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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SORAFENIB VE LIPOIK ASIT KOMBINASYONUNUN
HEPATOSELLULER KARSINOM HUCRELERI UZERINDEK i
SINERJISTIK ANTIKANSER ETKILERININ IN VITRO ANALIZLERI

Beyza Riimeysa ARIKAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Arzu OZKARA
Ikinci Damsman: Doc. Dr. Dilek AKYIL

Karaciger kanserinin en yaygin tiirii olan hepatoselliiler karsinom (HSK), diinya ¢apinda
kanserden Oliimlerin iiclincii nedenini temsil etmektedir. Karmagik patogenezi ve
molekiiler heterojenligi, karaciger kanseri vakalarinda tedaviyi zorlastirmaktadir. Bu
nedenle hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi ihtiyaci artmaktadir. Alfa Lipoik Asit’in
(ALA) molekiiler ¢oziiniirliikte hiicrelerle etkilesime girebilmesi ve koruyucu etkileri
nedeniyle ¢esitli antineoplastik ilaglarla birlikte kullanilmasinin kanser kontrolii ve
tedavisi i¢in umut vadedecegi Ongoriilmektedir. Bu calismada ALA’nin farkli
kombinasyonlarinin HepG2 hiicre hatti lizerine sinerjistik, anti-proliferatif ve anti-kanser
etkisinin hiicre canlilik testi (MTT) ve bazi genlerin ifade diizeylerinin (Tnf-a, Bax,
Kaspaz-3 ve Bcl-2) belirlenmesi ve ELISA metodu ile ayn1 genlerin protein seviyelerinin
degerlendirilmesi, bunun yanmi sira Komet testi ile muhtemel DNA hasarinin tespit

edilmesi amaglanmuistir.

MTT testinden elde edilen bulgulara gore, 24 saatlik uygulamada yalnizca Sorafenib
uygulanan grup yaklasik %42 oraninda hiicre canlilig1 gostermistir ve bu, bilesigin tek
basina anlamli diizeyde sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde,
yalnizca 5 uM ALA uygulanan grupta hiicre canliligr yaklasik %56 diizeyinde olup,
ALA’nin da tek basina hiicre canliligini azalttigi gozlemlenmistir. ALA + Sorafenib

kombinasyonunun uygulanmasi sonucu %85 hiicre canlilig1 tespit edilmistir. 48 saatlik



uygulamada ise Sorafenib uygulanan grupta hiicre canliligi yaklasik %45 olarak tespit
edilirken, (5 pM ALA) uygulanan grup %47 canlilik oran1 gostermistir. ALA + Sorafenib
kombinasyon grubunda ise hiicre canlilig1 %48’dir. Komet test sonuc¢larinda ise DNA
hasar1 Sorafenib 20 uM dozunda 24 saat i¢in 20.33+£2.52 iken ve 48 saatte 25.33+4.16
olarak tespit edilmistir. Verilerdeki en diisiik DNA hasarinin 24 saatte 4.67+2.08 ile ALA
dozu oldugu tespit edilmistir. 48 saatlik ALA uygulamasinda DNA hasarinda bir artis
gbozlemlenmis olup bu hasar 15.67+1.15 olarak belirlenmistir. Hem 24 hem de 48 saatlik
uygulamada Sorafenib’in olusturdugu DNA hasar1 kombinasyon uygulamasiyla

karsilastirildiginda diisiis gostermistir.

HepG2 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik Sorafenib ve ALA kombinasyonlarinin etkileri,
apoptotik ve inflamatuvar siireglerde gorev alan Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Tnf-a genlerinin
ekspresyon diizeyleri incelenerek degerlendirilmistir. Elde edilen qRT-PCR verileri
dogrultusunda, her iki slirede de gen ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler
gbzlenmistir. Yine Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve TNF-a gibi apoptoz ve inflamasyonla iligkili
anahtar gen irilinlerinin seviyeleri hem 24 saat hem de 48 saat uygulamalarla belirlenmis,
gen ekspresyon seviyeri ile protein iirtinlerinin genellikle uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Tim bu ¢alismalardan elde edilen bulgular, kombinasyon tedavisinin ¢ogu durumda tekli
ajanlara kiyasla daha belirgin etkiler yarattigini ortaya koymaktadir. Ozellikle Bax ve
Kaspaz-3 gibi pro-apoptotik genlerin ekspresyonundaki artislar, uygulanan ajanlarin
hiicre 6liimii mekanizmalar1 tizerindeki etkilerini ortaya koyarken; Bcl-2 gibi anti-
apoptotik genlerdeki degisimler bu siirecin nasil diizenlendigini anlamak ag¢isindan kritik

Ooneme sahiptir.

2025, xii + 111 sayfa
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IN VITRO ANALYSIS OF SYNERGISTIC
ANTICANCER EFFECTS OF SORAFENIB AND LIPOIC ACID
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Supervisor: Assos. Dr. Arzu OZKARA
Co-Supervisor: Assos. Dr. Dilek AKYIL

Hepatocellular carcinoma (HCC), the most common type of liver cancer, represents the
third leading cause of cancer death worldwide. Its complex pathogenesis and molecular
heterogeneity complicate the treatment of liver cancer cases. Therefore, the need for the
development of targeted therapies is increasing. It is anticipated that the use of Alpha
Lipoic Acid (ALA) together with various antineoplastic drugs will be promising for
cancer control and treatment due to its ability to interact with cells at molecular resolution
and its protective effects. This study aimed to determine the synergistic, anti-proliferative
and anti-cancer effects of different combinations of ALA on HepG2 cell line by cell
viability test (MTT) and expression levels of some genes (Tnf-a, Bax, Caspase-3 and Bcl-
2) and to evaluate the protein levels of the same genes by ELISA method, as well as to

detect possible DNA damage by Comet test.

According to the findings obtained from MTT test, the group that was administered only
Sorafenib showed approximately 42% cell viability after 24 hours of application,
indicating that the compound alone showed significant cytotoxic effect. Similarly, the
group that was administered only 5 pM ALA showed approximately 56% cell viability,
and it was observed that ALA alone reduced cell viability. As a result of the application
of ALA + Sorafenib combination, 85% cell viability was detected. In the 48 hour

application, cell viability was approximately 45% in the Sorafenib group, and 47% in the

il



5 uM ALA group. In the ALA + Sorafenib combination group, cell viability was 48%. In
the comet test results, DNA damage was determined as 20.3342.52 for 24 hours at the
Sorafenib 20 pM dose and 25.33+4.16 for 48 hours. The lowest DNA damage in the data
was determined to be the ALA dose with 4.67+2.08 at 24 hours. An increase in DNA
damage was observed in 48 hour ALA application, and this damage was determined as
15.67£1.15. DNA damage caused by Sorafenib decreased in both 24 and 48 hour

applications compared to the combination application.

The effects of Sorafenib and ALA combinations for 24 and 48 hours in HepG2 liver
cancer cell line were evaluated by examining the expression levels of Bax, Bcl-2,
Caspase-3 and Tnf-a genes involved in apoptotic and inflammatory processes. According
to the qRT-PCR data obtained, significant changes were observed in gene expressions in
both periods. Again, the levels of key gene products related to apoptosis and
inflammation, such as Bax, Bcl-2, Caspase-3 and TNF-a, were determined in both 24
hour and 48 hour applications, and it was found that gene expression levels and protein
products were generally consistent. The findings from all these studies suggest that
combination therapy produces more pronounced effects compared to single agents in
most cases. While increases in the expression of pro-apoptotic genes, especially Bax and
Caspase-3, reveal the effects of the applied agents on cell death mechanisms, changes in
anti-apoptotic genes, such as Bcl-2, are critical to understanding how this process is

regulated.
2025, xii + 111 pages
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1. GIRIS

Diinya Saghk Orgiiti'nden (DSO) elde edilen verilere gore dliimlerin her altisindan
birinin kanser nedeniyle oldugu belirtilmektedir. DSO ve Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi (IARC)’nin kanserin kiiresel durumuna iligkin yayinladigi rapora gore 2022'de
tahminen 20 milyon yeni kanser vakasinin goriildiigii ve kanser nedeniyle 9.7 milyon
6limiin yasandigi bildirilmistir (GLOBOCAN 2022). Kanser ¢agimizin en énemli ve acil
sorunlarindan biri olup kanserin kiiresel yiikii ve kanser insidansi1 21. ylizyilda istikrarli
bir sekilde artmaya devam etmektedir. Kanser ikinci sirada en yaygin 6liim nedeni olup,
Kiiresel Kanser Istatistikleri Globacan 2020 Raporu’na gére toplam 19.3 milyon kanser
vakasi teshisi ve kanser nedenli 9.9 milyon 6liim oldugu tahmin edilmektedir (Siegel vd.

2021, Baran-Deniz 2022).

Tiinel vd. (2012)’ye gore fiziksel oldugu kadar psikolojik ve psikososyal yonleri de olan
karmagik bir hastalik olarak bilinen kanser, glinlimiizde Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu
¢ogu lilke arasinda kalp hastaliklarindan sonra en sik goriilen ikinci hastaliktir. Degisen
yasam tarzi ve yasam siiresinin uzamasi metabolik komorbidite insidansinin artmasina ve

kanser prevalansinin artigina neden olmaktadir (Hulvat 2020).

Karaciger kanserinin en yaygin tiirii olan HepatoSelliiler Karsinom HSK’nin, yiliksek
Oliim orani ile prevalansi artmaktadir. Diinyada kansere bagli 6liimlerin ise iiglincii
nedenini temsil etmektedir. Llovet vd. (2021)’e gore 2025 yilina kadar her yil 1
milyondan fazla kisinin karaciger kanserinden etkilenecegi tahmin edilmektedir.
Diinyada en yliksek karaciger kanseri insidans1 Asya ve Afrika’da goriilmektedir. Hepatit
C ve B viriisit (HCV ve HBV) olmak iizere farkli etiyolojik ajanlarin neden oldugu
karaciger hasari, karaciger fibrozu ve siroz, HSK gelisimine katkida bulunmaktadir.
Karmasik patogenez ve molekiiler heterojenligi HSK’nin erken teshisini engelleyerek
tedaviyi zorlastirmaktadir. Yiiksek niiks orani ve 5 yillik diisiik sagkalim oraniyla HSK
onlarca yildir en hizli artan 6liim oranin1 géstermektedir (Bai vd. 2019, Fondevila vd.

2019, Siegel vd. 2022).

Karaciger kanseri ve diger kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkileri

nedeniyle toksik olmayan, ila¢ direncine yol agmayan hedefe yonelik yeni tedavi



protokollerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda alternatif olarak toksik etkileri sinirl
olan dogal etken maddeler kullanilmasi Onerilmektedir. Anti-proliferatif ve anti-
anjiyogenik aktiviteye sahip bir multikinaz inhibitérii olan Sorafenib, ileri HSK tanisi
olan hastalar i¢in Amerikan Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanan ilk sistemik
tedavi ajanidir. Ancak Sorafenib’in bilinen yan etkileri sebebiyle HSK hastalari, alternatif
olarak bazi besin takviyeleri kullanmaya ydnelmektedir. Antioksidanlar, kimyasal
yapilar1 nedeniyle zincir yapiy1 bozan, serbest radikal temizleyici (serbest radikaller ve

metal baglayicilar) olarak etki etmektedirler (Liang vd. 2024).

Alfa-Lipoik Asit (tioktik asit, CsH1402S2 - ALA) ¢esitli yiyeceklerde bulunan ve viicutta
da aerobik metabolizma i¢in sentezlenebilen bir maddedir. ALA ve indirgenmis formu
olan Dihidro-Lipoik Asit (DHLA) antioksidan 6zellik gostermektedir. Bu ¢alismada
oksidatif stres ve glukoz dengesi lizerindeki etkileri nedeniyle de one ¢ikan ALA’nin
biyolojik etkileri ve klinik dneminin arastirilmasi hedeflenmektedir. Diyet veya besin
takviyelerinden bagimsiz olarak ALA, indirgenmis hali olan DHLA formuna doniisiir ve
karacigerde bisnorlipoat ve tetranorlipoat gibi farkli metabolitler halinde metabolize
edilerek renal olarak atilmakta olup, sodyum, B5 ve B7 vitamini ile birlikte Sodyum
Bagimli Vitamin Tasiyict (SMVT) ile taginmaktadir. SMVT ¢ogu vitamini tasidigi i¢in
bu vitaminlerin birbiri ile rekabet halinde olmasina neden olmaktadir. ALA’nin fazla

alim1 B5 ve B7 vitaminlerinin tasiniminda sorunlara neden olabilmektedir (Hassan ve

Cronan 2011, Najafi vd. 2022).

Mitokondriyal enzimlerde bir kofaktor olarak gorev yapan ALA, dogal olarak meydana
gelen bir antioksidan olup enerji metabolizmasinda kritik rol oynamakta ve burada
bulunan enzimleri etkileyerek  besinlerin  enerjiye  doniismesine  katkida
bulunmaktadir. ALA viicut metabolizmasi sirasinda olusan bir madde olup, sindirim
sistemi ve metabolizma {iriinleri grubunda yer almakta ve viicudun metabolik islevleri
tizerinde etkili olmaktadir. Sinir hiicrelerinde koruyucu 6zelliklere (anti-oksidatif) sahip
olan ALA ayrica hiicre i¢i sinyal iletim yollarin1 etkileyerek anti-inflamatuar 6zellik
gostermektedir. ALA yagda ve suda ¢oziinebilen tek antioksidan olmasindan dolay1
evrensel antioksidan olarak adlandirilmaktadir (Rimbach vd. 2001, Karaca 2008, Cadenas

ve Packer 2010, Milovanovic vd. 2014, Eslampour vd. 2018).



Bu calismada ALA’nin farkli kombinasyonlarinin HepG2 hiicre hatt1 {izerine sinerjistik,
anti-proliferatif ve anti-kanser etkisinin hiicre canlilik testi (MTT) ve baz1 genlerin ifade
diizeylerinin (Tnf-a, Bax, Kaspaz-3 ve Bcl-2) belirlenmesi ve ELISA metodu ile ayni
genlerin protein seviyelerinin degerlendirilmesi, bunun yani sira Komet testi ile
muhtemel DNA hasarinin tespit edilmesi amaglanmakta olup elde edilen verilerin
literatiire katki saglayacag diisiiniilmektedir. Yapilan literatiir taramasinda HepG2 hiicre
hatt1 lizerine Sorafenib ve ALA’nin kombine calismasina hi¢ rastlanilmamasi bu tez
caligmasinin Onemini artirmaktadir. Yapilan calisma ile elde edilen veriler ilk kez
literatiire kazandirilacak olup, kanser tedavi c¢alismalari i¢in temel olusturacagi

distiniilmektedir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1 Karaciger ve Karaciger Kanseri

Couinaud sistemi, karaciger anatomisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ismini
hepatobiliyer cerrahi alaninda 6nemli katkilari olan Claude Couinaud’dan almistir.
Karaciger anatomisinde bulunan sekiz segmentten ilki kaudat lobu olusturmaktadir ve
posteriordur. Burada, dogrudan viicudun en biiyiik toplardamari olan inferior vena kava

veya posterior vena kavaya ait hepatik venler igermektedir (Jones vd. 2008).

Falsiform
ligament

Falsiform
Cantlie Cantlie  ligament

cizgisi ¢izgisi

Sekil 2.1 Karaciger anatomisi (a) arka goriiniimii ve (b) ve 6nii (Jones vd. 2008).

Diinya ¢apinda her y1l 19-20 milyon kisiye kanser tanis1 konmaktadir. Organ etkileyen
orijin, ¢cogalan hiicrelerin tiirlinii tanimlamaktadir. Belirli bir kanser tiirliniin ortaya
cikmasiyla birlikte farkli cinsiyet veya toplumdaki prevalansin arttigi gozlemlenmistir.
DSO verilerine gore diinya genelinde her alt1 5liimden birisi kanser sebebiyle olmakta ve
hastalik sebebiyle meydana gelen oliimlerin en yaygin nedenlerinden birinin kanser

oldugu rapor edilmistir (Chhikara ve Parang 2023).

Kanser, hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz ¢ogalmasi veya metastazi ile taninan
hastaliklarin genel adidir. Diinya genelindeki en 6liimciil hastaliklardan birisidir (Odhav
vd. 2003, Barrajon-Catalaan vd. 2017, Singh vd. 2019). DSO verilerine gore 2030 yilinda
13.1 milyon insanin kanserden dlecegi tahmin edilmektedir (Mao ve Xu 2016). HSK,

diinya capinda kanser dliimlerinin en yaygin iiclincli nedenini olusturmaktadir (Hyman



ve Parikh 2007, Asghar ve Meyer 2012). Yasa veya irka dayali 6nemli bir ayrim
olmaksizin diinya ¢apinda kanser 6liim oranlarindaki artis dikkate alindiginda, hastaligin
insidansin1 azaltmaya yonelik her tiirlii ¢calisma bu konu icin sarf edilen cabaya

degmektedir (Barrios vd. 2010).

Hiicreler boliindiik¢e, anormal biiylime saglayabilen ve tiimor olusturabilen mutasyonlar
kazanmaktadir. Tiimorler ve metastazlari, ¢esitli hiicre gruplarindan olusabilir. Metastatik
tiimorler, baslangi¢ kanser hiicresinden oldukga farkli fenotip ve genotipe sahip olabilir.
Kanser hiicreleri viicudumuzun her yerinde olusabilmektedir ve ¢ok farkl: hiicre tiplerine
sahiptir. Kanserin yayildig1 en yaygm yerler kemik, karaciger ve akcigerdir. Invaziv
Duktal Karsinom (IDC), meme kanseri vakalarinin %85'ini olusturur. Invaziv duktal
meme kanserinin yayilabilecegi en yaygin uzak alanlar kemikler, akcigerler, karaciger ve

beyindir (National Breast Cancer Foundation 2024).

Tarih boyunca canli yasamini tehdit eden ve ortak olarak en sik goriilen problem kanser
olmustur. Kelime olarak ilk defa, Hipokrat tarafindan Latince yenge¢ anlamina gelen
“Cancer’’ kelimesinden tiiretilmistir. Tiimoriin etrafindaki sismis damarlar ise yengecin
bacaklarina benzetilmistir. Bugiine kadar denenmis ve hala devam eden farkli kanser
tedavi yontemlerinin temel sebebi, her insanin farkli bir DNA’ya sahip olmasidir

(Baykara 2016).

Kanser tiim iilkeler agisindan halk sagligini tehdit eden ve ekonomi tizerinde ciddi bir yiik
olusturan olduk¢a 6nemli bir kiiresel sorundur. Molekiiler diizeyde heterojen bir hastalik
olan HSK, hepatositlerde meydana gelen ve karacigerin ana hiicre tipini etkileyen
malignitesi yliksek bir kanser tipidir. Diinya ¢apinda kanserler arasinda besinci sirada
olan karaciger kanseri, kanser tiirleri arasinda ise en sik goriilen tiirdiir. Genellikle DNA
hasar1 ve genetik mutasyonlarin sonucu olusur. Kemoterapi ilaglar1 ile tedavinin
sonrasinda ise hiicre yenilenme siirecinde mutasyon birikimine zemin hazirlamaktadir.
Kanser onciisii heterojen lezyonlar komplekstir. Karaciger karsinogenezi, onlarca yil
siireyle genetik degisiklikleri biriktiren ve nihayetinde malign formasyona doniisen uzun
vadeli bir hastalik olarak kabul edilir (Taheriazam vd. 2023). HSK a ait sematize edilmis
gorsel Sekil 2.2°de verilmistir.



Hepatoselliiler karsinoma

Karaciger

Sekil 2.2 Karaciger kanseri (ESMO Aucejo 2021).

Metastatik hastalik patogenezi ile iligkili lipit metabolizmasindaki anahtar enzimler s6z
konusudur. Enzimler ¢alismazsa, sindirim islevini ve dolayisiyla enerji metabolizmasini
bastan etkilemektedir. Elektroforezde anot tarafina yiirtime sirasina gore LD1 (H4), LD2
(H3M1), LD3 (H2M2), LD4 (HM3) ve LD5 (M4) olarak adlandirilmaktadir (Tatlis6z
2023). Karaciger hastaliklarinda LD degisiklikleri agisindan degerlendirildiginde,
karaciger dokusu en fazla LDS5 izoenzimi ihtiva ettiginden, karaciger dokusunda hasar
meydana getiren hastaliklar en fazla bu enzim aktivitesinde artis meydana getirmektedir.
Malign karaciger hasar1 olan kanserlerin %70 kadarinda, karaciger metastazi olmayan
kanserlerin ise %20-60 kadarinda LD aktivite artist goriilmektedir (Feng vd. 2018,

Serrano-Lorenzo 2021).

Karaciger; primer veya sekonder olarak vaskiiler, metabolik, enfeksiy6z ve malign
siireclerle siklikla etkilenen bir organdir. Benign karaciger tiimdrleri genel populasyonda
stk goriilen, bireylerin %9 ile %?20'sinde rastlanabilen bir hastaliktir. Bu tlimorlerden
bazilar1 tamamen iyi huylu bir dogal gecmise sahiptir ve rezeke edilmeleri gerekmez.
Bazilar1 ise biiyiime, kanama veya malign doniisim riski tasir ve ameliyatla
cikarilmahdir. Kalitsal 6zellikler malignitelerin %5-10'una neden olurken, cevresel
degiskenler veya bunlarin bir kombinasyonu veya ikisinden biri malignitenin %90-95'ine

neden olmaktadir (Kunnumakara vd. 2008, Kartal ve Hamaloglu 2016).



