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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SORAFENUSVEFAVHﬁRAVHlKONHHNASYONUNUNtmTATOSELLULER
KARSINOM HUCRELERI UZERINE ANTIKANSER ETKILERININ in vitro
ANALIZLERI

Aleyna OZDENIZ
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Hepatoselliiler karsinom (HSK), karacierin en yaygin goriilen malign timori olup,
diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin dnde gelen nedenlerinden biridir. Genellikle
kronik karaciger hastaliklari, hepatit viriisleri (HBV, HCV), alkol tiiketimi ve siroz gibi
etkenlerle iliskilendirilen HSK’nin tedavisinde sistemik kemoterapiler smirli basari
saglamaktadir. HSK tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve hedefe yonelik ilk onayli
ajan olan Sorafenib, hiicre proliferasyonunu ve anjiyogenezi baskilayarak timor
biiylimesini engellemekte, ancak zamanla tedaviye kars1 gelisen direng mekanizmalar ve
yan etkiler nedeniyle tek basina yeterli etkinlik gosterememektedir. Bu nedenle,
Sorafenib’in farkli ilaglarla kombine kullanimi, tedavi etkinligini artirma ve direng

gelisimini dnleme acisindan 6nemli bir arastirma alani haline gelmistir.

Bu tez caligmasinda, antiviral ajan olarak bilinen ve RNA polimeraz inhibitorii etkisiyle
on plana c¢ikan Favipiravir ile Sorafenib’in birlikte kullaniminin HSK iizerindeki
antikanser etkileri in vitro olarak degerlendirilmistir. Aragtirmada, insan HSK hiicre hatti
olan HepG2 hiicreleri kullanilmis ve ilaglarin belirlenen dozlarda tekli ve kombine
uygulamalan gerceklestirilmistir. Uygulama sonrasinda hiicre canlilifn MTT testi ile
Olciilmiis, genotoksik etkiler Komet testi ile degerlendirilmis ve apoptotik genlerdeki
degisimler qRT-PCR (Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemiyle analiz

edilmistir. Ayrica, ELISA testi ile protein diizeylerindeki degisimler de incelenmistir.



Calisma sonuglari, Sorafenib ve Favipiravir kombinasyonunun hiicre canliligini tek
basina uygulanan ilaglara kiyasla daha anlamli bir sekilde azalttigini ortaya koymustur.
Apoptozla iliskili genlerden BAX, BCL-2, KASPAZ-3 ve TNF-a’nin ekspresyon
diizeylerinde anlaml diizeyde degisiklikler gozlemlenmis ve bu kombinasyonun apoptoz
mekanizmalarini aktive ettigi belirlenmistir. Komet testi bulgular1 ise kombinasyon
grubunda DNA hasar diizeylerinin arttigin1 ve bu durumun genotoksik etkiyi isaret

ettigini gostermistir.

Sonu¢ olarak, elde edilen veriler dogrultusunda Sorafenib ve Favipiravir
kombinasyonunun HepG?2 hiicreleri lizerinde sinerjistik, sitotoksik ve antikanser etkiler
olusturdugu belirlenmistir. Bu bulgular, s6z konusu kombinasyonun HSK tedavisinde
yeni bir terapdtik yaklasim olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ayrica bu
calisma, ileriye dontik preklinik ve klinik arastirmalara temel olusturabilecek nitelikte

onemli veriler sunmaktadir.

2025, xii + 78 sayfa

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Favipiravir, Gen Ekspresyonu, Hepatoselliiler Karsinom,

Hiicre Kiiltiirli, Komet Testi, Sorafenib.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

IN VITRO ANALYSIS OF THE ANTICANCER EFFECTS OF SORAFENIB
AND FAVIPIRAVIR COMBINATION ON HEPATOCELLULAR CARCINOMA
CELLS

Aleyna OZDENIZ
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: ibrahim Hakki CIGERCI

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common type of primary liver cancer and
remains one of the leading causes of cancer-related deaths worldwide. It is frequently
associated with chronic liver diseases, such as hepatitis B and C virus infections, cirrhosis,
and excessive alcohol consumption. Although Sorafenib is the first FDA-approved
targeted therapy for advanced HCC and has demonstrated significant efficacy in
inhibiting tumor growth by targeting angiogenesis and cell proliferation pathways, its
clinical effectiveness is often limited due to acquired drug resistance and adverse side
effects. Therefore, combination therapies involving Sorafenib and other pharmacological
agents have garnered attention as potential strategies to enhance therapeutic outcomes

and overcome drug resistance.

In this study, the in vitro anticancer effects of the combination of Sorafenib and
Favipiravir a broad-spectrum antiviral agent known for its RNA polymerase inhibitory
activity were investigated using the HepG2 human HCC cell line. The cells were treated
with Sorafenib and Favipiravir both individually and in combination at predetermined
doses and durations. Cell viability was evaluated using the MTT assay, while genotoxic
effects were assessed through the Comet assay. Furthermore, quantitative real-time
polymerase chain reaction (QRT-PCR) was performed to analyze changes in the
expression levels of apoptosis-related genes (BAX, BCL-2, CASPASE-3, TNF-a), and

protein-level changes were examined using ELISA.
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The results demonstrated that the Sorafenib and Favipiravir combination significantly
reduced cell viability compared to monotherapies, indicating a synergistic cytotoxic
effect. The combination also induced considerable DNA damage and significantly altered
the expression levels of genes involved in apoptotic pathways, promoting programmed
cell death. Comet assay findings supported increased genotoxicity in the combination

group, aligning with elevated apoptotic responses at both gene and protein levels.

In conclusion, the combination of Sorafenib and Favipiravir exhibited notable synergistic,
cytotoxic, and anticancer effects on HepG2 cells in vitro. These findings suggest that this
drug combination may serve as a promising therapeutic strategy for hepatocellular

carcinoma and provides a foundation for further preclinical and clinical studies.

2025, xii + 78 pages

Keywords: Apoptosis, Cell Culture, Comet Assay, Favipiravir, Gene Expression,

Hepatocellular Carcinoma, Sorafenib.
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PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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RT-qPCR Ters Transkriptaz Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SCGE Tek Hiicreli Jel Elektroforezi

SHARP Sorafenib Hepatoselliiler Karsinom Degerlendirme Protokolii
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde 6liim oranlarini artiran ve saglik sistemleri iizerinde biiyiik bir
yuk olusturan bir hastaliktir (Sung vd. 2021). Karaciger kanseri, bu genis spektrumlu
hastalik grubunun 6nemli bir parcasini olusturur ve 6zellikle HSK olarak bilinen formu,
yiiksek mortalite oranlari ile iliskilidir (Llovet vd. 2021). HSK, genellikle karaciger sirozu
gibi onciil durumlarla tetiklenen bir malignitedir ve tedavisinde karsilasilan zorluklar, bu

hastaligin yonetimini olduk¢a karmasik hale getirmektedir.

HSK'nin biyolojisi, hiicresel ve molekiiler diizeyde karmagsik sinyal yollarinin
etkilesimiyle sekillenir. Bu tiimdr, genellikle hiicre dongiisiiniin bozulmasi, DNA onarim
mekanizmalarinin zayiflamasi1 ve apoptotik yanitlarin baskilanmasi ile karakterizedir.
Wnt/B-katenin, PI3K/AKT/mTOR ve MAPK/ERK gibi sinyal yollari, HSK olugumunda
ve progresyonunda anahtar roller listlenmektedir. Bu yollarin asir1 aktivasyonu, hiicre
cogalmasin artirirken tiimor baskilayict mekanizmalarin baskilanmasina yol agar. Buna
ek olarak, HSK'nin heterojen dogasi ve farkli genetik mutasyonlar barindirmasi,
hastaligin klinik seyrinde onemli farkliliklara neden olur. Bu durum, kisisellestirilmis
tedavi yaklagimlarin1 giindeme getirmistir. Molekiiler profilleme ¢alismalar1 ile HSK
hastalarinda hangi sinyal yollarimin aktif oldugu belirlenerek, hastaya 6zgii tedavi

stratejileri gelistirilmeye baslanmstir.

HepG2 hiicre hatti, HSK'nin in vitro modellerinden biri olarak genis bir kullanim alanina
sahiptir ve bu hiicreler, karaciger kanseri mekanizmalarini anlamak ve yeni tedavi
stratejilerini test etmek icin degerli bir ara¢ sunar (Wilkening vd. 2003). Hiicre kiiltiirii
tabanli c¢aligmalar sayesinde, kanser hiicrelerinin ilaglara verdigi tepkiler molekiiler
diizeyde analiz edilebilmekte ve bu da tedaviye yonelik daha etkili stratejilerin
gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Son yillarda, HSK tedavisinde énemli ilerlemeler
saglanmis olup, hedefe yonelik tedavi ajanlari, tlimorlerin biiylimesini ve yayilmasini
kontrol altina almak i¢in 6nemli firsatlar sunmaktadir. Sorafenib, bu tedavi ajanlarinin
basinda gelir ve Ozellikle vaskiiler endotel biiyiime faktorii reseptorleri (VEGFR) ve
platelet tiirevli biiylime faktorii reseptorleri (PDGFR) gibi molekiiler hedefleri inhibe
ederek antitlimoral etkisini gosterir (Wilhelm vd. 2004). Bu hedeflerin bloke edilmesi,

tiimor vaskiilarizasyonunun ve biiyiimesinin engellenmesine katkida bulunur, boylece



HSK'nin tedavisinde belirgin bir iyilesme saglar (Kane vd. 2006). Ancak Sorafenib
tedavisine ragmen bircok hastada direng gelismekte ve tedaviye verilen yanit
azalabilmektedir. Bu nedenle, tedaviye alternatif yollar gelistirilmesi ve farkli ajanlarin
arastiritlmasi biliyiikk onem tasimaktadir. Bu noktada, son yillarda farkli farmakolojik
ajanlarin  kombinasyonlar1 giindeme gelmistir. Bu kombinasyonlar hem ilaglarin
etkinligini artirma hem de diren¢ mekanizmalarini agsma potansiyeli nedeniyle dikkat
cekmektedir. Bununla birlikte, antiviral 6zellikleriyle bilinen Favipiravir gibi ilaglarin,
kanser tedavisindeki etkileri arastirilmaya baslanmistir (Furuta vd. 2017). Ilk olarak viral
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan Favipiravir’in, karaciger kanseri hiicreleri
tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan arastirmalar, bu ajanlarin

antikanser ozelliklerini ortaya koyabilir (Yamada vd. 2021).

Favipiravir’in antikanser potansiyelini degerlendirmek amaciyla yiiriitiilen ¢aligmalarda,
bu ilacin hiicre ¢ogalmasini baskiladigi, hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptoz
mekanizmalarin1 aktive ettigi bildirilmektedir. Ayrica, Favipiravir’in Sorafenib ile
birlikte kullanildiginda daha giiclii antitiimoral yanitlar olusturabilecegi diistintilmektedir.
Bu tiir kombinasyon yaklasimlart hem ilaglarin etkinligini artirmakta hem de direng
gelisimini azaltmak agisindan Onem tagimaktadir (Zhou vd. 2020). Hiicre kiiltiirii
teknikleri, canli hiicrelerin kontrollii bir ortamda biiyiitiilmesi ve analiz edilmesini
saglayan biyolojik araglardir (Freshney 2016). Hiicre kiiltiirii sistemleri sayesinde hem
sitotoksik etkiler hem de genetik ve biyokimyasal yanitlar detayli sekilde
degerlendirilebilmektedir. Bu baglamda ¢esitli analiz yontemleri kullanilmaktadir: MTT
deneyi, hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu 6lgen yaygin bir yontemdir. Hiicrelerin
metabolik aktivitesine dayali olarak calisan bu test, ilaglarin hiicre {izerindeki toksik
etkilerini degerlendirmede oldukca hassas bir yontemdir (Mosmann 1983). Komet testi
ise DNA hasarini ve onarim siireclerini incelemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Tek
hiicre diizeyinde DNA biitiinliigiinii degerlendirme olanagi sunan bu test, genotoksik
etkilerin belirlenmesi acisindan kritik 6neme sahiptir (Singh vd. 1988). Molekiiler
diizeydeki degisikliklerin daha iyi anlagilmasi amaciyla RNA izolasyonu, RNA nin saflik
ve konsantrasyon analizi yapilmakta; bu veriler cDNA sentezi ve protein izolasyonu gibi
ileri teknikler i¢in temel saglamaktadir (Chomczynski ve Sacchi 1987). RNA izolasyonu,
gen ekspresyon profilleme ve transkriptom analizi i¢in kritik bir adimdir (Zhao vd. 2014).



cDNA sentezi, bu gen ekspresyonunun detayl1 bir sekilde incelenmesine olanak tanir
(Bustin vd. 2009). Bu siirecte elde edilen cDNA'lar qRT-PCR gibi tekniklerle gen
diizeyinde analiz edilmektedir. Bu analizler sayesinde hiicrelerin apoptotik ya da
antiapoptotik yanitlar1 ortaya konabilmektedir. Protein izolasyonu ve analizi, hedef
proteinlerin diizeylerinin belirlenmesi i¢in uygulanir (Bradford 1976). Bu analizler,
ozellikle apoptotik yolaklarda yer alan Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 gibi proteinlerin
aktivasyon durumlarin1 ortaya koyarak, Sorafenib ve Favipiravir'in apoptotik etkilerini

anlamak i¢in 6nemlidir (Elmore 2007).

Sonu¢ olarak, giincel tedavi yaklasimlarinin yetersiz kaldigi durumlarda ilag
kombinasyonlarinin molekiiler diizeyde degerlendirilmesi, HSK gibi zorlayici
malignitelerin tedavisi i¢in yeni olanaklar sunmaktadir. Hiicre kiiltiirii temelli bu tiir
deneysel ¢alismalar, hem mekanistik bilgi saglayarak temel bilimlere katkida bulunmakta
hem de translasyonel tibbin gelismesine zemin hazirlamaktadir (Hanahan ve Weinberg

2011).



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Hepatoselliiler Karsinoma

HSK, karaciger kanserinin en yaygin goriilen tiirli olup, diinya ¢apinda kanser kaynakli
Oliimlerin en 6nde gelen nedenlerinden biridir (EI-Serag 2012). HSK genellikle kronik
karaciger hastaliklari, 6zellikle hepatit B viriisii (HBV) ve hepatit C viriisii (HCV)
enfeksiyonlari, karaciger sirozu, alkol tiiketimi ve alkolik olmayan yagl karaciger
hastaligi (NAFLD) gibi durumlarla iligkilidir (Wong ve Hu 2017). Ayrica metabolik
sendrom, diyabet, aflatoksin ve diger cevresel faktorler gibi cesitli risk faktorleri de
HSK’da rol oynar (Zhou ve Jiang 2018). Kronik hastalik ve hepatositlerin siirekli olarak
hasar gormesi, dongiisel onarim mekanizmalarinin bozulmasina ve sonunda malign

doniisiime neden olabilir (Kahn ve Wodarz 2016).

HSK'nin patogenezi, bir¢ok karmagik sinyal yolunun diizenlenmesini igerir. Bunlar
arasinda Wnt/B-katenin, Ras/MAPK, PI3K/AKT/mTOR ve Hippo yollar1 6ne ¢ikar (Xie
vd. 2019). Wnt/B-katenin yolunun aktivasyonu, hiicre proliferasyonunu tesvik ederken,
Ras/MAPK ve PI3K/AKT/mTOR yollar1 da hiicre biiylimesi, hayatta kalma ve
metabolizmanin diizenlenmesine katkida bulunarak tiimor hiicrelerini destekler (Badr ve
Al-Hamoudi 2016). Bu sinyal yollarinin agir1 aktivasyonu hem tiimor hiicrelerinin
kontrolsiiz ¢cogalmasina hem de metastaz potansiyelinin artmasina yol acgar. Ayrica
HSK'da hipoksi, anjiyogenez ve tiimoér mikrogevresinin degisimi, tiimdr bilylime ve

gelisimindeki 6nemli faktorlerdir (Llovet ve Bruix 2008).

HSK'nin klinik seyri genellikle sessiz ve semptomsuzdur, bu da erken teshis zorluklarina
yol agar (Cheng vd. 2009). Hastalarin biiyiik bir ¢ogunlugu, tiimorler ileri evrelere
ulastiginda teshis edilir, bu durumda tedavi segenekleri sinirlidir. Erken evrede teshis
edilen HSK vakalarinda cerrahi rezeksiyon, karaciger nakli veya ablasyon tedavileri
uygulanabilirken, ileri evre hastalar i¢in sistemik tedaviler tercih edilmektedir (Kudo ve
Matsui 2011). Bu noktada, Sorafenib gibi tirozin kinaz inhibitorleri (TKI'ler), HSK
tedavisinde ¢i1gir acan ilk hedefe yonelik tedavi ajanlarindan biri olmustur (Wilhelm vd.
2008). Sorafenib, tiimorlerde VEGFR ve PDGFR gibi ¢esitli sinyal yollarini inhibe
ederek timor biiylimesi ve anjiyogenezi baskilar. Ancak, tek basina Sorafenib tedavisi

siklikla siirli  etkinlik gosterir ve birgok hastada bu ilaca direng gelisimi



gozlemlenmektedir (Llovet vd. 2012). Tedaviye diren¢ kazandirma, HSK’nin sahip
oldugu 6nemli bir sorun olup, bu durum yeni tedavi yontemlerinin aragtirilmasina neden
olmaktadir (El-Serag 2012). Son yillarda, HSK tedavisinde immiinoterapiler de biiyiik bir
ilgi gérmiistiir. Anti-PD-1/PD-L1 ve anti-CTLA-4 gibi immiinoterapiler, tedavi sistemi
aracilifiyla kanser hiicrelerini hedeflemekte ve bazit HSK hastalarinda umut verici
sonuglar vermektedir (Wong ve Hu 2017). Bununla birlikte, immiinoterapilere yanit
oranlari, HSK'nin heterojen yapisi nedeniyle degiskenlik gostermektedir (Zhou ve Jiang
2018). Bagisiklik sistemi ile tiimorler arasindaki iletisimler, tedavi yanitlarinin

belirlenmesi i¢in kritik bilgiler sunar.

Immiinoterapilerin yam sira HSK'da yeni tedavi yontemleri de arastirilmaktadir.
Sorafenib ile birlikte diger hedefe yonelik ajanlarin veya immiinoterapilerin
kombinasyonu, tedavi etkinligini artirma potansiyeline sahiptir (Kudo ve Matsui 2011).
Kombinasyon tedavileri, birden fazla timor yolunu es zamanli olarak hedefleyerek,
tiimdrlerin kacis mekanizmalarini sinirlama olanagi sunar (Badr ve Al-Hamoudi 2016).
Ayrica HSK'da apoptozu indiikleyen tedavi yontemleri 6nemli bir arastirma alam
olmustur. Apoptoz, yani programlanmis hiicre 6liimii, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
cogalmasina kars1 dogal bir savunma mekanizmasidir (Xie vd. 2019). HSK'da apoptotik
yolaklarin aktivasyonu, kanserin ilerlemesini durdurabilir ve bu nedenle Sorafenib gibi

tedavilerin apoptotik etkileri iizerinde durulmaktadir (Wilhelm vd. 2008).

Gen ekspresyon profilleme ve biyobelirte¢ arastirmalari HSK'da onemli bir rol
oynamaktadir. HSK’nin biyolojik ¢esitliliginin géz Oniine alinmasi, kisisellestirilmis
tedavi yaklagimlarinm gelistirilmesine yardimer olabilir (Llovet ve Bruix 2008). Ornegin,
BCL-2, BAX, KASPAZ-3 ve TNF-a gibi apoptoz ve hiicre 6liimiine dahil olan genlerin
ekspresyon seviyeleri, HSK’da tedavi yanitin1 Ongérmek igin potansiyel
biyobelirteglerdir (Cheng vd. 2009). Ayrica bu genlerin diizenlenmesi, yeni tedavi
hedeflerinin ortaya ¢ikarilmasina olanak tanir. HSK'nin tedavisinde mevcut zorluklara
ragmen, artan bilgi birikimi daha etkili tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesine yol
acmaktadir (El-Serag 2012). Bu siiregte klinik calismalar hem immiinoterapilerin hem
de hedefe yonelik tedavilerin etkilerini test etmek i¢in kritik 6neme sahiptir (Kudo ve
Matsui 2011). HSK'nin erken teshisi, dogru tedavi yontemlerinin belirlenmesi ve yeni

tedavi yaklagimlarinin etkileri, bu hastaligin yonetiminde 6énemli adimlar olacaktir.



