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Yiiksek Lisans Tezi

SORAFENIB VE LANSOPRAZOL KOMBINASYONUNUN
HEPATOSELLULER KARSINOM HUCRELERIi UZERINDEKIi
SINERJISTIiK ANTIKANSER ETKIiLERININ iN VITRO ANALIZLERI

Zekiye HAZAR
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Dilek AKYIL
Ikinci Damisman: Doc. Dr. Arzu OZKARA

Karaciger tiimoriiniin en sik karsilasilan tiirii olan Hepatoselliiler Karsinoma (HSK) diin-
yada kanserin sebebiyet verdigi 6liimlerin ilk sirasinda yer almaktadir. HSK tedavisinde
kullanilan tek kemoterapotik ilag olan Sorafenib, uygulanan tedavilere kisitlamalar getir-
mektedir. Bu sebeple kanser tedavisinde kullanilan halihazirda mevcut ajanla birlikte
bitki kokenli maddeler veya ilag kombinasyonlari iizerinde ¢aligmalar gergeklestirilmek-
tedir. Bu tez ¢alismasinda HSK tedavisinde hem Sorafenib’in kombinasyonla birlikte et-
kisini arttirmak hem de yeni tedavi yontemleri gerceklestirmek amaciyla HSK olan
HepG2 hiicrelerinde ilag kombinasyonlarinin sinerjistik antikanser etkileri aragtirilmistir.
Bu tez ¢alismasinda mevcut ajan olan Sorafenib ile proton pompa inhibitér grubundan bir
antiiilser ilag¢ olan Lansoprazol’iin belirlenmis doz ve siire zarfinda tek ve kombine sek-
linde HepG?2 hiicrelerine maruz birakilmasinin ardindan MTT yontemi ile hiicre canliligi
tizerindeki etkilerine bakilmistir. Genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla Komet
testi yapilmustir. Boylelikle Sorafenib ve Lansoprazol kombinasyonunun HepG2 hiicre
DNA’sinda biraktig1 hasar incelenmistir. Ayrica apoptoz baglantili genlerde mRNA dii-
zeyindeki degisimlerin tespiti i¢cin PCR testi yapilmistir. MTT sonucuna bagh olarak So-
rafenib ve Lansoprazol kombinasyon dozunun tekli olarak uygulanan dozlara kiyasla
hiicre canliliginin azalmasindaki etkisinin daha anlamli oldugu gériilmiistiir. PCR sonug-
larina bakildiginda Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Tnf-a protein seviyelerindeki degigsmeler be-

lirlenmistir.



Sonug olarak kombine gruplarin tekli gruplara kiyasla apoptotik mekanizmay1 indiikle-
digi belirlenmistir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda sonug olarak Sorafenib ile Lansoprazol
kombinasyonunun HepG?2 hiicrelerindeki sitotoksik, sinerjistik ve anti-kanser etkileri in
vitro olarak incelenmis olup, Sorafenib ile Lansoprazol’iin antagonist etki gosterdigi tes-

pit edilmistir.

2025, ix + 16" sayfa

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, Hepatoselliiler Karsiom, Lansoprazol, Sitotoksisite,

Sorafenib.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE COMBINATION OF SORAFENIB AND LANSOPRAZOLE THE ROLE
OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA CELLS ON IN VITRO ANALYSIS OF
SYNERGISTIC ANTICANCER EFFECTS

Zekiye HAZAR
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Dr. Dilek AKYIL
Co-Supervisor: Assoc. Dr. Arzu OZKARA

Hepatocellular Carcinoma (HCC), the most common type of liver tumor, ranks first in
cancer-related deaths worldwide. Sorafenib, the only chemotherapeutic drug used in the
treatment of HCC, imposes restrictions on the applied treatments. For this reason, studies
are being carried out on plant-derived substances or drug combinations together with the
currently available agent used in cancer treatment. In this thesis, the synergistic anticancer
effects of drug combinations were investigated in HepG2 cells, a HCC Line, in order to
increase the effect of Sorafenib with the combination and to develop new treatment meth-
ods in the treatment of HCC. In this study, the effects of the existing agent Sorafenib and
Lansoprazole, an antiulcer drug from a proton pump inhibitor group, on cell viability were
investigated by the MTT method after being exposed to HepG2 cells individually and in
combination for a specified dose and period of time. In order to determine its genotoxic
effects, it was subjected to the Comet test. Thus, the damage left by the combination of
Sorafenib and Lansoprazole in HepG2 cell DNA was examined. In addition, a real-time
polymerase chain reaction (PCR) test was performed to detect changes in mRNA levels
in apoptosis-related genes. Based on the MTT results, it was observed that the combina-
tion dose of Sorafenib and Lansoprazole had a more significant effect on reducing cell
viability compared to single doses. When PCR results were examined, changes in Bax,
Bcl-2, Caspase-3 and Tnf-a protein levels were determined. It was determined that com-

bined groups induced apoptotic mechanism compared to single groups. In line with this

vii



thesis, the cytotoxic, synergistic and anti-cancer effects of the combination of Sorafenib
and Lansoprazole on HepG2 cells were investigated in vitro and it was determined that

Sorafenib and Lansoprazole showed synergistic effects.

2025, ix + 16 pages

Keywords: Cytotoxicity, Genotoxicity, Hepatocellular Carcinoma, Lansoprazol, Soraf-

enib.
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1. GIRIS

Gegmis yillarda bir viicut hastaligi olarak bilinen kanserin, daha sonra mikroskop ve mo-
lekiiler teknolojilerin gelismesiyle birlikte organ veya dokulardaki hiicrelerin diizensiz
olarak boliinlip ¢gogalmasiyla ifade edilen bir hastalik oldugu ortaya ¢ikmistir (Evirgen
2019, Huriyet 2024). Bir doku veya bir organa ait hiicrelerin kontrolsiiz boliiniip ¢cogal-
mas1 olarak ifade edilen kanser kétii huylu tiimdrlerden olusmakta olup yasamin her do-
neminde goriilebilen, her bireyi etkiyebilen bir durumdur ve viicudumuzun herhangi bir
yerinde hiicre boliinmesi ve apoptozu diizenleyen noktalardaki isleyisin farklilagmasi so-

nucuyla baslayabilir (Erden 2022).

Kanser diinya genelinde 6liim riski agisindan kalp damar hastaligindan sonra ikinci sirada
yer alan bir saglik sorunudur ve insan yasamini oldukca olumsuz etkilemektedir. Kanser
tipleri arasinda en yaygin olarak goriilen ve siklikla 6liimle karsilasilan grup kadinlarda
meme kanseri, erkeklerde ise akciger kanseridir. Gelismis lilkelere kiyasla kansere yaka-
lanma ve 6liim oranm1 gelismemis lilkelerde ¢cok daha fazla olmakla beraber erken teshis
ve dogru tedaviyle bu 6liim riski diisiiriilebilmektedir. Kanserden kaynakli 6liimlerin yak-
lasik %40°1 6nlenebilir etkenlerden kaynaklanmaktadir. Bu 6nlenebilir etkenler arasinda;
kanserojen yapili maddeler, sigara kullanimi, sagliksiz beslenme, genetik ve ¢evresel fak-
torler, stres, obezite, bagisiklik sistemini baskilayan ilaglar, fazla alkol kullanimi ve iyo-
nize radyasyona maruziyet basta gelmektedir (Ozyiirek ve Cakir 2004, Ozyiirek ve Cakir
2023). Son zamanlarda bu ¢evresel faktorlerin haricinde kanserli hiicrelerin mikrobiyota,
fenotipik plastisite ve epigenetik mekanizmalarla baglantili oldugu da rapor edilmistir

(Hanahan 2022).

Kanser tedavi yontemleri olarak kemoterapi, hormon tedavisi, kemik iligi nakli, immii-
noterapi, radyoterapi gibi farkli yontemler kullanilmakla beraber kanser tedavileri her in-
sanda ayni1 etkiyi yaratmayabilir (Huriyet 2024). Kanser tedavi yontemleri zamanla art-
mis ve gelismis olsa da uygulanan tedavilerin genellikle yan etkileri bulunmaktadir (Ba-
ran 2018). Bu nedenle, son yillarda yan etkileri azaltacak yontemlerin gelistirilmesine

calisilmaktadir (Deisinger vd.1996).



Ozellikle kisiye 6zgii ve hedefe yonelik kanser tedavisi en etkili yontem olarak kabul
edilmektedir. HSK, hepatositlerden koken alan ve karacigerin en ¢ok karsilasilan birincil
kot huylu tiimorii olup her yil yaklagik 600.000 kisinin dliimiine sebep olmakta ve rad-
yoterapi ve kemoterapiye karsi direng gostermektedir (Okuda 1992). HSK sirozla bag-
lantihdir ve sitotoksik ajanlarla tedavisi risk olusturmaktadir (Yiiziigilli vd. 2010).
HSK’nin risk faktorleri arasinda siroz basta gelmekte olup sirozun en belirgin sebepleri
arasinda alkol ve viral hepatitler say1lmaktadir. Kadinlara oranla erkek bireylerde hepa-
toma riski daha fazla goriilmektedir. Karacigerlerde gerceklesen rejenerasyon HSK geli-
simini onemli derecede etkilemektedir (Tas 2010). Karaciger kanseri, diinya genelinde
kansere bagli 6liimiin dordiincii 6nde gelen sebebiyle diinya capinda en yaygin altinci
kanser tiirtidiir. Tiirkiye’de HSK i¢in baslica risk faktorii Hepatit B virtistidiir (Caliskan
2023).

Hepatokarsinom hastalarinda tedavide oncelik olarak tercih edilen Sorafenib oral yol ile
alinan antikanser bir ilagtir (Suo vd. 2012). Sorafenib, trombosit tiirevli biiylime faktorii
(PDGFR), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorii (VEGFR) ve Serin/Treonin ki-
naza 6zgii protein kinaz (RAF) reseptorleri dahilinde tiimdr anjiyogenezi ve timor proli-
ferasyonu da olmak tizere birkag kinazin kiigiik molekiilleriyle olusmus bir inhibitordiir
(Rini 2006). Lansoprazol ise; mide asit salinimini inhibe eden proton pompasi inhibitor
grubunda bulunan antiiilser bir ilagtir (Calikoglu 2011). imidazol tiirevi olan Lansoprazol

asit salgilanmasini bloke eden proton pompasi inhibitorii olarak islev gormektedir.

Bu ¢aligmada ila¢ materyalleri olarak Sorafenib ve Lansoprazol’iin farkli kombinasyon-
larmin HSK Hiicre Hatt1 olan HepG2 hiicrelerinde sinerjistik anti-kanser etkilerinin de-
gerlendirilmesi amacglanmistir. Bugiine kadar yapilmis olan kanser ¢alismalarinda farkl
maddelerin hiicre dongiisii ve apoptoza olan etkileri arastirilmig ancak Sorafenib ve Lan-
soprazol’iin 6zellikle HSK hiicrelerinde kombine uygulanmasi ile ilgili literatiirde her-
hangi bir bilgiye rastlanilmamis olup bu iki ilacin kombinasyonlarinin olas1 faydalarinin
hangi mekanizmalar aracilig ile olabileceginin arastirilmasinin literatiire katki saglaya-
cag1 ongoriilmektedir. Bu ¢alismada Sorafenib ve Lansoprazol’iin farkli kombinasyonla-
rinin HepG2 iizerine sinerjistik anti-kanser ve anti-proliferatif etkisinin hiicre canlilik testi

(MTT), bazi genlerin ifade diizeylerinin (TNF-a, BAX, KASPAZ-3 ve BCL-2)



belirlenmesi, ELISA metodu ile ayn1 genlerin protein seviyelerinin degerlendirilmesi, bu-
nun yani sira Komet testi ile muhtemel DNA hasarinin tespit edilmesi amaglanmakta olup
elde edilen verilerin literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu baglamda ¢esitli
kanser tiirlerinde bugiine kadar yapilan ¢alismalarda farkli maddelerin hiicre dongiisii ve
apoptoza olan etkileri aragtirilmis fakat ¢alismamizda kullandigimiz Sorafenib ve Lan-
soprazol’iin 6zellikle HSK hiicrelerinde kombine uygulanmasi ile ilgili caligmaya rast-

lanmamustir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Kanser

Biiylime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimi olarak tanimlanan kanser ilk kez
Hipokrat tarafindan ‘karkinos’ olarak isimlendirilmistir. Bu terim i¢in daha sonra Celsus
‘cancer’, Galen ise tlimorleri tanimlamak adina ‘oncos’ terimini kullanmis ve onkoloji
teriminin kullanimi o dénemde baglamistir (Hanahan ve Weinberg 2011, Ladomery
2013). Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak boliiniip ¢ogalmasiyla
ifade edilen bir hastaliktir (Evirgen 2019). Hiicre dongiisii sirasinda meydana gelen mu-
tasyonlar bir¢cok kanser tiiriiniin olugsmasina sebebiyet vermektedir (Park ve Lee 2003).
Kanser genetik bir hastalik olmakla birlikte ¢evresel faktorlerden de etkilenebilmektedir
(Simsek 2023). Dogum kontrol ve tedavi i¢in kullanilan hormonlar kanser olusumunda
etkili olan nedenler arasindadir (Ustiindag 2013). Bunun yaninda kanserojen maddeler de
genetik degisikliklere sebebiyet vererek kanserin gelismesinde ve malign yap1 olusu-
munda rol oynamaktadir (Burrell vd. 2013). Kanser viicut hastaligindan ziyade bir doku
hastalig1 olup (Huriyet 2024) mikroRNA’lar1 (miRNA) kodlayanlar da dahil olmak tizere
bircok gendeki sirali degisikliklerin birikmesini igeren karmasik, ¢ok adimli bir siirecin
sonucudur (Visone 2009). Kanser tiirleri iyi veya kotii huylu olabilmekle beraber, kotii
huylu tiimoérler malign olarak adlandirilmakta (Durmus 2021) ve tiimoér hiicresinin kont-
rolsiiz cogalip malignite gdstermesi sessiz ve uzun siiren bir sliregten olugsmaktadir (Bag-
ley 2016). K&tii huylu tiimorlerin metastaz yapabilme yetenekleri vardir ve bu 6zellikleri
tedaviyi daha gii¢ hale getiren bir durumdur (Eyol 2014). Kanserin karmasik yapili bir
hastalik olmasi diger hastaliklara gore tedaviyi daha zorlu hale getirmektedir (Demirkaya
vd. 2019). lyi huylu tiimérleri kétii huylu tiimérlerden ayiran en dnemli 6zellik ise yakin

doku ve organlara yayilim gostermemesidir (Sahin 2023).

Yasamin her doneminde goriilebilen ve her bireyi etkiyebilen kanser, viicudumuzun her-
hangi bir yerinde hiicre boliinmesi ve apoptozu diizenleyen noktalardaki isleyisin farkli-
lagmas1 sonucuyla baglayabilir (Radhakrishna vd. 2004, Nursal 2012). Kanserlerin
onemli kazanilmig yeteneklerinin arasinda; apoptozdan kagma, biiyiimeyi engelleyici sin-
yallere kars1 direng, anjiyogenezin artmasi, sinirsiz boliinme kapasitesi, invazyon ve me-
tastazin aktivasyonu ve biiyiime sinyallerinin devamlilig1 gosterilebilir (Hanahan ve We-

inberg 2000). Hiicrelerin hayatta kalma ve biiyiimesini kontrol eden ve diizenleyen



genlerin islevi artig gosterirken baskilayan genlerin fonksiyonu ise inhibe edilmektedir
(Simsek 2023). Mikrogevre kanserli hiicrelerin gelisimi ve metastaz olusturmasi igin ol-
dukga biiyiik 6nem tasimaktadir. Ciinkii hiicrelerin fonksiyonlarini normal bir sekilde
gosterebilmesi ve hiicre 6liimiine kars1 direnci i¢in mikrogevre bilesenleri gerekli mik-
tarda ve diizende olmalidir (Topgu 2022). Biyolojik sinyallerin bozunumu ve farklilik
gostermesi, bunlarla birlikte ¢evresel faktorlerin etkisiyle tiimdriin olusumu ve gelisimi
kolaylagsmaktadir (Lai 2019). Kansere sebebiyet veren etkenlere uzun siire maruziyet du-
rumunda hiicrelerde mutasyonlar olusabilmekte (Greaves ve Maley 2012) ve olusan bu
mutasyonlarin etkisiyle hiicredeki mekanizmalarin bozulmasi, ardindan da kanser hiicre
olusumu ve kontrolsiizce bollinerek yayilim gostermesi gelmektedir (Weinberg 1996).
Kanserler viicutta hasara sebebiyet verirken bagisiklik sisteminde ise normal doku gibi
goriindiiklerinden dolay1 sistemi igten ¢okertmeye baslarlar (De Weerdt 2017). Teknolo-
jinin gelismesiyle beraber insanlar kansere sebebiyet veren maddelere, kimyasallara ve
gidalara maruz kaldiklarindan dolay1 kanser hastaliginin ve kanser hastalarin sayisi

gilinden giine artis gostermektedir (Cevik ve Piringci 2017).

Onkogenler, DNA tamir genleri ve tiimdr baskilayici genler kanser olusumunu tetikleyen
onemli role sahip genlerdir (Akgiin vd. 2018). Proto-onkogenler mutasyon sonucu onko-
genlere dontisebilir. Mutasyona ugrayan proto-onkogen kopyalar1 kansere sebebiyet ver-
mektedir. Onkogene doniisiim sonrasinda hiicrelerde biiyiime kontrol mekanizmalar1 bo-
zunum gostermekte ve hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesine ve proliferasyona yol a¢ip kan-
ser olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Tiimor baskilayici genler hiicre boliinmesini
kontrol etmekle birlikte tiimor gelisimini engellemektedirler. Tiimor baskilayici genlere
ise p53 ve retinablastoma (Rb) 6rnek verilebilir. DNA tamir genlerinin en 6nemli gorevi
ise hiicre dongiisiinde olusabilecek genetik hasarlar1 engellemektir. Ayrica yapilan tami-
rin olumsuz sonuglandig1 durumlarda hiicreler nekrotik ve apoptotik yollarla yok edilerek

kanser hiicrelerinin olusumu engellenmektedir (Simsek 2023).

Kanser, yasin ilerlemesine bagli olarak artan bir hastaliktir (White vd. 2014). Erken teshis
sayesinde kanserden kurtulma orani artarken, uzun siireli kemoterapi ve radyoterapiye
maruz kalinmasi birincil kanser riski artisina sebep olmaktadir (Copur ve Manapuram
2019). Kanser tedavisinde, tlimdriin bulundugu doku/organ ve kanser tiiriine bagli olarak

farkli yontemler uygulanmaktadir. Tedavilerden kemoterapi, cerrahi miidahale,



radyoterapi ve immiinoterapi bunlardan birkacidir (Demirkaya vd. 2019). Kanserde te-
davi uygulanmadigi siirece kanserli dokular biiyliyiip metastaz yapmaya devam etmekte-

dir (Roy ve Saikia 2016).