Kanser hiicrelerinin genomik kararsizligi tiimor heterojenitesinin temelini olusturan
genetik cesitlilige sebep olmaktadir. Farkli hastalarda gelisen ayni kanser tipleri veya ayni
tiimorii olusturan farkli kanser hiicresi klonlar1 arasinda genetik veya epigenetik
degisiklikler gézlenmektedir. Kanser dokusunda, zaman ilerledik¢e cesitli molekiiler
mekanizmalar sonucu tedavi duyarliliklart degiskenlik gdsterebilmektedir ve farkli
hiicresel klonlar gelismektedir. Tiimor heterojenitesi tedaviye direng mekanizmalarinin
en dnemli bilesenlerindendir. Daha heterojen ve daha kararsiz bir genoma sahip kanserler

daha agresif bir seyir ve daha kisa sag kalimlarla iliskilidir (Lawrence vd. 2017).

Kansere bagli olarak hastaligin olusumu ve kanser kaynakli 6liimler, risk faktorleri
maruziyetine kalmadaki degisimlerine bagl olarak meydana gelmektedir. DSO verilerine
gore kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada en fazla goriilen o6lim
nedenidir. Ozellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde 2030 yilina kadar 20 milyondan fazla
yeni kanser vakasinin goriilmesi beklenmektedir. Kanser; epidemiyolojik olarak iki
sekilde kategorize edilebilir. Birinci kategori, cinsiyet, yas, sosyo-ekonomik kosullardaki
degisikliklere bagl olarak, ikinci kategori ise analitik calismalardan elde edilen

verilerden ortaya ¢ikmaktadir (Nalbant 2023).

Primer hedef orgami karaciger olan aflatoksinler, insanlar icin bilinen karsinojenler
arasinda yer alan ve en giiclii dogal karsinojenlerden biri olarak kabul edilen grubu
olusturmaktadir. Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus kiiflerinin olusturdugu
toksik maddelerdir. Insanlarda ve hayvanlarda karaciger kanserine neden olmaktadir.
Ayrica Kronik Hepatit B ve Hepatit C viriisleri tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda
aflatoksinler sinerjistik etkiler meydana getirebilir. Aflatoksin maruziyeti agisindan
saglikli bir bireyle kronik hepatit hastas1 bir birey karsilastirildiginda, kronik hepatit
hastasinin 30 kat yiiksek karsinojenisite riski tasidigi rapor edilmistir. Aflatoksin B1, en
yiiksek toksisiteye sebep olan aflatoksin tiirtidiir. Aflatoksin B1, mikotoksin grubunun en
giiclii hepatokarsinojen, teratojen ve mutajeni olarak kabul edilir. Genlerde meydana
gelen ve biriken mutasyonlar kanserlesmenin en 6nemli sebebi olmaktadir. Hiicresel
savunma mekanizmas1 ise DNA tamir sistemlerine bunu onarmast i¢in gorev
yiiklemektedir. Kalitsal kanserlerde, DNA tamir sistemlerini hedef alan PARP
inhibitorleri ile tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir (Jalili ve Scotter 2015, Kuca vd. 2021).



2.1.1 Karaciger Kanseri Evreleme

Karaciger tiimorleri primer benign, primer malign ve sekonder (metastatik) tiimorler
olarak ii¢ baslik altinda incelenmektedir. Primer malign tiimorlerin  %70°ten fazlasini
HSK, %14’tni kolanjiokarsinom ve geri kalanini mezenkimal tiimorler olusturur

(Demirci vd. 1997).

Primer karaciger kanseri ii¢ ana histolojik alt tipe ayrilabilir. Bunlar; HSK, intrahepatik
Kolanjiyokarsinom (iCCA) ve Karma Tip (HCC-ICC)’dir. Bu alt tipler epidemiyoloji,
klinikopatolojik o6zellikler, genetik degisiklikler ve klinik yonetim acisindan farklilik
gosterir.  Histopatolojik tip tayini konusunda morfolojik ozellikler yani1 sira
immiinohistokimyasal profil de 6nemlidir. Prognostik modellemede HSK karmasgiktir,
clinkii siroz vakalarmin %80' kadarinda rol oynar. Tiimor 6zellikleri ve fonksiyonel
hepatik rezervle ilgili faktorler dikkate alinmalidir. Ana prognostik faktorler kismen
bilinmektedir ve hastaligin farkli evrelerinde degisiklik gosterir (Susilawati vd. 2021,

Harputluoglu vd. 2023).

2.1.2 Karaciger Kanseri Etiyolojisi ve Epigenetik

Epigenetik etkenler; kanser ve kronik metabolik hastaliklar1 da i¢eren ¢esitli hastaliklarin
etiyolojisinde rol oynamaktadir. Epigenetik diizenlenmenin 6nemli bir dalin1 olusturan
RNA modifikasyonlar, RNA'ya ¢ogunlukla metil grubunun eklenmesi ile olusan, geri
dontistimlii kimyasal bir degisim olarak tanimlanir. DNA metilasyonu, DNA dizilerinde
metil grubu baglanmis sitozinleri ifade etmekte olup, enzimatik olarak
gerceklestirilmektedir. RNA molekiillerinin  birbirine baglanmas1 ve etkilesimi
"Epigenetik Hastaliklar" ve gen ekspresyonunun kontroliinde gorevlidir. DNA
metilasyonu ise gen ekspresyonu ve kromatin paketlenmesinde Onemli rolii olan
epigenetik degisikliktir. Ancak DNA ile ilgili bu bilgi yine de gen diizenlenmesinin
altinda yatan mekanizmalar1 ve buna bagl olarak hastaligin gelisim siirecini tamamen

aciklayamamaktadir (Dogan ve Aktas 2016, Ayaz vd. 2019, Mongelli vd. 2024).

Kronik Karaciger Hastalig1, siroz ve HSK'nin etiyolojik egilimi diinya genelinde zamanla

degismistir ve yaslanma ile SIRT1 (Sirtuin-1) ekspresyonunun azalmasi, karaciger



hiicreleri ve stellat hiicrelerde alkolik karaciger hasarin ve fibrozu siddetlendirmektedir.
SIRT1'in gluko metabolizmi glukoneogenezise dogru yoneltmek amaciyla, hepatosit
icindeki FOXO1 faaliyetinin dozunu arttirarak hepatik glukoneogenez diizenlenmesinde
gorev alir. SIRT1, dort adet bilinen FOXO proteinlerinden {i¢iinii Foxol, Foxo3a ve
Foxo4'ii deasetilize eder. SIRT1 apoptoza neden olan stresi diislirerek ve DNA onarimini
diizenleyerek, noronlardaki ve fibroblastlardaki Foxo3a'y1 etkilemektedir (Pacher vd.

2017, Kerse-Yesil 2024).

Literatiire gore, Avrupa ve ABD’de sirozun en sik nedenleri hepatit C viriisii enfeksiyonu,
alkol kullanim1 ve non-alkolik yagl karaciger hastaligidir. Asya ve Afrika tilkelerinde ise
hepatit B enfeksiyonu en yaygin nedendir. Alkol tliketimi Bati toplumunda Kronik
Karaciger Hastaligi’na (CLD) en biiyiik katkida bulunanlardan biri olmaya devam
etmektedir (Poordad 2015, Gines vd. 2021, Kerse-Yesil 2024).

2.1.3 Karaciger Kanseri Epidemiyolojisi

Ulkemizin de arasinda bulundugu Diinya istatistiklerine gore 2022 yil1 kanser insidansi
projeksiyonunda oliim veriler1 %9.6 karaciger kanseri olarak Ongoriillmektedir.
Uluslararasi1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan elde edilen verilere gére Diinya
genelinde 185 iilkede arastirilan 36 ¢esit kanserden karaciger kanserine yakalanma orani
hizla artmistir ve mortaliteyi bliylik Ol¢iide etkilemistir. Tiirkiye cografi, kiiltiirel,
ekonomik ve sosyal farkliliklarin gozlenebildigi iilkelerden biridir. Ulkemiz genelinde
karaciger ve karaciger kanseri sadece genetik yatkinlikla agiklanabilen bir hastalik
degildir; safra hastaliklarinin yan1 sira uzun siire kullanilan toksik ilaglar ve beslenme
(mantar zehirlenmeleri) ile gelisebilen bir hastalik tiliriidiir. Dahasi solunan hava,
yasanilan ¢evre sartlari, sedanter yasam sekli, teknolojik gelismeler ile iliskilidir (Koca

2021, Trevisani Stefanini ve Lani 2024, Danpanichkul vd. 2024).

Kanserli hastalarin bakimi ve tedavisi, diger hastaliklar gibi diinyamizdaki esitsizlikleri
yansitmaktadir. Kapsamli tedavinin, yliksek gelirli tilkelerin %90°1ndan fazlasinda, diisiik
gelirli {ilkelerin ise %15’inden azinda verildigi bildirilmektedir. Kanser teshisi konan

cocuklarin hayatta kalma orani, yiiksek gelirli iilkelerde %80’den fazla, diisiik ve orta



gelirli iilkelerde ise %30’dan daha azdir. Yakin tarihli bir DSO arastirmasi, kanser
hizmetlerinin devlet tarafindan kapsayiciliginin ytiksek gelirli {ilkelerdeki en az %78’
kiyasla, diisiikk ve orta gelirli {ilkelerde %37 oldugunu gostermistir. Kanser teshisinin
ozellikle diisiik gelirli iilkelerde, COVID-19 pandemisinin de arttirdigt etkiyle de
katlanarak, aileleri yoksulluga itme potansiyeline sahip oldugu anlamina gelmektedir

(World Health Organization, 2022).

2.1.3.1 Karaciger Kanserine Genetik Yatkinhk

Cevresel faktorler kadar genetik bir takim degisiklikler de HSK riskini arttirmaktadir.
Otoimmiin hastaliklarin temel sebebi genetik yatkinlik ve artmis toksin temasidir. Erigkin
dénemde meydana gelen HSK vakalarinin ¢ogu, altta yatan genetik durumun ikincil bir
sonucudur. Meydana gelen bu genetik degisimler yatkinliga baglidir. Genellikle HSK
gelisimi i¢in ikincil bir risk faktorii ile etkilesim gereklidir. Dogustan gelen karaciger
hastaliklarinda bazi ¢ocuklar, dogumdan itibaren karacigerle ilgili genetik veya metabolik
bozukluklar nedeniyle siroz gelistirebilir. Alfa-1 Antitripsin eksikligi, Wilson hastalig1,
Otoimmiin Hepatit gibi durumlar goriilmektedir. Genetik yatkinliga bagl olarak meydana
gelen HSK meydana getirebilecek hastaliklar, Alfa-1 Antitripsin (A1AT) eksikligi,
Otoimmiin Hepatit (AIH), Herediter Hemokromatosiz (HH), Glikojen Depo Hastalig1
(GSD), Porfiri ve Herediter Tirozinemi Tip-1 (HT1) olarak sayilabilir
(Chidambaranathan-Reghupaty vd. 2021).

2.2 Hepatoselliiler Karsinom ve Tirozin-kinazlar

Antikanser ilaclar etki mekanizmalarina gore dokuz farkli smifa ayrilmistir. Biyolojik
yolaklar1 etkileyerek kanser hiicrelerine segicilik gosteren hedeflenmis yeni tedavi
yontemleri, terapotik olarak diisiik toksisite ile tedavi imkani saglamaktadir (Alberts vd.
2008). Tirozin kinaz inhibitorleri, insan hiicresinde sinyal iletimine dahil olan enzim
ailesi olup, hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu anormal hiicre aktivitesine neden
olmaktadir. Kanser basta olmak {izere immiinolojik, ndrolojik, metabolik ve enfeksiyon
hastaliklarina neden olmaktadir. Son yirmi yilda FDA tarafindan 52 adet kii¢lik molekiil

agirlikli tirozin kinaz inhibitdrii ilag onaylanmig ve kanser tedavisinde bagarili sonuglar
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almmustir (Roskoski 2020). Imatinib (STI571) ve Sorafenib gibi tip 2 inhibitdrler
allosterik bolgeye baglanmaktadir (Thomson vd. 2023).

Sitokinler; biiyiime faktorleri ve hormonlar, tirozin kinazlar ile birlikle hiicresel cevapta
rol almakta ve hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, hiicre biiyiimesi, doku invazyonu ve
stromal biiylime gibi cesitli mekanizmalar1 kullanmaktadir. Hormonlarin, biiyiime
faktorlerinin veya bunlarin reseptorlerinin asir1 ifadesi, tirozin kinaz reseptorlerinin
yogun aktivasyonu ile sonuclanabilir (Posner vd. 1994). Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii olarak gorev yapan tirozin kinaz inhibitorleri tercih edildiginde kan
damarlar1 anjiyogenez yoluyla kanser hiicrelerine gore yeniden sekillenir. Tirozin
kinazlar ise anjiyojeneze neden olan ve kanser hiicreleri tarafindan ifade edilen vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriinii (VEGF) yonlendirmektedir. Tirozin kinaz inhibitorleri,
tirozin kinazlarin katalizledigi protein fosforilasyonunu engelleyerek hiicre dongiisiinii
durdurmakta ve kanser hiicresinin apoptozunu saglamaktadir. Bu bakimdan tirozin kinaz
inhibitorleri terapotik tedavi amaciyla kullanilir (Hong vd. 2014, Gurkan-Alp ve Bozca
2019).

2.2.1 insan Hepatoselliiler Karsinomu (HepG2) ve inflamasyon

Kronik inflamasyon bagisiklik sisteminin bozulmasi ve viicudun savunma sisteminin
kendisine saldirmasina neden olmaktadir. Cevresel yollardan uzun siirelerle tahris
edicilere maruz kalmak kanser olusumu ile ilgili inflamasyon sebebi olarak bilinmektedir.
Olusan bu inflamatuar cevap; tiimor ilerlemesinde, anjiyogenez olusumunda, bolgesel
immiin yanitin baskilanmasinda ve metastatik yayilimda oldukga etkili olup, tim bu
degisikliklerle birlikte genomik kararsizlik da artis gostermektedir. Gergekte i¢ ve dis
uyaranlara karsit olusturulan inflamasyon, organizmanin olusturdugu tepki olup bu
uyaranlar1 elimine ederek dokusal homeostaziyi saglamaktadir. Bu homeostazi durumu
ortadan kalktiginda uyaranlar serbest hale gelmekte, 16kosit hareketliligi ve sizintilara
neden olmaktadir. Hiicre yaslanmasi ve DNA hasarinin artis1, inflamasyonu kronik hale
getirerek kanser olusumuna neden oldugu yapilan farkli ¢alismalarla belirlenmistir

(Yildirim 2019, Ghalehbandi vd. 2023, Korez vd. 2025).
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DNA’da olusan bu degisikliklerin oksidatif hasar1 arttirmasiyla 8-OHdG (8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin) meydana gelmekte ve bu hidroksil radikalleri guanin iizerinde
etkileserek oksidasyon olusturmaktadir. Yine meydana gelen bu oksidatif stres, DNA
tizerinde “DNA-protein” ¢apraz baglart meydana getirmektedir (Kurland vd. 1995, Jelic
vd. 2021).

2.2.1.1 Akut ve Kronik inflamasyon

Akut inflamasyon genellikle kisa siirede meydana gelen ciddi bir inflamasyon hali olarak
tanimlanabilir. Akut iltihaplanmalarda siire 2 haftanin altindadir ve belirtiler olduk¢a hizli
sekilde gelismektedir. Yeni baslangicli hastalik ve yaralanmalarda olusan inflamasyon,
akut inflamasyondur. Inflamasyon, fizyolojik olarak dogal immiin sistemin cesitli
nedenlerle olusan akut doku hasarina karsi meydana gelen yanitidir. Meydana gelen
immiin yanit ile karaciger kanseri baskilanabilmekte ancak bazi durumlarda olusan bu
immiin yanit meydana gelen inflamasyonda artisa da neden olabilmektedir (Mantovani
ve Pierotti 2008). Karaciger kanseri olusumunda meydana gelen iflamasyonda sitokinler,
interlokinler ve tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi molekiiller yer almaktadir

(Dranoff 2004).

Karaciger kanserine neden olan en Onemli inflamasyon kronik inflamasyon olup,
genellikle hepatit B viriis enfeksiyonu tarafindan olusturulmaktadir. Mevcut terapotikler
hepatit B viriis enfeksiyonu ve hastaligin ilerlemesini kontrol etmede etkilidir. Ancak
kapal1 dairesel DNA olarak bilinen ¢ekirdek i¢i replikatif ara madde nedeniyle etkili
tedavi gerektirmektedir (Yang vd. 2024).

2.3 Karaciger Kanserinin Tedavisi

Karaciger kanseri tedavisi i¢in farkli tedavi yaklasimlar1 ve terapotikler gelistirilmis
olmakla birlikte, bu hastalik maalesef diinya capinda meydana gelen 6liimlerin halen 6nde
gelen nedenlerinden biridir. Immiinoterapi, radyasyon terapisi, kemoterapi gibi tedaviler
yiiksek sitotoksisite, spesifite eksikligi ve tedavi siirecinde meydana gelen c¢oklu ilag

direnci gibi sinirlamalar sebebiyle beklenen basari seviyesine ulagamamistir. Bu nedenle
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yan etkilerin azaltilarak etkin bir tedavinin gergeklestirilebilmesi i¢in hedefe yonelik

tedavilerin gelistirilmesi biiyiik dnem tasimaktadir (Oztiirk ve Bozdag-Pehlivan 2024).

Hedefe yonelik terapi, kanser hiicrelerinin nasil biiylidiigiinii, boliindiigiinii ve yayildigini
kontrol eden proteinleri hedef alan bir kanser terapisi tilirii olup hassas tibbin temelini

olusturmaktadir (Bakay-ilhan 2023).

2.3.1 Cerrahi Rezeksiyon

Cerrahi rezeksiyon, erken evre karaciger kanseri olan uygun hastalar i¢in potansiyel
olarak kiiratif bir tedavi se¢enegidir. Bununla birlikte, biiyiikliik, yerlesim ve say1 gibi
timor Ozellikleri 6nem tasimaktadir. Siroz varligi ve eslik eden altta yatan karaciger
fonksiyon bozuklugunun derecesi ve portal hipertansiyon, rezektabilitenin merkezi
belirleyicileridir. ~ Sentetik  disfonksiyon  yoklugunda  genellikle rezeksiyon
diisiiniilmektedir (Yang ve Heimbach 2020).

2.3.2 ileri Evre HSK ve Terminal Evre HSK

Karaciger kanserinde ilgili semptomlar, vaskiiler invazyon veya ekstrahepatik yayilim
gosteren HSK' nin ileri agsamada oldugu kabul edilmistir. Bu asama i¢in tedavi 6nerisi
oral Sorafenib tedavisi kullanilmasidir. Sorafenib uygulamasindan sonra sagkalimdaki
iyilesmelere ragmen, HSK nin bu evresine sahip hastalar i¢in prognoz hala zayiftir. Ileri
evre karaciger kanserinde, sistemik tedavi yontemi ile immiin kontrol noktas1 inhibitorii
olan immiinoterapiler ve hedefe yonelik tedaviler yetersiz kalmaktadir. Oral Sorafenib ile
tedave medyan genel sagkalim orani 6.5-10.7 aydir. Ayn1 zamanda ¢oklu kinaz inhibitorii
olan Regorafenib veya Sorafenib gibi hedefe yonelik tedavilerin, tiimdriin agresif seyrini
hafiflettigi ve timor progresyonu olan hastalarda plaseboya kiyasla sagkalimi 7.8'den
10.6 aya yiikselttigi belirtilmistir (Yarchoan vd. 2019, Yang ve Heimbach 2020).
Terminal evre HSK, fiziksel kapasitede ciddi bozulma ve karaciger yetmezligi, vaskiiler
invazyon veya ekstrahepatik yayilma ile ilgili semptomlar1 icermektedir. Bu agamada
sadece semptomatik tedaviler mevcuttur ve medyan sagkalim 3 ayin altindadir

(Hoffmann vd. 2012).
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2.3.3 Karaciger Transplantasyonu

Ulkemizde ilk karaciger nakli 1988 yilinda Haberal ve ekibi tarafindan kadavradan
gergeklestirilmistir. Canli donorden ilk karaciger nakli ise yine Haberal vd. tarafindan
1990 yilinda 10 aylik bir ¢cocuga annesinden organ alinarak yapilmistir. Komplikasyonlar
hem nakil sirasinda hem de nakilden sonra ortaya ¢ikabilmektedir. Nakil sonrasi erken
donemdeki ana komplikasyonlar greftin islevi (disfonksiyon ve rejeksiyon), cerrahi
teknik, enfeksiyonlar (bakteriyel, fungal veya viral) veya sistemik problemler (pulmoner,
renal veya ndrolojik) ile ilgilidir. Glinlimiizde gelisen immiin supresif tedaviyle birlikte
cogu nakil merkezinde sagkalimin arttig1 goriillmektedir. Komplikasyon riski diisiik olan
hastalarda gereksiz yere yiliksek immiinosupresyon seviyesinden kaginmak, rejeksiyonu
daha erken saptamak ve sonunda uzun siireli greft sagkalimini sagladigi bulunmustur

(Telatar vd. 1992, Argani 2020).