Sonug olarak, HSK’nin klinik y&netimi, karmagik patogenezi ile ilerlemektedir. Erken
teshis ve tedavi yontemlerinin yani sira, Sorafenib gibi hedefe yonelik tedaviler ve
immiinoterapilerin kullanimi, HSK tedavisinin gelecegi agisindan umut verici alanlar

arasinda yer almaktadir (Llovet vd. 2012).

2.1.1 Hepatoselliiler Karsinomanin Molekiiler Mekanizmasi

HSK, karaciger kanserinin en yaygin ve en 0liimciil formudur ve siklikla karaciger sirozu,
hepatit B ve C enfeksiyonlar1 gibi prekanser6z durumlarla iligkilidir. HSK’nin
gelisiminde yer alan molekiiler mekanizmalar, genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorlerin
karmagik etkilesimleri ile sekillenir (Llovet ve Bruix 2016). Genetik olarak, onkogenlerin
(6rnegin, MYC, RAS ve HGF) asir1 aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerin (6rnegin,
p53 ve RBI) inaktivasyonu ile birleserek hiicre proliferasyonunu artirir ve apoptozu
inhibe eder (El-Serag 2011). Bu genetik degisiklikler, malign transformasyonu
destekleyen temel siireclerdir. Ayrica, HSK’da goriilen TP53 ve CTNNB1 (beta-katenin)
gibi genlerdeki mutasyonlar, hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda bozulmalara yol agarak
timor gelisimini hizlandirir (Galle vd. 2019). Kronik inflamasyon, HSK'nin 6nemli bir
etiyolojik faktorii olarak one ¢ikmakta olup, pro-inflamatuar sitokinlerin (6rn. TNF-a, IL-
6) salinimi yoluyla tiimor mikrogevresini degistirir ve timor biiytimesini tesvik eder (Lee
ve Park 2020). Bu inflamatuar ortam, immiin hiicrelerin tiimorle etkilesimini artirarak
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasin1 ve proliferasyonunu destekler (Lichtenstein ve
Cederbaum 2014). Hiicre dongiisii regiilatorleri lizerindeki anormallikler, o6zellikle
Cyclin D1, CDK4 ve CDKG6 gibi proteinlerin asir1 ifadesi, hiicre dongiisiiniin kontroliinii

bozar ve malign hiicre proliferasyonunu hizlandirir (Grivennikov ve Karin 2010).

MikroRNA’lar, 6zellikle miR-122 gibi, karaciger saglig1 icin kritik dneme sahip olup,
diisiik seviyeleri HSK ile iliskilendirilmistir (Roderburg ve Luedde 2014). Bu durum, gen
ekspresyonunu etkileyerek tlimorigenik siirecleri destekleyen onemli bir mekanizma
olarak karsimiza ¢ikar. Ayrica, metabolik bozukluklar, karaciger yaglanmasi ve insiilin
direnci gibi durumlar HSK gelisimini artiran risk faktorleri arasinda yer alir (Sia ve Kwan
2017). Bu tiir metabolik degisiklikler, lipid metabolizmasini etkileyerek hiicre i¢indeki
oksidatif stres seviyelerini artirabilir, bu da genetik hasara ve tlimor gelisimine yol acar

(Liu ve Wang 2014). Tiimor mikrogevresi, fibroblastlar, immiin hiicreler ve ekstraselliiler



matriks bilesenleri gibi gesitli bilesenlerle etkilesim halinde olup, tliimor hiicrelerinin
biiylimesini, invazyonunu ve metastazini destekleyen kritik bir rol oynamaktadir (Wang
vd. 2016). Bu mikrogevre, tiimor hiicrelerine besin saglamakla kalmaz, ayni zamanda
immiin yanitlar1 da modiile ederek kanserin ilerlemesini kolaylastirir (Erler ve Bennewith
2009). HSK tedavisinde, hedefe yonelik tedavi stratejileri, 6rnegin, Sorafenib, Lenvatinib
ve Regorafenib gibi molekiiler hedefleri temel alan tedaviler, belirli molekiiler yollar1
etkileyerek etkinlik gostermeye calismaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011). Bu tedavi
yontemleri, tiimorlerin biliylimesini inhibe etme ve metastatik yayilmayi engelleme
potansiyeline sahiptir (Llovet vd. 2008). Sonug olarak, HSK’nin karmagik molekiiler
mekanizmalarinin derinlemesine anlasilmasi, hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni
stratejilerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Kudo 2018). HSK’nin erken teshisi ve
daha etkili tedavi yontemlerinin bulunmasi, bu alandaki arastirmalarin odak noktasi
olmalidir (Lee vd. 2016). Bu tiir arastirmalar, HSK ile miicadelede yeni yollar agma
potansiyeline sahip olup, hastalarin yasam kalitesini artirma ve hayatta kalma oranlarini

yiikseltme hedefini tasimaktadir (Yang ve Roberts 2019).

2.1.2 Hepatoselliiler Karsinomda Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

HSK, genetik degisiklikler acisindan zengin ve karmasik bir hastaliktir (Meyer ve Grone
2002). Bu hastaligin gelisiminde en sik rastlanan gen mutasyonlar1 arasinda TP53,
CTNNBI (beta-katenin) ve AXINI gibi tiimdr baskilayict genler yer alir (Schemmer ve
Haeusler 2003). TP53 genindeki mutasyonlar, hiicresel dongii kontroliinii bozarak timor
olusumuna katkida bulunurken (Kuo ve Goh 2008), CTNNBI1 genindeki mutasyonlar
Wnt/B-katenin yolaklarinin aktive olmasina yol agarak hiicre proliferasyonunu tesvik eder
(Dhanasekaran vd. 2015). HSK’da kromozomal anormallikler de yaygindir; 6zellikle
kromozom 1p, 4q, 8p, 8q, 13q ve 17p bolgelerinde kayiplar ve kazanglar
gozlemlenmektedir (Yang ve Hu 2005). Bu kromozomal degisiklikler, onkogenlerin ve
timor baskilayici genlerin ekspresyonunu etkileyerek tiimor gelisimini destekleyebilir
(Wong ve Wang 2010). Ayrica, HSK’I1 hiicrelerde belirli genlerin asir1 veya yetersiz ifade
edilmesi, hastaligin seyrini etkileyen onemli bir faktordiir (Calin ve Croce 2011).
Ornegin, onkogenler genellikle asir1 ifade edilirken, tiimor baskilayict genlerin
ekspresyonunun azalmasi dikkat ¢cekmektedir (Kaseb vd. 2011). MikroRNA (miRNA)
degisiklikleri de HSK’da 6nemli bir rol oynamaktadir; bazt miRNA’larin (6rnegin, miR-



122 ve miR-199a) seviyelerindeki degisiklikler, timér olusumunu ve progresyonunu
etkileyebilir (Jiao vd. 2013). HSK tedavisinde genetik degisikliklerin hedeflenmesi,
Ozellikle Sorafenib gibi hedefe yonelik tedavilerin belirli genetik profillere sahip
hastalarda daha etkili olmasini saglamaktadir (Meyer ve Grone 2002). Sonug olarak,
HSK’daki genetik degisiklikler, hastaligin patogenezi ve tedaviye yanit lizerinde
belirleyici bir rol oynamakta ve bu nedenle HSK arastirmalarinda genetik degisikliklerin
detayli incelenmesi, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir
(Schemmer ve Haeusler 2003). HSK, epigenetik degisikliklerin 6nemli rol oynadig: bir
kanser tiiriidiir. Epigenetik degisiklikler, genlerin ifadesini etkileyen ancak DNA dizisini
degistirmeyen mekanizmalardir. HSK’daki baslica epigenetik degisiklikler arasinda
DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, miRNA diizenlemeleri ve RNA
modifikasyonlar1 yer almaktadir (Jiang vd. 2015).

HSK’da genellikle tiimor baskilayict genlerin promotor bolgelerinde DNA metilasyonu
artar, bu da gen ifadesinin inhibe olmasina yol agar; 6rnegin, p16INK4a ve RASSF1A
gibi genlerin metilasyonu, HSK’nin gelisiminde 6nemli bir faktordiir (Klein vd. 2008).
Histonlar iizerindeki modifikasyonlar da HSK’daki gen ekspresyon profillerini
degistirebilir; histon deasetilazlarin asir1  aktivitesi, timor baskilayict  genlerin
susturulmasina neden olabilir (Huang vd. 2013). Ayrica, HSK’daki epigenetik
degisiklikler, miRNA’larin ekspresyonunu etkileyebilir ve bu durum onkogenlerin ve
timor baskilayic1 genlerin kontroliinde rol oynar; 6rnegin, miR-122 ve miR-199a gibi
miRNA'larin ekspresyonundaki degisiklikler HSK gelisiminde etkili olabilir (Liu vd.
2012).

Epitranskriptom alaninda yapilan arastirmalar, RNA modifikasyonlarinin HSK’da
onemli bir rol oynadigini gostermektedir; bu modifikasyonlar RNA'nin stabilitesini ve
genel fonksiyonlarim1 etkileyebilir (He vd. 2020). HSK tedavisinde epigenetik
degisikliklerin hedeflenmesi, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanir;
ornegin, histon deasetilaz inhibitorleri ve DNA metilasyon inhibitorleri gibi epigenetik
ajanlar potansiyel olarak kullanilabilir (Deng vd. 2016). Sonu¢ olarak, HSK’daki
epigenetik degisiklikler, hastaligin gelisimi ve seyrinde kritik bir rol oynamakta,
dolayisiyla bu degisikliklerin detayli incelenmesi, yeni tani ve tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Yamashita ve Kaneko 2016).



2.1.3 Hepatoselliiler Karsinomun Progresyonu ve Metastazi

HSK, genellikle siroz gibi karaciger hastaliklar1 sonucunda gelisen, karacigerin en yaygin
malign tiimoriidiir. HSK'nin progresyonu ve metastazi, ¢ok asamali bir siirectir ve bu

stirecte birgok molekiiler mekanizma etkilidir.

HSK'nin progresyonu, baslangi¢ asamasinda genellikle asemptomatiktir, ancak ilerleyen
donemlerde karin agrisi, kilo kayb1 ve sarilik gibi belirtilerle kendini gdsterir. Timor
bliytidiikce, hiicresel ve molekiiler degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler arasinda
genetik ve epigenetik modifikasyonlar, onkogenlerin asir1 ekspresyonu ve timor
baskilayic1 genlerin inaktivasyonu yer almaktadir. Ornegin, TP53, CTNNB1 ve AXIN1
gibi genlerdeki mutasyonlar, tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu artirarak hastaligin

seyrini olumsuz yonde etkileyebilir (Meyer ve Grone 2002, Kuo ve Goh 2008).

HSK'nin metastazi, genellikle lenfatik ve hematolojik yollarla gergeklesir. Timor
hiicreleri, kan damarlart veya lenf damarlar1 araciligiyla uzak organlara yayilabilir.
Karacigerdeki tiimor hiicreleri, invaziv oOzelliklerini artiran c¢esitli mekanizmalar
gelistirir. Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), metastatik siirecin 6nemli bir parcasidir;
bu siireg, tiimor hiicrelerinin daha invazif hale gelmesini saglayarak diger dokulara

gecisini kolaylastirir (Kalluri ve Weinberg 2009).

Metastaz, genellikle akcigerler, kemikler ve karin i¢i organlar gibi uzak organlarda
gerceklesir. HSK metastazlarinin gelisimi, timdr mikrogevresindeki immiin hiicrelerin
ve sitokinlerin etkileriyle de iliskilidir. Tiim6r mikrogevresindeki inflamatuar yanit,
tiimor hiicrelerinin invazyonunu tesvik edebilir ve metastatik yayilmay1 kolaylastirabilir
(Feng vd. 2018). Sonug¢ olarak, HSK'nin progresyonu ve metastazi karmasik ve ¢ok
asamali bir siiregtir. Bu siire¢, molekiiler degisiklikler, hiicre invazyonu ve timor

mikrogevresinin etkileriyle sekillenir.

2.1.4 Hepatoselliiler Karsinom Tedavisinde Kombinasyon Tedavilerinin Rolii

HSK, karaciger kanserleri arasinda en sik goriilen malignite olup diinya genelinde 6nemli
bir 6liim sebebidir (El-Serag ve Rudolph 2007). HSK tedavisinde cerrahi rezeksiyon,

ablasyon ve karaciger nakli gibi yontemler erken evre hastalarda etkili olabilirken, ileri



evre hastalarda tedavi segenekleri sinirhidir (Ege 2022). Son yillarda, 6zellikle hedefe
yonelik tedaviler ve immiinoterapiler, HSK'nin sistemik tedavisinde onemli bir yer

kazanmustir (Tiirk Tabipleri Birligi- TTB 2021).

Sorafenib, ileri evre HSK i¢in onaylanan ilk hedefe yonelik tedavi olup, hastalarin yasam
stiresini uzatma konusunda belirli bir basar1 elde etmistir (Llovet vd. 2008). Ancak
Sorafenib’in yan etkileri ve sinirli etkinligi nedeniyle tedaviye yanit siireleri genellikle
kisa olmaktadir (Aydin 2020). Bu nedenle, HSK tedavisinde kombinasyon tedavileri
onem kazanmistir. Kombinasyon tedavileri, birden fazla biyolojik hedefe yonelerek
timoriin direncini kirmay1 ve tedavi etkinligini artirmay1 hedefler (Abou-Alfa ve Chan

2021).

Sorafenib ile immiinoterapilerin veya diger kemoterapi ajanlarinin kombinasyonu, hem
timor yiikiinli azaltmada hem de hastalarin sagkalimini artirmada etkili olabilmektedir
(Kilig 2019). Bu yaklasim, HSK'nin molekiiler heterojenligi nedeniyle monoterapi ile
yeterli yanit alinamayan hastalar icin umut vaat etmektedir (Demirci 2020). Ozellikle
immiinoterapilerle kombinasyon tedavileri, immiin sistemin tiimor iizerindeki etkisini
giiclendirmekte ve timor mikrogevresini hedef alarak tiimdr biiytimesini engellemektedir

(TTB 2021).

2.2 HepG2 Hiicre Hatt1

HepG2 hiicre hatti, HSK hiicrelerinden tiiretilmis olup, karaciger kanseri ve diger
karacigerle ilgili hastaliklarin arastirllmasinda genis bir uygulama alani bulmustur
(Oztiirk ve Kaya 2018). Ik kez 1979 yilinda 15 yasindaki bir erkek hastadan izole edilen
bu hiicre hatti, karaciger kanserinin biyolojik 6zelliklerini anlamak ve tedavi stratejilerini
gelistirmek amaciyla siklikla kullanilmaktadir (Aden vd. 1979). HepG2 hiicreleri, insan
hepatositlerinin bircok biyokimyasal ve metabolik fonksiyonunu koruyarak, karacigerin
temel islevlerinin laboratuvar ortaminda incelenmesini saglar. Safra asidi liretimi, protein
sentezi, lipoprotein metabolizmas1 ve glikoz homeostazi gibi hepatositlere 6zgii
fonksiyonlar1 yerine getirme yetenegine sahip olan HepG2 hiicreleri, bu nedenle ilag
metabolizmas1 ve biyotransformasyon caligmalari icin sikg¢a tercih edilmektedir (Castell

vd. 2006). HepG2 hiicrelerine ait morfolojik yapt Resim 2.1°de verilmistir.
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Resim 2.1 HepG2 Hiicre hattt morfolojisi

Farmakolojik arastirmalar ve toksisite ¢aligmalari i¢in ideal bir model olmasinin nedeni,
HepG?2 hiicrelerinin ila¢ metabolizmasinda yer alan ¢esitli enzimleri eksprese edebilme
yetenegidir (Scholz 2015). Sitokrom p450 (CYP) ailesi enzimlerini diisiik seviyelerde
eksprese etmeleri, bu hiicre hattinin bazi sinirlamalar1 olmasina yol agsa da, HepG2
hiicreleri lizerinde yapilan deneyler genellikle primer hepatositler veya daha gelismis in
vitro modellerle dogrulanmaktadir (Liu vd. 2015). HepG2 hiicre hatti, 6zellikle kanser
ilaglarinin sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda sikga tercih edilmektedir ve Sorafenib
gibi hedefe yonelik tedavi ajanlarmin etkinligini degerlendiren bir¢ok c¢alismada

kullanilmistir (Mirza vd. 2020).

Ayrica, bu hiicre hatti, sadece ilag testleri ve kanser arastirmalarinda degil, ayn1 zamanda
karacigerin oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz gibi patofizyolojik siire¢lerinin
incelenmesinde de onemli bir aragtir (Demirci 2021). Oksidatif stres altinda HepG2
hiicrelerinin  davraniglarinin  incelenmesi, karaciger hasarina neden olabilecek
mekanizmalarin anlasilmasina katkida bulunurken, bu bulgular karaciger hastaliklarinin
tedavisinde potansiyel hedeflerin belirlenmesine yardimci olmaktadir (Gortz ve
Elgammal 2015). HepG2 hiicre hatti, tiimdr hiicrelerinin biyokimyasal ve proliferatif
Ozelliklerini incelemek i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir (Castell vd. 2006). Bu
hiicre hatti, genetik modifikasyonlar ve gen ekspresyon analizlerinde de uygun bir model

olup, arastirmacilarin karaciger kanserinin molekiiler mekanizmalarini incelemelerine
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olanak tanimaktadir (Liu vd. 2015). Ancak HepG2 hiicre hattinin baz1 sinirlamalar1 da
bulunmaktadir. Ozellikle, bu hiicrelerin tiimor hiicresi 6zellikleri tasimasi ve bazi
enzimleri diisiik seviyelerde eksprese etmeleri nedeniyle, karaciger fonksiyonlarimi
normal fizyolojik kosullarda tam olarak yansitamamaktadir (Oztiirk ve Kaya 2018). Bu
siirlamalar goz oniline alindiginda, ilag metabolizmasi ve hepatotoksisite ¢aligmalarinda
HepG2 hiicre hattinin primer hepatositler veya diger karaciger hiicre hatlartyla
karsilastirmali olarak kullanilmasi1 énemlidir (Scholz vd. 2015). Sonug¢ olarak, HepG2
hiicre hatti, HSK arastirmalarinda ve karaciger biyolojisinin anlasilmasinda 6énemli bir
model olmaya devam etmektedir. Bu hiicre hatti, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi,
ilag testleri ve toksikoloji ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmakta olup, gelecekte
karaciger hastaliklari ile ilgili arastirmalarda 6nemli katkilar saglamaya devam edecektir

(Ege 2021).

2.3 Sorafenib

Sorafenib, HSK ve bobrek kanseri gibi bazi solid tiimorlerin tedavisinde kullanilan,
hedefe yonelik bir tedavi ajanidir. Ik kez 2005 yilinda onaylanan Sorafenib, oral yolla
alinan bir ilag olup, raf kinaz (RAF) ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorleri
(VEGFR) gibi ¢ok sayida hedefe kars1 etkili bir inhibisyon saglamaktadir (Wilhelm vd.
2006). Bu ilag, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelleyerek ve timor
vaskiilarizasyonunu azaltarak kanser tedavisinde kritik bir rol oynamaktadir. Sorafenib’in
etki mekanizmasi, mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolaklarini bloke etmesi
ve hiicre dongiisiinii etkileyen sinyal iletim yollarini inhibe etmesine dayanmaktadir
(Buchbinder ve Desai 2016). Sorafenib’in, HSK 11 hastalarin genel sag kalim siiresini
anlamli bir sekilde uzattigin1 gostermistir; bu ¢alismada, tedavi grubundaki hastalarin sag
kalim siiresi 10.7 ay olarak belirlenirken, plasebo grubundakiler i¢in bu siire 7.9 ay olarak
rapor edilmistir. Bu bulgular, Sorafenib'in HSK tedavisinde etkili bir se¢cenek oldugunu
kanitlamaktadir (Llovet vd. 2008). Sonug olarak, Sorafenib, HSK tedavisinde etkili bir
ajan olarak kabul edilmektedir ve Ozellikle ileri evre hastalarda sagkalimi uzatma
potansiyeli ile dikkat cekmektedir. Ancak, tedavi siiresince yan etkilerin dikkatlice
yoOnetilmesi ve hastalarin diizenli takibi, bu ilacin etkinligini artirmak ig¢in kritik 6neme
sahiptir. Gelecekte, Sorafenib’in yan etkilerinin daha iyi yonetilmesine yonelik

stratejilerin gelistirilmesi, tedavi siireglerini optimize etmek agisindan biiylik 6nem
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tagimaktadir. Ayrica, Sorafenib'in diger tedavi segenekleriyle kombinasyonu, tedaviye

direng gelistiren hastalarda alternatif bir yaklagim potansiyeli tasimaktadir (Kudo 2016).

