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OZET

DOKTORA TEZi

BAZI L[KEN ASITLERININ ANTIMIGRASYON ETKIiSINiIN KARACIGER ve
AKCIGER KANSERI HUCRE HATLARINDA PI3K/AKT/mTOR ve WNT/B-
KATENIN YOLAKLARI UZERINDEN ARASTIRILMASI

Berna HUKKAMLI
Damisman: Prof. Dr. Harun BUDAK

Amag: Bu tez kapsaminda, akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanserleri iizerindeki
sitotoksik etkisi belirlenmis difraktaik, vulpinik ve evernik liken asitlerinin, migrasyon,
invazyon ve metastaz basta olmak iizere kanserin birgok karakteristik 6zelliginin ortaya
cikmasinda kritik rol oynayan WNT/B-KATENIN ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklari
tizerindeki etkisi aragtirilmigtir.

Yontem: AS549 ve HepG2 hiicre hatlari, 6nceden belirlenen ICso konsantrasyonlarinda
difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve doza bagli olarak muamele edildi. Liken
asitleri ile muamele edilmis hiicre hatlarinda WNT/B-KATENIN yolag: genleri olan WNT2,
AXIN1, DVL1, CTNNB1, TCF4, MYC, CDK1, CCND1 ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi
genleri AKT, mTOR, PI3K ve PTEN’nin kantitatif ekspresyon seviyeleri Real Time PCR
analizi ile belirlendi. WNT/B-KATENIN ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklarinda kritik role
sahip hedef proteinlerin ekspresyon degisimleri western blot analizi ile belirlendi. Ek olarak,
WNT/B-KATENIN sinyal yolag diizenleyicilerinden biri olan CSNKI1E enziminin miktar
ELISA metoduyla belirlendi.

Bulgular: Difraktaik ve vulpinik asidin A549 hiicre hattinda WNT/B-KATENIN ve
PI3K/AKT/mTOR yolaklar {izerine etkisini 6zellikle protein seviyeleri lizerinden gosterdigi
goriilmistiir. Evernik asidin ise bu hiicre hattinda, yolak bilesenlerini hem gen hem de protein
seviyesinde hedef almakla birlikte hiicre dongiisii diizenleycilerinin gen ekspresyonunu
onemli derecede azalttigi belirlenmistir. HepG2 hiicre hattinda ise difraktaik ve vulpinik
asidin her iki yolak {izerinde gen ve protein seviyesinde etkili oldugu, evernik asidin ise daha
az sayida bileseni etkiledigi goriilmiistiir.

Sonuc: Bu bulgular, iic liken asidinin de A549 hiicre hattinda WNT/B-KATENIN ve
PI3K/AKT/mTOR yolaklarina ait farkli bilesenleri gen ve/veya protein seviyesinde spesifik
olarak etkileyerek antimigrasyon potansiyellerini ortaya koydugunu gostermistir. HepG2
hiicre hattinda ise difraktaik ve vulpinik asidin her iki yolakta kritik gen ve proteinlerin
seviyesinde etkili oldugu agik¢a goriilmiistiir. Diger liken asitleriyle karsilagtirildiginda,
evernik asidin, antimigrasyon ve antiproliferatif aktivitesini desteklemek igin bu yolaklarin
sadece birkag bilesenini hedef aldig1 ve bu etkilerini arastirilan sinyal yolaklarindan farkli bir
mekanizma ile gerceklestiriyor olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: HepG2, A549, PISBK/AKT/mTOR yolagi, WNT/B-KATENIN yolagi,
antimigrasyon, antikanser

Agustos 2024, 143 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

ANTI-MIGRATION EFFECT OF SOME LICHEN ACIDS IN LIVER AND LUNG
CANCER CELL LINES RESEARCH ON PI3K/AKT/mTOR and WNT/B-CATENIN
PATHWAYS

Berna HUKKAMLI
Supervisor: Prof. Dr. Harun BUDAK

Purpose: In this thesis, the effects of diffractaic, vulpinic and evernic lichen acids, whose
cytotoxic effects on lung (A549) and liver (HepG2) cancers have been determined, on
WNT/B-CATENIN and PI3K/AKT/mTOR signaling pathways, which play a critical role in
the emergence of many characteristic features of cancer, especially migration, invasion and
metastasis, were investigated.

Methods: A549 and HepG2 cell lines were treated with diffractic, vulpinic, and evernic acids
at the determined ICso concentrations in a time- and dose-dependent manner. The quantitative
expression levels of WNT2, AXIN1, DVL1, CTNNB1, TCF4, MYC, CDK1, CCND1, and
PIBK/AKT/mTOR signaling pathway genes AKT, mTOR, PI3K and PTEN were investigated
by Real Time PCR analysis. Expression changes of target proteins with critical roles in
WNT/B-Catenin and PI3K/AKT/mTOR signaling pathways were examined by western blot
analysis. In addition, the amount of CSNK1E enzyme, one of the regulators of WNT/p-
Catenin signaling pathway, was determined by ELISA method.

Findings: In the A549 cell line, diffractaic and vulpinic acid showed effects on the WNT/j-
Catenin and PIBK/AKT/mTOR pathways, especially at the protein level, whereas evernic acid
targeted pathway components at both gene and protein levels and significantly decreased cell
cycle regulator gene expression. In HepG2 cell line, diffractic and vulpinic acid were effective
on both pathways at gene and protein levels, while evernic acid affected fewer components.

Results: These findings demonstrated that all three lichen acids revealed their antimigration
potential by specifically affecting different components of the WNT/B-Catenin and
PISBK/AKT/mTOR pathways at the gene and/or protein level in the A549 cell line. In the
HepG2 cell line, it was clearly demonstrated that difractaic and vulpinic acid were effective at
the level of critical genes and proteins in both pathways. Evernic acid, when compared to
other lichen acids, targeted only a few components of these pathways to support its
antimigration and antiproliferative activity and may be exerting these effects through a
mechanism different from these signaling pathways.

Keywords: HepG2, A549, PIBK/AKT/mTOR pathway, WNT/B-Catenin pathway,
antimigration, lichens

August 2024, 143 pages
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GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyliimesi ve viicudun yakin veya uzak bolgelerine kan
ve lenf yoluyla yayilarak hasar olusturma yetenegi ile karakterize edilen, yaklasik 200 farkl
tiirii bulunan bir hastaliktir. Diinyada bilinen 6lim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarindan sonra ikinci sirada kanser yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
verilerine gore, 15-49 yas araliginda, meme kanseri (% 13) en sik goriilen malignite olup, bu
oran1 karaciger (% 12) ve akciger (% 9) kanserleri izlemektedir. 50-59 yas araliginda ise, en
stk goriilen malignite akciger kanseri (%18) olup bunu karaciger (% 11) ve meme (% 9)
kanserleri takip ederken, 60 yas ve lstliinde en sik goriilen maligniteler akciger (% 21),
kolorektal (% 9), mide (% 9) ve karaciger (% 9) kanserleri olarak bildirilmektedir (Mattiuzzi
ve Lippi 2019).

Arastirma kapsaminda calisilacak olan karaciger kanseri, diinya ¢apinda 1 milyondan
fazla insanmi etkileyen ve 2016 yilinda 800.000 o6liime neden olan yaygin Olimcil bir
malignitedir (Liu vd 2019). Karaciger kanserinin gesitli alt tiplerinin olmasina karsin
hepatoselliiler karsinom (HCC), tim karaciger kanseri vakalarmin yaklasitk % 80'ini
olusturmaktadir. Hepatit B (HBV) ve Hepatit C viriisii (HCV) ile kronik enfeksiyon, asiri
alkol alimi, aflatoksine maruz kalma, diyabet ve obezite HCC ile iligkili etiyolojik faktorlerin

arasinda yer almaktadir (Baffy vd 2012).

Akciger kanseri ise basta tiitiin kullanim1 olmak iizere, pasif i¢icilik, asbest ve radon
gazina maruz kalma, alkol ve islenmemis gida tiiketimi faktorler nedeniyle diinya genelinde
insidansi kritik oranda artan bir kanser tiiriidiir. Yirminci yilizyilin son on yilindan beri akciger

kanseri en sik goriilen kanser tiirii olmustur (Dubey vd 2016).

Kanser epidemiyoloji lizerine yapilan ¢alismalar, yeni tedavi ve terapi yontemlerinin
arastirilmasi lizerine yogunlasan ilgiyi agiklamaktadir. Kanser tedavisinde, agresiflik seviyesi,
metastaz, heterojenite ve timdr boyutu gibi 6zellikler g6z 6niine alinarak kemoterapi, cerrahi
miidahale, endokrin ve radyasyon tedavisi gibi geleneksel yontemler siklikla kullanilmaktadir
(Mun vd 2017). Bu tedavi yontemleri kanserli hiicrelerde oldukga etkili olsa da yol agtiklar
yan etkiler ve kemoterapotik ilaglara karsi gelisen direng sorun olusturmaktadir. Ozellikle
kemoterapik ilaglarin kullaniminda, kanser hiicreleriyle birlikte saglikli hiicrelerin de hedef
alinmasi ve dogru evrelemenin yapilamamasi durumunda hastanin bagisiklik sisteminde

zayiflama, bulant1 ve siddetli agrilar goriilmektedir (Senapati vd 2018, Yadav vd 2017, Pearce



vd 2017). Bu nedenle son zamanlarda yapilan ¢alismalar, konvensiyonel yontemlerin yaninda
farkli terapotik ajanlar iizerine yogunlagmaktadir. Bununla birlikte, dogal kaynaklar ve
bunlarin metabolitleri, yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesinde umut verici ajanlar olarak
kullanilmaktadir (Mondal vd 2012).

Dogal irlinler antik c¢aglardan itibaren insan hastaliklarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kullanilmaktadir (Naem vd 2022). 1981 ve 2019 yillar1 arasinda onaylanan kiigiik
molekiillii ilaglarin %32'sinin dogal iiriinler ve bunlarin tiirevleri oldugu bilinmektedir
(Mondal vd 2012; Newman ve Cragg 2016; 2020). Ayrica 2016 yilinda yayinlanan raporda
1827 yilindan 2013 yilina kadar ABD Gida ve ilag¢ Idaresi'nin (FDA), 547 dogal iiriin ve
bunlarin tiirevlerinin basta kanser, bakteriyel enfeksiyonlar ve hipertansiyon olmak {izere
bir¢ok hastaligin tedavisinde ilag olarak kullanilmasini onayladigi belirtilmektedir (Patridge
vd 2016). Bu tiir dogal bilesiklerin elde edilmesi i¢in yeni bir kaynak olan likenler son
zamanlarda biiyik ilgi gormektedir. Likenlerin ve bunlarin sekonder metabolitlerinin
sitotoksisitesi ve genotoksisitesi ile ilgili ¢aligmalarin sayisi son yillarda artmistir (Shrestha ve
St. Clair 2013, Kalin 2022,2023; Giinaydin 2023; Sulukoglu 2024). Likenler mantar
(mikrobiyont) ve alg veya siyanobakteri (fotobiyont) arasindaki simbiyotik iliski ile olusan
alifatik, sikloalifatik, aromatik ve terpenik bilesikleri iceren bircok sekonder metabolit
sentezleyen kompleks yapidaki organizmalardir. Likenler ve metabolitleri antioksidan,
antiviral, antibyotik, antinflamatuvar ve antikanser bircok biyolojik aktiviteye sahiptir

(Huneck 1999).

Yapilan arastirmalar kapsaminda elde edilen bulgular difraktaik, evernik ve vulpinik
asidin insan meme kanseri MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar iizerinde doz ve zamana
bagli, TRXRI1 hedefli olarak antikanser etki gosterdigi goriilmiistir. Ancak bu etkiyi
apoptozdan ziyade ¢ogunlukla migrasyonu engelleyerek gosterdigi belirlenmistir (Kalin
2022). Yine yapilan diger caligmalarda akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hiicre
hatlarinda difraktaik, evernik ve vulpinik asidin doz ve zamana bagl olarak antikanser etkisi
kanitlanmis olup, basta evernik asit olmak iizere bu etkiyi apoptozu desteklemekle birlikte
migrasyonu Onemli derecede engelleyerek gosterdikleri belirlenmistir (Gilinaydin 2022;

Sulukoglu 2022).

Literatiirde tez kapsaminda calisilan liken asitlerinin (difraktaik asit, vulpinik asit ve
evernik asit) kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif ve antimigrasyon etkisini hangi
molekiiler mekanizmalar araciligiyla gergeklestirdigi hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasinda liken asitlerinin antiproliferatif ve antimigrasyon potansiyelinin molekiiler

mekanizmasini aydinlatmak amaciyla, migrasyon, invazyon ve metastaz basta olmak {izere



kanserin birgok karakteristik Ozelliginin ortaya c¢ikmasinda rol oynayan iki kritik yolak,
WNT/B-KATENIN ve PI3K/AKT/mTOR yolaklari, aday olarak segilmistir. Bu iki sinyal
yolaginin malignant timorlerin genis bir aralifinda kritik rollere sahip oldugu bilindiginden
liken asitlerinin bu yolag1 hedefleyip hedeflemediginin belirlenmesi sadece bu kanser tiirii i¢in

degil birgok kanser tiirii i¢in yeni terapotik yaklagimlara 1sik tutacaktir.



KURAMSAL TEMELLER

Kanser

Kanser, DNA’nin ekzojen ve endojen etkenler ile hasar1 sonucu, hiicre ¢ogalmasi ve
Olimii arasindaki dengenin bozulmasina bagli olarak kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve
cogalmasiyla karakterize edilen oliimciil bir hastaliktir (Hausman 2019). Eski hiicrelerin
yikilmamast ve kontrolsiiz bir sekilde biiylimeye devam ederek yeni anormal hiicreler

olusturmasi ile tiimdr ad1 verilen doku kiitlesi meydana gelir (Hazafa vd 2019).

Kanser farkli yolaklarin diizensizliginden kaynaklanabilen genetik temelli bir hastalik
olup bu yolaklar normal hiicrelerin proliferasyon, sagkalim, farklilasma ve metabolik
faaliyetlerini diizenleyen sistemlerdir (Schulze ve Harris 2012; Vazquez vd 2016). Bu
yolaklarim anormal aktivasyonu veya inaktivasyonu kontrolsiiz proliferasyon, azalmis
apoptoz, ¢ogalma sinyallerini siirdiirme, biiylime baskilayicilarindan kagma ve genetik
instabilite gibi 6zelliklerle karakterize edilen kanser hiicrelerinin olusmasina neden olur. Bazi
yolaklar spesifik olarak bir kanser tiiriinii etkileyebilir, bazilari ise malignant tiimoérlerin genis

bir skalasinda oldukg¢a 6nemli rollere sahip olabilir (Park vd 2020).

Tiitin ve alkol kullamimi, iyonize ve ultraviyole radyasyon, viral enfeksiyonlar
(6rnegin, Hepatit B, Hepatit C, insan papilloma viriisii HPV), parazitler (6rnegin,
Schistosomiasis), bakteriyel enfeksiyonlar (6rnegin, Helicobacter pylori), yiyecek ve
iceceklerin kontaminasyonu (6rnegin, aflatoksin kontaminasyonu) kanserin en sik goriilen

nedenleri arasindadir (Hazafa vd 2019).

Hiicresel Orjinlerine Gore Kanser Tiirleri

Kanser viicuttaki farkli hiicre tiirlerinden kaynaklanabilir ve hiicresel orjinlerine gore
siniflandirilabilir. Bu smiflarin her biri biliylime hizi, hiicrelerin farklilasma durumu,
metastatik potansiyel, invazif karakter ve tedaviye yanit ac¢isindan degisiklik gostermektedir.
(Vazquez vd 2016). Kanser, karsinoma, sarkoma, 16semi, lenfoma, melanoma, miyeloma ve

merkezi sinir sistemi kanserleri olmak {izere bir¢ok alt sinifa ayrilabilir.

Karsinomlar viicudun deri, meme, prostat, akciger ve bagirsak gibi epitelyal
dokularinda baslar ve en yaygin goriilen kanser simifidir. Karsinomlar kanser vakalarinin
biiylik ¢ogunlugunu olusturur. Basta adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve bazal

hiicreli karsinom olmak iizere ¢esitli alt siniflara ayrilir. Adenokarsinom, epitel hiicrelerin



olusturdugu bezler veya glandiiler benzeri yapilardan kaynaklanan koti huylu bir
neoplazmdir. Adenokarsinom meme, akciger, prostat, kolon, rektum, pankreas, mide,
0zofagus gibi viicudun bircok bdlgesinde ortaya ¢ikabilir gastrointestinal sistemdir.
Adenokarsinomlar ayrica kaynagi bilinmeyen kanserlerin ylizde 70'ini olusturmaktadir
(Mullangi, ve Lekkala). Skuamoz hiicreli karsinom, en sik deri, akciger, bas ve boyun,
0zofagus ve serviks olmak lizere bircok bolgede gelismektedir. Skuamoz hiicreli karsinom
riski ¢ocukluk ve genglik doneminde kiimiilatif giines maruz kalan bolgelerde daha fazladir
(Combalia ve Carrera 2020; Choe vd 2021). Bazal hiicreli karsinom ise derinin en alt
tabakasindaki bazal hiicrelerden kaynaklanir ve diinya ¢apinda en sik goriilen kanser sinifidir.
Bazal hiicreli karsinomlar genellikle yavas biiylirler ve nadiren diger doku veya organlara

metastaz yaparlar (Tanese 2019).

Sarkomalar kemik veya yumusak dokulardan kaynaklanan nadir ve heterojen
mezenkimal neoplazmlardir (Jeong vd 2023). Goriilme sikligi tiim malignitelerin %1'inden az
olmasinda ragmen farkli biyolojik davranmiglara sahip 50'den fazla farkli alt tipe sahiptir.
Sarkomlarin bir¢ok alt tipinin olmasi ve nadir goriilmeleri diisiik tanisal dogruluk ve sinirl

tedavi secenekleri gibi sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir (Miwa vd 2023).

Losemi kemik iligindeki kan hiicrelerinden kaynaklanan kanserlerdir. Hastaligin
ilerleme hizina ve etkilenen hiicrelerin olgunluk derecesine gore akut ve kronik olmak iizere
siiflandirilmaktadir. Akut 16semiler, hizli ilerlemesi, olgunlagmamig hematopoetik onciillerin
kemik iligini istila etmesi ve ¢esitli olgunlasma basamaklarinda farklilasmanin durmasi ile
karakterize bir grup malignitedir (Giles vd 2014; Alexander vd 2018). Kronik 16semide olgun
beyaz kan hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi s6z konusudur, yavas ilerler ve uzun stire belirti
gostermeyebilir.  Ayrica  kronik  16semi  lenfosit veya miyeloid hiicrelerinden
kaynaklanmalarina bagl olarak sirasiyla kronik lenfosittik 16semi ve kronik miyeloid 16semi

olmak tizere siniflandirilabilir (Fabbri vd 2016; Pasic ve Lipton 2017)

Lenfoma, lenfatik sistem elemanlarindan T lenfosit, B lenfosit ve nadiren dogal
oldiiriicii (Natural Killer) hiicrelerinin klonal proliferasyonundan kaynaklanan farkli klinik,
patolojik ve genetik 6zellik gosteren neoplazilerdir (Mugnaini ve Ghosh 2016). Hodgkin
lenfoma ve Hodgkin-dis1 (Non-Hodgkin) olmak {izere baslica iki tiir lenfoma bulunmaktadir.
Hodgkin lenfoma (CHL), lenf nodlarinda Reed-Sternberg hiicreleri olarak adlandirilan biiyiik,
anormal lenfositlerin goriilmesi ile karakterizedir. Non-Hodgkin lenfoma (NHL) ise birgok alt
tiirii olan ve daha yaygin goriilen bir lenfoma tiiriidiir (Montoto vd 2007; Swerdlow et al
2016; Jamil ve Mukkamalla 2021).



Merkezi sinir sistemi kanserleri beyin ve omurilikte meydana gelen kanserlerdir.
MSS’nin en yaygin primer timorleri glial timorler olup malign beyin tiimdrlerinin % 80 ini
olusturur. Gliomalar glia veya noroglia olarak adlandirilan sinir destek dokusunun neoplastik
olarak degisimi sonucu olusmaktadir. Ayrica merkezi sinir sistemi kanserlerinin beyin ve
omuriligi saran zarlar iizerinde gelisen meningiom, beyincikte gelisen medulloblastom, sinir
hiicrelerini kapsayan Schwann hiicrelerinden kaynaklanan schwannom ve hipfiz bezine yakin
lokasyonlarda orjinlenen kraniyofaringom gibi bir¢ok alt tipi bulunmaktadir (Vidyarthi vd
2022).

Melanoma deride, i¢ kulakta, gézde ve merkezi sinir sisteminde bulunabilen ve
pigment tireten hiicreler olan melanositlerdeki genetik mutasyonlar sonucu olusur. Melanoma
tim kotli huylu deri tiimorlerinin yaklasik %1'ini olustursa da oldukga agresif ilerler ve

mortalite oran1 yiiksektir (Domingues vd 2018).

Miyeloma kemik iliginde bulunan ve monoklonal immunoglobulin iireten klonal
plazma hiicrelerinin anormal biiylimesi ile karakterize edilen hematolojik bir malignitedir.
Miyeloma yikict kemik lezyonlari, anemi, bobrek hasart ve hiperkalsemi gibi c¢esitli
semptomlara yol agmaktadir. Hastaligin yatan karmasik genomik diizensizlikler nedeniyle
miyeloma hastalarinin sagkalim sonuglar1 ve tedaviye yanitlar1 olduk¢a heterojen bir durum

gosterir (Abe 2011; Dehghanifard vd 2018)

Kanser Hiicrelerinin Ayirt Edici Ozellikleri

Karsinogenez siiresince tiimor hiicreleri saglikli hiicrelerden ayirilabilen bir¢ok farkl
ozellik kazanir. Bu ozellikler; proliferatif sinyallesmenin —siirdiiriilmesi, biiylime
baskilayicilarindan kaginma, replikatif Olimsiizliigli saglama, hiicre Oliimiine direnme,
anjiyogenezin indiiklenmesi ve metastazin aktivasiyonudur (Hanahan ve Weinberg 2011,

Fouad ve Aanei 20217; Reyna-Jeldes vd 2021; Senga ve Grose 2021).

Proliferatif Sinyallesmenin Siirdiiriilmesi

Saglikli hiicrelerde biiylime, c¢ogalma ve hemostazin siirdiirebilmesi biiylimeyi
indiikleyen veya inhibe eden sinyaller yardimiyla siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu
sinyaller biliyiime faktorleri adi verilen ve polipeptidler araciligiyla tasinmaktadir. Biiylime
faktorleri siklikla tirozin kinaz aktivitesine sahip biiylime faktorii reseptorlerine baglanarak
hiicre igerisindeki sekonder habercileri uyarir ve bircok farkli hiicre ici sinyal yolagim
baglatabilir (Feitelson vd 2015). Sinyal molekiilleri proto-onkogenler tarafindan
kodlanmaktadir. Proto-onkogenler (Ras, Raf, MYC, CDK, ErbB vb.), embriyogenez, yara

tyilesmesi, biiylime-cogalma, farklilasma ve apoptoz gibi biyolojik siireclerde rol alan



proteinlerin sentezinde gorev alirlar. Proto-onkogenlerin aksine tiimor baskilayici genler
hiicre ¢gogalmasini kontrol altinda tutmak i¢in ¢aligir ve gerektigi takdirde cogalmay1 engeller.
Proto-onkogenler asir1 ifade edilmeleri veya yapilarinda olusan bozukluklar ile onkogene
dontisebilmektedir. Bu degisim kanserin en ayirt edici 6zelliklerinden olan ¢ogalma sinyalinin
devamliligina ve hiicre biiyiimesi kontroliiniin bozularak diizensiz hiicre proliferasyonuna

neden olmaktadir (Pimentel 2020).

Diger yandan kanser hiicreleri biiyiime faktorii ligandlarimi kendileri iiretip hedef
reseptorlerin ekspresyonunu arttirabilir ve bu durum otokrin proliferatif uyariyla sonuglanir.
Ayrica kanser hiicrelerinin yiizeyinde bulunan reseptor protein seviyesinin yiikseltilmesiyle
reseptOr sinyallemesi siirdiiriilebilir ve biiyiime faktorii ligandinin sinirlayict miktarina karst
daha duyarli hale gelebilir. Kanser hiicreleri biiyiime faktoriinden bagimsiz olarak sinyal
yolaklar1 bilesenlerinin aktivasyonu ile reseptor uyarilmasina ihtiya¢ duyulmadan kontrolsiiz

¢ogalma i¢in uyarilabilir (Reyna-Jeldes vd 2021).

Biiyiime Baskilayicilarindan Kacinma

Kanser hiicreleri proliferatif sinyaller tarafindan uyarilma ve bu uyarinin siirdiiriilmesi
konusunda olduk¢a yetenekli olmalarinin yaninda hiicre proliferasyonunu baskilayan
mekanizmalardan da kagabilmektedir. Normal hiicrelerde hiicre ¢ogalmasinin kontrol altinda
tutulmas1 ve gerekli durumlarda proliferasyonun durdurulmasi tiimor baskilayici genlerin
temel gorevidir. Kanser hiicrelerinde ise gelisen bazi mutasyonlarin sonucu olarak tiimor
baskilayict genler genellikle diisiik ifade edilmekte ve/veya ifadesi tamamen kaybolmaktadir.
Ornegin, pRb, p53 ve TGF-8 genleri énemli tiimdr baskilayici genler olup mutasyonlari
kanser gelisimi ve ilerlemesinde kritik Gneme sahiptir. pRB hiicre i¢i veya hiicre disi
sinyalleri birlestirerek hiicre dongiisiiniin G1 fazndan S fazina ilerlemesini kontrol eder.
Fosforile edilmemis aktif haldeki pRB, E2F transkripsiyon faktorlerine baglanarak
aktivitelerini inhibe eder. Bu inhibisyon ile hiicrelerin anormal biiylime ve cogalmasi
engellenir (Di Fiore vd 2013; Dimaras vd 2015). p53 proteini ise stres veya anormallik
durumlarinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurabilir hatta hiicrede onarilamaz bir hasar
s0z konusu ise apoptozu tetikleyebilir. Bu proteinlerin fonksiyonlarinda kusur bulunan kanser
hiicreleri biiylimeyi baskilayict sinyallerden kagarak kontrolsiiz ve hasarli bir sekilde
cogalabilir (Nahta vd 2015; Hu vd 2021). Kanser hiicrelerinde biiylime inhibisyonunun diger
bir 6nemli aracis1 TGF-f sinyalidir. Normal sartlarda hiicre dongiisiinii durdurarak, apoptozu
indiikleyerek veya hiicre farklilasmasini diizenleyerek hiicre biiylimesi ve proliferasyonunu
baskilar. Ancak kanser hiicreleri TGF-f’inin inhibe edici fonksiyonlarindan kacis

mekanizmalar1 gelistirebilirler. Bu hiicreler TGF-B sinyalini atlatarak biiylimeyi tesvik eden



alternatif sinyal yolaklarin1 (6rnegin MAPK sinyal yolagi) aktive edebilirler. Ayrica daha
sonraki agamalarda onkojenik mutasyonlarla timor baskilayici gen islevini kaybettiginde
TGF-B, timor hiicrelerini epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) olarak adlandirilan siirece

girmeleri i¢in uyararak bir tiimor promotorii olarak islev goriir (Zhao vd 2018; Hao vd 2019).

Hiicresel Oliime Direnc

Hiicreler embriyonik gelisim sirasinda morfogenezi desteklemek, fizyolojik olarak
homeostaziyi siirdiirmek, viicudu patojenlere karst savunmak amaciyla diizenlenmis hiicre
Olimii ad1 verilen siirecle kendi kendini yok eder. Bu siire¢ sayesinde anormal hiicreler
temizlenir. Diizenlenmis hiicre 6liimii organizma gelisimi ve doku yenilenmesini kontrol eden

sinyal yollar1 ile karakterize edilmektedir (D’arcy 2019; Newton vd 2024) .

Apoptoz, otofaji ve programlanmis nekroz morfolojik farkliliklariyla kolayca ayirt
edilebilen ii¢ ana programlanmis hiicre 6liim mekanizmasi olsa da yapilan ¢alismalar ile
piroptoz, ferroptoz ve kuproptoz gibi daha bir¢ok alt tipi oldugu bilinmektedir (Ouyang vd
2012). Baz1 durumlarda belirli bir uyaran bir tiir diizenlenmis hiicre 6limiinii indiiklerken baz1
durumlarda ayn1 uyaran bir¢ok hiicre 6liim siirecini tetikleyebilir. Bir hiicre icerisinde farkli
6lim mekanizmalar bir araya gelerek karmasik bir etkilesime girebilse de sonug¢ olarak bir

mekanizma digerlerine baskin olmaktadir (Su vd 2015).

