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DOKSORUBISIN'IN HEPATOSELLULER KARSINOMADAKI
ANTITUMOR ETKISINDE KAEMPFEROL'UN ROLU

Emine ERDAG
Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kasim, 2016
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Yard.Dog¢. Dr. EmelERGENE

Hepatoseliilerkarsinoma (HCC), genel olarak kronik karaciger hastaliginda
goriilen bir tiimoriidiir. Diinyada yaygin besincisi, kansere bagli 6liimlerin {igiincii
onemli nedenidir. Gilinlimiizde, antrasiklinler, kanser tedavisinde 6nemli bir yer
tutmaktadir vealternatifsiz gibi goriinmektedir HCC gibi ¢ogu tlimoriin
tedavisinde ve yan etkilerinin azaltilmasina yonelik ¢alismalar oldukca
onemlidir.Bu c¢aligmada, bir flavonoidKaempferol (Kaem)’iin,Doksorubisin’in
(Dox) anti-timor etkisini arttirici ve yan etkilerini azaltict etkileriHep-G2 hiicre
hattindaarastirilmistir. Bu amacla, Dox, Kaem ve kombinasyonlarin hiicrelerdeki
sitotoksik etkileri MTT testiyle belirlenmistir. Ayrica, bazi biyolojik aktiviteleri
de c¢esitli yontemlerle analiz edilmistir. Morfolojik apoptotik etkileri
AkridinOranj/EtidiumBromid (AO/EB) cift boyamayla, apoptotik etkiler;erken
apoptozdamembrandegisikligiAnnexin V-FITC Flowsitometrik analizle,hiicre
dongiisii analiziflowsitometrikyontemle ve Kaspaz 3-9 enzim aktivasyonlar1 da
kolorimetrik OSl¢ltimleyapilmistir. Hep-G2 canlilifinda doza ve zamana baglh
azalma gozlenmistir. 48. saatteki ICsodegerleri,Dox i¢in 0,5uM,Kaempferol i¢in
100 uM olarak belirlenmistir. Test bilesenlerinin uygulanmasinin ardindan, her iki
bilesen ve kombinasyonun etkisiyle apoptotikindeksde anlamli artis gozlenmistir.
Hiicre dongiisii analizinde,Dox ve Kaempferol tek basina uygulandiginda G2’de
tutuklu  hiicre  oran1  nispeted  diisik olmasma  karsin  kombine
uygulandiginda,hiicrelerin G2 evresinde yiiksek oranda tutuklandigi tespit
edilmistir.Anneksin ~ sonuglarinda  ise IuM Dox ve 150 uM
Kaempferolkombinasyon dozunda erken apoptotik hiicre sayisi oldukca dikkat
cekmistir. Son olarak; kombinasyon dozlarinin Kaspaz 3 enzim aktivitesini
arttirdigr saptanmigtir. Kaempferol’tin hiicreyi Doksorobisin’in yan etkilerinden
korudugu, ayn1 zamanda anti-tiimor etkiyi de arttirdigi diisiiniilmiistiir. Sonug
olarak, HCC'nin etkin tedavisinde Kaempferol potansiyel bir ilagtir.

Anahtar  Kelimeler:  Hepatoselliler ~ Karsinoma,  Doksorubisin,
Kaempferol, sitotoksisite, apoptoz



ABSTRACT
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Emine ERDAG
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Graduate School of Sciences,November,2016
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof.Dr.Emel ERGENE

Liver cancer or hepatocellular carcinoma (HCC) is primary tumor seen with
chronic liver disease in general. The fifth common type of cancer in the world and
the third major cause of cancer-related deaths worldwide. Nowadays, there are
new developments in treatment of chronic didease and anthracyclines has an
important place in the treatment of cancer. Anthracyclines seems to be any
alternative in the treatment of many tumors, such as hepatocellular carcinoma and
efforts to reduce its side effects are also very important. In this study, we
investigated that a flavonoid Kaempferol (Kaem)’s role enhancing anti-tumor
effect and educing the side effects of Doxorubicin (Dox) on Hep-G2 cell lines.
The cytotoxic effect of independent and combined of Dox and Kaemferol was
determined by MTT assay and also some biological activities were measured with
some methods, morphological effects of apoptosis by AO/EB double staining,
apoptotoic membran by Annexin V-FITC flowcytometer method, cell cycle
analysis by flow cytometric analysis, Caspase 3 and -9 activities by
colorimetrically. In results, Hep-G2 cell viability was decreased dose and time-
dependent. IC50 values were determined in 48 hours, 0,5 and 100uM for Kaem
and Dox, respectively. After exposure of the test compounds, Dox, Kaem and
combinations were caused to increase apoptotic index significantly. In cell cycle
analysis, When Dox and Kaempferol applied independently, G2-arrested cell ratio
is relatively low. In conrast, when applied in combination, the ratio of G2-arrested
cells were found to be very high. According to results of Annexin V-FITC
flowcytometer analysis, the number of early apoptotic cells have attracted
attention in combination treatment (1uM Dox+150 uM). In anaother analysis, It
was determined that all of the combination doses increased the caspase 3 enzyme
activity. Finnaly, we commented Kaempferol preserved cells against
Doksorobisin-dependent side effects also increase anti-tumor effect. Kaempferol
is a potential drug both combination and indipendently for the effective treatment
of HCC.

Keywords:Hepatocellular carcinoma, Doxorubicin, Kaempferol, cytotoxicity,
apoptosis.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgilin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik
ilke ve kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilemeyen
tim veri ve bilgiler i¢cin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer
verdigimi; bu calismanin Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel
intihal tespit programi”yla tarandigini ve higbir sekilde “intihal igermedigini”
beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1
bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki
sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS

Kanser, molekiiler hiicre biyolojisini etkileyen hiicresel davranistan temel
bir sapmanin oldugu, bir¢ok biyolojik karakteristik 6zeliklere sahip genetik bir
hastaliktir (Lodish vd., 2011). Anormal hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi, viicudun
diger Dbolimlerine yayilmasimi  engelleyen kontrol —mekanizmalarindaki
anormallikler kanser hiicrelerinin 6zelliklerindendir. Kanser hiicrelerini tehlikeli
yapan ise kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve diger doku ve organlara yayilmasidir
(Klug vd., 2009). Kanser gelisiminde tiimorler, biiylimeyi ve ¢evre dokulara
yayilmay1 ¢ok iyi basaran anormal bir organa doniisiirler (Lodish vd., 2011).

Doku homeostazi hiicrelerin kendilerini yenileyebilme ve farklilagabilme
kapasitesine baglidir. Hiicre 6liimii ve hiicre yenilenmesi arasinda bir denge vardir
ve bu dengede meydana gelebilecek herhangi bir bozukluk malign doniisiime
sebep olabilmektedir (Perryman ve Sylvester, 2006). Bir hiicre, hiicre biiyiimesi
tizerindeki genetik kontroliinii kaybederse; hiicreler kii¢iik boyutlu bir y1gin haline
yani iyi huylu timore (bening) doniislirler. Eger tiimordeki hiicreler, kan
dolasimina girebilme, diger dokulara yayilabilme ve ikincil tiimorler
olusturabilme (metastaz) ozelligi kazanmigsa kotii huylu yani tehlikeli timor
(malignant) olurlar (Klug vd., 2009). Kanser olusumunun temelinde, hiicrenin
yasamasli, biiylimenin kontrolii ve farklilagma gibi biyolojik olaylar1 etkileyen
mutasyonlarin asamali olarak bir araya gelmesi yer almaktadir. Tiimor hiicreleri
kanserin gelisimindebirgok fenotipik 6zellik kazanir. Sinyal iletim yollari, timor
baskilayic1 genler ve protoonkogenlerde meydana gelen onkojenik mutasyonlar
malign fenotip olusuma neden olur (Dogan ve Giig). Hanahan ve Weinberg,
kanserin on ana ortak 6zelligini ve bu 6zelliklerin molekiiler degisimin malign
hiicre bliyimesine katki yaptiginibelirtmiglerdir. Bu  6zellikler asagida

siralanmustir;

1. Anti biiyiime sinyallerine kars1 duyarsizlik

2. Tumor baskilayici genlerin biiyiimeyi inhibe edici sinyallerine
duyarsizlik

3. Apoptozdan kaginma

4. Sinirsiz replikasyon potansiyeli

5. Anjiogenezin siirdiiriilmesi



6. Metastaz

7. Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi
8. Immun sistemden kaginma

9. Genom instabilitesi ve mutasyon

10. Tiimdr gelisimine yardimei enflamasyon.

Bu ozellikler modern antikanser tedavisinin temel hedefiolarak
degerlendirilmektedir (Zappia vd., 2014).

Hepatoselliller karsinoma (HCC) gelisiminin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin tam anlamiyla ¢oziilebilmesi, bu kanserin olusumunun 6nlenmesi
ve yeni etkin tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde son derece dnemlidir (Wong
ve Ng 2007). Mevcut arastirmalarin temel hedefi de yine HCC’nin gelisimini
onlemek ve tiimore 6zgii tedavi ajanlari bulmak tizerinde yogunlagmustir (Calvisi
vd., 2006, Llovet ve Bruix., 2008).

Kanser tedavisinde yeni gelismelerin yasandigi giiniimiizde, antrasiklinler
onemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle, ¢cogu solid tiimdrlerin ve 16semilerin
tedavisinde alternatifsiz gibi goriinen antrasiklinlerin yan etkilerinin azaltilmasina
yonelik caligmalar da olduk¢a 6nemli ve anlamli olarak kabul edilmektedir.

Doksorubisin’in karaciger kanseri lizerindeki toksisitesi ve antitiimor
aktivite sergiledigi, ancak saglikli karaciger hiicreleri tizerinde de toksik etkilere
sahip oldugu in vitro ve invivo c¢aligmalar ile bildirilmistir (Wang vd.,
2012).Wang ve arkadasglari, insan hepatoma hiicre hatlart SMMC7721, QGY 7701
ve normal karaciger hiicreleri L-02’de Dox’un farede antitimor etkileri iizerinde
quercetinin roliinii arastirmislardir. Hepatoma hiicrelerinde Quercetin ile kombine
edilmis Dox’un p53 bagimli olarak ve anti apoptotik Bcl-xI proteinini down
regiile ederek apoptozu uyardigini gostermislerdir. Ayrica, quercetinin farelerde
Dox’a bagli hepatotoksisiteye karsi koruyucu bir etki gosterdigi de yine bu
calismayla gosterilmistir. Quercetinin normal karaciger hiicrelerini Doksorobisine
bagli yan etkilerden korurken, karaciger kanseri hiicreleri {izerinde anti-tiimor
etkiye sahip oldugu, quercetinin karaciger kanserine karsi terapotik etkinligini
artirmak i¢in Dox ile kombine tedavisinde yararli olabilecegi sonucuna varilmistir
(Wang vd., 2012).Sharma ve arkadaglar1 ise insan glioblastoma hiicre hatlari
(LN229, US7MG ve T98G) ilizerinde, Kaempferol’iin oksidatif stresi artirarak



Doksorubisin’in toksik etkilerine karsietkili olup olmadigin1 arastirmiglar, hiicre
ici oksidatif stresi artirarak glioma hiicrelerinde apoptozu indiikledigini
bulmuslardir. Bu ¢alisma sonucunda 6nemli olarak Kaempferol, Doksorubisin’in
hiicre disina atiliminmi1 azaltarak ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) toksisitesini
yiikselterek kemoterapdtik ajan Doksorubisinin toksik etkisini artirdigini tespit
etmislerdir (Sharma vd., 2007).

Doksorubisin kullanimini kisitlayan yan etkileri ortadan kaldirmak ig¢in
bazi ajanlar (Quercetin, 1,25-Dihydroxyvitamin D3, flavonoid tiirevleri) denenmis
olup (Wang vd., 2012, s.1, Ravid vd., 1999,s. 863) bu konudaki calismalara da
halen devam edilmektedir. Olusan yan etkilerin azaltilmasini hedefleyen
calismalar, bu maddelerin pratikte kullanimlarina yansiyacak diizeylere heniiz
ulasabilmis degildir.

Biz de bu calismada; karaciger kanseri tedavisinin ilk asamasinda
kullanilan, kemoterapdtik bir ajan Doksorubisinin ilag konsantrasyonunu
diisiirecek ikinci bir dogal ajanin birlikte kullanimiyla, yan etkileri azaltilmis ve
saglikli hiicrelerde toksik etkisi en aza indirilmis bir kombinasyon tedavi

protokolii 6nermeyi amacladik.

1.1. Hepatoseliiler Karsinoma ve Risk Faktorleri

Karaciger kanseri tiim diinyada o©nemli bir saglik sorunudur ve
hepatoselliiler karsinoma (HCC), birincil karaciger kanserinin en sik Olim
nedenlerinden biridir ve kronik karaciger hastaligi veya siroz zemininde
gelisenprimer karaciger kanserlerinin % 90"1n1 olusturmaktadir (Stagos vd., 2012).
Diinya Saglik Orgiitii Globocan veri tabani dogrultusunda 2012 yilinda yapilan
arastirmada; kanser vakalar1 arasinda altincis1 ve kansere bagli 6liimlerin ikinci
onemli nedeni olarak tespit edilmistir (Deng vd., 2015).

HCC patogenezini anlamak i¢in epidemiyolojik caligmalar yapilmis ve
baslica risk faktoleri tespit edilmistir. Bu faktorler; hepatit viriislerine maruz
kalma, vinil klortir, tiitiin, aflatoksin B1 (AFB1) ile kontamine gidalar, agir alkol
kullanimi, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi, sagliksiz beslenme, kahve, diyabet,
obezite ve hemokromatoz olarak belirlenmistir. Genel olarak, bu faktorler cografi

bolgelere gore de degismektedir. Kronik hepatit B virlisii (HBV) enfeksiyonu,



Asya tllkeleri ve Afrika'da hakim iken Hepatit C viriisii (HCV) Japonya ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde daha yaygindir (Aravalli vd., 2008).

HCC, sessiz ve yavas biiyiiyen, vakalarin ¢ogunda da ge¢ doneme kadar az
belirti gosteren bir hastaliktir.

HCC’nin;

Kotii diferansiye olmus histolojisi,

=  Fibroz kapsiiliin bulunmamasi,

= Biiyiik boyutlar1 (>5 cm ¢ap1),

= Vaskiilerinvazyon ve erken metastaz,

= Bir biomarker olan a-fetoprotein (AFP) diizeylerinin yiliksek olmast
gibi agresif 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Gish, 2006).

Bir DNA viriisii olan Hepatit B viriisii karaciger hiicrelerini enfekte eder
ve akut karaciger hasar1 olusturur. Hepatit viriisii ile enfekte olan canlilarin %5-10
kadarinda akut enfeksiyon, kronik karaciger enfeksiyonuna doniisiir ve karaciger
kanseri riski yiiz kattan daha fazla artar (Cooper vd., 2006). Kronik Hepatit B ve
C viriisii infeksiyonu baslica etyolojik faktordiir. Asya ve Afrika’daki HCC
vakalarinin %70-80’inde HBV tespit edilmektedir. Hepatit B viriisi DNA’s1,
hepatoselliiler karsinom hiicrelerininve konak hepatositlerin genomuna integre
olmus sekilde saptanmaktadir (Goksoy ve Kapan, 2002). Hiicre
transformasyonunda, hepatit B viriisiiniin viral geni (X geni) sorumludur. X geni,
hiicre 6liimsiizliiglinii ve hiicrede anormal g¢ogalmay1 saglayan bir¢ok genin
ekspresyonunu uyarir. Hepatit B viriisiinun etkisiyle olusan kronik doku hasari ve
yangi, hiicrelerin siirekli ¢ogalmasina boylelikle de kanserin gelisimine zemin
hazirlar. Hepatit C virusu ise bir RNA virusudur. Hepatit B virusu gibi kanser
riskini arttiran karaciger enfeksiyonlarina neden olur (Sekil 1.1). Kronik
enfeksiyonla beraber ortaya ¢ikan hiicre ¢ogalmasi, kanser gelismesinin en 6nemli
nedenidir (Cooper vd., 2006). Hepatit C viriis enfeksiyonu ile enfekte hastalarin
%60-80’inde kroniklesme goriiliirken, HCV enfeksiyonu % 0.4-2.5 oraninda HCC
olarak ilerler (Liang vd., 2000, Colombo, 1999).
HCC olgularmin ¢ogunlugunda HBV ve HCV enfeksiyonu mevcuttur,

ancak HCV ile enfekte olan HCC vakalarinda genellikle siroz ile iliskili olmasina



ragmen, HBV ile enfekte olanlarda siroz yoklugunda da HCC gelisebildigi
gosterilmistir (Farazi ve DePinho, 2006).

Hepatit C viriisii Wnt ligandi, inaktive p53 ve transaktifRas gibi hareket
edebilir. Buna karsilik; hepatit B viriisiiniin genom i¢ine entegrasyonu; genomik
kararsizlik, onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayict genlerin susturulmasi
gibi genetik degisiklikleri indiikler. Genel olarak, karacigerde kronik
inflamasyona yol acan bir durumdur. Neoplazm gelisimini kolaylastiran
hiicrelerde genomik ve mitokondriyal hasara sebep olan otoimmiin hepatit ya da
kronik alkol kullanimi bu duruma &rnektir (Llovet vd, 2003). Ayrica, Afrika ve
Asya'nin bazi bolgelerinde aflatoksin Bl'in de p53 nokta mutasyonlari ile giiclii
bir iligkisi oldugu ve HCC i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu belirtilmistir
(Lachenmayer vd., 2010).
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Sekil 1.1 HCV ile enfekte karacigerin zamana bagh degisimi
kaynak: http://www.wfsj.org/hepatitis/biology-basics

1.2. Hepatoseliiler Karsinomanin Molekiiler Mekanizmasi

Hepatokarsinogenez, heterojen molekiiler ifade karakterine sebep olan
cesitli onkogenler, timdr baskilayici genler, biiylime faktorii genleri ve virolojik
faktorlerin sorumlu oldugu birgok sinyal yolaginda degisimin meydana geldigi

karmasik ¢ok asamali bir siiregtir (Buendia 2000).



HCC molekiiler patogenezi, hastaligin biyolojik ve klinik davranislar
acisindan heterojenligine sebep olan c¢oklu sinyal yolaklarinda, farkl
genetik/epigenetik sapmalar1 ve degisiklikleri igerir.

HCC'de yaygin olarak;

=  Gen ekspresyonunda farklilik,

= Somatik mutasyonlarinda artis,

=  Genomik kararsizlik,

= Epigenetik degisiklikler
meydana gelir ve bu degisiklikler de potansiyel terapotik hedefler olarak kabul
edilirler (Min Lee vd., 2016).

HCC’de; karsinogeneze yol agan molekiiler mekanizmalar yani farkl
asamalar1 sirasinda aktive olan onkojenik yollar biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir ve
diger kanser tipleri ile karsilastirildiginda, daha heterojen bir yapida oldugu
goriilmektedir. Viral enfeksiyonlara ve hepatoksik ajanlara maruziyet, karaciger
dokusunda ani degisikliklere ve bdylece hiicresel sinyal yolaklarinda ve tlimor
olusumu ile sonuglanan gen ifade seviyelerinde onemli degisikliklere sebep
olmaktadir (Aravalli vd., 2008, Forner vd., 2012).

HCC gelisiminde en o©nemli faktorler arasinda, hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde rolii olan Raf/MEK/MAPK yolag: gibi sinyal iletim yolaklarinin
asir1 aktivasyonu ve tiimoriin yayilmasinda rolii olan anjiogenezin uyarilmasi gelir
(Calvisi ve ark., 2006, Llovet ve Bruix 2008). Diger bir 6nemli faktor ise hipoksi
bolgelerinin olugumudur. Tiimoriin biliylimesine bagli olarak, hiicre sayisindaki
artis ve yetersiz kan destegi nedeniyle, metabolik bir adaptasyon sonucu,
anjiogenez tetiklenmektedir (Wu vd., 2007). Embriyonik karaciger gelisimi ve
yenilenmesi, hiicre biyolojisi ve kok hiicre farklilagmasi i¢in olduk¢a 6nemli olan
Hedgehog (Hh) sinyal yolagi da diger kanserler arasinda HCC'deagiklanan bir
baska 6nemli yolaktir (Lachenmayer vd., 2010).

