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OZET
Yiksek Lisans Tezi

SORAFENIB VE PARASETAMOL KOMBINASYONUNUN
HEPATOSELLULER KARSINOM HUCRELERIi UZERINE ANTIKANSER
ETKILERININ IN VITRO ANALIZLERi

Aysegiil GEDIK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Anabilim Dali
Damisman: Doc. Dr. Arzu OZKARA
Ikinci Damisman: Dog. Dr. Dilek AKYIL

Karaciger kanseri, diinya genelinde yiiksek mortaliteye sahip kanser tiirleri arasinda yer
almaktadir. Hepatoselliiler karsinom (HCC) en sik goriilen primer karaciger kanseri
tipidir. HCC tedavisinde kullanilan Sorafenib’in siirli olan etkinligi ve ilag direnci
sorunlar1 nedeniyle yeni kombinasyon tiirlerinin arastirilmasi da onem tasimaktadir.
Parasetamol ise yaygin kullanilan bir agr1 kesici ve ates diistiriicii olup, yiiksek dozlarda
hepatotoksik ve olasi antikanser etkiler gosterebilmektedir. Bu ¢alismada, Sorafenib ve
Parasetamol kombinasyonunun HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatti tizerindeki
sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkileri in vitro olarak degerlendirilmistir. Hiicrelere
24 ve 48 saatlik siirelerle farkli dozlarda Sorafenib ve Parasetamol, tek basina ve
kombinasyon halinde uygulanmistir. Hiicre canliligi, MTT testi ile degerlendirilmis ve
Sorafenib i¢in LDso =20 uM, Parasetamol i¢in LDso = 5 mM olarak belirlenmistir. DNA
hasar1, Sorafenib 48 saatlik uygulamada Komet testi ile analiz edilmis; en yiiksek DNA
hasar1 25.33 + 4.16 deger ile 20 uM dozunda tespit edilmistir. Buna en yakin DNA hasar1
ise 23.33 + 1.15, 20 puM Sorafenib + 5 mM Parasetamol 48 saatlik kombinasyon
uygulamasinda gozlenmistir. Ayrica, BAX, BCL-2, kASPAZ-3 ve TNF-A gen
ekspresyonlart qRT-PCR ve protein diizeyleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir.
Sonuglar, kombinasyon uygulamasinin BAX ve KASPAZ-3 ekspresyonunu artirirken,
BCL-2 diizeylerini azalttigim1 ve TNF-A diizeylerini yiikselttigini gostermektedir. Bu
bulgular, Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonunun HepG2 hiicrelerinde doza ve

stireye baglh olarak gii¢lii sitotoksik ve genotoksik etkiler olusturdugunu, apoptotik



yolaklar1 aktive ettigini ve olas1 sinerjistik antikanser etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir. Bu veriler, HCC tedavisinde kombinasyon stratejilerinin potansiyelini

vurgulamakta ve ileri preklinik ¢alismalar i¢in 6nemli bir temel olusturmaktadir.

2025, xii + 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, ELISA, Genotoksisite, Hepatoselliiler karsinom, HepG2,
Parasetamol, Sorafenib, Sitotoksisite, qQRT-PCR.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

IN VITRO ANALYSIS of ANTI-CANCER EFFECTS of SORAFENIB and
PARACETAMOL COMBINATION on HEPATOCELLULAR CARCINOMA
CELLS

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

Liver cancer ranks among the cancer types with the highest mortality rates worldwide,
with hepatocellular carcinoma (HCC) being the most common form of primary liver
cancer. Due to the limited efficacy of Sorafenib, a drug used in the treatment of HCC, and
the development of drug resistance, the investigation of new combination therapies has
become essential. Paracetamol, a widely used analgesic and antipyretic agent, is known
to exhibit hepatotoxicity at high doses and has been reported to have potential anticancer
effects. In this study, the cytotoxic, genotoxic, and apoptotic effects of the combination
of Sorafenib and Paracetamol on the human liver cancer cell line HepG2 were evaluated
in vitro. Cells were treated with various concentrations of Sorafenib and Paracetamol,
individually and in combination, for 24 and 48 hours. Cell viability was assessed by MTT
assay, and the LDso values were determined as 20 uM for Sorafenib and 5 mM for
Paracetamol. DNA damage was analyzed using the Comet assay after 48-hour Sorafenib
treatment, with the highest DNA damage observed at 20 uM Sorafenib (25.33 £ 4.16). A
similar level of DNA damage (23.33 £ 1.15) was also detected following the combination
of 20 uM Sorafenib and 5 mM Paracetamol for 48 hours. Additionally, gene expressions
of BAX, BCL-2, CASPASE-3, and TNF-A were analyzed by qRT-PCR, and protein

levels were measured using the ELISA method. Results indicated that the combination
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treatment increased the expression of BAX and CASPASE-3, decreased BCL-2 levels,
and elevated TNF-A levels.

These findings suggest that the combination of Sorafenib and Paracetamol exerts potent
cytotoxic and genotoxic effects on HepG2 cells in a dose- and time-dependent manner,
activates apoptotic pathways, and may possess synergistic anticancer potential. These
data highlight the potential of combination strategies in HCC treatment and provide a

significant foundation for further preclinical studies.
2025, xii + 71 pages

Keywords: Apoptosis, ELISA, Genotoxicity, Hepatocellular carcinoma, HepG2,
Paracetamol, Sorafenib, Cytotoxicity, qRT-PCR.
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1. GIRIS

Kanser tiim diinyada ikinci en yaygin 6liim nedeni olup, diger yas gruplarinin yani sira
diinyada 85 yas alt1 bireylerin birincil 6liim nedenidir (Zhu vd. 2024). Karaciger kanseri
ise diinya genelinde en yaygin ve 6liimciil malignitelerden biri olarak kabul edilmekte ve
ozellikle HCC, bu kanser tiiriiniin en sik goriilen seklidir. HCC’nin patogenezi; genetik
degisiklikler, inflamatuvar siirecler, viral enfeksiyonlar ve ¢evresel faktorlerle yakindan
iliskilidir (Bruix ve Sherman 2011, Llovet vd. 2008). Tedavi se¢eneklerinin sinirli olmast
ve ileri evrelerde tan1 konmasi nedeniyle, karaciger kanseri tedavisinde yeni ve etkili

stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Llovet vd. 2003).

Sorafenib, karaciger kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir multikinaz
inhibitoriidiir. Bu ilag, hiicre proliferasyonunu baskilayarak, timor biiylimesini ve
vaskiilarizasyonunu engellemektedir. Klinik ¢alismalarda, Sorafenib’in HCC tizerindeki
etkinligi kanitlanmis olmakla birlikte, baz1 hastalarda diren¢ gelisimi gibi zorluklarla
karsilagilmaktadir (Llovet vd. 2008, Bruix ve Sherman 2011). Bu sebeple tedavide
meydana gelen bu zorluklari asabilmek icin kombine ila¢ tedavileri bu zorluklarin
istesinden gelinebilmesinde farkli bir yaklasim sunabilir. Tedavide etkinligi bilinen bir
ilag farkli semptomlarin giderilmesinde kullanilan diger ilaclarla etkilesim halinde
olabilir. Kullanilan diger ilaglar Sorafenib gibi antikanser ajanlarin etkinligini azaltma ya
da artirma yoniinde bir mekanizma gosterebilir. Dolayisiyla ilag etkilesimlerinin
degerlendirilmesine yonelik calismalar tedavi basarisin1 etkileyebilen sonuglari

degerlendirmek acisindan 6nem arz etmektedir.

