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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

HEPATOSELLULER KANSER HUCRELERINDE SORAFENIB, SPIRULINA
PLATENSIS EKTRESI VE KOMBINE UYGULAMALARININ ANTIKANSER
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Biisranur CT'VANOGULLARI AYDOGDU
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Hepatoselliiler karsinom, diinya genelinde yiiksek 6liim oranlarmna sahip olan en
yaygim primer karaciger tlimorlerinden biridir. Hastaligin ileri evrelerinde sistemik
tedavi secenegi olarak kullanilan Sorafenib, hiicre proliferasyonunu baskilayan,
anjiyogenezi engelleyen ve apoptozu indiikleyen bir multikinaz inhibitérii olarak
bilinmektedir. Ancak Sorafenib’in tek bagina kullanimi sinirh etkinlik géstermekte ve
cesitli advers etkilerle birlikte direng gelisimi riski tagimaktadir. Bu durum,
tamamlayic1 ve sinerjik etki gosterebilecek yeni ajanlarin arastirilmasmi gerekli
kilmaktadir. Bu tez c¢alismasinda, dogal kaynakli bir mikroalg olan Spirulina
platensis’in Sorafenib ile kombine olarak hepatoselliiler karsinom hiicreleri tizerindeki
antikanser etkileri ilk kez arastirilmis ve ¢alismanin 6zgiinliigii bu bilesimin deneysel

olarak degerlendirilmis olmasiyla ortaya konmustur.

Calismada, kanser hiicresi modeli olarak insan hepatoselliiler karsinom hiicre hatti
(HepG2) ve saglikli hiicre modeli olarak insan gébek kordonu ven endotel hiicre hatt1
(HUVEC) kullanilmistir. Hiicrelere 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca
farkli konsantrasyonlarda Sorafenib (1-15 uM) ve Spirulina platensis ekstrakti (1-100
pg/mL) uygulanmistir. Uygulanan bu tedavi rejimlerinin etkileri hiicre canliligi, gen
ve protein ekspresyon diizeyleri ile DNA hasar1 yoniinden degerlendirilmistir. Hiicre

canliligi, hiicresel metabolik aktiviteye duyarli MTT testi ile belirlenmis; gen



ekspresyon diizeyleri, apoptozis ve inflamasyonla iligkili BAX, CASP3, BCL-2 ve
TNF-a genleri iizerinden qRT-PCR yontemiyle analiz edilmistir. Bu genlerin
translasyon diizeyinde karsilik gelen protein miktarlar1 ise ELISA yontemi ile
Olctilmiistiir. Ek olarak, Komet testi ile uygulanan ajanlarin hiicre DNA’sinda

olusturdugu hasar diizeyleri degerlendirilmistir.

Elde edilen veriler, 5 uM Sorafenib ile 100 pg/mL Spirulina ekstraktinin kombinasyon
halinde uygulandiginda HepG2 hiicre canliliginda anlamli bir azalma sagladigini, buna
karsin HUVEC hiicrelerinde hiicre hayatta kalim oranlarinin gorece daha yiiksek
oldugunu ortaya koymustur. Molekiiler diizeyde, BAX ve CASP3 genlerinin yukar1
regiilasyonu ile apoptozun arttigi, BCL-2 geninin baskilanmasi ile antiapoptotik
etkinin azaldig1 ve TNF-a geninde meydana gelen degisikliklerin anti-enflamatuar bir
yanit1 destekledigi belirlenmistir. ELISA sonuclar1 gen diizeyinde elde edilen bulgular1
dogrulamig; Komet Test verileri ise 6zellikle yiiksek doz kombinasyonlarinda DNA

hasarmin arttigini gostermistir.

Bu bulgular dogrultusunda, Spirulina platensis’in Sorafenib ile birlikte kullaniminin
Hepatoselliiler karsinom tedavisinde sinerjik bir antikanser etki olusturabilecegi ancak
bu etkinin doz ve hiicre tipi bagimli oldugu sonucuna ulasilmistir. Calisma, dogada
bulunan biyoaktif bilesiklerin modern tibbi ajanlarla birlikte kullaniminin, geleneksel
tedavilere katki saglayabilecegini gostermesi agisindan Onemli bir Oncii nitelik

tasimaktadir.

2025, x + 45 sayfa
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Spirulina platensis.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE ANTICANCER EFFECTS OF SORAFENIB,
SPIRULINA PLATENSIS EXTRACT, AND THEIR COMBINED
APPLICATIONS IN HEPATOCELLULAR CARCINOMA CELLS

Biisranur CIVANOGULLARI AYDOGDU
Afyon Kocatepe University
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. ibrahim Hakki1 CIGERCI

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most prevalent primary liver tumors
worldwide and is associated with a high mortality rate. Sorafenib, a multikinase
inhibitor used in the systemic treatment of advanced-stage HCC, is known for its
ability to suppress cell proliferation, inhibit angiogenesis, and induce apoptosis.
However, its limited efficacy when used alone, alongside its side effect profile and the
potential for resistance development, has necessitated the investigation of
complementary therapeutic agents. In this context, the present study aimed to explore,
for the first time, the anticancer effects of the natural microalga Spirulina platensis in
combination with Sorafenib on hepatocellular carcinoma cells. The originality of this

thesis lies in the experimental assessment of this novel therapeutic combination.

The experimental design involved the use of the human hepatocellular carcinoma cell
line (HepG2) as a cancer model and the human umbilical vein endothelial cell line
(HUVEC) as a healthy control model. Cells were treated for 24 and 48 hours with
varying concentrations of Sorafenib (1-15 uM) and Spirulina platensis extract (1-100
pug/mL). The cytotoxic, apoptotic, anti-inflammatory, and genotoxic effects of these
treatments were evaluated through assessments of cell viability, gene and protein
expression, and DNA damage. Cell viability was measured using the MTT assay,
while quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was employed to analyze the expression

of apoptosis- and inflammation-related genes including BAX, CASP3, BCL-2, and



TNF-a. ELISA assays were used to assess the corresponding protein levels, and the

Comet Assay was conducted to determine the extent of DNA damage.

The findings demonstrated that the combination of 5 uM Sorafenib and 100 pg/mL
Spirulina extract significantly reduced the viability of HepG2 cells while maintaining
relatively higher survival rates in HUVEC cells. Molecular analyses revealed
increased expression of pro-apoptotic genes (BAX and CASP3), downregulation of the
anti-apoptotic gene BCL-2, and modulation of TNF-a expression consistent with an
anti-inflammatory response. Protein expression data supported the gene-level findings,

and DNA damage was notably increased in high-dose combination groups.

These results suggest that the co-administration of Spirulina platensis with Sorafenib
may elicit a synergistic anticancer effect in HCC treatment. However, the observed
genotoxicity at higher doses underscores the importance of dose optimization. This
study highlights the potential of naturally derived bioactive compounds as supportive
agents in modern targeted cancer therapies and contributes valuable preliminary data

for future preclinical and clinical investigations.

2025, x + 45 pages

Keywords: Apoptosis, Combined therapy, Hepatocellular carcinoma, Sorafenib,
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde milyonlarca insan1 etkileyen, karmasik biyolojik
mekanizmalarla seyreden ve yiliksek 6liim oranlarma neden olan bir hastalik grubudur.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, kanser tiirleri arasinda karaciger kanseri,
ozellikle hepatoselliiler karsinom (HSK), en yaygin goriillen ve oOliimciil seyreden
tiirlerden biridir (Kryic12023). HSK, genellikle kronik karaciger hastaliklar1 ve siroz gibi
temel saglik sorunlarma bagli olarak gelismekte ve hastalarin yasam siirelerini ciddi
sekilde kisaltmaktadir. Bununla birlikte, mevcut tedavi yontemlerinin etkinligi sinirl
olup, bu tedavilerin saglikli dokular {izerinde olusturdugu yan etkiler tedaviyi daha da

zorlastirmaktadir (Drozdogan 2024).

Gilintimiizde, hedefe yonelik tedavi yaklagimlari, kanser aragtirmalarinda giderek daha
fazla on plana ¢ikmaktadir. Bu yaklasimlar, kanser hiicrelerinin biiylimesini ve
cogalmasimi baskilamakla birlikte saglikli hiicrelerin korunmasini hedeflemektedir. Bu
dogrultuda, dogal bilesiklerin antikanser potansiyelleri dikkat c¢ekmekte, ozellikle
mikroalglerden elde edilen biyoaktif maddeler bu alanda umut vaat etmektedir. Spirulina
platensis, igerdigi fenolik bilesikler, karotenoidler ve polisakkaritler gibi biyolojik aktif
bilesenler sayesinde antioksidan, antienflamatuvar ve immiinomodiilatér 6zellikleriyle
taninmaktadir (Celekli ve Kahraman 2021). Son yillarda yapilan ¢alismalar, Spirulina
platensis’in antikanser etkilerinin de dikkate deger oldugunu gostermektedir (Celekli ve
Kahraman 2021).

HSK tedavisinde kullanilan temel ilaglardan biri olan Sorafenib (SOR), hiicre
proliferasyonunu ve anjiyogenezi baskilayan bir tirozin kinaz inhibitoridir (Kiyict
2023). SOR, HSK tedavisinde yaygin olarak kullanilsa da, hastalarda 6nemli yan etkiler
yaratmasi ve uzun vadede tiimor hiicrelerinde direng gelismesine yol agmasi, bu ilacin
etkinligini smirlandirmaktadir. Bu nedenle, SOR’in etkisini artiracak ve yan etkilerini
azaltacak destekleyici kombinasyon stratejileri lizerinde ¢aligmalar yapilmasi biiyiik bir

onem tagimaktadir (Kiyic1 2023, Drozdogan 2024).



HepG?2 hiicre hatt1 kullanilarak Spirulina platensis ve SOR kombinasyonunun antikanser
etkilerini degerlendirilmis, arastrma kapsaminda, bu kombinasyonun hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkileri hiicre canlilik testi, gen ekspresyon analizleri (QRT-
PCR) ve DNA hasar testi (KOMET testi) ile incelenmistir. Ozellikle apoptoz
mekanizmasinda yer alan TNF-o, BAX, CASP3 ve BCL-2 gibi genlerin ifade
seviyelerindeki degisiklikler detayli olarak analiz edilecektir. Bu analizler,
kombinasyonun apoptoz indiiksiyon potansiyelini ve kanser hiicrelerini hedef almadaki

etkinligini ortaya koyacaktir (Celekli ve Kahraman 2021, Drozdogan 2024).