Glinlimiizde HCC tedavisinde ilag gelistirme ¢aligmalar1 iki temel hedefte
yogunlagsmistir. Bunlardan biri; potansiyel Raf kinaz inhibitorleri kullanarak
MAPK yolaginin baskilanmasidir. Diger hedef ise hiicrenin hipoksi kosullara

direncini diisiirmek suretiyle anjiogenezi ve timor yayilmasini engelleyerek, HCC



tliimoriiniin geriletilmesi ve hasta sag kalim oraninin arttirilmasidir (Wilhelm vd.,
2004, Llovet vd., 2008).

Kromozomal amplifikasyonlar ve delesyonlar olduk¢a yaygindir, 6nemli
onkogenleri ve timor siipressor genleri etkilerler. Yiiksek seviyede amplifikasyon,
hastalarin %5-10'unda VEGFA ve Siklin D1 genlerinde oldugu agiklanmustir.
Epigenetik degisiklikler hepatoselliiler karsinomada tanimlanmis ancak timor
baskilayict genlerin susturulmasi ve onkogenlerin reaktivasyonu gosterilememistir
(Farazi ve DePinho, 2006, Villanueva vd., 2007).

Onkogenlerin transkripsiyon seviyelerindeki degisikligi mikro RNA'larin
gerceklestirebilecegi diisinlilmiistiir. Bu degisikliklerin bir sonucu olarak, hiicre
canliligr ve ¢ogalmasi ile ilgili ¢esitli sinyal yolaklari, klinik 6ncesi ve erken
klinik calismalarda hedeflenen tedavilere yanit olarak aktive edilebilir
(Villanueva vd., 2008). Epitel biiylime faktor reseptorii (EGFR) ve ras sinyal
yolagi, proliferasyon yolaklar ile ilgili hepatoselliiler karsinomanin % 50'sinden
fazlasinda aktiftir ve buna karsin, mTOR (Rapamisin memeli hedefi) yolagi,
timor stipressor PTEN geninin inaktivasyonu ya da fosfoinositid-3-kinazin
mutasyonunun upstream sinyalizasyonundan dolay1 karaciger kanserlerinin % 40-
50'sinde bozulmustur (Sahin vd., 2004). Benzer sekilde, insiilin benzeri biiyliime
faktori reseptorii 1 (IGF1R) sinyalizasyonu, hepatosit biiylime faktorii (HGF) ve
c-MET yolaginin deregiilasyonu erken hepatoselliiler karsinomun % 20'sinde aktif
oldugu gosterilmistir (Villanueva vd., 2008). Ayrica, HCC anjiyojenik aktivitede
onemli rol oynayan VEGFA, ANGPT2 ve fibroblast bliylime faktoriiniin (FGF)
sinyalizasyonu sayesinde oldukca vaskiiler yapili bir kanserdir (Forner vd., 2012).

Wnt sinyal yolagi; homeostazi, hiicrenin proliferasyonu, farklilasmasi,
hareketliligi ve apoptozunun da dahil oldugu pek ¢ok evrimsel yolakta yiiksek
Olciide korunmustur. Wnt/B-katenin yolag: erken karaciger gelisimi sirasinda siki
bir sekilde diizenlenir. HCC'nin de dahil oldugu bir¢cok kanser tiirlinde
diizenlenme mekanizmasi bozulmustur. Cogu durumda Wnt sinyal yolagi, timdr
slipressor gen adenomatdz polipozis kolinin (APC) inaktivasyonu, Wnt
reseptorlerinin asir1 ekspresyonu, E-kaderinlerin inaktivasyonu ile transkripsiyon
faktorii B kateninde meydana gelen mutasyonlarin bir sonucu olarak HCC’de

aktiflestirilir (Aravalli vd.,2008). Bu yolak, HBV/HCV enfeksiyonlar1 ve alkolik



karaciger sirozundan kaynaklanan HCC ile de iliskilidir. Frizzled-7'nin
upregiilasyonu ve [B-katenininde fosforilasyonu HCC'de sik sik gozlenmistir.
Fosforilasyon ve sonraki degragasyonlarin Onlenmesine ragmen [-kateninde
meydana gelen mutasyonlar Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktivasyonuna sebep
olmaktadir. Mutant protein normalde hiicrede birikmektedir ve varligt HCC'nin
diisiik insidansi ile iligkilidir (Merle vd., 2005). Ayrica HCV enfeksiyonu ve
aflatoksine maruziyet sonucunda HCC vakalarin B-katenin mutasyonunda artis
gozlenmistir. P-katenin mutasyonuna ek olarak Wnt yolagimmin negatif
diizenleyicileri olan aksin 1 ve aksin 2 geninde meydana gelen mutasyonlar da
yine HCC'de gozlenmistir. Bu nedenle, Wnt/B-katenin yolagi, HCC'de oldukca
Oonemli bir sinyal yolagidir ve Wnt yolaginin inaktivasyonu kanser tedavilerinde
potansiyel teropatik amag olarak hedeflenmistir (Aravalli vd., 2008, Forner vd.,
2012).

p53 proteinini kodlayan TP53 geni; hiicre dongiisii tutuklanmasi,
apoptoz, DNA onarimi ve hiicre yaslanmasinin da dahil oldugu pek ¢ok DNA
hasarinda olduk¢a O6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, TP53 geninde
fonksiyonel mutasyonlar ya da allelik delesyonlarinin kaybi insan karsinogenezi
ile yaygin olarak iligkilidir ve hasarin derecesine bagli olarak, p53 DNA onarimini
baslatmak i¢in antioksidan gen deaktivasyonu ya da prooksidan gen aktivasyonu
yoluyla apoptozu uyarir ( Kumar vd., 2011).

p53 yolag: biiyiik bir tiimor baskilayici yolaktir; onkojen aktivasyonuna
yanit olarak hiicre dongiisii durdurur, telomer kisalmasina yanit olarak da hiicre
sagkalim ve proliferasyonu (replikatif yaslanma) sinirlar ve genom biitlinliigiinii
korur (Pauklin vd., 2005). p53 yolag:;, insan HCC'de birden fazla diizeyde
etkilenir. HCC'de aflatoksin kaynakli p53 mutasyonlar1 % 50 oranindayken
aflatoksin ile iligkili olmayan HCC'de % 20-30 daha diisiik siklikta ortaya
¢ikmaktadir. p53 mutant HCC'lerin % 15-20'sinde pl14ARF mikrodelesyonlari
nadiren de olsa meydana gelmektedir. Islevsel olmayan telomerler, kromozomal
kararsizlik ve HCC baslatilmasinin hepatositlerde genislemeye yol agtig1, siroz
asamasinda p53 kontrol noktasinda fonksiyon kaybina neden oldugu gézlenmistir.
p53 alt hedefi olan p21Cipl geni de normal karaciger dokusuna kiyasla sirozda
birikmektedir (Merle ve Trepo, 2009).



p53 geninin ekson 7 bolgesinde 249. kodonunun iigiincii baz ¢iftinde
guaninin timine doniismesiyle (R249S) meydana gelen mutasyonunun 6zellikle
aflotoksin ile maruziyetekorele oldugu disiliniilmektedir vebu yanlis anlamh
mutasyon, yiiksek aflotoksine maruz kalan HCC hastalarinda p5S3 mutasyonunun
cok yaygin oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢esitli in vitro ¢aligmalarda TP53
mutasyonu iizerine HBV enfeksiyonu ve aflatoksin maruziyeti arasinda sinerjik
etkiler bulunmustur (Chittmittrapap vd., 2013). p53 ile indiiklenen apoptozu
baskilayan ve p53'e baglanabilen HBx, HBV'nin viral protein enkodonudur. HBx
proteininde meydana gelen mutasyon da R249S mutasyonu ile baglantili

karsinogenezde iligkilendirilmistir (Kumar vd., 2011, Chittmittrapap vd., 2013).

1.3. Hepatoselliiler Karsinoma'nin Tedavi Yaklasimlar:

Birincil karaciger kanserinin en sik 6liim nedenlerinden biri olan HCC;
cerrahi olarak ¢ikarllamayan ya da metastatik olan HCC hastalarinda,
gelenekselkemoterapi sinirhidir ya da hi¢ fayda saglamamaktadir. Erken tam
konabildiginde, cerrahi c¢ikarma veya karaciger transplantasyonu yoluyla tam
tedavi edilebilmektedir. Ancak, HCC hastalarinin ¢ogunlugu kétii prognozlu olup
hastaligin oldukga ileri asamasinda teshis edildigi i¢in genellikle sagkalim oranlari
1 yildan daha azdir (Deng vd., 2015).

Karaciger kanseri tedavisi, temelde kanser patogenezinin sistemik olarak
anlamaya dayanmaktadir. Cerrahi miidahale, girisimsel embolizasyon, kemoterapi
ve radyasyon tedavisi hala karaciger kanseri i¢in ana tedavilerdir. Karaciger
kanserinin molekiiler mekanizmasinin daha iyi aydinlatilmasi ile birlikte var olan
bilgilerin artmasi, yeni biyolojik teknolojilerin gelistirilmesi, mevcut tedavi
yontemlerinin yeniden gelisimi kanserin daha iyi tanimlanmasi ve hastaligin
tedavisi i¢in yeni bir umut 15181 olacaktir. Molekiiler hedefli tedaviler, karaciger
kanseri tedavisinde gelecekteki gelisim yoniinii temsil etmektedir (Chen ve Wang
2015).

HCC'nin  klinikte  tedavisi;  karaciger  rezeksiyonu, karaciger
transplantasyonu, trans arteryal kemo embolizasyon (TACE), perkiitan etanol
enjeksiyon tedavisi (PEIT), radyofrekans ablasyon (RFA), transarteryal

miidahaleler (embolizasyon, kemoperfiizyon ve kemoembolizasyon), gen ve



immiin terapi i¢in kullanilar ilaglar ve molekiiler hedefli kemoterapi gibi ¢esitli
yontemleri igerir (Blum 2005, Meguro vd., 2011). HCC’ye multidisipliner
yaklasimda ilk akla gelen tedavi yontemi karacigerin cerrahi ¢ikarilmasidir.
Sirozu ve Karaciger disinda bir hastalifi olmayan vakalarda ilk segenektir.
Cikarilamayan kiigiik lezyonlar i¢in veya baska hastaligi nedeniyle
cerrahigirisimin riskli oldugu vakalarda lokal tiimor ablasyonu onerilmektedir
(Gish 2006).

Karaciger nakli ile hayatta kalma oram1 daha yiiksektir ancak uygulama
dondr organlarin azligi nedeniyle ile smirlidir. Cerrahi ¢ikarma ve perkutan
ablasyon, yliksek oranda tedaviye yanit vermektedir ancak uzun dénem prognozu
tatmin edici degildir ve 10 yilda % 22-35 disiik genel sagkalim oranina sahiptir.
Transarteryal kemoembolizasyon, radyoterapi ve geleneksel kemoterapi, ileri
HCC tedavisinde kullanilmistir ama bunlarin etkileri sinirlidir (Nakagawa ve
Maeda 2012). Herhangi bir tedaviden sonra tekrar niiks etme olasiligi 6nemli bir
konudur. Epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve artmig arteriyel damarlanma HCC'nin
tekrarniiksetme sebeplerindendir. Ayrica, vaskiilerendotelyal biiylime faktorii
(VEGF), trombosit tlirevli bliylime faktorii (PDGF), epidermal biiylime faktorii
(EGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve insiilin-benzeri biiyiime faktori(IGF )
gibi cesitli bliyiime faktorleri, HCC hiicrelerinin otokrin bir sekilde hiicre
proliferasyonunu indiikler. Bu biiyiime faktorlerinin reseptorleri, Raf/MEK/ERK
yolagi ve PI3K/Akt/mTOR yolag:i gibi hiicre i¢i sinyalleri aktif hale getirir,
boylece hem kanser hem de endotel hiicrelerinin proliferasyonu indiiklenir. Bu
yiizden biiylime faktorleri ve reseptorleri, HCC tedavisi igin spesifik bir hedef
olarak kabul edilir (Meguro vd., 2011).

Son zamanlarda, HCC'nin tedavisi i¢in molekiil hedefli tedavi
gelistirilmistir. Sorafenib, Raf serin/treonin kinazlari, vaskiiler endotelyal biiyltime
faktorii reseptori (VEGF)’nii ve trombosit tiirevli biiylime faktorii reseptorii
(PDGFR) yolagin1t hedefleyen multikinaz inhibitoriidiir ve ileri evre HCC'de
kullanilmistir (Nakagawa ve Maeda 2012).

Glinimiizde, kanserin kimyasal tedavisi igin gesitli ilaglar ve
kombinasyonlart kullanilmaktadir (Staedler vd., 2011). Tek bir ilagla tedaviye

yanit alinamamasi, ilaglarin kombinasyon halinde kullanilmasi gerekliligini
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dogurmustur. Kanserli hastalarda toksik etki mekanizmalar1 ve aktivite bolgeleri
farkli olan ilaglar, daha giicli ve basarili bir tedavi saglamak amaciyla,
kombinasyon seklinde kullanilmaktadirlar. Boylelikle, ilaglarin artirilmig
sitotoksik etkileri timoriin kontrol altina alinmasini kolaylastirip ve daha diistik
dozlarda kullanilarak hastadaki toksik yan etkilerin de en aza indirgenmesi
saglanmaktadir. Ayrica kombinasyon tedavisinin hastanin tolere edebilecegi
toksisite ile en fazla sayida malign hiicrenin ortadan kaldirilmasimi saglamak,
farkl1 yapida sahip ¢ok sayida tiimorlere etki edebilmek ve ilaglara kars1 kazanilan

direnci énlemek gibi avantajlara sahiptir (Olgen vd, 2002).

1.4.  Kaempferol ve Biyolojik Ozellikleri

Bitkisel gidalarin insan sagligi iizerine koruyucu bir etkiye sahip oldugu
cok sayida calismayla ortaya konmustur. Flavonoidler, biyolojik aktivitesi genis
bir yelpazeye sahip olan dogal polifenolik bilesiklerden olusmaktadir (Wang vd.,
2012, Sadeghi-Aliabadi vd., 2012, Xiao vd., 2012). Kaempferol (3,5,7-trihidroksi-
2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-one); diisiik molekiil agirlikli (MA: 286.2
g/mol) sar1 bir bilesiktir (Sekil 1.2). Brokoli, lahana, fasulye, hindiba, pirasa,
domates, c¢ilek, lizim ve cay gibi rutin gidalarla alman bir¢ok bitkinin ve
geleneksel tipta yaygin kullanilan Ginkgo biloba, Tiliaspp, Equisetumspp,
Moringaoleifera, Sophorajaponica ve propolis gibi bitkisel iriinlerin iginde bol
miktarda bulunan bir flavonoid’tir (Zhang vd., 2008, Siegelin vd., 2008).
Kaempferol iceren besinlerin tiiketimi ile basta kanser olmak iizere,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢ok sayida hastaligin goriilme riskinin azalmasi
arasinda pozitif bir iliski oldugu baz1 epidemiyolojik c¢aligmalarda bildirilmistir
(Mandery vd., 2010, Xiao vd., 2012).

Sekil 1.2. Kaempferol ‘iin kimyasal yapisi
Kaynak: Calderén-Montaiio vd., 2011, 5.320
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Birgok in vitro ¢alisma; Kaempferol ve Kaempferol glikozitlerinin anti-
inflamatuar,  antikanser, antimikrobiyal  kardiyoprotektif, = n&roprotektif,
antidiyabetik, antiosteoporotik, dstrojenik/antidstrojenik, anksiyolitik, analjezik,
antialerjik aktivite ve antioksidan oOzelligi dahil olmak iizere ¢ok genis
farmakolojik aktivitelere sahip oldugunu gdostermistir (Calderén-Montafio vd.
2011). Kaempferol ve bazi Kaempferol glikozitlerinin akciger, meme, kolon,
prostat, karaciger, pankreas, kan/lenf, deri, yemek borusu, beyin, rahim,
yumurtalik, tiroid ve kemik dahil olmak iizere farkli kanserlerde hiicre Sliimiine
sebep oldugu bircok calismada gosterilmistir. Bu ¢alismalarin  ¢ogunda,
Kaempferol'inapoptoz yoluyla hiicre Oliimiinii uyardigi vurgulanarak, olasi
mekanizmalar agiklanmaya calisilmistir. (Sharma vd., 2007, Siegelin vd., 2008,
Zhang vd., 2008, Bestwick vd., 2007, Nguyen vd., 2003, Luo vd., 2010, Yanqiu
vd.,, 2011, Leung vd., 2007, Filomeni vd., 2010). Yapilan c¢alismalar,
Kaempferol'in tedavi edici etkilerini gliglendirmek igin ¢esitli antikanser ilaglarla
kombine bi¢imde kullanilabilecegini gdstermektedir (Luo vd., 2010, Yanqiu vd.,
2011, Filomeni vd., 2010).

HCC hiicreleri (Huh7)’nin hipoksi kosullar altinda yasamasini saglayan
HIF-1 (hipoksiya uyaran faktor 1)’in asir1 ifade edilmesinin baskilanmasi tizerine
Kaemferol’iin doza bagli anti-timdr etkiye sahip oldugu, Mylonis ve arkadaglari
tarafindan gosterilmistir (Mylonis vd., 2010). Oksijensiz kalmaya adaptasyonda
anahtar molekiil olan HIF-1 (hipoksi tarafindan uyarilabilen faktdr-1), hiicrenin
sag kalimi, ¢ogalmasi, anjiogenez, invazyon ve metastazinda gorevli genlerin
ifadesini baslatan bir transkripsiyon aktivatoriidiir (Semenza 2009). HCC’de, HIF-
lo’nin ifadesi malignant tiimdriin invasyon ve metastazinda miktar1 artan VEGF
(vaskiiler endolelyal biliylime faktorii) salgilanmasiyla baglantilidir (Huang vd.,
2005, Tanaka vd., 2006, Yao vd., 2009).

1.5.  Doksorubisin ve Biyolojik Ozellikleri

Antrasiklinler, yiiksek antineoplastik aktiviteleri nedeniyle kanser

tedavisinde en sik kullanilan ajanlardanlardandir.
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Antineoplastik etkileri ise;

1. DNA yapisina girerek makromolekiillerin sentezinin inhibisyonu,

2. Serbest radikal iiretimine yol agarak DNA hasarina neden olmasi,

3. Direk hiicre zarina toksik etkileri,

4.Topoizomeraz Il enzim inhibisyonu,

5. DNA hasar1 ve P53 geni aktivasyonu ile apoptozu uyarmasi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir (Durmaz vd., 2009).

Antrasiklin grubu ilaglarin kullanimi kardiyotoksik etkileri nedeniyle
smirhdir  ve kardiyovaskiiler toksisitesi en 1iyi bilinen ilag grubudur.
Kardiyotoksisite, akut olarak ya da tedaviden sonraki giinler, haftalar i¢cinde, hatta
tedavi tamamlandiktan yillar sonra (1-20 yil) bile ortaya ¢ikabilmektedir.
Antrasiklinkardiyotoksisitesikiimiilatif ilag dozu ile artmaktadir. Geri doniisiimsiiz
miyozit hasari, miyokard kitlesinde azalma ve ilerleyici fibrozis kardiyak
fonksiyon bozuklugunun nedenlerini olusturmaktadir (Aktirk vd., 2011). Bir
antrasiklin antibiyotigi olan Doksorubisin (Dox); Streptomyches peucetius’un
fermantasyonu ile elde edilmektedir ve karaciger kanseri basta olmak tizere ¢esitli
kanser tiirlerinin tedavisinde siklikla kullanilan, anti-timor potansiyale sahip bir
ilagtir (Xiao vd., 2012, Ayla vd., 2009). Ancak, yapilan ¢alismalar Dox-temelli
ilag tedavisinin kalp, karaciger ve bobrek gibi tiimorlii olmayan dokularda siddetli
yan etkilere yol actigmi gostermistirve HCC dahil olmak iizere bazi kanser
hiicrelerinin Doksorubisin’e direng kazanmasi da klinik uygulamalar1 biiyiik
Olglide sinirlamaktadir (Wang vd., 2012). Diger bir¢ok antineoplastik ajanda
oldugu gibi yan etkileri acisindan klinik bir problem olan Dox'un kanser
tedavisindeki etkinligi, kullanilmasindan vazgecilemeyecek kadar Onemlidir
(Kozluca, 1995). Bu nedenle, Dox ile yeni tedavi protokolleri gelistirmek igin
daha fazla tiimore ozgii Dox-temelli kombinasyon tedavilerine ihtiyag vardir
(Staedler vd. 2011).
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Sekil 1.3. Doksorubisin'in kimyasal yapisi
Kaynak: https://tr.wikipedia.org

Dox'un sitotoksik etki mekanizmasi; karmagik ve hald tamamen
anlasilmamis olmakla beraber DNA hasarina sebep olarak, topoizomerazlariinhibe
ederek, demire baglanarak, serbest radikal olusmasina sebep olarak hiicre
Olimiinii  gerceklestirdigi  bilinmektedir  (Ravid  vd., 1999). DNA
Topoizomerazlar, tek veya cift iplikli DNA zincirlerinde kiriklar olusturarak
DNA replikasyonu, transkripsiyon, rekombinasyon ve kromatinin yeniden
sekillenmesi ile iliskili topolojik problemleri g¢ozerler. Reaksiyon o6zellikleri
bakimindan topoizomeraz I ve topoizomeraz II olmak {izere iki sinifa ayrilirlar
(Champoux 2001). TOP2A, TOP2B enzimleri bu siirecten sorumlu enzimlerdir.
Bu enzimleri kodlayan genlerde olusacak g¢esitli mutasyonlarin ila¢ direnci
gelisimi ile iliskisi bulunmustur. Baz1 antikanser ajanlar i¢in bu genlerin iiriinleri
olan proteinler hedef olarak kullanilmaktadir (Tsai vd., 2000).

