni ilaglar bulmak i¢in en iyi se¢im oldugu ve birgok hastaligin
tedavisinde etkili ilaglar olabilecegi gosterilmistir. Genellikle karaciger kanseri teshisi
konan hastalar ameliyat firsatin1 kagirdiklar1 icin HCC’e alternatif tedavi aramak
acildir (201).

Bu amagla bizde ¢alismamizda kanserde terapdtik aday olarak umut vaat eden,
dogal flavonoidlerden olan apigenin ve chrysin’in, HCC {izerindeki kemoterapotik
etkilerini tanimlamak adina ¢esitli sinyal yollarinda meydana gelen degisiklikleri
biyokimyasal olarak degerlendirdik. Ayrica karaciger doku ornekleri, histopatolojik
olarak incelendi.

STAT-3 ve NF-kB, inflamatuar mediatorlere yanit olarak aktive olan
transkripsiyon faktorleri ailesine ait Onemli sinyal yollaridir. Proinflamatuar
sitokinlerin hem STAT-3 hem de NF-«kB'yi aktive ettii ve ayn1 zamanda bir geri
besleme dongiisii olusturarak onlarin transkripsiyonel hedefleri oldugu gdsterilmistir.

Bu yollardaki benzerlik, dis uyaranlardan gelen sitozolik sinyaller i¢in gerekli olmalari
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ve ¢ogalma, hayatta kalma, anjiyogenez, invazyon ve inflamasyon ile ilgili genleri
diizenlemek i¢in gerekli transkripsiyon faktdrleri olarak islev gormeleridir (202).

He ve ark. ¢ok sayida insan HCC 6rnegini incelemis ve bunlarin yaklasik %60'inda
fosforile edilmis (yani aktive edilmis) STAT-3 tespit ettiklerini, STAT-3 pozitif
timorlerin daha agresif davranig sergiledigini belirtmislerdir. Koti prognozlu
HCC'lerin ¢ogunda STAT-3"lin aktive oldugunu, ¢evreleyen tiimorsiiz dokuda veya
normal karacigerde olmadigmi belirtmislerdir. Ayrica biiyiikk olasilikla kanser
hiicrelerinde STAT-3’iin, tiimOr mikrogevresinde iiretilen sitokinler ve biiylime
faktorleri tarafindan aktive edildigini sOylemislerdir (130). Saraswati ve ark.
Phloretin’in (PH) HCC’de STAT-3 yolag: iizerindeki etkilerini ¢alismis, PH’nin
STAT-3 ekspresyonunu azaltarak ve diger birtakim mekanizmalar yoluyla tiim HCC
hiicrelerinde hiicre biiylimesini inhibe ettigini ve apoptozu indiikledigini
gostermislerdir (203). Brantley ve ark. Glioblastoma Multiforme tiimdrlerinde STAT-
3 aktivasyonu ve gen ekspresyonu lizerine yaptiklari c¢alismada; STAT-3
aktivasyonunun, kontrol dokusuna kiyasla Glioblastoma multiforme dokusunda
yiikseldigini belirtmislerdir (204). Nagpal ve ark. caligmalarinda, bas ve boyun
skuamo6z hiicreli karsinom (HNSCC) tiimorlerinin %58,9'unun ¢ok yiiksek STAT-3
protein birikimi, %23,3"liniin orta diizeyde birikim gosterdigini, HNSCC tiimdrlerinin
%17,8'inin ise STAT-3 i¢in negatif oldugunu bulmuslardir. Normal 6rneklerde ise
STAT-3 saptamamislardir. STAT-3 aktivasyonunun, bas ve boyun karsinogenezinde
erken bir olay oldugu sonucuna varmislardir (205).

Deneysel HCC sican modeli olusturdugumuz calismamizda karaciger doku
STAT-3 ekspresyon diizeyleri DEN uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore yiiksek
bulundu. Tedavi ajanlarimizi uyguladigimiz gruplarda ise STAT-3 ekspresyon
diizeylerinde DEN grubuyla karsilastirdigimizda anlamli bir azalma tespit ettik
(6zellikle apigenin ve kombin tedavi gruplarinda).