Parasetamol yaygin kullanim alanina sahip agr1 ve ates gibi pek ¢ok hastaliga eslik
edebilen semptomlarin giderilmesinde kullanilan bir ilagtir. Genellikle giivenli bir ilag
olarak kabul edilse de yiiksek dozlarda hepatotoksisiteye yol agtig1 bilinmektedir (Hinson
vd. 2010). Parasetamol, karacigerde N-asetil-p-benzoquinon imine (NAPQI) adl1 toksik
bir metabolit iireterek hiicresel hasara neden olabilmektedir (McGill ve Jaeschke 2013).
Diistik dozlarda giivenli olmasina ragmen, yliksek dozda kullanimi karaciger hiicrelerinde
oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon gibi ciddi etkiler olusturmaktadir (Hinson

vd. 2010). Bu durum, hiicre 6liimiine yol agabilecek mekanizmalari tetikleyebilir. ilging



bir sekilde, son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, Parasetamol’iin yiiksek dozlarda kanser
hiicreleri tizerinde sitotoksik etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur (Kang vd. 2015).
Kanser hastalar1 tedavi siirecinde farkli nedenlerle Parasetamol kullanabilmekte ve iki
ilag yan yana geldiginde etkilesim durumlarinin kanser tedavisini ne yonde etkiledigine
dair literatiirde herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda, Sorafenib
ve Parasetamol kombinasyonunun sinerjistik ya da antagonistik bir etki yaratip
yaratmayacagi ve bu etkinin HCC hiicreleri iizerindeki mekanizmalarinin aydinlatilmasi
hedeflenmektedir. Parasetamol’iin hem hepatotoksik hem de potansiyel antikanser
ozellikleri dikkate alindiginda, bu kombinasyonun kanser tedavisindeki etkinligi dnemli

bir arastirma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

llaglarin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek icin kullanilan en yaygin
yontemlerden biri MTT testidir. Bu yontem, mitokondriyal aktiviteye dayali olarak hiicre
canliligint 6lgmekte ve ilaglarin hiicre proliferasyonunu nasil etkiledigini gdsteren
kantitatif veriler saglamaktadir (Mosmann 1983). Genotoksisite, hiicrelerin DNA
yapisinda olusan hasarlar sonucu ortaya ¢ikan bir durumdur ve bu hasar, kanser
hiicrelerinin 6liimii ile sonuglanabilir (Singh vd. 1988). Komet Yo6ntemi (Kuyruklu Yildiz

Testi) ise DNA hasarini belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir.

Bu tez projesi kapsaminda, Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonunun HepG2
hiicrelerinde olusturabilecegi muhtemel sitotoksik ve genotoksik etkilerin belirlenmesi
amaciyla MTT ve Komet testinin uygulanmasi hedeflendi. Ayrica kombinasyon
uygulamasi yapilan HepG2 hiicreleri tizerinde TNF-A, BAX, KASPAZ-3 ve BCL-2 gen
ifade diizeylerinin belirlenmesi ve ELISA metodu ile ayni1 genlerin protein seviyelerinin
degerlendirilmesi amaclandi. Bu ¢alisma, karaciger kanseri hiicre hatti olan HepG2
tizerinde Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonunun sitotoksik ve genotoksik etkilerini
degerlendirmeyi amaglamaktadir. Bu baglamda bu c¢alisma ile elde edilecek olan veriler
ile hiicre 6liim mekanizmalarinin ve gen ekspresyon profillerinin anlasilmasinin, kanser

tedavisinde yeni yaklagimlar gelistirilmesine katki saglayacagi diistintilmektedir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Karaciger ve Karaciger Kanseri

Karaciger, insan viicudundaki en biiyiik i¢ organlardan biri olup yaklasik 1.5 kilogram
agirhigindadir ve diyaframin hemen altinda, sag iist karin bolgesinde bulunur. Dort adet
ana lobdan olusan bu organ, sag, sol, kuadrat ve kaudat loblar1 ile anatomik olarak ayrilir
(Guyton ve Hall 2006). Karaciger, dis ylizeyinde ince bir fibroz kapsiil ile kaplanmis olup,
bu sayede piiriizsiiz bir yapiya sahiptir. Karacigerin en kii¢iik fonksiyonel birimi lobiiller
olarak bilinir. Bu lobiiller, merkezi ven ve c¢evresindeki hepatositlerden olusur.
Hepatositler; safra liretimi, detoksifikasyon ve metabolizma gibi bircok onemli islevi
yerine getiren karacigerin esas hiicreleridir (Sherlock ve Dooley 2002). Karacigere
oksijen agisindan zengin durumda kani tastyan hepatik arter ve besin agisindan zengin,
ancak oksijen bakimindan fakir durumdaki kan1 getiren portal ven ile ¢ift yonlii bir kan
akis1 saglanir. Bu ¢ift yonlii kanlanma, karacigerin metabolik faaliyetleri ve toksinleri

temizleme gorevlerinde 6nemli bir rol oynar (Kumar ve Abbas 2017).

Karaciger, yiiksek yenilenme kapasitesine sahip bir organ olarak dikkat ceker.
Hepatositler, karacigerin hasarli dokularini1 onarabilir ve bu 6zellik sayesinde organ
islevselligini koruyabilir (Fausto 2000). Ancak uzun siireli hasar ve kronik hastaliklar, bu
yenilenme siirecini olumsuz etkileyerek siroz gibi ciddi hastaliklarin gelismesine neden

olabilir (Schuppan ve Afdhal 2008).

Karaciger, viicuttaki en biiylik organlardan biri olup, metabolik siireglerde, toksinlerin
arindirilmasinda ve protein sentezi gibi onemli iglevlerde hayati bir rol oynar. Karacigerin
temel islevsel birimleri, lobiiller olarak adlandirilan kiigiik yapisal boliimlerden olusur.
Bu lobiillerde bulunan hepatositler, karacigerdeki oksijen ve besin agisindan zengin bir
ortamda metabolik aktiviteleri gerceklestirir (Guyton ve Hall 2006). Ancak, siirekli hasar
veya kimyasal maddeler gibi cesitli faktorlerin etkisiyle bu hiicrelerde genetik bozulmalar
meydana gelebilir. Bu durum, zamanla karaciger kanseri gibi ciddi patolojik siire¢lerin

baslamasina neden olabilir. Insan karaciger yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1 Insan Karaciger Yapist.