Dox’un DNA hasar1 olusturmasi, ilacin iyilestirici ve zararli etkileri
konusunda yaygin olarak kabul edilen bir goriis olmasina karsin, son zamanlarda
pek cok calisma grubu serbest radikal hipotezini tekrar giindeme getirmistir.
Doksorubisin, viicuda verildiginde hiicresel demire baglanmaktadir ve hidrojen
peroksidi de igeren serbest radikaller olusturmaktadir. Bu serbest radikallerin
antiapoptotik protein cFLIP’i dogrudan parcaladigina ve bu sebeple de tedavi
edilmis hiicrelerin apoptoza karst daha savunmasiz hale geldikleri
distiniilmektedir (White 2007). Kanser hiicreleri ve normal dokularda Dox-aracili
sitotoksisitenin mekanizmalar1 farklidir (Wang vd., 2004). Kanser hiicrelerinde
etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, DNA interkalasyonu ve DNA

hasart seklinde gozlendigi (Howorka vd., 2010) oysa kardiyotoksisite ya da
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hepatotoksisite de cogunlukla serbest radikal siipiiriiciiler tarafindan inhibe edilen
serbest oksijen radikallerin meydana gelmesi yoluyla olustugu ileri siirtilmiistiir
(Mukhopadhyay  vd., 2009). Kanserli ve normal hiicrelerde Dox-temelli
toksisitedeki bu farkin sebebinin arastirilmasi, diisiik dozda Dox araciligiyla,
kanserli hiicrelerin apoptoz gibi yollarla spesifik olarak ortadan kaldirilmasi ya da
cogalmalarinin  durdurulmast  i¢cin  kombine tedavi  yaklasimlarinin

gelistirilmesinde 6nemlidir (Wang vd., 2012).

1.6.  Hiicre Oliim Mekanizmalar:

Kanserin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan onkojenik doniisiimiin ve
terapotik direncin de temelini olusturan, hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiine
kars1t direncidir (Chen vd., 2016).Programli hiicre O6limii; c¢esitli fizyolojik
kosullarin diizenlenmesinde ve patolojik durumlarda ¢ok 6nemli rolii olan ig
hiicresel programdir (Fulda, 2015). Cok hiicreli organizmalarda ihtiyag
duyulmayan, hasarli ya da enfekte hiicrelerin homeostaz1 ve eliminasyonun
diizenlenmesi i¢in gereklidir. Programlanmig hiicre oliimiiniin deregiilasyonu;
kansere, norodejeneratif ve otoimiin hastaliklara neden olur (Pietkiewicz vd.,
2015). Apoptoz; programlanmis hiicre 6liimiiniin farkli bigimleri arasinda en iyi
karakterize edilmis ve en yogun olarak arastirllmis seklidir ve sistein bagimli,
aspartata Ozgii proteaz-kaspaz aktivasyonuna baglidir (Pietkiewicz vd., 2015,
Fulda, 2015).

Apoptoz; Hiicre i¢i sinyaller (DNA hasari, hiicre i¢i Ca™ diizeyinde artis,
diisiik pH, hiicre dongiisiinde bozukluklar, hipoksi vb), dis etkenler (iskemi,
toksinler, UV, kemoterapdtik ilaglar, radyasyon maruziyeti vb) vehiicre disi
sinyaller (biiyiime ve iireme faktorlerinin yetersizligi, Fas-Fas ligand yada TNF
araciligr oliim reseptorlerinin aktivasyonu vb) tarafindan tetiklenir (Coskun ve
Ozgiir, 2011).

Apoptoza ugrayan hiicrelerde meydana gelen degisimler; lamin ve aktin
filamentlerinin kesilmesi sonucunda sitoplazma biiziilmeye baslar. Kromotin ve
cekirdekte bulunan yapisal proteinlerin kesilmesi sonucu ¢ekirdekte yogunlagsma
baslar. Hiicreler makrofajlarin taniyabilecegi sekilde paketlenerek diger hiicrelere

zarar vermeden ortadan kaldirilirlar (Yildirrm vd., 2007). Ayrica, apoptotik
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hiicrelerin membranlarinda da bazi1 degisimler gozlenir. Normal hiicre
membranlarinin  sitoplazmik yiizeyinde yer alan fosfotidilserinler, hiicre
membranlarinin dis ylizeyine ¢ikar. Bir diger membran degisimi ise hiicre
igeriklerini i¢ine alan ve membranla ¢evrili apoptotik body olarak da adlandirilan
vesikiiller olarak apoptotik hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu degisimler

apoptotik siirecin sonlarina dogru goriiniir (Yildirim vd., 2007).

Membran
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Hiicre
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Fragmentasyonu

Membran \
Apoptotik O :
pB:dy O O Bleblenmesi Hiicre igeriginin = =

dagiimas:

Membran
Yirtiimast

Sekil 1.4. Apoptoz ve nekrozda meydana gelen morfolojik degisiklikler
Kaynak: Guo vd., 2014, 5.3

Apoptoza alternatif bir diger bir hiicre 6liim sekli nekrozdur. Akut doku
zedelenmesi ve iskemiye karsi bir reaksiyon olarak ortaya ¢ikabilir. Hiicrede iyon
pompasi yetersizligi ve hiicrenin kendi enerjisinin kaybi nedeniyle, hiicre icine
osmozla su girer ve hiicre patlar, hiicre membran biitiinliigii kaybolur, DNA
rastgele, diizensiz olarak pargalanir ve hiicrenin mitokondrisi siser. Apoptozdan
farkl1 olarak nekrozda, hiicre tarafindan yogun inflamatuar yanit verilir ve
inflamasyon belirtecleri pozitifleserek yiikselir(Giiltekin vd., 2008).

Hipoksi, sitokinler, iskemi, 1s1, patojenler ve toksin maruziyeti gibi
hiicresel stres faktorleri nekroza yol acar. Nekroz sirasinda, reaktif oksijen tiirleri
ve hiicre i¢i kalsiyumseviyeleri yiikselmektedir. Kalsiyum seviyesi endoplazmik
retikulum tarafindan diizenlenir ve kalsiyum dengesinin bozulmast hiicre ici
degisikliklere yol agar. Kalsiyum seviyesinde artis mitokondriyal fonksiyonlarin
etkilenmesi ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde degisiklikler ile sonuglanir.

Zamanla yiiksek kalsiyum seviyesi mitokondri i¢ zarinin biitiinliigiinii bozmaya ve
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ATP iiretmek icin yeteneginin kaybina neden olur ve nihayetinde nekrotik hiicre
6liimii meydana gelir (Escobar vd., 2015).

Doku homeostazi; hiicre biiylimesi, hayatta kalmasi ve proliferasyon
arasinda hassas bir dengenin sonucudur (Fulda, 2015). Cok uzun zaman apoptoz,
homeostazi ve hastaliklarin gelismesi sirasinda programlanmis hiicre 6limiiniin
bir bigimi olarak diisiiniildii, buna karsilik nekroz diizensiz ve kontrolsiiz bir siireg
olarak kabul edildi. Yapilan ¢alismalar nekrozunda diizenli bir sekilde meydana
gelebilicegini ortaya koymaktadir. Programlanmis nekroz baslatilmasi nekroptoz;
oliim reseptorleri tarafindan reseptor-etkilesimli protein 1 (RIP1) ve RIP3 (RIP1;
RIPK1 ve RIP3; RIPK3 olarakta bilinir) kinaz aktivitesi gereklidir. Ayrica
mitokondrial, lizozomal ve plazma membranin aktif pargalanmasi da gereklidir.
Nekroptoz, iskemik hasar, norodejeneratif hastaliklar ve viral enfeksiyon dahil
olmak iizere pek ¢ok hastalikligin patojenezine katilir (Vandenabeele vd., 2010).

Son zamanlarda, hiicre 6liimiiniin apoptotik olmayan formlarinda 6zellikle
programlanmis nekroz yada nekroptoz olarak adlandirilan formlarmin da
arastirilmasinda biiytik ilerlemeler kat edilmistir. Nekroptoz; apoptoz ve nekroza
benzer 6zelliklere sahip yakin zamanda kesfedilen hiicre 6liim seklidir. Apoptoz
ile baz1 ortak molekiiler 6zellikleri paylasir, ancak hiicresel sizinti ve organel
sismesi gibi Ozelliklerinden dolayr daha ¢ok nekroza benzemektedir. Ancak,
nekroptotik sinyalizasyonu anlamada ¢ok biiyiik ilerlemeler olmasma ragmen,
hiicre 6liimiiniin bu iki tiir arasindaki farki agik bir yontem ile heniiz tam olarak
aciklanamamustir (Pietkiewicz vd., 2015).

Apoptoz ve nekroz gegiren hiicreler agik¢a belirgin morfolojik 6zelliklere
sahiptir.Apoptotik yolakta; membran bleblenmesi, niikleer fragmantasyon, hiicre
hacminin azalmasi ve apoptotik cisimlerin olusumunu takip eden apoptozun erken
asamalarinda hiicre ylizeyinde fosfatidilserin ortaya ¢ikarken; programlanmis
nekrozda; erken plazma membranin pargalanmasi, ani sitoplazmik ve niikleer
sisme ve organel bozulmasi gibi morfolojik &zellikler goriilmektedir (Pietkiewicz
vd., 2015). Nekroptoz, yalnizca kaspaz 8 aktivasyonu inhibe oldugu
zamanmeydana gelir ve dolayisiyla fizyolojik baglamda belirsiz ve son derece

tartismalidir (Hirsova ve Gores, 2015).
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Sekil 1.5. Apoptoz ve nekroptoz sinyal yolagi
Kaynak: Hirsova ve Gores, 2015, s.18
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Nekroptoz, RIP1 ve RIP3 kinaz aktivasyonuna baglidir. Nekroptotik
sinyal yolagmin spesifik inhibitorleri olan nekrostatinler, RIP1'in kinaz
aktivitesini  hedeflemek igin  gelistirilmistir  (Pietkiewicz vd., 2015,
s.99).Nekroptoz; kaspaz 8 fonksiyonu inhibe edildiginde,hiicre 6lim
reseptorlerindentiimor nekroz faktor reseptorii (TNFR) ve Fas ligand aktivasyonu
ile baslatilir. Oliim reseptorii aktivasyonunu,reseptor-etkilesimli protein kinaz 1
(RIP1), RIP3 ve FADD igeren nekrozom adi verilen bir sinyal kompleksi
tarafindan gergeklestirir (Sekil 1.5). Bu kompleks,MLKL (mixed lineage kinase
domain-like protein)'nin ve diger medyatdrlerin araciligiyla hiicre 6liimiine neden

olur (Hirsova ve Gores, 2015).

1.6.1. Kaspazlar

Kaspazlar (caspase= cysteine-dependent aspartate spesific proteases),
sistein bagimli aspartata 6zgii proteazlarin bir grubudur. Sitoplazmada inaktif

proenzimler halinde bulunurlar, aktif katalitik bolgesinde sistein iceren ve
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substratlarin1 aspartat iceren 0zgiil bir bdlgeden kesen proteaz enzimlerdir
(Solakoglu, 2009). Bu giine kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apoptozda rol
almaktadir. Programlanmis hiicre 6liimiiniin molekiiler olarak belirleyici 6zelligi
kaspaz aktivasyonudur. Kaspaz aktivitesi proteolitik kaskad yoluyla olmaktadir.
Kaspazlar inaktif zimojenler (Prokaspaz) olarak sentezlenirler ve apoptoz
sirasinda aktivasyon gegirirler. Kaspazlar inaktif iki prokaspazin hidrolizi, yani
uzun ve kisa kollarin kendi aralarinda yan yana gelmesiyle aktive olurlar. DED ve
CARD inhibitér prodomenini i¢eren uzun kollar yarilarak ortamdan uzaklasir.
Asil aktif kisim yan yana bir arada bulunan iki kisa koldur. Apoptotik uyaricalara
kars1 baslatict  kaspazlar,otokatalitik islenme ile aktivasyona ugrarlar.
Aktivasyondan sonra, spesifik olarak kesilerek effektor kaspazi aktive ederler (Shi
2004, Giiltekin vd., 2008).

Dizi benzerlikleri, substrat 6zellikleri ve fizyolojik islevlerine gore, kaspazlar ii¢
alt gruba ayrilmaktadir;

Birinci__grup; enflamatuar kaspazlardir (Kaspaz-1, -4, ve -5).Sitokin

aktivasyonuile enflamatuar yanitlarda rol oynarlar.

ikinci _grup; apoptoz baslatici kaspazlardir. Uzun N-terminal prodomain
bolge,kaspaz aktivasyonuna yol agan protein komplekslerinin olusturulmasi igin
onemli olan kaspaz toplayici domainin (CARD) varlig1 ile karakterize edilir.
Baslatic1 kaspazlarin pro domainleri (CARD; Kaspaz-2 ve -9) yada 6liim efektor
domaini (DED; kaspaz-8 ve -10) igerir.Ayrica ikinci bir motif diger adaptor
protein olan protein-protein etkilesimleri ig¢in gok énemlidir.

Uciincii grup; efektor veya cellat kaspazlardir (Kaspaz-3, -6 ve -7). Sadece 20-30

amino asitten olusan kisa prodomaine sahiptirler (Georg Hacker vd., 2011).
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Sekil 1.6. Kaspazlarin yapisi ve aktiflesme mekanizmasi
Kaynak: Escobar vd., 2015, s.421

1.6.2. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz, birden fazla molekiiler yolak tarafindan tetiklenen ve genetik
olarak Onceden belirlenmis bir mekanizmadir. Memelilerde, iki ayr1 apoptotik
yolak vardir ve her ikiside kaspaz aktivasyonu ile sona erer. Iki ana apoptotik
yolak; dis yolak (kaspaz 8 ya da oOliim reseptdr aracili yolak) ve i¢ veya
mitokondriyal yolak (kaspaz 9 yolag).

Dis yolak; reseptore 0Ozgii pro-apoptotik molekiil ya da ligandlar
tarafindan aktiflestirilen hiicrenin ylizeyinde bulunan pro-apoptotik reseptorler ile
baglamaktadir. Hiicre ylizeyinde bulunan TNF, Fas/CD95, DR3, DR4/DR5
reseptorlerine TNF alfa veya FasL (Fas ligand)/CD95L, TWEAK ve TRAIL gibi
ligandlar1 baglanarak dis yolagi baslatirlar (Peé¢ina-Slaus 2010, s.3; O“Brien ve
Kirby 2008, Kroemer vd., 2007).

Oliim reseptérleri arasinda en yogun calisilan Fas reseptorii, TNFR1 timor
nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesine aittir. Fas reseptorii tizerine baglanan 6liim
ligandi, apoptotik cevabi tam olarak tetiklemek ve gerekli olan apoptotik
sinyalileri giiclendirmek i¢in reseptorlerin dimerizasyonunu saglar. Ligand
baglandiktan sonra, reseptorlerin hiicre i¢ci domaininde konformasyonel degisim
"olim domaini"(DD) adi verilen spesifik domainin varliginda meydana

gelmektedir. Aktivasyon sonra, FADD yada TRADD gibi sitoplazmik yiizey
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adaptor protein reseptorleri ile birlesir. Baglatic1 kaspaz-8, 6lim efektor domaini
(DED) adaptér molekiiliine baglanir ve kaspozom olusumu ile sonuglanir.
Kaspozom o6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISK) olarakta bilinir (Pecina-

Slaus 2010).

< APOPTOZ -

\V/ v

Sekil 1.7. I¢ ve dis apoptotik yolaklar
Kaynak: Tan vd., 2014 5.980

¢ mitokondriyal yolak; DNA hasari, radikal oksijen tiirleri, radyasyon,
hormon ya da biiyiime faktorii yoksunlugu, kemoterapitik maddeler, sitokinler ve
glukokortikoidler gibi hiicresel streslere cevap olarak hiicre i¢cinde baglatilir. Bu
yolak, B-hiicresi lenfoma-2 (Bcl-2) protein ailesi olan pro-apoptotik ve anti-
apoptotik elemanlar: arasindaki aktivitenin dengesine bagl olarak apoptoz uyartlir
(O“Brien ve Kirby 2008). Bcl-2 ailesiproteinleri; anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-x.,
Bcl-w, Al ve Mel-1) ve pro-apoptotik (Bax, Bak, Bok, Bid, Bim, Bad, Noxa ve
Puma) (Osellame vd. 2012).

Anti-apoptotik tyeler, apoptozu tetikleyen tiyelerin aktivasyonunu,

mitokondriyal dig memran permeabilizasyonunu inhibe ederek apoptotik
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mekanizmanin baslamasini durdururlar (Simsek ve Vatansever 2014). Sitokrom C
salmimi, Bcl-2 ailesi liyeleri tarafindan diizenlenir (Chang ve Yang 2000).
Elektron tasima zincirinin Onemli bir bileseni olan sitokrom c,normalde
mitokondri i¢ ve dis zar1 arasindaki boslukda bulunur ve sitoplazmada serbest
kalmas1 apoptotik siireci baslatir. Ayrica,pro-apoptotik diizenleyicilerden Bcl-2
ailesinin bir iiyesi olan BID (Bcl-2 etkilesim domaini), aktif kaspaz-8 tarafindan
pargalanarak Bax’in hedefi olan mitokondrinin membrani ile oligomerizasyonuna
ve sitokrom ¢ salinimina neden olmaktadir (Eréz vd., 2012). Sitokrom c serbest
kaldiktan sonra, APAF-1'e (apoptotik proteaz aktive eden faktor) baglanir. Apaf-
1/sitokrom ¢ kompleksine ATP baglanmasiyla birlikte, apoptozom
oligomerizasyonu olusur bu da prokaspaz 9'u aktif kaspaz 9'a dontistiiriir. Aktif
kaspaz 9 diger effektor kaspazlar1 aktive ederek kaspaz kaskadin
baslatir(Osellame vd., 2012, Hu 2003).

1.7. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Hiicre dongiisii; G1, S, G2 ve M olmak iizere dort fazdan olusur. Bu
fazlarin ikisinde, hiicrelerin boliinmesi i¢in iki temel olay gergeklesir; genetik
materyalin tretimi (S fazi) ve iki 6zdes yavru hiicre arasinda tiim hiicresel
bilesenlerinin paylasilmasi (mitoz veya M fazi). Dongiinlin diger iki asamasi ise
G1 ve G2 fazi; S ve M fazlarinin basariyla tamamlanmasi i¢in hazirlik agamasidir.
Hiicre ¢ogalmasi durdugu zaman,belirli antimitojenik sinyaller varliginda yada
uygun mitojenik sinyallerin yoklugunda "GO" olarak bilinen durgun faza girerler
(Malumbres ve Mariano Barbacid, 2001).