Arastirmanin temel hipotezi, Spirulina platensis ekstrelerinin antikanser etkilerinin SOR
ile kombine edildiginde sinerjik bir sekilde artabilecegi ve bu kombinasyonun kanser
hiicrelerinin 6liim oranint yiikseltirken, saglikli hiicrelerin korunmasma katki
saglayabilecegidir. Bu kapsamda, ¢alismada elde edilen bulgular, daha etkili ve yan
etkileri minimize edilmis tedavi yaklasimlarmin gelistirilmesi igin degerli bilgiler
sunabilir. Ayrica, Spirulina platensis gibi dogal iiriinlerin biyoteknolojik ve farmakolojik
potansiyelini de aydinlatmay1 hedeflemektedir (Celekli ve Kahraman 2021, Kiyic1 2023,
Drozdogan, 2024).



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Hepatoselliiler Kanser Hiicreleri Tammm Ve Ozellikleri

HSK, karacigerin birincil malign tiimérlerinden biri olup, genellikle hepatositlerden
(karacigerin ana hiicreleri) kaynaklanmaktadir. HSK, karaciger kanserlerinin %75-85’ini
olusturmakta ve diinya genelinde 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir

(Llovet 2021, Sung 2021).

Bu kanser tipi genellikle siroz, hepatit B virlisii (HBV) ve hepatit C viriisii (HCV)
enfeksiyonlart gibi kronik karaciger hastaliklar1 ile iliskilidir (El-Serag 2012).
Histopatolojik olarak, HSK mikroskop altinda farkl: alt tiirlere ayrilabilen heterojen bir
yapiya sahiptir (Marrero 2018).

Histolojik ¢esitlilik acisindan HSK, genellikle trabekiiler, pseudoglandiiler veya solid
hiicresel diizenlemeler gosterir. Bu yapilar, hepatositlerin malign degisimlerine isaret
eder. Molekiiler heterojenlik acisindan HSK, genetik ve epigenetik degisikliklerin bir
sonucu olarak farkli molekiiler alt tiplere ayrilabilir. Ornegin, Wnt/B-katenin sinyal
yolunda mutasyonlar sik¢a gézlemlenir. Klinik seyir acisindan semptomlar genellikle
ileri evrede ortaya ¢ikar ve bu durum, hastaligin ge¢ teshisine neden olur. Karaciger
fonksiyon kaybi, karin agrisi, asit ve sarilik sik goriilen belirtilerdir. Risk Faktorleri
kronik hepatit B (HBV) ve C (HCV) enfeksiyonlari, alkolik karaciger hastaligi ve

aflatoksin maruziyeti 6nemli risk faktorleridir (Boyault 2007).

Hiicre tiplerine bagli kanser alt tipleri’ne baktigimizda fibrolamellar HSK daha geng yas
gruplarinda goriiliir ve genellikle kronik karaciger hastaligi dykiisii olmayan bireylerde
ortaya ¢ikar (Craig 1980). Histolojik olarak yogun kollajen bantlar1 ve biiylik eozinofilik
hiicreler icerir. Kolloid (Mukoid) Tip nadir goriilen bir alt tiptir ve miisin iireten
hiicrelerden olusur (Ishak 2001). Daha agresif bir seyir gosterebilir. Klar Hiicreli Tip
Hiicrelerin sitoplazmasinda bol glikojen veya lipit birikimi nedeniyle seffaf bir gériiniime
sahiptir (Lauwers Misdraji 2007). Genellikle daha iyi prognoz ile iligkilidir.
Makrotrabekiiler Masif Alt Tip 6zellikle pS3 mutasyonlari ile iliskilidir ve daha koti bir
prognoz taswr (Kakar 2009). Biiyiik trabekiiler diizenlemeler ile karakterizedir.



Anjiyomiyolipom Benzeri Alt Tip HSK'nin yag ve damar benzeri yap1 gosteren nadir bir

varyantidir. Karisik mezodermal ve epitelyal farklilagsma izlenir (Banerjee 2012).

2.2 Hepatoselliiler Karsinomun Tedavisi

HSK, hem lokal hem de sistemik tedavi yaklagimlarini gerektiren kompleks bir
malignitedir. Tedavi stratejileri; timor evresi, karaciger fonksiyon rezervi (Child-Pugh
smiflamasi), hastanin performans durumu (Eastern Cooperative Oncology Group
[ECOG] skoru) ve genel klinik durumu gibi gesitli faktorlere gore bireysellestirilir
(Marrero 2018). Bu kapsamda, Barcelona Klinik Karaciger Kanseri (BCLC) evreleme
sistemi, HSK i¢in uluslararasi diizeyde kabul goren bir tedavi planlama algoritmas1 olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Llovet 1999, Reig 2022).

Molekiiler hedefli tedaviler arasinda en yaygin kullanilan ajanlardan biri SOR olup, bu
ajan bir multikinaz inhibitoriidiir. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorleri
(VEGFR) ve Rafkinaz yolaklarmi inhibe ederek tiimor proliferasyonu ve anjiyogenezini
baskilar. Tleri evre HSK’da birinci basamak sistemik tedavi olarak kabul edilen SOR,
diyare, el-ayak sendromu ve hipertansiyon gibi yan etkiler olusturabilir (Llovet 2008).
Alternatif bir multikinaz inhibitorii olan Lenvatinib, ileri evre hastalarda SOR benzer
etkinlik gostermistir. Ancak hipertansiyon, proteiniiri ve istahsizlik gibi advers etkileri

mevcuttur (Kudo 2018).

Immiinoterapilerde Atezolizumab (anti-PD-L1) ile Bevacizumab (VEGF inhibitorii)
kombinasyonu 6ne ¢ikmaktadir. Bu tedavi protokolii, birinci basamakta progresyonsuz
sagkalimi anlamli diizeyde artirmistir. Ancak kanama riski, yorgunluk ve hipertansiyon

gibi yan etkiler gézlenebilmektedir (Finn 2020).

SOR tedavisine ragmen hastalik progresyonu gosteren olgularda ikinci basamak ajan
olarak Regorafenib kullanilmaktadir. Regorafenib’in baslica yan etkileri arasinda
hepatotoksisite, hipertansiyon ve dermatolojik reaksiyonlar yer almaktadir (Bruix 2017).
Uciincii basamak tedavi segenegi olarak Cabozantinib, MET, AXL ve VEGFR-2
kinazlarmi hedef alarak etkinlik gosterir. Ancak gastrointestinal bozukluklar,

hipertansiyon ve tromboz gibi advers etkiler s6z konusudur (Abou-Alfa 2018).



Lokal tedavi yaklasimlar1 arasinda cerrahi rezeksiyon, 6zellikle Child-Pugh A sinifi ve
yeterli karaciger rezervine sahip hastalarda uygulanabilir. Karaciger nakli ise Milan

kriterlerine uygun hastalar i¢in kiiratif bir segenektir (Mazzaferro 1996).

Cerrahiye uygun olmayan olgularda, kiigilk ve sinrrli tiimorler i¢in Radyofrekans
Ablasyon (RFA) etkili bir yontemdir (Livraghi 1999). Transarteriyel Kemoembolizasyon
(TACE), ara evre HSK’da standart tedavi olarak kullanilmakta ve tiimoral damarlarin
kemoterapotik ve embolik ajanlarla tikanmasini icermektedir (Lo 2002). Transarteriyel
Radyoembolizasyon (TARE) ise Yttrium-90 (Y-90) partikiilleri ile hedefe yonelik lokal
radyoterapi saglar (Sangro 2011). Stereotaktik Beden Radyoterapisi (SBRT), lokalize
ancak cerrahiye uygun olmayan hastalarda tercih edilebilirken, Proton Terapisi daha az
cevre doku hasar1 ile hassas tiimor hedeflemesi sunar, ancak yiiksek maliyeti nedeniyle

sinirl uygulanmaktadir (Klein 2015).

Son yillarda lokal ve sistemik tedavilerin kombinasyonu, daha iyi klinik sonuglar elde
etmek amaciyla Onerilmektedir. Ornegin, TACE sonrasi immiinoterapi uygulamasi

hastaligin kontroliinde olumlu katkilar saglayabilir (Park 2021).

2.3 Sorafenib: Kullanimi ve Etki Mekanizmasi

SOR, ileri evre HSK tedavisinde kullanilan, oral yolla uygulanan ¢oklu kinaz
inhibitoriidiir. Ozellikle tiimdr hiicrelerinin proliferasyonu ve anjiyogenezinden sorumlu
olan VEGF reseptorleri gibi ¢esitli tirozin kinazlar1 hedef alir. SOR kimyasal ad1 N-(3-
triflorometil-4-klorofenil)-N'-(4-[2-metilkarbamoilpiridin-4-ilJoksifenil) olan bir bi-aril
ire tirevidir (Gauthier & Ho 2013). Sorafenib’e kimyasal yapi1 Sekil 2.1°de
sunulmaktadir (Rini 2006).



Seki 2.1: Sorafenib kimyasal yapisi (Rini 2006).

SOR’in 6nerilen giinliik dozu, giinde iki kez 400 mg olmak iizere toplam 800 mg’dir. Bu
doz, yemeklerden en az bir saat 6nce veya iki saat sonra uygulanmalidir. Tedavi siiresi,
hastah@m seyrine ve hastanin ilaca toleransma gore degismektedir. Ilacin tolere
edilemedigi durumlarda dozaj azaltilabilir; 6rnegin diyare, el-ayak sendromu veya
hipertansiyon gibi advers etkiler gézlendiginde doz giinde iki kez 200 mg’a indirilebilir.
Hafif ve orta dereceli karaciger yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi genellikle
gerekmezken, ciddi karaciger yetmezligi durumunda dikkatli kullanim 6nerilmektedir.
SOR, ciddi kardiyak bozukluklar1 olan, kontrolsiiz hipertansiyon veya ilaca kars1 asiri

duyarlilik 6ykiisii bulunan hastalarda kontrendikedir (Llovet 2008).

SOR’in antitiimér etkisi, ii¢ temel biyolojik siirecin inhibisyonu ile iliskilidir. Ilk olarak,
serin-treonin kinaz ailesinden olan CRAF ve BRAF kinazlarini inhibe ederek
RAF/MEK/ERK sinyal yolunu baskilar. Bu mekanizma, hiicre proliferasyonunun
onlenmesini saglar ve tiimdr biiyiimesini yavaslatir (Wilhelm 2004). Ikinci olarak,
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 ve platelet kaynakli biiylime faktorii reseptorii PDGFR-
B gibi anjiyogeneze katilan reseptdrlerin inhibisyonu yoluyla tiimor dokusunun
damarlasmas1 azaltilir ve oksijenlenme smirlanir (Llovet 2008). Ugiincii olarak, BCL-2
protein ailesi lizerinden etki ederek apoptoz mekanizmasini aktive eder ve tiimor
hiicrelerinin kontrollii hiicre 6liimiinii tesvik eder (Wilhelm 2006). Ayrica, c-KIT ve RET
gibi diger tirozin kinazlar1 da inhibe ettigi gdsterilmistir; bu sayede tiimor mikrogevresi

ve metastatik potansiyel lizerinde de diizenleyici etki saglamaktadir (Wilhelm 2006).