Jing Li ve ark. kimyasal olarak N-metil-N-nitroziire (MNU) ile indiiklenen
sigan mesane kanserinde fisetin'in mesane kanserine karsi inhibe edici etkilerini, NF-
kB sinyal yolunun modiilasyonu ile iligkilendirmislerdir. MNU verilen hayvanlarda
NF-kB ekspresyonun kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir artis gdsterdigini bununla
birlikte, fisetin uygulanmasinin ise MNU verilen hayvanlara kiyasla NF-kB

ekspresyonunu onemli dl¢iide azalttigini bulmuglardir. Fisetin'in mesane kanserine
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karsi inhibitor etkisinin bir yolunun da, NF-xB aktivasyonunu inhibe etme
ozelliginden kaynaklandigin1 sdylemislerdir (206). Bakshi ve ark. insan kolon
karsinomunun tedavisinde crocin’in etkili bir kemoproventif ajan olabilecegini 6ne
stirdiikleri ¢alismalarinda, NF-xkB ekspresyonun crocin gruplarinda konsantrasyona
bagli bir sekilde kontrol grubuna oranla 6nemli diisiis gézlemislerdir (207). Yuan Qin
ve ark. HCC hiicrelerinde apigenin tedavisini takiben NF-kB ekspresyonunun ve
aktivitesinin azaldigin1 sdylemisler ve apigenin’in, karsinom igin etkili bir alternatif
tedavi olmasmin yaninda yeni bir anti-metastaz ilaci adayr olabilecegini One
stirmiislerdir (106).

Bizim calismamizda karaciger doku NF-«kB ekspresyon diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla kanser gruplarinda yliksek bulundu. Ancak sadece DEN+Apigenin
grubunda bu ylikseklik istatiksel olarak anlamli degildi. Tedavi ajan1 uygulanan
gruplardaki NF-kB ekspresyon diizeyleri ise DEN grubuyla kiyaslandiginda tiim
gruplarda azalma mevcuttu. Fakat bu azalma istatistiksel olarak chrysin tedavisi
uygulanan grupta anlamli degil, apigenin ve kombin tedavi gruplarinda anlamliydi.

HCC'lerin %90"1ndan fazlas1 karaciger hasar1 ve inflamasyon zemininde ortaya
¢ikt1g1 i¢in, inflamasyonla iligkili kanserin bir 6rnegidir. Kronik inflamasyon, kalici
karaciger hasar1 ve eszamanl rejenerasyon ile iliskilidir ve ardisik fibroz, siroz ve
sonunda HCC gelisimine yol acar. Bu nedenle, kronik karaciger hasarindan displaziye
ve HCC'ye gecise neden olan temel inflamatuar sinyal yollarinin tanimlanmasi, kronik
karaciger inflamasyonu olan hastalar1 tanimlamak ve tedavi etmek ig¢in yeni
biyobelirtegleri ve hedefleri gosterebilir (208). Bu nedenle inflamasyon yolagi
parametreleri olan STAT-3 ve NF-kB Ol¢limlerinden elde ettigimiz verileri birlikte
degerlendirdigimizde apigenin ve apigenin + chrysin tedavisinin HCC’ de
inflamasyonun ilerlemesini engellemek yoluyla alternatif terapdtik uygulamalar
olabilecegini diistindiik.

CIP2A, protein fosfataz 2 aktivitesinin inhibisyonu yoluyla c-Myc
defosforilasyonunu Onleyebilen yeni bir insan onkoproteinidir. Kanser hiicrelerinde
PP2A aracilifiyla, c-Myc’in bozulmasini dnleyerek stabilize eder. Buna ek olarak,
CIP2A ve c-Myc pozitif geri beslemeyle birbirlerinin ifadesini tesvik ederler (209).

Mide, meme ve kolon adenokarsinomlarinda, bag ve boyun skuaméz hiicreli

karsinomlarda artmis bir CIP2A ekspresyonu tespit edilmistir (151). Lin ve ark.
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caligmalarinda, HCC'de miR-548b-3p ekspresyonunu ve miR-548b-3p'nin CIP2A
ifadesi lizerindeki etkisini incelemislerdir. CIP2A protein ekspresyonunu miR-548b-
3p’nin Onemli Olclide azalttigim1 ve dogrudan CIP2A'y1 hedefleyerek bir tlimor
baskilayic1 olarak hareket ettigini gostermislerdir (150). Vaarala ve ark. prostat
kanserinde CIP2A ekspresyonunu inceledikleri ¢alismalarinda iyi huylu hiperplastik
epitel ile karsilagtirildiginda prostat kanseri epitelinde CIP2A ekspresyonun arttigini
gostermislerdir. Bu ekspresyon artisinin kotii diferansiye ve yiiksek riskli tiimorlerle
iliskili oldugunu sdylemislerdir (151).