2.3.1 Sorafenib’in Kimyasal Yapisi1 ve Hedefleri

Sorafenib, karmasik kimyasal yapisiyla dikkat ¢eken ve kanser tedavisinde etkili bir
hedefe yonelik tedavi ajani olarak kullanilan bir molekiildiir. Kimyasal formiilii
CisHisCIF3N4O:sS olan Sorafenib, 4-(3-(triflorometil) fenil)-2-(4-aminofenil) pirimidin-6-
il) benzensiilfonamid yapisina sahiptir (Wilhelm vd. 2006). Bu yapi, bir pirimidin halkasi
ve bir benzen halkasinin yani sira, bir siilfanilamid grubu igermektedir; bu da Sorafenib'in
hedef hiicreler iizerindeki etkisini artiran 6zel bir kimyasal profil olusturur (Buchbinder
ve Desai 2016). Sorafenib’in kimyasal bilesimi, yliksek biyoyararlanim ve hiicresel
penetrasyon yetenegi ile iligkilidir; bu 6zellikler, tedavi edici etkinligini artiran 6nemli
faktorlerdir (Kudo 2011). Molekiil i¢indeki triflorometil grubu, Sorafenib'in
antiproliferatif etkilerini giliglendirmekte ve kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe etme
yetenegini artirmaktadir (Buchbinder ve Desai 2016). Sorafenib, antitimor etkisini
gerceklestirmek icin ¢esitli hedef kinazlari inhibe etme mekanizmastyla ¢alismaktadir.
Baslica hedefleri arasinda raf kinaz (RAF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii
(VEGFR) ve platelet kokenli biiylime faktorii reseptdrii (PDGFR) bulunmaktadir
(Wilhelm vd. 2006). RAF kinaz inhibisyonu, MAPK yolaklarinin bloke edilmesine yol
acarak hiicre proliferasyonunu engeller; bu durum, tiimorlerin biiytimesini yavaglatir ve
metastaz riskini azaltir (Llovet vd. 2008). VEGFR iizerindeki etkisi, tiimor
vaskiilarizasyonunu azaltarak tiimor hiicrelerine oksijen ve besin maddelerinin ulagimini
engeller, bu da tiimor hiicrelerinin hayatta kalma sansim diisiirmektedir (Ozdemir vd.
2020). PDGFR inhibisyonu ise, tiimor mikroortamindaki fibroblastlarin aktivasyonunu
azaltarak, timor gelisimini engellemektedir (Buchbinder ve Desai 2016). Sorafenib’in
hedef kinazlar iizerindeki etkisi, onun kanser tedavisindeki 6nemini artirmaktadir. Klinik
calismalar, HSK ve solid tiimorlerde Sorafenib’in sagkalimi artirma potansiyelini

gostermektedir.

2.4 Favipiravir

Favipiravir, antiviral bir ajan olup, baslangicta influenza viriisleri i¢in gelistirilmis olsa

da COVID-19 gibi diger RNA viriislerinin tedavisinde de kullanilma potansiyeli
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gostermistir. Kimyasal yapisi CisH1aN4OsS olan Favipiravir, (6-fluoro-3-hidroksi-2-
piridinil-4-(2-hidroksipropil)-3-piridinil-2H-1,2,4-triazol-3-karboksamid)  yapisindadir

(Furuta vd. 2009). Favipiravir’in kimyasal yapisi ve formiilii Resim 2.2°de verilmistir.

C.H.FN,0,

Resim 2.2 Favipiravir’in kimyasal yapisi ve formiilii

Favipiravir’in mekanizmasi, viral RNA polimerazin inhibisyonuna dayanarak, viriislerin
cogalmasini durdurur ve viral RNA sentezini engeller (Koh ve Matsuura 2020).
Favipiravir, hiicre icinde fosforilasyona ugrayarak aktif bir niikleotid analogu haline gelir
ve bu sayede viral RNA ile rekabet ederek viriis replikasyonunu engeller (Huang vd.
2015). Favipiravir’in karaciger lizerindeki etkileri de 6nemli bir konu olmustur. Karaciger
kanseri tedavisinde Favipiravir’in potansiyeli de arastirilmaktadir. Ozellikle HSK gibi
karaciger kanserleri, RNA virisleri ile iligkili hastaliklardir ve Favipiravir’in bu tiir

kanserlerin tedavisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Yoshida vd. 2019).

2.4.1 Antiviral Tlaclar ve HSK

Antiviral ilaglar, 6zellikle HSK ile iliskili viral enfeksiyonlarin tedavisinde énemli bir
role sahiptir. HSK, karacigerin primer malignitesi olup, diinya genelinde yiiksek mortalite
oranlarina sahip bir kanser tiirlidiir; bu hastaligin gelisimi, genellikle HBV ve HCV
enfeksiyonlar1 ile iligkilidir (Fattovich vd. 2004). Bu baglamda, antiviral tedaviler,
karaciger hastaliklarinin ve HSK'nin gelisimini engellemeye yardimei olabilmektedir.

Ozellikle, HCV enfeksiyonu olan hastalarda antiviral tedavi, HSK riskini énemli dlciide
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azaltma potansiyeline sahiptir (Ahn vd. 2016). Ornegin, direkt etkili antiviral ajanlar
(DAAs) ile gerceklestirilen tedavi, HCV enfeksiyonunun basarilt bir sekilde kontrol
altina alinmasini saglamig ve bunun sonucunda HSK gelisim riskinin azaldigi
gosterilmistir (Yoshida vd. 2019). HBV ile iliskili HSK’nin tedavisinde de antiviral
ilaclar 6nemli bir yer tutmaktadir. HBV enfeksiyonunun kroniklesmesi, karaciger sirozu
ve HSK'ya yol agabilir. Bu nedenle, HBV’ye kars1 etkili antiviral tedaviler uygulamak,
HSK gelisimini 6nlemede kritik bir strateji olarak one ¢ikmaktadir (Yuen vd. 2018).
Antiviral tedaviler, HBV replikasyonunu baskilayarak, karaciger hasarin1 azaltmakta ve

dolayisiyla kanser gelisimini engellemeye yardimci olmaktadir (Ding vd. 2018)

2.5 Sitotoksisite

Sitotoksisite, hiicrelerin zararli maddelere, ilaglara veya cevresel stres faktorlerine maruz
kaldiklarinda gosterdikleri 6liim veya islev kaybi siirecidir. Bu siireg, hiicre canliligini
belirleyen onemli bir biyolojik olaydir ve genellikle hiicre o6liimiine neden olan
mekanizmalar igerir. Sitotoksisite, ¢esitli durumlarda incelenmekte olup, 6zellikle kanser
tedavisi, toksikoloji, ila¢ gelistirme ve hiicre biyolojisi gibi alanlarda kritik bir rol
oynamaktadir (Sullivan vd. 2019). Kanser tedavisinde, sitotoksik ilaclar tlimor
hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmek amaciyla kullanilirken, bu ilaglarin saglikl

hiicrelere de zarar verebilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir (Pérez vd. 2020).

Sitotoksisite, hiicre canliligini degerlendirmek i¢in ¢esitli yontemlerle 6l¢iilmektedir. Bu
yontemler arasinda MTT, XTT ve resazurin gibi biyokimyasal testler yer almaktadir.
MTT testi, hiicrelerin canliligin1 6l¢mek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir ve
hiicrelerin metabolik aktivitesine dayanmaktadir (Mosmann 1983). Sitotoksik etki,
genellikle hiicrelerin metabolizma oranlarinin diismesi, hiicre biiylimesinin inhibe olmasi

ve en nihayetinde hiicre 6liimiiniin gerceklesmesi ile iligkilidir (Kato vd. 2015)

2.5.1 MTT Yontemi

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) yodntemi, hiicre
canliligint belirlemek icin kullanilan klasik ve yaygin bir sitotoksisite testidir. Hiicre
kiiltiiri ¢aligmalarinda kullanilan MTT testi, hiicrelerin metabolik aktivitesine dayali

olarak c¢alisir ve 6zellikle mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesini 6lger. Bu
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enzimler, sadece canli hiicrelerde aktif olarak ¢alisir ve MTT ¢06zeltisini formazan adi
verilen ¢oziinmeyen mor kristallere doniistiirir. Formazan kristalleri, ¢dziilerek
spektrofotometrik Olgiimlerle hiicre canliligi hakkinda bilgi verir. Canli hiicrelerde
meydana gelen bu reaksiyon sonucunda, hiicrelerin ne kadar metabolik olarak aktif

olduklar 6l¢iilebilir (Mosmann 1983).

MTT yoOntemi, sitotoksisite ¢caligmalarinda olduk¢a 6nemli bir yer tutar ¢iinkii ilaglarin
veya diger kimyasallarin hiicre kiiltiirleri tizerindeki etkisini belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle kanser arastirmalarinda, HepG2 gibi HSK hiicre hatlari
tizerindeki caligmalarin degerlendirilmesinde dnemli bir aractir. Testin amact, hiicrelerin
ilaglara verdigi yanit1 dlgerek, hangi ilaglarin daha fazla toksik etki gosterdigini veya
hiicre canliligini artirdigini belirlemektir (Deniz ve Kaya 2020). Bdylece, ilag gelistirme
calismalarinda MTT testi 6nemli bir rol oynamaktadir. MTT testi, hiz, pratiklik ve
hassasiyet acisindan biiyiik avantajlar sunar. Ornegin, hiicrelerin farkli dozlarda ilaclara
nasil tepki verdigini birka¢ saat icinde gozlemlemek miimkiindiir. Hiicrelerin maruz
kaldig1 ilaglarin etkilerini hizli bir sekilde 6lgerek, genis 6lgekli tarama caligsmalari igin
uygun bir yontem sunar (Riss vd. 2016). Bunun yam sira, MTT testi ekonomik bir
yontemdir ve ¢ogu laboratuvarda rahatga uygulanabilir. MTT testi sirasinda hiicreler
Olirse, MTT ¢ozeltisi tarafindan indirgemenin ger¢eklesmedigi gozlemlenir ve
dolayisiyla formazan olusumu goriilmez. Canli hiicrelerin sayis1 arttik¢a, formazan
{iretimi de artar ve absorbans degerlerinde bir yiikselme kaydedilir. Olgiilen bu absorbans
degeri, hiicrelerin hayatta kalma yiizdesiyle dogru orantilidir (Alley vd. 1988).
Dolayistyla, MTT testi sadece hiicre canliligin1 degerlendirmekle kalmaz, ayn1 zamanda
hiicrelerin ne kadar saglikli oldugunu ve metabolik aktivitelerini de gosterir. Bu nedenle,
ozellikle farmakolojik arastirmalarda ve toksisite degerlendirmelerinde tercih edilen bir

yontemdir (Scholz vd. 2015).

2.6 Genotoksisite

Genotoksisite, bir hiicrenin genetik materyali olan DNA iizerinde dogrudan ya da dolayli
yollarla meydana gelen hasarlar1 tanimlayan bir terimdir. Genotoksik ajanlar, DNA'nin
yapisinda mutasyonlara, kirilmalara, yanlis eslesmelere ya da diger genetik
anormalliklere yol agarak hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve bu durum hiicre 6liimii,

kanser, mutasyonlar veya diger genetik bozukluklara neden olabilir (Tucker ve Preston
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2020). Genotoksisite hem endojen hem de eksojen kaynaklardan kaynaklanabilir.
Endojen kaynaklar arasinda hiicre i¢i metabolik siireclerden kaynaklanan serbest
radikaller ve oksidatif stres bulunurken, eksojen kaynaklar arasinda radyasyon, kimyasal

maddeler, ¢evresel toksinler ve bazi ilaglar yer almaktadir (Klaunig 2022).

Genotoksisite, ¢esitli biyolojik testlerle degerlendirilebilir. Bu testler arasinda Ames testi,
mikrontikleus testi, Komet testi ve Kromozom Anormallik testleri gibi yontemler
bulunmaktadir. Bu testler, bir maddenin potansiyel genotoksik etkilerini 6lgmek amaciyla
kullanilir. Komet testi, 6zellikle DNA kiriklarini tespit etmek i¢in sik¢a kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemle tek hiicrelerin DNA hasarini belirlemek miimkiindiir ve 6zellikle
kanser aragtirmalarinda, genetik toksisiteyi incelemek i¢in yaygin olarak kullanilir (Olive
ve Banath 2006). Genotoksik maddeler, hiicrelerin genetik yapisini degistirerek kanser
olusumuna katkida bulunabilir ve bu nedenle kanserojen maddeler genotoksik etki
gosteren maddelerle yakindan iligkilidir (Klaunig 2022). Genotoksisite, ozellikle
kanserojenite c¢alismalarinda biiyiik bir 6neme sahiptir ¢linkii DNA'da meydana gelen
hasarlar hiicresel proliferasyon mekanizmalarini bozarak kontrolsiiz hiicre biiylimesine
ve timor olusumuna yol agabilir (Marchetti ve Wyrobek 2020). Bu ytlizden genotoksik
maddeler, kanser tedavisi ve dnleme stratejilerinde de arastirmalarin merkezinde yer
almaktadir. Ornegin, birgok kemoterapi ilact genotoksik etki gostererek kanser
hiicrelerinin DNA'sina zarar verir ve bu hiicrelerin 6liimiine yol acar (Jackson ve Bartek
2009). Ancak, bu ilaglarin genotoksik etkileri normal hiicreler iizerinde de zararh etkiler
yaratabilir, bu da yan etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Genotoksisite ¢alismalarinda
kullanilan in vitro ve in vivo testler, potansiyel genotoksik ajanlarin tanimlanmasinda
kritik rol oynamaktadir. /n vitro testler, hiicre kiiltiirlerinde genetik hasarin 6l¢iilmesine
olanak tanirken, in vivo testler, canli organizmalar lizerindeki genetik etkileri incelemek
icin kullanilir. Bu testler, ¢evresel faktorlerin ve kimyasallarin insan sagligi tizerindeki
potansiyel risklerini degerlendirmek i¢in de kullanilmaktadir (Eastmond vd. 2009). Son
yillarda genotoksisite testlerinin sonucglarinin, ¢evresel koruma ve halk saghig
politikalarinin olusturulmasinda énemli bir yere sahip oldugu vurgulanmaktadir (OECD
2021). Genotoksisite ile ilgili arastirmalarin bir diger 6nemli alan1 ise DNA onarim
mekanizmalaridir. DNA, stirekli olarak c¢esitli hasarlara maruz kalmasina ragmen,
hiicreler bu hasarlar1 onarabilen c¢esitli mekanizmalara sahiptir. Bu onarim

mekanizmalari, hiicrelerin genetik biitlinliigiinii korur ve genotoksik etkenlere karsi bir
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savunma saglar. Ancak, bu onarim mekanizmalarinin yetersiz kaldigi durumlarda,
genetik hasar birikir ve bu da hiicrelerde genetik dengesizliklere ve hastaliklarin
gelismesine yol acabilir (Jackson ve Bartek 2009). Bu nedenle, genotoksisite ve DNA
onarim mekanizmalar1 arasindaki etkilesimler, genetik hasarin hiicresel sonuglarini

anlamak i¢in biiytlik bir 6neme sahiptir.

2.6.1 Komet Yontemi

Komet yontemi, DNA hasarini tespit etmek i¢in gelistirilmis, olduk¢a duyarli ve kolay
uygulanabilir bir yontemdir. Bu yontem, hiicrelerin genetik biitlinliigiinti degerlendirmek
amactyla kullanilmaktadir ve oOzellikle kanser arastirmalari, toksikoloji, genetik
mutasyonlar ve ¢evresel etmenlerin DNA iizerindeki etkilerinin incelenmesinde yaygin
olarak tercih edilmektedir (Olive ve Banath 2006, Singh vd. 2020). Komet yontemi,
hiicrelerin elektromanyetik alan altinda agaroz jeli i¢inde yerlestirilmesi ve ardindan
DNA'nin hasar seviyesine bagli olarak hareket etmesine dayanir. Uygulama sirasinda,
hiicreler belirli bir kimyasal ya da fiziksel ajanla maruz birakilir ve ardindan lize edilir.
Lizis islemi sonrasinda, DNA’nin serbest kalmasi saglanir ve bu asamada DNA
pargaciklari, bir elektrik alan1 altinda jel {izerinde hareket eder. DNA'nin hasar seviyesi,
DNA'nin jel iizerindeki gé¢ mesafesi ile orantilidir; hasarli DNA daha uzak mesafelere
go¢ ederken, saglam DNA daha kisa mesafelerde kalir (Tice vd 2000, Singh vd. 2009).
Komet yonteminin en 6nemli avantajlarindan biri, hem in vitro hem de in vivo kosullarda
DNA hasarimi degerlendirebilmesidir. Bu 6zellik, yontemi genotoksik etki testlerinde
vazgecilmez kilmaktadir. Komet yontemi ile elde edilen sonuglar, DNA onarim
mekanizmalari, hiicresel yanitlar ve genotoksik etkilerin derecesini belirlemek i¢in
kullanilabilir (Huang vd. 2019). Yontemin uygulama esnekligi, farkli hiicre tipleri ve
organizmalarda kullanilmasi nedeniyle genis bir aragtirma yelpazesi sunmaktadir. Ayrica,
Komet yontemi, diisiik maliyetli olmas1 ve laboratuvarlarda kolay uygulanabilirligi ile
dikkat ¢cekmektedir (Al-Mahroos vd. 2021). Komet yontemi ile elde edilen veriler,
genotoksik maddelerin insan sagligi iizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmek igin
de dnem tagimaktadir. Ozellikle kimyasal toksinlerin, ¢evresel kirleticilerin ve ilaglarin
DNA iizerindeki etkileri incelenirken, bu yontem sayesinde hiicre bazinda detayli
analizler yapilabilmektedir (Speit ve Burkhardt 2005). Ayrica Komet yontemi, yeni

ilaglarin genotoksik potansiyelinin degerlendirilmesi ve kanser tedavisi siireclerinde
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kullanilan kemoterapdtik ajanlarin etkilerinin aragtirilmasi gibi 6nemli alanlarda da

kullanilmaktadir (Fenech 2000, Sinha vd. 2021).

2.7 RNA izolasyonu, Gen Konsantrasyonu ve Saflik Belirlenmesi

RNA izolasyonu, genetik materyalin saf bir sekilde elde edilmesi ve analizi i¢in kritik bir
stirectir. Bu islem, hiicrelerden veya dokulardan RNA'nin ayrilmasi ve saflagtirilmasini
icerir. RNA'nin kalitesi ve safligi, genellikle ¢esitli molekiiler biyoloji tekniklerinin
basarisin1 dogrudan etkiler. RNA izolasyonu, genellikle fenol-kloroform ekstraksiyonu
veya silikon bazli kolon teknolojileri gibi ¢esitli metotlar kullanilarak gerceklestirilir
(Chomczynski ve Sacchi 1987, Peltoketo vd. 2021). Bu yontemler, hiicre yapilarinin
pargalanmasi, RNA'nin serbest birakilmasi ve daha sonra DNA ve protein gibi diger
hiicresel bilesenlerin ayrilmasi asamalarini igerir. Bu siire¢, RNA'nin saflastirilmasini
saglamak icin dikkatli bir sekilde yiiriitiilmelidir, ¢linkii RNA'nin hiicre i¢indeki
stabilitesi, RNA'nin enzimatik aktiviteye karsi duyarliligi ve cevresel faktorlerden

etkilenme orani oldukea yiiksektir (Zhou vd. 2016).