Klinik calismalar, SOR’in ileri evre HSK hastalarinda plasebo ile karsilastirildiginda
anlamli diizeyde sagkalim avantaji sagladigini ortaya koymustur. (Llovet 2008) yiirittiigi
cok merkezli, ¢ift kor, randomize kontrolli SHARP caligmasinda (Sorafenib HCC

Assessment Randomized Protocol), SOR tedavisi uygulanan hastalarda ortalama



sagkalim siiresi 10.7 ay olarak saptanmig, bu siire plasebo grubunda 7.9 ay olarak
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada SOR tedavisine bagli olarak en sik karsilasilan advers
etkiler diyare, el-ayak sendromu, hipertansiyon ve yorgunluk seklinde raporlanmis;
nadiren karaciger toksisitesi, miyokard enfarktiisii ve gastrointestinal perforasyon gibi

ciddi yan etkiler de gézlenmistir (Llovet 2008).

2.4 Spirulina platensis Kanser Tedavisindeki Rolii

Spirulina platensis, mikroskobik mavi-yesil algler (siyanobakteriler) smifina ait olup,
icerdigi yiiksek diizeyde biyolojik aktif bilesenler nedeniyle fonksiyonel bir siiper gida
olarak tanimlanmaktadir. Antioksidan, antiinflamatuar ve imminomodiilator o6zellikleri
sayesinde oOzellikle kanser alaninda destekleyici tedavi ajani olarak kullanilmasina

yonelik ilgi giderek artmaktadir (Agarwal 2014, Dasgupta 2014).

Antioksidan etkisi, 6zellikle fikosiyanin, karotenoidler ve tokoferoller (E vitamini) gibi
bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Bu maddeler, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) notralize
ederek oksidatif stres diizeyini azaltir ve DNA hasarmi 6nleyerek hiicresel mutasyonlara

bagli kanserlesme riskini azaltabilir (Agarwal 2014).

Immiinomodiilatdr etkileri baglaminda Spirulina; makrofajlar, dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicreler ve T lenfositler gibi immiin sistem bilesenlerini aktive ederek bagisiklik yanitini
giiclendirmektedir (Dasgupta 2014). Bu durum 6zellikle kemoterapi ve radyoterapi gibi
bagisiklig1 baskilayan tedaviler sirasinda koruyucu fayda saglayabilir.

Antiinflamatuar etkisini siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimini inhibe ederek gergeklestiren
Spirulina, prostaglandin sentezini baskilamakta ve bdylece kronik inflamasyonu
azaltmaktadir (Agarwal 2014). Kronik inflamasyonun kansere yol agabilecek molekiiler

degisiklikleri tetikledigi g6z Oniine alindiginda bu etki oldukga kritiktir.

Deneysel calismalar, Spirulina platensis’in kemoterapiye bagli yan etkileri (6rnegin,
yorgunluk, istahsizlik, mide bulantisi) azaltabilecegini gostermektedir. Ayn1 zamanda

istah artig1 ve enerji diizeylerinde iyilesme saglayarak hastalarin genel yagam kalitesine



olumlu katki sundugu bildirilmistir (Agarwal 2014). Bu etkinin 6zellikle fikosiyanin
bilesiginin hiicre dongiisiinii durdurma ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla ortaya ¢iktigi

belirtilmistir (Dasgupta 2014).

Ayrica Spirulina’nin tiimor baskilayict genlerin ekspresyonunu artirabilecegi ve proto-
onkogenlerin baskilanmasina aracilik edebilecegi ifade edilmektedir. Bu durum
epigenetik mekanizmalar araciligiyla hiicre cogalmasini diizenleyerek tiimor olusumunu
sinirlandirabilir (Dasgupta 2014). Preklinik modellerde Spirulina’nin HSK basta olmak
iizere meme ve kolorektal kanserlerde tiimor biliylimesini inhibe ettigi gosterilmistir
(Agarwal 2014). insan ¢aligmalarinda, meme kanserli kadinlarda yapilan bir arastirmada
Spirulina takviyesi alan bireylerde yorgunluk diizeylerinin azaldig1 ve yasam kalitesinde

belirgin iyilesme saglandigi rapor edilmistir (Dasgupta 2014).

Spirulina genellikle toz, tablet veya kapsiil formunda kullanilmaktadir. Giinliikk dozaj,
genellikle 1-3 gram arasinda onerilmekte olup, bireyin genel saglik durumuna ve tedavi
protokoliine gore hekim kontroliinde belirlenmelidir (Agarwal 2014). Kemoterapi ya da
radyoterapi slirecine entegre edildiginde bagisiklik sistemini destekleyici rol iistlenebilir

(Dasgupta 2014).

Genellikle glivenli bir iiriin olarak kabul edilse de bazi bireylerde mide rahatsizliklari, bas
agris1 veya alerjik reaksiyonlar gibi hafif yan etkiler olusturabilecegi i¢in, 6zellikle
immiin sistemi baskilanmis bireylerde dikkatli kullanilmasi onerilmektedir (Agarwal

2014).

2.5 HepG2 Hiicre Hatt1 ve Karaciger Arastirmalarindaki Onemi

HepG2 hiicre hatti, insan HSK hiicrelerinden tiiretilmis olup, karaciger kanseri
arastrmalarinda yaygin olarak kullanilan bir in vitro modeldir (Aden 1979).
Caligmanizda, SOR ve Spirulina platensis kombinasyonunun HepG2 hiicre hatti
iizerindeki antikanser etkileri degerlendirilmistir. Bu hiicre hatti, karacigerin

biyokimyasal ve metabolik islevlerini taklit etme kapasitesine sahip olup, 6zellikle ilag



metabolizmasi, gen ekspresyon degisiklikleri ve apoptoz mekanizmalarinin incelenmesi

acisindan 6nemli bir model sunmaktadir (Castellb2006).

HepG2 hiicre hatt1 tizerinde yapilan c¢alismamizda SOR ve Spirulina platensis
kombinasyonlarmin hiicre canliligi, gen ekspresyonu ve DNA hasar1 tizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. MTT testi sonuglari, kombinasyon tedavisinin HepG2 hiicrelerinde
belirgin bir sitotoksik etkiye neden oldugunu gostermistir. Hiicre canliligmin azalmasi,
ozellikle apoptotik mekanizmalarin aktive olmasina bagl olarak BAX ve CASP3 gen
ekspresyonlarinda artis, BCL-2 gen ekspresyonunda ise azalma ile dogrulanmistir
(Demirci 2021). Bu bulgular, kombinasyon tedavisinin HepG2 hiicrelerinde apoptoz
indiikleyici etkisini desteklemektedir (Mirza 2020).

Bununla birlikte, ¢alismamizda Komet testi yontemi kullanilarak, SOR ve Spirulina
platensis kombinasyonlarinn DNA hasarina neden olup olmadigi arastirilmustir.
Sonuglar, yiikksek doz kombinasyon uygulamalarinda genotoksisite diizeyinin arttigini,
ancak diisiik doz kombinasyonlarda DNA hasarinin daha sinirli oldugunu géstermistir.
Bu durum, kombinasyon tedavisinin doza bagimli etkiler gosterebilecegini ve optimum

dozun belirlenmesinin 6nemini ortaya koymustur (Scholz, Gortz ve Elgammal 2015).

HepG2 hiicre hatti, ayn1 zamanda kanser tedavisinde yeni ilag kombinasyonlarmin
etkinligini test etmek i¢in sik¢a tercih edilmektedir. SOR ve Spirulina platensis
kombinasyonunun tek basma uygulanan SOR e kiyasla daha giiclii apoptotik ve sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgular, Spirulina platensis'in HSK tedavisinde
kemoterapotik ajanlarla kombine kullanimmin potansiyel olarak faydali olabilecegini

disiindiirmektedir (Liu 2015).

HepG2 hiicre hattinin bazi sinirlamalar1 da bulunmaktadir. Bu hiicreler tiimor hiicresi
ozellikleri tasidig1 icin normal hepatosit fonksiyonlarini tam olarak yansitamamaktadir
(Oztiirk ve Kaya 2018). Ozellikle, Sitokrom P450 (CYP) ailesi enzimlerinin diisiik
seviyelerde eksprese edilmesi, ilag metabolizmasini degerlendirme agisindan bazi

kisitlamalar yaratmaktadir. Bu nedenle, elde edilen verilerin daha kapsamli bir sekilde



degerlendirilmesi i¢in primer hepatositler veya farkli karaciger hiicre hatlariyla

dogrulama yapilmasi dnerilmektedir (Ege 2021).

Kullanilan HepG2 hiicre hatti, HSK tedavisinde SOR ve Spirulina platensis
kombinasyonunun potansiyel terapotik etkilerini degerlendirmek agisindan giiglii bir
model olusturmustur. Elde edilen bulgular, bu kombinasyonun apoptozu tesvik ettigini,
DNA hasarini artirdigini ve gen ekspresyon diizeylerinde belirgin degisikliklere neden
oldugunu ortaya koymustur. Bu veriler, kombinasyon tedavilerinin karaciger kanseri i¢cin

umut vadeden bir yaklasim olabilecegini gostermektedir.

2.6 HUVEC Hiicre Hatt1 ve Damar Endoteli Arastirmalarindaki Rolii

HUVEC damar biyolojisi, inflamasyon, vaskiiler gecirgenlik, pihtilasma ve anjiyogenez
gibi endoteliyal fonksiyonlarin in vitro modellenmesinde yaygin olarak kullanilan bir
sistemdir. Bu hiicre hatti, saglikli insan endotel hiicrelerini temsil etmesi nedeniyle
ozellikle ilag toksisitesi, inflamatuar yanitlar ve hiicre koruma mekanizmalarinin
arastirtlmasinda 6nemlidir (Jaffe 1973, Baudin 2007). Bu ¢alismada, HUVEC hiicre hatti,
SOR ve Spirulina platensis kombinasyonunun saglikli damar hiicreleri tizerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla kullanilmistir. Kombinasyon tedavisinin HUVEC
hiicreleri tizerindeki etkileri, oksidatif stres ve inflamatuar yanit parametreleri tizerinden

analiz edilmistir.

Ayrica HUVEC hiicre hatti, anjiyogenezin in vitro incelenmesinde de 6nemli bir model
sistemdir. Anjiyogenez, yalnizca tiimdr biiylimesinde degil, ayn1 zamanda yara iyilesmesi
ve cesitli vaskiiler hastaliklarin progresyonunda da kritik rol oynar (Folkman 2007).
Calismada, kombinasyon tedavisinin HUVEC hiicreleri lizerindeki etkileri, saglikli hiicre
biitiinliiglinlin  korunmasi1 ve tedaviye bagh toksik etkilerin smirlandirilmasi
perspektifinden degerlendirilmistir. Bulgular, bu tedavi protokoliiniin saglikli hiicreler

iizerinde minimal sitotoksik etki olusturdugunu ortaya koymustur.