2.4 Sorafenib

HSK hastalarinin tedavisinde kullanilmak tizere Sorafenib terapédtik ajan1 2007°de FDA
ve Avrupa Komisyonu tarafindan onaylanmistir (Ricci vd. 2008, Manavoglu ve Avci
2011, Gadaleta-Caldarola vd. 2015). Strumberg (2005)’e gore Sorafenib, insanlarda HSK
ile bobrek, diger karaciger kanserleri ve tiroid kanseri olan hastalarin tedavisinde
endikedir. Yapilan c¢alismalar Sorafenib’in, hastaligin ilerlemesini geciktirme

potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Ladu vd. 2006, Cucchetti vd. 2018).

Oral kiiciik molekiiler bir inhibitér olan Sorafenib (BAY 43-9906, Nexavar®), HSK
tedavisi i¢in onaylanmis ilk sistemik tedavidir. Sorafenib uygulamasi hem hiicrelerde
rh123 birikimini hem de P-gp gen ekspresyonunu anlamli olarak azaltmaktadir.
Sorafenib, trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii-p (PDGFRp), Raf ailesi
kinazlar1 (c-Raf) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorlerini (VEGFRI1, 2, 3)
hedef alan multikinaz bir inhibitordiir. Ileri evre HSK hastalar1 icin klinik olarak
desteklenmekte ve Diinya kanser verilerinde kabul goren birinci basamak sistemik tedavi

olmaya devam etmektedir (Donmez-Cakil vd. 2022, Cai vd. 2023).
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Padowski ve Pollack (2010)’a gore, P-gp temel tasiyict simifinda yer almaktadir. P-gp
(permeabilite glikoprotein) tasiyicilari, ABC (ATP-baglanim kaset proteinleri) siiper
ailesindeki en iyi karakterize edilen tasiyicilardir ve ¢cok onemli bir role sahiptir. P-gp
tastyicilari, ilaglarin plazma zari boyunca akisi diizenleyen zara bagli proteinlerdir.
Hiicrelere girisi bloke ederek veya kolaylastirarak serum ilag serilerini etkilemekte ve
hiicre zarinda bulunmaktadir. Kolon karsinomu ve hepatik hiicreler gibi hiicrelerde P-gp
aktivitesi belirlenmektedir (Bolla vd. 2018). In vitro, membran potansiyelini l¢gmek ve
tasimanin hizini ve yoniinii belirlemek i¢in genellikle su i¢inde bir izleyici olarak rh 123
(rodamin 123) kullanilir. Membranda, rh 123’ten faydanilarak Sorafenib’in transport
protein p-glikoproteini (P-gp) inhibe ettigi gosterilmistir (Nanayakkara vd. 2019,

Szatmari ve Ducza 2023).

2.4.1 Sorafenib'in Genel Ozellikleri

Sorafenib, in vitro ve in vivo anti-proliferatif ve anti-anjiyojenik 6zellikler sergileyen bir
multikinaz inhibitoriidiir. Sorafenib’in eliminasyonu i¢in gerekli yari-omiir 25-48 saat
civarindadir. Sorafenib’in plazmada dolasan esas metaboliti, piridin N-oksit, Sorafenib
ajanina benzer bir in vitro potens gosterir. Bu metabolit kararli durumda dolasimdaki
metabolitlerin yaklasik %9-16’smm1 olusturur. Ilacin farmakokinetigi incelendiginde
biyoayarlanimi %38-49 araligindadir. Sorafenib’in insan plazma proteinlerine in vitro

baglanmas1 %99.5 diizeyindedir (Lin vd. 2020, Hatip ve Boliikbasi-Hatip 2021).

Sorafenib 7.4 pH degerinde ¢oziinmektedir. Ancak 5 gibi bir pH aralifinda daha hizli
salim sergilemektedir. HSK’nin, genetik heterojenligi nedeniyle baslangigta Sorafenib’e

birincil diizeyde direngli oldugu kabul edilmektedir (Zhu vd. 2017).

2.4.2 Sorafenib'in Farmakolojik Ozellikleri

Sorafenib (NEXAVAR®, 200 mg) terapdtik ilaci etken maddesi 274 mg Sorafenib tosilat
icermektedir (Gokmen ve Hacioglu 2022, Kalyuzhnyy vd. 2022). Sorafenib temel olarak
tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Ancak organ fonksiyon bozuklugu varliginda dozlama
ve toksisiteler yapilan arastirmalarin zayif yonlerini gostermektedir. Sorafenib'in

antiproliferatif aktivitesi farkli tiimor tiplerinde degiskendir. Sorafenib, biiylik dlciide
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timor proliferasyonuna aracilik eden onkogenik sinyal yollarina baghdir. Sorafenib'in
ayrica cesitli tiimor hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi ve dogrudan etkiledigi
bilinmektedir. In vitro ¢alismalar ayn1 zamanda bagisiklik hiicrelerini de dogrudan

etkilemektedir (Li vd. 2024).

Sorafenib’in yan etkileri arasinda hipertansiyon, renal toksisite, arteriel tromboembolizm,
kanama, kardiyak toksisite, tiroid disfonksiyonu, el-ayak sendromu, dokiintii, kasinti,
alopesi, yara iyilesmesinde gecikme, hepatotoksisite, toksik-metabolik ensefalopati ve
kas kaybi sayilabilmektedir. Sorafenib ile terapotik tedavi siirecine baglamadan Once
hipertansiyon Oykiisii gibi risk faktorleri olan hastalarda kullanimina dikkat edilmektedir

(Sahin-Tirnova 2017).

Kemoterapi ilaglart arasinda tirozin kinaz inhibitorleri kullanilarak tedavi edilen
hastalarda yaygin bir sekilde Palmar-Plantar Eritrodizestezi (PPE) ile karsilastiklar
bildirilmistir. PPE sendromu olarak bilinen el-ayak deri reaksiyonu (%35 oraninda) ve
dokiintli Sorafenib’e bagli en yaygin yan etkileri olusturmaktadir. Genel olarak Sorafenib
ile tedavinin ilk alt1 haftas1 i¢cinde ortaya ¢ikmakta ve doza bagli olarak da parmak izi
kaybmma da neden olabilmektedir (Zhao vd. 2020). Demirkan ve digerleri, (2017)
Sorafenib ile iliskili el ayak sendromu olan hastalarda nemlendiriciler, topikal veya
sistemik steroidler, % 0.1 tazaroten krem, nikotin bandi, E vitamini, piridoksin ve siddetli
reaksiyonlar i¢in siklooksijenaz inhibitor tedavileri 6nerilmektedir (Demirkan vd. 2017).
Kadin cinsiyet ve doz seviyeleri sendromun gelismesinde risk faktorii olarak
belirlenmektedir. Coklu kinaz inhibitér tedavilerinde kemoterapotik ajan kullanimu ile el-
ayak deri reaksiyonu agisindan risk faktorii kadin cinsiyet, tedavi dncesi normal sinirlarda
beyaz kan hiicresi sayisi, karaciger metastaz1 ve etkilenen organ sayisidir (Miller vd.
2014, Cisar vd. 2018, Oral-Ogretici ve Dere 2023). Ozellikle kanser tedavisi goren
kadinlarda olusan PPE’nin yasam kalitesini, kadinin imajimni, cinselligini ve 6zellikle
zihinsel sagligin1 ciddi bir sekilde etkiledigi ileri siiriilmiistiir (Ferreira, Ramseier ve

Leventhal 2019, Barrui vd. 2023).

Klein vd. (2008)’e gore, Sorafenib’in kanser hastalarin tedavi siirecinin &tesinde,

pulmoner hipertansiyonun bazi temel patolojik 6zelliklerini geri kazandirabildigini

16



gostermektedir. Semptoma sahip hastalar ve karaciger transplantasyon adaylarinda
portopulmoner hipertansiyona dikkat edilmesi gerekmektedir (Schifer vd. 2008, Goh ve
Chang 2024).

Karaciger kanserinde Sorafenib ileri evre kanser hastalarinda kullanilmaktadir. Karaciger
kanseri hiicrelerin ¢ogalimini kontrol altina almak amaciyla Sorafenib’in sitotoksik
etkisinden yararlanilir. Ileri evre karaciger kanseri hastalarinin sagkalim orani ile ilgili
olarak tedavide kesin bir yanit olmamasina ragmen, tiimor boyutunda azalma
belirtilmistir (Abdel-Rahman 2013). Bu nedenle, erken evre tan1 alan hastalarda cerrahi
uygulamalarin yaninda Sorafenib uygulanmasi karaciger kanseri hastalarinda sagkalim
siiresinin 19-20 ay, orta evrede tam1 alan ve rezeksiyon yapilamayacak hastalarda
Sorafenib sagkalim siiresini 1 yila kadar uzattigi belirtilmektedir. Son evredeki hastalarda
ise Sorafenib tek tedavi yolu olup hastalarin sagkalimini 3-4 ay uzatabilmektedir (EI-
Serag vd. 2008, Di-Bisceglie vd. 2008, Ghasoub vd. 2015, Forner vd. 2018, Rashed vd.
2020).

2.4.3 Sorafenib ve Apoptoz Yolag:

Insan HSK hiicre hattinda Sorafenib ajaninin etkisinin arastirildigi calismalarda,
antikanserojen aktivite sergiledigi bilinen Sorafenib’in in vitro uygulamalarda doz ve
zamana bagli artan bir sitotoksik etkiye sahip oldugu ve hiicresel apoptozu uyardigi
belirtilmektedir (Chen vd. 2010). Sekil 2.3’ de Sorafenib’in indiikledigi apoptoz yolaklari

gosterilmektedir.

Apoptoz

Sekil 2.3 Sorafenib ile tedavide karaciger kanseri hiicrelerin apoptotik 6liim yolaklar
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Sorafenib ajaninin; apoptoz, otofaji ve demir bagimli programlanmis hiicre 6limii
ferroptoz ile litik bir programlanmis hiicre Olimi olan piroptozu indiikledigi
gosterilmistir. Insan karaciger kanserinde Sorafenib ajani, kemoterapide Bcl-2’nin
proapoptik tiyeleri olan BIM, PUMA ve P53-ack382, par¢alanmis Kaspaz-3, poli-ADP
riboz olan PARP ve tiimor olusumunda koruyucu olan p53 aktivitesini upregiile
yapabiliyorken, Bcl-2’nin anti-apoptik tiyesi MCL-1 (Miyeloid hiicreli 16semi 1), apoptoz
inhibitor protein ailesinin (IAP) bir {iyesi Survivin ve E2F1 mRNA’larin downregiile

olabildigi gosterilmistir (Franco-Juarez vd. 2024).

Enzimatik komplekslerin monomerik alt birimi olan sitokrom C (Cyt C) hemoprotein,
apoptotik proteaz olan CED-4’tin memeli homologu APAF-1 proteini ve ATP’nin
katilimiyla apoptozom kompleksi olusmaktadir. Apoptozom kompleksi pro-Kaspaz-9’un
aktiflesmesi ile bagka efektor kaspazlarin aktivasyonu gerceklesmektedir. Ayni zamanda
WD-40 tekrar alaninda Cyt C, apoptotik peptidaz aktive edici faktor 1 olan APAF-1’1
konformasyonel olarak degistirmektedir. Ancak dATP ve sitokrom C’nin APAF-1’e
baglanmasi inhibitor etkiyi ortadan kaldirmasi olarak goriilmektedir. Abusaliya vd.
(2024), karaciger kanserinde apoptozis i¢in sinyal alindiktan sonra DNA par¢alanmasi,
fosfotidil serin pozitif molekiillerin hiicre membraninin dis ylizeyine ¢ikmasi 6énemli bir
biyobelirtecken, poli-ADP riboz polimeraz 1 (PARP) kesilmesi kaspazlardan bagimsiz
olarak TNFR ve Fas ligandin aktivasyonuyla baslayan morfolojik anlamda nekroz

biyobelirteci olarak goriilmektedir (Haroun vd. 2024).

Apoptozisin indiiklenmesinde iki major sinyal yolunun rol aldig: bilinmektedir. Bunlar
"ekstrinsik" hiicre dis1 ve "intrinsik" hiicre i¢i sinyal yollaridir. Apoptoz, biyolojik
gorevini tamamlamig ya da hasarli hiicrelerin ve organizmanin ihtiya¢ duymadig tiim
hiicreleri ortadan kaldiran bir programli hiicre 6liim bi¢imidir. Apoptozis siireci ya
genotoksik stres gibi hiicre i¢i yollardan gelen sinyaller ya da disaridan farkli ligandlarin
hiicre yiizeyindeki 6lim reseptorlerine baglanmasi sonucunda olusan digsal sinyaller
tarafindan baglatilabilmekte olup bu mekanizma farkli molekiil ve proteinleri
kapsamaktadir. Kanser de ise bu mekanizmanin bozulmasi ayirt edici bir 6zellik olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Okuyan 2023).
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Hiicrenin apoptoza girip girmedigini belirlemek i¢in karar mekanizmasi pro-apoptotik ve
anti-apoptotik proteinler arasindaki denge ile belirlenmektedir. Pek ¢ok kanser onciisii
hiicre daha kanserlesme mekanizmasi baslamadan DNA hasarinin tespit edilmesi yoluyla
indiiklenen apoptoz ile ortadan kaldirilarak kanser hiicresinin ¢ogalarak tiimdr haline
gelmesini engellemektedir. Tiimdr tedavisinde karsilagilan apoptoz direncinin kirilmasi
icin ilgili molekiillerin terapdtik olarak hedeflenmesi ve bu yolla timdr hiicrelerinin
apoptoz duyarliligimin geri kazandirilmasi tedavide 6nem tasimaktadir. Mitokondri,
endoplazmik retikulum, lizozom, golgi aygiti, ¢ekirdek gibi kompleks yapilar birlikte
calisarak bu siireci tamamlar. Kaspaz mekanizmalari, farkli apoptoz indiikleyici sistemler

ile birlikte ¢alisir (D’ Arcy 2019, Xie vd. 2020).

Sorafenib ajani ile ilgili ekstrinsik apoptotik sinyal yolaginda, TNF ailesinin hiicre yiizeyi
Olim reseptor iyeleri ve bunlarin ligandlarinin etkilesimleriyle aktive olmaktadir.
Sinyaller, pro-Kaspaz-8 ve oto-katalitik kompleks Fas ile ilgili 6liim bolgesi FADD veya
TNFR-1 ile ilgili olim bolgesi TRADD adaptdr proteinleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Ayrica proteinler kendi boliinmelerine aracilik etmenin yani sira
Kaspaz-8 ile birlikte, efektor Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 aktifligini gerceklestirmektedir. Ek
olarak Sorafenib ajani ile ilgili intrinsik apoptotik sinyal yolaginda ise, Bcl-2 ailesi iiyesi
pro-apoptik protein X diizenleyicisi BAX, Bcl-2 ile ilgili 6liim agonisti BAD, p53
proteinin regiilasyonunu diizenleyen apoptoz regiilatorii PUMA, BH3 etkilesimli 6liim
agonisti BID, Bcl-2 benzeri-11 olan BIM ile anti-apoptotik 6zellige sahip Bcl-2 apoptoz
regiilatorleri, Bel-2 benzeri-2 olan Bcel-w, Bcl-2 benzeri-1 olan Bcl-xL, Mcl-1 apoptoz
regiilatorii, Bel-2 ile ilgili protein-Al olan Bcl-2A1 arasinda olusan denge apoptoz
belirleyicisi olmaktadir (Giiles ve Eren 2008, Atagiin vd. 2011, Aktug 2014, Tryndyak
vd. 2020, Abusaliya vd. 2024).

2.5 Alfa Lipoik Asit
1950’1i yillarda karacigerden izole edilen Lipoik Asit (LA) ilk defa 1930’lu yillarda
tanimlanmis olup, molekiiler yapisi sebebiyle 1,2 ditiyolen-3 pentanoik asit olarak

isimlendirilmistir (Morris vd. 1995). LA esansiyel bir kofaktér olup pek¢ok hiicresel
redoks reaksiyonlarinda rol alir (Cigerci vd. 2017). Alfa-Lipoik Asit (ALA), 6,8-
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ditiyoktanoik asit olarak da bilinir. Ayrica, Uluslararasi Saf ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC) tarafindan (R)-5- (1,2-ditiyolan-3-il) pentanoik asit olarak da isimlendirilmistir
(Fisunoglu ve Firat 2021).

Ik kez 1959°da Almanya’da yasanan bir mantar zehirlenmesinde semptomatik olarak
ortaya ¢ikan noropatik etkileri tedavi etmek amaciyla kullanilan ALA bir yag asidi tlirevi
oldugu icin suda az miktarda ¢oziinmekle beraber hem su hem de yagda ¢oziinebilen
ender bir antioksidan etki potansiyaline sahiptir. ALA 206.328 g/mol agirliginda olup,
molekiiler formiilii CsH1402S>’diir (Gomes ve Negrato 2014). ALA nin rediikte ve okside
olmak iizere iki farkli formu bulunmakta olup, bu formlar canlilarda aktivite gosterirler
(Altuner ve Aldemir 2024). ALA ve rediikte ALA’ya ait kimyasal formiil Sekil 2.4’de

verilmistir.

5 OH s 0l
g 15 1
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o-lipoik asit (ALA) Dehidrolipoik asit (DHLA)

Sekil 2.4 Alfa-Lipoik Asit (6,8-ditiyoktanoik asit) ve ditiyol halkas1 indirgenen Rediikte Alfa-Lipoik
Asit (Hossain vd. 2021).

ALA, karaciger, kalp, bobrekler ve kan-beyin bariyeri de dahil olmak iizere viicudun
birgok bolgesinde bulunan “Sodyum bagimli multivitamin tasiyic1” olarak isimlendirilen
transmembran bir protein tarafindan taginir. ALA bu tasiyici sistem sayesinde kan beyin
bariyerini bile gecebilmektedir (Park ve Sinko 2005). ALA emiliminde, karacigerde
belirgin bir ilk gecis etkisine maruz kalir. ALA’nin sistemik biyoyararlanimi agisindan,
kisisel olarak onemli degiskenler vardir. Dokulara hizli dagilimindan dolayi, ALA’nin
insanlarda plazma yarilanma zamani yaklasik 25 dakikadir ve toplam plazma klerensi 10-
15 ml/dak/kg’dir. In vitro olarak, ALA metal iyon kompleksleri ile (sisplatin) reaksiyona
girmektedir (Keith vd. 2012, Brufani ve Figliola 2014).

ALA serbest radikal yakalama, metallerle selat olusturma, viicutta enerji

metabolizmasinda 6zellikle kofaktor olarak rol alma ve farkli antioksidanlari rejenere
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etme fonksiyonlarina sahiptir. ALA’nin geleneksel ve tamamlayici tipta terapdtik ajan ve
takviye edici gida olarak kullanilmasi son yillarda gittik¢e artmaktadir. ALA’nin
faydalar1 ve onemi iizerinde calismalar ve arastirmalar devam etmektedir (Odabasi-

Biikiin vd. 2024).

ALA agiz yoluyla alindiktan sonra gastrointestinal sistem tarafindan emilerek kan-beyin
bariyerini kolayca gegme potansiyeline sahiptir. Besin takviyesi ve diyet gibi orijinal
kaynaklardan bagimsiz olarak ALA indirgenmis hali olan DHLA formuna doniisiir ve
karacigerde bisnorlipoat ve tetranorlipoat gibi farkli metabolitlerde metabolize edilerek
renal olarak atilir (Hassan ve Cronan 2011). ALA, B5, B7 vitamini ve Na ile Sodyum
Bagimli Vitamin Tasiyic1 (SMVT) sisteminde birlikte taginmaktadir. Bu durum ise ¢ogu
vitaminin SMVT araciligiyla tasinmasi sebebiyle bu vitaminler arasinda bir rekabet
olusturmaktadir. Bu durumda ALA’nin fazla alimi1 B5 ve B7 vitaminlerinin tasiniminda
sorunlara yol agabilmektedir (Najafi vd. 2022). Yapilan bir calismada ALA’nin glukoz
tastyicilarinin translokasyonu ve aktivitelerine etki ederek glukoz alimini uyardig: rapor

edilmistir (Najafi vd. 2022, Dalmis ve Ekici 2024).

ALA, hiicre i¢in enerji liretiminde rol oynayan bazi enzimatik kompleksler i¢in kofaktor
gorevi yapmakta, glikoz ve lipid metabolizmasinda rol almakta ve gen transkripsiyonunu
yonetmektedir. Selator 6zelligi sayesinde, oksidatif stresten sorumlu olan agir metalleri
etkin bir sekilde kan dolasimindan uzaklastirir. Hiicre i¢i sinyal iletim yollarim
etkileyerek anti-inflamatuar 6zellik gostermektedir. Kalp rahatsizliklari, seker hastaligi
ya da kanser gibi kronik hastaliklarla da ilgilidir. Inflamasyon aracis1 Prostaglandin E2
olan PGE2, saglam hiicrelerde prostaglandin inhibitérii olan COX-2, nitrik oksit sentazin
indiiklenebilir izoformu olan iNOS, bagisiklik sisteminin tetikledigi inflamasyonun ilk
belirtisi olan TNF-a, 16kosit endojen medyat6rii ve mononiikleer hiicre faktorii olan IL-
18 ve IL-6 basta olmak iizere ¢ogu inflamasyon belirtecinin yapiminda ve saliniminda
ALA’nin etkisi oldugu bilinmektedir. Yeni nesil immiinoterapi ilaglari, T hiicrelerinin
kanser hiicrelerine korliigiinii engellemek amaciyla gelistirilmis antikor yapisinda
ilaglardir. Abdulhamid vd. (2022)’ye gore ALA takviyesi metabolik rahatsizligi olan
hastalarda incelendiginde takviye sonrasi inflamasyona yanit olarak kan plazmasinda
konsantrasyonu artan pentamerik C-Reaktif protein CRP, IL-6 ve TNF-a seviyelerinde

azalmalar oldugu bildirilmistir (Dalmis ve Ekici 2024).