Beslenme ve cevresel faktorlerin de kanser olusumunu 6nemli derecede etkiledigi, sebze
ve meyve agirlikli beslenmenin kansere kars1 savagsmada bir tedbir oldugu da son yapilan
caligmalarda rapor edilmistir. Yetersiz uyku, gen ifadesinin bozulmasina sebep oldugun-
dan dolay1 uyku dengesini korumak ve yeterli uyku kanser riskini azaltan bir faktor olarak
goriilmektedir. Bunun yaninda egzersiz yapmanin da genleri olumlu yonde etkiledigi bi-
linmekle beraber, egzersizin insiilin salgilanmasini, enflamasyon ve enerji metabolizma-
styla alakali genleri ¢alistirdigi bilinmektedir. Yoga ve meditasyon sonrasi enflamasyonla
alakal1 genlerin yapilan ¢aligmalarda olumsuz ifade diizeyinde diisiis gosterdigi goriil-
mektedir (Hasan vd. 2019). Kisacas1 diizenli uyku, saglikli beslenme, egzersiz ve yiirliylis
ile gokca kanser genini susturmamiz miimkiin olabilmektedir. Epigenetik ile ilgilenen bi-
lim insanlarinin ¢evre ve yasam faktorlerinin gen ifadeleri iliskisi iizerinde yaptiklari ¢a-

lismalar kanser ve birgok hastalik i¢in giinlimiizde umut vaat etmektedir (Riley vd. 2019).
2.1.1 Apoptoz

Insan kanserlerini ayirt eden 6zelliklerden birinin bu hiicrelerin apoptozdan kagma yete-
nekleri oldugu diisiiniilmektedir (Olsson ve Zhivotovsky 2011). Apoptoz programlanmis
hiicre 6liimii anlamina gelen hiicresel bir siirectir ve hasarli hiicreler kontrollii bigimde
apoptozis yoluyla ortadan kaldirilmaktadir (Aksit ve Bildik 2008). Apoptozun tiimor bas-
kilayic1 mekanizmalardaki rolii olduk¢a 6nemli olup (Green 2018) tiimorlerin regresyo-
nunda ve biiytimesinde etkindir (Aksit ve Bildik 2008). Apoptoziste ¢ekirdek yogunlasip
parcalara ayrilir, hiicre biiziisiir ve sitokrom C’den apoptoz indiikleyici faktor salinir
(Galle 1997, Roshal vd. 2001). Apoptozda hiicre onariminin yapilmamasinin sebebi nor-
mal hiicre 6liimiine gére ¢ok daha fazla kirilmalarin meydana gelmesidir (Oktem vd.
2001). Apoptoziste; K (potasyum), Cl (klor), Na (sodyum) tastyici iyonlarinin durmast,
hiicre i¢-dis s1v1 hareketinin sonlanmasiyla hiicreler biiziiserek ¢evre ve diger hiicrelerle
baglantiy1 kesmektedir (Tomatir 2003). Apoptoza kars1 gosterilen her diren¢ hiicre ho-
meostazisini bozmakta ve hiicrelerde yigilma saglayarak tiimor olusumu igin bir avantaj

saglamaktadir (Rashed ve Ragab 2004).



Apoptoziste intrinsik yolak, Kaspaz-2 bagimli yolak, ekstrinsik yolak, granzim-B yolagi,
granzim-A yolag1 olmak iizere dnemli 5 tane yolak mevcuttur. Intrinsik yolak BCL-2 ile
diizenlenmekte ve mitokondriyal zar gecirgenligini kontrol etmektedir. B¢l-2 proteini si-
tozolde yer alir ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-C’yi sitozole salarak
apoptozu indiikler (Babacan 2023). Proapoptotik proteinlerin fazlalig1 hiicreyi apoptoza
stiriklemektedir. Mitokondrinin dis zar1, ¢ekirdek zari, ve ER’de (Endoplazmik retiku-
lum) bulunmaktadir (Simsek 2023). DNA hasar1 sebebiyle timdr baskilayict gen olan
p53’iin aktivasyonu apoptozu etkileyen hiicresel siirectir (Oktem vd. 2001). Apoptoz sii-
recinde BCL-2 ve kaspazlar 6nemli rol oynar. BCL-2, p53 ve kaspaz aktivasyonu DNA
kirilmalarina, kromatin yogunlasmasina neden olarak hiicrenin apoptoza siiriiklenmesini
saglar (Staley vd. 1997). Tiimor Nekroz Faktor (TNF), Sinir Biiylime Faktorii (NGF),
Koloni Uyaric1 Faktor (CSF), Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF) gibi hiicre dis1 uya-
ranlar aracilityla da hiicre apoptoza gidebilir (Giirbilek vd. 2004). inaktif formda bulu-
nan kaspazlar indiiklenen apoptozdan sonra aktif kaspaz aktivasyonuna doniismektedir
(Simgek 2023). Hiicre ici sinyallerinin etkilesimiyle apoptotik uyar1 baslatilmis olur.
Apoptotik sinyallerinin alinmasinin ardindan Bax proteinleri mitokondriyal zarin iyon
gecirgenligini azaltarak apoptozun regiilasyonunda gorevlidir (Nagata 1997). Proapopto-
tik proteinin BCL-2’yi aktive etmesiyle Bax proteini aktive edilir. Bax proteininin aktif-
lesmesiyle mitokondrinin dis membraninda porlarin olusmasina ve sitokrom-C’nin sali-
nimina sebep olmaktadir (Simsek 2023). Mitokondriyal zarda olusan degisiklikler sebe-
biyle sitokrom C ve AIF sitoplazmaya salinir. AIF yogunlasan kromatinden ve ¢ekirdek-
ten sorumluyken, sitokrom-C ise Apaf-1’e baglanip Prokaspaz-9’u aktive eder. Aktifle-
sen Kaspaz-9, efektor kaspazlardan Kaspaz-3’iin aktivasyonunu saglar. Deoksiriboniik-
leaz inhibitorii inaktifleserek deosiriboniikleaz serbest salinip kromatin kondensasyonu
gerceklesir (Tomatir 2003). Apoptozun belirlenmesinde molekiiler biyolojik yontemler,
immiinohistokimyasal yontemler, morfolojik goriintiileme ve immiinolojik yontemler
kullanilabilir. Antikanser ilaglar ve radyoterapi saglikli hiicre ve tliimdr hiicresinde apop-
tozisi indiikler (Aksit ve Bildik 2008). Normal ve apoptoza ugramis hiicrelerin goriintiisii

Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2. 1 Normal bir hiicre ve apoptoza ugramis bir hiicre goriintiisii (Durmus 2021).

2.1.1.1 Apoptozun Molekiiler Mekanizmalari

Apoptoz ¢evreden gelen sinyallerle birlikte 6nceden hazir olan hiicrelerde primer olarak
baslatilabilecegi gibi bir uyaran sonucu sekonder olarak da gelisebilmektedir. Apoptoz,
bazi iyonlar (kalsiyum), genler (c-myc), proteinler (p53), molekiiller (seramid), ve hatta
organeller (mitokondri) ile birlikte diizenlenen bir programli hiicre 6liimii mekanizmasi-
dir. Diizenleyiciler hiicre tipine 6zgii olabilecegi gibi apoptotik uyaranin ¢esidine gore de
farklilik gdsterebilmektedir (Balkan ve Menekse 2012). Hiicrede apoptozun diizenlenme-

sinde gorev alan genler Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Apoptozu Indiikleyen Genler Apoptozu Baskilayan Genler
1 Bcl-2 grubundan;Bad, Bax.
Bak, Bcl-xS, Bid. Bik, Hrk1 Bcel-2 Grubundan: BHRL—1,
Bcl-x1. Bcl W, Bfl-1, Brag-1,
Mcl-1, Al
—-[ C-Myc ]
— p53, p21 | -
C-abl geni
Fas (CD95/APO1) Ras onkogeni
FADD/MORT, RIP, FAST Cozinebilir Fas
P35
|| Interlékin Déniistiiriicii Enzim AZ20
Benzen Proteinler (ICE) -
— LOH (MTS1/CDK41)

Cizelge 2.1 Apoptoz mekanizmasi ile iliskili genler (Yurdacan 2017)



2.1.1.2 Apoptozun Diizenlenmesinde Gorev Alan Genler

2.1.1.2.1 Tumor Nekrozis Faktor (Tnf) Ailesi

Tiimor nekroz faktor olarak da bilinen Tnf, timoérde nekrozun olusumunda, inflamasyon
ve apoptozda rol oynayan onemli bir sitokindir. Tnf’nin en genel 6zelligi bagisikligin
olusumunda goérev almasidir. Tnf, timdrde biiylimeye ve nekroz olusumuna sebep olmak-
tadir. Tnf’nin az salinimi durumunda kanser hiicrelerinde salinimin arttig1 ve fazla salini-
minda ise nekroz ve apoptoza yol actig1 bilinmekte, buna ek olarak da kanserli hiicrelerin
yikimini da saglamaktadir. Tnf-o genel olarak monosit ve aktif makrofajlar vasitasiyla
salinimi ger¢eklesmektedir. Ayrica Tnf-o’nin timdr, mast, diiz kas hiicrelerinden ve fib-

roblastlardan da sentezi yapilabilmektedir (Demirezen vd. 2008).

Immiin sistemin kanser hiicrelerini tamidig1 bilinmektedir. Kanser hiicrelerinin normal
saglikli hiicrelerden ayiran 6zelligi yiizeylerinde bulunan tiimérle baglantili antijenlerden
kaynaklanmaktadir. Bu tanima olay1 bir makrofaj olan dentritik hiicre vasitasiyla saglan-
maktadir. Bu makrofajlar fagosite 6zelliklerinden dolay1 tiimor hiicrelerini sindirirler ve
sindirim sonucu olusan sindirim iriinlerini ise disartya verirler.

Bu sindirim triinleri, T hiicreleri ile immiin cevap olusumunu saglamaktadir. Tnf’nin en
etkin 6zelligi ise timor lizerinde kanamali nekroz olusturmasidir. Bu nekrozu timoriin

beslendigi kan damarlarinda tromboz olusturarak gerceklestirir (Demirezen vd. 2008).

Tnf, biyolojik fonksiyonlarini tip 1 (TNF-R1) ve tip 2 (TNF-R2) olmak {izere iki farkli
reseptOr araciligiyla gerceklestirmektedir (Aggarwal 2000). Tnf ailesi liyeleri kaspaz ak-
tivasyonuna neden olarak 6liim reseptorleri aracili apoptoza neden olmaktadir. Bu ailenin
tiyeleri; Fas (CD95, APO-1), timor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR1, p55, CD120a),
DR3 (Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD), DR4, DR5 (Apo2, TRAILR2, TRICK2, KIL-
LER) ve DR6’d1r. Bu reseptorlerden en 6nemlileri Fas ligandi ve TNFR1 reseptorii aktive
oldugunda, hiicre sitoplazmasindaki ‘adaptor proteinlere’ baglanarak apoptozun baslama-
sin1 uyarirlar (Van Horssen vd. 2006). TNF ailesinin apoptoz ve hiicre proliferasyon me-

kanizmasindaki islevleri Sekil 2.2°de verilmistir.
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Hiicre Proliferasyonu Apoptoz

Sekil 2.2 TNF ailesinin apoptoz ve hiicre proliferasyon mekanizmasindaki islevleri (Van Horssen
vd. 2006)

In vitro ortamda yapilan ¢alismalarda, Tnf’nin anti-timdr etkisi desteklenmektedir. Ge-
reginden fazla Tnf salgilanmasi durumunda ¢esitli hastaliklar meydana gelmektedir.
Tnf’nin, hem anti-tiimor etki gosterip hem de tiimor destekleyici nitelikte olmasi giinii-
miizde hala kafa karistirmaktadir. /n vitro ortamda gercgeklesen ¢aligmalarda diistik doz-
daki Tnf timdr hiicrelerinin metastaz etkisi gdstermesine sebebiyet vererek tiimor gelisi-
mini desteklemektedir. Ayrica Tnf’nin DNA hasar1 olusturarak, DNA tamir mekanizma-

larin1 da inhibe ettigi bilinmektedir (Demirezen vd. 2008).

2.1.1.2.2 Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi, anti-apoptotik ve pro-apoptotik etki gosteren farkli genlerden olusan genis
bir aile olup Bcl-2 proteinlerinin apoptoz mekanizmasini diizenledigi bilinmektedir. Bel-
2, 26 kDa biiyiikliigiinde olan ve ER, mitokondri ve ¢ekirdek membranlarinda yerlesmis
olan proteinlerdir. Normal hiicrelerde eksprese edilen Bcl-2 hiicrenin canliligini saglar-
ken, dis etkenlerle baslatilan hiicre 6liimiinii de baskilamaktadir. Bax proteini ise, Bcl-2

proteinine yapi1 olarak benzemekle beraber islev bakimindan tam aksi gérev yapmaktadir.
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Bax, Bcl-2 ile homodimer yap1 meydana getirerek BCL-2’yi inaktive ederek hiicrede
apoptoz ger¢eklesmektedir (Tilli vd. 2002).

Bcl-2 grubunun anti-apoptotik proteinleri hiicresel zarlara baglanma yeteneklerinden do-
lay1 mitokondriyal membranin gecirgenligini regiile ederek apoptozun diizenlenmesinde
gorev almaktadir (Babacan 2023). Buna ek olarak hiicre canliligini regiile etmekte ve
bunu da Ca*? konsantrasyonunu diizenleyerek yapmaktadir (Park vd. 2021). Bundan ayr1
olarak ise apoptozun inhibe olmasini saglayarak tiimor hiicrelerinin hayatta kalma siire-
lerini uzatarak malign formunu kazanmalarina sebep olmaktadir (Arbab vd. 2012, Sid-
diqui vd. 2015). Bcl-2, Bel-xl, Bel-w ve Mcl-1 gibi tiyeler Grup I antiapoptotik BCL-2
ailesi olarak bilinmekte ve bu iiyeler apoptozisi inhibe eden proteinler olup hiicreyi farkl
uyarilara kars1 koruyarak hiicrenin yasami i¢in 6nem arz etmektedir. Bu grupta yer alan
Bcl-x1 mitokondri membrani diginda yerlesmis olan 6nemli bir apotoz inhibitoriidiir. Bel-
2 ise; mitokondri membran gegirgenliginin korunmasinda proapoptotik proteinleri (Bax
ve Bad) inhibe ederek apoptozun engellenmesinde rol almaktadir (Keane vd. 2001).
Apoptozisi uyarict 0zellik gosteren protein grubu ise Grup II proapoptotik Bcl-2 ailesi
olarak bilinmekte olup bu grupta Bak, Bax, Bok/Mtd proteinleri bulunmaktadir. Proapop-
totik etki gostererek apoptozun indiiklenmesinde gorev alan genleri iceren Grup I1I BH3
only- Bcl-2 ailesi igerisinde ise; Bid, Bad, Bik, Bim, Hrk, Bcl-XS Noxa, Nip3, Bmf, Bcl-
G ve PUMA bulunmaktadir (Yurdacan 2017).

Yapilan ¢aligmalar Bcl-2°nin HSK’nin kemoterapi direng metabolizmasinda rol oynadi-
gin1 gostermektedir (Craig vd. 2020). Bel-2 HSK’da apoptoz mekanizmasini engelleye-
bilir ve Bax ile dimerik yap1 olusturarak timdér olusumunu indiikleyebilmektedir. Bcl-2
normal kosullarda inhibe ederken agir1 salinim1 sonucuna bagh olarak ise tiimor olusumu

ve ila¢ direncini beraberinde getirmektedir (Lohitesh vd. 2018).
2.1.1.2.3 Bax Ailesi
Bax ve Bcl-2 birbirleriyle etkilesime girerek dimerik yap1 olusturabildikleri gibi birbirle-

rinden bagimsiz ayri ayr etki de gosterebilmektedirler. Apoptozun diizenlenmesi bu pro-

tein miktarlarina bagl olarak degisiklik gostermektedir. Ornegin Bax arttiginda hiicredeki
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apoptoz mekanizmasi indiiklenirken, Bcl-2 artis gosterdiginde ise hiicredeki apoptoz me-
kanizmas1 inhibe edilmektedir (Edlich 2018). Bax genel olarak sitoplazmada yer almak-
tadir ancak apoptoz gerceklesirken mitokondriyal zara baglanip zar gegirgenligi olustu-

rarak mitokondriyal zar kanali olusturmaktadir (Hauseman vd. 2020).

Apoptoz siirecinin regiile olmasi sirasinda, Bax kanallarinin aktivitesi inhibisyona ugra-
yarak sitokrom-C’nin salinmasiyla ger¢eklesmektedir. Apoptoz sinyallerine karsi hiicre-
ler yanit verdiginde, Bax mitokondrinin iizerinde yer degistirmekte ve mitokondriyal
membranin biitiinligiinii bozarak etki gostermektedir (Jeng vd. 2018). Bax aktivasyonu,
p53 ve Bcel-2’nin sitoplazmadaki miktarina bagl olarak degisiklik gostermektedir (Lee
ve Oh 2021).

2.1.1.2.4 Kaspazlar

Kaspazlar bir sistein proteaz ailesi olup apoptoz i¢in merkezi bir konuma sahip olan ya-
pilardir. Normal sartlarda prokaspazlar olarak sentezlendikten sonra belirli kisimlar ke-
silip uzaklastirilarak aktif kaspaz halini almaktadirlar (Chowdhury vd. 2006). Hiicrede
inaktif halde bulunmakta ve uyar1 aldiklarinda proteolitik olarak birbirlerini aktive et-
mekte olan kaspazlar 6zellikle hiicre iskeletini olusturan ve DNA tamirinden sorumlu
proteinlerin kullanildiktan sonra veya islevlerini kaybettikten sonra pargalanarak ortadan
kaldirilmasindan sorumludurlar (Gewies 2003, Serbes 2009; Kandas 2004; Ekshyyan ve
Aw 2004). Toplam 14 tiyeye sahip olan bu Kaspaz ailesinin 7 iiyesi apoptozda rol alan
Kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10°dur. Kaspaz -3, -6 ve -7 apoptoz sirasinda hiicrenin par-
calanmasina neden olurken diger kaspazlar ise apoptozun baslatilmasi ve apoptozda rol

alan kaspazlarin aktive olmasindan sorumludurlar (Earnshaw vd. 1999).

2.1.1.3 Apoptoz Yolaklar

Apoptoz yolaklari i¢ yolak ve dis yolak olarak iki kisimdan olusmaktadir. D1s yolak, hiic-
renin diginda bulunan bir uyaran vasitasiyla aktive olmaktadir. Apoptozun baslamasinda
gorev alan sinyal yolaklarinin transmembran reseptorlerinin etkilesimleriyle gergekles-

mektedir. Bunlara 6rnek olarak NGF, CSF, IGF ve IL-2 (interlokin) verilmektedir
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(Chinnaiyan 1999). TNF, sistein bakimindan zengin hiicre disindaki alana ve yaklasik
olarak 80 aminoasit olusumlu 6liim bolgesi bulundurmasindan dolay1 dis yolak i¢in en
onemli reseptor ailesi olarak nitelendirilmektedir. Oliim bélgeleri, 6liim sinyallerinin
hiicre i¢ine gonderilmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Kaspaz-8, -9 ve -10’un, Kaspaz
-3 ve -7’yi aktiflestirmesinin sonucunda DNA’nin apoptotik 6liimii ger¢eklesmektedir
(Yurdacan 2017). Apoptoz i¢ sinyal yolaklar1 ise mitokondriyal temelli olan ve hiicre i¢i
hedefleri direkt olarak etkilemek amaciyla hiicre i¢i sinyal iiretimi yapan 6liim yolagidir.
I¢ yolagin aktiflesebilmesi i¢in pozitif veya negatif etkili hiicre i¢i sinyallerin iiretilmesi
gerekmektedir. Oliim faktdrlerinin yoklugunda iiretilen negatif sinyaller apoptozun in-
diiklenmesine sebep olmaktadir. Radyasyon, viral enfeksiyon, toksin ise pozitif sinyallere
ornek verilmektedir. Sonug olarak biitiin bu uyaranlar i¢ mitokondriyal membran degi-

sikligine sebebiyet vermektedir (Festjens vd. 2004).

2.1.2 Apoptoz ve Kanser

DNA’da meydana gelen herhangi bir hasar dncelikle DNA tamir mekanizmalari tarafin-
dan taranir ve tamir edilir. Ancak hasarin tamir edilemedigi baz1 durumlarda hiicre gene-
tik kontrol mekanizmalarinin goézetimi vasitasiyla ortadan kaldirilmaktadir (Lozano ve
Elledge 2000). Ancak kontrol mekanizmalarinda da bir hasar goriildiigli durumlarda
hiicre ortadan kaldirilamaz ve hasarli sekilde boliinmesine devam eder. Bu hasarli hiicre-
ler hizla cogalma gostererek neoplastik olusumu ve kanseri tetikler (Curtin ve Cotter
2003). Kanserin hiicre proliferasyonunda artis ve apoptozda azalmaya bagli olarak gelis-
tigi bilinmektedir (Meng vd. 2017). Hiicre 6liimii inhibe oldugunda hasarli hiicreler bi-
rikmekte ve dokuda hasara neden olmaktadir. Kemoterapi ile etkin tedavinin sonucunda

hiicrelerde apoptoz meydana gelmektedir (Kaufmann ve Gores 2000).