Apoptoz, doku homeostazinda, embriyonik gelisim ve immiin yanit gibi
bircok fizyolojik siiregte rol oynar. Doku homeostazi,hiicre c¢ogalmasi,
farklilasmasi ve hiicre Olimii arasindaki dengeye baghdir. Bu nedenle,
proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge olduk¢a onemlidir ve bu iki siire¢
arasinda olusan dengesizlik, istenmeyen doku biiylimesine neden olmaktadir.
Timor olusumu da hiicre 6limiinde azalma ve hiicre gogalmasinda bir artiga bagl
olarak olusur (Perryman ve Sylvester, 2006). Hiicre dongiisiinde olaylarin
zamanlamasi; G1/S faz gegisinde, S’de ve G2/M fazi gegisindehiicre dongiisii

kontrol noktalar1 tarafindan diizenlenir. Bu kontrol noktalariyla,yeni bir faza
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gecilmeden 6nce DNA replikasyonu ve kromozom ayrimi gibi kritik olaylar
kontrol edilir ve boylece genetik olarak anormal hiicrelerin olusumu engellenir
(King ve Cidlowsk 1998). Hiicrelerde DNA'da meydana gelen hasara gore
hiicresiklusu kontrol noktalari, Gl'den S fazina veya G2'den mitoza gegisi
engeller. Ornegin; G2 fazinda bulunan kontrol noktas: replike olmamis DNA’ya
hassastir ve eger DNA tam olarak replike olmamissa hiicre dongiisti durdurulur ve
mitoza gecemez. DNA'si replike olmamis hiicrelerde mitoza giris, Kinaz
komplekslerinin inaktivasyonu ile engellenir. Replikasyon tam olarak
tamamlanincaya kadar hiicreler G2’de kalir. Ayrica, radyasyon maruziyeti ile
hasara ugrayan DNA tamamen tamir oluncaya kadar hiicre yine G2 fazinda kalir
(King ve Cidlowsk 1998).

Kanser gelismini dogrudan veya dolayliolarak etkileyen onkogenler (Her
2, Ineu, ras,c mycvb) ve kanser gelisimini baskilayan tiimor baskilayic1 genler
(p53 ve RDb) hiicre dongiisiinde rol oyanarlar. DNA hasarina yanit olarak salinan
p53geni islevini kaybederse, hiicre biiyiimesinin kontrolii ortadan kalkar ve DNA
tamiri olmadan hiicre dongiisii kontrolsiiz devam eder, bdylelikle genomik
kararsizlik ve mutasyonlar ortaya ¢ikar. Normal hiicrelerde DNA hasari
oldugunda, p53geni hiicre dongiisiinii G1'de dudurur ve hiicreye tamir i¢in zaman
kazandirir,hasar tamir edilemiyorsa apoptoza gider. Hiicre dongiisiinin son
asamasinda ise mitoz sonundakromozomlarim igsi iplik¢ik tiizerinde diizgiin
dizilmeleri ve kromozomlarin yavru hiicrelere esit olarak dagilim: da kontrol
edilir (Cogulu vd., 2007, Cabadak, 2008).

Hiicre dongiisii serin/treonin protein kinaz ailesinin kontrolii altindadir. Bu
kinazlar, Siklin-bagimli protein kinaz (Cdk), diizenleyici alt birim,Cdk'nin
aktiflesmesi i¢in gerekli olanSiklin ve katalitik alt birimden olusan
heterodimerlerdir. Bugiine kadar, insan genomunda Siklinleri kodlayan 29ve
Cdk'lar1 kodlayan 21 gen bulunmustur. Bunlardan, Cdk 1, 2, 4, 6 ve A, B, E, D
tipi Siklinler hiicre dongiisiiniin en biiyiik diizenleyicileridir (Bretones vd., 2015).
Hiicre dongiisii gegisleri Siklin-CDK komplekslerinin ¢oklu fosforilasyonu ile
gerceklesir. S fazinda belirli genlerin aktivasyonu i¢in RB fosforilasyonu ile E2F
transkripsiyon faktorii serbest birakilir. Hiicre dongiisiiniin negatif diizenlenmesi

ise p21'in aktivasyonu ile olur (Alenzi, 2004).
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Cdk'larin ekspresyonu, hiicre dongiisii boyunca nispeten sabit kalirken
Siklinler ise hiicre dongiisii sirasinda periyodik bir sekilde sentezlenir ve yikilirlar
(Sekil 1.8). Aktif Cdk4 ve Cdk6'yatercihen baglanan D-tipi Siklinlerin (D1, D2 ve
D3)ekspresyonu G1 fazinin erken asamasinin mitojenik sinyalleridir (Bretones
vd., 2015).

Kopyalanmis yada @ @ Yanhs Dizilmis

hasarliDNA Kromozomlar

Sekil 1.8. Hiicre dongiisiinde kontrol noktalar: ve CDK/Siklin kompleksleri
Kaynak: Alberts vd, 2006

Gl'in ilerleyen evresinde, E-tipi Siklinlere (E1 ve E2) baglanarak Cdk2aktive
edilir.G1 fazinda Cdk'larin aktivasyonu, E2F transkripsiyon faktorlerinin
birikmesini saglar bu da retinoblastoma proteininin (Rb) fosforilasyonuna yol
acar. E2F transkripsiyonel hedefleri S-fazi igin gerekli olan proteinleri kodlayan
genleri igerir. (Bretones vd., 2015). Hiicre G1'in ge¢ fazindaki sinirlama noktasini
gectiginde, geri doniisiimsiiz olarak S fazina geger ve DNA'sin1 replike eder. D
tipi Siklinler, Siklin bagimli kinazlar (CDK) ve Rb proteini sinirlama noktasinin
gecisini  diizenleyen kontrol sisteminin elemanlaridir. Rb  proteinlerinin
fosforillenmesi, aktif Siklin D-CDK4-6 kompleksleri tarafindan G1 fazi boyunca
ilerlemeyi saglar. Fosforillenmemis Rb sitoplazmada E2F transkripsiyon faktorleri
DNA sentezi igin gerekli proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonlarini
diizenler. Gl'in ge¢ fazinda diger Siklin CDK kompleksleri tarafindan
tamamlanan Rb fosforilasyonu E2F transkripsiyon faktorlerinin serbest kalarak

aktive olmasina ve Gl fazindan S fazina gecise neden olur. Rb'nin tam
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fosforilasyonu ve E2F'den ayrilmasi hiicrenin geri doniisiimsiiz olarak DNA
sentezine baslamasina neden olur (Lodish vd., 2011). S fazindaise A-tipi Siklinler
Al ve A2 ile Cdk2 kompleksleri vardir. Siklin A, DNA'nin replikasyonu i¢in
gereklidir ve S, G2 fazlar1 boyunca ifade edilir. (Bretones vd., 2015).

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s medyumu(DMEM), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5difenil tetrozolyum bromid (MTT), dimetil siilfoksit (DMSO), ethidyum
bromid ve akridin oranj Sigma Aldrich firmasindan saglanmistir. Fotal sigir
serumu (FBS), penisilin-streptomisin ve Tripsin/EDTA PAA Laboratories GmbH
firmasindan elde edilmistir. Kaspaz 3-9 aktivasyon test kiti, Biovision; Hiicre
dongiisti duraklanmasi ve Anneksin V test kiti BD firmasindan elde edilmistir.
DAPI (4,6- diamino- 2- phenylindole) ve NaHCO3z (sodyum bikarbonat),
Applichem; tripan mavisi sollisyonu, Thermo Scientific; TritonX-100, BDH

prolabo firmasindan saglanmstir.

2.2. Test Maddelerinin Hazirlanmasi

Doksorubisin, DMSO i¢inde ¢oziilerek 100 mM ana stok olarak hazirlanmis ve
kullanilan medyum iginde ana stok seyreltilerek 1 mM ara stok elde edilmistir.
Hep-G2 hiicrelerine uygulanacak olan 0.1, 0.5,1, 5, 10, 50 ve 100 uM
Doksorubisin dozlart DMEM medyumu i¢inde seyreltilerek hazirlanmistir. Diger
test maddesi Kaempferol’de DMSO iginde ¢o6ziilerek 174 mM ana stok olarak
hazirlanmis, DMEM medyum iginde ana stok seyreltilerek 1,74 mM, ara stok elde
edilmistir. Hep-G2 hiicrelerine uygulanacak olan 0.5,1, 5, 10, 50,150 ve 174 uM
Kaempferol dozlarr DMEM medyumu iginde seyreltilerek hazirlanmistir.

Hazirlanan biitiin dozlardaki DMSO’nun final orani1 %0,1’in altindadir
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2.3. YONTEM
2.3.1. Hiicre Kiiltiiri

Calismada kullanilan Hep-G2 (insan hepatoselliiler karsinoma) hiicre hatti
Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) kapsaminda desteklenen
bir proje ile Prof. Dr. Hiilya Sivas tarafindan ATCC hiicre bankasindan satin
almmustir ve Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Molekiiler
Biyoloji Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari koleksiyonundan hediye edilmistir.

Calismada kullanilan Hep-G2 (insan hepatoseliiler karsinoma) hiicresi, %10 FBS
(fotal sigir serumu), % 0,1 penisilin-streptomisin, L- glutaminli NaHCO3 igeren
DMEM besiyeri iginde icerisinde 37°C’de %5 COqigeren ortamda ve atmosfer
nemi altinda kiiltiir edilmistir. Hiicreler 25 cm? veya 75 cm?lik flasklarda
biiyiitiilmiis, % 70 yogunluga ulastiktan sonra % 1'lik tripsin/EDTA ile muamele
edilerek pasajlanmistir. Hiicreler medyum ig¢inde siispanse edilmis, tripan mavisi
ile 8 kuyulu tabakalar kullanilarak Cedex XS hiicre sayim cihazinda sayilmis ve

ml'deki hiicre sayisi tespit edilmistir (Sivas, 2011).

2.3.2. Hiicre canlihg: ve proliferasyonunun belirlenmesi

Kolorimetrik  bir yontem olan MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide] canlilik testiyle, bir hiicre toplulugundaki canli
hiicrelerin orani, hizli ve nicel olarak saptanabilmektedir. Yontem, saglikli
hiicrelerin mitokondrilerindeki dehidrogenaz enziminin MTT boyasindaki
tetrazolium halkasin1 pargalayabilmesi esasina dayanmaktadir (Kismali ve Sel
2012, s.80, Mosmann 1983, s.56).Hep-G2 hiicreleri,10x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyulu plakalara ekilmis ve 24 saat kiiltiir kosullarinda inkiibe
edilmiglerdir. Daha sonra,1 pul/ml DMSO, Dox,Kaempferol ve kombinasyonlari
ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona devam edilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda,
her bir kuyuya final diliisyonu 5Smg/ml olacak sekilde 125 ul MTT soliisyonundan
eklenmistir. 2 saat inkiibasyon siiresinin ardindan soliisyon uzaklastirilmis, her bir

kuyuya canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarmin ¢oziilmesi igin
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100ul DMSO eklenmis ve 15 dakika boyunca galkalayici tablada (GFL-3012)
bekletilmistir. Formazan kristallerinin olusturdugu renk siddeti, ELISA (ELx808-
IU) cihazinda 570 nm dalga boyunda olgiilmiistir (Mosmann, 1983). MTT
deneyleri her bir diliisyon i¢in 4-8 kuyucuk olmak iizere en az 2 ayr1 deney

seklinde gerceklestirilmistir.

2.3.3. Apoptotik etkinin belirlenmesi

2.3.3.1. Akridin oranj/etidyum bromid (AO/EB) ¢ift boyama

Akridin oranj (AO) ve etidyum bromiir (EB) boyalari floresan boyalardir.
AO, niikleik asit boyayan floresan katyonik bir boyadir. Apoptozda godzlenen
kromatin degisimlerini ve hiicre dongiisiinlin evrelerini belirlemek icin de yaygin
olarak kullanilmaktadir. DNA ile etkilestiginde yesil, RNA ile etkilestiginde
kirmizi renk goriiniir. EB de yine DNA c¢ift zinciri arasina interkalasyonla
baglanabilen ve UV 15181 altinda turuncu renk veren bir boyadir. AO canl
hiicrelerin yapisina girebilir ve niikleik asitleri yesil boyar. Sitoplazmik yapilar da
sar1-yesil renkte gozlenir. Ancak, EB sadece 6lii hiicrelerin zarlarindan gegebilir
ve hiicrenin kirmizi turuncu goriinmesine yol agar. Bu prensiple, bu iki boyanin
apoptotik hiicre belirleme ¢aligmalarinda birlikte kullanilmasiyla 61t canli hiicre
ayrimi yapilabilmektedir (Wells, 1988).

Calismamizda, test maddesi uygulamasinin ardindan apoptotik (canli) ya
da nekrotik (6lit) Hep-G2 hiicrelerinin belirlenmesi ve goriintiillenmesi i¢cin AO-
EB boyamasi yapilmistir. 6 kuyulu plakaya 3x10°kuyu olacak sekilde ekilen
hiicreler 24 saat inkiibasyonun ardindan test maddeleri ile muamele edilmis ve 48
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyu 1 ml
besiyeri igerisinde toplanarak 150 xg’de 5 dakika santrifiij edilmis, pellet {izerine
25 pl besiyeri ilave edilmistir. Boyama i¢in 100 mg/ml akridin oranj ve 100
mg/ml ethidyum bromid ile 1:1 oraninda karistirilarak ana stok hazirlanmstir.
Ana stok boya 1:9 oraninda besiyeri ile seyreltilerek bir ara stok hazirlanmistir.
Hazirlanan ara stok boyadan stispanse hiicreler tizerine 1 pl ilave edilerek preperat
haline getirilmistir. Daha sonra floresan mikroskopta (Olympus, BXS50)
incelenerek fotograflari ¢ekilmistir (Nairs vd., 2011).
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2.3.3.2. Kaspaz 3-9 enzim aktivasyonunun belirlenmesi

Hiicrelerdeki proteaz kaspaz ailesinden ICE (insan interlokin-1 beta
doniistiiriicii enzimi)ailesinin aktivasyonu apoptozu baglatir. Kaspaz-3/CPP32
kolorimetrik test kiti DEVD sekansini, Kaspaz-9 kolorimetrik test kiti ise LEHD
sekansini taniyan kaspaz aktivitesini Olger. Test prensibi; isaretli subsrat DEVD-
pNA'dan ayrilmanin ardindan, kromofor p-nitroanilin (pNA)’in spektrofotometrik
tespitine dayanir.

Kaspaz aktivasyonunun belirlenmesi (BioVision, Caspase3-9 colorimetric
assay) kiti kullanilarak, {iretici firmanin 6nerdigi protokole gore uygulanmistir. Bu
amagcla, test maddeleriyle apoptozu uyarilan hiicreler 1x10° hiicre olacak sekilde
pellet haline getirilmistir. Prokolde belirtildigi sekilde, 50ul hiicre liziz soliisyonu
eklenen hiicreler buzda 10 dk bekletilmistir. Beklemenin ardindan 10,000 x g’de 1
dakika santrifiij edilip protein miktarlari Nanodrop® cihazi ile odl¢iilmiistiir.
Ardindan kaspaz aktivasyon Ol¢limii i¢in, kaspaz 3 ve kaspaz 9 i¢in 100ug protein
deney tiiplerine alinarak, {izerlerine 10 mM DTT igeren reaksiyon tamponundan
50 ul eklenmistir. Aktif kaspazlarin substratlarini pargalamasi prensibine
dayandig igin kaspaz 3 substrati olarak DEVD-pNA kaspaz 9 i¢in ise; LEHD-
PNA eklenerek bu karisim 37°C’de iki saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasi, olusan renk siddeti 405 nm dalga boyunda ELISA mikroplaka okuma
cihazinda(ELx808-1U) o6l¢iilmiistiir (Biovision Caspase 3, 9 Staining Kit data

sheets).

2.3.3.3. Anneksin V/FITC -PI boyama yontemi ile apoptoz analizi

Hep-G2 hiicre hatlarinda madde maruziyeti sonrasinda hiicre zarindaki
degisimi belirlemek icin BD Anneksin V/FITC Apoptoz Belirleme Kit |
kullanilmistir.  Yapilan ¢alisma {iretici firmanin protokoliine uygun sekilde
gerceklestirilmistir. Hep-G2 hiicreleri igin7,5x10°25'lik flasklara ekilmis 24 saat
inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 1 pl/ml DMSO,
Doksorubisinin 0,5 ve 1 pMKaempferol’inl00 ve 150 puM dozu ve
kombinasyonlar1 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, her kuyudaki hiicreler 1X
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Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1ml medyum igerisinde toplanmis ve 5 dakika 1250
rpm'de santrifiij edilmis ve medium pellet lizerinden uzaklastirilmigtir. Ardindan,
2 defa 2 ml soguk PBS ile yikanmistir. Pellet iizerine 100 pl 1X Baglanma
Tamponueklenmistir. Ardindan karanlik ortamda temiz bir tiip igerisine 5 pl
Anneksin V/FITC ve 5ul PI (Propidyum Iyodiir) eklenerek 1X Baglanma
Tamponu ile muamele edilen hiicrelerden 100 pl alinarak 5 pl Anneksin V/FITC
ve Sul PI boyalarinin bulundugu tiipe aktarilmistir. 15 dakika oda 1sisinda ve
karanlikta bekledikten sonra Tlizerine 1X Baglanma Tamponundan 400 pl
eklenerek her tiiptin 500 pl final hacime ulagsmasi saglanarak karanlikta 15 dakika
muhafaza edilmistir. FITC’nin verdigi floresan 1sima flow sitometri cihazinda

(BD FACSAria) analiz edilmistir.

2.3.3.4. Hiicre dongiisii analizi

Hep-G2 hiicreleri madde maruziyetinden sonra Gl, S ve G2 hiicre
dongiisii evrelerinin dagilimina etkisini aragtirmak amaciyla hiicrelerin DNA
icerigi akim sitometride analiz edilmistir. BD marka Cycle TEST™Plus DNA
reagent kit kullanilmigtir. Analiz, iretici firmanin protokoliine  gore
gerceklestirilmistir. Hep-G2 hiicreleri 7,5x10°25'lik flasklara ekilmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.Siire sonunda, hiicrelere serum icermeyen besi yeri ile
24 saat boyunca muamele edilmis ve biitiin hiicrelerin GO0/G1 evresinde
esitlenmesi amaciyla senkronize edilmistir.Ardindan, hiicrelere 1 pl/ml DMSO,
0.5 ve 1 uM Doksorubisin, 100 uM Kaempferolve ikisinin kombinasyonlar1 24
saat muamele edilmistir. Daha sonra, hiicreler kaldirilip 1250 rpm'de 5 dk
santrifiij edilip siipernatan kismi uzaklastirilarak 1 ml buffer soliisyon eklenmis
vebu islem bir kez tekrar edilmistir. Hiicre sayisi her tiip icin 1x10° olacak sekilde
ayarlanip boyama iglemine gegilmistir. Boyama isleminden once, hiicreler 400
g'de santrifiij edilip slipernatan kisim tamamiyle uzaklastirilmistir. Daha sonra,
250 pl soliisyon A eklenip oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan,
200 pl soliisyon B eklenip 10 dk inkiibasyonun ardindan, son olarak 200 ul
soliisyon C eklenip buz {izerinde Karanlikta 10 dk inkiibe edilmis veakim sitometri

cihazinda (BD FACSAria) analiz edilmistir.
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2.3.4. istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz icin SPSS 21 Windows (Statistical Programme for
Social Sciences) paket programi kullamilmistir. MTT, AO/EB boyama
yontemlerindenelde edilen veriler bu programda analiz edilmistir. SPSS Statistics
21.0 programinda Compare Means/One-way ANOVA analizinde Post-Hoc
testlerinden Tukey ve Thamhene’s T2 testleri uygulanmistir. Varyans estesligi
sartt Test of Homojenity of Varians testi ile belirlenmistir. Verilerin anlamlilik
degerleri p>0.05 ise Tukey, p<0.05 ise Thamhane’s T2 testinin sonuglarina gore
degerlendirilmistir. ANOVA testi ile belirlenen tiim istatistiksel analizler %95

giiven araligina gore analiz edilmistir.

3. BULGULAR
3.1. Hiicre canlihg1 ve Sitotoksite Analizleri
3.1.1. Doksorubisin’in Hep-G2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Materyal ve yontemde belirtildigi gibi hiicrelerl pl/mlIDMSOve
Doksorubisin’in  belirli dozlarna 24, 48 ve 72 saat sirelerle maruz
birakilmistir.Doksorubisin’in Hep-G2 Hiicreleri {izerine sitotoksik etkisi MTT
yontemiyle belirlenmistir.Bu amagla; 0.1, 0.5 ve 1 uM araliginda dozlarin
hiicreler tizerindeki toksik etkileri arastirilmis ve sonuglar Sekil 3.1'de
gosterilmistir. Sekil incelendiginde, Doksorubisin dozlarina maruz birakilan Hep-
G2 hiicrelerinin canliliginda doza ve zamana bagl olarak azalma gdzlenmistir.
ICso dozu, 48. saatte yaklasik 0.5 uM olarak belirlenmistir yani 0,5 pM Dox
uygulanan hiicrelerin canliligi ¢6ziicii kontrol DMSQO’ya gore % 50 oraninda

azalmistir.
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Sekil 3.1. Doksorubisin'in Hep-G2 hiicre canliligi iizerine etkisi.Hiicre canliligt MTT testi ile
belirlenmistir. *** p<0.001

3.1.2Kaempferol'iin Hep-G2 Hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi
Doksorubisin’in degeri belirlendikten sonra Kaempferol’in Hep-G2

hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi ve ICso dozu da yine MTT yontemiyle

belirlenmistir. Calismalar 1-150 uM Kaempferoldoz araliklarinda siirdiiriilmiis ve

sonuglar Sekil3.2'de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Kaempferol iin Hep-G2 hiicre canlilig iizerine etkisi. Hiicre canliligi MTT testi ile
belirlenmigstir. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Sekil 3.2incelendiginde;Kaempferol’iin farkli dozlarina maruz birakilan
Hep-G2 hiicrelerinin canliliginda 6zellikle 10 uM ve iizeridozlarda, doza ve
zamana bagli olarak azalma gozlenmistir. ICso dozu, hem 48 hem de 72. saatlerde

yaklasik 100 uM olarak belirlenmistir.