Bununla birlikte, HUVEC hiicre hattinin bazi sinirlamalar1 bulunmaktadir. Primer hiicre

kokenli olmalar1 nedeniyle smirli boliinme kapasitesine sahiptirler ve uzun siireli
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kiiltiirlerde yaglanma (senesens) Ozellikleri gosterebilirler. Ayrica, farkli donorlerden
izole edilen HUVEC hiicreleri arasinda genetik ve fenotipik farkliliklar bulunabilir. Bu
nedenle, ¢alismada kullanilan hiicrelerin dondr 6zellikleri ve kiiltiir kosullari, sonuglarin

biyolojik gilivenilirligini artrmak amacryla titizlikle standardize edilmistir (Zhou 2020).

Sonug olarak, HUVEC hiicre hattt bu g¢alismada, SOR ve Spirulina platensis
kombinasyonunun saglikli damar hiicreleri tizerindeki etkilerini analiz etmede uygun ve
giivenilir bir model sistem olarak kullanilmistir. Bulgular, bu kombinasyon tedavisinin
inflamatuar yanitlar1 baskiladigini, oksidatif stresi azalttigmi ve saglikli hiicre
biitlinliigiinii koruyarak daha gilivenli tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki

sunabilecegini gostermistir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu c¢alismada, HepG2 ve HUVEC kullanilarak SOR ve Spirulina platensis
kombinasyonunun hiicresel etkileri incelenmistir. HepG2 hiicreleri, Afyon Kocatepe
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma
Laboratuvari stoklarindan temin edilmistir. Calisma kapsaminda, HepG2 ve HUVEC
iizerinde, farkli ilag kombinasyonlarinin sitotoksik ve genotoksik etkileri

degerlendirilmistir (Castell 2006, Scholz 2015).

HepG2 hiicre hatti, karaciger kanseri arastirmalarinda yaygmn olarak kullamilan bir
modeldir ve o6zellikle ilag metabolizmasi, apoptoz ve gen ekspresyon analizleri i¢in

onemli bir sistem sunmaktadir (Aden 1979).

Bu arastirma, SOR ve Spirulina platensis kombinasyonunun, karaciger kanseri hiicreleri
iizerinde sitotoksik ve apoptoz indiikleyici etkilerini degerlendirirken, saglikli hiicreler

iizerindeki olas1 koruyucu etkilerini de analiz etmeyi amacglamaktadir.

3.1 Cahsmada Kullanilan Materyaller

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Bu calismada, hiicre kiiltiirti, sitotoksisite, gen ekspresyon analizi ve biyokimyasal testler

icin asagida belirtilen cihazlar kullanilmistir:

CO: Inkiibatérii: Hiicrelerin optimal biiyiime kosullarinda (%5 COz, 37°C, %95 nem)

kiiltiire edilmesini saglamak amaciyla kullanilmastir.

Laminat Akis Kabini (Flow Kabin): Hiicre kiltiirii islemlerinin steril ortamda
yiriitiilmesini saglayarak kontaminasyon riskini azaltmak i¢in kullanilmistur.
Ters Mikroskop (Inverted Microscope): Hiicrelerin morfolojik yapilarmin ve biiylime

durumlarinin gézlemlenmesi amactyla kullanilmigtir.
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Santrifiij (4°C ve oda sicakliginda ¢alisabilen): Hiicre siispansiyonlarmin ayristirilmas,
slipernatantlarin toplanmasi ve numunelerin yogunlastirilmasi i¢in kullanilmistur.
ELISA Okuyucu (Mikroplaka Spektrofotometresi): MTT testi ve ELISA analizlerinin

absorbans Ol¢iimleri i¢in kullanilmustir.

gPCR Cihaz1 (Bio-Rad CFX96): Gen ekspresyon analizlerinde, hedef genlerin relatif

ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmastir.

Derin Dondurucular (-20°C ve -80°C): Hiicre kiiltiiri, RNA/DNA 6rnekleri ve cesitli
kimyasallarin uzun siireli saklanmasi i¢in kullanilmastir.
Elektroforez Sistemi: PCR {iriinlerinin analiz edilmesi ve DNA hasar testleri icin

kullanilmustir.

3.1.2 Kullamilan Kimyasallar

Deneylerin dogru ve giivenilir sekilde yiiriitiilmesi icin asagidaki kimyasallar
kullanilmastir:

Hiicre Kiiltiirii I¢in Kullanilan Kimyasallar:

HepG2 Hiicre Besiyeri: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) + %10 Fetal
Bovine Serum (FBS) + %1 Penicillin/Streptomycin

HUVEC Hiicre Besiyeri: Endotel hiicre biiylime ortami (ECM) + %10 FBS + %]l
Penicillin/Streptomycin

Trypsin-EDTA Cozeltisi: Yapiskan hiicreleri  kiiltiir yiizeyinden aymrmak i¢in
kullanilmistir.

Fetal Bovine Serum (FBS): Hiicrelerin biiyiime ve gelisimini destekleyen temel
bilesenlerden biridir.

Phosphate Buffered Saline (PBS): Hiicre yikama islemlerinde ve ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

DMSO (Dimetil Stilfoksit): Hiicre dondurma ¢6zeltisi olarak kullanilmistir.

MTT Testi I¢in Kullanilan Kimyasallar:

MTT Cozeltisi (Metil Tiazolil Tetrazolyum): Hiicre canliligmi belirlemek i¢in

kullanilmaistir.
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DMSO (Dimetil Siilfoksit): Formazan kristallerini ¢6zmek ve absorbans 6l¢iimii yapmak
icin kullanilmistir.

Gen Ekspresyon Analizi I¢in Kullanilan Kimyasallar:

RNA Izolasyon Kiti (GeneAll® Ribospin™ RNA Kit #304-150): Hiicrelerden RNA
ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir.

cDNA Sentez Kiti (FIREScript® RT ¢cDNA Synthesis Kit, Solis BioDyne): 1zole edilen
RNA’nin cDNA'ya doniistiiriilmesi i¢in kullanilmistir.

qPCR Master Mix (Solis BioDyne 5X HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus):
Gen ekspresyon analizleri i¢in kullanilmastir.

Primerler: Hedef genler ve referans gen (GAPDH) i¢in tasarlanmis spesifik primerler
kullanilmastir.

Komet Analizi i¢in Kullanilan Kimyasallar:

Diisiik Erime Noktali Agaroz (LMA): DNA hasar analizi i¢in kullanilmistir.

Lizis Tamponlart: Hiicre membranini pargalayarak DNA'nin serbest hale getirilmesini
saglamak i¢in kullanilmagtir.

Elektroforez Tamponu: DNA gd¢iinii saglamak amaciyla kullanilmistir.

ELISA Analizi I¢in Kullanilan Kimyasallar:

ELISA Kitleri: TNF-a, IL-6 ve VEGF proteinlerinin kantitatif OSl¢timleri igin
kullanilmastir.

Standart Cozelti: Konsantrasyon hesaplamalar1 i¢in referans noktalar1 olusturulmustur.
Substrat Cozeltisi (TMB): Renk degisimi saglayarak absorbans 6l¢iimii yapilmasina
olanak tanimuistir.

Durdurma Soliisyonu (%1 H2S0O.): Renk reaksiyonunu sonlandirmak i¢in kullanilmistir.
Yikama Tamponu: ELISA kuyucuklarmin temizlenmesi i¢in kullanilmstir.

Hiicre Tedavisi I¢in Kullanilan Bilesikler:

SOR: HSK hiicrelerinde kullanilan kemoterapdtik ajan.

Spirulina platensis Ekstresi: Dogal bilesik olarak ¢alismaya dahil edilen ve anti-kanser

etkileri arastirilan madde.
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3.2 Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan HepG2 ve HUVEC hiicre kiiltiiri islemleri gercgeklestirildi.
Deneylerde Spirulina platensis sulu ekstrakti kullanilarak hiicrelere farkli dozlarda

uygulanmigtir.

3.2.1 Hiicre I¢in Besiyeri Hazirlanmasi

Hiicrelerin biiylimesi ve canliligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan besiyeri steril
kosullarda hazirland1.

HepG2 hiicre hatt1 i¢in besiyeri olarak Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
kullanildi. Bu besiyeri, 500 mL DMEM igerisine;

%10 (v/v) Fetal Sigir Serumu (FBS),

%1 (v/v) Penisilin/Streptomisin,

%1 (v/v) L-Glutamin eklenerek hazirlandi.

HUVEC hiicre hatt1 i¢in, Endotelyal Hiicre Biiyiime Ortami (EGM-2) kullanild1 ve
icerisine heparin ve biiylime faktorleri eklendi.

Besiyerinin sterilizasyonu i¢in 0.22 um gézenekli membran filtreden gegirildi ve 4°C'de

saklandi. Calismalardan 6nce 37°C’de su banyosunda 30 dakika bekletildi.

3.2.2 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Cogaltilmasi

HepG2 ve HUVEC hiicreleri, sivi azot tankinda -80°C’de saklanmistir. Hiicreler steril
kosullar altinda ¢ozdiirtilerek kiiltiir ortamina adapte edildi.

Hiicreler -20°C’de 10-15 dakika bekletildi, ardindan 37°C’de sicak su banyosunda 1-2
dakika siireyle ¢cozdiiriildii.

(Coziilen hiicreler laminar akis kabinine alind1 ve 1 mL besiyeri eklenmis steril 15 mL’lik
falkon tiipiine aktarild1.

Homojen dagilim saglamak i¢in pipetleme yapildi, ardindan 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi.

Stipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve taze besiyeri ile tekrar santrifiij edildi.

Flasklara uygun besiyeri miktar1 eklenerek %5 CO: igeren, 37°C’de inkiibasyona alind1.
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3.2.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin saglikli cogalmasini saglamak i¢in %80-90 konfluens seviyesine ulastiginda
pasajlama islemi gergeklestirildi.

Flask igindeki eski besiyeri uzaklastirildi ve 37°C’de 3 mL Tripsin-EDTA eklendi.
Hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi i¢in 5 dakika inkiibatorde bekletildi ve ardindan besiyeri
eklenerek hiicreler falkona alind1.

Santrifiij (800 rpm, 5 dk) sonrasi siipernatant uzaklastirildi, hiicreler besiyeri ile yeniden
slispansiyon haline getirildi.

Ekim i¢in 25 cm? ve 75 cm? boyutundaki flasklara uygun miktarda besiyeri eklendi;
ardindan hiicre-besiyeri karisimindan alinan 500 pL, flasklarin yiizeyine homojen bir
sekilde dagitild1.

Pasajlanan flasklar daha sonra %5 CO2 ve 37°C sicaklikta inkiibasyona alindu.

3.2.4 Tripan Blue ile Thoma Laminda Hiicre Sayimi

Hiicrelerin iireme orani %80-90 oldugunda, flasklardaki medyum atik kabina atild1 ve

iizerine 3 mL Tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in inkiibatorde 5
dakika bekletildi.