Calismamizda tespit ettigimiz karaciger doku CIP2A ekspresyon diizeyleri
kanserojen ajan verdigimiz gruplarda kontrol grubuna gore daha yiiksekti. Bu 6nceki
caligmalarla uyumlu bir sonugtu (209-212). Sadece DEN uygulanan gruba gore
natural tedavi ajanlarini uyguladigimiz gruplarda ise CIP2A ekspresyon diizeylerinde
azalma gozlendi (6zellikle apigenin uygulanan grupta). Kotli prognoz parametresi
kabul edilen CIP2A’nin DEN+apigenin grubunda anlamli azalig géstermesi HCC’de
terapotik bir etkisinin olabilecegini ve bu etkiyi, anormal biiylime ile iligkili onkogen
‘myc’ geninin CIP2A aracili stabilizasyonunun inhibisyonu yoluyla gdsterebilecegini
distindiirdi.

Apoptoz, yani programlanmis hiicre O6liimii, DNA hasarin1 takiben veya
gelisim sirasinda olusabilen hasarli hiicrelerin diizenli ve etkili bir sekilde
cikarilmasiyla sonuglanan gen seviyesinde diizenlenen bir siirectir. Apoptoz
mekanizmas1 karmasiktir ve bir¢ok sinyal yolunu igerir (157).

Bir ¢alismada survivin’in HCC'de tiimor hiicre proliferasyonunu destekledigi
gosterildi (213). Oparina ve ark. BIRCS geninin iirlinii olan survivin protein
seviyelerinin yiiksek ifadesinin meme kanserinin spesifik molekiiler alt tipleri ile
iliskili oldugunu g6zlemlemis ve ayrica yliksek BIRCS ekspresyonunun meme kanseri
hastalarinda kotii prognoz ile ilgili oldugunu gostermislerdir (214). Ioannis Kapiris ve
ark. HCC'de apoptoz inhibitorii survivin’in pozitif ifadesinin vaskiiler infiltrasyonlu,
kotii diferansiye HCC'de anlamli olarak daha yiiksek oldugunu ve ayni zamanda
survivin pozitif HCC hastalarinin negatif HCC hastalar1 ile karsilagtirildiginda daha
kotii sagkalima sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Survivin'in HCC prognozunu
degerlendirmek adina biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir (215). Liu

ve ark. paeonoliin, survivin’i hedefleyerek HCC hiicreleri lizerinde antitiimor etkileri
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gosterebilecegini ve terapotik bir aday olabilecegini sOyledikleri ¢alismalarinda
survivin ekspresyonunun paeonol tarafindan bloke edildigini gosterdiler (216).

Survivin ilk kez tanimlandiginda, kanserde yeni hedefler arayan onkologlar ve
hiicre biyologlar1 i¢in bugiin de devam eden biiyiik bir ilgi uyandirdi. Survivin, hem
proliferatif hem de antiapoptotik bir protein olarak umut verici bir hedeftir. Ayrica,
kanser s6z konusu oldugunda en ilgi ¢ekici hedefler kanserde normal hiicrelere gore
farkli sekilde eksprese edilenlerdir ve survivin de kanserde ¢ogu normal somatik
hiicreye gore oldukga fazladir (217). Ayrica, survivin karaciger kanserinde niiks ve
terapotik direng ile yakindan iliskilidir (218). Survivin inhibitorlerinin veya diger
molekiillerin gelistirilmesi HCC hiicrelerine pro-apoptotik etki kazandirmay saglar ve
hedefe yonelik tedavi secenekleri sunar (215).

HCC si¢an modeli olusturdugumuz ¢alismamizda karaciger doku siipernatant
ve serum survivin diizeyleri DEN uygulanan tiim gruplarda kontrol grubuna gore
onceki caligmalarla uyumlu olarak artis gostermistir. Yine tedavi ajani uygulanan
gruplardaki survivin diizeyleri hem doku siipernatanti hem serumda incelendiginde
DEN grubuna gore tiim gruplarda bir azalisin oldugunu gézlemledik (En fazla azalma
DEN+Apigenin grubundaydi).

Son ¢aligmalar, kaspaz-3"in karsinogenezdeki roliinii ortaya koymaya c¢alist.
Kaspaz-3, meme kanseri, kolorektal kanser ve hepatoseliiler karsinom gibi
malignitelerde yer alan siiregler olan hiicre 6liimii ve apoptozu diizenleyebilir.
Tiimdrlerde kaspaz-3 down- regiilasyonu genellikle kanser tedavisine direngle
sonuclanir (219).