2.1.1 Karaciger Kanseri

Diinyada kanser vakalar1 arasinda karaciger kanseri ve diger gastrointestinal maligniteler
ilk bes icinde yer almaktadir (Zhu vd. 2024). Karaciger kanseri genellikle altta yatan bir
hastaligin sonucudur; ancak bu hastaligin kaynagi diinya genelinde biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Karaciger kanserinin gelisiminde rol oynayan temel faktorler arasinda
kronik hepatit B ve C enfeksiyonlari, alkol kullanimi, obezite ve tip 2 diyabet
bulunmaktadir. Hepatit B ve C viriisleri, karaciger hiicrelerinde siirekli bir iltihap ve doku
hasarina neden olarak kanser riskini artirmaktadir (Lee ve Wang 2024). Alkol tiiketimi
ise, karacigerin normal islevini bozar ve iltihaplanma siire¢lerini tesvik ederek kanser
riskini artirir (Nguyen ve Clark 2021). Obezite ve diyabet, insiilin direnci ve yaygin
sistemik iltihap ile baglantilidir; bu durumlar, karaciger hiicrelerinin kansere doniisiimiine
sebep olabilir (Miller ve Zhang 2022). Arastirmacilar, karaciger kanserinin gelisiminde
cesitli biyolojik faktorlerin etkili oldugunu 6ne siirmektedir. Ancak, bu faktorlerin nasil
bir etkilesim i¢inde oldugunu ve hangi biyolojik mekanizmalarin kanserin ortaya
c¢ikmasia yol actifim1 tam olarak belirlemek zor bir gorevdir. Gliniimiizde yapilan
caligmalar, bu siirecte genetik ve epigenetik degisimlerin yani sira, ¢evresel etmenlerin

de rol oynadigini ortaya koymaktadir (Johnson ve Peterson 2023).

2020 yilinda yayimlanan verilere gore HCC, yetiskinlerde en sik goriilen altinci kanser
tiiri olup, kansere bagli 6liimler agisindan akciger ve kolorektal kanserden sonra {igiincii
sirada yer almaktadir (Sung vd. 2021). Globocan (2022) verilerine gore diinya

genelindeki en ¢ok kanser vakasi goriilen kita Asya kitasidir, ikinci sirada ise Avrupa



kitas1 gelmektedir. Yaklagitk 20 milyon vakanin %49.2° si Asya’da, %22.4° {ide
Avrupa’dadir. Kiiresel Kanser Gozlemevi (GCO)’nin Globocan 2022 veritabanina gore
2022 yilinda 866.136 kisiye karaciger kanseri tanis1 konulmus ve 758.725 kisi karaciger
kanseri nedeniyle vefat etmistir (GLOBOCAN, 2022). Karaciger kanseri, 6zellikle HCC,
karaciger dokusunun kétii huylu tiimor transformasyonu sonucu olusan bir tiimordiir.
HCC genellikle siroz veya kronik hepatit gibi arka plandaki karaciger hastaliklari ile bu
baglamda iliskilidir. Histolojik olarak, HCC hiicreleri anormal, pleomorfik niikleuslara
ve yuksek mitotik aktiviteye sahip olarak karakterize edilir. HCC’de, saldirgan biiylime
modeli ve kan damarlarinin i¢ine sizma siklikla gdzlemlenir, bu da metastatik potansiyeli
artirir (Poon vd. 2021). Histolojik siniflamalar, HCC'nin farkl1 alt tiplerini belirlemek i¢in
kritik 6neme sahiptir ve bu durum tedavi yaklasimlarini biiyiik dl¢iide etkiler (Forner vd.
2018, Kudo 2020). HCC hastalarinin sag kalim oranlari, hastalifin evresi, tedavi
yontemleri ve genel saglik durumu gibi birgok faktore baglidir. Genel olarak, erken evre
HCC hastalarmin sag kalim oranlari, ileri evre hastalara gore dnemli dl¢lide yiiksektir.
Bu durumda erken tani ve tedavi ile bes yillik sag kalim oran1 %50-70 civarinda iken,

ileri evrede bu oran %5-20’ye kadar diisebilmektedir (Llovet vd. 2021).

Tedavi yontemleri de hayatta kalim oranlarinmi etkileyen kritik bir faktordiir. Cerrahi
rezeksiyon veya karaciger nakli, erken evre HCC hastalarinda en iy1 sonuglar1 vermekte
ve sag kalim oranlarmi artirmaktadir (Forner vd. 2018). Bununla birlikte, sistemik
tedaviler ve hedefe yonelik tedavi segenekleri, hastaligin ilerlemesi durumunda yasam
stiresini uzatmada onemli bir rol oynamaktadir (Kudo 2020). Ayrica, hastalarin genel
saglik durumu ve kanserle birlikte goriilen diger olumsuzluklar da sag kalim oranlarim
etkileyen 6nemli etkenler arasindadir (El-Serag vd. 2016). Karaciger kanseri evrelemesi,
hastaligin prognozunu belirlemede ve tedavi stratejilerinin olusturulmasinda kritik bir rol
oynamaktadir ve HCC genellikle Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) sistemi
kullanilarak evrelenir. Bu sistem, tiimor boyutu, karaciger fonksiyonu ve hastanin genel
durumu gibi faktorlere dayanarak hastaligi bes evreye ayirmaktadir (Bruix ve Sherman
2011). BCLC sistemine gore evreler su sekildedir; A evresi (erken evre), B evresi (ileri
evre), C evresi (uzun stireli hastalik) ve D evresi (terminal evre) olarak tanimlanmistir
(Forner vd. 2018). Bu evrelemenin dogru bir sekilde yapilmasi, hastaligin yonetimi ve

tedavi planlamasi ve bu siirecin takibi bakimindan son derece dnemlidir.



Karaciger kanseri, genellikle ileri evrelerde semptom verdigi i¢in ¢ogu hastada geg
donemde teshis edilir. En yaygin belirtiler arasinda karinda sislik, agri, istahsizlik, kilo
kaybi, sarilik ve siirekli yorgunluk hissi yer alir (Forner vd. 2018). Hastalar genellikle
karin sag list kisminda agr1 ve karinda kitle hissi ile basvururlar. Karacigerin biiyiimesi,
muayenede fark edilebilirken, bazi hastalarda karinda sivi birikimi gériilebilir. ileri
evrelerde, karaciger yetmezligi ve varis kanamalar1 gibi komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir
(El-Serag ve Rudolph 2016). Karaciger kanserinin tanisinda, 6zellikle risk grubundaki
hastalarin diizenli taramadan gecirilmesi biiylik 6nem tasir. Hepatit B ve C viriisleri ile
enfekte olan ya da siroz tanisi almis hastalar, HCC gelisimi agisindan yiiksek risk
grubundadir. Bu hastalar i¢in 6 aylik periyotlarla ultrasonografi dnerilmektedir (Bruix ve
Sherman 2011). Tanida kullanilan goriintileme yoOntemleri arasinda bilgisayarl
tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG) bulunmaktadir. Bu teknikler,
timor boyutunu, yayilimini ve karaciger disindaki yapilarla olan iliskisini belirlemek i¢in

kullanilir (Forner vd. 2018).