RNA izolasyonunun ardindan, gen konsantrasyonu ve saflik belirlemesi gerceklestirilir.
Bu asama, genellikle UV spektrofotometrisi veya floresan bazli yontemler kullanilarak
yapilmaktadir. UV spektrofotometrisi, RNA'"nin 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gosterdigi i¢cin RNA konsantrasyonunu belirlemede yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir. Saflik, 260/280 ve 260/230 oranlari ile degerlendirilir; ideal olarak, 1.8-2.0
araliginda bir 260/280 orani, yiiksek saflikta RNA oldugunu gosterir (Wilfinger vd. 1997,
Liu vd. 2019). Bununla birlikte, RN A'nin kalitesini belirlemenin baska bir yolu da agaroz
jel elektroforezidir. Bu yontem sayesinde RNA orneklerinin biitiinliigli, degradasyona
ugraylp ugramadigr ve molekiiler agirliklarina gére bant desenleri analiz edilebilir;
bdylece RNA'nin deneysel uygulamalarda, 6zellikle RT-PCR, Northern blot veya RNA-
sekans gibi hassas tekniklerde kullanima uygun olup olmadig1 hakkinda giivenilir bilgiler
elde edilebilir (Sambrook ve Russell, 2001). RNA izolasyonu ve analizi, gen ekspresyon
profilleme, RNA dizileme ve gen terapisi gibi bircok biyomedikal aragtirma ve uygulama
icin temel bir adimdir. Ozellikle kanser arastirmalari ve genetik hastaliklarin
incelenmesinde, yiiksek kaliteli ve saf RNA'nin elde edilmesi, sonuclarin giivenilirligini

ve tekrarlanabilirligini artirir (Baker 2018, Benes vd. 2020).
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2.8 Apoptozis Mediyatorleri

Apoptozis, hiicrelerin programli bir sekilde 6lmesini saglayan karmasik bir biyolojik
stirectir ve bu silirecte bircok mediyatér Oonemli bir rol oynamaktadir. Apoptozis
mediyatorleri, hiicre i¢indeki ve disindaki sinyalleri algilayarak hiicrenin hayatta kalma
veya Olim kararin1 vermesine yardimci olan molekiillerdir. Bu mediyatorler arasinda
Kaspaz ad1 verilen enzimler, Bcl-2 ailesi proteinleri, mitokondriyal faktorler ve gesitli
sitokinler bulunmaktadir (Elmore 2007, Galluzzi vd. 2012). Kaspazlar, apoptozisi
baslatan ve yiirliten temel enzimlerdir; 6zellikle Kaspaz-3, hiicre 6liim siirecinin son
asamasinda kritik bir rol oynamaktadir (Tait ve Harris 2016). Apoptozis mediyatorlerinin
gen ekspresyonu lizerindeki etkileri de dikkat ¢ekicidir; 6rnegin, Bcl-2 ailesi tiyelerinin
ekspresyon diizeyleri, hiicrelerin apoptozise yanitini etkileyebilir ve bu durum, kanser
gibi hastaliklarda 6nemli sonuglar dogurabilir (Strasser vd. 2011). iki ana apoptozis yolu
bulunmaktadir: icsel ve dissal yollar. I¢sel yol, mitokondriyal stres veya DNA hasar1 gibi
hiicresel uyarilara yanit olarak aktive olur; bu yolun baslatilmasi sirasinda Bcel-2 ailesi
proteinleri, hiicre 6liim sinyallerini diizenleyerek apoptozisi etkiler (Czabotar vd. 2014).
Dissal yol ise, hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorlerinin (6rnegin, Fas) aktive edilmesi ile
baslar ve bu siiregte de Kaspazlarin aktivasyonu gerceklesir (Krammer 2000). Her iki yol
da gen ekspresyonunu etkileyebilir; 6rnegin, apoptozis ile ilgili genlerin ekspresyonu,
hiicresel stres kosullarina gore degisiklik gosterebilir ve bu durum, kanser hiicrelerinin
hayatta kalma yetenegini artirabilir (Hanahan ve Weinberg 2011). Apoptozis
mediyatorleri, tedavi stratejilerinde de hedef alinmaktadir. Kanser tedavisinde, apoptozisi
tesvik eden ilaglar gelistirilmektedir; bu ilaglar, apoptozis mediyatorlerinin
aktivasyonunu artirarak kanser hiicrelerinin Sliimiine yol agabilir (Keenan vd. 2016).
Ayrica, apoptozisi inhibe eden mekanizmalarin anlasilmasi, kanserin ilerlemesini
durdurmak i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Fuchs ve Steller

2011).

2.8.1 Kaspaz Ailesi

Kaspaz ailesi, apoptozis siirecinde kritik bir rol oynayan ve cesitli hiicresel yanitlar
diizenleyen enzimlerden olusan bir grup proteolitik enzimdir. Kaspazlar, hiicrelerin
hayatta kalma ve 6liim kararin1 vermesine yardimci olan karmasik sinyal yolaklarinm

diizenler. Kaspazlar, iki ana gruba ayrilir: baslatici kaspazlar ve efektdr kaspazlar.
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Baglatic1 kaspazlar, apoptoz sinyallerini alir ve bu sinyallere yanit olarak efektor
kaspazlar1 aktive eder. Kaspaz-8 ve Kaspaz-9, bu baslangi¢c asamasinda kritik rol oynar
(Salvesen ve Riedl 2008). Efektor kaspazlar ise, 6zellikle Kaspaz-3, hiicre 6liimiiniin final
asamasinda islev gorerek hiicre parcalanmasi ve DNA fragmentasyonu gibi olaylari

baslatir (Tait ve Green 2013).

Gen ekspresyonu, kaspazlarin islevi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Cesitli ¢cevresel
ve hiicresel stres faktorleri, kaspaz genlerinin ekspresyonunu etkileyebilir ve bu da
hiicrelerin apoptozis siirecindeki roliinii sekillendirir. Ornegin, DNA hasar1, p53 gibi
tiimdr baskilayici proteinlerin aktivasyonunu tetikleyebilir ve bu siire¢ kaspaz genlerinin
ekspresyonunu arttirarak hiicrelerin apoptozise girmesine yol acar (El-Deiry 1998,
Gozuacik ve Kimchi 2004). Bu durum, kanser tedavisinde kaspaz aktivitesinin
arttirilmasini hedefleyen stratejilerin gelistirilmesine olanak tanir. Bununla birlikte, agiri
apoptozis, dokularda hasara neden olabileceginden, kaspaz inhibisyonu bazi klinik
durumlarda faydali olabilir (Kroemer ve Reed 2000). Kaspaz ailesinin 6nemli bir 6zelligi,
sadece apoptozisle sinirli kalmayip, inflamasyon ve hiicresel farklilasma gibi diger
biyolojik siireclerde de rol oynamasidir. Ornegin, Kaspaz-1, inflamatuar kaspaz olarak
bilinir ve pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-1p gibi) aktivasyonunu saglar. Bu durum,
bagisiklik sisteminin yanitini diizenler ve bu siirecte kaspazlarin rolii oldukga kritik hale
gelir (Boucher vd. 2009). Sonu¢ olarak, kaspaz ailesi, temel biyolojik islevlerin
diizenlenmesinde ve kanser gibi hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir hedef olusturur, bu
da arastirmalarin bu proteinlerin mekanizmalar1 ve potansiyel tedavi hedefleri iizerine

yogunlagsmasina yol agmaktadir (Friedlander vd. 1997, Strasser vd. 2000).

2.9 Antiapoptotik Proteinler

Antiapoptotik proteinler, hiicrelerin programli 6liim siirecinden kaginmasini saglayan
onemli molekiillerdir ve genellikle hiicre hayatta kalmasinin anahtar1 olarak kabul edilir.
Bu proteinler, Bcl-2 ailesinin iiyeleri arasinda yer almakta olup, 6zellikle Bcl-2, bel-x1 ve
Mcl-1 gibi tiyeler, hiicrelerin 6liim sinyallerine karsi direncini artirarak hayatta
kalmalarini saglar (Adams ve Cory 1998, Chipuk vd. 2010). Bcl-2, mitokondriyal
membran permeabilizasyonunu engelleyerek, apoptoz i¢in gerekli olan sitokrom C gibi
faktorlerin salinimini 6nler; bu durum, hiicrenin hayatta kalma siiresini uzatir (Huang vd.

2020). Bu proteinlerin gen ekspresyonu, bir¢ok kanser tiiriinde anormal bir sekilde artar,
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bu da tiimor hiicrelerinin tedaviye karsi direng gelistirmesine yol agar (Cory ve Adams
2002). Bcel-2'nin asir1 ekspresyonu, lenfoma ve diger hematopoetik malignitelerde sik¢a
goriiliir ve bu durum, tedavi edici yaklagimlar tizerinde biiytik etkiler yaratir (Hockenbery
vd. 1993). Ayrica, Bcl-2 ailesinin antiapoptotik tiyeleri, ¢esitli hiicresel stres kosullarinda
(6rnegin, oksidatif stres veya biiylime faktorleri eksikligi) hiicrelerin hayatta kalmasini

tesvik eder (Leber vd. 2007).

Antiapoptotik proteinlerin, timdrlerin biiytimesini desteklemesi ve tedaviye karsi direng
gbstermesi, onlar1 kanser tedavisinin énemli hedefleri haline getirir. Ozellikle Bcl-2
inhibitorleri, kanser hiicrelerini apoptoz siirecine zorlamak igin gelistirilmis olan yeni
tedavi yontemlerindendir (Kuwana vd. 2005). Bu baglamda, antiapoptotik proteinlerin
islevselligi ve gen ekspresyonunun kontrolii, kanser arastirmalarinda yogun bir sekilde
incelenmekte ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Weston
vd. 2021).

2.9.1 BCL-2 Gen Ailesi

BCL-2 gen ailesi, hiicre hayatta kalma ve apoptoz siireglerini diizenleyen kritik
proteinlerin bulundugu bir aile olarak dnemli bir rol oynamaktadir. Bu gen ailesi, Bcl-2,
Bcel-x1, Mcl-1 gibi anti-apoptotik proteinlerin yani sira Bax ve Bak gibi pro-apoptotik
proteinleri de igerir (Liu vd. 2023). BCL-2 gen ailesinin temel islevi, mitokondriyal
membran permeabilizasyonunu diizenleyerek hiicre oliimiinii kontrol etmektir. Bu
mekanizma, hiicresel stres, DNA hasar1 ve diger apoptotik uyaricilara yanit olarak hayati
oneme sahiptir (Kraus vd. 2023). BCL-2 ve onun homologlarinin asir1 ekspresyonu,
bircok kanser tliriinde yaygin olarak goézlemlenmekte ve bu durum tiimor hiicrelerinin
apoptozdan kaginmasina olanak tanimaktadir (Wang vd. 2023). BCL-2 gen ailesinin gen
ekspresyonu, onkogenik sinyaller ve hiicresel stres kosullarina bagh olarak degiskenlik
gostermektedir. Ornegin, BCL-2'nin yiiksek seviyeleri, kanser hiicrelerinin tedaviye yanit
vermede zorluk yasamasina neden olabilir (Amaral vd. 2024). Bu baglamda, BCL-2
ailesinin proteinleri, kanser tedavisinde hedeflenmesi gereken 6nemli molekiiller olarak
One ¢ikmaktadir. Yeni nesil BCL-2 inhibitorleri, kanser tedavisinde etkinligi artirmak i¢in
kullanilan stratejiler arasinda yer almaktadir (Cairo vd. 2024). Ayrica, BCL-2 ailesinin
gen ekspresyonundaki degisiklikler, tedavi siire¢lerinin iyilestirilmesi ve kisisellestirilmis

onkoloji uygulamalari i¢in 6nemli bilgiler saglamaktadir (Deng vd. 2023).
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2.9.2 BAX

BAX, BCL-2 gen ailesinin 6nemli bir {iyesi olarak, hiicrelerin apoptoz mekanizmalarinda
kritik bir rol oynamaktadir. Normal hiicre kosullarinda sitoplazmada inaktif bir formda
bulunan BAX, apoptotik uyarilarin gergeklesmesiyle birlikte mitokondri membranina
lokalize olur ve burada pro-apoptotik islevlerini iistlenir. Bu yerlesim, mitokondriyal dis
membranin gecirgenligini artirarak, sitokrom C gibi 6nemli apoptotik faktorlerin sitozole
salinmasina yol agar. Bu siire¢, hiicresel homeostazin bozulmasina ve nihayetinde
apoptozun tetiklenmesine neden olur (Korkmaz vd. 2022, Zhang vd. 2023). BAX'n
ekspresyon diizeyleri, kanser gelisiminde ve tedaviye yanitinda énemli bir belirleyici
faktor olarak kabul edilmektedir. Ozellikle, birgok kanser tiiriinde BAX seviyelerinin
disiikligli, hiicrelerin apoptozdan kaginmasma ve tiimdrlerin biiylimesine katkida
bulunabilir (Gonzalez vd. 2024). Bunun yani sira, BAX gen ekspresyonunun artirilmasi,
kanser tedavisinde umut verici bir strateji olarak ortaya ¢ikmakta ve cesitli tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesinde hedef olarak belirlenmektedir. Arastirmalar, BAX'in
hedeflenmesiyle birlikte, kanser hiicrelerinin apoptoz yoluyla etkili bir sekilde yok

edilmesi miimkiin oldugunu gostermektedir (Singh vd. 2024).
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3. MATERYAL VE METOT

HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatti lizerinde ytiriitiillen bu c¢alismada, hiicreler
Afyon Kocatepe Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Aragtirma Laboratuvari stoklarindan temin edilmistir. Bu tez kapsaminda, Sorafenib ve
Favipiravir ilag kombinasyonlarinin HepG2 hiicre hatt1 lizerindeki etkileri arastirilmistir.
Farkli kombinasyon dozlar1 uygulanarak hiicreler lizerinde sitotoksisite ve genotoksisite
testleri gerceklestirilerek, yapilan ¢aligma molekiiler diizeyde analiz edilmistir. Deneyler,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma laboratuvarlarinda gerceklestirilmis olup,
arastirmanin her asamasinda giivenilir ve bilimsel standartlara uygun yoOntemler

kullanilmistir.

3.1 Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan HepG2 hiicre hatt1 i¢in besiyeri olarak Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) kullanilmistir. Bu besiyeri, hiicrelerin optimal biiylime kosullarini
saglamak icin 500 ml DMEM igerisine 10 ml/L penisilin-streptomisin, 5 ml L-glutamin
ve 50 ml Fetal Sigir Serumu (FBS) eklenerek hazirlanmistir. Hiicre kiiltiiri
calismalarinda, sterilizasyon biiyiik 6nem tagimaktadir; bu nedenle tiim islemler laminar
akis kabini icerisinde gerceklestirilmistir. Kabin her kullanimdan 6nce ve sonra mutlaka
ultraviyole 151k (UV) ile steril hale getirilmis ve i¢ ylizeyler %70’lik etanol ile silinmistir.
Calismada kullanilan karbondioksit inkiibatorii, hiicrelerin biiylime kosullarinin
korunmas1 amaciyla 37°C sicaklikta ve %5 CO: seviyesinde calistirilmis, inkiibatoriin alt
haznesindeki suya %1 oraninda Aquaguard-1 eklenerek %95 nem orani sabit tutulmustur.
Deneyler sirasinda kullanilan kimyasallar, ¢ozeltiler ve uygulanan dozlar, hiicrelerin
strese maruz kalmamasi i¢in 37°C'de sicak su banyosunda bekletilmistir. Ayrica, tim
santrifiij islemleri 800 rpm’de 5 dakika boyunca gergeklestirilmistir. Hiicrelerin kiiltiir
ortaminda biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in sterilizasyon ve optimum kosullarin korunmasi
hayati 6nem tasir. Calisma boyunca kontaminasyon riski yiiksek oldugundan cihaz ve
kimyasallarin sterilizasyonu ekstra 6zen gosterilerek saglanmistir. Bu siiregte HepG2
hiicre hatt1 kullanilarak, hiicrelerin uygun ortamda saglikli bir sekilde biiyiimesi ve

deneysel ¢alismalarin basartyla stirdiirtilmesi gerceklestirilmistir.
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3.1.1 Hiicre Icin Besiyeri Hazirlanmasi

Hiicrelerin biiylimesi ve canliligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan medyum, 0.22 um
gbzenek boyutuna sahip vakum pess membran filtre ile steril edilerek hazirlanmistir.
Besiyerinin hazirlanmasi asamasinda, Fetal Bovine Serum (FBS) %10 (v/v) oraninda,
penisilin/streptomisin %1 (v/v) oraninda ve L-glutamin %1 (v/v) oraninda eklenmistir.
500 mL’lik DMEM Low Glucose (Diisiik Glikoz) besiyer pess membran filtre igerisine
alimmustir. Filtrasyon islemi, besiyerinin vakum pompasina baglanarak siiziilmesi ile
tamamlanmistir. Steril edilen besiyeri, 50 mL’lik steril falkonlara aktarilmis ve hiicrelerin
¢cOzdiiriilmesi, pasajlanmasi ve yikanmasi i¢in +4°C’de saklanmistir. Calismalardan 6nce
medyum 37°C'deki sicak su banyosunda 30 dakika bekletilerek kullanima hazir hale

getirilmigtir.

3.1.2 HepG2 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi ve Cogaltilmasi

S1v1 azot tankinda donmug halde saklanan hiicreler, kontaminasyonu 6nlemek i¢in uygun
sterilizasyon adimlar izlenerek ¢ozdiiriildii. Hiicreler once strese girmemesi adina -
20°C’de yaklasik 10-15 dakika bekletildi, ardindan ¢6ziilmeleri i¢in sicak su banyosunda
1-2 dakika siireyle hafifce dairesel hareketlerle bekletildi. Coziilen hiicreler laminar akig
kabinine alinarak, 1 mL besiyeri eklenmis steril 15 mL'lik falkon tiipiine aktarildi. Hiicre
ve besiyerinin homojen bir sekilde karigmasi i¢in pipetaj yapildiktan sonra, falkon 800
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda iistteki siipernatant dikkatlice
cekilerek atildi. Dipteki hiicrelerin iizerine yeni besiyeri eklenerek yeniden santrifiij
edildi. Bu adim sayesinde DMSO gibi koruyucu maddeler uzaklastirildi ve hiicreler
ekime hazir hale getirildi. Ekim yapilacak flasklara, boyutlarina gore belirlenen miktarda
besiyeri (25 cm? flask i¢in 4-7 mL, 75 cm? flask i¢in 7-10 mL) eklenerek hiicreler flask
icine damla damla homojen bir sekilde yayildi. Hiicrelerin esit dagilimini saglamak i¢in
flask hafifce sallandiktan sonra hiicrelerin biiylimesi i¢in %5 CO2 ve 37°C sicaklikta
inkiibasyona birakildi. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan tiim malzemeler ve ortam
%70'lik etanol ile steril edilip ultraviyole 1sinlar1 ile dezenfekte edilerek kontaminasyon
riski minimuma indirildi. Hiicrelerin uygun sekilde korunmasi ve ¢ogalmasi adina her

asamada sterilizasyon adimlarina 6zen gosterildi.
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3.1.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlama asamasinda, flask tabaninda %80-90 oraninda iireme/yapisma
saglandiginda, ilk olarak goriintiileme cihazi aracilifiyla kontrol edilerek dikkatlice
laminar akis kabinine alindi. Flasktaki eski medyum atildiktan sonra, 37°C sicakliktaki 3
mL Tripsin-EDTA, hiicrelerin tabandan ayrilmasini saglamak tizere flask tabanina
eklendi ve inkiibatorde 5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda hiicrelerin hala yapisik olup
olmadig1 kontrol edildi ve gerekirse, flaskin kenarina hafifce vurularak hiicrelerin
ylizeyden ayrilmasi saglandi. Ayrilan hiicreler, Tripsin-EDTA ile karistirildiktan sonra 3
mL besiyeri eklenerek falkona alindi. Bu karisim 5 dakika siireyle 800 rpm’de santrifiij
edildi, bdylece hiicrelerin strese girmemesi ve kimyasal maruziyetin azaltilmasi
amaglandi. Santrifiij islemi sonrasinda, siipernatant kismi atildi ve dipteki hiicrelerin
lizerine 1 mL besiyeri eklenerek homojen dagilmalari igin pipetaj yapildi. Ikinci
santrifiijden sonra, yeniden 1 mL medyum eklenip homojen dagilim saglandi. Ekim i¢in
25 cm? ve 75 cm? boyutundaki flasklara uygun miktarda besiyeri eklendi; ardindan hiicre-
besiyeri karisimindan alinan 500 pL, flasklarin yilizeyine homojen bir sekilde dagitildi.

Pasajlanan flasklar daha sonra %5 CO- ve 37°C sicaklikta inkiibasyona alindi.

