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OZET

Amac: Insan Hepatoseller Kanser Hiicre Hatti(HepG2) iizerinde Tarantula Cubensis Ekstresinin
Ki-67 ekspresyonunu supresyon etkisi lizerinden antitlimoral etkinliginin arastirilmasi

amagclanmaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada HepG?2 hiicreleri kullanildi.Kontrol grubunda HepG2 hiicre hatti
ve Tarantula Cubansis Eksresinin(TCE) uygulandigi HepG2 hiicre hatt1 olarak iki grup olustuldu.
Oncelikle HepG2 hiicre hatt1 iizerine etkin TCE sitotoksik ve IC50 dozu MTT yéntemi ile
belirlendi. Daha sonra MTT yontemi ile belirlenen IC50 dozlarinda TCE’nin HepG2 hiicre hattinda

immunboyama ile Ki-67 ekspresyonunu supresyon etkinligi 6l¢iildii.

Bulgular: HepG2 hiicre hattinda MTT testi ile TCE’nni IC50 dozlar1 24 saat bekeleme sonrasi
Sug/ml 48 saat ve 72 saat bekeleme sonrasi ise 1pg/ml olarak saptanmistir. Immunboyama
neticesinde 24. saatde kontrol grubunda HepG2 hiicrelerinde Ki-67 %75 saptanirken , Sug/ml doz
TCE’nin Ki-67 ekspresyonunu supresyon orani %48oldugu goriilmiistiir.48. saat kontrol grubunda
immunboyama ile Ki-67 %90 saptanirken , 1pg/ml TCE uygulanan grupta Ki-67 ekspresyon
supresyonu %35 oldugu saptanmistir.72. saat saat kontrol grubunda immunboyama ile Ki-67 %92

saptanirken , 1 pg/ml TCE uygulanan grupta Ki-67 ekspresyon supresyonu %42 oldugu saptanmistir

Sonuc¢: Tarantula Cubensis Ekstresinin HepG2 hiicre hattinda Ki-67 ekspresyonunu 24. saatde
Sug/ml dozda, 48 ve 72. saatlerde ise 1pg/ml dozda HepG2 hiicre hattinda Ki-67 ekspresyonunu

istatistiksel olarak anlamli derecede baskiladig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Tarantula Cubensis Ekstresi, Hepatoselliiler Kanser,Ki-67,HepG2 Hiicre
Hatt1, Immunboyama, MTT testi,IC50.
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ABSTRACT

Background: It is aimed to find out the antitumoral activity of Tarantula Cubensis Extract by

suppressing Ki-67 expression on Human Hepatocelluar Cancer Cell Line (HepG2).

Material and Methods: HepG2 cells were used in this study. Two groups were formed as HepG2
cell line in the control group and HepG2 cell line to which Tarantula Cubansis Extract (TCE) was
administered. First of all, effective TCE cytotoxic and IC50 dose on HepG2 cell line were
determined by MTT method. Then, the suppressive efficiency of Ki-67 expression was measured

by immunostaining of TCE in HepG2 cell line at IC50 doses determined by MTT method.

Results: With the MTT test in HepG2 cell line, the IC50 doses of TCE were determined as Sug/ml
after waiting 24 hours, 1pg/ml after waiting 48 hours and 72 hours. As a result of immunostaining,
Ki-67 was detected 75% in HepG?2 cells in the control group at the 24th hour, while the suppression
rate of Ki-67 expression of Sug/ml dose TCE was 48%. In the 48th hour control group, 90% of Ki-
67 was detected by immunostaining, while the suppression of Ki-67 expression was 35% in the
group treated with 1pg/ml TCE. While Ki-67 was detected 92% in the 72th hour control group, the
Ki-67 expression suppression was found to be 42% in the 1pug/ml TCE applied group.

Conclusion: It was observed that Tarantula Cubensis Extract has statistically suppressed Ki-67
expression in HEPG2 cell line in 24 hours at a dose of 5pg/ml and in 48-72 hours at a dose of
lpg/ml.

Keywords: Tarantula Cubensis Extract, Hepatocellular Cancer, Ki-67, HepG2 Cell Line,
Immunostaining, MTT test, IC50.



1. GIRIS ve AMAC

Hepatoseliiler kanser (HSK) karacigerin yetiskinlerde goriilen en sik primer malign
tiimoriidiir. HSK, kansere bagli morbidite ve mortalitenin dnde gelen nedenidir. Erkeklerin
kadinlara kiiresel HSK insidans orami 2,8:1'dir (1). Kadinlar1 etkileyen en yaygin dokuzuncu
kanser olmasina ragmen, yiiksek 6liim oranini vurgulayarak kadinlarda kansere bagl 6liimlerin

dordiincii 6nde gelen nedeni oldugu tespit edilmistir (2).

HSK i¢in risk faktorii olarak kronik hepatit B (HBV) ve hepatit C (HCV), alkol
bagimliligi, metabolik karaciger hastalifi (6zellikle alkolsliz yagli karaciger hastaligi)

aflatoksinler ve aristolosik asit gibi diyet toksinlerine maruziyet sayilabilir (3).

HSK tanili hastalarda kiiratif tedavi, sadece erken evre ve karaciger sentez fonksiyonlari
iyi olanlarda miimkiindiir. Primer tedavi cerrahi rezeksiyon olmasina ragmen, ¢ogu hastada,
timor yayginligi veya altta yatan karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle kiiratif tedavi
yapilamamaktadir. HSK tedavi yontemi se¢iminde, tlimor evresi ve altta yatan karaciger

hastaliginin derecesi belirlenerek hareket edilir (4).

Tarantula ériimcegi ismini Italya’daki Taranto sehrinden alir. Tarantula Cubensis (TC)
ortimceginin farkli isimleri bulunmaktadir. Mygale cubensis, Kiiba tarantula, Aranea pedula,
tiiylii 6riimcek ve kahverengi 6riimecek bu isimlerindendir. Giiney Karolina, Teksas ve Kiiba'da
bulunan biiytlik, koyu kahverengi ve zehirli bir 6riimcektir (5). TC zehrinin antiinflamatuar,
antitimoral, nekrotizan ve yara iyilesmesi gibi ¢ok fazla tedavi edici etkisi klinik ¢caligmalarda
gosterilmistir. Bu zehir sik olarak klinik veterinerlikte kutan6z papillomatoz, endometrit, ayak
ve ag1z lezyonlari, kopek tiimdrlerinin biiylimesini engellemede, enflamasyonu ve tarsal bursit
boyutunu azaltmada ve bunlardan baska kutanéz yaralarda epitelizasyonu uyarmada etkili

oldugu litatatlirde yaymlanmistir (6).

Biz de insan hepatoselliiler kanser hiicreleri tizerine TC ekstresinin antitiimdr etkinligini

arastirmayi planladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Karaciger Embriyolojisi

Insan embriyolojik dSneminin dérdiincii haftasinin baginda, 6n barsagin endoderminde
hepatik divertikiil vasitasiyla tomurcuklanma olusturularak karaciger, safra kesesi ve safra
kanallarinin olusumu baslar. Bu alanda vitellin ve umbilikal venler ile baglantili bir kapiller
damar ag1 olusturur. Parankim hiicreleri hepatik divertikiilden ¢ogalarak septum

transversum’un mezenkimine ulasir (7).

Mesenterium ventralinden karacigerin viseral peritonu olusmaktadir. Mezenterium
ventrale’nin iki yaprag1 arasinda biiyliyen karaciger tomurcugu ikiye boliiniir. Tomurcugun iist
boliimiinden primordium hepatikum (ilkel karaciger), alt boliimiinden safra kesesi ve sap

seklindeki boliimiinden de duktus sistikus gelisir (8).

Karacigerin hepatik hiicre kordonlar1 ve intrahepatik safra kanallari, endodermden
gelisen ve ¢ogalan hiicreler tarafindan olusturulur. Karacigerin fibr6z ve hematopoetik dokusu
ile Kupffer hiicreleri septum transversum’un mezengimal boliimiinden olgunlasir (7).
Embriyolojik hayatin 5.-10. haftalar1 arasinda gelisen karaciger, 6zellikle karin boslugunun
bliyiik kismin1 kaplar. Karacigeri besleyen oksijenden zengin kan, anneden gelen vena
umblikalis yolu ile temin edilir. Oksijenden zengin kanin miktari, karacigerin gelisiminde ve

fonksiyonel segmentasyonunun olugsmasinda énemlidir.

Karaciger fonksiyonlarindan biri olan hematopoez, embriyolojik hayatin 6. haftasinda
baslar. Karaciger hiicrelerinden safra {liretimi, embriyolojik hayatin 12. haftasinda baslar (7).
13. haftadan itibaren koledok vasitasi ile duodenum’un 2. bdlimi olan, inen boliimiine

bosaltilir (7, 9).



2.2 Karaciger Histolojisi

Karacigerin fonksiyonel hiicrelerine hepatosit denir. Hepatositler karacigerde, endokrin
ve ekzokrin fonksiyonlar1 saglarlar. Safrayr iireten ve salgilayan hepatositler Disse araligi
(perisiniizoidal bosluk) sayesinde karaciger siniizoidlerinin endotelyal hiicrelerinden ayrilir.
Disse mesafesinde yag depolayan yildiz seklinde tanimlanan Ito hiicreleri (hepatik stellat
hiicreler) vardir. Karaciger parankimindeki perisiniizoidal boslukta bulunan stromal hiicreler
olan hepatik stellat hiicreler, kronik hepatit, karaciger fibrozu ve sirozun karaciger kanserine
ilerlemesinde rol oynayan ana hiicrelerdir. Ito hiicreleri ve HSK hiicreleri arasindaki etkilesim,
timor biliylimesine, metastaza, anjiyogeneze ve sitokinler tarafindan immiinosupresyona
katkida bulunur (10). Kupfer hiicreleri, siniizoidlerin liimene bakan yiiziinde bulunan ve

fagositik 6zelligi olan makrofaj hiicreleridir (11).

Karacigerin 6 koseli fonksiyonel iinitlerine hepatik lobiil denir. Her bir lobiiliin
ortasinda vena centralis denilen bir ven bulunur. Ug lobiiliin komsu késelerinde kalan alana
portal alan (capsula fibrosa perivascularis) denir ve portal alanda; vena porta hepatis ile arteria

hepatica proprianin bir dali, safra kanali, lenf damar1 ve sinir bulunur (12).

2.3 Karaciger Anatomisi
2.3.1 Temel Anatomi

Karaciger, abdomende sag {ist kadranda yerlesir. Dordiincii ve altinci interkostal
araliklar arasina yerlesiktir. Midklavikiiler hattan arcus kostaya uzanir. inferior komsulugunda
duodenum, transvers kolon, bobrek ve silirrenal bez bulunur. Medial komsulugunda ise
ozofagus ve mide vardir. Diyafragma karacigeri iistten sinirlar. Insan viicudunun deriden sonra

en bliylik organi karacigerdir.

Karacigerin posterior yiizeyi vena kava inferiorun iizerine oturmustur. Karaciger
ylizeyindeki peritoneal duplikasyonlar, ligamanlar olarak bilinir. Diyaframatik taraftaki
koroner ligaman, bunun her iki kenardaki sinirlarinin sag ve sol triangtiler ligamanlar olusturur.

Koroner ligamanin tam ortasindan falciform ligaman c¢ikar ve anteriora dogru karaciger



ylizeyini diyafragma, karin duvar1 ve umblikusa baglayan ince bir membran olarak

uzanmaktadir (Sekil 1) (13).
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Sekil 1: Karacigerin ligamentleri

2.3.2 Fonksiyonel Anatomi

Karaciger falsiform ligament sayesinde sol ve sag loblara boliinmiistiir. Bu tanimlama,
kolay olmasinin yaninda karaciger kanlanmasina gore anatomik olarak yanhstir Karacigerin
fonksiyonel anatomisi 8 segmentten olugsmaktadir (Sekil 2) (14). Bu segmentlerden her biri bir

portal ven, hepatik arter ve safra kanalindan olusan tek bir portal triaddan (pedikiil) beslenir.
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Sekil: 2: Karacigerin segmental anatomisi

Bu segmentler kendi i¢lerinde {i¢ ana hepatik veni iceren sulkuslar tarafindan boliinerek
dort sektor halinde daha ileri seviyede ortaya konulur. Bu dort sektor sag ve sol karaciger i¢inde
daha da organize olur. Bu sistem 1957 yilinda ilk haliyle Goldsmith ve Woodburne ve es

zamanli olarak Couinaud tarafindan tanimlanmistir (15).

Karacigerin gercek sag ve sol lobu kabaca esit boyutlarda olup yanlis bilinenin aksine
falciform ligament tarafindan degil de safra kesesi yatagi ile inferior vena kava olugu arasinda
uzanim gosterdigi varsayilan bir sulkus tarafinca birbirinden ayrilir ve bu sulkus Cantlie hatti

olarak isimlendirilir. Ortak hepatik ven bu hattin medialindedir (12, 16).



Sag karaciger, sag hepatik veni iceren sag sulkus tarafindan anterior (segment 5 ve 8)
ve posterior (segment 6 ve 7) sektorlerine boliiniir. Sag portal pedikiil sag hepatik arter, portal
ven ve safra kanalindan olugur. Sag portal pedikiil daha sonra sag anterior ve sag posterior

pedikiillerine ayrilarak anterior ve posterior sektorlerin segmentlerini kanlandirir (17).

Sol karaciger, alt yiizeyi boyunca umblikal fissiir ad1 verilen bir oluga sahiptir. Umblikal
ven art1ig1 igeren ligamentum teres bu oluga dogru uzanir. Falsiform ligament umblikal fissiir
ve ligamentum teres ile devamlilik halindedir. Umblikal fissiir bir sulkus degildir ve bir hepatik
ven i¢ermez; sol portal ven, hepatik arter ve safra kanalindan olusan sol portal pedikiili igerir.
Bu pedikiil bu fissiir iginde uzanir ve sol karacigeri beslemek tizere dallanir. Sol karaciger, sol
sulkus tarafindan anterior (segment 3 ve 4) ve posterior (segment 2, tek bir segment igeren tek
sektor) sektorlerine ayrilir. Sol sulkus ligamentum teresin posteriorunda seyreder ve sol hepatik
veni igerir. Karaciger hilusunda sag portal triad karaciger dokusuna girmeden ve anterior ve
posterior sektor dallarint vermeden Once yaklasik 1 - 1,5 cm ekstrahepatik kisa bir seyir
gostermektedir. Sol portal triad ise 3-4 cm'lik uzun bir ekstrahepatik seyir gostermekte olup
segment 4'lin tabani boyunca kiiciik omentumun {ist sinir1 olan peritoneal bir kilif i¢inde
transvers olarak uzanir. Bu bag dokusu hiler plaka olarak bilinir. Sol portal triadin devami
umblikal fissiir i¢inde anterior ve kaudal yonde ilerleyerek segment 2 ve 3'e dogrudan segment

4'e ise rekiirren dallar verir.

Kaudat lob (segment 1) karacigerin dorsal kismidir. Kaudat lob inferior vena cava olugu,
porta hepatis ve ligamentum venozum fissiiri ile belirtegleri ile anatomik olarak lokalize edilir
(16). Kaudat lob posterior yiizeyi ile Vena Cava Inferioru (VCI) sarmaktadir ve asagida sol

portal triada yukarida sol ve ortak hepatik venlere posterior olarak yerlesim gdsterir.

Portal ven karaciger kan akiminin %75’ini saglamaktadir (18). Pankreas boynunun
arkasinda siiperior mezenterik ven ve splenik venin birlesmesi ile olusur. Karaciger hilusunda
sag ve sol ana dallara ayrilir. Sol dali segment 4 taban1 boyunca umblikal fissiire dogru uzanir
ve burada segment 2 ve 3’e dogrudan, segment 4’¢ ise geriye dogru dallarini verir. Sag portal
venin kisa bir ekstrahepatik kismi vardir. Genellikle anterior ve posterior sektorel dallarina

ayrildig1 noktada karacigere girer.

Portal ven karacigere gelen kan akiminin yaklasik %70'ini ve oksijenin %40'mi1
saglarken hepatik arter bu kan akisinin %30'unu ve oksijenin %60'1m1 saglar (18). Hepatik arter

diyafragmatik hilusun hemen altinda aorttan ¢ikan ¢dlyak truncusun 3 dalindan biridir.



3 ana hepatik ven karacigerin iist arka ylizeyinden VCI’ya dogrudan drene olur. Sag
hepatik ven sag olukta sag karacigerin anterior ve posterior sektorleri arasinda ilerler ve sag
karacigerin biiylik kismin1 drene ettikten sonra kisa bir ekstrahepatik seyri takiben VCI’ya
sagdan drene olur. Sol ve orta hepatik venler siklikla intrahepatik birlesirler ve ayr1 da drene

olabilmelerine ragmen tek bir damar olarak VCI’nin sol tarafina drene olurlar (12, 19, 20).

2.4.Hepatoselliiller Karsinomanin Epidemiyolojisi

HSK, karaciger kanserinin birincil en sik sebebidir ve tiim vakalarin ~%90'1n1
olusturur (21, 22). Diinya genelinde besinci siklikta goriilen kanserdir ve kanser sebebiyle
oliimde t¢iincii sirayi alarak, yilda 500.000’den fazla kisinin 6liimiine yol agar. HSK insidans1

cografik bolgeler, etnik gruplar ve cinsiyetler arasinda degisiklik gosterir (23, 24).

2.4.1. Global insidans

HSK goriilme siklig1 diinyada artmaya devam etmektedir (25). 2012 yilinda diinya
capinda 782.000 vaka oldugu ve bunlarin %83'"liniin diinyanin daha az gelismis iilkelerinde tani
aldig1 goriilmektedir. HSK vakalarinin %72'sinin Asya'da, %10'unun Avrupa'da, %8'inin
Afrika'da, %S5'inin Kuzey Amerika'da ve %5'inin Latin Amerika'da meydana geldigi tahmin
edilmektedir (26, 27). Mogolistan en yiiksek karaciger kanseri insidansina sahiptir (100.000'de
93.7), ancak Cin yiiksek insidansi (18.3) ve genis niifusu nedeniyle en fazla vaka sayisina

sahiptir (28).

2000 ile 2018 yillar1 arasinda primer karaciger kanserli hastalardan olusan genis bir veri
tabani ¢aligmasinda, 6liim oranlar1 2000 ile 2007 yillar1 arasinda (yillik yiizde degisim [APC]
yiizde 1,9) ve 2007 ile 2013 yillar1 arasinda (APC yiizde 2,7) sabit kaldig1 goriilmiistiir. 2013
ila 2016 arasinda (APC yiizde 0.1) ve ardindan 2016'dan 2018'e diismeye basladig1 goriilmiistiir
(APC -1.5, %95 GA -3.2 ila 0.2) (29). HSK’nin insidans ve mortalite oranlar1 kabaca
esdegerdir. 2018 yilinda, 100.000 kisi y1l bazina oranlarinda kiiresel karaciger kanseri insidans

hiz1 9,3 iken, buna karsilik gelen 6liim orani 8,5’dir (30).

HSK, 2020'de tiim kanserlerin %8,3"linii olusturan 905.677 yeni vaka ve 800.000'den
fazla 6ltimle kiiresel olarak en yaygin besinci kanser ve iigiincii onde gelen kanser 6liim

nedenidir (26).



Bu veriler, cografi heterojenligin oncelikle genetik yatkinliktan ziyade risk faktorlerine
maruz kalma oranindaki ve edinme siiresindeki farkliliklarla ilgili  oldugunu
gostermektedir. Gogmen popiilasyonlar1 iizerinde yapilan arastirmalar, birinci nesil
gdemenlerin, kendi tlilkelerinde bulunan yiiksek HSK insidansini yanlarinda tasidiklarini, fakat

sonraki nesillerde insidansin azaldigini géstermistir (31).

2.4.2.Hepatoselliiler Kanser Etyolojisi ve Risk Faktorleri

HSK etyolojisinde rol oynadigi bilinen temel risk faktorleri arasinda viral nedenler
(kronik hepatit B ve hepatit C), alkol ve aflatoksin gibi toksik maddeler, diyabet, yagh karaciger
hastalig1 ve herediter hemokromatozis gibi metabolik durumlar ile primer biliyer siroz ve

otoimmiin hepatitit gibi immiinite ile iligkili durumlar siralanabilir (32).

HSK prevalansindaki farkliliklar muhtemelen hepatit viriislerine ve ¢evresel patojenlere
maruz kalmadaki bolgesel farkliliklardan kaynaklanmaktadir (26). HSK insidansinin, Hepatit
B ve C virus enfeksiyonun yiiksek oldugu bolgeler ile yakin iligkili oldugu belirtilmistir (33).
Hepatit B viriisii tagiyicilarimin sikligr, HSK insidansinin daha yiiksek oldugu boélgelerde,
insidansi diisiik olan bolgelere gore nispeten yiiksektir.