Karaciger kanseri tedavi segenekleri, hastaligin evresi ve hastanin genel saglik durumu
dikkate alinarak belirlenir. Erken evre hastalarda, cerrahi rezeksiyon, karaciger nakli ya
da lokal ablasyon tedavileri uygulanabilir. Kii¢lik tiimorlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi
en 1yl sonuclar1 verirken, karaciger fonksiyonlar1 ciddi sekilde bozulmus hastalar icin
nakil daha uygun bir tedavi secenegidir (Kudo 2020). Orta evre HCC hastalarinda arter
yoluyla kemoterapi ve tiimdr beslenmesinin kesilmesi yaygin olarak tercih edilmektedir.
Bu yontemle, tiimore dogrudan kemoterapi uygulanirken, tiimoriin beslenmesi kesilir.
lleri evre hastalarda ise sistemik tedavi, ozellikle hedefe yonelik tedaviler drnegin
Sorafenib gibi ilaglar, tiimdr biiylimesini kontrol etmek icin kullanilir. Sorafenib, timor
hiicrelerinin g¢ogalmasini ve yayilmasini engelleyen bir tirozin kinaz inhibitoriidiir ve

yasam siiresini uzatmada etkin bir tedavi olarak kabul edilmektedir (Llovet vd. 2021).
2.1.2 Hepatoselliiler Karsinom
HCC, primer karaciger kanserlerinin en sik rastlanan tiirii olup diinya genelinde kanser

sebepli Oltimler arasinda {igiincii siradadir. HCC, vakalarin %75-85'ini olustururken,

intrahepatik kolanjiyokarsinom ve diger nadir goriilen karaciger kanserleri bu orani takip



etmektedir (Nguyen vd. 2009). HCC gelisiminde temel risk faktorleri; hepatit B viriisii
(HBV) ve hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonlari, aflatoksinle kirlenmis zararl gidalarin
tiikketimi, asir1 derecede alkol kullanimi, obezite ve yaglanma, sigara gibi tiitiin iirtinleri
ve tip 2 diyabettir (Chang vd. 1997). Bu risk faktorlerinin dagilimi, cografi konuma gore
farklilik gostermektedir. Ornegin, Cin ve Dogu Afrika gibi HCC'nin siklikla goriildiigii
bolgelerde, HBV enfeksiyonu ve aflatoksin maruziyeti bu durumda belirleyici
faktorlerdir. Buna karsin, Japonya ve Misir gibi iilkelerde HCV enfeksiyonu sik goriilerek
on plana c¢ikmaktadir (Balogh vd. 2016). HCC'nin patogenezinde oksidatif stres,
siiregelen inflamasyon ve karaciger hiicre hasari onemli rol oynamaktadir. Bu
mekanizmalar, siroz ve hepatositlerin agresif doniisiimiine zemin hazirlayarak timor
gelisimini tetiklemektedir (Gravitz 2014). Ozellikle kronik inflamasyon ve karacigerin
stirekli yenilenme yetenegi, kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini kolaylastirir.
Bati iilkelerinde, obezite gibi saglik sorunlarinin da HCC sikligin artirdigi bilinmektedir
(Petrick ve McGlynn 2019).

HCC tedavisinde bir¢ok segcenek mevcut olup, tedavi plani kisinin hastalik stirecindeki
evresine, hastanin genel saglik durumuna ve karacier fonksiyonlarna bagli olarak
belirlenir. Erken evre HCC'de cerrahi miidahale en etkili tedavi yontemidir; yalnizca
belirli hastalar bu tedaviye uygun olabilir. Bu durumun yani sira karaciger nakli ise
ozellikle sirozlu hastalar i¢in Onerilen bir segenektir (Llovet vd. 2021). Daha ileri
evrelerde, transarteriyel kemoembolizasyon (TACE) ve radyoembolizasyon gibi lokal
tedavi yontemleri, timoriin biiylimesini kontrol etmek ve diger bolgelere sigramasini
engellemek amaciyla uygulanmaktadir. Ayrica, Sorafenib gibi hedefe yonelik ilag
tedavileri hastaligin ilerlemesini yavaslatmada 6nemli bir yere sahiptir (Forner vd. 2018).
HCC tiimorlerinin  biyolojik ozellikleri, kan damart olusumunu hizlandirarak
biiylimelerine zemin hazirlar. Bu nedenle, son yillarda anti-anjiyogenik tedaviler ve
immiinoterapiler HCC’de umut verici tedavi stratejileri olarak one ¢ikmistir (Liu vd.
2006). Bu tedaviler, tiimor biiytimesini baskilayarak ve yeni kan damarlarinin olusumunu
engelleyerek HCC hiicrelerinin yayilimint 6nlemeye ¢aligmaktadir. Ayrica, bagisiklik
kontrol noktas1 inhibitorleri bu siirece dahil olup, hastalarin hayatta kalma oranlarin
artirma potansiyeline sahiptir (Kudo 2020). BCLC evrelemesine gore tedavi segenekleri

Sekil 2.2°de verilmistir.



BCLC EVRELEME SISTEMI
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EVREO EVRE A EVRE B EVRE C EVRE D

1 Rezeksiyon TACE Sorafenib (L1)
Lenvatinib (L1)
Regorafenib (L2)
Cabozantinib (L2)

2 RFA Rezeksiyon TARE Nivolumab (L2) OLT
MWA OLT “Downsize OLT” BSC
RFA,MWA
TARE, TACE
SBRT
3 TARE

Sekil 2.2 BCLC evrelemesine gore tedavi secenekleri

2.1.3 HCC Tedavisinde Hedeflenen Molekiiller ve Yolaklari

HCC, diinya capinda en yaygin karaciger kanseri tiirii olup, tedavisinde hedeflenen
molekiiller ve sinyal yollar1 lizerine ¢aligmalar yogunlagsmistir. Bu yollarin inhibisyonu,
HCC hiicrelerinin proliferasyonunu ve viicuda dagilimin engelleyerek tedavide etkinlik
saglamaktadir. HCC tedavisinde hedeflenmek istenen temel yolaklardan dan biri olan
mTOR sinyal yolu, hiicre biiyiimesi, cogalmasi ve hayatta kalmasinda kritik bir rol oynar.
mTOR inhibitorleri, 6zellikle ilerlemis evrelerdeki HCC hastalarinda tiimor biiylimesini

durdurmak amaciyla kullanilmistir (Villanueva vd. 2011).

Everolimus gibi mTOR inhibitérleri, bu yolu durdurarak hiicre biiylimesinin
baskilanmasini saglamaktadir (Zoncu vd. 2011). Hiicre dis1 sinyalle kontrol edilen kinaz
(ERK) ve onunla iliskili Ras/Raf/MEK/ERK diger hedef yolaklarindandir. Bu yol,
HCC'de hiicre proliferasyonunu tetikleyen onemli bir mekanizmadir. Trametinib gibi
MEK inhibitorleri, bu yoldaki hiicre sinyalini durdurarak HCC tedavisinde umut
vadetmektedir (Yeh vd. 2015). HCC'de siklikla mutasyona ugrayan p53 proteini, hiicre



dongiisiinii diizenleyen ve apoptozu uyaran dnemli bir timor baskilayicidir. Bu nedenle,
pS3 yolagini hedefleyen tedaviler, HCC'nin gelisimini durdurmada akilc1 bir yaklagim
olarak goriilmektedir (Vousden ve Prives 2009). Nutlin-3 gibi MDM?2 inhibitérleri, p53
aktivitesini artirarak HCC hiicrelerinde apoptozu baglatabilir. HCC gelisimi, hiicre ici
sinyal yollarindaki diizensizlikler ve apoptotik siirecin bozulmasi ile yakindan iliskilidir.
Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve TNF-a gibi proteinler, hiicre 6liimii ve sagkaliminda kritik
Oneme sahiptir ve bu molekiiller, hedeflenen tedavi stratejilerinin anahtar noktalarindan
biri olarak oniimiize ¢ikar. HCC tedavisinde kullanilan bazi yolaklar, bu proteinlerin
tiretimini ve iglevlerini diizenleyerek kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve metastazini

durdurma potansiyeline sahiptir (Vassilev vd. 2004).