21



2.6 TNF-a Ligand1

Tnf-a, esas olarak monosit ve makrofajlar tarafindan sentezlenen ve 212 aminoasitten
olusan ii¢ monomerli glikoprotein yapisinda bir sitokindir. Sitokinler immiin sistemin ve
inflamasyonun diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir. TNF-a’nin direkt antiviral etki,
immiinomodiilator aktivite, viriisle enfekte hiicrelere sitotoksik etki ile apoptoz, multiple
biyolojik fonksiyonlarla birlikte inflamasyon ve hiicresel immiin cevapta énemli role
sahip oldugu bildirilmistir. (Balasar vd. 2023). Tnf-o’nin primer kaynagi makrofajlar ve
monositlerdir. Diger kaynaklar1t T ve B lenfositler, Naturel Killer (NK) hiicreleri,
notrofiller, astrositler, Kupffer hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, bazofiller, diiz kas
hiicreleri, epidermal hiicreler ve endotelyal hiicreler olusturur. DR1, p55, p60,
CD120a’ya baglanarak Tnf-a aktivasyonu saglanmaktadir. Bu hiicrelerden salinan Tnf-

a, hem otokrin hem de parakrin etki gostermektedir (Cavusoglu vd. 2020).

Tiimoér Nekroz Faktor ailesinin diger liyesi Tnf-p, lenfotoksin-a (LT-a) olarak da
adlandirilirken, insanlarda, Tnf-p, Tnf-a ile %56 niikleotid 6zdesligi ve %36 aminoasit
0zdesligi paylasir ve her iki Tnf’nin, Ozellikle islevsel alanlar1 benzer iiglinciil ve
dordiinciil yapilar sergiler. Tnf-f ifadesi lenfositler ve makrofajlar gibi bagisiklik
hiicreleriyle sinirli olmakla birlikte ¢oziiniir bir forma dontismede oldukca etkilidir. Ek

olarak hiicre yiizeyinde asla ifade edilmemektedir (Constanze vd. 2020, Wang vd. 2020)

Baz1 dokularda birbirleriyle sinerjistik etkili olabilen sitokinler, baska dokularda
antagonist etki de gosterebilmekte ve birbirlerini inhibe edebilmektedirler. Sitokinler,
hiicrelerin gevresel kosullarina gére farkl etkiler gosterebilmektedir. Bir sitokin degisik
tip hiicreler tarafindan yapilabilir. Degisik tip hiicreler iizerine etki gosterebilmektedir ve
bagka sitokinlerin sentezlenmesini uyarabilir veya engelleyebilir. Bir sitokinin ayni1 hedef
hiicre iizerinde farkli etkileri olabilir. Birden fazla sitokin ayni etkiyi gosterebilir (Kan

vd. 2025).
Immiin ve inflamatuar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin artirilmasi uyarilmis

lenfositler, monositler ve makrofajlar ile diger bazi hiicrelerde sentezlenen ve

organizmada sistemik (endokrin), salgilandiklar1 hiicre ¢cevresindeki hiicrelere (parakrin)
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veya dogrudan salgilandiklar1 hiicreler {izerine (otokrin) etkili sitokinler araciligi ile
olmaktadir (Vaghjiani vd. 2025). Sitokinlerin ise sentez ve salgilanmalar1 gecici ve kisa
sirelidir, depolanmazlar. Cok diisiik konsantrasyonlarda hormonlara benzer bigimde
reseptorlere baglanarak etkilerini gostermektedir. Hiicreler arasi sinyal proteini olan
sitokinler, immiin ve inflamatuar yanit olusumu, hematopoez ve yara iyilesmesi gibi

bir¢ok biyolojik olayin diizenlenmesinde rol alir (Abbas vd. 2025).

Tnf-a, ozellikle HSK gibi kanser tiirlerinde hem tiimor baskilayici hem de tiimor
gelistirici etkiler sergilemektedir. HSK, diinya ¢apinda en yaygin goriilen karaciger
kanseri tiirli olup, Tnf-a'nin bu hastaligin patogenezindeki rolii yogun bir sekilde
incelenmistir (Wang ve Lin 2008, Balkwill 2009). Genel olarak Tnf-a, basta TNFR1 ve
TNFR2 olmak iizere kendi reseptorlerine baglanir ve ardindan iltihaplanma ve hiicre
olumii gibi biyolojik islevler i¢in molekiiler sinyaller iletir (Shin vd. 2021). TNFRI1,
genellikle apoptozu indiikleyen sinyal yollarin1 aktive ederken, TNFR2 daha ¢ok hiicre

hayatta kalma mekanizmalarini destekleyen stireclerle iligkilidir (Scheurich vd. 2003).

En iyi karakterize edilmis 6liim reseptor ve ligand sinyalleri; FAS (CD95, APO-1)/FasL,
TNFR1/TNF-a, TRAILR2(DRS)/TRAIL, TRAILR1(DR4)/TRAIL'dir. Ligand ile 6lim
reseptorii birlestikten sonra reseptoriin sitoplazmik kisminda konformasyonel bir
degisiklik meydana gelmektedir (Guicciardi ve Gores 2009). TNFR1 ve TNFR2

tizerinden olusan sinyal yolaklar1 Sekil 2.5°de gosterilmistir.
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Sekil 2.5 Sitokin ve kemokinler gibi proinflamatuar aracilar1 kodlayan genleri diizenleyen sinyal
yolagi (Yang vd. 2018).

23



Tnf’nin TNF reseptor 1'e (TNFR1) baglanmasi, toplu olarak transkripsiyonel yol agan
Niikleer Faktor-xB (NF-kB) ve mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) sinyal
yollarim1 aktive ederek dogrudan inflamasyonu desteklemektedir. IL1 ile birlikte,
sitokinler ve kemokinler gibi proinflamatuar aracilar1 kodlayan genlerin diizenlenmesinde

ve immiin cevabin baslamasi ve siirdiiriilmesinde gorevlidir (Emamalipour vd. 2025).

Bu etkilesimden sonra baglatic1 pro-Kaspaz-8 ve -10'u aktiflestirerek 6liime neden olan
sinyal kompleksinin (DISC) olusumuna ve sonrasinda diger prokaspazlarin
aktiflesmesine sebep olmaktadir. Ekstrinsik yolun en onemli bilesenlerinden TNF
reseptor ailesi, sisteinden zengin hiicre dis1 domainleri ve hiicrenin disindan igeriye dogru
uzanan Olim sinyaline sahip apoptotik en Onemli molekiillerden birisi olarak rol

almaktadir (Papenfuss vd. 2008).

2.7 Bax ve Bcl-2 Proteinleri

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bcl-2’nin Bax’a oran1 apoptotik
uyaranin yasamsal devam edip edemeyecegini belirler. Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-
2, Bcl2/Bcl-2 gruplarimin oranlarimi diizenledigi diistiniilmektedir (Schultz ve Harringto
2003, Choi vd. 2004, Ugwu ve Suru 2021, Siddiqui vd. 2024). Bax, pro-apoptotik bir
protein olup mitokondriyal yoldan oliimii tetikleyen siirecleri baslatir. Bu durum
mitokondri zarindan Cyt C’nin serbest kalmasina ve apoptoz kaskadinin aktive olmasina
neden olur (Chao ve Korsmeyer 1998). Diger taraftan, Bcl-2 anti-apoptotik bir protein
olup, mitokondriyal membrani stabilize ederek Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin hiicre
6liimiinii baglatmasin1 durdurur. Bax ve Bcl-2 arasindaki bu denge, hiicrelerin yagamini
devam ettirip ettirmeyecegi veya apoptoza siirlikleyip siiriiklemeyecegi konusunda
belirleyici bir parametredir (Reed 1998). Monomerik BAX proteini, oligomerizasyon
yoluyla aktive edildigi mitokondriyal dis zara hedeflenir. Bilinen diger tiim gdzenek
olusturan proteinlerin aksine, aktive olmus BAX oligomerleri zar1 gecirgenlestirme
yetenegine sahip olup c¢ok farkli boyut ve sekilleri; yaylar, cizgiler, halkalar,
gozeneklerdir. Bax’in aktivitesinin artis1 apoptozu hizlandirarak tiimor hiicrelerinin
bliylimesini engellerken, Bcl-2'nin yliksek seviyelerde ifade edilmesi ise hiicrelerin

6limden ka¢gmasina neden olarak tiimor gelisimini tesvik eder (Cory ve Adams 2002).
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2.8 Kaspaz Enzimleri

Kaspaz enzimleri, aspartik asit kalintilarindan sonra substratlarmi ayiran sistein-
proteazlanidir. Insanlarda katalitik aktiviteye sahip 11 farkli kaspaz vardir. Kaspaz
genlerin filogenetik analizi kaspazlar {i¢ sinif olarak gruplandirmistir: (I) kaspaz-1, -2, -
4, -5, -9 ve -14, (II) kaspaz-3, -6 ve -7 ile (III) kaspaz-8 ve -10 (Vakili vd. 2022, Eckhart
ve Fischer 2024).

2.8.1 Kaspaz-3 Aktivitesi

Kaspaz-3 hiicre apoptozunda zimojendir ve baslatic1 kaspazlar tarafindan parcalanana
kadar aktive olmaz. Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 genis bir protein yelpazesini kesmesi
dolayisiyla tipik olarak apoptozis olarak bilinen hiicre 6liim sebebidir. Kaspaz-3, -6 ve -
7 uzun bir prodomain'den yoksundur ve diger kaspazlar araciligiyla proteolitik boliinme
yoluyla aktive edilir. Kaspaz-3, -6 ve -7 aktivitesi toplam proteolitik aktiviteyi
giiclendirir. Kaspazlar, dokularin gelisimi ve yenilenmesi ile enfeksiyonlara karsi
savunmada onemli hiicresel siireglerin kritik diizenleyicileridir (Eckhart ve Fischer 2024).
Kaspaz-3 etkilesimi sonunda niikleer DNA'nin bozulmasina neden olan kaspaz ile birlikte
aktive olan DNase (CAD) aktive olmaktadir (Svandova vd. 2024). Aktif hale gecen
Kaspaz-3, DNA parcalanmasi, hiicre iskeletinin yikilmasi, niikleer proteinlerin
parcalanmasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi hiicre 6liimiine neden olan 6nemli
stirecleri baglatir (Earnshaw ve Martins 1999). Alternatif eklemeyle iiretilen daha kisa bir
izoform olan Kaspaz-3s, apoptozu olumsuz yonde diizenlemektedir (Svandova vd. 2024).
HSK'da kaspaz yolundaki islev bozuklugu, tiimdr hiicrelerinin hayatta kalmasini ve
yayilmasin1 kolaylastiran temel mekanizmalardan biri olarak kabul edilir. Ancak,
Kaspaz-3'in yeniden aktive edilmesi, HKS tedavisinde kilit bir hedef olarak ©ne
cikmaktadir. Yapilan calismalar, Kaspaz-3’iin yeniden etkinlestirilmesinin, timor
hiicrelerini tekrar apoptoz siirecine yonlendirdigini ve bdylece tedaviye olan duyarlilig

artirdigin1 ortaya koymaktadir (Wang vd. 2015).

25



3.MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan HepG2 karaciger karsinom hiicreleri Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Molekiiler Biyoloji ve
Genetik laboratuvarindaki stoklardan temin edildi. Laminar kabin her kullanimda 6nce

mutlaka UV ile steril hale getirilerek, ¢alisma Oncesinde ve sonrasinda %70’ lik etanol

ile dezenfekte edilerek ¢alismalar yiiriitiildi.

3.1 Cahsmada Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Vakum pompasi, Aspirasyon
Buzdolab1

Santrifiij

Vortex

Hassas Terazi

Sirkiilasyonlu Su Banyosu

CO; Girisli Inkiibator

Laminar Flow Kabin

Floresan Mikroskop

Inverted Mikroskop

Otoklav

Saf Su

Dondurucu (-80)

Mikroplak Okuyucu Spektrofotometre
Prime Thermal Cycler (QRT-PCR)
pH metre

Etiuv

Sogutmal1 Santrifiij

: Sartorius, Germany

: Argelik, Tiirkiye

: Hettich, Germany
: IKA, USA

: Sartorius, Germany

: Memmert, WNB10, Germany

: Panasonic, Japan

: JSR, Korea

: Olympus, Japan
: JULI Br, Korea

: Jeico Tech, Korea

: GFL 2102, Germany

: New Brunswick Scientific, England

: u- Quant, BioTech Instruments, USA
: Bibby Scientific, UK

: Hanna instruments, Romania

: Panasonic, Japan

: ThermoFisher Scientific, Germany
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3.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

¢ 96’lik Well Plate

e Siringa

e Criyo Tiip

e 75 cm?’ lik Flask

e Pess Membran Filtre (0.22 um)

e Petri (SPL Life Sciences, Korea)

¢ Hepa Filtre (High Efficiency Particulate Arresting)
e Falkon Tiip (15 ve 50 mL)(IsoLab, Germany)
e Pipet Uglari (Sartorious, Germany)

e Eldiven (Erk, Turkey)

e Ependorf Tiip (Tarsons, India)

¢ Hiicre Kaziyici (Scraper)(Costar, Mexico)

e Otomatik Pipetler (Eppendorf Research® plus)

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar

e Sorafenib (Nexavar 200mg, Bayer)

e Alfa Lipoik Asit, ALA (Orzax Ocean, Tiirkiye)

e Aquaguard (Aquabator-Clean™, 100X, AppliChem)

e DMEM Low Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(Sigma-Aldrich, UK)

¢ %96’ lik Etil Alkol (Riedel-de Haen, Germany)

e Tripsin-EDTA (Gibco™, Canada)

e Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma, USA)

e [ -Glutamin (Sigma-Aldrich, Germany)

e MTT (Metiltiazol Difenil Tetrazolium) (Sigma, USA)

¢ DMSO (Dimetil Siilfoksit (Sigma, China)

¢ Etidiyum Bromiir (Vivantis, USA)

e Tripan Blue Soliisyonu (Sigma, USA)

¢ PBS (Fosfat Tamponlu Salin) (Sigma, Germany)
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3.2 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii deneyinde, kontaminasyon riski yliksek oldugu igin sterilizasyon
islemlerine 6nem verildi ve ¢alismalar steril akis kabininde yapildi. Hiicre kiiltiirii ortami
hiicrelerin in vitro olarak kontrollii kosullar altinda morfoloji kazanmalarin1 gerektiren
stirectir.  Primer hiicre kiiltiiriinde dikkat edilmesi gereken en Onemli Olgiit
manipiilasyonlarda kullanilacak alet ve ekipmanlarin steril olmasi, dikkatli, titiz ve steril
bir sekilde calisilmasidir. Kabin her kullanimdan 6nce ve sonra mutlaka UV ile steril hale
getirilerek tiim ylizey %70’lik etanol ile temizlendi. Calismada kullanilan HepG2 hiicre
hatt1 i¢in besiyeri olarak Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM Low) kullanildi.
Besiyeri hazirlamak i¢in, 500 ml DMEM Low igerisine besiyeri i¢eriginin, amonyak ve
piroglutamat ihtiyacinin karsilanmasi ve stabil hale getirilmesi i¢in pH, sicaklik ve
anyonlarin géz oniine alinarak zamanla pargalanmak tizere 6 mL L-glutamin, besiyerinin
bakteriyel ve fungal kontaminasyonu 6nlemek amaciyla 10 ml/L penisilin-streptomisin
ve hiicrelerin ¢ogalmasini saglamak i¢in hiicre biliylime, cogalmasini saglayan biiyiime
faktorleri ve hiicrelerin yiizeye tutunmasini saglayan hiicreler aras1 matriks proteinleri,
enzim ve hormonlarin bulundugu protein ¢ozeltisi Fetal Sigir Serumu’ndan (FBS) 50 mL
ilave edildi. 500 mL’lik DMEM Low Glucose (Biological Industries, #01-050-1A)
besiyeri pess membran filtre icerisine alinarak filtre edildi. Steril edilen besiyeri, 50
mL’lik (IsoLab, #CTPPA22500007) steril falkonlara aktarildi. Besiyerinin rengi,
icerisindeki fenol kirmizi nedeniyle kirmiziya yakin parlak ve canli renktedir. pH’1n
asiditeye kaymasi ile rengin sararmasi ve besiyerinde bulaniklasma bozuldugu anlamina

gelmektedir.

Calismalardan once medyum 37°C'deki sicak su banyosunda 30 dakika bekletilerek
kullanima hazir hale getirildi. Calismada kullanilan karbondioksit inkiibatorii, hiicrelerin
biiyiime kosullarinin korunmasi amaciyla 37°C sicaklikta ve %5 CO: seviyesinde
calistirild1 ve inkiibatdriin alt haznesindeki suya %1 oraninda Aquaguard-1 (AppliChem,
#4N017928) eklenerek %95 nem orani sabit tutuldu. Deneyler sirasinda kullanilan
kimyasal, ¢ozelti ve uygulanan tiim dozlar; 37°C'de sicak su banyosunda bekletilerek
hiicrelerin strese maruz kalmasi 6nlendi. Ayrica, tiim santrifiij islemleri 5 dakika boyunca

800 rpm’de gerceklestirildi.
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3.2.1 HepG2 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi ve Cogaltilmasi

Sivi azot tankinda saklanan hiicreler, uygun sterilizasyon kosullarinda ¢ozdiiriildii.
Hiicreler, strese girmemesi i¢in -20°C’de yaklasik 10-15 dakika bekletildi ve sicak su
banyosunda 1-2 dakika siireyle hafifce dairesel hareketlerle ¢6ziilmesi saglandi. Daha
sonra hiicreler laminar akis kabinine alinarak, 1 mL besiyeri igerisinde homojenizasyon
i¢in pipetajlandi. Es zamanli olarak 15°lik falkon (IsoLab, #CTPPA22015008) icerisine
4 mL besiyeri eklendi. Falkon icerisine medyumlu hiicre aktarildi. Hiicre ve besiyerinin
homojen bir sekilde karismasi i¢in pipetaj yapildi ve 5 dakika siireyle 800 rpm’de santrifiij
edilerek islem sonrasinda siipernatant atildi. Dipteki pelet iizerine yeni besiyeri eklenip
yeniden santrifiij edilerek DMSO uzaklastirildi. T751ik flask alinarak igerisine 7-11 mL
DMEM Low Glucose eklendi. T75’lik flaska 500 pL ve petri kabina 500 pL olmak tizere
hiicreler homojen bir sekilde yayildi. T75’lik flask ve petriye ekilen hiicreler inverted
mikroskopta (JULI Br, Korea) canliliklar1 ve hiicre yogunluklar1 kontrol edilerek 37 °C
ve 5 COz’da inkiibasyona birakildi. T75’1ik flask ve petri lizerine pasaj sayisi, hiicre hatt

ve tarih not edildi.

Hiicreler T75°1ik flaskin %70-80’ini kapladiktan sonra Tripsin-EDTA (Gibco™, #25200-
056) eklenerek inkiibatore kaldirildi. 3-4 dakika sonunda hiicreler santrifiij tiipiine alindi.
T75°1ik flask tabandan tamami ayrilan hiicrelerin lizerine daha fazla tripsine maruz
kalmamasi i¢cin 3 mL medyum eklendi ve steril 15 ml’lik bir falkona alindi. Boylelikle
T75’1ik flasktaki tripsin diliie edilerek falkona alinan hiicre-medyum siispansiyonu 800
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. T75°1ik flaska tekrar ekim yapildiktan iizerine pasaj sayisi,
tarih not edildi ve 37 °C ve 5 CO2’da inkiibatdre alindi.