Kronik HBV enfeksiyonu, artan HSK riski ile iligkilendirilmistir (34). HSK gelisen
hastalarin ¢gogunda siroz bulunmaktadir. Ancak kronik HBV olup siroz olmayan hastalarda da
HSK gelisebilmektedir (35). Benzer sekilde, HBV enfeksiyonu olanlarda yillik HSK insidansi,
sirozu olmayanlara kiyasla sirozu olan hastalarda daha yiiksektir (100 kisi-yili basina 0.1

vakaya karsilik 3.2) (36).

Siroza ek olarak HBV iliskili HSK riskini artiran diger faktorler;
e Yiiksek viral yiik (yani, HBV DNA seviyeleri >106 °P¥2 /mL) (37)
e HBeAg pozitifligi (uzamis bir replikasyon fazinin gostergesi) (38)
e HBeAg negatif kronik HBV'si olan ve viral yiikii diisiik olan hastalarda HBsAg
diizeyleri >1000 IU/mL (yani, inaktif kronik HBV) (39, 40)
e HBYV genotip c (41)
e Erkek cinsiyet (HBsAg pozitif olan hastalar i¢in) (40, 42)
e Viral koenfeksiyon (HCV veya hepatit D viriisii) (43, 44)
e B kan grubu (sadece erkeklerde) (45)
e Ailede HSK o6ykiisii (46)



HCV enfeksiyonu, HSK riski ile iligkilendirilmistir ve kanser, neredeyse yalnizca ileri
evre hepatik fibroz veya sirozlu HCV ile enfekte hastalarda gelisir (42, 47). Siroz gelistikten
sonra HSK gelisme riskine iligkin tahminler yilda yilizde 1 ile 4 arasinda degismektedir (48).
Amerika Birlesik Devlet’inde HCV, HSK vakalarinin yaklasik {i¢te birini olustururken, basarili
tedavi HSK riskini azaltir ancak ortadan kaldirmaz (26).

Siroza ek olarak HCV iligkili HSK riskini artiran faktorler;
e Genotip 1b (49)
e Viral koenfeksiyon (HBV veya HIV) (50, 51)
e Alkol veya tiitiin kullanimi (52, 53)
e Metabolik faktorler; Obezite ve diyabetes mellitus (54, 55)

Tayvan'da ulusal bir viral hepatit programi gozetimi altinda kronik hepatit B ve C
tedavisinin HSK insidansinda ve HSK'ye bagli 6liimlerde azalma sagladigi goriilmiistiir (56).

Metobolik faktorler; HSK riski obez hastalarda ve nonalkolik yagli karaciger hastaligi
(NAYKH) ve nonalkolik steatohepatiti (NASH) olanlarda ¢okca artis oldugu kanitlanmistir
(57). NAYKH’den NASH’a ilerleyip sirozu olan hastalarda tahmini yillik HSK insidans orani
yaklagik yiizde 1-2°dir (27). Bati diinyasinda obezite ve obeziteye ait komplikasyonlarin
epidemik oranda artiyor olmasi obeziteyi HSK’nin bir nedeni olarak degerli hale getirmektedir.
11 kohort ¢alismanin bir meta-analizinde, obezitesi olan hastalarda karaciger kanseri riski,
normal kilolu hastalarla karsilastirildiginda obez hastalarda daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. NAYKH olan hastalarda obezite ve diabetes mellitus siklikla bir arada bulunur (55).
Son veriler ¢evresel faktorlerin belirlenmesi ile HSK insidansinda azalma olacagini
gostermektedir.

HSK diisiik ve yliksek insidans olan yerlerde erkeklerde kadinlara gore 2-8 kat daha
siktir (58). HSK gelisiminde erkek cinsiyet hakimiyetinin sebebi olarak, seks hormonlari kiiciik
bir etkiye sahiptir, erkeklerde ki bu yiliksek insidansin esas sebebi olarak HBV enfeksiyonu,
siroz, sigara, alkol tiikketimi ve sirozda yiiksek hepatik DNA sentezi gibi daha fazla risk
faktorlerinin erkeklerde daha fazla olmasi ile iligkilidir (59). Bununla birlikte erkek cinsiyette
HSK riskini arttiran gevresel olmayan risk faktorleri arasinda artmig viicut kitle indeksi ve

androjenik hormon seviyeleri sdylenebilir. Nitekim bu konu ile ilgili Tayvan’dan yapilan



10

caligmalarda, HBV ile enfekte erkeklerde artmis testosteron seviyeleriyle HSK arasinda dogru
orantili iligki saptandig bildirilmistir (52, 60).

Genel olarak HSK insidansi yasla beraber artar fakat HSK gelisiminin yiliksek insidans
oldugu bolgelerde daha erken olma egiliminde oldugu dikkat ¢ekmistir. Ornegin bir dogu
Afrika iilkesinde HSK olan hastalarin %50'sinin 30 yasindan daha gen¢ oldugu goriilmiistiir.
Bu durum enfeksiyon yas1 ve hepatit B ile C'nin dogal seyri ile iliskili olabilir (22).

Sonug olarak; hepatik viral enfeksiyonlar, ¢evresel etkenler, alkol kullanimi, sigara
icme, genetik metabolik hastaliklar, siroz ve oral kontraseptif kullanimi ile HSK gelisimi yakin
iligkili oldugu kanitlanmigtir. HSK vakalarinin %44’tinde HBV bulunurken, %21’inde HCV
bulunmaktadir. HSK vakalarimin %26’sinda alkol tiikketimi oldugu gortilmistiir. Sigara igmek
HSK oranmi %13 artirirken, obezite %9 artirdigi gozlenmistir. Diyabetes mellitus bagimsiz
olarak bir HSK risk faktorii olarak goriilmektedir (61). Aflatoksinin HSK vakalarinin %4.6-
28.2’sinin etyolojisinde rol aldig1 gosterilmistir ve vakalarin ¢cogu Cin ve Gilineydogu Asya’da
goriilmektedir (62).

Temel gida iirtinlerini (6rnegin misir) kontamine eden bir mikotoksin olan aflatoksin B1
(AFB 1)'in diyetle alinmasi, 6zellikle Afrika ve Asya'nin bazi bolgelerinde (tahil aflatoksin
testinin daha az yapildig1 yerlerde) HSK ile iliskilendirilmistir (63). Kronik olarak AFB1'e
maruz kalmis HSK hastalarinda p53 tiimor baskilayict gen mutasyonlart gosterilmistir. HBV
ve aflatoksinlere maruz kalan laboratuvar hayvanlarinda, p53 mutasyonlarinin gozlendigi
hepatokarsinogenez modellerinde de benzer bulgular gosterilmistir (64). Yapilan bir
metanalizde tek basina AFB 1'in HSK riskini 6 kat arttirdig: tespit edilmisken, AFB 1’in HBV
enfeksiyonu olanlarda maruziyeti HSK riskini 11 kat arttirdig1 gézlemlenmistir (62).

Aristolosik asit, Aristolochia ve Asarum gibi Cin bitkisel ilaglarinda etkili bir bilesen
olan bir nitrofenantren organik asit bilesigidir. Aristolosik asit iceren bu bitkiler Gliney Brezilya
ve Hindistan'da yaygindir ve bunlarin yaprak veya sap i¢eren miistahzarlar1 geleneksel olarak
anti-inflamatuar, idrar soktiiriicii ve anti-toksik panzehir olarak kullanildig: bildirilmistir (65).
Aristolosik asitin, tiitiin, ultraviyole 15181 ve diger kanserojenlerden daha fazla mutasyona neden

oldugu ve aristolosik asit ile karaciger kanseri arasindaki korelasyonu gosterilmistir (66).
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2.4.3. Tiimor Biyolojisi

Hiicre dongiisii, genetik materyalin kopyalanarak boliinme sonucu olusturulan yeni
hiicrelere esit olarak dagitildigi hiicresel ve molekiiler bir dizi olaydan olusan dongiidiir. Bu

dongii birbiriyle baglantili dort siiregten meydana gelir;
1- Hiicre biiylimesi
2- DNA replikasyonu
3- Kromozomlarin yeni hiicrelere dagilmasi
4- Hiicre boliinmesi

Genel olarak dongiisii interfaz (G1, S, G2) ve mitoz (M) olarak iki boliime ayrilir. Hiicre
boliinme sinyali aldiginda bir hazirlik evresine girer ve hiicre biiyiimeye baslar. Bu evreye

interfaz evresi denir ve kendi i¢inde G1, S, G2 olmak lizere tige ayrilir.

GO fazi; herhangi bir biiyiime faktorii ile uyarilmadig: siirece ya da bdliinme icin yeteri
kadar biiyiimemis ise hiicreler bu agsamada bekler. Hiicre metabolik olarak aktiftir fakat hiicre
dis1 faktorler tarafindan uyarilmadik¢a ¢ogalmazlar. Hiicrenin dinlenme evresidir. Normal

hepatoselliiler hiicreler bu haldedir (67).

G1 fazi; hiicre bu asamada DNA sentezi i¢in gerekli hazirliklarin bitirir. ATP sentezi,
organel sayis1 ve metabolizma hiz1 artar. Hiicre i¢in gerekli RNA ve proteinlerin sentezi

gerceklesir, biiyiime faktorleri aktive olur. Sentez evresi igin hazirlik yapilir.

S fazi: Sentez fazidir. RNA sentezi devam ederken protein sentezi en yliksek seviyeye
ulagsmis olur. DNA replikasyonu gergeklesir ve DNA miktar1 iki katina ¢ikarilir. Sentrozom

kendini eslemeye baglar.

G2 fazi: Hiicre bu asamada mitoz i¢in hazirlanir. DNA sentezi tamamlanmistir fakat

RNA ve protein sentezi devam eder. Sentrozom kendini eslemis olur.

M fazi: Mitoz boliinmenin gergeklestigi evredir. Kromozomlar meydana gelir. Kendi
icinde profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden olugsmaktadir. Son olarak
sitoplazma bdliinmesinin ardindan ayn1 genetik materyale sahip iki yeni hiicre meydana gelir.

Stirekli boliinen hiicrelerde dongii tekrar G1, S, G2, M olarak devam eder (68, 69).
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Hiicre dongiisli bircok gen ve gen tiriinii tarafindan kontrol edilmektedir. Saglikli
hiicrelerde, hiicre dongiisii siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Dongii siiresince bir asamanin
bitisi ve diger asamaya gecis farkli mekanizmalar tarafindan kontrol altina alinmistir. Hiicre
dongiisiiniin kontroliiniin saglandig1 3 temel kontrol noktas1 vardir. Bu kontrol noktalari; G1-S,

G2-M ve M kontrol noktalaridir (68, 69).
G1-S Kontrol Noktasi

Bu noktada DNA'da bir hasar olup olmadigi ve hiicrenin bdliinme i¢in uygun boyuta
ulasip ulasmadigi kontrol edilir. S evresine girmeden dnce olusmus veya bir 6nceki evre olan
mitoz evresinde meydana gelmis DNA hasarinin varligi hiicre dongiisiiniin S evresine girmeden
durdurulmasini saglar. Eger DNA’da bir hasar tespit edilirse veya hiicre boliinme i¢in uygun
boyutta degilse dongii bu asamada durdurulur. Boylece S fazindan hasarli DNA’nin bir sonraki
asamaya geg¢mesi engellenmis olur. Boylece hiicre hasari tamir etmek i¢in zaman kazanir ve

hasarli DNA’nin kopyalanmas1 dnlenir.

G1, S ve G2 evrelerinde hiicre dongiisiiniin durmasi, hasar gérmiis ya da replike
olmamig DNA’ya baglanan protein kompleksleri ile tetiklenir. Bu proteinler DNA hasarini
algilar ve ardndan sadece hiicre dongiisiinii durdurmakla kalmaz DNA tamirini ve eger tamir

gerceklestirilemezse programli hiicre 6liimiinii de aktive ederler.

Memeli hiicrelerinde G1-S kontrol noktasinda hiicre dongiisiiniin duraklatilmas1 Chk2
ve ATM tarafindan fosforillenen, p53 olarak bilinen tiimdr baskilayici gen tarafindan
gerceklestirilir. Fosforillenme p53°ii kararli hale getirir ve DNA hasar1 p53 miktarinda hizli bir
artisa neden olur. p53 ayni zamanda bir transkripsiyon faktoriidiir ve miktarindaki hizl artis,
hiicre dongiistinii durduracak olan hedef genlerin uyarilmasinmi tetikler. p53 dongiisiinii
durdurduktan sonra p21°i aktive ederek DNA’nin transkripsiyonel olarak tamirini baslatir.

DNA'’daki hasar tamir edilmezse p53 hiicrenin apoptoza gitmesini saglar (70).

Farkli kanser tiirlerine bakildiginda genellikle p53'i kodlayan genin iki kopyasinda da
mutasyon goriilmektedir. p53°te meydana gelen fonksiyonu kaybi hasarli DNA’ya sahip
hiicrenin G1-S kontrol noktasinda hasarin tespit edilip dongiiniin durdurulamamasina neden
olur. Boylece hasarli DNA tamir edilemeden yeni olusan hiicrelere aktarilmis olur. Boylece

mutasyonlar artar ve genom kararsizlagir.

G1-S kontrol noktasinda p53’tin yanisira siklin/CDK (Siklin Bagimhi Kinaz)
kompleksleri (siklin A/CDK2, siklin E/CDK2, siklinD/CDK4 ve siklin D/CDK®6) gibi bazi
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protein kompleksleri de gorev almaktadir. Siklin/CDK komplekslerinin fazla ekspresyonu
hiicrenin G1-S noktasindaki duraklama siiresini kisaltirken, az ekspresyonu hiicrelerin G1

evresinde kalmasina neden olur. Bu yiizden siklinler ve CDK'lar 6nemli onkogenlerdir (71).
G2 - M Kontrol Noktasi

G2-M kontrol noktasinda DNA replikasyonunun tamamlanip tamamlanmadigr ve
hiicrenin fizyolojik olarak mitoza hazir olup olmadigi kontrol edilir. DNA replikasyonu
tamamlanmamis hiicrede dongliyli durduran bir sinyal olusturulur ve boylece hiicrenin M
evresine gegmesi engellenir. Boylece hiicre tiim genomun replikasyonu tamamlanincaya kadar
G2’de bekler. G2-M kontrol noktasinda meydana gelebilecek hatalar kromozomal anomalilere
yol agmaktadir. DNA replikasyonunun ardindan her bir kromozomun iki kopyasmin da
ayrilmast gerekir, bu ayrilmayr ise Siklin/CDK kompleksleri diizenler. G2-M kontrol
noktasinda BRCA1’in yanisira G1’de oldugu gibi p53°iin de rol aldig1 bilinmektedir. Bu durum
p53'lin genomun kararliliginda 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir (68, 69, 72, 73).

M Kontrol Noktasi

M kontrol noktast en 6nemli kontrol noktalarindandir. Kromozomlarin mitotik i§
iizerinde diizenli bir sekilde yer almalarini saglar. Bu sayede yeni olusacak hiicrelere
kromozomlarin dogru sekilde dagilmasi saglanir. Eger bu asamada 1g ipliklerinin olugmasi ve
kromozomlarin baglanmasinda bir sorun meydana gelirse hiicre dongiisii metafaz asamasinda
durdurularak hatali kromozomlarin yeni hiicrelere gitmesi engellenmis olur (74). Bu kontrol
noktalar1 sayesinde DNA replikasyonunda, hasarli DNA’nin tamirinde, kromozomlarin
bi¢imlendirilmesi veya diizenlenmesinde bir hata meydana gelirse, hiicre donglisii hata
diizeltilene kadar durdurulur. Boylece tespit edilememis veya tamir edilememis mutasyonlarin
artmasi ve bunun sonucu olarak hiicrelerde biriken kromozomal anormallikler engellenmis olur.
Fakat tiim kontrol noktalarina ragmen hasarli olan DNA tamir edilemez veya kromozomal hasar

giderilemezse hiicre programlanmis hiicre 6liimii yani apoptoz ile 6liime gider (75).

Hiicre Dongiisii ve Kanser
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Kanser, proto-onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde meydana gelen birgok
mutasyon sonucu hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ortaya ¢ikan hatalar sonucu hiicrenin
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile ortaya c¢ikmaktadir (76). Yapilan ¢alismalarda DNA
hasarii tespit eden ve ardindan tamir i¢in p21 proteinini aktiflestiren ve hiicre dongiisiiniin
durdurulmasini saglayan p53 geninin tiimorlerin %50’sinden fazlasinda mutasyona ugramis
oldugu tespit edilmistir. Yine yapilan ¢aligmalarda cesitli kanser tiirlerinde tiimor baskilayici
proteinler diisiik seviyede eksprese edilirken CDK’ lar ise yiiksek seviyede eksprese
edilmektedir (70). Normal hiicreler ile karsilastirildiginda protein seviyesindeki bu degisiklikler
kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde boéliinlip ¢ogalmasinin sebebidir. Tiim insan
timorlerinin yaklasik %?20’sinde bir proto-onkogen olan ve siklin D-CDK4 kompleksini
aktiflestirerek hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin saglayan RAS proteininin aktif oldugu
goriilmektedir (77). Kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii kontrol noktalar1 islevsel degildir veya
kanser hiicreleri bu noktalar1 duraklamadan gegebilirler. Bu durum da hasarli DNA’nin stirekli
cogalarak yeni hiicrelere aktarilmasina yani mutasyonun giderek artmasina neden olur. Ornegin
G2 kontrol noktasindan kacan hasarlar kromozomal kiriklara ve dolayisiyla genomik
kararsizliga neden olmaktadir (78). Yine radyasyon gibi ¢cevresel mutajenlere maruz kalmais bir
hiicrede hiicre dongiisii kontroliinde hatalar meydana gelebilmektedir. Yapilan caligmalara gore
gamma radyasyonuna maruz kalmis hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G evresinde kalmadan S
evresine gectigi ve bu sebeple hasarli DNA’nin kopyalanarak mutasyonlara ve yanls

kromozom dizilimlerine neden oldugu gosterilmistir (78).
Apoptoz

Yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, diizensiz gelismis veya hasarli, ¢esitli nedenlerle
artik ihtiyag duyulmayan hiicrelerin genler tarafindan kontrol edilerek programli bir sekilde
ortadan kaldirildig1 mekanizmaya apoptoz denir (79). Bir organizmada hiicrelerin ¢ogalmasi ve
oliimleri arasindaki dinamik denge homeostazinin korunmas igin énemlidir. Insan viicudunda
herglin milyarlarca hiicre homeostazin korunabilmesi i¢in oOlmektedir. Hiicre olimii,
organizmanin gelisiminde ve doku homeostazinda da hiicre ¢ogalmasi kadar 6nemlidir (79).
Fakat plansiz sekilde gerceklesen apoptoz, apoptoz siirecinin hizlanmasi veya yavaslamasi gibi
bozukluklar organizma igin hayati sonuglar dogurabilmektedir. Ornegin; baz1 nérodejeneratif
hastaliklar, AIDS, arteriosklerozis gibi hastaliklarda apoptoz siirecinin hizlandig1 goriiliirken,
baz1 otoimmiin hastaliklar ve kanserde apoptoz siirecinin yavasladigi bu sebeple de apoptoz

mekanizmasinda bozukluklar gériilmektedir (80). Apoptoz siirecine girmis hiicreler gecirdikleri
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morfolojik degisimler ile diger hiicrelerden ve nekroz gibi diger 6liim mekanizmalarindan

ayrilirlar. Apoptoza giren bir hiicrede dzetle;

e hiicre sekli yuvarlaklagir ve bunun sonucu olarak komsu hiicrelerle olan baglanti

kaybolur,

e hiicre hacminde azalma ve biiziilme meydana gelirken sitoplazma yogunlugunda artis

goriiliir,
e kromatin yogunlasir,
e apoptotik cisimler olugarak hiicre pargalara ayrilmaya baslar,
¢ daha sonra bu cisimler komsu hiicreler tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir.