Bcl-2, hiicre 6liimiinii engelleyici bir protein olarak hiicrelerin hayatta kalmasini destekler
ve kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyonu, hiicre 6liimiinii baskilayarak timdr biiyiimesine
katkida bulunur (Yang vd. 1997). Bax ise, bcl-2'nin aksine, pro-apoptotik bir protein olup,
mitokondriyal membran gecirgenligini artirarak hiicre 6liimiinde tetikleyici rol oynar
(Oltvai vd. 1993). Bax ve Bcl-2 orani, hiicrenin 6liim sinyallerine yanitini belirleyen
kritik bir gostergedir. Sorafenib gibi hedefe yonelik tedaviler, Bax ekspresyonunu artirip
Bcl-2'yi baskilayarak HCC hiicrelerinde apoptotik siirecleri yeniden baslatabilir (Llovet
vd. 2008). Kaspaz-3, apoptozun nihai asamasinda gorev yapan bir proteaz olup, HCC
hiicrelerinde hiicre 6liim siirecini baglatmada kritik bir rol oynar. Kaspaz-3'iin aktif hale
gelmesi, hiicrelerin pargalanmasina sebep olarak timdr gelisimini engeller. ilag
kombinasyonlariyla Kaspaz-3'iin aktivitesinin artirilmasi, HCC tedavisinde énemli bir
yaklasim olarak degerlendirilmektedir (Fan vd. 2005). Tnf-a, hem apoptoz hem de
inflamatuar yanitlari diizenleyen 6nemli bir sitokin olup, 6zellikle kronik inflamasyonun
baskin oldugu karaciger hasari durumlarinda, hem tiimér baskilayici hem de tiimor
destekleyici etkiler gosterebilir. Tnf-a'nin asir1 iretimi, karaciger hiicrelerinde
inflamasyon ve fibrozis olusturarak HCC gelisimini tetikleyebilir. Bununla birlikte, Tnf-
a yolaklarimi hedef alan tedavi yontemleri, inflamasyonu azaltarak HCC tedavisinde
olumlu sonuglar verebilir (Seki vd. 2012). HCC tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilan
Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolu, bu proteinlerin islevini de etkileyebilir. Ornegin,
Sorafenib gibi Raf kinaz inhibitorleri, hem Bcl-2'nin inhibe edilmesine hem de Kaspaz-

3'tin aktivasyonuna yol agarak HCC hiicrelerinde apoptoz siirecini baglatir (Liu vd. 2006).



Benzer sekilde, mTOR inhibitdrleri ve immiinoterapiler de Bax ve Kaspaz-3 araciligiyla
hiicre 6liimiinii artirabilir, bu sayede HCC hiicrelerinin hayatta kalma mekanizmalarini
devre dis1 birakabilir (Villanueva vd. 2011). HCC tedavisinde apoptotik mekanizmalarin
hedeflenmesi, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve Tnf-a gibi proteinlerin diizenlenmesi ile dogrudan
iliski igerisindedir. Bu proteinlerin islevlerine yonelik akilcil yaklasimlar, kanser
hiicrelerinin biiyiimesini durdurmak ve apoptozu baslatmak i¢in 6nemli yeni tedavi

yaklasimlar1 ve firsatlar sunmaktadir.

2.1.4 HepG2 Hiicre Hatti

HepG2 hiicre hatti, HCC arastirmalarinda yaygin bir in vitro model olarak
kullanilmaktadir. Bu hiicreler, 1975 yilinda 15 yasindaki bir erkek hastanin
karacigerinden izole edilmis olup karaciger hiicrelerinin biyolojik ve molekiiler
ozelliklerini yansitma yetenegine sahiptir (Aden vd. 2015). HepG2, karaciger spesifik
proteinler ve metabolik enzimlerin yani sira lipid sentezi ile iligkili genlerin ifadesini
stirdiirebilerek, HCC'nin patogenezi ve tedavi stratejilerinin arastirilmasi i¢in etkili bir alt
yap1 saglamaktadir (Kumar vd. 2017). HepG2 hiicreleri, kanser tedavi yontemlerinin test
edilmesinde 6nemli bir model olup, apoptoz, hiicre dongiisii kontrolii ve ¢esitli sinyal
iletim yollar1 gibi hayati hiicresel siireclerin arastirilmasinda da sik¢a kullanilmaktadir
(Ryu vd. 2019). Aym1 zamanda, arastirmacilara kanser tedavilerinin molekiiler

mekanizmalarini daha ayrintili inceleme imkani saglamaktadir (Zhang vd. 2020).

HepG2 hiicre hattinin morfolojik yapisi, farkl kiiltiir kosullarina bagh olarak degisiklik
gosterebilmektedir. HepG2 hiicreleri, genellikle epitelyal karakterde, poligonal sekilli ve
sikica bagli koloniler halinde biiyiiyen, biiyiik ¢cekirdege sahip hiicreler olarak morfolojik
olarak gozlemlenir. Genellikle bu hiicreler, monolayer kiiltiirlerde poligonal ve yass1 bir
bicimde diizenlenir. Sitoplazmalar1 genistir ve organeller agisindan zengin bir yapiya
sahiptirler, ayrica belirgin ¢ekirdek yapilart dikkat ¢ekicidir. Bu morfolojik 6zellikler,
karacigerin ¢esitli metabolik islevlerini taklit etmelerini saglar (Jiang vd. 2018). Hem
morfolojik hem de biyokimyasal nitelikleri, HepG2 hiicrelerini HCC c¢aligmalarinda
vazgecilmez bir model haline getirmektedir. HepG2 hiicrelerinin morfolojik gdriintimii

Resim 2.1°de goriilmektedir.
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2.2 Apoptoz ve Kanser Gelisiminde Rol Oynayan Molekiiler Faktorler

