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Diinya Saglik Orgiitii’niin 2020 verilerine gore, birincil karaciger kanseri, diinya ¢apinda en
yaygin besinci kanserdir ve kanser 6liimlerinin ikinci dnde gelen nedenidir. Hepatoselltler
karsinom, birincil karaciger kanserinin en yaygin histolojik tiiriidiir ve bu malignitelerin %85
ila %90'm1 olusturur. Karaciger kanseri olan hastalarin genel prognozu zayiftir (mortalitenin
insidansa orani 0.95). Sistemik kemoterapi; cerrahi rezeksiyon, karaciger transplantasyonu
veya lokalize tiimor ablasyonu i¢in uygun olmayan ilerlemis hepatoselliler karsinom hastalar
icin tedavinin temel dayanagi olmaya devam etmektedir. Amerikan Gida ve ilag Idaresi
tarafindan 2005 yilinda onaylanmis Sorafenib 2007 yilinda hepatoselliiler karsinom tedavisi
i¢in kullanilmaya baglanmig ¢oklu tirozin kinaz inhibitdrudur.

Saglik profesyonellerinin tim kanser tiirlerinde tedavi siiresince alternatif tip tekniklerinin de
kullanilmas1 yayginlasmistir. Tedavileri devam eden hastalar, ilaglarin yan etkilerinin
azaltilmas1 veya tedaviyi desteklemek amaciyla birgok bitki tlrlnun ekstraktini veya
icerigindeki aktif maddeleri denetimli veya denetimsiz kullanilmaktadir. Cynara scolymus
(Enginar), Asteraceae ailesine mensup, cynarin aktif maddesini igeren bir bitki turudir.
Karaciger rahatsizliklarinda halk arasinda kullanimi yaygin olan Cynara scolymus, karaciger
kanseri hastalar1 tarafindan kemoterapinin yan etkilerinin azaltilmasi amaciyla
kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda hepatosellller karsinom tedavisinde kullanilan Sorafenib ve Cynara scolymus
L. yaprak ekstraktinin kombinasyonel etkisi incelenmistir. Hepatoselltiler karsinom hiicre hatti
(HepG2) lzerine Sorafenib ve Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin farkli konsantrasyon
kombinasyonlarinin anti-kanser ve anti-proliferatif sinerjistik etkisi; hiicre canlilik testi (XTT),
RT-gPCR yontemi ile bazi genlerin (TNF-o, Bax, Caspase 3 ve Bcl2) ifade dizeylerinin
belirlenmesi ve ELISA metodu ile ayn1 genlerin protein seviyeleri belirlenerek yorumlanmistir.
Ayrica Katalaz, Karbonik anhidraz ve Gutatyon peroksidaz enzimlerinin aktiviteleri 6lgtilerek
biyokimyasal degerlendirmeler yapilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

IN VITRO ANALYSIS OF SYNERGISTIC ANTI-CANCER EFFECTS OF
SORAFENIB AND CYNARA SCOLYMUS L. LEAF EXTRACT ON
HEPATOCELLULAR CARCINOMA

Ugur DURMUS

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology.

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mehmet KUZUCU

According to the 2020 data of the World Health Organization, primary liver cancer is the fifth
most common cancer worldwide and the second leading cause of cancer mortality.
Hepatocellular carcinoma is the most common histologic type of primary liver cancer and it
accounts for between 85% and 90% of these malignancies. The overall prognosis of patients
with liver cancer is poor (ratio of mortality to incidence 0.95). Systemic chemotherapy remains
the mainstay of therapy for patients with advanced HCC who are not candidates for surgical
resection, liver transplantation, or localized tumor ablation. Approved by the US Food and
Drug Administration in 2005, Sorafenib is a multiple tyrosine kinase inhibitor that was used in
the treatment of hepatocellular carcinoma in 2007.

It has become widespread for healthcare professionals to use alternative medicine techniques
during treatment for all cancer types. Patients who continue their treatment are using the
extracts of many plant species or their active ingredients under supervision or uncontrolled to
reduce the side effects of the drugs or to support the treatment. Cynara scolymus (Artichoke)
is a plant species belonging to the Asteraceae family, containing the active ingredient cynarin.
Cynara scolymus, which is widely used in people with liver diseases, is used by liver cancer
patients to reduce the side effects of chemotherapy.

The combination effect of Sorafenib and Cynara scolymus L. leaf extract used in the treatment
of hepatocellular carcinoma was investigated within the scope of the thesis. Anti-cancer and
anti-proliferative synergistic effect of different concentration combinations of Sorafenib and
Cynara scolymus L. leaf extract on hepatocellular carcinoma cell line (HepG2); cell viability
test (XTT), determination of expression levels of some genes (TNF-a, Bax, Caspase 3 and
Bcl2) by RT-gPCR method and determination of protein levels of the same genes by ELISA
method. In addition, biochemical evaluations were made by measuring the activities of
Catalase, Carbonic anhydrase and Glutathione peroxidase enzymes.

2021,60 Pages
Keywords: Cynara scolymus L., Hepatocellular carcinoma, Sorafenib
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1. GIRIS

Hepatosellller karsinom (HKS) yetiskinlerde goriilen primer karaciger kanserinin en sik
goriilen ve bes yillik sag kalim oran1 %9' un altinda olan bir malignitedir. Siroza neden
olarak mortalite bakimindan erkekler ve kadinlarda en ¢ok gortlen Gglncl kanser
tiiridiir. HKS, diinya genelinde her y1l yaklasik 700.000 insanin 6liimiine sebep olmakta
ve kansere bagli oliimlerin 6nde gelen tigiincii nedeni olmaya devam etmektedir. HKS
insidansi, Ozellikle Sahra alt1 Afrika'nin yani1 sira 6zellikle Cin gibi gelismekte olan
iilkelerde, diinya capinda ¢arpici bir artis gostermektedir. Kuzey Amerika kitasinin yani
sira Orta ve Gliney Avrupa bolgelerinde de HKS vakalarindaki artista 6nemli bir
ivmelenme yasanmaktadir. Her ne kadar HKS vakalarinin ¢ogunlugu hepatit B ve C
viriislerine bagli enfeksiyonlardan kaynakli ise de obezite, asir1 demir yiikii, alkol
kullanimi, aflatoksin ve nitrosoaminler gibi risk faktorleride HKS’ye sebep
olabilmektedir. HKS tedavisinde kullanilabilen cerrahi yontemler sinirli olmak ile birlikte

%350 oraninda nuksetmeyi arttirdigi bilinmektedir.

HKS hastalarina tedavi olarak kullanilan temel ilag Sorafenib (Nexavar®) dir. Anti-
proliferatif ve anti-anjiyogenik aktiviteye sahip bir multikinaz inhibitori olan Sorafenib
(SOR), ileri HKS tanis1 olan hastalar icin Amerikan Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan
onaylanan ilk sistemik tedavidir. SHARP (The Sorafenib Hepatocellular Carcinoma
Assessment Randomized Protocol) ve Asya Pasifik denemeleri, SOR kullaniminin

plaseboya kiyasla genel sag kalimi ii¢ ay artirabilecegini gostermistir.

Sorafenib’in ¢ok ciddi yan etkileri bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemli etkiler arasinda
kalp kas1 iskemisi ya da enfarktiisiidiir. Ayrica sindirim ile ilgili organlarin (mide,
bagirsak, safra) agir tahrisine, ilacin etkisiyle de hepatit ve hipertansiyona sebep
olmaktadir. Ilacin etkilerini yaygin ya da daha az goriilen olarak ikiye ayirmak
miimkiindiir. Insanlarda goriilen en yaygin Sorafenib etkileri yorgun hissetme, alopesi, el
ve ayaklarda goriilen deri lezyonlari, deride dokuntd, istahin kapanmasiyla birlikte kilo
verme, mide bulantisi, sindirim organlarinda siddetli agri ve kan basinglarinda ani

degisimlerdir.

Bu nedenle HKS hastalar1 alternatif olarak baz1 dogal besinleri kullanmaya

yonelmislerdir. Cynara scolymus, Asteraceae familyasinin ¢ok eski bilinen, kapitula



denilen olgunlagsmamis enginar basi, yenilebilir etli yapraklari ve tablasindan olusan
diinya c¢apinda yetistirilen bir bitki tiirlidiir. Ayn1 zamanda posa, vitamin, fenolik
bilesikler, inllin ve mineralce zengindir. Cynara scolymus’un mineral igerigi
yetistirildikleri bolgeye, mevsim farkliliklarina ve genotiplerine gore degiskenlik
gostermektedir. Gegmisten giiniimiize alternatif tipta kullanilan, etnobotanik agidan
onemli bir yere sahip olan Cynara scolymus, karaciger sagligi i¢in en ¢ok tercih edilen
besin kaynagidir. Karacigerde detoksifikasyon mekanizmasina olan faydalar1 bilinmesine
ragmen HKS hastalar1 i¢in nasil bir etki olusturdugu heniiz bilinmemektedir. Cynara
scolymus’un dispeptik, antioksidatif, koloretik, kolestrol diisiiriicii ve antikarsinojenik
etkileri oldugu bildirilmistir. Cynara scolymus’da bulunan 6nemli bir polifenol olan
sinarin maddesi oksidatif strese kars1 koruyucu etkisinin yani sira kanser hiicrelerinde

apoptozisi indiikledigi de bilinmektedir.

Tez galigsmasinda, Sorafenib ve Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti’nin bir HSK hiicre
hatt1 olan HepG2 Uzerine sinerjistik anti kanser etkisi in vitro olarak incelenmistir.
Oncelikle HepG2 hiicre hatt1 iizerinde sinerjistik etki calismalar1 yapilmis ve ¢ikan
sonuclarin Compusyn programi ile Kombinasyonel Indeks (CI) degerleri hesaplanmustir.
RT-gPCR ile Caspase-3, Bax, Bcl-2 ve TNF-a genlerinin ekspresyon analizleri ve ELISA
ile yine ayni1 genlerin protein analizleri yapilmistir. Katalaz, glutatyon peroksidaz ve

karbonik anhidraz enzim aktiviteleri 6l¢timleri yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Karaciger Kanseri Tanimi ve Simiflandirilmasi

Primer karaciger kanserlerinin ¢ogu, hepatositlerden veya intrahepatik safra kanali
hiicrelerinden, epitelyal hiicre kokenlidir. Karacigerin primer epitel kanserleri, mensei
hiicrelerine ve histolojik 6zelliklerine goére 6 tipte siniflandirilir (Hamilton ve Altonen,
1999). Globocan (2019) verilerine gore diinya genelindeki en ¢ok kanser vakasi goriilen
kita Asya kitasidir, ikinci sirada ise Avrupa gelmektedir. 18,1 milyon vakanin %48,4’i

Asya’da, %23,4’Ude Avrupa’dadir.

Epitelyal olmayan karaciger kanserleri nadirdir. Karaciger kanserinin cografi dagilimi
diinya ¢apinda, belki de diger tiim kanser turlerinden daha fazla degiskenlik gosterir

(Sankaranarayanan vd., 1998).

Hepatoblastom ¢ocukluk ¢aginin bir kanseridir (Herzog vd., 1999). Farklilagma paterni
olan malign embriyonal bir timor olan hepatoblastom, fetal epitel hepatositlerini andiran
hiicrelerden embriyonik hiicrelere kadar degisen ve osteoid hiicrelerine benzer lifli bag
dokusu ve ¢izgili kas liflerini i¢eren farklilagsmis mezenkimal dokulara etki eden kanser

hicreleridir.

Intrahepatik safra kanali kanserleri kat1 veya kistik olabilir. Kolanjiyo karsinom (CCA)
¢ogu poplilasyonda nispeten nadirdir, ancak karacigerin primer kanserleri arasinda ikinci

siradadir. Intrahepatik safra kanalina benzeyen hiicreleri igerir (Nakanuma vd., 1999).

Safra kanali kist adeno karsinomu, mukus salgilayan veya daha az siklikla siroz
yapabilen, papiller katlanmalara sahip epitel ile kapli kistik bir tiimordiir. Lezyonlar
karacigerin hilumuna proksimal kanallardan kaynaklanir. Kombine hepatosellller ve
kolanjiyo karsinom, hem Hepatoselliler hem de kolanjiyo karsinomun, kesin olarak
karistirtlan kesin unsurlarini igeren nadir bir tiimordiir (Pichlmayr vd., 1989). Hepatosit
cizgisinin kanserleri arasinda, hepatoselliiler karsinom (HKS) diinya ¢apinda en yaygin

bulunan tiptir.



2.2.  Hepatoselluler Karsinom

Erkeklerde ve kadinlarda en sik teshis edilen kanser vakalarini ve ulusal diizeyde kanser
6limundn 6nde gelen tirleri Sekil 2.1 de gosterilmektedir. Bu haritalar onde gelen kanser

tiirlerinde 6nemli kiiresel gesitliligini ortaya koymaktadir.