Apoptoz, ¢esitli uyaranlarla tetiklenen, genlerle diizenlenen, enerjiye ihtiya¢ duyan ve
programli olarak hiicrelerin yok edilmesiyle homeostazi saglayan fizyolojik bir siiregtir.
Apoptoz, embriyonik gelisim ve yaslanma sirasinda hiicre popiilasyonunun kontrol
edilmesinde ve bagisiklik sistemi yaniti olarak hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
anahtar bir rol oynar (Kashyap vd 2021). Kaspazlar apoptoz siiresince hem baslatict hem de
yiiriitiicii olarak gorev alirlar. Kaspazlar tarafindan aktive edilen {i¢ farkli apoptotik yol
bulunmaktadir. Yaygin olarak tanimlanan iki yol intrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik (6liim
reseptdr) yoldur. Daha az bilinen tiglincii bir baglatma yolu ise intrinsik endoplazmik
retikulum yoludur. Ekstrinsik yol hiicre yiizeyinde bulunan Fas (CD95), tiimor nekroz faktorii
reseptorleri (TNF-R) ve TNF ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand reseptérleri (TRAIL-R)
gibi proapoptotik Oliim reseptorlerine uygun ligandlarin (FasL veya TNF-a gibi)
baglanmasiyla baslar (Kashyap vd 2021). Ligandlarin baglanmasinin ardindan 6lim
reseptorleri trimerize olarak hiicre zarinda toplanir. Bunu FADD ve TRADD gibi adaptor
molekiilleri ve prokaspaz-8 veya prokaspaz-10’u igeren hiicre 6liimiinii indiikleyen sinyal
kompleksi (DISC) olusmasi izler. Olusan kompleks prokaspazlar aktif kaspazlara dontistiiriir.
Bu doniisiim kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7'nin aktivasyonuna neden olur. Aktif hale gelen
kaspazlar hiicre iskeletinin yikimina baslar (Pfeffer vd 2018, Carneiro vd 2020). Intrinsik
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(mitokondriyal) yol dis uyaranlara ek olarak DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi i¢ uyaranlarla
aktive edilebilir. Mitokondri membrani tizerinde bulunan BCL-2 protein ailesi intrinsik yolak
icin temel aracilardir. BCL-2 ailesi hem BCL-2, BCL-XL, MCL-1 gibi anti-apoptotik tiyeleri
hem de BAX, BAK, BID, BIM ve BH3-only gibi pro-apoptotik molekiilleri igerir (Fulda vd
2010; Siddiqui vd 2015). Antiapoptotik proteinler tarafindan mitokondri membraninda
bulunan BAX ve BAD proapoptotik proteinler inhibe edilir ve apoptoz engellenir.
Proapoptotik proteinler ise mitokondri dis zarinin gegirgenliginin (mitochondrial outer
membrane permeabilization-MOMP) artmasini saglar ve apoptotik faktorler sitozole salinir.
Mitokondriyal dis membranda ekprese edilen BAX ve BAK proteinleri apoptotik peptidaz
aktive edici faktor 1 (Apaf-1) molekiiliine baglanir. Hiicrede i¢ hasarin olugsmasiyla birlikte
Apaf-1 serbest birakilir. MOMP artis1 ile birlikte mitokondride bulunan sitokrom C
sitoplazmaya salinirak Apaf-1 ve kaspaz-9 molekiillerine baglanir ve onlari aktive ederek
apoptozom kompleksini olusturur. Apoptozom kompleksinin olusmasiyla birlikte kaspaz
kaskad1 baslatilir (Kashyap vd 2021). Mitokondrinin apoptozun intrinsik yolunda aldigi ana
apoptotik sinyaller niikleer transkripsiyon faktorii pS3 tarafindan yonetilir. Cok sayida anti-
timor yaklasim, pro-apoptotik faktér ve tiimor inhibitorii olmasi nedeniyle p53 ile iliskili

sinyal yollarin1 hedeflemektedir (Ouyang vd 2012).
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Nekroz, hiicre sismesi, plazma zar1 yirtilmast ve kromatin yogunlasmasi olmaksizin
organel kaybi ile karakterize edilen bir hiicre Oliimiidiir. Nekrotik hiicre 6liimii, toksin
maruziyeti, yiiksek sicaklik, donma-¢oziinme, mekanik stres gibi hiicre biitlinligiiniin
bozulacagi kadar biiyiik bir hasarin sonucu olarak ortaya ¢ikabilir (Green ve Llambi 2015).
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), Ca®*, poli-ADP-riboz-polimeraz (PARP), kalsiyumla
aktiflestirilen lizozomal olmayan proteazlar (kalpainler) ve katepsinler nekroza aracilik
etmektedir. Nekrotik hiicre 6liimii her zaman tesadiifi veya pasif bir silire¢ degildir. Biriken
kanitlar, nekrozun indiiklenebilecegini ve kaspazdan bagimsiz bir sekilde olmasina ragmen
apoptoz gibi diizenli bir sekilde ilerleyebilecegini gostermistir. Diizenlenmis nekroz, fiziksel
travmanin neden oldugu nekrozdan ayirmak i¢in "programlanmis nekroz" veya "nekroptoz"
olarak adlandirilir (Su vd 2015; Gong vd 2019). Nekroptoz kaspaz enzimlerinin inhibe oldugu
durumlarda aktive olur, RIPK1 ve RIPK3 protein kinazlarin etkilesimiyle indiiklenir.
Nekroptotik hiicrelerin, dendritik hiicreler i¢in inflamatuar uyaranlar saglayarak adaptif
immiiniteyi baslattigi, bunun da CD8" T hiicrelerini ve anti-tiim6r immiinitesini aktive ettigi
gosterilmistir (Yatim vd 2015; Najafov vd 2017). Nekroptozun kanser iizerinde ikili etkileri
bulunmaktadir. Nekroptozun bir yandan kanser ilerlemesini ve metastazi tesvik edebilen diger
yandan apoptoz tehlikeye girdiginde tiimor gelisimine karsi koruma saglayan bir mekanizma
olarak hizmet edebilen ikili etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Park vd 2009; Strilic vd 2016;
Feng vd 2016; Gong vd 2019).

Otofaji, sitoplazmik proteinlerin ve mitokondri gibi organellerin vezikiiler birikimi ve
degradasyonu ile karakterize edilen ¢ok adimli bir siirectir (Fulda vd 2010). Otofajinin
kanserde ikili rolii bulunmaktadir. Otofojinin timor baslangicimi baskiladigr bilinmektedir.
Ancak yerlesik tiimorlerde otofaji siireclerinin kontrolsiiz hiicre biiylimesini ve artan
metabolizma aktivitesini destekledigi de goriilmiistiir. Ciinkii hiicre i¢i makromolekiillerin
bozulmasi, besinlerin az oldugu durumlarda minimal hiicre isleyisi ig¢in gerekli enerjiyi
saglamaktadir (Ouyang vd 2012). Otofajinin etkilerinin tiimor evresine ve spesifik onkojenik

mutasyonlara bagli oldugu sonucuna varilmistir (Mathew vd 2007).
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Sekil 2. Programlanmis hiicre 6liim mekanizmalar1 (modifiye edilmistir) (Chen vd 2018).
Metastaz ve invazyon

Metastaz, kanser hiicrelerinin primer tiimorden ayrildigi, primer tiimor bolgesinden
baska bir bolgeye yerlestigi ve bilylidiigli bir siiregtir (Guan 2015). Bu siire¢ morbidite ve
mortalitenin birincil nedenidir ve kanser dliimlerinin yaklasik %90'indan sorumludur. Kanser
Olimlerinin ¢ogu birincil timorden degil, kanser metastazindan kaynaklanmaktadir.
Radyoterapi veya kemoterapiye duyarli tiimorlerde bile metastaz siklikla tedavi

basarisizliginin ana nedenidir (Guan 2015; Fares vd 2020).
Metastaz dort temel adimdan olusan komplike bir siirectir:

l.adim (Invazyon): Metastatik kaskadin ilk adimi1 invazyondur. Hiicre-hiicre ve hiicre-
hiicre dist matriks (ECM) etkilesimlerindeki degisiklikler nedeniyle hiicre
hareketliligi artar (Su vd 2015). Tiimor hiicreleri bazal membrana niifuz eder ve iki
hareket tarzimi (bireysel ve kolektif istila) kullanarak ¢evredeki dokular: istila eder
(Novikov vd 2021).

2.adim: Timor hiicreleri birincil bolgeden uzaklasir ve dolasim sistemlerine gog
ederler (intravazasyon).

3.adim: Malign hiicreler dolasim sistemleri boyunca ilerleyerek kapiller yataga ulasir,
kanser hiicreleri damar duvarina yapisir veya boyut kisitlamalart nedeniyle bu

bolgelerde tutulur.
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4.adim (Ekstravazasyon): Bu adimdda, kanser hiicrelerinin hedef organlara girmek
amaciyla damarlara niifuz ettigi ekstravazasyon gerceklesir. Bu adim kolonizasyonun
goriildiigli  yani metastatik  hiicrelerin  ¢ogaldigi, mikrometastazlar veya
makrometastazlar olusturdugu son adimdir (Su vd 2015). Ekstravazasyon siireci ti¢

asamadan olusur:

a) kan dolagim1 yoluyla taginma,
b) damar duvarina bitigik olarak durma

c¢) endotelyal tek tabaka boyunca ikincil bolgeye gecis

Istilac1 tiimor hiicreleri hedef bolgeye giderken diger protein ve hiicrelerle iletisime
girer. Timoér mikro ortamiyla iletisim, istilact kanser hiicrelerinin stromal zorluklarin
iistesinden gelmesine, yerlesmesine ve kolonilesmesine olanak tanir. Kanser hiicrelerinin bu
ozellikleri, timor hiicresinin kendisinde ve mikro ortamindaki genetik ve epigenetik

modifikasyonlar tarafindan yonlendirilir (Fares vd 2020).
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Sekil 3. Metastaz siirecinin asamalar1 (modifiye edilmistir) (Gerstberger vd 2023)
Anjiyogenez

Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin mevcut fonksiyonel damar agindan olustugu,
belirli biyomolekiiller tarafindan kontrol edilen normal ve ¢ok adimli bir siirectir. (Rajabi vd
2017; La Mendola vd 2022). Fizyolojik anjiyogenez siiregleri embriyo gelisimi, yara
iyilesmesi, menstrual dongii, doku onarimi, kas biiylimesi ve gelismis organ perfiizyonu i¢in

¢ok onemli olup pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler tarafindan dengeli bir sekilde
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yonetilir. Malignitede bu denge bozulur ve tiimér gelisiminin erken - orta evrelerinde
proanjiyogenik duruma dogru kayarak yeni damar yapisinin olusumuna yol agar (Yang vd
2013; Rajabi vd 2017; Liu vd 2023). Timor biliyiimesi ve metastazi kimyasal sinyallerle
tetiklenen anjiyogeneze baglidir. Kan dolasimi olmayan kanser hiicrelerinin ¢ap1 1-2 mm®'e
kadar biiyiidiigii ve sonra durdugu, ancak anjiyogenezin miimkiin oldugu bir alana
yerlestirildiginde 2 mm®iin {izerine ¢iktig1 goriilmiistiir (Holmgren vd 1995; Parangi vd
1996). Tuimorde hipoksi, iskemi, asidoz ve yiiksek interstisyel basincin oldugu bir mikro
ortam gelisir; bu ortam ise ¢ok sayida biiyiime faktorii ve sitokin salgilar. Ardindan timor
besin ve oksijen ihtiyacimi karsilamak igin anjiyogenez uyarilir (Liu vd 2023). Vaskiiler
destegin yoklugunda tiimorler nekrotik ve apoptotik hale gelebilir (Nishida vd 2006).
Anjiyogenez timor kan damarlarindan uzak bolgelerde daha siddetli hipoksi, asidoz ve
yiiksek interstisyel basincin oldugu bir mikro ortam olusturarak kanser patogenezini destekler
(Liu vd 2023). Anjiyogenez, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF), transforme edici biiylime faktorii (TGF-B) gibi biiylime faktorleri, integrin ve
kadherin gibi adezyon faktorleri, matriks metaloproteinaz gibi ¢esitli proteazlar, fibronektin
ve kollajen hiicre dis1 matriks proteinleri, interlokinler (IL), hipoksi ile indiiklenebilir faktor
(HIF), mTOR, AKT, nitrik oksit (NO), anjiyopoietin gibi kritik bircok biyomolekiil tarafindan
diizenlenir. Bu biyomolekiiller endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, hayatta kalmasini ve
anjiyogenezi indiiklemek igin transmembran reseptorleri araciligtyla sinyal yolu

transdiiksiyonunu baslatir (Liu vd 2023).
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2. Endotel migrasyonu,
hiicrelerin filizlenme N
1. Dinlenme halindeki aktivasyonu, baglangici oy . F ord)
endotel hiicreleri, proteazlarin g {(/f >1 { {
Dormant timaor Gretimi g / .‘ ;'
1 A f j
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Sekil 4. Anjiyogenez siirecinin agamalari (modifiye edilmistir) (Hermans vd 2023)
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Kanser Prevalansi

Kanser, yiiksek, sosyal, psikolojik, ekonomik ve klinik yiike sebep olan ve diinyada
insidans1 artmaya devam eden onemli toplumsal sorunlardandir. Diinyada bilinen 6liim
nedenleri arasinda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci sirada kanser yer
almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) bagli bir kurulus olan Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi’nin (IARC) 2022 yilinda yayinladigt GLOBOCAN verilerine gore kiiresel
kanser yiikiiniin yaklasik olarak 19,6 milyon yeni vakaya ve 10 milyona yakin can kaybina
yiikseldigi bildirilmistir. Yas ve cinsiyetten bagimsiz olarak goriilme sikli§i en fazla olan

kanser tiiri akciger kanseri (% 12,4) olup, bunu meme (% 11,6) ve kolon kanseri (% 9,6)

izlemektedir.
) Kanser Tiirii Vaka Oram (%)
Akc1ger 2480675
Akciger 12.4
Meme 2296 840 Meme e
Kolon 1926425 Kolon 9.6
Prostat 1467 854 Prostat 7.3
o658 784 Mide 4.9
Mide Karaciger 4.3
Karaciger 866136 Diger 49.8
Tiroid 821214 Toplam 100
Serviks 662 301
Mesane 614298
NHL 553 389
Ozofagus 511 054
Pankreas 510 992
Losemi 487 294
Bobrek 434 840
Korpus uteri 420 368
T T T
1.0M 2.0M 3.0M

Say1 (milyon olarak)

Sekil 5. Diinya genelinde 2022 yilinda kanser tiirlerinin vaka say1 ve oranlari (GLOBOCAN
2022 (version 1.1) - 08.02.2024) (modifiye edilmistir)

Yine Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, 15-49 yas araliginda meme kanseri
(% 21,2) en sik goriilen tiir olup, bunu tiroid (% 13,1) ve serviks (% 8,1) kanserleri takip
etmektedir. 50-59 yas araliginda ise, en sik meme kanseri (%15,6) goriiliirken bunu akciger
(% 11,7) ve kolon (% 9) kanserleri izlemektedir. 60 yas ve {istiinde en sik goriilen maligniteler
akciger (% 14,8), kolon (% 10,9), prostat (% 10) ve meme (% 8,2) kanserleri olarak
bildirilmektedir.
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Tablo 1. Diinya Genelinde 2022 Yilinda Yaslara Goére Kanser Tiirlerinin Vaka Say1 ve
Oranlart (Cinsiyetten Bagimsiz) (GLOBOCAN 2022 (version 1.1) - 08.02.2024) (modifiye
edilmistir)

Yas Arahg Kanser Tiirii Vaka Sayisi Vaka Orani (%)

Meme 669 414 % 21,2
Tiroid 412 631 % 13,1
Serviks 254 589 % 8,1
15-49 yas arasi
Kolon 186 622 % 5,9
AKkciger 137 653 % 4,4
Karaciger 108 416 % 3,4
Diger 1383 332 % 43,9
Meme 571923 % 15,6
Akciger 431 079 % 11,7
Kolon 331099 % 9
50-59 yas arasi o
Tiroid 214 133 % 5,8
Karaciger 186 547 % 5,1
Serviks 180 785 % 4,9
Diger 1754913 % 47,8
AKkciger 1910 849 % 14,8
Kolon 1407 328 % 10,9
o Prostat 1290931 % 10
60 yas ve lstii
Meme 1067 354 % 8,2
Mide 727 828 % 5,6
Karaciger 565 676 % 4,4
Diger 5971 111 % 46,1
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Akciger kanseri 2022 yilinda kanser kaynakli 6liimlerin 6nde gelen nedenidir ve
toplam kansere bagli 6liimlerin % 18,7’sini kapsamaktadir. Bunu kolon kanseri (% 9,3) ve
karaciger kanseri (% 7,3) takip etmektedir. Ulkemizin Saglik Bakanligi’nin 2017 kanser
verileri ile 2022 GLOBOCAN verileri karsilastirildiginda Tiirkiye kanser insidansinin diinya

insidansinin az da olsa tizerinde seyrettigi goriilmiistiir (Ferlay vd 2021).

Kanser Tiiri  Oliim Oram (%)

Akciger 1817 469
Akcig 18.7
Kolon clger
Kolon 9.3
Karaciger .
Karaciger 7.8
665 103
Meme o1 Meme 6.9
Mide 660175 Mide 6.8
Pankreas 467 409 Pankreas 4.8
Ozofagus 445391 Diger 45.8
Prostat 397 430 Toplam 100
Serviks 348 874
Losemi 305 405
NHL 250 679
Beyin MSS 248 500
Mesane 220596
Yumurtahk 206 956

Dudak — Agz Boslugu 188 438

0 500k 1.0M 1.5M 2.0M 25M

Say1 (milyon olarak)

Sekil 6. Diinya genelinde 2022 yilinda kanser nedenli Oliimlerin say1r ve oranlari
(GLOBOCAN 2022 (version 1.1) - 08.02.2024) (modifiye edilmistir)

Diinya genelinde kanser tiirlerinin goriilme oranlari cinsiyetler arasinda da oldukca
onemli farkliliklar gostermektedir. Kadinlarda en yaygin %24,5 insidans orani ve 2,26 milyon
vaka sayist ile meme kanseridir. Meme kanserini sirastyla 908 630 ve 856 979 vaka sayilar
ile akciger ve kolon kanseri takip etmektedir. Erkeklerde ise en yaygin kanser tiirii %14,3
insidans orani ve 1 572 045 vaka sayisi ile akciger kanseridir. Bunu 1 467 854 vaka sayisiyla
prostat ve 1 069 446 vaka sayis1 ile kolon kanseri takip etmektedir. Ayrica mide ve karaciger
kanserleri de erkeklerde siklikla goriilen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir (GLOBOCAN
2022)
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Karaciger 1
Tiroid 1
Serviks
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Bobrek

Korpusufteri

Sekil 7. Diinya genelinde 2022 yilinda kanser tiirlerinin kadin ve erkeklerdeki goriilme say1
ve oranlart (GLOBOCAN 2022 (version 1.1) - 08.02.2024) (modifiye edilmistir)

Kanser nedenli 6liim oranlar1 da yine cinsiyetler arasinda belirgin derecede farklidir.
Kadinlarda en yaygin %15,5 6liim oran1 ve 666 103 can kaybi ile meme kanseri ilk siray:
almaktadir. Akciger kanseri %13,7 6liim oraniyla 584 228, kolon kanseri %9,4 6liim oraniyla
404 244 ve %7,2 6lim oraniyla 348.874 can kaybina neden olmustur. Erkeklerde ise akciger
kanseri %21,8 orantyla en yiiksek 6lim oranina sahip olarak 1 233 241 can kaybina neden
olmustur. Bunu %11 6liim oran1 ve 521.826 6liim sayisi ile karaciger kanseri, %9,5 6lim

orani ve 472 575 6lim sayisi ile mide kanseri, %9,4 6lim oran1 ve 499 775 6lim sayisi ile

Erkek Kadin

1572 045 908 630
2296 840
1069 446 856 979
1467 854

627 458 341 326

600676 265 460

206 485 614 729

662 301
471 293 143 005
311375 242014
365 225 145 829
269 709 241283
278120 209174
277 800 157 040
420 368

3.5M 3.0M 2.5M 2.0M 1.5M 1.0M 500k

Say1 (milyon olarak)

kolon kanseri takip etmektedir (GLOBOCAN 2022).
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Erkek Kadin

Akciger 1 1233241 584 228
Kolon 499 775 404 244
Karaciger | 521 826
Meme 666103
Mide . 427575 232 600
Pankreas | 247589 219820
Ozofagus | 318433 126 958
Prostat . 397 430
Serviks 348 874
Losemi 1 173 289 132116
NHL . 143 740 106 939
Beyin MSS 1 139823 108 677
Mesane . 165 672 54924
Yumurtahk 206 956
Dudak—Agiz Boslugu 1 130 808 57 630

20M  15M  1.0M 500k 0 500k 1.0M  15M  2.0M
Say1 (milyon olarak)

Sekil 8. Diinya genelinde 2022 yilinda kadin ve erkeklerdeki kanser nedenli 6liimlerin say1 ve
oranlart (GLOBOCAN 2022 (version 1.1) - 08.02.2024) (modifiye edilmistir)

Akciger Kanseri

Akciger kanseri diinya genelinde yas ve cinsiyetten bagimsiz olarak en sik goriilen
kanser tiiriidiir ve kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenidir. Bu kanser tiirlinlin liste
basinda yer almasinin nedeni kanser ileri evreye gelmeden teshis edilmesinin zor olmasidir
(Nooreldeen vd 2021). Ancak iki cinsiyet arasindaki insidans ve mortalite oranlar1 farklidir.
Akciger kanseri kadinlarda sik goriilen ikinci kanser tiiriiyken yine kansere bagli 6liimlerin
ikinci 6nde gelen nedenidir. Erkeklerde ise akciger kanseri en sik goriilen kanser tiiriiyken

kansere bagli 6liimlerin ilk nedenidir (Nair vd 2020).

Akciger kanserinde solunum yollarin1 kaplayan normal hiicrelerin veya mukoza
bezlerinin kansere doniisiimii hiperplazi denilen durum ile baslamaktadir. Hiperplazi solunum
yollarmm1 bir kismini kaplayan hiicre sayisinin artmasiyla karakterize olan bir durumdur.
Ardindan hiicrelerin yapisi, biiylikligii, sekli ve organizasyonunda anormal degisikliklerin
goriildiigli genellikle bir tiir prekanserdz durum olarak kabul edilen ve kansere doniisme riski
olan displazi gelisir. Tedavi edilmedigi durumlarda hiicreler biliyimeye devam ederek

invazyon ve metastaz goriilebilir (Sutherland ve Berns 2010).

Akciger kanseri, histolojik olarak kanserin basladigi hiicre tipine gore kiigiik hiicreli

akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak {izere ikiye
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ayrilir. Akciger kanserinin kiigiik hiicreli olup olmadigi mikroskop incelemesi sonucu
gozlenen sekil ve boyut gibi morfolojik 6zelliklere gore belirlenmektedir. Kiigiik hiicreli dist
akciger kanseri (KHDAK) en yaygin akciger kanseri tiiriidiir ve tim akciger kanseri

teshislerinin %80-85’ini olusturmaktadir.

Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri hastalarinin yaklasik olarak %85’inde histolojik alt tip olarak Kiigiik
Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) goriilmektedir (Herbst vd 2018). Kiigiik hiicreli disi
akciger kanseri histolojik olarak adenokarsinomlar, skuamoz hiicreli karsinomlar ve biiyiik
hiicreli karsinomlar olmak iizere smiflandirilmaktadir (Sutherland ve Berns 2010; Yu ve Li
2020; Wang vd 2023).

Adenokarsinom:  Akciger kanserinin  %30’un  fazlasin1  adenokarsinomlar
olusturmaktadir. Adenokarsinomlar genellikle akcigerlerin dis kenarlarinda bulunan mukus
tireten kiiciik bezlerin hiicrelerinde baslamaktadir. Siklikla sigara kullanmayan orta yash
kadinlarda goriilmektedir. Adenokarsinomlar preinvazif lezyonlardan, kétii prognozlu invazif
adenokarsinom formlaria uzanan bir spektrum olusturmaktadir. Uluslararas1 Akciger Kanseri
Calisma Birligi/Amerikan Toraks Dernegi/Avrupa Respiratuar Hastaliklar Dernegi
(IASLC/ATS/ERS) 2011 yilinda akciger adenokarsinomunu preinvaziv lezyonlar, minimal
invaziv adenokarsinom, invaziv karsinom ve invaziv adenokarsinom varyantlart olmak {izere
kategorilere ayirmistir. Tiimor histopatolojik olarak oldukca heterojen bir yapiya sahiptir.
Akciger adenokarsinomu lepidik, papiller, asiner veya miisin iireten solid olmak tizere ¢esitli
alt tiplere ayrilir. Bu patolojik alt tiplerin histolojik 6zellikleri, goriintiillemedeki biiylime
paternleri, tiimor genetigi ve evreleme bakimindan 1yi anlasilmasi verimli tan1 ve tedavi i¢in

oldukga 6nemlidir (Travis vd 2011; Hutchinson vd 2019)

Skuamoz hiicreli karsinom: Epidermoid karsinom olarak da bilinmektedir. Akciger
kanseri vakalarinin yaklasik %25-30'u skuamoz hiicreli karsinomlar olusturur ve sigara igme
oykiisiiyle iligkilidir. Skuamoz hiicreli karsinom siklikla akcigerin orta boliimiinde yer alir ve
diger akciger kanseri tiirlerine gore nispeten yavas boliiniir. Skuamoz hiicreli karsinomlarin
%90’mndan fazlasinda ise tiimor baskilayici genler olan TP53 ve CDKN2A genlerinin

mutasyona ugradigi goriilmektedir (Herbst vd 2018).

Biiyiik hiicreli karsinom: Akcigerin herhangi bir yerinde ortaya ¢ikabilen ve hizla
biiyiime egilimde olan KHDAK karsinomudur. Akciger kanseri vakalarinin en nadir

goriilenidir ancak ¢ok hizli bir sekilde biiylime ve yayillma gdstermesiyle birlikte metastaz
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yapana kadar farkedilmediklerinden tedavi orani1 diisiiktiir (Rodriguez-Canales vd 2016; Tai
vd 2020).

Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiictik hiicreli akciger kanseri (KHAK) bazal bronsiyal epiteldeki néroendokrin
hiicrelerden kaynaklanmaktadir. KHAK hiicreleri mikroskop altinda incelendiginde, kiiciik
boyutlu, ig veya yuvarlak sekilli, az sitoplazmali ve graniiler kromatinli olarak tanimlanmakta
olup nekroz goriilmesi olduk¢a yaygin bir bulgudur. KHAK, basta beyin olmak iizere,
kemige, bobrek iistli bezlere ve karacigere metastaz yapabilmesi ile karakterize edilen bir
kanser tiiriidir. KHAK akciger kanseri vakalarinin yaklagik %15'ini olusturur ve tiitiinle en
giiclii epidemiyolojik baglantis1 olan kanserler arasindadir. KHAK vakalarimin biiytik
cogunlugunda p53 ve RB olmak lizere iki kritik tiimor baskilayicinin eszamanli inaktivasyonu
s0z konusudur. KHAK, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserine (KHDAK) gore radyoterapi ve
kemoterapiye daha duyarli olsa da prognozu son derece kotiidiir ve teshis konulmadan dnce

metastaz yapma orani da yiiksektir (Bernhardt vd 2016; Rudin vd 2021)

Akciger Kanserinin Etiyolojisi

Akciger kanserinin en yaygin etiyolojisi sigara ve diger tiitlin iriinlerinin kullanimidir.
2.Diinya Savasi sirasinda ve sonrasinda sigara ve tiitiin iirinlerinin kullaniminin artmasi ile
birlikte akciger kanserinin goriilme sikligi da artmigtir. Sigara ve tiitiin kullanimi akciger
kanserine bagli oliimlerin yaklagik olarak % 85’inden fazlasini olusturmaktadir. Bu kanser
tiirli i¢in diger bir risk faktorii pasif iciciliktir ve hi¢ sigara kullanmamig bireylere gore akciger
kanseri riskini % 25 artirmaktadir (Hori vd 2016). Akciger kanserine neden ve en sik goriilen
mesleki risk faktorii ise asbesttir. Kiiglik parcgalara ayrilabilen bir mineral bilesigi olan asbest,
havadaki liflerine maruz kalan kisilerde akciger kanseri riskini arttiran bir kanserojendir
Akciger kanseri vakalarinin yaklasik olarak %3 ile %4’ linlin asbest maruziyetinden
kaynaklandigi bilinmektedir. Diger olasi risk faktorlerine tekrarlayan akciger iltihabi, HIV,
aile oykiisii, astim, pnomoni ve tiiberkiil6z ge¢cmisi, radon gazi, krom, nikel ve arsenik gibi

kanserojenlere maruz kalma 6rnek olarak verilebilir (Ettinger vd 2010).

Akciger Kanseri Evrelemesi ve Tedavi Yontemleri

Akciger kanseri hiicresel ve histolojik diizeyde olduk¢a heterojen bir kanser tiirii
oldugundan bu durum prognozun belirlenmesini ve tedavi yOnteminin se¢imini
zorlagtirmaktadir (de Sousa ve Carvalho 2018). Akciger kanseri belirti veya semptomlariyla
doktora basvuran hastalarin genellikle ileri evre kanser hastas1 oldugu goriilmiistiir. Oksiiriik,

hemoptizi (kanh tiikiirme), dispne (solunum zorlugu) ve gogiis agrist akciger kanserinin en
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sik goriilen belirtileridir. Akciger kanseri evrelemesi hastaligin yayilimimin ve prognozunun
belirlenmesi amaciyla yapilan bir siire¢ olup tedavi planinin olusturulmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. Farkli tedavi planlar1 olusturmak igin akciger kanserini dogru sekilde
evrelemek olduk¢a Onemlidir. Akciger kanseri evrelemesinde gogiis rontgeni (X-ray),
manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ve pozitron emisyon tomografisi ile birlikte
bilgisayarli tomografi taramas1 (PET-CT)) basta olmak {izere ¢esitli goriintiileme teknikleri
kullanilmaktadir. Ayrica evrelemede biyopsi, kan testleri, molekiiler testler ve endobronsiyal
ultrason (EBUS) gibi farkli tan1 yontemlerine de bagvurulmaktadir (Jones vd 2018; Nasim vd
2019; Gregor vd 2020).

Akciger kanseri evreleri, Akciger Kanseri Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC)
tarafindan formiile edilmis olan TNM evreleme sistemine gore degerlendirilmektedir. TNM
evreleme sistemi, primer timor boyutunu (T), tiimoriin lenf diigiimlerine metastazini (NO-N3)
ve metastaz varligini (M1/MO) kullanarak kanserin evresini belirlemeyi amaclamaktadir.
KHDAK iizerinde yapilan g¢alismalarda T evrelemesinin artmasi ile sagkalimin azaldigi

goriilmiistiir (Sica vd 2012).

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin evre I (alt gruplari; evre 1A1, evre 1A2, evre
IA3, evre IB), evre II (alt gruplari; evre IIA, evre 1IB), evre III (alt gruplari; evre I11A, evre
B, evre IIIC) ve evre IV (alt gruplari; evre IVA ve evre IVB) olmak iizere dort evresi
vardir. Tk evre kanserin akciger icinde olusumudur. En yakin lenf bezlerine yayilmas ile
ikinci evre, sag ve sol akciger arasindaki bosluk ve akciger zarina yayilmigsa {iglincii evre,
kemik, karaciger ve/veya bobrek iistii bezlerine yayilmissa dordiincii evre olarak adlandirilir.
Birinci evrede tedavinin basari orani oldukca yiiksek olup cerrahi miidahale ile akcigerde
bulunan tiimor temizlenebilir. Diger evrelerde ise hastaligin durumuna gore kemoterapi ve

radyoterapi gibi konvensiyonel yontemler uygulanmaktadir (Liam vd 2015; Woodard vd
2016).

Kiiciik hiicreli akciger kanseri ise genellikle sinirli ve genis evre olmak iizere iki ana
evrede smiflandirilir. Sirh evrede kanser sadece bir akcigerin bir kismi1 ve yine ayni tarafta
bulunan lenf diigiimlerinde bulunur. Simirli evreye genellikle kemoterapi veya radyoterapi
kombinasyonu ile miidahale edilmektedir. Genis evrede ise kanser baslangic bolgesinden
farkli alanlara, diger akcigere, plevraya (akciger zarina), karacigere, dalaga, beyne, kemiklere
veya diger organlara yayillmistir. Bu evrede baslica tedavi yontemi kemoterapidir (Van

Meerbeeck vd 2011; Rudin vd 2021).
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Hepatoseliiler Karsinom

Karaciger kanseri diinyada en sik goriilen altinci kanser tiirii olup kansere bagl
Olimlerin iiglincii 6nde gelen nedenidir. Erkeklerin karaciger kanserine yakalanma riski
kadinlara gére daha yiiksektir ve bu oran yaklasik olarak 2,8:1'dir. Karaciger kanseri kadinlari
etkileyen en yaygin altinci kanser olmasina ragmen, kansere bagl dliimlerin dordiincii 6nde
gelen nedenidir Erkeklerde ise karaciger kanseri en yaygin besinci kanser tiirli olup kansere
kaynakli  Olimlerin t¢iinci 6nde gelen nedenidir (Kulik ve EI-Serag 2019;
Chidambaranathan-Reghupaty vd 2021).