3.2.2 Tripan Blue ile Thoma Laminda Hiicre Sayim

Yapilan analizlerde kullanilmak icin 96 kuyucuklu plaklara hiicre ekilirken birbirine
yakin sayida hiicre ekimi yapilmasina dikkat edildi. Bu nedenle yapilan ¢calismada dozlar
belirlenirken 96 kuyucuklu plaklara hiicreler ekilmeden 6nce konfluent olmus flaskin 1

ml’inde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.
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Hiicrelerin iireme oran1 %80-90’a ulastiginda, flasklardaki medyum atilarak, tizerine 3
mL Tripsin-EDTA eklendi ve inkiibatorde 5 dakika bekletilerek hiicrelerin yiizeyden
ayrilmasi saglandi. Daha sonra 3 mL besiyeri eklenerek hiicrelerin steril falkonlara
aktarilmasi gercgeklestirildi ve 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
siipernatant atilarak 1 mL medyum eklenip pipetaj yapildi. Ikinci bir santrifiij isleminden
sonra, siipernatant tekrar atildi ve pelet iizerine 1 mL medyum eklenip tekrar pipetaj
yapildi. Canli hiicre sayisini belirlemek i¢in, ependorfa 10 pL hiicreli medyum, 90 pL
besiyeri ve 10 pL Tripan Blue (Gibco, #15250-061) boya soliisyonundan 1:1 oraninda
almarak 2 ml’lik ependorf tiipe alindi. Homojen hale gelen boyanmis hiicre
siispansiyonundan 10 pl alinarak thoma lamima (IsoLab Laborgerate, #075.03.002)
aktarildi. Goriintiileme cihazinda canli hiicrelerin parlak renkte, 6lii hiicrelerin ise mavi
renkte goOriinmesi presinbine dayanarak; toplam canli hiicre sayisini bulmak ig¢in,

asagidaki formiil uygulandi:

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

3.2.3 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

HepG2 hiicreleri, %80-90 konfluens seviyesine ulastiginda, 100’lik petriye (SPL,
#70175) ekimi yapilan 1.5-2 x 10° hiicrenin ardindan kalan hiicreler daha sonraki
caligmalar i¢in 1 ml dondurma besiyeri hazirlamak i¢in T75’lik flaskin i¢indeki medyum
atilarak, hiicrelerin tabandan ayrilmasi amaciyla 3 mL Tripsin-EDTA eklendi ve 5 dakika
inkiibatorde bekletildi. Ardindan, flask igerisine 3 mL medyum eklendi ve bu siispansiyon
steril bir falkona alind1. 15 mI’lik falkon, 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi ve ardindan
siipernatant atilarak ve pellet lizerine 1 mL medyum eklenip tekrar santrifiij islemi
gerceklestirildi. Santriflij sonrast siipernatant uzaklastirildi ve 1 ml dondurma besiyeri
(%7 Dimetil Sulfoksit (DMSO; Sigma Aldrich, #D8418), %93 FBS) falkon igerisinde
resiispanse edildi. Hiicreli kriyotiip (IsoLab, #091.11.102), énce -20°C’de 15-20 dakika

bekletildi ve daha sonra siv1 azot (-80°C) tankina alindi.
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3.3 MTT Yontemi ile Uygun Dozun Belirlenmesi

Yapacagimiz sitotoksisite ¢alismalarimin  ilk denemelerinde, ALA’nin farkh
konsantrasyonlarinin hiicre canlilik testi MTT- Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
(%98, Sigma, # MKBX0151V) analizi HepG2 hiicre hatt1 tizerinde yapildi. ICso degerinin
belirlenmesinin ardindan Sorafenib’in kombinasyon i¢in hazirlanan 10 pM IC
(Inhibisyon Konsantrasyonu) ile antioksidan aktiviteye sahip Alfa Lipoik Asit> in ICso,
ICy0 ve ICy konsantrasyonlar1 olan upper ve lower konsantrasyonlari (95% Fiducial CI)
kombinasyonlu uygulamalar1 da yapildi. ICso degeri 253 uM, ICio konsantrasyonu 100
uM ve ICp konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde kontrol grubuna kiyasla uygulandi.
Gergeklestirilen MTT tahlilinde, MTT soliisyonu kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde
hazirlanarak falkon igerisinde mikropipet yardimiyla homojenizasyonu saglandi.
Rezervuar kullanilarak multi-kanal pipet yardimiyla pipet ucuna hassasiyet gostererek
kuyucuklara 100’er ul MTT eklemesi tamamlandi ve 3 sa 30 dk 37 °C 5CO; etiivde
inkiibasyona konuldu. Sonrasinda tiim kuyucuklardaki hiicrelerin medyumu alinip 100’er

ul DMSO eklendi. 30 dk siire ile karanlikta bekletilerek gergeklestirildi.

Kuyucuklarda olugan formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her bir kuyucuga her bir
kuyucuga 200 pL MTT (Sigma Aldrich, #M2128) soliisyonu eklenip 2-3 saat inkiibe
edildi ve 200 uL DMSO eklendi ve plak karanlik bir ortamda 15 dakika inkiibe edildi ve

formazan kristalleri inverted mikroskop ile goriintiilendi.

Yapilan ¢alismada, sitotoksik tedavi segenegi kapsaminda ALA’nin bir oksidasyon
Onleyicisi olmasi dolayisiyla Sorafenib ile kombinasyonunda olasi yan etkilerinin
azaltilmasi istenmistir. Bunun yani sira tedavide hem iyilesme siirecine etkilerinin hem
de antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yari
maksimum inhibisyon dozu saptanmak istenmistir. Ek olarak fizyolojik siirecte serbest
radikaller, oksidan antioksidan denge icerisinde hassas bir ¢izgide tanimlanmaktadir.
Oksidanlar lehine bozulan bir denge; membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi yasamsal
yapilarin biitiinliiglinlin bozulmasina sebebiyet verir. ALA radikal etki alanin1 temizleme,
radikal iireten kimyasal reaksiyonlari durdurma, molekiiler hasar1 onarma, reaksiyon
hizim1 baskilama, hiicresel enzim kinaz kayiplarini 6nleme gibi hiicre yasamindaki

molekiiler mekanizmalar ile dengeyi saglamaktadir. Oysaki oksidan antioksidan
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dengenin bozulmasi zar lipitleri basta olmak iizere biyomolekiiller i¢in bir risk faktordiir.
Bununla birlikte karaciger bir immiin sistem organit olarak kabul edilmektedir.
Hepatositler ve kolanjiyositler gibi parankimal hiicreler immiinolojik islevlere sahiptir.
Ilaglarm, karacigerde toksik etkileri nedeniyle karacier hiicre yapilarma zarar
vermektedir. HepG2 hiicre hattinda tedavi siirecinde hem molekiiler diizeyde yangiy1
azaltmak hem de ALA’nin sitotoksik tedavide olasi faydali etkilerini ortaya koyabilmek
amaclanmistir. Bununla birlikte ALA’nin kofaktor olarak hiicresel siiregte glikoz ve lipid
metabolizmalarinda diizenleyici rol almalar1 da hasari iyilestirmek i¢in fayda saglayacagi
diistiniilmekredir. Doz uygulamalarinda ALA’nin 0.01-100 mM araliinda hiicre canlilig
24 saatte %39 seviyelerine inmis ve 48 saatte %15-16 seviyelerine gerilemistir. Bu
sebeple artan doz araligindan, 10 uM ve daha az konsantrasyonlar1 uygulanarak ICso dozu

belirlenmistir (Oztiirk ve Kara 2022).

ALA’nin uygulanan dozlar1 1 mL DMSO ile ¢oziiliip 1, 5 ve 10 uM dozlar1 ve kontrol
grubu 4 tekrarli olacak sekilde her kuyucuga 100 pl uygulandi. Sorefenib icin 4 kontrol
grubu olmak tizere 1, 2, 5, 10, 12.5, 15, 20, 30, 40, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1 4
tekrarli olacak sekilde her kuyucuga 100 ul uygulanarak ¢alismalara devam edildi ve
yapilan 6l¢iimlerde, hiicrelerin canlilik ve 6liim oranlari karsilastirilarak ICso dozlart ALA
ve Sorafenib i¢in hesaplandi. 96 kuyucuklu plakanin her kuyucugunda 5x10° hiicre olacak
sekilde hiicre ekimi yapildi ve 37°C, %5 CO: etiivde 24-48 saat siire ile inkiibe edildi ve

caligmalara devam edildi.

MTT analizinde biitiin iglemler spektrofotometre cihazinda (p- Quant, BioTech

Instruments, USA) 540 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii ile gerceklestirildi.

3.3.1 Alfa Lipoik Asit ve Sorafenib Kombinasyon Doz Uygulamasi

T75°1ik flasklara ekilen kombinasyon uygulamasi icin hiicreler %80-90’a konfulens
oranina ulastiginda, sayim yapilarak plaktaki her kuyucuga sayisina 5x10° hiicre olacak
sekilde hesaplandi ve 37°C’de, %5 CO: etiivde inkiibasyona birakildi. HepG2
hiicrelerinde Sorafenib ile ALA’nin’in kontrol grubuna gére kombinasyon uygulamalari

kiyaslandi.
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Cizelge 3.2 HepG2 hiicrelerine uygulanan ALA ve Sorafenib konsantrasyonlar1

Alfa Lipoik Asit ) Sorafenib (1M)
M Sorafenib (unM) +
(M) Alfa Lipoik Asit (M)
1 15 1+15
5 15 5+15
10 15 10+ 15
Kontrol Kontrol Kontrol

Spektrofotometre cihazinda (p- Quant, BioTech Instruments, USA) 540 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢limii gerceklestirildi. Sorafenib’in ICso konsantrasyonu 20 uM
olacak sekilde ve ALA’nin ICso konsantrasyonu ve ICso+ konsantrasyonlar1 olacak
sekilde belirlendi ve her bir kuyucuga 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda ALA 6 tekrarlt
olacak sekilde kuyucuklara uygulandi ve plak 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

Cizelge 3.3 HepG?2 hiicrelerine uygulanan ALA ve Sorafenib konsantrasyonlari

Sorafenib ICso(nM)
Alfa Lipoik Asit Sorafenib (UM +
(CsH140282) (M) orafenib (1M) ALA(Alfa Lipoik Asit) ICs
(S pM)
1 20 1+20
5 20 5420
10 20 10 + 20
Kontrol Kontrol Kontrol

Ayni islem 48 saatlik uygulama i¢in de 6 tekrarl olacak sekilde gergeklestirildi ve kontrol
grubuna gore kiyaslandi. Belirlinen konsantrasyonlarda ilag uygulamalar1 (Cizelge 3.2 ve

3.3)’te gosterilmistir.

3.4 Komet Yontemiile DNA Hasar

HepG2 hiicre hattinda bagisiklik sistemini giliglendiren ve DNA hasarini 6nlemeye
yardimci antioksidan etki ALA’nin ve Sorafenib ajaninin etkilesimi sonucunda tek bir
hiicre diizeyinde DNA hasarin1 ve tamirini 6l¢gmek amaciyla DNA hasar analizi olarak
Komet analizi yapildi. Kontrol, ICso degeri olarak ALA 5 uM konsantrasyonu, Sorafenib
ICs0 icin ise 20 uM konsantrasyonu ve kombinasyon konsantrasyonu gozlemlendi. %1

oraninda hazirlanacak olan NMA’y1 hassas terazide tarttiktan sonra cam bir tiipe konuldu.
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Uzerine 10 kat seyreltilmis PBS’den pH’1 7.4 olacak sekilde 3 mL eklenerek karistirildi.
Cam tiip, bek alevi iizerinde tutuldu ve seffaf bir NMA ¢ozeltisi elde edilmesi saglandi.
Hazirlanan lamlar, 1sitici tabla iizerinde el yakmayacak bir sicakliga kadar 1sitildiktan
sonra lizerine 110 pL. NMA dokiildii ve pipetin ucu ile ince bir tabaka halinde yayildi.

Son olarak, hazirlanan lamlar oda sicakliginda kurumasi i¢in bekletildi.

Deney giinii %8 oraninda hazirlanacak olan LMA’nin (Sigma, #9012-36-6;A9414),
hassas terazide tartilmasinin ardindan cam bir tiipe konuldu. Uzerine 10 kat seyreltilmis
PBS’den 2 mL eklenerek karistirildi ve pH’1 7.4 olacak sekilde hazirlandi. Cam tiip, bek
alevi lizerinde tutuldu ve homojen bir LMA ¢ozeltisi elde edildi. Calisma sirasinda, jel
haline gelmesini dnlemek icin sicak su igerisinde bekletildi. Inkiibatérde bekletilerek
uygun yogunluga ulasan hiicrelere, MTT yontemi ile belirlenen Sorafenib ve ALA’nin
ICso dozlari, iki flaska kombinasyon halinde uygulandi ve hiicreler 24 saat boyunca

inkiibatorde bekletildi. Ayni islem, 48 saatlik gézlem igin de tekrarlandi.

Uygulanan dozlarla uygun yogunluga ulasan, plakadaki kuyucuk sayisia 5x10° hiicre
olacak sekilde hazirlanan hiicreler, inkiibatorden alinarak her bir kuyucuktan, hiicrelerin
ylizeye zarar vermeden pipet yardimiyla medyum alindi. Her bir kuyucuga 250 uL PBS
ilave edildi. Hiicreler, hiicre kaziyici (scraper) kullanilarak dikkatlice kaldirildi.
Kodlanmis steril ependorflara, ayni gruptaki hiicreler aktarilarak hiicreler, 3 dakika
boyunca 1000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda, siipernatantin bir kismi
pipetle uzaklastirildi. Hiicre yogunluguna bagli olarak, 15-20 pL hiicre alinarak 100-120
pL LMA ile karistirildi ve LMA-+hiicre karisimi olusturuldu. NMA’l1 preparatlara,
LMA-+hiicre karigimi ii¢ kez damlatild1 ve lamel ile kapatilarak donma islemi i¢in buz
kaseti lizerinde yaklasik 5 dakika bekletildi. Siire sonunda, lameller dikkatlice ¢ikarildi.
Preparatlar, diiz bir tepsiye dizilerek minimum 60 dakika siireyle lizis tamponunda pH:10
olacak sekilde +4°C’de bekletilmek iizere birakildi. Bu islemden sonra, soguk dH>O ile
yikandi. Niikleer materyal disindaki hiicre bilesenlerin par¢alanmasindan sonra
preparatlar elektroforez tankina yerlestirilerek 30 dakika siire ile elektroforez
tamponunda +4°C’de bekletildi (pH:13). Siire sonunda 25 V (1 V cm™) ve 300 mA’de
elektroforez iglemi baglatildi. Daha sonra preparatlar, jel hasar gormeyecek sekilde
ndtralizasyon tamponu ile yikandi. Boyama islemi icin her bir preparat iizerine 70 pL

EtBr damlatildi ve lamel ile kapatilarak floresans mikroskobunda her uygulama grubu
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icin 100 hiicre olacak sekilde sayim yapildi. Komet testinde kullanilan ¢ozeltiler ve

hazirlanis1 agagida verilmistir.

Cizelge 3.4 Normal erime noktasina sahip agaroz ¢ozeltisinin (NMA) hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
PBS 3 mL
NMA 0.03¢

NMA’nin %1 oraninda hazirlanmasi i¢in, NMA hassas terazide tartildiktan sonra cam bir
tiipe alind1. Uzerine 10 kat seyreltilmis PBS’den 3 mL eklendi. Cam tiip, bek alevi
tizerinde tutulularak seffaf bir NMA ¢ozeltisi elde edildi. Isitici tabla tizerine alinan lamlar
el yakmayacak bir sicaklikta 1sitildiktan sonra iizerine 110 pLL NMA dokiildii ve ince bir
tabaka halinde yayildi. Son olarak, hazirlanan lamlar oda sicakliginda kurumasi i¢in

bekletildi.

Cizelge 3.5 Diisiik erime noktasina sahip agaroz ¢6zeltisinin (LMA) hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
PBS 2mL
LMA 0.016 g

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

haline gelmesini 6nlemek i¢in sicak su igerisinde bekletildi.

Cizelge 3.6 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
NaCl 294 ¢
EDTA 744 ¢
Trizma Base 024 ¢
Triton-X 2 mL
DMSO 20 mL
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NaCl, EDTA ve Trizma Base tartilarak bir cam siseye konuldu ve toplam hacim 200
mL’ye tamamlandi ve buzdolabina kaldirildi. Calismadan yaklagik bir saat once, bu

karisima Triton-X ve DMSO eklenerek pH 10 seviyesine getirildi.

Cizelge 3.7 Notralizasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
dH20 300 mL
Trizma Base 1455¢

Trizma Base, hassas terazide tartilarak cam bir siseye alinip iizerine 300 mL dH-O

eklenerek homojen hale getirildi ve pH degeri 7.4 olarak ayarlandi.

Cizelge 3.8 Elektroforez tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktari
NaOH 6g
EDTA 0.18 ¢
dH20 500 mL

NaOH ve EDTA hassas terazide tartilarak behere alindi ve tlizerine 500 mL dH-O
eklenerek homojen hale getirildi ve bu pH degeri 13 olacak sekilde ayarlandi. Calisma

suresine kadar +4°C’de saklanda.

Cizelge 3.9 Etidyum bromiir ¢dzeltisinin formiilasyonu.

Kimyasal Miktar
Etidyum bromiir 0.0l g
dH:0O 50 mL

Etidyum bromiir, hassas terazide tartil steril bir falkona konulularak {izerine 50 mL dH-O
eklendi. Falkon, +4°C’de bekletildi ve caligma sirasinda 10 kat seyreltme islemi

gergeklestirildi.
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3.5 Total RNA ve Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

qRT-PCR i¢in HepG2 karaciger kanseri hiicre hattinda Ribospin™ RNA izolasyon Kit
(GeneAll®, #304-150) protokolii uygulanarak total RNA izolasyonu yapildi. gRT-PCR
i¢in 2 kontrol ve 2 doz uygulama grubu olarak T75 flasklara 8.5 x 10° hiicre olacak sekilde
hiicre ekimi yapildi. 37°C, %5 CO; ortamli etiivde 24 saat 48 saat siireyle inkiibe edildi.
Stirenin sonunda eski besiyerleri uzaklastirildi. Kontrol ve Sorafenib ile ALA gruplarina
besiyeri eklendi. 24 ve 48 saat olacak sekilde belirlenen doz uygulama gruplarina ise
MTT testi ile belirlenen ICsp degeri olan Sorafenib 20 puM(a), ALA 5 uM(b) ve
kombinasyon uygulama grubu Sorafenib 20 uM + ALA 5 puM (c) konsantrasyonu
uygulandi ve 37°C’de, %5 CO; ortamli etiivde inkiibe edildi. Uygulama grup siirelerinin
inkiibasyonu sonunda hiicreler kendi besiyerinde hiicre kaziyici ile kaldirilarak santrifiij
tiiptine aktarilip 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra PBS
ile yikama yapilarak 15 ml falkona aktarilan hiicreler 3000 rpm’de qRT-PCR santrifiij
cithaz1t Mikro 22 R santrifiij edildi. Elde edilen hiicre peletlerine 400 pL lizis tamponu
eklenerek hiicre zarlarinin pargcalanmasi saglandi. Pipetleme yapilarak homojenize edilen
karisim, 25°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicre lizati, RNA'nin baglanmasi i¢in mini spin
kolonuna transfer edildi ve 10.000 G’de 30 saniye boyunca santriflij edildi (25°C).
Boylelikle RNA kolon membranina tutundu. Kolona 500 uL GW1 ¢ozeltisi eklendi ve
RNA'dan protein, tuz ve diger kontaminantlarin uzaklastirilmasi i¢in 10.000 G’de 1 dk
santrifiij islemi uygulandi ve sonrasinda kolon 700 ul RNW Buffer ile 10.000 G’de 1.5
dakika santrifiij edilerek RNA'nin saflastirilmas1 amaglandi. Mini spin kolon, yeni bir
santrifiij tlipline transfer edildi. Kolonun merkezine 50 pL Nuclease-Free Water
eklenerek 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan RNA'nin eliisyonu,
10.000 G’de 1 dakika santriflij edilerek tamamlandi. Elde edilen RNA, uzun siireli

muhafaza icin ise -80°C’de saklandi.

Izole edilen RNA’larin konsantrasyon (ng/pl) ve saflik (OD260/280) dl¢iimii yapildi. 1.8
- 2 konsantrasyon araligina gore bakilarak RNA’lar arasindan iki ve ikiye yakin olanlar
saf kabul edildi. ilk olarak RNA 6l¢iimii igin hazir protokol girildi. Nanodrop plate’ine
blank icin 1ul NFW ve 1ul RNA 6rneklerinden yiiklendi. RNA’larin konsantrasyon ve
saflig1 olctildii.
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3.5.1 cDNA Sentezi

RNA saflastirma islemi tamamlandiktan sonra, FIREScript® RT cDNA Sentez Kiti
protokoliine gore cDNA sentezi gergeklestirildi. 24 ve 48 saatlik hiicre inkiibasyonlarinin

ardindan, her bir RNA 6rnegi i¢in 20 pl'lik reaksiyon karigimlart hazirlandi.

Cizelge 3.10 cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin miktarlari.