Meme Kanseri

2261419 (11.7%)

4>

Serviks Kanseri Karaciger Kanseri
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Akciger Kanseri
2206 771 (11.4%)

Diger Kanser Tiirleri
8275 743 (42.9%) Kolorektum Kanserleri

1931 590 (10%)

Prostat Kanseri
1414 259 (7.3%)

Mide Kanseri
1 089 103 (5.6%)

Ozefagus Kanseri
604 100 (3.19%)

Toplam : 19 292 789 Vaka

Sekil 2.1. Diinyada tiim yas gruplarindaki ve cinsiyetlerdeki en sik goriilen bazi kanser
tiirlerinin ylizdece dagilimlari. (Globocan, 2020)

Prostat kanseri, 105 tilkede en sik teshis edilen kanserdir. Bunu takiben 37 iilkede akciger
kanseri ve 13 iilkede karaciger kanseri izlemistir. Bazi kanserler, cografi olarak heterojen
bolgelerde en sik goriilen tipi temsil eder ve bunun bariz 6rnegi Karaciger Kanseridir.
Digerleri ise baz1 yiiksek riskli bolgelerde kiimelenme egilimindedir (6rnegin, Gliney
Asya'da dudak ve agiz boslugu kanserleri, Dogu Afrika'da Kaposi sarkomas1). Akciger
kanseri, 93 iilkede erkekler arasinda en 6nemli kanser 6liim nedenidir. Ardindan prostat
kanseri (46 iilke) ve karaciger kanseri (20 Ulke) gelmektedir. Diinyada tiim yas gruplari
ve cinsiyetlerdeki en yiiksek mortaliteye sahip kanser tiirlerinin oranlar1 Sekil 2.2.de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Diinyada tiim yas gruplar1 ve cinsiyetlerdeki en yiliksek mortaliteye sahip
kanser tiirlerinin oranlari. (Globocan, 2020)

Primer karaciger kanseri, hepatoselliiler karsinom (HKS) (vakalarin %75-85'ini igerir) ve
intra hepatik kolanjio karsinomu (vakalarin %10-%15' ini igerir) ve diger nadir goriilen
bazi tiirleri igerir. HKS i¢in ana risk faktorleri, hepatit B virilisii (HBV) veya hepatit C
virisu (HCV), aflatoksinle kontamine gida maddeleri, agir alkol alimi1, obezite, sigara ve
tip 2 diyabet gibi kronik enfeksiyonlardir (Chang vd., 1997; Nguyen vd., 2009). Baslica
risk faktorleri bolgeden bolgeye degismektedir. Cogu yiiksek HKS goriilen bolgelerde
(Cin, Dogu Afrika), kilit belirleyiciler, kronik HBV enfeksiyonu ve aflatoksin
maruziyetleridir. Diger iilkelerde (Japonya, Misir) ise, HCV enfeksiyonu kilit belirleyici
olmustur. Mogolistan'da, HBV, HCV viriisii ve HCV veya hepatit 6 viriisii ile birlik de
alkol kullanimi1 da yiikselen orana katkida bulunmaktadir. Obezite sikliginin da artmasi,
diisiik riskli HKS alanlarinda, artan HKS insidansina katkida bulunan bir faktoér olarak
kabul edilmektedir (Balogh vd., 2016). 1982'den bu yana, HBV den kaynakli karaciger
kanseri vakalarinin 6niine ge¢ebilmek icin as1 yoluyla miidahale edilmistir. Cocukluk da
asilanan geng nesiller karaciger kanserinin yayginlastigi caglara ulastiginda, daha direncli
bir metabolizmaya sahip olmuslardir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), bu asmin rutin bebek
bagisiklama programlarina dahil edilmesini 6nermektedir. 2016'nin sonuna kadar, 186

iilke de HPV asisin1 ulusal bagisiklama programlarina sunmus ve birgok {ilke, 6nerilen



tam doz i¢in %80'den fazla katilim saglamistir (Liaw vd., 2004). Asi, yliksek riskli
ulkelerde daha geng yaslarda HBV enfeksiyonu prevalansini ve HKS insidansini dnemli
Olclide azaltmistir. Toplu asilamanin ilk kez baslatildig1 bolge Dogu Asya’dir. Bununla
birlikte, su anda, HCV enfeksiyonunu 6nlemek i¢in hi¢bir ag1 mevcut degildir. Yiiksek
oranda riskli Ulkelerde HCV bulasinda 6nemli diisiisler olmasina ragmen, kontamine
ignelerin ve giivenli olmayan transfiizyonlarin kullaniminin devam etmesi, diisiik gelirli
iilkelerde enfeksiyonun yayilmasina sebep olmaktadir (Yang vd., 2002; Sherman, 2005).
HBV ve HCV tedavisinde son gelismeler, maliyetlerin su anda yasaklayici olmasina
ragmen, c¢ok sayida karaciger kanseri vakasinin Onlenebilecegini gostermektedir.
Boliinme yetenegine sahip olan hiicrenin herhangi bir nedenle kontrolsiiz ¢cogalmasina
timor adi verilir. Timorler iyi huylu (benign) ve kot huylu (malign) olmak (zere ikiye
ayrilir (Bknz, Sekil 2.3.). Tim malign tlimorler kanser olarak nitelendirilir. Malign
timorler, metastaz 6zelligi olan, apoptoz yolaklarin1 kapatmis, anjiyogenez ozelligi
gosteren yasam siiresini kisaltan hatta 6liime sebep olan tiimor tiirleridir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Malign tiimorler komsu dokulara girebilmek i¢in matrix bilesenlerini
parcalama 6zelligi olan proteaz enzimi salgilarlar (Keleg vd., 2003, Bozzuto vd., 2010).
Ayrica bu hiicreler zamanla telomer kisalmasi sonucu hiicre 6liimiinii engellemek i¢im
telomeraz enziminin asir1 ekspresyonunu saglar, bu sayede simirsiz replikasyon
yetenegine sahip olurlar (Lowe ve Lin, 2000). Malign tiimorlerin baska bir onemli 6zelligi
ise besin alim1 ve metabolik atiklardan kurtulmak icin anjiyogenez (Damar olusumu)

yapmasidir (Hanahan ve Weinberg, , 2011)
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and organs.

Sekil 2.3. Benign ve Malign timorler



2.2.1. Hepatoselltler karsinomda tani ve tedavi yontemleri
2.2.2. Cerrahi rezeksiyon

Siroz etkisi bulunmayan ve tek lezyonlu yapiya sahip olan hastalar i¢in en uygun tedavi
yontemidir. Fakat bu tedavi HKS hastalarinin sadece kii¢iik bir boliimiinii kapsar. Bunun
nedeni ise tani konulan HKS hastalarinin biiylik bir kisminda, tani1 aninda sirotik
olmalaridir. Bu tedavide sag kalim orani ilk yilda ortalama olarak %55-80 iken, tglnci
yilda %42-49, besinci yilda ise %25-39 olarak bildirilmektedir (Monden vd., 1992).
Luminal A tiimdrleri ile karsilagtirildiginda, luminal B tiimdrleri bazi daha kotii prognoza

yol acan faktorlere sahiptirler (Haque vd., 2012).

2.2.3. Karaciger nakli

HKS de organ nakli tiimdriin 5 cm’den kii¢iik olmasi durumunda veya tiimoriin 3 cm’den
kiigiik maksimum 3 tiimdre sahip hastalarda yapilmaktadir. Karaciger naklinde asil amag
kemoterapi icin tedaviye yanit oranini arttirmaktir. Ancak nakil sonrasi olusacak olan
immiin sistem problemleri maalesef tedavi i¢in sorun teskil etmektedir (Byam vd., 2013).
Bu tedavinin diger bir olumsuz durumu ise nakil siirelerinin uzun olmasi ve bu siire
zarfindan HSK’nin ilerlemesidir (Akyildiz vd., 2011). HSK farklilagma 6zelligi yiiksek
hicrelere sahiptir ve birden fazla kemoterapiye karsi direngli hale gelmektdirler
(Y1ldirim, 2007). Guniimlze kadar HSK’da sisplatin, doksorubusin, 5-florourasil ve
etoposit gibi bir¢ok ilacin etkinliginin yanit orani olarak %8-18 arasinda oldugu
goriilmiistiir (Abou-Alfa, 2004). Ayrica yapilan baska bir ¢alismada PIAF (Sisplatin /
Interferon o-2b / Doksorubisin / 5-Fluorourasil, Capecitabine 5-Fluorouracil) ve
doksorubisin arastirildiginda bu iki kemoterapOtik ilacin yasam siiresini uzattigina dair
bulgu bulunamamistir (Yeo vd., 2005). Baska bir kemoterapide kullanilan Kapesitanibin
ise 5-FU’ya yakin oranlarda bir tedaviye yanit verme orani vardir (Lozano vd., 2000). Bu
sebeplerden dolayr HSK’nin tedavisinde tek ilag kullanimi yapilmayarak kombin ilag
tedavisi yontemleri kullanilmaktadir. Ancak bu tedavi yontemlerinde kemoterapik
ilaglarin yan etkileri olduk¢a fazla oldugundan bu hiicrelerin molekiiler sinyal
yolaklarinin aragtirilmast ve bu yolaklara uygun kemoterapik ilag ve bitkisel etki

maddelerin arastirmalarina yonlenmistir (Brown, 2006).



2.2.4. Immunoterapi

Kanser immunoterapisi, vicut bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini tanima ve yok
etme yetenegini kullanmay1 hedefleyen bir tedavi yontemidir (Grosso, 2013). Bilinen
anti-kanser tedavilerinden farkli olarak direkt tiimor hiicrelerini hedefleme degil, tiimor
hicrelerini  6ldurmek Uzere aktif hale getirilmis immin sistem hicrelerini
hedeflenmektedir. Bu nedenle ayn1 immiinoterapi tedavisi farkli grup tiimorlerde etkili
olabilir. Immiinoterapétik tedavileri 2 alt ana grupta inceledigimizde; immiin sistemin
aktive edilmesi, T-hiicreler ve antikorlar ile pasif immiinoterapi ile karsilagiriz. Immiin
sistemin aktivasyon grubunda, timaor hicreleri ve antijenleri ile asilama yapilmasi, NK
hiicreleri ve T lenfositleri aktivasyonunu saglayan sitokinlerin kullanilmasi, immiin
denetim noktasi inhibitorleri bulunur. T-hiicreler ve antikorlar ile pasif imminoterapi
grubunda ise Anti-timor etkisi bilinen hiicrelerin kiiltiirlerde ¢ogaltilarak hastaya
verilmesi, kanser asilar1 ve tiimoére Ozgii monoklonal antikorlar bulunur. Kanser
immiinoterapisinin hedefledigi hiicre gruplari, tedaviye yamt yiizdeleri ve tedaviye
yanitlarin kaliciligi, yan etkiler gibi diger kanser tedavilerden ayiran spesifik 6zellikler
bulunmaktadir. Kemoterapi kullanildiktan sonra sitotoksik etkiler erkenden belirmeye
baslamasina ragmen immiinoterapide bu durum daha ge¢ seyreder. Ayrica bazi olusan
durumlarda progresyonun ardindan bile timoér boyutunda kigulme gorilebilmektedir
(Grazie, 2017).

2.2.5. Hepatoselluler karsinomda sorafenib ile yapilan kombinasyon ¢alismalar:

Hepatosellller karsinomun tedavisinde sorafenib ile kombinasyon yapilarak kullanilan

bircok kemoterapotik ilaclar mevcuttur.

Brivanib, VEGFR ve FGFR'nin ikili tirozin kinaz inhibitori olarak gérev yapan kuguk
bir molekdildir. Oral alimla (giinde bir kez 800 mg), baslangigta ilk basamak tedavi olarak
degerlendirilmistir.  Yapilan bazi deneysel c¢alismalarda Ornegin; BRISK-FL
calismasinda, sorafenib kiyaslanmig ve daha sonra BRISK-PS ¢alismasinin sorafenibe
yanit vermedigi tespit edilmis ardindan intoleransindan sikayet eden hastalarda plaseboya
kiyasla ikinci basamak tedavi olarak BRISK-FL calismasi yapilmistir. Bu ¢alismalar,
brivanib ve sorafenib arasinda genel sagkalim acisindan higbir farkin géstermedigini

ortaya koymustur (Johnson vd., 2012).



Sunitinib, multikinaz inhibitoru olarak goérev yapan ve VEGFR, PDGFR ve c-kit'i
hedefleyen bagka bir kiiclik molekiildiir. Yalnizca bir faz III ¢alisma (SUN1170
calismasi), HKS i¢in birinci basamak tedavi olarak ilacin etkinligi arastirilmig, ancak yan
etkiler nedeniyle ¢alismalar durdurulmustur. Yine de sunitinib, genel sagkalim agisindan
sorafenibden daha disik yiizdede oldugu tespit edilmistir. Deneylerin
tamamlanmamasindan kaynakli ve mevcut kanitlara gore sunitinib, bir terapotik ilag

alternatifi olarak diistiniilmemelidir (Cheng vd., 2013).

Linifanib, VEGFR ve PDGFR'yi hedefleyen ikili bir tirozin kinaz inhibitéradir. LIGHT
faz Il ¢alismasinda, Linifanibi ilk basamak tedavi olarak sorafenib ile
karsilagtirmislardir. Elde edilen sonuglarda, iki grup arasindaki genel sagkalim orani
benzerlik gosterse de Linifanib grubun daha yiiksek oranda yan etkisi oldugu tespit
edilmistir (Cainap vd., 2013).

Erlotinib, SEARCH faz III galismasinda sorafenib ile tek basina etkisi ile sorafenib
kombinasyonunu degerlendiren, EGFR'yi hedefleyen bir tirozin kinaz inhibitérudir (Zhu
vd., 2015). Bu ¢alisma kombinasyonlarinda, genel hayatta kalmada, artisa yol agmadigi

ortaya konulmus ve bu sonucu giiclii toksisite ile iligkili oldugu tespit edilmistir.

Everolimus, rapamisinin memeli hedefini (MTOR) inhibe eder. EVOLVE-1 faz IlI
calismasinda, sorafenib yoklugu veya intolerans1 durumunda plasebo ile karsilastirmali
olarak degerlendirilme yapilmis, ancak genel sagkalim oranini artirmadigi tespit

edilmistir (Zhu vd., 2015).

Ramucirumab, VEGFR-2'nin hiicre dig1 alanina baglanabilen bir rekombinant 1gG1l
monoklonal antikordur. REACH caligsmasi, plaseboya kiyasla ikinci basamak tedavi
olarak etkinligini gostermede basarisiz olmustur. Ciinkii genel sagkalim iki grup arasinda
benzerlik gostermistir. Ancak alfa-fetoprotein> 400 ng / ml olan hastalarda elde edilen
umut verici sonuglar, bu ilacin bu spesifik popiilasyonda yararliligin1 dogrulamak i¢in

devam eden bir denemeye yol agmistir (Zhu vd., 2015).

Regorafenib, oral yoldan uygulanan ve sorafenibden tiiretilen VEGFR1-3, TIE2, c-kit,
Ret, yabani tip veya V600-mutasyona ugramis B-RAF, PDGFR ve FGFR'ye etki eden
cok hedefli bir inhibitordir. RESORCE c¢aligmasi, sorafenibin toleransi veya basarisizlig



gosteren hastalarda plaseboya kiyasla yakin zamanda ilaci ikinci basamak tedavi olarak
degerlendiren faz III, randomize, ¢ift kor bir ¢alismasi yapilmistir. Regorafenib, genel
sagkalim acisindan pozitif sonuglar ortaya koymustur. Bildirilen yan etkiler
hipertansiyon, yorgunluk, ishaldir. Bu deneye dayanarak, sorafenib tedavisindeki
ilerleme ile kiyaslayacak olursak ilerlemis HKS'nin tedavisi i¢in sistemik tedaviye iligkin
su anda mevcut olan tek alternatifin regorafenib oldugunu dogrulamak miimkiindiir
(Bruix vd., 2017). Sorafenibin diger terapotik ilaglarla kullanimi tizerine birgok ¢alisma

yapilmaktadir ve bu ¢alismalar Tablo 2.1° de kisaca gosterilmistir.

