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OZET

Kasarci, G. (2019). Renal Kanser Hiicre Soylarinda Siiksinik Asitin Antikanser
Etkinliginin Arastirilmasi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Molekiiler Tip AD, Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Renal kanserler, tiim kanser tiirleri arasinda goriilme siklig1 acisindan 14. sirada yer
alan, ozellikle kemoterapi ve radyoterapi tiirevli tedavi yontemlerine karsi direngli bir
kanser turudir. Bu nedenle renal kansere yonelik etkin altenatif tedavi yontemlerinin
aragtirilmasi 6nem teskil etmektedir. Yakin zamanda yapilan ¢esitli caligmalarda farkl
kanser tiirleri lizerinde siiksinik asitin hiicre Oliimiinii uyarmada etkin rol aldig:
goriilmigstiir. Stiksinik asit canli organizmalarda ATP yapiminda rol oynayan
trikarboksilik asit siklusunda yer alan bir ara metabolittir. Metabolizmada yer almasi
dolayisiyla saglikli hiicreler iizerinde bilinen bir yan etkisi yoktur.

Tez c¢alisimamiz kapsaminda siiksinik asit uygulamasinin renal kanser iizerinde
antikanser etkinligini O6lgmeyi amagladik. Renal kanser hiicre hatlar1 (CAKI-2 ve
ACHN) ve saglikli akciger hiicre hatti (MRC-5) artan konsantrasyon ve artan surelerde
stiksinik asit ile inkiibe edilmistir. Siiksinik asit uygulamasi sonrasinda hiicrelerdeki
canlilik yiizdesi WST-1 Sitotoksisite Testi ile Ol¢iilmiis olup; tetiklenen hiicre 6liimiiniin
apoptoz/nekroz analizleri Akis Sitometrik Annexin V ve Hiicre Oliimii Tayin
yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Siiksinik asitin, bekledigimiz tlizere, saglikli
hiicrelerde hiicre 6liimii uyarici etkisi tespit edilmemistir. Bununla birlikte CAKI-2
hucreleri Gzerindeki sitotoksik etkinligi 25uM ve 50uM konsantasyonlari igin sirastyla
%89 ve %91 iken ACHN hiicreleri iizerinde ayn1 dozlardaki etkinligi sirasiyla %59 ve
%61 olarak dl¢iilmiistiir.

Sonu¢ olarak, g¢alismamizda siiksinik asitin renal kanser hiicre soylar1 lizerinde
apoptotik etkinligi literatlirde ilk kez galisilmis olup potansiyel bir antikanser ajan
olarak kullanilabilecegine dair izlenim elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Renal hiicreli karsinoma, stksinik asit, apoptoz, antikanser, hiicre
kaltara.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 32550



Xiii

ABSTRACT

Kasarci, G. (2019). Investigation of Succinic Acid for its Anticancer Activity on Renal
Cancer Cell Lines. Istanbul University, Institute of Health Science, Aziz Sancar

Institute of Experimental Medicine. Master Thesis. Istanbul.

Renal cancers are the 14th most common cancer among all types of cancer. Mostly, it is
observed that it develops resistance to chemotherapy and radiotherapy-derived
treatment methods. For this reason, it is important to investigate new effective
alternative treatment methods for renal cancer. Recently, several studies have shown
that succinic acid plays a significant role via inducing apoptosis on different types of
cancers. Succinic acid is an intermediate metabolite in the tricarboxylic acid cycle that
play a role in production of ATP in living organisms. Because of its involvement in

metabolism naturally, there is no known side effect on healthy cells.

In our thesis, we aimed to determine/investigate the anticancer activity of succinic acid
administration on renal cancer cell lines (CAKI-2 and ACHN). The percentage of
vitality in the cells after succinic acid administration was measured by WST-1
Cytotoxicity Test, following this, apoptosis / necrosis analyzes were performed by using
Flow Cytometric Annexin V and Cell Death Detection ELISA methods. As we
expected, the cytotoxic effect of succinic acid on healthy cells was not detected.
However, the cytotoxic activity on CAKI-2 cells was determined/investigated as 89%
and 91% for the concentrations of 25uM and 50uM, respectively, and the efficacy at the

same doses on ACHN cells was 59% and 61%, respectively.

In conclusion, in our research, apoptotic activity of succinic acid on renal cancer cell
lines was studied for the first time in our research and we obtained that it could be used
as a potential anticancer agent.

Key words: renal cell carcinoma, succinic acid, apoptosis, anticancer, cell culture.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 32550



1. GIRIS VE AMAC

Genitodriner kanserler icerisinde en yaygin gozlenen ve en yiiksek 6liim oranina
sahip kanserlerden biri olan renal kanserler tum kanserlerin  %2-4’{inii
olusturmaktadir[1]. Renal kanserler morfolojik, histolojik ve genetik farkliliklar:
sebebiyle bir¢ok farkli alt birime ayrilmakta ve bu alt birimlerin her birinin klinik seyri,
patogenezi ve uygulanan tedavilere verdikleri yanmit farklilik gostermektedir. Renal
kanserlerin en sik rastlanan alt tipi renal hiicreli karsinoma olmakla birlikte tiim renal
kanserlerin  %80’ini olusturmaktadir[2]. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalara gore
obezite, diyabet, hipertansiyon gibi metabolik hastaliklar, sigara kullanim1 ve genetik
yatkinlik renal kanser riskini artiran 6nemli faktorlerdir[1], [3], [4]. Tedavi edilmedigi
takdirde lenf bezlerine ve bunu takiben yakindaki organlara metastaz yapma olasiliginin
yiilksek olmasi, kanser hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye karst direng
gelistirilebilmesi ve en yaygin tedavi secenegi olan cerrahi miidahaleden sonra sag
kalimin 5 yildan az bir siire olmas1 dolayisiyla hastanin yasam siiresinin ve kalitesinin

arttirilmasi i¢in alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmas1 dnem teskil etmektedir.

Son yillarda, yiiksek yan etkiye sahip radyoterapi, kemoterapi gibi tedavilere
alternatif olarak saglikli hiicreler tlizerinde toksik etki gdstermeyen maddelerin kanser
profilaksisi lizerindeki etkilerine dair ¢aligmalar deger kazanmaktadir. Yakin zamanda
yapilan caligmalarda birtakim kanser tiirleri lizerinde antikanser etkinligi gosterilmis
olan suksinik asitin renal kanser uzerinde apoptotik etkinligine dair daha 6nce yapilmisg

bir ¢alisma bulunamamustir.

Tarmmsal karbonhidratlarin fermantasyonu ile elde edilen siiksinik asit (C4aHsO4)
gida ve eczacilik iirlinleri, yiizey aktif cisimleri ve deterjanlar, yesil ¢oziiciiler ve
biyolojik olarak c¢ozinebilir plastik Gretim endustrilerinde veya kozmetik ve kimya
endiistrilerinde yaygin kullanim alanina sahip olup giinliik kullanim i¢in kolay elde
edilebilirdir[5]. Hucresel sureclerde, sitksinik asit, ATP yapimminda rol oynayan
trikarboksilik asit (TCA) siklusunda siiksinat dehidrogenaz araciligi ile fumarata
doniistiiriilen bir ara metabolittir[6]. Pek ¢ok canlinin metabolik siireglerinde dogal
olarak yer almasi1 dolayisiyla hiicrelerin fizyolojik durumu iizerinde bilinen bir olumsuz

etkisi bulunmamaktadir.

Daha onceden suksinik asitin endometrium[7] ve akut T hucreli lenfoblastik

I6semi hiicre hatlarinda antiproliferatif etkisinin gosterilmis olmasi ve calismalarda



saglikli hiicreler lizerinde herhangi bir toksik etki saptanmamis olmasi ve kozmetik,
gida, kimya alanlarinda gilindelik olarak yaygin kullanim alanina sahip olmasi

¢alismamiz i¢in 6nemli bir kaynak olusturmaktadir[8].

Tez ¢alismamiz kapsaminda suksinik asitin renal kanser hiicre hatlar1 Gzerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkisi ilk kez ¢aligilacak olmasi dolayisiyla hem literatiire
katki saglayacagi hem de daha ileri ¢alismalarla desteklenerek kisiye oOzel tedavi
yaklagimlar1 i¢in potansiyel bir antikanser molekiil olarak alternatif tedavi segenegi

olusturabilecegi kanisindayiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Renal Kanser

Bobrekler retroperitonda yer alan iyi korunmus bir ¢ift organdir. Anatomik
olarak korteks ve medulladan olusan bir parankim doku ile onu cevreleyen yag
dokusundan olugsmaktadir. Bobrekler islevsel agidan bakildiginda hormonal
diizenlemeden elektrolit dengesine kadar organizmanin saghigi agisindan onemli pek
cok olayda gorev alarak homeotasinin korunmasini saglarlar.

Renal kanser (bobrek kanseri) yetiskinlerde renal parankima ve renal pelvisten
kdken alan malignant timorleri icermektedir[3]. Yetiskin bobrek kanserlerinin en
yaygin gozlenen formu olan renal hiicreli karsinoma tiim malignant timdrlerin %3 {inii
olugturmaktadir. Renal htcreli karsinoma olgularinin yaklasik %96’s1 sporadik olarak
gelisirken %4’°liikk bir kisminin kalitimsal olarak gecis gosterdigi kaydedilmistir[9].
Sporadik gelisen olgularda tek lezyon gozlenirken kalitsal gegis gosteren renal hiicreli
karsinomalar bilateral ve multifokal olma egilimindedir[10].

2.1.1. Epidemiyoloji ve insidans

Renal hucreli karsinoma, tim kanser tdrleri igcinde dinya genelinde O6lim
nedenleri agisindan 14. sirada yer almaktadir ve insidansi her gegen yil artmaktadir.
2018 yili verilerine gore diinya genelinde 403 262 yeni renal karsinoma vakasi
gozlenirken bunlarin 175 098’1 6liimle sonuglanmistir[11].

Renal hiicreli karsinoma; basta Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika olmak Uzere
gelismis iilkelerde daha yiiksek insidans oranina sahiptir[12]. Erkeklerde kadinlara gore
daha yaygin olarak karsilasilmakta olup ilerleyen yaslarda maruz kalinan risk
faktorlerinin etkisiyle birlikte hastaligin gézlenme ihtimali giderek artmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitiiniin (World Health Organisation, WHO) 2018 yili verilerine gére diinya
genelinde her iki cinsiyet i¢in renal kanserin 5 yillik tahmini prevalanst Sekil 2-1°de yer
almaktadir. Buna gore haritada koyu yesil ile gosterilen bolgelerde (Kuzey Amerika,
Kanada, Rusya ve Avustralya) 100 000 kiside renal kanser goriilme orani >20,0 olup
daha az gelismis iilkelerde bu oran 1,9’dan daha kiiciiktiir. Ulkemizde ise bu oran her
100 000 kiside 13,0 olarak kaydedilmistir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar 151¢inda
hastaligin insidans1 ve mortalite oranlar1 ile sosyo-ekonomik durum arasinda bir iligki

bulunduguna dikkat ¢ekilmektedir[13].
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Sekil 2-1: WHO 2018 Verilerine Gore Renal Kanser 5 Yilik Tahmini Prevalansi[14]

2.1.2. Renal Karsinoma Simiflandirilmasi

Renal kanser; bobrekte meydana gelen bir dizi farkli 6zellikteki timorlerden
olugsmaktadir. Bu tiimorlerin her biri farkli bir histolojiye ve farkli klinik seyre sahip
olup uygulanan tedavilere farkli yanitlar vermektedir. Renal kanserlerin en giincel
siiflandirmast WHO tarafindan 2016 yilinda revize edilen ve tim renal tmorlerin
patoloji, epidemiyoloji ve genetik temellerine goére ayrildigi smiflandirmadir. Bu
smiflandirmaya gore renal timorler temel olarak; renal hicreli timorler, metanefrik
timorler, genellikle cocuklarda meydana gelen nefroblastik ve sistik tumorler,
mezenkimal timorler (¢ocuklarda ve yetiskinlerde ayri olarak gruplandirilmis), karigik
epitelial ve stromal timor ailesi, noroendokrin timaorler, metastatik timorler ve diger
smiflandirilmamis tmorler seklinde ayrilmistir[15].

Diinya tizerinde en yaygm goézlenen renal kanser tiiri insidanst her gegen yil
artan renal hiicreli karsinomadir. Tiim bobrek kanseri vakalarinin yaklasik olarak %70-
75’inden sorumludur[16], [17].