Karaciger dokusunu baslica hepatositler, Kuppfer hiicreleri, hepatik stellat hiicreleri ve
endotel hiicreleri olusturmakta olup ek olarak kas hiicreleri, sinir hiicreleri, fibroblastlar,
fibrinojen, kollajen, fibronektin gibi ekstraseliiler matriks elemanlar1 ve inflamatuvar hiicreleri
de icermektedir. Ayrica (hepatosit biiyiime faktérii (HGF) ve epidermal biliylime faktorii
(EGF) gibi bir¢cok biiyime faktoriinii ve cesitli proteazlar bulunmaktadir. Hepatositlerin
rejenerasyon yetenegi sayesinde karacigerde bir hasar meydana gelse dahi onarilabilir.
Karacigerde onarilamayan hasar olusmasi durumunda fibrogenez ve fibrolitik arasindaki
denge bozulur ve sirozla sonuglanabilen anormal derecede fibroz artis1 gerceklesir. Kollajen,
fibronektin, fibrinojen gibi ECM proteinleri birikmesi nedeniyle hepatositlere yeterli besin ve
oksijen gidemez. Nekroz siireci baglar ve ECM proteinleri de giderek artar. Hepotisitlerin
nekroz sonucunda Olmesiyle sessiz durumda olan hepatik steallat hiicreleri aktiflesir ve
miyofibroblastlara doniisiirler. Miyofibroblastlar ortama ECM proteinleri, biiylime faktorleri
ve sitokinler salarlar. Bu siirecte makrofajlar gibi sauvnmada ve doku hasar1 tamirinde gorev
alan Kuppfer hiicreleri de sitokin ve biiyiime faktorleri salarak hem stellat hiicrelerin hem de
mezengimal hiicrelerin aktivasyonunu tesvik eder. Sonu¢ olarak karaciger mikrogevresi
degismesiyle birlikte siroz olusumu ve ilerleyen evrelerde hepatoseliiler karsinom (HCC)

goriliir (Baran 2013).

Karaciger tlimorleri primer benign, primer malign ve sekonder malign (metastatik)
olmak tizere iice ayrilmaktadir. Primer ve sekonder malign karaciger timorleri asemptomiktir,
karacigerde baglayip tim viicuda yayilim gosterir (Zhou vd 2013). Karaciger kanserinin
histolojik olarak cesitli alt tipleri bulunmaktadir. Bu kanser tiplerinin en yayin goriilen iki
primer malignite hepatoselliiler karsinom (HCC) ve kolanjiyokarsinom (CCA) olmak {izere
daha az siklikta goriilen tiirler ise hemanjiyosarkom, anjiyosarkom ve hepatoblastomadir
(Chidambaranathan-Reghupaty vd 2021). HCC oldukg¢a heterojen bir yapiya sahip olmasi
nedeniyle en direngli ve malign kanserlerden biri olarak diinya genelinde kansere bagl

6liimlerin tigiincii onde gelen sebebidir (Brown vd 2023).

22



Hepatoseliiler Karsinom Etiyolojisi

Hepatoseliiler karsinom (HCC) karaciger kanserleri arasinda en sik goriilen
neoplazmdir vakalarin %90'1n1 olusturur (Forner vd 2018). Hepatit B viriisit (HBV) ve Hepatit
C viriisii (HCV) enfeksiyonu, alkolik olmayan yagh karaciger hastaligit (NAFLD), obezite,
asirt alkol alimi, aflatoksine maruz kalma, nadir genetik bozukluklar (6rnegin; Wilson
hastaligt ve hemokromatoz), ¢esitli genetik varyasyonlar HCC ile iligkili etiyolojik
faktorlerdendir (Baffy vd 2012, Nasereldin vd 2022).

Kan ve diger viicut sivilar1 yoluyla bulasabilen ve diinya genelinde en sik goriilen
enfeksiyonlardan olan hepatit B ve C viriisiiniin neden oldugu kronik hepatit, hepatoseliiler
karsinomun (HCC) 6nde gelen nedenlerindendir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yaklasik 257
milyon kisinin HBV enfeksiyonu ile yaklagik 71 milyon kisinin ise HCV enfeksiyonu ile
yasadigim1  6ngdrmektedir. Ornegin 2018 yilinda diinya ¢apindaki HCC vakalarinin
%54,5’inin  HBV, %21,2’sinin ise HCV enfeksiyonu nedenli oldugu goriilmiistiir
(Chidambaranathan-Reghupaty vd 2021).

Aflatoksinler Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus gibi mantar tiirleri
tarafindan iiretilen, dogada yaygin olarak bulunan, akut veya kronik zehirlenmeye neden olan
hepatotoksinlerdir. Bu bilesiklerin en toksin olan1 Aflatoksin B1 (AFBI1) olup HCC
gelisimine yol actig1 karakterize edilmis mutajenisite, teratojenisite, karsinojenisite gibi birgok
biyolojik aktiviteye sahiptir (Cao vd 2022). Insanlar bu toksinlere piring, fistik, musir gibi
yiyeceklerle beslenen hayvanlarin iriinlerini tiilketmekle maruz kalmaktadir. Aflatoksin
maruziyetinin oldugu endemik bolgelerde HCC’de p53 geninde 0Ozgiin bir mutasyon

saptanmistir (Chidambaranathan-Reghupaty vd 2021).

HCC’ye neden olan diger bir faktor olan alkol kullanimi hastaliin yaklasik %15-
30'undan sorumludur. Kronik alkol kullanimi steatoz, steatohepatit ve siroz gibi patolojik
olaylar tetikleyerek kanser siirecinin baglamasina neden olabilir (Taniai 2020). Alkol alimi ile
birlikte hepatosit mikrozomal sitokrom P450 2E1'in indiiklenmesi ve etanoliin alkol
dehidrojenaz yardmiyla metabolize edilmesi, serbest radikallerin ve asetaldehitin olusumuna
neden olur. Bu reaktif bilesikler DNA ve sinyal yolaklarinin kritik bilesenleri dahil birgcok
hiicresel hedefe baglanir. Asetaldehit dogrudan DNA hasaria yol agabilir ve ayn1 zamanda
detoksifikasyonda kilit bir antioksidan olan glutatyonu tiiketebilir. Bu etkenlere ek olarak asir
alkol alimi, bagisiklik sisteminde degisikliklere, kronik inflamasyonun tetiklenmesine ve gen
ifadesindeki degisikliklere yol agarak kanserlesme siirecine katkida bulunur. (McKillop vd
2005; Grewal vd 2012; Taniai 2020).
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Ilerlemis karaciger fibrozu ve siroz hepatoseliiler karsinom (HCC) igin énemli risk
faktorleridir. Siroz ve sekonder komplikasyonlar1 hem HCC prognozunu hem de tedavi
yontemlerini etkilemektedir. Sirozun kanser baglatici etkisinin temelinde karacigerde
tekrarlayan oksidatif ve molekiiler hasarin meydana getirdigi tahribat yatmaktadir.
Hepatoksik ajanlar tarafindan hasara ugrayan karaciger hiicreleri ROS ve fibrinojenik aracilar
salgilar ve inflamatuvar hiicreler tarafindan akyuvarlarin hasarli bolgeye toplanmasini tetikler.
Hasarl1 hepatositlerin apoptozu ile karaciger miyofibroblastlarinin fibrojenik aktivasyonu
indiiklenir. Karaciger fibrozunun patogenezinde kritik bir rol oynayan hepatik stellat hiicreleri
fibrojenik sitokinler tarafindan aktive edilir ve kollajen salgilar. Hepatik stellat hiicreleri ROS
tarafindan da aktive edilir, inflamatuvar ve fibrinojenik sinyallenme baglar. Her iki durumda
da ileri derecede karaciger fibrozu ve siroz olusabilmektedir (Mederacke vd 2013; Dhar vd
2020). Siroz fibroz asamasimnin en ist diizeyi olup hepatositlerde azalma, karaciger
parankiminin bozulmasi sonucu rejeneratif nodiillerin olusumu, karacigerde kan akiminda
degisiklikler ve fonksiyon bozuklugu ile progresif bir hastaliktir. Sirozlu karacigerde meydana
gelen oksidatif ve metabolik hasarin onarilmasi i¢in nekroz, inflamasyon ve tekrarlanan
rejenerasyon gibi ¢esitli yollara bagvurulur. Bu siirecler nedeniyle karaciger hiicreleri kanser

baglatict mutajenlere kars1 daha hassas hale gelir (Fattovich vd 2004; Roehlen vd 2020).
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Sekil 9. Karaciger fibrozisi olusumu (modifiye edilmistir) (Roehlen vd 2020)

Diyabet ve kanser yaygin goriilen hastaliklar olup ayni bireyde ayni anda teshis
edildigi durumlar oldukca yaygindir. Genel olarak kanser hastalarinin %8 ile %18'i ayn1

zamanda diyabet hastasidir ve prevalans oranlar1 tiimor bolgelerine gore degismektedir.
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Karaciger, endometrium, kolon, meme, mesane ve pankreas gibi bircok kanser tiirli diyabetle
iligkilidir. Hiperinsiilinemi, dolasimdaki C-peptid/insiilin diizeyleri, glisemi belirtegleri,
bliylime faktorleri, epigenetik degisiklikler ve diyabet tedavileri diyabetli hastalarin kanser
patogenezinde rol oynamaktadir. Kronik hiperinsiilinemi, insiilinin hem metabolik hem de
mitojenik etkileri olan bir biiyiime faktorii olmasi nedeniyle diyabetik hastalarda kanserin
baslamasi ve ilerlemesinde Kritik bir etkendir (Li vd 2017). Insiilinin kanserin ilerlemesini
tesvik ettigi ilk kez 1972 yilinda deney hayvanlari lizerinde yapilan ¢alismalarla belirlemistir
(Heuson vd 1972). Ayrica diyabet tedavisinde kullanilan ve endojen insiilin diizeylerini
artiran ilaglarin kanser riskini artirdigr insiilin duyarhiligini artiran ilaglarin ise kanser riskini
azaltabilecegi ileri siirlilmistiir (Chowdhury 2010). Bunlarin yanisira bir¢gok kematerapotik
yaklagim da diyabeti tetikleyebilen veya mevcut diyabeti siddetlendirebilen steroid tedavisini
icermektedir. Bir kanser tedavisi olan kemoradyoterapi hiperglisemiye neden olabilir.
Kemoradyoterapi tedavisi goren diyabetik olmayan 91 hasta iizerinde yapilan ¢alismada terapi

sirasinda aglik glukozunun anlamli bir sekilde arttig1 goriilmistiir (Nguyen vd 2009).

Hepatoseliiler Karsinoma Evrelemesi ve Tedavi Yontemleri

Hepatoseliiler karsinomanin heterojen dogast nedeniyle evreleme solid tiimoérler i¢in
yaygin olarak kullanilan TNM sistemine gore degil, Avrupa ve Amerika klinik uygulama
kilavuzlar1  tarafindan  onaylanan  Barselona-Klinik-Karaciger = Kanseri  (BCLC)
Siniflandirmasi’na gore yapilmaktadir. Bu evreleme sistemi bes prognostik alt sinifi
tanimlayarak evreye spesifik tedavileri onermektedir. Cerrahi rezeksiyon, karaciger nakli ve
lokal ablasyon gibi kiiratif tedaviler, karacigerdeki tiimorleri kiiciiltmek veya kontrol altina
almak i¢in Transarteriyel Kemoembolizasyon (TACE), oral veya intravendz ilaglarin
kullanildig1 sistemik tedaviler, agr1 ve diger semptomlarin yonetimi ve yasam kalitesini
artirmak i¢in bagvurulan palyatif bakim HCC’li hastalar i¢in umut vadeten tedavi

yaklasimlaridir.

Tablo 2. Hepatoseliiler Karsinoma Evrelemesi

Evre Genel Durum

BCLCO Tek tlimor, 2 cm veya daha kiigiik boyutta
(Erken Evre) Karaciger fonsiyonlar iyi, belirgin semptom yok

Sagkalim i¢in cerrahi rezeksiyon, lokal ablasyon veya karaciger nakli
kiiratif tedavi yontemlerine bagvurulabilir.
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Tablo 2. (devami)

BCLC A Tek tiimdér >2 cm veya her biri < 3cm boyutunda 3 adete kadar timor
(Erken Evre) Karaciger fonksiyonlari iyi
Belirgin semptom yok
Sagkalim i¢in cerrahi rezeksiyon, lokal ablasyon veya karaciger nakli
kiiratif tedavi yontemlerine basvurulabilir.
BCLCB Her biri >3 cm boyutunda ¢oklu tiimorler, karaciger disina yayilim yok
(Orta Evre) Karaciger fonksiyonlart iyi
Portal hipertansiyon belirtileri
Sagkalim i¢in transarteriyel kemoembolizasyon (TACE) gibi lokal tedavi
seceneklerine bagvurulabilir.
BCLCC Karaciger disina yayilim ( Vaskiiler invazyon veya ekstrahepatik yayilim)
(ileri Evre) Karin agrisi, kilo kayb1 ve halsizlik gibi belirgin semptomlar

Sagkalim ic¢in sorafenib gibi multikinaz inhibitorleri sistemik tedavi
yontemlerine bagvurulabilir.

BCLCD Yaygin hastalik

(Son Evre) Karin agrisi, kilo kayb1 ve halsizlik gibi belirgin semptomlar
Sagkalim icin palyatif tedavi ve destekleyici bakim yoOntemlerine
bagvurulabilir.

WNT/g-Katemin Sinyal Yolag

WNT/B-KATENIN sinyal yolagi, hiicre cogalmasi, mitotik aktivite, hiicre tipi
spesifikasyonu, apoptoz, embriyonik gelisim, kok hiicrelerin kendini yenilemesi, doku
homeostazi, hiicre onarimi gibi temel fizyolojik siirecleri diizenleyen ve siki bir sekilde
kontrol edilen molekiiler bir mekanizmadir (Zhou vd 2022; Rim vd 2022). Bu yolak
salgilanan bir WNT ligandindan, alict hiicre yiizeyindeki ayni kokenli reseptorlerinden ve
alic1 hiicre igindeki sinyal transdiiserlerinden olusur. WNT/B-KATENIN sinyal yolunun
molekiiler bilesenleri, hiicre ylizeyindeki ligandin taninmasindan ¢ekirdekteki hedef genlerin
transkripsiyonuna kadar birlikte calismaktadir. Bu nedenle WNT/B-KATENIN sinyal
yolaginin diizensizligi gelisimsel kusurlar, dejeneratif bozukluklar ve kansere yol agmaktadir

(Rim vd 2022).

Kanonik (B-KATENIN bagimh) WNT Sinyal Yolag

Kanonik WNT/B-KATENIN sinyal yolag: iyi karakterize edilmis bir yolak olup
WNTI1, WNT2, WNT 3, WNT3a, WNT8a, WNT8b, WNT10a, WNT10b vb. ligandlar
tarafindan uyarilir. Ortamda ligand olmadiginda anormal hiicresel yanitin engellenmesi igin
WNT/B-KATENIN sinyal yolu kapali tutulmaktadir. Bunun igin merkezi efektdr olan B-
KATENIN (CTNNBL1) fosforillenir ve degrade olarak sitoplazmadaki seviyesi diisiik tutulur.
WNT sinyali olmadan (yolak inaktif), kazein kinaz 1 alfa (CK1a), eksen inhibisyon proteini
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(AXIN), adenomatdz polipozis koli (APC) ve glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK3p)
proteinlerinden olusan yikim kompleksi sitozolik CTNNB1’i fosforile eder, fosforile edilmis
CTNNBI ise proteazomlar tarafindan taninir ve degrade edilir. WNT ligandlarinin Frizzled
transmembran reseptorlerine ve LRP5/6 yardimci reseptorlerine baglanmasi ile yikim
kompleksinin islevi inhibe edilir, sitozolik GSK3[ baskilanarak sitozolik CTNNB1’i fosforile
edemez hale getirir Ardindan fosforile edilmemis CTNNBI sitozolde birikerek cekirdege
translokasyonu gerceklesir ve MYC, siklin D1 (CCNDZ1) ve siklin bagimli kinaz 1 (CDK1) gibi

birgok hedef genin ekspresyonunu aktive eder (Valenta vd 2012; Schambony ve Wedlich
2013; Catalano vd 2023).
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Sekil 10. WNT/B-KATENIN sinyal yolagma genel bakis (modifiye edilmistir) (Catalano vd
2023)

Kanonik Olmayan (B-KATENIN Bagimsiz) WNT Sinyal Yolag

Planar Hiicre Polaritesi (PCP) ve Ca*? yolaklarmi iceren kanonik olmayan (B-
KATENIN bagimsiz) WNT sinyal yolagi, WNT4, WNT5a, WNT5b, WNT7a, WNT7b ve
WNTI1 tarafindan uyarilmaktadir. Bu kanonik olmayan ligandlar frizzled sinifi reseptorlere
ve reseptOr tirozin kinazlara benzeyen orphan reseptor 1 ve 2 (ROR1/2) ve reseptor benzeri
tirozin kinaz (RYK) gibi yardimci reseptorlere baglanarak sinyal verir (Astudillo 2021).
WNT/PCP yolagi RhoA, c-Jun, N terminal kinaz (JNK) ve nemo-benzeri kinaz (NLK) gibi
sinyal yolaklarini aktive ederek morfogenez sirasinda hiicre hareketini ve doku polaritesini
kontrol etmektedir (Xu vd 2020). Ca*? yolaklarmi iceren kanonik olmayan WNT sinyal yolu

ise Ca*? mobilizasyonunda gérev alir. Ayn1 zamanda kalsiyum/kalmodulin bagimli protein
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kinaz Il, PKC izoformlari, heterotrimerik G proteinleri gibi asagi yonlii efektorleri aktive eder
(Schambony ve Wedlich 2013; Nishita vd 2019; Astudillo 2021).
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(Akoumianakis vd 2022)

PIBK/AKT/mTOR Yolag

PI3K/AKT/mTOR yolagi, organizmanin biiylimesi sirasinda insiilin sinyalini koordine

eden, glukoz homeostazisi, protein sentezi, hiicre dongilisii diizenlenmesi, hiicre
proliferasyonu, sagkalim, anjiyogenez dahil olmak iizere cesitli fizyolojik siire¢lerde rol
oynayan 6nemli bir hiicre igi sinyal iletim yoludur (Zhou vd 2011; Lien vd 2016). Yolagin
bilesenlerinden PI3K, AKT ve mTOR gibi asag1 yonlii efektorleri etkinlestirmek amaciyla
reseptor kinazlardan (RTK’lar) gelen sinyalleri iletir. RTK monomerleri biiylime faktorleri
baglandiginda aktive olup dimerleserek her bir monomer otofosforile olmasina neden olur ve

PI3K/AKT/mTOR yolaginin asag1 yonde aktivasyonuna neden olur (Sun vd 2021).

Insiilin, glikoz, birgok biiyiime faktdrii ve sitokin dahil olmak iizere ¢esitli molekiiller,
Reseptor-tirozin kinazlar (RTK) ve G-protein reseptorlerine baglanir, sitoplazmada inaktif

durumda olan fosfoditil inositol-3 kinaz (PI3K) aktivasyonu gergeklesir ve sinyal iletimi
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baslar (Sun vd 2020). Reseptorlerin uyarimi sonucu fosfotirozinin p85'te konformasyonel
degisiklige yol agmasiyla PI3K serbest kalarak membrana yerlesir. PI3K'ler tarafindan
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP2) uyarilir ve fosforilasyon yoluyla fosfatidilinositol 3,4,5-
trisfosfat (PIP3) olusumu katalize edilir. PIP3 araciligiyla bir serin/treonin kinaz olan AKT
(protein kinaz B) hiicre zarina taginir. AKT aktivasyonu sonucunda, hiicresel fonksiyonlarin
ilerlemesi i¢in glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), forkhead box 0 (FOXO) transkripsiyon
faktorleri ve BAD gibi sinyal proteinleri fosforile olur. AKT, tiimdr skleroz kompleksi (TSC)
araciligi ile hiicre biiylimesi ve metabolizmasinin ana diizenleyicisi olan mTOR’u fosforiller

(Porta vd 2014).
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Sekil 12. PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolagina genel bakis (modifiye edilmistir) (Porta vd 2014)

PI3K’lar tek bir molekiil olarak diisiiniilse de her biri farkli diizenleme, islev, yap1 ve
substrat ozelliklerine sahip olan IA, IB, II ve III olmak tizere dort sinifa ayrilir gereklidir
(Bhatt ve Damania 2013). PI3K’lar 6karyotik hiicre zarlarinin i¢ tarafinin bir bileseni olan
fosfoinositidin inositol halkasinin 3'-OH grubunun fosforilasyon yetenegi ile karakterize
edilen lipid kinaz ailesini olusturur (Tewari vd 2022). Fosfoinositidler, membranin hiicre
sinyal komplekslerinin olusturulmasina yardimci olur ve hiicre igi trafik i¢in gereklidir. Siif
IA ve IB PI3K, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfatin (PIP2) fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata
(PIP3) fosforilasyonunu katalize eder. PIP3 iiretimi pleckstrin homoloji (PH)-alaninin plazma

zarinda lokalize olmasma izin verir. Ayrica PIP3 hiicre seklini, hayatta kalmasini,
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cogalmasini, biiylimesini ve hareketliligini kontrol edebilen hiicresel bir ikinci haberci olarak
islev goriir (Engelman vd 2006; Bhatt ve Damania 2013). Sinif I PI3K'ler, bir diizenleyici alt
birim ve bir katalitik alt birim iceren heterodimerik proteinlerdir. Diizenleyici alt birimler
p85a, p85B, p55a, pSS5y ve pS0a iken katalitik alt birimler p110a, p110B, p1106 ve pl110y
olmak tizere dort izoformdan birinden olusur. Birgok memeli dokusunda yaygin olarak p110a,

B ve v katalitik alt birimleri eksprese edilirken, p1103 lenfositlerle sinirlidir (Mishra vd 2021)

AKT (Protein kinaz B), bir serin/treonin kinaz olup PI3K’nin temel asagi akis
efektorlerinden biridir. PI3K’nin aktive olmasiyla birlikte AKT, PH alani araciligiyla i¢
membran transloke olur ve PDKI tarafindan iki kilit rezidi (T308 ve S473) iizerinden
fosforile edilir (Martini vd 2017). PI3K’nin hiicre dis1 uyaranlarla aktivasyonu hemen hemen
tiim hiicre ve dokularda AKT nin aktivasyonuyla sonuglanir. Aktive olan AKT, mTOR’u Ser
2448 ftzerinden fosforile ederek dogrudan mTORCI’i aktive edebilirken, tiiberoz skleroz
kompleksi 2'yi (TSC2) fosforile ederek dolayli olarak da aktive edebilir Ayrica AKT c¢esitli
hiicresel  fonksitonlarin  diizenlenmesinde rol oyanayan birgok kritik substratin

fosforilasyonunu saglar (Li vd 2014; Manning and Toker 2017).

mTOR, maya formundan insan formuna kadar evrimsel olarak korunmustur ve yagam
icin hayati 6nem tasiyan bir serin/treonin kinazdir. mTOR’un embriyonik mutasyonlariin
oliimciil oldugu kanitlanmustir (Porta vd 2014). Insan epidermal biiyiime faktorii ve insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve
ilgili reseptor (VEGFR), IGF-1 ve reseptorii (IGFR-1) gibi ¢esitli biiyime faktorleri ve
bunlara karsilik gelen reseptorler pozitif biliylime sinyallerini PI3K ve AKT araciligiyla
mTOR’a iletilmektedir (Tewari vd 2022). mTORC1’in degisen aktivasyonu sonucu S6 kinaz-
1 (S6K-1), okaryotik translasyon baglatma faktorii 4E baglayici protein-1 (4EBP-1) ve unc-51
benzeri kinaz 1 (ULKI1) gibi bir¢ok efektor etkiler. Bu efektorler HIF-1a, siklin D1 ve
MYC'yi kodlayan mRNA'larin translasyonunu artirarak hiicre dongiisii ilerlemesinin veya

anjiyogenezin diizenleyicileri olarak gorev yapar (Sun vd 2020).

PTEN, ikinci haberci olan PIP3'in PIP2'ye doniisiimiinii katalize eden ve bdylece
sinyal yayilimimda PI3K’nin fonksiyonunu inhibe eden bir lipit fosfatazdir. Ayrica gesitli
protein substratlar1 i¢in de serin, treonin ve tirozin fosfataz aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Bircok kanserde siklikla silinen veya mutasyona ugrayan bir tiimor baskilayici
olarak tanimlanmistir (Mahimainathan ve Choudhury 2004; Lee vd 2018). PTEN'in
etkisizlestirilmesi, epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) ayirt edici 6zellikleri olan apiko-bazal
polaritenin ve siki baglantilarin kaybina yol agarak hiicre yayilmasini tesvik etmektedir (Song

vd 2012; Lee vd 2018).

30



PI33K/AKT/mTOR ve WNT/B-KATENIN Sinyal Yolaklarinin Kanserdeki Rolii

PIBK/AKT/mTOR sinyal yolu, hiicre biiylimesi, farklilagsma, sagkalim, proliferasyon,
tiimor gelisimi, migrasyon, metastaz ve hiicre iskeletini yeniden diizenlenmesi gibi hiicresel
olaylarin gelisiminden sorumlu oldugundan kanser arastirmalarinda molekiiler hedef olarak
oldukca dikkat gekicidir (Porta vd 2014, Xu vd 2020). PI3K/AKT/mTOR sinyallesmesi
dogrudan inhibe edebilen en onemli faktor PTEN olup hiicre biiyimesini inhibe ederek ve
apoptoza hiicresel duyarliligi artirarak bir timor baskilayict olarak goérevi goriir (Porta vd

2014; Alvarez-Garcia vd 2019).

PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolunun neredeyse tiim kanser tiirlerinde diizensiz oldugu
bilinmektedir. Bu yolaktaki kilit kinazlarin inhibisyonu hiicresel proliferasyonunu azaltarak
apoptozun artmasina neden olurken bu kinazlarin asir1 aktivasyonu ve PTEN ekspresyonunun
azalmasi kanser olusumunu tetikler (Yang vd 2019; Asati vd 2016). Granato ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada kuersetinin PI3K/AKT/mTOR sinyal yollarini inhibe ederek birincil
efiizyon lenfoma hiicrelerinde (PEL) apoptoz ve otofajiyi indiikledigi goriilmiistiir (Granato
vd 2017). Baska bir calismada dogal bir kalkon bilesigi olan kardamoninin kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri (KHDAK) hiicre hatlarinda (A549 ve H460), PI3K/AKT/mTOR
yolunu kisitlayarak hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve metastazi inhibe ettigi goriilmiistiir
(Zhou vd 2019). Lim ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada, turunggillerden elde edilen dogal
bir antioksidan flavonoid olan naringeninin prostat kanseri hiicre hatlar1 (PC3 ve LNCaP)
tizerindeki etkileri arastirilmigtir. Calismanin sonuclari, naringeninin apoptozu ve ROS
tretimini indiiklerken proliferasyonu ve gdcii inhibe ettigini ortaya koymustur. Naringeninin
antikanser etkilerini PI3K/AKT'nin diizenlenmesi ve ERK1/2, p38 ve JNK hiicre sinyal
yollarinin hedeflenmesi yoluyla gerceklestirdigi goriilmiistiir (Lim vd 2017).

WNT sinyallemesindeki diizensizlikler kanser metastazini indiiklemektedir. Kolon
kanserinde B-KATENIN ile VEGF ekspresyonunun korele oldugu bilinmektedir. Bu
korelasyon anjiyogenezde metastaz riskini artirabilecek bir role sahiptir. Ayrica akciger
adenokarsinomunda WNT/B-KATENIN aktivasyonunun yiiksek metastaz riskinin bir
gostergesi oldugu gosterilmistir (Nguyen vd 2009; Easwaran vd 2003). WNT sinyal yolunun
aktivasyonu radyoterapiye karsi hassasiyeti de etkilemektedir. Chen ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada CTNNBI1 in yiiksek seviyelerinin 6liimstizlestirilmis bir fare meme hiicre
hattinda (COMMA-Dbeta-geo) radyoterapinin ardindan DNA onarimini ve hiicre ¢ogalmasini
tesvik ederek direng gosterdigi gorilmiistiir (Chen vd 2007).

Bir bitki flavonolii olan kuersetinin anti-inflamatuvar ve antikanser ozellikleri

nedeniyle PI3K/AKT/mTOR ve WNT/B-KATENIN yollarinin hedeflenmesi yoluyla hiicre
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canliligi, apoptoz ve otofaji kaybini tesvik etme yetenegi oldugu belirlenmistir (Reyes-Farias
vd 2019).

Strophanthus kombe adli bitkiden ftretilen Strofanthidin’in insan meme (MCF-7),
akciger (A549) ve karaciger kanseri (HepG2) hiicrelerinde antikanser aktivitesi arastirilmistir.
Strofanthidin, siklin bagimli kinazlarmin ekspresyonlarini kontrol ederek hiicre dongiisiinii
G2/M fazinda durdurdugu gorillmiistir. Ayrica Strophanthidin’in PISBK/AKT/mTOR ve
WNT/B-KATENIN sinyallesmesinden PI3K, AKT, mTOR, ve CTNNB1 gibi anahtar
proteinlerin ekspresyonunu inhibe ederek antikanser etki gosterdigi belirlenmistir (Reddy vd
2020).

Hepatoseliiler karsinomda (HCC) hem kanonik hem de kanonik olmayan WNT sinyal
yolaklarmin diizensiz aktivasyonu s6z konusudur (Pez vd 2013; Waisberg vd 2015; Liu vd
2016). Her iki sinyal tiirii de HCC agresifligine ve direncine yardimci olurken ayni zamanda
tiimor biliylimesi ve sagkalimi desteklemek i¢in uygun ortam saglamaktadir. HCC vakalarinin

yaklagik %95'inde kanonik yolagin anormal diizenlendigi goriilmektedir (Najafi vd 2017).

Hiicre Dongiisii Diizenleyicilerinin Kanserdeki Rolii

Saglikl hiicreler biiylime, ¢ogalma ve homeostazi siirdiirebilmek amaciyla biiylimeyi
indiikleyen ve biiyiimeyi inhibe eden sinyaller yardimiyla hiicre dongiisiinii olduke¢a siki bir
sekilde kontrol eder. Hiicre dongiisii kontrolii, genomik DNA’nin replikasyonu ve bunun
farkl1 hiicre dongiisli asamalar1 sirasinda yavru hiicrelere dogru bir sekilde ayrimi olmak iizere
iki ana noktaya odaklanmaktadir. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinin kusurlu olmasi
kontrolsiiz bir sekilde hiicre dongiisii ilerlemesine ve kanser hiicrelerinin olusumuna neden

olmaktadir (Matthews vd 2022).