Yapilan ¢alismalarda C-MYC ve BCL-2 gibi sagkalimu tetikleyen genlerin kanser hiicre-
lerinde oldukga fazla ifade edilerek 6liime sebep olan genleri baskiladigi rapor edilmistir
(Curtin ve Cotter 2003). Yapilan diger caligmalarda noroblastom ve kolon kanserinde
survivin ve Bcl-2 proteinlerinin yliksek seviyede ifade edildigi ve bunun kot prognoz ile
baglantili oldugu tespit edilmistir (Oz¢imen 2005). Melanoma hiicrelerinde de Apaf-

ekspresyonu inhibisyona ugrayarak hiicrenin apoptoza girmesi engellenir (Schroter vd.
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2000). Kolon ve akciger ve kanserlerinde ise Fas-liganda baglanan “decoy” molekiilii
fazla iiretilerek Fas-ligandin, Fas proteinine baglanmasi inhibe edilir ve bdylece kanser
hiicreleri sitotoksik T hiicreleri tarafindan tanimip 6ldiiriilemezler (Oz¢imen 2005). Bun-
lara ilave olarak yapilan ¢alismalar Bcl-2’nin hiicrede asir1 derecede artisinin I6semi hiic-
relerinde sagkalimini arttirdigini ve hastanin kemoterapiye karsi diren¢ kazanmasina ne-

den oldugunu gostermistir (Lotem ve Sachs 2002).

Apoptoz sayesinde hasar alan hiicreler ortadan kaldirilarak bir sonraki kusaga aktarilmasi
engellenerek organizma i¢in kanser olusumunu destekleyen genetik mutasyonlarin sayisi
da en aza indirilmis olur (Klug ve Cummings 2002). Bu sebeple 6zellikle son yillarda
kanser tedavisinde apoptozu indiikleyecek yeni ajanlar lizerine yogun arastirmalar ger-

ceklestirilmektedir (Fesik 2005).

Tiimdr dokular artis gosteren genomik kararsizlik sebepli heterojen bir yapiya sahiptir.
Bu nedenle kanser hiicreleri normal hiicrelerle kiyaslandiginda apoptoza karsi direng,
yliksek proliferasyon yetenekleri, yiiksek metastaz, anjiyogenez ve invazyon yetenekle-
rine sahip olmalarindan dolay1 kanserde tedavi basaris1 diigiiktiir. Bu durum ise son za-
manlarda kanser tedavisinde tekli tedavilerden ¢ok kombine tedavilerin dikkat ¢cekmesine
neden olmaktadir (Frei ve Eder 2003). Son yillarda HSK tedavisinde de birgok ilaca kars1
tedavide basar saglanamadigindan veya tedavi slirecindeki hastalarin ilaca kars1 direng

gostermeleri sebebiyle kombine ilag tedavilerine yogunlagilmistir (Sirin 2018).

2.1.3 Kanserde Gen Tedavisi

Son yillarda yapilan aragtirmalar sonucunda, molekiiler biyoloji alanindaki gelismelerle
birlikte kanserin temelinin genetik oldugu ve kanserin gelisip ilerlemesine neden olan
genlerin detayli olarak tanimlanmastyla birlikte bu hastalikta gen tedavisi yontemiyle il-
gili caligmalar biiylik 6nem kazanmistir. Gen tedavisinin amaglart arasinda uygulanacak
tedavi etkisinin uzun stireli olmasi ve hiicre veya dokuya 6zgli olmasi gerektigi diisiintil-
mektedir (Akbulut 2003). Insanlarin DNA’s1 birbirinden farkli oldugundan dolay1 her-
kese benzer tedavinin uygulanmasi durumunda farkli cevaplar ve etkilerin goriilmesi ka-

c¢iilmazdir. Bu sebepten otlirii kisiye O6zgii tedavi yontemlerinin uygulanmasi ve
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gelistirilmesi gerekmektedir (Baykara 2016). Gen tedavisinde basarili olmanin temel yolu
uygun gen bulunmasidir. Bu uygun genin hedef hiicre veya dokulara uygun kosullarda
gonderilmesi ve yeterli miktarda ekspresyonunun saglanmasi gerekmektedir. Eger ki he-
def gen ve onkogenin hastalarin tamaminda bulunuyorsa tedavinin basarili olma ihtimali

cok daha ytiksektir (Akbulut 2003).

Immiinoterapi, bugiine kadar yapilan gen tedavisinde agirlikli kullanilan bir yontemdir.
Hedef genler olarak ise onkogenlere kiyasla tiimor baskilayici genler daha 6n plandadir.
Gen dagitim aracilari li¢ gruba ayrilmakla birlikte bunlar; viral vektorler (retroviriis, ade-
noviriis), viral olmayan vektorler (¢iplak DNA, paketlenmis DNA, islenmis DNA parti-
kiilleri ve lipozomlar) ve hiicre tedavileri (mezankimal kok hiicre, embriyonik kok hiicre,
noronal kok hiicre) olarak gruplandirilmaktadir. Gen tedavisi ajaninda biiyiik oranda re-
kombinant DNA teknolojisinden faydalanilmaktadir (Akbulut 2003). Kanserin tiirii, ag-
resifligi ve hastanin immiin sistemine bagli olarak kanser tedavileri degisiklik gdsterebil-
mektedir (Siegel vd. 2012). Gen tedavisinde tekniklerin dogru ve uygun kullanilmas1 ba-

saril1 olunmasinin 6n kosulunu olusturmaktadir (Akbulut 2003).

2.2 Karaciger Kanseri

Karaciger kanseri diinyada en yaygin olarak karsilasilan besinci kanser tipi olup, kanser-
den kaynaklanan 6liimler arasinda ise ti¢lincii sirada yer almaktadir (Bing6l 2011). Gelis-
mekte olan iilkelerde karaciger kanserine yakalanmadaki risk diger iilkelere oranla daha
fazla goriilmektedir (Anwanhan vd. 2020). Karaciger kanseri oncelik olarak karacigerde
olusmakta veya diger doku ve organlarda meydana gelen kanser hiicrelerinin karacigerde
yayillim gostermesiyle meydana gelmektedir (Shojaei 2016). Karaciger tiimdrleri iyi
huylu, kotli huylu ve metastazik tiimor olarak {i¢ grupta incelenmektedir. Primer karaciger
kanseri genellikle epitel hiicre kokenlidir. Cografi dagilima bakilacak olursa karaciger
kanseri diger kanser tiirlerine oranla sik degiskenlik gostermektedir (Sankaranarayanan
vd. 1998). Karaciger tlimorleri arasinda en yaygin karsilagilan1 ise HSK’dir (Arslan,
2012). Metastazik karaciger kanseri ise viicudun diger kisimlarindaki kanser hiicrelerinin

karacigere yayilimi1 sonucunda meydana gelen kanserdir (Diril 2022).
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Karaciger kanserlerinin biiylik cogunlugu genellikle altta yatan hastaliklardan kaynaklan-
maktadir (Gravitz 2014). inflamasyon ve hepatosit rejenerasyon sonucunda kronik kara-
ciger hastalig1 ortaminda gelismektedir. Genetik ve epigenetik degisikliklerin uzun yillar
boyunca karacigerde birikmesi de kanser olusumunu tesvik etmektedir. En sik rastlanan
sebepler arasinda Hepatit B enfeksiyonu basta gelmektedir ve Hepatit B, konak¢1 geno-
munda genomik instabilite ve mutajenezi indiikleyerek karaciger kanserinin olusumunu
tesvik etmektedir. Hepatit B enfeksiyonu DNA hasarina ve telomer kisalmasina sebep
olmakta ve bunun sonucunda ise karaciger kanserinin olusumuna katkida bulunmaktadir
(Yamashita ve Wang 2013). Alkoliin kanserojen etkisinden dolay1 yiiksek oranda kulla-
nimi kanserde risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Alkol, daha 6nce var olan kronik
karaciger hastaligi, sigara kullanimi, obezite, hareketsiz yasam, Hepatit B ve C gibi et-
kenlerden dolay1 karaciger kanseri olusumunu daha ¢ok tetiklemektedir (Grewal ve
Viswanathen 2012). Karaciger kanserinin gelismesindeki bir diger risk faktorii ise afla-
toksinlerdir. Aflatoksin, bugday, yer fistig1, pirin¢ gibi kuru gidalarda bulunan ve Aper-
gillus adi verilen kiif mantarinin sicaklik ve neme bagl olarak etkisini gdstermesiyle he-
patit ve karaciger yetmezligine sebep olup karaciger kanseri olusumunu etkilemektedir
(Barett 2015). Her ne kadar karaciger kanseri i¢in farkli sebepler bulunsa da karaciger
kanserinin kaynaginda biiytik farkliliklar goriilmektedir (Gravitz 2014). Kronik hepatit,

siroz ve karaciger kanserinin sematize goriintiisii Sekil 2.3’te verilmistir.

KARACIGER
KANSERI

KRONIK
HEPATIT

Sekil 2.3 Kronik hepatit, siroz ve karaciger kanseri goriintiisii (Int. Kyn. 1)

Karaciger kanserinin en yaygin tedavi yollar1 arasinda kemoterapi ve immiinoterapi basta

gelmektedir. Buna ek olarak nanoteknoloji tabanli tedavi yontemleri de kullanilmaktadir.
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Kemoterapdtik bir ilag olan Sorafenib tedavide iyi bir se¢enek olmasina karsin uzun siireli
kullaniminda ise toksisiteye ve ilacin verimsizlesmesine sebep olmasi gibi olumsuz yon-
leri de bulunmaktadir. Karaciger kanserini tedavi etmek i¢in farkli alternatifler, daha et-

kili yollar ve tedavi secenekleri gelistirilmelidir (Anwanhan vd. 2020).

2.2.1 Hepatoselliiler Karsinom

HSK en sik rastlanan primer karaciger malignitesidir ve diinya ¢apinda kansere bagl
Oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden birini olusturmaktadir. HSK istatistigi genis bir cog-
rafyada yayilim gostermekle beraber (Bruix vd. 2004) etiyolojisi ve dagilimi cografi bol-
gelere bagl olarak farklilik gdstermekte (Mammadli 2023) ve %80’den fazlas1 Dogu
Asya ve Sahra Alt1 Afrika gibi yeni gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir. Amerika ve
Kuzey Avrupa gibi gelismis tilkelerde ise goriilme sikligi diger tilkelere oranla daha azdir.
Tiirkiye’de ise HSK goriilme sikliginin %56’sinin HBV, %23.2°sinin HCV, %15’inin ise
yiiksek alkol kullanimi sebebiyle oldugu, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bélgelerinde en
onemli faktdr kronik hepatit B iken, bat1 bolgelerine dogru yaklasildikca kronik hepatit C
ve asir1 alkol kullaniminin daha 6nemli bir sebep oldugu saptanmistir (Uzunalimoglu vd.
2001). Bunlarin disinda HSK igin risk faktorleri arasinda sigara kullanimi, ¢esitli meta-
bolik hastaliklar, aflatoksin, diabetes mellitus, nonalkolik karaciger yaglanmasi ve erkek
cinsiyet gibi bircok faktdr de sayilabilir (El-Serag ve Rudolph 2007). Enfeksiyona sahip
olmayan bireylere gore kronik hepatit B viriisii tasiyicisi olan hastalarda HSK gelisme
riskinin asag1 yukar1 100 kat daha fazla oldugu ve bu durumun en yiiksek viral etkenli
kanser olugum riski ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Beasley 1988, Arbuthnot ve Kew
2001). HSK, kanser kaynakli 6liimlerde diinya ¢apinda {igiincii sirada yer almaktadir.
Kronik hepatit B ve C enfeksiyonlari, alkol kullanim1 veya aflatoksinler sonucunda olu-
san hepatokarsinogenezde diger karsinogenezlerde de oldugu gibi apoptozdan kagabilme,
siirs1z boliinebilme yetenegi ve anjiogenez gibi 6zellikler goriilmektedir (Feitelson vd.
2002, Kunter 2007). Karaciger kanserinin biiyiik oranint HSK belirlemekte olup bu kan-
ser tliriiniin %75’ 1ni kapsamaktadir (Petrick ve McGlyn 2019). Diinya ¢apinda erkeklerde
besinci ve kadinlarda yedinci sirada yer alan HSK karacigerin siklikla karsilagilan primer
malignite tiimorii olup (Mittal ve El-Sarag 2013) goriilme siklig1 erkeklerde kadinlara

nazaran daha fazla olan bir hastaliktir. Diinya genelinde her yil ortalama HSK ile ilgili
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olarak bir milyondan fazla yeni vaka tanimlanmakta ve bu vakalarin sag kalim oranlar1 5
yil i¢in %3’ten daha azdir. Bunlara ek olarak ameliyat sonrasi niiks etme ve metastaz

orani da yliksek olan bir kanser tiirtidiir (Tang vd. 1999, Tang 2001).

HSK riski yasa, cinsiyete, karacigerde meydana gelen hasara gore farklilik gostermekle
birlikte (Bruix vd. 2004) viral hepatit B viriisii tasiyicilarin tasimayanlara kiyasla HSK’ya
yaklasik 100 kat daha fazla yakalanma riski bulunmaktadir (Beasley 1998, Arbuthnot ve
Kew 2001). Genellikle 14-33 yas skalasindaki geng popiilasyonda daha ¢ok goriilmekte
ve sag kalim oran1 digerlerine kiyasla daha yiiksek seyretmektedir (Demirkiran 2022) ve
ayrica kronik hepatit B, kronik hepatit C, alkol ve sigara kullanimi, diyabet, karaciger
yaglanmasi ve aflatoksin gibi etmenler de HSK i¢in risk olusturan etmenler arasindadir
(El-Serag ve Rudolph 2007).

HSK’nin gelisimi karmasik bir siiregten olusmakla beraber (Demirkaya vd. 2019) kronik
karaciger hasarina ve buna bagli olarak siroza sebebiyet veren herhangi bir etken onko-
lojik etkenler arasinda sayilmaktadir. Buna 6rnek olarak ise basta Hepatit B, Hepatit C ve
alkol gelmektedir. Digerlerine oranla daha diisiik olsa da risk faktorleri arasinda primer
safra sirozu ve bakir veya demir birikimi de gelmektedir (Bruix vd. 2004). HSK siroz
ortaminda kendini gdsteren ve genellikle ileri evrelerde ortaya ¢ikan agresif bir kanser
tipidir. Siroz, etiyolojiden bagimsiz olarak HSK gelisimi i¢in 6nemli risk olusturmaktadir.
Sirozlu karacigerde, hepatositlerin ¢cogalmasindan kaynaklanan rejeneratif nodiiller go-
rilmektedir (EI-Serag 2012). Nodiillerin olusumuyla birlikte ilk olarak hiperplastik no-
diillere daha sonra biiytime hizindaki kontroliin ve hepatositlerin kaybindan dolay1 disp-
lastik nodiillere dontiserek HSK olusmaktadir (Thorgeirsson vd. 2006). Bu rejeneratif no-
diiller ile HSK arasindaki ayrim, nodiillerin boyutuna gore degisebilir (El-Serag 2012).
HSK, kromozomal anormallikler, allelik kayiplarda artig, hiicresel yolaklarda olusan
anormallikler ve mutasyonlarla iligkilendirilmekle beraber (Feitelson vd. 2002, Kunter
2007) telomer kisalmasinin da sirozlu karacigerlerde goriilen diger bir anormallik oldugu
da gecmis yillarda rapor edilmistir. Farelerle yapilan ¢alismalarda telomer kisalmasinin
karsinojen maruziyeti sonrasi deneklerde karaciger tiimorii olusumunu tetikledigi saptan-
mis olup insan HSK vakalarinda da ayni sekilde telomerlerin kisaldig1 tespit edilmistir.
Insan hepatositlerinde telomer kisalmasinin kromozomal instabiliteye neden olabilecegi

ve bu sekilde HSK gelisimini tetikleyebilecegi ileri siiriilmiistiir (Wiemann vd. 2002).
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Yapilan literatiir arastirmalart HSK’da sadece genetik degisikliklerin degil epigenetik de-
gisikliklerin de oldukg¢a 6nemli bir rol oynadigini rapor etmektedir (Bird 2007).

HSK tiimorlerinin besin kaynagi kan bakimindan zengin kan damarlar1 oldugundan do-
lay1 son yillarda yapilan ¢aligmalar anti-anjiyogenezin HSK hastalar1 i¢in umut verici bir

tedavi yontemi oldugunu diisiindiirmektedir (Liu vd. 2006).

2.2.2 Tanm ve Tedavi

HSK tanist siklikla hastalarin semptomatik hale geldigi ve karaciger yetmezliginin ilerle-
mis durumunda konmaktadir. Tarama, alt1 aylik araliklarla hem ultrason, bilgisayarl to-
mografi ve manyetik rezonans goriintiileme gibi radyolojik testleri hem de a-fetaprotein
gibi serolojik belirtecleri igermektedir. Coklu tedavi yontemleri mevcuttur ancak yalnizca
karaciger nakli veya cerrahi rezeksiyon kiiratiftir. Ek tedavi yontemleri arasinda transar-
teriyel kemoembolizasyon, radyofrekans ablasyonu, mikrodalga ablasyonu, peruktan eta-
nol enjeksiyonu, kriyoablasyon, radyasyon terapisi, sistematik kemoterapi ve molekiiler
hedefli tedaviler yer almaktadir (Balogh vd. 2016). Lokolejyonel HSK’nin yani sira kri-
terleri asan tlimorlerin evrelendirilmesinde en sik kullanilan yontem TACE (Transarteri-
yel kemoembolizasyon)’dir (Takayasu vd. 2006). TACE ayrica tiimor hacmini azaltmak
ve mikrometastazi hedeflemek i¢in tedavi segenegi olarak en baslarda gelmektedir

(Schwartz vd. 2007).

Tiimdriin boyutu arttik¢a kan akimi arteriyer hale gelir ve bu tiimor 6zelligi HSK y1 tespit
etmek icin kullanilan temel yontemdir. Tedavi yonteminin se¢imi tiimoriin boyutuna, lo-
kasyonuna, ekstrahepatik yayilimina ve altta yatan karaciger enfeksiyonuna bagl olarak
degiskenlik gostermektedir. Mevcut organlarin yetersizligi HSK’l1 bir¢ok hasta i¢in bazi
tedavileri engellemektedir (Balogh vd. 2016).

HSK’nin 6nlenmesi, hepatit B virilisiiniin agilanmasi, kan tiriinlerinin evrensel olarak ta-
ranmasi, giivenli enjeksiyon uygulamalarinin yapilmasi gibi durumlarda gerceklestirile-
bilir. HSK’da en iyi tedavi sonucunu elde etmek i¢in erken teshisin dnemi biiyiik olmakla

beraber karaciger kanser riskini en bagindan 6nlemenin yollari ise obezite, diyabet ve asir
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alkol tiiketimi gibi risk faktorlerinin azaltilmasi seklinde sayilabilir (McGlynn vd. 2021).
HSK, her ne kadar bu risk faktorlerinin azaltilmasi ile 6nlenebilir bir kanser tipi olsa da
taniin oldukgea ileri evrede konulmasi ve buna bir de karaciger fonksiyon bozukluklari-

nin eslik etmesiyle, uygulanan tiim HSK tedavileri basarisiz olmaktadir.

Tan1 ve tedavide yeni teknolojilerdeki ilerlemelere ragmen insidans ve mortalite artmaya
devam etmektedir (Balogh vd. 2016). Tiim bu nedenlerden dolayi, giiniimiizde yapilan
aragtirmalarda HSK gelisimi ile iliskili genetik ve epigenetik degisimlerin rol aldig1 mo-

lekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina odaklanilmaktadir (Balogh vd. 2016).