Olen hiicrelerin artiklar1 ve kalan apoptotik cisimlerin fagositler ve komsu hiicreler
tarafindan fagosite edilmesi dokuda bir inflamatuar yanit olugsmasimi engellenmektedir (79).
Eger bu apoptotik siirecte bir hata meydana gelirse bu organizma i¢in kétii sonuglar meydana
getirebilmektedir. Ornegin; 6lmesi gereken mutasyonlu bir hiicrenin meydana gelen bir hata
sonucu yasamaya devam etmesi o mutasyonlu hiicrenin ¢ogalmasina ve bunun sonucunda

organizmada genetik bozukluklara sebep olmaktadir.
Apoptozun Mekanizmasi

Hiicrede biiylime faktorleri ve sitokinler gibi hiicrenin yasamasi i¢in gerekli olan pozitif
sinyallerin yanisira, Fas-ligand ve TNF gibi hiicrede 6liimii tetikleyen negatif sinyaller
bulunmaktadir. Bu iki zit sinyal arasindaki dengenin bozulmasi hiicreyi apoptoza
stiriklemektedir (81). Bcl-2 gen ailesi apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan Onemli
faktorlerin bagindadir. Bir kismu1 pro-apoptotik olarak gorev yaparken bir kismi1 anti-apoptotik
olarak gdrev yapar. Bunlardan pro-apoptotik olanlar; Bax, BclXs, Bad, Bak, Bid, Bim, Puma
ve Noxa’dir. Bu proteinler mitokondriden Sitokrom- C salinimini ve apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) salinimini arttirir ve bu sayede apoptozu tetikler. Anti-apoptotik olanlar; Bcl-2, Mcl-1 ve
Bcl-X1'dir. Hiicrede kalsiyum oraninin korunmasini diizenlerler. Pro-apoptotiklerin tersine
Sitokrom-C ve AIF salinimini inhibe ederek apoptozu engellerler. Hiicrenin apoptoza girip
girmeyecegini hiicredeki Bax-Bcl-2 dengesi belirler. Eger hiicre apoptoza girecekse hiicredeki

Bax oran1 Bcl-2 oranindan ytiksektir (82). Apaptoz iki sekilde aktive olur:
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Apoptozun hiicre ici sinyaller tarafindan uyarilmasi ( i¢ Yolak )

Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor) molekiiliine baglanan Bcl-2 proteini
hiicrede mitokondrinin dis zarinda eksprese edilmektedir. Hiicrede hasar meydana geldiginde
Bcl-2, Apaf-1 molekiiliinii serbest birakir. Bel-2 ile iliskili diger bir protein olan Bax,
mitokondri membranindan girerek Sitokrom C’ nin salinimini baslatir. Diger yandan serbest
kalan Apaf-1, Kaspaz-9 molekiiliine baglanir. Béylece ATP enerjisi harcanarak sitoplazmada
“Apoptozom Kompleksi” olusmus olur. Kaspaz-9 proteinleri keserek diger kaspazlarin da
aktive olmasini saglar. Boylece proteolitik yolaklar aktive olarak sitoplazmik proteinler ve

DNA yikilir. Kalan hiicre artiklar1 ve apoptotik cisimler fagositozla ortadan kaldirilir (82).
Apoptozun hiicre dis1 sinyaller tarafindan uyarilmasi ( D1s Yolak)

Fas-Ligand ve TNF gibi 6liim aktivatorlerinin hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlerine
baglanmasiyla reseptorlerin sitoplazmik tarafina baglanan kaspaz 8 kendini kirparak aktiflesir.
Aktive olan kaspaz-8 de pro-kaspaz 3'ii kirparak aktiflestirir. Boylece kaspaz kaskadi olusur ve
hiicrenin fagasitozu saglanir (82). Oliim reseptdr yolagindaki bir diger faktér ise mitokondri
limeninde bulunan apoptoz indiikleyici faktdr (AIF) diir. Hiicre 6liim sinyalleri tarafindan
uyarilan AIF serbest kalarak ¢ekirdege gecer. Cekirdekte DNA’ya baglanan AIF DNA’nin
yikilmasint ve bunun sonucunda hiicrenin pargalanmasini saglar (Sekil 3) (83). Kisaca;
Proapoptotik proteinler, sitozolde mitokondriyal bagimli 6liimiin aktive edilmesinde anahtar rol
oynayan sitokrom C'nin mitokondri salinimini tesvik ederek apoptozu diizenler ve ayrica anti-
apoptotik proteinler bu salinim1 bloke ederek hareket ederler (84). Sitokrom C aktive edildikten
sonra hiicre apoptotik sinyal yolu giiclendirilecek ve hiicre oliimiiniin geri dondiiriilemez
olacagi  taahhiit  edilir  (85). Kaspaz  9,ig¢sel  apoptotik  yolun apoptotik
promotor proteazidir. Aktive edildiginde, asagi akis yiiriitiicii kaspaz 3 karsiliginda tetiklenir

ve daha sonra hiicre apoptozuyla birlikte hiicresel substratlar1 pargalar (86).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cytochrome-c
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/caspase-9
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/proteinase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/caspase-3
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Apoptozun Diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi, p53, kaspazlar, sitokrom-
C ve mitokondriyonlar gibi bir¢ok eleman gorev almaktadir. Hiicrenin apoptoza girdigi andan
itibaren hiicre icerisine siirekli bir kalsiyum girisi olmakta ve bu kalsiyum iyonlari,
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve hiicre iskeleti
organizasyonunda diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, bazi onkogen ve
timor baskilayici genlerin de apoptozun diizenlenmesinde rol aldigin1 gdstermektedir. Bu

genlerden bazilari; c-myc, p53, bel-2 ve kaspaz ailesidir (82).

c-myc: Bir transkripsiyon faktorii olmasinin yanisira protoonkogen olarak da gorev
yapar. Ortamda bulunan molekiillere bagli olarak hiicrenin ¢ogalmasini ve prolifere olmasini
yada apoptoza girmesini diizenler. Hiicrede yeterli miktarda c-myc ve uygun biiyiime faktorleri
yoksa hiicre biiyiimesi durur, her ikisininde yeterli miktarda bulunmasi halinde ise ¢ogalma
gerceklesir. Fakat c-myc var ama ortamda uygun biiylime faktorleri yoksa hiicre apoptoza girer

(87).

p53: Tiimor baskilayici olan p53, radyasyon, kemoterapi gibi etkenler sonucu olusmus
DNA hasarmi tanir ve hiicre dongiistinii G1 evresinde durdurarak DNA’nin tamir edilmesini
saglar. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek seviyede ise hiicrenin apoptoza girmesini
indiikler. Bunu takiben Bax ekspresyonu artar ve hiicredeki bel-2 / Bax dengesi degisir. Ayrica
Fas, DR4 ve DRS5 gibi hiicre yiizeyindeki Oliim reseptorleri aracilifi ile de apoptozu
indiikleyebilir ~ (88). Ayrica p53, dogrudan protein-protein  etkilesimi  yoluyla
Bax oligomerizasyonunu tesvik edebilir ve mitokondriyal zar1 gegirgen hale getirmek i¢in Bcl-
2 ve BxI-XL ile inhibitér kompleksler olusturabilir. Sitokrom ¢ salinimu ile birlikte ve son

olarak hiicre apoptozunu indiikler (89, 90).

Bcl-2 ailesi: Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs gibi bazi iiyeleri apoptozu indiiklerken, Bcl-2, Bcl-
X1 gibi baz1 iiyeleri de apoptozu inhibe etmektedir. Bu apoptotik ve antiapoptotik iiyelerin
hiicredeki oranlar1 hiicrenin sagkalimini diizenlemektedir. Ornegin; hiicredeki Bcl-2 / Bax
oraninin degismesi hiicrede apoptozun indiiklenmesine veya inhibe edilmesine yol agar (82).
Proapoptotik iiyelerden olan Bax ve Bak heterodimerizasyon ile kaspazlarin ve mitokondriden
salinan sitokrom- C’nin serbestlesmesini ve bdylece kaspazlarin aktive olmasini saglarlar. B
hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesinin iiyeleri apoptozun diizenlenmesinden sorumludur
(84). Bcl-2, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi ve oliimii arasindaki dinamik dengenin

korunmasinda ikili bir rol oynayan 6nemli bir antiapoptotik gendir (91).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oligomerization
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oligomerization
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Bcl-2 protein ailesi, mitokondriyal dis zar gegirgenliginin degisimini kontrol eden,
intrensek apopitotik yollar1 kontrol eder. Bu durum Bcl-2 proteinlerinin mitokondriyal
membranin permeabilizasyonuna aracilik ederek apopitozisde anahtar rolii almasina sebep olur.
Bcl-2 ailesi tliyeleri arasindaki denge ve protein-protein etkilesimleri, bir hiicrenin hiicre
sagkalimi m1 yoksa apoptoza mi1 ugrayacagini saptamak i¢in gereklidir (82). Bcl-2'nin daha
diistik seviyelerde ATP ve reaktif oksijen tiirleri iiretmek i¢in mitokondriyal metabolik yollar1
diizenleyerek GO/G1'den S fazina girisini geciktirdigi gosterilmistir (92). Bcl-2 programlanmis

hiicre 6liimiinii durdurarak apoptozda rol oynayan bir onkoproteindir.

Memeli hiicrelerinde 25 veya daha fazla {iye igeren Bcl-2 ailesi, stres apoptoz yolunun
gerekip gerekmedigini belirlemek i¢in farkl hiicreler arasi ve hiicre i¢i isaretleri birlestiren bir
'yvasam/Oliim anahtar1' olarak islev goriir (93). Bcl-2'nin in vitro ve in vivo timor gogi,
invazyon, otofaji ve anjiyogenezi modiile ettigini gostermistir (94). Apoptoz regiilasyonu
acisindan zit fonksiyonlara sahip iki Bcl-X c¢DNA izoformu, Bcl-xL ve Bcl-xS
tanimlanmistir. Bel-xL, Bcel-2 ile benzer yapisal alanlar1 paylagsan bir anti-apoptotik protein
iken, Bcl-2'ye en yiiksek homolojiye sahip bolgeden yoksun olan Bcl-xS, apoptozu tesvik eder
(99).

Hiicre kaderi, proapoptotik ve anti-apoptotik Bcl - 2 aile lyelerinin aktiviteleri
arasindaki balans ile saptanir. Tiimdr olusumu ve kanserin ilerlemesi sirasinda kanser hiicreleri,
anti-apoptotik Bcl - 2 protein ailesinin yukari regiilasyonuna dayanir ve bu hayatta kalma
mekanizmalarina bagimli olma egilimindedir (93). Bcl-2 proteinlerinin iki ana grubu vardir,
bunlar proapoptotik proteinler (6rn. Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk) ve anti-
apoptotik proteinler (6rn. Bcl-2, Bel-XL, Bel- w, Bfl-1 ve Mcl-1)’dir. Anti-apoptotik proteinler
sitokrom-C'nin mitokondriyal salinimini engelleyerek apoptozu diizenlerken, pro-apoptotik
proteinler bu salimimi tesvik ederek etki ederler. Apoptozun baslayip baslamayacagini
belirleyen sey mutlak miktar degil, pro ve anti-apoptotik proteinler arasindaki dengedir (96).
Bcl-2 protein ailesini hedeflemede kullanilan bazi potansiyel tedavi stratejileri, Bcl-2 anti-

apoptotik protein ailesini inhibe etmek i¢in terapotik ajanlarin kullanimini, ilgili yukari regiile

edilmis anti-apoptotik proteinlerin ya da genlerin bastirilmasini igerir.

Bu mekanizma ile tekli veya ¢oklu anti-apoptotik Bcl - 2 ailesi {iyelerini hedef alan
birkag ilag, preklinik caligmalarda ve faz I/II/III klinik deneylerinde kati ve hematopoietik
tiimorler icin tek ajan ya da kombinasyon tedavilerinde umut verici yanitlar gostermistir (97,

98).
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Kaspazlar: Apoptoz i¢in merkezi bir konuma sahip olan kaspazlar bir sistein proteaz
ailesidir. Substratlarinin aspartik asit (ASP) bolgelerindeki karboksil gruplarindaki peptit
baglarin1 keserler. Normal sartlarda hiicrede inaktif halde bulunurlar ve uyar1 aldiklarinda
proteolitik olarak birbirlerini aktive ederler (99). Hiicrede 6zellikle hiicre iskeletini olusturan
ve DNA tamirinden sorumlu proteinlerin kullanildiktan sonra veya islevlerini kaybettikten
sonra parcalanarak ortadan kaldirilmasindan sorumludurlar (99). 14 iiyesi olan bu kaspaz
ailesinin 7 liyesi apoptozda rol alan kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10°dur. Kaspaz 3, 6 ve 7 apoptoz
sirasinda hiicrenin parcalanmasina neden olurken diger kaspazlar ise apoptozun baslatilmasi ve

apoptozda rol alan kaspazlarin aktive olmasindan sorumludurlar (100).

Ki-67: Ki-67, GO disindaki proliferasyon evrelerinde eksprese edilen niikleer antijenlere
baglanan bir niikleer proteindir ve immiinohistokimyada degerlendirilebilen tlimor
proliferasyonu ile ilgili ana faktorlerden biri olarak hizmet eder (100). Ki-67 ekspresyonunun
malign tiimorlerde malign olmayan tiimdrlere gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ki-67,
tim ¢ogalan omurgali hiicrelerinde eksprese edilen bir niikleer proteindir ve timor
evrelemesinde boliinen hiicrelerin oranin1 tahmin etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
biyobelirtegtir. Bugiine kadar incelenen tiim tiimor antitelerinde, Ki-67 ile belirlenen biiyiime
fraksiyonunun ortalama degerleri ile malignitenin histopatolojik degerlendirmesi arasinda
oldukca anlamli bir korelasyon bildirilmistir (101). Cekirdekteki Ki-67 proteini, tiimorlerin
saldirganligini gosterebilen hiicre proliferasyonu ile ilgilidir. GO hari¢ hiicre dongiisiiniin tiim
asamalarinda eksprese edilir, 6zellikle G2/M fazinda en yiiksek ekspresyon seviyesine ulagir
(101). Ki-67 marker indeksini elde etmek icin parafine gomiilii kesitlerin immiinohistokimyasi
(IHC) kullanilir ve pozitif oran hastalarin prognozu i¢in bir gosterge olarak kullanilabilir. Anti-
apoptozis faktorleri gibi bazi belirtegler, bir tiimdriin kendine 6zgii tedavilere duyarli olup
olmadigin1 belirlemek ya da Ki-67 gibi bir tiimoriin proliferatif evresini takip etmek igin

kullanilir.

HSK lezyonlarinin Ki-67 immiin boyamasinin daha yiiksek mitotik aktivite ile iliskili
oldugunu ortaya koymustur (102). HSK dokusunda daha yiiksek Ki-67 ekspresyon
seviyelerinin daha agresif bir tiimor derecesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Daha yiiksek Ki-
67 ekspresyon seviyelerinin erken hastalik niiksii ile iligkili oldugu belirtilmistir. Yiiksek Ki-67
ekspresyonu, zayif farklilagma, biiyiik tlimor boyutu, ¢oklu tiimdr nodiilleri, metastaz, siroz ve
vendz invazyon gibi 6zellikler ileri HSK ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugu gosterilmistir (100).
Proliferasyon ve apoptoz, HSK patogenezinin arkasindaki iki temel itici giigtiir. HSK, Ki-67 ve

Bcl-2 asir1 ekspresyonu, hiicresel proliferasyon ve apoptoz arasindaki dengenin bozulmasina
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neden olan Bax ekspresyonunun azalmasi ve PPAR-y ve FOXO-1'in azalmis ekspresyonun

siddetlenmesi ile iliskilidir (103).
Apoptoz ve Kanser

DNA’da meydana gelen hasar, tamir mekanizmalar tarafindan tespit edildikten sonra
tamir edilir. Hasarin tamir edilemedigi durumlarda ise hiicre genetik kontrol mekanizmalarinin
gozetimi ile ortadan kaldirilir (79). Eger bu kontrol mekanizmalarinda bir hasar meydana
gelirse hiicre ortadan kaldirilamaz ve hasarli bir sekilde bolinmeye devam eder. Bu hasarlt

hiicreler hizla ¢cogalarak neoplastik bir olusumu dolayisiyla kanseri tetikler.

Yapilan g¢aligmalarda Bcl-2 ve c-myc gibi sagkalimi tetikleyen genlerin kanser
hiicrelerinde oldukca fazla eksprese edilerek 6liime neden olan genleri baskiladig1 goriilmiistiir
(87,91). Yine yapilan ¢alismalarda hepatoseliiler, néroblastom ve kolon kanserinde survinin ve
Bcl-2 proteinlerinin yiiksek seviyede eksprese edildigi ve bunun kétii prognoz ile yakindan
iligkili oldugu gosterilmistir (104). Melanoma hiicrelerinde de Apaf-ekspresyonu inhibe
edilerek hiicrenin apoptoza girmesi engellenir (105). Akciger ve kolon kanserlerinde ise Fas-
liganda baglanan “decoy” molekiilii fazla miktarda tiretilerek Fas ligandin Fas proteinine
baglanmasi engellenir ve bu sayede kanser hiicreleri sitotoksik T hiicreleri tarafindan taninip
oldiirtilemezler (106). Bcl-2 ve c-myc proteinlerinin asir1 ekspresyonu AML hiicrelerinde
apoptozu engelleyerek hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina neden olur. Ayrica yapilan
caligmalar Bcl-2’nin hiicrede asir1 derecede artisi 16semi hiicrelerinin sagkalimini arttirdigi ve

hastanin kemoterapiye kars1 direng olusturmasina neden oldugu goriilmiistiir (107).

Apoptoz sayesinde hasarli hiicreler ortadan kaldirilarak bir sonraki kusaga aktarilmasi
engellenir. Boylece organizma i¢in kanser olusumunu tetikleyen genetik mutasyonlarin sayisi
da en aza indirilir (79). Bu yiizden son yillarda kanser tedavisi i¢in apoptozu indiikleyecek yeni
ajanlar lizerine yogun caligmalar yapilmaktadir (108). Apoptoz, hem Bcl-2 ailesini hem de
kaspaz ailelerini diizenleyerek mitokondri tarafindan diizenlenen intrinsik yol tarafindan
tetiklenebilir. Bcl-2 ailesi liyeleri arasindaki denge ve protein-protein etkilesimleri, bir hiicrenin
hayatta kalmasina m1 yoksa apoptoza mi ugrayacagini belirler. Bu nedenle Bax/Bcl-2 orani,

apoptozun olusumu ve derecesi i¢in biiyiik 6nem tasir (90).

Cesitli kanser tiirlerinde bugiline kadar yapilan ¢aligmalarda farkli maddelerin hiicre

dongiisii ve apoptoza olan etkileri aragtirilmis fakat calismamizda kullandigimiz TC ekstresinin


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/caspase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/caspase
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ozellikle insan hepatoseliiler kanser hiicrelerinde uygulanmasma dair ¢alismaya

rastlanmamustir.

2.4.4. Hepatoseliiler Kanser’in Olusumu ve Genetigi

Hepatokarsinogenez, hiicrede dizi mutasyonel genetik degisikligin olustugu ¢ok asamali

bir stirectir (Sekil 4) (109).
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Sekil 4: Hepatokarsinogenezin ¢ok asamali siirecinin sematik temsili

HSK’nm etyolojisi ve karsinogenezi diger kanser tiirlerinde oldugu gibi ¢ok yonlii ve
cok basamaklidir. HSK’nin ¢ok basamakli olusum siireci inflamasyona sebep olan hepatosit
tahribati, hiicre 6liimii, siroz ve rejenerasyon, displazi ve karsinom olarak sdylenebilir (110).
HSK gelisiminin ilk sathasina, karaciger kok hiicrelerindeki degisiklikler neden olur.

Protoonkogenlerin (N-ras, c-myc, c-fos) aktive olmasi, growth faktorlerin (IGF1, IGF2, TGF-
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o, TGF-p aktivasyonu) aktive olmasi ve tiimor supresdr genlerin (p53, Rb, pl6, APC )
baskilanmasi seklinde {i¢ temel faktorde degisim goriiliir (38, 111, 112).

HSK olusumundaki bu genetik degisiklikler sonrasi, hepatositlerin fenotipi degisime
ugrar. Uzun preneoblastik zaman boyunca mitojenik yolaklarin degismesi ile hepatosit dongiisii
hizlanir. Bu kronik rejenerasyon siireci displazik hepatositlerin olugsmasina neden olur. Bu
hepatositlerin 6zelligi, genlerinde ve kromozomlarinda yapisal degisikliklerinin olmasidir.
Displazik nodiillerin ve HSK’nin ortaya c¢ikisi, genlerde ve kromozomlarda geri doniissiiz
yapisal degisikliklerin birikimi ile olusur. Malign hepatosit fenotipi, farkli diizenleyici

yolaklarda gorev yapan genlerin fonksiyonlarin1 engellemesi ile geligebilir (113).