Normal hiicrelerde hiicre dongiisiinlin kontrol noktalarindan gegis siklinler, sikline
bagimli kinazlar (CDK’lar) ve bunlarin inhibitdrleri yardimiyla kontrol edilir. CDK’lar hiicre
dongiisii boyunca inaktif formda sentezlenirler. CDK’larin aksine siklinler hiicre dongiisiiniin
spesifik evrelerinde sentezlenirler ve CDK’lara baglanarak onlar1 aktive ederler. Siklin D, E,
A ve B basta olmak {izere hiicre dongiisiinde gorev alan 15’ten fazla siklin tanimlanmis olup
bunlar bir veya daha fazla CDK’ya baglanabilirler. Normal hiicre dongiisiinde bu diizenleyici
proteinler arasindaki regililasyonun kaybedilmesi veya degisiklige ugramasi kanser
hiicrelerinin olusumunda en O6nemli etkenlerden biridir. Yanlis diizenlenen CDK’lar
kontrolstiz hiicre ¢ogalmasi ile birlikte genomik ve kromozomal kararsizlia neden
olmaktadir. Kanserli hiicreler incelendiginde bu regiilatdér proteinlerin diizeylerinde

anormallikler saptanmistir (Malumbres and Barbacid 2009).
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Hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ya da GO evresinde kalmasini saglayan kilit karar
noktalarinda biiyiime baskilayici sinyaller etkilidir. Hiicre dongiisii mekanizmasini kontrol
eden bliylime baskilayici sinyaller retinoblastoma tiimdr supresor proteini (Rb), p107 ve p103
molekiilleri tarafindan tasinmaktadir. Fosforillenmemis Rb, transkripsiyon faktorii E2F ile
kompleks olusturur, E2F aktivitesi baskilanir ve hiicre proliferasyonu engellenir. Hiicreler
G1/S kontrol noktasinda biliylime faktorleri ile uyarildiginda siklin D ve siklin E
konsantrasyonlari yiikselerek sirasiyla CDK4/6 ve CDK2 ile kompleks olusturur. Aktive olan
CDK4/6 ve CDK2’nin kinaz aktivitesi Rb, pl07 ve pl130 dahil retinoblastoma ailesinin
fosforillenmesine neden olur. Rb fosforillendikten sonra E2F ile yapilan kompleksten ayrilir
ve S fazina gegis icin gerekli hedef olan genlerin transkripsiyonunu aktive eder bdylece hiicre
dongiisii ilerler. S fazina giren hiicrede Siklin A/CDK2 kompleksi DNA sentezini baslatir ve
ilerletir. DNA replikasyonunu sirasinda DNA hasar1 meydana geldiginde, bu hasarin DNA
pol &, hiicre c¢ekirdegi antijeni (PCNA) ve replikasyon faktérii C (RFC) tarafindan tespit
edildigi S kontrol noktasi devreye girer. S fazinda DNA replikasyonunun sorunsuz yapilmasi
durumunda G2 fazina girilir ve bu fazda siklin B/CDK1 kompleksi ile mitoza girig uyarilir.
Bu kompleks hiicre dongiisii boyunca siklin B’nin siirekli yapimi ve yikimi ile kontrol
edilmektedir. Mitoz fazindaki kontrol noktasi ise metafaz-anafaz evreleri arasindaki gecis
sirasinda bulunmaktadir. Anafaz ilerletici bilesik/siklozom (APC/C) kompleksi tarafindan
diizenlenen mitoz fazi kromozomlarin esit bolinmeye hazir olmadigi durumlarda durdurulur

(Lim ve Kaldis 2013; Matthews vd 2022).
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Sekil 13. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 (modifiye edilmistir) (Matthews vd 2022)

Kanserin ayirt edici 0Ozelligi, hiicre boliinmesi dongiilerinin devamliligina ve

diizensizligine neden olan proliferatif sinyalizasyon siirekliligidir. Kontrolsiiz ve siirekli hiicre
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boliinmesi hem apoptozu Onleyen hem de hiicre dongiisiinden ¢ikis1 tehlikeye atan
mutasyonlar tarafindan yonlendirilmektedir. Hiicreler hiicre dongiisiinden ya sessiz evreye
girerek geri doniisiimlii olarak ya da yaslanma veya apoptoz yoluyla geri doniisiimsiiz olarak
cikabilir. Hiicre dongiisiinden c¢ikma karari, hiicre dongiisiindeki DNA hasar1 kontrol
noktasina bagldir. interfaz boyunca onarilamayan DNA hasarina yanit olarak, DNA hasar1
kontrol noktast p53'e bagh yollar araciligiyla programlanmis hiicre 6liimi baglatilabilir. p53
mutasyonlart kanserde en sik rastlanan mutasyonlardir. Bununla birlikte, kanserle iliskili
mutasyonlar hiicre dongiisiinden ¢ikis1 engellese bile, E2F bagimli transkripsiyonun
aktivasyonuna bagli olan prereplikatif G1 fazinda hiicre dongiisii girisi bloke edilerek siirekli
cogalma Onlenebilir. Bu evrede de meydana gelen mutasyonlar E2F'ye bagl transkripsiyonu
indiikleyerek S fazina girisi tesvik eder ve bir hiicrenin prereplikatif fazda hiicre dongiisiinden

¢ikma yetenegini tehlikeye atar (Matthews vd 2022).

Kansere neden olan hiicre dongiisii diizensizliklerine genellikle siklinlerin ve
CDK’larin aktivitesindeki degisiklikler aracilik etmektedir. Yanlis diizenlenen CDK’lar basta
programlanmamis hiicre ¢ogalmasi olmak iizere genomik ve kromozomal kararsizliga da
neden olmaktadir. CDK’larin asagi regiilasyonu spesifik dokularda homeostazinin
bozulmasina neden olabilirken, asir1 aktivasyonu ise hiicrelerde hiicre bdliinmesini
indiikleyerek tiimor gelisimini destekleyebilir. Tiimor hiicrelerinde anti-mitojenik sinyallerin
kusurlu yanitina yol acan mutasyonlarin biriktigi goriilmektedir (Deshpande vd 2005;
Malumbres ve Barbacid 2009; Zhang vd 2021).

Hiicrelerde CDK’larin aktivitesi iki inhibitor ailesi tarafindan diizenlenmektedir. Bu
ailelerden ilki INK4A, INK4B, INK4C ve INK4D proteinlerinden olusan INK4 proteinleri ve
p21, p27 ve p57 proteinlerinden olusan Cip ve Kip ailesidir. Bu hiicre dongiisii
inhibitdrlerinin birden ¢ok doku tipinde yetiskin kok hiicrelerin ¢ogalmasini engelledigi
goriilmiistiir. CDK inhibitorleri kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesini durdurma
potansiyeline sahiptir ve kanser tedavisinde olduk¢a 6nemlidir (Malumbres ve Barbacid 2009;
Cicenas vd 2011).

Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tiirleri agresiflik seviyesi, metastaz, heterojenite ve timdr boyutu gibi
Ozellikler bakimindan birbirinden oldukc¢a farklidir, bu nedenle kanser icin tek bir tedavi
yontemi s6z konusu degildir. Ornegin, lokal ve metastatik olmayan kanserlerde &ncelikle
cerrahi miidahale ve radyoterapiye basvurulurken metastatik kanserler i¢in anti-kanser ilaglar

kullanilmaktadir  (Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde 2015). Kanser tedavisinde,
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kemoterapi, cerrahi miidahale, immunoterapi, radyasyon tedavisi ve gen terapisi gibi

yontemler kullanilmaktadir (Mun vd 2017).

Cerrahi Midahale

Bircok kanser tiiriinlin tanisi, evresinin belirlenmesi ve tedavisi icin cerrahi
midahalelere basvurulmaktadir. Biyopsi, eksfoliye cerrahi ile doku Ornegi alimi, cerrahi
eksizyon gibi diagnostik cerrahi miidahaleler kullanilarak koti huylu tiimoriin iyi huylu
tiimorden ayiric1 tanisi yapilabilir. Ayrica kiiratif cerrahi yardimiyla lokalize tiimor erken
evrede uzaklastirilabilir ve bdylece tiimor hiicrelerinin diger dokulara metastaz1 onlenebilir.
Ancak miidahale sonrast bazi kanser hiicreleri kalabilir, kanserli dokunun tekrar olusumu
goriilebilir ya da tiimér damar yoluyla yayilm gosterebilir (Lloyd vd 2006). Ileri evre
kanserlerde ise semptomlarin hafifletilmesi ve hastanin yasam kalitesinin arttirilmasi amaciyla

palliativ cerrahiden yararlanilabilir (Inoue vd 2012).

Kemoterapi

Kemoterapi, antikanser ilaclar1 kullanilarak DNA’y1 ve hiicre dongiisiinii hedef alarak
kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi, metastaz ve invazyonunu engellemeyi amaglayan, tek basina
veya diger yontemlerle desteklenerek kullanilabilen bir yontemdir. Kemoterapi metastatik
kanser tedavilerinde kullanilmasi ve kan dolagimi yoluyla viicudun her organina ulagabilmesi
acisindan etkin bir tedavidir. Kemoterapi intravendz (dogrudan damara enjeksiyon), oral (hap
veya kapsiil yoluyla agizdan), intramiiskiiler (kas icine enjeksiyon), subkutan (deri altina
enjeksiyon) ve topikal (cilt kanserlerinde krem seklinde) yollarla uygulanabilir. Ancak
kemoterapinin prensibi hizli biiyliyen hiicrelerin boliinmesini engellemek oldugundan sag
folikiilleri, kemik iligi ve gastrointestinal sistem hiicreleri gibi hizl1 bdliinen normal hiicreleri
de etkileyebilir. Bu durum sa¢ dokiilmesi, bulanti ve kusma, yorgunluk, agiz ve sindirim
sistemi mukozasinda yaralarin olugmasi gibi yan etkilere neden olur. Ayrica beyaz kan
hiicrelerinin azalmasi ile hastanin bagisiklik sisteminin zayiflamasina ve enfeksiyon riskinin

artmasina yol agabilir (Pérez-Herrero and Fernandez-Medarde 2015).

Immunoterapi

Bagisiklik sistemi kanser hiicrelerinin biyokimyasal farkliliklarindan yola ¢ikarak
onlari normal hiicrelerden ayirt edebilmektedir. Immunoterapinin amaci da kontrolsiiz
otoimmun inflamatuvar yanitlar iiretmeden bagisiklik sistemi bilesenlerini tiimor hiicrelerini
oldiirmek i¢in kullanmaktir (Abbott ve Ustoyevv 2019; Riley vd 2019). Bu amagla asilar,
monoklonal antikorlar, sitokinler, kontrol noktast inhibitorleri kullanilarak bir¢ok

immunoterapi yaklasimi gelistirilmistir. Immunoterapi, bagisiklik sistemi hiicrelerinin
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spesifik olarak kanser hiicrelerini hedef almasi i¢in modiile edilebiliyor olmasi, uzun siireli
yanit saglamasi ve kemoterapiye kiyasla daha az yan etki olusturmasi yoniinden avantajlidir.
Ancak bu yontem, otoimmiin reaksiyonlara yol agabilir, her kanser tiiriinde ve her hastada
ayni etkiyi gostermeyebilir ve yorgunluk, deri dokiintiileri, bagisiklik sistemine bagli organ

iltihaplanmalar1 ve ishal gibi yan etkiler gosterebilir (Abbott ve Ustoyevv 2019).

Radyoterapi

Radyoterapi, bir¢ok kanser tiirliniin tedavisi i¢in tek basma veya diger tedavi
yontemleri ile kombinlenerek kullanilan ve kanser hastalarinin yaklasik yarisina uygulanan
yaygin bir yontemdir (Allen vd 2017). Bu yontemde kanser hiicrelerini 6ldirmek veya
timorleri kiicliltmek amaciyla yiiksek doz radyasyon kullanilir. X 1sinlari, gama 1ginlar ve
yiikli pargaciklar yardimiyla kanser hiicrelerinde DNA hasar1 ve serbest radikaller
olusturularak kanser hiicrelerinin 6lmesi saglanir (Gong vd 2021). Radyoterapide dikkat
edilmesi gereken nokta tiimoriin yiiksek enerjili 1ginlar tarafindan hedef alinmasi sirasinda

saglikli dokulart olabildigince koruyabilmektir (Bozkurt 2022).

Gen Terapisi

Gen terapisi hatali genleri dogrudan onarabilme, degistirebilme, anormal gen
ekspresyonunu molekiiler seviyede diizeltebilme avantajlarina sahip, hastaliklarin dogru ve
kigisellestirilmis tedavisini miimkiin kilabilen bir yontemdir (Sun vd 2019). Ayrica gen
terapisi ile viral veya viral olmayan vektorler kullanilarak terapotik gen aktivasyonu
saglanabilir, kusurlu genler ise susturulabilir. Kanser olusumunda rol oynayan genlerin
tanimlanmasiyla birlikte kanser tedavisi i¢in de siklikla arastirmalara konu olan bu yontem,
kanser hiicresine veya dokusuna terapotik genler gondererek apoptozu indiklemeyi veya
kanserin biliyimesini yavaslatmayr amaglar. Kanserde gen terapisi stratejileri onkogen
aktivasyonunun inhibisyonu, tiimor baskilayici genin aktivasyonu, intihar gen terapisi ve

antianjiyogenik gen terapisi olarak siiflandirilabilir (Ergiin ve Dora 2023).

Kanser tedavisinde kullanilan konvansiyonel yontemler kanser hiicrelerinde etkili olsa
da yol actiklar1 yan etkiler, tedaviye kars1 zamanla gelisen direng, saglikli hiicreleri de hedef
alma ve finansal yiik olusturma yonlerinden olduk¢a dezavantajli olabilirler (Lin vd 2020). Bu
dezavantajlar, kanser tedavisinde hem yeni hem de hedefe yonelik tamamlayici ve alternatif
yaklasimlarin  gelistirilmesi ithtiyacini dogurmaktadir. Bu nedenle farkl
biyokimyasal/molekiiler hedeflere yonelen ve daha az toksisiteye sahip dogal alternatiflerin

aragtirilmasi 6nemli hale gelmistir (Lin vd 2020). Likenler ve ikincil metabolitleri antikanser
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ilaglarin gelistirilmesi i¢in umut verici ajanlar olarak ortaya ¢ikmis olup olumlu etkileri bir¢ok

arastirma sonucuna yansimistir Correcché vd 2004; Einarsdottir vd 2010; Papierska vd 2021)

Likenler

Liken, bir mikobiyont (mantar ortagi) ve bir veya daha fazla sayida zorunlu (obligat)
olarak fotosentez yapan fotobiyont (alg veya siyanobakteri) arasindaki simbiyotik iligki ile
olusan, mutualist yasayan, yavas biiyliiyen ve bir¢ok olumsuz cevre kosuluna dayanikli
kompozit bir konsorsiyumdur (Asplund ve Wardle 2017). Likenler tropik bdlgelerden
kutuplara kadar diinyanin farkli yerlerinde ve yiizeylerinde bulunabilir. Kayalarin iizerinde ve
icinde, toprakta, agacgta, hayvan kabuklarinda, beton, tugla, cam, plastik ve metal gibi insan
yapimi yiizeylerde, kutup ve ¢ollerde biiyiiyebilir hatta radyasyon veya uzay boslugu gibi
abiyotik kosullara dayanabilir. Liken birlikteliginde mikobiyant ve fotobiyant ortaklar1 farkli
gorevlere sahiptir. Bu simbiyozda mikobiyont liken morfolijisini belirler, fotobiyontu gilines
1s1gindan ve kurumaktan korur, su ve besin alinmasina, bliylimesine yardim eder. Fotobiyont
ise mikobiyont i¢in organik besin ve organik azot bilesikleri tiretir (Lutzoni, ve Miadlikowska
2009; Poulsen-Silva vd 2023).

Mantar dokusu

Alt korteks

Medulla

Alg tabakasi

Ust korteks

Liken Sekonder Metabolitleri

Likenler, anitmikrobiyal, anti-inflamatuvar, antioksidan, analjezik, antipiretik ve
antitimor gibi gesitli biyolojik 6zellige sahip ikincil metabolitler tiretirler (Tripathi vd 2022).
Bu ikincil metabolitler temelde likenlerin mantar partneri tarafindan tiretilerek amorf formda
veya kristal halde hiflerin yiizeyine salgilanir ve burada birikir. Diisiik molekiil agirhiga sahip
bu metabolitler suda zor ¢oziindiiklerinden organik coziiciiler kullanilarak izole edilirler.

Fenolik bilegikler, depsidonlar, dibenzofuranlar, depsidler, alifatik asitler, kinonlar,
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antrakinonlar ve pulvinik asit tiirevleri gibi farkli kimyasal yapiya sahip 1000'den fazla liken

sekonder metaboliti bulunmaktadir (Stanojkovic 2019).

Liken Sekonder Metabolitlerinin Biyolojik Aktiviteleri
Antioksidan aktivite

Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ile antioksidan savunma aktivitesi arasindaki
dengesizlik oksidatif strese neden olur ve artmis durumu kanser, diyabet, ndrodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok kronik hastalikla iliskilendirilir (White vd 2014).
Antioksidan aktivite likenlerin karakteristik biyoaktivitelerinden biridir. Antioksidan aktivite
gosteren molekiiller cogunlukla reaktif hidroksil grubu igeren fenolik bilesikler olup metal
iyonlarin1 selatlar ve/veya eslesmemis eclektronlar1 stabilize ederler. Liken sekonder
metabolitlerinin biiyiik boliimi, fenolik bilesiklerin indirgeyici potansiyeli sayesinde, hidrojen
atomu transfer ederek serbest radikalleri stabilize eder ve notr bir hale getirir. Ayrica

antioksidan enzimlerin ekspresyonunu indiiklemektedir (Fernandez-Moriano vd 2016).

Antimikrobiyal aktivite

Antibiyotiklere karst mikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasi ile birlikte alternatif
antimikrobiyal kaynaklara olan ihtiya¢ giderek artmaktadir (Wethalawe vd 2021). Likenler
dogada bulunan patojenlerin bir¢oguna kars1 savunma saglayarak antibiyotik aktivite gdsteren
sekonder metabolitler iretirler. Likenlerin antibiyotik aktivitesi ilk kez Burkholder ve
arkadaglan tarafindan 1944 yilinda Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve Escherichia
coli'ye karsi test edilmistir (Burkholder vd 1944). Bu 6n ¢alismadan itibaren likenler ve
likenlerden izole edilen bilesikler ¢esitli gram pozitif, gram negatif ve mikobakterilere karsi
test edilmistir (Karagoz vd 2009; Yuan vd 2010; Kosani¢ ve Rankovi¢ 2011; Shrestha ve
Clair 2013). Liken bilesikleri diger antibiyotik tedavi kaynaklari ile kiyasla ¢cok daha diisiik
konsantrasyonlarinda o6zellikle gram pozitif bakteriler olmak iizere bakteri biiylimesini
engellemektedir. Usnik asit, orsinol tipi depsidler ve depsidonlar, vulpinik asit gibi pulvinik
asit tiirevleri oldukca etkili antibakteriyal etkinlik gosteren liken sekonder
metabolitlerindendir (Shrestha ve Clair 2013). Ayrica antiviral ve antifungal aktivite gésteren
birgok liken sekonder metaboliti bulunmaktadir. Usnik asit, izodivarikatik asit, parietin,
antrakinon, salazinik asit, 5-propilresorsinol, divarikatinik asit antifungal aktiviteye sahip
liken bilesiklerine Ornek olarak verilebilir. Atrakinonlar giiglii antiviral aktivite gosteren

sekonder bilesiklerdendir (Zambare ve Christopher 2012).

38



Anti-inflamatuvar aktivite

Inflamasyon organizmalarin homeostazisini bozan patojen mikroorganizmalar, hasarl
hiicreler, doku hasarina, kimyasal veya fiziksel ajanlar gibi faktorlere karsi verdigi dinamik
bir tepkidir. Bu tepkinin uzun siireli devam etmesi durumunda inflamatuvar siire¢ farkli bir
karakter kazanarak diyabet, kanser, obezite, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar
olusumunu tegvik eden kronik bir hal alir. Kronik inflamasyon siireci TNF-o veya IL-1 gibi
proinflamatuvar aracilarin salinmasi ile baslamaktadir (Nunes vd 2020). Bu inflamatuvar
aracilar anti-inflamatuvar aktiviteye sahip liken sekonder metabolitlerinin olasi hedefleridir
(Pazdziora vd 2023). Ornegin, bir ¢alismada usnik asidin farelerde lipopolisakkarit tarafindan
indiiklenen akut akciger hasarinin inflamatuar tepkilerini zayiflattigi goriildii. Ayrica usnik
asit, interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8) ve tiimor nekroz alfa (TNF-a) dahil
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu azaltarak bronkoalveolar lavaj sivisinda anti-

inflamatuvar sitokin seviyesini artirmistir (Su vd 2014)

Antikanser ve sitotoksik aktivite

Liken metabolitleri mikromolar konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu
sonlandirma yetenegine sahiptir. Bu metabolitlerin kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik
aktivitesinin normal hiicrelere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Liken bilesiklerindeki
farkli fonksiyonel gruplarin konumu sitotoksisite diizeylerini etkilemektedir. Liken asitleri
G2/M, S veya GO/G1 fazlarinda hiicre dongiistiniin durdurarak, apoptoz, nekroz ve otofajiyi
indiikleyerek, anjiyogenez inhibisyonunu saglayarak kanser hiicrelerinin oliimiine neden
olmaktadir (Koparal vd 2010; Backorova vd 2012; Brisdelli vd 2013; Koparal vd 2015).
Ayrica liken metabolitleri siklinler ve siklin bagimli kinazlar araciligiyla hiicre dongiisiiniin

diizenleyicileri olarak da gorev yaparlar (Shrestha ve Clair 2013).

Bir calismada, likenlerden iiretilen 15 adet sekonder metabolitinin (depsidler,
depsidonlar ve usnik asit) sitotoksik ve apoptotik potansiyelleri sigan hepatositlerinin primer
kiiltiirleri tizerinde, apoptoz ile iliskili bir dizi belirte¢ yardimiyla arastirilmigtir. Bulgular bu
liken metabolitlerinden salazinik asit, psoromik asit ve stiktik asidin oldukga kritik apoptotik

aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Correcché vd 2004).

Yapisal olarak farkli ii¢ liken metaboliti (protolichesterinik asit, lobarik asit ve
baeomycesik asit) 16semi, pankreas, meme, prostat, kiigiik hiicreli akciger, yumurtalik, mide
kanserine ait 12 farkli insan kanser hiicre hattina karsi Lipoksijenaz (LOX) hedefli anti-
proliferatif etkiler i¢in test edilmistir. Liken metabolitlerinin aktivitesi spesifik bir 5-LOX

inhibitorii olan zileuton ile karsilastirilarak tiim bilesiklerin in vitro 5-LOX inhibitor
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aktivitesine sahip oldugu ayrica protolichesterinik asit ve lobarik asidin 12-LOX'u da inhibe

ettigi goriilmistiir (Haraldsdottir vd 2004).

Meme (T-47D) ve pankreas (Capan-2) hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
hem Cladonia arbuscula’dan hem de Alectoria ochroleuca’dan elde edilen usnik asidin
belirlenen IC50 degerlerinde DNA sentezini inhibe ettikleri ve hiicre dongiisiinii S fazinda

durdurdugu belirlenmistir (Einarsdéttir vd 2010).

2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada, likenlerden izole edilen sekonder metabolitler olan
pannarin, faeroforin ve epiforellik asit-1'in, prostat kanseri hiicre hatti (DU-145) iizerinde
hiicre 6liimiinii tetikleyerek antitimdr aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Russo vd 2006). 2012
yilinda ise ayni ekip liken bilesiklerinin bilesiklerinin etkileri lizerine yaptiklari ¢aligmay1
genisleterek, atranorin, divarikatik asit, depsidon vicanisin, difraktaik asit ve protolikesterinik
asidin prostat kanseri hiicre hatlar1 olan DU-145 ve LNCaP’ta hiicre biiylimesini
engelleyebildigini, kismen de olsa Hsp70 ekspresyonunun inhibisyonu araciligiyla apoptoza

yonlendirdigini gostermistir (Russo vd 2012).

Cardile ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptigi ¢alismada bir depsidon olan fisodik
asidin A375 melanom kanseri hiicre hattinda Hsp70 ekspresyonunun azaltarak apoptotik

slireci aktive ettigi goriilmiistiir (Cardile vd 2017).

2017 yilinda yapilan bir bagka calismada, Xanthoparmelia somloensis, Everniastrum
vexans, Rhizoplaca chrysoleuca, Ramalina sp. ve Thamnolia vermicularis olmak iizere bes
liken tiirlinlin invazyon ve metastaz iizerine inhibisyon etkisi akciger kanseri hiicre hatti
(A549) kullanilarak arastirilmistir. Bu bes liken asidinden E. Vexans’in ve onun aseton
ekstresinden elde edilen alt bilesenlerinden atranorinin hiicre hareketliligine karsi oldukga
giclii bir inhibitor etki gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica atranorinin CTNNBI1 aracili
TOPFLASH aktivitesini azalttigi, hiicre igerisinde CTNNBI dagilimim degistirdigi, AP-1,
WNT ve STAT sinyallesmesini etkiledigi, RhnoGTPase aktivitesini baskiladigi, CCND1, c-jun
ve c-fos'un gen ekspresyon seviyelerini azalttigi belirlenmis, hiicre hareketliligini ve timor

olusumunu engelleyebilecegi saptanmustir (Zhou vd 2017).

Stereocaulon alpnum liken tiiriinden elde edilen lobarstin ve lobarik asidin antikanser
potansiyeli, kolon kanseri (HCT116) ve HeLa hiicreleri iizerinden degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda bu iki liken sekonder metabolitinin HCT116 ve HeLa hiicrelerinin
proliferasyonunu doza ve zamana bagli olarak dnemli 6l¢iide azalttig1 gériilmiistiir. Lobarstin
ve lobarik asit muamelesinin ardindan hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durdugu ve Bcl-2
ekspresyon seviyesinin kritik Olgiide azaldigi belirlenmistir. Ayrica Flowsitometri analizi

yardimiyla her iki kanser hiicre hattinda da apoptoz meydana geldigi goriilmiistiir. Tiim
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bulgular lobarstin ve lobarik asidin serviks ve mide kanserlerinin klinik tedavisi i¢in yeni

terapdtik ajanlar olabilecegini gostermistir (Hong vd 2018).

2020 yilinda yapilan bir ¢calismada sitotoksik etkisi oldugu bilinen usnik asidin ¢esitli
tirevleri sentezlenmis ve insan meme (MCF-7), serviks (HeLa), deri (HDFa) ve prostat (PC-
3) kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif aktivitesi arastirilmistir. Elde edilen
bulgular, basta izoksazoller olmak tizere sentezlenen bilesiklerin ¢alisma kapsamindaki tim
hiicre hatlarinda sagkalimi doza ve zamana bagli olarak inhibe ettigi goriilmiistiir. Dahas1 tiim
usnik asit tiirevlerinin HeLa ve MCF-7 hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinii GO/G1 gegisinde
durdurdugu, ayrica HeLa hiicrelerinde S ve G2/M fazlarinda hiicre fraksiyonunda bir diisiise

neden oldugu belirlenmistir (Pyrczak-Felczykowska vd 2020).

Insan mide adenokarsinomu (AGS) ve mide kanseri (SNU-1) hiicrelerine doza bagh
usnik asit uygulanmasinin (10-25 pM) mitokondriyal membran depolarizasyonuna ve
apoptoza neden oldugu gorilmiistiir. Apoptozun indiiklenmesiyle birlikte BAX/BCL-2
ekspresyonu ve boliinmiis-PARP oraninda artis oldugu gozlenmistir. Ayrica usnik asidin
toksik olmayan konsantrasyonlart (1-10 uM) insan mide kanseri hiicre hattinda koloni
olusturma yetenegini inhibe ettigi ve proliferasyonu engelledigi belirlenmistir. ilging bir
sekilde, mide kanseri hiicrelerinde yiiksek oranda Olime neden olan usnik asit
konsantrasyonu, saglikli insan embriyonik bobrek hiicrelerine (HEK293), insan keratinosit
hiicrelerine (HaCaT) ve fare primer mide hiicrelerine toksik etki gostermemistir (Kumar vd

2020).

DLD-1 ve HCT116 hiicre hatlarinda liken sekonder metabolitlerinden salazinik asit ve
fizodik asidin NF-kB, Nrf2 ve STATS3 sinyal yolaklar1 {izerine etkisi qPCR ve western blot
analizleri kullanilarak arastirilmistir. Bu iki liken metaboliti ile muamelenin ardindan, NF-
kB’nin p50 ve p60 alt birimlerinin ekspresyonunda, dolayisiyla NF-kB hedef genleri olan
INOS ve COX-2’nin ckspresyon seviyesinde ve niikleer protein seviyelerinde azalig
goriilmistiir. Kanser hiicrelerinde NF-kB'nin baskilandigi ve Nrf2 sinyalinin aktive oldugu
gozlenmistir. Ayrica salazinik asit ve fizodik asidin HCT116 ve DLD-1 hiicre hatlarinda p-
STAT3 protein seviyesinin ve buna bagli olarak anti-apoptotik protein olan Bcl-xI'nin
ekspresyon seviyesinin azalttigi goriilmistiir. Sonug olarak bu iki liken metaboliti, Nrf2, NF-
kB ve STAT3 yollarin1 etkileyerek apoptozu indiikledigi ve anti-inflamatuvar aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Papierska vd 2021).
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Tez Kapsaminda Calisilan Liken Asitleri

Difraktaik asit depsid tiirevi olan Usnea ve Parmelia gibi liken tiirlerinden elde edilen
bir sekonder metabolittir. Difraktaik asidin antiviral, antipiretik, antiproliferatif ve antitiimoral
aktivitelere sahip oldugu bilimektedir (de Castro Fonseca vd 2016). Onceki yillarda yapilan
cesitli galismalarda difraktaik asidin, insan akciger (NCI-H460), meme (MCF-7), serviks
(HeLa), glioblastoma (U87MG-GBM) ve kolon (HCT-116) kanseri hiicre hatlarnda hiicre
biiyiimesini engelledigi ve giiglii sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Truong vd
2014, Brisdelli vd 2013; Emsen vd 2018).

CHs
HiCO = OCH3

CHs

Sekil 15. Difraktaik asidin kimyasal yapis1 (Karagoz vd 2015)

Letharia vulpina liken tiiriinden elde edilen vulpinik asit umut verici liken sekonder
metabolitlerinden biridir (Cansaran-Duman vd 2021). Vulpinik asidin sitotoksik ve
antiproliferatif etkileri birka¢ kanser hiicre hatt1 i¢in arastirilmistir. Bir ¢caligmada metastatik
prostat kanseri (mPC) hiicre hattinda hiicre canliligini 6nemli Olclide azalttigi, hiicre
dongiisiinii GO/Glevresinde tutuklayarak erken apoptotik etkilere neden oldugu gosterilmistir
(Cansaran-Duman vd 2021). Baska bir ¢alismada ise wvulpinik asidin insan epidermal
melanosit hiicrelerine zarar vermeden A-375 melanoma kanser hiicre hatt1 tizerinde giiclii bir

antiproliferatif etkiye sahip oldugu gésterilmistir (Yangin vd 2022).