Renal hiicreli karsinomalar sahip olduklar1 histolojik ve sitolojik 6zelliklere gore
farkli alt tiplere ayrilirlar. Berrak hiicreli renal hiicre karsinomasi renal hiicreli
karsinomalarin en yaygin goézlenen seklidir. Renal hiicreli karsinoma vakalarmin
ortalama %75’inden sorumludur. Berrak hucreli renal hiicre karsinomas: disinda
papiller renal karsinoma (%5-10) ve kromofob renal karsinoma (%5) da diger tiirlere

gore daha yaygin gozlenen tiplerdir[10], [16].



Tablo 2-1: WHO 2016 Verilerine Gére Renal Hiicreli Karsinomalar[16]

Renal Hiicreli Karsinoma

Berrak hicreli renal hiicreli karsinoma Malignite potansiyeli diisiik olan
multilokiiler kistik bobrek neoplazmi

Papiller renal hiicreli karsinoma (Tipl ve II) Tubulokist renal hiicreli karsinoma

] ] Renal hiicreli karsinomaa ile iligkili
Kromofob renal huicreli karsinoma )
kazamlmug kistik hastalik

Toplayici ductus (kanal) karsinomast Berrak hiicreli papiller karsinoma

] SDH eksikligi ile iligkili renal hiicreli
Renal medullar karsinomasi )
karsinoma

Musindz tiibiiler ve ig hiicreli karsinoma Kalitsal leiomatosis ile iligkili

] MIT ailesi translokasyonu ile iligkili renal
Papiller adenoma o ]
hicreli karsinoma

Onkositoma

Tablo 2-1’de WHO 2016 yili verilerine gore revize edilen renal hicreli
karsinoma siniflamasi yer almaktadir[16]. Hiicrelerin sahip olduklar1 farkli histolojik ve
sitolojik 6zelliklere gore ayrilmalari hastaligin ilerleyisi ve uygulanacak dogru tedavinin
secilmesi agisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Kanser Genom Atlasi (TCGA)
caligmalarma gore; berrak hiicreli, kromofob ve papiller renal hiicreli karsinoma dahil
olmak tizere farkli histolojik renal hiicreli karsinoma tiirleri tizerinde bir dizi kapsamli
molekuler arastirma yapilmigtir. Bu c¢aligma kapsaminda renal hiicreli karsinomalarin
somatik degisimleri, DNA metilasyon profilleri ve RNA ekspresyon seviyeleri tizerinde
calisilmis olup elde edilen bulgular sag kalim ile iliskilendirilmistir[18].

Renal karsinomalarda hiicresel ve genetik yapi ile hiicrelerin histopatolojik
Ozellikleri arasinda giiclii korelasyonlar vardir[19]. Karsinogenez surecinde; gen
mutasyonlari, anormal DNA metilasyonlari, kromozom delesyonlari, genomik
instabilite ve kromozomal yapisal anomaliler seklinde genetik degisimler
olusabilmektedir[20].

Berrak hiicreli karsinoma nefronun proksimal tiibil hiicrelerinden kéken alir ve
glikojen ve lipit bakimindan zengin berrak bir sitoplazmaya sahip bol miktarda iiniform

hucreler igerir. Makroskopik olarak bu karsinomalar, hiicrelerin yiiksek lipid igeriginden



dolay tipik bir sar1 ylizeye sahiptir. Histolojik olarak ise, vaskiiler ag i¢inde bulunan
saydam veya eozinofilik sitoplazmaya sahip hiicrelerden olusmaktadir[21], [22] (Sekil
2-2, A). Genetik temelinde en yaygin olarak kromozom 3p’de delesyon bulundugu
tespit edilmis olup 6zellikle 3. kromozomun kisa kolunda yer alan ve bir timOr stpresor

gen olan von Hippel Lindau geninin inaktive oldugu gozlenmistir[10], [20].

Sekil 2-2: Renal hicreli karsinoma alt tipleri. A: Berrak hiicreli renal karsinoma, B ve C: Papiller renal
karsinoma Tip I ve II (sirasiyla), D: Kromofob renal karsinoma[21].

Papiller renal hicreli karsinomalar, kromozomal anomalilere ve alel
dengesizliklerine sahip, genetik olarak heterojen timorlerdir. Morfolojik farkliliklar1
nedeniyle Tip I ve Tip Il seklinde 2 alt tipte gruplandirilir. Tip | papiller renal hucreli
karsinoma, soluk sitoplazmali, tek katmanl kiigiik hiicrelerden ve yuvarlak uclu ovoid
¢ekirdeklerle kapli papillalardan olusurken, tip 1l karsinomalar nispeten bol eozinofilik
sitoplazmaya sahip, yalanci ¢ok katli ve biiyiik hiicrelere sahiptir (Sekil 2-2, B ve C).
Papiller renal hiicreli karsinomalar yalnizca morfolojik olarak degil ayni zamanda
genetik temelleri, hastaligin seyri ve sag kalim oranlar1 acisindan da birbirlerinden

farklilik gostermektedirler. 2001 yilinda papiller renal hiicreli karsinomalarin alt



tiplerinin hasta sag kalimiyla iliskisi iizerine yapilan bir ¢alismada Tip I karsinomalarin
Tip II’den daha iyi prognoz ve daha iyi sag kalim gosterdigini rapor etmislerdir[23].

Kromofob renal hiicre karsinomasi ise yetiskin renal hiicre timérlerinin %5’ ini
olusturmaktadir. Bu hiicreler mikroskopik olarak, belirgin hiicre zarlarina sahip olup,
perinukleer haleler iceren diizensiz gekirdekler ve soluk eozinofilik sitoplazma ile
karakterize edilir (Sekil 2-2, D). Mitokondriyal DNA’larinda somatik mutasyonlar
yaygin olup siklikla TP53 ve PTEN genlerinin mutant oldugu goriilmektedir[24].
Bununla birlikte kromozomal diizeyde incelendiginde 1., 2., 6., 10., 13. ve 17.
kromozom kayiplar1 da gdzlenmistir[16].

WHO tarafindan 2016 yilinda revize edilerek siniflandirmaya dahil edilen ve
populasyonda daha nadir rastlanan farkli alt tipler de mevcuttur[16] (Tablo 2-1, sag
kolon).

2.1.3. Renal Karsinoma Evrelemesi

Evreleme sistemleri timoriin yayilma derecelerini yansitacak sekilde tasarlanmig
olup tedavi segenekleri, hastaligin prognozu ve sag kalim siireci hakkinda bilgi
edinebilmek i¢in kullanilmaktadir. Kanserin dogru evrelenmesi hastaligin prognozunun
ve en uygun tedavi yonteminin belirlenebilmesi icin 6nemlidir[25]. Renal
karsinomalarin evrelenmesinde timoérin boyutu, yayilimi ve hastaligin prognozu temel

alan noktalardir[21].

Renal karsinomalarin evrelenmesinde en giincel olarak kullanilan ve hastaligin
prognozu ile en iyi korelasyonu yakalamis olan Amerikan Kanser Komitesi (American
Joint Committee on Cancer, AJCC) tarafindan olusturulan klinik evreleme metodu
TNM (Tumor Metastaz Nod) sistemidir[26].

Sekil 2-3: TNM evrelemesinin sematik gosterimi[21].



TNM evrelemesinde tiimoriin boyutu, sahip oldugu lenf nodu miktar1 ve
tmoriin uzak mesafe metastaz durumlar1 degerlendirilmektedir (Tablo 2-2). T3a ve
daha Uzeri evrelerdeki karsinomalarda hastaligin prognozu tiimoriin renal fasya disina
ve retroperitona yayilmasindan belirgin sekilde etkilenir[21]. Sekil 2-3’te gosterildigine
gore A: T1 evresinde, bobrek ici ile sinirlt ve boyutu 7cm’den daha kiigiik olan tiimor,
B: Yine bobrek igi ile smirli olup boyutu 7cm’yi asmis olan T2 evresi timorini
gOstermektedir. C: T3 evresinde bulunan timdr biiyiik damarlara uzanmis ancak heniiz
Gerota Fasyasmi agmamis durumdadir. D: T3¢ evresi, alt ana toplardamar1 gegerek
diyaframa ulagsmis olan tiimorQ ifade etmektedir[21]. Daha disiik evreli karsinomalar

daha uzun sag kalim oranlari ile iliskilendirilmistir[27].

Tablo 2-2: Renal Hucreli Karsinomalarin TNM Evreleme Sistemine Gore
Degerlendirilmesi[21]

Evreler Patolojik Surecleri
TO Primer timdre ait bulgunun elde edilemedigi evre
T1 Tiimdr boyutunun 7c¢m’den kiigiik oldugu bobrekle sinirli
Tla TUmor boyutu <4cm
Tib Tiimor boyutu >4cm, ancak heniiz 7cm biiylikliige ulasmanmug
T2 Tiim&r bobrek ile sinirli ancak 7¢cm boyutunu agmig durumda
T3 Gerota Fasyasini agmadan biiyiik damarlara ulagmig halde
T3a Qerota F asyasinin Otesine gecmeden adrenal bez veya perinefrik dokulari
isgal etmis halde
T3b Timor renal venlere ve diyaframin altindaki ana toplardamara uzanir
T3c Diyaframi asarak daha iist toplardamara ulagir
T4 Tiimor Gerota Fasyasini agar
NO Bolgesel lenf nodu yok
N1 Tek bir lenf nodu olusumu
N2 Birden fazla lenf nodu bélgesi tespit edilmis
MO Uzak mesafeye metastaz bulgusu yok

M1 Uzak mesafeye metastaz yapilmis




Bunun yani sira renal hiicreli karsinomalar histopatolojik olarak farkli 6zellikte
niikleer yap1 bulundurmalarindan dolay1 histolojik ¢ekirdek yapilarinin temel alindigi
Furhman evreleme sistemi de kullanilmaktadir (Tablo 2-3). Fuhrman ¢ekirdek yapisina
gore 1. derece tiimorlerde metastaz yetenegi agisindan 2., 3. ve 4. derece tumorlere gore
¢ok ciddi farklilik bulunmaktadir. Buna gore niikleer derecelendirme ile metastatik

potansiyel ve sag kalim agisindan degerlendirme yapilabilmektedir[28].

Tablo 2-3: Renal Hicreli Karsinomalarin Fuhrman Evreleme Sistemine Gore Histolojik
Derecelendirilmesi [28]

Fuhrman Cekirdek Nukleer Ceper
) Nukleer Cap Cekirdekcik Yapisi
Derecesi Yapisi
1 10um Yuvarlak Yok ya da ¢ok kuguk
2 >15um Duizensiz Kiguk
3 20 um Belirgin simrh Belirgin
4 >20 um Cok cekirdekli Kromatin kiimelenmesi halinde

2.1.4. Renal Hicreli Karsinoma Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Bobreklerde kanser olusumuna neden olan mekanizmalar heniiz tam olarak
bilinmemesine ragmen renal hiicre karsinomasini tetikleyen gesitli risk faktorleri oldugu
bilinmektedir. Renal hiicreli karsinoma igin obezite, sigara kullanimi, genetik yatkinlik
ve hipertansiyon gibi iyi ¢alisilmis risk faktorlerinin yani sira beslenme aligkanliklari,
yetersiz fiziksel aktivite, kimyasal maruziyeti ve hemodiyaliz uygulamasi gibi ¢evresel
etmenlerin de hastaligin etiyolojisinde Oonemli rol oynadigi diisiiniilmektedir[3]. Bu
faktorlerin renal hicreli karsinoma olusumundaki etkileri asagidaki gibi 6zetlenebilir:
2.1.4.1. Sigara Kullanimi

Tiitlin driinleri farkl tip kanserlere etken olabilecegi diisiiniilen nikotin, karbon
monoksit, benzen, nitrozamin gibi pek ¢ok bilesen igermektedir[29].

Renal hicreli karsinoma ile tiitiin tiriinleri kullanimi arasinda direkt bir iliski
kurulamamasma karsin ‘International Agency for Research on Cancer’ (IARC)
tarafindan sigara kullanimi renal hiicre karsinomas1 i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak

kabul edilmektedir[30], [31]. Literatiirde sigara dumanmin igerdigi bilesenlerin, renal
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kanser basta olmak iizere farkli kanser tiirleri {izerindeki etkilerine dair ¢calismalar yer
almaktadir.

Sigara, icerdigi bilesenler nedeniyle doku hipoksisini indiikleyerek Crohn
Hastaligi ve KOAH (Kronik Akciger Atardamar Hastalig1) gibi hastaliklarin birincil
nedeni olarak degerlendirilmektedir[32].  Hipoksik bozulmalarin renal hiicreli
karsinoma olusumunda etkili oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, sigara
kullaniminin KOAH ve karbon monoksit maruziyetine bagli gelisebilen doku hipoksisi
nedeniyle renal hicreli karsinoma igin bir risk etmeni olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiitlin trinleri kullanimi ile renal hiicreli karsinoma iliskisine dair yapilan bir
calismada daha Once hig tiitiin iirtind kullanmamis bireylerle karsilastirildiginda sigara
kullanimimin renal kanser gelisimini erkeklerde %350, kadinlarda ise %20 oraninda
artirdig1 gosterilmistir[33].