2.2.3 HSK Tedavisinde Kombin Terapi

Baslangicta tek kokenli klonal yapiya sahip olan kanser hiicreleri, sinirsiz boliinme yete-
nekleri sayesinde neoplazinin baglangici ile artan DNA kararsizli§1 sonucunda tiimér do-
kusunun heterojen yap1 kazanmasina sebep olmaktadir. Sonugta, kanser hiicreleri apop-
toza karsi dirence, daha yiiksek bir proliferatif kapasiteye, daha yiiksek oranda metastatik
veya invaziv ve anjiyogenez potansiyeline sahip olduklarindan dolay1 tedavide basari ora-
ninin diigmesine sebep olmaktadirlar. Tiim bu nedenlerden dolayi, gliniimiizde tek ilag
tedavi segenegi yerine kombinasyonel kemoterapotik tedavi uygulamalarina daha ¢ok
odaklanilmaktadir (Frei ve Eder 2003). Giiniimiizde kullanilan ¢ogu geleneksel kemote-
rapotik ilaca karst duyarli olmamasindan veya tedavinin ilerleyen siirecinde direng ka-
zanmasindan dolay1 son yillarda kombin ilag tedavilerine HSK tedavisinde de yer veril-
mektedir. Son yillarda HSK tedavisinde Sorafenib ile birlikte kombin tedavi olarak
MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR, EGFR, histon deasetilaz ve anjiyogenez inhibitorlerin et-

kisi iizerinde ¢esitli arastirmalar gergeklestirilmektedir (Yurdacan 2017).

2.2.4 Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Hatti

HepG2 hiicresi, HSK’11 hastadan izole edilen ve karaciger kanseri ¢alismalarinda siklikla
tercih edilen bir hiicre hatt1 olup (Isan vd. 2016) diger hiicre hatlarina gore ¢alisma ve

kiiltiirii bakimindan daha kolay oldugundan dolay1 tercih edilme orani daha yiiksektir.

Hep(G2 hiicre hattinin avantajlar1 arasinda; karacigere 6zgii serum ve plazma proteinleri
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tiretimi ve proteinlerin islenebilmesi basta gelmektedir. HepG2 hiicre hatlarinda viral en-
feksiyon bulunmamasi sebebiyle genellikle HSK modeli olarak ve HSK’nin saf hiicre
hattin1 temsilen kullanilmaktadir. HepG2 hiicre hattinin, karaciger karsinomasinda saf
hiicre ¢izgisini simgelemesinin nedeni gen ekspresyonunda viral enfeksiyon bulundurma-

masindan kaynaklanmaktadir (Costantini vd. 2013).

HepG2 hiicreleri, karakterize edilen insan hepatoma grubunda en iyi hiicre hatti olmasi
ve ¢ok yonlii olmasindan dolay1 oldukca ¢ok tercih edilmektedirler (Burley ve Roth
2007). Ayn1 zamanda yiiksek proliferasyona sahip olup (Danato vd. 2014) ilag gelistirme
calismalarinda tercih edilen hepatik hiicre depolarindan biridir (Oshikata-Miyazaki ve

Takezawa 2016).

2.3 Proton Pompa Inhibitérleri (PPT)

Tedavi i¢in kullanilmaya ilk defa 1998 yilinda baslanmis olan (Uygun 2013) PPI yaygin
olarak diinyada 25 yildir kullanim alan1 bulan ve midenin asit iiretimini azaltip, mide asit
salgisini baskilayan bir ilag grubudur. PPI, en sik kullanilan ilaglar arasinda diinyada
{iciincii sirada yer almakla beraber WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan diizenlenen
recetede glivenilir ilag grubunda yer almakta ve asit ile iligkili hastaliklarda en etkili te-
davi yontemlerinden biri olarak kullanilmaktadir. Karacigerde metabolize olup metabo-

litleri idrarla ve fegesle atilmaktadir (Ozden 2013).

PPI etki mekanizmasi histamin, asetilkolin ve gastrin reseptorleri tarafindan mide muko-
zasinda bulunan parietal hiicrelerindeki asit salinimi ile kontrol edilmektedir. Bu resep-
torlere baglanilmasi sonucuyla protein kinaz aktivasyonu ger¢eklesmekte ve protein pom-
past (H'/K" ATPaz) uyarilmaktadir. Protein pompasi K iyonunu hiicre igerisine gegirir-
ken H' iyonunu ise mide liimenine salgilamaktadir (Ozden 2013). PPI parietal hiicreler-
deki proton pompasinda mevcut olan H", K" ve ATPaz’a geri doniisiimsiiz bicimde bag-
lanip mide asit salinimin1 baskilamaktadir ve buna bagli olarak ila¢ uzun siireli etki sag-
lamakla birlikte giin i¢inde tek dozun uygulanmasi yeterli olmaktadir (Uygun 2013).
Mide parietal hiicresinde mide asit salinimi ve PPI etki mekanizmas1 Sekil 2.4’te veril-

mistir.

21



Gastrin™<ECL hicre =
Asetlkolin |

Histamin

Parletal hucre

b, Proton pompa
aktivasyon

“'.
Lumen

Sekil 2.4 Mide parietal hiicresinde mide asit salinim1 ve proton pompa inhibitorleri etki mekaniz-
mas1 (Ozden 2013)

Klinik kullanimdaki proton pompa inhibit6rlerine 6rnek olarak Lansoprazol, Esomepra-
zol, Rabeprazol, Pantoprazol, Omeprazol ve Dekslansoprazol verilebilir (Uygun 2013).
Bu ilaclar mide asidine kars1 dayaniksiz olmalar1 sebebiyle ince bagirsakta acilacak
formda iiretilmektedir. PPI’ler ince bagirsakta absorbe olup karacigerde metabolizmasi
gerceklesmekte ve parietal hiicrelerinin liimeninde konsantre olmaktadirlar. PPI’ler asit
ortaminda H" alarak siilfonamid formuna doniistimiinii saglayarak aktiflesmekte, aktifle-
sen PPI’ler H', K* ve ATPaz’lar sistein molekiillerine baglanip pompa inhibe edilmis
olmakta ve bu inhibasyon sonucu asit sekresyonu bloke edilmektedir. Bu sebeple PPI’le-
rin etkisi uzun siirmektedir (24-48 saat). Biitiin PPI’ler asit uyaranlarinin asit salinimini
bloke ederler. PPI’ler hem yemekle uyarilan asiti hem de uyku sirasinda salgilanan asit
dahil tiim asit sekresyonunu inhibe etme &zelligine sahiptirler. Standart dozdaki PPI’ler
pH’1 3-4 iizerinde tutma 6zelligi gdstermekle beraber yiiksek dozda PPI kullanilacag: za-
man boliinerek belli araliklarda (kahvaltidan ve aksam yemekten 20-30 dakika 6nce) alin-
mas1 daha iyi pH dengesinin kurulmasimi saglamaktadir. PPI’ler her ne kadar giinde iki
kez verilse de pH gece 12 ve sabah 6 arasinda 4’iin altina da diisebilmektedir (Ozden

2013).
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PPI tedavisi, hastalarin yatis asamasinda baslayip hasta taburcu olduktan sonra uzun sii-
reli kullanim1 devam eden bir siiregtir. PPI’ler arasinda onemli 6l¢iide fark olmaksizin
yan etkileri %1-3 arasinda degismektedir. Bu tiir ila¢larin uzun siireli kullanim sonucu
yan etkileri artabilmekte olup farmakoepidemiyolojik ¢alismalarda uzun stireli kullanil-
mis olmasi i¢in 6 aydan fazla viicuda alinmis olmasi gerekmektedir (Cetin Erdem vd.
2021). Klinik ¢aligmalarda ise uzun dénem kullanim olarak sayilmasi i¢in 4-8 haftayi
gecmesi gerekmektedir (Targownik vd. 2022). Yan etkileri arasinda ise neoplaziler, en-
feksiyonlar, besin maddesi emiliminde ve sindiriminde bozukluk, kemik kiriklar, ilag

etkilesiminde ve ilag etkisinde azalmalar sayilabilir (Uygun 2013).

PPI kullanim alanlar1 arasinda; peptik iilser, gastrodzofageal reflii hastaligi (GORH), stres
iilseri profilaksisi, zollinger ellison sendromu, Helicobacter pylori’nin sebep oldugu has-
taliklar yer almaktadir (Targownik vd. 2022). Ayn1 zamanda PPI’ler pH’1 dolayli olarak
degistirdiginden dolay1 insan mikrobiyatasinda bakteri ve funguslar {izerinde dogrudan

bir etkiye de sahiptir (Ozden 2013).

2.3.1 Lansoprazol

Lansoprazol, mide asit salinimin1 inhibe eden PPI grubundaki antitilser ilaglar arasinda
en yaygin kullanilanlardan biridir. Mide parietal hiicrelerinin H'/K'-ATPaz enziminin
aktivasyonunu inhibe ederek gastrik asit olusumunun son basamagini1 engellemektedir.
Lansoprazol diger bir PPI grubundaki Omeprazol ile benzerlik gdstermesine ragmen Lan-
soprazol’lin molekiil formunda, benzol halkasindaki imidazolden dolay1 farklilik goriil-
mektedir. Lansoprazol karacigerde sitokrom p450 enzim sistemi ile metabolize olmakta
ve oral uygulamadan sonra hizla emilim gostererek 1-7 saatte maksimum seviyeye ulas-
maktadir. Lansoprazol yiiksek oranla plazma proteinlerine baglanmaktadir. Mide asit sa-
linimint ilk doz aliminda %80 oraninda baskilayarak {ilserde semptomatik dozlarda dii-
zelmeler goriildiigii rapor edilmis olup yan etkileri yok denecek kadar azdir (Calikoglu
2011). Bu yan etkileri arasinda sagta dokiintii, deride kuruma, kulakta ¢inlama, kalpte
carpint1, deride kasint1 ve inflamasyon, kas ve eklem agrilar1 sayilabilir (Int Kyn. 2). Lan-

soprazol’lin kimyasal formiilii ve yapis1 Sekil 2.5 ve 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.5 Lansoprazol’iin kimyasal formiili (Calikoglu 2011).

LANSOPRAZOL
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Hidroksiomeprozol Lansoprazolsilfon

Sekil 2.6 Lansoprazol’iin yapist (Ozden 2013).

2.4 Sorafenib
Sorafenib, C21H16sCIF3N403 kimyasal formiiliine sahip, Avrupa Birligi tarafindan HSK
tedavisi i¢in onaylanan ve bir¢ok kanser tiiriinde etki gosteren ¢oklu kinaz inhibitér grubu

bir ilactir (Yurdacan 2017). Sorafenib’in kimyasal ve {i¢ boyutlu yapis1 Sekil 2.7°de ve-

rilmistir.
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Sekil 2.7 Sorafenib’in kimyasal ve {i¢ boyutlu yapis1 (Yurdacan 2017)

Sorafenib HSK’nin cerrahi miidahale yapilamayacak kadar ileri seviyedeki hastalarinda
yasam sliresini uzatmak ve HSK’nin ilerlemesinin 6niine gegmek i¢in kullanilmaktadir.
HSK hastalarinda oral yolla alinan ilk tedavi yontemi olarak kullanilmakta (Suo vd. 2012)

ve erken evre HSK hastalarinda sagkalim siirecini 19-20 ay, orta evredeki hastalarin
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sagkalim siirecini ortalama bir y1l ve son evredeki HSK hastalar1 i¢cin uygulanan tek tedavi

yontemi olarak hastalarin sagkalimini 3-4 ay kadar uzatmaktadir (El-Serag vd. 2008).

Sorafenib’in; kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3,
FLT3, PDGFR, Ret ve c-kit gibi hiicre yiizey kinazlarini inhibe ederek ve yeni damar
olusumunu ve tiimor hiicrelerinin boliinmelerini engelleyerek tiimdr boyutlarinda azal-
maya sebebiyet verdigi rapor edilmistir (Wilhelm vd. 2004, Carlomagno vd. 2006, Rini,
2006, Durmus 2023). Aynm1 zamanda in vitro kosullarda anti-timor etkinligi gosteren

giiclii bir ila¢ oldugu da bilinmektedir (Ali vd. 2021).

HSK olduk¢a yogun vaskiilarizasyon i¢germekte ve bu durum HSK gelisimindeki 6nemli
basamaklardan birini olusturmaktadir. Yapilan c¢alismalarda HSK tiimoér dokularinda,
komsu tiimor igermeyen dokulara gore cok daha fazla Ras/Raf/MAPK yolaginda rol alan
protein ekspresyonlari oldugu tespit edilmis olup Sorafenib ile HSK tedavisinde hiicre
proliferasyonu ve anjiogenezin engellenmesi hedeflenmektedir. Sorafenib serin/treonin
kinazlar olan c-RAF ve BRAF’1 da inhibe ederek RAF/ MEK/ ERK sinyal yolaklarini
dolaysiyla farkli onkogenetik yolaklar1 bloke ederek tiimor hiicrelerinin proliferasyo-
nunu ve anjiyogenezini de bloke etmektedir (Gong vd. 2017). Sorafenib’in etki yolaklari

Sekil 2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8 Sorafenib’in etki yolaklar1t VEGFR (vaskiiler endoteyal biiylime faktorii), RET (proto-
onkogen), KIT (kok hiicre faktorii reseptorii), FLT3 (FMS ile ilgili tirozin kinaz 3 reseptorii),
PDGEFR (biiyiime faktdrii reseptorii) (Sirin 2018)
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2.5 Sitotoksisite

Sitotoksisite giiniimiizde sayilar1 giderek artan ¢evresel kimyasallar, kozmetik iiriinler,
agir metaller, biyolojik ya da fiziksel ajanlar ve bunlarin yani sira ila¢ etken maddelerinin
cesitli dozlardaki kullaniminda hiicre canliligina olan etkisidir ve bir¢ok farkli giincel
yontemle belirlenerek degerlendirilebilmektedir. Bu yontemlerin hangisinin en uygun ol-
dugunu degerlendirirken test maddesinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, maddenin hangi
mekanizma aracilig1 ile apoptoza yol agtig1 ve yontemin hassasiyetine dikkat edilmesi

gerekmektedir (Erkekoglu ve Baydar 2021).

Sitotoksisite testi tibbi cihazlarin hiicre biiylimesini, iiremesini ve morfolojik etkilerini
gozlemlemek i¢in in vitro doku hiicrelerini kullanan biyolojik degerlendirme ve tarama
testi olmakla birlikte basit, hizli, yliksek hassasiyete sahip olmasiyla 6n plandadir. Sito-
toksisite testlerinin devamli olarak gelismesiyle birlikte, morfolojik degisiklerle hiicre ha-
sarinin tespiti ve belirlenmesi, hiicre biiyiimesi ve metabolik 6zelliklerinin 6l¢iilmesi ba-
kimindan niteliksel degerlendirmeden kantitatif degerlendirmeye yonelik kademeli ola-
rak gelistirilmektedir. Sitotoksisite testinde ekstrakt testi tibbi cihazlarin ¢dziinebilir mad-
delerinin toksisitesini tespit etmek i¢in uygundur ve genel olarak hayvan toksisitesinin
sonuclariyla tutarlilik géstermektedir. Dogrudan temas testi ise tibbi cihazlarin sitotoksi-
sitesini test etmek i¢in duyarlidir ve tibbi cihazlar zayif sitotoksisiteyle dl¢iilebilmektedir.
Sitotoksisite bir dizi avantajinin yani sira tercih edilen zorunlu olan 6gelerle birlikte bi-
yolojik degerlendirme i¢in en 6nemli yontemlerden biridir (Weyermann vd. 2005, Li vd.
2015). Canli hiicre varlig: tespiti i¢in tetrazolyum bilesikleri kullanimi tercih edilmekte-
dir. Siklikla kullanilan yontemler arasinda MTT, XTT, MTS ve WST-1 gelmektedir. Si-
totoksisite deneyleri, ilaglarin ve bazi bilesiklerin sitotoksisite profilini belirlemek igin
kullanilan ve hiicre kiiltiirii bazli 6l¢lim tekniklerinden biri olup giiniimiizde siklikla kul-
lanimu tercih edilen yontemdir (Tokur ve Aksoy 2017). Modern hiicre biyolojisinin iler-
lemesiyle birlikte, sitotoksisiteyi degerlendirmek icin bir¢ok numunenin ayni anda ve
hizl1 analiz edilmesi gibi deneysel yontemlerin devamli olarak gelistirilmesi ve iyilesti-
rilmesinden dolay1 son zamanlarda sitotoksisite bakimindan 6nemli bir potansiyel goster-

digi goriilmektedir (Weyermann vd. 2005, Li vd. 2015).
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2.5.1 Sitotoksisite Testi Olarak MTT

MTT yo6ntemi hiicrelerin canlilifini ve sitotoksisitesini belirlemek i¢in siklikla kullanilan
bir yontemdir. MTT bir tetrazolyum tuzudur ve proliferasyona ugrayan hiicreler MTT yi1
mor renkli formazan kristallerine doniistiiriir ve bu kristaller suda ¢oziinmezler. Kristaller
DMSO’ya (dimetil siilfoksit) maruz birakilarak ¢ozdiiriiliir. Daha sonra hiicrelerin canli-
l1ig1 ELISA cihazinda okunur. MTT yonteminin avantajlari; diger tekniklere gére daha
hizl1 ve giivenilir olmasidir, istenildigi kadar tekrarlanabilir ve hiicrelerin hem canli hem

6lii oranint belirler (Erkekoglu ve Baydar 2021). MTT kimyasal yapist Sekil 2.9°da ve-

rilmistir.
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Sekil 2.9 MTT kimyasal yapisi (Riss vd. 2004)

2.6 Genotoksisite

Genotoksisite, genotoksinler vasitastyla DNA nin, ¢ekirdegin ve kromozomun yapisinda
olusan hasarlar1 kapsamaktadir. Bu hasarlar siklikla kromozom anomalileri, gen mutas-
yonlari, DNA zincirindeki kiriklar ve fazla DNA eklentilerinden olusmaktadir. Olusan
hasarlar genetik hastaliklara, kansere, yaslanmaya, kisirlasmaya ve bir¢ok sorunlara yol
acmaktadir. Bu sebeple halk sagligini korumak i¢in mutajen ve karsinojen riski en alt
diizeye indirebilmek biiyiik 6nem tagimaktadir. Genotoksisite testleri in vivo veya in vitro

olarak uygulanabilmektedir (Zeiger 2004).
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DNA’da mutasyona sebebiyet veren ajanlara mutajen denir. Genotoksisite testlerinin
amaci, mutajenitesi belirlenen fiziksel ve kimyasal ajanlarin karsinojenik potansiyel egi-
limini tahmin etmede kullanilmalaridir. Genotoksinler, mitotik ig ipliklerinde, DNA’da
ve hiicre dongiisii kontrol noktalarinda hasar olustururlar. Bu hasarlar, DNA onarim ha-
talarina, mutasyonlara ve apoptoza sebebiyet verir. Bu durum ise genetik kararsizliga yol
acacagindan yaslanma, kisirlik, kanser ve genetik hastaliklarin meydana gelmesi muhte-

meldir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

2.6.1 Genotoksisite Testi Olarak Komet

Komet ya da kuyruklu yildiz testi, ¢esitli ajanlarin sebep oldugu DNA’daki tek ve cift
sarmalli kiriklar1 6l¢mek i¢in kullanilan ¢ok yonlii ve hassas bir yontemdir (Collins vd.
2008, Sekeroglu ve Sekeroglu 2021). Kuyruklu yildizlarin olusum mekanizmasi
DNA ’nin yapisal halkas1 iginde bulunan DNA siiper sarmalinin tek bir DNA nin kopma-
styla gevsemesinin bu halkanin kuyruklu yildiz testinde oldugu gibi elektroforetik alan
altinda (Collins vd. 2008) elektrik alanina yanit olarak bir agaroz jelden negatif yiiklii
dongiilerin DNA parc¢alarinin ¢izilme yetenegine ve bununla birlikte farkli molekiil agir-
ligina ve elektrik yiikiine sahip olan DNA molekiillerinin farkli alanlara go¢ etmesi teme-
line dayanmaktadir. DNA gogliniin kapsami hiicrelerde bulunan hasara gore degiskenlik
gostermektedir (Kumaravel vd. 2009, Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Komet, DNA hasa-
rinin tek bir hiicre diizeyinde mikroskobik olarak tespitinin yapilmasi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Olusan hasarin belirlenmesi, hiicrelerin kuyruk uzunlugu ve sekline
gore siniflandirilmasindan sonra gorsel olarak derecelendirilmesi temeline dayanmakta-
dir. Bu derecelendirme hasar seviyesinin tespitinde olduk¢a dnemlidir (Kumaravel vd.