Yasser Mohamed ve ark. DEN ile indiikledikleri sican HCC modelinde kanser
grubu sigcanlarimin karacigerlerinin, kontrol grubu siganlarina gore proapoptotik
kaspaz-3 ekspresyonunda azalma sergiledigini gostermislerdir. Bu azalmis
ekspresyon, terapotik ajanlarin uygulanmasinin ardindan 6nemli Olglide artmistir
(220). Hui Liang ve ark. patolojik kanama ve nekroz ile komplike primer HCC'li
hastalarda kaspaz-3 ekspresyonun azaldigini ve bunun klinikopatolojik 6zellikler ve
prognoz ile ilgili oldugunu vurgulamislardir (221). Acar ve ark. prostat karsinomlu
hastalarda yaptiklar1 incelemede koétii prognozlu hastalarin, iyi prognozlu hasta
grubuna gore daha diisiik seviyelerde kaspaz-3 ekspresyonu gosterdigini ortaya

cikarmiglardir (222). Shati ve ark. Saussurea costus'un antikanser aktivitesini
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inceledikleri ¢aligmada kanser hiicrelerinin Saussurea costus 6zii ile tedavisinin gii¢lii
kaspaz-3'lin aktivasyonu sergiledigini gostermislerdir. Elde ettikleri bulgularla birlikte
Saussurea costus 0zitiiniin, ¢esitli meme, kolon ve karaciger kanserlerini tedavi etmek
icin antikanser ajan olarak kullanilabilecek ikincil metabolitlerin potansiyel kaynagi
oldugunu sdylemisglerdir (223).

Apoptotik molekiiler sinyal yollarinin bozulmasi karsinogenezde 6nemli rol
oynar. Kaspaz ailesi aktivasyonunun, apoptoz siirecinde bildigimiz en eski adimlardan
birini temsil ettigi bilinmektedir. Sitotoksik ilaglar, radyoterapi veya immiinoterapi
gibi bir¢ok antikanser tedavi, kaspazi aktive ederek tiimdr hiicresi 6liimiine neden
olabilir. Bu nedenle, kaspaz-3 aktivasyonu, bir¢ok arastirmaci tarafindan kanser
tedavisinin etkinliginde bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (168, 223). DEN ile
indiiklenen sican HCC modeli ¢alismamizda, doku ve serum kaspaz-3 diizeylerini
kontrol grubuna kiyasla DEN uygulanan tiim gruplarda azalmis olarak tespit ettik.
DEN uygulanan grupla kiyaslandiginda tiim tedavi ajani1 uygulanan gruplarda doku ve
serum kaspaz-3 diizeylerinde bir artis ve en fazla artisin apigenin tedavisi uygulanan
grupta oldugu saptandi. Bu sonuclar yukarda verilen tiim literatlir ¢alismalarinin
sonuglari ile uyumluydu.

Sun ve ark. kolon kanserli hastalarin serum annexin AS5'in seviyesini 6nemli
Olclide artmis ve lenf nodu metastazi olan hastalarda lenf nodu metastazi olmayan
hastalara gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Ayrica, evre III-IV hastalig
olanlardaki ekspresyonun, evrel-II hastalig1 olanlardan anlamli diizeyde daha ytiksek
oldugunu gostermislerdir (224). Zhuang ve ark. calismalarinda normal karaciger
dokularina kiyasla karaciger kanserinde annexin V’in arttigini ve yiiksek ekspresyon
seviyelerinin, diisiik genel sagkalim orani ile onemli Olciide iliskili oldugunu
sOylemislerdir (225). Li ve ark. uterin servikal skuamoz hiicreli karsinomda (UCSCC)
tim displastik dokularin, normal epitelde gozlenen zayif sinyalle kiyaslandiginda
onemli Olglide artmis annexin V ekspresyonu gosterdigini bulmuslardir. Ayrica orta
ve iyi diferansiye tlimorlerle karsilagtirildiginda, koti diferansiye tiimorlerde annexin
V ekspresyonunda O6nemli bir artis oldugunu ve hastalarin serum annexin V
konsantrasyonlarinin da onemli 6lgiide arttigin1 bulmuslardir (226). Sun ve ark.
annexin V’in HCC hastalarindan alinan tiimérlii dokularda asir1 eksprese edildigini bu

durumun HCC'hnin Kklinik ilerlemesini ve lenfatik metastazini potansiyel olarak
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arttirdigin1  gosterdiler. Annexin V kararli yikiminin ise migrasyon ve invazyon
kapasitelerinin azalmasina yol agmanin yani sira timdrojenite hizi, malignite, metastaz
oranini azalttigin1 gosterdiler (227).