Clague ve arkadaslarimin yaptig1 bir ¢aligmada, sigara dumanmin igcerdigi N-
nitrozamin ile indiiklenen DNA hasarmin renal hiicreli karsinoma hastalarinin periferal
kan lenfositlerinde, kontrol o6rneklerine goére daha yiiksek seviyede oldugu tespit
edilmistir[34].

Buna ek olarak, sigara dumaninin ana bilesenlerinden biri olan benzo[a]piren
diol expoxide’in (BPDE) ¢esitli kanserlerde kromozom 3p delesyonunu indiikledigi
bilinmektedir. Zhu ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada renal hiicreli karsinomada
yaygin gozlenen bir genetik degisiklik olan kromozom 3p delesyonunun BPDE ile
indiiklenebildigi ve ayrica kromozom 3p’deki BPDE’ye duyarliligin, bireyin renal
hicreli karsinomaya duyarliligini yansitabilecegi ortaya koyulmustur.[35]
2.1.4.2. Obezite

Obezite her ne kadar tip-2 diyabet, kardiyovaskuler, bobrek, kas-iskelet sistemi
hastaliklar1 ve psikolojik rahatsizliklar da dahil olmak {izere sayisiz hastalik i¢in neden
ve risk faktorii olarak tanimlanmis olsa da, obezitenin kanser riskleri ve sag kalimla
olan iliskisi son yirmi yilda biiyiik ilgi kazanmistir[36].

Viicut kiitle indeksinin (VKI) artmasi bireylerde cesitli kanser tiirlerinin
olusumunu tetikleyebilmektedir. Diinya genelinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda
asir1 kilolu ve obez bireylerde ilerleyen yillarda renal hiicreli kanser riskinin VKI’ye
gore arttig1 kaydedilmistir[37].

Macleod ve arkadaslarinin 2013 yilinda Amerika’da yasayan 50-76 yaslari
arasindaki 77 260 kisi ile yaptiklar1 genis kapsamli kohort ¢alismasinda obezitenin renal
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hicreli karsinoma ile anlamli bir sekilde iliskili oldugu rapor edilmistir[38]. Bu ve bunu
destekleyen farkli caligmalara gore artan VKI erkeklerde %25, kadinlarda ise %35
oraninda renal hiicreli karsinoma gelisim riskini artirmaktadir[38], [39].

Obezitenin karsinogenez surecinde nasil bir rol oynadigi tam olarak
bilinmemekle birlikte, VKi’deki artisin; oksidatif stres[40], adipokin Uretimi[41] veya
Ostrojen ve diger steroid hormonlarin dolasimdaki konsantrasyonlarinin degismesi[42]
gibi ¢esitli mekanizmalarla bobrekte hasar olusumuna neden oldugu ve bu durumun da
renal hiicreli karsinoma gelisiminde rol oynadigi diistiniilmektedir.
2.1.4.3. Fiziksel aktivite

Fiziksel aktivite ile renal hucreli karsinoma gelisiminin incelendigi ¢ogu
caligmada aralarinda ters bir iligski oldugu rapor edilmistir[43]. Fiziksel aktivitenin viicut
agirhigimi ve kan basincini diisiiriicii, insiilin duyarliligini artirici, kronik inflamasyon ve
oksidatif stresi azaltic1 yondeki etkileri sayesinde renal hiicreli karsinoma gelisim riskini
azaltabilecegi varsayilmaktadir[4].

Kapsamli bir meta-analiz ¢alismasinda, yiiksek ve diisiik fiziksel aktivite diizeyi
ile iliskilendirilen renal karsinoma riskinde istatistiksel olarak anlamli %12 azalma
oldugu ortaya koyulmustur[44].
2.1.4.4. Analjezik Ilaclarin Kullanimi

Analjezikler, diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan recetesiz ilaglar olup ¢esitli
caligmalarda analjezik ilag kullamimmin renal hicreli karsinoma riskini arttirdigini
gosteren epidemiyolojik veriler yer almaktadir. Cho ve arkadaslarinin 2011 tarihli
caligmalarinda aspirin ve asetaminofen kullaniminin renal hiicreli karsinoma ile direkt
bir iligkisi gosterilememis ancak bununla birlikte diizenli olarak, aspirin diginda,
parasetamol ve salisilat gibi nonsteroidal antiinflamatuar ilaglarin aliminin renal
karsinoma riskini anlamli bir sekilde artirabilecegi gosterilmistir[45]:[46].
2.1.4.5. Mesleki ve Cevresel Risk Faktorleri

Renal hicreli karsinoma genellikle bir meslek hastaligi olarak kabul
edilmemekle birlikte c¢esitli meslek gruplarinda birtakim endiistriyel ajanlara maruz
kalinmasinin hastaligin olusumu agisindan risk olusturabilecegi diistiniilmektedir. Bu
duruma istinaden en ¢ok calisilmis ve renal hiicreli karsinomayla iliskilendirilmis olan
kimyasal Trikloroetilen (TCE)’dir[47]. Metal yag ¢oziicli ve kimyasal katki maddesi
olarak yaygin kullanim alanma sahip olan TCE, ortak bir cevresel kirletici haline

gelmistir. TCE'yi renal hicreli karsinoma gelisimi riski ile iligkilendiren c¢esitli
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epidemiyolojik ¢aligmalar yapilmis olup elde edilen bulgulara gore artan maruziyet
dizeyleri ile birlikte renal hicreli karsinoma riskinde orantili bir artis oldugu
kaydedilmistir[48]. Bunun yan1 sira insan bobrek korteksindeki yarilanma émrii 10-30
yil arasinda olan kadmiyumun etkiledigi proto-onkogen aktivasyonu, timor baskilayici
gen inaktivasyonu, hiicre adhezyon bozuklugu ve hasarlit DNA onariminin inhibisyonu
gibi farkli molekiiler mekanizmalar ayn1 zamanda kanser gelisiminde de rol
oynamaktadir[49], [50]. Bu agidan ele alindiginda uzun siireli kadmiyum maruziyetinin
de renal hucreli karsinoma gelisim riskini artirabilecegi sdylenebilir.

2.1.4.6. Genetik Faktorler

Ailesinde daha onceden renal hiicreli karsinoma Oykiisii bulunan kisilerde
hastaligin geligim riskinin 2 kat arttig1 tespit edilmistir[51].

Ailesel renal hucreli karsinomaya yonelik yapilan c¢aligmalar sonucunda
sporadik renal karsinoma gelisimi ile de iliskili olabilecegi one siiriilen 11 gen (BAP1,
FLCN, FH, MET, SDHB, SDHC, SDHD, TSC1, TSC2 ve VHL) tespit edilmistir[52],
[53].

Bu genler arasinda en ¢ok galisilmis olani bir timor stpresér gen olan VHL
genidir. Berrak hiicreli renal hiicre karsinoma gelisiminde yiiksek risk etmeni olarak
degerlendirilen von Hippel Lindau sendromunun molekiiler temelinde VHL tumor
slipresOr geninin mutasyona ugrayarak baskilanmasi yatmaktadir. VHL geninin
baskilanmasi sonucunda inaktive olan VHL proteini (pVVHL) sporadik berrak hiicreli
karsinomalarda molekiiler belirte¢ olarak degerlendirilmektedir[54].

Pek cok c¢alismada yukarida belirtilmis olan aday genlerle ilgili tek niikleotid
polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) taramas: yapilmis ve renal
hiicreli karsinomaya neden olabilecek birkag SNP belirlenmistir ancak bunlarla ilgili
elde edilen bilgiler kisithidir[55].

Bunlarin disinda yas, irk ve cinsiyet faktorleri de renal hiicreli karsinoma i¢in
onemli risk etmenleri arasinda degerlendirilmektedir. Epidemiyolojik calismalardan
elde edilen bulgulara gore renal hiicreli karsinoma insidansi erkeklerde kadinlara gore
daha yiiksek olmakla beraber ilerleyen yasla birlikte hastaligin olusum riski de
artmaktadir. Bunun yani sira gerek goriintiileme ve tani tekniklerindeki gelismeler
gerekse organizmaya zararli olan kimyasallara daha fazla maruz kalma agisindan
ckonomik olarak gelismis tilkelerde renal hiicreli karsinoma riskinin daha ylksek

oldugu gozlenmektedir[4].
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2.1.5. Renal Hucreli Karsinoma Patogenezi

Renal hicreli karsinomanin en yaygin go6zlenen formu olan berrak hicreli
karsinomalar siklikla VHL sendromu ile iliskilendirilmektedir[16], [56]-[58]. VHL
sendromu, etkilenen bireylerin bobrek de dahil olmak Uzere bircok organda timor
gelisimi riski tasidigi kalitsal bir hastaliktir[10]. Bu sendroma sahip olan hastalarda
ortalama 37 yas civarinda bobrek kistleri ve g¢oklu bilateral berrak hicreli renal
karsinoma tespit edilmistir[59]. VHL geni 3. kromozomun kisa kolunda yer alan timor
baskilayici bir gendir (Sekil 2-4)[60].

3p25 3p21
VHL SETD2 PBRM1 BAP1

- J
3 | 2.1
omg VHL 52.3%
ES « I 40.8%
p PBRM1 _—
g . 10.8%
= SETD2 0.8
T o
8 Bap7- W 10.4%
5 1%
= kpmsc [EE 3.8%
3 7%
- 7%
& MTOR ot
Q. . 4.7%
o PIK3CA EE 4.7

TPs3 (M 28%

Sekil 2-4: 3. Kromozom Kisa Kolunda Yer Alan Genler ve Renal Karsinoma ile
Mliskileri[60]

TCGA tarafindan 2013 yilinda 400 berrak hiicreli renal hiicre karsinoma hastas1
tizerinde yapilan tiim genom ve transkriptom analizleri 151¢1nda kromozom 3p kaybinin
berrak hiicreli renal karsinoma hastaliginin temel bileseni oldugu ortaya
koyulmustur[18]. VHL proteinini (pVHL) kodlayan VHL geninde meydana gelen kopya
sayis1 delesyonlari, inaktive edici mutasyonlar veya genin epigenetik olarak
susturulmas1 bu hastalikta yaygin olarak Kkarsilasilan genetik degisikliklerdir[61].
Neredeyse tiim ailesel gecisli berrak hiicreli renal karsinoma hastalarinda bu gende

kalitsal bir mutasyon oldugu tespit edilmistir[1].

pVHL, farkli efektor proteinleri farkli hedef proteinlere baglamak igin
isaretleyici bir adaptér molekil goérevi gorir. Bu islevi dolayisiyla bir dizi farkli
biyokimyasal aktiviteyi diizenler ve cesitli hiicresel siire¢leri kontrol eder. Bu siirecler
arasinda hipoksi indiiklenebilir faktér a (HIF a)’y1 oksijen bagimli ubikuitin aracili

proteolitik degradasyon icin hedefleme, mikrotubul stabilizasyonunu regiile etme, p53
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aktivasyonu, noronal apoptoz kontroli, epitelyal-mezenkimal hiicre degisimini
baskilama ve niikleer faktér NFkB nin regiilasyonu yer almaktadir. Sporadik ve kalitsal
gecisli berrak hiicreli renal hiicre karsinomalarinda, pVHL’nin farkli aktiviteleri
tizerinde farkli etkilere sahip oldugu gosterilen ¢ok sayida somatik VHL mutasyonu

tanimlanmigtir[22].

pVHL’nin gorev aldig: hiicresel olaylardan biri de hiicrede oksijen seviyesinin
normal sartlarin altina inmesi (hipoksi) ile uyarilan HIF o 1 ve 2’nin normal oksijen

varhig1 (normoksi) durumunda proteozomal olarak yikiminin saglanmasidir[62].

VHL’nin her iki allelinin kayb1 berrak hiicreli renal karsinoma patogenezinde
kritik rol oynayan pro-anjiyogenik genlerin ekspresyonunu regiile eden HIF’in siirekli

olarak aktivasyonuna neden olmaktadir[63].

@ >

bHLH PAS TAD Ko-aktivator Baglayici
Bolge

HIF-1x

DNA Baglayic: Domen Regiilatér Domen

bHLH PAS

HIF-1p

Sekil 2-5: HIF1 a ve B genlerinin yapisal goriintiisii[64].