Deney Bileseni Miktar

RNA 1 pg

Oligo(dT) primer 1 ul

20 mM dNTP MIX 0.5 ul

10x Reaction Buffer 2 ul

Firescrip RT 1l

RiboGrip RNase inhibitor 0.5 pul

Random Primer I ul

Niikleaz Free Water Toplam hacim 20 pl olacak sekilde eklenir.
Toplam Hacim 20 pl

Kit protokoliine gore RNA konsantrasyonlart NFW ile 1 pg’a esitlendi ve cDNA sentezi
gergeklestirildi. Kit icerisinden ¢ikan bilesenlerin tiimii buz {izerine alindi. Birer pl Oligo
dT primer ve Random primer alinarak tiipe konuldu ve mini spin yapildi. Tim RNA
ornekleri i¢in ayr1 ayr1 olacak miktarda her tiipe 2 pl primer mix eklendi. Tiipler Thermal
Cycler’da 65 °Cde 5 dk 1 déngii olacak sekilde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler
buz iizerine alind1 ve 6rnek sayisina gore ayri bir eppendorf tiipiin i¢inde hazirlandi. Bu
kit icerisindeki bilesenlerden, titizlikle 10X RT Reaction Buffer (2 pl), ANTP Mix (0.5
ul), RNase Inhibitor (0.5 pl) ve FIREScript Reverse Transcriptase (1 pl) olmak iizere
sirasiyla reaksiyon tiiplerine eklendi. Ardindan, her bir 6rnekte kullanilacak RNA'lar i¢in
son hacim Nuclease-Free Water (NFW) ile 20 pl'ye tamamlandi. Islemin devaminda,
tiipler RNA'nin cDNA'ya doniistiiriilmesi amaciyla Prime Thermal Cycler marka cihaz

kullanilarak elde edilen cDNA'lar, gen ekspresyon analizlerinde kullanilmak iizere -
80°C'de sakland1.
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3.5.1.1 Primer Dizayni

B-Actin, Bcl-2, Tnf-a, Bax ve Kaspaz-3 genlerine spesifik primerler Primer-Blast
programi ile tasarlanarak BILIMMED firmasindan siparis verildi. Tiim primerlerin
stoklar1 100 uM olarak geldi. Tiim primerler, 100 uM stok ¢6zeltiler halinde temin edildi.
Kullanilan primerlerin dizilimleri ve PCR {iriinlerini belirtilen sekanslara gore (5'—3 ')

uzunluklar1 detayl1 olarak (Cizelge 3.11)’de sunulmustur.

Cizelge 3.11 Ekspresyon seviyeleri belirlenen genler ile bu genler i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen Primerler

p-AKktin F: 5'-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3'

R: 5'-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3'
Bcl-2 F: 5 TATCTGGGCCACAAGTGAAG-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: 5'-GTTTCGAAGTGGTGGTCTTG-3’

3.5.2 qRT-PCR (real-time PCR) ile Gen ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hattinda ALA, Sorafenib ve kombinasyon
uygulamasindan sonra hedef genlerin ekspresyon seviye farkliliklarinin tespit edilmesi
amaciyla bu analizde, Bioneer Exicycler™ 96 (Ver.4) Real-Time Quantitative Thermal
Block cihazi kullanildi. Deneylerde HOT FIREPol® SolisGreen® qPCR Mix reaktifi
(#08-46-00001, 5x) tercih edildi ve tiim genler icin 2 tekrar olacak sekilde ¢alisildi.

Hedef genlerin amplifikasyonuna yonelik reaksiyon karisimi, Cizelge 3.12°de yer alan
konsantrasyonlara ve ornek sayilarina gore dikkatlice hazirlandi. Karigim, her bir hedef
gen icin 6zel olarak tasarlanmis primer ciftleri ve HOT FIREPol® SolisGreen® qPCR
Mix igerecek sekilde optimize edildi. Hazirlanan karisimdan her kuyucuga 7 pl eklendi,
ardindan 2 pl cDNA 6rnegi dikkatlice ilave edildi.

Tiim pipetleme islemleri hassasiyetle yapildi ve 24 ile 48 saatlik inkiibasyon siirelerine

gore elde edilen 6rneklerin her biri i¢in ayni protokol uygulandi. qRT-PCR islemi, her bir

39



dongii i¢in dnceden belirlenen sicaklik ve siireler dogrultusunda programlandi. Enzim
aktivasyonu, denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalari, protokole uygun sekilde
optimize edilen sicaklik ve zaman araliklarinda gerceklestirildi. Deneyin verimliligini
artirmak amaciyla her bir adim 6zenle planlandi ve uygulandi. qRT-PCR’da kullanilacak

reaktifler ve miktarlar1 Cizelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12 qRT-PCR’da Kullanilacak Reaktifler ve Miktarlar1

Deney Bileseni Miktar

Solis Green HOT FIREPol qPCR Mix(5X) 4 ul

Forward Primer 0.5 pul

Revers Primer 0.5 pul

cDNA 2 ul

dH>O Toplam hacim 20 pl olacak sekilde eklenir.
Toplam Hacim 20 ul

Cizelge 3.13’de qRT-PCR protokolii i¢in sicaklik ve zamanlama bilgileri verilmistir.

Cizelge 3.13 qRT-PCR Protokolii i¢in Sicaklik ve Zamanlama Bilgileri.

Dongii Sicaklik Zaman
Denatiirasyon 95°C 10 dk
40 95 °C 10 sn
Baglanma 50-55 °C 20sn
40 Primer baglanma sicakliginda

Uzama 72 °C 20 sn
40

3.5.3 Total Protein izolasyonu

Protein izolasyonunu saglayabilmek i¢in hiicre lizat1 hazirlamak amaciyla HepG2 hiicre
hattindan 2 kontrol ve 2 doz uygulama grubu olarak T75 flasklara 8.5 x 10° hiicre olacak
sekilde hiicre ekimi yapildi. 37°C, %5 CO- ortamli etiivde 24 saat inkiibe edildi. Siirenin
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sonunda eski besiyerleri uzaklastirildi. Kontrol gruplarina besiyeri eklendi. 24 ve 48 saat
olarak belirlenen doz uygulama gruplarina ise MTT testi ile belirlenen ICso degeri olan
Sorafenib 20 uM (a), ALA 5 uM (b) ve kombinasyon uygulama grubu Sorafenib 20 uM
+ ALA 5 puM (c) konsantrasyonlar1 uygulandi ve 37°C, %5 CO- ortaml etiivde inkiibe
edildi.

HepG?2 hiicre hattinda Sorafenib ve ALA kombinasyonunun uygulanmasini takiben, 24
ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra hiicre toplama asamasina geg¢ildi.
Aynit uygulama gruplarindaki hiicreler dikkatlice falkon tiiplerine aktarilarak
santrifiijleme islemi gerceklestirildi ve siipernatant uzaklastirildi. Kalan hiicre pelletleri,
soguk PBS ile iki kez yikanarak tamamen ¢oktiiriildii. Tiim islemler, protein yapilarinin
zarar gormemesi i¢in buzlu ortamda gergeklestirildi. Yikama tamamlandiktan sonra, her
bir hiicre peletinin tizerine 200 pl hacminde soguk RIPA tamponu ile 10 ul proteaz
inhibitor kokteyli karigima eklendi. Bu ¢ozelti homojen hale getirildi ve tiipler 30 dakika
boyunca buz igerisinde bekletildi. Inkiibasyonun ardindan tiipler, 4 °C’de, 10 dakika
stireyle 10.000 G’de santrifiij edilerek protein bulunan siipernatant elde edildi. Elde edilen

ornekler dnce -20 °C’de, ardindan uzun siireli saklama i¢in -80 °C’de muhafaza edildi.

Protein konsantrasyonunu belirlemek amaciyla kolorimetrik analiz ydntemi olan
Bradford testi kullanildi. Bu ydntem Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
proteinlerle baglanarak renk degistirmesi prensibine dayanir. Olusan boya-protein
kompleksi, asidik ortamda 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gdsterdi. Renk
degisimi, 6rneklerdeki toplam protein miktari ile dogru orantili sekilde 6l¢iildii (Bradford
1976). Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilarak cesitli konsantrasyonlarda standart
cozeltiler hazirland1 ve bu ¢ozeltilerle bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bilinmeyen

orneklerin protein miktarlari, bu egri tizerinden hesaplandi (Compton ve Jones 1985).

Protein standart ¢ozeltileri, Brilliant Blue reaktifi ve Ornekler, deney siiresince diisiik
sicaklikta muhafaza edildi. Bradford reaktifi, distile su ile 1:10 oraninda seyreltilerek
kullanima hazir hale getirildi. BSA, farkli hacimlerde (25, 50, 100, 150, 300 ul) distile su
ile kanistirilarak standart ¢ozeltiler elde edildi. Kontrol grubu i¢in 900 pl boya ¢ozeltisi
ve 100 pl distile su, ependorf tiiplerine eklendikten sonra pipetaj yapilarak optik cam

kiivetlere aktarildi ve absorbans dlgiimleri 595 nm dalga boyunda gerceklestirildi. Ayn

41



prosediir, diger BSA konsantrasyonlari i¢in de uygulandi. Denek 6rnekleri igin 900 pl
RIPA ¢ozeltisi, 10 pl protein 6rnegi ve 900 pl Brilliant Blue reaktifi karistirilarak
homojen bir ¢ozelti elde edildi. Ardindan bu karisim kiivetlere aktarilip Jenway 6305
UV/Vis spektrofotometre cihazi kullanilarak absorbans 6l¢timleri yapildi ve elde edilen

veriler ayrintili sekilde kaydedildi.

3.6 ELISA Analizi

Bu calismada, HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ajan1 ve ALA’da Bax, Bcl-2, Tnf-a ve
Kaspaz-3 protein diizeylerinin kantitatif olarak 6l¢iilmesi amaciyla, human Bax ELISA
kiti kullanildi. ELISA yoOntemi, antijen-antikor etkilesimi esasina dayanmakta olup,
yiiksek duyarlilign ve 6zgiilliigii sayesinde protein analizlerinde yaygin olarak tercih
edilmektedir (Crowther 2009). Deneysel islemler kapsaminda, hiicre kiiltiir
stipernatanlarindan elde edilen drnekler, bu proteinlere 6zgii antikorlarla kapli mikrotitre

plakalarina aktarildi ve ELISA protokolii dogrultusunda isleme alindi.

Numuneler dnce inkiibasyona birakildi, ardindan biotin etiketli sekonder antikor ve HRP-
konjugat (horseradish peroxidase) ilave edilerek renk reaksiyonu baglatildi. TMB
substratinin eklenmesiyle olusan renk degisimi, reaksiyonun siilfiirik asit ile
durdurulmasinin ardindan 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile dlgiidii. Her

protein i¢in olusturulan standart egriler kullanilarak konsantrasyon degerleri hesaplandi.

Deneyde kullanilan ¢ozelti ve reaktifler, kit protokoliine gore hazirlandi. Yikama
tamponu, stok c¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle olusturuldu; standart protein
coOzeltileri santrifiijlenip seri diliisyon yontemiyle analizde kullanilacak hale getirildi.
Biotinli antikor ve HRP-konjugat ¢ozeltileri, analizden kisa siire 6nce hazirlandi, her biri

1:99 oraninda seyreltme ile 1X konsantrasyona getirildi.

Mikrotitre plagindaki islemler su sirayla yiirtitiilmiistiir:

Her kuyucuga 100 pL standart veya 6rnek numune eklenerek, 90 dakika inkiibasyon
gergeklestirildi ve yikama adimi uygulandi. Daha sonra 100 pL biotinli antikor eklendi,
60 dakika inkiibe edilerek tekrar yikama yapildi. 100 pL HRP-konjugat eklendi, 30
dakika inkiibe edildi ve lglincii yitkama uygulandi. Ardindan 90 pL TMB substrat
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eklenerek 15-20 dakika renk gelisimi beklendi. Son olarak 50 uL durdurma soliisyonu
eklendi ve optik yogunluk 6l¢iimleri gergeklestirildi.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak Bax, Bcl-2, Tnf-a ve Kaspaz-3 protein
diizeyleri belirlendi; kontrol ve tiim uygulama gruplart karsilagtirildi. Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirilerek protein diizeylerindeki degisiklikler optik yogunluk

degerleri temel alinarak analiz edildi.

3.7 istatiksel Analiz

MTT deneyi sonucunda elde edilen spektrofotometrik veriler yiizde (%) cinsinden ifade
edildi ve LDso dozunun tespiti i¢in probit analiz yontemi kullanildi. Komet analizi ile elde
edilen veriler, gruplarin ortalamalar1 arasinda karsilastirma yapilabilmesi amaciyla
Duncan testi ile analiz edildi (p < 0.05). Gen ekspresyon analizinde, referans gen olarak

B-Aktin kullanilmis ve analiz bu gen temel alinarak standartlagtirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 HepG2 Hiicre Hattinda ALA ve Sorafenib Uygulamalari

HepG2 hiicre hattinda ALA ve Sorafenib ajaninin kombinasyonunun hiicre
proliferasyonuna etkisini gozlemlemek amaciyla hiicre canlilik analizi olarak MTT
yapildi. 540 nm dalga boyunda Olcililen absorbanslarin ortalamalar1 alindi. ALA ve
Sorafenib ajan1 uygulanmis hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ile doz
uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerin ortalama absorbans degerleri oranlanarak canlilik
yiizdeleri hesaplandi ve % canlilik grafikleri verildi. 24 ve 48 saat sonunda doz
uygulanmamis kontrol grubuna gore, farkli konsantrasyonlarda doz uygulanan hiicrelere

gore canliligin anlamli 6lciide azaldigi tespit edildi.

4.2 HepG2 Hiicre Hattinda ALA’min Hiicre Canhihg Uzerine Etkisi

HepG2 hiicre hattinda ALA igin (1-10 uM) her kuyucuga 4 tekrarli olacak sekilde artan
konsantrasyonlardaki dozlar uygulandi. Bu uygulamaya ait sonuclar Grafik 4.1°de
verilmistir. ALA uygulamasindan 24 saat sonra kontrol grubuna gére HepG2 hiicre
hattinda hiicre canlilik yiizdesinin 1 pM’da %77.68, 5 pM’da %56.70, 10 uM’da
%39.06’a diistiigii gozlemlendi. 48 saatlik ALA uygulamasinda ise kontrol grubuna gore
HepG2 hiicre hattinda hiicre canlilik ylizdesinin 1 uM’da %87.96, 5 uM’da %46.83, 10
uM’da %14.41’e distiigii gézlemlendi.
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Grafik 4.1 HepG?2 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik ALA uygulamasinda % hiicre canlilik oranlari
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4.3 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib’in Hiicre Canhlig: Uzerine Etkisi

Sorafenib'in HepG2 hiicre hatt1 iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla, 1-100 uM
araliginda 11 farkli konsantrasyon kullanilarak MTT canlilik testi gerceklestirildi. Her
doz, dort tekrarli olacak sekilde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde hiicrelere
uygulandi. Hiicre canlilik yiizdeleri, 540 nm dalga boyunda elde edilen absorbsiyon
verilerine dayanarak hesaplandi. Bu hesaplamalar sonucunda elde edilen bulgular, Grafik

4.2’de gosterilmistir.
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Grafik 4.2 HepG2 hiicre hattinda Sorafenib uygulamasi sonucu % canlilik oranlar

Her 1ki inkiibasyon stiresinde de artan Sorafenib konsantrasyonuyla birlikte hiicre canlilik
oranlarinin azaldig1 gozlemlenmistir. 1 uM ve 2 uM gibi diisiik konsantrasyonlarda, hiicre
canlilik oranmin kontrol grubuna yakin seviyelerde oldugu belirlenmistir. 5 uM ve
tizerindeki dozlarda hiicre canliliginda belirgin bir azalma meydana geldigi
gbzlemlenmis, 6zellikle 10 uM ve 15 uM dozlarinda canlilik oran1 %50°nin altina diismiis
ve 48 saatlik inkiibasyonda bu azalma daha belirgin bir sekilde ortaya c¢ikmistir. Bu
baglamda Sorafenib’in, doza ve inkiibasyon siiresine bagli olarak toksik etkisinin arttig1
belirlenmistir. 30 uM ve lizeri dozlarda canlilik oranlar1 oldukga diisiik seviyelere inmis
ve yaklasik %10-20 civarinda kalmistir. Elde edilen verilere dayanarak, 24-48 saatlik
inkiibasyonda ICso degeri 20 uM olarak tespit edilmistir. Bu baglamda ¢aligmada
uygulanacak kombinasyonlar i¢in Sorafenib konsantrasyonu 20 puM olarak kabul

edilmistir.
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4.3.1 ALA ve Sorafenib Kombinasyonunun HepG2 Hiicre Hattinda Hiicre Canlihgi
Uzerindeki Etkisi

Calismamizda, HepG?2 hiicre hattina uygulanan 5 uM ALA, 20 uM Sorafenib ve bu iki
bilesigin kombinasyonlarinin sitotoksik etkileri, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MTT yontemi kullanilarak degerlendirildi. MTT analizi sonucunda, her bir
deney grubuna ait hiicre canlilig1 degerleri 540 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
cihaz ile olciliip optik yogunluk (OD) verilerine gore yiizde (%) canlilik oranlari
hesaplandi. Kontrol grubu, %100 canlilik degeri olarak referans alind1. Elde edilen veriler

Grafik 4.3 ve 4.4°de verilmistir.

Elde edilen bulgulara gore, 24 saatlik uygulamada yalnizca Sorafenib uygulanan grup (20
uM) yaklasik %42 oraninda hiicre canliligi géstermistir ve bu, bilesigin tek basina anlamli
diizeyde sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, yalnizca 5 uM
ALA uygulanan grupta hiicre canlilig1 yaklasik %56 diizeyinde olup, ALA’nin da tek
basina hiicre canliligini azalttig1 gozlemlenmistir. Ancak dikkat ¢eken en 6dnemli bulgu,
ALA + Sorafenib kombinasyonunun uygulanmasi sonucu elde edilen %85 diizeyindeki
hiicre canliligidir. Bu oran, her iki maddenin tek basina olusturdugu sitotoksik etkiye
kiyasla daha az hiicre Oliimiinii ifade etmektedir. Bu sonug, iki ajanin birlikte
uygulanmasinin hiicrelerde beklenenin aksine antagonistik bir etki yaratmis olabilecegini

distindiirmektedir (Grafik 4.3).
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Grafik 4.3 HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik ALA ve Sorafenib kombinasyon uygulmasinin hiicre canlilik
oranina etkisi
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Dolayisiyla, 24 saatlik tedavi siiresinde ALA-Sorafenib kombinasyonunun, ayri ayri
uygulanan dozlara kiyasla hiicre canlilifin1 daha az azaltmasi, kombinasyonun sinerjistik
degil, aksine koruyucu ya da etkiyi azaltic1 bir rol listlendigini géstermektedir. Bu durum,
kombinasyon tedavilerinde ajanlar arasi olas1 biyokimyasal etkilesimlerin ve hiicre ici

sinyal yollarinin dikkatle degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

48 saatlik siire ile HepG2 hiicre hattina uygulanan 5 uM ALA, 20 uM Sorafenib ve bu
iki ajanin kombinasyonunun sitotoksik etkileri MTT hiicre canlilig1 testi ile analiz
edilmistir. 48 saat sonunda, yalnizca 20 pM Sorafenib uygulanan grupta hiicre canlilig1
yaklagik %45 diizeyinde olup, benzer sekilde, 5 uM ALA uygulanan grup da yaklasik
%47 canlilik orani1 ile, ALA’nin tek bagina orta diizeyde sitotoksik etki gdsterdigini teyit
etmektedir. En dikkat cekici bulgu ise, ALA + Sorafenib kombinasyon grubunda
gozlenen yaklasik %48’lik hiicre canliligidir. Bu oran, her iki ajanin tek basina
olusturdugu etkiye oldukg¢a benzer seviyededir. Bu durum, kombinasyon uygulamasinin
sinerjistik bir toksisite olusturmaktan ziyade, additif ya da ndtr bir etki gdsterdigini
diistindiirmektedir. Yani, ALA ve Sorafenib’in birlikte uygulanmasi1 sonucu, hiicre
canliliginda belirgin bir artis ya da azalis gozlenmemistir. Ayrica, bu sonuglar 24 saatlik
verilerle kiyaslandiginda, 48 saatlik inkiibasyonda hiicre canlilik oranlarinda 6nemli bir
degisiklik olmadigini ortaya koymakta ve bu da test edilen bilesiklerin sitotoksik etkisinin

zamana bagimli olarak sinirli kalabilecegine isaret etmektedir (Grafik 4.4).
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Grafik 4.4 HepG?2 hiicre hattinda 48 saatlik ALA ve Sorafenib kombinasyon uygulmasinin hiicre canlilik
oranina etkisi
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4.4 Komet Hasar1 Analizi

HepG2 hiicrelerinde DNA hasar analizi, 20 uM Sorafenib ve 5 uM ALA dozu ayr1 ayr1
ve kombine edilerek uygulanmistir. DNA hasar diizeyinin tespitinde, Komet testi
kullanilmis olup, her uygulama grubundan hazirlanan preparatlar iizerinden toplamda 100
hiicre incelenerek skorlama yapilmis ve kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Elde edilen

veriler Cizelde 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Komet Testi DNA Hasarmin Belirlenmesi

Uygulama DNA Hasarn (Arbitrary Unit)

Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma

24 saat 48 saat
Pozitif Kontrol 49.55+7.87°¢ 50.44+8.62°
Kontrol 3.67£1.15% 4.33+1.15%
Sorafenib 20.33+2.52° 25.33+4.16°
ALA 4.67+2.08* 15.67+1.15¢
Sorafenib + ALA 16.67+2.89¢ 22.67+1.15¢

* pozitif kontrol: cisplatin, Farklt siitunlardaki farkli sekilde belirtilen harfler p<0,05 diizeyinde 6nemli

(Duncan ¢oklu dagilim testi).