CH
0

OH ol
o
o

Sekil 16. Vulpinik asidin kimyasal yapist (Koparal 2015)

Evernik asit Evernia tiirlerinden izole edilebilen ve basta antifungal olmak {izere

antioksidan, anti-inflamatuvar ve antimikrobiyal sahip oldugu bilinen bir sekonder
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metabolittir (Kosani¢ vd 2013; Gokalsin ve Sesal 2016). Yapilan bir ¢alismada evernik asidin
akciger kanseri hiicre hattinda (A549) hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve kanser tedavisinde

yeni bir terap6tik ajan olarak degerlendirilebilecegi gosterilmistir (Kizil vd 2015).

H 0 CH,

HO
CHy
Sekil 17. Evernik asidin kimyasal yapis1 (Manojlovic 2020)

Difraktaik, evernik ve vulpinik asidin insan meme kanseri MCF-7 ve MDA-MB-453
hiicre hatlar1 iizerinde doz ve zamana bagli, TRXR1 hedefli olarak antikanser etki gosterdigi
goriilmistir (Kalin vd 2022). Ayrica bu asitlerin akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlarinda difraktaik, evernik ve vulpinik asidin doz ve zamana bagli olarak
TRXR1 hedefli antikanser etkisi belirlenmistir (Giinaydin vd 2023; Sulukoglu vd 2024).
Ozellikle evernik asidin antikanser aktivitesini A549 hiicrelerinde apoptozu desteklemekle
birlikte migrasyonu giiglii bir sekilde engelleyerek gosterdigi agiga ¢ikarilmistir (Giinaydin vd
2023).
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MATERYAL ve METOD

Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Kimyasal Ad
B-Merkaptoetanol
Akrilamid
Amoyum Perstilfat (APS)
Bisakrilamid
Bromfenol Mavisi
Coomassie-Brillant Blue G-250
cDNA Sentez Kiti
Difraktaik Asit
Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin (DPBS)
ECL Reagent Substratlari
Etanol
Evernik Asit
Fenilmetilsiilfonil Fliiorid (PMSF)
Glisin
Metanol
Polivinilidin Diflorid Membran (PVDF)
Primer
Protein Marker
PureLink™ RNA Mini Kiti
RIPA Tamponu
Sekonder Antikor (Kegi Anti-Fare 1gG-HRP)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
SYBR Green gPCR Master Mix
Trisma Base
Tween 20
Whatman Blotlama Kagidi
Vulpinik Asit
N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin (TEMED)
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
[zopropil Alkol
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Firma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Applied Biosystems
Targetmol
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Isolab
Cayman Chemical Company
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Macherey-Nagel
Oligomer
New England BioLabs
Invitrogen
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Cayman Chemical Company
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Tablo 3. (devami)

Sodyum Kloriir

Potasyum Kloriir
Hidroklorik Asit

Sodyum Hidroksit

Fosforik Asit

Sigir Serum Albtimin (BSA)
Yagsiz Siit Tozu

Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Tablo 4. Tez Kapsaminda Kullanilan Materyal ve Cihazlar

MATERYAL — CIHAZ
Blotlama (Semidry Blotter) Cihazi
Goriintiileme Cihaz
Buzdolabi1 (+4 °C)

Ceker Ocak

Derin Dondurucu (-20 °C)
Derin Dondurucu (-86 °C)
Distile Su (dH,0) Uretme Cihaz
Elektroforez Cihazi

Etiiv

Gti¢ Kaynag:

Hassas Terazi

Isitic1 Blogu

Kar Uretme Cihazi
Magnetik Karistirict
Mikropipet Takimi

Mini Santrifiij

Nanodrop

Otoklav

PCR

pH Metre

Pipet Uclart

Real Time PCR

Santrifiij

Serolojik Pipetler

Sicak Su Banyosu

S1vi Azot Tanki

MARKA

Bio-Rad

Bio-Rad

Ugur

Tolkim

Profilo

Nuaire

Milipore Direct-Q8UV

Bio-Rad

Memmert

Thermo EC 135-90

Shimadzu

VWR Digital Heatblock
Scotsman

Wisd WiseStir MSH-20A
Eppendorf

IKA miniG

Thermo Scientific Multiscan GO
HMC Hirayama

Bio-Rad C1000™ Thermal Cycler
Mettler Toledo

Isolab

Qiagen

Hettich

Labsolute

Memmert

Taylor- Wharton LS750 Lab System
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Tablo 4. (devami)

Sogutmal1 Santrifiij

Steril Kabin (Biyogiivenlik Kabin)
Vorteks

4’ Strip Tiipler

96 Kuyucuklu Plaka

1 ve 3 mL’lik Kuvarz Kiivetler
UV-VIS Spektrofotometre

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

Beckman Coulter

NUAIRE 425-500E ESCO Marka Class 2
Wisd WiseMix VM-10/Heidolph

Qiagen

Labsolute/Greiner bio-one

Merck

Beckman Coulter

Tablo 5. Tez Kapsaminda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

COZELTI ADI
%70’lik Etil Alkol

%30’luk Akrilamid-Bisakrilamid

%10’luk SDS
%10’Iuk APS

Lizis Buffer (%1 2- Merkaptoetanol)

1X Lizis Tampon (1 mM PMSF iceren RIPA
buffer)

%5°lik Bloklama Cdzeltisi

Bradford (Commassie Brillant Blue) Cozeltisi

10X TBS Cézeltisi

1X TBST Cozeltisi

0,2 mg/mL BSA

HAZIRLANISI

30 mL saf su lizerine 70 mL etil alkol eklenerek
hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

128 mL dH-O igerisinde 37,5 g akrilamid ve 1 g
bisakrilamid 37°C’de ¢ozdiriildi. Karanlk
ortamda oda sicakliginda sakland.

1 g SDS tartildi ve 9 mL saf su igerisinde
¢Ozdiirildii. Oda sicakliginda saklandi.

0,2 g APS tartildi ve 1.8 mL saf suda
¢Ozdiriildii. Oda sicakliginda saklandi.

1 mL Lizis buffer tizerine 10 pL 2-
Merkaptoetanol eklenerek hazirlandi (RNA
izolasyonunda  kullamilmak  iizere). Oda

sicakliginda saklandi.

1/10 oraninda ddH>O ile seyreltilen RIPA buffer
iizerine 1 mM PMSF ecklenerek hazirlandi
(Protein izolasyonunda kullanilmak iizere).

5 g yagsiz siit tozu tartildi ve 95 mL 1X TBST
icerisinde  ¢Ozduriildi. Oda  sicakliginda
saklandi.

100 mg Coomassie-Brillant Blue G-250, 50 mL
%95°1lik etanolde ¢o6ziildiikkten sonra 110 mL
%85’lik fosforik asit ¢ozeltisi eklenerek son
hacim 1 L'ye tamamlandi. Aliminyum folyo ile
kaplandi ve oda sicakliinda muhafaza edildi.

80 g NaCl, 2 g KCl, 30 g Tris tartilarak 900 mL
dH;O igerisinde ¢oOzdirildii. 1 M HCI ile
pH=7,4’¢ ayarlandi ve saf su ile hacim 1 L’ye
tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

10X TBS’den 100 mL alinarak 900 mL dH-O ile

ile 1 L’ye tamamland1. Uzerine 1 mL Tween-20
eklendi. Oda sicakliginda saklandi.

2 mg BSA tartildi ve dH2O ile son hacim 10
mL’ye tamamlandi. 4°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 5. (devami)

10X Transfer Cozeltisi 29 g glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS tartilarak 900
mL dH-0O i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra pH=8.3’
e ayarlandi. Son hacim dH,O ile 1 L'ye
tamamlandi. Oda sicakliginda sakland.

1X Transfer Cozeltisi 10X Transfer ¢ozeltisinden 100 mL alinarak
tizerine 700 mL saf su ve 200 mL metanol
eklendi. Oda sicakliginda saklandi.

10X Tris-Glisin Elektroforez Cozeltisi 30,2 g Tris ve 188 g Glisin tartilarak 100 mL
%10’luk SDS eklendi. 1 L dH2O ile ¢dzdiiriildii.
4°C’de muhafaza edildi.

1X Tris-Glisin Eletroforez Cozeltisi 10X Tris-Glisin elektroforez ¢6zeltisinden 100
mL alinarak 900 mL dH>O ile son hacim 1 L’ye
tamamlandi. 4°C’de muhafaza edildi.

1 M Tris/ HCI Tamponu 121,14 g Tris 900 mL dH0 iginde ¢6zdiiriildii.
1 M HCl ile pH: 6,8’e ayarlandiktan sonra dH>O
ile son hacim 1 L’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda saklandi.

1,5 M Tris/HCI Tamponu 181,7 g Tris 900 mL dHO iginde ¢ozdirildi. 1
M HCI ile pH: 8,8’e ayarlandiktan sonra dH>O
ile son hacim 1 L’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda saklandi.

1X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu 0,125 M Tris pH 6.8, %2 SDS, %10 (v/v)
gliserol, %10 (v/v) B-merkaptoetanol, ve %0,01
(w/v) bromfenol mavisi) karistirilarak hazirlandi
ve -20°C’de saklandz.

Hiicre Kiiltiiri

Bu tez calismasinda insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlar1
kullanild1. Siv1 azot tankinda (-196°C’de) bulunan hiicreler ¢ikarildi, ¢ozdiiriildiikten sonra
komplet besiyeri bulunan falkon tiiptine aktarildi. 1300 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. A549
ve HepG?2 hiicre hatlar1 i¢in %10 FBS, %]1 penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin eklenerek
hazirlanan sirasiyla Ham’s F-12K (Kaighn’s) ve Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) komplet besiyerleri kullanildi. Santifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi
ve dibe ¢oken hiicreleri iceren pellete komplet besiyeri eklendi. Ardindan hiicreler ¢ozdiirtildii
ve T-25 ve T-75 flasklara ekimi saglandi. 37°C’de %5 COq igeren inkiibatdrde ¢ogaltildi.
Arastirmanin amacina ve hiicrelerin yogunluguna bagl olarak flask ytizeyi %70-80 doluluga
ulasincaya kadar her 2-3 giinde bir besiyeri degistirildi. Hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 i¢in Class 11
tip steril kabin kullanildi. Caligsmalar stiresince steril kabin ve kabin i¢ine alinan her malzeme

%70’lik etanol ile muamele edildi.
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Hiicrelerin pasajlanmasi

Aragtirmanin amacina ve hiicrelerin yogunluguna bagli olarak flask yiizeyi %70-80

doluluga ulasinca asagidaki prosediir takip edilerek pasajlama islemi yapildi.

- 1lk olarak eski medyum uzaklastirildi.

- Safsizliklar1 uzaklagtirmak amaciyla PBS ile yikama yapildu.

- Hicrelerin ylizeyden ayrilmasini saglamak amaciyla Tripsin-EDTA (%0,25)
eklenerek 2-3 dakika inkiibatorde bekletildi.

- Tripsini inaktif etmek amaciyla tripsin miktarinin 3 kat1 kadar komplet besiyeri
ilave edildi.

- Ardindan hiicreler 5 dakika boyunca 1300 rpm’de santrifiijlendi.

- Uygun sayida hiicreler flasklara ekildi ve biiylimeleri i¢in 37 °C ve %5’lik CO2
ayarl inkiibatorde bekletildi.

Hiicrelerin dondurulmasi

Dondurularak stoklanmasi amaciyla, hiicreler flasklardan kaldirilarak igerisinde %5
oraninda DMSO igeren komplet besiyeri ile hazirlanan freezing (dondurma) besiyeri ile 2
mL’lik kriyo tiiplere aktarildi. Kriyo tiipler Mr. Frosty™ icerisine koyulup -20°C’de 40-50
dakika boyunca bekletildidikten sonra ilk olarak -80 °C’ye ardindan da -196°C’deki siv1 azota
kaldirildi (Giinaydin vd 2022; Sulukoglu vd 2022; Zheng vd 2018)

Hiicrelerin sayim

Hiicre sayimi i¢in eppendorf tiip icerisine 100 pl hiicre siispansiyonu ve 100 pl tripan
mavisi eklendi. Tripan mavisi cansiz hiicrelerin igerisine girerek mavi renkte gériinmelerini
saglar. Ancak canli hiicrelerin igerisine giremediginden hiicreler parlak olarak goriiniirler. Bu
boya ve hiicre karisimindan 10’ar pl alindi ve sayim igin kullanilan Thoma lamina aktarildu.
Canli hiicrelerin saymmi ters 1s1k (inverted) mikroskobu kullanilarak yapildi ve mL basina

diisen hiicre sayis1 asagidaki denkleme gore hesapland.
Hiicre sayisi/mL = Sayilan ortalama hiicre sayisi x diliisyon faktérii x 10

Diliisyon faktorii: Seyreltme faktorii 2 (100 pl hiicre siispansiyonu, 100 pl tripan

mavisi) olarak alindu.

10%: 0,1 mm*teki sayim sonucunu 1 mL’deki sayiya déniistiirmek amaciyla kullanilan

sabit deger.
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Liken asitlerinin hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan liken asitleri (difraktaik, evernik ve vulpinik asit) ticari
olarak satin alindi. Liken asitleri DMSO igerisinde ¢oziildii. Igerisinde bulunan oksijen
gazinin uzaklastirilmasi amaciyla kullanimdan 6nce DMSO igerisinden 5 dakika boyunca azot
gaz1 gecirildi. Daha sonra vortekslendi ve iyice c¢oOziinmesi icin +4°C’ye ayarlanan
sonikatdrde 10 dakika bekletildi. inkiibasyonun ardindan alikuatlara ayrilarak kullanilincaya

kadar -20°C’ye kaldirildu.

Hiicrelerin liken asitleri ile muamelesi

Difraktaik, vulpinik ve evernik asidin insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlar1 iizerinde antikanser ajan olarak potansiyeli TrxR1 hedefli olarak
1192112 nolu TUBITAK 1002 Hizli Destek Projesi kapsaminda arastirilmistir. Bu arastirma
kapsaminda liken asitlerinin, insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hatlarindaki
sitotoksik etkisi doza ve zamana bagh olarak XTT ((2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)) analizi ile incelenerek ICsp konsantrasyonlari
belirlenmistir (Giinaydin 2022; Sulukoglu 2022). Bu tez kapsaminda, bahsi gegen ¢alismada
hesaplanmis olan ICso degerleri kullanilarak insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlar1 difraktaik (48h), vulpinik (48h) ve evernik asit (24h) ile muamele edildi.

Kontrol ve muamele grubu hiicre hatlari, komplet besiyeri igerisinde, 6 kuyucuklu
plaklara 2 mL (3x10° hiicre/mL) olacak sekilde ekildi ve 37°C’de % 5’lik CO2 ayarh
inkiibatorde bir gece bekletildi. Inkiibasyonun ardindan besiyeri uzaklastirildi, kuyucuklar 1
mL PBS ile yikanacak ve PBS uzaklastirildi. Muamele grubu taze komplet besiyeri igerisinde
ve daha Onceki caligmalarda belirlenen 1Cso konsantrasyonlarinda hazirlanan liken asitleri
(2mL) 6 kuyucuklu plakalara eklenip 37°C’de % 5’lik CO2 ayarli inkiibatdrde zaman bagimli
olarak (24 ve 48h) inkiibe edildi. A549 ve HepG2 hiicreleri difraktaik ve vulpinik asitle 48
saat, evernik asitle 24 saat muamele edildi. Kontrol grubuna ise sadece komplet besiyeri ilave
edildi. Inkiibasyon sonrasi besiyeri aspire edildi ve 1 mL PBS ile yikama yapildi. Ardindan
hiicreler plak tabanindan tripsin-EDTA (% 0,25) ile kaldirild1 ve PBS ile ependorf tiiplerine

alindu.

Kantitatif Gen Ekspresyon (Real Time PCR) Analizi
Total RNA izolasyonu

A549 ve HepG2 hiicre hatlari, 6 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucuga 2’ser mL (150
000 hiicre/mL) olacak sekilde ekildi. Ardindan yapigsmalarint saglamak amaciyla 37°C’de %
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5’lik CO2 ayarli inkiibator kullanilarak %60-70 doluluga ulasincaya kadar bekletildi.
Inkiibasyon sonrasinda besiyeri aspire edildi, kuyucuklar DPBS tampon ile yikandi ve
ardindan DPBS tampon uzaklastirildi. Belirlenen ICso konsantrasyonlarina gére hazirlanan
liken asitleri ile taze komplet besiyeri 3’er tekrar olacak sekilde her bir kuyucuga eklendi ve
muamele gruplar1 olusturuldu. Kontrol grubu ise kuyucuklara yine 3’er tekrar olacak sekilde
komplet besiyeri eklendi. Ardindan evernik asit ile muamele edilen hiicreler 24 saat,
difraktaik ve vulpinik asitle muamele edilen hiicreler ise 48 saat boyunca 37°C de % 5’lik
CO> ayarl1 inkiibatérde inkiibe edildi. Daha sonra besiyeri uzaklastirilarak DPBS tamponu ile
yikama yapildi. Her bir kuyucuga 600 uL lizis tamponu (her bir 1 mL lizis tamponu i¢in 10
uL B-merkaptoetanol) eklendi ve yilizeydeki hiicreler toplandi. RNA izolasyonu ise
PureLink™ RNA Mini Kit kullanilarak asagida verilen kit protokoliine gore yapildi.

- 1,5 mL’lik ependorf tiiplerindeki hiicrelerin iizerine lizis tamponu eklendi ve
vortekslenerek 12 000 g’de oda sicakliginda 2 dk santrifiiljendi.

- Santrifiijiin ardindan her bir siipernatant RNase-free tiipe alindi.

- Siipernatant {izerine 1:1 oraninda 600 puL %70 etanol eklendi ve vortekslendi.

- Spin kolona stipernatant + etanol karisimindan 700 pL eklendi.

- 12 000 g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij yapilarak kolonun altinda kalan
sivi uzaklastirildi. Geriye kalan yaklagik 500 pL siipernatant + etanol karigimi
kolonlara eklendi ve tekrar 12 000 g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij
yapildi. Santrifiij sonrasinda altta kalan s1v1 uzaklastirildi.

- Kitte bulunan Wash Buffer I’den 700 uL eklenerek 12 000 g’de oda sicakliginda
15 saniye santrifiij yapildi. Coken sivi uzaklastirildi ve bu basamak tekrarlandi.

- Ardidan 12 000 g’de oda sicakliginda 2 dk boyunca kolona ekleme yapilmadan
santrifiij yapildi ve toplama tiipii atildi. Kolonlar yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi.

- Kolonlara yine kitte bulunan Wash Buffer II’den 500 pL eklenerek 12 000 g’de
oda sicakliginda 15 saniye santrifiij yapildi. Kolonlarin altinda kalan sivi
uzaklastirildi. Bu basamak 2 kez tekrarlandi.

- Ardindan 12 000 g’de oda sicakliginda 2 dk boyunca kolona ekleme yapilmadan
santrifiij yapildi ve toplama tiipii atildi. Kolonlar yeni bir toplama tiipii igine
yerlestirildi.

- 50 puL RNase icermeyen su eklenerek 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildi.
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- Daha sonra 13 000 g’de oda sicakliginda 2 dakika santrifiijlendi. Kolonlardan
ependorf tiiplerine gegen RNA Orneklerinin safliklar1 ve konsantrasyonlari

nanodrop spektrofotomtere ile belirlendi ve -80°C’de muhafaza edildi.

Total RNA’larin saflik derecesi ve konsantrasyonunun belirlenmesi

Niikleik asitlerin kantitatif tayinleri piirin ve pirimidin bazlarimin UV 15181 260-280
nm’de absorbe etmelerinden dolayr spektrofotmetrik olarak belirlenebilmektedir. A260/A280
orani, saf olarak elde edilen DNA o6rneklerinde yaklasik 1,8 ve RNA 6rneklerinde ise yaklasik
2 olmas1 gerekmektedir. Bu oranin altindaki degerler protein ve fenol kirliliginin gdstergesi
olabilir. A549 ve HepG2 hiicrelerinden izole edilen total RNA 06rneklerinin nanodrop
spektrofotomtere ile belirlenen saflik derecesi Tablo 6, 7, 8 ve 9’da verildi.

Tablo 6. A549 Hiicre Hatti igin Belirlenen ICso Konsantrasyonunda Difraktaik ve Vulpinik
Asit Uygulamasi Sonucu Elde Edilen Total RNA Saflik Derecesi ve Konsantrasyonu

Zaman Deney Gruplan Saflik Derecesi (A260/A280) Konsantrasyon (ng/nL)
Kontrol 1 2,181 324,267
Kontrol 2 2,152 345,124
Kontrol 3 2,138 421,763
Difraktik Asit 1 2,145 134,378

48. saat Difraktik Asit 2 2,155 151,123
Difraktik Asit 3 2,128 137,394
Vulpinik Asit 1 2,110 121,278
Vulpinik Asit 2 2,171 128,388
Vulpinik Asit 3 2,139 125,881

Tablo 7. A549 Hiicre Hatt1 i¢in Belirlenen ICso Konsantrasyonunda Evernik Asit Uygulamasi
Sonucu Elde Edilen Total RNA Saflik Derecesi ve Konsantrasyonu

Zaman Deney Gruplari Saflik Derecesi (A260/A280) Konsantrasyon (ng/uL)
Kontrol 1 2,120 430,178
Kontrol 2 2,114 337,221

24. saat Evernik asit 1 2,108 441,061
Evernik asit 2 2,117 456,377

Tablo 8. HepG2 Hiicre Hatt1 I¢in Belirlenen ICso Konsantrasyonunda Difraktaik ve Vulpink
Asit Uygulamast Sonucu Elde Edilen Total RNA Saflik Derecesi ve Konsantrasyonu

Zaman Deney Gruplari Saflik Derecesi (A260/A280) Konsantrasyon (ng/uL)
Kontrol 1 2,115 723,78
Kontrol 2 2,109 941,85
Kontrol 3 2,112 410,79
Difraktik Asit 1 2,115 231,18

48. saat Difraktik Asit 2 2,127 255,37
Difraktik Asit 3 2,108 165,16
Vulpinik Asit 1 2,141 378,10
Vulpinik Asit 2 2,145 448,65
Vulpinik Asit 3 2,133 391,52
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Tablo 9. HepG2 Hiicre Hatti Igcin Belirlenen ICso Konsantrasyonunda Evernik Asit
Uygulamasi Sonucu Elde Edilen Total RNA Saflik Derecesi ve Konsantrasyonu

Zaman Deney Gruplari Saflik Derecesi (A260/A280) Konsantrasyon (ng/pL)
Kontrol 1 2,124 805,92
Kontrol 2 2,121 863,07
24, saat Evernik asit 1 2,085 273,55
Evernik asit 2 2,110 558,37
cDNA sentezi

Izole edilen total RNA &rneklerinden cDNA sentezi i¢in High-Capacity cDNA Revers
Transkripsiyon Kit kullanild1 ve iiretici firmanin protokoliine gore asagida belirtildigi gibi

yapildi.

- Kit igerisinde bulunan bilesenler buz lizerinde ¢oziindiirildii.
- Steril bir mikrosantrifiij tiipli igerisine kit bilesenleri Tablo 10°da belirtilen
hacimlerde eklendi.

Tablo 10. cDNA Sentezi i¢in Kullanilan Bilesenler ve Hacimleri

BIiLESEN HACIM (pL)
10XRT Buffer 2
25XdNTP Mix (100 mM) 0,8
10XRT Random Primer 2
MultiScribe™ Revers Transkriptaz 1
Niikleaz-igermeyen H,O 4,2

- Hazirlanan karisim buz iizerinde hafifce karistirildi ve 2X RT Master Mix’ten 10

ul eklenerek minisantrifiij tiiplerine konuldu.

- Total RNA ornekleri konsantrasyonlart 0,02 - 2 pg arasinda olacak sekilde
esitlendikten sonra her RNA 6rneginden 10 pl eklenerek pipetaj yapildi.

- Son hacmi 20 pl olan tiipler spin yapildiktan sonra 25 °C’de 10 dk; 37 °C’de 120
dk; 85 °C’de 5 dk ve son olarak 4 °C’de o olacak sekilde PCR cihazinda inkiibe
edildi.

- Reaksiyon sonlandiktan sonra cDNA’lar Real Time PCR analizinde kullanilmak

uzere -20 °C’de saklanda.

Primer dizayni

Tez kapsaminda calisilan WNT/B-KATENIN sinyal yolagi genleri olan WNT2,
CTNNB1, TCF-4, AXIN1, DVL1, CDK1, CCND1, MYC, PI3K/AKT/mTOR yolag genleri
olan PI3K, AKT, mTOR, PTEN ve housekeeping gen olarak beta aktin (f5-Actin) genlerinin
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primer dizayni i¢in National Center for Biotechnology Information (NCBI) databazi

kullanildi.  1lk  olarak  Sekil 18’de  gbosterildigi gibi NCBI ana sayfasi

((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na gidilerek “All databases” boliimiinden “Gene” segenegi
secildi ve arama kutucuguna gen bilgisi (kisa veya uzun adi ya da ID numarasi) yazilarak

“Search” butonuna tiklandi.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

All Databases v | | Aranilan genin adinin veya ID numarasimin yazildigs béliim ‘
All Databases
Assembly
Biocollections
NCBIHome | BioProject NCBI Popular Resources
Resource List (A7) g:;’usémme ter for Biotechnology Information advances science and health by providing access to Pubhad
AlResources _|Clinvar [pnomie information Bookshelt
Chemicals & Bioassays | Conserved Domains Il | Mission | Qrganization | NCBI Mews & Blog PubMed Central
dbGar BLAST
Data & Software dbvar
DNA & RNA EEC  |bmit Download Learn Nucleotide
Genome
Domains & Structures GEO DataSets F manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Genome
Genes & Expression GEO Profiles bases computer class or watch a tuterial SNP
S == Gene
“ Identical Protein Groups | Protein
Genomes & Maps MedGen
-
MeSH 1 Hoknem
NLIM Catalog
- Nucleotide A
Proteins NCBI News & Blog
Sequence Analysis Develop Analyze Research Submit Your Somatic Variation Data to
Clinvar
Taxonom .
o Y - Use NCBI APls and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and 28 Feb 202s
Training & Tutorials braries to build applications data analysis task collaborative projects NCBI's ClinVar is now accepting
Wariation sihmissinns for snmatic varants

Join NCBI at TAGC 2024

Sekil 18. Primer dizayn etmek i¢in kullanilan NCBI anasayfasi

Sekil 19’da gosterildigi gibi ilgili gen i¢in organizma secimi yapildi. Bu tez
kapsaminda insan akciger ve karaciger kanser hiicre hatlar1 kullanildig1 i¢in gen ismi ile
birlikte “’Homo sapiens’’ yazilarak Sekil 20’deki gibi ilgili gen hakkindaki bilgileri igeren
sayfaya ulasildu.

Gens ~ Jfwint family member 2 and Homo sapiensl
—
Create RSS  Sawe search  Advanced

Tabular= 20 per page = Sort by Relevance - Send fo: -

Search results
Items: 1 to 20 of 316 Salected: 1 Pags [1_] of 16 | Next= || Last==

0 Showing Current items.

NameGene ID | Description Location Alisses MM
WNTZ Wint family member 2 [Homao Chromosome 7, NG_000007.14 INTAL1, IRP 147870
D 7472 zapiens (human]] (11727E451..117323058, complement)

cies [ winTsa Wint family member 54 [Homo Chromosome 3, NC_000003.12 HWNTSA 184875

- O 7474 zapiens (human]] (B5455715..555058253, complement)

[ TERT telomersse reverse transcriptase Chromosome 5, NC_000005.10 CMM2, DKCAZ, DKICB4, EST2, PFEMFT1, TCS1, TPZ, 187270
D: 7015 [Home sagiens (human)] (1253187..120506%, complement) TRT, hESTZ, hTRT
[0 cDkM2A cyclin dependent kinase inhibitor 24 Chromosome 8, NC_000008.12 ARF, CAIZ, CDK4l, COKNZ, CMM2, INK4, INK4A, MLM, 6001680
D 1028 [Homo sapiens (human])] (21887752..21895324, complement) MTS-1. MTS1, F14, P14ARF, P18, P15-INK4A, P1GINK4,

P1BINK4A, P19, P12ARF, TP16

Sekil 19. Primer dizayn etmek i¢in kullanilan NCBI organizma se¢im sayfasi

Acilan sayfada gen sekans kodunu gosteren linke tiklanarak ilgili genin ayrintili

bilgilerine ulasildi.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)'na

Gene

Full Report

Gene v

Advanced

Send to:

WNT2 Wnt family member 2 [ Homo sapiens (human) ]

Gene |D: 7472, updated on 1-Mar-2024

* Summary

Official Symbol
Official Full Name
Primary source
See related

Gene type
RefSeq status
Organism
Lineage

Also known as
Summary

WNT2 provided by HGNC

Wit family member 2 provided by HGNC

HGNCHGNC: 12750

EnsemblENSG00000105989 MIM:147870; AllianceGenome:HGNC: 12750
protein coding

REVIEWED

Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo

IRP; INT1L1

This gene is a member of the WNT gene family. The WNT gene family consists of structurally related genes which encode secreted
signaling proteins. These proteins have been implicated in cncogenesis and in several developmental processes, including regulation of
cell fate and patterning during embryogenesis. Alternatively spliced transcript variants have been identified for this gene. [provided by
RefSeq, Jul 2008]

Sekil 20. Ilgili genin niikleotit sekansina ulasilabilecek baglant: linklerinin bulundugu NCBI
sayfasinin iist kismi1

mRNA and Protein(s)

1. NM_003391.3 — NP_003382.1 protein Wnt-2 precursor

See identical proteins and their annotated locations for NP_003382.1

Status: REVIEWED

Description | Transcript Variant: This variant (1) represents the longer transcript.

Source sequence(s)
Consensus CDS

5, _BCOTE170

UniProtKB/Swiss Prot | | , P09544, Q75NOS, QIUDPY
UniProtKBTTEMBL | ADA384MDX3
Related 00000265441 3, ENSTO0D00265441 &

Conserved Domains (1) summary

plam00110 | wnt; wnt family
Location:43 - 349

Sekil 21. Tlgili genin niikleotit sekansina ulasilabilecek baglant: linklerinin bulundugu NCBI
sayfasiin alt kismi

FASTA sekmesine (Sekil 22) tiklanarak ilgilenilen genin niikleotit sekansina FASTA
formatina ulagildi (Sekil 23).

GenBank -

Send to: -

Homo sapiens Wnt family member 2 (WNT2), transcript variant 1, mRNA
MCBI Reference Sequence: NM_003391.3

FASTA  Graphics

Go to:

LoCUs NM_883391 3856 bp mRNA linear PRI l&-FEB-2824

DEFINITION Homo sapiens Wnt family member 2 (WNT2), transcript variant 1,
mRMNA.

ACCESSION NM_883391

VERSION NM_883391.3

KEYWORDS RefSeq; MAME Select.