2009).

Komet, kanser hastalarinin DNA hasar1 derecesinin belirlenmesi ve tamirinin tespit edil-
mesinde siklikla kullanilmaktadir. Komet testinin avantajlar1 diger testlere gore maliyeti-
nin daha ucuz olmasi, hizli ve giivenilir olmasindan kaynaklanmaktadir. Komet yonte-
minde hiicreler ya da ¢ekirdekgikler ilk olarak agaroz jeline yerlestirildikten sonra lizisin
ardindan elektroforez tamponunda yiiriitiilmekte ve ndtralizasyona tabii tutulduktan sonra

DNA baglayict floresan boya ile boyanmaktadir. Komet okuma islemi floresan
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mikroskopta gerceklesmekte olup hasar goren hiicreler kuyruklu yildiz goriiniimii alirken
hasar gormeyen hiicreler ise kuyruk olusturmazlar. Bu sebepten dolay1 bu teknige Komet

ad1 verilmistir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Komet piyasaya yeni siirlilen ilaclarin genotoksisite testinde siklikla kullanilmaktadir
(Speit ve Hartman 2006). Kometin varyantlari, DNA ¢apraz baglari, tek ve ¢ift iplik
kopmalar1 gibi DNA hasarlarinin derecelendirilmesi i¢in tercih edilir (Gyori vd. 2014).
Komet testinin apoptozis ¢alismalarin kullanilmasina yonelik argiimanlar bulunmaktadir

(Collins vd. 2008). Komet DNA hasar1 dereceleri Sekil 2.10°da verilmistir.

Derece 0 Derece 1 Derece 2

Derece 3 Derece 4

Sekil 2.10 Komet DNA hasar1 dereceleri (Gunasekeran vd. 2019).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Hiicre Kiiltiirii

3.1.1 Hiicre Kiiltiirii i¢cin Medyum Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogalabilmesi ve yasam faaliyetlerini siirdiirebilmesinde kullanilacak olan
medyum i¢in gerekli olan kimyasallar ilk olarak ¢alismaya baslanmadan yarim saat 6nce
hiicrelerin strese girmeyecegi optimal 1siya ulagmasi i¢in sicak su banyosuna koyuldu.
Daha sonra bu kimyasallar ve 0.22 um g6zenekli pess membran filtre (WVR) steril kabin
icerisine koyularak medyumun son hacmi 1L olacak sekilde pess membran filtreye 6nce-
likle DMEM Low glucuse (Sigma-Aldrich, UK), %10 oraninda FBS (Fetal Bovine Se-
rum) (Sigma, USA), %1 oraninda penisilin (Sigma, USA) ve yine %1 oraninda L-Gluta-
min (Sigma-Aldrich, USA) eklendi. Biitiin bu gerekli olan kimyasallar pess membran
filtreden gegirildi. Filtreden gegirilen stok medyum 50°’lik falkonlara boliindii, kodlandi
ve kullanilmak tizere +4 °C’ye kaldirildi. Hiicre medyumunun hazirlanis1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Hiicre medyumunun hazirlanisi

Kimyasallar Miktar Oran
DMEM Low Glucose 880 ml %88
FBS 100 ml %10
Penisilin 10 ml %1
L-Glutamin 10 ml %1
Son hacim 1000 ml %100

3.1.2 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Hiicreleri ¢ozmeye baslamadan 6nce gerekli olan kimyasallar sicak su banyosuna ko-
yuldu. Kabinin UV’si belli bir miktar acik tutuldu ve UV’yi kapattiktan sonra kabin ve
kullanilacak olan kimyasallar %70 alkolle steril edildi. Kriotiip i¢cinde -80°C’de donmus
halde bulunan HepG2 hiicreler strese girmeyecek sekilde ¢ozdiiriildii. Hazirlanmis olan 1

ml medyum 15°lik falkona alind1 ve ¢6ziinmiis olan hiicre de ayn1 falkonun i¢ine aktarilip

30



esit miktarda homojen olmasi adina pipetaj yapilarak, hiicre dondurulurken koyulan
DMSO’nun uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi
bittikten sonra pellete zarar vermeden siipernatant kismi ¢ekilip atiga aktarildi. Daha
sonra pelletin {izerine 1 ml medyum ilave edilip pipetaj yapilarak homojen hale getirildi.
75°lik flasklara 7 ml medyum eklendi ve hiicreli medyum hafif¢e pipetaj yapilarak flaskin
her yerine ekimi saglandi. Hiicrelerin tiremesi i¢in gerekli uygun kosullar1 bulunan 37°C

ve %5 CO; igeren inkiibatore kaldirildi. HepG2 hiicreleri Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1 HepG2 hiicre goriintiisii

3.1.3 HepG2 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Gerekli olan kimyasallar pasajdan yarim saat kadar dnce sicak su banyosuna koyuldu.
Flasktaki medyumlar ¢ekilip atiga aktarildi ve hiicreleri kaldirmak adina flasklarin her
birine esit bir bicimde 3’er ml tripsin-EDTA eklendi ve 1-2 dk boyunca %5 CO>’li 37°C
inkiibatore kaldirildi. inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin kalkip kalkmadigini1 gézlem-

lemek i¢in flasktaki hiicrelerin her biri goriintiilendi. Hiicrelerin kalktigi goriildiikten
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sonra alkollenip kabine gecerek 1/1 oraninda olacak sekilde 3 ml medyum eklendi ve
hiicrelerdeki Tripsin-EDTA’y1 uzaklastirmak i¢in yikama islemine gecildi. Flasktaki hiic-
reler 15°1ik falkona kodlanip aktarildi ve 5 dk 800 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra falkondaki hiicrelerin slipernetanti pellete zarar verilmeden ¢ekilip atiga aktarildi.
Flasklara 7 ml medyum eklendi ve falkondaki hiicrelere 1’er ml medyum eklenip pipetajla

¢ozdiiriildii ve flasklara ekimi yapilip inkiibatore kaldirildi.

3.1.4 Tripan Blue Yontemi ile Canh Hiicre Sayimi

HepG2 hiicreleri bulunan flasklara tek tek goriintiilleme cihazinda bakildi ve belirli kont-
luent oranina ulastifinda hiicre sayimini gerg¢eklestirmek i¢in kabine alindi. Flasklardaki
medyum atiga aktarildi ve flasklarin her birine 3 ml tripsin-EDTA eklenerek 1-2 dk in-
kiibatore kaldirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1/1 orani olmasi adina 3 ml medyum ek-
lendi ve flasklardaki tripsin-EDTA’I1 medyum 15’lik falkonlara alinarak 5 dk 800 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiij islemi bittikten sonra siipernatant kismi hiicreye zarar verilme-
den ¢ekildi ve 1 ml medyum eklenip homojen dagilmalari i¢in pipetaj yapildi. Hiicre sa-
yimi i¢gin ependorflara 10 pl hiicreli medyum, 90 pl medyum, 10 pl tripan blue eklenerek
pipetaj yapildi. Hazirlanan karistimdan thoma laminin iki kenarina 10’ar pl ¢ekilerek ek-
lendi. Goriintiillemede canli hiicrelerin parlak, 6lii hiicrelerinse mavi boyali oldugu go-
rildii ve asagidaki formiile gére canli hiicre sayimi yapildi.

 Toplam hiicre sayis1 (mL) = ortalama hiicre says1 x 10* x diliisyon faktorii.

3.1.5 HepG2 Hiicre Hattinin Sivi Azotta Saklanmasi

Flasktaki HepG2 hiicreleri goriintiileme cihazinda goriintiilenip konfluenti belirli orana
ulastiginda medyumlar uzaklastirildi. Her bir flaska hiicrelerin kalkmasi i¢in 3’er ml trip-
sin-EDTA eklenip 1-2 dk inkiibatdre kaldirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1/1 orani ol-
masi adina 3 ml medyum eklendi (HepG2 icin DMEM Low glucose) ve flasktaki tripsin-
EDTA’l1 hiicreler 15°1ik falkonlara aktarilarak 5 dk 800 rpm’de santrifiij edildi. Santri-
fiijden sonra falkondaki silipernatantlar pellete zarar verilmeden ¢ekilip atiga aktarildi.
Pelletlere 750 pul medyum eklenerek pipetajla homojen olarak dagilimi saglandi. Med-
yumlu hiicreler soguk kriotiipe alind1 ve iizerlerine 675 pl FBS ve 75 pl DMSO damla
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damla olacak sekilde eklendi. Hiicrelerin ani soklanmamasi adina kriotiipler 6nce -

20°C’ye daha sonra -80°C’e kaldirildu.

3.2 Sorafenib, Lansoprazol ve Kombinasyon Gruplarinin Sitotoksisitesinin Belir-
lenmesi

3.2.1 MTT Yontemi ile Uygun Dozun Belirlenmesi

Bu ¢aligmada HepG2 hiicrelerinin MTT yontemi ile hiicre canliligt belirlenirken, Lan-
soprazol i¢in 24 ve Sorafenib i¢in 48 saatlik gézlemler yapildi ve her iki siire i¢in uygu-
lanan islemlerin siras1 ile kullanilan kimyasallarin miktarlar standart olarak korundu. So-
rafenib ve Lansoprazol ilaglarinin ICs¢ dozlari bu siirecte belirlendi. Yapilan dl¢timlerde,
hiicrelerin canlilik ve 6liim oranlar1 karsilastirilarak ICso dozlar1 hesaplandi, boylece hem
tekil hem de kombinasyon halinde uygulanan ilaglarin etkileri detayl bir sekilde deger-

lendirildi

3.2.2 Sorafenib’in MTT Yontemi ile ICso Dozunun Belirlenmesi

Oncelikle bir well plani yapildi ve hiicre say1s1 hesaplanmus siispansiyondan yararlanarak,
96 kuyucuklu plakta her bir kuyucuga esit sayida olacak sekilde hiicre ekimi gerceklesti-
rildi. Plak, 37°C ve %5 CO: oranindaki inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin
konfluent oran1 %80-90’a ulastiginda, her bir kuyucuga 1, 2, 5, 10, 12.5, 15, 20, 30, 40,
50 ve 100 uM dozlarinda Sorafenib uygulandi ve kontrol grubu olarak 1 mL DMSO ek-
lendi. Plak tekrar inkiibatore kaldirilarak 24 saat boyunca inkiibasyonda bekletildi. Ertesi
giin hiicreler ayn1 dozlarda Sorafenib ile muamele edilerek 48 saat inkiibe edildi. Inkii-
basyon siiresi sonunda, her bir kuyucuga 200 uLL MTT soliisyonu pipet yardimiyla eklenip
2-3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, kuyucuklarm igerisindeki
medyum pipet yardimiyla ¢ikarilarak uzaklastirildi. Plak icindeki kuyucuklarda olusan
formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her bir kuyucuga 200 pL. DMSO eklendi ve hiic-
relerin etkilenmemesi i¢in plak karanlik bir ortamda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Son
olarak ¢oziinen formazanlar, 540 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu spektrofotometre

cihazinda olgiilerek analiz edildi.
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3.2.3 Lansoprazol’iin MTT Yontemi ile ICso Dozunun Belirlenmesi

75’11k flaskta belli yogunluga ve morfolojiye ulasan HepG2 hiicrelerine toma laminda
sayim yapilarak kuyu basina 10.000 hiicre olacak bigimde 96’lik plaklara HepG2 hiicre-
leri ekildi ve %5 CO2’li 37°C inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi so-
nunda HepG?2 hiicrelerine ¢alismadan dnce taze hazirlanan 125, 250 ve 500 uM Lansop-
razol dozlar1 uygulandi ve 24 saatlik sonuglar i¢in 1 giin inkiibasyona tabi tutuldu. Inkii-
basyon siiresi sonunda Lansoprazol’den arinmak i¢in 100 pl PBS ile yikama islemi ya-
pildi. Yikama islemi sonunda PBS’1i medyum ¢ekilerek her kuyucuk basina 100 pl besi-
yeri+ 10 ul MTT soliisyonu eklendi ve 3 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
sonunda kuyucuk basina 200 pl DMSO eklendi ve karanlik ortamda 15 dakika bekletildi.
Son olarak ¢6ziinen formazanlar, 540 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu spektrofo-

tometre cihazinda Sl¢iilerek analiz edildi.

3.2.4 Lansoprazol/Sorafenib Kombinasyon Dozu i¢cin MTT Testi

Bu caligmada 24 saatlik doz uygulamasi yapildi. Doz uygulamasi sonucundaki kombi-
nasyon ICso degerleri belirlendi. HepG-2 hiicrelerinde Sorafenib ve Lansoprazol’iin farkli
kombinasyonlarindaki ICso + ve ICso degerleri esas alinarak her bir kuyucukta esit sayida
hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakta hiicre ekimi gerceklestirildi ve plak 37°C, %5
CO: ortaminda inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda uygulanan
dozlar kuyucuklardan uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 uL MTT soliisyonu ve besiyeri
eklendi. Plak, 37°C, %5 CO:’li inkiibatorde 4 saat daha inkiibe edildi. Siire sonunda, MTT
soliisyonu uzaklastirildiktan sonra, formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her kuyucuga
200 uL DMSO eklendi ve plak 30 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda, 96 kuyucuklu well plaktaki absorbans degerleri, spektrofoto-

metre cihazinda 540 nm dalga boyunda 6lgiilerek analiz edildi.

3.3 Komet Analizi

Bu analiz yonteminde, 24 ve 48 saatlik uygulamalar i¢in belirlenen ayni dozlar ve kom-
binasyonlarla hiicrelere uygulama yapildi. Komet analizi 6ncesinde kullanilacak kimya-
sallar ve ¢ozeltiler hazirlandi. Elektroforez tanki, buz kasetleri ve preparatlarin yerlestiri-

lecegi kutular buzdolabinda bekletilerek ¢alisma siiresine kadar sogutuldu.
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Cizelge 3.2 Elektroforez tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:
NaOH 60¢g
EDTA 0.18 g
dH20 500.0 mL

NaOH ve EDTA hassas terazide tartilarak cam bir behere alindi ve tizerine 500 mL saf
su (dH20) eklendi. Homojen hale getirilen bu ¢dzeltinin pH degeri 13.2'ye ayarlandi ve

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

Cizelge 3.3 Notralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktan
dH>O 300 mL
Trizma Base 1455¢

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 ayarlanda.

Cizelge 3.4 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
NacCl 294 ¢
EDTA 744 ¢
Trizma Base 024 ¢
Triton-X 2 mL
DMSO 20 mL

NaCl, EDTA ve Trizma Base tartilarak bir cam siseye konuldu ve toplam hacim 200 mL’e
tamamlandi. Hazirlanan kimyasal, buzdolabina kaldirilarak ¢aligma giinii i¢in soguk tu-
tuldu. Calismaya baslamadan bir saat once, bu karisima Triton-X ve DMSO eklenerek

pH 10 seviyesine getirildi ve ¢oziinmesi i¢in bekletildi.
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Cizelge 3.5 Etidyum bromiir ¢6zeltisinin formiilasyonu

Kimyasal Miktar
Etidyum bromiir 0.01g
dH20 50.0 mL

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 icin 10

kat seyreltme iglemi gergeklestirildi.

Cizelge 3.6 Normal erime noktasina sahip agaroz ¢ozeltisinin (NMA) hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
PBS 3.0 mL
NMA 003g

%1 oraninda hazirlanacak olan NMA, hassas terazide tartildiktan sonra cam bir tiipe ko-
nuldu. Uzerine 10 kat seyreltilmis PBS’den 3 mL eklenerek karistirildi. Cam tiip, bek
alevi tizerinde tutuldu ve seffaf bir NMA ¢ozeltisi elde edilmesi saglandi. Hazirlanan lam-
lar, 1s1tic1 tabla iizerinde el yakmayacak bir sicakliga kadar 1sitildiktan sonra tizerine 110
nL NMA dokiildii ve pipetin ucu ile ince bir tabaka halinde yayildi. Son olarak, hazirla-

nan lamlar oda sicakliginda kurumasi i¢in bekletildi.

Cizelge 3.7 Diisiik erime noktasina sahip agaroz ¢ozeltisinin (LMA) hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
PBS 2.0 mL
LMA 0.016 g

%8 oraninda hazirlanacak olan LMA, hassas terazide tartildiktan sonra cam bir tiipe ko-
nuldu. Uzerine 10 kat seyreltilmis PBS’den 2 mL eklenerek karistirildi. Cam tiip, bek
alevi iizerinde tutuldu ve saydam bir LMA ¢d6zeltisi elde edildi. Calisma sirasinda, jel

haline gelmesini dnlemek i¢in sicak su icerisinde bekletildi.

Hiicreler, inkiibatorde inkiibe edilerek yapigma siireci tamamlandi. Uygun yogunluga ula-

san hiicrelere, MTT yontemi ile belirlenen Sorafenib ve Lansoprazol’iin ICso dozlart, iki
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flaska kombinasyon halinde uyguland: ve hiicreler 24 saat boyunca inkiibatorde bekle-
tildi. Ayni1 islem, 48 saatlik gbzlem igin tekrarlanarak uygulandi. Uygulanan dozlarla uy-
gun yogunluga ulasan hiicreler, inkiibatérden alind1 ve Komet analizine ge¢ilmek iizere
hazirlik yapildi. Plaktaki her bir kuyucuktan, hiicrelerin yiizeye zarar vermeden pipet yar-
dimiyla medyum alindi. Her bir kuyucuga 250 puL PBS ilave edildi. Hiicreler, hiicre ka-
ztyic1 (scraper) kullanilarak plak yiizeyinden dikkatlice kaldirildi. Kodlanmis steril epen-
dorflara, ayni gruptaki hiicreler aktarildi. Hiicreler, 1000 rpm hizda 3 dakika boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda, siipernatantin bir kismi pipetle uzaklastirildi.
Hiicre yogunluguna bagli olarak, 10-12 pL hiicre alinarak 100-120 pL. LMA ile karisti-
rild1 ve LMA-+hiicre karisimi olusturuldu. NMA’l1 preparatlara, LM A-+thiicre karigimi ii¢
kez damlatildi ve lamel ile kapatildi. Kapatilan lamlar, donma islemi i¢in buz kaseti lize-
rinde yaklagik 5 dakika bekletildi. Siire sonunda, lameller dikkatlice ¢ikarildi. Preparatlar,
diiz bir tepsiye dizilerek minimum 60 dakika siireyle lizis tamponunda +4°C’de bekletil-
mek tizere 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 tamam-
lanan preparatlar, soguk su veya notralizasyon tamponu ile jel hasar gormeyecek sekilde
yikandi. Her bir preparat iizerine boyama iglemi i¢in 70 pL EtBr damlatild1 ve lamel ile
kapatildi. Son olarak, her bir preparat, karanlik bir ortamda floresans mikroskobunda 100

hiicre olacak sekilde sayim i¢in incelendi.

3.4 RNA lzolasyonu, Saflik Ol¢iimii ve cDNA Sentezi

HepG2 karaciger kanseri hiicre hattinda, qRT-PCR c¢alismasi i¢in lizis tamponu kullani-
larak total RNA izolasyonu gergeklestirildi. Calismamiz igin temin edilen Ribospin™
RNA izolasyon Kit (GeneAll®, #304-150) protokolii uygulandi. Deney i¢in bir tane kont-
rol ve {i¢ tane de doz uygulama grubu olusturuldu, hiicreler 24 saatleri boyunca yeniden
inkiibe edildi. Bu agamadan sonra RNA izolasyonu ve saflastirma islemleri gerceklesti-
rildi ve RNA o6rnekleri daha sonra qRT-PCR analizinde kullanilmak {izere muhafaza

edildi.

T75 flasklara 5 x 10° olacak bigimde 24 saatlik deney gruplari icin toplamda 4 adet flaska
hiicre ekimi yapildi ve flasklar 37°C, %5 CO. ortaminda 24 saat inkiibe edildi.