HIF a ve B alt birimlerinden olusan heterodimerik yapili bir proteindir (Sekil 2-
5)[64]. Yapisal olarak her iki alt birim de dimerizasyon ile DNA’ya baglanmalarini
saglayacak olan temel heliks-loop-heliks motifi (bHLH) wve PAS domeni
icermektedirler. Buna ek olarak HIFo karboksi terminal ucunda aktivitelerini
diizenleyici regulatér domen icerir[64]. HIFo, ¢ok hiicreli organizmalarda hipoksiye
karst olusturulan hipoksik yanitin anahtar molekiilli olup ortamda hicre igin yeterli
oksijenin bulunmadigi durumlarda sekans spesifik sekilde DNA’ya baglanarak hedef
aldig1 genlerin ekspresyonlarini diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olarak islev

gorar[65].
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HIF-a aracili transkripsiyonel aktivasyon

Sekil 2-6: Normoksi, hipoksi ve mutant VHL geni durumunda pVHL aracih HIF
regilasyonu[65].

Normoksik sartlar altinda HIFa alt birimi prolil-4-hidroksilaz (PHD1-3)
tarafindan 2 adet prolin kalintisindan, asparagin hidroksilaz tarafindan ise bir asparagin
kalintisindan oksijen bagimli olarak hidroksillenir bu sayede pVHL’nin yer aldig1 E3
ubikuitin ligaz kompleks tarafindan taninir ve ubikuitinasyon ve proteolitik degradasyon
icin hedeflenir[66]. Ancak hiicrede gelisen hipoksik kosullar mevcudiyetinde HIFa
proteolitik yikimdan kacarak niikleusa transloke olur ve niikleus icerisinde HIFB alt
birimi ile etkileserek aktif hale gelir. iki alt biriminin birlesmesi sonucu aktiflesen HIF
molekulli p300 ve CBP ko-aktivatorleri ile de birleserek DNA iizerinde ‘Hypoxia
Response Element (HRE)’ olarak adlandirilan DNA sekansina spesifik olarak baglanir
bdylece hipoksiya ile indiiklenebilen 60’tan fazla genin dahil oldugu c¢esitli yolaklar
stimule eder[2] (Sekil 2-6)[65].

pVHL’nin islevini kaybetmesi sonucu normoksik sartlarda baskilanmasi gereken
HIF1 stabilize halde kalir ve hedef genleri olan VEGF, PDGF, TGFa gibi anjiyogenik
genlerin ve biiylime faktorlerinin siirekli anlatimina neden olur[67]. Bununla birlikte
HIF-1 farkli glikolitik enzimlerin aktivasyonunu degistirerek ve glikolizin son urini
olan piruvattan laktat olusumunu indiikleme yoluyla piruvatin TCA siklusuna katilimini

engelleyerek hucrenin temel enerji kaynaklarini glikoliz ile sinirlt tutar[68].
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2.1.5.1. Renal Hiicreli Karsinomalarin Apoptoz ile iliskisi

Tek hiicreli bir organizma igin, hasar gormiis DNA'nin onarilmasi, hayatta
kalmay1 saglayan tek gegerli yoldur. Bununla birlikte ¢ok hiicreli organizmalarda ise
hasarli DNA’ya sahip hiicrelerin uygulayacagi strateji bu kadar kesin degildir. Ciinkii
DNA’da hasara neden olan bazi mutasyonlar hiicre proliferasyonunu, hiicreler arasi
baglantilar1 veya hiicrenin programli 6liimiinii regiile eden proteinleri kodlayan genlerde
meydana gelebilmektedir. Bu durum ise hiicre i¢in hayati dnem tagiyan mekanizmalarin
aksamasina, hiicre biiyiimesinin ve c¢ogalmasinin kontrolden c¢ikmasma neden
olmaktadir. Bu olasilik g6z oniinde bulunduruldugunda hiicrenin neoplastik karakter
kazanma riskinden ziyade hasarli DNA’ya sahip olan hiicreyi kontrollii bir sekilde
ortadan kaldirmasi bir biitlin olarak daha giivenli olacaktir. Hasarli yapiya sahip
hiicrenin ¢evre hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasi programli hiicre 6limii
‘apoptoz’ olarak adlandirilmaktadir[69]. Apoptoz c¢ok hiicreli organizmalarda
homeostaziyi koruyan en temel mekanizmadir. Bu mekanizma embriyogenez, organ
atrofisi, immiin yanit, inflamasyon ve yaralanma sonras1 hiicre veya dokularin ortadan

kaldirilmas1 gibi fizyolojik ve patofizyolojik islemlerin diizenlenmesinde etkilidir[70].

HIF tarafindan kontrol edilen hiicresel yolaklar ve bu yolaklarda goérevli
proteinler arasinda glukoz metabolizmasinda gorev alan enzimler ve transportunda islev
goren proteinler (LDH ve GLUT1 gibi), anti-apoptotoik proteinler (Bcl-xl), biyime
faktorleri ve anjiyogenik proteinler (VEGF, PDGF, TGFa) yer almaktadir. Timor
hiicrelerinin biiyiik cogunlugunda, HIF 10, apoptozun gii¢lii bir baskilayicisi olarak islev
goriir (Sekil 2-7)[68]. Yapilan gesitli ¢alismalarda HIF’in neoplastik hiicrelerde genis
capl ila¢ direncine katki sagladigi gosterilmistir[71]. Farkli arastirmacilar tarafindan
solid tlimorlerde hipoksik mikrogevrenin kullanilan kemoterapotik —ilaglarin
aktivitelerini baskilamasi yoluyla tedavi amacli uygulanan kemoterapi ajanlarina kars1

direng gelistirebildikleri gosterilmistir[68], [72]-[74].
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Sekil 2-7: HIF-1’in mitokondriyal aktivite ve apoptoz iizerindeki etkinligi[68]
2.1.6. Tedavi Yontemleri
Renal hicreli karsinomaya yonelik uygulanacak olan tedavi sekli timoriin
yapisina, 6zelliklerine ve hastaligin evresine gore degisiklik gostermektedir. Genellikle
rastlantisal olarak tani1 koyulan bu hastalikta tiimdriin heniiz lokalize halde oldugu ve
T3a evresine kadar olan diizeylerde uygulanilan tedavilerde basarili sonug¢ elde

edilebilmektedir.

Boyutlar1 4cm’den daha kiigiik olan tiimérler igin genellikle nefrektomi yéntemi
uygulanmaktadir. Bu yontemde tiimoriin konumuna bagli olarak radikal veya kismi

(nefron koruyucu) nefrektomi yéntemleri tercih edilmektedir[21].

Daha buyuk boyutlu, lokalize halde olmayan ve cevre organlara metastazi
saptanan vakalarda kemoterapi, radyoterapi, immunoterapi yontemleri veya hastaligin
patogenezinde yer alan molekillerin hedeflenmesi temelli tedavi yontemleri de

uygulanabilmektedir.

Siklikla gozlenen VHL mutasyonu durumunda; HIF1 tarafindan kontrol edilen
proliferasyonu ve anjiyogenezi uyaran genlerin (VEGF, PDGF) hedef alindig1 ve klinik
olarak metastatik renal karsinoma vakalarinda kullanilmakta olan ¢esitli hedefleyici
ajanlar yer almaktadir[75], [76]. Bunlardan bir tanesi olan ve ayni1 zamanda metastatik
renal hicreli karsinoma icin bir belirtec olarak kabul edilen VEGF ve mTOR
inhibitorleridir[77], [78].

Hastaligin molekiiler temelinde yatan yolaklarin, kanser hiicrelerinin ¢esitli

tedavi yontemlerine kars1 direng gelistirmesi veya c¢evre organlara metastaz yapmasi
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olasiliklar1 bu hastalik i¢in toksik etki olusturmayacak ve kanser proliferasyonunu
baskilamada daha etkin sonug¢ verebilecek alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmasi

Onem arz etmektedir.

2.2. Suiksinik Asit
Pek ¢ok canli organizmada dogal olarak bulunan bir dikarboksilik asit olan
stiksinik asit (C4HeO4) gida ve kimya endiistrileri basta olmak tizere farkli alanlarda

yaygin kullanim alanina sahiptir[6], [79].

Biyoteknolojik olarak fermantasyon kokenli Gretilen siksinik asit farkli
endiistriyel alanlar i¢in bir¢ok 6nemli ara ve temel kimyasal madde olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir[5]. Ozellikle petrokimya endiistrisinde yiiksek cevre kirliligi
olusturan benzen veya baska petrokimyasallara dayanan farkli iriinlerin yerini

alabilecegi ongoriilmektedir[80], [81].

Cesitli bakteri tiirleri[82]-[84] tarafindan dogal olarak iiretilen ve bakterilerin
viriilans faktorii olarak degerlendirilen siiksinik asitin E. coli’yi insan ndtrofil
hiicrelerinin fagositik etkinliginden korudugu[85] buna ek olarak bir bagka ¢alismada
fare kemik iligi kokenli noétrofillerin baktersidal aktiviteleri {iizerinde yiiksek
konsantrasyonda siksinik asitin diisiik pH varliginda nétrofil etkinligini inhibe ettigi
gosterilmistir[86].

Siiksinik asit fermantasyonu sirasinda CO2'nin 6ziimsenmesinin cevresel bir
avantaj olarak kullanilabilecegi g6z Oniinde bulundurularak siiksinik asitin
biyoteknolojik olarak Uretiminde 6zellikle yenilenebilir biyokitlenin hammadde olarak
kullanilmasima dayanan mikrobiyal doniisiimlere odaklanilmistir[6], [87]. GUnimizde
siiksinik asitin en ¢ok kullanildigi 4 endiistriyel alan bulunmaktadir: deterjan ve
siirfaktanlarin yapisi, iyon selatorii, gida endiistrisi (asidite edici veya tatlandirici
olarak) ve farmasdtik dretimidir. Buna ek olarak en ikinci bir siiksinik asit tirevi
molekiill grubu c¢ogunlukla ¢oziici ve polimer endiistrilerinde  bulunan
pirolidonlardir[88]. Endiistriyel olarak yaygin kullanim alanina sahip olan siiksinik asit
ayni zamanda bir¢ok canli organizmada enerji metabolizmasinda temel islev goren TCA
siklusunda ara metabolit olarak gorev almaktadir[83], [89]. Hiicre metabolizmasinda
dogal olarak bulunmasi dolayisiyla saglikli hiicreler {izerinde bilinen bir yan etkisi

yoktur.
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2.2.1. Suksinik Asitin TCA Siklusu ve Kanser ile Tliskisi
TCA, aerobik sartlar altinda, hicrelerdeki oksidatif fosforilasyon icin merkezi
yoldur ve hicrenin biyoenerjetik, biyosentetik ve redoks dengesi gereksinimlerini
karsilamaktadir[66]. Kanser hiicrelerinde ¢esitli genlerin aktivasyonu ve/veya
inaktivasyonu yoluyla artan enerji ihtiyaclari karsilamak icin hiicrelerin enerji
tiretimini ve makromolekiil sentezini artirdig1 bilinmektedir[90]. Bu durum da bir sire

sonra hiicrelerde metabolik stres olusumuna neden olmaktadir.

Artan metabolik stres ile bas edebilmek amaciyla, kanser hiicreleri siklikla
besinlerin hizli bir gekilde alimin1 ve sindirimini saglamak i¢in ilgili biyokimyasal
yolaklart  yeniden programlayarak timoér olusumunun ilerlemesine katkida
bulunurlar[91]. Kanser hiicrelerinde degisen metabolik yolaklarin arastirilmasi Otto
Warburg'un kanser hiicrelerinin biiytimeleri i¢in glikolize olan yogun bagimliligini
belirtmesiyle baslamistir[92]. Warburg ve arkadasglarmin c¢alismasina gore timor
dokusunda oksijenin az, glukozun ise fazla oldugu durumda anaerobik glikoliz
araciligiyla yiiksek miktarda piruvattan laktat olusumu gerceklestirilir. Normalde
aerobik sartlarda glikolizi takiben TCA siklusu ve Elektron Transport Sistemi (ETS) ile
total 38 ATP’lik enerji liretilirken kanser hiicrelerinde ayn1 miktarda glukozdan yaklasik
olarak 4 ATP’lik enerji iiretimi gergeklestirilmis olur (Sekil 2-8)[93]. Bu durumda
hiicreler artan enerji ihtiyacini karsilamak i¢in daha fazla besine ihtiya¢ duyar buna

bagl olarak da kanser hiicrelerinde besin alimi ve enerji metabolizmasi degistirilmis
olur[66], [91].