Mikroskop altinda canli hiicreler parlak, 6lii hiicreler mavi renkte gézlemlendi.
Canli hiicre sayis1 asagidaki formiil ile hesaplandi:

Toplam hiicre sayis1 (mL) = Ortalama hiicre sayis1 x10* x Diliisyon faktorii

3.2.5 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Uzun siireli saklama i¢in HepG2 ve HUVEC hiicreleri kriyoprezervasyona tabi tutuldu.
Hiicre siispansiyonu hazirlandi ve 800 rpm’de santrifiij edildi.

Pellete zarar vermeden 750 pL besiyeri eklendi.

675 uL Fetal Bovine Serum (FBS) ve 75 uL DMSO damla damla eklendi.

-20°C’de 15-20 dakika bekletildi, ardindan -80°C siv1 azot tankinda sakland:.
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3.3 Spirulina platensis Ekstraktinin Hazirlanmasi ve Hiicrelere Uygulanmasi

Bu ¢alismada Spirulina platensis kuru toz formunda (SOLGAR markasi) temin edilerek,
sulu ekstrakt formunda hazirlanmistir. Hazirlanan ekstrakt, HepG2 ve HUVEC
hiicrelerine  farkli dozlarda uygulanarak sitotoksisite ~ve biyolojik etkiler

degerlendirilmistir.

3.3.1 Spirulina platensis Sulu Ekstraktinin Hazirlanmasi

1,5, 10, 25, 50, 75 ve 100 pug/mL Spirulina tozu, steril distile su i¢cinde ¢6ziindiriildii.
Manyetik karistiricida 30 dakika karistirilarak homojenize edildi.
Santrifiij (10.000 rpm, 10 dk) sonrasi siipernatant alind1.

0.2 2 um membran filtreden gegirilerek sterilize edildi.

3.3.2 Hiicre Kiiltiiriine Uygulanmasi

Hiicreler %80-90 konfluens seviyesine ulastiginda, Spirulina platensis ekstrakti
besiyerine eklendi.

I pg/mL ve 100 pg/mL dozlar1 hiicre ortamina eklenerek 24 ve 48 saat inkiibasyon
yapildi.

Kontrol grubu olarak hiicre kiiltiirii ortamu (Spirulina icermeyen) kullanildi.

3.4 MTT Yontemi ile Uygun Dozun Belirlenmesi

Bu c¢alismada, HepG2 ve HUVEC hiicrelerinin MTT yontemi ile hiicre canliligi
belirlenmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca uygulanan dozlarmn etkileri
gbzlemlenmis ve LD50 degerleri hesaplanmistir. Hiicrelerin canlilik ve 6liim oranlari
karsilastirilarak, hem tekil hem de kombinasyon halinde uygulanan maddelerin etkileri

detayl sekilde analiz edilmistir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 10.000 hiicre/well olacak sekilde ekilmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, SOR 1, 2, 5, 10, 12.5, 15, 20 ve 30 uM dozlar
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Spirulina platensis i¢in ise 1-100 pg/mL araliginda dozlar uygulanmistir. Kombinasyon
uygulamalar1 LD50’ye yakin dozlardan olusturulmus, 6érnegin 10 uM SOR + 2 pg/mL
Spirulina gibi kombinasyonlar denenmistir. 24 ve 48 saat sonunda 20 uL MTT c¢ozeltisi
(5 mg/mL) eklenmis, 4 saat inkiibe edilmistir. Medyum uzaklastirilarak 200 u. DMSO
eklenmis ve 30 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. Absorbans degerleri 540 nm'de
BioTek ELx800 cihaziyla 6lglilmiistiir.

3.5 Komet Analizi

Bu analizde,HepG2 ve HUVEC hiicre hatlari, belirlenen SOR ve Spirulina platensis
dozlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilerek DNA hasar1 ydniinden
degerlendirilmistir. Deney oOncesinde gerekli tiim kimyasal ¢ozeltiler hazirlanmis;
elektroforez tanki, buz kasetleri ve preparatlarin yerlestirilecegi ekipmanlar analiz

stiresine kadar +4°C'de muhafaza edilmistir.

Elektroforez tamponunda NaOH (6.0 g) ve EDTA (0.18 g), 500 mL distile su i¢inde
coziilerek homojen hale getirilmis; pH degeri 13.2’ye ayarlanarak +4°C’de saklanmistir.
Notralizasyon tamponunda Trizma Base (14.55 g), 300 mL distile su igerisinde ¢oziilmiis;

¢Ozeltinin pH’1 7.5’e ayarlanmis ve analiz gliniine kadar soguk ortamda saklanmistir.

Lizis Tamponunda NaCl (29.4 g), EDTA (7.44 g), Trizma Base (0.24 g), Triton-X (2.0
mL) ve DMSO (20.0 mL) bilesenleri kullanilarak hazirlanmistir. Triton-X ve DMSO,
analizden bir saat 6nce ilave edilerek ¢cozeltinin pH’1 10°a getirilmis ve +4°C'de muhafaza

edilmistir.

Etidyum Bromiir ¢ozeltisi 0.01 g etidyum bromiir, 50 mL distile su i¢erisinde ¢oziilerek
10 kat seyreltilmis halde kullanilmis ve c¢ozeltinin saklama kosullar1 +4°C olarak

belirlenmistir.

Normal erime noktali agaroz (NMA) 0.03 g NMA, 3 mL PBS i¢inde ¢oziilerek 1sitic

tabla lizerinde eritilmis ve lamlar lizerine ince tabaka halinde yayilmistir.
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Diislik erime noktali agaroz (LMA) hazirlanisinda 0.016 g LMA, 2 mL PBS igerisinde
¢oziilmiis ve ¢ozeltinin jel haline gecmesini Onlemek amaciyla sicak su banyosunda

bekletilmistir.

Komet Assay uygulamasinda, MTT testi sonucunda belirlenen dozlara maruz birakilan
HepG2 ve HUVEC hiicreleri, %0.5 oraninda LMA ile karistirilarak pre-coated lamlar
iizerine yayilmis ve oda sicakliginda katilastirilmistir. Hazirlanan lamlar lizis tamponu
icinde 4°C’de bir gece bekletilmis, ardindan alkali elektroforez tamponu igerisinde 20
dakika denatiirasyona birakilmistir. Elektroforez islemi, 25 V gerilim altinda 30 dakika

stireyle gerceklestirilmistir.

Deney sonunda lamlar notralizasyon tamponu ile dengelenmis ve 10 kat seyreltilmis
Etidyum Bromiir ile boyanmistir. Boyama sonrasi lamlar kurutulmus ve floresan
mikroskop (Leica DMi8) ile goriintiilenmistir. Her gruptan rastgele se¢ilen 100 hiicrede
DNA hasar1 degerlendirmesi yapilmis ve sonuglar Komet Assay IV yazilimi kullanilarak

“tail length”, “% tail DNA” ve “tail moment” parametreleri lizerinden analiz edilmistir.

3.5.1 Total RNA izolasyonu

Bu ¢alismada, HepG2 ve HUVEC hiicrelerinden RNA izolasyonu gerceklestirilmis ve
gen ekspresyon analizleri i¢cin 6rnekler hazirlanmistir. RNA izolasyonu i¢in Ribospin™
RNA izolasyon Kiti (GeneAll®) protokolii takip edilmistir. Calisma kapsamimda bir
kontrol grubu ve deneysel uygulama gruplar1 olusturulmus, hiicreler 24 ve 48 saat

boyunca belirlenen kosullarda inkiibe edilmistir.

Her deney grubu icin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca toplamda 8 adet T75
flask'a 5 x 10° hiicre ekildi ve hiicrelerin tutunmasi i¢in 37°C, %5 CO: ortaminda 24 saat
inkiibasyon gerceklestirildi. inkiibasyon siiresi sonunda, kontrol gruplarina taze besiyeri,

deney gruplarina ise belirlenen SOR ve Spirulina platensis dozlari iceren besiyeri eklendi.

Uygulama siiresi tamamlandiginda, RNA izolasyonu i¢in hiicreler toplandi ve islem

basamaklar1 gerceklestirildi. 24 saat ve 48 saat araliklarinda incelendi. inkiibasyon siiresi
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tamamlandiktan sonra, hiicreler hiicre kaziyicit kullanilarak toplanmis ve santrifiij

tiiplerine alinmugtur.

Hiicre pelletleri olugturmak i¢in 3000 rpm’de 5 dakika santriflij edilmistir.
Hiicrelerin zarlarmi parcalamak ve RNA izolasyonunu saglamak amaciyla pelletlerin
iizerine 400 pL lizis tamponu eklendi ve hiicreler pipetleme islemiyle homojen hale

getirildi.

Lizis edilen hiicre siispansiyonu mini spin kolona aktarildi ve RNA’nin membran
ylizeyine tutunmasi i¢in 10.000 G’de 30 saniye santriflij edildi. 500 puL. GW1 tampon
cozeltisi eklenerek, RNA safligin1 artrmak i¢in 10.000 G’de 1 dakika 30 saniye
santrifijleme islemi gerceklestirildi. RNA’y1 saflastirmak amaciyla mini spin kolon yeni
bir santrifiij tiipiine aktarildi ve lizerine 50 uL. Nuclease-Free Water (NFW) eklenerek oda
sicakliginda 1 dakika bekletildi. Son agamada, RNA ornekleri 10.000 G’de 1 dakika
santrifiij edilerek eliisyonu tamamlandi. Elde edilen RNA 6rnekleri kisa siireli kullanim

icin -20°C’de, uzun stireli saklama amaciyla ise -80°C’de muhafaza edildi.

3.5.2 RNA Konsantrasyonun Ol¢iimii

RNA izolasyonunun ardindan, izole edilen RNA’nin yogunlugu ve saflik oran1 Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO spektrofotometresi kullanilarak degerlendirildi. Analiz
oncesinde cihaz, RNA 6zelliklerine uygun protokolle kalibre edildi.

Nanodrop plaka tizerine referans ¢ozeltisi olarak 5 pL Niikleazsiz Su eklendi.

Her RNA numunesinden 5 pL alinarak ayni plaka igerisine yiiklendi.

Cihaz, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans 6l¢iimii yaparak RNA saflik
oranlarini belirledi.

0OD260/0D280 orant kullanilarak RNA’nin protein veya diger kirleticiler ile
kontaminasyon durumu analiz edildi.