Tablo 2.1. HSK tedavisinde sorafenib ile kombine tedavi i¢in aragtirmalar1 devam eden
inhibitorler (Gao vd., 2015)

KOMBIN iLACLAR TEDAVI SEKLI MEVCUT ASAMA
ANTIANJIYOGENENIK AJANLAR
Dalantercep Es zamanli Bekleniyor
Axitinib Basarisiz tedavi sonrasi Ileri klinik denemeleri
Apatinib Basarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
MEK/ERK INHiBITORLERI
AZD6244 Es zamanli Bilinmiyor
Refametinib Es zamanli Ileri klinik denemeleri
MTOR iNHIBITORLERI
Sirolimus Es zamanh Sinerjistik
Everolimus Es zamanli Bekleniyor
Temsirolimus Es zamanl Bekleniyor
PI1-103 Es zamanli Sinerjistik
PIK-587 Es zamanl Sinerjistik
HISTON DEASETILAZ iNHIBITORLERI
Panobinastat Es zamanli Faz 2
Vorinostat Es zamanli Ileri klinik denemeleri
Resminostat Es zamanli Bilinmiyor
MPTOEQ28 Es zamanli Sinerjistik
EGFR INHIBITORLERI
Erlotinib Es zamanli Uygun bulunmadi
c-MET INHIBITORLERI
MSC2156119J Basarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
Tivantinib Basarisiz tedavi sonrasi Bekleniyor
DE605 Es zamanl Sinerjistik

2.3. Sorafenib

Sorafenib (Nexavar®), kimyasal formiilii C21H16CiFsN4Os (Sekil 2.4) olan birgok farkl
kanser tiriinde etkili bir coklu kinaz inhibitoridar (Wilhelm vd 2004). (SOR), ameliyat

ile miidahale yapilamayacak durumda olan ileri seviyede HSK hastalarinin yasamlarin
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uzatmak ve HSK’nin ilerlemesini 6nlemek i¢in kullanilmaktadir (Gillian vd., 2009). SOR
haricinde HSK tedavisinde FDA onay1 almak i¢in ¢aligsmalar yapilan bazi inhibitorler ise

sunlardir; erlotinib, bevacizumab, sunitinib, cetuximab.

Assesment Randomized Protocol (SHARP), SOR’un HSK ya etkisinin arastirildigi bir
calismada, 602 yiiksek seviye HSK hastalarinda, sorafenib i¢in toplam sagkalim stiresi
46,3 hafta ve plasebo da ise toplam sag kalim siiresi 34,4 hafta olarak saptanmistir.
HSK’nin ilerlemesine kadar olan sire sorafenib icin 24, plasebo igin ise 12,3 haftadir.
HSK hastalarinda tedaviye yiiksek oranda cevap vermemesine ragmen sagkalim siiresini
uzatan tek ilagtir (Sunar, 2011). SOR kullanimi, HSK hastalarinin tiimdr boyutlarinda
azalmasina sebep olmustur (Abdel-Rahman, 2013). Sag kalim siirelerinin uzatilmasinda
erken tan1 ve cerrahi yontemlerin yaninda SOR kullanimi da ¢ok etkilidir. Erken evrede
SOR kullanimi 19-20, orta evrede ise SOR kullanim1 1 yila kadar sagkalim siiresini
arttirmaktadir. HSK hastalarinin son evrelerinde ise SOR kullanimi tek tedavi yontemidir
ve hastanin sag kalimimni 3-4 ay uzatabilmektedir (EI-Serag ve ark, 2008; Llovet vd.,
2008).
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Sekil 2.4. Sorafenibin Kimyasal Yapis1 (Web_3)
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SOR’un farmakodinamik yolaklar1 incelendiginde (Sekil 2.5.), kanserin olusumunda yer
alan, PDGFR, KIT, FLT3, RET, VEGFR 1, 2 ve 3 ve FGFRI1 hiicre yiizey kinazlarini
bloke ederek HSK timdrlerinin blylmesini ve HSK’nin ilerlemesini engelledigi
saptanmistir. SOR, CRAF ve BRAF kinazlarin1 da icine alarak RAF/MEK/ERK sinyal
yolaklarini inhibe eden bir inhibitordiir. SOR, HSK da hem anjiyojenezi hem de timor

hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedir (Gong vd., 2017).
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Sekil 2.5. SOR’ un farmakodinamik yolaklari. (Gong vd., 2017)

HKS hicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda sorafenibin apoptotik yolaklara etkileri
belirlenmistir (Chen vd., 2010). SOR ile yapilan, HepG2, SK-Hepl, PLC / PRF / 5, Hep
3B hiicre hatlarindaki ¢alismalarda, SOR’un HKS hcrelerindeki blyume sinyallerini
bloklayarak, HKS hiicrelerini apoptotik yolaga soktugu tespit edilmistir (Fernando vd.,
2012). Zhang ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir ¢alismada ise SOR’un HKS hiicrelerinde,
her zaman kullanilan nano tastyict sistemlerde kullanilan etken kansorejenlere gore daha
fazla apoptozu indiikledigi ortaya konmustur (Zhang vd., 2012). Son yapilan ¢alismalarda
SOR’un baska bir 6zelligi, HKS hiicrelerinde apoptotik etki haricinde, otofajik 6liime
neden oldugu da tespit dilmistir (Shimizu vd., 2011).
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Bir kanser hticresi, proliferatif kapasitesine gore apoptoza karsi direngli olur ve daha gok
oranda diger hiicrelere invaziv yonelim gosterir. Ayni zamanda anjiyogenez potansiyeline
sahip olmalarindan kanser tedavilerinde elde edilecek basariyr yiiksek oranda
etkilemektedirler. Bu yiizden kombin seklinde tedaviler uygulanarak dezavantajli

durumdan, avantajli duruma gegmek hedeflenmistir (Frei ve Eder, 2003).

2.4.  Hepatoselluler Karsinomda Genetik ve Epigenetik

HSK’nin molekiiler basliklarini genetik ve epigenetik degisiklikler olusturmaktadir. Bir
gen bolgesine veya diziligine viral bir DNA entegre oldugunda, genin ekspresyonuna
tamamen etki etmektedir. Viral dizilerin genoma entegre olmasi, kromozomlarin yapisal
biitiinliiglinii bozarak HSK hiicrelerinde kromozomal kararsizlifa sebep olmaktadir.
Telomeraz enziminin protein alt birimi olan telomeraz revers transkriptaz (TERT) ise
telomerazin aktivitesini belirler. Bir hlicre igerisinde telomerazin aktivitesi yuksek ise,
telomerinin de o kadar uzun oldugu ve boyle olmasmnin da hicrelerin bolinme
kapasitesini artirdig1 bildirilmistir (Griffith vd., 1999). Telomeraz aktivitesi ile insan ve
hayvan tumor virslerinin iligskisinin incelendigi arastirmalarda hicresel dongu ve
karsinogenezisteki  telomeraz  yolaklar1  belirlenmeye ¢alisilmistir.  Telomeraz
fonksiyonlarinda kodlanmayan viral RNA’larin (ncRNAs) ve konak hiicre ncRNA’larda
virts nedenli farkliliklarin destekleyici rol oynadigi tespit edilmistir (Hartwig vd., 2014).
Yapilan bu arastirmalarda Epstein-Barr virtistinin (EBV), Kaposi sarkomaya neden olan
herpes viriisun, insan papilloma virisinin (HPV), hepatit B virtsinin (HBV), hepatit C
virtsunin (HCV) ve insan T-hiicreli I6semi/lenfoma virtisti tip 1 (HTLV-1)’in telomeraz
transkripsiyonunu arttirabildigi goriilmiistiir (Bellon ve Nicot, 2008). Ayrica, Hepatit B
ve Hepatit C pozitif hastalarindan alinan karaciger doku biyopsileri, normal karaciger
dokusu ile karsilastirildiginda telomeraz aktivitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Miura

vd., 1997).

2.5. Apoptoz

Hasarli, yash, bozulmus hiicrelerin yikilmasi i¢in olusturulan hiicresel sinyal yolaklari
tarafindan diizenlenmis hiicre 6liimlerine apoptoz yani programlanmis hiicre 6liimii denir

(Edinger ve Thampson, 2004). Normal bir insan viicudunda dengenin saglanabilmesi i¢in
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en az 10 milyar hiicrenin programli 6lime gitmesi gerekir (Renehan vd., 2001). Bazi
hastaliklarda hiicresel anormallikler bu 6liim yolagina direkt olarak etki etmektedir. Bu
etkiler sonucunda hiicre ya apoptoza karsi direnglidir ya da asir1 apoptotik 6liimlere sebep

vermektedir.

Apoptozun bazi karakteristik 6zellikleri vardir. Bu 6zellikler hiicrenin diger hiicreler arasi
sinyal ve baglantilarin1 koparmasi, ¢ekirdekte kromatin iplik¢iklerinin yogunlagmasi,
hiicre yiizeyindeki mikrovilluslarin belirginlesmesi olarak sayilabilir (Kerr vd., 1997).
Apoptoz basladiktan sonra makrofajlar fagositoza baslarlalar. Normal bir hiicrenin tamir
mekanizmasinda DNA da ardi ardina gelen 7 kirilma onarilirken apoptotik yolakta
300.000 kirilma meydana gelmektedir (Aksit ve Bildik, 2008). Bu durum onarilamaz
DNA hasarina sebep olur. Hiicrelerde meydana gelen bu morfolojik degisiklikler, tamir
mekanizmasindaki enzimlerin, yapisal proteinlerin ve DNA par¢alanmalarinda kullanilan
kaspazlarin endoniikleaz aktivitesi ile gerceklesmektedir. Normal hiicre ve apoptoza

ugramis hiicrelerin mikroskobik gorintiist Sekil 2.6 da gosterilmistir.

Mitkondri D208, Hiicre membra.qtl‘

o

Sekil 2.6. Normal hiicre ve apoptoza ugramis hiicre. (\Vorster ve Joubert, 2010)
2.6. Kaspazlar

Inaktif zimojenler halinde bulunan kaspazlar, prokaspazlar olarak olusturulduktan sonra
baz1 bolgeleri kesilip uzaklastirilip daha sonra kaspaz formunu alirlar (Chowdhury vd.,
2006). Apoptotik yolagin biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerini kaspazlarin proteaz
aktivitesi belirler (Sekil 2.7.). Kaspazlar, i¢ yani mitokondrial ve dis yani 6liim
reseptorleri seklindeki iki yolakta aktivite saglarlar. Kaspaz etkisiyle apoptoz regiilasyonu

yapilarak dis yolakta; Fas-L ve TNF 6liim aktivatorlerinin hiicre yiizeyine baglanmasiyla
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regiilasyonu yapilarak dis yolakta; Fas-L ve TNF 6lum aktivatorlerinin hiicre yuzeyine
baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz 8’1 aktif hale getiren sinyaller yollanir. Bu islemden
sonra i¢ yolakta ise mitokondri tarafindan regiilasyonu saglanan Apaf-1 apoptotik
proteazi aktive ederek, kaspaz-9, sitokrom-C ile Apaf-1 ile kompleks olusturarak bu
kaspaz yolaginin aktivasyonunu baslatmis olur. Kaspazlar proteinlerin yikilmasina ve

DNA fragmanlarin olusmasina sebep olarak apoptozun olusunu saglarlar (Antar, 2005).
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Sekil 2.7. Kaspazlarin aktivasyonu. (Hui vd., 2004)

2.7. Bcl-2 Protein Ailesi

Bcl-2 ailesi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik etkisi olup birbirlerinden farkli genlere sahip
olan genis bir aile grubudur. 26 kDa biiyiikliiglinde olan Bcl-2, ¢ekirdek membraninda,
mitokondride ve endoplazmik retikulum yerlesmis proteinlerdir. Hiicrelerin canliliginin
stirdliriilmesinde gorev almaktadirlar. En 6nemli gorevleri ise dis etkenlerden gelen hiicre
oliimlerini baskilamaya ¢aligmaktadirlar. Bax ve Bcl-2 yapisal olarak ayni ancak islevsel
olarak tersiyer sekilde caligmaktadirlar. Bax proteinleri Bcl-2’yi baskilayarak hiicrede
apoptozu gergeklestirir (Tilli vd., 2002).

Bcl-2 ailesi ii¢ ana alt grupta toplanmaktadir. Bunlardan birinci alt grubu antiapoptotik
Bcl-2 ailesidir. Apoptotik yolagi inhibe ederek, dis etkenlerden gelen farkli 6liim
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sinyallerini engeller ve hucrelerin canliligini korur. Bu ailede Mcl-1, Bcl-w, Bcl-XL VE
Bcl-2 yer almaktadir. Bu alt grup ailesinde yer alan Bcl-xI ve Bcl-2, bir proapoptotik
proteinler olan Bax ve Bad proteinlerini inhibe ederek apoptozun engellenmesinde dnemli

rol oynarlar (Keane vd., 2001).

Bu ailenin diger ikinci alt grubunda ise proapoptotik Bcl-2 ailesi bulunmaktadir. Bu alt
grup ailede Mtd, Bak ve Bax proteinleri yer almaktadir. Bu proteinler apoptozun
baglamasinda gorev alirlar. Son olarak dclnci alt grubumuzda ise apoptozun
indiklenmesinde gorev alan Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk, Bcl-XS Noxa, Bcl-G, Nip3, Bmf
ve PUMA proteinler bulunmaktadir.

p53 geni apoptotik yolakta i¢ de ve dis da yer almaktadir. Hiicre siklusunu durdurarak
hiicrede tamir mekanizmalarin baglamasini ve ayrica apoptotik 6lume sebep olur. Boylece
iki ayr1 sekilde etki gosterir (Cefle, 2003).

Hiicre boliinmesi sirasinda DNA da herhangi bir hasar meydana geldiginde hiicre
siklusunun G1 fazinda boliinmeyi durdururarak, hasarli DNA’nin tamiri i¢in zaman
kazandirir ve DNA hasar1 tamir edilemez boyutta ise p5S3 apoptozu indiikler. Hiicrede

Bcl-2/Bax kompleksinin orani artarak apoptotik 6lim gergeklesir (Ulukaya, 2001).