3.1.4 Tripan Blue ile Thoma Laminda Hiicre Sayim

Hiicrelerin iireme orani %80-90 oldugunda, flasklardaki medyum atik kabina atild1 ve
tizerine 3 mL Tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in inkiibatdrde 5
dakika bekletildi. Bu siire sonunda, hiicreler yiizeyden kalktiginda, 3 mL besiyeri
eklenerek hiicrelerin steril falkonlara aktarilmasi saglandi. Ardindan, falkonlar 800
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atilarak 1 mL medyum eklenip hafif
pipetaj yapildi. Ikinci bir santrifiij isleminden sonra, siipernatant tekrar atildi ve dipteki
hiicrelere 1 mL medyum eklenerek tekrar hafifce pipetaj yapildi. Canli hiicre sayisini
belirlemek icin, steril ependorf tiipline 90 uL besiyeri, 10 pL hiicreli medyum ve 10 pL
Tripan Blue eklendi, ardindan karisim homojen hale getirilerek thoma laminin iki
kenarina 10’ar pL konuldu. Goriintiileme cihazinda incelenen lamda, canli hiicrelerin
parlak goriinmesi ve 6lii hiicrelerin mavi renkte goriinmesi saglandi. Son olarak, toplam
canlt hiicre say1sin1 bulmak i¢in, agagidaki formiil uygulandi: Toplam hiicre sayis1 (mL)

= ortalama hiicre say1s1 x 10* x diliisyon faktoril.
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3.1.5 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

HepG?2 hiicreleri, %80-90 konfluens seviyesine ulastiginda kriyotiiplere aktarilmak {izere
hazirlandi. Flaskin i¢indeki medyum atik kabina dokiilerek, hiicrelerin tabandan ayrilmasi
amaciyla flask tabania 3 mL Tripsin-EDTA eklendi ve 5 dakika inkiibatérde bekletildi.
Ardindan, hiicrelerin yilizeyden kalkmasi saglandiginda, flask icerisine 3 mL medyum
eklendi ve bu siispansiyon steril bir falkona aktarildi. Falkon, 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi; ardindan iistteki slipernatant dikkatlice atild1 ve pellete zarar vermeden 1
mL medyum eklenerek tekrar santrifiij islemi yapildi. Santrifiij sonrasi, 1 mL siipernatant
uzaklastirildi ve falkona 750 pL medyum eklenerek kriyotiipe aktarilds. Tlk olarak 675 uL
Fetal Bovine Serum (FBS) ve ardindan 75 pLL DMSO damla damla eklendi. Kriyotiip, -
20°C’de 15-20 dakika bekletildikten sonra, hiicrelerin korunmasi amaciyla sivi azot (-
80°C) tankina alindi. Bu siireg, hiicrelerin canliligini ve islevselligini korumak i¢in

titizlikle gerceklestirildi ve gelecekteki deneylerde kullanilabilirligini artirdi.

3.2 MTT Yontemi ile Uygun Dozun Belirlenmesi

Bu calismada HepG2 hiicrelerinin MTT ydntemi ile hiicre canlilig1 belirlenirken, 24 ve
48 saatlik gozlemler yapildi ve her iki siire i¢in uygulanan islemlerin sirasi ile kullanilan
kimyasallarin miktarlari standart olarak korundu. Sorafenib ve Favipiravir ilaglarinin ICso
dozlar bu siiregte belirlendi. Yapilan dl¢limlerde, hiicrelerin canlilik ve 6liim oranlar
karsilagtirilarak ICso dozlart hesaplandi, boylece hem tekil hem de kombinasyon halinde

uygulanan ilaglarin etkileri detayl bir sekilde degerlendirildi.

3.2.1 Favipiravir’in MTT Yontemi ile ICso Dozunun Belirlenmesi

Oncelikle bir well plan1 yapildi ve hiicre sayis1 hesaplanmis siispansiyondan yararlanarak,
96 kuyucuklu plakta her bir kuyucuga esit sayida olacak sekilde hiicre ekimi
gerceklestirildi. Plak, 37°C ve %5 CO: oranindaki inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
Hiicrelerin konfluens orani %80-90’a ulastiginda, her bir kuyucuga 100, 500 ve 1000 uM
dozlarinda Favipiravir uygulandi. Dozlar 4 tekrarli olacak sekilde kuyucuklara uygulandi.
Kontrol grubu olarak 1 mL DMSO eklendi. Plak tekrar inkiibatore kaldirilarak 24 saat

boyunca inkiibasyonda bekletildi. Ertesi giin hiicreler aym1 dozlarda Favipiravir ile
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muamele edilerek 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, her bir kuyucuga 10
uL MTT soliisyonu pipet yardimiyla eklenip 2-3 saat inkiibe edildi. Plak igindeki
kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her bir kuyucuga 200 puL
DMSO eklendi ve hiicrelerin etkilenmemesi i¢in plak karanlik bir ortamda 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Son olarak ¢6ziinen formazanlar, 540 nm dalga boyunda

mikroplak okuyucu spektrofotometre cihazinda dlgiilerek analiz edildi.

3.2.2 Sorafenib’in MTT Yontemi ile ICso Dozunun Belirlenmesi

Oncelikle bir well plan1 yapildi ve hiicre sayis1 hesaplanmus siispansiyondan yararlanarak,
96 kuyucuklu plakta her bir kuyucuga esit sayida olacak sekilde hiicre ekimi
gerceklestirildi. Plak, 37°C ve %5 CO: oranindaki inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
Hiicrelerin konfluens oran1 %80-90’a ulastiginda, her bir kuyucuga 1- 100 pM dozlarinda
sorafenib uyguland1 ve kontrol grubu olarak 1 mL DMSO eklendi. Plak tekrar inkiibatore
kaldirilarak 24 saat boyunca inkiibasyonda bekletildi. Hiicreler ayn1 dozlarda Sorafenib
ilac1 ile muamele edilerek 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, her bir
kuyucuga 10 pL MTT soliisyonu pipet yardimiyla eklenip 2-3 saat inkiibe edildi. Plak
icindeki kuyucuklarda olugan formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her bir kuyucuga
200 uLL. DMSO eklendi ve hiicrelerin etkilenmemesi i¢in plak karanlik bir ortamda 15
dakika inkiibasyona birakildi. Son olarak ¢6ziinen formazanlar, 540 nm dalga boyunda

mikroplak okuyucu spektrofotometre cihazinda dlgiilerek analiz edildi.

3.2.3 MTT Yontemi ile Kombinasyon Calismasi

Bu tez ¢alismasinda 24 ve 48 saatlik doz uygulamasi yapildi. 24 saat i¢in uygulanan ayni
islemler 48 saat i¢inde uygulandi. Doz uygulamasi sonucundaki kombinasyon IC50
degerleri belirlendi. HepG2 hiicrelerinde, Sorafenib ve Favipiravir kombinasyonlarindaki
IC50 degerleri esas alinarak her bir kuyucukta esit sayida hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plakta hiicre ekimi gergeklestirildi ve plak 37°C, %5 CO: ortaminda
inkiibasyona birakildi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda uygulanan dozlar
kuyucuklardan uzaklastirildi. Her kuyucuga 1,0 uL MTT soliisyonu ve besiyeri eklendi.
Plak, 37°C, %5 CO:’li inkiibatorde inkiibe edildi. Siire sonunda, MTT soliisyonu

uzaklastirildiktan sonra, formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her kuyucuga 200 uL
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DMSO eklendi ve plak 30 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda, 96 kuyucuklu well plaktaki absorbans degerleri, spektrofotometre

cihazinda 540 nm dalga boyunda 6lg¢iilerek analiz edildi.

3.4 Komet Analizi

Bu analiz yonteminde, 24 ve 48 saatlik uygulamalar icin belirlenen ayni dozlar ve
kombinasyonlarla hiicrelere uygulama yapildi. Komet analizi oncesinde kullanilacak
kimyasallar ve c¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan kiyasallar Cizelge 3.1, Cizelge 3.2 ve
Cizelge 3.3’te verilmistir. Elektroforez tanki, buz kasetleri ve preparatlarin
yerlestirilecegi kutular buzdolabinda bekletilerek calisma siiresine kadar sogutuldu.
NaOH ve EDTA hassas terazide tartilarak cam bir behere alindi ve iizerine 500 mL distile
su (dH20) eklendi. Homojen hale getirilen bu ¢6zeltinin pH degeri 13.2'ye ayarlandi ve

+4°C’de ¢alisma siiresine kadar saklandi.

Cizelge 3.1 Elektroforez tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar:
NaOH 6.0g
EDTA 0.18 g
dH.0 500 mL

Cizelge 3.2 Nétralizasyon Cozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
dH>O 300 mL
Trizma Base 1455¢

Cizelge 3.3 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
NaCl 294 ¢
EDTA 744 g
Trizma Base 024 ¢
Triton-X 2mL
DMSO 2 mL
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Trizma Base, hassas terazide tartilarak ardindan cam bir siseye konuldu ve iizerine 300
mL dH:O eklendi. Homojen bir sekilde ¢oziimiin pH degeri 7.5 olarak ayarlandi. NaCl,
EDTA ve Trizma Base tartilarak bir cam siseye konuldu ve toplam hacim 200 mL’ye
tamamlandi. Hazirlanan kimyasal, buzdolabina kaldirilarak c¢alisma giinli i¢in soguk
tutuldu. Calismaya baslamadan bir saat 6nce, bu karisima Triton-X ve DMSO eklenerek

pH 10 seviyesine getirildi ve ¢oziinmesi i¢in bekletildi.

Etidyum bromiir, hassas terazide tartildiktan sonra steril bir falkona konuldu. Uzerine 50
mL dH:0 eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Falkon, +4°C’de bekletildi ve ¢alisma igin 10
kat seyreltme islemi gerceklestirildi (Cizelge 3.4). %1 oraninda hazirlanacak olan NMA,
hassas terazide tartildiktan sonra cam bir tiipe konuldu. Uzerine 10 kat seyreltilmis
PBS’den 3 mL eklenerek karistirildi. Cam tiip, bek alevi lizerinde tutuldu ve seffaf bir
NMA c¢ozeltisi elde edilmesi saglandi. Hazirlanan lamlar, 1sitici tabla iizerinde el
yakmayacak bir sicakliga kadar 1sitildiktan sonra iizerine 110 pL NMA dokildi ve
pipetin ucu ile ince bir tabaka halinde yayildi. Son olarak, hazirlanan lamlar oda

sicakliginda kurumast i¢in bekletildi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.4 Etidyum bromiir ¢ozeltisinin formiilasyonu.

Kimyasal Miktar
Etidyum bromiir 0.01g
dH,O 50 mL

Cizelge 3.5 Normal erime noktasina sahip agaroz ¢dzeltisinin (NMA) hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
PBS 3mL
NMA 0.03 g

%1 oraninda hazirlanacak olan NMA, hassas terazide tartildiktan sonra cam bir tiipe
konuldu. Uzerine 10 kat seyreltilmis PBS’den 3 mL eklenerek karistirildi. Cam tiip, bek
alevi tizerinde tutuldu ve seffaf bir NMA ¢d6zeltisi elde edilmesi saglandi. Hazirlanan
lamlar, 1s1tic1 tabla {izerinde el yakmayacak bir sicakliga kadar 1sitildiktan sonra iizerine
110 uL NMA dokiildii ve pipetin ucu ile ince bir tabaka halinde yayildi. Son olarak,

hazirlanan lamlar oda sicakliginda kurumasi i¢in bekletildi.
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%8 oraninda hazirlanacak olan LMA, hassas terazide tartildiktan sonra cam bir tiipe
konuldu. Uzerine 10 kat seyreltilmis PBS’den 2 mL eklenerek karistirildi. Cam tiip, bek
alevi lizerinde tutuldu ve saydam bir LMA ¢ozeltisi elde edildi. Caligma sirasinda, jel

haline gelmesini 6nlemek i¢in sicak su igerisinde bekletildi (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 Diisiik erime noktasina sahip agaroz ¢ozeltisinin (LMA) hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
PBS 2.0 mL
LMA 0.016 g

Hiicreler, inkiibatorde inkiibe edilerek yapigma siireci tamamlandi. Uygun yogunluga
ulasan hiicrelere, MTT yontemi ile belirlenen Sorafenib ve Favipiravir’in ICso dozlari, iki
flaska kombinasyon halinde uygulandi ve hiicreler 24 saat boyunca inkiibatorde
bekletildi. Ayni iglem, 48 saatlik gézlem ig¢in tekrarlanarak uygulandi. Uygulanan
dozlarla uygun yogunluga ulasan hiicreler, inkiibatorden alindi ve Komet analizine
gecilmek tlizere hazirlik yapildi. Plaktaki her bir kuyucuktan, hiicrelerin ylizeye zarar
vermeden pipet yardimiyla medyum alindi. Her bir kuyucuga 250 uLL PBS ilave edildi.
Hiicreler, hiicre kaziyici (scraper) kullanilarak plak yiizeyinden dikkatlice kaldirildi.
Kodlanmus steril ependorflara, ayn1 gruptaki hiicreler aktarildi. Hiicreler, 1000 rpm hizda
3 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda, slipernatantin bir kismi
pipetle uzaklastirildi. Hiicre yogunluguna bagli olarak, 10-12 pL hiicre alinarak 100-120
puL LMA ile kanstirildi ve LMA-+hiicre karistmi olusturuldu. NMA’l1 preparatlara,
LMA-+hiicre karigimi {i¢ kez damlatild1 ve lamel ile kapatildi. Kapatilan lamlar, donma
islemi i¢in buz kaseti lizerinde yaklasik 5 dakika bekletildi. Siire sonunda, lameller
dikkatlice ¢ikarildi. Preparatlar, diiz bir tepsiye dizilerek minimum 60 dakika siireyle lizis
tamponunda +4°C’de bekletilmek iizere birakildi. Lizis isleminden sonra, preparatlar
elektroforez tankina yerlestirildi ve elektroforez tamponunda 30 dakika boyunca +4°C’de
bekletildi. 30 dakikalik siirenin ardindan, 25 V ve 300 mA’de elektroforez islemi
baslatildi. Elektroforez islemi tamamlanan preparatlar, soguk su veya nétralizasyon
tamponu ile jel hasar gérmeyecek sekilde yikandi. Her bir preparat {izerine boyama islemi
icin 70 pL EtBr damlatild1 ve lamel ile kapatildi. Son olarak, her bir preparat, karanlik bir

ortamda floresans mikroskobunda 100 hiicre olacak sekilde sayim yapildi.
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3.5 Gen Ekspresyon Analizleri

Gen ekspresyonu analizi, hiicrelerdeki genlerin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in kritik
bir yontemdir ve genellikle mRNA diizeylerinin 6l¢iilmesi yoluyla gerceklestirilir. En
yaygin kullanilan tekniklerden biri, ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
gPCR) olup, belirli bir genin mRNA'sin1 ters transkripte ederek cDNA'ya doniistiiriir ve
ardindan bu cDNA'nin miktarini nicel olarak belirler (Bustin vd. 2009). Diger bir yontem
olan RNA dizileme (RNA-Seq), hiicrelerdeki tiim RNA'nin dizilenmesi ile gen
ekspresyonunu detayli bir sekilde inceleme imkani sunar ve farkli RNA tiirlerinin
(6rnegin, mRNA ve miRNA) analizine olanak tanir (Wang vd. 2009). Ek olarak,
mikrodizi analizi, binlerce genin ayni anda izlenmesine olanak saglayarak, gen
ekspresyon profillemesi yapmayr miimkiin kilar (Schena vd. 1995). Western blot gibi
protein diizeyindeki analizler, gen ifadesinin dolayli bir gostergesi olarak proteinlerin

varlig1 ve miktarini belirlemekte kullanilir (Burnette 1981).

3.5.1 Total RNA izolasyonu

Bu islemde Ribospin™ RNA izolasyon Kiti (GeneAll®, #304-150) protokolii takip
edildi. Deney kapsaminda bir kontrol grubu ve ii¢ doz uygulama grubu olusturuldu;
hiicreler bu gruplarda 24 ve 48 saat siireyle yeniden inkiibe edildi. RNA izolasyonu ve
saflagtirma islemleri bu asamadan sonra yapildi ve elde edilen RNA oOrnekleri daha
sonraki qRT-PCR analizleri i¢in saklandi. Deney gruplar icin 24 ve 48 saat siireyle
toplamda 8 adet T75 flask’a 5 x 10° hiicre ekimi yapild1 ve flasklar 37°C, %5 CO:
ortaminda 24 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler yeterli

yogunluga ulastiginda besiyeri dikkatlice ¢ikarildi.

Kontrol gruplarina taze besiyeri eklenirken, deney gruplarina belirlenen dozlar
uygulandi. Doz uygulama gruplarinda, MTT testi ile belirlenen 1Cso degerlerine gore
dozlar kullanildi. Hiicreler bu dozlarla 24 saat daha inkiibe edildi ve benzer islemler 48
saatlik siire i¢in de tekrarlandi. Uygulanan kimyasal maddeler ve derigimleri Cizelge 3.7

‘de verilmistir.
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Cizelge 3.7 RNA izolasyonu i¢in uygulanan kimyasal maddeler ve derisimleri (24h-48h)

Favipiravir Sorafenib
Kontrol Yok Yok
Favipiravir 250 uM Yok
Sorafenib Yok 20 uM
Sorafenib+Favipiravir 250 uM 20 uM

Inkiibasyonun ardindan hiicreler, besiyerleri iginde hiicre kaziyic1 kullanilarak siselerden
styrildi ve santrifiij tiiplerine alind1. Hiicre pelletlerini olusturmak icin hiicreler, 3000 rpm
hizinda 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Olusturulan hiicre pelletlerine 400 pL lizis
tamponu eklendi ve bu sayede hiicre zarlarinin parcalanmasi saglandi. Homojen bir
karisim elde etmek i¢in pipetleme islemi yapildi ve ardindan karisim 25°C’de 5 dakika
bekletildi. Hiicre lizati, RNA’nin baglanmasin1 saglamak amaciyla mini spin kolona
aktarildr ve 10.000 G kuvvetinde 30 saniye siireyle santrifiij edildi. Bu islem, RNA nin
kolonun membran ylizeyine tutunmasina olanak sagladi. Kolona 500 uL GW1 ¢dozeltisi
ilave edildi ve RNA’dan protein, tuz ve diger kirleticileri temizlemek amaciyla 10.000 G
kuvvetinde 1.5 dakika 30 saniye boyunca santriflij edildi. Bu saflagtirma asamasi,
RNA’nin safligin1 artirmak i¢in uygulandi. Kolona 700 pL RNW ¢dzeltisi ilave edildi ve
30 saniye boyunca santrifiij edildi. Mini spin kolon, temiz bir santrifiij tiipline tasindi ve
kolona 50 puL Nuclease-Free Water (NFW) eklendi. Kolon, oda sicakliginda 1 dakika
bekletildikten sonra 10.000 G kuvvetinde 1 dakika santrifiij edilerek RNA’nin eliisyonu
gerceklestirildi. Elde edilen RNA, kisa siireli saklama amaciyla -20°C’de, uzun siireli

depolama i¢in ise -80°C’de muhafaza edildi.

3.5.2 Gen Konsantrasyonu ve Saflik Olciimii

RNA izolasyonundan sonra izole edilen RNA'larin yogunlugu (ng/uL) ve saflik orani
(OD260/0D280), Thermo Scientific™ Multiskan™ GO cihaz1 ve Scanlt Software 6.1.1
programi kullanilarak analiz edildi. Olciimlere baslamadan &nce cihazda RNA
ozelliklerine uygun bir hazir protokol etkinlestirildi. Analiz i¢in kullanilan Nanodrop plak
(Thermo Scientific™ pDrop™ Plate, #N12391, ABD) referans (bos) ilizerine 5 pL
Niikleazs1z Su (NFW) eklendi. Daha sonra her bir RNA numunesinden 5 pL alinarak ayni
plaka yiiklendi. Multiskan GO cihazi, belirli dalga boylarindaki 151k absorbansini dl¢erek
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RNA'nin miktarini ve saflik durumunu hesapladi. Bu 6l¢iim, RNA'nin proteini veya diger
safsizliklarla kontamine olup olmamasi igin OD260/0OD280 degerlerine bakilarak saf
RNA clde edildi. Elde edilen sonuglar, RNA'min safliklarinin ve taramalarin

uygunlugunun belirlenmesi amaciyla kaydedildi.