3.1.3. Kombinasyonlarin Hep-G2 Hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Doksorubisin  ve  Kaempferol’iin  farkli  dozlarindan  yapilmis
kombinasyonlarin Hep-G2 hiicrelerindeki toksik etkileri de yine MTT yontemi ile

24, 48 ve 72 saatlerde arastirilmig ve sonuglar Sekil 3.3'de gosterilmistir.

Kombinasyonlarda kullanilmak iizere, Kampferol’iin tespit edilen ICso
degeri (100 uM) ve bir yiiksek dozu olan 150 uM seg¢ilmistir. Doksorubisin i¢in
ise 0.5ve 1 puM dozlar1 kombinasyonda sirasiyla kullanilmistir.Sekil 3.3

incelendiginde, Kaempferol-Dox kombinasyonunun farkli dozlarma maruz
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birakilan Hep-G2 hiicrelerinin canliliginda Kaempferol ve Dox’un dozlarina ve

zamana bagli olarak azalma gézlenmistir.
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Sekil 3.3. Kombinasyon/arin Hep-G2 hiicre canliligi iizerine etkisi. Hiicre canliligt MTT testi ile
belirlenmistir. *p<0.05, *** p<0.001

Cizelge 3.1.Kombinasyonlar icin IC50 Degerleri

24 saat 48 saat 72 saat
100 uM Kaempferol 150 uM Kaempferol 150 uM Kaempferol
5 uM Dox 0.5 uM Dox 1 uM Dox

Kombinasyon uygulamasinda 48 saatlik ICso degeri (100 ve 150 uM Kaempfrol +

0.5 uM Dox ), sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere se¢ilmistir.

3.2. Hep-G2 Hiicrelerinde Apoptotik Morfoloji

Hep-G2 hiicrelerine 1 pl/ml DMSO, Dox, Kaempferolve kombinasyonlari
ile 48 saat muamele edilmistir. Ardindan, hiicreler once ters-faz mikroskopta,

AO/EB ¢ift boyamadan sonra floresan mikroskopta fotograflanmistir. Fotograflar;
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1 pul/ml DMSO ig¢in Sekil 3.4.A’da, Dox i¢in Sekil 3.4.B’de, Kaempferol igin
Sekil 3.4.C’de ve kombinasyon i¢in ise Sekil 3.4.D’de gosterilmistir.

Ters-Faz MikroskopAO/EB-Floresans Mikroskop

1 nl/ml DMSO

Sekil 3.4. 1 ul/ml DMSO ’ya 48 saat maruz birakilan Hep-G?2 hiicrelerde meydana gelen apoptotik
morfolojik degisimler (Biiyiitme; 400X).

Ters-Faz MikroskopAO/EB-Floresans Mikroskop
0, 5 uM Dox

Sekil 3.5.A. Dox’a 48 saat maruz birakilan Hep-G2 hiicrelerde meydana gelen apoptotik
morfolojik degigimler (Biiyiitme; 400X).
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Ters-Faz MikroskopAO/EB-Floresans Mikroskop

100uM Kaem

150 uM Kaem

Sekil 3.4.B. Kaempferol e 48 saat maruz birakilan Hep-G2 hiicrelerde meydana gelen apoptotik
morfolojik degisimler (Biiyiitme; 400X).



Ters-Faz MikroskopAO/EB-Floresans Mikroskop
0,5uM dox+100 uM Kaem

1uM dox+100 uM Kaem

0,5uM dox+150 uM Kaem

1uM dox+150 uM Kaem

Sekil 3.5. C. Kaempferol-Doksorubisin'nin kombinasyonunun farkll dozlarina 48 saat maruz
birakilan Hep-G2 hiicrelerinde meydana gelen apoptotik morfolojik degisimler (Biiyiitme; 400X).
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AO/EB ¢ift boyama ile homojen kromotin dagilimi gosteren, normal
cekirdege sahip ve yesil renkte goriinen hiicreler canli (LN; live cells, normal
niiclei), yogunlasmis veya fragmante olmus kromatine sahip apoptotik ¢ekirdekli
parlak yesil renkli hiicreler ise erken apoptotik (LA; live cells, apoptotic nuclei)
olarak ifade edilmektedir. Olii (nekrotik) hiicreler (DN; dead cells, normal nuclei);
normal ¢ekirdege sahip, parlak turuncu ya da kirmizi renkte; ge¢ apoptotik
hiicreler (DA; dead cells, apoptotic nuclei); olduk¢a yogunlasmis ve fragmante bir
kromotine sahip, ¢ekirdekleri parcalanmis ya da ¢ekirdek zar1 diizensizlesmis olup
parlak kirmizi veya turuncu boyanmaktadir (Duke 2004). Her bir deney en az 2
kez tekrar edilmis ve toplamda 500-1500 arasinda hiicre sayilmis ve apoptotik

hiicre ylizdesi agsagidaki formiille belirlenmistir.

Apoptotik Hiicrelerin Yiizdesi: LA+DA/LN+LA+DN+DAx100

Sekil 3.4'de goriildiigii gibi; kontrol hiicrelerinde ve 1 pl/ml DMSO
uygulanmis  kontrol hiicrelerinde, inverted mikroskopta,apoptotik hiicre
oranioldukca diisiiktiir ve canl hiicrelerin plaka yiizeyinde birbiriyle baglantili ve
homojen bir yerlesimgosterdikleri gozlenmistir. AO/EB floresan mikroskop
gortntiileri incelendiginde ise; Doksorubisin, Kaempferol ve kombinasyonlarinin
farkli dozlarina muamele ile birlikte, hiicrelerde apoptotik morfoloji gézlenmeye
baslamistir. Kromatin kondensasyonu, apoptotik bleb olusumu, hiicre biiziismesi,
diizensiz hiicre sekli gibi morfolojik degisimler gozlenmistir (Sekil 3.5.A-C).
Canli hiicrelerde kromatin normal yesil renkte, erken apoptotik hiicrelerde,
kromatin kondensasyonu parlak yesil renkte gozlenirken, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicreler, etidium bromid alimi nedeniyle,turuncu ya da kirmizi
cekirdekli, kondense veya fragmente olmus kromatinler goriilmiistiir.

100 ve 150 uM arasinda Kaempferolverilen hiicrelerde, sayisi bakimindan
bir fark gozlenmezken,apoptoza morfolojisine sahip hiicreler her ikisinde de
yogun miktarda gozlenmistir. 150 pM dozunda digerine oranla nekrotik hiicre
sayisinda artig dikkati ¢ekmektedir (Sekil 3.5.B).Dox’un0.5 pM ve luMdozlari
uygulanan hiicrelerde,erken ve gec apoptotik ile nekrotik hiicrelerinsayisinda
belirgin bir artis dikkati cekmektedir(Sekil 3.5.A). Kombinasyonlarin uygulandigi

hiicrelerde ise Dox miktar1 yine 0.5uM olmasina ragmen 100 ve 150 pM
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Kaempferol ile birlikte verildiginde, erken apoptotik hiicrelerin gozlendigi,
Kaempferol miktart 150 pM’e cikarildiginda ise erken apoptotik hiicrelerin
sayisinda bir fark goriilmezken nekrotik hiicrelerin sayisinda belirgin bir artis
oldugu gézlenmistir (Sekil 3.5.C).

Hep-G2 hiicrelerine 1 pl/ml DMSO (¢o6ziicii kontrol) ile Doksorubisin,
Kaempferol ve kombinasyonlarinin farkli kosantrasyonlari ile 48 saat muamele
edilmis vehiicreler sayilarak apoptotik hiicre yiizdesi (apoptotik indeks)
hesaplanarakolusturulmus  grafik  Sekil 3.6'da  gosterilmistir.Bu  grafik
incelendiginde; hicbir test maddesi uygulanmamis kontrol hiicrelerinde ve 1 pl/ml
DMSO uygulanmis hiicrelerde apoptotik hiicre oran1 %9'dur. 100 uM Kaempferol
uygulanan hiicrelerde apoptotik hiicre oran1%52 iken 150 uMdozunda apoptotik
hiicre oran1%83'e yiikselmistir. Ayrica 150 uM dozunda 100 pM dozuna oranla
nekrotik hiicre sayisinda artis gozlenmistir. Doksorubisin'in ICsodegeri (0,5 uM)
uygulandiginda, apoptotik hiicre oran1 %54 iken 1 uM Dox uygulanan hiicrelerde
bu oran %68 olarak belirlenmistir. 0,5 uM Dox + 100 Kaempferol kombinasyonu
uygulandiginda ise apoptotik hiicre oran1 %56, Kaempferol miktar1 150 uM’e
cikarildiginda ise apototik hiicre orant %71 olarak belirlenmistir. 1uM Dox +100
Kaempferol’de apototik hiicre oran1 %66,6 iken Kaempferol miktart 150 uM’e
¢ikarildiginda apototik hiicre oran1 %58 olarak belirlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Doksorubisin,Kaempferol ve kombinasyonlarinda apoptotik indeks (*** p<0.001).

3.3. Hep-G2 Hiicrelerinde Hiicre Dongiisii Analizi

Materyal ve yontemde anlatildigr sekilde, Hep-G2hiicreleri 24 saat serum
aclhiginda birakilarak GO/G1 evresinde esitlendikten sonra; hiicrelere DMSO,
Doksorubisin ve Kaempferol'in belirli dozlar1 24 saat uygulanmustir. Hiicre
dongiisii dagilimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla akim sitometri (BD
FACSAria) cihazinda analiz gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA igerik
histograminda G1, G2 ve S evresindeki hiicre degerleri yiizde olarak belirtilmistir.
1ul/ml DMSO (g¢6ziicii kontrol) ile muamele edilen hiicrelerin akim sitometri
sonuglar1 Sekil 3.7'de, Doksorubisin’in Sekil 3.8'de,Kaempferol’tiin Sekil 3.9°da

ve kombinasyonlarin ise sonuglari da Sekil 3.10'daverilmistir.
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HEP-G2 24H DMSO KONTROL

500

400

Number
300

[C) Debris :%44,90
O Agregat:%0,41
Bct %4427
Bc: o3
INE 1%47,92

200

100

0 30 60 90 120 150
Channels (PE-A)

Sekil 3.7. 1 ul/ml DMSO 'nun Hep-G?2 hiicrelerinde hiicre dongiistine etkisi

3.3.1 Doksorubisin

24 saat uygulanan 0,5uM (ICsp) ve 1uM Doksorubisin’inHep-
G2hiicrelerden elde edilen DNA igerik histograminda G1, G2 ve S evresindeki
hiicre degerleri yiizde olarak belirtilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Doksorubisin’in Hep-G2 hiicrelerinde hiicre déongiistine etkisi
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G1 evresinde; 24 saat inkiibasyonda elde edilen degerler DMSO ile
karsilagtirildiginda; 0,5 uM Doksorubisin uygulanan hiicrelerin %4’ tiniin G1°de
oldugu gozlenmistir. 1 uM dozunda ise G1’deki hiicrelerde yaklasik %10’luk bir
artis olmustur. S evresinde; 24 saat Doksorubisin uygulanan 6rneklerde, hiicre
dongiisiiniin S evresindeki hiicrelerin orani ¢dziiciiye oranla, 0,5 puMdozu i¢in %
10 oranindaartis 1 puMdozu igin ise % 4’lik bir azalis gostermektedir. G2
evresinde; 24 saatte Doksorubisin’inher iki dozunda da ¢oziicii kontrole gore
kiyasla G2 evresindeki hiicrelerin sayisinda% 5-6 azalisa neden oldugu tespit
edilmistir. % 0,1 DMSO ile Doksorubisin dozlarinin Hep-G2 hiicre dongiisii
tizerinde yilizde dagilimlar1 Cizelge 3.2'de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. DMSO ve Doksorubisin’in Hep-G2 hiicrelerinde hiicre dongiistine etkisi

Test Bilesenleri (M) % G1 %G2 %S
% 0.1 DMSO 44,27 7,82 47,92
0.5 Dox 40,20 2,25 57,56
1 Dox 53,56 2,55 43,89

3.3.2. Kaempferol

1 ul/ml DMSO ve 100 uM (ICso) Kaempferol ile24 saat muamele edilmis
Hep-G2 hiicreleriyle akim sitometri'de DNA analizi gergeklestirilmis ve sonuglar
DNA histograminda gosterilmistir (Sekil 3.9).

Deney sonuglart ¢6ziicli kontroliin sonuclartyla kiyaslandiginda;100 uM
(ICs0) Kaempferol'in,G1 evresinde tutuklanan hiicre sayisinda yaklasik % 10
mis, S evresindebulunan hiicrelerin orani da% 5 azalmistir. G2 evresindekihiicre
say1s1 15e% 6 azalmustir.

1 ul/ml DMSO ve 100 puMKaempferol'in 24 saat muamelesi sonucunda

tespit edilen hiicre dongiisii degerleri Cizelge3.3'de verilmistir.

Cizelge 3.3. DMSO veKaempferol iin Hep-G2 hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisi

Test Bilesenleri (uM) % G1 %G2 %S
% 0,1 DMSO 44,27 7,82 47,92
100 Kaem 54,76 2,17 43,07
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Sekil 3.9. Kaempferol iin Hep-G2 hiicrelerinde hiicre dongiistine etkisi

3.3.3. Doksorubisin ve Kaempferol Kombinasyonu

Hep-G2 hiicreleriyle akim sitometri'de DNA analizi gergeklestirilmis ve
sonu¢. DNA histograminda gosterilmistir (Sekil 3.10).1 pl/ml DMSO ile
kiyaslandiginda, 5 pMDoksorubisin ve 100 pMKaempferol kombinasyonu
uygulanan 6rneklerde, G1’deki hiicrelerin oraninda yaklasik %4 oraninda artis; 1
uMDoksorubisin ve 100 pMKaempferolkombinasyon dozunda ise yaklasik % 7
azalis tespit edilmistir. Her iki kombinasyonuygulanan orneklerde, hiicre
dongiistiniin S evresindeki hiicrelerin orani, ¢oziiciiye oranla, zayif (% 2) bir artis
gostermistir. % 0,1 DMSO ile 0,5 uMve 1uM Dox'un, 100 uM Kaempferol ve
kombinasyonlarmin Hep-G2 hiicre dongiisii {lizerine etkisi, Cizelge 3.4'de
verilmistir. Ayrica biitlin Orneklerin doza bagl yiizde grafigi sekil 3.11'da
belirtilmistir.

Cizelge 3.4. DMSO vekombinasyonlarin Hep-G2 hiicre déngiisiine etkisi

Test Bilesenleri (uM) % G1 %G2 %S
% 0,1 DMSO 44,27 7,82 47,92
0,5 Dox+100 Kaem 48,04 2,29 49,67
1 Dox+100 Kaem 37,32 13,47 49,22
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Sekil 3.10. Kombinasyonlarin Hep-G2 hiicrelerinde hiicre dongiistine etkisi

0,5 uMDoksorubisin ve 100 uM Kaempferol kombinasyonu uygulanan
orneklerde, hiicre dongiisiiniin G1 evresindeki hiicrelerin orani, ¢oziiciiye oranla
yaklasik % 4 oraninda artmistir.S evresindeki hiicre oraninda anlamli bir degisim

gozlenmezken, G2’deki hiicrelerin oraninda % 5’lik bir azalma goriilmiistiir. 1
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uM doksorubisin ve 100 uM Kaempferol kombinasyonu uygulanan orneklerde
artis oldukca dikkat ¢ekmektedir. 0,5 uM doksorubisin ve 100 uM Kaempferol
kombinasyonu yaklagik %6 oraninda azalmig; 1 puM doksorubisin ve 100

uMKaempferolkombinasyon dozunda ise yaklasik % 6 artig tespit edilmistir.

% G2 %S "% G1
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

% 0.1 DMSO 0.5DOX 1 DOX 100 KAEM 0,5DOX+100 1 DOX+100

KAEM KAEM
Dozlar (pM)

Sekil 3.11. Doxorubisin, Kaempferol ve Kombinasyonlarin Hep-G2 hiicreleri tizerindekihiicre
dongiisii dagilimina etkisi

3.4. Hep-G2 Hiicrelerinde Anneksin V/FITC-PI Analizi

AnnexinV-FITC-PI ile isaretlenmis hiicreler akim sitometri (BD
FACSAria) cihazi kullanilarak analiz edilmistir. 0.5 uM ve 1uMDoksorubisin,
100 puMve 150 puMKaempferol ve kombinasyonlari uygulanmigtir. Analiz
sonuglar1, kadranli noktasal grafige c¢evrilmis ve Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de
verilmistir. Kadranl noktasal grafikte;

» Q1; Plile boyanan hiicreleri;
» Q2;Anneksin V/FITC ve Pl ile boyanan hiicreleri;
» Q3;Boyanmayan hiicreleri;
» Q4;Anneksin V/FITC ile boyanan hiicreleri gostermektedir.
Hiicre zarinin sitoplazmik bdliimiinde bulunan fosfotidil serin’in erken

apoptozda dis ylizeye translokasyonunu belirlemek, yani erken apoptozu
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P

belirlemek amaciyla yapilan bu analizin sayisal verileri Cizelge 3.5ve Cizelge

3.6’da sunulmustur.

HepG2-DMSO KONTROL_002

S

HepG2-1 uM DOX

ANNEKSIN V/FITC-A

Sekil 3.12. Doksorubisin ve Kaempferol'iin uygulandigi Hep-G2 hiicrelerinde Annexin V-FITC/PI
akim-sitometrik analizi.
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LT)
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ANNEKSIN V/FITC-A

Sekil 3.13. Kombinasyonlarin uygulandigi Hep-G2 hiicrelerinde Annexin V-FITC/PI akim-
sitometrik analizi.

(Coziicli kontrol hiicrelerinde, hi¢bir boyayla boyanmamis saglikli hiicre
orant %82,6’dir. Annexin V-FITC ile boyanan apoptotik hiicre oran1 %1, PI ile
boyanan nekrotik hiicre orant % 11,6 ve her iki boyayla boyanmis olan geg
apoptotik ya da nekrotik hiicre orani da %4,8 dir (Sekil 3.12).

0.5 uM ve 1uM Doksorubisin ile 100 uMve 150 puM Kaempferol
uygulanmis Hep-G2 hiicrelerinde, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, Annexin V-
FITC ile boyanan yani fosfotidil serin ile reaksiyona giren apoptotik hiicrelerin
orant;0.5puMDox’da %7.6 iken luMDoksorubisin'de bu oran %3,1 olarak
belirlenmistir. Hem Annexin V-FITC hem de PI ile boyanan ge¢ apoptotik ya da
nekrotik hiicre de ise bu oranlar 0,5 puM Doksorubisin i¢in %13,4 iken 1uM
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Doksorubisin'de bu oran %11.1 olarak tespit edilmistir. Sadece Pl ile boyanan
nekrotik hiicre oranlari ise doza bagl olarak 2 kattan fazla artis saptanmistir ve
oldukca dikkat ¢ekmektedir. 0.5 uM Doksorubisin i¢in bu oran %8 iken 1uM
Doksorubisin'de bu oran % 19.2 bulunmustur.Doksorubisin artis1 hiicrelerde
toksik etki olusturmustur (Cizelge 3.5).

100 ve 150 uM Kaempferol uygulamasinda; ge¢ apoptoz oranlari yaklagik
% 13, erken apoptoz orani ise % 6.5-7,5 olarak hesaplanmistir. Nekroz orani 100
UM icin yaklasik % 18, 150 uM igin ise % 20 dir. Canli hiicre orani ise 100
uMKaempferolde %63 iken 150 uM’da % 59,5 olarak bulunmustur.
Kaempferol’in iki dozu da Annexin/FITC-PI boyanma karakteri bakimindan
benzer bir 6zellik sergilemistir. Ancak, Dox ile kiyaslandiginda; her iki maddenin
de diistik dozlarinda toplam apoptoz orani ayni iken, Kaempferol’iin nekroz orani
Dox’a gore anlamli sekilde, %10 kadar fazladir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Doksorubisin veKaempferol uygulanmis Hep-G?2 hiicrelerinde Annexin V-FITC/PI
analizi.