2.8. Tumor Nekrozis Faktor (TNF) Protein Ailesi

TNF ailesi bircok otoimmun, alerji, apoptoz ve hiicre proliferasyonunda rol alan 6nemli
gen gruplart igerir (Sekil 2.8.). Bu aile tip1(TNF-R1) ve tip 2 (TNF-R2) olmak (izere iki
gruptan olusur (Aggarwal, 2000).

Bu iki gen kaspaz aktivasyonun da gorev alarak apoptoza neden olmaktadirlar. TNF ailesi
uyeleri, timor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR1, p55, CD120a), Fas (CD95, APO-1),
DR3 (Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD), DR4, DR5 (Apo2, TRAILR2, TRICK2,
KILLER), ve DR6’dir.bu gen gruplarinin en 6nemli sayabilecegimiz grubu Fas ve
TNRF1 reseptorleridir. Bu genler aktif hale geldiklerinde hicrelerin sitoplazmasinda

bulunan adaptor proteinlere baglanip apoptozu baslatirlar (Van Horssen vd., 2006).
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Sekil 2.8. TNF ailesinin hiicre proliferasyonu ve apoptoz mekanizmasindaki islevleri.
(Van Horssen vd., 2006)

2.9. Bitkisel Yontemlerin Kanser Tedavilerinde Kullanimi

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar bitkisel iriinlere daha agirlik verildigini
gostermektedir. Kombin kimyasal ilag tedavilerinde gerceklesen dnemli yan etkilerden
dolayi, arastirmalar bitkiler lizerine yogunlagmistir. Halk tarafindan da bitkisel ilaglarin
daha giivenli olduguna inanilmaktadir. Yapilan bir aragtirmada kanser tanis1 konmadan
once kullanilan bitkisel triinler %5,3, kanser tanis1 konduktan sonra kullanimi ise %13,9
oraninda oldugu bildirilmistir (Molassiotis vd., 2005). Yine Ingiltere’de yapilan baska bir
caligma anketinde, kanser hastalarinin yaklagik olarak %25'inin bitkisel ilag alimi igin
danigsman tuttuklar1 tespit edilmistir. Arastirmacilarin bu konuyla alakali dogru bitkisel
iriin ve Oziitlerin toksik etkilerinin olup olmadig1 detayli bir sekilde arastirmalari

gerekmektedir (Rees vd., 2000).

Bitkilerle yapilan ¢alismalarda izole edilen dogal bilesenler kanser tedavisi i¢in 6nemli
Olctlide terapotik etken igerigi saglamistir. Ekstrakte edilen bitkilerde 6zellikle taksoller,
brasinosteroidler ve polifenollerin antikanser 6zellige sahip olduklari belirlenmistir
(Desai vd., 2008). Ancak kanser hiicreleri haricinde saglikli hiicrelerde de elde edilen
bitki 6ziitlerinin ne denli yararli veya yararsiz oldugu konusunda aragtirmalar sinirl
sayidadir. HSK tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasindan bitkisel
ekstraktlardan elde edilen 6ziitlere yonelim gerceklesmistir. Bazi bitkiler Asya’nin birkag
bolgesinde dzellikle Cin ve Japonya gibi Ulkelerde HSK’nin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bu kullanilan bitkilerin, (Spatholobussub erectus, Salvia miltiorriza ve Astragalus
membranaceus) HSK tedavisinde fibrozu engelledigi bildirilmistir (Wang vd., 1998).

Sonug olarak, HSK nin tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarinin yiiksek etkisini daha
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diisiik konsantrasyonlarda saglamak amaciyla ve bu ilaglarin sebep oldugu yiiksek yan
etkilerinin azaltilmasi sebebiyle, bitkilerden elde edilen ekstraktlarin kemoterapik

ilaclarla kombin edilerek tedavi edilmesi arastirmalarina yogunlagilmustir.

2.9.1. Cynara scolymus

Cynara scolymus veya enginar Akdeniz bolgesine 6zgii ¢ok yillik bir bitkidir (D'Antuono,
2015). Hem yabani formlar1 hem de halk tarafindan ekilebilen ¢esitler mevcuttur (Pulito,
2015). Bu bitki, kemerli, derin loblu, giimiisi, sarimsi-yesil yapraklari olan ve 1,4-2 m
boyunda buytyebilir. Enginar geleneksel olarak antik Yunanlilar ve Romalilar arasinda
bir gida olarak kullanilmistir (Red, 2015). Hala yabani halde bulundugu Kuzey Afrika'da,
muhtemelen Roma doneminde ekildigi diisiiniilen enginar tohumlari, Mons
Claudianus'un Misir'daki kazisi sirasinda bulunmustur (Mileo, 2015). Cynara scolymus,
fenolik asitler ve flavonoidler igeren farmakolojik olarak onemli bir tibbi bitkidir.
Deneysel c¢alismalar C. scolymus'un antioksidan ve hepatoprotektif etkilerini
gostermektedir, ancak karaciger hastaliklariin terapotik etkileri hakkinda bir ¢alisma
yapilmamustir (Colak ve Ruiz-Aceituno, 2016). Cynara scolymus L. (enginar) yaygin
olarak sebze olarak yenir ve yapraklar1 halk hekimliginde hepatit, hiperlipidemi, obezite
ve dispeptik bozukluklarin tedavisinde siklikla kullanilir. Enginar, biyoaktif ajan olarak
apigenin ve luteolinini igerir. Ayrica Enginarin ¢igek baglarinin, toplam antioksidan
kapasitesi, sebzeler igin bildirilen en yiikseklerden birisi oldugu bildirilmistir (Nassar,
2013). Sinarin, Cynara scolymus'un kimyasal bir bilesenidir (Boubaker, 2016). C.
scolymus’un yaprak ekstraktinin karbon tetrakloriir (CCla) ile indiklenen oksidatif stres
ve sigcanlarda hepatik yaralanma {izerindeki hepatokiiratif etkileri arastirilmistir. Sonuglar
C. scolymus yaprak ekstraktinin lipit peroksidasyonunu azaltarak tetrakloriir ile
induklenen oksidatif stres ve hepatik hasar Uzerinde hepatokrasif etkileri oldugunu
gostermigstir. Ayrica, CCly ile indiiklenen hepatotoksisite lizerindeki DNA hasarinin
onarimina izin veren diizenleyici mekanizmanin yolu lizerinde de olumlu etkileri

olmustur (Colak, 2016)

Koenzim Q10 (CoQ10) ve Cynara scolymus L." nin (CS) doksorubisin (doks) kaynakli
toksisite tizerindeki koruyucu etkileri degerlendirildiginde, CoQ10 ve CS ile 6n tedavinin,

uygun koruyucu enzimlerinin yukar1 regiilasyonu ve oksidatif stresin asagi regiilasyonu

18



ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Bu, tedavi edilmeyen hastalara ek tedavi yontemi

olarak onerilmistir (Mustafa, 2015).

Bu bitkinin fenolik bilesikleri HPLC kullanilarak degerlendirilmistir. Enginar
ekstraktinin biyoaktif fonksiyonel bir gida olarak ve umut verici bir antioksidan fenolik
bilesik kaynagi olarak kabul edilebilecegi yapilan calismalarda gosterilmistir (Abu-
Reidah, 2013)

Kursun iceren diyetle beslenen siganlarda enginarin hidroetanolik ekstraktinin
degistirilmis biyokimyasal parametrelere kars1 koruyucu etkileri degerlendirilmistir. Bu
sonuglar, kursun ile zehirlenen si¢anlarda enginar ekstraktinin, kan kursun seviyelerinin

azaltilmasinda 6nemli rol oynamistir (Heidarian, 2013).

Kiiltiirlenmis insan gobek endotel hiicrelerinde (HUVEC'ler) bir enginar ekstraktinin
uyarilmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iretimi tizerindeki etkisi ve indirgeyici 6zellikleri
degerlendirildiginde, sonuglar, endotel koruyucu maddeler olarak enginar ekstraktlarinin

oldugunu géstermistir (Juzyszyn, 2008)

Enginarin yenilebilir kismindan polifenolik ekstraktlarin hepatoprotektif Ozellikleri
degerlendirildiginde, Enginarin hiicre canliligini azaltti1 ve bir insan karaciger kanseri
hiicre hatt1 iizerinde apoptotik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Miccadei, 2008).
Subhaltal konsantrasyonlarda kronik ve diisiik dozlarda Enginar tedavisi yapilmustir.
Bulgular, enginar tedavisinin, epigenetik ve ROS aracili mekanizmalar ile erken
yaslanmanin indiiklenmesi yoluyla meme kanseri hiicre biiylimesini inhibe ettigini

gostermektedir (Mileo vd., 2015)

Cynara scolymus'un yaprak ekstraktinin hem in vitro hem de in vivo mezotelyoma hticre
hatlar1 iizerindeki antitimoral etkileri arastirilmistir ve Cynara scolymus tedavisinin
mezotelyoma hucre dizilerinin hiicre biiylimesini, migrasyonunu ve tiimor asilamasini

giiclii bir sekilde etkiledigi bulunmustur (Pulito vd., 2015).

2.10. Kombinasyonel Ila¢ Cahismalar

Aragtirmast yapilan ¢coklu ilag kombinasyonlari, bircok metabolik yolaklar1 engelleyerek

terapotik basar1 sansmi arttirmaya calismislardir. Ilag kombinasyonlar1 deneylerini
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arttirip sonuglari incelemek igin analitik yontemlere yOnelim gosterilmeye baslanmistir.
Bu durumun sebebi biyomedikal arastirmalardaki biiyiik ilerlemelerin testler icin gok
fazla sayida potansiyel ajan saglamasidir. Bu g¢alismalar, hastaliklar Gzerindeki klinik
oncesi deneyleri, gelisme siiresini, hastaligin karmasik dogasini ve tedavi surecindeki
maliyeti azaltma ihtiyaci nedeniyle (spesifik olarak kanser) ilag gelisiminde ¢gok onemli

oldugunu gostermektedir (Huang vd., 2018).

Birden fazla kullanilan ila¢ ve bu ilaglara goére uygulanan ¢esitli yontemleri olusturan
kombinasyon tedavisi, herhangi bir hastaligi tedavi etmek i¢in bir¢ok tedavinin
kullanilmasini ifade eder ve neredeyse tim tedaviler farmasoétiktir. Kombinasyon tedavisi
kullanilan hastaliklar arasinda ciizzam, ttiberkiiloz, kanser, HIV/AIDS ve sitma bulunur.
Bu tedavi yonteminin en 6nemli yarari, herhangi patojen veya tiimoriin ayn1 zamanda
birden fazla ilaca karsi direncinin ¢ok diisiik olma ihtimalinden kaynakli tedavide
stirecinde ciddi ilerlemeler saglamasidir. Kombinasyon tedavisinin ilk etapta kisa vadede
monoterapiden daha pahali olmasi bir dezavantaj goriilebilir, fakat uygun bir bigimde
kullanildiginda 6nemli tasarruflar saglar. Bu duruma 6rnek olarak; daha az yan etki,
ilaclara direncin yavas gelismesi, tedavilerde basari yiizde oraninin daha yiiksek olmasi
gosterilebilir. Son yillarda bu tedavi onkoloji bélimiinde de ivme kazanmistir ve bir¢ok
farkli galismalarda monoterapilere gore daha yiiksek yanit oranlari alan FDA, son
zamanlarda terapotik kombinasyon rejimlerini onaylamistir (Janku vd., 2014; Musgro
vd., 2011).

Metastaza yonelimi fazla olan kanserlerin tedavisi ¢ogunlukla toksik kemoterapi
kullanimin1 gerektirmektedir ve genellikle kullanilan tek ajanlarda direncin siklikla
gorulmesi sebebiyle birden fazla ilag kullanilmaktadir. Farkli hedeflere ve kimyasal
yapilara sahip farkli ilaglara, ¢oklu ilag diren¢ mekanizmalarin agiklanmasi, son 40 yil

icerisinde kanser biyologlarinin ana basliklarindan biri olmustur (Szakécs vd., 2006).

Klinik ¢alismalarda, kanserli hiicrelere uygulanan yiuksek dozajli ilaglar bu ilaglarin viicut
da olusturdugu yan etkiler ve coklu ila¢ direnci sebebi ile baz1 umut verici ilaglar da
olumsuz sonuglar gorulebilmektedir. Bu sebeplerden dolayi, farkli ilaglarin
kombinasyonlar1, yiksek dozu azaltma yan etkileri azaltma ve verimliligi artirma

potansiyeli ile incelenmektedir. Kombinasyonel ilag arastirmalar1 hiicresel yollar
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Uzerindeki etkileri, apoptoz ve otofaji gibi hticresel sirecleri icerir (Al-Attar ve
Madihally, 2020).

2.11. Hepatoselluler Karsinomda Katalaz, Glutatyon Peroksidaz ve Karbonik
Anhidraz

Katalaz enzimi, karacigerde, bobreklerde ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonla
viicudumuzda genis capta dagilmistir ve ekspresyonu cesitli seviyelerde diizenlenir.
Katalaz, tiirler arasinda yiiksek oranda korunan tek bir gen tarafindan kodlanir. Farelerde
Katalaz aktivitesi lizerine yapilan bir ¢alismada, karacigerde (66.100 {inite/g doku),
akcigerde (2390 tinite/g doku) ve eritrositlerde (6340 iinite/ml kan) yiiksek katalaz
aktivitesinin ~ bulundugunu  gostermistir.  Katalaz  ayrica, hidrojen  peroksit
konsantrasyonunun diizenlenmesinde anahtar rol oynadigi bildirilen eritrositlerdeki
sitozolde de bulunur. Karacigerin katalaz aktivitesinin, konak¢idaki timdr biiylimesiyle
biiylik olclide azaldigi, ancak tiimoriin ¢ikarilmastyla normal seviyelere geri dondiigii
bildirilmistir. Insan rekombinant tiimér nekroz faktorii-a'nin tekrarlanan enjeksiyonlari,
sican karacigerinin katalaz aktivitesini 6nemli Olciide azalttigi tespit edilmistir (P
Greenstein vd., 1941). Sekil 2.9.’da gosterildigi gibi katalaz, mitokondri ve peroksizomda
yer alan, kloroplastlarda olmayan, H>O>’yi su ve oksijene doniistiirerek viicudu serbest

radikallerden arindiran antioksidan bir enzimdir (Singh vd., 2009).
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Sekil 2.9. Organizmalarda reaktif oksijen olusumunun basitlestirilmis semasi ve katalaz
gibi enzimler tarafindan alinan kars1 6nlemler.
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Yapilan arastirmalar gosteriyor ki katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri
HKS’de diisiik seyretmektedir. Asir1 ekspresyon seviyesine sahip olan kanser
hiicrelerinin ilk ana hedefleri ¢ogalmaya yonelik proteinlerin ekspresyonunu saglamaktir.
Bu nedenle katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin inhibisyonunu saglayacak

aktiviteler sergilemektedirler.