3.5.3 cDNA Sentezi

RNA izolasyonu asamasinin ardindan, FIREScript® RT c¢cDNA Sentez Kiti (Solis
BioDyne) protokolii kullanilarak ¢cDNA sentezine gecildi. 24 ve 48 saatlik hiicre
inkiibasyon siireclerini takiben, her bir RNA 6rnegi i¢in toplam hacmi 20 pL olan
reaksiyon karisimlart hazirlandi. Karisim hazirlanirken kit igerigindeki bilesenler
sirasiyla titizlikle eklendi: 10X RT Reaction Buffer (2 uL), dNTP Mix (0.5 pL), Oligo
(dT) Primer (1 pL), Random Primer (1 pL), RNase Inhibitor (0.5 pL) ve FIREScript
Reverse Transcriptase (1 pL). Daha sonra, her bir tiipe 6rneklere ait RNA ve Nuclease-
Free Water (NFW) eklenerek karigimin hacmi 20 pL’ye tamamlandi. cDNA sentezinde

kullanilan kimyasallarin miktarlar1 Cizelge 3.8 de verilmistir.

Cizelge 3.8 cDNA sentezinde kullanilan kimyasallarin miktarlari

Deney Bileseni Miktar

RNA Spg

Oligo (dT) primer 1 ul

dANTP MIX 0.5l

10x Reaction Buffer 2 ul

Firescript RT 1 ul

RiboGrip RNase inhibitor 0.5 ul

Niikleaz Free Water Toplam hacim 20 pl
Toplam Hacim 20 ul

Reaksiyon tiipleri, RNA’nin ¢cDNA’ya doniistiiriilmesi amaciyla Prime Thermal Cycler
cthazina yerlestirildi. Bu islem sonucunda elde edilen cDNA, gen ekspresyon analizleri
i¢cin -80°C’de azot tankinda saklandi. Siire¢ boyunca, cDNA’nin yiiksek kalitede ve saf
olarak elde edilmesi, gen ifadelerinin dogru sekilde analiz edilmesi agisindan hayati bir

oneme sahip oldugundan, tiim adimlar dikkatle uygulandi.
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3.5.4 qRT-PCR (Ger¢ek Zamanh- PZR)

Favipiravir ve Sorafenib kombinasyonunun HepG2 insan karaciger kanseri hiicre
hattindaki hedef genler (B-ACTIN, BCL2, KASPAZ-3, BAX, TNF-a) ekspresyon
etkisini belirlemek amaciyla kantitatif ger¢cek zamanli PCR analizi gergeklestirildi. Bu
analizde, Bioneer Exicycler™ 96 (Ver.4) Real-Time Quantitative Thermal Block
(Thermo, ABD) cihazi kullanildi. Deneylerde HOT FIREPoI® SolisGreen® qPCR Mix
reaktifi tercih edildi ve her bir gen i¢in tiim deneysel kosullarda iki teknik tekrar yapildi.
Hedef genlerin amplifikasyonuna yonelik reaksiyon karisimi, Cizelge 3.10°de yer alan
konsantrasyonlara ve 6rnek sayilarina gore dikkatlice hazirlandi. Karisim, her bir hedef
gen icin Ozel olarak tasarlanmis primer ciftleri ve HOT FIREPol® SolisGreen® qPCR
Mix igerecek sekilde optimize edildi. Hazirlanan karisimdan her kuyucuga 5 pl eklendi,
ardindan 2 pl cDNA 6rnegi dikkatlice ilave edildi. qRT-PCR ¢aligsmasinda kullanilacak

reaktif bilesenleri Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9 qRT-PCR calismasinda kullanilacak reaktif bilesenleri

Reaktif Bilesen Miktar
Solis Green qPCR Mix 4 ul
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 pl
dH20 13 pl
cDNA 2 ul

Tiim pipetleme islemleri hassasiyetle yapildi ve 24 ile 48 saatlik inkiibasyon siirelerine
gore elde edilen 6rneklerin her biri i¢in ayni protokol uygulandi. qRT-PCR iglemi, her bir
dongii icin onceden belirlenen sicaklik ve siireler dogrultusunda programlandi. Enzim
aktivasyonu, denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalari, protokole uygun sekilde
optimize edilen sicaklik ve zaman araliklarinda gerceklestirildi. Deneyin verimliligini

artirmak amaciyla her bir adim 6zenle planlandi ve uygulandi.
3.6 Protein Ekstraksiyonu

HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve Favipiravir kombinasyonunun uygulanmasini

takiben, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra hiicre toplama
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asamasina gecildi. Inkiibasyonun sona ermesiyle birlikte, benzer dozlar uygulanan
hiicreler dikkatlice falcon tiliplerine aktarildi ve ardindan santrifiijleme islemi
gerceklestirildi. Santrifiij sonucunda elde edilen hiicre siispansiyonlarinin {ist fazi
(slipernatant) 6zenle uzaklastirildi. Kalan hiicre pelletleri, soguk PBS ile iki kez yikanarak
tamamen c¢oktiriildi. Bu yikama basamagi, hiicre dist artik maddelerin  ve
kontaminantlarin ortamdan temizlenmesine yardimci oldu. Tim islemler, protein
yapilarinin zarar gérmemesi i¢in buz ortaminda siirdiiriildii. Yikama tamamlandiktan
sonra, her bir hiicre pelletinin iizerine 200 pl hacminde soguk RIPA tamponu ilave edildi.
Ek olarak, 10 pl proteaz inhibitdr kokteyli de karigima katildi. Bu ¢ozelti pipetaj
yardimtyla homojen hale getirildi ve tiipler 30 dakika boyunca buz igerisinde bekletildi.
Bu inkiibasyon siireci, hiicre icerisindeki proteinlerin etkin bir sekilde ¢6ziilmesini ve
proteolitik yikima ugramadan korunmasimi sagladi. Inkiibasyonun ardindan tiipler, 4
°C’de, 10.000 rpm hizinda 10 dakika siireyle santrifiije edildi. Bu adim sonucunda
tiplerin list kisminda yer alan protein agisindan zengin siipernatant elde edildi.
Stipernatant, santrifiij sonrasi protein yapilarinin bozulmasini engellemek amaciyla tekrar
buz lizerinde tutuldu. Etiketleme islemi tamamlandiktan sonra 6rnekler dnce -20 °C’de,
ardindan uzun stireli saklama i¢in -80 °C’de muhafaza edildi. Boylece, protein izolasyon

stireci basariyla tamamlandi.

Protein konsantrasyonunu belirlemek amactyla Bradford testi kullanildi. Bu kolorimetrik
analiz yontemi, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlerle baglanarak renk
degistirmesi prensibine dayandi. Olusan boya-protein kompleksi, asidik ortamda 595 nm
dalga boyunda maksimum absorbans gosterdi. Renk degisimi, orneklerdeki toplam
protein miktari ile dogru orantili sekilde dl¢iildii (Bradford 1976). Testin giivenilirligi,
boya ile proteinler arasindaki baglanma derecesine bagli olarak degisiklik gosterebildi.
Farkli protein yapilar1 6l¢iim degerlerinde bazi farkliliklara neden olabildi. Genellikle
Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilarak cesitli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler
hazirland1 ve bu ¢ozeltilerle bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bilinmeyen orneklerin
protein miktarlari, bu egri iizerinden hesaplandi (Compton ve Jones 1985). Deneysel
calismalarda, oOncelikle kullanilan tiim malzemelerin ve c¢alisma yiizeylerinin
sterilizasyonu saglandi. Protein standart ¢ozeltileri, Brilliant Blue reaktifi ve 6rnekler,
deney siiresince diislik sicaklikta muhafaza edildi. Bradford reaktifi, distile su ile 1:10

oraninda seyreltilerek kullanima hazir hale getirildi. BSA, farkli hacimlerde (25, 50, 100,
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150, 300 pl) distile su ile karistirilarak standart ¢ozeltiler elde edildi. Kontrol grubu i¢in
900 pl boya ¢ozeltisi ve 100 pl distile su, ependorf tiiplerine eklendikten sonra pipetaj
yapilarak optik cam kiivetlere aktarildi ve absorbans 6l¢iimleri 595 nm dalga boyunda
gergeklestirildi. Ayni prosediir, diger BSA konsantrasyonlari i¢in de uygulandi. Denek
ornekleri icin 900 pl RIPA ¢ozeltisi, 10 pl protein 6rnegi ve 900 ul Brilliant Blue reaktifi
karistirilarak homojen bir ¢ozelti elde edildi. Ardindan bu karigim kiivetlere aktarilip
Jenway 6305 UV/Vis spektrofotometre cihazi kullanilarak absorbans olgiimleri yapildi
ve elde edilen veriler ayrintili sekilde kaydedildi.

3.7 ELISA Analizi

Bu ¢aligmada, HepG?2 hiicre hattinda Sorafenib ve Favipiravir’de Bax, Bel-2, TNF-a ve
Kaspaz-3 protein diizeylerinin kantitatif olarak dl¢lilmesi amaciyla, human BAX ELISA
kiti (Kod: EH0669, 96T, FineTest) kullanilmistir. ELISA y6ntemi, antijen-antikor
etkilesimi esasina dayanmakta olup, yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigii sayesinde protein
analizlerinde yaygin olarak tercih edilmektedir (Crowther 2009). Deneysel islemler
kapsaminda, hiicre kiiltiir siipernatanlarindan elde edilen 6rnekler, bu proteinlere 6zgi
antikorlarla kapli mikrotitre plakalarina aktarilmis ve ELISA protokolii dogrultusunda
isleme alinmistir. Numuneler 6nce inkiibasyona birakilmis, ardindan biotin etiketli
sekonder antikor ve HRP-konjugat (horseradish peroxidase) ilave edilerek renk
reaksiyonu baglatilmistir. TMB substratinin eklenmesiyle olusan renk degisimi,
reaksiyonun siilfiirik asit ile durdurulmasinin ardindan 450 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucu ile Ol¢lilmiistiir. Her protein i¢in olusturulan standart egriler kullanilarak
konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Deneyde kullanilan ¢ozelti ve reaktifler, kit
protokoliine sadik kalinarak 6zenle hazirlanmistir. Yikama tamponu, stok ¢ozeltinin
distile su ile seyreltilmesiyle olusturulmus; standart protein ¢ozeltileri santrifiijlenip seri
diliisyon yontemiyle analizde kullanilacak hale getirilmistir. Biotinli antikor ve HRP-
konjugat ¢dozeltileri, analizden kisa siire 6nce hazirlanmig, her biri 1:99 oraninda
seyreltme ile 1X konsantrasyona getirilmistir. Mikrotitre plakindaki islemler su sirayla
yiriitiilmistir: Her kuyucuga 100 pL standart veya 6rnek numune eklendi. 90 dakika
inkiibasyon yapildi. Yikama adimi uygulandi. 100 pL biotinli antikor eklendi, 60 dakika
inkiibe edildi. Tekrar yikama yapildi. 100 uL. HRP-konjugat eklendi, 30 dakika inkiibe
edildi. Ugiincii yikama uygulandi. 90 uL. TMB substrat eklendi, 1520 dakika renk
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gelisimi beklendi. 50 pL durdurma soliisyonu eklendi ve optik yogunluk ol¢iimleri
gerceklestirildi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak Bax, Bcl-2, Tnf-o ve
Kaspaz-3 protein diizeyleri belirlenmis; kontrol ve ilag uygulanmis gruplar
karsilastirilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve protein diizeylerindeki

degisiklikler optik yogunluk degerleri temel alinarak analiz edilmistir.

3.8 istatiksel Analiz

MTT deneyi sonucunda elde edilen spektrofotometrik veriler ytlizde (%) cinsinden ifade
edilmistir. 1Cso dozunun tespiti i¢in probit analizi yontemi kullanilmigtir. Komet analizi
ile elde edilen veriler, gruplarin ortalamalar1 arasinda karsilagtirma yapilabilmesi
amactyla Duncan testi ile analiz edilmistir (p < 0.05). Gen ekspresyon analizinde, referans

gen olarak B-aktin kullanilmis ve analiz bu gen temel alinarak standartlastirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 MTT Analizi Sonuclar

4.1.1 MTT Yontemi ile Favipiravir’in HepG2 Hiicre Hattinda Sitotoksik Etkileri

Calismamizda HepG2 hiicre hattinda 24. ve 48. saatlerde Favipiravir’in etkin dozunu
belirlemek i¢cin MTT ydntemiyle hiicre yogunlugu belirlendi. Favipiravir hiicrelere 3
farkli konsantrasyonda (100, 500 ve 1000um) uygulandi. MTT analizi, ELISA mikroplak
okuyucusu kullanilarak 540 nm dalga boyunda gergeklestirilmis ve her bir dozun HepG2
hiicrelerinin canlilik orani lizerindeki etkisi belirlendi. Elde edilen verilere dayanarak, 24-
48 saatlik inkiibasyonda ICso degeri 250 uM olarak tespit edilmistir. Hiicre canliligi
sonuglar yiizde (%) olarak ifade edildi. Kontrol grubu %100 canlilik degeri olarak kabul
edilerek, test edilen bilesiklerin hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri bu referansa gore
hesaplandi (Sekil 4.1).

1000 uM

120.00

100.00

80.00

60.00

Canlilik Oranlar1 (%)

40.00

20.00

0.00

Kontrol 100 uM 500 uM
Uygulanan Dozlar(mg/mL)

H24h ®48h

Sekil 4.1 HepG2 hiicreleri iizerinde uygulanan Favipiravir’in farkli dozlarimin 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda canlilik oranina etkisi.
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4.1.2 MTT Yontemi ile Sorafenibin HepG2 Hiicre Hattinda Sitotoksik Etkileri

Calismamizda HepG2 hiicre hattinda 24. Ve 48. Saatlerde Sorafenibin etkin dozunu
belirlemek i¢cin MTT yontemiyle hiicre yogunlugu belirlendi. Sorafenibin hiicrelere 11
farkli konsantrasyonda (1-100pM) uygulandi. MTT analizi, ELISA mikroplak okuyucusu
kullanilarak 540 nm dalga boyunda gergeklestirilmis ve her bir dozun HepG2 hiicrelerinin
canlilik orani tizerindeki etkisi belirlendi. Elde edilen verilere dayanarak, 24-48 saatlik
inkiibasyonda ICso degeri 20 pM olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu %100 canlilik
degeri olarak kabul edilerek, test edilen bilesiklerin hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri bu

referansa gore hesaplandi (Sekil 4.2).
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H24h 100.00 93.25 100.06 80.68 66.54 60.21 59.48 42.15 16.03 10.83 10.66 9.28
M48h 100.00 101.93 96.26  73.94 50.73 40.15 29.22 21.05 847 722 7.67 7.69

Uygulanan Dozlar(mg/mL)
H24h ®48h

Sekil 4.2 HepG2 hiicreleri iizerinde uygulanan Sorafenib’in farkli dozlarmin (1-100 uM) ve
kontrol grubunun 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda canlilik oranlar1 (%).

Calismamizda, HepG2 hiicre hattinda 24. ve 48. saatlerde hem Sorafenib hem de
Favipiravir’in etkin dozlarmi belirlemek amaciyla MTT yontemi kullanarak hiicre
canlilig1 degerlendirildi. Sorafenib hiicrelere 1 pM ile 100 uM arasinda degisen 11 farkli
konsantrasyonda, Favipiravir ise 100, 500 ve 1000 puM olmak iizere tii¢ farkh
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konsantrasyonda uygulandi. Her iki ila¢ i¢in de uygulamalarin ardindan 24. ve 48.
saatlerde MTT analizini gerceklestirildi ve absorbans degerlerini ELISA mikroplak
okuyucusu ile 540 nm dalga boyunda olgiildii. Elde ettigimiz hiicre canliligi sonuglari
yiizde (%) olarak ifade edildi; kontrol grubunu %100 canlilik degeri olarak kabul ederek,
test edilen bilesiklerin hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri bu referansa gore hesaplandi.
Her iki ilacin da tek basina uygulandigi deneylerde 1Cso degerleri belirlendi. Favipiravir
ICso degeri 250 uM, Sorafenib ICso degeri 20 uM olup ve bu degerleri sabit kabul ederek
ilag  kombinasyonlar1 olusturuldu; kombinasyon seklinde gergeklestirdigimiz MTT

analizlerinde ve diger tiim deney asamalarda bu 1Cso degerleri temel alindi.

4.2 Genotoksisite Bulgular:

Favipiravir ve Sorafenib’in HepG2 hiicre hattinda belirlenen konsantrasyonlarda DNA
hasar1 diizeyleri 24. ve 48. saatlerde Komet yontemi ile belirlendi. Her bir doz
konsantrasyonu i¢in, preparatlar lizerinde toplamda 100 hiicre floresan mikroskop

kullanilarak sayilmistir (¢izelge 4.1).

Cizelge 4.1 HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve Favipiravir kombinasyonunun Komet yontemi
ile DNA hasarinin diizeyleri.

DNA Hasarn (Arbitrary Unit)

Uygulama Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma
24 saat 48 saat
Kontrol 3.67+1,15% 4.33+1,15°
Poritif Kontrol 49.55+7.87 50.44+8.62¢
Sor20 20.33+2,52° 25.33+4,16°
Fav250 10.33+2,08° 15.67+2,08°
Sor20 + Fav250 23.67+1,53° 32.00+4¢

* Farkli siitunlardaki farkli sekilde belirtilen harfler p<0,05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi).
* Sor:Sorafenib; Fav:Favipiravir , pozitif kontrol: cisplatin.

Hep(G2 hiicre hatti lizerine uygulanan ilag, ilag-ila¢ dozlarinin yarattig1 en yliksek DNA
hasar1 degeri Sor20+Fav250 kombinasyon grubunda (32.00+4%), en diisiik DNA hasari
ise Fav250 dozunda goriildii. 24. saatteki DNA hasar seviyeleri: kontrol grubunda
3.67+1.15% Sor20 dozunda 20.33+2.52° Fav250 dozunda 10.33+2.08%; kombinasyon
grubunda ise 23.67+1.53° bulundu. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise DNA hasar
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seviyelerindeki artig istatiksel olarak anlamlidir. 48. saatteki DNA hasar seviyeleri:
kontrol grubunda 4.33+1.15% Sor20 dozunda 25.33+4.16° Fav250 dozunda 15.67+2.08°;
kombinasyon grubunda ise 32.00+4¢ bulundu. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise

DNA hasar seviyelerindeki artis istatiksel olarak anlamlidir.

4.3 Gen ifade Diizeyi Bulgular

Calismamizda, HepG2 hiicre hattinda ICso degerleri belirlenmis olan Favipiravir ve
Sorafenib'in tek basina ve kombine doz uygulamalar1 gerceklestirildi. Uygulamalarin
ardindan hiicreler 1 giin siireyle etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
izole edilen RNA'lar kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri ile
qRT-PCR analizleri gergeklestirildi ve doz uygulamalarinin BAX, BCL-2, KASPAZ-3
ve TNF-a gibi hedef genlerin ekspresyon diizeyleri {izerindeki etkileri incelendi. qRT-
PCR analizlerinden 24 ve 48 saatleri sonucunda elde edilen Ct degerleri dogrultusunda,
kontrol grubu ve doz uygulamasi yapilan gruplar i¢in ¢ift tekrarli analizler yapildi. Gen
ekspresyon analizlerinde referans gen olarak B-ACTIN housekeeping geni kullanildi. 24
ve 48 saatlik uygulama siireleri g6z oniinde bulunduruldugunda, Favipiravir’in gen
ekspresyonu lizerindeki etkisi, 6zellikle 48 saatin sonunda daha belirgin hale gelmistir.
24 saatlik siire zarfinda BAX, KASPAZ-3 ve BCL-2 gen ekspresyonlarindaki
degisiklikler, Favipiravir’in apoptotik siiregleri baslattigin1 ancak etkisinin daha smirh
oldugunu gostermektedir. Ancak, 48 saatlik siire sonrasinda Favipiravir, BAX VE
KASPAZ-3 genlerinde 6nemli artiglar saglarken, BCL-2 gen ekspresyonunda belirgin bir
azalma meydana gelmistir, bu da ilacin hiicre oliimiinii tesvik ettigini ve apoptoz
stireglerini aktive ettigini diislindiirmektedir. TNF-a genindeki artis, Favipiravir’in
inflamatuar yanitlar1 da etkileyebilecegini gostermektedir. Kombinasyon uygulamasi ise
48 saatin sonunda daha 1liml etkiler gostermistir; 6zellikle BAX ve KASPAZ-3 gen
ekspresyonlarinda daha az artis ve BCL-2 ekspresyonunda daha az azalma
gbozlemlenmistir. Bu durum, Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte uygulandiginda,
Favipiravir’in tek basina uygulandigr kadar giiclii bir apoptotik yanit yaratmadigini,
kombinasyonun bazi mekanizmalar1 dengeledigini diisiindliirmektedir. 24 saatlik
uygulamada daha smirli degisiklikler gozlenirken, 48 saat sonunda Favipiravir ve

kombinasyonun apoptotik ve inflamatuar yanitlar1 daha belirgin hale gelmistir

42



N
o
|

>k

- |
Q

o 1.5 -1
s

Y

> 1.0

Ll

o

S 0.5

O

o

O
o
|

Sekil 4.3. HepG2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 24 saat
sonra Bax gen ekspresyon degisimi.