Hepatosit tahribati, en fazla kronik HBV ve HCV enfeksiyonlarinda meydana
gelmektedir. Bu enfeksiyonlar fibrozla sonuglanan inflamasyona sebep olurlar. Hepatik fibroz,
inflamatuar hiicrelerin de dahil oldugu, stellat hiicrelerin aktivasyonu ve sitokinlerin salinimi
ile meydana gelen, karaciger tahribatina kars1 verilen bir cevaptir. Hepatik fibrozun énemli bir
ozelligi ekstraseliiler matriksin birikiminin geri doniiglii olmasi1 ve nodiillerin yeterince
gelismedigi bir durum olmasidir. Oysa siroz, rejenere nodiillerin olustugu, parankimanin
etrafinin kalin koyu bir serit ile ¢evrildigi, geri doniigsiiz bir durumdur. Siroz, HSK olusumu
icin 6nemli bir risk artisina neden olmaktadir. Ama siroz olmadan da HSK gelisebilmektedir

(114).

HSK gelisiminin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, onu tedavi etmek
icin yeni etkili terapétik stratejiler gelistirmede i¢in kritik dneme sahiptir (115). HSK'nin
baslamasi ve ilerlemesi, proto-onkogenlerin aktivasyonu ve spesifik tiimdr baskilayici genlerin
islevlerinin bozulmasi gibi c¢oklu genetik olaylari igerir. Onkogenler tarafindan kodlanan

onkoproteinler, hiicrelerin béliinmesini ve canliligini uyarir veya arttirirlar (116).

Buna karsilik, tlimor baskilayici genler, hiicre gogalmasint dogrudan veya dolayli olarak
onleyebilir veya hiicre 6liimii ile sonuglanabilir. Tiimor proteini p53 ( P53 ), fosfataz ve tensin
homologu ( PTEN ), axin 1 (AXIN 1) ve retinoblastoma transkripsiyonel ¢ekirdek baskilayici
1 (RBI ), HSK'da iyi bilinen tiimdr baskilayici genlerdir. Ornegin P53, HSK'nin %30-60"mda
mutasyona ugrar veya susturulurken, PTE HSK'nin %40'indan fazlasinda kaybolur (117, 118).
HSK ile ilgili giincel olarak 30 onkogen ve 12 tiimor baskilayict gen tanimlanmistir (119).

2.4.5. HSK’nmin Tani, Tarama ve Tedavisi
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HSK’nin 6zel belirti ve bulgular vermemesi, karacigerin genis fonksiyonel kabiliyeti
tan1 konulmasinda gecikmeye neden olmaktadir. Bu nedenle tan1 esnasinda hastalarin ¢cogu
metastatiktir ve uygun tedavi i¢in sansmi kaybetmistir (120). Tani esnasinda vaskiiler
invazyonun olup olmasi, karaciger hastaligi nedeniyle fonksiyonel kapasitenin kotii olmasi,
tiimor blylikligliniin fazla olmasi, lenf nodu metastazlar1 ve uzak metastazlarinin olmasi kétii
prognoz belirtegleridir (121, 122). Kronik karaciger hastalig1 olanlarda karacigerde tespit edilen
herhangi bir kitle aksi ispat edilene kadar HSK oldugu disiiniilmelidir. Higbir karaciger
hastalig1 olmayan hastalarda hipervaskiiler 6zelligi varsa fokal nodiiler hiperplazi (FNH) ve
hemanjiom dislandiktan sonra HSK 6n planda akla gelmelidir. Takipli olmayan hastalarda yeni

saptanan AFP yliksekligi tan1 koydurucu olabilmektedir.

HSK tanisinda serolojik belirtecler olarak AFP, des-gama-karboksi protrombin (DKP),
AFP-L3, Alfa-1fukosidaz (AFU), Transforming biiyiime faktori-p1 (TGF- B1), mikroRNA
miR-21, golgi protein 73 (GP73), vitamin K ile indiiklenen protrombin (PIVKA II) yer
almaktadir. Bunlar disinda biyopsi, tiim batin ultrasonografisi (USG), trifazik multinodal
bilgisayarli tomografi (BT), trifazik manyetik rezonans goriintileme MRG, laparaskopik

yontemler kullanilmaktadir (123, 124).
2.4.5.1. Alfa Fetoprotein

Taramada kullanilan serolojik bir belirte¢ oldugu gibi 6nceden HSK hastalarinin
tanisinda da kullanilmistir. Tek basina olmasa da diger testler ile beraber kullanildiginda tanisal
dogrulugu arttirmaktadir. Takiplerde tam yeterli performans1 gostermemesinin nedeni olarak
sirozlu hastalarda dalgal1 seyir gostermesi, akut hepatit alevlenmeleri, karaciger hastaliginin
alevlenmesi ve erken evrede ylikselmesi gosterilmistir. Alfa fetoprotein (AFP)’nin normal
serum diizeyi 10 - 20 ng/mL’dir. AFP’nin 20-400 ng/mL olmas: aktif hepatit, siroz ve yeni

gecirilen karaciger cerrahisi gibi hepatosit rejenerasyonunu gostermektedir.

HSK tanis1 i¢in 400 ng/mL tstii degerler anlamli kabul edilebilir. Kronik karaciger
hastaligi olan kritik hastalarda AFP >500 ng/ml olmast kesin HSK olarak
degerlendirilmektedir. Ancak AFP degeri diisiik kisilerde yapilan taramalar sonucu ¢ok sayida
HSK hastas1 saptanmistir (125). Bunun yaninda Fibrolamellar tip HSK ve kiiciik boyutlu
HSK’larin %40’ min AFP sekrete etmedikleri goriilmiistiir. Bu gibi nedenlerle 2005 yilinda
Avrupa ve Amerika calisma cemiyetleri (EASL, AASLD) HSK tanisinda arteriyal fazda
hipervaskiilarite ve ge¢c washout’u tan1 kriteri olarak kabul etmis ve AFP’yi tanisal algoritmadan

cikarmiglardir (126, 127).
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AFP diizeyi tanida kullanildig1 gibi 6zellikle cerrahi olarak rezeke edilen ve karaciger
transplantasyonu yapilan hastalarin prognozunda ve takibindede kullanilmaktadir.
Transplantasyon yapilan hastalarda AFP diizeyinin >1000 mcg/L iizerinde ise hastaligin niiks
etme riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir (128). AFP ayrica germ hiicreli tiimorlerde (over
ve testis), mide kolon akciger kanserlerinde, lenfoma hastalarinda ve meme kanserinde yiiksek

bulunabilmektedir (129).

2.4.5.2. Tanida Goriintiilemenin Rolii

Goriintiileme, HSK tanisinda en 6nemli yontemdir. Bir¢cok solid kanserlerin aksine,
HSK tanisi, biyopsi ile histolojik konfirmasyona gerek olmadan dogrudan goriintiileme ile
konabilir ve tedavi diizenlenir. Biyopsi gerektigi zaman, goriintiileme yardimi gerekir. AFP ve
diger serum belirteglerinin tanidaki rolii daha geri plandadir. HSK’ya tanisal yakasim
algoritmasi1 Sekil-5’de verilmistir. Riskli grupta yer alan ve tarama testleri pozitif olan
hastalarda HSK tanisi i¢in ilk basvurulacak tani araci multifaz MRI veya BT dinamik
incelemeleri olmalidir. “American College of Radiology” nin hazirladig1 ve 2011 yilindan beri
bilinen "CT/MRI Liver Reporting and Data System" (LI-RADS) kilavuzu BT/MRI
incelemesinin nasil yapilacagi, degerlendirmesi ve nasil rapor edilecegini belirtmektedir (Sekil

5) (130).
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Sekil 5: LIRADS simiflamasi sematik gosterimi

Ultrasonografi (USG)

USG genelde kronik hepatit ve sirozu olanlarda tarama amagl kullanilir. USG tam
icin duyarlilig1 %78, 6zgiilligl %89’dur. Heterojen parankimde lezyonlar1 saptamada yetersiz
kalmaktadir. Kontrastlt USG yapilirsa duyarlilik artmaktadir (131). Yapilan ¢alismalar sonucu
tiimor boyutu arttikca USG’nin duyarlili§inin arttig1 gosterilmistir. Cap1 1 cm’den kiiciik
tiimorlerde duyarliligl %42 iken tiimor biiytikliigl arttikca duyarliligt %95’e kadar
cikmaktadir (132). USG goriintiilemenin sinirlamalari, teorik olarak, her ikisinin de HSK
tanisi i¢in ylksek duyarliliga ve 6zgiilliige sahip oldugu gosterilen MRG ve BT'nin teknik
istiinliigii ile ele alabilir (133).
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Bilgisayarh Tomografi (BT)

Genelde daha 6nce USG’de tespit edilen bir anormalligin netlestirmek i¢in kullanilir.
Duyarlilik %65-98, 6zgiillik %92’dir. Standart olarak kontrastsiz, arterial, portal vendz ve
denge fazlarindan olusan multifazik degerlendirme yapilir. Tiimor boyutu kiigtildiikkge dogru
teshis koyma orani azalir, bu durumlarda helikal BT ve kontrast olarak lipiodol kullanilarak

duyarhlik arttirilmaya ¢alisilir (130, 134).
Manyetik Rezonans Goriintiileme

Manyetik Rezonans (MR)’da nefrotoksik kontrastlar ve radyasyon kullanilmadan daha
net goriintiiler elde edilebilmektedir. T2’de yiliksek yogunluk ve T1’de diisiik yogunluklu
goriintiiler ile ayrim yapilir. Duyarliligi %86 6zgiilligii %89 dur. Fakat godoksetin asit ve
diffizyon gorintiileri ile duyarlilign arttirilabilir (135). Timor ¢apr arttikca sensitivitesi
artmaktadir. 2cm’den kiictik kitlelerde %30 sensitivitesi varken biiyiik kitlelerde %95‘e kadar
cikmaktadir. Yapilan ¢alismalarda MRG’nin BT ye gore daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu
gosterilmistir (136).

2.4.5.3. Tanida Biyopsinin Rolii

Karacigerdeki premalign nodiillere perkiitan biyopsiler goriintiileme ile tipik bulgu
vermeyen, hipovaskiiler olan ve biyopsi sonucu hastanin tedavi ve yonetimini degistirecek ise
diistintilmelidir (137, 138). Biyopsi yaparken kanama riski, tiimoriin yeri ve biyopsi trakti
boyunca tiimor ekimi gibi komplikasyonlar g6z 6niinde bulundurulmali ve bu riskin %1,6-5
arasinda oldugu unutulmamalidir. Yapilan calismalarda dogru tani1 konulup kiiratif cerrahi
yapilabilen HSK hastalarinda, ince igne aspirasyon biyopsisinin komplikasyonsuz

yapilabilecegi gosterilmistir (139).

Karacigerdeki kiiciik lezyonlardan alinan biyopsiler deneyim seviyesi yliksek patologlar
tarafindan degerlendirilmelidir. HSK tanisi i¢in karaciger biyopsisinin sensitivitesi %70-90’dur.
1-2 cm araligindaki nodiillerde stromal invazyon goriinmesi gibi engellerden dolay1 erken HSK
ile yiiksek dereceli displastik nodiil ayrimi1 yapilamayabilir. Biyopside <2 cm lezyonlar i¢in
goriintli kilavuzlugunda perkiitan karaciger biyopsisinin tanisal verimi ylizde 70 kadar diisiik
olabilir (140). Yapilan g¢aligmalarda kiiciik tiimoérlerde ilk biyopsiler ile tani sanst %60
civarindadir. Bu yiizden negatif biyopsiler taniy1 ekarte ettirmez. Radyolojik goriintiileme ile
beraber yapilan biyopsilerde sensitivitesi ve spesifitesi daha yiiksektir. HSK negatif ¢ikmasi

durumunda 3-6 ay ara ile hastalar yakindan USG ve/veya BT ile degerlendirilerek nodiil



28

kaybolmasi, bliylimesi, HSK doniismesi, géz 6niinde bulundurularak takip edilmelidir. Nodiilde

degisiklikler saptanmasi durumundan tekrar biyopsi planlanmalidir (141).

Histolojik olarak HSK 1iyi diferansiye tipten anaplastik kotii diferansiye lezyonlara kadar
degiskenlik gosterebilir.

2.4.5.4. Tamda Amerikan Karaciger Hastaliklari Calisma Grubu (AASLD)

Kilavuzu

Taramalarda veya rastgele saptanan 1 cm’den kiigiik nodiilleri 3-6 ay aralikli USG ile
izlenmesi, 2 yilda nodiilde biiyiime yok ise rutin taramaya geg¢ilebilir. Sirotik karacigerde tespit
edilen 1 cm’den biiyiik nodiillerden BT ve/veya MRG ile yapilan radyolojik goriintiilleme de
lezyonun hipervaskiiler olmasi, portal venéz fazda washout paterninde goriiniim saptanmasi
HSK lehine degerlendirilir. Goriintii tipik degilse yapilmayan diger radyolojik goriintiileme
yapilmalidir (121, 142).

Goriintiileme sonucunda tipik goriintii varsa HSK tanis1 kesindir. Yine beraberinde
yiiksek AFP >200 ng/ml varsa biyopsi yapmaya gerek yoktur. Karakteristik radyolojik bulgu
yoksa ve karaciger sirotik degilse biyopsi onerilmektedir (121, 142).

2.4.5.5. Tamda Avrupa Birligi Karaciger Calisma Grubu (EASL) Kilavuzu

2018’deki yapilan yayina gore 1ecm’den kiigiik nodiiller 4 ayda bir USG ile izlenmeli,
nodiilde biiyiime olmast durumda nodiiliin biiyiikliigiine gore ek inceleme yapilmalidir. Nodiil
boyutu 1 cm’den biiyiik ise radyolojik goriintiileme yapilmali ve patognomonik gériiniim yoksa
biyopsi Onerilmelidir. Biyopsi sonucu negatif gelirse hasta 4 aylik periyotlar ile tekrar USG ile
izlenmeli nodiilde degisiklik olmasi1 durumunda tekrardan biyopsi planlanmalidir (Sekil 6)
(126). i1k radyolojik goriintiileme tekniginde tan1 alamayan hasta alternatif diger goriintiileme
yontemi ile degerlendirilir veya takip programina alinir. Displastik nodiiller genelde sabit
olarak kalirlar, fakat biiyliyen ve kapsiil olusturan lezyonlar HSK olarak degerlendirilebilir.
Biiylimeyen nodiiller bile yakin takip programina alinmali bu nodiillerin premalign oldugu

unutulmamalidir (126).
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2.4.5.6. HSK’nin Evrelemesi

HSK’l1 hastalarda evreleme tedavinin ve prognozun belirlenmesi agisindan énemlidir.
Diger tiimorlerden farkli olarak HSK’ da prognoz degerlendirmesi yapabilmesi kronik
karaciger hastaliginin eslik etmesinden dolayr komplike olmaktadir. Evreleme yapilabilmesi
icin timorlin biyiikliigii, nodiillerin sayisi, damar invazyonunun varlifi, karaciger digina
yayiliminin olmasi, siroz hastaliginin evresi (Child Pugh evrelemesi) ve kansere bagli semptom

varlig1 (ECOG) gibi prognostik faktorler goz dniinde bulundurulmalidir (134, 143).

HSK i¢in birkag adet evreleme sistemi yapilmistir. Evreleme sistemlerinden hangisinin
prognozu belirlemede en iyi oldugu konusunda goriis birligi yoktur (134, 144, 145). Bunlar;
TNM, Chinese Universty Prognostic Index (CUPI,CNLC), Canser of the Liver Italian Program
(CLIP) skoru, Fransiz Klasifikasyonu, The Barcelona Clinic Liver Canser (BCLC), Okuda, The
Japan Integrated Staging (JIS)’dir. En sik olarak kullanilanlari BLCL, CLIP, Okuda ve
TNM’dir. TNM cerrahi sonuglar1 degerlendirmek icin, Okuda, BCLC ve CLIP ise karaciger
fonksiyonu kotii vakalarda prognoz acisindan daha yararlidir (146). Amerika Hepato Pankreato

Biliyer Dernegi (AHPBA) her hastaya gore evreleme sistemi se¢ilmesini dnermektedir. Cerrahi
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uygulanacak hastalarda TNM, cerrahi disliniilmeyen hastalarda BLCL kullanilmasini

onermistir (Sekil 7) (147).

EVRE 0 EVRED
Child-Pugh A Child-Pugh C

EVRE A NERIEVRE (C)
Tek veya
<2 cm kitle <3cm 3 nodiil

Karsinoma in situ
Portalinvazyon SON EVRE

N1M1

Semptomatik
<3INODUL

Tedavi

TRANS.
Portal basing/bilirubin dureyi UYGUN MU

NORMAL ARTMIS

TRANSPLANTASYON RFA/PEL

Sekil 7: Barcelona Klinik Karaciger Kanser Evreleme ve Tedavi Algoritmasi

2.4.5.7. TNM Evreleme Sistemi

Bu evreleme sistemi The American Joint Committe on Cancer (AJCC) tarafindan 2010
yilinda yeniden yazilmistir (Tablo 1) (148). Bu sistem tiimor sayisi, biiyiikliigli, damar
invazyonu ve uzak metastazlar1 dikkate almaktadir. Altta yatan karaciger hastaliginin durumu
dikkate alinmaz. TNM sistemi karaciger rezeksiyonu yapilan ve transplantasyon uygulanan

hastalarda prognostik degerleri dogrulanmis tek evreleme sistemidir (149).
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Tablo 1: Hepatoseliiler Kanser TNM evreleme sistemi
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2.4.5.8. HSK’nin Tedavisi

HSK olagan yapisi geregi gec teshis edilir ve teshisten sonraki medyan sagkalim
yaklasik 6 ila 20 aydir. Tedavinin temeli cerrahi rezeksiyon olmasina ragmen, hastalarin cogu
timor boyutu veya altta yatan karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle uygun degildir (4).
Kansere iligkin semptomlarin ortaya ¢ikmasindan sonra hastalarin sadece %0-10’u, 5 yil
yasayabilmektedir. Semptomlar olusmadan 6nce tlimor boyutlar kiiclikken tani1 konulursa;
cerrahi rezeksiyon ve transplantasyon gibi kiiratif tedavi segeneklerinin uygulanmasi
durumunda 5 yillik yagam sansinin yliksek olmasi, HSK’da erken tani ve tedavinin énemini

ortaya koymaktadir (150-157).

Amerikan Karaciger Hastaliklar1 Arastirma Dernegi’nin (AASLD) 2010 yilinda
giincellenen tedavi kilavuzu verilerine gore tam yanit ve kiir sansinin oldugu bilinen tedaviler
cerrahi rezeksiyon, transplantasyon ve perkiitan ablasyondur (151, 158). Bununla beraber non-
kiiratif tedaviler transarterial embolizasyon (TAE), transarterial kemoembolizasyon (TAKE) ve
sorafenib’i kapsamaktadir (158). Tamoksifen, anti-androjenler ve oktreotid gibi ajanlarin

tamamiyle etkisiz oldugu kabul edilmektedir (159, 160).

Sistemik kemoterapinin etkisi ise sinirhidir. Sik toksisite yapar ve sagkalim siiresini
arttirdig1 gosterilememistir (161). Segenekler, hem hastaligin boyutuna hem de herhangi bir
tedaviye (tibbi, girisimsel veya cerrahi) toleransi siirlayan altta yatan karaciger hastaliginin
ciddiyetine gore belirlenir (162). Sirozlu hastalar1 siniflandirmak kullanilan Child—Turcotte-

Pugh siiflandirmasi operasyon kararinda ve diger tedavilerde yol gostericidir (Tablo 2) (162).
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Sirozun siddetinin Child-Pugh siniflandirmasi

Atanan puanlar

Parametre
1 2 2
asit fMevcut olmayan Hafif Himan
bilirukin <2 mgsdL (<34,2 Zila 3 mgsdL (34.21la | =3 mgsdL (»51,3
mikromolsL} 31,3 mikromol/L} mikromol L}
Albumin »3,5 g/dL (35 g/} 2,8ila35g/dL(280la <2.8 g/dL (<28 g/}
35 g/L}
Protrombin zaman! <4 4ila g =G
(kontrol Uzerinde
saniye} veya
INR <1.7 1,71l 2,3 =2.3
ensefalopati Highiri Tden 2've kadar 3'ten 4'e kadar

Asit derecesine, serum bilirubin ve albUmin konsantrasyonlarina, protrombin sdresine ve
ensefalopatinin derecesine gore karaciger hastalifinin ciddiyetinin modifiye edilmis Child-Pugh
sinflandirmasi. Toplam Child-Turcotte-Pugh puari 3 ila 6, Child-Pugh sinif A [iyi kompanse
edilmis hastalik), 7 ila 2 sinif B [onemli fonksiyonel bozulma)ve 101la 15 sinif C [dekompanse
hastalik} olarak kabul edilir. Bu simiflar bir ve iki willik hasta sagkalimi ile iligkilidir: simif A: %100 ve
Ba8R5; B simifi: 380 we bil; ve C sinifi: %45 ve 2035,

Tablo 2: Child —Turcotte -Pugh siniflandirmasi

2.4.5.8.1. Kiiratif Tedavi Yontemleri
Cerrahi Rezeksiyon

HSK’da cerrahi tedaviyi se¢mek ic¢in birgok evreleme sistemi kullanilmaktadir.
Amerika Birlesik Devlet’inde HSK tanis1 almig hastalara cerrahi uygulamasi niifusunun sadece

yaklagik % 5'ine karsilik gelmektedir (163).