Apoptoz, organizmalarin doku homeostazini siirdiirebilmek ve hasar gormiis ya da
islevini yitirmis hiicreleri temizlemek i¢in basvurdugu diizenlenmis bir hiicre 6limii
stirecidir. Kanser gelisimi siirecinde apoptozun 6nemi, hiicre 6liim mekanizmalarindaki
bozulmalarla dogrudan baglantilidir. Saglikli hiicreler, DNA hasar1 veya anormal hiicre
cogalmasi gibi stres faktorlerine yanit olarak apoptoz siirecine girerlerken, kanser
hiicreleri bu siireci baskilayabilir ve kontrolsiiz bir sekilde biiylimeye devam ederler. Bu
kag¢is mekanizmasi, kanserin yayilmasina ve metastaz yapmasina zemin hazirlayan kritik
bir faktordiir. Kanser hiicreleri, apoptoz sinyal yollarindaki bozulmalar nedeniyle
Olumsiiz hale gelebilirler. Apoptozun baskilanmasi, tiimor hiicrelerinin hayatta kalma
stirelerini uzatarak kontrolsiiz sekilde ¢cogalmalarina olanak saglar. Bu durum, bir¢ok
kanser tiirlinde yaygin olup, genellikle kaspaz enzimlerinin azalan aktivitesi, Bcl-2 gibi
anti-apoptotik proteinlerin agir1 tretimi ve TP53 gibi tiimor baskilayici genlerdeki
mutasyonlarla iliskilendirilir (Reed 2006, Fulda ve Debatin 2006, Elmore 2007,
Hotchkiss vd. 2009). DNA hasarina yanit olarak apoptozu tetikleyen en 6nemli tiimor
baskilayicilardan biri TP53'tiir. TP53’iin inaktivasyonu, kanser hiicrelerinin apoptozdan

kagmasina ve DNA onarimi yapilmaksizin boliinmelerini siirdiirmelerine neden olur. Bel-

11



2 ailesine ait proteinler, kanser olusumunda kritik bir rol oynar. Bcl-2, apoptozu inhibe
ederek hiicrelerin yasamini siirdiirmesine yardimer olur ve bu protein pek ¢ok kanser
tiirlinde asir1 miktarda iiretilir. Ozellikle Bcl-2/Bax dengesinin bozulmasi, kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasi veya 6lmesi arasindaki dengeyi belirleyici bir faktor olarak
One ¢ikar. Kaspaz-3 aktivitesi, kanser hiicrelerinde genellikle diisiik seviyelerde bulunur.
Kaspazlar, apoptozun son asamalarinda gorev alan anahtar enzimlerdir ve kanser
hiicrelerinde bu enzimlerin baskilanmasi, hiicrelerin 6liimden kagmalarina olanak saglar.
Tnf-a, bagisiklik sistemi tarafindan salgilanan bir sitokindir ve ¢ogunlukla hiicre 6liimiinii
baslatarak kanserli hiicreleri ortadan kaldirmasi beklenir. Fakat kanser hiicreleri, Tnf-
a’nin etkilerine kars1 direng gelistirerek gelen 6liim sinyalini baskilayabilir (Reed 2006,
Fulda ve Debatin 2006, Elmore 2007, Hotchkiss vd. 2009). Kanser tedavisinde
apoptozun tekrar aktive edilmesi, etkili bir yontem olarak kabul edilmektedir. Apoptotik
sinyal yollarim1 hedefleyen ilaglar, kanser hiicrelerinin 6lmesini saglamak amaciyla
tasarlanmustir. Ornegin, kinaz inhibitorii olan Sorafenib, intrinsik apoptoz yolunda Bax
proteinini aktive ederek ve Bcl-2'yi baskilayarak kanser hiicrelerini apoptoza
yonlendirebilir. Bu tiir ilaclar, kanser hiicrelerini yok etme ve tlimor biiylimesini
engelleme konusunda etkili bir mekanizma sunmaktadir (Reed 2006, Fulda ve Debatin
2006, Elmore 2007). Kanser hiicrelerinin apoptozdan kacabilme kapasitesi, kanserin
ilerlemesi ve tedaviye karsi direng gelistirmesinin baglica sebeplerinden biridir
(Hotchkiss vd. 2009). Bu yiizden, apoptoz mekanizmalarindaki aksakliklarin anlagilmasi,
basarili kanser tedavilerinin gelistirilmesinde hayati 6neme sahiptir (Fulda ve Debatin

2006).

2.2.1 TNF-0 Ligand ve iligkili Inhibitérlerin HCC Uzerindeki Etkileri

TNF-a, hiicrelerin 6liim ve hayatta kalma siireclerini kontrol eden kritik bir sitokindir.
TNF-a, 6zellikle HCC gibi kanser tiirlerinde hem tiimor baskilayict hem de tiimor
gelistirici etkiler sergilemektedir. HCC, diinya ¢apinda en yaygin goriilen karaciger
kanseri tliri olup, Tnf-a'min bu hastaligin patogenezindeki rolii yogun bir sekilde
incelenmistir (Wang ve Lin 2008, Balkwill 2009). Tnf-a, TNF reseptorleri olan TNFR1
ve TNFR2 iizerinden sinyal iletimi yaparak hiicresel tepkileri baglatir. TNFR1, genellikle
apoptozu indiikleyen sinyal yollarin1 aktive ederken, TNFR2 daha ¢ok hiicre hayatta
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kalma mekanizmalarini destekleyen siireclerle iligkilidir (Wajant ve Pfizenmaier 2003).
Bu sinyal iletim yollar1, NF-xB (niikleer faktor-kappa B) ve jnk (c-Jun N-terminal kinaz)
gibi ¢esitli proteinler araciligiyla gergeklesir. NF-kB'nin aktive edilmesi, anti-apoptotik
genlerin transkripsiyonunu artirarak hiicre 6liimiinii engelleyebilir ve bu da HCC'nin
ilerlemesine katkida bulunabilir (Aggarwal 2003, Balkwill 2009). Tnf-o'nin timor
biliylimesini tesvik eden etkilerinin engellenmesi, HCC tedavisinde umut verici bir
yaklasim olarak degerlendirilmektedir. Bu siirecte, Tnf-a inhibitorleri 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle Infliksimab ve Etanercept gibi biyolojik ajanlar, Tnf-a'nin
reseptorlerine baglanmasini engelleyerek inflamatuar yanit1 baskilar ve boylece tlimor
hiicrelerinin biiyiime hizin1 diigiiriir. Bu inhibitorler, HCC iizerine yapilan arastirmalarda
Tnf-a tarafindan tetiklenen sinyal yollarini bloke ederek hiicre ¢cogalmasini durdurmakta
ve apoptoz seviyesini artirarak tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir (Tracey vd.
2008, Li ve Zhu 2013). Ayrica, Tnf-a inhibitérleri sadece inflamasyonun baskilanmasiyla
siirl kalmayip, ayn1 zamanda HCC’nin ilerlemesinde rol oynayan diger biyokimyasal
stirecleri de hedef alarak tedavide ¢ok yonlii bir etki gosterebilir. Tnf-a inhibitdrlerinin
HCC tedavisinde klinik kullanimlar1 heniiz erken asamadadir. Ancak, yapilan preklinik
caligmalar, bu inhibitorlerin ozellikle Sorafenib gibi kinaz inhibitorleriyle birlikte
kullanildiginda HCC hiicrelerinde 6liim oranini artirabilecegini gostermektedir. Bu
kombinasyonlar, hiicrede stres ve DNA hasarimi tetikleyerek hiicre 6lim siirecini
hizlandirabilir ve bdylece HCC'nin ilerlemesini durdurabilir. Tnf-a, HCC'nin gelisiminde
ve ilerleyisinde hem pozitif hem de negatif roller oynayabilir. Tnf-a inhibitorleri, timor
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini1 engelleyerek HCC tedavisinde gelecek

vadeden bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir (Zhu vd. 2024).