Olgiim sonuglar1 kaydedilerek, RNA safli1 ve biitiinliigii degerlendirilmistir.
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3.5.3 cDNA Sentezi

RNA izolasyonunun ardindan, FIREScript® RT cDNA Sentez Kiti (Solis BioDyne)
protokolii dogrultusunda cDNA sentezi ger¢eklestirildi. Bu agamada, HepG2 ve HUVEC
hiicre hatlarindan izole edilen RNA 6rnekleri kullanilarak gen ekspresyon analizleri i¢in
uygun cDNA’lar olusturuldu. Deney kapsaminda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireglerine
tabi tutulan orneklerin her biri i¢in toplam hacmi 20 pL olan reaksiyon karigimlari
hazirlandi. Tiim bilesenler dikkatlice eklenerek homojen bir karisim olusturuldu:

10X RT Reaction Buffer (2 uL)

dNTP Mix (0.5 pL)

Oligo(dT) Primer (1 pL)

Random Primer (1 pL)

RNase Inhibitor (0.5 pL)

FIREScript Reverse Transcriptase (1 puL)

Niikleaz-Free Water (NFW) ile 20 pL’ye tamamlandi

cDNA sentez reaksiyonu toplam 20 pL hacminde olacak sekilde hazirlanmastir.
Reaksiyon karigiminda; 5 pg total RNA, 1 pL Oligo(dT) primer, 0.5 uL dANTP karigimu,
2 uL 10X reaksiyon tamponu, 1 pL. FIREScript Reverse Transcriptase, 0.5 pL RiboGrip
RNase inhibitorii ve niikleaz igcermeyen su kullanilmistir. Tiim bilesenler iiretici firma
protokoliine uygun sekilde birlestirilerek ¢cDNA sentez islemi gergeklestirilmistir.
Hazirlanan reaksiyon tiipleri, RNA’dan ¢cDNA sentezini saglamak amaciyla Prime
Thermal Cycler cihazma yerlestirildi. Belirlenen program kapsaminda enzimatik
dontistim gerceklestirildi ve elde edilen cDNA Ornekleri gen ekspresyon analizlerinde

kullanilmak tizere -80°C’de azot tankinda saklandi.

cDNA sentez siirecinde yiiksek kalite ve saflik diizeyi saglanarak, RNA’dan cDNA’ya
doniisiimiin verimli olmasi i¢in tiim asamalar 6zenle yiiriitiildii. Hiicrelerin SOR ve
Spirulina platensis uygulamalarina verdigi tepkileri belirlemek amaciyla sentezlenen
cDNA’lar, gen ekspresyon analizlerinde temel materyal olarak kullanildi. Bu asama,
genetik profillemenin dogrulugunu artirmak i¢in optimize edilmis ve kontaminasyon riski

en aza indirilecek sekilde tasarlanmustir.
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3.5.4 gRT-PCR Analizi

Gen ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla, HepG2 ve HUVEC hiicrelerinden izole
edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar kullanilarak kantitatif Ger¢ek Zamanli PCR
(qPCR) analizi gergeklestirildi. Caligmada, hedef genlerin ekspresyon seviyelerinin

karsilastirmali olarak degerlendirilmesi i¢cin SYBR Green yontemi kullanildi.

qPCR analizi i¢in Solis BioDyne 5X HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix Plus reaktifi
kullanilarak toplam 20 pL’lik reaksiyon karigimlar: hazirlandi. Calismada, referans gen

olarak GAPDH secildi ve hedef genlerin ekspresyon seviyeleri AACt yontemi ile analiz
edildi.

Her bir gPCR reaksiyonu 20 pL toplam hacme ulasacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon
karisimi; 4.0 pL 5X HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix Plus, 0.5 uL Forward primer
(10 uM), 0.5 uL Reverse primer (10 uM), 2.0 uL cDNA sablonu ve 13.0 uL niikleaz
icermeyen su (Nuclease-Free Water) icerecek sekilde olusturulmustur. Hazirlanan
reaksiyon karigimlari, qPCR cihazina (Bio-Rad CFX96) yiiklenerek asagidaki termal
dongii programi kullanildi:

Baslangi¢ denatiirasyonu: 95°C’de 3 dakika

Denatiirasyon: 95°C’de 15 saniye (40 dongii)

Primer baglanma: 60°C’de 30 saniye (40 dongii)

Uzama asamasi: 72°C’de 30 saniye (40 dongii)

Melt Curve Analizi: 65°C’den 95°C’ye kadar her 0.5°C artisla

gRT-PCR Uygulamast:

gRT-PCR analizi i¢cin SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak,
gen ekspresyon diizeyleri Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR System cihaz1 ile
Olciilmiistiir. Reaksiyon hacmi 20 pL olarak belirlenmis olup, her 6rnek iiclii teknik

tekrarlar halinde ¢aligilmistir. Kullanilan primer dizileri asagida sunulmustur:
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Tablo 3.1 Gen Primer Dizileri

\Gen HPrimer Dizileri (5°—3°)

BAX  |IF: TTTGCTTCAGGGTTTCATCC / R: GACACTCGCTCAGCTTCTTG

BCL-2  ||F:AGTACCTGAACCGGCATCTG/ R: GAGAAATCAAACAGAGGCCG

ICASP3  |F: AGAACTGGACTGTGGCATTG/ R: CGTACCAGAGCGAGATGACA

TNF-a  ||F: CCCAGGCAGTCAGATCATCTT / R: AGCTGCCCCTCAGCTTGAG

GAPDH

(Referans) F:AGGTCGGAGTCAACGGATTTG/R: GTGATGGCATGGACTGTGGT

Her bir genin ekspresyon diizeyi, referans gen olarak kullanilan GAPDH'ye normalize
edilerek, 2"-AACt yontemi ile hesaplanmistir. Ct (threshold cycle) degerleri cihaz

yazilimi araciliiyla otomatik olarak analiz edilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirmali analiz yapilarak, SOR ve Spirulina platensis
uygulamalarinin gen ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkileri degerlendirildi.
Istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi ve verilerin

anlamlilig1 p<0.05 olacak sekilde belirlendi.

3.5.5 ELISA Yontemi

Bu ¢aligmada, hiicrelerden elde edilen siipernatant 6rneklerinde TNF-o protein diizeyini
kantitatif olarak belirlemek amaciyla, Wuhan Fine Biotech Co., Ltd. tarafindan iiretilen
ticari ELISA kiti (FineTest®) kullanilmistir. Analizler, kitin iiretici talimatlarma uygun
sekilde gerceklestirilmistir. ilk olarak, kit protokolii dogrultusunda, protein
konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda kullanilacak standart egri hazirlanmistir. Bunun
icin, standart ¢ozeltiden belirli oranlarda seri diliisyonlar yapilmis ve her bir diliisyon 96
kuyucuklu ELISA plakasmnin kuyucuklarma 100 puL olacak sekilde pipetlenmistir.
Standartlarin yiiklenmesinin ardindan, deney gruplarindan elde edilen silipernatant
ornekleri de ayn1 hacimde ilgili kuyucuklara eklenmistir. Bu iglemler sirasinda, pipetleme

islemlerinin dogru ve hassas bir sekilde gerceklestirilmesine dikkat edilmistir.

Yiikleme isleminin ardindan plaka, proteinlerin kuyucuklardaki antikorlarla baglanmas1

icin 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, serbest
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proteinleri ve baglanmamis bilesenleri uzaklastirmak amaciyla plaka, yikama tamponu
kullanilarak ii¢ kez yikanmustir. Yikama islemi sonrasi, her kuyucuga 1:100 oraninda
seyreltilmis biyotin ile igaretlenmis ikincil antikor ¢ozeltisi eklenmis ve plaka tekrar
37°C’de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Bu asamada baglanma tamamlandiginda,

plaka yeniden yikama islemine tabi tutulmustur.

Sonraki adimda, kuyucuklara renk reaksiyonunu bagslatmak amaciyla TMB
(Tetrametilbenzidin) substrat ¢ozeltisi eklenmis ve plaka karanlik bir ortamda 20 dakika
stireyle bekletilmistir. Renk degisiminin meydana gelmesinin ardindan, reaksiyonu
durdurmak amaciyla kuyucuklara stop soliisyonu (%1 H2SO4) eklenmistir. Stop
soliisyonu eklenmesiyle birlikte olusan renk yogunlugu, 450 nm dalga boyunda calisan

bir mikroplaka okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen absorbans degerleri, kit ile birlikte saglanan standart egri kullanilarak
degerlendirilmis ve her bir 6rnegin TNF-a, IL-6 ve VEGF protein diizeyleri
hesaplanmistir. Bu yontem, hiicre gruplar1 arasinda protein seviyelerindeki degisiklikleri
analiz etmek ve SOR ile Spirulina platensis uygulamalarinmn biyokimyasal etkilerini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Analiz sonuglari, bu uygulamalarin hiicrelerde olusturdugu

inflamatuar ve anjiyojenik yanitlarin detayl sekilde ortaya konulmasini saglamistir.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Canhh@imin Metabolik Degerlendirilmesi

HepG2 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra; Spirulina platensis ekstrakti:
1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 ug/mL ve SOR: 1, 2, 5, 10, 12.5, 15uM (ve 48 saatlik
uygulamalarda ek olarak 20 ve 30 uM) konsantrasyonlarinda hiicrelere uygulanmistir.
MTT testi ile hiicre canlilik seviyeleri belirlenmis olup, farkli uygulamalara gore sonuglar

su sekilde gozlemlenmistir:

SOR tek basma uygulandiginda: SOR tek basma uygulandiginda, HepG2 hiicre
canlibiginda doza bagl olarak anlamli bir azalma gozlenmistir. Ozellikle 5 uM ve
iizerindeki konsantrasyonlarda, bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmus; 10 uM,
15 uM ve 30 uM gibi yiiksek dozlarda sitotoksik etkinin en belirgin diizeye ulastigi tespit

edilmistir.

Spirulina platensis ekstrakti1 ise benzer sekilde doza bagimli sitotoksik etki gdstermis,
ozellikle 50-100 pg/mL araliginda hiicre canliligin1 anlamli diizeyde azaltmstir.
Her iki ajan da tek basma uygulandiginda antikanser potansiyele sahip oldugunu ortaya
koyarken, kombinasyon gruplarinda bu etki sinerjistik bicimde daha gii¢lii sekilde

gozlemlenmistir.

Bu sonuglar, SOR ve Spirulina platensis kombinasyonunun sinerjik bir etki yarattigini ve
HSK (HepG2) iizerinde toksik etkiyi artirabilecegini gostermektedir HepG2 hiicreleri
Spirulina Platensis ekstrati farkli konstrasyonlarda kuyulara uygulanmigtir uygulama
ardindan hiicrelerin canlilik seviyelerini gosteren MTT testinin sonuglar1 de

gosterilmistir.
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HepG2 Hucrelerinde Spirulina platensis'e Bagl Hucre Canliligi

120

100

80

60

Hucre Canliligi (%)

40

20

Kontrol 12.21 24.41 48.82 97.65 195.31
| Spirulina platensis Dozu (ua/mL)

Sekil 4.1 HepG2 hiicreleririnde Spirulina Platensis'e bagl hiicre canlilig

On calismadan elde ettigimiz doz olarak Spirulina platensis nin 1 pg/mL (Low ) ve 100
ug/mL (High) dozlarin1 kombinasyon ¢alismalarinda kullandik. Diisiik doz Spirulina
platensis (1 pg/mL) uygulandiginda, hiicre canliliginda kontrol grubuna kiyasla anlamli
bir degisim gozlenmemistir. Yiiksek doz Spirulina platensis (100 ug/mL) ise hafif
diizeyde sitotoksik etki gostermistir. Hiicre canlihi@i verileri asagidaki grafikte

gosterildigi gibi dozlara bagh olarak dalgalanma gostermektedir.