Farkhlasmis Doku Proliferatif Tuamor
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Sekil 2-8: Normal Hiicre ve Tiimor Hiicresinde Hiicre Enerji Metabolizmasi
Farkhihklari[93]
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TCA siklusu tipik olarak glikolizin son Grlint olan pirtivattan koken alan asetil
CoA’nin dongiiye girmesiyle baslar. Bir dizi redoks reaksiyonu araciligiyla kimyasal
bag enerjisi asetil CoA’dan nikotinamid adenin diniikleotit (NAD*) ve flavin adenin
dinukleotit (FAD) ile daha yiiksek enerjili elektronlarin iiretilmesi i¢in ETS’ye tasinir.
TCA siklusunda suksinat, siksinil-CoA doniisiimiinden olusturulan bir ara metabolit
olarak dretilir ve siiksinat dehidrogenaz (SDH) enzimi tarafindan fumarata dontistiiriiliir
(Sekil 2-9)[66].

GLUT FATP SLC38A1
Glukoz FAS
NAD+ NADH

l CoA ACC

Piriivat Asetil CoA
LDHA j PDH
Laktat co, ACLY
NADH Oksaloasetat cs Sitrat

Glutamin

MDH AH\
NAD' GLS
NAD*

Izositrat

Malat
*IDH2/3 slutama
Fre _ - Glutamat
TCA Siklusu cO, NADH
GLUD

Fumarat a-Ketoglutarat
SDH* KGDHC .
FADH?2 NAD
CcO,
FAD" Siiksinat scs Siiksinil CoA NADH
?‘;

Sekil 2-9: TCA siklusu[66]

Renal hiicreli karsinomanin aerobik glikolize olan bagimmliligi fumarat hidrataz
(FH) ve SDH eksikligi durumlarinda daha net gozlenmektedir. FH ve SDH enzimleri
mitokondriyal TCA dongusu yoluyla oksidatif fosforilasyonla enerji retiminde kilit rol
oynamaktadir[94].

Vanharanta ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada, kalitsal renal karsinomaya
sahip olan hastalarin SDH enzimini kodlayan SDHB, SDHC ve SDHD genlerinde

heterozigot kalitsal mutasyon tasidiklar1 gosterilmistir[95].
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2.2.2. Siiksinik  Asitin Antikanser Etkinligine Yonelik Yapilan
Cahismalar

Gegtigimiz yillarda, slksinik asitin farkli formlarinin bazi antikanser ilaglarla
birlikte veya vitamin analoglar1 seklinde antioksidan veya apoptotik etkinligi artirmak

amaciyla gesitli kanser tiirleri tizerinde kullanildig1 bildirilmistir[96]-[99].

E vitamininin gesitli uygulamalar sirasinda saglikli hiicreler iizerinde olusan
toksik etkiyi azaltic1 yoniinde sergiledigi antioksidan aktivitesinin farkli ¢aligmalarda

stiksinat analogu ile artirilabildigi ortaya koyulmus[100].

Patacsil ve arkadaglarinin pankreatik kanser hiicreleri tizerinde yaptiklari
caligmada, alfa tokoferolun bir analogu olan E vitamini-siiksinat bilesiginin PANC-1
pankreas kanseri hiicre hatti iizerinde apoptozu indiikleyerek hiicre canliligini azalttigini
bununla birlikte antiapoptotik bir protein olan IAP (apoptoz inhibe edici protein)

expresyonunu da baskiladigi rapor edilmistir[101].

Bunun yani sira giiniimiizde siklikla tercih edilmekte olan ancak yliksek yan
ctkilerinden dolayr smirli dozlarda kullanilabilen doxorubicin, paclitaxel gibi
kemoterapotik ajanlarin antikanser aktivitelerini artirma amagli olarak stksinat igerikli
bilesiklerin kullanimi mevcuttur. Bu g¢alismalardan birine gore paclitaxel ile birlikte
kullanilan alfa-Tokoferol siiksinat (a-TOS)’in akciger kanseri hiicrelerinde farkl

yolaklar araciligi ile apoptozu indiikledigi kaydedilmistir[96].

Bu caligmalara ek olarak, son yillarda siksinik asitin farkli kanser tiirleri
Uzerindeki direkt etkinligine yonelik ¢esitli arastirmalar yapilmis olup bu ¢aligmalarda
kanser hucrelerinde apoptotik hicre Oliminun suksinik asit ile etkin bir sekilde
indiikledigi gozlenmistir[7], [102].

Bu proje kapsaminda, ¢esitli kanser tiirleri (zerinde apoptotik etkinligi
gozlenirken saglikli hiicreler lizerinde toksik etkisinin bulunmamas1 nedeniyle siiksinik
asitin daha Once ¢alisilmamis olan renal kanser hiicre hatlar1 {izerindeki antikanser

aktivitesini aragtirmay1 hedefledik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Hiicre kiiltiirii ¢calismalarina uygun olacak sekilde standardize edilen siiksinik

asit (S9512) Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan hiicreler ve besi ortamlar1 Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Besi ortamlar1 Fetal Bovin Serum (FBS, sicaklik inaktif, Gibco, 10437028) ve penisilin-

streptomisin (Gibco, 15140122) eklenmesi ile hicrelerin buyumeleri igcin uygun hale

getirilmistir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan hiicreler ve besi ortamlari

Hiicre Hatlar Besi Ortamlari

CAKI-2 (ATCC® HTB-47™)

McCoy’s 5SA (ATCC)

ACHN (ATCC® CRL-1611™)

EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) (ATCC)

MRC-5 (ATCC® CCL-171™)

DMEM (Dulbeco’'s Minimum Essential Medium)
(ATCC)

Hicre pasajlama ve dondurma islemleri icin DPBS (Gibco, 14190367), %25
Tripsin-EDTA (Gibco, 25200072) ve DMSO kullanilmastir.

Hiicre canliligini tayin etmek amaciyla WST-1 (Roche, 11644807001, Almanya)

kiti kullanilmis olup hiicrelerde siksinik asitin indiikledigi apoptotik aktivite 6l¢timii
icin Muse™ Annexin V Apoptoz/Nekroz Tayin kiti (Muse, 4700-1485, 100 tests/bottle,
Amerika) ile Cell Death Detection ELISA Kiti (Roche, 11 544 675 001, 96 tests/bottle,

Almanya) kullanilmigtir.

3.1.2. Cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 Tablo 3.2°de yer

almaktadir.
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Tablo 3.2: Deneyde kullanilan cihazlar

Cihazlar

Kullanim Amaglarn

Inverted Mikroskop

Hucre morfolojilerinin incelenmesi ve gorintilenmesi

Laminar Flow Kabin- Class Il BSC

Hiicrelerin manipiilasyonunda steril ortam saglamak

Karbondioksit Inkiibatorii

Hucrelerin buydtilmesi ve yasatilmasi igin ortam

Otomatik Hiicre Sayim Cihazi

Hiicre ekimlerinde belirli sayida hiicre ekiminin

belirlenmesi i¢in sayim iglemleri

Multiscan Spektrofotometre

Spektrofotometrik dl¢iimlerin yapilmasi

Su Banyosu

Soliisyonlarin 1sitilmasi

Yiksek Devirli Sogutmali Santrifiij

Hiicrelerin  pasajlanmasi, deneylerin  kurulmasinda

pelletlerin eldesi

Buzdolab (+4 °C, -20 °C, -80 °C)

Gerekli soliisyonlarin, malzemelerin saklanmasi

S1vi Azot Tanki

Hiicrelerin uzun stireli saklanmasi

Otoklav

Deneyler sirasinda kullanilacak gerekli malzemelerin

sterilizasyonu

Muse Cytometer

Annexin VV Apoptoz/Nekroz Analizi

Vortex

Soliisyonlarin hazirlanmasi

3.2. YOntem

3.2.1. CAKI-2 Hiicre Hatt1

CAKI-2 hiicre hatt1 berrak hiicre karsinomasina sahip bobrek dokusundan izole

edilmis olup, hiicre kiiltiirii calismalarimiz icin ATCC (American Type Culture

Collection, LGC Standart) firmasindan saglanmistir. Hiicreler besi ortamlari olan
McCoy’s 5A (ATCC) medyuma %10 FBS ve %1 Penisilin-Streptomisin eklenerek 37
°C sicaklik ve %5 COz kosullar1 altinda inkiibe edilerek biiyiitiilmiistiir.
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3.2.2. ACHN Hiicre Hatti

ACHN hiicre hatt1 22 yasinda erkek bir hastadan derive edilmis olan metastatik
karakterli renal adenokarsinoma hiicreleridir. Daha onceki caligmalar kapsaminda
ATCC (American Type Culture Collection, LGC Standart) firmasindan temin edilmis
olup alt kiiltiirleme islemleri ile biiyiitiilmiis ve sivi azotta dondurularak saklanmig
pasajlardan kullanilmistir. Hiicreler %10 FBS ve %1 Penisilin-Streptomisin ilave
edilmis olan EMEM (ATCC) medyumda biiyiimeleri i¢in uygun olan 37 °C sicaklik ve
%5 CO2 kosullar1 altinda inkiibe edilmistir. Siiksinik asitin  metastaik renal
adenokarsinoma ve berrak hicreli renal karsinoma olmak tizere iki farkli karakterdeki
renal hiicre kanseri tizerindeki apoptotik etkinligine dair karsilastirma yapmamizi

saglayacaktir.

3.2.3. MRC-5 Hiicre Hatti

MRC-5 hiicre hatti, daha 6nce yapilan ¢alismalar kapsaminda ATCC (American
Type Culture Collection, LGC Standart) firmasindan temin edilmis ve hiicre pasajlama
islemleri sonrasinda dondurularak saklanmis olan pasajlardan kullanilmistir. Saglikli
akciger hiicrelerinden elde edilmis olan fibroblastik yapili MRC-5 hicreleri suksinik
asitin saglikli hiicreler iizerindeki etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.
MRC-5 hiicreleri %1 Penisilin-Streptomisin antibiyotiklerinin ve %10 FBS’in ilavesiyle
hazirlanmig olan DMEM besi ortaminda, hiicrelerin flaska tutunmalar1 ve biiyiimeleri

icin 37 °C, %5 COz2 kosullar1 altinda inkiibe edilmistir.

3.2.4. Hicre EKimi

S1v1 azot tanklarinda kryotiipler igerisinde saklanan hiicrelerin, ekim islemleri
oncesinde asamali olarak -80°C ve -20°C’lerde bekletildikten sonra, 37 °C su
banyosunda tutularak ¢oztilmeleri saglanmistir. 1ml hacmindeki ¢6zlnen hicreler
laminar kabin igerisine alinarak 5ml medyum bulunan falkonlara alinmis ve
1500rpm’de 5dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilarak
pellet 1ml taze medyum ile homojenize edilmistir. Bu asamada hiicrelerin sayimi1 igin
Iml hiicre ¢ozeltisinden 10ul almnarak, 1:1 oraninda Trypan Blue solisyonu ile
homojenize edilmis ve Countless Cell Counter hiicre sayim cihazinda hiicre 6l¢limii
yapilmustir. Sayim sonrasinda hiicreler 25cm? boyutlarindaki flasklara ekilerek 37 °C,

%5 CO2kosullar1 altinda inkiibasyona birakilmigtir.
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3.2.5. Hiicrelerin Pasajlanmasi
Hiicrelerin canliliklarii koruyabilmeleri i¢in 2-3 gilinde bir besi ortamlari
degistirilmistir. Calismamizda kullanilan tiim hiicre hatlar1 adherent 6zellikte hicreler
olduklar1 igin besi ortamlar1 degistirilmesi sirasinda eski medyum aspirasyonla atilmis

olup ayn1 miktarda taze medyum eklenmistir.

Hiicreler biiyliylip tiim flask yiizeyine yayildiklar1 durumda artik hiicrelerin
gelisimi i¢in flask yiizeyinde daha fazla yer kalmayacagindan hucreler pasajlama islemi
ile alt kiiltiirlere almirlar. Pasajlama islemi i¢in Oncelikle hiicrelerin bulundugu besi
ortamlar1 aspirasyon ile uzaklastirilmis olup ortamda medyum artiklari kalmamasi
amaciyla 3ml DPBS eklenerek yikama islemi gergeklestirilmistir. Flask ylizeyine
tamamen tutunmus halde bulunan canli hiicrelerin yikama isleminden sonra, flask
yizeyi ile kurduklar1 protein baglantilarin1 ortadan kaldirmak i¢in 3ml Tripsin-EDTA
soliisyonu eklenerek %5 CO:2 basincinda, 37 °C sicaklikta 5 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sona erdiginde hiicrelerin flask yiizeyi ile olan baglantilarmin kopup
kopmadig1 mikroskop ile kontrol edilmistir. Yiizey ile iliskileri kesilen hiicreler 9ml
taze medyum ile yikanarak hiicre sayimi ve santrifiij islemleri i¢in 15ml hacimli
falkonlara alinmistir. 1500rpm’de 5 dk santrifiij sonrasinda pellet uygun sayida flasklara
boliinerek pasajlama iglemi tamamlanmigtir. Pasajlama islemleri i¢in ii¢ hiicre hatt1 i¢in

de ayni islemler uygulanmistir.