Yukaridaki ¢alismalarla uyumlu olarak biz de hem doku hem serum annexin-
V diizeylerini kanser gruplarimizda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
tespit ettik. Tedavi gruplarimizda ise DEN grubuyla kiyaslandiginda tiim gruplarda
azalma saptadik. Serum annexin-V seviyelerinde en anlamli azalma DEN+ apigenin
grubunda gézlemlendi.

Apoptoz yolagindaki ekspresyonunu inceledigimiz tiim parametre sonuglar
(Survivin, annexin V, kaspaz-3) birlikte degerlendirildiginde apigenin ve chrysin tek
tek ve kombin uygulamalarinin apoptozu destekler 6zellikte davranis sergiledigi
goriildii ve bu etki en fazla apigenin’in uygulandigi gruplar i¢in gegerliydi. Boylece bu
flavonlarin siganlarin karacigerinde apoptozu tetikleme kabiliyeti nedeniyle anti-HCC
etkiler gosterebilecegi sdylenebilir.

Liu ve ark. invaziv meme kanserinde SMO ekspresyonunun tiimor dokularinda
normal meme dokularina kiyasla daha fazla eksprese edildigi bulmuslardir
(228).Yin-Lu Ding ve ark. kolon kanseri dokularinda yiiksek SMO ekspresyonu
tespit ettiklerini ve SMO ekspresyon seviyesinin lenf nodu metastazi ile ilisgkili
oldugunu belirtmislerdir. Bu da onlara SMO'nun daha agresif seyreden kolon kanseri
ile korelasyona sahip oldugunu diistindiirmustiir (229). Sicklick ve ark. insan
hepatokarsinogenezinde Hedgehog yolunun disregiilasyonunu 14 HCC hastasinin
timor dokusunda incelemislerdir. Gen ekspresyon paternlerini analiz ettiklerinde 14
timor dokusu, SMO proto-onkogen ekspresyonunda ortalama 2.5 kat artis
gostermistir. 14 HCC'den 6'sinda (%42,9) SMO ekspresyonu 3 kattan fazla artmistir.
Ayrica higbir timor dokusu SMO ekspresyonununda azalma gostermemistir. Bunun
yaninda HCC boyutunun SMO ekspresyonu ile pozitif korelasyon gosterdigini ve
biiyiik tlimorlerin (=5 cm) kiigiik tiimorlerden (<5 cm) daha yiiksek ekspresyon
oranlarina sahip oldugunu géstermislerdir (230). Jing-Song Chen ve ark. SHH sinyal
yolunun karaciger kanserinin invazyon ve metastazina katkida bulundugunu
gosterdiklerini calismalarinda HCC dokularinin %63,5°1, komsu kanserli olmayan
karaciger dokularinin %11,'inde SMO'nun pozitif ifadesini bulmuglardir. Ayrica
yiiksek SMO ekspresyonunu, HCC'de daha yiliksek TNM evresi, vaskiiler invazyon
ve intrahepatik metastaz ile iliskilendirmislerdir (231).

SMO, kanserlerin tedavisinde 6nemli bir hedeftir. SMO inhibitorlerinin meme,

karaciger, pankreas ve kolon kanseri malignitelerinin tedavisi icin etkinligi
kanitlanmistir veya klinik deneyler altindadir. Bu tiir tedaviler, tek bir kullanimla veya
geleneksel kemoterapiye adjuvan veya ek olarak hastalara faydali olabilir (175). Bizim
calismamizda ise Onceki ¢aligmalara benzer smoothened sonuglar elde edilmistir.

Soyle ki HCC olusturdugumuz gruplarda serum ve siipernatant SMO diizeyleri kontrol
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grubuna kiyasla artmistir. Tedavi uyguladigimiz her ii¢ grupta da DEN grubuna kiyasla
azalmis SMO diizeyi tespit ettik (en anlamli azalma DEN+Apigenin grubunda).