2.2.2 Bax ve Bcl-2 Apoptoz Diizenleyici Proteinlerin Etkisi

Bax ve Bcl-2, hiicrelerin apoptoz mekanizmasinda kritik 6neme sahip iki ana protein
grubudur. Bax, pro-apoptotik bir protein olarak bilinir ve mitokondriyal membranda delik
acarak hiicre 6liimiini tetikleyen stirecleri baslatir. Bu durum, Bax'in mitokondri zarindan
sitokromC’nin serbest kalmasina yol agmasiyla, apoptoz kaskadinin aktive olmasina
neden olur (Chao ve Korsmeyer 1998). Ote yandan, Bcl-2 anti-apoptotik bir protein olup,

mitokondriyal membran1 stabilize ederek Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin hiicre

13



6lumiinii baglatmasini engeller. Bax ve Bel-2 arasindaki bu karsilikli etkilesim, hiicrelerin
yasamini siirdiiriip siirdiirmeyecegi ya da apoptoza ugrayip ugramayacagi konusunda
belirleyici bir faktordiir (Reed 1997). Kanser hiicrelerinde Bcl-2'nin genellikle yiiksek
seviyelerde ifade edilmesi, hiicrelerin oliimden kagmasini ve hayatta kalmalarini
saglarken, Bax aktivitesinin artis1 apoptozu hizlandirarak tiimor hiicrelerinin biiytimesini
baskilayabilir (Cory ve Adams 2002). Bu nedenle, Bax ve Bcl-2'nin dengesi, kanser

gelisiminde ve tedavi yanitinda 6nemli bir rol oynamaktadir.

2.2.3 Kaspaz-3’iin, Apoptotik Siirecteki Fonksiyonu ve HCC'deki Rolii

Kaspazlar, hiicrelerin programlanmis 6liimii olan apoptoz siirecinin temel diizenleyici
enzimleridir ve hiicresel yapilar1 kontrollii bir sekilde pargalayan proteazlardir. Bu
enzimler, sistein proteazlari grubuna ait olup, hiicre icindeki proteinleri hedef alarak
parcalanmalarini saglayan aktif katalitik bolgeler icerir. Kaspazlar, inaktif halde bulunan
prokaspazlar olarak sentezlenir ve apoptoza neden olan sinyallere yanit vererek aktif
forma gegerler. Genel olarak, kaspazlar baslatici ve efektor kaspazlar olmak iizere iki ana
smifa ayrilir: baslatici kaspazlar ve efektdr kaspazlar. Baslatici kaspazlar, apoptoz
sinyallerini algilar ve efektor kaspazlari aktive ederek hiicresel yapilarin yikimina yol
acar (Thornberry ve Lazebnik 1998). Kaspaz-3, apoptoz siirecinin en kritik efektor
kaspazlarindan biri olarak kabul edilir. Baslatici kaspazlarin etkinlesmesinden sonra
Kaspaz-3, hiicre ici substratlar1 parcalayarak ve hiicresel yapilar1 bozarak apoptozu
ilerletir (Porter ve Jinicke 1999). Aktif hale gecen Kaspaz-3, DNA parcalanmasi, hiicre
iskeletinin yikilmasi, niikleer proteinlerin parcalanmasi ve apoptotik cisimciklerin
olusumu gibi hiicre 6liimiine neden olan 6nemli siirecleri baglatir (Earnshaw ve Martins
1999). Kaspaz-3, hem mitokondriyal i¢sel yolda hem de Oliim reseptorii araciligiyla
yuriitiilen digsal apoptoz yollarinda kilit bir gorev iistlenir ve bu iki yolun kesisim
noktasinda faaliyet gosterir. Apoptozun ileri agsamalarini yoneterek hiicre 6limiinii geri
dondiiriilemez hale getirir (Li ve Yuan 2008). Mitokondriyal yol, hiicresel stres faktorleri
veya DNA hasar1 gibi igsel tetikleyiciler tarafindan aktive edilir. Siire¢, mitokondri
zarindaki proteinlerin serbest kalmasi ile baslar. Ozellikle sitokrom C mitokondriden
salinir ve sitozole gecer. Sitokrom C burada Apaf-1 (Apoptotik Proteaz Aktivasyon

Faktorii 1) ile birleserek apoptozom adi verilen biiyiik bir kompleks meydana getirir.
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Apoptoz, baslatici kaspazlardan biri olan Kaspaz-9'u aktive eder (Li vd. 1997). Kaspaz-
9’un aktif hale gelmesiyle efektdr kaspazlardan olan Kaspaz-3 etkinlestirilir ve hiicre
Oliim siireci baglar. Kaspaz-3, hiicredeki yapisal proteinleri ve DNA’y1 hedef alarak hiicre
i¢ci yikim islemlerini baslatir (Porter ve Jinicke 1999). Oliim reseptorii araciligiyla
yiiriitiilen digsal yol, hiicre disindan gelen 6liim sinyalleri ile tetiklenir. Bu sinyaller, hiicre
ylizeyindeki 6liim reseptdrleri olan Fas ve TNF reseptorleri gibi reseptorler araciligryla
hiicre icine iletilir. Oliim reseptorlerine baglanan ligandlar 6rnegin, FasL veya Tnf-a gibi,
bu reseptdrlerin trimerik yap1 olusturmasina ve FADD (Fas liskili Oliim Alan1 Proteini)
gibi adaptdr proteinlerin baglanmasina sebep olur. Bu adaptdr proteinler, Kaspaz-8’in
aktivasyonunu saglar. Aktif hale gelen Kaspaz-8, Kaspaz-3 ve diger yiirlitiicii kaspazlari

etkinlestirir, bdylece apoptoz siirecini baglatir (Ashkenazi ve Dixit 1998).

Normal karaciger hiicrelerinde apoptozun diizenlenmesi, doku homeostazi i¢in yiiksek
oneme sahiptir. Fakat, HCC'de Kaspaz-3 aktivitesinin azalmasi veya baskilanmasi sik¢a
gbzlemlenir, bu da tiimdr hiicrelerinin apoptozdan kagmasina ve hizla kontrolsiiz bicimde
cogalmasina yol acar (Wang vd. 2015). HCC hiicrelerinde, Kaspaz-3’iin aktivitesinin
azalmasi, tiimoriin bilyiimesi ve tedaviye karsi direng gostermesiyle iliskilidir. Ozellikle
kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavileri, Kaspaz-3'in apoptozu tetikleme
yetenegine baghdir; bu sebeple Kaspaz-3'liin baskilanmasi tedaviye yaniti olumsuz bir
yonde etkileyebilir (Park vd. 2013). HCC'de kaspaz yolundaki islev bozuklugu, tiimor
hiicrelerinin hayatta kalmasin1 ve yayilmasini kolaylastiran temel mekanizmalardan biri
olarak kabul edilir. Ancak, Kaspaz-3'iin yeniden aktive edilmesi, HCC tedavisinde kilit
bir hedef olarak o6ne c¢ikmaktadir. Yapilan c¢alismalar, Kaspaz-3’lin yeniden
etkinlestirilmesinin, tiimor hiicrelerini tekrar apoptoz siirecine yonlendirdigini ve bdylece

tedaviye olan duyarlilig1 artirdigini ortaya koymaktadir (Wang vd. 2015).