Nekrotik Gec¢ Apoptotik Canh Erken

Test Bilesenleri (uM) Hiicre Hiicre Hiicre Apoptotik
(%Q1) (%Q2) (%Q3) (%Q4)

DMSO Kontrol 11,6 4,8 82,6 1
0,5 Dox 8 13,4 71 7,6
1 Dox 19,2 11,1 66,7 31
100Kaem 17,8 12,5 63,2 6,5
150 Kaem 20,2 13 59,5 7,3

05 puM ve 1uM Dox ile 100 puM ve 150 puM Kaempferol'in
kombinasyonlar1  uygulanmis Hep-G2 hiicrelerinde, kontrol  grubuyla
kiyaslandiginda dikkate deger sonuglar elde edilmistir. Sonuglar; 0.5uM Dox 100
uM Kaempferol i¢in canli hiicre orani yaklasik % 52 iken Kaempferol miktar
artirildiginda bu oran %59 olarak belirlenmistir. 0,5uM Dox-100 ve 150 uM
Kaempferol kombinasyon dozlarinda nekrotik hiicre oraninda dikkate deger bir
degisiklik gozlenmemistir. Bu oranlar, 0.5uM Dox-100 uM Kaempferol igin
yaklagik % 23 iken Kaempferol miktar1 artirildiginda %24 olarak tespit edilmistir.

Yine bu kombinasyonlarda genel olarak Annexin V-FITC ile boyanan yani

48



fosfotidil  serin ile reaksiyona giren apoptotik hiicrelerin  oraninda
Kaempferolmiktarina bagli olarak azalis saptanmistir. Bununda Kaempferol’iin
antioksidan etkisinden kaynaklanabilecegi diisiinlilmektedir. Erken apoptotik
hiicrelerin oranlari; 0.5uM Dox-100 uM Kaempferol i¢in yaklasik % 5 iken
Kaempferol miktar1 artirildiginda %3; ge¢ apoptotik hiicrelerin orasi sirasi ile
%19 ve %13 olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.6. Kombinasyon dozlart uygulanmis Hep-G?2 hiicrelerinde Annexin V-FITC/PI analizi.

Nekrotik Geg Apoptotik Canh Erken
Test Bilesenleri (uM) Hiicre Hiicre Hiicre Apoptotik
(%6Q1) (%Q2) (%Q3) (%Q4)
DMSO Kontrol 11,6 4,8 82,6 1
0,5 Dox+100 Kaem 23,8 19,1 51,8 53
0,5 Dox+150 Kaem 24,3 13,4 59,3 3
1Dox+100 Kaem 16,8 11 68,9 33
1Dox+150 Kaem 12,8 22,2 54,9 10

1uM Dox-100 uM Kaempferol i¢in canli hiicre orani yaklasik % 69 iken
Kaempferol miktar1 artirildiginda bu oran %55 olarak belirlenmistir.1luM Dox-
100uM Kaempferol kombinasyon dozlarinda nekrotik hiicre orani yaklasik % 17
iken Kaempferol miktar1 artirlldiginda %13 olarak tespit edilmistir. Bu
kombinasyonlarda en c¢arpici degisiklik 1ise apoptotik hiicre sayisinda
gozlenmistir. 1ki kombinasyon kiyaslandiginda, Kaempferol miktarmin artmasi
apoptotik hiicre miktarinda 3 kat artisa sebep olurken ge¢ apoptotik oraninda ise 2
kat artis saptanmistir. Erken apoptotik hiicrelerin oranlari; 1uM Dox-100 pM
Kaempferol i¢in yaklasik % 3 iken Kaempferol miktar1 artirildiginda %10; geg
apoptotik hiicrelerin orasi ise sirasi ile %11 ve %22 olarak belirlenmistir. Sonug
olarak; kontrolle kiyaslandiginda, 1uM Dox-150 upuM  Kaempferol
kombinasyonunda toplam apoptoz orani yaklagik 2.5-3 kat artarken nekroz orani
degismeden kalmis, canli hiicre oranindasi ise yaklasik % 20-25 azalma

gorilmistiir (Cizelge 3.6 ve Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Doksorubisin, Kaempferol veKombinasyon uygulanmis Hep-G2 hiicrelerinde Annexin
V-FITC/PI analizi.

3.5. Kaspaz Enzim Aktivasyonlarin Olgiilmesi

Hep-G2hiicrelerinde  Doksorubisin, Kaempferol ve Kaempferol-
Doksorubisin'nin aktif Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 enzim seviyeleri {izerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla; 1 pul/ml DMSO, 0,5 (ICs0), 0.25 ve 1 uM Doksorubisin
ile100 uM (ICsp)Kaempferolve kombinasyonlarina24 saat siiresince hiicreler
maruz birakilmistir. Ardindan,Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 enzim aktivasyon seviyeleri

belirlenmis ve sonuglar Sekil 3.15 ve 3.16'da gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Doksorubisin, Kaempferol ve Kaempferol-Doksorubisin'nin Hep-G?2 hiicrelerinde 24
saatlik kaspaz 3 ve 9 aktivitesi tizerine etkisinin OD degerleri

Test bilesenleri (uM) Kaspaz-3 (OD) Kaspaz-9 (OD)

DMSO Kontrol 0,09 0,130333
0,25 Dox 0,1535 0,098667
0,5 Dox 0,499 0,123

1 Dox 0,309 0,178667
100 Kaem 0,2105 0,120333
0,25 Dox+100 Kaem 0,1405 0,122333
0,5 Dox+100 Kaem 0,27 0,104

1Dox+100 Kaem 0,108 0,157333




B DMSO Kontrol 0,25 uM Dox H0,5uM Dox B 1pMDox

] JOD%pM Kaem 0,25 pM Dox+100 pM kaem ¥ 0,5 uM Dox+100 uM kaem H1puMDox+100 pM Kaem
B

0,5

0,4

0,3 -

0,2

Kaspaz Enzim Aktivasyonu (OD)

0,1 |

Kaspaz-3 Kaspaz-9

Sekil 3.15. Doksorubisin, Kaempferol ve Kombinasyonun Hep-G2 hiicrelerinde kaspaz 3 ve 9
aktivitesi tizerine etkisi.

Elde edilen veriler incelendiginde (Cizelge 3.7 ve Sekil 3.15); 100 uM
Kaempferol’e maruz birakilan Hep-G2 hiicrelerinde, DMSO ¢6ziicii  kontrol
grubuna  oranla  kaspaz-3 aktivitesi  yaklagtk 2 kat  arttigi
gozlenmistir.Kaempferol'in dozu 150 pM yiikseldiginde ise kontrole oranla
Kaspaz 3 miktar1 yaklasik 9 kat artmistir (Cizelge 3.8 ve Sekil 3.16) ve bu
oldukga dikkat gekmektedir.

Doksorubisin'in farkli dozlarina maruz birakilan hiicrelerde ICso dozu olan
0,5 uM'da kontrol ile oranla, Kaspaz 3 aktivitesi yaklasik 5 kat artmistir. Diger
yandan, 1 uM Dox dozunda Kaspaz 3 aktivasyonu 0,5’¢ gore anlamli oranda
azalmistir.Bunun sebebi olarak, 1 pM Dox uygulanan hiicrelerdeki sitotoksik
etkinin fazla olmasi ve hiicre Oliimiiniin daha biiyilkk oranda nekrotik yolla
gergeklestigini diisiindiirmiistiir. Ayrica, 1 pM Dox’un hiicrelerde kaspaz yolagini
24 saatten daha Once baslatmis olabilecegi ihtimali de mevcuttur.

Kaempferol-Doksorubisin'nin kombinasyonlarinda ise 100 uM Kaem + 0,5
uM Dox dozunda kontrole oranla Kaspaz 3 aktivitesinde yaklasik 3 kat artig
gozlenmistir. Kaempferol ile kombinasyonu, 0,5 uM Dox’un tek basinayken ki
Kaspaz 3 aktivasyonunu diisiirmiistiir. Bu sonug; antioksidan olan Kaempferol
bilesiginin, Dox’un yiiksek apoptotik etkisini baskiladigini diistlindiirmiistiir. 150
uM Kaem+1 pM Dox dozunda ise kaspaz 3 aktivasyonu kontrole ¢ok yakin
oranda ¢ikmistir.Kaspaz 9 aktivasyonlarinda, sadece 150 uM Kaempferol ile 150
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pM Kaem-1 pM Dox kombinasyonunda kontrole oranla yaklasik 1,5 kat artig
gozlenirken diger uygulamalarda anlamli bir degisim gozlenmemistir.1 uM
Doksorubisin'nin  Kaspaz-9 aktivasyonu ile Kaempferol-Doksorubisin'nin
kombinasyon dozu ile kiyaslandiginda Kaspaz-9 aktivitesinin azalma meydana
gelmistir.

Sonuglar incelendiginde, kaspaz aktivitesinin biitiin deney hiicrelerinde
yaklagik kontrollere ve birbirine yakin ¢ikmis olmasi, Kaspaz 9 aktivasyonunun

24 saatten daha erken siirecte baslama olasiligini ortaya koymustur.

Cizelge 3.8. Doksorubisin, Kaempferol ve Kaempferol-Doksorubisin'nin Hep-G2 hiicrelerinde 24
saatlik kaspaz 3 ve 9 aktivitesi tizerine etkisinin OD degerleri

Test bilesenleri (uM) Kaspaz-3 (OD) Kaspaz-9 (OD)
DMSO Kontrol 0,0885 0,307
150 Kaem 0,9375 0,485
1 Dox+150 Kaem 0,132 0,4605

B DMSO Kontrol ®150 pM Kaem  m1pM Dox+150 pM Kaem

Kaspaz Enzim Aktivasyonu {OD)

Kaspaz-3 Kaspaz-9

Sekil 3.16. Doksorubisin, Kaempferol ve Kaempferol-Doksorubisin'nin Hep-G2 hiicrelerinde 24
saatlik Kaspaz-3 ve 9 aktivitesi iizerine etkisi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Gidalarda bulunan ¢ok sayida flavonoid bilesen, polifenolik bitki pigmenti
grubundadir (Wang vd., 1999) ve besinlerle diizenli olarak alindiginda kansere
kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu (Boege vd., 1994), hatta cesitli kanser tiirlinde
sitotoksik ve apoptotik etki sergiledigi bircok ¢alismayla gosterilmistir (Imai vd.,
2004, Zhang vd., 1999, Zhang vd., 2009, Chen vd., 2005, Kang vd., 2009). Cesitli
kimyasal tedavi ilaglar1 kontrolsiiz ¢ogalan kanser hiicrelerini oldiiriirken, ayni
zamanda viicudumuzdaki fonksiyonlarin devami i¢in ¢ogalmakta olan normal
viicut hiicrelerinde de toksik etki gostermektedir. Bu da ilacin yan etkilerinin
ortaya ¢ikmasina ve viicudun normal fonksiyonlarinin zarar gérmesine neden
olmaktadir. Kemoterapi ilaglar1, organizma igin toksiktir ve ciddi yan etkileri olan
ilaglardir. Bu yan etkilerin azaltildigi, saglikli hiicrelerdeki toksisitesi en aza
indirilmis, dogal molekiillerden elde edilmis kombine tedaviler gelistirmek, ilag
tedavisinin daha etkili ve zararsiz hale getirilmesi igin bir gerekliliktir.

Bu tez kapsaminda;Dox ve Kaempferol’iin bagimsiz ve kombine

sitotoksisikaktiviteleri MTT yontemi ile Dbelirlenmistir. Elde edilen

verilerde,Dox’un farkli dozlarina maruz birakilan Hep-G2 hiicrelerinin
canliliginda doza ve zamana bagli olarak azalma gozlenmis ve ICso dozu, 48.
saatte yaklasik 0.5 uM olarak belirlenmistir. Kaempferol igin ise 1Cso dozu, hem
48 hem de 72. saattlerde yaklasik 100 uM olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
Doksorubisin ile kiyaslandiginda, Hep-G2 hiicrelerinde Kaempferol’iin tek basina
sitotoksik etkisinin yaklagik 100 kat daha zayif oldugu kanisina varilmistir.
Kombinasyon sonuglarinda ise Dox miktarinin sabit tutulup Kaempferol miktarini
artirdigimizda  gozlemledigimiz sey, artan Kaem miktar1 ile birlikte
Dox'unsitotoksik etkisi baskilanmigtir. Bu sonucun Kaempferol'iin antioksidan
etkisinden kaynaklandig1 diistiniilm{istiir. Literatiir caligmalarina
baktigimizda,Abou Alfa ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada, ameliyat
edilemeyen ilerlemis karaciger kanserinin Dox ile Sorafenib tedavisinin, tek
basmma Dox ile tedavi edilen hastalara kiyasla, sag kalim oranimi arttirdigi
gosterilmistir (Abou Alfa vd. 2010). Meme Kanserinin tedavisinde kullanilan

Doksorubisin’in saglikli dokularda gelisen yan etkilerini azaltmak ya da
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iyilestirmek amaciyla, Quercetin ile Dox kombine edilerek hiicrelere uygulanmis
ve kombinasyonun sadece tiimor olmayan dokularda oksidatif stres, GST
aktivasyonu, DNA hasari, hiicre metabolizmasinda ve protein sentezindeki
aksakliklar, hiicre iskeletinde hasar ve tiimor yayilmasini engelledigi,Seadler ve
arkadaglar1 tarafindan ortaya konmustur (Staedler vd, 2011). Ayrica Du ve
arkadaslarinin yaptig1 bir bagka c¢alismada ise Dox’a direngli ve hipoksi
kosullarindaki 4T1 hiicrelerinde, hipoksikosullarina adaptasyonda miktar1 artan,
anjiogenez ve timor yayilmasma yol agan HIF-1a’ninQuercetin’in diistik
dozlarinda dahi ifade edilmesinin baskilandigi ve tiimoriin  kiigildigi
gosterilmistir. Normal kosullardaki saglikli hiicrelerde sitotoksik etkisinin ise
oldukga diisiik oldugu da ayni ¢alismada bildirilmistir (Du vd., 2010). Ravid ve
arkadaslarinin yaptig1 bir bagka calismada, D vitaminin hormonal formu olan ve
timor dokusunda antitiimor etkiye sahip oldugu bilinen 1,25-Dihidroksivitamin
D3’iin Dox ile kombinasyonunun MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik
etkileri arastirilmistir. Calismada, 1,25-Dihidroksivitamin D3 ile 6n muamele
isleminin meme kanseri hiicrelerinin Dox’unsitotoksiketkisine olan duyarliligini
arttirdig1 gosterilmistir (Ravid vd., 1999).

Hiicre dongisii analizininsonuclar: incelendiginde; Dox’un 24 saat tek

basimna inkiibasyonu sonrasinda, GI1 evresinde bekleyen hiicrelerin
oranindakontrole gore %10 artisa neden oldugu gbzlenmistir. Buna
karsin,Doksorubisin dozunun artigi ile birlikte S evresinde bekleyen hiicrelerde bir
azalma gozlenirken G2 evresinde belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Tek bagina
100 uM Kaempferol, G1 evresinde tutuklanan hiicre sayisinda kontrole oranla bir
artisa, S evresinde ise azalmaya neden olmustur.

Kombinasyon dozlar1 incelendiginde ise; 0,5 uM Doksorubisin ve 100 uM
Kaempferol kombinasyonu G1 evresinde bekleyen hiicrelerin sayisinda artisa
neden olurken Doksorubisin doz miktar artirildiginda azalmaya neden oldugu ve
hiicrelerin S evresine gectigi goriilmiistir. S evresinde ise her ki
kombinasyoniginde hiicrelerin orani ¢oziiciiye oranla zayif bir artig gostermistir.
En dikkat ¢ekicisonu¢ G2 evresinde gozlenmistir. 1 pMDoksorubisin ve 100 uM
Kaempferol kombinasyonu uygulanan 6rneklerde G2 evresinde bekleyen hiicre

sayisinda ciddi bir artis saptanmistir. Bu evredeki hiicrelerin bu denli fazla
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olmasinin nedeninin Doksorubisin’den kaynaklanan oksitatif stres ile beraber
olusan reaktif oksijen tiirlerine karsin Kaempferol'iin antioksidan etkisinin daha
baskin oldugu diistiniilmustiir.Radyoterapi ve bazi kemoterapétikler serbest
radikal ireterek hiicresel oOliime neden olmakta, antioksidanlar ise serbest
radikalleri ve serbest radikal aracili oksidatif reaksiyonlart nétrlestirmektedir.
Kemoterapi alan hastalarda, plazma lipit hidroperoksitleri ve tiyobarbitiirik asit
(TBA)-reaktif bilesiklerin artmasi, kemoterapinin oksidatif strese yol a¢tigina
isaret etmektedir. Kemoterapi sonucunda olusan Reaktif Oksijen Bilesenleri
(ROB)’nin; DNA, RNA, protein ve lipid gibi makromolekiillerde hasara neden
olabildigi ve sonuglarinin hiicre dliimiine kadar gittigi belirtilmektedir (Crohns
2009).

Oksidatif stresin olusumunda muhtemel bir neden de demir iyonudur.
Demir, plazmada serbest radikal reaksiyonlar1 i¢in katalitik etkiye sahiptir.
Doksorubisin’in demir iyonu ile olusturdugu kompleksin, potansiyel pro-oksidan
etkisi oldugu gosterilmistir. Bu kompleks, glutatyon veya NADPH bagimli
enzimleri azaltabildigi gibi, serbest radikal olusum reaksiyonlarinin bir
basamagini baslatabilmektedir. Doksorubisin ile indiiklenen oksidatif stresin, bu
ilaca bagl kalp ve beyin toksisitesinin altinda yatan asil neden oldugu ileri
stiriilmektedir. Doksorubisin varliginda artan ROB, kalpte metabolik yolaklarla
etkilesmekte, demir metabolizmasint bozmakta ve redoks dongiisiinii
etkilemektedir. Doksorubisinin  beyinde de oksidatif stresi artirdigi,
lipidperoksidasyon (LPO) olusumuna ve protein oksidasyonuna neden oldugu ve
timor nekroz faktor (TNF-a) diizeyini artirdigi bildirilmistir (Sabuncuoglu ve
Ozgiines, 2011). Literatiir calismalarma bakildiginda,Kaempferol’iin kanser
hiicrelerini  kemoterapik  ajanlarin  (Cisplatin,  5-Florourasil,  Citarabin,
Doksorubisin, Mitoksantron ve Irinotesanin (SN-38) aktif metaboliti sitotoksik
etkilerine duyarli hale getirecegi rapor edilmistir (Luo vd., 2010, Zhang vd., 2008,
Sharma vd., 2007, Imai vd., 2004). Bu flavonoid, tiimor nekroz faktoriiyle iliskili
apoptozisi indiikleyen ligandin (TRAIL) sitotoksik etkilerini artirabilir (Yoshida
vd.,2008, Siegelin vd., 2008). Bu arastirmalar klinik uygulamalarda
Kaempferol'in  bazi  kanserlerin  tedavisinde  destek tedavi  olarak

kullanilabilecegini  6ne  siirmektedir  (Calderon-Montano  vd.,  2011).
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Kaempferol’iin platin tiirevi bir kemoterapi ilact olan Cisplatin’le kombinasyonu
sonucunda  Kaemferol, ovaryum  kanseri (OVCAR-3) hiicrelerinde
cMyconkogeninin ifadesini baskilayarak hiicrede apoptoz siirecini baslatmak
suretiyle Cisplatin’in etkisini arttirmistir (Luo vd., 2010). Kaempferol de aynen
Dox’da oldugu gibi, HCC’de HIF-1’in ifadesini baskilayrak hipoksi kosullarinda
anti-proliferatif bir etki sergilemistir(Mylonis vd., 2010). Burdan yola ¢ikarak;
sonuglarimizla kiyasladigimizda, bagimsiz Doksorubisin dozlarinin, artan
Kaempferol miktara bagli olarak, kombine dozlarda sitotoksik etkisi azalmis ve
proliferasyon orani artmistir. Hiicre dongiisii analizinde en dramatik nokta,
uygulanan en yiiksek kombine dozunda, kontrole oranla G2 de bekleyen
hiicrelerde ciddi derecede artis gézlenmistir ve bunun Doksorobisin’e bagl
oksidatif hasara kars1 Kaempferol'in reaktif oksijen tiirlerini siipiiriicii etkisi ile
gerceklestirdigini diisiindiirmiistiir. Bu beklenmeyen sonuca gore, uzun vadede
Kaempferol’tin Doksorobisin kaynakli yan etkilerden korunup,ayni zamanda anti-
timor etkiyi de arttirdigt ve bdylelikle HCC'nin etkin tedavisinde potansiyel
olarak kullanabilecegi kanisina varilmistir. Diger yandan, oral kavite (Kang, vd.,
2010), karaciger kanseri (Mylonis vd., 2010), ovaryum kanseri (Luo vd., 2010),
16semi (Bestwick vd., 2007), akciger kanseri (Nguyen vd., 2003) ve glioma
(Siegelin vd., 2008, Sharma vd., 2007) hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif ve
apoptotik etkileri bir ¢ok calismayla, gosterilmis olmasinin yanisira, Dox’un
kemoterapi sonrasinda kardiyomiyositler {izerinde sebep oldug: toksik etkilerini
azalttig1, hiicrelerdeki apoptozu engelledigide in vitro ve in vivo g¢alismalarla
gosterilmistir (Xiao vd., 2012). Kaempferoliin p53 aracili mitokondriyal i¢ yolak
tizerinden gerceklesen apoptozu engelleyerek ve ERK aracili MAPK yolaginin
caligmasini saglayarak, Dox’a bagl kardiyotoksisite lizerindeki koruyucu bir etki
sergiledigi de yine ayni ¢alismayla ortaya konmustur. Kaemferol’iin bu iki yonlii
(anti-proapoptotik) etkisi, bu bilesigi kanserli hiicreler i¢in potansiyel kanser ilact
yaparken ayni zamanda, kanserli olmayan dokularda olusan toksik yan etkiden
koruyucu bir molekiil olduguna da dikkati ¢ekmektedir (Xiao vd., 2012).
Sonuglarimizla kiyasladigimiz da ise Kaempferol antioksidan etkisi ile
doksorubisine bagli sitotoksik etkiyi baskilayarak prolifesyonu artirmistir. Diger

yandan bagimsiz dozlara kiyasla Kaempferol ve doksorubisin kombinasyonu
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mitokondriyal yolak araciligi ile apoptoza sevk ettigini tespit ettik. Bu asamada
ileri ¢calismalarimizda sinyal yolaklarinda meydana gelen degisimleri arastirarak
daha aydinlik sonuglar elde etmeyi planlamaktayiz.