Wei-Ting Cheng ve ark. hedgehog sinyal yolunun hepatoselliiler karsinom
hiicrelerinin ¢ogalmast ve invazyonundaki rolii {izerinde ¢alismiglardir. HCC
hastalarinda HH yolu bilesenlerinin (Sonic HH, Ptchl ve Gli2) seviyelerini
incelemisler ve kanserli olmayan dokulara kiyasla kanser dokularinda asir1 eksprese
edildigini bulmuslardir. Bu ekspresyonun histolojik farklilasma ve portal ven
invazyonu ile yakin korelasyon gosterdigini sdylemislerdir (232). Che ve ark. SHH
proteininin insan HCC dokularinda 6nemli derecede pozitif ifade edildigini, ancak
komsu normal karaciger dokularinda negatif veya zayif sekilde ifade edildigini
bulmuslardir (233). Chen ve ark. 200 hastada yaptiklari incelemede tiimorlii ve komsu
kanserli olmayan karaciger dokusunda yaptiklar1 cesitli analizler sonucu SHH
proteinini, HCC'nin %66'sinda saptarken, kanserli olmayan karaciger dokularinin
%18,5'inde saptamislardir. SHH asir1 ekspresyonunu, HCC'de kapsiiler invazyon, daha
yikksek tlimor evresi, vaskiiler invazyon ve intrahepatik metastaz ile iliskili
bulmuslardir (231). Li ve ark. SHH sinyalinin ve histon deasetilazin (HDAC) kombine
inhibisyonunun karaciger kanseri tedavisinde daha etkili olabilecegini ngormiislerdir.
SHH inhibitorii vismodegib'in etkisi, tek ajan olarak ve histon deasetilaz inhibitorii
entinostat ile kombinasyon halinde ¢esitli yontemlerle incelenmistir. Sonuclar, SHH
inhibitdriiniin tek bagina etkili oldugunu ancak HDAC inhibitériiyle ikili kullaniminin,
karaciger kanseri hiicrelerinde proliferasyonu inhibe etmek ve apoptozu tesvik etmek
i¢in daha etkili oldugunu ortaya koydu (234).

Yukaridaki ¢calismalarla benzer sekilde ¢alismamizda SHH diizeyleri serum ve
stipernatantta kontrol grubuna kiyasla DEN uygulanan gruplarda yiiksekti (Serum
SHH diizeyleri apigenin ve kombin tedavi gruplarinda anlamli degildi). Tedavi ajam
uygulanan gruplardaki siipernatant ve serum SHH diizeylerine baktigimizda DEN
grubuna gore; apigenin ve kombin tedavi uygulanan gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma tespit edilmistir.

HH sinyalinin aktivasyonu, kronik karaciger yaralanmalar1 ve sirozdan
HCC'ye kadar olan lezyonlarda bulunur. Caligsmalar, HH sinyalinin, HCC hiicrelerinin
cogalmasini, yasayabilirligini, migrasyon ve invazyonunu tesvik etmek i¢in anormal

sekilde aktive oldugunu gostermektedir (235). Bu bilgiler 1s18inda ve yukardaki
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caligmalar da goz Oniine alinip bizim calismamizdaki hedgehog sinyal yolundaki
parametre sonuglar1 degerlendirilmistir. Tedavi ajanlarimizin  bu yolaktaki
parametreler iizerinde inhibe edici etkisi ile apoptozu indiikleyecegi, hiicre
proliferasyonunu inhibe edip (muhtemelen G2/M hiicre dongiisiinii durdurarak)
karaciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelleyecegi ve bdylece HCC ig¢in
terapotik aday olabilecekleri diisiiniilmiistiir.

Notch sinyali, apoptoz, migrasyon, invazyon ve anjiyogenez de dahil olmak
tizere birgok hiicresel siireci diizenleyen bir ¢ekirdek sinyalleme sistemidir (236). Che
ve ark. insan intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC) o6rneklerinde JAGI1 seviyelerini
belirlemiglerdir. 90 ICC o0Orneginin 81'inde (%90) JAGI1 seviyelerinin, timorli
olmayan cevre dokuyla karsilastirildiginda arttigini bulmuslardir.
Immiinohistokimyasal bu bulguyu daha da dogrulamak icin JAG1 mRNA seviyeleri,
gercek zamanli kantitatif RT-PCR kullanilarak ayni koleksiyondan 36 tiimorsiiz
karaciger dokusu ve ICC numunesinde analiz edilmis ve tiimorsiiz ¢evreleyen
karacigerle karsilagtirildiginda 36 ICC oOrneginden 31'inde daha yiiksek JAGI1
seviyeleri tespit etmislerdir (237). Areerat Kunanopparat ve ark. HCC dokularinda
JAGI1 ekspresyonunu, bitigik tiimor olmayan dokulardan anlamli derecede daha
yiiksek buldular. Bunun JAG1'in onkogen olarak roliinii destekledigini belirtmislerdir
(238). Dai ve ark. insan kolon kanseri dokularinin ¢ogunlugunun (%383), kontrollere
gore daha yiiksek Jaggedl ekspresyonu sergiledigini gostermislerdir. Ayrica JAG1'
hedeflemenin (down-regiilasyonunun) kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini,
migrasyonunu ve invazyonunu engelledigini gostermislerdi (239). Li ve ark. miR-
199b'min HCC’de JAG1'i dogrudan hedefleyerek hepatoseliiler karsinomda timor
baskilayici islev gordiigiinii gosterdiler (240).