HepG2 hiicre hattinda gergeklestirilen qRT-PCR analizleri sonucunda, BAX geninin
mRNA diizeyindeki ekspresyonunda tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar tespit edilmistir. Sorafenib, Favipiravir ve Sorafenib + Favipiravir uygulamalari
24 saat siireyle uygulanmis ve ardindan elde edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar
kullanilarak Bax gen ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Favipiravir
uygulamasinin, Sorafenib grubuna kiyasla BAX gen ekspresyonunu anlamhi diizeyde
artirdigr belirlenmistir (p<0.05). Kombinasyon grubunda (Sorafenib + Favipiravir) da
ekspresyon diizeyinde artis gozlenmis olmakla birlikte, bu artis Favipiravir’in tek basina
olusturdugu artistan daha diisiik diizeyde kalmistir. Elde edilen bu bulgular
dogrultusunda, Favipiravir’in BAX genini upregiile ederek apoptoz mekanizmasin
aktive edebilecegi; ancak Sorafenib ile birlikte uygulandiginda bu etkinin kismen azaldig1
ve kombinasyonun olasi bir antagonistik etki yaratabilecegi diigiiniilmektedir. Bu durum,
ilaglarin birlikte kullaniminda dikkatli olunmas1 gerektigini ve etkilesimlerinin hiicresel

diizeyde farkli biyolojik yanitlar dogurabilecegini gostermektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. HepG2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 48 saat
sonra Bax gen ekspresyon degigimi.

48 saatlik uygulamalar sonrasinda Bax gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemiyle
degerlendirildi. Elde edilen veriler dogrultusunda, Favipiravir grubunda BAX gen
ekspresyonunun anlamli diizeyde arttig1 belirlendi (p<<0.01). Bu artisin, hem Sorafenib
grubuna hem de Sorafenib ve Favipiravir kombinasyon grubuna kiyasla daha yiiksek

diizeyde gerceklestigi tespit edildi.

Kombinasyon grubunda, BAX gen ekspresyonunun Favipiravir grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml1 diizeyde azaldig1 gozlemlendi (p<0.05). Sorafenib grubunda ise Bax gen
ekspresyon seviyesinin diisiik diizeyde seyrettigi ve gruplar arasinda anlamli bir fark
olusturmadig1 saptandi. Bu bulgular dogrultusunda, Favipiravir’in tek basina
uygulandiginda BAX gen ekspresyonunu 6nemli dlgiide arttirdigi, dolayisiyla apoptozu
tetikleyici bir etki olusturdugu sonucuna varildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. HepG2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 24 saat
sonra BCL-2 gen ekspresyon degisimi.

BCL-2 gen ekspresyon diizeyl, 24 saatlik uygulamalar sonrasinda RT-PCR ydntemiyle
degerlendirildi. Bulgulara gore, en yiiksek ekspresyon diizeyi Sorafenib uygulanan grupta
gbozlemlendi ve bu artig istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.0001). Bu durum,
Sorafenib’in anti-apoptotik yanit1 artirdigmi diistindiirdii. Favipiravir uygulamasiyla
birlikte BCL-2 diizeylerinde anlamli bir azalma meydana geldi (p<0.0001). Bu azalma,
Favipiravir’in apoptotik siireci destekledigini gosterdi. Ayni sekilde, Sorafenib ve
Favipiravir birlikte uygulandiginda da BCL-2 ekspresyonunun azaldigi ve sadece
Sorafenib grubuna gore anlamli farklilik gosterdigi tespit edildi (p<0.001). Kombinasyon
grubundaki bu azalma, Favipiravir’in etkisinin baskin oldugunu diisiindiirdii. Elde edilen
veriler 24 saatlik siirede Favipiravir’in BCL-2 gen ekspresyonunu azaltarak apoptozu

tesvik ettigini, Sorafenib’in ise bu siireci baskiladigini ortaya koydu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. HepG2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 48 saat
sonra BCL-2 gen ekspresyon degisimi.

BCL-2 gen ekspresyon diizeyinde; Sorafenib (p<0.0001), Favipiravir (p=0.0013) ve
Sorafenib/Favipiravir kombinasyonunun (p=0.0024) 48 saatlik uygulamasi sonrasinda,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir.
Sorafenib uygulamasinin BCL-2 gen ekspresyonunu anlamli derecede downregiile ettigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, Favipiravir uygulamasinin da BCL-2 ekspresyon
diizeyini belirgin sekilde disiirdiigli saptanmistir. Kombine tedavi grubunda ise,
Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte uygulanmasinin BCL-2 ekspresyon diizeyini, tek
basina uygulanan Sorafenib’e kiyasla daha diisiik diizeyde bastirmadigi, ancak
Favipiravir uygulamasina kiyasla daha yiiksek downregiilasyon sagladig1 goriilmiistiir.
Elde edilen bu veriler dogrultusunda, Sorafenib ve Favipiravir’in kombinasyon halinde
uygulanmasinin BCL-2 ekspresyonu {izerindeki etkilesimlerinin antagonistik 6zellik
gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Bu bulgu, apoptozun negatif diizenleyicilerinden biri
olan BCL-2’nin baskilanmasinda, Sorafenib’in Favipiravir’e kiyasla daha baskin ve etkili

bir role sahip olabilecegini de ortaya koymaktadir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7. HepG2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 24 saat
sonra KASPAZ-3 gen ekspresyon degisimi.

HepG2 hiicre hattinda KASPAZ-3 gen ekspresyon diizeyinde, Sorafenib, Favipiravir ve
Sorafenib/Favipiravir kombinasyonunun 24 saatlik uygulamasi sonucunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir. Yapilan analizler
neticesinde, Favipiravir uygulamasinin KASPAZ-3 gen ekspresyonunu Sorafenib
uygulamasina kiyasla daha yiiksek diizeyde artirdigi belirlenmistir. Bununla birlikte
Sorafenib ve Favipiravir’in kombinasyon halinde uygulanmasi, tek basina Favipiravir
uygulamasina kiyasla KASPAZ-3 ekspresyon diizeyinde daha diisiik bir artisa neden
olmustur. Bu bulgular, Sorafenib ve Favipiravir’in apoptotik yolaktaki etkilerinin
kombinasyon halinde uygulandiginda olas1 bir antagonistik etkilesim gdsterebilecegini
diistindiirmektedir. Dolayistyla, bu kombinasyonun apoptoz mekanizmasini aktive etme
potansiyelinin sinirli olabilecegi ve tedavi stratejilerinde dikkatle degerlendirilmesi

gerektigi ileri siiriilebilir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. HepG2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 48 saat
sonra KASPAZ-3 gen ekspresyon degisimi.

HepG2 hiicre hattinda KASPAZ-3 gen ekspresyon diizeyinde, Sorafenib (p<0.0001),
Favipiravir (p<0.0001) ve Sorafenib/Favipiravir kombinasyonunun (p<0.0001) 48 saatlik
uygulamasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlemlenmistir. Favipiravir uygulamasinin, Sorafenib uygulamasina kiyasla KASPAZ-
3 gen ekspresyonunu ¢ok daha yiiksek diizeyde upregiile ettigi tespit edilmistir. Kombine
tedavi grubunda ise, Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte uygulanmasinin, Favipiravir’in
tek basina sagladig yiiksek ekspresyon seviyesini diisiirdiigii ve Sorafenib uygulamasina
yakin bir diizeyde ekspresyon sagladigi belirlenmistir. Bu sonuglar, Favipiravir’in
apoptotik yanit1 belirgin sekilde tetikledigini, ancak kombinasyon tedavisinin bu etkiyi
baskiladigini ve iki ilacin birlikte kullaniminin antagonistik etkilesim gosterebilecegini

desteklemektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9. HepG?2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 24 saat
sonra TNF-a gen ekspresyon degisimi.

HepG2 hiicre hattinda TNF-a gen ekspresyonu diizeyinde Sorafenib (p<0.01), Favipiravir
(p<0.05) ve Sorafenib/Favipiravir etken maddelerinin 24 saatlik uygulamasi sonucu
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Sorafenib uygulamasi tek
basina uygulandiginda 24 saatte Favipiravir dozu uygulamasina kiyasla daha diistik
diizeyde ekspresyon seviyesi gostermistir. Kombinasyon grubu calismasina kiyasla ise
daha diisiik diizeyde ekspresyon artis1 sagladigi gézlenmistir. Favipiravir uygulamasinin
TNF-o gen ekspresyonunu anlamli derecede upregiile ettigi, Sorafenib/Favipiravir
kombinasyonunun ise tekli uygulamalara kiyasla daha diisiik diizeyde ekspresyon artist
sagladig1 gozlenmistir. Bu durum, kombinasyon uygulamasinin antagonistik bir etki
gosterebilecegini diislindiirmektedir. Bu bulgu, inflamatuar yanitin diizenlenmesinde
Favipiravir’in tek basina daha giiclii bir etki olusturabildigini, ancak Sorafenib ile birlikte

uygulandiginda bu etkinin baskilanabilecegini ortaya koymaktadir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. HepG?2 hiicre hattina Sorafenib, Favipiravir ve Sor+Fav doz uygulanmasindan 48 saat
sonra TNF-a gen ekspresyon degisimi.

48 saatlik uygulamada ise TNF-a gen diizeylerinde artis egilimi devam etse de, bu farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu, tedavi siiresinin uzamasiyla birlikte
hiicrelerin tedaviye karsi bir adaptasyon gelistirmis olabilecegini ya da ilk 24 saatte
gozlenen inflamatuar yanitin zamanla azaldigim diisiindiirmektedir. Ozellikle
kombinasyon grubunda gozlenen yiiksek ancak anlamsiz artis, ge¢c donem etkiler
acisindan dikkatle degerlendirilmelidir. Sonug olarak, TNF-a gen ekspresyonu agisindan
Favipiravir’in giiglii bir uyaric1 etkisi oldugu, ancak bu etkinin Sorafenib ile birlikte
verildiginde baskilandig1 anlasilmaktadir. Bu c¢alismada, 6zellikle kombinasyon
tedavisinin hiicreler {izerinde daha belirgin bir diizeyde yanit olusturdugunu ortaya
koymaktadir. Bu artig, apoptoza veya inflamasyona aracilik eden bir gen olan TNF-o’nin
ekspresyonunun kombinasyon tedavisinin hiicre Olimiinii tetikleyici etkisini
desteklemektedir. Ancak bu etkinin tekli uygulamalara kiyasla daha diisiik seviyede
gerceklesmesi, kombinasyon tedavisinin bazi gen ekspresyon diizeylerinde sinirlayici

veya modiilator bir rol oynayabilecegine isaret etmektedir (Sekil 4.10).
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4.4 Protein Diizeyi Bulgular:

Calismamizda, HepG2 hiicre hattinda ICso degerleri belirlenmis olan Favipiravir ve
Sorafenib'in tek basina ve kombine doz uygulamalar1 gergeklestirildi. Uygulamalarin
ardindan hiicreler 1 giin siireyle etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
izole edilen proteinler kullanilarak ELISA analizi ile Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Tnf-a

protein ekspresyon diizeyleri analiz edildi.
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Sekil 4.11. HepG?2 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu Bax protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore degisiminin gosterimi.

HepG2 hiicre hattinda Bax protein diizeyinde Sorafenib (p<0.0001), Favipiravir
(p=0.0002) ve Sorafenib/Favipiravir (p=0.0028) etken maddelerinin 24 saat uygulamasi
sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Sorafenib ve
Favipiravir uygulamasinin Bax protein ekspresyonunu upregiile ettigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte Sorafenib/Favipiravir etken maddelerinin kombine uygulanmasi Bax

protein ekspresyonunu daha az diizeyde upregiile etmistir. (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik doz uygulama sonucu Bax protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore degisiminin gosterimi.

HepG2 hiicre hattinda Bax protein diizeyinde Sorafenib (p<0.0001), Favipiravir
(p=0.0002) ve Sorafenib/Favipiravir (p=0.0028) etken maddelerinin 48 saatlik
uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gozlemlenmistir. Sorafenib ve Favipiravir tedavilerinin her biri, Bax protein
ekspresyonunu anlamli derecede artirarak upregiilasyon saglamistir. Ancak bu iki ilag
birlikte uygulandiginda, Bax protein diizeyinde diisiis gézlemlenmis ve bu kombinasyon,
her iki ilacin tek basina olusturdugu etkiye kiyasla daha diisiik bir ekspresyon diizeyi ile
sonuglanmistir. Bu durum, Sorafenib ve Favipiravir'in kombinasyonunun antagonistik bir
etkilesim yarattigin1 ve birlikte kullanimin, Bax protein ekspresyonunu baskilayict bir
etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Dolayisiyla, apoptozun 6nemli bir diizenleyicisi

olan Bax proteininin baskilayici bir etki olusturdugunu diistindiirmektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13. HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu Bcl-2 protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore degisiminin gosterimi.

HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik uygulama sonucunda, Bcl-2 protein diizeyinde
Sorafenib, Favipiravir ve Sorafenib/Favipiravir gruplarinda kontrol grubuna gére azalma
gozlemlenmistir. Sorafenib ilac1t Bcl-2 diizeyini diisiiriirken, Favipiravir tek basina
uygulandiginda daha az etkili olmustur. Sorafenib ve Favipiravir'in birlikte uygulanmasi
ise Bcl-2 diizeyinde en belirgin diisiisii saglamis, bu da kombinasyon tedavisinin anti-
apoptotik Bcl-2 proteinini baskilayict etkisini gostermektedir Bu ¢alisma, kombinasyon
tedavisinin 24 saatlik siirede Bcl-2 lizerinden antogonistik bir sekilde etki gdsterdigine
isaret etmektedir. Bcl-2 proteininin apoptozun negatif diizenleyicisi oldugu géz 6niinde
bulunduruldugunda, bu diisiis hiicre 6liimii siireclerinin aktivasyonu agisindan 6nemli
olabilir. Dolayisiyla, Sorafenib/Favipiravir kombinasyonunun 24 saat sonunda Bcl-2

proteinini baskilayarak apoptozu tesvik ettigi sonucuna varilabilir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.14. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik doz uygulama sonucu Bcl-2 protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore degisiminin gosterimi.

48 saatlik uygulama sonucunda HepG2 hiicre hattinda Bcl-2 protein diizeyinde anlaml
degisiklikler gozlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla Sorafenib uygulamasi Bcl-2
ekspresyonunu azaltmis olup bu da ilacin anti-apoptotik mekanizmalar1 baskiladigin
gostermektedir. Favipiravir tedavisi ise 24 saatlik verilere gore daha belirgin bir etki
gostermis ve Bcel-2 diizeyini daha fazla arttirmistir. Bu durum, Favipiravir’in etkisinin
zamanla artabilecegini ve 48 saat sonunda Bcl-2 tizerinden daha gii¢lii bir pro-apoptotik
etki olusturabilecegini diislindiirmektedir. Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte
uygulanmasi ise Bcl-2 protein diizeyini orta seviyede artmistir ve tek basina uygulanan
Favipiravir’e gore daha giiclii bir baskilayici etki olusturmustur. Bu bulgu, kombinasyon
tedavisinin 48 saatlik siirede Bcl-2 iizerinden sinerjik bir sekilde etki gosterdigine isaret
etmektedir. Bcl-2 proteininin apoptozun negatif diizenleyicisi oldugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda, bu diisiis hiicre 6liimii siireclerinin aktivasyonu agisindan 6nemli
olabilir. Dolayisiyla, Sorafenib/Favipiravir kombinasyonunun 48 saat sonunda anti-
apoptotik Bcl-2 proteinini giiclii sekilde baskilayarak apoptozu tesvik ettigi sonucuna
varilabilir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15. HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu Kaspas-3 protein diizeylerinin kontrol
grubuna gore degisiminin gosterimi.

HepG2 hiicre hattinda Kaspaz-3 protein diizeyi incelendiginde, Sorafenib, Favipiravir ve
bu iki etken maddenin kombinasyonunun 24 saatlik uygulamasi sonucunda anlamh
diizeyde degisiklikler gdzlemlenmistir. Sorafenib ve Favipiravir’in tek baslarina
uygulanmasi, Kaspaz-3 protein ekspresyonunu anlamli sekilde artirmis, bu durum
upregiilasyon olarak degerlendirilmistir. Sorafenib uygulamasindaki gen ekspresyon
artis1 Favipiravir ilact uygulamasina kiyasla daha yiiksek diizeyde ekspresyon gosterdigi
gozlemlenmistir. Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte uygulanmasi durumunda, bu artisin
tekli tedavilere kiyasla Kaspaz-3 diizeyini daha az upregiile ettigi belirlenmistir. Benzer
sekilde, Kaspaz-3 protein diizeyi ilizerindeki etkiler de zamanla degiskenlik gdostermistir.
24 saatlik uygulama sonucunda, iki ilacin birlikte kullanimimnin 24 saatlik siirede
antagonistik bir etki olusturdugunu gdstermistir. Bu nedenle, kombinasyon tedavisinin
apoptoz mekanizmasini destekleyici etkisinin, tekli tedavilere kiyasla daha siirli kaldig:

sOylenebilir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik doz uygulama sonucu Kaspas-3 protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore degisiminin gosterimi.

48 saatlik uygulama sonucunda ise bu durumun degistigi goriilmektedir. Sorafenib ve
Favipiravir’in kombinasyonu hem tekli tedavilere hem de kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek Kaspaz-3 protein diizeyi olusturmus ve bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu durum, iki etken maddenin birlikte kullaniminin zamanla etkisini
artirdiin1 ve 48 saatlik siirede sinerjik bir etki gosterebildigini diisiindiirmektedir.
Kaspaz-3 protein diizeyi lizerindeki etkiler de zamanla degiskenlik goéstermistir. 24
saatlik uygulama sonucunda, Sorafenib ve Favipiravir tedavileri Kaspaz-3 ekspresyonunu
artirmigken, kombinasyon tedavisi bu artis1 baskilamis ve daha diisiik diizeyde Kaspaz-3
ekspresyonuna neden olmustur. Bu da, tipki Bax proteininde oldugu gibi, kisa vadede
antagonistik bir etkiyi diisiindiirmektedir. Ancak 48 saatlik uygulama sonrasinda Kaspaz-
3 protein diizeyinin en yiiksek sekilde Sorafenib/Favipiravir kombinasyonunda ortaya
ciktig1 gozlenmis ve bu artis hem Sorafenib hem de Favipiravir’e gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bu sonuglar, iki ilacin birlikte uygulandiginda zamanla etkilerini
pekistirdigini ve apoptotik belirtecler iizerinde daha giiclii bir yanit olusturdugunu ortaya
koymaktadir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17. HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu Tnf-o protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore degisiminin gosterimi.

HepG2 hiicrelerinde yapilan uygulamalar sonucunda Sorafenib, Favipiravir ve bu iki
ilacin kombinasyonu, Tnf-a diizeyinde istatiksel diizeyde anlamli degisiklikler meydana
getirmistir. Grafikte, kontrol grubunda Tnf-a protein diizeyinin en yiiksek seviyede
oldugu gozlemlenmistir. Sorafenib ilacinin tek basina uygulanmasiyla protein ekspresyon
seviyesi onemli 0l¢liide downregiile oldugu goriilmektedir. Favipiravir ilacinin tek basina
uygulanmasiyla bu Tnf-a protein diizeyinin énemli dl¢lide azaltip downregiile oldugu
goriilmektedir. Ozellikle favipiravir ve Sorafenib ilacinmn birlikte uygulanmasi, Tnf-o,
diizeyinde c¢ok daha belirgin bir diisiise yol agmis ve en diisiik seviyeye ulagmistir.
Dolayisiyla, Sorafenib ve Favipiravir’in kombine uygulanmasiin Tnf-a protein diizeyi
tizerinde antagonistik bir etki yarattigi diistinlilmektedir. Bu veriler dogrultusunda,
Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte kullaniminin terapdtik potansiyelinin yiiksek oldugu

sOylenebilir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik doz uygulama sonucu TNF-a protein diizeylerinin
kontrol grubuna gore degisiminin gosterimi.

HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik uygulama sonucunda Tnf-a protein diizeyinde anlamli
degisiklikler go6zlemlenmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, Favipiravir
uygulamasi Tnf-a diizeyini belirgin sekilde artirmistir. Buna karsin, Favipiravir ile
birlikte uygulanan Sorafenib kombinasyonu, Favipiravir’in tek bagina olusturdugu Tnf-a
artisin1 anlamlh diizeyde diigiirmiistiir (p<0.05). Sorafenib'in tek basina uygulandigi
grupta ise Tnf-a diizeyi kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur. Bu bulgular,
Favipiravir’in  Tnf-a ekspresyonunu upregiile ettigini, ancak Sorafenib ile
kombinlendiginde bu etkinin azaldigim1 gostermektedir. Dolayisiyla, Sorafenib ve
Favipiravir’in kombine uygulanmasinin Tnf-a protein diizeyi lizerinde antagonistik bir

etki yarattig1 diistiniilmektedir (Sekil 4.18).
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, Favipiravir ve Sorafenib’in HepG2 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik
etkileri MTT analizi ile degerlendirilmis ve her iki ilacin da hiicre canliligini doz bagiml
olarak azalttig1 gozlemlenmistir. Yapilan deneylerde, Favipiravir i¢in ICso degeri 250 uM,
Sorafenib i¢in ise 20 uM olarak belirlenmistir. Elde edilen bu degerler, daha once
yapilmis benzer ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Ornegin, Cetin (2020) nin yaptig
bir ¢alismada, Favipiravir’in ¢esitli kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etki gosterdigi,
ozellikle 250-500 uM araliginda belirgin hiicre Sliimiine neden oldugu bildirilmistir.
Benzer sekilde Karaoglu (2019) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, Sorafenib’in
HepG2 hiicrelerinde 10-30 uM araliginda sitotoksisite olusturdugu ve 1Cso degerinin 20
uM civarinda oldugu rapor edilmistir. Uluslararas: literatiirde de benzer bulgular
mevcuttur; Wang vd. (2012) galigmalarinda, Sorafenib’in HepG2 hiicrelerinde giiclii
antiproliferatif etki gdsterdigi ve ICso degerinin 15-22 puM araliginda oldugunu
bildirmistir. Ayrica, Favipiravir’in sitotoksik etkileri konusunda yapilan ¢aligmalarda
Girlek (2021), ilacin tek basina sinirli apoptotik aktivite gosterdigi, ancak diger
kemoterapoétik ajanlarla birlikte uygulandiginda bu etkinin arttigi gézlemlenmistir. Bu
baglamda, ¢alismamizda elde edilen ICso degerlerine dayanarak secilen dozlarla yapilan
kombinasyon uygulamalari, her iki ajanin birlikte kullaniminin sinerjik ya da katkilayic
etki potansiyelini degerlendirme acisindan 6nemli bir temel olusturmustur. Sonug olarak
hem ulusal tezler hem de uluslararasi ¢alismalar 15181inda degerlendirdigimizde, bu
caligmada belirlenen ICso degerlerinin literatiirle uyumlu oldugu ve dogru doz
araliklarmin tercih edildigi sdylenebilir. Bu da, ilerleyen deney asamalarinda elde
edilecek molekiiler ve biyokimyasal verilerin giivenilirligi a¢isindan 6nemli bir dayanak

olusturmaktadir.

Komet ¢alismamizda ise HSK model hiicresi olan HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve
Favipiravir'in hem tekil hem de kombinasyon halinde uygulanmasinin DNA hasar1
tizerine etkileri, Komet Analizi yontemiyle 24 ve 48 saatlik siirelerde degerlendirilmistir.
DNA hasar diizeyleri, “Arbitrary Unit (AU)” cinsinden sayisal olarak belirlenmis ve
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar ortaya koyulmustur. Bulgular, 6zellikle Sorafenib
ve Favipiravir kombinasyonunun, her iki zaman diliminde de tekil uygulamalara gore

daha yiiksek DNA hasarina yol a¢tigini1 gostermektedir.
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24 saatlik sonuglara gore, Sorafenib tek basina uygulandiginda DNA hasar diizeyi
20.33+2.52 AU ile 6nemli bir artig gdstermistir. Favipiravir ise, 10.33+2.08 AU degeriyle
daha diisiik bir DNA hasar1 olusturmus, fakat kontrol grubuna kiyasla bu artis da
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. En yiiksek DNA hasar1 ise Sorafenib +
Favipiravir kombinasyon grubunda (23.67+1.53 AU) tespit edilmistir. Bu durum,
Favipiravir’in tek basina uygulandiginda diisiik diizeyde DNA hasarina neden oldugunu,
ancak Sorafenib ile birlikte uygulandiginda sinerjistik ya da en azindan aditif bir etkide
bulundugunu diisiindiirmektedir. Bu sonuglar, literatiirde yer alan benzer ¢alismalarla
uyumludur. Ornegin, Abdelrahman vd. (2021), Sorafenib’in HepG2 hiicrelerinde ROS
artist yoluyla ciddi DNA hasarina neden oldugunu ve bu hasarin doz ve siireye bagl
olarak arttigini raporlamistir. 48 saatlik uygulamada, DNA hasar diizeyleri tiim gruplarda
artmis olup, bu artigin en belirgin oldugu grup 32.00+4 AU ile yine kombinasyon grubu
olmustur. Bu sonug, zaman bagimli olarak hiicre i¢i oksidatif stresin ve apoptozun
arttigint ve dolayisiyla DNA’ya verilen zararin da birikerek ¢ogaldigini géstermektedir.
Ozellikle Favipiravir'in 48 saatlik uygulamasinda (15.67+2.08 AU) gozlenen DNA
hasarindaki artis, bu ajanla ilgili daha 6nceki bazi ¢aligmalarla paralellik gostermektedir.
Literatiirde Favipiravir’in viral RNA polimeraz inhibitorii olmasinin yaninda, hiicre
metabolizmasina dolayli olarak etki ederek oksidatif stresi artirabilecegi ve bu yolla

DNAya zarar verebilecegi belirtilmistir (Smee vd. 2009, Giirbiiz ve Celik 2022).

Yilmaz (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Sorafenib’in HepG2 hiicrelerinde doza
ve siireye bagli DNA hasarimi artirdi§i ve bu hasarin mitokondriyal disfonksiyon ile
iligkili oldugu belirtilmistir. Ayrica ayn1 c¢alismada, antioksidan savunma sisteminin
¢okmesiyle birlikte DNA tamir mekanizmalarinin da baskilandigina dikkat ¢ekilmistir.
Bizim c¢alismamizda da 48 saat sonunda en yiliksek hasarin kombinasyon grubunda

olusmasi, bu mekanizmalara isaret edebilir.

Sorafenib’in bir tirozin kinaz inhibitdrii olarak 6zellikle RAF/MEK/ERK yolunu inhibe
ederek hiicre proliferasyonunu engelledigi ve apoptoz mekanizmalarini devreye soktugu
bilinmektedir (Llovet vd. 2008). Favipiravir ise esas olarak antiviral etkinligiyle bilinse
de, bazi ¢alismalar hiicre metabolizmasi ve genetik stabilite tizerinde beklenmedik etkiler
gosterebilecegini ortaya koymustur (Madurga vd. 2021). Bu nedenle, kombinasyon

uygulamalarinda toksikolojik degerlendirme biiyiik 6nem arz etmektedir.
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Bu bulgular 15181nda, Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte kullanimi, HSK tedavisinde
potansiyel bir etkilesim gostermekte ve DNA hasari iizerinden gii¢clii apoptotik sinyalleri
tetikleyebilmektedir. Ancak bu etkinin klinik kullanimda giivenlik profilini
zorlayabilecek toksikolojik sonuglar dogurabilecegi de unutulmamalidir. Bu nedenle, bu
kombinasyonun daha kapsamli in vivo ¢alismalarla degerlendirilmesi ve 6zellikle DNA
tamir mekanizmalari, oksidatif stres belirtegleri ve mitokondriyal fonksiyonlar lizerinden

incelenmesi Onerilmektedir.

gRT-PCR c¢alismamizda, hepatoseliiler karsinom model hiicre hatt1 olan HepG?2 {izerine
uygulanan Sorafenib ve Favipiravirin tek basma ve kombinasyon seklinde
uygulanmasiin gen ekspresyon diizeyleri lizerindeki etkileri qRT-PCR yontemiyle
degerlendirildi. BAX, BCL-2, KASPAZ-3 ve TNF-a genlerinin ekspresyon
diizeylerindeki degisim, apoptotik ve inflamatuar siiregler baglaminda yorumlandi. Elde
edilen bulgular, bu ilaglarin 6zellikle apoptotik yolaklara etkisi konusunda carpict
sonuclar ortaya koymustur. Apoptoz gostergesi olan BAX geninin 24 ve 48 saatlik
uygulamalar sonucunda Favipiravir ile anlamli sekilde arttig1 ve bu artigin Sorafenib ile
kombine edildiginde baskilandig1 gozlemlenmistir. Bu bulgu, Favipiravir’in apoptotik
stireci aktif olarak uyardigini, ancak Sorafenib ile kombinasyonunda bu etkinin azaldigin1
gostermektedir. Bu sonug, Gilizel (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismayla uyumludur.
Benzer sekilde, Zhang vd. (2020) tarafindan Sorafenib iizerine yapilan bir ¢alismada ise,
bu ajanin baz1 apoptotik genleri baskilayarak diren¢c mekanizmalar: gelistirebilecegi ifade
edilmistir. Bizim ¢alismamizda da, kombinasyon grubunda BAX ekspresyonunun
diismesi, Sorafenib’in Favipiravir’in pro-apoptotik etkisini antagonize ettigini

diistindiirmektedir.

Anti-apoptotik bir belirte¢ olan BCL-2 gen ekspresyon diizeylerinin 6zellikle 24 saatlik
stirecte Sorafenib grubunda anlamli sekilde arttig1 ve Favipiravir uygulamasinda ise
baskilandig1 gézlemlenmistir. Bu durum, Favipiravir’in apoptotik siireci destekledigini,
Sorafenib’in ise aksine anti-apoptotik bir yanit olusturdugunu diisiindiirmektedir.
Sorafenib’in tek basina uygulandig1 bazi caligmalarda, ilaca kars1 gelisen direngle birlikte
BCL-2 ekspresyon diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (Li vd. 2019). Bu bulgularla birlikte
degerlendirildiginde, Sorafenib’in belirli kosullarda apoptotik yanit1 baskilayabilecegi,

Favipiravir’in ise bu siireci tersine ¢evirebilecegi goriilmektedir.
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Kaspaz-3, apoptozun yiiriitiici fazinda gorev alan temel bir proteazdir. Yapilan
analizlerde, Favipiravir’in hem 24 hem de 48 saatlik uygulamalarda Kaspaz-3
ekspresyonunu anlamh diizeyde artirdig1 tespit edilmistir. Bu artig, Sorafenib’e kiyasla
daha belirgin olup, kombine uygulamada ise etkisi kismen baskilanmistir. Bu sonug,
Favipiravir’in apoptoz mekanizmasini dogrudan aktive eden bir etkiye sahip oldugunu ve
bu etkinin Sorafenib ile birlikte verildiginde antagonistik bir etkilesimle zayifladigini
ortaya koymaktadir Gholami vd. (2018), Sorafenib’in uzun siireli uygulamalarla birlikte
apoptoz yanitinda zayiflama ve Kaspaz-3 aktivitesinde azalma meydana getirdigini

bildirmistir.

TNF-a gen ekspresyonu agisindan elde edilen sonuglar, Favipiravir’in erken donemde (24
saat) inflamatuar yanit1 belirgin sekilde artirdigini, ancak bu etkinin 48 saat sonunda
anlamli bir farklilik olusturmadigini gostermistir. Bu durum, ilk uygulamada
Favipiravir’in hiicreyi strese sokarak proinflamatuar yanit1 tetikledigini, ancak zamanla
bu etkinin azaldigini diisiindiirmektedir. Ayrica kombinasyon grubunda TNF-o gen
ekspresyonunun baskilanmasi da Sorafenib’in bu yanit1 baskiladigina isaret etmektedir.
Bu bulgu, Kumar vd. (2020) yaptig1 in vitro calismalarla benzerlik gostermektedir.
Kumar’in ¢alismasinda, Favipiravir’in viral enfeksiyonlara karsi erken donemde TNF-a
ekspresyonunu artirdigr ancak bu etkinin ge¢ donemde azaldigi gosterilmistir. Genel
olarak degerlendirildiginde, bu ¢aligma Favipiravir’in 6zellikle apoptotik genler (BAX
VE KASPAZ-3) ilizerinde upregiilasyon etkisi gosterdigini, anti-apoptotik BCL-2 genini
ise baskiladigin1 ortaya koymaktadir. Buna karsilik Sorafenib’in apoptotik siireci
desteklemedigi, hatta bazi gen ekspresyonlar1 {iizerinden bu siireci baskiladig:
gozlemlenmistir. Kombine uygulamalarda ise Favipiravir’in etkisinin Sorafenib
tarafindan zayiflatildigi ve bu durumun olas1 bir antagonistik etkilesime isaret ettigi
diisiiniilmektedir. Elde edilen bulgular, Favipiravir’in HSK tedavisinde potansiyel bir
apoptoz indiikleyici ajan olabilecegini; ancak Sorafenib ile birlikte uygulandiginda
etkinliginin azalabilecegini gostermektedir. Bu durum, klinik uygulamalarda ilag

kombinasyonlarinin dikkatle degerlendirilmesi gerektigine isaret etmektedir.

ELISA calismasinda, Sorafenib ve Favipiravir’in tek baslarina ve kombinasyon halinde
HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatti iizerinde Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Tnf-a

protein diizeylerine etkileri 24 ve 48 saatlik siireler boyunca degerlendirilmistir. Bulgular
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genel olarak, apoptoz ve inflamasyonla iligkili bu belirteclerin zaman ve tedavi tiiriine
gore degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle apoptozu tesvik eden Bax ve
Kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin tekli uygulamalarda arttig1,
kombinasyon uygulamalarinda ise zamana bagli olarak farkli egilimler sergiledigi
gozlenmistir. Ayn1 zamanda anti-apoptotik Bcl-2 proteini ve proinflamatuar Tnf-a
protein diizeylerinde de anlamli degisiklikler tespit edilmistir. Bu bulgular, daha 6nce
yapilmis benzer caligmalarla hem paralellik gostermekte hem de yeni bakis acilar

sunmaktadir.

Sorafenib’in karaciger kanseri hiicrelerinde apoptotik mekanizmalar: aktive ettigine dair
literatiirde cok say1da caligma bulunmaktadir. Ornegin, Liu vd. (2021), Sorafenib’in BAX
gen ekspresyonunu artirirken BCL-2 seviyesini diisiirdiigiinii ve bu durumun hiicre i¢i
apoptotik siireci baglattigini gostermistir. Bu c¢alisma ile paralel olarak, bizim
calismamizda da Sorafenib uygulamasi 24 ve 48 saatlik siirelerde Bax protein diizeyini
anlamli sekilde artirmus, Bcl-2 seviyesini ise diisiirmiistiir. Ozellikle 48 saatlik siirede bu
etkilerin daha belirgin hale gelmesi, Sorafenib’in zamanla hiicre i¢i Oliim
mekanizmalarmi daha aktif hale getirdigini gostermektedir. Kaspaz-3 diizeyinin de
artmasi, hiicre Oliimiinlin yiiriitiicii fazinin aktive oldugunu ortaya koymustur. Bu
sonuclar, Sorafenib’in apoptotik yolaklari zamanla kuvvetlendirerek etkisini

stirdiirdiiglinti dogrulamaktadir.

Favipiravir esasen bir antiviral ajan olup, kanser biyolojisi lizerine etkileri daha az
aragtirtlmistir. Ancak son yillarda yapilan bazi c¢aligmalar, Favipiravir’in yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik ve apoptotik etki gosterebilecegini ileri slirmektedir.
Favipiravir uygulamasi sonucu Bax ve Kaspaz-3 protein diizeylerinin artis gosterdigi,
Bcl-2 ekspresyonunun ise azaldigi goriilmiistiir. Ayrica Tnf-a diizeylerinde gdzlenen
degisiklikler, Favipiravir’in inflamatuar yanitlar1 modiile edebilecegini gostermektedir.
Ilging bir sekilde, 48 saatlik uygulamada Favipiravir’in Tnf-a ekspresyonunu artirdig1
gozlenmistir. Kombinasyon tedavisine dair elde edilen bulgular ise oldukca dikkat
cekicidir. 24 saatlik uygulamalarda Sorafenib ve Favipiravir’in birlikte kullanimi,
apoptoz belirtecleri ilizerinde antagonistik etki yaratmis; o6zellikle Bax ve Kaspaz-3
protein diizeylerinde tekli tedavilere gore daha diisiik artislar gozlenmistir. Bu durum, iki

ajanin kisa siirede birbirinin etkisini baskilayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak 48
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saatlik uygulama sonunda bu durumun tersine dondiigli ve kombinasyonun sinerjik etki
gosterdigi goriilmiistiir. Hem Bax hem de Kaspaz-3 diizeyleri, bu siirede tekli tedavilere
kiyasla daha fazla artmis; Bcl-2 diizeyinde ise anlamli diisiis gézlenmistir. Bu, apoptozun
hem baglatic1 hem yiiriitiicii mekanizmalarinin aktivasyonunu gostererek kombinasyonun
zamanla daha etkili hale geldigini ortaya koymaktadir. Zhang vd. (2022), farkli ilaglarin
kombinasyonlarinin zamanla sinerjik veya antagonistik etki gdsterebilecegini ve bu
etkinin hiicre dongiisiine bagimli olabilecegini belirtmistir. Calismamizda da benzer
sekilde, zaman faktoriiniin ilaglarin etki mekanizmalarinda belirleyici oldugu

goriilmiistiir.

Tnf-a diizeylerine bakildiginda ise kombinasyon uygulamasinin bu proinflamatuar
sitokinin diizeyini baskiladigi, 6zellikle 48 saatlik siirede Favipiravir’in olusturdugu
TNF-a artisinin Sorafenib tarafindan anlamli sekilde azaltildigi tespit edilmistir. Bu
durum, Sorafenib’in anti-inflamatuar 06zellikleri ile iliskili olabilir. Literatiirde,
Sorafenib’in NF-kB sinyal yolaklarini inhibe ederek Tnf-a {iretimini baskiladig:
bildirilmektedir. Bu da kombinasyonun inflamatuar mikrogevreyi baskilayarak apoptotik

stireci destekledigini diisiindiirmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, bu ¢aligma Sorafenib ve Favipiravir’in tekli ve
kombine kullanimda farkli zaman noktalarinda apoptoz ve inflamasyon belirtecleri
tizerinde anlaml etkiler olusturdugunu gostermektedir. 24 saatlik siirede kombinasyonun
antagonistik bir etki gosterdigi, ancak 48 saat sonunda sinerjistik bir etkiye doniistiigi
goriilmiistiir. Bu bulgular, zaman ve doz faktorlerinin ilag kombinasyonlarinda belirleyici
oldugunu ve tedavi planlamasinda bu parametrelerin dikkatle degerlendirilmesi
gerektigini ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak, Favipiravir’in Sorafenib ile birlikte
kullaniminin 6zellikle uzun siireli uygulamalarda apoptozun pro-apoptotik belirtecgleri
olan Bax ve Kaspaz-3’ii artirdigi, anti-apoptotik Bcl-2’yi ise diiglirdiigii gosterilmistir.
TNF-o diizeylerindeki degisimler ise bu ilaglarin inflamatuar yanitlart modiile
edebilecegini gostermektedir. Bu ¢aligma, karaciger kanseri tedavisinde yeni
kombinasyon stratejilerinin gelistirilmesi ac¢isindan 6nemli bir katki sunmakta ve ileride

yapilacak olan in vivo ya da klinik ¢aligmalara temel olusturabilecek niteliktedir.
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