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sspiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Wertebrata; Euteleostomi;
Mammalis; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

Sekil 22. Ilgili genin niikleotit sekansina ulasilabilecek baglant:1 linkinin bulundugu NCBI

sayfasi
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FASTA~

Homo sapiens Wnt family member 2 (WNT2), transcript variant 1, mRNA

MCBI Reference Seqguence: NM_003391.3

GenBank Graphics

*NM_8©32391.3 Homo sapiens Wnt family member 2 (WNT2), transcript variant 1, mRMA
GCTTCTGCTCTEGECACGCATORCGCCCGCACACGRAGT CTGACCTEGATECAGACGCAAGEGGATTAATA
TEAACGCCCCTCTCGETEGAATCTGECTCTEGCTCCCTCTGCTCTTRACCTEGECTCACCCCCGAGGTCAA
CTCTTCATGGTGOTACATGAGAGCTACAGETEGCTCCTCCAGGGTGATGTGCGATAATGTGCCAGGCCTG
GTEAGCAGLCAGCGECAGCTATETCACCGACATCCAGATGTGATGCATGLCATTAGCCAGEGLGTEECCG
AGTGCACAGCAGAATGCCAGCACCAGTTCCGLCAQLACCOCTOOAATTGLAACACCCTEGACAGGLATCA
CAGCCTTTTTGECAGGETCCTACTCCGAAGTAGTCGGEAATCTEGCCTTTGTTTATGCCATCTCCTCAGCT
GEAGTTGTATTTGCCATCACCAGGRCCTATAGCCAAGGAGAAGT AARATCCTATTCCTETEATCCARAGA
AGATEGGAAGCECCAAGGACAGCAAAGECATTTTTGATTGGGGTGGC TGCAGTGATAACATTGACTATGE
GATCAAATTTGCCCGCGCATTTGTORAT GCAAAGGAAAGGAAAGEAAAGEAT GCCAGAGCCCTGATGAAT
CTTCACAACAACAGAGCTGECAGGAAGGCTETAAAGCGOTTCTTCAAACAAGAGTECAAGTGLCACGAGGE
TEAGCGGCTCATGTACTCTCAGGACATGCTGGCTGECCATGGOCOACTTCAGGAARACGGECGATTATCT
CTOGAGGAAGTACAATEEGECCATCCAGATGETCATGAACCAGEATGECACAGGTTTCACTGTGGCTAAC
GAGAGGTTTAAGAAGCCAACGAARAATGACCTCATGTATTTTGAGAATTCTCCAGACTACTGTATCAGGE
ACCGAGAGECAGGCTCCCTEEETACAGCAGECCATATATGCAACCTGACTTCCCGEEGCATGEACAGITG
TGAAGTCATGTGCTETGEGAGAGEC TACGACACCTCCCATGTCACCCGEATGACCAAGTGTGEATGTAAG
TTCCACTGETGCTGCGCCGTECGCTETCAGGACTGLCTEGAAGCTCTGEATETGCACACATGCAAGGCCC
CCAACAACOCTCACTGRACAACCOCTACATGACCCCAGCAGGLOT CACCATCCACCTTCCCTTCTACAAG
GACTCCATTGEATCTGCAAGAACACTGEACCTTTGAGTTCTTTCTGGGEEEATATTTCCTAAGGCATGTG
GCCTTTATCTCAACGGAAGCCCCCTCTTCCTCCCTGEGEGCCCCAGGATEEGGGEGCCACACGITGCACC
TAAAGCCTACCCTATTCTATCCATCTCCTGETGTTCTGCAGTCATCTCCCCTCCTGEOGAGTTCTCTTTG
GAAATAGCATOACAGGCTGT TCAGCCGGGAGGLTAETEGOGCCCAGACCACTETCTCCACCCACCTTGACG
TTTCTTCTTTCTAGAGCAGT TGGCCAAGCAGAAAAAAAAGTGTCTCARAGGAGCTTTCTCAATAGTCTTCC
CACAAATGETCCCAATTAAGAAATTCCATACTTCTCTCAGATGOOAACAGTAAAGAAAGCAGAATCAACT

Sekil 23. Ilgili genin sekansinin FASTA formantinda gosterildigi NCBI sayfasi

Genlere ait ekspresyon seviyesini belirlemek amaciyla http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/ programi kullanilarak primer dizayni yapildi. Primer dizayn edilirken asagida belirtilen
konulara dikkat edildi;

- Adenin veya Timin bazlariyla ile baslayip guanin veya sitozin bazlar ile
sonlanmalidir.

- Primerlerin GC igerigi %35-65 arasinda olmalidir.

- Sol ve sag primerlerin baglanma sicakliklar1 arasindaki fark en fazla 0,5 kadar
olmalidir.

- Uriin boyutu yaklasik olarak 60-150 baz ¢ifti, arasinda olmalidr.

- Primerlerin kendi aralarindaki spesifik olmayan baglanmalarini 6nlemek amaciyla

4 veya daha fazla baz tekrarlarinin olmamasina dikkat edilmelidir.

Sekil 24'de gosterildigi gibi ilgili genin dizilimi kutucuga yapistirildi. Ardindan sol ve
sag primer isaretlendi. Dizayn edilmek istenen ilgili gen ile ilgili istenen 6zellikler "General
Setting" kismina girildi. Daha sonra  "Pick Primer" sekmesine tiklanarak verilen
seceneklerden uygun olan primer dizisinin siparis edilmek iizere segimi yapildi. Ilgili genler

icin dizayn edilen primer listesi Tablo 11'de verildi.
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Load server settings: | Default v
| Activate Settings |

Select primer pairs to detect the given

—
template sequence. Optionally targets and | Pick Primers |I| Reset Default
Task: | generic w | included excludad regions can be specified. S

General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalties Advanced Seq.

Sequence Id: | |

Paste template sequence below or upload sequence file: | Dosya Seg |Dosya secilmedi | Load Example |

GCTTCTGCTCTGGGCACGCATGOCGCCCGCACACGOAGTCTGACCTGATGCAGACGCAAGGGGLTTAATA
TEAACGCCCCTCTCGETGEAATC TG TCTGECTCCCTCTGCTCTTGACCTGECTCACCCCCGAGGTCAA
CTCTTCATGGTGGTACATGAGAGC TACAGETEECTCCTCCAGGGTGATGTGCGATAATGTGCCAGGCCTG
GTGAGCAGCCAGCAGCAGCTOTATCACCOACATCCAGATOTGATGCGTGCCATTAGCCAGGGELGTEECCE
AGTGGACAGCAGAATGCCAGCACCAGTTCCGCCAGCACCOCTORAATTGCAACACCCTGRACAGGOATCA
CAGCCTTTTTGGECAGGAT CCTACTCCGAAGTAGTCOGGAATCTGCCTTTGTTTATGCCATCTCCTCAGET
GOAGTTGTATTTGCCATCACCAGGGECCTATAGCCAAGGAGAAGTARAATCCTAGTTCCTGTGATCCARAGA
AGATGOGAAGCGCCAAGEACAGCAAAGECATTTTTEGATTOGEETGECTGCAGTCGATAACATTGACTATGE
GATCAAATTTGCCCGCGCATTTGTGOATGCAAAGGAAAGEAAAGEAAAGGAT GCCAGAGLCCTGATGAAT
CTTCACAACAACAGAGCTEGCAGEAAGGCTGTAAAGCGGT TCTTGAAACAAGAGTGCAAGTGCCACGGEE
TEAGCOGCTCATGTACTCTCAGGACATGCTGECTGGCCATGGCCGACTTCAGGAAAACGORCGATTATCT -
CTGOAGGAAGTACAATGOEGGCCATCCAGGTGETCATGAACCAGGATGECACAGOTTTCACTGTGGCTAAL

Mark selected region: | < Excluded = || [Target] | | {Included} || Clear | | Regions from Seq_ | | Save Sequence |

Sekil 24. Primer ve prob dizayninda kullanilan veri tabani

Main General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalties Advanced Seq. Results

Product Size Ranges |501 -600 601-700 401-500 701-850 §51-1000 1001-1500 1501-3000 3001-5000 401-500 301-400 2(|

Primer Size Opt:
Primer Tm Opt: Max Tm Difference:

Primer Bound%o

Primer GC%

00 ] o[ |
Q500 |

Concentration of monovalent cations: ANNEATLING Oligp Concentration: LTI ET R T T

oligos in the reaction mix!
Concentration of dNTPs:
Formamide Concentration:

10.0 Annealing Temp:

. |80.0

ra| [ ] [en

= -1
<
HoOR OB
— || M2
Lo | | =

FEEFE

Concentration of divalent cations:
DMSO Concentration:
DMSO Factor:

—
o

Sekil 25. Tlgili gen igin dizayn edilen primer dizilerinin 6zelliklerinin girildigi sekme

Left Primer 1: |AAGGAAAGGATGCCAG}\GCC |

Start: 602 Length: 20bp Tm:600C B:94548% GC:55.0% Any:0.0 End:0.0 TB:11.0 HP:387 3'Stab:4.7 Penalty: 0.034

Right Primer 1: [TGCACATCCAGAGCTTCCAG |

Start: 1106 Length: 20bp Tm:600C B:94.750% GC:550% Any:0.0 End:00 TB:80 HP:347 3 5Stab:3.9 Penalty: 0.036

Sekil 26. Ilgili gen i¢in dizayn edilen primer dizilerinin 6zellikleri

Ilgili gen igin dizayn edilen primerlerin baglanma spesifiklikleri yani baska genlerle
homolojisinin olup olmadig: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ program1 yardimiyla Sekil
27°de gosterildigi gibi kontrol edildi ve Sekil 28’deki gibi blast sonuglarina ulasildi.
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Standard Nucleotide BLAST
m blastp blastx tblastn thlastx

BLASTN programs search nt i using an ide query. more...

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © clear Query suhrangee

AAGGAAAGGATGCCAGAGCC I Erom |:|
p To

or, upload file Dosya Seg | Dosya secilmedi 7]

Job Title | |

Enter a descriptive title for your BLAST search (7]

[ Align two or more sequences @

Choose Search Set

—~ e

Database @ standara databases (nr etc ) () rRNAATS databases () Genomic + transcript databases () Betacoronavirus

[ vew [ @) Experimental databases

Try experimental taxonomic nt databases

For more info see What are taxonomic nt databases?

[ Nucleotide collection (nrint) v]e

organism

Optional | Homo sapiens (taxid:9606)| |D exclude

Entter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown 9

Sekil 27. Dizayn edilen primerlerin baska genlerle homolojisinin kontrol edildigi
organizmaya 6zgii blast sayfasi

BLAST @ » blastn suite » results for RID-YSWHTZWZ013 Home RecentResults Saved Strategies Help

Save Search Search Summary ¥ © How to read this report? EBBLAST Help Videos  *DBack to Traditional Results Page

e Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence.
Your searchis limited to records that include: Homo sapiens (taxid:9606)

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID YBWHTZWZ013 Search expires on 03-04 19.51 pm  Download All v o

Program BLASTN@ Citation v Organism _=n ton 20 vl apezar || exclude

Database nt See details v Type common name, binomial, taxid or group name |
<+ Add organism

Query ID lcl|Query 6003709

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  nucleic acid | | to | | | |tu | | | ‘ o ‘ ‘

Query Length 20

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

43 hover to see the title & click to show alignments Alignment Scores  Jlj<40 [40-50 [50-80 [W80-200 [l>=200 (2]

100 seguences selected 6
Distribution of the top 1140 Blast Hits on 100 subject sequences

Sekil 28. Dizayn edilen primerlerin BLAST sonug sayfasi
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Tablo 11. Tez Kapsaminda Real Time PCR ile Gen Ekspresyon Profillerine Bakilan Genler
I¢in Dizayn Edilen Primerlerin Listesi

Gen Ad1 Gen Erisim Primer  Sekans Dizisi (5" —3") Reaksiyon
Numarasi Sicakhigi (°C)
S-Aktin - NM_001101.5 Forward TGCTATCCCTGTACGCCTCT 59,86
Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGA 59,86
WNT2 NM_003391.3 Forward AAGGAAAGGATGCCAGAGCC 60
Reverse TGCACATCCAGAGCTTCCAG 60
AXIN1 NM_003502.4 Forward CGTCTGGAGGAGGAAGAAAAGAG 604
Reverse CTCTGCGATCTTGTCTCTGTCT 59,6
DVL1 NM_001330311.2 Forward GATGGACAACGAGACAGGCA 60
Reverse CGGCATCGTCATTGCTCATG 60
CTNNB1 NM_001330729.2 Forward GCTTGGTTCACCAGTGGATT 60
Reverse GTTGAGCAAGGCAACCATTT 60,1
TCF-4 NM_001243226.3 Forward GAGGCCAAGGTTTGTGTGAT 59,97
Reverse CACTGCTCACAGGAGGTGAA 60,02
CDK1 NM_001320918.1 Forward GGCTCTGATTGGCTGCTTTG 59,83
Reverse ~GGTAGATCCGCGCTAAAGGG 60,32
MYC NM_001354870.1 Forward TACAACACCCGAGCAAGGAC 61,1
Reverse  GAGGCTGCTGGTTTTCCACT 61,7
CCND1 NM_053056.3 Forward GGCGGAGGAGAACAAACAGA 62,6
Reverse CTCCTCAGGTTCAGGCCTTG 62,3
PIBKCA NM_006218.4 Forward CCCCTCCATCAACTTCTTCA 60,04
Reverse  ATGCCGATAGCAAAACCAAT 59,44
AKT NM_005163.2 Forward TTCTATGGCGCTGAGATTGTGT 62,1
Reverse ~GCCGTAGTCATTGTCCTCCAG 62
mTOR NM_004958.4 Forward GCAGATTTGCCAACTATCTTCGG 64,2
Reverse CAGCGGTAAAAGTGTCCCCTG 64
PTEN NM_000314.8 Forward TAGGGGAATGGAGGGAATG 59,69
Reverse = CGCAAACAACAAGCAGTGA 59,60
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Real Time PCR analizi

Kantitatif gen ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla Real Time PCR analizi yapildi.
Analiz ic¢in liken asitleriyle muamele edilen insan akciger ve karaciger kanser hiicre
hatlarindan ve liken asitleriyle muamele edilmeyen kontrol gruplarindan izole edilmis olan
total RNA’dan revers transkriptaz enzimi yardimiyla hazirlanan cDNA’lar kullanildi. Syber
Green yontemi ile liken asitlerinin WNT2, AXIN1, DVL1, CTNNB1, CDK1, TCF4, MYC,
CCND1, PISKCA, AKT, mTOR ve PTEN genlerinin kantitatif ekspresyon seviyeleri iizerine
etkileri belirlendi. Sonuglar B-Aktin housekeeping geni ile normalize edildi. Real Time PCR

karisimi Tablo 12°de ve sicaklik dongiisii Tablo 13°de verilmistir.

Tablo 12. Real Time PCR I¢in Bir Tiip Igerisindeki Karisim

Bilesen Miktar (uL) Son Konsantrasyon
Syber Green Master Mix 10 1X
ddH,0 6 -
Forward Primer 1 0,5 uM
Reverse Primer 1 0,5 uM
cDNA 2 10 ng
Total Hacim 20

Tablo 13. SYBR Green Real Time PCR Protokoli

Basamak Sicaklik (°C)  Siire (s) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 30 1
Denatiirasyon 95 5

Primer Baglanma Basamagi 57 30 40
Primer Uzama Basamagi 72 20

Sonugclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Real Time PCR analizinin ardindan kontrol ve muamele gruplari i¢in elde edilen CT
degerlerine gore Livak Metodu ( 2°4') ile istatistiksel analiz yapildi. GraphPad Prism
Software istatistik programi kullanilarak sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi yapildi. One
Way ANOVA ve Unpaired t-testi ile p degerleri belirlendi: p>0,05=ns (not significant)
Oonemsiz, p<0,05=* (significant) Onemli, p<0,01=** (very significant) ¢ok Onemli,

p<0,001=*** (highly significant) yiiksek derecede 6nemli olarak degerlendirildi.

Western Blot Yontemi ile Kantitatif Protein Ekspresyon Analizi
A549 ve HepG2 hiicrelerinden protein homojenatinin hazirlanmasi

- Insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlar hiicre kiiltiiriine

uyumlu steril petri kaplariin her birine 125 000 hiicre/mL olacak sekilde 8’er mL
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ekildi. Hiicrelerin ylizeye yapismalari icin 37°C’de %5’°lik CO2 ayarli inkiibatorde
%60-70 doluluga ulasincaya kadar inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonrasinda besiyeri uzaklastirild1 ve petriler 2 mL DPBS tamponu ile
yikandi, ardindan DPBS tamponu aspire edildi.

- Daha once belirlenen ICso konsantrasyonlarina gore taze komplet besiyerinde
hazirlanan 10 mL liken asitleri muamele grubu olarak steril petrilere eklendi. 37
°C’de %5’lik CO2 ayarl inkiibatorde belirlenmis olan ICso degerlerine gore 24 ve
48 saat boyunca inkiibe edildi. Kontrol grubuna ise yalnizca komplet besiyeri
eklendi.

- Inkiibasyon sonrasinda besiyeri aspire edildi ve soguk DPBS tamponu ile yikandh.
Buz iizerine konulan her bir petri kabia 400 pL 1X lizis tamponu ilave edildi. 1
mM Fenilmetilsiilfonil Florid (PMSF) iceren RIPA buffer lizis tampon olarak
kullanildi.

- 5 dk buz tlizerinde bekletildi ve hiicre kaziyicilari (cell scraper) ile hiicreler
petrilerde kazinarak 1,5 mL’lik ependorf tiiplerde toplandi. Vortekslendikten
sonra +4 °C’de sonikatdrde kisa siireli parcalama yapildi.

- 10 dakika boyunca +4°C’de 14 000 g’de santrifiijleme yapild1 ve siipernatant
dikkatli bir sekilde alinarak alikuatlara ayrildi. Daha sonraki calismalar igin
kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

Bradford (Coomasie Blue) protein tayini

Bradford yontemi negatif yiiklii Coomassie brillant blue (parlak mavisi) G-250 boyast
kullanilarak homojenat veya hemolizat icerinde bulunan total proteinin kantitatif miktarin
belirlemek i¢in kullanilir. Bu boya proteinler {izerindeki pozitif yiiklii aminoasitlere
baglanarak kirmizidan maviye renk degisimini saglamaktadir. Olusan mavi rengin siddeti
numunedeki protein konsantrasyonuna bagl olarak degismektedir. Bu yontem ile boya bagh
protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Ancak yalnizca absorbans
degerlerinin bilinmesi miktar hakkinda pek bilgi vermez. Kantitatif miktar1 belirlemek
amaciyla protein konsantrasyonu belirli araliklar ile artan ve karsilagtirma yapilabilecek bir
protein standart ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozeltinin absrobans degerleri 6l¢iilerek degerlere gore
bir standart grafik cizilir. Ticari olarak en yaygin kullanilan protein standarti sigir serum
albuminidir (BSA). Cizilen grafikte, derisimi bilinmeyen proteinlerin absorbans degerleri

yerine konularak ilgili proteinlerin derisimleri hesaplanir.

Liken asitleriyle muamele edilmeyen (kontrol gruplar1)) ve muamele edilen insan

akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hiicre hatlarindan elde edilen homojenatlardaki
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protein tayini i¢in Bradford (Coomassie Blue) yontemi Tablo 14’teki protokole gore
uygulandi. Protokole uygun sekilde pipetlenen deney tiipleri vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilerek 595 nm’de absorbans 6l¢timii yapildi.

Tablo 14. Bradford Protein Tayini Deney Protokolii

Numune Coomasie Blue Boyasi (uL) dH.O (u.) Homojenat (uL)
Kor 4900 100 -
Ornek 4900 90 10

Tablo 15. A549 Hiicre Hatt1 igin Belirlenen ICso Dozunda Difraktaik ve Vulpinik Asidin
Uygulamas1 Sonucu Elde Edilen Proteinlerin 595 nm’de Verdikleri Absorbans ve Protein
Miktarlari

Gruplar 595 nm mg/mL
Kontrol 0,330 3,88
Kontrol 0,345 4,58
Kontrol 0,347 4,61
Difraktaik Asit 0,160 2,12
Difraktaik Asit 0,165 2,19
Difraktaik Asit 0,172 2,28
Vulpinik Asit 0,204 2,72
Vulpinik Asit 0,203 2,69
Vulpinik Asit 0,208 2,76

Tablo 16. A549 Hiicre Hatt1 I¢in Belirlenen ICsp Dozunda Evernik Asit Uygulamasi Sonucu
Elde Edilen Proteinlerin 595 nm’de Verdikleri Absorbans ve Protein Miktarlari

Gruplar 595 nm mg/mL
Kontrol 0,253 3,36
Kontrol 0,273 3,63
Evernik Asit 0,373 4,96
Evernik Asit 0,207 2,75
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Tablo 17. HepG2 Hiicre Hatt1 igin Belirlenen ICso Dozunda Difraktaik ve Vulpinik Asidin
Uygulamasi1 Sonucu Elde Edilen Proteinlerin 595 nm’de Verdikleri Absorbans ve Protein
Miktarlar1

Gruplar 595 nm mg/mL
Kontrol 0,444 5,90
Kontrol 0,483 6,42
Kontrol 0,481 6,39
Difraktaik Asit 0,230 3,05
Difraktaik Asit 0,236 3,13
Difraktaik Asit 0,233 3,09
Vulpinik Asit 0,187 2,48
Vulpinik Asit 0,160 2,12
Vulpinik Asit 0,172 2,28

Tablo 18. HepG2 Hiicre Hatti igin Belirlenen ICso dozunda Evernik Asidin Uygulamasi
Sonucu Elde Edilen Proteinlerin 595 nm’de Verdikleri Absorbans ve Protein Miktarlari

Gruplar 595 nm mg/mL
Kontrol 0,264 3,51
Kontrol 0,273 3,56
Evernik Asit 0,373 4,96
Evernik Asit 0,428 5,69

SDS Jelinin Hazirlanmasi ve Yiiklenmesi

Deneyin amaci ve kullanilan ilgili proteinin molekiiler agirligina gore jel ytlizdesi
belirlendikten sonra proteinlerin molekiil biiytikliigline gore fragmentlerine ayrildigi ayirma
jeli (Tablo 19) ve numunenin yiiklendigi yiikleme jelinden (Tablo 20) olusan SDS

poliakrilamid jeli hazirlandi.

- Jele yiikleme yapilmadan 6nce her bir 6rnege, son hacim 15 pL olacak sekilde,
1X SDS-PAGE yiikleme tamponu ve 1:50 oraninda 3-merkaptoetanol eklendi.

- Ornekler 95 °C 1sitma blokunda 10 dk denatiire edildikten sonra 10 dk buz
tizerinde bekletildi.

- Denatiire olan ornekler yiikleme jeline yliklendikten sonra 80 Voltta yaklasik 15
dakika ytriitiildi.

- Orneklerin ayirma jeline gegtigi goriildiigiinde elektroforez 150 Volta ¢ikarildi ve
60 dakika boyunca yiirtitiildii.
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Tablo 19. SDS-PAGE I¢in Kullanilan Ayirma Jeli Degerleri

Jel Yiizdesi %8(mL) %9(mL) % 10 (mL)
Didestile Su 6,9 6,45 5,9
Akrilamid-Bisakrilamid 4 4,5 5
(%30)

Tris pH:8,8 (1,5M) 3,8 3,8 3,8
SDS (%10) 0,15 0,15 0,15
APS (%10) 0,15 0,15 0,15
TEMED 0,009 0,075 0,006
Toplam 15 15 15

Tablo 20. SDS-PAGE Ii¢in Kullanilan Yiikleme Jeli Degerleri

Toplam ImL 2mL 3mL
Didestile Su 0,68 1,4 2,1
Akrilamid-Bisakrilamid (%030) 0,17 0,33 0,5
Tris pH:6,8 (1M) 0,13 0,25 0,38
SDS (%010) 0,01 0,02 0,03
APS (%10) 0,01 0,02 0,03
TEMED 0,001 0,002 0,003
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% 12 (mL)

4,9
6

3,8

0,15
0,15
0,006

15

4 mL
2,7
0,67
0,5
0,04
0,04
0,004

% 14 (ML)
3,9
7

3,8
0,15
0,15

0,006

15

5mL
3,4
0,83
0,63
0,05
0,05
0,005



Jeldeki proteinlerin membrana transfer edilmesi (blotlama), bloklanmas1 ve
goriintiilenmesi

Homojenattaki proteinler SDS poliakrilamid jeli {izerinde molekiiler agirliklarina gore
fragmentlere ayrilmasinin ardindan blotlama cihaz1 ile PVDF (polyvinylidene difluoride)

membrana transfer edildi. Blotlama i¢in asagidaki prosediir takip edildi:

- Jel boyutunda kesilen PVDF membran kullanilmadan 6nce 5 dk metanol ile
muamele edildi.

- Jel ve membran 5’er dk 1X Transfer Buffer ile muamele edildi.

- Blotlama cihazi igerisine sira ile 1 parca blotlama kagidi, membran, jel ve 1 parca
blotlama kagidi iist iiste konularak 2,5 Amper, 25 Volt’da 7 dk boyunca proteinler
transfer edildi.

- Blotlamanin ardindan membran 5 dk 1X TBST ile yikandu.

- Membran oda sicakliginda 1 saat boyunca bloklama ¢ozeltisi (1X TBST ile
hazirlanan %5°’lik yagsiz siit tozu veya BSA) ile muamele edildi.

- Membran 4°C’de 1 gece bloklama ¢ozeltisi igerisinde seyreltilerek hazirlanmis
primer antikorlar ile inkiibasyona birakildi.

- Inkiibasyonun ardindan membran oda sicakliginda 5 kez 5’er dakika 1X TBST ile
yikandi.

- Yikama sonrasinda membran oda sicakliginda 1 saat bloklama ¢dzeltisi icerisinde
seyreltilerek hazirlanmis sekonder antikorlar ile inkiibasyona birakild.

- Inkiibasyonun sonrasinda membran oda sicaklifinda 5 kez 5’er dakika 1X TBST
ile yikandu.

- Antikorun kimyasal sinyal olusturmasi i¢in ECL reagent substratlar1 (BIORAD,
Clarity Max Western ECL Substrate/Clarity™ Western ECL Substrate) kullanildi.

- Membranm kemiliiminesans goriintiisii ChemiDoc™ Imaging System cihazi

kullanilarak elde edildi.

Bu tez kapsaminda kullanilan antikorlara ait bilgiler Tablo 21 ve Tablo 22°de verildi.
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Tablo 21. Western Blot Calismasi I¢in Kullanilan Primer Antikorlara Ait Bilgiler

Birincil Jel Bloklama Bloklama Seyreltme Antikor ile Proteinin
ANtikor  vyiizdesi  Soliisyonu Siiresi Oram  Inkiibasyon Molekiiler Agirhg
Siiresi (kDa)
WNT?2 %12 % 5’lik Yagsiz Oda 1:5000 +4°C’de 40
Stit Tozu sicakliginda 1 gece
1 saat
CTNNB1 %12 % 5’lik Yagsiz Oda 1:200 +4°C’de 92
Stit Tozu sicakliginda 1 gece
1 saat
DVL1 %12 % 5’lik Yagsiz Oda 1:200 +4°C’de 85
Sit Tozu  sicakhiginda 1 gece
1 saat
AXIN %12 % 5’lik Yagsiz Oda 1:200 +4°C’de 95
Sit Tozu  sicakhiginda 1 gece
1 saat
PISK %10 % 5’lik Yagsiz Oda 1:200 +4°C°de 123
Sit Tozu  sicakhiginda 1 gece
1 saat
AKT %12 % 5’lik Yagsiz Oda 1:600 +4°C’de 56
Siit Tozu  sicakhiginda 1 gece
1 saat
mTOR %8 % 5’lik Yagsiz Oda 1:500 +4°C°de 289
Sit Tozu  sicakhiginda 1 gece
1 saat
PTEN %12 % 5’lik Yagsiz Oda 1:200 +4°C°de 55
Siit Tozu sicakliginda 1 gece
1 saat
B-Aktin  %8-10-12 % 5’lik Yagsiz Oda 1:1000 +4°C°de 43
Siit Tozu sicakliginda 1 gece
1 saat

Tablo 22. Western Blot Calismasi I¢in Kullanilan Sekonder Antikorlara Ait Bilgiler

Sekonder Antikor

Seyreltme Oram

Inkiibasyon Siiresi

1:10.000
1:10.000

Goat anti mouse
Goat Anti Rabbit

Oda sicakliginda 1 saat
Oda sicakliginda 1 saat

Enzime Bagh Immunosorbent Testi (ELISA)

Enzime bagli immunosorbent testi (ELISA) antikora baglanmis bir enzimin
aktivitesinin izlenerek, cesitli biyolojik Orneklerde antikor veya antijenin tespitini ve
miktarinin 6lgiilmesini amaglayan bir tekniktir. ELISA testi, hassas, spesifik ve kolay olmast,
¢oklu Ornek analizine imkan vermesi, kalitatif ve kantitatif analizler i¢in uygulanabilmesi
sebebiyle laboratuvarlarda siklikla kullanilmaktadir. Dolayli ve sandvi¢ ELISA en ¢ok
kullanilan iki yontemdir. Dolayli ELISA’da biri ylizeye bagli antijene spesifik ve isaretsiz
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olan, digeri ise enzime bagl olan iki antikor kullanilir. 1lk olarak isaretsiz olan primer
antikor, antijen bagli ortama eklenerek belirli siirelerde inkiibe edilir. Yikama islemi
yapildiktan sonra, primer antikora spesifik olan ve enzimle konjuge edilmis sekonder antikor
eklenir ve yine inkiibasyona birakilir. Tekrar yikama yapilir ve enzimin substrati ortama
eklenerek elde edilen renk degisimi ile antikorlar belirlenir (Lin 2015). Sandvi¢ ELISA ise bir
antijenin varligini ve miktarini belirlemek amaciyla kullanilir. Bu yontemde hedef antijen, biri
yakalama digeri tespit antikoru olan iki antikor arasinda sandvi¢ yapilir. Yiizeye baglanmig
yakalama antikoru tarafindan 6rnekte bulunan antijen baglanir. Ardindan enzimle konjuge bir
tespit antikoru eklenerek antijene baglanir. Son olarak substrat eklenir ve renk degisimi

gozlenir (Sekil 29) (Katsurada vd 2007).

Substrat Enzim
Enzim ( f Q
; Substrat

Sekonder antikor
konjugati

Dolayli ELISA Sandvig ELISA
Sekil 29. Dolayli ve sandvi¢ ELISA metodu (modifiye edilmistir)(Salazar vd 2017).

Insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlarindan Kasein Kinaz I
enzim aktivitesi 6l¢timii i¢in BT-LAB CSNKI1E Elisa Kit kullanild1 ve iiretici firmanin

protokoliine gore asagida belirtildigi gibi yapildi.

Standart egrinin hazirlanmasi

- 1lk olarak 1200 ng/L standart stok ¢dzeltisi olusturmak amaciyla kit icerisinde
bulunan standart soliisyonundan (2400 ng/L) 120 pL alinarak yine kit icerisinde
bulunan 120 pL standart seyreltme soliisyonu ile sulandirildi. Seyreltme
yapilmadan Once standart soliisyonu (2400 ng/L) 15 dk hafifce g¢alkalanarak
bekletildi.