JAG1'in hedeflenmesinin su anda kanser tedavisi i¢cin umut vaat ettigi
diisiiniilmektedir ve giiclii JAGI1 ekspresyon profilleri ile iliskili yollar1 hedeflemek
icin calismalar devam etmektedir (241). Calismamizda Jagged sinyal yolag:
diizeylerine bakildiginda kontrol grubuna kiyasla DEN uygulanan tiim gruplarda
istatistiksel agidan anlamli olacak sekilde daha yiiksek bulundu (serum
DEN+Apigenin grubu yiiksekligi anlamli degildi.). Tedavi ajan1 uygulanan
gruplardaki diizeylerin ise DEN grubuna kiyasla tiim gruplarda anlamli 6l¢iide azaldig

tespit edilmistir. Sonuglar 6nceki calismalarla uyumlu bulunmustur.
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H Zhang ve ark. Notchl aktivasyonunun mide kanseri ilerlemesi ile iligkili
oldugunu ve hasta sonuglari i¢in yeni bir prognostik faktor olarak kullanilabilecegini
belirlediler (242). Fang Wang ve ark. abelson tirozin-protein kinaz 1’in (ABL1)
inhibisyonunun, ¢-MYC'nin diizenlenmesi araciligiyla Notchl ekspresyonunu
azaltarak HCC hiicre biiylimesini baskiladigini buldular (243). Xiang ve ark. tibbi bitki
ekstraktt olan Anemoside B4’lin (AB4) karaciger kanserinde Notch sinyal yolunun
temel bilesenlerinin ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisini degerlendirdiler.
Notchl'in AB4'lin ana molekiiler hedefi olabilecegini, ekspresyonunun AB4 ile
tedaviyi takiben kolaylikla baskilandigini buldular. AB4 tedavisi ile Notch sinyalinin
inhibisyonun, karaciger kanseri hiicre proliferasyonunu baskiladigini ve kanser hiicresi
apoptozunu indiikledigini sodylediler (244). Zhou ve ark. ICC’de Notchl’in, ayni
hastadan alinan bitisik normal dokuya kiyasla tiimor orneklerinin tiimiinde hem
mRNA hem de protein seviyelerinin asir1 eksprese edildigi buldular. Artan Notchl
ekspresyonunun tiimdr progresyonu ile iligkili olabilecegini diisiindiiler (245).

Sonuglarimizda serum ve siipernatant Notchl diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla DEN uygulanan gruplarda (siipernatant apigenin uygulanan grup harig)
anlamli olacak sekilde daha yiiksekti. Tedavi ajani uygulanan gruplardaki Notchl
diizeylerinin ise DEN grubuna kiyasla azaldigi, en etkili azalisin apigenin ve kombin
tedavi uygulanan gruplarda oldugu gozlenmistir.

HCC'de Notch sinyal yolaginin roliinde mevcut veriler tartismalidir. Ancak,
daha fazla sayida kanit, Notch'in HCC gelisimindeki kanserojen roliinii
desteklemektedir. Notch sinyalinin HCC proliferasyonu, invazyon ve metastazina
dahil olmas1 nedeniyle, ¢ok sayida ¢alisma, Notch'in bir HCC terapdtik hedefi olarak
potansiyelini  gOstermistir (246). Bu bilgiler ve daha Onceki c¢alismalar
degerlendirildiginde bu sinyal yolunun timor anjiyogenezi, neoplastik hiicre
bliylimesi, epitelyal-mezenkimal ge¢is, metastatik siire¢ ve tedaviye diren¢ dahil
kanserin bircok silirecinde rol oynamasit ve tedavi ajanlarimizin Notch sinyal
yolagindaki inhibe edici etkisi nedeniyle HCC i¢in terapdtik aday olabilecegi bu sinyal
yolagiyla da desteklenmistir.