3.2.6. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler daha sonraki galismalarda kullanilmak iizere pasajlama islemlerindeki
adimlar uygulanarak kaldirilip ve santrifuj edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiipte kalan
pellet, daha dnceden %90 medyum (her hiicre hatt1 i¢in kendi medyumu) %10 DMSO
(Dimetil siilfoksit) eklenerek hazirlanmis olan dondurma soliisyonu ile homojenize
edilerek ve kryotiiler igerisine Iml hacimde alinmistir. Hiicrelerin dondurma isleminden
zarar gormemeleri icin 6ncelikle 1 saat -20°C ve 24 saat -80°C’de bekletilerek uzun
streli korunabilmeleri igin hiicre hatlar1 daha sonrasinda -196°C’deki azot tankina

alinmistir.

3.2.7. SUksinik Asit Solisyonu Hazirlanmasi
Sigma Aldrich firmasindan ticari olarak alinan siiksinik asit DMSO icerisinde

cozdiiriilerek 0,1M konsantrasyonda ana stok soliisyonu hazirlanmistir. Bu stok
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solusyondan seyreltilerek, ¢alismamiz igin segmis oldugumuz 5, 10, 25, 50 ve 100uM

konsantrasyonlar hazir hale getirilmistir.

3.2.8. WST-1 Yontemi ile Hiicre Canlihk Tayini

Renal kanser hiicre hatlar1 ACHN ve CAKI-2 ile saglik hiicre hatti MRC-5
hiicreleri tizerinde siiksinik asitin hiicre canlilig1 Uzerindeki etkinligini belirlemek icin
WST-1 testi uygulanmistir. Canli hiicreler WST-1 eklendiginde mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz enzim aktivitesi ile hizli bir sekilde formazan kristalleri olusturur. Bu
kristallerin absorbans yogunlugu canli hiicre yogunlugu ile dogru orantilidir. Hiicre
canlilig1 ortadan kalktiginda mitokondriyal aktivite azalacagindan formazan kristalleri
olusumu da azalir. Bu farklilik absorbans yogunlugunun 6l¢iimii ile tespit edilir.

Hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda 96°lik platelere ekimleri yapilip platelere
yapismalar1 igin bir gecelik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda plate
tabanina yapisan hiicreler, artan doz (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) ve zamanda (24, 48 ve
72 saat) ticari olarak satin alinan siiksinik asit ile muamele edilmistir. Kontrol olarak
kullanilacak olan kuyucuklara siiksinik asit eklenmemis olup ayni miktarda taze
DMSO’lu medyum eklenmistir.

Suksinik asitin renal kanser hiicre hatlar1 ACHN, CAKI-2 ve saglikli hiicre hatti
MRC-5 hiicreleri iizerindeki doz ve zaman bagimli canlilik etkisi ticari olarak satin
alinmig olan WST-1 Hucre Canlilik Testi Kiti ile 6l¢llmiis olup, bu asamada firmanin
6nermis oldugu protokol uygulanmistir. Kit protokolii uyarinca her bir kuyucuga 10 pl
WST-1 ¢ozeltisi ilave edilip 37°C’de 4 saat inkiibe edildikten sonra hiicre canliligi
Olcimi 96 kuyucuklu platelerin absorbans degerlerinin spektrofotometrede 440nm’de
okunmasi ile tamamlanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda hiicre gruplar1 i¢in

uygun doz ve zaman segilecektir.

3.2.9. Apoptoz Olguimleri

3.2.9.1. Annexin V-FITC ile Apoptoz/Nekroz Tayini
Uygun doz ve zamanda siiksinik asite maruz birakilan ACHN ve CAKI-2 renal

karsinoma hiicre hatlar1 ve saglikli kontrol grubu olan MRC-5 hiicreleri (izerinde doz ve
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zaman bagiml olarak indiiklenen apoptozun ve nekrozun Akis Sitometrik Annexin-V
Apoptoz/Nekroz Analizi ile kantitatif tayini yapilmistir.

Yontemin temeli; hiicre membranindaki fosfatidil serinlere baglanabilen
Annexin-V FITC ile niikleik asitlere baglanabilen PI (Propidium iodide) boyalar1
araciligiyla apoptoz ve nekrozun ayirt edilmesine dayanmaktadir. Normal hiicrelerde
sitoplazmik yilzeyde yerlesik olarak bulunan fostatidil serin fosfolipidi hiicrelerde
apoptozun indiiklenmesi ile hiicre disina transloke olur. Annexin-V apoptoz analizinde
FITC ile konjuge Annexin-V lektini kullanilmaktadir. Annexin-V lektini apoptotik
hucrelerin hicre membranmin dis yiizeyine yerlesmis olan fosfatidil serinlere baglanir.
Bu molekiil ile konjuge olan FITC ise, bu baglanma sonrasinda hiicrelerde fliioresan
1s1ma meydana getirir (FL1 detektorii; eksitasyon= 488nm, emisyon=535nm) ve bu
1s1ma akis sitometrideki FLL1 dedektorii ile belirlenir. Elde edilen 1simanin siddetine
gore hiicreler siniflandirilir. Yontemde kullanilan niikleik asitlere baglanabilen PI
flioresan boya ile nekrotik hiicreler belirlenmektedir. Pl nekroza ugrayan hiicrelerin,
hasar gormiis membranlarindan gegerek DNA’larin1 boyar. PI ile boyama sonrasi
hiicrelerdeki fliioresan 1smma akis sitometrideki FL2 dedektorii (eksitasyon= 488nm,
emisyon=562-588nm) ile dlculdr.

Isima degerlerine gore; Annexin-V ve PI sinyalinin algilanmadigi hiicreler canli,
sadece PI sinyalinin algilandigi hiicreler nekrotik, sadece Annexin-V sinyalinin
algilandig1 hiicreler apoptotik ve hem Annexin-V hem de PI sinyalinin algilandigi
hiicreler ge¢ apoptotik olarak degerlendirilecektir. Diyagramdaki her bir bolgeye diisen
hiicre sayisiin toplam hiicre sayisina oranindan yiizde degerler hesaplanacaktir.

WST-1 Testi ile siiksinik asit uygulamasi i¢in uygun doz ve siire belirlendikten
sonra (g hiicre hatti da tripsinizayon islemi ile flasklardan kaldirilarak 1500rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Pellet 2ml medyum ile homojenize edilerek toplamda 1x10°
sayida hiicrenin 6 kuyulu platelere ekimi yapilmistir. Hiicrelerin plate yiizeyine
yapismalar1 i¢in %5 COz2, 37 °C kosullar1 altinda 24 saat inkiibasyona birakilmislardir.
Bunu takiben platelere belirlenen dozlarda siiksinik asit uygulamasi yapilmis ve her ii¢
hiicre hatt1 icin uygun olarak segilen 24 saatlik inkiibasyon siiresince %5 CO32, 37 °C
sicaklik  kosullarindaki inkiibatérde bekletilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda
platelerdeki medyum ortamdan uzaklastirilarak hiicrelerin yikamasi yapilmis ve 1x
baglayic1 buffer ile homojenize edilmistir. Bu islem sonrasinda 100’er pl hiicre Sml

kiiltlir tiipiine alinmig ve reaksiyon i¢in Sul FITC Annexin V ile 5ul PI eklenerek
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vorteks ile homojen hale getirildikten sonra 15 dk karanlik ortamda ve oda sicakliginda
bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 1s1ma Olgiimleri akis sitometri cihazinda

yapimigtir.

Canlilik tayini i¢in hiicreler boyalarin yaptigi 1sima miktarlarina gére bir
diyagrama yerlestirilmis ve Annexin V ve PI boyalarmin ismima durumlarina gore
canlilik, apoptoz ve nekroz orani belirlenmistir. Bu sisteme gore Annexin V ve PI
sinyalinin alinamadig1 hiicreler canli, sadece Annexin V sinyalinin algilandig: hiicreler
apoptotik, sadece PI sinyalinin algilandig1 hiicreler nekrotik, her iki sinyalin de
algilandig1 hiicreler ise ge¢ apoptotik olarak smiflandirilmis ve diyagramda her bir
bolgedeki hiicre miktar1 total hiicre miktarmma oranlanarak yiizde degerler elde
edilmistir.
3.2.9.2. Cell Death Detection ELISA Yontemi ile Hucre Olum Tipi Tayini-
Apoptoz/Nekroz Analizi

Hicrelerde apoptoz veya nekroz gergeklesmesi sirasinda morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler olusmaktadir. Nekroz sirasinda plazma membraninda artmis
iyon gecirgenligi sebebiyle plazma membrani sisip dagilirken apoptoz esnasinda
endojen endoniikleaz aktivasyonu ve sitoplazma kondensasyonu gibi olaylar gelisir.
Apoptoz okaryotik hiicrelerde en yaygin gozlenen programli hiicre dliimiidiir. Apoptoz
sirasinda aktive olan Ca?* ve Mg?* bagimli endoniikleazlar ¢ift sarmalli DNA’da en
kolay ulagilabilen niikleozomal bdlgelerde kiriklar — olusturarak  oligo- ve
mononiikleozomlar ortaya ¢ikarir. Olusan DNA parcaciklar1 180bp ve katlar1 seklinde
ayrilmis olan fragmentleridir. Apoptoza ugrayan hiicrelerin sitoplazmalarinda mono- ve
oligoniikleozomlarin fazla olmast DNA yikimimin plazma yikimindan bir siire 6nce
baslamasindan kaynaklanmaktadir. DNA niikleozomal olarak histon proteinleri (H2A,
H2B, H3 ve H4) ile kompakt bir yapi halinde korunmaktadir. Caligmamizda
kullandigimiz kit igeriginde bulunan histonlara karsi yonlendirilmis antikorlar histon
H1, H2A, H2B H3 ve H4 proteinleri ile reaksiyona girerken, Anti-DNA peroksidaz
(POD) antikoru tek veya g¢ift zincirli DNA’ya baglanarak islev gOstermektedir. Bu
sistem kullanilarak renal kanser ACHN ve CAKI-2 hiicre hatlar1 ve saglikli kontrol
grubu olan MRC-5 hiicre hatti lizerinde siiksinik asitle uyarilan hiicre 6liimii sonrasinda
hucresel slipernatantta mono- ve oligoniikleozom varlig tayin edilmis olup anti-histon

antikorlari ile hiicre 6liimii 6l¢tilmiistiir.
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Testin temeli kit igeriginde bulunan monoklonal antikorlarin sirasiyla DNA ve
histonlara yonlendirilmesi ile kantitatif sandvi¢ enzim imminoassay prensibine

dayanmaktadir.

ACHN, CAKI-2 ve MRC-5 huicreleri 6 kuyulu well platelere ekilip tutunmalari
icin bir gece inkubatérde muhafaza edildikten sonra belirlenen dozda stksinik asit
uygulamas1 yapilip 24 saatlik inkiibasyon siresi icin 37°C sicaklikta inkibatérde
bekletilmistir. Stksinik asit ile hicre 6limi uyarimi tamamlandiktan sonra hiicreler
platelerden tripsinizasyon islemleri ile kaldirilarak 1500ul hacimli mikrosantrifiij
tiplerine almmistir. 200Xg’de 5 dakikalik santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklastirilmig ve hiicre pelleti Iml medyum ile siispanse edilmistir. Hiicreler 1500Xg 5
dakika tekrar santrifiij edilmis ve tiip basma 1x10° hiicre gelecek sekilde 500ul
inkiibasyon buffer eklenerek yeniden siispanse hale getirilmistir. Hiicrelerin par¢alanma
islemi i¢in inkiibasyon buffer icinde 30 dakikalik 15-25°C (oda sicakliginda)
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde 20 000Xg’de 10 dakika
santrifllj edilmis olup santrifiij sonras1 olusan 400ul slipernatant ortamdan dikkatlice
uzaklastirlmistir. Bu asamada pellet yiiksek molekiiler agirlikta parcalanmig DNA
icerdigi icin mikrosantrifiij tiiplerinin taginmasi sirasinda, pelletin dagilmamasina dikkat
edilmistir. Kalan 100ul siipernatant 1:10 oraninda inkiibasyon buffer ile sulandirilmistir.
Calismaya bir giin sonra devam edilecegi i¢in inkiibasyon buffer ile sulandirilan

ornekler gece boyu -20°C’de muhafaza edilmistir.