- 600 ng/L, 300 ng/L, 150 ng/L ve 75 ng/L g¢ozeltiler hazirlamak amaciyla
1200ng/L standart stok ¢oOzeltisi seri olarak seyreltilmeye devam edildi. Kitte

onerilen standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi Tablo 23°de verildi.
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Tablo 23. Standart Cozeltilerin Seyreltilmesi I¢in izlenen Prosediir

1200 ng/L  Standart No.5  120ul Orjinal standart + 120ul Standart diluent
600 ng/L  Standart No.4  120ul Standart No.5 + 120ul Standart diluent
300 ng/L  Standart No.3 ~ 120ul Standart No.4 + 120ul Standart diluent
150 ng/L  Standart No.2 ~ 120ul Standart No.3 + 120ul Standart diluent
75 ng/L Standart No.1 ~ 120ul Standart No.2 + 120ul Standart diluent

Seyreltilen ¢ozeltilerin absorbans degerleri 450 nm’de Olgiilerek standart egri

hazirlandi.

Her bir standart i¢in ortalama absorbans degerleri, yatay (X) eksendeki
konsantrasyonlarina karst olarak dikey (Y) eksende ¢izilerek standart egri

olusturuldu.

Kit prosediirii

96 kuyucuklu plakanin standart i¢in belirlenen kuyucuguna 50 puL biyotinlenmis
antikor i¢eren standart soliisyon eklendi.

Ornek icin belirlenen kuyucuklara 40 pL 6rnek eklendi ve ardindan 10 pL
biyotinlenmis CSNKI1E antikoru eklendi. Standart soliisyon antikor igerdiginden
standart kuyucuguna CSNK1E antikoru eklenmedi.

Daha sonra hem 6rnek hem de standart kuyucuklarma 50 pL streptavidin-HRP
eklenerek 1yice karistirildi.

Plaka bir kapaticiyla kapatildiktan sonra 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan kapatici ¢ikarild1 ve kuyucuklar 300 uL yikama tamponu
ile yikandi. Her yikamanin ardindan 30 sn ile 1 dk bekletildi. Bu islem 5 kez
tekrarlanda.

Yikama sonrasinda plaka kagit havlu kullanilarak kurulandi.

Her bir kuyucuga 50 uL substrat ¢ozeltisi A eklendi ve ardindan her bir kuyucuga
50 pL substrat ¢ozeltisi B eklendi. Plaka bir yeni kapaticiyla kapatildiktan sonra
37 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi ve mavi
rengin sartya doniisiimii gézlendi.

Stop soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm’de absorbans 6l¢iimii

yapildu.
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ARASTIRMA BULGULARI

Hiicre Proliferasyon Analizi (XTT) Sonuclari

Difraktaik, vulpinik ve evernik asidin insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlar1 iizerinde antikanser ajan olarak potansiyeli TrxR1 hedefli olarak
1192112 nolu TUBITAK 1002 Hizli Destek Projesi kapsaminda arastirilmistir. Bu arastirma
kapsaminda liken asitlerinin, insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hatlarindaki
sitotoksik etkisi doza ve zamana bagh olarak XTT ((2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)) analizi ile incelenerek ICsp konsantrasyonlari
belirlemistir (Giinaydin 2022; Sulukoglu 2022). Bu tez kapsaminda ise, belirtilen calismada
hesaplanan 1Cso degerleri kullanilarak insan akciger (AS549) ve karaciger (HepG2) kanseri
hiicre hatlar difraktaik (48h), vulpinik (48h) ve evernik asit (24h) ile muamele edildi. Bahsi
gecen liken asitlerinin insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hiicre hatlari

tizerinde belirlenen ICso (ug/mL) konsantrasyonlart Tablo 24°te verildi.

Tablo 24. Liken Asitlerinin (Difraktaik, Vulpinik ve Evernik Asit Insan Akciger (A549) ve
Karaciger (HepG2) Kanseri Hiicre Hatlart Uzerine Uygulanmasi Sonucu Belirlenen 1Cso
(ug/ml) Konsantrasyonlar1 (Giinaydin 2022; Sulukoglu 2022).

Difraktaik asit (48. saat) Vulpinik asit (48. saat) Evernik asit (24. saat)
A549 46,37+1,92 png/ mL 36,21+0,94 p pg/ mL 139,09+2,78
HepG2 78,07 + 1,60 pg/ mL 48,73 £ 1,02 pg/ mL 114,94 + 2,25

Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR) Sonuclar:

Insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hiicre hatlarinda difraktaik,
vulpinik ve evernik asidin daha once belirlenen etkin ICso dozlarinda (Tablo 24) uygulanmasi
sonrasinda hazirlanan c¢cDNA’lar kullanilarak, WNT/B-KATENIN ve PI3K/ AKT/mTOR
yolaklarinin hedef genlerinin kantitatif gen ekspresyon degisimine SYBR Green yontemi

kullanilarak Real Time PCR ile bakilda.
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Difraktaik, Vulpinik ve Evernik Asit Ile Muamele Edilen A549 ve HepG2 Kanser
Hiicre Hatlarinda Kantitatif Gen Ekspresyon Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Difraktaik asit (***p<0,001) ve vulpinik asit (*p<0,05) ile 48 saat muamele edilen
A549 hiicrelerinde WNT/B-KATENIN yolagina ait WNT2 ve CTNNB1 genlerinin mRNA
ekspresyon seviyesinde kontrole gore artis goriildii. Evernik asit ile 24 saat muamele edilen
A549 hiicrelerinde ise WNT2 (p>0,05) geninin mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel

olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi.
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Sekil 30. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda WNT2 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (**p<0,01) ve vilpinik asit (*p<0,05) ile 48 saat muamele edilen A549
hiicrelerinde CTNNBI1 geninin mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrole goére 6nemli oranda
arttigl gozlendi. Evernik asit ile 24 saat muamele edilen A549 hiicrelerinde ise CTNNB1
(p>0,05) geninin MRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

goriilmedi.
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Sekil 31. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagl olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda CTNNB1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit (*p<0,05) ve vulpinik asit (***p<0,001) ile 48 saat muamele edilen
A549 hiicrelerinde DVL1 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore artis
goriiliirken, evernik asit ile 24 saat muamele edilen A549 hiicrelerinde ise istatistiksel olarak

anlaml bir degisiklik goriilmedi (p>0,05).
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Sekil 32. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve

doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda DVL1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (**p<0,01), vulpinik asit (***p<0,001) ve evernik asit (*p<0,05) ile
muamele edilen A549 hiicrelerinde AXIN1 geninin mRNA ekspresyon seviyesinin kontrole

gore arttig1 gozlendi.

AXINT AXINI

ks %

Z 4- o Z 2.0-

S 1.5

1.04

0.5+

Giireceli mRNA ekspresyon seviyesi
[X]
1

Gireceli mRNA ekspresyon seviyesi

5 0.0

L] L] T
Kontrol Difraktaik Asit Vulpinik Asit Kontrol Evernik Asit

A549 A549

Sekil 33. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza baglh olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda AXIN1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde TCF-4 (p>0,05) geninin mMRNA
ekspresyon seviyesinde kontrole gore degisiklik goriilmezken, vulpinik asitle (***p<0,001)
muamele edilen hiicrelerde arttig1 goriildii. Evernik asitle muamele edilen A549 hiicrelerinde

TCF-4 (**p<0,01) geninin mMRNA ekspresyon seviyesinde azalis gézlendi.
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Sekil 34. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda TCF-4 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde CCND1 (*p<0,05) geninin
MRNA ekspresyon seviyesinin kontrole gore 6nemli derecede arttigi gozlendi. Vulpinik asit
(*p<0,05) ve evernik asitle (**p<0,01) muamele edilen hiicrelerde ise CCND1 geninin

MRNA ekspresyon seviyesinde azalis gozlendi.

CCNDI CCNDI
* LTS
= |
2.0+ } * 1.5+

1.5+ I

1.0 ——

1.0+

0.5+

Giireceli mRNA ekspresyon seviyesi

Gireceli mRNA ekspresyon seviyesi

I L] L)
Kontrol  Difraktaik Asit Vulpinik Asit Kontrol Evernik Asit

A549 A549
Sekil 35. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve

doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda CCND1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit (*p<0,05) ve vulpinik asitle (***p<0,001) muamele edilen A549
hiicrelerinde CDK1 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore artis goriiliirken,

evernik asitle (***p<0,001) muamele edilen hiicrelerde azalis goriildii.
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Sekil 36. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda CDK1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde MYC geninin mRNA ekspresyon
seviyesinde kontrole gore artis goriilirken (**p<0,01), vulpinik (***p<0,001) ve evernik

asitle (*p<0,05) muamele edilen hiicrelerde azalis goriildii.
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Sekil 37. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda MYC geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asitle muamele edilen A549 hiicrelerinde PI3K geninin mRNA ekspresyon
seviyesinde onemli degsiklik goriilmezken (p>0,05), vulpinik asitle muamele edilen
hiicrelerde artig goriildii (*p<0,05). Evernik asitle muamele edilen hiicrelerde ise PI3K
geninin mRNA c¢kspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi
(p>0,05).
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Sekil 38. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda PI3K geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik (*p<0,05) ve wvulpinik asitle (***p<0,001) muamele edilen A549
hiicrelerinde AKT genin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalig goriildii. Evernik

asit ile A549 hiicrelerinde ise AKT genininde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

goriilmedi (p>0,05).
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Sekil 39. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagh olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda AKT geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asitle muamele edilen A549 hiicrelerinde mTOR geninin mRNA ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goériilmezken (p>0,05), vulpinik asitle
muamele edilen hiicrelerde artig goriildii (**p<0,01). Evernik asit ile A549 hiicrelerinde ise

mTOR geninin mRNA ekspresyon seviyesinde azalis gortildi (**p<0,01).
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Sekil 40. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda mTOR geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (**p<0,01) ve evernik asit (*p<0,05) ile muamele edilen A549
hiicrelerinde PI3K/AKT/mTOR yolagmin negatif regiilatorii olan PTEN geninin mRNA
ekspresyon seviyesinin kontrole gore arttigi gozlendi. Vulpinik asit ile muamele edilen
hiicrelerde ise PTEN’nin (p>0,05) mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklik goriilmedi.
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Sekil 41. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen A549 hiicre hattinda PTEN geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit (p>0,05) ile 48 saat muamele edilen HepG2 hiicrelerinde WNT/B-
KATENIN yolagma ait WNT2 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir degsiklik goriilmezken, vulpinik asit ve evernik asitle muamele

edilen hiicrelerde WNT2 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde azalis goriildii (*p<0,05).
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Sekil 42. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagl olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda WNT2 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (***p<0,001) ve vulpinik asit (**p<0,01) ile muamele edilen HepG2
hiicrelerinde CTNNB1 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore 6nemli oranda
azalis gozlendi. Evernik asit ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde ise CTNNB1 (p>0,05)

geninin mMRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi.
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Sekil 43. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda CTNNB1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde DVL1 (**p<0,01) geninin
MRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore artis goriiliirken, vulpinik asitle muamele edilen
hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Evernik asitle

muamale edilen hiicrelerde ise DVL1 geninde 6nemli derecede azalis goriildii (***p<0,001).
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Sekil 44. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda DVL1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (*p<0,05), vulpinik asit (**p<0,01) ve evernik asitle (***p<0,001)
muamele edilen HepG2 hiicrelerinde AXIN1 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole

gore artig gorildii.
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Sekil 45. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda AXIN1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit (**p<0,01) ve wvulpinik asitle (*p<0,05) muamele edilen HepG2
hiicrelerinde bir transkripsiyon faktorii olan TCF-4 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde
kontrole gore azalis gozlendi. Evernik asit ile muamele hiicrelerinde ise TCF-4 geninin

MRNA ekspresyon seviyesinin (***p<0,001) kontrole gére arttig1 gézlendi.

TCF-4 TCF-4
* EdE
= I | |
< 1.59 % T 4-
= i -
2 S 34
2 1.0 1 z
H g
2 Z 5
< 1 <
= 0.54 2
B 1] ——
E 3
g
£ 0.0 T T 2 0 .
Kontrol Difraktaik Asit Vulpinik Asit “ Kontrol Evernik Asit
HepG2 HepG2

Sekil 46. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda TCF-4 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (***p<0,001) ve vulpinik asitle (**p<0,01) ile muamele edilen HepG2
hiicrelerinde CCND1 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalig goriiliirken,

evernik asitle muamele edilen hiicrelerde kontrole gore artis goriildii (*p<0,05).

CCNDI CCNDI
% &

- I | ‘ _

$ 1.54 #k § 2.0

- -

H =

& I s 1.51

Z 1.0 z

g H

< 210 ——

= <

% 0.5 g

B E 0.5

3 00 . . 500

e Kontrol  Difraktaik Asit Vulpinik Asit e Kontrol  Evernik Asit
HepG2 HepG2

Sekil 47. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda CCND1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asitle muamele edilen HepG2 hiicrelerinde CDK1 geninin  mRNA
ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalis goriildii (***p<0,001). Vulpinik asit ve evernik
asitle muamale edilen hiicrelerde ise istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi

(p>0,05).
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Sekil 48. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagl olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda CDK1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (*p<0,05) ve evernik asitle (***p<0,001) muamele edilen HepG2
hiicrelerinde MYC geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalig goriildii.
Vulpinik asitle muamele edilen hiicrelerde ise MYC geninin mRNA ekspresyon seviyesinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05).
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Sekil 49. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda MYC geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit ve wvulpinik asitle ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde PI3K/
AKT/mTOR yolagma ait PI3K geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalig
goriilirken (**p<0,01), evernik asit ile muamele edilen hiicrelerde ise kontrole gore artig

goriildii (**p<0,01).
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Sekil 50. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda PI3K geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (***p<0,001) ve vulpinik asitle (**p<0,01) ile muamele edilen HepG2
hiicrelerinde AKT geninin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalig goriiliirken,

evernik asit ile muamele edilen hiicrelerde ise kontrole gore artig goriildii (***p<0,001).

AKT AKT
# ok S
- f ! e
§_ 1.59 *kE ; 54
= |= 44
] 1 _ s
% 1.0- g
& 2 3
: .
= < 24
% 0.5 &
E £ =
5 = 1
5 00 . . 20 '
Kontrol  Difraktaik Asit Vulpinik Asit = Kontrol Evernik Asit
HepG2 HepG2

Sekil 51. Belirlenen 1Cso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagl olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda AKT geninin mRNA ekspresyon
seviyesi
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Difraktaik asit (**p<0,01), vulpinik asit (***p<0,001) ve evernik asitle (*p<0,05) ile
muamele edilen HepG2 hiicrelerinde mTOR geninin mMRNA ekspresyon seviyesinde kontrole

gore artig gorildii.
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Sekil 52. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda mTOR geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

Difraktaik asit (***p<0,001) ve vulpinik asit (*p<0,05) ile muamele edilen HepG2
hiicrelerinde PI3K/AKT/mTOR yolagmin negatif regiilatorii olan PTEN geninin mRNA
ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalis gozlendi. Evernik asit ile muamele hiicrelerinde

ise PTEN geninin mRNA ekspresyon seviyesinde (p>0,05) ise istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik goriilmedi.
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Sekil 53. Belirlenen ICso konsantrasyonunda difraktaik, vulpinik ve evernik asitle zaman ve
doza bagli olarak muamele edilen HepG2 hiicre hattinda PTEN geninin mRNA ekspresyon
seviyesi

80



Kantitatif Protein Ekspresyon Analizi (Western Blot) Sonuclari

Insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hiicre hatlarinda difraktaik,
vulpinik ve evernik asit i¢in daha Once belirlenen etkin ICso dozlarinda (Tablo 24)
uygulanmas1 sonrasinda hazirlanan homojenatlar kullanilarak, WNT/B-KATENIN ve
PIBK/AKT/mTOR yolaklarinin kritik proteinlerinin ekspresyon degisimi western blot analizi
incelendi.

Difraktaik asit (**p<0,01) ile muamele edilen A549 hiicrelerinde WNT2’nin protein
ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalis goriildi. Vulpinik asit (p>0,05) ve evernik asit

(p>0,05) ile muamele edilen hiicrelerde ise istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

goriilmedi.
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Sekil 54. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagh olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin A549 hiicrelerinde WNT2 kantitatif protein ekspresyonu
tizerine etkisi
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Difraktaik asit ile muamele edilen hiicrelerde CTNNBI1 protein ekspresyon

seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Vulpinik asit ve

evernik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde ise CTNNB1 protein ekspresyon

seviyesinde kontrole gore azalis goriildii (*p<0,05).
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Sekil 55. Belirlenen ICsp konsantrasyonunda zaman ve doza bagl olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin A549 hiicrelerinde CTNNBI1 kantitatif protein

ekspresyonu tizerine etkisi
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Difraktaik asit (*p<0,05), vulpinik asit (***p<0,001) ve evernik asitle (**p<0,01) ile

muamele edilen A549 hiicrelerinde DVL1 protein ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalis

goriildi.
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Sekil 56. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagl olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin A549 hiicrelerinde DVLI1 kantitatif protein ekspresyonu
tizerine etkisi
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Difraktaik asit (*p<0,05), vulpinik asit (***p<0,001) ve evernik asitle (***p<0,001)

ile muamele edilen A549 hiicrelerinde AXIN1 protein ekspresyon seviyesinde kontrole gore

azalig goriildii.
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Sekil 57. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagli olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin AS549 hiicrelerinde AXIN1 Kkantitatif protein

ekspresyonu iizerine etkisi
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Difraktaik asit ve vulpinik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde AKT protein
ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Evernik
asitle ile muamele edilen hiicrelerde ise AKT protein ekspresyon seviyesinde kontrole gére

azalig goruldi (*p<0,05).
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Sekil 58. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagh olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin A549 hiicrelerinde AKT kantitatif protein ekspresyonu
tizerine etkisi
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Difraktaik asit (**p<0,01), vulpinik asit (***p<0,001) ve evernik asitle (**p<0,01) ile

muamele edilen A549 hiicrelerinde PTEN protein ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalis

goriildi.
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Sekil 59. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagl olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin A549 hiicrelerinde PTEN kantitatif protein ekspresyonu

uzerine etkisi
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Difraktaik asit (**p<0,01) ve vulpinik asit (*p<0,05) ile muamele edilen HepG2

hiicrelerinde WNT?2 protein ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalis goriiliirken, evernik

asitle (p>0,05) ile muamele edilen hiicrelerde ise istatistiksel olarak anlamli degisiklik

gorilmedi.
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Sekil 60. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagli olarak muamele edilen
difraktaik, wvulpinik ve evernik asidin HepG2 hiicrelerinde  WNT2 kantitatif protein
ekspresyonu iizerine etkisi
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Difraktaik asit (**p<0,01) ve vulpinik asit (***p<0,001) ile muamele edilen HepG2

hiicrelerinde CTNNB1 protein ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalis goriiliirken,

evernik asitle (p>0,05) ile muamele edilen hiicrelerde ise istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik goriilmedi.
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Sekil 61. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagl olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin HepG2 hiicrelerinde CTNNBI kantitatif protein

ekspresyonu iizerine etkisi
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Difraktaik asit (*p<0,05) ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde AXIN1 protein
ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalig goriiliirken, vulpinik asitle (p>0,05) muamele
edilen hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi. Evernik asitle ile

muamele edilen HepG?2 hiicrelerde ise kontrole gore artis goriildii (*p<0,05).
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Sekil 62. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagh olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin HepG2 hiicrelerinde AXINI kantitatif protein
ekspresyonu iizerine etkisi
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Difraktaik asit ve vulpinik asit ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde AKT protein
ekspresyon seviyesinde kontrole gore azalig goriiliirken (*p<0,05), evernik asitle (p>0,05) ile

muamele edilen hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi.
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Sekil 63. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagl olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin HepG2 hiicrelerinde AKT kantitatif protein ekspresyonu
tizerine etkisi
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Difraktaik asit ve vulpinik asit ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde PTEN protein
ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmezken (p>0,05),

evernik asitle (**p<0,01) ile muamele edilen hiicrelerde ise kontrole gore artis goriildii.
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Sekil 64. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagl olarak muamele edilen
difraktaik, wvulpinik ve evernik asidin HepG2 hiicrelerinde PTEN kantitatif protein
ekspresyonu iizerine etkisi
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CSNKI1E Enzim Miktarinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Difraktaik asit ile muamele edilen A549 hiicre hattinda CSNK1E enzim miktarinda
kontrole gore artis goriildi (*p<0,05). Vulpinik asit ve evernik asitle muamele edilen

hiicrelerde ise CSNK1E enzim miktarinda kontrole gore azalis goriildii (*p<0,05).
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Sekil 65. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagh olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin A549 hiicrelerinde CSNK1E miktari iizerine etkisi

Difraktaik asit ile muamele edilen HepG2 hiicre hattinda CSNKI1E (***p<0,001)
enzim miktarinda kontrole gore azalis goriildii. Vulpinik asit (*p<0,05) ve evernik asitle

(***p<0,001) muamele edilen hiicrelerde ise CSNK1E enzim miktarinda kontrole gore azalis

gorild.
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Sekil 66. Belirlenen ICso konsantrasyonunda zaman ve doza bagh olarak muamele edilen
difraktaik, vulpinik ve evernik asidin HepG2 hiicrelerinde CSNK1E miktar1 tizerine etkisi
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TARTISMA

Kanser insidans1 ve mortalitesi diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan kiiresel olarak kanser hastalarinin sayisinin 2032'de 22 milyona ¢ikacagi
tahmin edilmektedir (Wang vd 2020). Halihazirda diinya ¢apindaki tiim 6limlerin 1/6'sindan
kanserin sorumlu oldugu bildirilmektedir. Diinya c¢apinda en Oliimciil kanser tiirii tez
kapsaminda da ¢alisilan olan akciger kanseri olup lilkemizde 6zellikle erkeklerde akciger
kanseri vakalarinda artis goriilmiistiir (Ergin 2021). Yine tez kapsaminda calisilan karaciger
kanseri, diinyada 1 milyondan fazla insani etkileyen ve 2016 yilinda 800.000 o6liimle
sonuglanan bir kanser tiiriidiir (Liu vd 2019). Kanserin dramatik mortalite oraninin disinda sik
goriilmesi, tedavi maliyetinin yiiksek olmasi ve yan etkileri nedeniyle de iizerinde en sik
arastirma yapilan hastaliklardandir. Kanser tedavisinde kullanilan konvensiyonel yontemlerin
yol actig1 yan etkiler ve kemoterapétik ilaglara karsi gelisen direng sorun olusturmaktadir. Bu
nedenle likenlerin de dahil oldugu sekonder metabolitler igeren dogal {iriinler, antikanser
ilaglarin gelistirilmesi i¢in umut verici ajanlar olarak ortaya c¢ikmistir. Likenler tarafindan
tretilen, antibakteriyel, antiviral, anti-inflamatuvar ve antikanser gibi bir¢cok biyolojik
aktiviteye sahip olan sekonder metabolitler uzun zamandir ¢alisilmis olup, olumlu etkileri

bir¢ok arastirma sonucuna yansimistir.

Yapilan arastirmalar kapsaminda elde edilen bulgularda difraktaik, evernik ve vulpinik
asidin insan meme kanseri MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar iizerinde doz ve zamana
bagli, TRXR1 hedefli olarak antikanser etki gosterdigi gorilmiistiir. Bu etkiyi apoptozdan
ziyade ¢cogunlukla migrasyonu engelleyerek gosterdikleri belirlenmistir (Kalin vd 2022). Yine
yapilan diger ¢aligmalarda akciger (A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hiicre hatlarinda
difraktaik, evernik ve vulpinik asidin doz ve zamana bagli olarak antikanser etkisi kanitlanmig
olup, basta evernik asit olmak iizere bu etkiyi apoptozu desteklemekle birlikte migrasyonu
onemli derecede engelleyerek gosterdikleri belirlenmistir (Glinaydin vd 2023; Sulukoglu vd
2024). Ancak literatiirde bu liken asitlerinin kanser hiicreleri {izerindeki antimigrasyon
etkisini hangi molekiiler mekanizmalar aracilifiyla gergeklestirdigi hakkinda bilgi
bulunmamaktadir. Bu tez c¢aligmasinda molekiiler mekanizmay: aydinlatmak amaciyla
anormal diizenlenmeleri sonucunda migrasyon, invazyon ve metastaz basta olmak iizere
kanserin birgok karakteristik 6zelliginin ortaya ¢ikmasina neden olan iki kritik yolak WNT/pB-
KATENIN ve PI3K/AKT/mTOR yolaklar1 aday olarak secilmistir.
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Bu yolaklardan ilki olan WNT/B-KATENIN sinyal yolu organizmalarda basta
embriyonik gelisimde olmak tizere hiicrelerin dokular arasi hareketlerinde olduk¢a 6nemli bir
rol oynamaktadir (Fang vd 2016). Hiicrelerin bu migrasyon (gog) siireci dogru hedeflere
ulagarak doku olusumunu destekler. Ancak yolagin anormal aktivasyonu tiimorlerin temel
adaptif degisimi olan epitelyal-mazenkimal gecis (EMT) ve metastatik dzellikler kazanmasina
neden olur (Schmalhofer vd 2009). EMT, hiicrelerin polaritelerini ve hiicre-hiicre
baglantilarini kaybederek daha invaziv hale gelmelerini tesvik eder (Nguyen vd 2009). Ayrica
bu anormal diizenlenme ¢esitli kanser tiirlerinde kemoterapi ve radyoterapiye karsi koruyucu
etki gostererek terapotik dirence katkida bulunmaktadir (Clevers 2006; Luo vd 2007; Zhong
vd 2020).

Diger bir yolak olan PI3K/AKT/mTOR yolu aktin filamentlerini diizenleyerek hiicre
iskeletinin yeniden sekillenmesini ve hiicre hareketliliginin artmasin1 kolaylastirmaktadir.
Ayrica hiicrelerin birbirine ve ekstraseliiler matrikse (ECM) baglanmasinda 6nemli rol
oynayan adezyon molekiillerinin ekspresyonunu ve aktivitesini diizenler. Bu yolagin asiri
aktivitesi, migrasyon lizerindeki dikkate deger etkisiyle epitelyal-mezenkimal gegisi (EMT)

ve metastazi destekler (Glaviano vd 2023).

A549 hiicre hattinda difraktaik, vulpinik, evernik asidin antimigrasyon potansiyelinin
altinda yatan mekanizmanin aydinlatilmas icin ilk olarak WNT/B-KATENIN yolunun hedef
molekiilleri gen ve protein seviyesinde incelendi. WNT2, hiicre yiizeyindeki reseptorlere
baglanarak sinyal yolunu aktif eder. CTNNBI yolagin merkez bilesenidir ve sinyalin
cekirdege kadar ulasip hedef genlerin transkripsiyonunu saglar. DVL1 bu yolagin pozitif
diizenleyicisi olup reseptorler ile etkilesime girerek sinyalin hiicre i¢gindeki diger bilesenlere
aktarilmasini saglar. Ayrica yikim (destriiksiyon) kompleksinin dagilmasini destekleyerek
CTNNB1’in stabilizasyonunu ve ¢ekirdege translokasyonunu saglar (Huang vd 2019). Bu tez
calismasinda, difraktaik asit ve vulpinik asit ile daha once belirlenen etkin 1Csg dozlarinda 48
saat muamele edilen A549 hiicrelerinde WNT2, CTNNB1 ve DVL1’nin gen seviyesinde
artt1g1, protein seviyesinde ise azaldig1 goriildii. Gen ve protein seviyesindeki degisikliklerde
korelasyon olmamasi difraktaik ve vulpinik asidin yolak iizerinde post-transkripsiyonel
regiilasyona neden olabilecegini diisiindiirmiistiir. Arastirmalar mRNA seviyesi ve karsilik
gelen protein konsantrasyonlarinin yaklasik olarak %20-40 ‘nin bagdastigi bildirilmistir (Tian
vd 2004, Pascal vd 2008). Bu liken asitleri mRNA translasyonunu baskilayarak veya
mRNA’y1 yikima ydnlendirerek protein iiretimini engelliyor olabilir. WNT/B-KATENIN
sinyal yolaginin aktive olmas1t WNT2 sinyalinin reseptorler tarafindan taninmasina baghdir ve

bu taninma CTNNBI seviyesinin artis1 ile sonuglanir. Bu protein seviyelerindeki degisiklikler

94



WNT sinyal yolagini dogrudan etkileyebilir ve anormal artis onkogenik aktivasyon ile
sonuglanir (Wang vd 2021). Iwai ve arkadaslari, oral skuamoz hiicreli karsinom hiicrelerinde,
sitoplazmada CTNNBI1 birikiminin TCF/LEF transkripsiyonel aktivitesini indiikleyerek
MMP-7 ekspresyonunu arttirdigini, bdylece epitelyal hiicrelerin mezenkimal hiicrelere
doniistimiinii, invazyon ve metastaz1 arttirdigini gostermislerdir (lwai vd 2010). Bulgular
sonucunda hem yolagin aktivasiyonunu saglayan sinyal ligandinin hem de merkez effektoriin
protein seviyesinde azalma goriilmesi yolagin baskilandigini ve kanser hiicrelerinde
homeostazinin bozuldugunu diisiindiirebilir. Kanser hiicrelerinde homeostazinin bozulmasi
bliylime, migrasyon, proliferasyon ve metastaz gibi karakteristik 6zelliklerin baskilanmasini

desteklemektedir (Wittekind ve Neid 2005).