Karbonik anhidraz (CA), ¢inko prostetik grubu bagli olan ve tek polipeptit zincirinden
olusan ve 29 kDa molekiil agirligindan meydana gelen, hiicrede pH dengesini saglayan
enzimdir. Meldrum ve Roughton’un eritrositler tizerine yaptiklari arastirmada 1933
yilinda CA’lar1 bulmuslardir. CA’lar CO2 hidratasyonunu ve HCO’1n dehidratasyonunu
cift yonlu bir sekilde katalizleyebilen bir enzimdir (Dékmeci, 1992).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez calismalarinda HepG2 karaciger kanseri hiicre hatt1 lizerinde Sorafenib ve Cynara
scolymus L. Yaprak ekstrakti ayr1 ayr1 ve kombin edilerek sinerjistik etkileri incelenmis
olup, tezle ilgili tiim deneysel galismalar Erzincan Binali Yildirim Universitesi Temel

Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan aletler ve cihazlar

Real-time PCR cihazi
PCR cihaz1

ELISA

Mikroskop

Kabin

COg2 inklbatori
Santriflj

Sarjli otomatik pipet
Otomatik pipet
Vorteks

Buzdolabi

Derin dondurucu (-80 °C)
Kar makinesi

Su banyosu

Saf su cihazi

Hassas terazi

. Qiagen Rotor Gene 6flex

Bio-Rad C1000 Touch

Epoch Biotek

Nikon Eclipse Ti2-U Inverted
Bil-ser B2 Class Il

Nive EC 160

Hanil, Smart R17

Isolab

. Eppendorf Research Plus

Heidolph Reaxtop

. Argelik

Haer Medical

: Scotsman AF-20

Memmert

Nive

: Shimadzu ATX224



3.1.2. Hducre hatti

Tez kapsaminda kullanilan HepG2 hiicre hattt ATCC’den ticari olarak satin alinmastir.

3.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler

Eagle’s Minimum Essential Medium . Biological Industries

Sorafenib . Roche, 150mg

Tripsin-EDTA . Biological Industries

Cell Proliferation Kit (XTT) . Biological Industries
Penisilin-Streptomisin . Biological Industries

Fetal Bovine Serum . Biological Industries

L-Glutamin . Biological Industries

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  : Biowest

RNA izolasyon Kiti . Axygen Axyprep Total RNA Kit
RT-gPCR Kit . Qiagen SYBR Green PCR Master Mix
cDNA sentez Kiti . Thermofisher High-Capacity cDNA Kit
Bcl2 ELISA kit Cusabio

TNF-a ELISA kit . Cusabio

Bax ELISA kit . Cusabio

Caspase-3 ELISA kit . Cusabio

Aguaguard-1
Aquaguard-2

. Biological Industries

. Biological Industries



3.2. Yodntem
3.2.1. Hucre kiltivasyonu
3.2.1.1. Hiicre kiiltiirii kosullar:

Calismada kullanilan HepG2 hiicre hatt1 (Bknz, Sekil 3.1.) igin besiyeri olarak Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM) kullanildi. 500 ml EMEM icerisine 10/ml penislin
streptomisin, 5 ml L-glutamin ve 50 ml Fetal sigir serumu (FBS) eklenerek hazirlanan

besiyeri ile hiicre kiiltiirii ¢alismalart yapilmistir.

Hicre Kkiltiir galismalar1 laminar kabinde yapilmistir. Kabin her kullanimdan 6nce ve
sonra mutlaka ultraviyole 1s1n ile steril hale getirilip ve kabinin i¢ yiizeyi ¢caligma oncesi

ve sonrasi %70’lik etanol ile silinmistir.

Karbondioksit inklibatoruniin alt haznesinde bulunan gekmeye, steril saf su icerisine %1
oraninda Aquaguard-1 eklenerek inkibatorin steril olmasi ve %95 nem oraninin sabit

tutulmasi saglanmistir.

Hiicre kiltlirii galismalari, Laminar kabin icerisinde yurutlilmistir ve her deney
baslangicinda ve sonrasinda UV lambasi kullanilarak steril hale getirilmistir. Kabin

tezgah1 %70°1ik etanol ile dezenfekte edilerek caligmalar yiiriitiilmistiir.

7

Sekil 3.1. HepG2 karaciger kanseri hiicre hattt mikroskobik goriintiisii

25



3.2.1.2. Hiicre hattinin pasajlanmasi

Calismada kullanilan HepG2 hiicre hatt1 daha once hazirlanan besi yerinde 75 cm? ’lik
flasklarda karbondioksit inkiibatériin de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon kosullar1 %95
nem, %5 CO2 ve 37 °C’ye ayarlanmistir. Kabinin nemli ve steril kalmasi igin
otoklavlanarak steril hale getirilmis saf su igerisine %1 oraninda aquaguard-1 ilave

edilerek hazirlanan ¢6zelti inkiibatoriin igerisindeki hazneye doldurulmustur.

Inkiibasyonda bulunan hiicre hattinin besiyeri énce bir giin ardindan iki ya da U¢ giin
sonra degistirilmistir. Besi yerinin degistirilmesi islemi: Flasktaki besiyerinin ¢ekilmesi,
ardindan flasktaki hiicrelerin yaklasik 5 ml steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile
yikanmasi, yikama isleminin ardindan PBS’nin tekrar ¢ekilerek alinmasi ve son olarak 8
ml taze besiyerinin eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Besiyeri degistirme islemleri,

hiicrelerin flask ylizeyinin yaklasik %90’ 1n1 kaplayana kadar devem ettirilmistir.

Isik mikroskobunda, HepG2 hiicre hattinin yaklasik bir haftada 75 cm? ’lik flaskin
yuzeyinin %90’lik kismini kapladigi goriildiiglinde pasajlama islemine baslanmistir.
Pasajlanacak olan hiicre hatt1 inkiibatorden ¢ikartilarak steril kabine getirildi ve besiyeri
otomatik pipet ile uzaklagtirilmistir. Ardindan hiicreler 5 ml PBS ile yikanmistir. Yikama
islemi tamamlandiktan sonra flaska, hiicrelerin flask yuzeyinden sokilmesi icin 6 ml
Tripsin/EDTA (Biological Industries) soliisyonu ilave edilerek yaklasik 5 dakika inkiibe
edildi. Bes dakika sonra flask inkiibatorden alinarak 1sik mikroskobunda incelendi ve
hiicrelerin flask yilizeyinden ayrilip ayrilmadigi kontrol edildi. Tamamen flask
ylizeyinden ayrilmis olan hiicrelerin tripsinden zarar gormemesi ve tripsinin
uzaklastirilmasi i¢in tizerlerine 24 ml besiyeri eklenerek 30 ml’ye seyreltme yapilmistir.
Son durumda flask da bulunan 30 ml’lik siv1 tripsinden armdirilmak {izere 50 ml’lik
falkon tipe konulmustur ve 800xg de 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij isleminin
ardindan falkon tiip igerisindeki siipernetant atilmistir ve igerisine 12 ml besiyeri ekleyip
pipetaj yapilarak hiicreler homojenize hale getirilmistir. Daha sonra 12 ml’lik homojenat,
lic ya da dort tane 75cm?’lik flasklara paylastirilmistir ve DMEM eklenerek her birinin
hacmi 8 ml’ye tamamlanmistir. Pasajlama islemi sonunda flasklar 37°C’de ve %5 CO>

ortaminda inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.1.3. Hucre hatti stoklarinin olusturulmasi

Calisma i¢in ihtiya¢ duyulandan daha fazla pasaj oldugunda hiicreler dondurularak daha
sonra tekrar kullanilmak tizere stoklanmustir. Hiicre dondurma basamaginda flasklar
mikroskopta incelenerek hiicre yogunlugunun yaklasik %80-90 oldugu flasklarin
icerisindeki besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicreler 4 ml PBS ile yikandiktan sonra PBS
ortamdan pipet yardimiyla uzaklastirilmistir. Hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrilmasi
icin Uzerlerine 8 ml 0.25X Tripsin/EDTA solusyonu ekledikten sonra hicreler 5-10
dakika arasinda inkiibatorde bekletilmistir. inkiibatorde bekletilen hiicrelerin tamamen
ylizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskopta kontrol edildikten sonra iizerlerine 32 ml
besiyeri eklenmistir. Otomatik pipet yardimiyla hiicreler steril 50 ml’lik falkon tiipiine

aktarilmastir.

Hicreler 800xg de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij siireci tamamlandiktan
sonra siipernetant atilmigtir. Daha 6nce hazirlanan ve kabin igerisinde steril 15 ml’lik
falkon tiplerde buz icerisinde bekletilen 100l DMSO ve 900ul FBS igeren hiicre
dondurma siispansiyonundan 1 ml alinarak hiicrelerin tizerine eklenmistir. Hicrelerin
bulundugu 50 ml’lik falkon tiiplintin hiicrelerin yapismis oldugu kisimlardan ayrilmasi
igin pipetaj yapilarak falkon yilizeyinden ayrilmasi saglanmistir. Hiicrelerin dondurma
stispansiyonunda homojen dagilmasi i¢in pipetaj yapildiktan sonra slispansiyon 2 ml’lik
kriyo tiiplere aktarilip -80 °C’ de buzdolabinda gerektiginde tekrar kullanilmak {izere
saklanmustir. Yapilan biitiin islemler ultraviyole ile steril edilmis ve yiizeyi %70’lik etanol

ile silinmis kabin i¢erisinde yapilmistir.

3.2.1.4. Hucre ¢ozdirme

Tez caliymamizda hiicrelerin kullanilmasina ihtiya¢ duyuldugunda stoklanmis hiicreler
kullanildi. EMEM besiyeri su banyosunda 37 °C’ ye kadar 1sitildi. Dondurulmus hiicreler
su banyosunda tutularak tamamen ¢oziinmesi i¢in bekletilip, besiyerinden alinan steril 50
ml’lik falkon tiipiine kabin icerisinde aktarilan 40 ml besiyerine ¢ozdiiriilen hiicreler pipet
ile aktarildi. Aktarimdan sonra hiicreler 800xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiiden sonra hiicrelerin {izerindeki siipernetant vakumlu pompa yardimiyla
uzaklastirildi. Hiicre peletine sarjli pipet ile 10 ml besiyeri eklenerek tam homojenizasyon

saglandiktan sonra T75’lik flaska aktarilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra hticrelerin
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tizerindeki besiyeri tekrar uzaklastirildi. Flask yiizeyine yapigmis hiicreler 4 ml PBS ile
yikandiktan sonra PBS ortamdan uzaklastirilip tekrar 10 ml besiyeri eklenip 37 °C, %5
COz2 ve %95 nemli ortamda inkiibasyona birakildi. T75°1ik flasktaki hiicre yogunlugu
%80-90 oranlarina varincaya kadar hiicreler 2-3 giin arayla yikanip besiyerleri

degistirilmistir.

3.2.1.5. Hiicre sayim

Inkiibe edilen hiicreler mikroskopta incelendikten sonra yeteri yogunluga ulasan
flasklardaki hiicrelerin tizerindeki buytime besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicreler
PBS ile yikanip ardindan hiicrelere zarar vermemesi i¢in PBS ortamdan uzaklastirilmistir.
Hiicrelerin yapistiklar1 flask yiizeyden ayrilmasi i¢in tripsin-EDTA ile muamele edildi.
Yiizeyden ayrilan hiicre ¢6zeltisine besiyeri eklenerek tripsinin etkisi notralize edildi ve
steril falkon tiiplere aktarilarak santrifij edildi. Santrifuj edilen hucrelerin Gzerindeki
siipernetant otomatik pipet yardimiyla atildi. Hiicre peleti tizerine 1 ml besiyeri eklenerek
homojenize edildi. Daha sonra hiicre i¢eren siispansiyondan 10 pl alinarak ependorf tiipe
aktarild1 ve lizerine tripan mavisi solisyonundan 90 pul eklenerek homojen hale gelmesi
pipetaj yapildi. Homojen hale getirilen hiicre siispansiyonundan 20 pl hiicre/tripan mavisi
karisimdan c¢ekilerek thoma lamina emdirilerek aktarim saglandi. Sayim islemi thoma
lamindaki merkez ¢izgilerin kesistigi 1 mm2’lik alandaki 16 karenin i¢indeki parlayan
beyaz renkteki hiicreler sayildi. Sayim thoma laminin iki tarafina da emdirilen

stispansiyondaki hiicreler sayilip ortalamalari alinarak yapilmigtir.

Hiicre sayiminda hiicre canliligimi belirlemek igin tripan mavisi boyayi diglama testi
uygulandi. Canli hiicre sayisini belirlemek i¢in ¢ok kullanigh ve basit bir yontemdir. Bu
yontem canli ve Olmiis hiicreleri birbirinden ayirmamiza yardimcr olmaktadir.
Mikroskopta incelendiginde tripan mavisi boyasi membran biitiinligii bozulmus
hiicrelerin igerisine girerek Olmiis hiicrelerin koyu mavi renkteki noktalar seklinde
gorilintiilenmesini saglamaktadir. Ancak saglikli hiicreler tripan mavisi boyanin hiicre
membranindan gecisini engelledigi i¢in mikroskopta goriintiilendiginde beyaz parlak

renkte goriintilendi.
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3.2.1.6. Cynara scolymus L. yaprak ekstraksiyonu

Enginar yapraklarn kirliliklerden arindirilmak icin 5 kez distile su ile yikanmustir.
Ardindan yikanan enginar yapraklari etiivde 60 °C’de kurutularak laboratuar blenderinda
toz haline getirilmistir. Toz halindeki enginar yapraklarindan 200 gr tartilarak erlen i¢inde
1 L metanol ile 24 saat 4 °C’de inkiibatdrde 150 rpm’de ¢alkalanmistir. Sonrasinda elde
edilen kaba ekstrakt 0.45 pm por ¢apina sahip Thermo Nalgene™ Rapid-Flow™ filtre ile
vakum altinda filtrelenmistir. Elde edilen ekstraktin icerisindeki metanol rotary
evaporatorde 40 °C’de uzaklastirilarak konsantre edilmistir. Konsantre ekstrakt
metanol’de ¢oziilerek Sephadex LH20 kolonundan gegirilerek elde edilen eluatlar tekrar
40 °C’de rotary evaporatorde tamamen kurutulmustur. Ekstrakt DMSO i¢inde ¢oziilerek

uygun konsantrasyonlarda 4 °C’de en fazla bir hafta siireyle stoklanmustir.