Hiicre 6liimii 6l¢iim deneylerine baslamadan dnce kit igeriginde bulunan Anti-
histon ve Anti-DNA-POD antikorlar1 1 ml bidistile su ile sulandirilip deneyler sirasinda
kullanilacak olan soliisyonlar (Kaplama, Yikama, Numune, Konjugat ve Substrat

soliisyonlar1) kitte belirtilen protokole gore hazir edilmistir.

ELISA uygulamas1 6ncesinde hiicrelerin ekilecegi platelerdeki her bir kuyucuga
100ul kaplama soliisyonu eklenmis ve 15-25°C (oda sicakliginda) 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kaplama soliisyonu ortamdan uzaklastirilmistir. Her
bir kuyucuga 200ul inkiibasyon buffer eklenerek plate lizeri ELISA yapistirma bandiyla
sikica kapatilip oda sicakhiginda 30 dakika bekletilmistir. Bunu takiben sivi
uzaklastirilarak 250-300ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikanarak soliisyon artiklari
uzaklastirilmigtir. Yikama sonrasinda kuyucuklarin her birine 100ul numune soliisyonu

eklenmis, immiinassay uygulamasinin geri plani— sapma miktarini belirlemek amaciyla



30

iki tane kuyuya kuyu basi 100ul inkiibasyon buffer ilave edilmis ve plate yapistirma
bandiyla sikica kapatilarak oda sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakilmistir. Tekrar
yikama agamalarini takiben kor kuyular hari¢ her bir kuyuya 100ul konjugat sollisyonu
eklenerek tekrar oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Yeniden yikama yapildiktan sonra
her bir kuyuya 100ul substrat soliisyonu eklenerek plate karigtiricida 250rpm’de renk
degisimi gozleninceye kadar bekletilmistir. 10-20 dakika sonrasinda plateler 405nm

dalga boyunda ELISA plate okuyucuda okunmustur.

3.2.10. Deney Verilerinin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi
Deneylerin 3’er kez tekrarlanmasi ile elde edilen bulgularin Mann-Whitney U
SPSS 16.0 programi kullanilarak p<0,05 anlamlilik seviyelerinin karsilastirilmasi ile

istatisitksel analizleri yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Siiksinik Asitin Doz ve Zamana Bagh Olarak Hiicre Canhlign Uzerindeki
Etkinligi
Renal karsinoma ACHN, CAKI-2 ve saglikh MRC-5 hiicre hatlari, hiicre
canlilig1 lizerindeki etkinliginin arastirilmasi ve uygun doz ve siirenin belirlenebilmesi
icin arastirmak iizere se¢mis oldugumuz farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100
uM) hazirlanan siksinik asit ile 24, 48 ve 72 saat sure boyunca muamele edilmistir.
Her bir hiicre hatti i¢cin 24., 48. ve 72. saatler i¢in ayr1 plateler hazirlanmis olup hiicreler

96’lik platelere her bir kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde 3 tekrarl olarak ekilmistir.

Hiicrelerin secilen zaman dilimlerindeki inkiibasyon siireleri sona erdiginde
spektrofotometrede 440nm’de okuma yapilarak absorbans degerleri belirlenmistir. Her
bir plate icerisindeki kontrol grubu olarak kabul edilen ve siksinik asitin ilave
edilmedigi kuyulardaki hiicre canlilig1 %100 alinarak farkli konsantrasyonlarda siiksinik

asit uygulanan kuyulardaki hiicre canliliklar1 bu degere gore oranlanarak tespit

edilmistir.
CAKI-2 Hucre Hatti
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Sekil 4-1: CAKI-2 Renal Karsinoma Hiicre Hatti Uzerinde Siiksinik Asitin Doz ve Zaman
Bagimh Olarak Sitotoksik Etkinliginin % Canlihk Uzerinde Analizi
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Stksinik asitin, farkli doz ve zamanlarda, CAKI-2 berrak hiicreli renal
karsinoma hiicre hatt1 {lizerindeki sitotoksik etkinligi Sekil 4-1°de gosterilmistir.
Siiksinik asitin degisen konsantrasyonlari ile 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda
CAKI-2 hiicrelerindeki canlilik yiizdesi 25uM ve 50uM konsantrasyonlarindaki
stiksinik asit uygulamasi sonrasinda sirastyla %89 ve %91 oraninda azalmistir (p<0,05).
Ayni konsantrasyonlarda ACHN renal adenokarsinoma hiicre hattinin 24 saatlik

inkiibasyonu sonucunda hiicresel canliligin %59 ve %61 oraninda azaldig1 gozlenmistir

(p<0,05) (Sekil 4-2).

ACHN Hucre Hatti
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Sekil 4-2: ACHN Renal Adenokarsinoma Hiicre Hatti Uzerinde Siiksinik Asitin Doz ve
Zaman Bagimh Olarak Sitotoksik EtKinligi Sonucu Hiicre Canhhg:

Degisen doz ve uygulama siiresinin her iki renal kanser hiicre hatt1 iizerinde de
yiiksek etkinlikte olup, saglikli kontrol grubu olarak kullandigimiz MRC-5 akciger
hiicreleri lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkinliginin olmamas1 beklenmektedir.
Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda her {i¢ hiicre hatti i¢in en uygun uygulama siiresi
24 saat secilmis olup bu siire zarfi icerisinde ti¢ hiicre hatt1 tizerindeki siiksinik asit
uygulamas1 sonras1 doza bagimli olarak degisen canlilik yiizdeleri Sekil 4-3’te yer

almaktadir.
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Hucre hatlarinin artan dozlarda siiksinik asit ile 24 saat

inkiibasyonu
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Sekil 4-3: CAKI-2, ACHN ve MRC-5 Hiicre Hatlarinmn Artan Dozlarda Stiksinik Asit ile
24 Saatlik inkiibasyonu Sonucunda Hiicrelerin Canlihk Yuizdesi

WST-1 Hiicre Canlilik Testi ile siiksinik asitin hiicre hatlar1 tizerindeki optimum
sitotoksik etkinligi 25uM ve 50uM konsantrasyonlar: ile 24 saatlik inklbasyon siresi
olarak belirlenmis olup daha sonraki asamalarda hiicre 6liimii tipinin ve apoptotik hticre
6liimii oranlarmim belirlenmesi i¢in ¢alisilacak olan Annexin V-FITC ve Hiicre Olim

Tipi Tayini yontemlerinde bu konsantrasyon ve inkiibasyon siireleri kullanilmistir.

4.2. Apoptotik Degerlendirmeler

Renal kanser ve kontrol hiicre hatlar1 tizerinde 25uM ve 50uM
konsantrasyonlarindaki siiksinik asit soliisyonu ile hiicrelerin 24 saat slreyle inkiibe
edilmesinin ardindan hiicre Oliimlerinin apoptoz/ nekroz analizi Akis Sitometrik

Annexin V ve Hiicre Olum Tipi Tayini ELISA ydntemleri ile yapilmustir.

4.2.1. Akis Sitometrik Annexin V-FITC Analizi
Slksinik asit ile indiklenen hicre 6limu apoptotik ve nekrotik hiicrelerdeki

morfolojik ve biyokimyasal degisimlere dayanarak ayrim yapan Annexin V- FITC

Apoptoz/Nekroz yontemi ile analiz edilmistir. Yontemin temeli akis sitometride her bir
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ornek icin 1x 10% sayida hiicre olacak sekilde sayilarak Annexin V ve Pl sinyalinin
algilandig1 hiicrelerin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Buna gore akis sitometriden ¢ikan
sonuglar dogrultusunda hem Annexin V’nin hem de PI’nin negatif algilandig1 hiicreler
saglikli, Annexin V pozitif- PI negatif algilanan hiicreler erken apoptotik, her ikisinin de
pozitif algilandig1 hiicreler ge¢ apoptotik, yalnizca PI sinyalinin algilandig hiicreler ise
nekrotik olarak karakterize edilmistir. CAKI-2 hiicre hattinda 25uM ve 50uM
konsantrasyonlarinda siiksinik asit ile 24 saatlik inkiibasyonun ardindan siiksinik asit
uygulamasi yapilmamis CAKI-2 hiicrelerine kiyasla 25uM konsantrasyon icin %19,85
apoptotik hiicre 6limu gozlenirken 50uM konsantrasyon igin apoptotik hiicre 6limi
%29,55 olarak kaydedilmistir (p<0,05) (Sekil 4-4).

CAKI-2 Hucre Hatti

40

29.55

30

19.85

20

%Hicre Olimi

10

0.1

25 uM 50 uM

@ Erken Apoptoz Gec¢ Apoptoz

Sekil 4-4: CAKI-2 hiicre hatti iizerinde 25pM ve 50pM konsantrasyonlarinda uygulanan
suiksinik asitin Apoptoz/Nekroz tayini

25uM ve 50uM konsantrasyonlarindaki siiksinik asitin metastatik karakterli
ACHN renal karsinoma hiicre hatt1 lizerindeki 24 saatlik etkinligi sonucunda yalnizca

Annexin V sinyalinin algilandig1 hiicrelerde 25uM ve 50uM konsantrasyonlar igin



35

sirastyla %19,1 ve %12,7 oranlar1 ile erken apoptozun indiiklendigi gozlenmistir

(p<0,05) (Sekil 4-5).

Her iki hiicre hattinda da siiksinik asitin bu dozlarda 24 saatlik inkiibasyonun
nekrotik hiicre Slimiinii tetiklemedigi goriilmiistiir. Bununla birlikte nekrotik hicre
oliimiine gecisi ifade eden ge¢ apoptotik hiicreler erken apoptozla kiyaslandiginda her

iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli bir oranda belirlenememistir.

ACHN Hucre Hatti

25
20 19.1

15

%Hiicre Olimii

10

1.85

25 uM 50 pyM

@ Erken Apoptoz Ge¢ Apoptoz

Sekil 4-5: ACHN hiicre hatti iizerinde 25uM ve 50uM konsantrasyonlarinda uygulanan
suksinik asitin Apoptoz/Nekroz tayini

4.2.2. ELISA Kiti ile Hiicre Olumi Tayini
25uM ve 50uM konsantrasyonlarda uygulamis oldugumuz siiksinik asit ile
apoptoz arasindaki iliski daha ileri bir degerlendirme i¢in Hicre Olim Tipi Tayini
ELISA Kiti kullanilarak analiz edilmistir. Bu amagla 6lmekte olan CAKI-2 ve ACHN
hiicrelerinin  sitoplazmalarinda biriken mono- ve oligoniiklezom iligkili DNA

fragmentleri saptanarak hiicrelerdeki suksinik asit ile indtiklenen hiicre 6limu tipi tayin

edilmistir.
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Platelerdeki apoptoz orani; sitoplazmada biriken mono- ve oligoniikleozomlarin
zenginlestirilmesi ile saptanmistir. Sonuglar ELISA plate okuyucuda 405nm dalga

boyunda 6l¢iimleri yapilarak degerlendirilmistir.

40

32.92

30
25.7
20
10
4.726
3.19 136
1.823 1423 -
0.983 y 0.675
0.291 :
0.018 0 mmm 0055 0 0 -

MRC-50 M MRC-525uM MRC-550 uM  ACHNO WM  ACHN25uM  ACHNSO UM CAKI-2 0 M CAKI-2 25 uM  CAKI-2 50 uM
UM, Suksinik Asit

Zenginlestirme Faktori
Mono- ve Oligoniikleozomlar

405 nm Absorbans @ Zenginlestirme Faktori

Sekil 4-6: Siksinik Asitin Degisen Dozlarimn CAKI-2, ACHN ve MRC-5 Hiicre
Hatlarinda DNA Fragmentasyonuna Etkisi

Stiksinik asit ile indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiine bagli olarak 6lii hiicrelerin
sitoplazmalarinda 6lgiilen histon iligkili DNA fragmentlerinin (Zenginlestirme Faktorii)
ACHN, CAKI-2 ve MRC-5 hiicre hatlarinda karsilagtirilmas1 Sekil 4-6’da yer
almaktadir. Buna gore 25uM ve 50uM dozlarindaki siiksinik asit uygulamasi sonucunda
histon iligkili DNA fragmentlerinin CAKI-2 hiicre hattinda sirasiyla 4,7 ve 2.13 Kat,
ACHN hiicre hattinda 32,92 ve 12,7 kat artis oldugu tespit edilmig olup MRC-5 hiicre

hatt1 lizerinde siiksinik asitin herhangi bir apoptotik etkinligi saptanamamistir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Urogenital kanserler arasinda prostat ve mesane kanserlerinden hemen sonra 3.
sirada yer alan renal kanserler tiim kanser tiirleri arasinda en yaygin karsilagilan 14.
kanser tlradir[1], [11]. Epidemiyolojik ¢alismalarin gosterdigine gore obezite, diyabet,
hipertansiyon gibi metabolik hastaliklar, sigara kullanimi1 ve genetik yatkinlik renal

kanser ile iliskileri en ¢ok ¢alisilmis risk faktorleri arasindadir[4].