HSK i¢in tercih edilen tedavi cerrahi rezeksiyondur ancak hastalarin cogu tiimor boyutu
veya altta yatan karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle cerrahiye uygun degildir. HSK’nin
cerrahi tedavisi i¢in hasta secimi ¢cok onemlidir. Uygun hastalarin segilmesi i¢in preoperatif
olarak karaciger fonksiyonlarinin degerlendirilmesi sarttir. Rezeksiyonlardan sonra karaciger

yetmezligi meydana getirecek kadar biiyiik tiimdrlerin varligi, her iki karaciger lobunu tutmus
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yaygin ve mutlifokal timor odaklari, karaciger dis1 metastaz, tiimoriin ana portal ven, hepatik
ven ve vena kava inferior’u tutmasi anrezektabilite kriterlerini olusturmaktadir. Kisacasi; HSK
icin rezeksiyon sonrasi sonuglarda hem tiimdrle iligkili faktdrlere hem de altta yatan karaciger

hastaligina atfedilebilen genis bir degiskenlik vardir (163, 164).

Child-Pugh sinif A sirozu olan hastalarda kii¢iik tiimorler (<5 cm) igin siirh karaciger
rezeksiyonlari ile yiizde 40'1n lizerinde uzun vadeli genel sagkalim oranlar1 elde edilebilir (165).
En iyl sonuglar, intrahepatik metastaz veya vaskiiler invazyonu (portal veya hepatik ven
dallarinin yaygin veya mikroskobik invazyonu) olmayan, timor ¢apt <5 cm ve >1 cm negatif
cerrahi siir1 olan soliter timorli se¢ilmis hastalarda rapor edilmistir. Bes yillik sagkalim
oranlart % 78 kadar yiiksektir (166). Son seriler, major hepatektomiye ragmen uygun hasta

secimi ile daha ileri HSK i¢in uzamis sagkalimi gostermektedir (167).

Portal veya hepatik venlerin dallarinin makroskopik veya mikroskobik invazyonu,
rezeksiyon sonrasinda daha diisiik bir sagkalim olasilig: ile iliskilidir. Bir raporda, vaskiiler
invazyonu olan hastalarda bes yillik sagkalim oran1 % 32 iken, vaskiiler invazyonu olan

hastalarda ti¢ yillik sagkalim yoktu (168).

Tiimdr boyutu dnemli bir prognostik faktordiir. HSK'nin hem intrahepatik hem de
ekstrahepatik yayilimi 6zellikle vendz invazyonu olan >5 cm'lik tiimorlerde daha yaygindir.
Hepsi ayn1 donemde hepatektomi uygulanan <5 cm tiimdrlii 1000 hasta ile >5 cm tiimorlii 1366
hastay1 karsilastiran bir ¢aligsmada, kii¢lik tiimorlii hastalarda bes yillik sagkalim oranlar1 6nemli
Ol¢iide daha 1iyi oldugu goriilmiistiir (% 63'e kars1 % 37). Bununla birlikte, birkag¢ ¢alismada,
tek bir HSK i¢in rezeksiyon uygulanan secilmis hastalarda % 19 ila 27 arasinda degisen bes
yillik sagkalim oranlarin1 gostermektedir (169-171).

Genis rezeksiyon simirlarinin 6nemi tartisilmaktadir. HSK i¢in rezeksiyon uygulanan
225 hasta iizerinde yapilan bir ¢aligmada >1 cm tiimorsiiz sinir elde edildiginde ii¢ yillik
sagkalim anlamli olarak daha i1yiydi (sirasiyla % 77'ye karst % 21). Bununla birlikte, daha
biiyiik seriler <1 cm'lik bir negatif marjin kabul edilebilir oldugunu gostermektedir (172, 173).
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Karaciger Transplantasyonu

Hepatoselliiler karsinomda karaciger transplantasyonu i¢in aday gosterilen hasta grubu
belirlenmis olup bugiin i¢in erken evre vakalarda transplantasyon sonrasi 5 yillik sagkalim orani
%74’e kadar ¢cikmistir (174). Milan kriterleri olarak da bilinen; 5 cm altinda tek timor veya 3
cm altinda en fazla 3 tiimor olmasi ve ekstra hepatik yayilim olmamasi durumunda hastalar
karaciger transplantasyon listesine alinmaktadir. Bu kriterlerin genisletilmesi i¢in bir¢ok
caligma yapilmis olsa da, bugiin i¢cin Milan kriterlerinden baska etkinligi ispatlanmis ve kesin

olarak Onerilmis bir sema yoktur.

Bagislanan organ yetersizligi nedeniyle bir hastanin nakil listesine alinmasi ve
transplantasyon isleminin gergeklestirilmesi arasinda siire ge¢cmektedir. Bu siirenin 12 aya
kadar uzamasi durumunda hastalarin %25°lik bir kism1 yayilim ve hastaligin ilerlemesi sonucu
artik transplantasyon i¢in uygun kriterleri saglayamadigindan nakil listesinden ¢ikarilmaktadir
(175). Bundan dolay1 hastalarin transplantasyon i¢in bekledikleri asamada diger tedavi
seceneklerinin uygulanmasi glindeme gelmistir. Buna gore; 6 aydan uzun siireyle nakil sirasi
bekleyecegi Ongoriilen hastalarin mevcut tiimorlerinin  biiyiikligline gore radyofrekans
ablasyon (RFA), perkiitan etanol injeksiyonu veya secilecek baska bir uygun yontemle
tedavilerine baglanmas1 gerekmektedir (176). Ayn1 zamanda bekleme siiresinin 7 ay1 asacagi
diistintilen vakalarda canli donorden nakil yapilmasi onerilmis ve bunun sonucunda 5 yillik
yasam beklentisinin %50-70’lere kadar artabilecegi bildirilmistir. Ancak donérde meydana
gelebilecek komplikasyon riskinin %20-40, mortalitenin %0,3-0,5 olmas1 bu islemin deneyimli
merkezlerde yapilmasini zorunlu kilmaktadir (177). Ancak karaciger transplantasyonu sonrasi

%38-17 oraninda HSK niiksii gelisebildigi gosterilmistir (178).

Cesitli calismalarda karaciger transplantasyonu sonrast HSK niiksiiniin farklh
lokalizasyonlarda ve farkli zamanlamada ortaya ¢iktigini ileri siirmektedirler. HSK i¢in niiks
tipik olarak ¢ogunlukla karaciger dis1 lokasyonlarda ortaya c¢ikmaktadir ve ortalama niiks

gelisme zamani postop 1 ve 2. yillar arasinda olmaktadir (178, 179).

BCLC B i¢in uygun tedavi olan karaciger transplantasyonu eger uygun hasta sec¢imi ile

uygulanirsa genel sagkalim % 65 — 70’leri bulabilmektedir (164).
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Perkiitan Ablasyon Tedavileri

Perkiitan ablasyon, cerrahi rezeksiyon ve transplantasyon i¢in uygun olmayan erken
evredeki hastalar ve transplantasyon listesinde bekleyen HSK vakalari icin iyi bir tedavi
secenegidir. Hedeflenen tiimor dokusu igine etanol, asetik asit gibi kimyasal ajanlar verilmesi
veya RFA, laser ve kriyoterapi gibi islemlerle, sicaklik uygulanmasi esaslarina dayanan
prosediirlerdir. Bu grup tedaviler icinde RFA yontemi ilk secenek olmalidir. RFA basarisi, 1 ay
sonra yapilacak olan dinamik bilgisayarli tomografi yontemiyle degerlendirilebilir (180).
Etanol injeksiyonu bugiline kadar en iyi tecriibe edilmis perkiitan ablasyon yontemidir ve 2
cm’den kiiciik timorlerde %90 oraninda nekroz saglayabilmektedir (181). Bu oran 2-3 cm
biliylikliigiindeki tiimorler i¢in %70, 3-5 cm biyiikliiglindeki tiimorler igin  %50’ye
gerilemektedir. Uzun donem caligmalar etanol injeksiyonu yontemiyle erken evre HSK

vakalarinda ortalama %50 sagkalimin miimkiin olabilecegini gostermistir (182, 183).

Alkoliin timor i¢i septalar olmasi nedeni ile 3 cm’den biiyiik tlimorlerin igine tam olarak
yayllamamas1 nedeni ile ilerleyen giinlerde tekrarlanmasi gerekebilir. Baz1 otoriteler bu gibi
biiyiik kitlelerde etanol injeksiyonu yonteminin etkinliini arttirmak icin arteriyal
embolizasyonla desteklenmesini Onerse de asil kabul edilen goriis bu tip tiimorlerde RFA
yonteminin tercih edilmesidir (184). RFA yonteminin etkinligi 2 cm altindaki tiimorlerde etanol
injeksiyonu yontemiyle benzer olsa da; daha genis tiimorlerde etkinlik belirgin olarak daha
fazladir ve daha az seansla islemin yapilabilmesi de ayri bir avantajdir (182, 185).
Dezavantajlar1 ise maliyetinin daha fazla olmasi ve %10 oraninda komplikasyon riskinin
(plevral effiizyon, karaciger enfarkti, peritoneal kanama, hepatik abse, timor lizis sendromu ve
%0,3 oraninda RFA’a bagli mortalite) olmasidir (186-188). Subkapsiiler yerlesimli ve/veya
kot diferansiye tlimorlerde peritoneal yan etki riski yiiksek oldugu i¢in bu tip kitlelerde RFA

yontemi uygulanmamalidir (189).

Her iki yontem goz oniine alindiginda 5 yillik yasam beklentisi RFA i¢in daha fazladir.
RFA <2 cm tiimdrlerde 5 yillik yagam sansinin %70 kadar yiiksek olabilmesi nedeniyle cerrahi
rezeksiyon yontemiyle bile kiyaslanmistir (190). Ancak cerrahi yontemde tiimdriin biitliniiniin
ortadan kaldirilmasinin miimkiin olmas1 sebebiyle RFA yontemi HSK’de ilk sira tedavisi olarak
kabul gormemektedir (190). Japonya’da yapilan bir ¢alismada RFA ve cerrahi rezeksiyon
yontemiyle tedavi edilmis < 2 cm tlimore sahip erken evre HSK tanili hastalar takip edilmis ve

sonuglar1 karsilastirilmistir. Hastaliks1z yasam siiresinin cerrahi rezeksiyon yapilan hastalarda
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kisa ve uzun donem takiplerinde daha fazla oldugu belirlenmis olup, total sagkalim siiresi

bakimindan iki grup arasinda belirgin fark saptanmamistir (191).

2.4.5.8.2. Non-Kiiratif (Palyatif) Tedavi Yontemleri
Trans-Arteriyel Embolizasyon-Kemoembolizasyon

Hepatoselliiler karsinom, progresyonu sirasinda neo-anjiogenez yapan bir tiimordiir.
Erken evrelerde portal venden beslenmekteyken, ileri evrelerde kan akimi hepatik arterden
saglanir. Besleyen arterin tikanmasi suretiyle tiimor iginde nekroz yaratilmasi islemi
transarteriyel embolizasyon (TAE) adin1 almaktadir. Bu islem sirasinda arter igine
kemoterapddik ila¢ (en sik adriamisin ve sisplatin) ile birlikte bu ilacin emiliminin ve tiimor
hiicrelerine olan etkinliginin artmasini saglayan lipiodol gibi bir yardime1 maddenin verilmesi
halinde, uygulanan prosediir transarteriyel kemoembolizasyon (TAKE) adim alir (192).
TAE/TAKE, 5 cm’den biiylik, multifokal, ekstra hepatik yayilim gostermeyen ve kiiratif

tedavilerin miimkiin olmadigi kitleler i¢in en uygun tedavidir.

Vakalarin yarisindan fazlasinda tiimér nekrozu hedefine ulagilir (193). Islemden bir ay
sonra bakilan tiimor markerlar1 sonuglar1 ve bilgisayarli tomografi, magnetik rezonans gibi
goriintlileme yontemleri ile tedavi basaris1 degerlendirilebilir. Hastalarin %2’den daha diisiik
bir kesiminde tedaviye tam cevap alinir, biliylik bir kisminda ise beslenmesi azaltilan tiimor
dokusu zaman i¢inde kan akimini tekrar kazanir ve biiylimeye devam eder. Ancak islem sonrasi
biliylime daha yavas olur ve beklenen yasam siiresi hastalarin %20-60’lik bir kesiminde kesin

olarak uzar (192, 193).

TAE/TAKE, biliyer obstriiksiyon, ensefalopati ve portal ven trombozu gibi durumlarda
kontrendikedir. Semptomatik, ileri karaciger yetmezlikli olgularda islem sonrasi1 mortalite riski
artmis oldugundan bu hasta grubuna da TAE/TAKE uygulanmamalidir. TAKE
komplikasyonlart RFA ile benzerdir, yan etkileri kullanilan kemoterapddik ajanin yan
etkilerinden olusmaktadir (bulanti, kusma, kemik iligi depresyonu, alopesi, renal yetmezlik vb).
Hepatik arterin akut iskemisi sonucu ise, hastalarin yaklasik yarisinda post-embolizasyon
sendromu ad1 verilen, kendini ileus, ates ve karin agristyla gosteren bir klinik tablo meydana
gelir. Ates, ¢cogunlukla viicut tarafindan tiimoér nekrozuna verilen bir cevap olsa da; bazi

hastalarda kolesistit ve hepatik abse gibi enfeksiydz bir sebebe bagli da gelismis olabilir. Post-
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embolizasyon sendromu hastalarin biiyiik bir kisminda 48 saat i¢inde kendi kendini sinirlar ve

diizelir.

Portal ven trombozu gibi kontrendikasyonlar varliginda TAE/TAKE tedavisinin
uygulanamamasi durumunda bu grup hastalarda iyi tolere edilebilen transarteriyel
radyoembolizasyon yontemi uygulanabilir. Diger iki yoOnteme benzer sekilde
radyoembolizasyonda da yttrium-90 veya iodine-131 igeren partikiiller hepatik arterde emboli
olusturmak amaciyla kullanilir. Transarteriyel radyoembolizasyon hakkinda yapilmis ¢ok
saylda calisma olmamakla beraber, portal ven trombozlu ve sirozu olmayan hastalarda ortalama

yasam siiresini uzattig1 belirtilmektedir (194).
Sorafenib

VGEFR 1-2-3, B-Raf, PDGFR-B c-Kit ve Raf-1 reseptorleri iizerinde etki gostererek
antianjiogenezi ve proapoptozu artiran bir kinaz inhibitoriidiir. Rezeke edilemeyen HSK

tedavisi i¢in onaylanmis tek birinci basamak sistemik tedavidir (158, 195, 196).

TAKE tedavisinden fayda gormemis ileri evre hepatoselliiler karsinom vakarinda
kullanilan FDA onayli multikinaz inhibitdrii ilagtir. Yukarida bahsedilen efektif prosediirlerle
daha fazla fayda gormeyecegi diisiiniilen ve karaciger fonksiyonlar1 korunmus hastalarda
palyasyon amaciyla endikedir. Hastalarin %5’inde parsiyel cevap olusturabilir, sagkalim ve
hastaligin progresyon siiresini plasebo grubuna gore yaklasik 3-4 ay uzattigi belirlenmistir. Alt
grup analizleri, hastalik etiyolojisi, baslangic tiimor yiikii, performans durumu, timdr evresi ve
onceki tedavi gibi temel kosullardan bagimsiz olarak sorafenib'in plaseboya kiyasla siirekli

olarak sagkalim yarar1 sagladigini gostermistir (195, 197).

Higbir calisma sorafenib ve sitotoksik kemoterapinin kombine uygulanmasini, tek
basina birinci basamak sorafenibe gore sagkalim avantajini gdsterememistir.

Sorafenib gibi antianjiyogenik tirozin kinaz inhibitérlerinin yan etkileri arasinda
hipertansiyon, renal toksisite, arteriyel tromboembolizm, kanama, kardiyotoksisite, tiroid
disfonksiyonu, el-ayak deri reaksiyonu, dokiintii, kasinti, alopesi, yara iyilesmesi ile ilgili
sorunlar, potansiyel olarak 6liimciil hepatotoksisite, toksik/metabolik ensefalopati ve kas kaybi1

bulunmaktadir (198, 199).
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Regorafenib

Antiproliferatif ve antianjiogenez etkileri olan multikinaz inhibitoriidiir. Sorafenibe
tolerans gosteremeyen veya alerjik durumlardan dolay1 kullanamayan ECOG 0-1 ve Child Pugh
A olan hastalarin sagkalimint %37 oraninda uzattigi gosterilmistir. Faz 3 RESORCE
caligmasinda sorafenib ile progrese olan HSK’l1 hastalara regorafenib verilmis ve ortalama
sagkalim 10,6 aya karsilik 7,8 ay olarak anlamli bulunmustur (200). Sorafenib intoleransi olan
hastalar i¢in regorafenib uygun bir secenek olarak kullanilmaktadir. Regorafenib, birinci

basamak immiinoterapiden sonra remisyona girmeyen hastalar i¢in de bir se¢enektir (200).
Lenvatinib

Lenvatinib, VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3'lin yani sira fibroblast biiylime faktorii
reseptorleri (FGFR) 1-4, trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii (PDGFR) alfa, RET ve
KIT inhibitoriidiir. Yakin zamanda yapilan ¢alisma sonucunda sagkalim ve ilag yan etkileri
bakiminda lenvatinib ile sorafenib karsilastirilmis benzer etkiler goriilmiistiir (201). REFLECT
calismasinda lenvatinibin, sagkalimi iyilestiren birinci basamak tedavide etkinliginin
sorafenib'den daha diisiik olmadigi gosterilmistir. Ayrica REFLECT ¢alismasinda sorafenib ile
karsilastirildiginda lenvatinib daha iyi tolere edilmis, daha yiiksek bir objektif yanit oran1 elde

edilmis ve timor progresyon siiresini geciktirdigi gortilmistiir (202).
Cabozantinib

VEGFR 2, Ret ve Met inhibisyonu yapan oral bir multikinazdir. Faz 3 CELESTIAL
caligmasinda plaseboya gore genel sagkalim cabozantinib alanlarda 10,8 ay, plaseboda 8 ay
olarak tespit edilmistir (203). Daha 6nce sorafenib ile tedavi edilen hastalarda, cabozantinibin
tek basina destekleyici tedaviye kiyasla genel sagkalimi iyilestirdigi gosterilmistir. Sorafenib'de
progresyondan sonra ikinci basamak tedavi i¢in cabozantinibin nivolumab/ipilimumab veya
pembrolizumab monoterapisine bir alternatif oldugu diistiniilmektedir. Ancak ¢cogu hasta i¢in
immiinoterapi tercih edilir. Cabozantinib, birinci basamak immiinoterapiden sonra ilerleyen

hastalar i¢in de iyi bir segenektir (203, 204).
Ramucirumab

Ramucirumab, VEGFR-2'ye baglanan ve reseptdr aktivasyonunu bloke eden
immiinoglobulin G alt simif 1 (IgGl) smifinin bir rekombinant monoklonal antikorudur.

Ramucirumab, sorafenib veya birinci basamak immiinoterapinin basarisizligindan sonra uygun
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bir ikinci basamak se¢enegidir, ancak yarar baglangigta yiiksek AFP diizeyleri ve ileri evre HSK
olan hastalarda sinirli gériinmektedir (205, 206).

Apatinib

Apatinib, Cin'de ilerlemis mide kanserinin ikinci basamak tedavisi i¢in onaylanmus, oral
olarak kullanilan aktif bir VEGFR-2 inhibitoriidiir. Amerika Birlesik Devletleri veya Avrupa'da
mevcut degildir. Sorafenib ve oksaliplatin bazli kemoterapinin basarisizligindan sonra ilerlemis
HSK'nin ikinci basamak tedavisi i¢in kullanilir. Child-Pugh simif A veya B'den (<7) daha kotii
olmayan 393 hastada yapilan bir faz III randomize plasebo kontrollii ¢calismada etkinligi

gosterilmistir (207).