Anneksin  V/FITC ve Pl boyamasindan elde edilen sonuclar

incelendiginde; Hep-G2 hiicrelerinde, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, fosfotidil
serin  ile  reaksiyona  giren  apoptotik  hiicrelerin = oram1  digiik
dozlardakiDoksorubisin  ve Kaempferol’dehemen hemen ayn1 sonuglari
verirken,Doksorubisin miktarinin artmas: durumunda bu oran da azalmis ancak
nekrotik hiicre sayisinda ise iki kat artig gozlenmistir. Buradan yola ¢ikarak,
Doksorubisin miktarinin artmasi hiicreyi nekrotik dliime gotiirmiistiir. Kaempferol
miktarma baglh olarak, Annexin V-FITC ile reaksiyona giren ve boyanan
apoptotik hiicrelerin oraninda gozlenen azalmanin da Kaempferol’iin antioksidan
etkisinden kaynaklandigi disiiniilmiistiir. Kombinasyonlarda en dikkat g¢eken
degisiklik ise en yiiksek kombinasyon dozu olan 1uMDox+150 pMKaem
dozunda goriilen toplam (geg ve erken) apoptotik hiicre sayisindaki artigtir.
Literatiir calismalarina bakildiginda; Doksorubisin etki
mekanizmalarindan biri olan ROS {iretimi vasitasiyla timor hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gostermesidir (Ravid vd.1999). Sharma ve arkadaslari, insan
glioblastoma hiicre hatlar1 (LN229, U887MG ve T98G) iizerinde Kaempferol’iin,
oksidatif stresi artiran Doksorubisin’intoksik etkilerine karsietkili olup olmadigini
arastirmiglar ve bu iki bilesigin birlikte kullanildigi glioma hiicrelerinde,hiicre igi
oksidatif stresi artirarak apoptozun indiiklendigini bulmuslardir. Bu calisma
sonucunda,Kaempferol’tinDoksorubisin’in hiicre digina atilimini azaltarak ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) toksisitesini yiikselterek kemoterapotik ajan
Doksorubisin’intoksik etkisini artirdigini tespit etmislerdir (Sharma vd,. 2007).
Bizim ¢alismamizda da Kaempferol’iin ayni mekanizma ile apoptozu uyardigi
distiniilmiistir. Wang ve arkadaslar1 ise insan hepatoma hiicre hatlar
(SMMC7721, QGY7701) ve normal karaciger hiicreleri L-02’de Dox’un farede
antitimor etkileri lizerinde Quercetin’in roliinii arastirmiglar ve hepatoma
hiicrelerinde Quercetin ile kombine edilmis Dox’un p53 bagimli olarak ve anti
apoptotikBcl-xI ~ proteinini  downregiile  ederek  apoptozu  uyardigini

gostermislerdir. Ayrica, Quercetinin farelerde Dox’a bagli hepatotoksisiteye karsi
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koruyucu bir etki gosterdigi de yine bu c¢alismayla gosterilmistir. Quercetinin
normal karaciger hiicrelerini Doksorubisine bagli yan etkilerden korurken,
karaciger kanseri hiicreleri lizerinde anti-tiimor etkiye sahip oldugu, Quercetinin
karaciger kanserine karsi terapotik etkinligini artirmak i¢in Dox ile kombine
tedavisinde yararli olabilecegi sonucuna varilmistir (Wang vd., 2012).

Kaspaz 3-9 sonuclari incelendiginde; Hep-G2 hiicreleri en yiliksek Kaspaz

3 aktivitesi, Doksorubisin'inlCsp dozunda go6zlenmistir. Doksorubisin  ve
Kaempferol kombine kullandig:1 taktirde ise Kaspaz 3 aktivitesinde bagimsiz
Doksorubisin’e  nazaran  azalma  saptanmistir. Kaempferoltek  basina
uygulandiginda ise kontrole oranla Kaspaz aktivitesi kombinasyon dozler ile
hemen hemen ayni sonug¢ elde edilmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak, antioksidan
olan Kaempferol bilesiginin, Dox’un yiiksek apoptotik etkisini baskiladigi
disiiniilmistiir. Diger yandan,Dox miktarmi artirdigimiz taktirdehiicrelerdeki
sitotoksik etkinin fazla olmasi ve hiicre 6liimiiniin daha biiyiik oranda nekrotik
yolla gerceklestigini diisiindirmiistiir. Kaspaz-9 aktivitesine baktigimizda ise
Kaempferol-Doksorubisin'ninkombinasyonlarindan en yiiksek dozda kaspaz-9
aktivitesi gozlenmistir. Kaempferol ve Doksorubisin'in diger dozlarinda kaspaz-9
aktivitesi gozlenmemistir.Bu sonug, kaspaz-9 aktivasyonunun 24 saatten daha
erken siirecte basladigini disiirdiirmiistiir. Literatiir calismalarina baktigimizda;
Kaempferol'inkaspaz-3 (Sharma vd.,2007, Leung vd., 2007, Wang vd.,1999,
Bestwick vd., 2007, Zhang vd., 2008) Kaspaz-7 (Kang vd., 2009, Nguyen vd.,
2003) ve Kaspaz-9 (Kang vd., 2009, Sharma vd., 2007, Zhang vd., 2008, Zhang
vd.,, 2009, Wang vd., 1999) protein aktivasyonunu uyararak apoptotik
mekanizmayr etkiledigi goézlenmistir. Ayrica, bu flavonoidin apoptozun
Kaspaz’dan bagimsiz yolaginin baglatilmasinda yer alan, apoptoz indiikleyici
faktoric de (AIF) aktive ettigi bilinmektedir (Leung vd., 2007). Yapilan
caligmalarda, Kaempferol'in proapoptotik protein ailesinden Bax ve Bad
proteinlerinin miktarinda artisa, anti-apoptotik protein ailesinden Bcl-2 ve Bcl-XI
proteinlerinin miktarinda ise azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Kang
vd.,2009, Nguyen vd., 2003). Ayrica, Kaempferol'in anti-apoptotik protein
ailesinden XIAP (X’e bagimli IAP)nin down regiilasyonuna neden oldugu

bulunmustur (Calderén-Montafio vd., 2011). Kaempferol’iin, apoptozun
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indiiklenmesinde rol oynayan mitokondrialmembran potansiyel kaybi,
mitokondrial Sitokrom C (Marfe vd., 2009, Sharma vd., 2007, Wang vd.,1999, Li
vd., 2009) salimiminin indiiklenmesi ve PARP aktivasyonunun uyarilmasi (Marfe
vd., 2009, Kim vd., 2008, Wang vd., 1999) olaylarina etki ettigi tespit edilmistir.

Bu sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, Dox’un en fazla sitotoksik
aktivite gosteren, ancak daha diisiik apoptotik etkiye ragmen oldukca yiiksek
nekrotik O6liime sebep olan dozunun (1 puM), yine yliksek apoptoz ve nekroz
oranina sebep olan Kaempferol dozuyla (150 upM) birlikte kullanilmasi
sonucunda, her iki bilesigin de sitotoksik etkisini azaltan, apoptoz oranim
sinerjetik bicimde arttirip, nekrotik o0liimiin seviyesini kontrol grubuyla benzer
orana kadar diisiiren bir kombinasyon dozunun belirlendigi diistiniilmiistiir.

Bu c¢alismanin sonucu olarak; Bir atioksidan olan Kaempferol’iin
hepatokarsinoma tedavisinde Doksorubisin’in sitotoksik etkiligini diisliren ve
apoptozu uyaran bir kemoterapdtik ajan olmasinin yanisira tek basina da en az
Doksorubisin kadar etkili ancak sitotoksitesi daha diisiik potansiyel bir ila¢ onciilii
olabilirligi dnerilmektedir. Uzun vadede, Kaempferol’iin hiicreyi Doksorobisin’in
yan etkilerinden korudugu, aynm1 zamanda anti-timor etkiyi de arttirdigr ve
boylelikle HCC'nin etkin tedavisinde potansiyel olarak kullanabilecegi
diisiiniilmektedir. Kaempferol’in karaciger kanseri tedavisinde kullanim
potansiyelinin ileri seviye gen ekspresyonu ve protein seviyelerinde arastirilmasi

gerekmektedir.

59



KAYNAKLAR

Abou-Alfa, G.K., Johnson, P., Knox, J.J., Capanu, M., Davidenko, I., Lacava, J.,
Leung, T., Gansukh, B., Saltz, L.B. (2010). Doxorubicin Plus Sorafenib vs
Doxorubicin Alone in Patients With Advanced Hepatocellular Carcinoma,
Jama., 304(19), 2154-216.

Aktirk, E., Kurtoglu, E. ve Harputluoglu, H., (2011). Kanser ilaglarinin
Kardiyovaskiiler Yan Etkileri: Bu Yan Etkiler Nasil Belirlenmeli, Tedavi
ve Takip Nasil Yapilmali? Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi.,
18(2), 137-42.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. (2007).
Molecular Biology Of The Cell. Garland Science.

Alenzi, F.Q.B. (2004). Links between apoptosis, proliferation and the cell cycle,
British Journal of Biomedical Science., 61(2).

Aravalli, N.R., Steer, C.J. and Cressman, E.N.K. (2008). Molecular Mechanisms
of Hepatocellular Carcinoma,Hepatology., 48(6), 2057-2063.

Ayla, S., Oktar, H., Tannverdi, G., Cengiz, M., Ozkili¢, A.C., Can, G., Oziicer,
B., Eser, M., Demirci, S., Batur, S. (2009). Doksorubisin nedenli sigan
hepatotoksisitesine nikotinaiidin (koruyucu) etkisi, Anadolu Universitesi
Bilim ve Teknoloji Dergisi., 10(1), 229-238.

Bestwick, C.S., Milne, L. and Duthie, S.J, (2007).Kaempferol induced inhibition
of HL-60 cell growth results from a heterogeneous response, dominated by
cell cycle alterations, Chemico-Biological Interactions., 170, 76-85.

Blum, H. E. (2005). Hepatocellular carcinoma: Therapy and prevention. World J
Gastroenterol., 11(47),7391-7400.

Boege, F., Straub, T., Kehr, A., Boesenberg, C., Christiansen, K., Andersen, A.,
Jakob, F., Kohrle, J. (1996).Selected Novel Flavones Inhibit the DNA
Binding or the DNA Religation Step of Eukaryotic Topoisomerase, The
Journol of Biological Chemistry., 271(4), 2262-2270.

Bretones, G., Delgado, M.D. and Leon, J. (2015).Myc and cell cycle control,
Biochimica et Biophysica Acta., 1849, 506-516.

Buendia, M. A. (2000). Genetics of hepatocellular carcinoma seminars in Cancer
Biology., 10,185-200.

60



Cabadak, H. (2008). Hiicre siklusu ve kanser, ADU Tip Fakiiltesi Dergisi.,9(3),
51-61.

Calderon-Montao, J.M., Burgos-Moron, E., Perez-Guerrero, C., Lopez-Lazaro,
M., A. (2011).Review on the Dietary Flavonoid Kaempferol, Mini-
Reviews in Medicinal Chemistry.,11, 298-344.

Calvisi, D.F., Ladu, S., Gorden, A., Farina, M., Conner, E.A., Lee, J.S., Factor,
V.M., Thorgeirsson, S.S. (2006).Ubiquitous activation of Ras and Jak/Stat
pathways in human HCC Gastroenterology., 130, 1117-1128.

Chang, H.Y. ve Yang, X. (2000). Proteases for Cell Suicide: functions and
Regulation of Caspases. Microbiology and Molecular Biology Reviews.,
64(4), 821-846.

Champoux, J.J. (2001).Dna Topoisomerases: Structure, Function and Mechanism,
Annu. Rev. Biochem., 70,369-413.

Chen, D., Daniel, K.G., Chen, M.S., Kuhn, D.J., Piwowar, K.R.L., Dou Q.P.
(2005).Dietary flavonoids as proteasome inhibitors and apoptosis inducers
in human leukemia cells, Biochemical Pharmacology., 69, 1421-1432,

Chen, D., Yu, J., Zhang, L. (2016). Necroptosis: an alternative cell death program
defending against cancer, Biochimica et Biophysica Acta., 1865, 228-236.

Chen, C. and Wang, G.(2015). Mechanisms of hepatocellular carcinoma and
challenges and opportunities for molecular targeted therapy, World J
Hepatol., 7(15), 1964-1970.

Chittmittrapap, S., Chieochansin, T., Chaiteerakij, R., Treeprasertsuk, S.,
Klaikaew, N., Tangkijvanich, P., Komolmit, P., Poovorawan, Y.
(2013).Prevalence of Aflatoxin Induced p53 Mutation at Codon 249
(R249s) in Hepatocellular Carcinoma Patients with and withou Hepatitis B
Surface Antigen (HBsAQ), Asian Pacific Journal of Cancer Prevention.,
14(12),7675-9.

Cooper, M. G. ve Hausman, E.R. (2006). Hiicre Molekiiler Yaklasim,izmir Tip
Kitabevi., Atlas kitapgilik, ii¢lincii baski.

Colombo, M. (1999). Natural history and pathogenesis of hepatitis C virus related
hepatocellular carcinoma, J Hepatol.,31(1), 25-30.

61


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26244070
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26244070
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4517155/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4517155/

Crohns, M., Liippo, K., Erhola, M., Kankaanranta, H., Moilanen E., Alho H.,
Lehtinen P.K. (2009). Concurrent decline of several antioxidants and
markers of oxidative stres during combination chemotherapy for small cell
lung cancer, Clinical Biochemistry., 42 ,1236-1245.

Cogulu, O., Alpman A, Durmaz, B., Ozkmay, F. (2007). Mitoz ve Mayozun
Molekiiler Temelleri, Turkiye Klinikleri J Med Sci., 27,725-737.

Coskun, G. and Ozgiir, H. (2011). Molecular Mechanism of Apoptosis and
Necrosis, Archives Medical Review Journal., 20(3), 145-158.

Deng, G., Zeng, S. and Shen, H. (2015).Chemotherapy and target therapy for
hepatocellular carcinoma: New advances and challenges, World J
Hepatol., 7(5), 787-798.

Du, G., Lin, H., Wang, M., Zhang, S., Wu, X., Lu, L., JI, L., Yu, L.(2010).
Quercetin greatly improved therepeutic indez of doxorubicin against 4T1
breast cancer by its opposing effects on HIF-1a in tumor and normal cells,
Cancer Chemother Pharmacol., 65, 277-287.

Duke, R.C. (2004).Methods of analysing chromatin changes accompanying
apoptosis of target cells in Killer cell assays, Methods in Molecular
Biology.,282, 43-66.

Durmaz, T., Ozdemir, O. ve Bozkurt, E., (2009). Antrasiklin Kardiyotoksisitesi
TGKD., 13(1),25-34.

Dogan, L. ve Dicle, G.(2004). Sinyal iletimi mekanizmalar1 ve kanserHacettepe
Tip Dergisi.,35, 34-42.

Escobar, M.L., Echeverria, O.M. and Vazquez-Nin, G.H. (2015). Necrosis as
Programmed Cell Death, 2236-4.

Erdz, R., Karatas, A., Alkog, O.A., Baltaci, D., Oktay, M., Colakoglu S. (2012).
Apoptozis Hakkinda Bilinenler (Literatiir =~ Taramasi),Diizce  tip
dergisi.,14(2), 87-101.

Farazi, P.A and DePinho, R.A. (2006). Hepatocellular carcinoma
pathogenesis:from genes to environment, Nat Rev Cancer.,6,674-87.
Filomeni, G., Desideri, E., Cardaci, S., Graziani, l., Piccirillo, S., Rotilio, G.,

Ciriolo, M.R. (2010).Carcinoma cells activate AMP-activated protein

62



kinase-dependent autophagy as survival response to Kaempferol-mediated
energetic impairment, Autophagy., 6(2), 202-216.

Forner, A., Llovet, J.M. and Bruix, J. (2012). Hepatocellular carcinoma, Lancet.,
379, 1245-55.

Fulda, S. (2015). Targeting extrinsic apoptosis in cancer: Challenges and
opportunities, Seminars in Cell &Developmental Biology., 39, 20-25.

Gish, R.G. (2006). Hepatoselliiler Karsinom: Hastaligin Tedavisinde Zorluklarin
Asilmasi Cimical Gastroenterology and Hepatology Tiirk¢e Baski.,1,61-
72.

Guo, Z.S., Liu, Z. and Bartlett, D.L. Oncolytic immunotherapy: dying the right
way is a key to eliciting potent antitumor immunity, Frontiers in Oncology
| Tumor Immunity., 4(74), 1-11.

Giiltekin, N., Karaoglu, K. and Kiiciikates, E. (2008). Hiicrede apoptoz ve
sagkalim mekanizmalarinin kesfedilmesi ve yani potansiyel tedavi
stratejileri, Tirk. KardiyolDern. Ars.,36(2), 120-130.

Goksoy, E. ve Kapan, M. (2002). Karacigerin Primer Habis Tiimorleri,Hepato-
Bilier Sistem ve Pankreas Hastaliklart Sempozyum Dizisi., 28, 159-182.

Hacker, H.G., Sisay, M.T. and Giitschow, M. (2011). Allosteric modulation of
caspases Pharmacology & Therapeutics., 132, 180-195.

Hirsova, P. ve Gores, G.J. (2015). Death Receptor-Mediated Cell Death and
Proinflammatory Signaling in Nonalcoholic Steatohepatitis,Cell Mol
Gastroenterol Hepatol., 1, 17-27.

Hovorka, O., Subr, V., Vetvicka, D., Kovar, L., Strohalm, J., Strohalm,
M., Benda, A., Hof, M., Ulbrich, K., Rihova, B. (2010).Spectral analysis
of doxorubicin accumulation and the indirect quantification of its DNA
intercalation., 76(3), 514-24.

Hu, X. (2003). Proteolytic signaling by TNFa: caspase activation and 1jB
degradation Cytokine., 21,286-294.

Huang, G.W., Yang, L.Y., Lu, W.Q. (2005).Expression of hypoxia-inducible
factor lalpha and vascular endothelial growth factor in hepatocellular
carcinoma: Impact on neovascularization and survival, World J.
Gastroenterol., 11, 1705-1708.