37



Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda, eski besiyeri dikkat-
lice uzaklastirildi ve kontrol gruplarina taze besiyeri ilave edildi. Deney gruplarina ise
belirlenen dozlar uygulandi. Doz uygulama gruplari, MTT testiyle belirlenen ICso deger-

lerine gore uygulandi. Hiicreler bu dozlarla 24 saat daha inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, kendi besiyerlerinde hiicre kaziyic1 yardimiyla flasklar-
dan kazinarak santrifiij tiiplerine aktarildi. Hiicreler, 3000 devirde 5 dakika siireyle sant-
riflyj edilerek hiicre pelletleri elde edildi. Elde edilen hiicre pelletlerine 400 pL lizis tam-
ponu eklenerek hiicre zarlarinin par¢alanmasi saglandi. Pipetleme yapilarak homojenize
edilen karisim, 25°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicre lizati, RNA'nin baglanmasi igin
mini spin kolonuna transfer edildi ve 10.000 G kuvvetinde 30 saniye boyunca santrifiij
edildi. Bu islem, RNA'nin kolonun membranina tutunmasini sagladi. Kolona 500 puL
GWI ¢ozeltisi eklendi ve RNA'dan protein, tuz ve diger kontaminantlarin uzaklagtiril-
masi i¢in 10.000 G kuvvetinde 1 dakika 30 saniyelik bir santrifiij islemi uygulandi. Bu
yikama agamasi ile RN A'nin saflastirilmasi amaglandi. Mini spin kolon, yeni bir santrifiij
tiiptine transfer edildi. Kolonun merkezine 50 uL Nuclease-Free Water (NFW) eklenerek
1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan RNA'nin eliisyonu, 10.000 G
kuvvetinde 1 dakika santrifiij edilerek tamamlandi. Elde edilen RNA, kisa siireli depo-

lama i¢in -20°C’de, uzun vadeli muhafaza amaciyla ise -80°C’de saklandi.

Izole edilen RNA'larin konsantrasyonu (ng/ul) ve saflik oran1 (OD260/0D280) Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO cihazi1 kullanilarak, Scanlt Software 6.1.1 programi aracili-
giyla ol¢iildii. Olgiim siirecine baglamadan dnce, RNA konsantrasyonunun dogru bir se-
kilde belirlenebilmesi i¢in cihazda RNA 6l¢limiine uygun olan hazir protokol aktif hale
getirildi. Olgiimde kullanilacak olan Nanodrop plate (Thermo Scientific™ pDrop™
Plate, #N12391, ABD) iizerine, referans (blank) olarak 5 pul Nuclease-Free Water (NFW)
eklendi. Ardindan her bir RNA numunesinden 5 pl alinarak ayni plate tizerine yiiklendi.
Multiskan GO cihazi, 151k absorbansini belirli dalga boylarinda 6lgerek RNA konsantras-
yon ve saflig1 hesaplandi; bu sayede RN A nin protein veya diger safsizliklarla kontamine
olup olmadigini belirlemek amaciyla OD260/0D280 kullanildi. Sonuglar, RNA’nin saf-

lik derecesi ve deneysel ¢alismalar i¢in uygunlugu degerlendirilmek iizere kaydedildi.
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3.4.1 cDNA Sentezi

RNA saflagtirma islemi tamamlandiktan sonra, FIREScript® RT cDNA Sentez Kiti (So-
lis BioDyne) protokoliine gére cDNA sentezi gerceklestirildi. 24 saatlik hiicre inkiibas-
yonlariin ardindan, her bir RNA 6rnegi i¢in 20 pl'lik reaksiyon karigimlart hazirlandi.
Bu karisimin hazirlanmasi sirasinda, kit icerisindeki bilesenler titizlikle eklenerek sira-
styla 10X RT Reaction Buffer (2 ul), ANTP Mix (0.5 ul), Oligo (dT) Primer (1 ul), Ran-
dom Primer (1 pl), RNase Inhibitor (0.5 ul) ve FIREScript Reverse Transcriptase (1 pl)
reaksiyon tiiplerine ilave edildi. Ardindan, her bir 6rnekte kullanilacak RNA'lar ve Nuc-
lease-Free Water (NFW) eklenerek reaksiyon hacmi toplamda 20 pl'e tamamland. Isle-
min devaminda, tiipler RNA'nin cDNA'ya doniistliriilmesi amaciyla Prime Thermal Cyc-
ler marka cihaz kullanilarak elde edilen cDNA'lar, gen ekspresyon analizlerinde kullanil-
mak iizere -80°C'de muhafaza edildi. Bu siireg, elde edilen cDNA'nin saflig1 ve kalitesini
garanti altina almak ve gen ifadesi analizlerinin dogrulugunu saglamak adina oldukca
kritik bir agsama oldugu i¢in titizlikle ¢alisildi. cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin

miktarlar1 Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8 cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin miktarlar

Deney Bileseni Miktar

RNA 5ug

Oligo(dT) primer I ul

dANTP MIX 0.5 ul

10x Reaction Buffer 2 ul

Firescrip RT I ul

RiboGrip RNase Inhibitor 0.5 ul

Niikleaz Free Water Toplam hacim 20 pl
Toplam Hacim 20 pl

3.4.2 Primer Tasarimi

HepG?2 hiicreleri iizerinde B-AKTIN, BCL-2, BAX, KASPAZ-3 ve TNF-a genlerinin

ekspresyonunu incelemek amaciyla genlere uygun spesifik primerler, Primer-BLAST
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programi kullanilarak tasarlandi ve Bilim Med firmasindan temin edildi. Tiim primerler,
100 uM stok ¢ozeltiler halinde temin edildi. Kullanilan primerlerin dizilimleri ve PCR
irlinlerini belirtilen sekanslara gore (5 '—3 ) uzunluklar1 detayli olarak Cizelge 3.11°de

sunulmustur.

Cizelge 3.9 Ekspresyon seviyeleri belirlenen genler ile bu genler i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen Primerler

B-AKTIN F: 5'-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3'

R: 5-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3’
BCL-2 F: STATCTGGGCCACAAGTGAAG-3’

R: 5"~ ATTCGACGTTTTGCCTGAAG-3'
KASPAZ-3 F: 5'-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT-3

R: 5'-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT-3'
BAX F: 5'-AGCAGATCATGAAGACAGGG-3'

R: 5'-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA-3'
TNF-a F: 5'-GACTATCTCGACTTTGCCGA-3'

R: S'-GTTTCGAAGTGGTGGTCTTG-3'

3.4.3 qRT-PCR

Sorafenib ve Lansoprazol kombinasyonu uygulanan HepG2 hiicre hattinda, hedef genle-
rin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar1 belirlemek amaciyla bu analizde, Bioneer
Exicycler™ 96 (Ver.4) Real-Time Quantitative Thermal Block (Thermo, ABD) cihazi
kullanildi. Bu analizde, HOT FIREPoI® SolisGreen® qPCR Mix reaktifi kullanild1 ve
tiim genler icin her kosulda iki teknik tekrar yapildu.

Hedef genlerin ekspresyon seviyelerinin amplifikasyonu icin gerekli karisim, Cizelge
3.10’de belirtilen konsantrasyonlara ve numune sayisina gore dikkatlice hesaplanarak ha-
zirlandi. Bu karisim, her bir hedef gen i¢in spesifik primerler ve HOT FIREPoI® SolisG-
reen® qPCR Mix igerecek sekilde optimize edildi. Hazirlanan karisimdan her kuyucuga
7 ul dikkatlice dagitildi, ardindan her kuyucuga 2 ul cDNA 6rnegi eklenerek pipetleme
islemi hassas bir sekilde gerceklestirildi. Protokol, 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonu-
cunda elde edilen tiim ornekler icin, her kosulda iki tekrar olacak sekilde ayni titizlikle

uygulandi.
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Cizelge 3.10 qRT-PCR ¢alismasinda kullanilacak reaktif bilesenler ve miktarlari.

Reaktif Bilesen Miktar
Solis Green qPCR Mix 4 ul
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 ul
dH:0 13 ul
cDNA 2ul

qRT-PCR islemi, her bir dongii i¢in uygun 1sinin ve siirelerin ayarlandigi bir program
dogrultusunda gergeklestirildi. Yapilan deneyin her asamasinda, enzim aktivasyonu, de-
natlirasyon, baglanma ve uzatma basamaklari, belirlenen protokole uygun olarak opti-
mize edilmis sicaklik ve zaman dilimleri ile uygulandi. Bu basamaklarin sicaklik ve siire

ile ilgili detaylari, deneyin verimliligini saglamak i¢in dikkatle diizenlendi (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11 gRT-PCR protokolii igin sicaklik ve zamanlama bilgileri.

Dongii Sicakhik Zaman
Denatiirasyon 95°C 7 dk
Baglanma 60 °C 14 dk
Uzama 72 °C 14 dk

3.5 Protein izolasyonu ve Miktar Analizi

HepG2 hiicre hattinda, Sorafenib ve Lansoprazol kombinasyonunun uygulanmasinin ar-
dindan, 24 saatlik inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra hiicre toplama asamasina
gecildi. Inkiibasyon siiresi sona erdikten sonra, doz uygulanan hiicreler falkonlara toplan-
diktan sonra santrifiij edildi. Santrifiijleme islemi sonrasinda hiicrelerin siipernatant kismi1
dikkatlice uzaklastirildi. Elde edilen hiicre peleti, soguk PBS ile iki kez yikanarak hiicre-
lerin tam anlamiyla ¢okeltilmesi saglandi. Bu yikama islemi, hiicre dist bilesenlerin ve
gereksiz maddelerin ortadan kaldirilmasina yardimei oldu. Bu siirecte, proteinlerin stabi-
litesini korumak amaciyla tiim islemlerin buz igerisinde gergeklestirilmesine 6zen goste-

rildi.
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Yikama iglemi tamamlandiktan sonra, hiicre peleti lizerine soguk RIPA tamponu eklene-
rek, 200 pl hacminde bir ¢ozelti olusturuldu. Bunun yani sira, 10 pl proteaz inhibitdr
kokteyli ilave edildi. Bu karigsimi, homojen bigimde elde etmek amaciyla dikkatlice pipe-
taj yapildiktan sonra, tlipler buz icerisine gomiilerek 30 dakika bekletildi. Bu asama, pro-

teinlerin ¢dziinmesi ve bozulmalarinin 6nlenmesi igin kritik bir 6neme sahiptir.

Ardindan, buz igerisinde bulunun tiipler 4°C’de 10.000 rpm hizinda 10 dakika santrifiije
tabi tutuldu. Bu islem sonucunda, ependorf tiiplerinin iist kisminda istenilen ¢oziinmiis
protein siipernatanti elde edildi. Elde edilen siipernatant, santrifiij isleminden ¢ikinca pro-
tein yapisinin zarar gdrmemesi i¢in tekrar buzda tutuldu ve uygun etiketleme islemleri
yapilarak -20 °C’de saklanmak {izere hazirlandi. Sonrasinda, uzun siireli depolama igin -
80 °C’de muhafaza edilmek iizere kaldirildi. Boylece, protein izolasyonu islemi tamam-

lanmis oldu.

Bradford testi, protein konsantrasyonunu belirlemek icin siklikla tercih edilen bir kolori-
metrik yontemdir. Bu analiz, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlerle et-
kilesim gostermesi prensibine dayanir. Boya, protein ile baglandiginda renk degisimi
meydana gelir ve bu degisim, protein miktari ile orantili olarak dl¢iilebilir. Boya-protein
kompleksinin olusumu, asidik bir ortamda 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gosteren mavi bir yap1 olusturur. Bradford testi, 6zellikle yiiksek dogruluk ve hizli sonug
elde etme kapasitesi nedeniyle diger protein 6l¢liim tekniklerine gore belirgin avantajlar

sunar (Bradford 1976).

Testin dogrulugu, proteinlerin Coomassie Brilliant Blue ile olan etkilesimlerine dayan-
maktadir; bu nedenle, proteinlerin yapisal farkliliklar1 6l¢iimlerde belli bir sapma yarata-
bilir. Genel olarak, Bovin Serum Albiimini (BSA) gibi standart bir proteinin farkli kon-
santrasyonlar1 kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulur ve bilinmeyen 6rneklerin
protein miktarlar1 bu egriye dayanarak belirlenir. Bu yontemin hassasiyeti, 6zellikle dii-
stk protein konsantrasyonlarini 6l¢ebilme yetenegi sayesinde tercih edilmektedir.

(Compton ve Jones 1985).

Deney oncesinde, tiim kullanilan malzemelerin ve ¢alisma ortaminin sterilizasyonu titiz-
likle saglandi. Protein standardi, Brilliant Blue Reagent ve drnekler, deney siiresince dii-

stik sicaklikta tutuldu. Protein miktarinin belirlenmesi amaciyla ilk adimda, Brilliant Blue
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Protein Reagent 1:10 oraninda distile su ile seyreltilerek hazirlandi. Protein standardi ola-
rak BSA farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 150, 300 pl) distile su ile seyreltilerek
cozeltiler olusturuldu. Kontrol grubu (blank) i¢in 900 ul boya ¢6zeltisi ve 100 pl distile
su, ependorf tiiplere eklenip pipetaj islemi ile optik cam kiivetlere aktarildi. 595 nm dalga
boyunda oOl¢iimler gerceklestirildi. Ayn1 protokol, diger BSA konsantrasyonlari i¢in de
takip edildi. Ornekler igin ise 900 pl RIPA soliisyonu, 10 pl protein ve 900 pl Brilliant
Blue Reagent karistirilarak homojen bir ¢ézelti olusturuldu ve pipetajin ardindan kiivet-
lere aktarilip, Jenway6305 UV/Vis Spektrofotometre cihazi ile 595 nm'de 6l¢limler ya-
pildi; sonuclar detayli sekilde kaydedildi.

3.6 ELISA Analizi

Bu ¢alismada, HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve Lansoprazol’de Bax, Bcl-2, Tnf-a ve
Kaspaz-3 protein diizeylerinin kantitatif olarak 6l¢iilmesi amaciyla, human ELISA kiti
(Kod: EH0669, 96T, FineTest) kullanildi. ELISA y6ntemi, antijen-antikor etkilesimi esa-
sina dayanmakta olup, yliksek duyarlilig1 ve 6zgiilliigli sayesinde protein analizlerinde
yaygin olarak tercih edilmektedir (Crowther 2009). Deneysel islemler kapsaminda, hiicre
kiiltiir stipernatanlarindan elde edilen 6rnekler, bu proteinlere 6zgii antikorlarla kapli mik-
rotitre plakalarina aktarildi ve ELISA protokolii dogrultusunda igleme alindi. Numuneler
once inkiibasyona birakildi, ardindan biotin etiketli sekonder antikor ve HRP-konjugat
(horseradish peroxidase) ilave edilerek renk reaksiyonu baslatildi. TMB substratinin ek-
lenmesiyle olusan renk degisimi, reaksiyonun siilfiirik asit ile durdurulmasinin ardindan
450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile 6l¢iildii. Her protein i¢in olusturulan stan-

dart egriler kullanilarak konsantrasyon degerleri hesaplandi.

Deneyde kullanilan ¢ozelti ve reaktifler, kit protokoliine sadik kalinarak 6zenle hazir-
land1. Yikama tamponu, stok ¢dzeltinin distile su ile seyreltilmesiyle olusturuldu ve stan-
dart protein ¢ozeltileri santrifiijlenip seri diliisyon yontemiyle analizde kullanilacak hale
getirildi. Biotinli antikor ve HRP-konjugat ¢ozeltileri, analizden kisa siire 6nce hazirla-

narak, her biri 1:99 oraninda seyreltme ile 1X konsantrasyonuna getirildi.

Mikrotitre plakasindaki islemler su sirayla yiiriitiildii:

Her kuyucuga 100 pL standart veya 6rnek numune eklenerek 90 dakika inkiibasyon
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yapild1 ve siire sonunda yikama adim1 uygulandi. Daha sonra 100 pL biotinli antikor ek-
lendi ve 60 dakika inkiibe edilerek tekrar yikama yapildi. Ardindan 100 uLL HRP-konjugat
eklendi, 30 dakika inkiibe edildi ve ii¢iincii yikama uygulandi. Son olarak 90 uL. TMB
substrat eklenip 15-20 dakika siireyle renk gelisimi beklendi ve 50 pL durdurma soliis-

yonu eklendi ve optik yogunluk ol¢timleri gerceklestirildi.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak Bax, Bcl-2, Tnf-a ve Kaspaz-3 protein dii-
zeyleri belirlenip; kontrol ve ilag uygulanmis gruplar karsilastirildi. Sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirildi ve protein diizeylerindeki degisiklikler optik yogunluk degerleri

temel alinarak analiz edildi.

3.9 istatistiksel Analiz

MTT deneyi sonucunda elde edilen spektrofotometrik veriler yiizde (%) cinsinden ifade
edilmistir. 1Cso dozunun tespiti i¢in probit analizi yontemi kullanilmistir. Komet analizi
ile elde edilen veriler, gruplarin ortalamalar1 arasinda karsilagtirma yapilabilmesi ama-
ctyla 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 Testi Sonuglar
4.1.1 HepG2 Hiicre Hattinda Lansoprazol’iin Hiicre Canhihk Oram Uzerine Etkisi

HepG2 hiicre hattinda Lansoprazol’iin ICso dozunu belirlemek amaciyla, her bir kuyu-
cuga dort tekrar olacak sekilde artan konsantrasyonlarda doz uygulamalar1 yapildi. Lan-
soprazol i¢in 125-500 pm araliinda ii¢ farkli doz konsantrasyonu segilerek, 24 saatlik
stireyle hiicreler bu dozlara maruz birakildi. MTT canlilik testi kullanilarak ELISA cihazi
mikroplak okuyucusunda 540 nm'de elde edilen absorbans verileri ile hiicre canlilik ytiz-
deleri hesaplandi. Bu hesaplamalar dogrultusunda elde edilen bulgular Sekil 4.1°de gos-

terilmistir.
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Sekil 4.1 HepG2 hiicre hattinda uygulanan farkli Lansoprazol dozlarinin 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonundaki canlilik oranlarina (%) etkisi.

Kontrol grubunda 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canlilik oranlar1 oldukga yiik-
sek olup %100 olarak gdzlemlenmistir. Lansoprazol’iin 125 M dozunda %68.11 oranla
hiicre canliliginda gozle goriiliir bir diisiis yasanirken, bu diisiisii takip eden 250 uM do-
zunda ise yilizde canlilik degeri 24 saatlik siire sonunda %55.74 olarak belirlenmistir. 500
uM dozunda ise diger dozlara kiyasla hiicre canliliginda ¢ok daha fazla diisiisiin oldugu
saptanmis olup orant %42.05 olarak bulunmustur. Bu veriler dogrultusunda artan doz

konsantrasyonlar1 ile HepG2 hiicrelerinin canlilik oranlarinda kademeli olarak bir diisiis
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gozlemlenmistir. Ozellikle 250 ve 500 uM gibi yiiksek dozlarda hiicre canliliginda be-
lirgin diizeyde bir diisiisiin yasandig1 goriilmektedir. Bu baglamda ise HepG2 hiicreleri

tizerinde degisken doza bagl olarak sitotoksik etkinin goriildiigiinii gostermektedir.