Bevacizumab ve Atezolizumab

Bevacizumab ve atezolizumab ile kombine tedavinin, birinci basamak sorafenib
monoterapisine kiyasla sagkalimi iyilestirdigi gosterilmistir. Child-Pugh smif A sirozundan
daha kotii olmayan, miikemmel performans durumu olan, bevacizumab i¢in herhangi bir
kontrendikasyonu olmayan ve karaciger transplantasyonunu takiben niiksetmeyen saglikli
hastalar i¢in sorafenib monoterapisi yerine atezolizumab ile bevacizumab kombine tedavisi

onerilmektedir (208, 209).
Sintilimab/bevacizumab

Bagka bir anti-PD-1 monoklonal antikoru olan sintilimab ile biyobenzer bir
bevacizumab kombinasyonu da Cin ORIENT-32 ¢alismasinda tek basina sorafenib'den daha

1y1 performans gostermistir (210).

Tremelimumab/durvalumab

Durvalumab/tremelimumab ile kombine tedavinin, birinci basamak sorafenib
monoterapisine gore sagkalimi iyilestirdigi gosterilmistir. Child-Pugh siif A sirozundan daha
kotii olmayan, miikemmel bir performans durumu olan, karaciger transplantasyonunu takiben
niiks etmeyen ve bevacizumab alamayan saglikli hastalar i¢in tremelimumab ile durvalumab,

bevacizumab ve atezolizumab'a bir alternatiftir (211).

Donafenib

Donafenib, biiyiik 6l¢iide ilag metabolize edici hepatik enzimlere duyarliligin azalmasi
nedeniyle daha uygun bir farmakokinetik profile sahip bir sorafenib tiirevidir (212). Ilerlemis
HSK'nin birinci basamak tedavisi i¢in her iki ilac1 (donafenib-sorafenib) dogrudan karsilastiran

bir Cin c¢alismasinda, donafenib ile orta diizeyde {istiin etkinlik ve tolere edilebilirlik
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gosterilmistir (207). Donafenib, daha once sistemik tedavi almamus, rezeke edilemeyen HSK

hastalarinin tedavisi i¢in Cin'de onaylanmistir (213) ancak, baska bir yerde mevcut degildir.
Sistemik Kemoterapi

Tedavi rejimine hastanin performansina ve karaciger rezervine bakilarak karar
verilmektedir. HSK'l1 hastalarda sitotoksik kemoterapinin etkinligi orta diizeydedir ve genel
olarak fayda siiresi sinirlidir. Birkag randomize ¢alisma yapilmis olmasina ragmen, hicbir rejim

digerinden istiin degildir. Calismalarda medyan sagkalim kisa olmustur (tiim vakalarda <12

ay).

Sorafenib intoleransi olmayan, nivolumab i¢in aday olmayan, kombinasyon
kemoterapisini tolere edebilen hastalara Gemsitabin-oxaliplatin ile kemoterapi dnerilmektedir.
Oral kapesitabin veya l6kovorin ile modiile edilmis fluorourasil tedavi segeneklerindendir.
Molekiiler hedefli tedavi ve immiin kontrol noktasi inhibitdrleri kullanilarak immiinoterapinin
ortaya ¢ikmasiyla birlikte, sistemik konvansiyonel kemoterapinin ilerlemis HSK'deki rolii
belirsiz hale gelmistir. Bununla birlikte, molekiiler olarak hedeflenen ajanlar ve immiin kontrol
noktasi inhibitdrleri pahalidir, gogunlugu Child-Pugh A sirozundan daha kotii olmayan hastalar
icin arastirilmis ve onaylanmistir. Diger tedavileri alamayan veya karaciger fonksiyonu daha

az korunmus hastalar i¢in sistemik kemoterapi bir segenek olmaya devam etmektedir (214).
Neoadjuvan tedavi

Neoadjuvan tedaviler, ilerlemis hastaligin evresini diisiirmek, uygun hasta se¢imini
saglamak ve rezeksiyon oncesi tedaviye tiimor yanitin1 degerlendirmek i¢in diger solid organ
maligniteleri olan hastalarda yaygin olarak kullanilirken, HSK y6netimindeki roliileri daha az
bilinir. Ote yandan agresif biyolojisi, genellikle ileri evrede teshisinin sik olmas ve altta yatan
kronik karaciger hastalig1 nedeniyle verilen cerrahi sirasinda normal karaciger fonksiyonunu
koruma ihtiyacida gerekliligi, HSK i¢in neoadjuvan yaklagiminin uygun olabilecegini

diistindiirmektedir (215).

Neoadjuvan tedavide TAKE'nin rolii gelismeye devam etmektedir. Bazi ¢aligmalar,
radyografik yanit gelisen hastalar arasinda uzun vadeli sonuglarin iyilestirilmesinin yani sira
bazi hastalarin rezeksiyona indirgenmesi icin bir firsat dnerse de, bu tedaviler su anda HSK'l1
hastalarin azinliginda uygulanmaktadir. TAKE yaygin olarak karaciger transplantindan 6nce
kopriileme tedavisi olarak kullanilsa da, rezeksiyon Oncesi neoadjuvan diizenlemedeki rolii

belirsizligini korumakta ve rutin olarak dnerilmemektedir (216).
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Transarterial Radyoembolizasyonun (TARE) avantaji portal ven trombozu olan
hastalarda uygulanmasidir. Malign lober portal ven trombozu olan hastalar tipik olarak TAKE
icin aday olarak kabul edilmez. Bu nedenle TARE, bu tiir hastalarin neoadjuvan yonetiminde
alternatif ve tercih edilen bir yaklasim sunmaktadir (215). TARE ile TAKE'yi karsilagtiran daha
once bildirilmis, randomize olmayan bir calismada, TARE, TAKE'den daha iyi bir yanitla
sonuclandigr goriilmiistiir (%61'e karst %37 kismi yanit). Bu ¢alismanin diger bir sonucuda
daha fazla hastanin evresinin T3'ten T2'ye indirilmesiyle sonu¢lanmistir. Bu sonug 6zellikle

transplant bekleyen hastalar i¢in kritik olabilir (217).

Mevcut kemoterapotik ajanlarin neoadjuvan sebebiyle kullanimi kisitlidir. Bunun
sebebi etkinlik diizeyinin diisiik olmas1 ve komplikasyonlarinin fazlaligidir (215). Ornegin
kombine faz III ¢aligmasinda sorafenib ve doksorubisin verilen ileri evre hasta grubunda timor
hiicresinde regresyon goriilmemis olup, bu tedaviye ikincil yaygin komplikasyonlar
goriilmiistiir. Bunlar; sepsis, disfaji, pndmoni, kardiyak, karaciger yetmezligi ve ikincil bir

malignite oldugu goriilmiistiir (218).
Immiinoterapiler

HSK inflamasyona bagl bir tiimor oldugu i¢in hasta sonuglar1 ve tiimdre karsi immiin
yanit arasinda bir baglanti oldugu gériilmiistiir. Insan monoklonal antikoru Nivolumab
programlanmis hiicre 6liimii reseptdrleri tizerinde etki gostererek T hiicrelerin tiimdr lizerinde
immiin aktivitesini aktifledigi goriilmiistiir. Faz II ve faz III ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir

(219).
Nivolumab

Tirozin kinaz inhibitdrlerinin ve antianjiyojenik ilaglarin kontrendike oldugu veya
mevcut olmadigr ileri evre HSK'1i hastalarda birinci basamak tedavi olarak nivolumab
diisiintilebilir, ancak nivolumab monoterapisi Amerika Birlesik Devletleri'nde veya Avrupa'da

On basamak tedavisi i¢in onaylanmamaistir (220).

Durvalumab

Durvalumab, bir anti-PD-LL1 monoklonal antikorudur. Herlemis HSK'nin birinci
basamak tedavisi i¢in durvalumab monoterapisinin sorafenib'den asagi olmadigi, sorafenib ile
tek basina durvalumabi veya tremelimumab't karsilastiran ii¢ kollu HIMALAYA ¢aligmasinin

bir 6n raporunda gosterilmistir (221). Hastalar bevacizumab/atezolizumab veya
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durvalumab/tremelimumab ile kombine tedavi i¢in uygun degilse, durvalumab monoterapisinin

sorafenibe makul bir alternatif olusturdugu diisiiniilmektedir (211).

Son raporlar, normal karaciger fonksiyonu korundugu stirece, ilerlemis hastaligi veya
portal hipertansiyonu olan bir¢ok hasta icin hepatik rezeksiyonun uygun bir tedavi oldugunu
gostermistir. Karaciger transplantasyonu (n = 1218) veya hepatik rezeksiyon (n = 2068) ile
tedavi edilen 3286 HSK hastasindan elde edilen veriler, hastaliksiz sagkalim dikkate
alindiginda, tedavi orani karaciger transplantasyonundan sonra %74.1 ve hepatik rezeksiyondan

sonra %?24,1'dir (222).

Sonu¢ olarak, HSK'nin optimal multidisipliner yonetimi hizla gelismeye devam
etmektedir. Cerrahi rezeksiyon HSK'Ii hastalar i¢in 6nemli bir tedavi segenegi olmaya devam
ederken, neoadjuvan ve/veya adjuvan tedavi stratejilerinin eklenmesi, cerrahi adayi olan
hastalarin ~ oranim1  artirabilir ve cerrahi  gecgirenlerin  uzun vadeli sonuglarni
iyilestirebilir. Immiinoterapideki gelismeler de dahil olmak iizere bdlgesel ve sistemik
tedavilerdeki heyecan verici gelismelerle birlikte, multimodalite tedavisinin optimal

bilesenlerini belirlemek i¢in gelecekteki aragtirmalara ihtiya¢ duyulacaktir (215).

HSK giinlimiizde halen %80-90 oraninda efektif tedavi uygulanamayacak asamada tan1
koyulan ve bu sebeple vakalarinin biiyiik bir kismi 2 yil i¢inde kaybedilen agresif bir timordiir.
Ultrasonografi ve tiimor belirtecleri ile diizenli araliklarla taramalar1 yapilan kronik hepatitli
hastalara erken evrede tan1 konabilmektedir. Bu hastalar kiiratif yontemlerle tedavi edilmekte
ve 5 yillik sagkalim oranlar1 %70 ve iizerinde olabilmektedir. Ancak diger bir problem de
kiiratif yontem sonrasi vakalara uygulanacak niiks Onleyici tedavilerin yetersizligidir. Bu
amagla denenmis tiim tedavilerin efektif olmadigi bildirilmistir. Hastalarin biiyiik bir
boliimiinde 5 yil i¢inde niiks goriilmektedir. Kiiratif tedavi uygulanamayan vakalara palyasyon
amach tedaviler denenmekte olup sagkalim siiresinin uzatilmas: amaglanmaktadir. Tirozin
kinaz inhibitorleri ve bliylime faktorleri reseptor blokerleriyle yapilan ¢aligmalarda basarili
sonuglar alinmistir ancak bunlarin basarist da beklenen yasam siiresini en fazla 6 ay uzatmakla

siirlt kalmigtir. Yeni tedavilere duyulan ihtiyag giinlimiizde de devam etmektedir (164).

2.6. Tarantula Cubensis
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Oriimceklerin ¢ogu, polipeptitler, poliamin norotoksinler, niikleik asitler, serbest asitler,
biyojenik aminler ve inorganik iyonlar iceren karmasik bir kokteyl zehirler kullanir. Bu
bilesikler hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda ¢ok cesitli patolojik etkilere neden
olabilir. Peptitler, antimikrobiyal, antifungal, antiparazitik, antiaritmik, analjezik, sitolitik,
hemolitik ve antitimdr aktiviteleri daha once tanimlanmis genis bir biyoaktivite yelpazesine
sahip driimcek zehirlerinin ana bilesigidir (223). Kiiba tarantulasi olarak da bilinen Tarantula

cubensis, Theraphosidae 6riimcek ailesine ait biiyiik bir arakniddir (224).

Bu zehrin memeliye enjekte edilmesi anjiyondrodem, sisme, iltihaplanma, siddetli
alerjik reaksiyonlara, hatta nekroz ve kalict doku Oliimiine neden olabilir. Theranekron®
veteriner tibbinda homeopatik tedavi olarak kullanilan tarantula cubensis'in ticari olarak temin

edilebilen alkollii ekstresidir (225).

Tarantula cubensis zehiri, hayvan yaralari ve tiimdrleri gibi ¢ok ¢esitli durumlarin
tedavisinde yararli homeopatik ila¢ seklinde farmakolojik olarak karakterize edilmistir.

Theranekron®'un antitiimor etkileri klinik veterinerlik tibbinda kanitlanmistir (226, 227).

Bunun yaninda insan meme gland kanser hiicre hattinda ve insan bas boyun kanser hiicre

hatlarinda Theranekron®'un antitiimor etkisi gosterilmistir (6).

Ayrica deri alt1 yolla enjekte edilen TCE nin hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve kanser

hiicrelerinde apoptozisi artirdig: tespit edilmistir (228).

TCE’nin insan hiicre kiiltlirlerindeki antitlimor aktivitesini caspaz-3 proteinini aktive
ederek apopitozis iizerinden gerceklestirildigi gosterilmistir. Yapilan c¢aligmalarda Ki-67
(mitotik aktiviteyi temsil eder) ve Bcl-2'nin (bir anti-apoptotik protein) ekspresyonunun
Theranekron®'un tedavi oncesi dokulara kiyasla tedavi sonrast dokularda onemli 6l¢iide

azaldig1 bulunmustur.

Ayrica, Bel-2 pozitif timorleri olan hastalarin, tlimorleri uygun TCE ekstresi verilen
meme kanseri olgusunda Bcl-2 ekspresyonu olmayan kisilere gore ii¢ kat daha diisiik relapssiz
sagkalim oranlarina sahip olduklari bulunmustur (226, 229). Tedavi dncesi dokularda gézlenen
yiiksek Bcl-2 ve Ki-67 ekspresyonu seviyeleri ve tedavi sonrast dokularda diistik seviyeler,
TCE uygulamasinin T2NOMO olarak siniflandirilan kdpek meme adenokarsinomlarinda tiimér

biiylimesinin kontroliine yardimci olabilecegini gostermistir (226).
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Hayvanlar iizerinde yapilan deneysel caligmalarda Tarantula Cubensis Ekstresinin
antitimoral aktivitesini Ki-67 ve Bcl-2 ekspresyonunda onemli bir azalmaya yol acarak

gosterdigi bulunmustur.

Bu bilgiler 1s1¢1nda Tarantula Cubensis alkol ekstresinin tiimor hiicrelerinde apopitozisi
uyardigini gosteren ¢alismalar olmasi nedeni ile bizde Tarantula Cubensis Ekstresinin insan
hepatoselliiler kanser hiicreleri tizerinde antitiimor etkisinin olacagini diisliniiyoruz. Bu konu
ile ilgi yaptigimiz literatlir incelemesinde benzer bir ¢alismaya rastlayamadik. Bu nedenle

caligmamizin 6zgiin bir ¢alisma oldugunu diisiiniiyoruz.

3. GEREC VE YONTEM
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Bu deneysel ¢alisma Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali akademik kurul karar ile 13/10/2021 tarihinde onay almis, Bolu Abant Izzet

Baysal Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

Bu c¢alismada Tarantula Cubensis ekstresinin insan karaciger kanseri hiicre hatti
tizerindeki antitumor etkisi arastirildi. Tarantula Cubensis ekstresinin Ki-67 eksprosyununu
azaltma etkisi ile insan karaciger kanseri hiicre kiiltiirlerindeki antitumor etkileri arastirilmstir.
Tarantula Cubensis ekstresi ve insan hiicre kiiltiirleri tizerinde antitumor etki ile ilgili calismaya

rastlanilmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz 6zgiin bir calismadir.

Projede uygulanacak yontem ve arastirma teknikleri (veri toplama araclar1 ve analiz
yontemleri dahil) ilgili literatiire atif yapilarak aciklandi. Yontem ve tekniklerin projede
ongoriilen amag ve hedeflere ulasmaya elverisli oldugu ortaya konuldu. Kullanilacak yontemin

isleyisini, takibini ve anlasilmasini kolaylastiracak sekil, sema, grafiklerden faydalanildi.
Hiicre hattinin elde edilmesi ve pasajlanmasi

Bu calismada HepG2 (ATCC: HB-8065) hiicreleri kullanildi. Azot tankindaki hiicreler
uygun kosullarda ¢ozdiiriilerek hiicre yogunlugu ve canliligi tripan mavisiyle thoma laminda
sayildi. Daha sonra 25 cm? hiicre kiiltiirii flasklarinda 2.0 x 105 - 3.0 x 105 olacak sekilde
hiicreler, %10 1s1 ile inaktive (heat-inactivated) edilmis fetal sigir serumu (FBS) ve 1%
penicillin-streptomycin (P/S) takviye edilmis, 5 mL EMEM ortaminda ekildi. Hiicreler 37°C'de
%5 CO2 inkiibatoriinde kiiltiire edildi. %50-%80 konflent olan hiicreler 0.25 % trypsin EDTA

kullanilarak 75 em? lik polistren flasklara pasajlanildi.
TCE Ekstresinin Elde Edilmesi

Tarantula Cubensis venomunun etanol ekstresini igeren, literatiirde de adi gecen
Theranekron® D6 yerel bir veteriner kliniginden veteriner izni ile elde edilmis ve kullanima

hazir olan ekstresi uygulandi.

Hiicre canliligi ve etkin TCE dozunun belirlenmesi

TCE’nin anti-sitotoksisitesi, MTT testi ile kullanilarak degerlendirildi. Sar1 bir tetrazol
olan MTT, canli hiicrelerde mor formazana indirgenir. Canli hiicreler tarafindan MTT'nin (3-

(4,5-di-metiltiazol-2-i1)-2,5 Difeniltetrazolyum Bromiir) indirgenmesinin kolorimetrik



47

Olctimiine dayanir. HepG2 hiicreleri toplanarak, kullanilan medium i¢inde siispanse edildi. 100
pl kiiltiir ortami ile her bir kuyucuga 5x104 ml hiicre yogunlugunda 96 kuyucuklu kiiltiir
flasklarma ekildi. Kontrol grubunda sadece saf HepG2 hiicreleri mevcuttu. 1pg/ml, Spg/ ml,10
pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 ug/ml ve 500 ug/ml TCE konsantrasyonlar1 licer
kuyucuk halinde ekilip ve tiim dozlar i¢in 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra
10 ul MTT soliisyonu her kuyucuga eklenip, 4 saat boyunca 37°C'de %5 CO:’de inkiibasyona
birakild. Inkiibasyondan sonra formazan tuzlarini ¢ézmek igin 200 ul DMSO (dimetilsiilfoksit)
ilave edildi. Absorbans degeri nanodrop spektrofotometre (Biotech ELx50) kullanilarak ile 570
nm'de Ol¢iildii. Deney setlerinde hiicreler her ila¢ dozu i¢in 3 paralel halinde ekilerek ve
deneyler birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlanildi. Kontrol amagli olarak TCE

eklenmeyen hiicreler ve TCE’nin ¢6ziiciisii kullanildu.
Doz-Yanit Egrilerinin ve IC50 Degerlerinin Tiiretilmesi

Verileri normallestirmek i¢cin GraphPad Prism 5.0 kullanildi. Log-doniistiiriilmiis ilag
konsantrasyonlar1 daha sonra konsantrasyon-yanita karsi ¢izildi ve yart maksimum inhibitor
konsantrasyon (IC50) degerleri, dogrusal olmayan regresyon logu ile normallestirilmis tepki

degisken egimi (GraphPad Software, ABD) kullanilarak belirlenildi.
Deney Gruplarmin Olusturulmasi
Karaciger hiicre hatt1 kontrol: HepG2 (HB-8065) hiicre hatt1

Karaciger hiicre hatti+ TCE ekstresi : HepG2 hiicre hattina TCE (1 pg/ml, 5 pg/ml,
10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml) verilmesi

MTT sitotoksisite testinden sonra etkin (IC50) dozu belirlenerek immiinositokimya

asamasina gecildi.

Immunositokimyasal Yontemler I¢cin Hiicrelerin Hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyinde %70 konflent
olduklarinda tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirildi. Tripan mavisi

boyasi ile boyanan hiicreler, thoma lami yardimiyla 3 kez sayilarak ve besi ortalamalarina
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alindi. Hiicreler daha 6nce hazirlanan besiyerinde siispansiyon haline getirildi. 24 kuyucuklu
kiiltiir plakalarina yuvarlak 10 mm’ lik lameller plate i¢ine yerlestirildi. Sterilizasyon igin
onceden en az 4 saat UV’de bekletildi. Cam lamellere hiicrelerin yapismasini saglamak
amaciyla kuyucuklara 50 ul FBS eklenerek 37°C’de etiivde 30 dk bekletildi. FBS mikropipet
yardimiyla cekilip atilarak iizerine her kuyucuga toplam hacim 0,5 ml olacak sekilde 4x104
hiicre medium karisim1 ekildi. 24-48 saat boyunca hiicrelerin yapismasi saglanildi. MTT
yontemi ile belirlenen en etkin olan TCE dozu olan 1 pg/ml ile Spg/ml, hiicreler {izerine
uygulanildi. Ayr1 ayr1 kuyucuk olacak sekilde 24-48-72 saat siire ile etiivde bekletilen hiicreler
daha sonra igerikleri atilarak %4’liik paraformaldehit ile 30 dk fikse edildi.