3.2.2. Sitotoksisite calismalari
3.2.2.1. Uygulanacak kimyasallarin hazirlanmasi

Sorafenib’den 1Cso degerini belirlemek i¢in 96 kuyucuklu mikro plakalarin biitiin
kuyucuklarma 200 pl besiyeri icerisinde 2x10° tane hiicre olacak sekilde hiicre ekimi
yapilarak 24 saat inkiibe edilmistir. Calismamizda zaman ve konsantrasyona bagl
sitotoksik etkilerini belirlemek icin Cynara scolymus L. yaprak ekstrakt1 ve Sorafenib

konsantrasyonlarinin belirlenmesine yonelik aragtirmasi yapilmistir.

Sorafenib, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3.125 pg/ml, 1.5625 pg/ml ve
0,78 pg/ml seklinde yedi tane konsantrasyon belirlendi.

Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti i¢in de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml,
6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml ve 1,56 pg/ml olmak tzere yedi tane konsantrasyon belirlendi.

Hiicre ekimini takiben yapilan 24 saatlik inklbasyondan sonra vakumlu pompa
yardimiyla plakalardaki besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Sorafenib, Cynara scolymus L.
yaprak ekstrakti ve kombinasyonlar1 i¢in dorderli olacak sekilde pozitif kontroller
olusturularak (hiicrelere sadece 200 pl EMEM besiyeri eklendi) en ylksek

konsantrasyondan en diisiik konsantrasyona dogru plakalar gruplandirildi.
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Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti ve sorafenib maddelerinden belirlenen gruplar
seklinde ayr1 ayr1 ve kombinasyonlari seklinde hazirlanan dozlardan 12-24-48-72 saatlik
sitotoksisite analizleri icin 200 pl alinarak hiicrelere uygulandi (her deney 4 kez
tekrarlandi).

3.2.2.2. Hiicre canhlik testi

Hucre canlilik testi, XTT kiti (Biological Industries) kullanilarak yapildi. XTT,
Tetrazolium tuzunun, formazana (turuncu renk) doniismesi ile canli hiicrelerin

boyanmasini saglayarak, 450 nm de maksimum absorbans veren bir yontemdir.

Calismalarimizda 96°lik plate kullanilarak, butin kuyucuklarda 200 pl EMEM ve 5000
hiicre olacak sekilde 4 tane plate ekim yapildi. 12, 24, 48 ve 72 saatler olmak Uzere ekim
yapilan plateler, inkiibatdre konularak bir giin yapismasi icin bekletildi. Daha sonra
Plateler inkiibatorden alind1 ve PBS ile yikandi. Her birine belirli konsantrasyonlarda ilag

uygulamasi yapildi (Bkz. Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hicrelere uygulanan maddeler ve konsantrasyonlari.

Sorafenib (pg/ml) + C.

C. scolymus L. yaprak Sorafenib (UM)  scolymus L. yaprak ekstrakti

ekstrakti (ug/ml)

(Hg/ml)

100 50 100+50

50 25 50+25

25 12,5 25+12,5
12,5 6,25 12,5+6,25
6,25 3,125 6,25+3,125
3,125 1,56 3,125+1,56
1,56 0,78 1,56+0,78

12, 24, 48 ve 72. Saatlerde plateler de bulunan hiicrelerin 450 nm’ de absorbanslari

6l¢iildii ve hiicre canlilik yiizdeleri hesaplandi.
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3.2.3. Kombinasyon indeksinin hesaplanmasi

XTT uygulamasindan sonra 1Cso degerleri CompuSyn programu ile belirlendi. Compusyn
programi arastirmak istenilen kimyasal bilesiklerin ve ilaglarin tek tek veya
kombinasyonlarinin sinerjistik etki degerlerini hesaplamak i¢in Chou tarafindan

gelistirilmis ortalama etki (median effect) prensibine dayanan bir yazilim programidir.

Program bir ¢alismada kullanilan maddelerin sinerjistik etki degerlerini medyan etki
denklemi ve kombinasyon indeksi denklemlerine gdre maddelerin sinerjistik,
antagonistik veya aditif etki gosterip gdstermedigini analiz eder. Bulunan degerlerin

karsilagtirmalari i¢in Tablo 3.2. deki 1Cso cetvelinden yararlanilmistir.

Tablo 3.2.  Kombinasyon Indeksi (CI) degerleri (Bulut, 2012)

Cl (Kombinasyon indeksi) Anlam
0,1 < Cok kuvvetli sinerjizm
0,1-0,3 Kuvvetli sinerjizm
0,3-0,7 Sinerjizm
0,7-0,9 Hafif Sinerjistik etki
0,9-1,1 Aditif etki
>1,1 Antagonist

3.2.4. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Gen ckspresyon diizey analizleri i¢in CI degerleri hesaplanarak elde edilen, en iyi

sinerjistik etkinin 24 saat inkiibasyon siiresi oldugu belirlendi.

50pg/ml C. scolymus L. yaprak ekstrakti, 25uM sorafenib ilag kombinasyonu
kullanilarak HepG2 hiicre hattinda RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirildi.

Dért ayri steril petrinin kullanildig1 calismamizda, her bir petrinin icerisine 1,8 x 10° tane
hiicre ekimi yapildi ve petriler bir gece inklbatorde bekletilerek hicrelerin petriye

yapismasi saglandi.

Hiicreler PBS ile yikanarak petrilere ilag ve ekstrakt uygulamasi yapildi (Bkz. Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. RNA izolasyonu i¢in petrilere uygulanan kimyasal maddeler ve derisimleri.

C. scolymus L. yaprak Sorafenib
ekstrakti
Kontrol Yok Yok
2 100pg/ml Yok
3 Yok 50uM
4 100pg/ml 50uM

flag ve ekstrakt uygulamasmimn ardindan petriler 24 saat inkiibasyonda bekletildi.
Bekletilen hiicreler petrilerden kazinarak 800xg” de +4 °C’de 5 dakika santrifiijlendi ve
hemen buz igerisine aktarildi. RNA bilesimlerinin sabit kalmasi i¢in her birine RNA Later
Reagent (Thermo Fisher) sollisyonu ilave edildi ve Total RNA saflastirma kiti olan,
Axyprep Multi source Total RNA Miniprep Kit (Axygen®) protokoll uygulanarak total
RNA saflagtirma islemi yapilmistir.

Saflagtirma islemi su sekilde gerceklestirildi:

e Hiicreler Tripsin/EDTA soliisyonu kullanilarak kaldirild1 ve steril eppendorf
tiipe aktarildi.

e Eppendorf tiip icerisinde bulunan hicreler +4 °C 2000xg’ de 5 dk santrifiij
edildi.

e Daha sonra resuspanse edilmek tzere 1 ml +4 °C eklendi.

e Resuspanse edilmis hiicreler tekrar +4 °C 2000xg” de 5dk santriftj edildi.

e Supernetant kismi dikkatli bir sekilde tiipten uzaklastirildi

e Islemleri yapilan steril ependorf tiipler buza yerlestirildi.

e Her bir epondorf tiipe 400 pl R-1 tamponu aktarildi ve 10 defa dikkatli bir
sekilde pipetaj yapildi.

e Dahasonra 1l ml ve 21 gauj’luk enjektoriin ucu Z seklinde biikiilerek yine
dikkatli bir sekilde 10 defa pipetaj yapildi.

e 150 ul R-Il tamponu tzerine eklenerek her bir steril epondorf tip 30 saniye
boyunca Vorteks yapilmustir.

e Steril epondorf tipler +22 °C ve 12000xg’ de 5 dk santrifiij edildi. Bu islemin

amaci protein ve DNA peletlerinin dibe ¢okmesidir.
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e Protein ve DNA peletlerinin dibe ¢okmesi ile istenilen RNA (st taraftan yani
supernetant kismindan alinarak yeni bir Eppendorf tiipe aktarildi.

e Siipernetant kisminin aktarilmis oldugu eppendorf iizerine 250 pl 2-Propanol
(izopropanol) eklenerek 10 saniye kadar vorteks yapildi.

e Spin kolonu Eppendorf tiipe yerlestirildi.

e 800 ul homojenat spin kolonuna aktarilarak +4 °C 6000xg’ de 1 dk boyunca
santrifdj edildi.

e Eppendorf tiipte biriken siv1 atildi.

e 500 ul WIA tamponu iizerine aktarilarak +4 °C 12000xg’ de 1 dk boyunca
santriflj edildi.

e Altta biriken s1v1 atilarak tekrardan eppendorf takildu.

e 700 pul W2 tamponu iizerine aktarilarak +4 °C 12000xg’ de 1 dk boyunca
santriflj edildi.

e Altta biriken siv1 tekrardan dokiilerek eppendorf takildi.

e +4°C 12000xg’ de 1 dk santrifiij yapildi.

e Spin kolonu 1,5 ml’ lik yeni Eppendorf tiipe aktarildi.

e 100 pl TE tamponu aktarilarak 1dk inkiibasyona birakildi.

e (Qda sicakliginda +25°C de 12000xg’ de 1 dk boyunca santrifiij yapilarak

saflastirma islemi tamamlandi.

Saflastirma iglemini bittikten sonra High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo Fisher)
icerisinden ¢ikan protokole gore cDNA sentezi yapildi. Sentezlenen cDNA’ lar PCR

calismasinda kullanilmak tizere -80 °C’de saklandi.

3.2.5. RT-gPCR ile gen ifade duzeylerinin analizi

Yaptigimiz ¢aligmada HepG2 hiicrelerinin Bcl2, Bax, caspase-3 ve TNF o ifade eden gen

duzeyleri belirlendi.

Primerler, Primer 3,0 programi kullanilarak tasarlandi ve Macrogen Inc. tarafindan Tablo

3.4’ de belirtilen sekanslara gore sentezlendi (5 '—3 ).
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Tablo 3.4. ifade diizeyleri belirlenen genler ve primer dizileri.

Gen Primer dizisi
Bel2 F: 55TATCTGGGCCACAAGTGAAG-3'
C -
R: 5'-ATTCGACGTTTTGCCTGAAG-3’
F: 5-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT-3
Caspase-3
R: 5'-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT-3’
B F: 5'-AGCAGATCATGAAGACAGGG-3'
ax
R: 5-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA-3'
F: 5'-GACTATCTCGACTTTGCCGA-3’
TNFa

R: 5'-GTTTCGAAGTGGTGGTCTTG-3’

RT-PCR islemi Tablo 3.5, Tablo 3.6, belirtilen sicaklik protokoliine gére SYBR Green
Master Mix (Qiagen-330500) kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon karigiminin
igeriginde: 1 pl cDNA, 2 ul primer ve 12,5 ul SYBR Green Master Mix konularak
hazirlandi. Tiim deneyler dort kez gerceklestirildi (Qiagen Rotor Gene).

3.2.6. Gen konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi

RNA ve DNA’nin konsantrasyonunu Ve ne kadar saflikta oldugunu belirlemek igin
BIOTEK marka ELISA cihazi kullanilmistir. Kére karsi, 260 nm, 280 nm, 320 nm dalga

boylarinda biitiin numunelerin absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir.
RNA miktari (ng/pl) = (OD260) X seyreltme faktori x 40
DNA miktar1 (ng/ul) = (OD260) X seyreltme faktori x 50

Asagida belirtilen formaller yardimi ile RNA ve DNA’nin safliklar1 6l¢iilmiistiir.

RNA; OD260/OD2go > 2,0
DNA,; OD260/OD2go = 1,8
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Tablo 3.5. RT-qPCR sicaklik siklusu

Dongii Ad1 Sicakhik Zaman Siklus Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 10 dk. 1
Denattrasyon 95 °C 30 sn.

Baglanma 57 °C 30 sn. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72 °C 45 sn.

Bekleme 4°C 0 1

3.2.7. Protein ekstraksiyonu

Calismada elde edilen sonuclara gore HepG2 hiicre hattinin BAX, BCL2, TNF-a ve
Caspase-3 proteinlerinin miktarlar1 belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada 4 farkli grubun
her biri 4 defa tekrar edilerek, steril ortamda TC-treated petrilere 2 x 10° tane hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmustir. 24 saat sonunda belirlenen konsantrasyonlarda ki ilaglar ayri

ayr1 kombinasyonlarda uygulanarak tekrar 24 saat inkiibe edilerek 48. saate ayarlanmustir.

Tablo 3.6. Protein ekstraksiyonu igin deney seti

Petri Kodu C. scolymus L. yaprak Sorafenib
ekstrakti
Kontrol - -
2 100pg/mi -
3 - 50puM
4 100pg/ml 50uM

48 saatlik stirenin sonunda ila¢ uygulanan petrilerdeki besiyeri uzaklastirilarak 4°C’de
DPBS ile 3 kez yikandiktan sonra 4 mL protein lizis tamponu eklendi ve 10 dk buz
tizerinde inkiibasyona birakildi. Hiicre kaziyici aparat yardimi ile hicreler, yiizeyden
kazinip steril kosulda falkon tiiplere eklenmistir. Daha sonra huicreler karbuz tzerinde 8
ya da 10 defa 21 Gauge’luk steril siringa yardimiyla, ¢ek-birak yapilarak lizis islemi
tamamlanmistir. +4°C, 2000 xg’ de 10 dakika siirecek sekilde santriflij edilip stipernetant

kismi ayri steril eppendorf tiiplerine aktarilarak -80°C’de stoklanmustir.
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3.2.8. Istatistiksel hesaplamalar

Gen ifade dizeyleri, Livak ve Schmittgen tarafindan gelistirilen yontemle birincil
normalizasyonu 22T olarak belirlenmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Ikincil
normalizasyonu ise ACTB, referans geni olarak kullanilarak, Bax, TNF-a, Bcl2 ve
Caspase-3 genlerinin ifade diizeylerinin karsilagtirilmasi ile tespit edilmistir. Sonuglarin
Istatistiksel analizleri SPSS 17,0 programi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglarmn

anlamlilik yiizdesi p <0.05 dir.
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4. BULGULAR

4.1. Canhlik Testi

C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib, ayri ayri kombinasyonlarda, HepG2
karaciger kanseri hiicre hatt1 {izerinde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde XTT
canlilik testi yapilmistir. 450 nm’de absorbans elde edilen veriler ile “hiicre canlilik
ylzdeleri” hesaplanmis ve bu hesaplamalar sonucunda Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de

gosterilen grafiklerdeki bulgular elde edilmistir.