4.1.2 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib’in Hiicre Canhligi Uzerine Etkisi

HepG2 hiicre hattinda uygulanan Sorafenib’in hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini goz-
lemlemek amaciyla 1-100 uM araliginda artan farkli konsantrasyon dozlar1 kullanilarak
MTT canlilik testi uygulandi. Her bir kuyucuga dort tekrar olacak sekilde hiicreler 24 ve
48 saatlik inkiibasyon siiresine maruz birakildi. ELISA cihazi mikroplak okuyucusunda
540 nm dalga boyunda elde edilen absorbans verileri ile hiicre canlilik yiizdeleri hesap-

landi. Bu hesaplamalar dogrultusunda elde edilen bulgular Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 HepG?2 hiicre hattinda uygulanan farkli Sorafenib dozlarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonundaki canlilik oranlarina (%) etkisi

HepG2 hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinde artan Sorafenib kon-
santrasyon dozlarinin hiicre canlilik oranlarinda bir azalma gdsterdigi goriilmiistiir. Uy-
gulanan 1-2 uM gibi diisiik konsantrasyon dozlarinin hiicre canlilik oranlarinda kontrol
grubuna yakin diizeyde seyrettigi gozlemlenmistir. 5-100 uM araligindaki dozlarda ise
hiicre canlilik oranlarinda kontrol grubuna kiyasla gézle goriiliir bir azalma oldugu goriil-
miis olup, 6zellikle 20-100 uM konsantrasyon dozlarinda canlilik oran1 %50°nin altina

diismiis oldugu ve Sorafenib 15, 20 ve 30 uM dozluk uygulama gruplarindaki hiicre
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canliligindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Tiim bu veriler
kapsaminda Sorafenib’in HepG?2 hiicreleri lizerinde degisken doza bagli olarak sitotoksik
bir etki gosterdigi saptanmustir. Elde edilen veriler dogrultusunda 24 ve 48 saatlik inkii-
basyon sonucunda Sorafenib’in ICso degerinin 20 uM oldugu ve uygulanacak olan kom-

binasyon ¢alismalarinda da Sorafenib konsantrasyon dozu 20 pM olarak belirlenmistir.

4.1.3 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib ve Lansoprazol Kombinasyonunun Hiicre
Canlihig1 Uzerine Etkisi

Kombinasyon c¢alismasi i¢in daha dnce yaklasik olarak belirlenen 20 pM ICso dozu ve bu
degere yakin olan 15 uM Sorafenib dozu ve Lansoprazol’iin yaklasik ICso dozu ile bu
degere yakin olan 125, 250 ve 500 uM konsantrasyon dozlar1 kombine edilerek HepG2
hiicre hatt1 lizerindeki 24 saatlik sitotoksik etkisine bakilmistir. ELISA cihazi mikroplak
okuyucusunda 540 nm dalga boyunda elde edilen absorbans verileri ile hiicre canlilik
ylizdeleri hesaplanmistir. Bu hesaplamalar dogrultusunda elde edilen bulgular, Sekil

4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 HepG?2 hiicre hattinda uygulanan Sorafenib ve Lansoprazol dozlarin 24 saatlik inkiibas-
yon siiresi sonundaki hiicre canlilik oranlari (%).

HepG?2 hiicrelerinde kontrol grubunda hiicre canlilik oran1 %100 seyrederken uygulanan
Sorafenib ile Lansoprazol kombinasyon dozlarina maruziyeti sonucunda kontrol grubuna

oranla azalmalar goézlemlenmistir. Sorafenib 15 ve 20 puM dozu sabit tutularak
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Lansoprazol 125, 250 ve 500 uM doz kombinasyonlarinda HepG2 hiicre hattindaki etki-
leri incelendi. Sorafenib ICso 20 uM dozu ile Lansoprazol 125 pM kombinasyonunun
canlilik oran1 %39.46 seviyesinde iken, Sorafenib ICso 20 pM dozu ile Lansoprazol 250
uM kombinasyonun canlilik oranm1 %23.25 olup, Sorafenib ICsp 20 uM ile Lansoprazol
500 uM kombinasyonunun canlilik oran1 %11.99 olarak tespit edilmistir. Ayrica Sorafe-
nib 15 pM ile Lansoprazol 125 uM kombinasyonunun canlilik oran1 %52.41 seviyesinde
iken, Sorafenib 15 uM ile Lansoprazol 250 uM kombinasyonunun canlilik oran1 %43.88
ve Sorafenib 15 pM ile Lansoprazol 500 pM kombinasyonunun canlilik orani %11.38
olarak tespit edilmistir. Kombinasyon uygulamalarinda artan doza bagli olarak hiicre can-
liliginda bir diisiis yasandig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda Sorafenib ICso 20
UM dozunun sabit tutularak Lansoprazol doz kombinasyonlarinin, Sorafenib 15 uM doz
kombinasyonuna gore daha anlamli oldugu tespit edilmistir. Tiim bu verilere bakilarak
bu kombinasyonun tek bagina uygulanan Sorafenib’e kiyasla daha etkili oldugu sonucuna

varilmigtir.

4.2 Genotoksisite Testi Sonuclar:

Sorafenib 20 uM, Lansoprazol 250 uM ve kombinasyonlarinin HepG2 hiicre hattinda
DNA hasar tespiti Komet yontemiyle belirlendi. Bu kombinasyonlarin DNA hasar dii-
zeylerini belirlemek i¢in deney ii¢ tekrarli yapilmis olup her bir tekrar icin 100 hiicre
olacak sekilde degerlendirilme ve kontrol grubuyla karsilastirilma yapilmistir. Gruplarin
24 ve 48 saatlik uygulama sonucu elde edilen DNA hasar verileri Cizelge 4.1°de goste-
rilmistir.

Cizelge 4.1 HepG?2 hiicrelerinde Sorafenib ve Lansoprazol kombinasyonunun olusturdugu DNA
hasar1

DNA Hasari (Arbitrary Unit)

Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma

Uygulama
24 saat 48 saat
Kontrol 3.67+1.15% 4.33+1.152
Pozitif Kontrol 49.55+7.874 50.44+8.624
Sorafenib (20pm) 20.33+2.52b 25.33+4.16°
Lansoprazol (250 pm) 21,00 + 4,36 26,67 + 2,89
Sorafenib + Lansoprazol 28,67 £4,16° 32,67 £3,21°¢
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HepG2 hiicre hattina uygulanan dozlarin DNA hasar verilerine bakilarak en yiiksek DNA
hasar1 48 saatte 32.67 + 3.21 ile Sorafenib 20 uM ve Lansoprazol 250 uM kombinasyon
dozu olup bu sonuca en yakin diger bir DNA hasar1 ise 24 saatte 28.67 +£4.16 ile Sorafenib
20 uM ve Lansoprazol 250 uM kombinasyon dozu oldugu belirlenmistir. Verilerdeki en
diisiik DNA hasar1 ise 24 saatte 20.33+2.52 ile Sorafenib 20 pM dozu oldugu tespit edil-
mistir. Bu ¢aligmada tek basina uygulanan dozlara kiyasla Sorafenib ve Lansoprazol kom-
binasyonunun HepG?2 hiicre hatti izerinde ¢ok daha fazla DNA hasarina sebep oldugu ve
ayrica 48 saatlik DNA hasar verilerinin 24 saatlik verilere oranla DNA hasar seviyesini
arttirdig1 saptanmistir. Bu veriler dogrultusunda inkiibasyon siiresinin artmasina bagh
olarak DNA hasarinda artis yasandig1 gézlemlenmistir. Uygulama yapilan HepG2 hiicre-

lerine ait hasar goriintiileri Sekil 4.4’°te verilmistir.

* Farkli siitunlardaki farkl sekilde belirtilen harfler p<0,05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi.
Pozitif kontrol: sispilatin.

Sekil 4.4 Sorafenib ve Lansoprazol dozlarinin HepG2 hiicre hatti tizerindeki DNA hasar goriin-
tiileri

4.3 RNA izolasyonu

24 saat inkiibasyona tabii tutulmus HepG?2 hiicre kiiltiirlerinden elde edilen RNA izolas-
yonu, lizis tamponu, calisma i¢in temin edilen Ribospin™ RNA izolasyon Kit (Gene-
AlI®, #304-150) ve kit protokolii uygulanarak ¢alisma yapilmistir. izolasyon sonrasinda
RNA saflik ve konsantrasyon spektrofotometrik analiz (NanoDrop) ile degerlendirme ya-
pilmis ve bu Olciimler sonucunda, A260/A280 orani ortalama 1.8-2.0 arasinda oldugu

belirlenmistir. Bu degerlere bakilarak RNA'nin saf olarak izole edildigi goriilmiistiir.
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4.4 qPCR ile Gen ifade Diizeyleri

HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik doz kombinasyon calismas1 uygulama sonucunda kont-
rol grubu ve kombinasyon grubuyla g¢alisiimis olup elde edilen sonuglar baglaminda
KASPAZ-3, BCL-2, TNF- a ve BAX genlerinin ekspresyon seviyeleri, B-AKTIN refe-
rans geni kullanilarak cift tekrarli olacak sekilde qPCR kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5 HepG2 hiicrelerinde 24 saat doz uygulama sonucu BAX gen ekspresyon seviyesi

24 saatlik uygulama gruplarina bakilarak en yliksek BAX ekspresyon seviyesine ait gru-
bun Lansoprazol oldugu ve Sorafenib’e gore anlamli derecede daha yiiksek ekspresyon
seviye gosterdigi goriilmiistiir. Lansoprazol’iin tek basina BAX gen ifade diizeyini arttir-
masindan dolay1 sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir. Kombinasyon uygulamasinin
ise hem Lansoprazol hem de Sorafenib’e kiyasla anlamli olarak ¢ok daha diisiik ekspres-
yon gosterdigi ve kombinasyon olarak uygulamanin Sorafenib’e antagonistik etki goster-

digi tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 6 HepG?2 hiicrelerinde 24 saat doz uygulama sonucu BCL-2 gen ekspresyon seviyesi
grafigi
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24 saatlik doz uygulama sonucu BCL-2 gen ekspresyon verileri degerlendirildiginde her
bir uygulama grubunda istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin ve kademeli bir sekilde
azalmanin oldugu goriilmektedir (p<0.0001). 24 saatlik uygulama gruplarina bakilarak en
yliksek ekspresyon seviyesi Sorafenib grubunda gozlemlenmis olup kombinasyon grubu-
nun ekspresyon seviyesinde olagan azalma goriildiigliinden dolay1 antagonistik bir etkile-

sim olabilecegi 6ngoriilmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7 HepG2 hiicrelerinde 24 saat doz uygulama sonucu KASPAZ-3 gen ekspresyon
seviyesi

24 saatlik uygulamada KASPAZ-3 ekspresyon diizeyi bakimindan istatistiksel olarak an-
laml1 degisiklikler ve kademi olarak bir azalma gozlemlenmistir. En yiiksek ekspresyon
seviyesi Sorafenib grubunda gézlemlenmis ve Lansoprazol grubunun Sorafenib grubuna
kiyasla gen ekspresyonunda bir diisiise sebep oldugu belirlenmistir. Kombinasyon gru-
bunun ise ekspresyon seviyesinde kademeli olarak bir azalma gdstermesinden dolay1 an-

tagonistik bir etkilesime neden olacagi dngoriilmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8 HepG2 hiicrelerinde 24 saat doz uygulama sonucu TNF-o gen ekspresyon seviyesi
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24 saatlik uygulama gruplar1 arasinda en yiiksek TNF-a ekspresyon diizeyine sahip grup
Lansoprazol grubu olup, Sorafenib’e oranla ¢ok daha yiiksek diizeyde ekspresyon goster-
digi gozlemlenmistir. Lansoprazol tek basina ekspresyon diizeyini arttirdigindan dolay1
sinerjistik etki gosterirken, kombinasyon ve Sorafenib grubunun ise TNF-a ekspresyon
diizeyinde artis1 baskilayip 6nemli derecede azalmaya sebep oldugundan dolay1 antago-

nist bir etkilesim yarattig1 gortiilmektedir (Sekil 4.8).

4.5 ELISA Protein Diizeyleri
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Sekil 4.9 HepG2 hiicrelerinde 24 saat uygulama gruplarinin Bax protein ekspresyonuna etkisi

24 saatlik uygulama sonuglarina bakildiginda Sorafenib uygulanan grupta Bax protein
ekspresyon seviyesinde onemli 6l¢iide bir artisin oldugu goriilmektedir. Aksine kombi-
nasyon grubunun diizeyinde ise belirgin bir azalmanin oldugu gézlemlenmistir. Kombi-
nasyon grubu, Sorafenib ve Lansoprazol’e kiyasla ¢ok daha diislik ekspresyon diizeyine
sahipken, Lansoprazol grubunun ise Bax diizeyini kombinasyon grubuna gore anlamli bir

sekilde arttirdig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10 HepG2 hiicrelerinde 24 saat uygulama gruplarinin Bcl-2 protein ekspresyonuna etkisi

24 saatlik uygulama sonuglarina bakildiginda Bcl-2 protein ekspresyon diizeylerinde ka-
demeli olarak bir diisiisiin yagandig1 goriilmektedir. Tiim uygulama gruplarinin Bcl-2 pro-
tein ekspresyon diizeylerinin kontrol grubunun oldukga altinda oldugu belirgin olarak go-
rilmektedir. Lansoprazol grubunun kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 ekspresyon diizeyinde
diisiise sebep oldugu goriiliirken, Sorafenib grubunun ise Bcl-2 diizeyini kombinasyon
grubuna gore anlamli olarak arttirdig1 gézlemlenmistir. Bu baglamda kombinasyon uy-
gulamasinin kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 protein ekspresyonu agisindan antagonistik

etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11 HepG?2 hiicrelerinde 24 saat uygulama gruplarinin Kaspaz-3 protein ekspresyonuna
etkisi
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24 saatlik uygulama sonuglarina bakildiginda kontrol grubuna oranla Sorafenib uygula-
masinin Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyinde bir artiginin oldugu gériiliirken, Lansop-
razol ve kombinasyon gruplarinda ise bu seviyenin daha diisiik oldugu gézlemlenmistir.
Lansoprazol grubunun Sorafenib uygulamasina oranla daha diisiik Kaspaz-3 protein
ekspresyonuna sahipken, kombinasyon uygulamasinin Lansoprazol grubuna oranla ifade
diizeyinde artig gosterdigi belirlenmistir. Bu kapsamda kombinasyon uygulamasinin So-
rafenib uygulamasina gore Kaspaz-3 ekspresyon diizeyinde antagonistik bir etkiye sahip
oldugu ve Lansoprazol uygulamasinin da kombinasyon uygulamasina kiyasla ekspresyon

diizeyinde antagonistik bir etki gosterdigi dogrultusundadir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12 HepG2 hiicrelerinde 24 saat uygulama gruplarimin Tnf- a protein ekspresyonuna et-
kisi

24 saatlik uygulama sonucunda tiim gruplarin Tnf- a protein ekspresyon diizeyini kontrol
grubuna gore belirgin bir sekilde diislirmiis olup istatistiksel olarak anlamlidir. En yiiksek
ekspresyon diizeyine sahip grup kontrol grubu iken, en diisiik ekspresyon seviyesine ait
grup ise kombinasyon ve Lansoprazol gruplari oldugu goriilmektedir. Sorafenib grubu-
nun Tnf- a protein ekspresyon diizeyini birbirleriyle ayni seyreden Lansoprazol ve kom-
binasyon gruplarina gore anlamli bir sekilde arttirdigi gozlemlenmektedir. Lansopra-
zol’lin tek basina ve kombinasyon halinde uygulanmasinin Tnf- a diizeyini baskiladigi

goriilmektedir (Sekil 4.12).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, diinya ¢apinda 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada olup alt1 6liimden birinin
sebebidir ve gegmisten giinlimiize insanlik i¢in ciddi sorun olusturmaya devam etmekte-
dir. Bu sebeple de etkili yontemlerle tedavi mecburi hale gelmektedir ve 6zgiin tedavi
yontemleri tercih edilmektedir. Tiimorii ortadan kaldirmak i¢in radyoterapi ve lokal te-
davi her ne kadar etkili olsa da metastaz sebebiyle hastalik tekrardan niiksedebilmektedir.
Bu nedenle de tedavide son zamanlarda etkili olan kemoterapi ila¢ kombinasyonlar1 daha
cok tercih edilmektedir. Kemoterapi yalniz kanserli hiicrelere degil saglikli hiicrelere de
zarar verebilmektedir. Bu sebeple tiimore ve kisiye 6zgii tedavi yontemleri daha etkili

olmaktadir (Barbaros ve Dikmen 2015, Ada vd. 2021).

HSK biiytik ¢cogunlukla yetiskin bireylerde goriilen bir malignitedir ve siroz ile bu riskin
artma olasilig1 yiikselmektedir (Hamilton ve Altonen 2000). Sorafenib bir kemoterapi
ilact olmakla birlikte cerrahi miidahalenin yapilamayacak durumundaki ileri seviyeli
HSK hastalarinda kullanilan gida ve ilag idaresince onayli bir inhibitor grubu ilag olup,
hastaligin ilerlemesini dnlemek ve hasta dmriinli uzatmak adina kullanilmaktadir (Kea-
ting ve Santoro 2009). Sorafenib’in, kanser olusum mekanizmasinda etkisi olan VEGFR
gibi hiicre ylizey kinazlarini etkisiz hale getirerek HSK malignitesinin gelisimini, biiyii-
mesini ve ilerleyip metastaz yapmasini 6nledigi tespit edilmistir. Ayrica anjiyogenez olu-
sumunu da onledigi yapilan ¢alismalarca saptanmistir (Gong vd. 2017). Yapilan arastir-
malar dogrultusunda Sorafenib kullanimina bagli olarak HSK hastalarindaki tiimor bo-
yutlarinda belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir (Abdel-Rahman 2013). Ayrica So-
rafenib kullaniminin hastalarda yagama olasiliginin artirilmasinda ve bu durumun 6zel-

likle erken evrede etkili oldugu goriilmiistiir (El- Serag vd. 2008, Llovet vd. 2008).

Lansoprazol ise mide asit saliniminin inhibe edilmesi adina kullanilan proton pompasi
inhibitor grubundaki antitilser bir ilagtir ve gastrik asit olusumunu engellemek i¢in kulla-
nilmaktadir (Calikoglu 2011). Son yillarda 6zellikle kanser tedavisinde ilag kombinasyon
calismalar1 ¢ok denenmekte olup pek ¢ok ¢alismada olumlu sonuglar alinmistir. Bu bag-
lamda bu calismada daha 6nce denenmemis olan Sorafenib ve Lansoprazol ilag kombi-

nasyonlarinin HepG2 hiicre hattindaki, sitotoksik, genotoksik, sinerjistik ve antagonistik
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etkilerinin in vitro ortamda ilag etkilesimleri degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada, Lansoprazol, Sorafenib ve her iki ajanin kombinasyonunun HepG?2 hiicre
hatti tizerindeki sitotoksik etkileri MTT canlilik analizi ile degerlendirilmis ve Lansopra-
zol’lin 125, 250 ve 500 uM dozlarinda 24 saatlik inkiibasyon sonucunda sirasiyla %68.11,
%355.74 ve %42.05 hiicre canlilik oranlar elde edilmistir. Bu sonuglar, doz artigina paralel
sekilde hiicre canliliginin azaldigini ve Lansoprazol’iin HepG2 hiicreleri lizerinde doza
bagl bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, Sorafenib’in
1-100 uM araliginda test edilen dozlarinda 6zellikle 20 pM ve tizeri konsantrasyonlarda
hiicre canliliginin %50 nin altina diistiigii gozlemlenmis, bu da Sorafenib’in ICso degeri-
nin yaklasik 20 uM oldugunu ortaya koymustur. Bu ¢alismada elde edilen bulgular daha
once yapilan ¢alismalarla da uyum gostermektedir. Cervello vd. (2012) yaptiklari ¢alig-
mada Sorafenib’in HepG2 hiicre hatt1 lizerinde hiicre canliligina olan etkisinin LDso de-
gerinin 19.5 uM oldugunu saptamislardir (Cervello vd. 2012). Abdelrahman vd. (2021)
caligmalarinda, Sorafenib’in HepG2 hiicrelerinde mitokondriyal yolagi hedefleyerek
apoptozisi tetikledigini ve ICso degerinin ¢alismamiza benzer sekilde yaklasik 20 uM ol-
dugunu belirtmislerdir. Farkli bir ¢calismada ise Karaoglu (2019) Sorafenib’in 10-30 uM
araliginda belirgin sitotoksik etki gosterdigini ve LDso degerinin 20 uM civarinda oldu-

gunu raporlamistir.