120 HepGLZ Hucrelerinde Soratenib Dozlarnna Bagh Hucre Canliligl (24h vs 48h)
il
. 48h

HuCre Laninigl (%)

Sorafenib Dozu

Sekil4.2 HepG2 hiicrelerinde Sorafenib dozlarina bagli hiicre canliligi

96 kuyuya ekilen hiicrelerin SOR uygulandiktan sonra gerceklestirilen MTT sonuglar1
SOR uygulanan HepG2 hiicrelerinde, doz arttik¢a canlilik diizeylerinde belirgin bir diisiis
tespit edilmistir. Ozellikle 10 pM ve iizeri konsantrasyonlarda hiicre dliim oranlar1

anlamli diizeyde artmustur.
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24 saatlik inkiibasyonda canlilik yiizdesi 15 uM dozda %50in altina diiserken,
48 saatlik inkiibasyonda ayni dozda bu oran daha da belirgin bir sekilde azalmistir.

4.2 DNA Hasarmin Degerlendirilmesi

Bu tez kapsaminda, SOR ve Spirulina platensis’in tekli ve kombine uygulamalarinin
HepG2 hiicrelerinde DNA iizerindeki etkileri, Komet Assay ile belirlenmistir. 24 ve 48

saatlik inkiibasyonlarda elde edilen veriler, 6zellikle yliksek doz kombinasyonlarinda

DNA  hasarinin  anlamhi  bicimde  arttigmi, buna karsin diisik doz

kombinasyonlarindagenotoksisite diizeyinin daha smirli kaldigmni gostermistir. Bu
bulgular, kombinasyon tedavisinin doz bagimli bir genotoksik potansiyele sahip

oldugunu ortaya koymustur.

Tablo 4.1 Kombine ilag uygulamalar1 ve kontrol 6rneklerinin 24h ve 48h karsilastirilmalari
verilmistir.

24 saat 48 saat
Kontrol 3,67+1,15a |4,33+1,15a
Sor 20,33+2,52b |25,33+4,16b
Spirolow 3,33+,58a 4,67+,58a
Spirohigh 5,33t1,15a | 6,00+1,00a
sor+spirolow |17,33+2,31¢ |20,67+1,15¢
sor+spirohigh | 15,67+1,53¢ |16,67+1,53d

4.3 Gen Ekspresyonunun Kantitatif Analizi

Tim Ornekler arasindan yapilan analizlere gére Spirulina platensis 1ug, Spirulina
platensis 100pg ve SOR +Spirolow 1pg 6rneklerinden Dna izolasyonu gergeklestirilmis
ve Ornekler PCR ile cogaltilmigtir. Daha sonra bu Orneklerden RNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen RNA’lar ile qPCR yontemi gerceklestirilmis ve BAX, BCL-2,
CAS3, TNFa genlerinin ger¢ek zamanli artiglar1 analiz edilmistir. Anlamlilik vermeyen

grafikler paylasgilmamaigstir.
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4.3.1 Bax Gen Ekspresyonu

HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik uygulamalarda Bax gen ekspresyon diizeyleri, SOR
grubuna kiyasla Spirulina High grubunda anlamli diizeyde artmustir (p=0.0088).
Spirulina Low grubunda ise istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0.1822).
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Sekil 2.3 24 saatlik uygulamalarda BAX gen ekspresyon diizeyi

48 saatlik uygulamalarda Bax gen ekspresyonu tiim uygulama gruplarinda belirgin
sekilde upregiile olmustur. SOR grubuna kiyasla Spirulina High (p=0.0400), Spirulina
Low (p<0.0001) ve SOR + Spirulina Low (p<0.0001) gruplarinda anlamli artis

gozlenmistir.
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Sekil 4.4 48 saatlik uygulamalarda BAX gen ekspresyon diizeyi
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4.3.2 TNF-a Gen Ekspresyonu

24 saatlik uygulamalarda TNF-o gen ekspresyonu en diisiik seviyede SOR grubunda
Olgilmiistiir. Spirulina Low uygulamasinda bu ekspresyon anlamli sekilde artis

gostermistir (p=0.0108).
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Sekil 4.5 24 saatlik uygulamalarda TNF-a gen ekspresyonu

48 saatlik uygulamalarda SOR grubuna kiyasla Spirulina Low (p=0.0108) ve SOR +
Spirulina Low (p=0.0412) gruplarinda TNF-a ekspresyon diizeylerinde anlamli artis

gbzlenmistir. Spirulina High grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel fark

bulunmamustir.
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Sekil 4.6 48 saatlik uygulamalarda TNF-o gen ekspresyonu
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4.3.3 CASP3 Gen Ekspresyonu

24 saatlik inkiibasyonda CASP 3 gen ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna gore
yiikselmistir. Spirulina Low ve kombinasyon gruplarinda anlamli artig tespit edilmistir
(p<0.001). Spirulina High ve SOR gruplar1 arasinda fark gzlenmemistir (p>0.05).
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0.5

Rolatif Ekspresyon

Sekil 4.7 24 saatlik uygulamalrda CASP3 Gen Ekspresyonu
48 saat sonunda Spirulina Low ve SOR + Spirulina Low gruplarinda CASP3 ekspresyonu
belirgin diizeyde artmis olup (p<0.001), apoptotik mekanizmalarin aktive edildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.8 48 saatlik uygulamalarda CASP3 Gen Ekspresyonu
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4.3.4 BCL-2 Gen Ekspresyonu

SOR grubu disindaki gruplarda BCL-2 ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna benzer

bulunmugtur. SOR grubunda ise ekspresyon azalmistur.
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Sekil 4.9 24 saatlik uygulamalarda BCL-2 Gen Ekspresyonu

48 saatlik uygulamalarda SOR (p<0.01) ve SOR + Spirulina Low (p<0.01) gruplarinda
BCL-2 ekspresyonu anlamli derecede azalmistir. Bu durum, anti-apoptotik gen olan BCL-

2’nin baskilandigin1 ve apoptoz siirecinin desteklendigini gostermektedir.
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Sekil 4.10 48 saatlik uygulamalarda BCL-2 Gen Ekspresyonu
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4.4 Anti-Enflamatuar ve Apoptotik Etkilerin Nicel Analizi: BAX, BCL-2, CAS3,
TNF-a ve Ekspresyonu

Bu caligmada, HepG2 hiicre hatt1 {izerinde SOR, Spirulina platensis ve bu ajanlarin
kombinasyonlarmin anti-enflamatuar ve apoptotik etkileri, TNF-a, BCL-2, CASPASE-3
ve BAX genlerine ait protein ekspresyon diizeyleri iizerinden, ELISA yontemi ile hem 24

saat hem de 48 saat inkiibasyon siireleri sonunda degerlendirilmistir.

4.4.1 BAX Protein Diizeyi

BAX 24 Saat HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik uygulamada BAX protein diizeyi, SOR
(p<0.0001), Spirulina (p=0.0002) ve SOR + Spirulina (p=0.0028) uygulamalar1 ile
anlamli derecede artmustir. En yiiksek artis bireysel SOR ve Spirulina uygulamalarinda
goriilirken, kombinasyon grubunda bu artis daha smirli kalmistir. Bu durum,

kombinasyonun olas1 antagonistik etki gdstermis olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.11 24 saatlik uygulamalarinda BAX Protein Diizeyi
BAX 48 saatlik uygulamaya iligkin veriler sayisal olarak sunulmamis olmakla birlikte,

grafiksel egilim BAX protein diizeylerinde genel bir artis1 gdstermektedir. Ancak

istatistiksel anlamlilik degerlendirmesi yapilmamastir.
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Sekil 4.12 48 saatlik uygulamalarinda BAX Protein Diizeyi

4.4.2 BCL-2 Protein Diizeyi

24 saatlik uygulamada BCL-2 protein diizeyine iliskin dogrudan istatistiksel veriler

sunulmamustir. Ancak grafiksel olarak degerlendirildiginde SOR uygulamasinda BCL-2

diizeyinde belirgin azalma gozlemlenmistir. Spirulina ve kombinasyon gruplarinda BCL-

2 diizeylerinin kontrol grubuna daha yakin seyrettigi izlenmistir.
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Sekil3.13 24 saatlik uygulamada BCL-2 protein diizeyi

48 saat sonunda 6zellikle SOR ve SOR + Spirulina gruplarinda BCL-2 diizeyinde diisiis

devam etmis; bu da anti-apoptotik etkinin baskilandigini ve apoptotik siirecin

desteklendigini gdstermektedir.
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Sekil 4.14 24 saatlik uygulamada BCL-2 protein diizeyi

4.4.3 CASP3 Protein Diizeyi

CASP3 protein diizeyinde 24 saat sonunda Spirulina ve kombinasyon gruplarinda artig
egilimi gozlenmis, SOR grubunda ise daha sinirli bir degisiklik olusmustur. Bu artig

apoptotik mekanizmalarin erken aktivasyonunu isaret edebilir.
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Sekil 4.15 24 saatlik uygulamada CASP3 protein diizeyi

48 saatlik siiregte CASP3 diizeyinde artis daha belirgin hale gelmistir. Ozellikle
kombinasyon grubunda yiiksek diizeyde ekspresyon tespit edilmistir. Bu durum,

kombinasyonun ge¢ dénemde apoptoz aktivasyonunu giiclendirdigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.16 48 saatlik uygulamada CASP3 protein diizeyi

4.3.4 TNF-a Protein Diizeyi

24 saatlik uygulamalarda TNF-a protein diizeyi Spirulina grubunda SOR’e gore anlaml

sekilde artmus; bu da Spirulina’nin proinflamatuar yaniti tetikledigini géstermektedir.

Kombinasyon grubunda da TNF-a diizeyleri yiiksektir.
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Sekil 4.17 24 saatlik uygulamalarda TNF-a protein diizeyi

48 saat sonunda TNF-a diizeyleri genel olarak artig egilimindedir. Spirulina ve

kombinasyon uygulamalar1 SOR’in inflamasyonu baskilayici etkisini dengelemis

gorinmektedir. Bu sonuglar Spirulina’nin  bagigiklik sistemini uyaric1 etkisini

desteklemektedir.
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Sekil 4.18 48 saatlik uygulamalarda TNF-a protein diizeyi
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5. TARTISMA ve SONUC

HSK, yiiksek mortalite oranlari, ge¢ teshis edilme egilimi ve mevcut tedavilere karsi
gelisen direng mekanizmalar1 nedeniyle global diizeyde onemli bir saglik problemi
olusturmaktadir. Bu baglamda, 6zellikle hedefe yonelik ajanlar ve dogal firiinlerin
kombinasyonlari, daha etkili ve toksikitesi azaltilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
acisindan dikkat ¢ekmektedir (Llovet 2008, Wilhelm 2004).