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hovorka%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Subr%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=V%C4%9Btvi%C4%8Dka%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kov%C3%A1%C5%99%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strohalm%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strohalm%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strohalm%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benda%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hof%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ulbrich%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=R%C3%ADhov%C3%A1%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638475

Kang, G.Y,, Lee, E.R., Kim, J.H., Jung, JW., Lim, J., Kim S.K., Cho, S.G., Kim,
K.P. (2009).Downregulation of PLK-1 expression in Kaempferol-induced
apoptosis of MCF-7 cells, European Journal of Pharmacology., 611 ,17-
21.

Kang, JW., Kim, JH. Song, K., Kim, SH. Yoon, JH. Kim, KS.,
(2010).Kaempferol and Quercetin, Components of Ginkgo biloba Extract
(EGb 761), Induce Caspase-3-Dependent Apoptosis in Oral Cavity Cancer
Cells, Phytother., 24,77-82.

Kim, B.W., Lee, E.R., Min, H.M., Jeong, H.S., Ahn, J.Y., Kim, J.H., Choi, H.Y.,
Choi, H., Kim, E.Y., Park, S.P., Cho, S.G, (2008).Sustained ERK
activation is involved in the Kaempferol-induced apoptosis of breast
cancer cells and is more evident under 3-D culture condition, Cancer
Biology & Therapy., 7(7), 1080-1089.

King, K. L. ve Cidlowski J. A. (1998). Cell Cycle Regulation and Apoptosis,
Annu. Rev. Physiol., 60, 601-17.

Kismali, G. ve Sel, T. (2012). Paraquat ile Olusturulmus Oksidatif Stresin Hep-
G2 Hiicrelerinde  Apoptozis Uzerine  Etkisinin  Arastirilmasi,
F.U.Sag.Bil.Vet.Derg., 26(2), 79-85.

Klug, W., Cummings, M. A.,Spencer C.E., Siimer, S., Oner, R., Oner, C., Ay
ogls, A., Acik L. (2009). Genetik Kavramlar, Palme Yayncilik, Ankara.

Kumar, M., Zhao, X., Wang, X.W.(2011).Molecular carcinogenesis of
hepatocellularcarcinoma and intrahepatic cholangiocarcinoma: one step
closer to personalized medicine?Cell & Bioscience., 1-5.

Kozluca, O. (1995). Antraksiklinler ve Kardiyak toksisiteler, Kartal Egitim ve
Aragtirma Klinikleri., 566-568.

Kroemer, G., Galluzzi, L., and Brenner, C. (2007). Mitochondrial membrane
permeabilization in cell death, Physiol Rev., 87(1), 99-163.

Lachenmayer, A., Alsinet, C., Changa, C.Y., Llovet, J.M.(2010). Molecular
approaches to treatment of hepatocellular carcinoma, Digestive and Liver
Disease., 42, 264-272.

Leung, HW.C., Lin, CJ., Hour, M.J., Yang, W.H., Wang, M.Y., Lee, H.Z,

(2007).Kaempferol induces apoptosis in human lung non-small carcinoma

64


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kroemer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17237344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galluzzi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17237344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brenner%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17237344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17237344

cells accompanied by an induction of antioxidant enzymes, Food and
Chemical Toxicology., 45, 2005-2013.

Li, CJ., Huang, S.Y., Wu, M.V, Chen, Y.C., Tsang, S.F., Chyuan, J.H., Hsu,
H.Y.(2012). Induction of Apoptosis by Ethanolic Extract of Corchorus
olitorius Leaf in Human Hepatocellular Carcinoma (Hep-G2) Cells via a
Mitochondria-Dependent Pathway, Molecules., 17, 9348-9360.

Li, W., Du, B., Wang, T., Wang, S., Zhang J. (2009).Kaempferol induces
apoptosis in human HCT116 colon cancer cells via theAtaxia-
Telangiectasia Mutated-p53 pathway with the involvement of p53
Upregulated Modulator of Apoptosis, Chemico-Biological Interactions.,
177, 121-127.

Liang, T.J., Rehermann, B., Seeff, LB., Hoofnagle, J.H. (2000). Pathogenesis,
natural history, treatment, and prevention of hepatitis C, Ann Intern Med.,
132(4),296-305.

Luo, H., Daddysman, M.K., Rankin, G.O., Jiang, B.H., Chen, Y.C.
(2010).Primary research Kaempferol enhances cisplatin's effect on ovarian
cancer cells through promoting apoptosis caused by down regulation of
cMyc, Cancer Cell International., 10, 16.

Lodish, H., Berk, A., Kaiser, A., C., Krieger, M., Scott, P., M., Bretscher, A.,
Ploegh, H., Matsudaire, P. (2011). Molekiiler Hiicre Biyolojisi. Palme
Yayincilik, Ankara., 1134-1135.

Llovet, JM., Burroughs, A. and Bruix, J. (2003).Hepatocellular carcinoma.
Lancet., 362,1907-17.

Llovet, J.M. and Bruix, J. (2008).Molecular targeted therapies in hepatocellular
carcinoma Hepatology., 48, 1312-1327.

Malumbres, M.Barbacid. (2001).To Cycle or Not to Cycle: A critical Decision in
Cancer M. Nature Reviews., Cancer, 1, 223.

Mandery, K., Bujok, K., Schmidt, I., Keiser, M., Siegmund, W., Balk, B., Konig,
J., Fromm, M.F., Glaeser, H.(2010). Influence of the flavonoids apigenin,
Kaempferol, and quercetin on the function of organic anion transporting
polypeptides 1A2 and 2B1. Biochemical Pharmacology., 80, 1746-1753.

65



Marfe, G., Tafani, M., Indelicato, M., Salimei P.S., Reali V., Pucci B., Fini M.,
Russo M.A. (2009).Kaempferol Induces Apoptosis in Two Different Cell
LinesVia Akt Inactivation, Bax and SIRT3 Activation, and Mitochondrial
Dysfunction, Journal of Cellular Biochemistry., 106, 643-650.

Meguro, M., Mizuguchi, T., Kawamoto, M., Hirata K. (2011).TheMolecular
Pathogenesis and Clinical Implications of Hepatocellular Carcinoma,
SAGE-Hindawi Access to Research International Journal of Hepatology.,
8.

Merle, P. and Trepo, C. (2009). Molecular Mechanisms Underlying
Hepatocellular Carcinoma Viruses., 1, 852-872.

Merle, P., Kim, M., Herrmann, M., Gupte, A., Lefrancois, L., Califano, S. (2005).
Oncogenic  role of the frizzled-7/beta-catenin  pathway in
hepatocellularcarcinoma, J Hepato., 1(43),854-862.

Mosmann, T. (1983).Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
Application to proliferation and cytotoxicity assays, Journal of
Immunological Methods.,65(1-2),55-63.

Mukhopadhyay, P., Rajesh, M., Batkai, S., Kashiwaya, S., Hasko, G., Liaudet L.,
Szabo C., Pacher P.(2009).Role of superoxide, nitric oxide, and
peroxynitrite in doxorubicin-induced cell death in vivo and in vitro, Am J
Physiol Heart Circ Physiol., 296, 1466-1483.

Mylonss, I., Lakka, A., Tsakalof, A., Simos, G. (2010).The dietary flavonoid
Kaempferol effectively inhibits HIF-1 activity and hepatoma cancer cell
viability under hypoxic conditions, Biochemical and Biophysical Research
Communications., 398(1-16), 74-78.

Nairs, S. and Varalakshmi, K.N. (2011).Anticancer, cytootxic potential of
Moringa oleifera extracts on HelLa cell line, J. Nat Pharm., 2, 138-42.

Nakagawa, H. and Maeda, S. (2012). Molecular Mechanisms of Liver Injury and
Hepatocarcinogenesis: Focusing on the Role of Stress-Activated MAPK
Hindawi Publishing Corporation Pathology Research International.,14.

Nguyen, T.T.T., Tran, E., Ong, C.K,, Lee, S.K., Do, P.T., Huynh, T.T., Nguyen,
T.H., Lee, J.J,, Tan, Y., Ong C.S., Huynh, H. (2003). Kaempferol-Induced
Growth Inhibition and Apoptosisin A549 Lung Cancer Cells Is Mediated

66


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00221759
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00221759
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00221759/65/1
file:///C:/admÄ±n/Desktop/EMÄ°NE%20TUBITAK%20PROJE%20ONERÄ°%20OCAK%202013/kamferol%20hepatocancer%20hipoxi.htm
file:///C:/admÄ±n/Desktop/EMÄ°NE%20TUBITAK%20PROJE%20ONERÄ°%20OCAK%202013/kamferol%20hepatocancer%20hipoxi.htm
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X/398/1

by Activation of MEK-MAPK, Journal of Celluler Physiology., 197, 110-
121.

O“Brien, M. and Kirby, R. (2008). Apoptosis: A review of pro-apoptotic and anti-
apoptotic pathways and dysregulation in disease, Journal of Veterinary
Emergency and Critical Care., 18(6), 572-585.

Osellame, L.D., Blacker, T.S. and Duchen, M.R. (2012). Cellular and molecular
mechanisms of mitochondrial function Best Practice & Research Clinical
Endocrinology & Metabolism., 26,711-723.

Olgen, S., Bigak, I. ve Nebioglu, D., (2002).Angiogenesis ve kanser tedavisinde
yeni yaklagimlar, Ankara Ecz. Fak. Derg., 31(3), 193-214.

Pauklin, S., Kristjuhan, A., Maimets, T., Jaks, V. (2005). ARF and ATM/ATR
cooperate in p53-mediatedapoptosis upon oncogenic stress,Biochem.
Biophys. Res. Com.,334, 386-394.

Perryman, SV., Sylvester, Kg. (2006).Repair and regeneration: opportunities for
carcinogenesis from tissue stem cells,J Cell Mol Med.,10(2), 292-308.

Pecina-Slaus, N., (2010). Wnt signal transduction pathway and apoptosis: a
review, Cancer Cell Int., 10(22), 2-5.

Pietkiewicz, S., Schmidt, J.H. and Lavrik 1.N. (2015). Quantification of apoptosis
and necroptosis at the single cell level by a combination of Imaging Flow
Cytometry with classical Annexin V/propidium iodide staining, Journal of
Immunological Methods., 42399-103.

Ravid, A., Rocker, D., Machlenkin, A., Rotem, C., Hochman, A., Icekson, G,K.,
Liberman, U.A., Koren, R. (1999).1,25-Dihydroxyvitamin D3Enhances
the Susceptibility of Breast Cancer Cells to Doxorubicin-induced
Oxidative Damagel, Cancer Res., 59,862-867.

Sabuncuoglu, S. ve Ozgiines, H. (2011).Kemoterapi, Serbest Radikaller ve
Oksidatif Stres, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi., 31(2),
137-150.

Sadeghi-Aliabadi, H., Mosavi, H., Mirian, M., Kakhki, S., Zarghi, A. (2012).The
Cytotoxic and Synergistic Effects of Flavonoid Derivatives on
Doxorubicin Cytotoxicity in Hela, MDA-MB-231, and HT-29 Cancer

Cells, Iranian Journal of Toxicology., 5, 15.

67


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16796800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pe%26%23x00107%3Bina-%26%23x00160%3Blaus%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20591184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2908610/

Sahin, F., Kannangai, R., Adegbola, O., Wang, J., Su G., Torbenson, M. (2004).
mTOR and P70 S6 kinase expression in primary liver neoplasms, Clin
Cancer Res.,10, 8421-25.

Semenza, G.L. (2009).Defining the role of hypoxia-inducible factor 1 in cancer
biology and therapeutics, Oncogene., 29, 625-634.

Sharma, V., Joseph, C., Ghosh, S., Agarwal, A., Mishra M.K., Sen E, (2007).
Kaempferol induces apoptosis in glioblastomacells through oxidative stres,
Mol Cancer Ther., 6(9), 2544-53.

Shi, Y. (2004). Caspase Activation: Revisiting the Induced Proximity, Model
Cell., 117, 855-858.

Siegelin, M.D., Reuss, D.E., Habel, A., Mende, C.H., Deimling, A.V. (2008). The
flavonoid Kaempferol sensitizes human glioma cells to TRAIL-mediated
apoptosis by proteasomal degradation of survivin, Mol Cancer Ther.,
7(11), 3566-74.

Sivas, H. and Tomsuk, O., (2011). Antiproliferative and apoptotic effects of the
essential o1l of origanum onites and carvacrol on Hep-G2 cells.Anadolu
University Journal of Science and Technology-C. Life Sciences and
Biotechnology., 2, 171-180.

Solakoglu, Z., (2009).Apoptoz Varlig1 ya da Yoklugu Bir Hastalik Nedeni, Klinik
Gelisim., 22(3), 20-25.

Staedler, D., Idrizi, E., Kenzaoui, B-H., Jeanneret, L-J, (2011). Drug combinations
with quercetin: doxorubicin plus quercetin in human breast cancer cells,
Cancer Chemother Pharmacol., 68, 1161-1172.

Stagos, D., Amoutzias , G.D., Matakos, A., Spyrou, A., Tsatsakis, A.M., Kouretas
D. (2012).Chemoprevention of liver cancer by plant polyphenols, Food
and Chemical Toxicology., 50, 2155-2170.

Simsek, F. and Vatansever H.S. (2014). Apoptotik ve Otofajik Oliimlerde Hiicre
i¢ci Organizasyon Yeni Tip Dergisi.,31,6-11.

Tan, C., Lu, Y., Ji L.N. and Mao Z.W. (2014). Metallomics insights into the
programmed cell death induced by metal-based anticancer compounds
Metallomics., 6, 978-995

68



Tanaka, H., Yamamoto, M., Hashimoto, N., Miyakoshi, M., Tamakawa, S.,
Yoshie, M., Tokusashi, Y., Yokoyama, K., Yaginuma, Y., Ogawa, K.
(2006).Hypoxia-independent overexpression of hypoxia-inducible factor
lalpha as an early change in mouse hepatocarcinogenesis, Cancer Res., 66,
11263-11270.

Tsai, S C., Valkov, N., Yang, W M., Gump, J., Sullivan, D., Seto E (2000).
Histone deacetylase interacts directly with DNA topoisomerase Il. Nat.
Genet., 26 (3), 349-53.

Thomas, MB. and Zhu, AX. (2005). Hepatocellular carcinoma: the need for
progress. J Clin Oncol., 23,2892-2899.

Vandenabeele, P., Galluzzi, L., Vanden Berghe, T., Kroemer, G. (2010).
Molecular mechanisms of necroptosis: an ordered cellular explosion. Nat.
Rev. Mol. Cell Biol., 11, 700.

Villanueva, A, Newell P, Chiang, DY, Friedman, SL, Llovet, JM(2007).Genomics
and signaling pathways in hepatocellular carcinoma.Semin Liver Dis.,27,
55-76.

Yanguu, H., Linjuan, C., Jin, W., Honjung, H., Yongjin, S., Guobin, X., Hanyun,
R. (2011).The effects of quercetin and kaempferol on multidrug resistance
and the expression of related genes in human erythroleukemic K562/A
cells, African Journal of Biotechnology., 10(62), 13399-13406.

Yao, D.F.,Jiang, H., Yao, M., L1, Y.M., Gu, W.J., Shen, Y.C., Qiu, L.W., WU,
W., WU, X.H., SAIl, W.L. (2009).Quantitative analysis of hepatic
hypoxia-inducible factor-lalpha and its abnormal gene expression during
the formation of hepatocellular carcinoma, Hepatobiliary Pancreat. Dis.
Int., 8, 407-413.

Yih, L.H. and Lee, T.C.,(2008).Arsenite induces p53 accumulation through an
ATM-dependent pathway in human fibroblasts, Cancer Research., 60 (22),
6346-6352.

Yildirim, A., Bardakgei, F., KarataG, M., Tanyolag, B. (2007). Molekiiler Biyoloji,
Nobel Yaymn Dagitim, Ankara.

Yoshida, T., Konishi, M., Horinaka, M., Yasuda, T., Goda A.E., Taniguchi H.,

Yano K., Wakada M., Sakai T.(2008). Kaempferol sensitizes colon cancer

69



cells to TRAIL-induced apoptosis, Biochemical and Biophysical Research
Communications., 375,129-133.

Xiao, J., Sun, G-B., Sun, B., Wu, Y., He, L., Wang, X., Chen,R-C., Cao, L., Ren,
X-Y., Sun, X-B. (2012). Kaempferol protects against doxorubicin-induced
cardiotoxicity in vivo and in vitro, Toxicology., 292, 53-62.

Wang, G., Zhang, J., Liu L., Sharma, S., Dong, Q, (2012).Quercetin Potentiates
Doxorubicin Mediated Antitumor Effects against Liver Cancer through
p53/Bcl-xl, Plos one.,7(12), e51764.

Wang, I.K., Shiau S.Y.L., Lin J.K, (1999).Induction of Apoptosis by Apigenin
and Related Flavonoids Through Cytochrome ¢ Release and Activation of
Caspase-9 and Caspase-3 in Leukaemia HL-60 Cells, European Journal of
Cancer.,35(10),151-1525.

Wang, S., Konorev, E.A., Kotamraju, S., Joseph J., Kalivend,i S., Kalyanaraman
,B. (2004).Doxorubicin Induces Apoptosis in Normal and Tumor Cells via
Distinctly Different Mechanisms, The Journal of Biological Chemistry.,
279,(24), 25535-25543.

Wells, J. A. (1988).Technique for Staining the Superficial Cells of Plucked Hair
Follicles and Other Solid Tissues, Stain Technology., 63,3.

White,S.J.,Kasman, L.M.Kelly, M.M., Lu, P., Spruill, L., McDermott, P.J,
Voelkel-Johnson, C. (2007).Doxorubicin generates a proapoptotic
phenotype by phosphorylation of elongation factor 2, Free Radical
Biology & Medicine., 43, 1313-1321.

Wilhelm, S.M., Carter, C., Tang, L., Wilkie D., Mcnabola A., Rong H., Chen, C.,
Zhang, X., Vincent, P., Mchugh M., Cao Y., Shujath, J., Gawlak S.,
Eveleigh D., Rowley B., Liu, L., Adnane L., Lynch M., Auclair D., Taylor
I., Gedrich, R., Voznesensky A., Riedl, B., Post, L.E., Bollag G. Trail P.A.
(2004).BAY 43-9006 exhibits broad spectrum oral antitumor activity and
targets the RAF/MEK/ERK pathway and receptor tyrosine Kkinases
involved in tumor progression and angiogenesis, Cancer Res., 64 7099-
7109,

Wong, CM and Ng, 10, (2007).Molecular pathogenesis of hepatocellular
carcinoma, Liver Int., 28,160-174

70



Zhang, S., Hunter ,DJ., Hankinso,n SE., Giovannucci, EL., Rosner, BA., Colditz,
GA., Speizer,FE., Willett, WC. (1999).A prospective study of folate intake
and the risk of breast cancer, Jama., 281(17), 1632-7.

Zhang, Y., Chen, AY., Li, M., Chen, C., Yao, Q.(2008). Ginkgo bilobaExtract
Kaempferol Inhibits Cell Proliferation and Induces Apoptosis in
Pancreatic Cancer Cells, Journal of Surgical Research., 148,17-23.

Zhang, Q., Zhao, X.H., Wang, Z.J. (2009).Cytotoxicity of flavones and flavonols
to a human esophageal squamous cell carcinoma cell line (KYSE-510) by
induction of G2/M arrest and apoptosis, Toxicology in Vitro., 23 ,797-807.

Zhang, Q., Zhao, X.H., Wang, Z.J. (2008). Flavones and flavonols exert cytotoxic
effects on a human oesophageal adenocarcinoma cell line (OE33) by
causing G2/M arrest and inducing apoptosis, Food and Chemical
Toxicology., 46, 2042-2053.

Zappia, V.,Della, F., Ragione, F. D., Panico, S., Russo G.L. Budillon A.Ed.
Basaran G., Basaran M. (2014). Nutrisyon ve Kanser Tedavisindeki
Geligmeler, Nobel Tip Kitabevleri.

71



OZGECMIS

Adi-Soyadi : Emine ERDAG
Yabanci Dil : Ingilizce

Dogum Yeri ve Yili : Eskisehir/1989
E-Posta : emineerdag@anadolu.edu.tr

Egitim ve Mesleki Gecmisi:

#2011, Pamukkale Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii.

Yavymlan ve Bilimsel/Sanatsal Faaliyetleri:

02014, Poster Sunumu, 1. Uluslararas1 Adli Toksikoloji Kongresi ve
Calistay1, Ankara iiniversitesi.

72