Lansoprazol 6zelinde ise literatiirde sitotoksik etkilerine iligkin sinirli sayida ¢aligma bu-
lunmakla birlikte, bazi1 aragtirmalar Lansoprazol’iin proton pompa inhibitorii olmanin dte-
sinde anti-kanser potansiyeli tasidigin1 gdstermektedir. Ornegin, Omata vd. (2020), Lan-
soprazol’iin belirli gastrointestinal kanser hiicrelerinde pH regiilasyonu ve hiicre i¢i asi-
doz mekanizmalar1 yoluyla hiicre dliimiinii artirdigini belirtmistir. Bizim ¢aligmamizda
da Lansoprazol’iin 6zellikle 250 ve 500 uM gibi yiiksek dozlarda anlaml diizeyde kanser
hiicre 6liimiine neden oldugu saptanmis olup bu sonu¢ da onun olas1 kemoterapotik des-

tekleyici roliine isaret etmektedir.

Kombinasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, sabit 20 uM ve 15 uM Sorafenib dozlar1 ile de-
gisken Lansoprazol dozlar1 kombine edilerek hiicre canlilik oranlar1 degerlendirilmistir.
Elde edilen veriler, kombine uygulamalarin tek basina uygulanan dozlara kiyasla ¢ok

daha giiclii sitotoksik etki gdsterdigini ortaya koymustur. Ozellikle 20 uM Sorafenib ile
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500 uM Lansoprazol kombinasyonunda hiicre canlilik oran1 %11.99’a kadar diismiistiir.
Bu diisiis, antagonistik bir etkinin varhigin1 diisiindiirmektedir. Bu bulgu, Lansoprazol
gibi tek bagina zayif apoptotik etki gosteren ajanlarin (Giirlek 2021), Sorafenib ile kom-
bine edildiginde etkilerinin anlamli sekilde arttigin1 gosteren ¢aligsmalara paralellik arz
etmektedir. Ayrica kombinasyon uygulamalarinda 6zellikle yiiksek doz Lansoprazol’iin
Sorafenib ile birlikte uygulanmasinin, diisiik doz kombinasyonlara gore daha anlamli so-
nuclar verdigi gézlemlenmistir. Bu durum, Lansoprazol’iin hiicre i¢i pH dengesini boza-
rak sitotoksik ajanlarin etkinligini artirabilecegini destekleyen teorilerle de ortlismektedir
(Karaoglu 2019, Omata vd. 2020, Giirlek 2021, Abdelrahman vd. 2021). Ayrica, elde
edilen veriler ilerleyen asamalarda yapilacak gen ekspresyonu analizleri ve ELISA ¢alis-

malar1 i¢in uygun dozlarin belirlenmesi agisindan 6nemli bir temel olusturmaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alismada hem Lansoprazol hem de Sorafenib'in tek basina ve kombi-
nasyon halinde HepG2 hiicre hatt1 iizerinde doza bagli anlamli sitotoksik etkiler olustur-
dugu gésterilmistir. Ozellikle kombinasyon uygulamalarinda elde edilen veriler, bu iki
ajanin birlikte kullaniminin karaciger kanseri tedavisinde potansiyel bir terapotik strateji
olabilecegini diistiindiirmektedir. Elde edilen bulgular, daha 6nce yapilmis farkli bircok
caligmayla da paralellik gostermektedir (Karaoglu 2019, Omata vd. 2020, Giirlek 2021,
Abdelrahman vd. 2021). Bu nedenle, elde edilen doz araliklarinin sonraki molekiiler dii-

zeyde yapilacak ¢alismalar i¢in uygun ve giivenilir bir temel olusturacagi kanaatindeyiz.

Komet testi, ¢esitli ajanlarin DNA hasar1 derecesinin belirlenmesi amaciyla siklikla kul-
lanilan ¢ok yonlii ve hassas bir yontem oldugundan dolay1 bu ¢alismada ayrica (Collins
vd. 2008, Sekeroglu ve Sekeroglu 2011) Sorafenib (20 uM), Lansoprazol (250 uM) ve
bu ajanlarin kombinasyonlarinin HepG2 hiicre hattinda olusturdugu DNA hasar1 bu yon-
tem ile de degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, her iki maddenin tek basina genotoksik
etki olusturabildigini, ancak birlikte kullanildiklarinda bu etkinin anlaml diizeyde artti-
g1 ortaya koymustur. Ozellikle kombinasyon grubunda 24 ve 48 saatlik uygulama siire-
leri sonunda tespit edilen DNA hasar seviyeleri hem kontrol grubu hem de ajanlarin tek
basina uygulandig1 gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiik-
sek bulunmustur (p<0,05). Bu durum, Sorafenib ve Lansoprazol’iin birlikte uygulanma-
sinin sinerjik veya en azindan additif bir genotoksik etki olusturabilecegini diisiindiirmek-

tedir.
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Sorafenib’in genotoksik etkileri daha 6nce yapilan ¢alismalarda da rapor edilmistir. Ozel-
likle hiicre dongiistinii durdurmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimini artirmasi ve
mitokondriyal disfonksiyona neden olmasi, DNA hasarinin baslica nedenleri arasinda sa-
yilmaktadir (Yeh vd. 2011). Aym sekilde, Lansoprazol gibi proton pompasi inhibitorleri-
nin de 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun siireli maruziyetlerde ROS {iiretimini
artirarak oksidatif DNA hasarina neden olabilecegi belirtilmistir (Fukami vd. 2015). Bu
caligmadaki bulgular, Lansoprazol’iin tek basina dahi DNA zincirlerinde anlaml1 diizeyde
hasar olusturabilecegini gostermektedir. Erbas vd. (2021) yaptig1 calismada benzer se-
kilde, Lansoprazol’iin farkli kanser hiicre hatlarinda apoptotik etki yarattigini, oksidatif
stres belirteclerini degistirdigini ve genotoksisiteye yol acabildigini tespit etmistir (Erbag
vd. 2021).

Bu calismada gozlemlenen en diisitk DNA hasar1 kontrol grubunda belirlenmis olup, po-
zitif kontrol olarak kullanilan sisplatin uygulamasi ise beklenildigi lizere en yiiksek DNA
hasaria yol agmistir. Ancak ilging olan, Sorafenib ve Lansoprazol kombinasyonunun
olusturdugu DNA hasar diizeyinin, pozitif kontrole olduk¢a yakin degerler géstermesidir.
Bu durum, kombinasyonun HepG2 hiicre hattinda DNA biitiinliigiinii ciddi sekilde boz-
dugunu ve potansiyel olarak yiiksek diizeyde genotoksik etki yarattigini gostermektedir.
Bu bulgular, 6zellikle hedeflenmis tedavi yaklasimlarinda kullanilan ajanlarin bagka ilag-
larla kombinasyonlarinin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi gerektigini ortaya koy-
maktadir. Yine yaptigimiz bu ¢alisma ile inkiibasyon siiresinin genotoksisite lizerindeki
etkisi de agik¢a ortaya konmus olup 48 saatlik uygulamalarin 24 saate kiyasla anlamli
diizeyde daha ytliksek DNA hasar1 olusturdugu gézlemlenmistir. Bu da, ajanlarin hiicre
icinde birikimi, ROS diizeyindeki artis ve DNA tamir mekanizmalarinin yetersizligi gibi
faktorlerle aciklanabilir. Bu dogrultuda inkiibasyon siiresinin tedavi etkinligi kadar geno-
toksik giivenlik agisindan da 6nemli bir faktdr oldugu vurgulanmalidir (Aydogan ve Giir-

ler 2020).

Calismanin genel sonuglart degerlendirildiginde, Sorafenib ve Lansoprazol’iin birlikte
kullanimi, HepG2 hiicrelerinde DNA hasarini tek baslarina uygulamalarina kiyasla an-
laml1 6l¢iide artirmistir. Bu durum, s6z konusu ajanlarin kombinasyon halinde kullanimi-
nin sitotoksik ve genotoksik etkileri artirabilecegini gostermektedir. Ancak bu bulgularin

terapotik acgidan nasil degerlendirilecegi, yani bu hasarin programlanmis hiicre 6liimii
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yoluyla kanser hiicrelerinin eliminasyonuna mi yoksa istenmeyen mutasyonlara m1 yol
actig1, gelecekte yapilacak detayli molekiiler caligmalarla agikliga kavusturulmalidir. Bu-
nunla birlikte, bu tiir kombinasyon tedavilerinin normal hiicrelerdeki etkilerinin de ince-
lenmesi, toksisite profillerinin belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Sonug
olarak, bu ¢alisma Sorafenib ve Lansoprazol kombinasyonunun HepG2 hiicre hattinda
genotoksik etkiyi artirdigini gostermistir. Elde edilen veriler, bu iki ajanin birlikte kulla-
niminin karaciger kanseri tedavisinde potansiyel bir strateji olabilecegini ancak genotok-
sik giivenlik a¢isindan dikkatle degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Bu ne-
denle, in vitro ortamda elde edilen bu bulgularin in vivo deneylerle ve klinik diizeyde
desteklenmesi hem tedavi etkinligi hem de olas1 uzun vadeli genetik toksisite etkilerinin

anlasilmasi agisindan gereklidir.

Gen ifadesi lizerine yapilan aragtirmalar, belirli bir zaman noktasinda bir hiicrenin veya
hiicre grubunun fizyolojisine dair i¢gdriiler sunar. Bu nedenle bu ¢calismada HepG?2 hiicre
hattinda 24 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca Sorafenib ve Lansoprazol'iin ayr1 ayr1 ve
birlikte uygulamalarinin, apoptoz ve inflamasyonla iliskili BAX, BCL-2, KASPAZ-3 ve
TNF-a genlerinin ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkileri, QRT-PCR yontemi ile analiz

edilmistir.

BAX geni, hiicresel apoptozu indiikleyen pro-apoptotik genlerden biridir ve genellikle
kemoterapétik ajanlara maruz kalma sonucu ekspresyonu artmaktadir. Calismamizda,
BAX geninin en yiiksek ekspresyon diizeyinin Lansoprazol grubunda gézlemlenmis ol-
masi, bu ilacin pro-apoptotik yollar1 tek basina aktive edebildigini gostermektedir. Bu-
nunla birlikte, kombinasyon grubunda BAX gen ekspresyonunun hem Lansoprazol hem
de Sorafenib grubuna kiyasla anlamli derecede azalmis olmasi, bu iki ajanin birlikte kul-
laniminin BAX geni iizerinden apoptozu indiikleyici etkisini baskilayabilecegini ve olasi
bir antagonistik etkilesime neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu, proton pom-
pasi inhibitorlerinin bazi kosullarda apoptotik yaniti arttirabilecegini, ancak kombinas-
yonlarda etkilesimin karmasik olabilecegini ortaya koymaktadir (Ozdemir 2020, Erbas
vd. 2021).

BCL-2 geni ise anti-apoptotik bir gendir ve hiicrelerin programli 6liimiinii engelleyici bir

rol oynar. Calismamizda, 24 saatlik uygulama sonrasi her iic grupta da BCL-2
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ekspresyonunda kademeli ve anlamli bir azalma gozlemlenmistir (p<0.0001). Ozellikle
kombinasyon grubundaki ekspresyon diizeyindeki azalma, Sorafenib'in tek basina uygu-
land1g1 gruba kiyasla belirgin diizeydedir. Bu bulgu, kombinasyonun anti-apoptotik BCL-
2 lizerinden hiicre 6liimiinii artiric1 yonde etkili olabilecegini gostermektedir. Ancak bu
etkinin BAX gibi pro-apoptotik bir genle birlikte degerlendirildiginde, gen ekspresyonla-
rinin zit yonli etkiler sergilemesi, hiicre i¢i apoptotik dengenin hassas bir diizenlemeye

tabi oldugunu ortaya koymaktadir (Kowalczyk vd. 2020).

KASPAZ-3 geni apoptotik siirecin son yiiriitlicii molekiillerinden biridir ve bir¢ok hiicre-
sel stres durumunda aktifleserek hiicre Sliimiinii gergeklestirir. Calismamizda KASPAZ-
3 ekspresyonunun Sorafenib grubunda en yiiksek diizeyde oldugu, Lansoprazol grubunda
bu ekspresyonun azaldigi, kombinasyon grubunda ise daha da distiigii goriilmiistiir. Bu
durum, Sorafenib’in apoptozu aktive etme kapasitesinin, Lansoprazol ile birlikte uygu-
landiginda azaldigini ve bu baglamda potansiyel bir antagonistik etkilesim meydana gel-
digini gostermektedir. Apoptotik sinyallesme zincirinde KASPAZ-3’{in aktivasyonu, te-
daviye duyarliligin 6nemli bir géstergesi oldugundan, bu diisiis terapdtik etkinlik acisin-

dan dikkatle degerlendirilmelidir (Chien vd. 2019, Tiirkmen 2021).

TNF-a geni, hem inflamasyon hem de programli hiicre 6liim siirecinde kritik rol oynayan
bir sitokindir. Lansoprazol grubunda TNF-a ekspresyon diizeyinin en yiiksek seviyede
gozlemlenmesi, bu ajanin inflamatuvar yanita neden olabilecegini ve ayni zamanda apop-
tozu tetikleyebilecegini gostermektedir. Buna karsin, Sorafenib ve kombinasyon grupla-
rinda TNF-a ekspresyonunun anlamli derecede azalmis olmasi, bu ajanlarin inflamatuvar
yanit1 baskilayici yonde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu etkilesim, kombinas-
yon uygulamasinin TNF-a iizerinden olusan apoptotik sinyallesmeyi zayiflattigini ve bu
baglamda sinerjiden ziyade antagonist bir etki olusturdugunu gostermektedir (Chen vd.

2010).

Genel olarak degerlendirildiginde, elde edilen qRT-PCR sonuglari, 6zellikle Lansopra-
zol’lin tek basina pro-apoptotik genlerin (BAX, TNF-a) ekspresyonunu artirici, anti-
apoptotik genlerin (BCL-2) ekspresyonunu ise baskilayici yonde etkili oldugunu ortaya
koymaktadir. Ancak, bu etkinin Sorafenib ile kombinasyon halinde ¢ogunlukla azaldigi,

bazi genlerde ise antagonistik bir etkilesimle sonuclandigi goriilmiistiir. Bu bulgular, her
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iki ajanin birlikte kullantminin molekiiler diizeyde beklenen terapdtik etkiyi her zaman
gostermeyebilecegini ve bu tiir kombinasyonlarin molekiiler mekanizmalar gz oniinde

bulundurularak dikkatle planlanmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda elde edilen gen ekspresyon bulgulari, Sorafenib ve Lan-
soprazol’iin HSK hiicrelerinde tek basina veya kombinasyon halinde farkli genetik yollar1
etkileyerek apoptotik ve inflamatuvar siireclerde rol oynadigini gostermistir. Ancak bu
etkilesimlerin her zaman sinerjik olmadigi, aksine ¢ogu durumda antagonistik etkilesim-
lerle sonuclanabilecegi goriilmektedir. Bu nedenle, bu kombinasyonun klinik diizeyde
uygulanabilirligini degerlendirmek iizere daha fazla in vitro ve in vivo molekiiler diizeyde

caligmalar yapilmasi 6nerilmektedir.

Ayrica bu tez ¢alismasi kapsaminda Sorafenib ve Lansoprazol’iin tek basina ve kombi-
nasyon halinde HepG2 hiicre hattinda uygulandig1 24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardin-
dan Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Tnf-a proteinlerinin diizeylerinde meydana gelen degisimler
ELISA yontemiyle degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, bu bilesiklerin hiicresel yanit-

lar iizerindeki etkilerini daha derinlemesine ortaya koymaktadir.

Bax protein diizeyleri incelendiginde, Sorafenib grubunda anlamli bir artis gozlemlen-
mistir. Bax, mitokondriyal yolakla iligkili pro-apoptotik bir protein olup, hiicre i¢i apop-
totik sinyallerin baglatilmasinda rol oynar. Bu nedenle, Sorafenib'in Bax protein seviye-
sini yiikseltmesi, apoptoz mekanizmalarini aktive ettigini gostermektedir (Elmore 2007).
Buna karsilik kombinasyon grubunda belirgin bir diisiis tespit edilmistir ki bu durum,
Sorafenib’in apoptotik etkisinin Lansoprazol tarafindan baskilanabilecegini diisiindiir-
mektedir. Lansoprazol’iin tek basina uygulandig: grupta ise Bax protein diizeyinin kom-
binasyon grubuna kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu bulgu,
Lansoprazol’iin tek basina uygulandiginda apoptotik bir yanit olusturabilecegini, ancak
Sorafenib ile kombinasyonunda bu etkinin zayifladigini géstermektedir. Bu durum anta-

gonistik bir etkilesimi diisiindiirmektedir (Wang vd. 2018).

Bcl-2 protein diizeylerinde ise tiim uygulama gruplarinda kademeli bir azalma goézlem-
lenmistir. Bcl-2, hiicre yasamini destekleyen anti-apoptotik bir proteindir. Bu baglamda,
Bcl-2 diizeyindeki diisiis hiicrelerin apoptotik siirece yoneldiginin bir gostergesi olabilir.

Kombinasyon grubunun Bcl-2 diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik olmasi,
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bu grupta apoptotik siirecin baskin oldugu seklinde yorumlanabilir. Ancak Sorafenib’in
kombinasyon grubuna gore Bcl-2 diizeyini daha yiiksek tutmasi, yine Lansoprazol ile bir-
likte kullanildiginda Sorafenib’in etkisinin antagonize edildigini gostermektedir (Yang

vd. 2020).

Kaspaz-3 protein diizeyleri bakimindan elde edilen sonuglar, Sorafenib’in kontrol gru-
buna kiyasla bu proteini arttirdigini, dolayisiyla apoptotik yaniti tetikledigini gostermek-
tedir. Ancak Lansoprazol grubunda Kaspaz-3 diizeyinin daha diisiik olmasi, bu ilacin
apoptozu baskiladigini ortaya koymaktadir. Kombinasyon grubunda ise Lansoprazol gru-
buna gore artis gézlenmis olsa da Sorafenib grubuna kiyasla daha diisiik diizeyler tespit
edilmistir. Bu durum da kombinasyonun, Sorafenib’in apoptozu tetikleyici etkisini kis-
men baskiladig1 ve aralarinda zayif diizeyde antagonistik bir etkilesim olabilecegini dii-

stindiirmektedir (Fulda ve Debatin 2006).

Tnf-a protein diizeyleri agisindan degerlendirildiginde, kontrol grubunun en yiiksek eksp-
resyon seviyesine sahip oldugu, buna karsin Lansoprazol ve kombinasyon gruplarinin bu
diizeyleri 6nemli 6lgiide diisilirdiigii gdozlemlenmistir. Tnf-a, hiicre dis1 sinyal molekiilii
olarak immiin yanitlar1 diizenler ve baz1 durumlarda apoptoz siireglerini baglatabilir. So-
rafenib grubunun Tnf-a diizeyini, kombinasyon ve Lansoprazol gruplarina kiyasla an-
laml1 sekilde artirmasi, bu ajanlarin inflamatuvar yanita etkilerinde farkli mekanizmalar
izledigini diisiindiirmektedir. Lansoprazol’iin Tnf-a diizeyini diisiiriicii etkisi ise bu bile-
sigin anti-inflamatuvar etkilerini 6n plana ¢ikarmaktadir (Kojima vd. 2010). Bu bag-
lamda, kombinasyon uygulamasinin Tnf-a diizeyinde baskilayici (antagonistik) bir etki

yarattig1 ve Lansoprazol’iin bu siirecte belirleyici rol oynadigi one siiriilebilir.

Sonug olarak, elde edilen ELISA bulgulari, Sorafenib’in pro-apoptotik etkisinin Lansop-
razol tarafindan baskilanabilecegini gdstermektedir. Ozellikle Bax ve Kaspaz-3 diizeyleri
dikkate alindiginda kombinasyonun apoptotik siirecleri zayiflattigi gozlemlenmistir. Tnf-
a ve Bcl-2 diizeylerinde goriilen diistisler ise hiicrede apoptoz ve inflamatuvar yanitlarin
farkli yollarla etkilendigini ortaya koymaktadir. Bu durum, ilag kombinasyonlarinin hiic-
resel diizeyde beklenenin aksine antagonistik etkilesimler dogurabilecegini, dolayisiyla
kombinasyon tedavilerinde farmakodinamik etkilerin dikkatli bir sekilde degerlendiril-

mesi gerektigini ortaya koymaktadir.
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