180
B Sorafenib _
160 - [ Cynara scolymus Ekstrakt — .
I S+C
140 - = ]
120 4
g 100
e —
E 80+
-
60 -
40 -
20 |
0 - L]

I.Grup 2.Grup 3.Grup 4. Grup 5.Grup 6.Grup 7.Grup

Sekil 4.1. 24. saat HepG2 uzerine C. scolymus L. yaprak Ekstrakti, Sorafenib ve
C+S’nin anti-kanser aktivitesi
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[ Cyrara scolymus Ekstrakti M
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Sekil 4.2. 48. saat HepG2 uzerine C. scolymus L. yaprak Ekstrakti, Sorafenib ve
C+S’nin anti-kanser aktivitesi

37



4.2. Kombinasyonel Etki Degeri

C. scolymus L. yaprak ekstrakti, Sorafenib ve kombinasyonlar1 uygulanan HepG2 hiicre
hattinda 24. ve 48. saatler de Ol¢iilen absorbans degerlerinden faydalanarak CompuSyn
programi araciligiyla kombinasyon etki degeri (CI) hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.1, Bkz.
Tablo 4.2).

Tablo 4.1. 24. saat HepG2 uzerine C. scolymus L. yaprak Ekstrakti, Sorafenib ve
C+S’nin uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

C+S (UM) Cl Etki
100+50 0,163 Kuvvetli sinerjizm
50+25 3,812 Antagonist
25+12,5 2,655 Antagonist
12,5+6,25 4,647 Antagonist
6,25+3,125 3,307 Antagonist
3,125+1,56 26,337 Cok giclu Antagonist
1,56+0,78 118,564 Cok guclu Antagonist
5r () S+C
1t
DO
Logich
1]
o
AT
'2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
n 0.5 1
Fa
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Sekil 4.3. 24. saat HepG2 lizerine C. scolymus L. yaprak Ekstrakti, Sorafenib ve
C+S’nin olusturdugu logaritmik CI grafigi

Compusyn programi ile 24. saat HepG2 Uzerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti,

Sorafenib ve C+S’nin olusturdugu logaritmik grafigi olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.3.)

Tablo 4.2. 48. saat HepG2 lizerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti, Sorafenib ve
C+S’nin uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

C+S (uUM) Cl Etki
100+50 975,490 Cok Gucli Antagonistik
50+25 167,007 Gucli Antagonistik
25+12,5 130,941 Gucli Antagonistik

12,5+6,25 178,729 Gucli Antagonistik

6,25+3,125 352,340 Guclu Antagonistik

3,125+1,56 304,840 Gucli Antagonistik

1,56+0,78 371,163 Gucli Antagonistik

ar (1 5+
o
n i
LogiCh)
n
“Ar
1] 0.5 1
Fa

Sekil 4.4. 48. saat HepG2 uzerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti, Sorafenib ve
C+S’nin olusturdugu logaritmik CI grafigi
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Compusyn programi ile 48. saat HepG2 Uzerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti,

Sorafenib ve C+S’nin olusturdugu logaritmik grafigi olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.4.)

4.3. Gen Ifade Diizeyleri

Calismada en yiiksek antogonistik elde ettigimiz CI degerinde HepG2 hiicre hattinin
Bax, Bcl2, TNF-a ve Caspase-3 genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir. Referans geni
olarak ACTB (beta-aktin) geni kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin grafikleri Sekil 4.5,
Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verildigi sekildedir.

2,5 -

Relatif ifade (2" 22CT)

e

0,0

S C S+C

Sekil 4.5. HepG2 (izerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’ in Bax geni
ifade diizeyine etkisi
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Sekil 4.6. HepG2 uzerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’ in ve
kombinasyonlarinin Bcl2 geni ifade diizeyine etkisi
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Sekil 4.7. HepG2 uzerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’ in ve
kombinasyonlarinin Caspaz-3 geni ifade diizeyine etkisi
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Sekil 4.8. HepG2 (zerine C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’ in ve
kombinasyonlarinin TNF a geni ifade dizeyine etkisi

4.4. Protein Seviyeleri

Calismada en giiglii antogonistik CI degerinde HepG2 hiicre hattinin Bax, Bcl2, TNF o
ve Caspase-3 protein miktar diizeylerine etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin

grafikleri Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11°de verildigi sekildedir.

E
@ 1,0
T J_ T
0,5 1 1T
0.0
K S C S+C

Sekil 4.9. C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’ in, kombinasyonlarinin BAX
proteini miktari iizerine etkisi
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Sekil 4.10. C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’in, kombinasyonlarinin Bcl-2
proteini miktar1 tizerine etkisi
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Sekil 4.11. C. scolymus L. yaprak ekstraktt ve Sorafenib’in kombinasyonlarinin
Caspase-3 proteini miktari iizerine etkisi
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Sekil 4.12. C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’in kombinasyonlarinin TNFa
proteini miktar1 lizerine etkisi

Bax, Bcl2, TNF o ve Caspase-3 protein sonuglari Tablo 4.3 de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Bax, Bcl2, TNF o ve Caspase-3 protein seviyeleri

BAX BCL2 TNFa CASP-3
(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (ng/ml)
Kontrol 0,59+0,11 379+13,5 34,9+1,6 10,8+0,96
Sorafenib 1,6+0,25 174+12 22,1+19 39,7+2 4
Cynara 0,67+0,16 387+29 37,2+3,5 17,9429
scolymus
S+C 0,55+0,09 259+8 25,4+1.8 35+3,4

4.5. Enzim aktiviteleri

HepG2 hiicre hattina uygulanan C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’in
kombinasyonlar1 XTT testi kullanilarak sitotoksisite dl¢timleri spektrofotometrik olarak

absorbans degerleri dlciildii. Tespit edilen degerlere gére CompuSyn.exe programi ile
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CI50 degerleri hesaplandi. Calismanin planlamasinda dort deney grubu olusturuldu.
Deney grubunda C. scolymus L. yaprak Ekstrakti, Sorafenib ve kontrol icin petrilere her
birinde 10 mL EMEM besiyeri icerisinde18x10° tane hiicre olacak sekilde ekim yapild.
24 saat uygun kosullarda inkiibasyonun ardindan hiicrelere belirlenen konsantrasyonlarda
maddeler aktarilmistir. 48. saatin en yiiksek CI degeri konsantrasyonlar1 alindi ve
ardindan hucreler pargalanarak, her enzimin belirtilen aktivite yontemleri kullanilarak,
enzim aktivite tayini yapildi. Katalaz, Karbonik Anhidraz ve Glutatyon Peroksidaz

aktivite sonuglar1 Tablo 4.4, Tablo 4.5. ve Tablo 4.6. da gosterilmistir.

Tablo 4.4. Katalaz enziminin, 48. saat madde uygulanan HepG2 hiicre hattinda aktivite
degerleri

Grup 48 Saat (U/mg)
Kontrol 42,00045,880
Sorafenib 12,600+1,570
Cynara scolymus 36,400£3,950
S+C 29,1500+2,990
60 -
50
40 l T
£ 304 1
£ I
=)
20
-
T
10 -
0
K S C S+C

Sekil 4.13. C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’in kombinasyonlarinin Katalaz
enziminin aktivite grafigi
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Tablo 4.5. Karbonik Anhidraz, 48. saat madde uygulanan HepG2 hiicre hattinda aktivite
degerleri

Grup 48 Saat (U/mg)
Kontrol 2,5700+0,130
Sorafenib 0,9600+0,070
Cynara scolymus 2,330+0,160
S+C 1,280+0,090
3,0 -
2,5 I
" T
I
2,0
£
g
A1,5
on
E T
5 T
1,0 - T
L
0,5
0,0
K S C S+C

Sekil 4.14. C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’in kombinasyonlarinin
Karbonik Anhidraz enziminin aktivite grafigi

Tablo 4.6. Glutatyon Peroksidaz, 48. saat madde uygulanan HepG2 hiicre hattinda
aktivite degerleri

Grup 48 Saat (U/mg)
Kontrol 18,790+0,130
Sorafenib 29,140+0,070
Cynara scolymus 12,250+0,160
S+C 16,330+0,090
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Sekil 4.15. C. scolymus L. yaprak ekstrakti ve Sorafenib’in kombinasyonlarinin
Glutatyon peroksidaz enziminin aktivite grafigi

Katalaz, Karbonik Anhidraz ve Glutatyon Peroksidaz 48. saat aktivite grafikleri Sekil
4.13, Sekil 4.14. ve Sekil 4.15. de gosterilmistir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Hepatoselliiler karsinoma yetiskinlerde goriilen primer karaciger kanserinin en sik
goriilen ve bes yillik sag kalim oran1 %9'un altinda olan bir malignitedir. Siroza neden
olarak mortalite bakimindan erkekler ve kadinlarda en c¢ok goriilen iiglincii kanser
tiiridiir. HKS, diinya genelinde her y1l yaklasik 700.000 insanin 6liimiine sebep olmakta
ve kansere bagli Oliimlerin 6nde gelen ficlincii nedeni olmaya devam etmektedir

(Hamilton ve Altonen, 1999).

Sorafenib, ameliyat ile miidahale yapilamayacak durumda olan ileri seviyede HSK
hastalarinin yasamlarint uzatmak ve HSK’nin ilerlemesini 6nlemek i¢in kulan FDA

onayli bir multikinaz inhibitértdir (Gillian vd., 2009).

SOR’un etki mekanizmasi incelendiginde, kanserin olusumunda yer alan, PDGFR, KIT,
FLT3, RET, VEGFR ve FGFRI1 hiicre yiizey kinazlarini bloke ederek HSK tiimorlerinin
biiylimesini ve ilerlemesini engelledigi saptanmistir. SOR, CRAF ve BRAF kinazlarin
daicine alarak RAF/MEK/ERK sinyal yolaklarini inhibe eden bir inhibitordiir. Bu yiizden
multikinaz inhibitori olarak literatiir de yer almaktadir. SOR, HSK da hem anjiyojenezi

hem de tiimér hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedir (Gong vd., 2017).

HSK hastalarinin tedaviye yiiksek oranda cevap vermemelerine ragmen sagkalim siiresini
uzatan tek ilag Sorafenib’dir (Sunar, 2011). SOR kullanimi, HSK hastalarinin timor
boyutlarinda azalmasina sebep olmustur (Abdel-Rahman, 2013). Sag kalim siirelerinin
uzatilmasinda erken tani ve cerrahi yontemlerin yaninda SOR kullaniminin tedavi ¢ok
etkili oldugu ispatlanmistir. Erken evrede SOR kullanimi 19-20 ay, orta evrede ise SOR
kullanimi 1 yila kadar sagkalim siiresini arttirmaktadir. HSK hastalarinin son evrelerinde
ise SOR kullanimi tek tedavi yontemidir ve hastanin sag kalimin1 3-4 ay uzatabilmektedir
(El-Serag vd., 2008; Llovet vd., 2008).

Son zamanlarda yapilan calismalar bitkisel iirlinlere daha agirlik verildigini
gostermektedir. Kombin kimyasal ilag tedavilerinde gergeklesen 6nemli yan etkilerden
dolay1, arastirmalar bitkiler lizerine yogunlagsmistir. Halk tarafindan da bitkisel ilaglarin

daha giivenli olduguna inanilmaktadir. Yapilan bir arastirmada kanser tanis1 konmadan
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once kullanilan bitkisel iirtinler %5,3, kanser tanis1 konduktan sonra kullanimi ise %13,9

oraninda oldugu bildirilmistir (Molassiotis vd., 2005).

Cynara scolymus Akdeniz bolgesine 6zgii ¢ok yillik bir bitkidir (Antuono, 2015).
Deneysel c¢alismalar C. scolymus'un antioksidan ve hepatoprotektif etkilerini
gostermektedir, ancak karaciger kanser hastaliklarinda C. scolymus'un terapétik etkileri

hakkinda bir ¢aligma yapilmamustir (Colak ve Ruiz-Aceituno, 2016).

Cynara scolymus L. (Asteraceae) (enginar) yaygin olarak sebze olarak yenir ve yapraklari
halk hekimliginde hepatit, hiperlipidemi, obezite ve dispeptik bozukluklarin tedavisinde
siklikla kullanilir. Enginar, biyoaktif ajan olarak apigenin ve luteolinini igerir. Ayrica
Enginarin ¢igcek baslarmin, toplam antioksidan kapasitesi, sebzeler igin bildirilen en

yukseklerden birisi oldugu bildirilmistir (Nassar, 2013).

Mileo ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada Cynara scolymus polifenollerinin meme
kanserinin kemoterapotik ajanlarin kombine tedavisinde, kanser hiicresi biiylimesini

inhibe etmede tek basina ilaca kiyasla daha etkili oldugunu gdstermislerdir.

Pereira ve arkadaslari, Enginar infiizyonunun da antitiimor aktivite gosterdigini, ancak
normal hiicreler i¢in daha yiiksek konsantrasyon da toksisite gosterdigini tespit

etmislerdir.

Bitkilerde iiretilen dogal polifenolik bilesikler, antioksidan, kemopreventif ve antikanser
oOzellikler dahil olmak Uzere birgok farmakolojik etki sergilerler. Salat ve arkadaslari,
doksorubisin, izoliquiritin ve Cynara scolymus’un etkin maddesi olan sinarinin tek bagina
veya farkli kombinasyonlarda sitotoksik etkisini, normal hiicre hatlarinin yani sira kanser
hiicre hatlar1 {izerinde c¢alismalarin da hem sinarinin hem de izoliquiritinin,
doksorubisinin sitotoksisitesini arttirdigini gostermislerdir. Fakat bu ii¢ bilesigin birlesik
konsantrasyonlarinda uyguladiklarinda ise doksorubisinden kaynakli sitotoksisiteyi
azalttigin1 saptamiglardir. Ayni1 zamanda Cynara scolymus’un etkin maddesi olan

sinarinin, HCT-116 ve HEP-G2 hiicre hatlarinin biiytimesini arttirdigini gostermislerdir.