Immiinositokimya Yontemi ile Ki-67 Sinyal Yolu Etkinliginin Arastirilmasi

Immunositokimyasal ¢alismalarda streptavidin biotin kompleks (Strept-ABC)
immunoperoksidaz teknigi uygulandi. Bu sayede hiicrelerde var olan bu antijenlere
kullandigimiz ad1 gecen antikorlarin spesifik baglanmasi saglanarak hiicrelerdeki miktarlari ile
ilgili bilgi edinilmis olundu. Yuvarlak lameller tizerinde ¢ogaltilarak tespit edilmis hiicrelerdeki
fiksasyon soliisyonu hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2x5 dk PBS ile
yikanildi. Hiicrelere %1°lik Triton X-100 iceren PBS soliisyonu eklendi ve plakalar 5 dk
+4°C’de inkiibe edilerek permeabilizasyon islemi gerceklestirildi. Permeabilizasyon soliisyonu
hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra PBS ile 2x5 dk yikama yapildi. Endojen peroksidaz
aktivitesini baskilamak i¢in PBS i¢inde hazirlanmis %4’liik H2O: eklendi ve hiicreler 5 dk oda
sicakliginda tutuldu. 2x5 dk PBS ile yikanan lamellere oda sicakliginda 1 saat bloking
sollisyonu uygulanarak 6zgilin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden
sonra yitkama yapilmadan tiim dozlar ve ekstrakt uygulamalari i¢in ayr1 ayr1 Ki-67 (anti-human
monoclonal primer antibody) primer antikor asamasina gecildi. Bu islem icin PBS ile 1/200
oraninda dillie edilen primer antikor uygulanacak hiicreler 1 gece +4°C’de bekletildi. Siire
sonunda hiicreler 3x3 dk PBS ile yikanildi ve 30 dk uygun biyotinli sekonder antikor (rabbit
polyclonal sekonder antibody) uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi. 3x3 dk PBS
ile ytkamanin ardindan hiicreler 30 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine maruz
birakildi, boylece enzimin biyotine baglanmasi saglandi. Lameller yeniden 3x3 dk PBS ile
yikandiktan sonra DAB uygulanarak goézle goriilebilen immiin tepkimenin agiga g¢ikmasi
saglandi. Zemin (zit) boyamasinda Mayers’in Hematoksileni kullanildi. Mounting medium ile
lameller lamlar {izerine kapatildi. Boyanmis hiicre drnekleri, Binokiiler Mikroskop (Carl Zeiss
AX10) 151k mikroskobu ile incelendi. Uygulanan immiin boyama goz 6niinde bulundurularak

yapilan degerlendirmeler sonucunda, Ki-67 pozitif hiicreler saptanarak ve bu hiicreler 1 merkez,
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5 perifer toplam 6 bolge i¢in tiim preparatlarda incelenip, immiinreaktivite agisindan 100 hiicre
sayilarak istatistik uygulamasi i¢in veriler olusturuldu. “0 = Hi¢ Yok, 1 = Zayif, 2 = Orta, 3
Ortadan Yoguna, 4 = Yogun ” sayisal veriler ile H-Score Analizi yapildi (230).

Istatistik Analizlerin Yapilmasi

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak degerlendirildi. Sitotoksisite deneyleri
farkl1 zamanlarda 3 seri halinde yapildi ve veri analizi i¢in GraphPad Prism 5.0 yazilimi
(GraphPad Software, San Diego, ABD) kullanildi. Hiicrelerin hayatta kalma verileri say1 ve
yiizdelerle, saatlere gore ayr1 ayri incelendi. Her bir saat diliminde ila¢ grubu ile hiicre canliligi
arasindaki iligkiler Pearson’in ki-kare testi ile degerlendirildi. Analizler R (versiyon 4.2.1)
istatistiksel yazilim programi kullanilarak yapildi. Sonuglar p < 0.05 anlamlilik diizeyinde

degerlendirildi.

4. BULGULAR

Etkin tarantula Cubensis Ekstresinin Dozunun belirlenmesi
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Insan hepatocelliiler kanser hiicre hatti(HepG2) iizerine, en etkin dozu belirleyebilmek
amact ile 1-5-10-20-50-100-250-500 mikrogram/ml olarak 8 farkli doz Tarantula Cubensis
Ekstresi uygulandi.

HepG2 hiicreleri tizerine Tarantula Cubensis Ekstresinin sitotoksik etkisi uygulanan 24,
48 ve 72 saat bekleme siireleri ardindan MTT yontemi ile arastirildi. MTT testi sonucunda
sitotoksisitesi ve baskilayici konsantrasyon (IC50) degeri belirlendi. MTT testi kapsaminda
TCE’nin absorbans degerleri tespit edildi (Tablo 3).

MTT sonuglar
(MTT Results)
ilag
konsantrasyon 0/kontrol 1 5 10 20 50 100 250 500
(ug/ml) (Drug
con.)
Absorbans/optik 94
yogunluk saat 1,2248 1,0562 1,0199 0,7351 0,5195 0,4806 0,5096 0,423 0,3489
(Absorbance)
si:t 1,338 1,0842 1,2284 0,8047 0,6246 0,5038 0,3568 0,5142 0,3291
s:jt 1,1992 1,15349 1,5346 1,2693 1,1415 0,9027 0,30193 0,3942 0,21471
sgjt 1,273 1,5039 1,4754 1,1295 0,96 0,9077 0,453877 | 0,45753 0,26178
sZit 1,8433 1,4472 1,3133 1,3558 1,0561 0,80399 0,56237 0,2612 0,11349
sZit 1,3088 1,2917 1,224 1,0366 0,6365 0,4889 0,6615 0,2863 0,1245
Ortalama 1,364517 | 1,256115 | 1,299267 | 1,055167 | 0,823033 | 0,681282 | 0,474346 | 0,389405 | 0,23208
(Average)
1,39246 | 1,296098 | 1,35514 1,11918 0,88374 | 0,721418 | 0,467295 | 0,382686 | 0,208716
1,397763 | 1,330481 | 1,369313 | 1,169273 | 0,923427 | 0,756914 | 0,490805 | 0,357727 | 0,189312

Tablo 3: HepG2 hiicre hattinda TCE’nin doz ve zamana gore absorbans degerleri

Daha sonra HepG2 hiicre hattina 1-5-10-20-50-100-250-500 mikrogram/ml olarak 8
doz uygulanan TCE’ nin 24, 48 ve 72. saatlerdeki IC50 etkin doz degerleri tespit edildi (Tablo
4).
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HepG2 hiicre hattinda TCE ‘nin uygulamasinda en uygun dozun 24. saatte Spg/ml
doz,48 ve 72 saatte 1pg/ml doz , IC50 etkin degeri olarak belirlendi (Tablo 4). 24. saat sonunda
Sug/ml doz %95.2181 canlilik degeri ile etkin doz olarak karsimiza ¢ikmistir. HepG2 hiicre
hattinda 48. Saat sonunda 1pg/ml doz %98.4539 canlilik degeri ile etkin doz olarak karsimiza
cikmaktadir. HepG2 hiicrelerinde 72. saat sonunda yine 1pg/ml doz %96.0557 canlilik degeri
ile etkin dozun oldugu bulunmustur. HepG2 hiicre hatt1 izerine TCE‘nin 10pg/ml ve tizerindeki

dozlarda ise etkinlik gostermedigi ve toksik etki gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 8,9,10,11).

ilag
konsantr | O/kon |, 5 10 20 50 100 | 250 | 500
asyon trol
(Hg/ml)
Canhhk
(%Surviv 100 92,05 | 95,21 77,32 | 60,31 | 49,92 | 34,76 28,53 11,27
al) 24 57 81 90 68 84 29 79 89
saat
Canlilik
(%Surviv 100 98,45 91,93 75,50 55,42 47,92 31,54 24,11 10,55
al) 48 39 13 39 16 84 89 59 48
saat
Canlilik
(%Surviv 100 96,05 89,21 71,66 62,46 49,39 34,76 27,27 14,25
al) 72 57 81 35 58 84 29 99 48
saat
Std
sapma 0,240 | 0,189 | 0,187 | 0,247 | 0,261 | 0,211 | 0,132 | 0,098 | 0,099
111 33 262 903 076 723 651 421 881
(Stdv)
Canlilik
yuzdesin | 17,59 13,87 13,72 18,16 19,13 15,51 9,721 7,212 7,319
e gore 67 52 36 78 32 63 44 89 85
Stdv

Tablo 4: HepG2 hiicre hattinda 24-48-72. saat TCE’nin uygulamas1 sonras1 % hiicre

canlilig
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HepG2 Hucre hatti

o/kontrol 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml 20 pug/ml 50 pg/mil 100 250
ug/ml  pg/ml ugfml

120

100

8

=]

6

=]

4

=]

Hicre canlihgi (%)

2

=]

o

Tarantula konsantrasyon

W Hayatta kalma yilizdesi 24 saat B Hayatta kalma ylizdesi 48 saat

M Hayatta kalma yilizdesi 72 saat

Sekil 8: HepG2 hiicresi i¢in farkli doz ve saatlerdeki tizerine TCE uygulamasinin MTT

sonug grafigi

Logaritmik doz ve yanit grafigi (24 Saat)

100 92 .06 95.22

Hayatta Kalma (%)
8

0.0 0.7 1.0 1.3 1.7 2.0 2.4 2.7
Log,, (Doz mg/ml)

Sekil 9: HepG?2 hiicre hattinda TCE nin etkin dozlar1 1 ve 5 pg/ml olarak
belirlendikten sonra bu dozlar ile 24. saat MTT canlilik-doz orani logaritmik grafik

immunhistokimya caligmast
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Logaritmik doz ve yanit grafigi (48 Saat)

98.45

Hayatta Kalma (%)
S

0.0 0.7 1.0 1.3 1.7 2.0 2.4 2.7
Log,, (Doz mg/ml)

Sekil 10: HepG2 hiicre hattinda TCE’nin etkin dozlar1 1 ve 5 pg/ml olarak
belirlendikten sonra bu dozlar ile 48. saat MTT canlilik-doz orani logaritmik grafik

immunhistokimya ¢alismasi

Logaritmik doz ve yanit grafigi (72 Saat)

100 96.06

o0
80
70
60
50
40
30
20
10

Hayatta Kalma (%)

0.0 0.7 1.0 1.3 1.7 2.0 2.4 2.7
Log,o (Doz mg/ml)

Sekil 11: HepG2 hiicre hattinda TCE’nin etkin dozlar1 1 ve 5 pg/ml olarak
belirlendikten sonra bu dozlar ile 72. saat MTT canlilik-doz oran1 logaritmik grafik

immunhistokimya calismasi



54

Immunositokimyasal Degerlendirme

TCE, uygulanan HepG2 hiicrelerinde Ki-67 immiinoboyamasinin yogunlugunun tespiti
icin 5 farkli alanda 100 adet hiicre sayilarak, immiin pozitiflik gili¢lii-orta-zayif derece olarak
gosterilmistir. TCE 24. saat i¢in S5pg/ml dozu uygulanan HepG2 hiicre hatt1 grubu ile kontrol
grubuna Ki-67 immunhistokimya boyast uygulanirken; 48 ve 72. saatte lpug/ml TCE
uygulanmis HepG2 hiicre hatt1 ile kontrol grubu HepG2 hiicre hattina Ki-67 immunhistokimya
uygulanmistir. TCE uygulanan HepG2 hiicrelerinde Ki-67 immiinoboyamasi tiim saatler i¢in
zayif dereceli olarak bulunmustur. Kontrol grubunun immunoboyamasi ise 24 saat i¢in orta 48
ve 72 saatler icin gii¢lii olarak belirlenmistir. TCE uygulanan HepG2 hiicrelerinde Ki-67 H-
SKOR’u kontrol grubuna gore anlaml1 derecede azaldigi tespit edilmistir (p<0.001, Tablo 5).

24 saat ( y%: 15.39) |48 saat( %> : 64.53) |72 saat( (*:56.54)
(p:<0.001) (p:<0.001) (p:<0.001)
HepG2 +TC
Ki-67 y 5 +
HepG2
Ki-67 ++ ++ +4++

Tablo 5: 24 saat i¢in 5 pg/ml, 48 ve 72 saat i¢in 1 pg/ml TCE ile inkiibe edilmis HepG2
hiicrelerinde Ki-67 H-SKOR degerleri ((+): zayif, (++): orta, (+++): giiclii)

Aragtirmada, 24. saatte incelenen toplam 100 hiicrede kontrol grubunda Ki-67 ile
immunboyamasinin hiicre sayis1 75, Ki-67 immunboyanmayan hiicre sayis1 25°tir. TCE 5
pg/ml doz verildiginde ise, Ki-67 immunboyanan hiicre oranlar1 degisiklik gdstermektedir ve

Ki-67 immunboyanan hiicre sayis1 48’e diismektedir (Tablo 6).

24 SAAT Canhihk (n=100) v* degeri p
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TC HEPG2 Ki-67 @ o
ICC SONUCLARI i
Kontrol 75 (%75) 25 (%25)

15.39 <0.001
TC 5 pug/ml Doz 48 (%A48) 52 (%52)

Tablo 6: 24. saatte 5 pg/ml doz TCE uygulanan HepG?2 hiicre hatt1 ile Kontrol
grubunun Ki-67 immunhistokimya boyanma verilerinin degerlendirilmesi.

24 Saatlik siirede verilen TCE dozu ile Ki-67 immunboyanan arasindaki iliski
incelendiginde, canlilik (Ki-67 ile immunboyanan) ile TCE uygulamasi arasinda anlamli bir

iliski bulunmustur (x> = 15.39, p<0.001) (Tablo 7).

48 SAAT Canhhik (n=100)
TC HEPG2 Ki-67 x> degeri p
ICC SONUCLARI (+) ()
Kontrol 90 (%90) 10 (%10)

64.53 <0.001
TC 1 pg/ml Doz 35 (%25) 65 (%75)

Tablo 7: 48. saatte 1 pg/ml doz TCE uygulanan HepG2 hiicre hatti ile Kontrol
grubunun Ki-67 immunboyanma verilerinin degerlendirilmesi.

48. saatte incelenen toplam 100 hiicrede kontrol grubunda Ki-67 immun boyanan hiicre
sayist 90 olarak saptanmistir. TCE 1 pg/ml doz ilag verildiginde ise, bu degerler degisiklik
gostermektedir ve Ki-67 immunboyanan hiicre sayist 35’e diiserken, canlilik aktivitesi
gostermeyen hiicre sayis1 65°e yiikselmektedir. 48 saatlik siirede verilen ilag dozu ile hiicre
sayis1 arasindaki iligki incelendiginde, 48 saatlik siirede verilen TCE ile canli hiicre sayis1 (Ki-
67 ile immunoboyanan) arasindaki istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (3> = 64.53,

p<0.001) (Tablo 8).



56

72 SAAT Canlilik (n=100)
TC HEPG2 Ki-67 v* degeri p
ICC SONUCLARI (+) )
Kontrol 92 (%92) 8 (%8)

56.54 <0.001
TC 1 pg/ml Doz 42 (%42) 58 (%58)

Tablo 8: 72. saatte Tarantula Cubensis 1 pg/ml dozu ile Kontrol grubunun hayatta
kalma verilerinin degerlendirilmesi.

72. saatte incelenen toplam 100 hiicrede kontrol grubunda 92 hiicre Ki-67 ile

immunoboyanmistir. TCE 1 pg/ml dozda uygulandiginda ise Ki-67 ile immunoboyanan hiicre

sayist 42°ye diigmiis, canlilik aktivitesi kaybolan hiicre sayis1 58’e yiikselmistir. Yapilan

istatiksel test sonucunda, 72. saatte verilen ilag ile canli hiicre sayis1 arasindaki istatiksel olarak

anlamli bir iliski bulunmustur (x> = 56.54, p<0.001) (Tablo 8).

Tablo 9°da 24, 48 ve 72. saatlerde verilen ilag dozlariin gruplarina gére Ki-67 siitun ve

cizgi grafiginde gosterilmistir.

75

Hiicre sayisi
(2]
o

N
[2,]

90

92

901

801

-~
o

Hiicre sayisi
(=2
o

(%]
(=]

401

24 saat

48 saat
Zaman

72 saat

M Kontrol @ TC (doz mg/ml)

24 saat 48 saat 72 saat
Zaman

# Kontrol® TC (doz mg/ml)

Tablo 9: Verilen ila¢ gruplaria gore farkli zamanlarda Ki-67 ile boyanan(canlilik) hiicre

sayilari
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TCE 24. saat i¢in Spug/ml dozu uygulanan HepG2 hiicre hatt1 grubu ile kontrol grubuna
Ki-67 immunhistokimya boyas1 uyguladigimiz; 48 ve 72. saatte 1ug/ml TCE uyguladigimiz

HepG2 hiicre hattindaki kademeli renk degisimi (ilag etkinligi) mikroskop altinda goriilmiistiir
(Sekil 12).

24 Saat ICC 48 Saat ICC

72 Saat ICC

F..'O:" O
0o Sres

¢ b !.0.

el . @
-

Hep-G2
Kontrol

Tarantula

Hep-G2
Cubensis

Sekil 12: Standart kiiltiir sartlarinda kontrol ve 24 saat i¢cin 5 pg/ml, 48 ve 72 saat i¢in
1 pg/ml Tarantula Cubensis ile inkiibe edilmis HepG2 hiicrelerinde Ki-67
immunoreaktiviteleri (A-F, Olcek: 40 pm).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada insan hepatoseliiler kanser hiicrelerine (HepG2) belirli dozlarda Tarantula
Cubensis Ekstresi uygulanmasi vasitasiyla elde edilen verilerin ve bazi laboratuvar

parametrelerinin etkinlikleri degerlendirilmistir.

Hepatoseliiler kanser tiim diinyada oldugu gibi {ilkemizde de en sik goriilen primer
karaciger kanser tipi olmakla birlikte insidansi giderek artmaktadir (26). HSK, vakalarin
yaklasik %70'inin degistirilebilir risk faktorlerine (6rnegin alkol kullanimi, kronik viral hepatit
enfeksiyonlari, obezite ve sigara) sekonder gelismesi gergegine ragmen, Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki hem erkek hem de kadinlar icin diger kanserlerden daha hizli artmaktadir

(231).

HSK patogenezi karmagsiktir ve hiicre dongiisii diizensizligi, DNA metilasyon
degisikligi, kromozomal kararsizlik, immiinomodiilasyon, epitelden mezenkimal gecis (bazal
memrana yapisma Ozelliklerini kaybeden normal epitel hiicrelerin tiimdr tarafindan ele
gecirilmesi), timor yayilimi olmasi, HSK kok hiicrelerinde artis ve mikroRNA diizensizligi
gibi ¢oklu molekiiler basarisizliklart igerir (232). HSK hastalik mekanizmasi altta yatan

etiyolojiye gore degisse de olagan sira karaciger hasari, kronik inflamasyon, fibrozis, siroz ve

kanserdir.

HSK tedavisinde dnemli bir zorluk, potansiyel sistemik terapotik yaklagimlar: dogal
olarak sinirlayan altta yatan karaciger hastaliginin biiyiikk cogunlugunda birlikte ortaya
¢ikmasidir. Son yillarda HSK'nin yonetimi, tedavi seceneklerindeki ilerlemeye ragmen sikintili

olmaya devam etmektedir. HSK’da bes yillik hayatta kalma oran1 %5'ten azdir (233).

Nispeten korunmus karaciger fonksiyonuna sahip hastalarda cerrahi rezeksiyon temel

tedavi olmakla birlikte genellikle hastaligin boyutu ve anatomisi ile sinirlidir (190, 234).

Son donem karaciger hastaligi (ESLD) olan hastalarda karaciger transplantasyonu (LT),
hem maligniteyi hem de altta yatan sirozu ele aldig1 icin optimal tedavi segenegi olarak kabul
edilir (235). Lokalize kitlesi olan HSK'l1 hastalarda transplantasyon yapildiktan sonra 5 yillik
sagkalim oranlar1 %65-80 arasinda ve timor rekiirrens orani %8-15 arasindadir (236). Ne yazik
ki, HSK'l1 hastalarin ¢ogu, Milan Kriterleri'ne gore transplantasyon i¢in uygun degildir ve organ
alimi, baslangicta transplant aday1 olanlar igin bile bir zorluk olmaya devam etmektedir (235,

237).
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HSK’deki cerrahi tedavi sonrasi yiiksek niiks oranlar1 ve tan1 aninda ileri evre olmasi
nedeni ile HSK’de mevcut tedavilerin yetersiz oldugu gercegi ortaya cikmaktadir. HSK
hastalarinda yagsam siiresini ve hastaliksiz sagkalim siiresini uzatacak yeni tedavi modalitelerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yonde ¢alismalar yapilmaktadir (238). HSK de rekiirrense etki eden
faktorler ile ilgili calismalar yapilmistir. Hepatektomi sonrasi rekiirrens ile ilgili bir calismada
timor boyutu, sayisi, kapsiiler invazyon ve portal ven tutulumunun rekiirrensi arttirdigi
goriilmiisken baska bir caligmada milan kriterlerine kiyasla mikrovaskiiler invazyonun

rekiirrensi 6ngdérmede daha duyarli oldugunu belirtmistir.