Elde edilen bulgulara gore en yiiksek DNA hasar1 48 saatlik uygulmada pozitif kontrol
grubunda (50.44+£8.62) goriilmiis ve bunu 24 saatlik pozitif kontrol uygulama grubu
(49.55+£7.87) takip etmistir. DNA hasar1 Sorafenib 20 pM dozunda 24 saat icin
20.33£2.52 iken ve 48 saatte 25.33+4.16 olarak tespit edilmistir. Verilerdeki en diisiik
DNA hasarinin 24 saatte 4.67+2.08 ile ALA dozu oldugu tespit edilmistir. 48 saatlik ALA
uygulamasinda DNA hasarinda bir artig gézlemlenmis olup bu hasar 15.67£1.15 olarak
belirlenmistir. Hem 24 hem de 48 saatlik uygulamada Sorafenib’in olusturdugu DNA
hasar1 kombinasyon uygulamasiyla karsilagtirildiginda diislis gostermistir. Yapilan tim
uygulama gruplarindaki DNA hasar seviyesi kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis

gostermistir.
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4.5 HepG2 Hiicre Hattinda ALA, Sorafenib ve Kombinasyon Uygulamasinin Gen
ifade Diizeylerine Etkisi

HepG?2 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik kombinasyon ¢alismalar1 sonucunda kontrol grubu
ve buna bagli olarak degiskenlik gosteren kombinasyon gruplari ¢alisilmis ve elde edilen
sonuglar dogrultusunda, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Tnf-a genlerinin ekspresyon seviyeleri,
B-Aktin referans geni kullanilarak cift tekrarli olacak sekilde qRT-PCR yontemi ile

belirlenmistir.

4.5.1 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib, ALA ve Kombinasyon Uygulamasimin Bax
Gen Ekspresyonuna Etkileri

24 ve 48 saatlik uygulama sonucunda Bax gen ekspresyonuna yonelik veriler
degerlendirildiginde her iki saat uygulamasinda da ALA’nin tek basina uygulamasinin
tek basina Sorafenib uygulamasina kiyasla gen ifade diizeyinde 6nemli bir artisa sebep
oldugu ve bu artisin 24 saatlik uygulamada istatistiksel olarak da anlamli oldugu
gozlemlenmistir. 24 saatlik uygulamada ALA’nin tek basina uygulamasi Sorafenib
uygulamasindan daha fazla bir ifade diizeyine sebep olmustur. Aynit durum 48 saatlik
uygulama i¢in de gecerli olmustur. Sorafenib ve ALA’nin birlikte uygulanmasi, her iki
uygulama siiresi i¢in tek basina ALA uygulamasina oranla Bax gen ifade diizeylerini
azaltmistir. Bununla birlikte tek basmma ALA uygulamasinda inflamasyon ve apoptoz
stireglerini baslattig, hiicre biiylime inhibisyonunun da Bax geninin ifadesinin artmasi ile
birlikte artis gosterdigi disiiniilmektedir. Elde edilen veriler g6z Oniinde
bulunduruldugunda her iki uygulama siiresinde de ALA’nin tek basina uygulamasinin
daha gii¢lii bir apoptotik etkiye sahip oldugunu goéstermektedir. Kombine uygulamalar
yine Sorafenib’in tek basina uygulanmasina gore sinerjistik bir etki gostererek Bax gen
ifadesinde artisa neden olmustur. Sorafenib’e gore kombinasyon uygulamasinda zamana
bagl sinerjistik etkinin artmasinin, ALA uygulamasinin Sorafenib’in inflamasyon ve
apoptotik etkilerini artirmasi ile tedavide prognozun iyilesmesine molekiiler diizeyde
yarar saglayacagi diisiinlilmektedir. Bununla birlikte ALA’nin terapotik dozlarinin
inflamasyonda anormal hiicrelerin biiylime ve ¢ogalmasinin durdurulmasinin yani sira
hiicresel yenilenmeye de yarar saglayacagi, oksidatif stres kaynakli apoptoz lizerinde ise

koruyucu etkileri oldugu 6ngoriilmektedir. Elde edilen veriler Grafik 4.5’de verilmistir.
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Grafik 4.5 HepG2 hiicre hattinda BAX gen ekspresyonunun qRT-PCR ile 24 saatlik gosterimi(a) ve 48
saatlik sonuglar1 (b)

4.5.2 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib, ALA ve Kombinasyon Uygulamasinin Bcl-
2 Gen Ekspresyonuna Etkileri

Hem 24 saatlik hem de 48 saatlik uygulama sonucunda Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirildiginde ALA’nin tek basina uygulamasininin Sorafenib’in tek basina
uygulamasindan daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir. 24 saatlik uygulamada
ALA/Sorafenib kombinasyonunun her iki maddenin de tek basina uygulamasindan daha
diisiik bir Bcl-2 gen ekspresyonu olusturdugu gozlemlenmistir. Ancak 48 saatlik
uygulama sonucunda tek basina Sorafenib uygulamasina gore hem ALA’nin tek olarak
hem de kombinasyon uygulamasinin gen ifade diizeyini artirdigi tespit edilmistir. Bu
durum zaman icerisinde ALA ve Sorafenib uygulamasinin zamana bagl olarak etkinligi
azalirken birlikte uygulanmasinin sinerjistik etki yarattigini gostermektedir. Bununla
birlikte tedavi siiresi uzadik¢ca Bcl-2 gen ifade diizeyinin azalmasinin inflamasyon ve
apoptoz siireglerinde belirleyici oldugunu gostermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 Bcl-2
geninin hiicresel gelisim, doku homeostazi ve immiin sistemde 6nemli rolleri oldugu
diistiniilmektedir. ALA ve Sorafenib uygulamasinin tedavi siiresinin uzamasiyla birlikte
sinerjistik etkiyi artirdigi ve gesitli sitotoksik sinyallerin iletiminde Bax ile etkilestigi

diistiniilmektedir. Bcl-2 gen ifadelerine ait veriler Grafik 4.6’da verilmistir.

50



a BCL-2 b

BCL-2

h
(=]
1

2.5 c
(=]
= -
S 2.0 1 o 1
z g
S 15 € >
2 1.7 £ 1.01
3 w
W10 =
s 2 0.5
=] - p
] 0.5 Y
0.0- ' 0.0-
°
%\QS\ ‘ky‘ ‘0\?53.
& & &
S ‘é@ %0

Grafik 4.6 HepG?2 hiicre hattinda BCL-2 gen ekspresyonunun qRT-PCR ile 24 saatlik gosterimi(a) ve 48
saatlik sonuglar1 (b)

4.5.3 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib, ALA ve Kombinasyon Uygulamasinin Tnf-
o Gen Ekspresyonuna Etkileri

24 saatlik uygulama sonucunda kombinasyon uygulamasinin Sorafenib’in ve ALA’nin
tek basina uygulanmasina gore Tnf-a gen ekspresyonunu artirdigr gozlemlenmistir. Bu
durum ALA ve Sorafenib uygulamasinin birlikte gerceklestirilmesinde sinerjistik bir etki
yaratabilecegini gostermistir. Ancak 48 saatlik uygulamaya bakildiginda zamana bagh
olarak sinerjstik etkinin azaldigi aksine ALA uygulamasmin tek basina Tnf-o gen
ekspresyonunu arttirdigr gozlemlenmistir. 48 saatlik uygulamada Sorafenib/ALA
kombinasyon uygulamasi tek basina Sorafenib ya da ALA’ nin etkinliginin altinda kalmis
ve Tnf-a gen ekspresyonunu diisiirdiigi gézlemlenmistir. Dolayisiyla belli bir siireye
kadar sinerjistik etki goriiliirken siirenin uzamasiyla bu etkinligin azaldigi tespit
edilmistir. Inflamasyonun baslangicinda salman Tnf-o anjiyogenez, invazyon ve
metastazla ilgili siireclerin, ek olarak hiicre proliferasyonu ve apoptoz siireclerinin ve
yakin ve uzaktaki hiicrelerin davraniglarinin belirlenmesi ile de immiinolojik sistemin
diizenleyicisidir. Proinflamatuar sitokinlerin yliksek diizeydeki ifadesi hemodinamik
diizenlemede ve metabolik kontrol siireclerinde etkili oldugu diistiniilmektedir.
Sorafenib, ALA ve kombinasyon uygulamasmin Tnf-a gen ekspresyon seviyelerine

etkileri Grafik 4.7°de verilmistir.
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Grafik 4.7 HepG2 hiicre hattinda TNF-a gen ekspresyonunun qRT-PCR ile 24 saatlik gosterimi (a) ve 48

saatlik sonuglari (b)

4.5.4 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib, ALA ve Kombinasyon Uygulamasinin
Kaspaz-3 Gen Ekspresyonuna Etkileri

24 ve 48 saatlik uygulama gruplar1 degerlendirildiginde gerek ALA’nin tek basina
gerekse kombinasyonunun Sorafenib’e kiyasla Kaspaz-3 gen ifadesinde bir artisa sebep
oldugu tespit edilmistir. 24 saatlik uygulamada ALA tek basina daha fazla gen ifadesi
olustururken 48 saatlik uygulamada kombinasyon halinde daha fazla gen ifadesi
olusturdugu tespit edilmistir. Sorafenib her iki uygulama siiresinde de en az Kaspaz-3
ekspresyonu gostermistir. Bu baglamda gerek ALA’nin tek basina gerekse kombinasyon
uygulamasinin hem 24 hem de 48 saatlik siirelerde Kaspaz-3 gen ifadesini upregiile ettigi
sonucuna ulagilmigtir. Ek olarak gerek ALA’nin tek basmna gerekse kombinasyon
uygulamasinin Kaspaz-3 gen ifadesinin artis1 ile apoptotik siirecte etkinligi artirmasinin,
hiicre membraninda blebler olusturan morfolojik degisikliklere sebep oldugunun ve hem
patolojik hem de fizyolojik siiregte hiicre Oliimiinii tesvik etmesi ile dogrudan DNA
fragmetasyonuna yol actiginin gostergesidir. Dahas1 tlimor regresyonunda ve tiimdriin
bliylime ve gelismesinde 6nemli etkiler sergiledigi, tedavi siirecinde ise inflamatuar yanit
olmaksizin gereksiz, hasarli ve zararli hiicrelerin 6liimii agisindan apoptotik dengenin

korundugu diisiiniilmektedir. Elde edilen tiim veriler Grafik 4.8’de gosterilmistir.
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Grafik 4.8 HepG2 hiicre hattinda KASPAZ-3 gen ekspresyonunun qRT-PCR ile 24 saatlik gdsterimi (a)
ve 48 saatlik sonuglari (b)

4.6 HepG2 Hiicre Hattinda ALA, Sorafenib ve Kombinasyon Uygulamasinin Bax,
Bcl-2, Tnf-a ve Kaspaz-3 Protein Diizeyine Etkileri

24 ve 48 saatlik ALA, Sorafenib ve kombinasyon uygulamalari ile HepG-2 hiicre hattinda
terapi amaclh Bax, Bcl-2, Tnf-a ve Kaspaz-3 protein seviyeleri kontrole kiyasla analiz

edilerek hiicrenin inflamatuar ve 6zellikle apoptoz cevabi tespit edimistir.

24-48 saatlik uygulama sonucunda Bax protein diizeyine etkileri degerlendirildiginde her
bir uygulama grubunda da anlamli degisiklikler gbzlemlenmistir. 24 saatlik uygulama
gruplar arasinda en yiiksek ekspresyon seviyesi Sorafenib grubunda gozlenmektedir.
Yine 24 saatlik uygulamada ALA’nin tek basina uygulanmasinda da Bax ifadesinin
yiiksek oldugu goriilmektedir, kombinasyon uygulamasinda ise kontrol grubundan
yiiksek bir ifade goriilse de tek basina Sorafenib ve ALA uygulamasindaki ifade diizeyi
yakalanmamuistir. 48 saatlik Bax ifade diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla genel olarak
bir diisiis gozlemlenmis, tek basina uygulamalarda goriilen ifade diizeyininin
kombinasyon uygulamasinda oldukca geriledigi dikkat ¢ekmistir. Tedavi siiresinin
uzamasina bagli olarak hem tek tek hem de kombinasyon uygulamasinda apoptotik

etkinin azaldig goriilmektedir. Elde edilen veriler Grafik 4.9°da verilmistir.
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Grafik 4.9 HepG2 hiicre hattinda Bax protein diizeyinin kontrol grubu ve grublar arasi degisiminin
sonuglar1 (a) 24 saat (b) 48 saat

24-48 saatlik uygulama sonucunda Bcl-2 protein diizeyi verileri degerlendirildiginde her
bir uygulama grubunda da anlamli degisiklikler gdzlemlenmistir. Ozellikle 24 saatlik
uygulamada kontrol grubuna gére ALA uygulamasinin ve yine Sorafenib/ALA
kombinasyon uygulamasinin anlamli 06lgiide Bcl-2 protein ifadesini  arttirdigi
gozlemlenmistir. 48 saatlik uygulamada ise ALA nin tek basina en yiiksek Bcl-2 protein
seviyesi artisina neden oldugu tespit edilmistir. Her iki saat uygulamasinda da ALA nin
tek basina Bcl-2 protein artigina sebep oldugu agik¢a gozlenmektedir. Ancak bu protein
ifade diizeyleri zamana bagl olarak azalis gostermektedir. Elde edilen veriler Grafik

4.10°da verilmistir.
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Grafik 4.10 HepG2 hiicre hattinda Bcl-2 protein diizeyinin kontrol grubu ve gruplar arasi degisiminin
sonuglari (a) 24 saat (b) 48 saat
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24 ve 48 saatlik wuygulama sonuglarinda Tnf-o protein ifade diizeyleri
degerlendirildiginde 6zellikle tek bagina ALA uygulamasinin kontrol grubundan daha
yiiksek ifade diizeyine sahip oldugu tespit edilmistir. Sorafenib’in tek basina
uygulamasina kiyasla hem 24 saat hem de 48 saatlik uygulama gruplarinda ALA ve
Sorafenib/ALA kombinasyonlarinin daha yliksek Tnf-o ifade diizeyine ulastigi
saptanmistir. Tnf-o’nin kontrole gore ve gruplar arasinda protein ifade diizeyleri yiliksek
seviyededir. Ayrica iki farkli uygulama siiresi degerlendirildiginde zamana bagl olarak
tiim uygulamalarda Tnf-a diizeyinin azaldigi ortaya konulmustir. Tnf-a ifadesindeki

uygulama gruplarina ve zamana bagli degisimler Grafik 4.11°de verilmistir.
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Grafik 4.11 HepG2 hiicre hattinda Tnf-a protein diizeyinin kontrol grubu ve grublar arasi degisiminin
sonuglari (a) 24 saat (b) 48 saat

24-48 saatlik uygulama sonucunda Kaspaz-3 protein ifade diizeyleri degerlendirildiginde
her bir uygulama grubunda da anlamli degisiklikler goézlemlenmistir. 24 saatlik
uygulamada ALA tek basina kontrol grubuna yakin bir deger gosterirken Sorafenib’in tek
uygulamasi ve kombinasyon uygulamasi kontrol grubundan daha yiiksek bir Kaspaz-3
protein ifadesi olusturmustur. 48 saatlik uygulama sonuglar1 degerlendirildiginde ise
zamana bagli olarak tiim gruplarda Kaspaz-3 protein ifadesinde bir azalma meydana
gelmis ancak kontrol grubuna gore Sorefenib uygulama grubu basta olmak iizere ALA
uygulama grubu da kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek protein ifadesi sergilemistir.
Ancak kombinasyon grubu 48 saatlik uygulamada bu protein ifadesi agisindan diisiik bir

sentez sergilemektedir.
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Grafik 4.12 HepG?2 hiicre hattinda Kaspaz-3 protein diizeyinin kontrol grubu ve grublar arasi degisiminin
sonuclari (a) 24 saat (b) 48 saat
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser diinya genelinde insan 6liimlerinin ikinci nedeni olarak énemini korumaya devam
eden bir hastalik olup, bu hastalikla savasmak icin yeni tedavi prosediirlerinin
olusturulmasina yonelik arastirmalar giincelligini korumaya devam etmektedir. Karaciger
kanseri diinya genelinde en yaygin ve Oliimciil malignitelerden biri olarak kabul
edilmekte ve Ozellikle HSK, bu kanser tiiriiniin en sik goriilen seklini olusturmaktadir.
Sorafenib, karaciger kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir multikinaz
inhibitdriidiir. Sorafenib’in HSK iizerindeki etkinligi kanitlanmis olmakla birlikte, bazi
hastalarda diren¢ gelisimi gibi zorluklarla karsilasilmaktadir (Bruix ve Sherman 2011).
Bu nedenle etkinligi kanitlanmis olan ilaclarda siklikla karsilasilan ilag¢ direncinin 6niine
gecilmesi ve pek cok kanser tiirlinde bu problemi bertaraf etmek i¢in kombine terapiler
tercih edilmektedir. Dolayisiyla Sorafenib’in farkli maddelerle kombinasyonlari bu ilag
direncinin 6niine gecilmesinde ve HSK tedavisinde yeni bir umut 15181 olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu baglamda ¢aligmamizda Sorafenib’in ¢esitli yiyeceklerde bulunan ve
viicutta da acrobik metabolizma i¢in sentezlenebilen ve antioksidan bir madde olan ALA

ile kombinasyonunun HepG?2 hiicre hattindaki etkileri arastirildi.

Bu calismada, HepG2 hiicre hattinda ALA ve Sorafenib’in tekli ve kombine
uygulamalarinin sitotoksik etkileri MTT hiicre canlilik testi araciligiyla 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri boyunca degerlendirilmistir. Yine genotoksik etkilerini belirlemek
icin Komet analizi gerceklestirilmistir. Ayrica uygulama gruplarinin tiimiinde Bax, Bcl-
2, Kaspaz-3 ve TNF-a gen ekspresyon seviyeleri tespit edilerek uygulama gruplarinin
apoptoz acisindan degerlendirilmesi yapilmistir. Gen ifade diizeylerinin yanisira ayni
genlerin protein trilinleri de tespit edilerek, gen ifadeleri ile bunlarin iirlinlerinin

uyumluluklar1 da gézden gecirilmistir.

Elde edilen sonuglar, her iki ajan i¢in de doz ve zamana bagl olarak hiicre canliliginda
anlamli diizeyde azalma gozlemlendigini ortaya koymustur. ALA’nin 1-10 puM
araligindaki dozlarinda hem 24 hem de 48 saat sonunda hiicre canlilik oranlarinda diisiis
oldugu, bu etkinin doz arttikga belirginlestigi goriilmiistiir. Ozellikle 10 uM ALA
dozunda canlilik orani 24 saatte 9%39.06 ve 48 saatte %14.41 diizeylerine diiserek bu
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ajanin hepatokarsinom hiicrelerinde giiglii bir antiproliferatif etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Benzer sekilde, Sorafenib’in 1-100 pM araliginda uygulandigi ¢aligmalarda,
5 uM ve tizeri dozlarda hiicre canliliginda anlaml diisiisler gézlemlenmis, 6zellikle 10
ve 15 uM dozlarinda canlilik %50min altina inmis ve 30 uM dozdan itibaren canlilik
oranlar1 %10-20 seviyelerine kadar gerilemistir. Bu bulgular, literatiirde daha once
yapilan c¢alismalarla da ortiismektedir. Ornegin, Wilhelm vd. (2004), Sorafenib’in
hepatokarsinom hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigini ve doz artirnmiyla
birlikte bu etkinin arttigin1 gostermistir. Calismada en dikkat ¢ekici bulgu ise ALA ve
Sorafenib’in kombinasyon halinde uygulanmasiyla elde edilen canlilik oranlar1 olmustur.
24 saatlik inkiibasyon sonunda ALA (5 uM) ve Sorafenib (20 pM) tekli uygulamalarinda
sirasiyla %56 ve %42 oranlarinda hiicre canliligi saptanirken, bu iki ajanin birlikte

uygulanmasi sonucu hiicre canlilik oran1 %85’e ¢ikmustir.

Kombinasyonun, her iki ajanin tekli uygulamalarina kiyasla daha yiliksek canlilik orani
olusturmasi, sinerjistik ya da additif bir etki yerine antagonistik bir etkilesimin varliini
isaret etmektedir. 48 saatlik inkiibasyonda da benzer bir durum goézlemlenmis ve
kombinasyon grubundaki canlilik oran1 yaklasik %48 ile, tekli uygulamalarin olusturdugu
hiicre canlilik oranlariyla benzer diizeyde seyretmistir. Bu durum, iki ajanin birlikte
uygulandiginda toksisitenin azalabilecegini ve bunun da hiicre diizeyinde olasi
antagonistik etkilesmeye isaret ettigini diisiindiirmektedir. Aittokallio vd. (2015) ile
Pemovska vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismalarda da vurgulanildig: iizere, ilaglarin
kombinasyon etkileri farmakodinamik olarak sinerjistik, additif veya antagonistik olarak
siniflandirilmakta ve ozellikle sinerjistik olmayan kombinasyonlar tedavi stratejileri

acisindan daha dikkatli analizler gerektirmektedir.