Renal hicreli karsinoma; patogenezinde yer alan genlerin etkili oldugu yolaklar
dolayisiyla hem uygulanilmakta olan kemoterapotik yontemlere karsit direng
gelistirilebildigi hem de tedavi edilmedigi takdirde lenf bezlerine ve bunu takiben
yakindaki organlara metastaz yapma olasiliginin yiiksek oldugu bir kanser tiiriidiir[72].
Her ne kadar yerlesik halde bulunan ve erken evrelerde tan1 konulan renal tiimdrlerin
tedavisi igin cerrahi miidahale altin standart olusturuyor olsa da operasyon sonrasi
timorun yeniden olusma ihtimali oldukga yiiksektir[78]. Bu 6zellikleri gbz Onunde
bulunduruldugunda renal hiicreli karsinoma i¢in saglikli hiicreler {izerinde toksik etki

olusturmayan alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu caligmada, yakin zamanda farkli kanser tiirleri lizerinde apoptotik etkinligi
gosterilmis olan siiksinik asitin renal karsinoma hiicre soylar1 iizerindeki apoptotik

etkinligini arastirmay1 amagladik.

Suksinik asitin renal karsinoma hiicre hatlar1 tizerindeki apoptotik aktivitesine

dair daha 6nce yapilmis bir ¢aligmaya rastlanilamamaistir.

Calismamiz kapsaminda elde ettigimiz bulgulara gore her ii¢ hiicre hatt1 i¢cin de
en uygun sitotoksik aktiviteye 25uM ve 50uM konsantrasyonlarda stksinik asitin 24
saatlik inkiibasyonu sonucunda ulasildigimi gozlemledik. Bu sonuclara gore berrak
hucreli renal karsinoma CAKI-2 hiicre hatti {izerinde 25uM ve 50uM dozlarindaki
siiksinik asitin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda hiicre canlilig1 sirasiyla %89 ve %91
oraninda azalmis olup; metastatik karakterli ACHN renal adenokarsinoma hiicre
hattinda ise ayn1 konsantrasyonlardaki siiksinik asitin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda
canli hiicre miktarinin sirastyla %59 ve %61 oraninda azaldigi gézlenmistir. Kontrol
grubu olarak kullandigimiz MRC-5 hiicre hatt1 tizerinde bekledigimiz iizere sitotoksik

bir etki gdzlenmemistir.
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Calisgmamizda, ACHN ve CAKI-2 hiicre hatlarindaki apoptotik hiicre 6limii
artan dozlardaki suksinik asit uygulamasiyla birlikte artis gostermistir. CAKI-2 hiicre
hatt1 tizerinde 25uM ve 50uM dozlardaki siiksinik asitin 24 saat siire ile uygulanmasinin
sonucunda Annexin V yoéntemi ile Olculen apoptotik hicre 6limi, siksinik asit
uygulamasi yapilmamis olan CAKI-2 hiicreleri ile kiyaslandiginda, siras1 ile %19,25 ve
%29,55 oranlarinda artig gostermistir. Bununla birlikte apoptotik hiicre 6limii ile
paralel olarak artis gosteren histon iliskili DNA fragmentleri 4,7 ve 2,13 kat artmis
olarak tespit edilmistir. ACHN hiicrelerinde apoptotik hiicre O6liimii siiksinik asit
uygulamasi yapilmamis hiicrelere kiyasla %19,1 ve %]12,7 artis gosterirken histon
iligkili DNA fragmentlerinin 32,92 ve 25,7 kat arttig1 gézlenmistir. MRC-5 hiicre hatti

tizerinde ise diger ¢aligmalarla uyumlu olarak apoptotik aktivite saptanamamistir.

Hiicre enerji metabolizmasinda ara metabolit olarak igslev goéren ve neredeyse
tim canli organizmalarda dogal olarak bulunan siiksinik asit tatlandirict ve kivam
arttiric1 olarak gida sektoriinde, iirtin verimliligini artirmak amacli tarim alaninda ve

kozmetik endiistrilerinde olduk¢a genis bir kullanim alanina sahiptir[5], [83].

Yaygin kullanim ve iiretim alanina sahip olmasi siiksinik asitin tedavi amagh

kullanimi i¢in elde edilebilirligi agisindan avantaj saglamaktadir.

Farkli endiistriyel alanlarda kullanilmasinin yani sira siiksinik asitin canli
organizmalar Uzerinde anti-hipoksik, antioksidan ve apoptotik etkinliklerine dair

yapilmis ¢esitli galismalar literatiirde mevcuttur[103]-[105].

Zarubina ve arkadaglarinin erkek Wistar cinsi 152 adet sigan iizerinde yaptiklari
caligmada hipoksik sartlar altinda siiksinik asitin antihipoksik ve antioksidan aktivite

sergileyerek hipoksi kaynakl glikolitik ATP {iretimini baskiladigi gosterilmistir[104].

Siiksinik asitin antioksidan aktivitesi iizerine yapilan bir diger ¢alismada kulucka
donemindeki yumurtalara siiksinik asit, serin ve etanolaminden olusan bir kompleks
uygulanmis olup, madde wuygulamasi yapilmamis olan kontrol grubuna gore
yumurtalarin stres altinda fizyolojik durumlar1 karsilastirilmistir. Caligmanin sonucuna
g0re stiksinik asitin stres kaynakli olusan membran biitiinligiindeki ve mitokondriyal
solunum  zincirindeki ~ bozulmalara  kars1  koruyucu  etkinlik  gdosterdigi

kaydedilmistir[103].
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Bu ¢alismalarin disinda, siiksinik asitin ¢esitli formlarimin direkt veya antikanser
ilaclarla birlikte timdr hicre proliferasyonunu inhibe etmek, apoptozu indilklemek veya
antikanser ilaglarin etki diizeyini artirmak amaciyla farkli kanser tiirlerinde terapdtik

ajan olarak kullanilmasina dair ¢alismalar mevcuttur[106]-[110].

E vitamininin kemoterapotik tedaviler sirasinda kimyasal ajan uygulanmasi ile
ortaya ¢ikan Onemli yan etkileri azaltici yonde antioksidan etkiye sahip oldugu
bilinmektedir[111]. E vitamini tlrevlerinden biri olan alfa-Tokoferol stksinat (a-TOS),
siiksinik asitin ester bagi ile ana zincire baglanmasiyla olusur[109] ve ¢esitli kanser
tirlerinde in vitro ve in vivo olarak potansiyel hiicre biyumesini inhibe edici ajan olarak
kullanilmistir[112], [113].

Weber ve ark. a-TOS’m selektif sitotoksik etkinligi lizerinde ¢alisma yapmis
olup tiimor hiicrelerinde apoptoz indiiklenirken kalp, karaciger, bobrek ve kolon

hiicreleri tizerinde herhangi bir toksik etki saptanmadigi not edilmistir[114].

Yu ve arkadaglarinin insan meme kanseri hiicre hatlar1 lizerinde yaptiklar
calisgmada Vitamin E-siiksinatin hiicrelerde JNK yolagmin uzun siireli aktivasyonunu

saglayarak apoptozu indiikledigini gostermislerdir[113] .

Bas ve boyun kanseri hiicre hatti iizerinde yapilan bir ¢alismada, a-TOS temelli
polimerik nanopartikillerin selektif antikanser aktivite gosterdikleri ve pro-anjiyogenik
biiyiime faktorii VEGF’in iiretimini azaltma ve VEGFR reseptoriinii baskilama yoluyla
kanser htcrelerinin anjiyogenezini baskiladiklar1 kaydedilmistir. Ayrica buna ek olarak
tek basma polimerik nanopartikiil kullanimma gore o-TOS temelli partikillerin

antikanser ve anti-anjiyogenik aktiviteleri artirdigi gosterilmistir[106].

a-TOS’1n vesikil formasyonunun buna benzer aktivitesi Hahn ve ark. tarafindan
agresif metastatik karakterli fare meme kanseri hiicre hatt1 tizerinde de ¢alisilmis olup
20pg/mL  konsantrasyonda uygulanmasi sonucunda %67 oraninda hiicre oliimiini
indiikledigi ve artan madde konsantrasyonu ile birlikte hiicre Oliimiiniin de arttigi
kaydedilmistir. Buna ek olarak 20ug/mL konsantrasyonda canli kalan hiicrelerde a-
TOS’in proliferasyon yetenekleri ve koloni olusumlarint da doz bagmmli olarak
etkiledigi gozlenmistir[109].

Doxorubicin kemoterapotik tedavilerde siklikla tercih edilen bir antikanser ilag
olmasina ragmen saglikl hiicreler {izerinde ciddi yan etkiler olusturdugu bilinmektedir.

Hossain ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢aligmada Doxorubicinin sitotoksik ve hedefe
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yonelik etkinligini artirmak icin siiksinat ve sitrat ile modifiye edilmis olan mineral
temelli nanopartikiller kullanilmistir ve ¢alismaya gore meme kanseri hiicre hatlarinda
siiksinat ile birlikte uygulanan doxorubicinin antikanser etkinliginin arttig1
bildirilmistir[107].

Siiksinik asitin hiicre kiiltiirii ortamlarinda anti-kanser etkinligini direkt olarak
g6zlemlemeye yonelik endometrium kanseri ve T hucreli akut lenfoblastik l6semi hiicre
hatlar1 {izerinde yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir. Her iki ¢alismada da siiksinik asitin
kullanilan saghkli MRC-5 hiicre hatti {izerinde toksik etki olusturmadigi
kaydedilmistir[7], [102].

Siiksinik asitin antikanser etkinligi laboratuvarimizda daha &nce Iplik ve ark.
tarafindan endometrium kanser hiicre hatt1 lizerinde calisilmigtir. SpM ve 10uM
dozlarindaki siiksinik asitin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda CRL-2923 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinligi swrasi ile %22,12 ve %18,28 olarak gdzlenmis olup
(p<0,05) c¢alismamiz sonucunda ulastigimiz bulgulari destekler niteliktedir. Bunu
takiben siiksinik asitin apoptotik etkinligi Akis Sitometrik Annexin V yontemiyle
Olciilmiis olup yine ayni dozlarda siiksinik asitin hiicrede apoptotik 6liimii tetiklemede
%42,08 ve %68,65 oranlarinda etkinlik gosterdigi kaydedilmistir (p<0,05)[7]. Bu
sonuglar da calismamizda renal karsinoma CAKI-2 ve ACHN hiicre hatlar1 iizerinde

Annexin V yontemi ile elde ettigimiz bulgularla paralellik géstermektedir.

Bunun yani sira benzer bulgular Ertugrul ve ark. tarafindan calisilmis olan T
hiicreli akut lenfoblastik 16semi kanser hiicre hatlarinda da gosterilmis olup 25uM
stiksinik asitin 48 saatlik etkinligi sonras1t MOLT-4 hiicre hattinda kaspaz-3 etkinliginin
stiksinik asit uygulamasi yapilmamis olan gruba goére 2,5 kat artig gosterdigi
bildirilmistir (p<0,05)[102].

Farkli kanser tiirleri iizerinde gerek siiksinik asit tlirevli molekiillerin gerekse
stiksinik asitin direkt olarak antikanser ve apoptotik etkinliklerinin incelendigi pek ¢ok
caligma literatiirde yer almaktadir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuclara gore siiksinik
asit turevli molekillerin farkli maddelerin selektif antikanser etkinligini artirmasinin
yani sira siiksinik asitin dogrudan uygulanmasi durumunda kanser hicrelerinde
apoptotik hicre olumund indliklemesi de dnemli bir bulgudur. Bu bilgilerden yola
cikarak siiksinik asitin farkli kanser tiirleri {izerinde apoptotik etkinliginin arastirilarak

tedaviye yonelik gelistirilebilecegi diisincesindeyiz.
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Calismamiz dogrultusunda siiksinik asitin renal kanser hiicre soylari tzerinde
saglikli hiicrelere zarar vermeden anti-kanser etkinlik olusturabilecegi izlenimi elde
edilmistir. Daha ileri molekiiler temelli ¢alismalar ile desteklenerek hiicrede apoptotik
Olim{ indiiklemede hangi yolaklar iizerinden etkinlik gosterdigi tespit edilebilir ve
klinik tedavi yontemlerine karsi son yillarda daha sik tercih edilmekte olan kisiye 6zel
hedefleme temelli tedavi yaklasimlar1 i¢in potansiyel bir terap6tik ajan olarak suksinik

asit uygulamalarinin gelistirilmesi agisindan umut vadetmektedir.
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