Bu c¢alismada, SOR ve Spirulina platensis ekstraktinin HepG2 hiicreleri tizerindeki
sitotoksik, genotoksik ve gen ekspresyon diizeyinde olusturdugu etkiler detayli olarak
degerlendirilmistir. Bulgular, kombinasyon tedavisinin hem hiicre canliligi hem de
apoptozla iliskili genlerin ekspresyonu iizerinde anlamli etkiler olusturdugunu

gostermistir.

MTT testi bulgularina gore, Spirulina platensis’in doza bagli olarak sitotoksik etkiler
olusturdugu ve hiicre canliligm azalttig1 tespit edilmistir. Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda bu etkinin belirginlestigi goriilmiistiir. SOR de benzer sekilde doza
bagl olarak hiicre canliligin1 anlaml 6lgiide azaltmis, bu etkinin 48 saatlik inkiibasyon
stiresinde daha da belirginlestigi gozlemlenmistir. Kombinasyon gruplarinda bu azalma
daha da ileri diizeyde gerceklesmis, 6zellikle diisiikk doz Spirulina ile kombine edilen SOR
grubunda hiicre canlilig1 lizerinde sinerjistik bir azalma meydana gelmistir (Wilhelm
2006).

Bu bulgular, literatiirde daha 6nce EGCG (Epigallocatechin gallate) gibi dogal
bilesiklerle yapilan SOR kombinasyonlarmm VEGF ve mikrodamar yogunlugunu
azalttigini ortaya koyan ¢aligmalarla da uyumludur (Irawan 2020).

Komet Test sonuclari, 6zellikle SOR grubunda anlamli DNA hasar1 olustugunu ve bu
etkinin zamanla arttigin1 gostermistir. Spirulina nin yliksek dozu da DNA hasarimi
artirmig olsa da, bu hasar SOR grubuna goére daha sinirh diizeyde kalmistir. Kombinasyon
gruplarinda DNA hasar diizeylerinin SOR’e kiyasla azaldigi gozlemlenmistir. Bu

bulgular, Spirulina’nin reaktif oksijen tiirlerini notralize ederek hiicre i¢i oksidatif stresi
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azaltabilecegini ve boylece DNA’nin korunmasma katki saglayabilecegini destekleyen

caligmalarla paralellik gostermektedir (Lu 2010, Abdel-Daim 2013, Agarwal 2014).

Gen ekspresyon analizlerinde, apoptozla iliskili BAX ve CASP3 genlerinin disiik doz
Spirulina grubunda anlamli sekilde arttigi goriilmistiir. Bu artiglar, mitokondriyal
apoptotik yolun aktive edildigini géstermekte; Spirulina’nin BAX {izerinden mitokondri
zar gegirgenligini artirarak sitokrom C salinimini baglattigini ifade eden ¢alismalarla
ortismektedir (Dasgupta 2014). CASP3 ekspresyonunun kombinasyon grubunda en
yiikksek diizeye ulagmasi, Spirulina’nin SOR ile birlikte apoptozu sinerjik bi¢imde

artirabilecegini gostermektedir.

Ilging sekilde, BCL-2 gen ekspresyonunun kombinasyon grubunda artis gdstermesi, bazi
hiicrelerde hayatta kalma sinyallerinin aktive edildigini ve apoptoza kars1 bir tiir hiicresel
dengeleme  (kompansasyon) mekanizmasmin devreye girmis olabilecegini

diistindiirmektedir.

Ote yandan, TNF-a ekspresyonu diisiik doz Spirulina grubunda anlamli sekilde artarken,
kombinasyon gruplarinda bu artisin  baskilandigi gozlemlenmistir. Bu durum,
Spirulina’nin proinflamatuar yanit1 artirmasina karsin, kombinasyon tedavisinin bu etkiyi
dengeledigini gostermektedir. Bu durum, Spirulina’nin anti-inflamatuar etkisinin gen
diizeyinde de kendini gosterdigini ve SOR’in olas1 inflamatuvar yan etkilerini

baskilayabilecegini géstermektedir (Abdel-Daim 2013).

ELISA analizleri de qRT-PCR bulgularmi desteklemis; TNF-a protein diizeylerinin
ozellikle SOR + diisiik doz Spirulina platensis grubunda anlamli sekilde azaldigi
belirlenmistir. BAX ve CASP3 protein diizeylerindeki artiglar, apoptotik siirecin caspaz
bagimli olarak aktive edildigini; BCL-2 diizeylerindeki azalma ise anti-apoptotik
sinyallerin baskilandigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, kombinasyonun hem apoptozu

indiikleyici hem inflamasyonu baskilayici ¢ift yonlii etkisini vurgulamaktadir.

Genel olarak bu ¢aligma, Spirulina platensis’in SOR ile birlikte kullanildiginda terapotik

etkileri artirabilecegini gostermektedir. Spirulina’nin antioksidan, anti-inflamatuar ve
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apoptoz indiikleyici 6zellikleri; SOR’in toksik etkilerini azaltirken antikanser etkinligini
artirict yonde tamamlayict bir rol tistlenmektedir. Ayrica bu kombinasyonun, saglikli

hiicrelerde daha diisiik toksisite profili olusturabilecegi de dnemli bir avantajdir.

Ancak, c¢alismanin yalnizca in vitro kosullarda gergeklestirilmis olmasi, bulgularin
dogrudan klinik uygulamalara aktarilmasini sinirlamaktadir. Bu nedenle, elde edilen
sonuglarin gegerliligi ve klinik anlamu, ileri in vivo ¢aligmalarla desteklenmeli; doz-
zaman optimizasyonlari, farkli hiicre hatlarinda testler ve uzun donem etkiler iizerine yeni

arastirmalar yapilmalidir.

5.1 Gelecekteki Calismalar icin Oneriler

In vivo modellerde SOR ve Spirulina kombinasyonlarmin etkinligini ve giivenligini
arastirmak, klinik uygulamalara geg¢iste onemli bir adimdir.
Bu kombinasyonun farkli kanser tiirlerindeki etkileri, genel tedavi yaklasimlarini

gelistirmek i¢in degerlendirilebilir.

Spirulina’nin bireysel bilesenlerinin (6rnegin fikosiyanin veya klorofil) SOR ile kombine
etkileri, terapotik etkinlik agisindan ayrintili sekilde incelenmelidir.Bulgularin daha ileri
diizeyde dogrulanabilmesi i¢in in vivo modellerde ve Kklinik ¢alismalarda bu
kombinasyonlarin etkilerinin arastirilmasi 6nerilmektedir. Ayrica, bu kombinasyonlarin
farkli kanser tiirlerindeki etkilerinin incelenmesi, elde edilen sonuglarin genellenebilirligi

acisindan degerli bilgiler saglayabilir.

5.2 Sonuclar

Bu ¢alismada, HSK tedavisinde yaygin olarak kullanilan SOR’in, mikroalg kdkenli dogal
bir bilesik olan Spirulina platensis ile birlikte kullaniminin HepG2 hiicre hatti iizerindeki
antikanser etkileri detayli sekilde incelenmistir. Deneysel analizler, hem tekli hem de
kombinasyon tedavilerinin hiicre canliligi, gen ekspresyonu ve DNA hasar1 iizerindeki

etkilerini kapsamli bigcimde ortaya koymustur.
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MTT testi bulgulari, SOR ve Spirulina’nin ayr1 ayr1 ve 6zellikle birlikte uygulandiginda,
doza ve zamana bagl olarak hiicre canliligini anlaml sekilde azalttigini gostermistir.
Diisiik doz Spirulina’nin bile belirgin bir sitotoksik etki gdstermesi, bu mikroalg
bilesiginin sahip oldugu biyoaktif igerigin giiclii antiproliferatif potansiyel tasidigini
ortaya koymaktadir.

Komet test analizleri, SOR’in tek basina uygulandiginda DNA hasarini artirdigini
gostermistir. Spirulina’nin yiiksek doz uygulamalari genotoksisiteyi artirsa da, diisiik doz
Spirulina + SOR kombinasyonu, DNA hasar diizeyini anlamli sekilde diisiirmiistiir. Bu
sonuglar, Spirulina’nin antioksidan kapasitesinin SOR’in neden oldugu DNA hasarini

baskilayabilecegini diistindliirmektedir.

Gen ekspresyon analizleri, apoptotik stirecte gorev alan BAX ve CASP3 genlerinin, diisiik
doz Spirulina ile SOR’in birlikte uygulandig1 grupta anlamli diizeyde arttigmi ortaya
koymustur. Bu bulgular, kombinasyon tedavisinin apoptoz mekanizmalarini aktif hale
getirerek kanser hiicrelerini hedef aldigin1 gostermektedir. BCL-2 geninde yalnizca
kombinasyon grubunda gozlenen artig, hayatta kalma sinyallerinin bir kismmimn devam
ettigine isaret edebilirken, TNF-a ekspresyonundaki artig, inflamatuvar siirecin de

eszamanli aktive oldugunu ortaya koymaktadir.

ELISA analizleriyle desteklenen bu bulgular, SOR + diisik doz Spirulina
kombinasyonunun TNF-a diizeylerini baskilayarak inflamasyonu azalttigin1 ve CASP3
protein diizeylerini artirarak kontrollii apoptoz siirecini destekledigini gostermistir.

Elde edilen veriler 1s1ginda, SOR ve Spirulina platensis kombinasyonunun HSK
hiicrelerinde:

Hiicre proliferasyonunu baskiladigi,

DNA hasarin1 doza bagl olarak artirabildigi veya azaltabildigi,

Apoptotik gen ve proteinleri aktive ettigi,

Inflamatuvar yanitlar1 diizenleyebildigi bulgularmna ulasilmustir.

Sonuglar, diisik doz Spirulina’nin SOR’in etkinligini artirrken toksisiteyi
azaltabilecegini gostermekte; bu da Spirulina platensis’in dogal bir ajan olarak

kemoterapoétik ilaglarla sinerjik etki olusturma potansiyelini ortaya koymaktadir.
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Bununla birlikte, bu verilerin klinik uygulamalara aktarilabilmesi i¢in, ileri diizey in vivo
calismalarla ve genis 6lgekli klinik deneylerle dogrulanmasi gerekmektedir. Elde edilen
bulgular, dogal biyoaktif bilesiklerin hedefe yonelik tedavi yaklagimlarinda tamamlayict

ajanlar olarak kullanilabilecegine dair 6nemli bilimsel kanitlar sunmaktadir.
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