Tez kapsaminda ¢alisilan CSNK1E yolagin pozitif diizenleyicisidir. CSNK1E, DVL1
ile etkilesime girer ve onun fosforilasyonunu saglar. Bu sayede DVL1 hiicre membranina
yerleserek sinyali hiicre i¢ine iletir. CSNKIE sinyalin yolagin diger bilesenlerine daha etkili
sekilde yayilmasini ve amplifiye olmasimi destekler (Klimowski vd 2006; Bryja vd 2007,
Bernatik vd 2011; Cruciat 2014). CSKNI1E hedefli tedavilerin geleneksel kemoterapi,
radyoterapi, bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri veya diger hedefe yonelik ajanlarla
birlestirilmesi WNT/CTNNB1 yolag: dahil birden fazla sinyal yolunu sinerjistik olarak inhibe
edebilir ve anti-timor etkiyi artirabilir (Long vd 2020). Calismamizda difraktaik asit ile
muamele edilen A549 hiicrelerinde CSNKI1E miktarinin arttigr goriildi. CSNKI1E miktari,
WNT ve DVL1’nin gen ekspresyon seviyelerinin artmasina bagli olarak olasi bir sinyal
alimimi ve aktarilmasi ihtimaline karsi hazirlikli olunmasi amaciyla artmis olabilir. Vulpinik
asitle muamele edilen A549 hiicrelerinde ise CSNK1E miktarinin azaldigi goriildii. Yapilan
bir¢ok calisma ile CSNK1E'nin farmakolojik inhibisyonu veya shRNA aracili ablasyonunun,
pankreas kanseri, sarkom, meme kanseri, kolorektal kanser, yumurtalik kanseri ve 16semik
hiicrelerin biiylimesini veya hayatta kalmasimi engelledigi gosterilmistir (Brockschmidt vd
2008; Yang vd 2008; Kim vd 2010; Ye vd 2015; Rodriguez; Deng vd 2017) AXINL ise
destriiksiyon kompleksinin bir bilesenidir ve CTNNBI1 yikimin indiikleyerek sinyal yolagim
negatif olarak diizenler. Difraktaik asit ve vulpinik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde
AXINT1’in gen seviyesinde arttig1, protein seviyesinde ise azaldigr goriildii. Kanser
hiicrelerinde liken asitlerinin etkisiyle AXIN1’in gen ekspresyonu indiiklenmis olsa da
terapotik ajanlar bazen hiicrelerde kompanzasyon mekanizmasii devreye sokabilir. Bu
mekanizmalar da proliferasyonu ve migrasyonu diizenleyen sinyal yollarinda kompanze edici
degisiklikler yaparak farmakolojik ajanlarin etkisini azaltmak veya tersine ¢evirmek i¢in ¢aba

gosterebilir (Gee vd 2006; Bergholz vd 2021).
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Difraktaik ve vulpinik asidin yolak tizerindeki etkisini daha iyi anlamak amaciyla
yolagin son basamaginda gorev alan ve bir transkripsiyon faktorii olan TCF-4’tin gen
ekspresyon seviyesi incelendi. TCF4, CTNNB1’in ¢ekirdege lokasyonunun ardindan DNA’ya
baglanir ve MYC, CCND1, CDK1 gibi ¢esitli hedef genlerin transkripsiyonunu diizenler (Yan
vd 2017). Difraktaik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde TCF-4’iin gen ekspresyon
seviyesinde degisiklik goriilmedi. Bu durum TCF-4’lin difraktaik asidin dogrudan hedefi
olmadigint diislindiirebilir. Ayn1 zamanda transkripsiyonlar1 TCF-4 tarafindan diizenlenen
MYC, CCND1, CDK1’in da gen ekspresyon degisimleri incelendi. Bu ii¢ genin ortak noktasi
hiicre dongiisii gecis noktalarinda kritik roller oynamalari ve asir1 ekspresyonlarinin
kanserlesme siirecini desteklemesidir. Difraktaik asit ile muamele sonucunda kanser
hiicrelerinde MYC, CCND1, CDK1’in gen ekspresyon seviyelerinde artis gézlendi. Bu durum
kanser hiicrelerinin antikanser ajana karsi direng gelistirmek veya etkisini dengelemek
amaciyla adaptif bir yanit olarak hiicre dongiisii diizenleyicilerinin gen ekspresyonunu
arttirmig olabilecegini diisiindiirmiistiir. Vulpinik asitle muamele edilen hiicrelerde ise TCF-
4’{in gen seviyesinde arttig1 goriildi. MYC ve CCND1’in gen ekspresyon seviyesi azalirken
CDKZ’in gen seviyesinin arttig1 goriildii. TCF-4 ayn1 zamanda hiicre farklilagsmasinda gorev
alan 6nemli bir gen regiilatoriidiir. Hiicre farklilasmasini indiikleyerek belirli hiicre tiplerinin
olusumunu saglar (Forrest vd 2014). Vulpinik asit kanser hiicrelerinde TCF-4’iin
ekspresyonunu arttirarak hiicre farklilagsmasini destekleyip daha az agresif bir fenotip
kazanmasini tesvik ediyor olabilir. Ayrica CCND1 ve MYC gibi insan neoplazilerinde asirt
eksprese oldugu bilinen proto-onkogenlerin ekspresyonunun azalmasi vulpinik asidin
antiproliferatif etkisini hiicre dongiisii diizenleyicilerini lizerinden gosterdigini net bir sekilde

ortaya koymaktadir.

Evernik asitle daha once belirlenen etkin ICso dozlar ile 24 saat muamele edilen A549
hiicrelerinde WNT2, CTNNB1 ve DVL1’nin gen seviyesi deSismezken protein seviyeleri
azaldi. Bu durum evernik asidin translasyon sonrasi diizenlemelerle veya protein stabilitesini
etkileyerek aktivite gosterdigini diistindiirebilir. Translasyon verimliligi azalacagindan gen
seviyesi sabit kalirken proteinler daha hizli bir sekilde parcalanarak hiicredeki seviyeleri
azalabilir. WNT2 ligandinin reseptdre baglanmamasi durumunda sinyal yolag: inaktif olarak
kalir, CTNNBI yikim kompleksi tarafindan etiketlenerek proteozomda pargalanir. Evernik
asit WNT2 sinyalini inhibe ederek dolayli yoldan ubikuitin-proteozom sistemini aktif hale
getirmis ve CTNNB1’in yikimini desteklemis olabilir. Ji ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada benzer sekilde dogal bir polifenolik fitokimyasal olan resveratroliin CTNNB1’in
niikleer lokalizasyonunu azaltarak kolorektal kanser hiicrelerinin istilasini ve metastazini

engelledigi goriilmiistiir (Ji vd 2013). WNT/B-KATENIN yolagmin pozitif diizenleyicileri
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olan DVLI’in protein seviyesinin ve CSNKI1E enzim miktarmin azaldigi goriildii. DVLI,
WNT/B-KATENIN yolaginda yikim kompleksini baskilayarak CTNNB1’in etiketlenmesini
onler ve ¢ekirdege transloke olmasii tesvik eder (Wild vd 2020). CSNKI1E ise DVL1 ile
birlikte WNT sinyalinin amplifiye olmasini1 saglayarak yolak aktivasyonunun siirdiiriilmesini
saglar (Bernatik vd 2011). Biitiin bulgular birlikte diistintildigiinde WNT2 sinyalinin
olmamasi ve yikim kompleksinin baskilanmamasi yolagin evernik asit tarafindan inhibe

edildigini agik¢a ortaya koymaktadir.

TCF-4 bir transkripsiyon faktorii olmasmin yanisira kanser hiicrelerinde WNT
sinyalinden bagimsiz bir mekanizmayla kemorezistansti kritik seviyede artirmaktadir
(Kendziorra vd 2011). Yapilan bir ¢alismada enzalutamid direncinde rol oynayan Kritik
yollar1 belirlemek amaciyla birden fazla enzalutamide direngli insan CaP hiicre dizisi
gelistirilmis ve TCF-4 asir1  ekspresyonunun enzalutamid direnciyle sonug¢landigini
goriilmistiir (Lee vd 2019). Calismamizda evernik asit uygulamasi sonrasi1 A549 hiicrelerinde
TCF-4’iin gen ekspresyonunda azalis goriildii. Bu azalis kanser hiicrelerinde ilag tedavilerine
kars1 olan direncin azalmasi anlamina gelebilir. Ayrica TCF-4’{in hem yolagin bir parcast hem
de yolaktan bagimsiz bir proto-onkogen oldugu diisiiniildiiglinde evernik asit icin terapotik
hedef olabilir. Evernik asitle 24 saat muamele edilen A549 hiicrelerinde CCND1, CDK1 ve
MYC’nin mRNA ekspresyon seviyelerinin de 6nemli dl¢lide azaldigr goriildii. Bu durum
CTNNB1 ve TCF-4’tin ekspresyon seviyelerindeki azalis ile korelasyon gostermektedir.
CTNNB1’in azalmasi1 TCF-4 ile birlegsmesini engelleyerek genlerin ifadesini 6nlemis olabilir.
Ayrica genlerin transkripsiyonunun dogrudan veya dolayli olarak baskilanarak mRNA
seviyelerinin azaltilmasi evernik asidin promotor bolgerine veya transkripsiyon faktorlerine
etki ettigini de diisiindiirmiistiir. Sonug olarak evernik asit WNT/B-KATENIN yolunu inhibe
ederek ve hiicre dongiistiniin ilerlemesini durdurmaya ¢alisarak antikanser etkisini

gostermektedir.

A549 hiicre hattinda difraktaik, vulpinik, evernik asidin antimigrasyon etkisinin
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi amaciyla tez kapsaminda diger bir aday yolak olan
PI3K/mTOR/AKT yolunun hedef molekiilleri gen ve protein seviyesinde incelendi.
Difraktaik asit ile daha dnce belirlenen etkin ICso dozlari ile 48 saat muamele edilen A549
hiicrelerinde PI3K ve mTOR genlerinin ekspresyon seviyesinin degismedigi goriildii. Vulpinik
asit ile muamele edilen hiicrelerde ise PI3K ve mTOR genlerinin ekspresyon seviyesinin
arttig1 goriildii. Difraktaik asit ve vulpinik asit ile muamele edilen kanser hiicrelerinde AKT
gen seviyesinde azalig goriiliirken, protein seviyesinde yine her iki asit i¢in degisiklik

goriilmedi. AKT'nin asir1 aktivasyonu insan malignitelerinin ortak bir molekiiler 6zelligidir
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(Song vd 2019). Gen ekspresyon seviyesinin azalmasina ragmen protein ekspresyon
seviyesinin degismemesi AKT proteinin hiicredeki kararliligi ile iliskili olabilir. mRNA
seviyesi azalsa da mevcut AKT proteinleri uzun bir yar1 6mre sahip olabilir veya post-
translasyonel modifikasyonlar yardimiyla stabilitesinin artmasi s6z konusu olabilir. Bu durum
yeni protein sentezinin azalmasi halinde bile yikim yeterince hizli olmadigindan protein
seviyesinin sabit kalmasina neden olabilir. AKT1, PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun bir iiyesi
olmasinin yanisira mutasyonu ve asir1 aktivasyonu bircok kanser tiiriinde timdr olusumu ve
ilerlemesine neden olan bir onkogendir. Bu nedenle protein seviyesinde degisiklik goriilmese
bile difraktaik asit ve vulpinik asitle muamele edilmesinin ardindan gen seviyesinde azalma
goriilmesi olduk¢a onemlidir. PIBK/AKT/mTOR sinyalleme bilesenlerinin gen ekspresyon
kontroliinde, promotor metilasyonu, miRNA'lar ve transkripsiyon faktorleriyle yapilan
diizenlemeler de dahil olmak iizere bir¢cok faktér rol oynar (Yu vd 2022). Bu asitler
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini azaltarak veya baskilayici transkripsiyon faktorlerini
artirarak AKT1 geninin transkripsiyonunu engelliyor olabilir. Bunlarin disinda AKT1 geninin
baskilanmasinda promotor bdlgesinde meydana gelen epigenetik degisiklikler de s6z konusu
olabilir. Hollander ve arkadasglari mutant KRAS’in indiikledigi LA2 farelerinde AKT1
ablasyonunun, akciger tiimor olusumunu Onledigini gostermistir (Hollander vd 2011). Bu
calismamiz sonucunda, PI3K/AKT/mTOR yolaginin negatif regiilatérii olan PTEN’in
difraktaik asit ile muamele edilen A549 hiicrelerinde gen ekspresyon seviyesinde artis
goriiliirken, vulpinik asitle muamele edilen hiicrelerde ise degisiklik goriilmedi. Protein
seviyesi ise hem difraktaik asit ile mualeme edilen hiicrelerde hem de vulpinik asit ile
muamele edilen hiicrelerde azaldig1 goriildii. Difraktaik asit ile muamele edildikten sonra
kanser hiicrelerinde PTEN’in mRNA ekspresyonunun artmasi protein iiretimini artirma
potansiyeline sahip oldugunu gosterir ve hiicresel sinyal yollarii diizenlemeye yonelik bir
yanit olabilir. Ancak PTEN'in protein seviyesinde azalmanin goriilmesi ise ¢eliskilidir. Bir
onkogen olan AKT’nin de gen ekspresyon seviyesinin azalmasi, karsinogenezde anormal
seviyede arttig1 bilinen protein sentezinin degismemesi ve bu sonuclara ek olarak timor
baskilayici bir gen olan PTEN’nin gen seviyesinde artmasi, difraktaik asidin kanser
hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve metastaz yapma gibi karakteristik o6zelliklerini
baskilamaya c¢alistigin1 gosterir. Kanser hiicreleri PTEN gen ekspresyonuna karsi proteinin
yikimini artirarak veya translasyonunu engelleyerek bu baskilama girisimine kars1 bir adaptif

yanit gelistirebilir.

HepG2 hiicre hattinda difraktaik, vulpinik, evernik asidin antimigrasyon potansiyelinin
altinda yatan mekanizmanin agiga ¢ikarilmas: amaciyla ilk olarak WNT/B-KATENIN

yolunun hedef molekiilleri gen ve protein seviyesinde incelendi. Difraktaik asit ile 48 saat
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muamele edilen HepG2 hiicrelerinde WNT/B-KATENIN yolagina ait WNT2 geninin mRNA
ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degsiklik goriilmezken protein
seviyesinde azalis goriildii. Vulpinik asit ile muamele edilen hiicrelerde ise WNT2’nin hem
gen hem de protein seviyesinde azalis goriildii. Yapilan bir ¢alismada benzer sekilde hiicre
proliferasyonunu onledigi bilinen bir bioflavonid olan resveratoliin kolon kanseri hiicre
hatlarinda WNT sinyalini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi goriilmiistiir (Hope vd 2008). Ayrica
WNT sinyal yolunun birgok hiicresel mekanizma ile hiicre hareketliligini artirdigi, dolasiyla
kanser hiicrelerinin migrasyonunun bu yolun aktivitesine bagli oldugu bilinmektedir (Li vd
2011; Schambony ve Wedlich 2013). Bu nedenle, bu liken asitlerinin WNT sinyal
molekiillerinin iiretimini azaltarak WNT/B-KATENIN yolunun ilk basamaktan itibaren
etkiledigi gortilmektedir. Ayrica WNT sinyalinin azalmas1 ile birlikte CTNNBI’in
stabilizasyonu ve ¢ekirdek icine taginmasi engellenir ve yolagin genel aktivitesi baskilanir. Bu
baskilanma sayesinde hiicre migrasyonu ve proliferasyonu gibi WNT sinyali ile diizenlenen
stirecler baskilanmaktadir. Difraktaik ve vulpinik asitle muamele edilen HepG2 hiicrelerinde
CTNNBZ1’in gen ve protein ekspresyon seviyelerinin 6nemli oranda azalmasi bu durumu
desteklemektedir. Wan ve ark. B-KATENIN sinyal yolu aktivasyonunun MCF7, HCT116 ve
A549 hiicre hatlarinda MT1-MMP ekspresyonunu arttirarak migrasyon ve invazyonu
indiikledigini belirlemislerdir (Wan vd 2019).

Difraktaik asit ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde DVL1 geninin mRNA
seviyelerinde artig goriiliirken vulpinik asit ile muamele edilen hiicrelerde degisiklik
goriilmedi. Kanser hiicreleri WNT sinyalinin ve yolak aktivitesininnin azalmasina kars1 bir
kompansator yanit olarak DVL1 gen ekspresyon seviyesini artirabilir veya mevcut ekspresyon
seviyesini korumaya calisabilir. Difraktaik asit ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde
AXIN1 geninin mRNA seviyelerinde artis goriiliirken protein seviyesinde azalig goriildii.
Tiimor baskilayict bir protein olan AXIN1 WNT sinyal yolunun gii¢lii bir inhibitdriidiir.
AXIN1'in WNT yolundaki birincil islevi, CTNNBI1 yikim kompleksinin bir araya getirmektir.
(Salahshor ve Woodgett, 2005; Mazzoni vd 2014). 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada bir
CTNNBI inhibitorii olan PKF118-310 ve bir sekonder metaboliti olan fizodik asidin kolon
kanseri hiicre hatlarinda (HCT116 ve DLD-1) WNT sinyalinin azalmasmin AXIN protein
miktarinin azalmasina neden olabilecegi gosterilmistir (Paluszczak vd 2018). Vulpinik asitle
muamele edilen hiicrelerde ise AXIN1 gen ekspresyon seviyesinde artis goriiliirken protein
seviyesi degismedi. AXINI’in gen seviyesinde artmasi WNT yolunun baskilanmasini
desteklerken, protein seviyesinin korunmasi stabilitesini ve iglevini siirdiirerek hiicrede

dengenin saglandigin1 gostermektedir.
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Difraktaik asit ve vulpinik asitle muamele edilen HepG2 hiicrelerinde transkripsiyon
faktorii olan TCF-4’iin ekspresyon seviyesinde azalis gozlendi. Bu azalma, hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunu tesvik eden WNT sinyal yolu hedef genlerinin
ekspresyonunun azalmasi anlamina gelmektedir. Difraktaik asit ile muamele edilen HepG2
hiicrelerinde CCND1, CDK1 ve MYC mRNA ekspresyon seviyesinin azalmasi, bu durumu
desteklemektedir. Bu bulgular difraktaik asidin kanser hiicrelerinde WNT sinyal yolu ve
hiicre dongiisii regiilasyonunu etkilemekle birlikte migrasyon kapasitelerini sinirlayarak
invazyon ve metastaz yeteneklerini baskilayabilecegini gostermektedir. Vulpinik asit ile
muamele edilen hiicrelerde ise CCND1 gen ekspresyon seviyesi azalirken, CDK1 ve MYC
ekspresyon seviyeleri degismedi. CCND1’in asir1 ekpresyonunun hiicre gogii ve istilasini
arttirdigr bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada let-7i-3p’nin CCND1 gen ekspresyonunu
dogrudan azaltarak HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiinii, ¢ogalmasini,
goctinii ve istilasini inhibe ettigini gosterilmistir (Tu vd 2022). Baska bir ¢alisma ise HOXD-
AS1'in kolon kanserinde ¢ogalma, go¢ ve istilasimi tesvik etmek icin CCND1 ekspresyon
seviyesini arttigini gostermistir (Yan vd 2020). Calismamizdan elde edilen bulgular ve 6nceki
caligmalar birlikte degerlendirildiginde vulpinik asidin de WNT sinyal yolunu baskilayarak
hiicre  proliferasyonu  ve  migrasyonunu baskiladigi  o6zellikle hiicre  dongiisii

diizenleyicilerinden CCND1 iizerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Aragtirmamiz kapsaminda evernik asitle muamele edilen HepG2 hiicrelerinde WNT2
gen seviyesinde azalirken protein seviyesinde degismedigi goriildii. Gen ekspresyon
seviyesinin azalmasi sinyalin azalmasina katkida bulunabilir. Ancak bu ekspresyon azalist
halihazirda protein seviyesine yansimamis olabilir. Ayrica CTNNBI’in gen ve protein
seviyesinin degismedigi goriilmiistiir. Bu durum kaskada gelen sinyalin hala siirdiigiinii
diisiindiirmiistiir. Ancak dikkat ¢ekici bir sekilde hiicre igerisine sinyal iletiminin temel aracisi
olan DVLI1 gen seviyesinde azalirken, WNT sinyal yolunu baskilayan AXIN1 gen ve protein
seviyesinde artmistir. Bu artis sonucunda CTNNBI1’in proteozom araciligiliyla yikiminin
indiiklenmesi beklenmektedir. AXIN1’in gen ve protein seviyesinde artmasi evernik asidin
HepG2 hiicrelerinde, hiicre go¢ii ve metastazin azalmasini tesvik ettigini diisiindiirse de
CTNNBI1 seviyelerinin degismemesi bu etkinin bazi smirlamalari  olabilecegini
gostermektedir. HepG2 hiicrelerinde evernik asitle muamele sonrasinda CSN1KE mikarinda
artis gorildii. Hem WNT yolaginin pozitif bir regiilatorii hem de G1/S faz gegisinde ve M
fazinda rol alan kritik bir hiicre dongiisii diizenleyicisi olan CSNK1E’in artis1 evernik asidin
antimigrasyon etkisini farkli mekanizmalar araciligiyla gergeklestirdigini diisiindiirmektedir.
HepG2 hiicrelerinde TCF4 ve CCNDZ1’in gen ekspresyon seviyesinin arttigi, CDK1’in gen
seviyesinin degismedigi goriildii. TCF-4, WNT sinyal yolunun niikleer hedeflerinden biridir
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ve hiicre proliferasyonu i¢in kritik genlerin ekspresyonunu saglar. CCND1 ve CDK1 ise hiicre
dongiisii kontrol noktalarinda gorev almalar1 nedeniyle kanser tedavisi i¢in potansiyel birer
hedeftir. Bu karsinogenezde gorev alan ii¢ kritik genin ekspresyon seviyelerinin azalmasi
veya degismemesi sinyal yolagmin hala aktif oldugunu ve hedef genlerin ekspresyonunu
sirdiirdiigiinii gostermektedir. Dikkat ¢ekici bir sekilde evernik asit ile muamele sonrasi
HepG2 hiicrelerinde MYC’nin ekspresyon seviyesinin azaldigir goriildi. MYC, kanser
hiicrelerinin istilas1 ve gocii lizerindeki spesifik etkileri aracilifiyla tiimor metastazini
diizenleyen bir onkogendir. Bu durum evernik asidin WNT/B-KATENIN yolagindan bagimsiz
sekilde MYC’yi spesifik olarak hedef alip antimigrasyon aktivite gosterdigini

diistindlirmiistiir.

Yapilan bu tez calismasinda HepG?2 hiicre hattinda difraktaik, vulpinik, evernik asidin
antimigrasyon etkisinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi1 amaciyla diger bir aday
yolak olan PI3K/mTOR/AKT yolunun hedef molekiilleri gen ve protein seviyesinde
incelendi. Difraktaik asit ve vulpinik asitle muamele edilen HepG2 hiicrelerinde PI3K/
AKT/mTOR yolagma ait PI3K gen ekspresyon seviyesinin azaldigi goriildii. Bu durum liken
asitlerinin sinyal yolagini ilk basamagindan itibaren etkiledigini gostermektedir. Bu azalig
onemlidir ¢iinkii kaskadin diger bir iiyesi olan AKT yi etkileyebilir. Nitekim bulgularimiz bu
durumu destekler niteliktedir. Difraktaik asit ve vulpinik asitle muamele edilen HepG2
hiicrelerinde AKT’nin hem gen hem de protein seviyesinde azaldigi goriilmiistiir. AKT, sinyal
yolunun birincil aracisidir ve ekspresyonun azalmas: hiicrelerin hareket kabiliyetini
kisitlayabilir. Sonu¢ olarak kanser hiicrelerinde migrasyon ve metastatik potansiyelin
baskilanmasma neden olur. (Vandermoere vd 2007; Ju vd 2007; Cao vd 2017). Ayrica
mTOR’un gen ekspresyonunun arttig1 goriildii. Bunun yanisira yolagin negatif regiilatorii olan
PTEN, hem gen hem de protein seviyesinde azaldi. Bu azalig, poliferasyonun ve hiicre
biiylimesinin artmasina neden olabilir. Ancak PTEN’in ekspresyonu, AKT’nin anormal
ekpresyonu sonucunda indiiklendigi diisiintildiiglinde AKT nin gen ve protein seviyesindeki

azalmaya bagli olarak azalis gostermis olabilir (Simpson ve Parsons 2001).

Evernik asitle muamele edilen HepG2 hiicre hattinda PI3K, AKT ve mTOR genlerinin
arttigt ve AKT protein seviyesinin degismedigi goriilmiistiir. Ayrica yolagin negatif
regiilatoriic PTEN gen seviyesinde degismezken protein seviyesinde artmustir. Yolak
elemanlarinin gen seviyesindeki artis yolun aktivasyonuna yonelik bir egilim oldugunu
gosterse de sinyal yolunun temel aracist olan AKT nin protein seviyesinin degismemesi Ve
PTEN’nin protein seviyesinin artmasi bu aktivasyon egilimini dengeleyen hatta baskilayan bir

faktordiir. Wu ve ark. kolon kanserinde miR-21'in PTEN'i baskilayarak hiicre biiylimesini ve
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istilasin1  artirdi@in1 ortaya ¢ikarmistir (Cheng vd 2022). Hepatoseliiler karsinom hatti

kullanilarak yapilan bir c¢aligmada ise miR-19a-3pmin PTEN/AKT yolu yoluyla tiimdr

metastazint ve kemorezistansi destekledigini bulmuslardir (Jiang vd 2018). Bu ¢aligmalar

Ozellikle AKT ve PTEN’nin migrasyondaki kritik roliinii gostermektedir. Bulgularimiz

literatiirdeki calismalarla birlikte degerlendirildiginde evernik asidin spesifik olarak AKT ve

PTEN’1 hedef alarak antiproliferatif ve antimigrasyon etki gosterdigi belirlenmistir.

Sonuc ve Oneriler

1-

Difraktaik asit AS549 hiicre hattinda, WNT2, CTNNB1 ve DVL1 protein
seviyelerini kritik derecede azalttigi ve AXIN1’i gen seviyesinde artirdirdigi
goriildii. Boylece difraktaik asidin kanser hiicrelerinin invazyon yetenegini
baskiladigi ve WNT/B-KATENIN yolag: iizerinde olusturdugu gen ve protein
seviyesindeki diizensizliklerle antimigrasyon etki gosterdigi goriilmiistiir.
Difraktaik asit, A549 hiicre hattinda, AKT gen ekspresyon seviyesini azaltarak ve
PTEN ekspresyon seviyesini gen diizeyinde artirip, protein seviyesinde koruyarak
PI3BK/AKT/mTOR yolagi iizerinden migrasyonun baskilanmasini desteklemistir.
Vulpinik asit A549 hiicre hattinda, WNT2 gen seviyesini azaltarak, AXIN1’i gen
seviyesinde artirarak, CTNNBI’in protein ekspresyonunu baskilayarak ve
DVLI1’in protein ekspresyonunu azaltarak antimigrasyon potansiyelini
giiclendirmistir. Dahast CCND1 ve MYC gibi iki kritik onkogeni baskilayarak
antiproliferatif etki gostermistir.

Evernik asit A549 hiicre hattinda, CTNNB1 ve DVLI nin protein ekspresyonunu
baskilayarak, AXIN1 gen seviyesini artirarak, TCF-4, CCND1, CDK1 ve MYC’nin
gen seviyelerini ve CSNKIE enzim miktarin1 azaltarak antimigrasyon etki
gosternistir.

Difraktaik asit HepG2 hiicre hattinda, WNT2 ve CTNNBI1’i baskilayarak,
AXIN1’1 gen seviyesinde artirarak, TCF-4, CCND1, CDK1 ve MYC’yi gen
seviyelerini ve CSNK1E enzim miktarim1 azaltarak WNT/B-KATENIN yolag1
tizerinden antimigrasyon etki gostermistir.

Difraktaik asit ve wvulpinik asit HepG2 hiicre hattinda, PI3K gen seviyesini
azaltarak, AKT1’i gen ve protein seviyesinde baskilayarak antimigrasyon etkisini
giiclendirmistir.

Vulpinik asidin HepG2 hiicre hattinda, WNT2 ve CTNNBI’i gen ve protein

seviyesinde baskilamasi, AXIN1’in gen ekspresyon seviyesini arttirmasi ve TCF-
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4tn gen ekspresyonunu azaltmasi, bu asidin antimigrasyon aktivitesini bu
bilesnler iizerinden gerceklestirdigini gdstermistir.

8- Evernik asidin HepG2 hiicre hattinda, WNT2, DVL1 ve MYC’yi gen seviyesinde
baskilamasi, AXIN1’i gen seviyesinde artirmasi, PTEN’i protein seviyesinde
artirmast antimigrasyon aktivitesi ile iliskilendirilebilir. Ancak diger asitlerle
karsilastirildiginda hiicre hareketliligini engellemek amaciyla WNT/B-KATENIN
ve PI3K/AKT/mTOR yolaklar1 disinda farkli bir mekanizma kullanildigi
diistintilebilir. Bu asidin antimigrasyon mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in ek
caligmalara ihtiyag vardir.

9- WNT/B-KATENIN ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklar1 birgok geni, proteini ve
karmagik protein-protein etkilesimlerini iceren karmasik sinyal iletim
sistemleridir. Tez kapsaminda antimigrasyon aktivite gosterdigi bilinen difraktaik,
vulpinik ve evernik asidin A549 ve HepG2 hiicre hatlarinda her iki sistemin farkli
asamalarindaki farkli bilesenlerini spesifik olarak etkileyerek bu etkiyi gosterdigi

gorilmiustir.

Sekil 67-71°de difraktaik, vulpinik ve evernik asit ile muamele edilen insan akciger
(A549) ve karaciger (HepG2) kanseri hiicre hatlarinda WNT/B-KATENIN ve
PISBK/AKT/mTOR sinyal yolaklar1 bilesenlerninin kantitatif gen ve protein ekspresyon
seviyesindeki degisim ile ELISA testi sonuglar1 toplu bir sekilde verilmistir. Sekillerde
bulunan, (1) sembolii artig, (]) sembolii azalis, («») sembolii ise degisimin olmadigini
gostermektedir. Sembollerin yaninda istatistiksel olarak hesaplanan p degerleri (*) sembolii
ile gosterilmistir.

(

N A549 HepG2
F Kantitatif ~ Difraktaik =~ Vulpinik = Evernik  Difraktaik  Vulpinik = Evernik
) Gen Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Ekspresyonu
WNT2 T Aeskeske l * > DI l * l *
CINNBI T** T* > l*** l** >
DVL1 T* T*** > T** <> l***
AXINI P Pk 1% 1% PH* G
TCF4 > T*** l** l** l* T***
CCNDI1 T* l* l** l*** l** T*
CDK1 T* T*** l*** l*** > s
MYC P [JECEE 1* 1* o [JEEES

Sekil 67. Liken asitleri ile muamele edilen insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlarinda WNT/B-KATENIN sinyal yolagi bilesenlerinin gen ekspresyon
seviyesi lizerine etkisi
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Y A549 HepG2
F Kantitatif ~ Difraktaik  Vulpinikk = Evernik  Difraktaik ~ Vulpinik  Evernik

Gen Asit Asit Asit Asit Asit Asit

Ekspresyonu

PI3K > T * PN l %k | %k T ok

AKT = 1 o (R L ** (Rl

mTOR > T** l** T** T*** T*

PTEN T skk > T b l sksksk l %k >

Sekil 68. Liken asitleri ile muamele edilen insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlarinda PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi bilesenlerinin gen ekspresyon
seviyesi lizerine etkisi

t
d(@—\c; A549 HepG2

-c oKantitatif  Difraktaik ~ Vulpink  Evernik  Difraktaik ~ Vulpink  Evernik
v

Protein Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Ekspresyonu
WNT2 L** DI > J** ¥ >
CINNB1L < [ I L** ¥ o
DVL1 l * l dkek l k% _ _ _
AXINI L* [ kx| N 1

Sekil 69. Liken asitleri ile muamele edilen insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlarinda WNT/B-KATENIN sinyal yolag: bilesenlerinin protein ekspresyon
seviyesi lizerine etkisi

Q
c - L
ogo‘:'@ W A549 HepG2
& ELIsA Difraktaik ~ Vulpinik  Evernik  Difraktaik  Vulpinkk  Evernik
Asit Asit Asit Asit Asit Asit
CSNKIE T* l* ‘L* l*** T* T***

Sekil 70. Liken asitleri ile muamele edilen insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlarnda WNT/B-KATENIN sinyal yolag: elemam1 CSNKIE ELISA analizi
sonuglari
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Difraktaik ~ Vulpinkk = Evernik  Difraktaik = Vulpinik  Evernik

-
-

¢
é?\(; A549 HepG2
c""\o Kantitatif
»

Protein Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Ekspresyonu
AKT JEIN PEIN e 1* 1* >
PTEN | ¥ | o > 1 HE

Sekil 71. Liken asitleri ile muamele edilen insan akciger (A549) ve karaciger (HepG2)
kanseri hiicre hatlarinda PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi kritik bilesenlerinin protein
ekspresyon seviyesi lizerine etkisi
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