Histopatolojik incelemede makroskobik goriiniim nodiil olusum ve dagilimina
gore degerlendirildiginde kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda nodiil olusumu mevcuttu.

Bu goriiniim en siddetli DEN grubunda izlendi. DEN grubu ile kiyaslandiginda ise
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tedavi gruplarinda nodiil olusum siddetinde gerileme mevcuttu. Saglikli kontrollere en
yakin goriinlim DEN+Apigenin grubunda izlendi. Bu en fazla apigenin etkisiyle olmak
lizere tedavi ajanlarimizin timor gelisimini baskiladigini ve hatta gerilettigini
diistindiirdi.

DEN grubunda 16 haftanin sonunda ratlarin tamaminda degisen derecelerde
fibrozis ve yangisal lezyonlar, rejeneratif nodiil olusumu izlendi. DEN grubundaki
sicanlarda %62,5 oraninda orta-siddetli fibrozis izlendi. DEN+Chrysin grubunda
%33,3 siddetli fibrozis; %44.,4 hafif lezyonlar ve kalan hayvanlarda normal goriiniim
tespit edildi. DEN+Apigenin grubunda ise %75 oraninda hafif fibrozis vardi ve %25
sicanda patolojik goriiniim tespit edilmedi. Kombin tedavi uygulanan grupta %37,5
siddetli fibrozis, %12,5 hafif fibrozis ve %50 kadarinda normal goriiniim izlendi.
Kontrol grubu KC dokulari ise normal histolojik yapiyr gostermekteydi. Onceki
calismalarla uyumlu sonuglar elde edildi (198, 247).

Karaciger kanserinin benzersiz bir oOzelligi, karaciger fibrozu ile yakin
iligkisidir. Hepatoselliiler karsinomlarin %80'den fazlas1 fibrotik veya sirotik
karacigerlerde gelisir, bu da karacigerin premalign ortaminda karaciger fibrozunun
o6nemli bir rolii oldugunu diisiindiiriir (248). Bizim ¢alismamizda KC’deki fibrozis
gelisimi g6z oOniline alindiginda kanser gruplarinda degisen derecelerde fibrozis
mevcuttu. HCC olusumu siddetli fibrozis gosteren hayvanlarda belirgindi. Tedavi
gruplarinda ise DEN grubu ile kiyaslandiginda fibrozis ve inflamasyonda gerileme
mevcuttu. Saglikli kontrol grubuna en yakin goriiniim apigenin ve kombin tedavi
uygulanan grupta tespit edildi. Tim bunlar tedavi ajanlarinin HCC’nin temel
basamaklarindan biri olan fibrozisi iyilestirerek etkili olabileceklerini diisiindiirdii.

Sonu¢ olarak; HCC sigan modelinde apigenin ve chrysin uygulamasinin
antiinflamatuar, antiproliferatif, —apoptotik etkinliklerini ~ degerlendirdigimiz
calismamizda, DEN uygulamasinin karsinogenez sinyal yolaklarindaki STAT-3, NF-
kB ve CIP2A ekspresyonunun artmasina, doku ve serum Notchl, Jaggedl, SMO,
SHH, survivin, annexin V seviyelerinde artigina ve kaspaz-3 azalisina yol acarak
tiimor olusumuna katki sagladigi, apigenin ve chrysin’in ise tiimdr olusumuna yatkin
bu mikrogevrede kanser sinyal yollarinda gorevli bu molekiillerin ekspresyonlarin
diizenleyerek koruyucu bir etki gosterebilece8i kanisina varilmistir. Ayn1 zamanda,

secili dogal flavonoidlerin HCC {izerinde sagladig terapotik etkinlik (6zellikle en
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fazla antineoplastik etkiyi gosteren apigenin), etkin bir kemoterapdtik ajan
olabileceklerini gostermektedir. Calismamizin 06zgiinliigiini olusturan kisim ise
hepatoseliiler karsinomda her iki ajaninin (chrysin ve apigenin) birlikte
kullanilmasimin chrysin grubuna gore daha fazla yarar saglamasi olmustur. Farkl
kanser modellerinde yapilacak ¢aligmalarla ve bu verileri destekler nitelikte alinacak
sonuclarla kemoterapotik ajan olarak kullanilabilecekleri, yeni bir terapotik ilag
gelistirme imkani1 sunabilecegi 6n goriilmektedir. Bu iki ajanin birlikte kullanilmasiyla

ilgili ise daha fazla arastirmaya gerek vardir.
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