Tiimor dokulart artan genomik kararsizlik sebebiyle heterojen bir yapiya sahiptir. Bu
sebeple kanser hiicreleri normal hiicrelerle karsilastirildiginda ytiksek proliferasyon, apoptoza
kars1 direng, yiiksek metastaz, invazyon ve anjiyogenez yetenekleri sebebiyle tedavi basarisi
diisiik olmaktadir. Bu durum, kanser tedavisinde son zamanlarda tekli tedavilerden ¢oklu
kombine tedavilere yonenilmesine neden olmaktadir. Son zamanlarda HSK tedavisinde de
bircok ilaca kars1 tedavi basarisi saglanamadigindan veya tedavi siirecinde hastalarin ilaca kars1

direng gelistirmesi sebebiyle kombine ilag tedavilerine odaklanilmistir (239).

TCE, enjeksiyon i¢in bir ¢ozelti olarak kullanilan Tarantula cubensis'in alkollii bir
oziidiir (bilesim: Tarantula cubensis D6) (1 ml etanol i¢inde 286 mg) ve hayvan hastaliklarini
tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. TCE antiinflamatuar ve epitalizan bir ajan oldugu

hayvan epitel yaralarinda yapilan ¢aligmalarinda etkinligi gosterilmistir (240).

Tarantula Cubensis ila¢ formunda kullanildiginda inflamatuar siireglerde sinir ¢izgisinin
olusmasini saglar, epitelizasyonu arttirir. Sinir ¢izgisi olusturma etkisinin, katabolik enzimlerin
mevcut nekrotik dokudan ¢evre dokuya yayilmasini 6nleyerek ve antiinflamatuar etkisi ile elde
edildigi disiiniilmektedir. TCE viicut sivilarmin emilimini artirarak 6demin gerilemesine
katkida bulunur. Ayrica TCE’nin anti-inflamatuar, immiinomodiilatdr, antitimdr ve

neovaskiilarizasyonu arttirici etkileri vardir (241).

TCE veterinerlikte ¢cevre dokulardan ayrilmayi tesvik ederek kopek meme tlimorlerinin
biiyiimesini durdurdugu bulunmustur. Yine hayvanlarda TCE cilt, bag dokusu ve sinir
sistemindeki iltihaplanmayr  tedavi etmek icin homeopatik bir ilag olarak
kullanilir. Hayvanlarda agrili apseleri, inflamatuar iilserleri ve siddetli dermatiti iyilestirmede
kullanilmaktadir. Kopek meme kanserleri {izerinde yapilan ¢alismada TCE’nin tedavi oncesi
ile tedavi sonras1 karsilastirmalarinda Ki-67 ekspresyonunu azalttifi ve apoptozu arttirdigi

goriilmistiir (223).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epithelization
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Sicanlarda yapilan deneysel bir ¢alismada siyatik sinir hasar1 modelinde TCE periferik
sinir aksonal ve miyelin hasarini azalttigin1 goriilmiistiir. TCE’nin bu noéroprotektif etkisinin,
proinflamatuar sitokin seviyeleri lizerindeki anti-inflamatuar etkisinden kaynaklandig1 ve sinir

iizerinde daha az hasar biraktig1 gosterilmistir (242).

2017°de yapilan insan embriyonik bdbrek, meme bezi ve bas-boyun kanseri hiicre
dizisine TCE uygulanmas1 sonucunda kaspaz-3’ii aktivite ederek bu kanser hiicrelerinde giiclii

sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir (6).

Ratlarda 2022 yilinda kolon ve karaciger dokularindaki kanser belirtecleri iizerine
yapilan bir c¢alismada, TCE’nin TGF-B, VEGF, AFP ve kaspaz-3 diizeylerindeki artislari
onledigi goriilmiistiir (243).

2015 yilinda yapilan ¢aligmada 32 adet aflatoksin maruziyeti yapilmig disi si¢anlara
TCE uygulanmasi sonrasinda hayvan kaninda bakilan bazi oksidatif stres belirtegleri ve bazi
bozulmus biyokimya parametrelerinde diizelme oldugu goriilmiistiir (244). HSK etyolojisinde
giincel yerini koruyan aflatoksinle maruziyetin yaygin oldugu ve TCE’nin aflatoksine bagl

HSK gelisen hastalarin tedavisinde kullanilabicegini vaat etmektedir.

CopA3 ( Kore scarab extract) ile yapilan bir ¢alismda; AFB1’e maruz birakilan ve
CopA3 ile tedavi edilen grupta Ki-67 pozitif hiicre sayisinin 6nemli 6lclide azaldigi
gozlenmistir.CopA3 tedavisi, farelerde AFBl'in neden oldugu kolon iltithab1 ve
hepatotoksisitenin erken donemde gelisimini baskiladigi, hasarli enflamatuar hiicrelerin DNA
sentezini inhibe ettigi ve temizlenmesi i¢in apoptozu etkin bir sekilde indiikledigi gosterilmistir
(245). Bizim ¢alismamizda da TCE’ nin HSK hiicre kiiltiirtinde Ki-67 iizerine etkisi gortldiigi

iizere mevcut kanser i¢in bir tedavi paremetresi olarak 151k olmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda HSK lezyonlarinin Ki-67 immiin boyamasinin daha yiiksek
mitotik aktivite ile iligkili oldugu ortaya konmustur (102). HSK dokusunda daha yiiksek Ki-67
ekspresyon seviyelerinin daha agresif bir tiimor derecesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ki-67
ekspresyon seviyelerinin yiiksek olmasi erken hastalik niiksii ile iliskili oldugu belirtilmistir.
Yiiksek Ki-67 ekspresyonu, kotii diferansiasyon, biiyiik timor boyutu, ¢oklu tiimor nodiilleri,
metastaz, siroz ve vendz invazyon gibi 6zellikler dahil olmak iizere ileri HSK ile 6nemli 6lgiide
iliskili oldugu gosterilmistir (100). Proliferasyon ve apoptoz, HSK patogenezinin arkasindaki
iki temel itici giigtiir. HSK, Ki-67 ve Bcl-2 asir1 ekspresyonu, hiicresel proliferasyon ve apoptoz
arasindaki dengenin bozulmasina neden olan Bax ekspresyonunun azalmasi ve PPAR-y ve

FOXO-1'in azalmis ekspresyonun siddetlenmesi ile iliskilidir (103).
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Yiiksek HSK skorunda (ileri evre/CLIP skoru 4-6) Ki-67 ekspresyonu; biiyilik tiimor
boyutu, vaskiiler invazyon, yaslt hasta ve antiviral ajanlarla HCV tedavisi olan hastalar ile
iliskilendirilmistir (246). Bu sebeple Ki-67 seviyelerinde anlaml diisiisler saglayan ajanlarin
yiiksek HSK skoru olan hastalarin tedavisinde uygulanabilecegini diisiindiirmektedir. ileri
basamak calismalarla desteklenmek iizere ¢alismamiz neticesinde HepG2 hiicre hattinda Ki-
67 supresyonu yapan TCE’nin, HSK tedavisinde tek basma ya da kombine tedavi olarak

kullanildiginda basari elde edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Ki-67 ekspresyon seviyesi, karaciger kanseri dokularinda ve bir HepG2 hiicre hattinda
TGFBI1 ekspresyonu ile iligkilendirilmistir. HBV ile iligkili HSK'l1 hastalarda daha yiiksek Ki-
67 ekspresyonu seviyeleri ve daha kétii bir ortalama sagkalim bulunmus; bunun yaninda siroz
ve BCLC evreleriyle birlikte Ki-67 ekspresyonunun, HBV ile iliskili HSK'li hastalarin klinik

sonuclarini dngodrebilecegi belirtilmistir (247).

HSK'nin farklh agresif alt tiplere siniflandirilmasinda p53, B-katenin, CD133 ve Ki-
67in roliinii ve bu belirtecler ile HSK hastalarinin klinikopatolojik 6zellikleri arasindaki
korelasyonun arastirildigi bir c¢alisma, yiiksek Ki-67 ekspresyon yiizdesinin (>%50)
kotii sagkalim ve kotii prognoz ile iliskili oldugunu gostermistir. Ki-67 ekspresyonu ne kadar
yiiksekse, HSK prognozunun o kadar koétii oldugu bildirilmistir (248). Yukarida bahsedilen
litaratiir bilgileri 15181Inda ¢aligmamizda da HepG2 hiicrelerinde Ki-67 ekspresyonunu
baskilamas1 nedeniyle TCE’nin HSK tedevisinde oOnemli fayda saglayacagini

diistindiirtmektedir.

HSK'nin agresif dogas1 gdz oniine alindiginda, bir¢ok c¢alisma, rekiirrensin potansiyel
klinik ve molekiiler belirleyicilerini aragtirmistir. Kiiratif parsiyel hepatektomi uygulanan 112
hasta iizerinde yapilan bir ¢alismada, timoér boyutu, sayisi, kapsiiler invazyon ve portal ven
tutulumu niiksiin bir gostergesi olarak tanimlanmistir (249). CD34'lin immiinohistokimyasal
analizi ile Olglilen timdr mikrodamar yogunlugu, HSK'l: hastalarda niiksiin bir gostergesi
olarak tanimlanmistir, ancak bu korelasyon sadece 5 cm’den kii¢iik timdrlerde bulunmustur
(250, 251). Inflamatuar belirtecler, HSK hastalarinda niiksiin vekilleri olarak da arastirilmistir.
HSK'nin tiimor mikrogevresinde CD68+ tiimdr infiltre edici makrofajlar kaydedilmistir ve
cerrahi olarak rezeke edilmis 137 hasta lizerinde yapilan bir c¢alismada, daha yiiksek
intratimoral ve timoér makrofaj infiltrasyonu, daha kisa hastaliksiz sagkalim ile
iliskilendirilmistir (252). Bu inflamatuar belirteglerdeki yiikselmenin, altta yatan sistemik
inflamatuar yanitlar1 yansitabilecegi, bunun da anjiyogenezi ve kanser biliylimesini arttirdigi

varsayllmaktadir (253). Daha oncede bahsettigimiz gibi TCE’nin hayvan caligmalarinda
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inflamasyona verdigi gii¢lii yanittan dolayr HSK rekiirrensini 6nlemede basarili sonuglar elde

edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Sorafenib, apoptozu kolaylastirabilen, anjiyogenezi hafifletebilen ve timor hiicresi
proliferasyonunu baskilayabilen bir multikinaz inhibitoriidiir. Ge¢ evre hepatoseliiler
karsinomda, sorafenib su anda etkili bir birinci basamak tedavidir. Ne yazik ki, sorafenib'e kars1

ilag direnci gelisimi giderek yayginlagsmaktadir (254, 255).

Hastalarin sadece yaklasik %30'n sorafenibden yararlanabilir ve bu popiilasyon
genellikle 6 ay icinde ilag direnci kazanir (256). Sorafenib uygulanan hastalarda tespit edilen
advers olaylar, baglica gastrointestinal, fiziksel veya cilt hastaliklarini (6rnegin, el ve ayak deri
reaksiyonlari, kilo kayb1 ve diyare) i¢erdigi goriilmiistiir. Ciddi vakalarda sorafenib, yliksek kan

basincina ve karin agrisina neden olarak tedavinin kesilmesine neden olabilir (257).

Sorafenib direnci, ilaglar1 kanser hiicrelerinden cekerek kemoterapinin etkinligini
azaltan ve antikanser tedavilerinin sonuglarin1 olumsuz etkileyen ATP baglayici kutu (ABC)
tastyicilarini igerir (258, 259). Eksozomlar hiicreler arasi bilginin tastyicilaridir ve tiimor mikro-
ortaminin diizenleyicileridir. Normal hiicrelerde, eksozomlar olumsuz biyomolekiilleri ortadan
kaldirir, ancak bu mekanizma kanser hiicrelerinde kacirilabilir. Ornegin, ilaca direncli kanser
hiicreleri, terapdtik ilaclart eksozomlarda kapsiilleyebilir ve bunlar1 timdr hiicrelerinin digina
tagiyabilir (260, 261). Bu veriler gozetiminde ve yapilan c¢alismalarda sorafenip ve baska
HSK’ya 6zgii antitimoral ajanlar ile kombinasyon tedavileri denenmis ve olumlu yanitlar

alinmustir (254).

Sorafenib ve diger ajanlarla kopriileme tedavisinde kullanilan diger ajanlarin Ki-67
iizerinde antitimor etkinligi ile basarilt sonuglar alinmistir (103). Gorildiigi gibi HSK
tedavisinde sik kullanilan ajanlara kars1 tedavi direnci gelismis olup HSK tedavisinde yeni
ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle TCE uygulamasi sonrast HepG2 hiicre hattinda Ki-
67 ekspresyonunu etkin dozlarda anlamli olarak baskiladigi gosterildiginden ileri basamak

caligmalarla desteklenerek HSK tedavisi i¢in umut olabilir.

Regorafenib, anjiyojenik ve tiimdr biliylimesini tesvik eden yolaklarda yer alan cesitli
kinazlar1 hedefleyen, yapisal olarak sorafenib ile karsilastirilabilir bir difeniliire oral multikinaz
inhibitoriidiir (262). Regorafenib, daha dnce sorafenib ile birinci basamak tedavide basarisiz

olmus, rezeke edilemeyen HSK’l1 hastalarda ikinci basamak tedavi olarak anlamli sagkalim
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avantaji gosteren ilk ajandi. Son kanitlar, antitiimér etkinliginin, tiimor gelisiminde ¢ok 6nemli
bir rol oynayan tiimdr mikrogevresi iizerindeki kapsamli bir tiimdr neo-anjiyogenezi,
proliferasyon inhibisyonu ve immiinomodiilatdr etkileri spektrumundan kaynaklandigini

gostermistir (263).

2016 yilindan bu yana yapilan ¢aligmalar sonrasi plaseboya gore, sorafenib direngli ileri
HSK hastalarina regorafenibin sagkalim lizerine kombine tedavide etkinligi gosterilmistir (264,
265). Regorafenib tedavisi ile ilgili yapilan ¢caligmalarda toplam genel sag kalima etkisi 24.2 ay
(21.1-27.3) saptanmustir (266). Regorafenib ile goriilen el-ayak deri reaksiyonunun 6zellikleri,
diger hedeflenen ajanlar icin bildirilenlere benzerdir ve ciddi cilt toksisitesine ikincil tedavisi
olduk¢a zor olan enfeksiyonlar gelisebilir (267, 268). HSK tedavisinde kullanilan yukarida
bahsedilen kinaz inhibitdrlerinin yan etkisiyle olusan HFRS reaksiyonuna, daha dnce yukarida
bahsettigimiz ilizere hayvan calismalarinda yara yeri iyilesmesinde, tirnak ve eklem
hastaliklarinda basarili sonuglar elde edilen TCE’nin bu yan etkiler olmadan HSK tedavisinde

daha basarili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Oral bir multikinaz inhibitorii olan lenvatinib, HSK’l1 hastalarda genel sagkalim (OS),
daha yiiksek bir objektif yanit oran1 (ORR) ve daha iyi progresyonsuz sagkalim (PFS) acisindan
sorafenib kadar basarili oldugu gosterilmistir (201). Cabozantinib, VEGFR ve reseptor kinaz
ailesi dahil olmak {izere tiimdr biiylimesi, anjiyogenez ve immiin regiilasyonda yer alan
reseptor kinazlart hedefleyen kiigiik molekiillii bir tirozin kinaz inhibitoriidiir (269, 270). Ancak
HSK’da kullanilan tirozin kinazlarin yorgunluk, istah kaybi, el-ayak deri reaksiyonu (HFSR),
diyare, hipertansiyon, iist gastrointestinal kanama, beyin kanamasi, hipotiroidizm ve proteiniiri
gibi ciddi yan etkileri olmaktadir. Bu advers olaylardan dolay: kinaz inhibitorleri tedavilerinde
tedavi birakma oran1 43,5’a kadar ¢ikmaktadir (202, 271). Bu ajanlarin yiiksek tedavi birakma
orani nedeni ile HSK tedavisinde yeni ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bizim TCE ile HepG2
hiicre hattinda ¢alisma yapmamizin amaglarindan biri de HSK’daki bu ¢ikmaza alternatif

olusturabilmektir.

Hepatoselliiler Kanser insidans1 diinya ¢apinda giderek artmakta ve tedavisinde yeni
modaliteler gelistirilmesine ragmen tan1 aninda ileri evre olmasi ya da cerrahi tedavi uygulansa
bile yliksek rekiirrens oranlar1 kotli prognoza sahip olmasina neden olmaktadir (272). HSK’da
cerrahi rezeksiyon ile her zaman kiir saglanamaz, 5 y1llik niiks oran1 %70 {izerinde oldugu tespit

edilmistir (273). Bunun yaninda uygulanan tedavilerin yiiksek yan etki insidanslarinin olmasi,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasculotropin-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunoregulation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunoregulation
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305737221000694?via%3Dihub#f0005
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kemoterapotik ajanlarin kanser hiicresi yaninda normal hiicreler iizerinde yiiksek toksisite
gosterdigi goriilmiistiir. Ustelik ileri evre hastalilarda mevcut kemotrapétik ajanlar sadece
hastaligin siirecini yavaslatabilmekte ve kiir saglanamamaktadir. HSK’da uygulanan adjuvan
ve neoadjuvan protokollerinden herhangibirinin etkinligine dair net bir kanit olmadig
saptanmistir (274). Bu nedenlerle hepatoselliiler kanser tedavisinde yeni tedavi ajanlarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla biz  Theranekron ® adi altinda ticari olarak temin
edilebilen TCE’nin hepatoseliiler kanser hiicre dizilerinde (HepG2) Ki-67'yi inhibe ederek
antitlimoral etkisini oldugu sonucuna vardik. Bulgularimiza gore, TCE kayda deger bir
hepatoseliiler antikanser aktivitesine sahip oldugunu ve kanser tedavisinde bir antitiimor hiicre
olim indiikleyici biyoterapotik olarak kullanilabilecegini  Oneriyoruz. Bu sonuca
dayanarak, TCE biyokimyasal olarak analizine yonelik, fonksiyonel bilesiklerini tanimlayan ve

kanser hiicreleri lizerindeki etki mekanizmasini ele alan gelecekteki ¢aligmalar1 6neriyoruz.

6. SONUC ve ONERILER

1. Sitotoksisite analizleri yapilarak en etkili Tarantula Cubansis Ekstresi dozu
belirlendi.Tarantula Cubansis baskilayici konsantrasyonun(IC50) degerinin 1pg/ml

oldugu tespit edildi.



65

2. HepG2 insan hepatoselliiler kanser hiicre hattina uygulanan Tarantula Cubensis
Ekstresinin kontrol HepG2 hiicre hattina gore inhibitor etkisi belirlendi.

3. TCE inhibitor etkisinin Ki-67 ekspresyonunu baskilarak gergeklestirdigi ortaya
konuldu.

4. Calismadan elde edilen bulgularin degerlendirilmesi; kanser tedavisinde yeni
acilimlarin, yeni ilaclarin ve tedavi ajanlarmin gelistirilmesine katkida
bulunabilecektir. Kanserli hastalarin tedavi siireinde yasadigi olumsuzluklar ve
ilaclarin yarattig1 giiclii yan etkiler diisliniildiigiinde, antioksidan-antikanserojen
etisi olan yeni maddelerin arastirilmasi ve kullanilmas1 6nem arzetmektedir.

5. HSK’da tedavi ¢ikmazi giiniimiizde hala bir ciddi sorun olusturmaktadir. Gerek
cerrahi tedavi sonrasi, gerekse adjuvan ve neoadjuvan tedavilerle HSK tedavisinde
tam bir basar1 elde edilememistir.

6. Sonug olarak elde ettigimiz veriler 15181nda, Tarantula Cubensis Ekstresinin bir 6n
calisma olarak hepatoselliiler kanser hiicrelerine etkin oldugu, ileri basamak
caligmalar yapilarak ve bu calismalar ile desteklenerek hepatosellliiler kanser

tedavisinde yer alabilecegi kanisina varildi.
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