Metwally ve arkadaslarinin farelerde yaptigi arastirmalarda, Dietilnitrosamine (DEN),
HKS fare modellerinde, ksantin oksidaz (XO), glutatyon, glutatyon-s-transferaz (GST),
malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) seviyelerinde belirgin bir artisa sebep
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oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica modelin biyokimyasal analizleri yapildiginda,
aspartat amino'da transferaz (AST), alanin amino transferaz (ALT), gama glutamil
transferaz (GGT), alkalin fosfataz (ALP) ve toplam bilirubin seviyelerinde 6nemli
derecede azalma oldugunu gostermislerdir. Bu komplikasyonlardan kaynakli olarak 25
giin boyunca balikk yagi (%5, %10) ve Cynara scolymus (0,5, 1 g) ile HKS fare
modellerine tedavi uygulandiginda, biyokimyasal parametrelerde ve antioksidan
seviyelerinde ve DEN'in neden oldugu diger hiicresel degisikliklerin énemli Olcide

tyilesmesine yol actigini saptamislardir.

Cesitli yapilan aragtirmalar, enginar (Cynara scolymus L.) yaprak 6zlerinin, antioksidatif,
hepatoprotektif, koloretik ve anti kolestatik etkiler gosterdigi ve ayrica kolesterol
biyosentezi ve LDL oksidasyonu iizerinde inhibe edici etkilerinin oldugu kanitlanmaistir.
HKS tedavisinde etkin bir madde olarak kullanilan luteolin, novo Kkolesterol
biyosentezinin inhibisyonu saglamaktadir. Bu durum yan etki olarak damar
sertligine(arterioskleroz) yol ag¢maktadir. Enginar yapragi ekstresinin, arastirma
verileriyle ilgili olarak, iyi tolerans ve diisiik yan etki insidansi ile birlikte lipit diisiiriicti,
antiemetik, spazmolitik, Kkolleretik ve gaz giderici etkilerinin oldugu saptanmustir.
Spesifik etki mekanizmalari nedeniyle, damar sertliginin (arterioskleroz) énlenmesi icin

gelecekte Cynara scolymus’un kullanilmasi beklenmektedir (Kraft, 1997).

Metanol ile ekstre edilen enginar tomurcuklarinin karaciger kanseri hiicrelerine karsit hem
sitotoksik hem de apoptotik etkileri oldugu gosterildigi bildirilmistir. HepG2 hiicre
hatlarina muamele edildiginde, en yiiksek konsantrasyon olan 1200 umol / L'de kanser
hiicrelerinin canliiginda %80'e varan bir azalmayi1 saptamislardir. Bu ¢alismanin
devaminda ise, 400 ve 800 pumol / L enginar 6zutl ile muamele edilen HepG2 hiicre
hatlarinda, sonug¢ olarak aktive olan kaspaz-3 proteinin artist apoptotik bir etki
gosterdigini ve kiiltiirlendiginde hiicre popiilasyonunun yaklasik %50'sinde apoptozis

goriildiigiinii gostermislerdir. (Miccadei vd., 2008)
24. saat sonunda yaptigimiz tez ¢alismasindaki canlilik seviyeleri;

1.grup konsantrasyonlar da: HepG2 hiicre hattinda yapilan canlilik testinde, hiicreye
uygulanan 50 uM sorafenibin, 100 uM Sorafenib ve Cynara scolymus L. Ekstraktina gore

%350 oraninda fazla hiicre 6ldiirdiigii tespit edilmistir. Sorafenib, Sorafenib ve Cynara
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scolymus L. Ekstrakt1 ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 50+100 pg/ml, tek

basina sorafenibin etkisinden daha ¢ok hiicre 6liimiine sebep olmustur.

2.grup konsantrasyonlar da HepG2 kanser hiicre hattinda yapilan canlilik testinde,
hiicreye uygulanan 25 pM sorafenibin, 50 uM Sorafenib ve Cynara scolymus L.
Ekstraktina gore %50 oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir.
Sorafenib, Sorafenib ve Cynara scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon
konsantrasyonlarinda 25+50 pg/ml, tek basina sorafenibin etkisinden yaklagik %10

oraninda daha az hiicre dldiirdiigii tespit edilmistir.

3.grup konsantrasyonlar da: HepG2kanser hiicre hattinda yapilan canlilik testinde
hicreye uygulanan 12,5 uM sorafenibin, 25 uM Sorafenib ve Cynara scolymus L.
Ekstraktina gore %20 oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir.
Sorafenib, Sorafenib ve Cynara scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon
konsantrasyonlarinda 12,5+25 pg/ml, tek basima sorafenibin etkisinden %20 oraninda

daha fazla hucrenin 6limune sebep oldugu tespit edilmistir.

4.grup konsantrasyonlarda; HepG2 kanser hiicre hattinda yapilan canlilik testinde,
hlicreye uygulanan 6,25 uM sorafenibin, 12,5 uM Sorafenib ve Cynara scolymus L.
Ekstraktina gore %20 oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir.
Sorafenib, Sorafenib ve Cynara scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon
konsantrasyonlarinda 6,25+12,5 pg/ml, tek basina sorafenibin etkisinden %3 oraninda

daha fazla hiicrenin 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir.

5.grup konsantrasyonlarda; HepG2 kanser hiicre hattinda yapilan canlilik testinde,
hlcreye uygulanan 3,125 uM sorafenibin, 6,25 UM Sorafenib ve Cynara scolymus L.
Ekstraktina gore %40 oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir.
Sorafenib, Sorafenib ve Cynara scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon
konsantrasyonlarinda 3,125 +6,25 pg/ml, tek basina sorafenibin etkisinden %2 oraninda

daha fazla hiicrenin 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir.

6.grup konsantrasyonlarda; HepG2 kanser hiicre hattinda yapilan canlilik testinde,
hlicreye uygulanan 1,56 uM sorafenibin, 3,125 uM Scolymus Cynara scolymus L. gore

%60 oraninda daha fazla hiicre Sliimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve
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Cynara scolymus L. Ekstrakt ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 1,56 + 3,25
ng/ml, tek basina sorafenibin etkisinden %40 oraninda daha az hiicrenin 6liimiine sebep

oldugu tespit edilmistir.

7.grup konsantrasyonlarda; HepG2 kanser hiicre hattinda yapilan canlilik testinde,
hlcreye uygulanan 0,78 pM sorafenibin, 1,56 pM Cynara scolymus L. Ekstraktina gore
%60 oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve
Cynara scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 0,78 + 1,56
ng/ml, tek basina sorafenibin etkisinden %45 oranin da daha az hiicrenin 6limine sebep

oldugu tespit edilmistir.

48. saat gen ekspresyonlari ve protein aktiviteleri,

1.grup konsantrasyonlarda; HepG2 hiicre hattinda yapilan canlilik testinde, hiicreye
uygulanan 50 puM Sorafenibin, 100 uM Cynara scolymus L. Ekstraktina gore %60
oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu saptanmistir. Sorafenib ve Cynara
scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 50 + 100 ug/ml, tek
basina sorafenibin etkisinden %40 oraninda daha az hiicrenin 6liimiine sebep oldugu

tespit edilmistir.

RT-gPCR gen ekspresyonlari, en yiiksek antagonist etki olarak tespit ettigimiz 48.saatin
100+50 pg/ml (Cynara scolymus L. Ekstrakti + Sorafenib) konsantrasyonlarinda

calisiimastir.

50 pg/ml Sorafenib konsantrasyonlarinda, Bcl-2 RT-qPCR ekspresyon seviyelerinde
azalma olmustur. Bcl-2 ekspresyonunun azalmasi, apoptozun baskilanmadigini
gostermektedir. Ayrica ELISA sonuglarina gore, Bcl-2 protein aktivitelerinin diistiigii de
tespit edilmistir ve bu sonuglar Bcl-2 RT-gPCR ekspresyon sonuglarini desteklemistir.

100 pg/ml konsantrasyon da Cynara scolymus L. Ekstrakti uygulanan HepG2 hicre
hattinda ise Bcl-2 RT-gPCR ekspresyon seviyelerinde artis gozlenmistir. Bu sonuglara
gore apoptozun baskilandigini ve hiicrenin apoptotik yolaga girmedigi tespit edilmistir.
Ayrica ELISA protein aktiviteleri sonuglarina gore Bcl-2 protein aktivitelerinin neredeyse

kontrole gore esit kaldig: tespit edilmistir.
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Cynara scolymus L. Ekstrakti + Sorafenib in kombinasyonel bir sekilde 100+50 pg/ml
konsantrasyonlarda HepG2 hiicre hattina uygulanan Bcl-2 RT-qPCR gen ekspresyonlarin
da artis gozlenmektedir. Bu durum Cynara scolymus L. Ekstrakti’nin sorafenibin etkisini
inhibe ettigini gostermektedir. Bcl-2 protein aktivitelerinin diismiis olmasi ise m-RNA

larin baskilandigin1 géstermektedir.

Sorafenibin tek basmna (50 pg/ml) uygulanmasinda bax, caspase-3 ve TNF a gen
ekspresyonlarinda artig gézlenmistir. Bu durum SOR uygulanan HepG2 hiicre hatlarinda
apoptozun oldugunu gostermektedir. Ayrica bax, caspase-3 protein miktarlarinin Elisa
protein aktivite sonuglarinda yiksek g¢ikmasi RT-qPCR gen ekspresyon sonuglarini
desteklemistir. Tnfo. protein aktivitesinin disik olmast m-RNA larin baskilandigini

gostermistir.

Cynara scolymus L. Ekstrakti uygulanan hiicrelerde ise bax ve caspase-3 gen
ekspresyonlarinin kontrolle ayni oldugu gozlenmistir. TNF o’nin ise azaldigi tespit
edilmistir. Bu analizler, Cynara scolymus L. Ekstraktinin, normal HepG2 kanser hiicre

hattinda apoptozu etkilemedigini gostermistir.

Cynara scolymus L. Ekstrakti + Sorafenib in 100+50 pg/ml kombinasyonel
konsantrasyonlarda, HepG2 hiicre hattina uygulandiktan sonraki analiz edilen Bax gen
ekspresyonlarinin kontrole gore ayni kaldig1 gézlenmistir. 50 pg/ml sorafenib kullanilan
hiicrelerde, bax gen ekspresyonlari artmis, Caspase-3 ve TNF o’da ise kontrole yakin gen
ekspresyonlari tespit edilmistir. Bu veriler Cynara scolymus L. ekstraktinin sorafenibin
apoptoz etkisini inhibe ettigini ya da azalttigin1 gdstermistir. Kontrol olarak, HepG2
karaciger kanser hiicre hattinda normalde bulunan Bcl, bax, caspase-3 ve TNF a gen

ekspresyonlar1 baz alinmistir.

Enzim aktivite sonuglari, sorafenibin katalaz ve karbonik anhidraz enzimlerini inhibe
ettigini Cynara scolymus L. Ekstrakti’'nin ise sorafenibin etkisini azalttigim
gostermektedir. Bu verilere gore; kanser hicresinde bulunan hidrojen peroksit
radikallerinin Cynara scolymus L. Ekstrakti tarafindan azaltildig1 ve sorafenibin karbonik
anhidraz enzimini inhibe etmesini Cynara scolymus L. Ekstrakti nin engelledigi yorumu

yapilmustir.
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2.grup konsantrasyonlarda; yapilan canlilik testinde, hiicreye uygulanan 25 pM
sorafenibin, 50 UM Sorafenib ve Scolymus Ekstraktina gore %40 oraninda daha fazla
hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve Cynara scolymus L. Ekstrakti
ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda (25 + 50 pg/ml), tek basina sorafenibin

etkisinden %15 oraninda daha az hiicrenin 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir.

3.grup konsantrasyonlarda; HepG2 hiicre hattinda yapilan canlilik testinde, hiicreye
uygulanan 12,5 uM sorafenibin, 25 uM Sorafenib ve Cynara scolymus L. Ekstrakti gore
%30 oraninda daha fazla hiicre 6limiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve
Cynara scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 12,5 + 25
pg/ml, tek basina sorafenibin etkisinden %20 oraninda daha az hiicrenin 6liimiine sebep

oldugu tespit edilmistir.

4.grup konsantrasyonlarda; HepG2 hiicre hattinda yapilan canlilik testinde, hiicreye
uygulanan 6,25 pM sorafenibin, 12, uM Cynara scolymus L. Ekstraktina gére %50
oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve Cynara
scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 6,25 + 12,5ug/ml,
tek bagina sorafenibin etkisinden %50 oraninda daha az hiicrenin 6liimiine sebep oldugu

tespit edilmistir.

5.grup konsantrasyonlarda; HepG2 hiicre hattinda yapilan canlilik testinde, hiicreye
uygulanan 3,125 puM sorafenibin, 6,25 uM Cynara scolymus L. Ekstraktina gore %3
oraninda daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve Cynara
scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 3,125 +6,25 pg/ml,
tek basina sorafenibin etkisinden %7 oraninda daha az hiicrenin 6liimiine sebep oldugu

tespit edilmistir.

6.grup konsantrasyonlarda; Hep G2 hiicre hattinda yapilan canlilik testinde, hiicreye
uygulanan 1,56 uM sorafenibin, 3,125 uM Cynara scolymus L. Ekstraktina gore %10
oraninda daha az hiicre Sliimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve Cynara
scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 1,56 + 12,5 pg/ml,
tek basina sorafenibin etkisinden %30 oraninda daha fazla hiicrenin 6liimiine sebep

oldugu tespit edilmistir.
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7.grup konsantrasyonlarda; HepG2 hiicre hattinda yapilan canlilik testinde, hiicreye
uygulanan 0,78 UM sorafenibin, 1,56 UM Cynara scolymus L. Ekstraktina gore %30
oraninda daha az hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve Cynara
scolymus L. Ekstrakti ile birlikde kombinasyon konsantrasyonlarinda 0,78 + 12,5 pg/ml,
tek basina sorafenibin etkisinden %50 oraninda daha fazla hiicrenin 6liimiine sebep

oldugu tespit edilmistir.

Bir sonraki ¢alismamizda, deney hayvanlar iizerinde yapacagimiz ¢alismalarda, HKS
modelli hayvan metabolizmasi lizerinde, Cynara scolymus L. Ekstrakti ve Sorafenib’in
oral yolla belli konsantrasyonlarda verilerek, metabolik sinerjistik etkisinin, apoptotik
genlere olan etkisinin ve enzimatik etkisinin sonuglarini, bu tez calismasiyla karsilastirma

yapilmasi1 hedeflenmektedir.
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