ALA-Sorafenib kombinasyonunda gézlenen bu antagonistik etki, ALA'nin antioksidan
ozellikleri ile Sorafenib'in oksidatif stres yoluyla olusturdugu apoptoz arasinda potansiyel
bir etkilesime isaret etmektedir. Literatiirde, ALA’nin reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
temizleyici ve mitokondriyi koruyucu etkileri sayesinde bazi kemoterapotik ajanlarin
etkinligini azaltabilecegi bildirilmistir (Shay vd. 2009). Bu agidan bakildiginda,
Sorafenib'in mitokondriyal disfonksiyon lizerinden apoptoz indiikleyici etkisi, ALA'nin

antioksidan kapasitesiyle notralize edilmis olabilecegi Ongoriilmektedir. Bu etki,
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sitotoksik etkinin azalmasiyla sonuglanarak hiicre canliliginin beklenenden daha yiiksek
kalmasiyla sonuglanmis olabilir. Bu durum, ilag kombinasyonlarinin terapétik basarisini
etkileyebilecek 6nemli bir faktor olup, hedeflenen sinerjistik etkinin saglanabilmesi igin
etkilesen molekiillerin biyokimyasal yollar1 iizerinde detayli analizlerin yapilmasini
gerekli kilmaktadir. Calismamizin sonuglari, literatiirde benzer sekilde kombinasyon
tedavilerinin her zaman sinerjistik sonuglar dogurmadigint vurgulayan ¢alismalarla da
ortiismektedir. Ornegin, Oguz-Ozer (2023), baz1 kombinasyonlarin hiicre diizeyinde
koruyucu veya antagonistik etki gosterebilecegini ve bu etkinin ¢ogunlukla ilaglarin hiicre
ici hedeflerinin ¢cakismamasi veya birbirini engellemesi durumunda meydana geldigini
belirtmistir. Bu nedenle, 6zellikle antioksidan 6zellik tagiyan bilesiklerin kemoterapdtik
ilaglarla birlikte kullanilmadan 6nce potansiyel antagonistik etkilerinin géz Oniinde
bulundurulmas1 gerekmektedir. Ayrica, kontak inhibisyon mekanizmasinin ve hiicre-
hiicre etkilesimlerinin in vitro ortamlarda hiicre yanitlarim1 etkileyebilecegi de

unutulmamalidir.

Ozet olarak, bu calismada MTT analizinden elde edilen veriler, ALA ve Sorafenib’in tekli
uygulamalarinda HepG2 hiicre hattinda anlamli diizeyde hiicre canlilig1 azalmasina yol
actigini, ancak kombinasyon uygulamalarinda beklenen sinerjistik etki yerine
antagonistik ya da notr bir etkinin gdzlemlendigini ortaya koymustur. Bu bulgular,
kemoterapiye destek amagli kullanilacak ajanlarin dikkatli secilmesi gerektigini ve
antioksidanlarin  kullanilan anti kanser ajanin etkinligini  degistirebilecegini

gostermektedir.

HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve ALA’nin tek baglarina ve kombinasyon halinde
uygulanmasiyla meydana gelen DNA hasarlari, Komet testi ile degerlendirilmistir.
Komet testi sonuclarina gore, Sorafenib uygulamasinin hem 24 saat hem de 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde DNA hasarin1 anlamli diizeyde artirdigi goriilmiistiir. Bu sonug,
daha 6nce HSK modellerinde Sorafenib’in DNA biitiinliiglinii bozarak hiicre 6limiinii
tetikledigini bildiren ¢aligmalarla uyumludur (Zhang ve ark., 2018). Yine elde edilen bu
sonuclar, Sorafenib’in genotoksik bir bilesik oldugunu rapor eden literatiirdeki diger pek
cok calismayla paralellik gostermektedir. Ornegin, Zhang ve digerleri (2020),

Sorafenib’in doz artisina bagli olarak DNA biitilinliiglinii bozdugunu ve ROS tiirevlerini
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artirarak oksidatif strese yol actigini ifade etmistir. Yine Abdel-Rahman ve digerleri
(2022), Sorafenib’in HepG2 hiicrelerinde DNA iplik¢iklerinin kopmasina neden
oldugunu ve genotoksik potansiyel tasidigini belirtmistir. Bu baglamda, mevcut
calismamizda elde edilen veriler, Sorafenib’in genetik materyal tizerinde ciddi diizeyde
hasara neden olabilecegini gostermektedir. ALA uygulama gruplarinda ise 6zellikle 24
saatlik uygulamada (4.67+2.08) DNA hasar diizeyinin kontrol grubuna yakin bir deger
sergiledigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ ALA'nin tek basina uygulandiginda DNA hasarini
anlaml diizeyde diisiik tuttugunu géstermektedir. Benzer sekilde, Sahin (2021) tarafindan
yapilan bir ¢alismada ALA'nin Caco-2 hiicre hattinda oksidatif stres kaynakli DNA
hasarin1 azalttigi gosterilmistir. 48 saatlik uygulamada hasar seviyesinde artig olsa da
Sorafenib uygulama grubunun hasar seviyesinden asagida kalmistir. ALA ve Sorafenib’in
kombinasyon halinde uygulandig1 grupta DNA hasar1 yalnizca Sorafenib grubuna gore
daha diisiik, fakat kontrol grubuna kiyasla hala yiliksek bulunmustur. Bu bulgu, ALA'nin
Sorafenib’e bagli olusan genotoksisiteyi tamamen ortadan kaldirmasa da belirli oranda
baskiladigin1 gostermektedir. Liu ve digerleri (2020), ALA nin kemoterapiye bagli DNA
hasarin1 mitokondriyal diizeyde azalttigini1 ve hiicre sagkalimini artirdigini bildirmistir.
Bu durum, calismamizdaki bulgularla ortiismektedir. Dahasi kombinasyon uygulama
sonuglart degerlendirildiginde ise ALA ve Sorafenib’in tek basina olusturdugu DNA
hasar diizeyinde bir koruyucu etkisinin oldugu goriilmektedir. ALA o6zellikle ROS
olusumunu engelleyerek DNA hasarinin olusmasinda koruyucu bir rol iistlenmektedir.
Calismamizdaki sonuglara benzer sekilde literatiirdeki farkli ¢alismalar ALA’nin DNA
hasar1 acisindan koruyucu etkisini gostermektedir (Dadhania vd. 2010, Kosar vd. 2017,
Attiya 2022, Luo vd. 2022, Espindola vd. 2022, Abd-Alaty vd. 2025).

HepG2 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik Sorafenib ve ALA kombinasyonlarmin etkileri,
apoptotik ve inflamatuvar siireclerde gorev alan Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve TNF-a
genlerinin ekspresyon diizeyleri incelenerek degerlendirilmistir. Elde edilen qRT-PCR
verileri dogrultusunda, her iki siirede de gen ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler
gozlenmistir. Elde edilen bulgular, kombinasyon tedavisinin ¢cogu durumda tekli ajanlara
kiyasla daha belirgin etkiler yarattigin1 ortaya koymaktadir. Ozellikle Bax ve Kaspaz-3

gibi pro-apoptotik genlerin ekspresyonundaki artislar, uygulanan ajanlarin hiicre 6liimii
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mekanizmalari tizerindeki etkilerini ortaya koyarken; Bcl-2 gibi anti-apoptotik genlerdeki

degisimler bu siirecin nasil diizenlendigini anlamak agisindan kritik 6neme sahiptir.

Bax gen ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde, her iki siirede de ALA’nin tek
basina Sorafenib uygulamasindan daha yiiksek ekspresyon diizeyine neden oldugu tespit
edilmistir. Ayrica kombinasyon uygulamasi1 Bax ifadesi acisindan degerlendirildiginde
tek basina Sorafenib uygulamasindan daha yiiksek bir ifade diizeyi sergilemis 48 saatlik
uygulamada Sorafenib’in etkisi azalirken hem ALA’nin tek basina uygulanmasi hem de
kombinasyonu Bax ifadesinde artisa neden olmustur. Bu bulgu, tedavi siiresi uzadikga
ALA’nin apoptotik siireglerde Sorafenib ile sinerjistik bir etkilesim i¢ine girdigini
gostermektedir. Literatiirde yapilan benzer bir caligmada, Yang ve digerleri (2021),
HepG2 hiicrelerinde Sorafenib uygulamasinin mitokondriyal yolakta yer alan Bax gen
ekspresyonunu artirarak hiicreleri apoptoza siiriikledigini, bu etkinin ise tedavi siiresiyle
birlikte daha belirgin hale geldigini bildirmistir. Yine Ahmadi vd. (2025) yapmis
olduklar1 calismada Osteosarkom MG-63 hiicrelerinde ALA’nin  etkinligini
degerlendirmis ALA'nin hiicre gociinii 6nemli dl¢lide engelledigini, hiicre dongiisii
durmasini indiikledigini ve P53 ve Bax ekspresyonunu yukari diizenlerken Bcl-2
seviyelerini asag1 diizenleyerek apoptozu destekledigini gostermistir. Bu calisma

sonuglart elde ettigimiz Bax ifadesindeki artis ile uyumlu sonuglar gostermektedir.

Apoptozun baglatilmasinda gérev alan proapoptotik Bax geni, mitokondriyal membran
biitlinliigiiniin bozulmasina neden olarak hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Calismamizda,
ALA uygulamasinin Bax gen ekspresyonunu tek basmma ve kombinasyon grubunda
anlamli bi¢imde artirdig1 tespit edilmistir. Bu bulgu, ALA’nin apoptozu destekleyici
etkisini gostermektedir. Literatliirde de benzer sekilde, ALA’nin proapoptotik genleri
aktive ederek cesitli kanser hiicrelerinde apoptotik yanit1 artirdigi rapor edilmistir (Demir
vd. 2021; Kaya vd. 2022). Ayrica, Sorafenib’in tek basina uygulandiginda Bax genini
anlamli bi¢imde upregiile edemedigi goriilmiistiir. Bu durum, Sorafenib’in daha ¢ok anti-
proliferatif etkiyle sinirli kaldigini, ancak ALA ile kombinasyonunun sinerjik bir
apoptotik etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Ayn1 yonde sonuclara ulasan bir baska
calismada da, ALA'nin Sorafenib ile birlikte kullanildiginda HepG2 hiicrelerinde
mitokondriyal yikimi tetikledigi bildirilmistir (Yilmaz vd. 2023). Literatiirde benzer
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sekilde, ALA'nin kanser hiicrelerinde oksidatif stres olusturarak Bax ekspresyonunu
artirdigr bildirilmistir (Wang vd. 2021). Sorafenib'in de mitokondriyal disfonksiyonu
artirarak Bax {lizerinden apoptozisi baslattig1 gosterilmistir (Park vd. 2020). Kombinasyon
tedavisi, bu etkilerin sinerjistik olarak birlesmesiyle Bax diizeyinde belirgin bir

upregiilasyon yaratmistir.

ALA uygulamasinda ise bu genlerin ekspresyon diizeylerinde dengeleyici bir etki
gozlenmis; Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve TNF-a gen ekspresyonlar1 genel olarak artis
gostermistir. Benzer sekilde, Kaya (2020) tarafindan yapilan bir calismada ALA'nin, 5-
FU ile tedavi edilen kolorektal kanser hiicrelerinde apoptoz belirteglerinin ekspresyonunu
baskiladigi ve hiicre sagkalimini artirdig: bildirilmistir. Ayrica, Baran vd. (2019),
ALA’nin TNF-a ekspresyonunu azalttigin1 ve iltihabi yanit1 bastirdigin1 gostermistir,
ancak c¢alismamizda gozlemlenen TNF-o’daki artis bu c¢alisma ile farklilik
gostermektedir. TNF-o diizeyindeki bu artis inflamatuar bir yanitin tetiklendigini
diisiindiirmektedir. Ayrica TNF-a gen ekspresyonunun artisi, ilacin inflamatuvar yaniti
da aktive ettigini gostermektedir. Bu sonuglar, Sorafenib’in hem mitokondriyal hem de
ekstrinsik apoptoz yolaklarinmi etkileyerek hiicre 6liimiinii tetikledigini bildiren literatiir

calismalariyla paralellik gostermektedir (Kim vd. 2017; Yilmaz 2022).

Ozet olarak, bu ¢alisma Sorafenib’in HepG2 hiicre hattinda hem DNA hasarma hem de
apoptoz/inflamasyon siireclerine neden oldugunu; ALA’nin ise DNA hasarin1 azaltici
yonde etkiler gosterdigini ortaya koymustur. ALA, antioksidan 06zelligi sayesinde
kemoterapiye bagli hiicresel toksisiteyi azaltma potansiyeline sahiptir. Ancak gen ifade
diizeyleri g6z Oniinde bulunduruldugunda ALA’nin Bax, Kaspaz-3 ve TNF-a gen
ekspresyonlarin1 artirarak Ozellikle apoptoz siirecine katki sagladigt ve bunun

literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumlu oldugu dikkat ¢ekmektedir.

TNF-a gen ekspresyonu, ¢aligmada tim uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli sekilde artmistir. Bu artis, inflamatuvar yanitin aktivasyonu ve hiicre i¢i 6liim
sinyallerinin arttigini gostermektedir. Ozellikle ALA nin TNF-a genini giiglii bir sekilde
upregiile ettigi goriilmiistiir. Literatiirde, ALA’nin NF-kB yolaklarin1 inhibe etmesiyle
TNF-a salinimini diizenledigi belirtilmistir (Dogan vd. 2021). Bununla birlikte, Sorafenib
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uygulamasinda TNF-a diizeyleri kominasyon uygulamasi ya da yalmizca ALA
uygulamasina yakin degerler gostermistir. Kombinasyon grubunda bu iki etkinin bir
arada bulunmasi1 nedeniyle 6zellikle 24 saatlik uygulamada TNF-a ekspresyonunda
yiiksek diizeyde bir artis gozlemlenmistir. Bu durum, ALA ve Sorafenib’in inflamasyon
ve apoptoz yolaklarinda birbirine sinerjistik etkiler yaratabilecegini ve bunun da terapotik

acisindan énemli oldugunu disiindiirmektedir.

Apoptozun yiiriitiicii kaskadinda gorev alan Kaspaz-3 gen ekspresyonunun 6zellikle ALA
ve kombinasyon gruplarinda belirgin sekilde arttig1 saptanmistir. Bu bulgu, apoptotik
siirecin ilerletildigini gdstermektedir. Onceki calismalar, ALA nin mitokondriyal yolla
apoptozu tetikledigini ve Kaspaz-3 aktivitesini arttirarak hiicre 6liimiine neden oldugunu
ortaya koymustur (Tiirkmen vd. 2022). Sorafenib’in ise tek basina uygulandiinda
Kaspaz-3 ekspresyonunu daha diisiik diizeyde etkiledigi, ancak ALA ile
kombinasyonunun bu etkiyi sinerjik sekilde artirdigi goriilmiistir. Bu da ALA’nin

Sorafenib’in apoptotik etkilerini gii¢lendirebilecegini gostermektedir.

Bu calismada, HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hattinda Sorafenib ve ALA’nin tek
tek ve kombinasyon halinde uygulanmasinin apoptotik ve inflamatuvar yanit {izerine
etkileri, hem gen hem de protein diizeyinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde
degerlendirilmistir. Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve TNF-a gibi apoptoz ve inflamasyonla iliskili
anahtar gen triinlerinin seviyeleri qRT-PCR ile analiz edilip, ELISA metodu ile de

protein ifade diizeyleri belirlenmistir.

Bax protein ekspresyonlart acisindan degerlendirildiginde, 24 saatlik uygulamada
Sorafenib’in tek basina uygulandig1 grupta belirgin bir artis gézlenmis, bu durum 6nceki
calismalarla paralellik gostermistir. Zhang vd. (2017), 6zellikle, Sorafenib’in apoptotik
mekanizmalar1 Bax {lizerinden aktive ettigini vurgulamistir. Ancak 48 saatlik uygulama
sonuglarinda tiim gruplarda protein diizeylerinin kontrol grubunun altinda kalmasi, uzun
streli  etkilesimlerde  kompanzatuar mekanizmalarin  devreye  girebilecegini
diisiindiirmektedir. Yine 24 saatlik uygulamada ALA’nin tek basina ve kombinasyon
halindeki uygulama gruplarinda Bax protein ifadesi agisindan kontrol grubundan daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Bcl-2 protein seviyeleri agisindan uygulama gruplart degerlendirildiginde Sorafenib
uygulamasinda kontrol grubuna gore Bcl-2 protein ifadesinin azaldig: tespit edilmistir.
Liu vd. (2018), Bcl-2 ekspresyonlart hem gen hem protein diizeyinde incelendiginde,
Sorafenib’in anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2yi baskiladigi net olarak ortaya konmustur.
Sorafenib’in intrinsik apoptoz yolunu aktive ederek Bcl-2'yi inhibe ettigi literatiirde daha
once de rapor edilmistir. Yine Mittal vd. (2024) yaptiklar1 ¢calismada Sorafenib’in Bel-2
protein seviyelerinde bir azalisa sebep oldugunu gostermislerdir. Calismamiz Bcl-2
protein seviyeleri bakimindan literatiirdeki benzer ¢alismalara paralellik gostermektedir.
Ancak gerek tek bagina ALA uygulamasi gerekse kombinasyon halinde uygulanmasi Bel-
2 protein seviyerinde Sorafenib grubuna gore bir artis gdstermis olup bu degerler her ne
kadar kontrol grubuna yaklasamasa da Bcl-2 protein seviyerindeki bu artis bir antagonist

etkiyi diisiindiirmektedir.

Kaspaz-3 protein ifadeleri bakimindan 24 satlik uygulama verileri degerlendirildiginde
gerek Sorafenib gerekse kombinasyon grubunun kontrol grubundan daha yiiksek bir
Kaspaz-3 protein seviyesi olusturdugu tespit edilmis ve bu protein agisindan sinerjistik
bir iliski olusturdugu diisiiniilmustiir. Kaspaz-3 aktivitesinin artigi, apoptotik yolagin
basariyla calistiginin gostergesi olarak kabul edilir (Zhang vd. 2022). Ayrica, bu bulgu
kombinasyon tedavisinin apoptotik hiicre Oliimilinii  artirmadaki  basarisini
desteklemektedir. Ancak 48 saatlik uygulama siiresinde Sorafenib etkisi halen devam
ederken kombinasyonun etkisinin azaldigi gézlemlenmistir. Vanli vd. (2024) yaptiklar
calismada, Sorafenib uygulamasinin bizim ¢aligmamiza benzer sekilde Kaspaz-3 protein
seviyerinde bir artisa neden oldugunu tespit etmislerdir. Literatiirde daha 6nce yapilmis
olan pek ¢ok caligma Kaspaz-3 protein seviyerindeki artisa dikkat ¢ekmektedir (Persad
vd. 2004, Ding vd. 2010, Youssef vd. 2016, Yao vd. 2020).

TNF-a protein diizeylerinde ise 0Ozellikle Sorafenib’in baskilayic1 etkisi agikga
goriilmiistiir. TNF-a, hem inflamatuvar hem de apoptozla iligkili ikili fonksiyona sahip
olup, hiicre tipine ve uyarana gore farkli yollar1 aktive edebilmektedir. Calismamizda
Sorafenib tekli uygulamalarda Tnf-a protein ifadesinde diislise sebep olmustur. Tnf-a
diizeylerinde gozlenen azalmalar, potansiyel antiinflamatuar etkiyi diisiindiirmektedir.

Calismamiza benzer sekilde Hasan vd. (2024) yaptigi calismada HSK hiicre hattinda
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Sorafenib uygulamasinin Tnf-o diizeylerinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir.
Literatiirde farkli caligmalar tiim bu sonuglar1 destekler niteliktedir (Yoshizaki vd. 2011,
Liu vd. 2022, Demirtas vd. 2023). Bu durum, 6zellikle hepatokarsinom gibi inflamatuvar
mikrogevreye sahip tiimorlerde, tedavinin inflamasyonu azaltici etkisine isaret
etmektedir. Tnf-a’nin downregiilasyonu, timdr progresyonunun baskilanmasi agisindan
onemlidir (Chen vd. 2021). Calismamizda ALA’nin gerek tek basina gerekse Sorafenib
ile kombine halde uygulanmasinda Tnf-a diizeyleri kontrol grubuna yakin degerler
sergilemektedir bu durum ALA’nin Sorafenib’in etkinligini azalttigin1 ve antagonizm
sergiledigini diisiindiirmistiir. Bu sonuglar literetiirdeki bazi ¢caligmalarda (Albadrani vd.
2024, Abdelkader vd. 2025) kullanilan ALA’nin Tnf-a diizeylerini disiiriicii etkisi
acisindan bizim calismamizla zithk gostermekte olup bu durumun antiinflamatuvar

etkisinin doz bagimli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calisma, 6zellikle HSK tedavisinde Sorafenib ve ALA kombinasyonunun olasi
etkilerini hem molekiiler diizeyde ortaya koyarak, gelecekteki tedavi stratejileri igin
Oonemli veriler sunmaktadir. Ancak, bu sonuglarin daha ileri in vivo caligmalarla
desteklenmesi, farmakokinetik etkilerin kapsamli bir sekilde analiz edilmesi
gerekmektedir. Ayrica toksikolojik etkilerin degerlendirilmesinde farkl test sistemleri de
kullanilarak sonuglarin giivenirliginin arttirlmas1 da gerek ALA’nin tek basina
uygulanmas1 gerekse kombinasyon etkileri agisindan daha giivenli veriler sunabilir.
Caligmamizda elde edilen tiim bu sonuglar, gelecekte yapilacak in vivo ¢aligmalar ve

klinik denemeler i¢in temel olusturmasi bakimindan 6nem arz etmektedir.
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