2.3 Sorafenib

Sorafenib ticari ad1 Nexavar olan, kanser tedavisinde kullanilan ¢oklu kinaz inhibitorii bir
ilagtir. Bu ilag hem tiimor hiicrelerinin biliylimesini hem de yeni kan damarlarinin
olusumunu baskilayarak antikanser Ozellikler sergiler. Sorafenib’in kimyasal yapisi,

birgok kinazin inhibisyonuna olanak tanir, boylece hiicre sinyal iletimini kesintiye
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ugratarak timor gelisimini engeller. Sorafenib’in molekiiler formiilii C21H16CIF3N4O3
olup, bu formiil ilacin yapisinda bulunan karbon (C), hidrojen (H), klor (Cl), flor (F), azot
(N) ve oksijen (O) atomlarii temsil eder. Ilacin molekiil agirlig: ise 464.83 g/mol'diir.
Sorafenib, yapisinda piridin halkasi, klor-substitiieli triflorometil fenil halkasi ve
karbamoil grubu barindiran karmasik bir molekiil olarak dikkat ¢eker. Bu yapisal
Ozellikleri, Sorafenib’in farkli protein kinazlarla etkilesime ge¢mesine olanak tanir.
Molekiiliin hem hidrofilik hem de hidrofobik kisimlari, hedef proteinlerle giiglii baglar
olusturmasini saglar (Wilhelm vd. 2004). Sorafenib hem hiicre ¢ogalmasini engelleyen
hem de tiimdr anjiyogenezini durduran bir ilag olarak etki gosterir. Baslica etkisi,
Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolunda yer alan Raf kinazi inhibe ederek hiicre biiyiimesini
durdurmaktir. Ayrica, VEGFR ve PDGFR gibi reseptor kinazlar1 bloke ederek tiimdrlerde
yeni damar olusumunu da engeller (Llovet vd. 2008). Sorafenib, oral yolla alindiginda iyi
bir biyoyararlanima sahip olmasa da aslinda yagl gidalarla birlikte alindiginda buna bagl
olarak emilimi artabilir. Karacigerde sitokrom p450 (CYP3A4) tarafindan metabolize
edilerek aktif ve inaktif metabolitlere doniisiir. Eliminasyonu ise siklikla safra ve idrar
yoluyla gerceklesir (Wilhelm vd. 2006). Sorafenib’in kimyasal yapisi ise Sekil 2.3°de

gosterilmistir.

Sekil 2.3 Sorafenib’in kimyasal yapisi.
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2.3.1 Sorafenib’in Hiicresel Etki Mekanizmasi

Sorafenib, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir multikinaz inhibitoriidiir.
Ozellikle HCC ve renal hiicreli karsinom (RCC) gibi malignitelerde etkinligi
onaylanmistir. Bu ilag, hiicresel diizeyde farkli mekanizmalar aracilifiyla tiimor
gelisimini  engeller. Temel etki mekanizmasi, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve
anjiyogenez siireglerini etkileyen cesitli kinazlarin inhibisyonuna dayanir (Llovet vd.
2020). Sorafenib, Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolunda kritik bir rol oynayan Raf kinazi
inhibe eder. Bu yol, kanser hiicrelerinde anormal hiicre ¢gogalmasini ve hayatta kalmay1
destekleyen onemli bir sinyal iletim yoludur. Raf kinazin inhibisyonu, mitojenle aktive
edilen protein kinaz (MAPK) kaskadini durdurarak hiicre biiylimesini baskilar ve ayni
zamanda apoptotik siirecleri tesvik eder (Blechacz ve Gores 2008). Ozellikle BRAF
mutasyonlarina sahip kanser hiicrelerinde bu inhibisyon, sinyal iletimini etkili bir sekilde
keserek tiimor bliytimesini yavaslatir (Wilhelm vd. 2008). Ayrica, Sorafenib’in hiicresel
etkileri arasinda apoptoz indiiksiyonu da yer alir. Bu ilag, hiicre i¢i sinyal yollarinm
hedefleyerek programlanmis hiicre dliimiinii tetikler. Ozellikle anti-apoptotik proteinler
olan Bcl-2 ve Mcl-1'in ekspresyonunu azaltarak, apoptotik siirecte rol oynayan Bax ve
Kaspaz-3 gibi proteinlerin aktivitesini artirir (Eisen vd. 2007). Bu siire¢, mitokondriyal
permeabilitenin artmasiyla birlikte sitokromC'nin serbest kalmasina neden olurak
apoptotik kaskadin tetiklenmesini saglar (Schwartz vd. 2009). Sorafenib’in bir diger
onemli mekanizmasi, timor anjiyogenezini engellemesidir. Tiimorlerin biiylimesi ve
metastaz yapabilmesi i¢in yeni kan damarlarinin olusumu hayati 6neme sahiptir.
Sorafenib, vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorii (VEGFR) ve platelet kaynakl
biiylime faktorii reseptorii (PDGFR) gibi tirozin kinazlari hedef alarak bu anjiyogenez
stirecini durdurur (Zhu vd. 2011). VEGFR ve PDGFR'nin inhibisyonu, tiimdrlere kan
akisini azaltarak besin ve oksijen kaynagim kisitlar, bu da tiimor biiylimesini engeller

(Escudier vd. 2017).

2.3.2 Sorafenib’in HCC Tedavisindeki Klinik Kullanimi

Sorafenib, HCC tedavisinde 6nemli bir yere sahip olan ilk sistemik tedavi ajanidir ve

klinik ¢aligmalarda, 6zellikle ileri evre hastaliklar {izerinde etkinligi ve giivenligi detayli
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olarak incelenmistir. Sorafenib’in klinik etkinliginin kanit1, 2007 yilinda gerceklestirilen
SHARP (Sorafenib HCC Assessment Randomized Protocol) caligmasinda ortaya
konmustur. Bu ¢alismada, 602 hasta lizerinde yapilan arastirmalarda Sorafenib ile plasebo
arasinda yapilan karsilastirmalar, Sorafenib’in medyan sagkalim siiresini anlamli bir
sekilde uzattigin1 gostermistir. Plasebo grubundaki hastalar i¢in medyan sagkalim stiresi
7.9 ay iken, Sorafenib tedavisi alan hastalar i¢in bu siire 10.7 ay olarak belirlenmigtir
(Llovet vd. 2008). Bu bulgular, Sorafenib’in HCC tedavisinde énemli bir rol oynadigini
ve hastalarin yasam kalitesini artirma potansiyelini vurgulamaktadir. Klinik uygulamada,
Sorafenib genellikle sistemik tedavi gerektiren ileri evre HCC hastalarinda tercih
edilmektedir. Bu tedavi, siklikla diger tedavi yontemleri ile birlikte uygulanir. Ancak
cerrahi rezeksiyon veya karaciger nakli yapilamayan hastalar i¢in Sorafenib, ilk basamak
tedavi secenegi olarak Onerilmektedir. Ayrica, lokal tedavi yontemlerinin etkinligini

artirmak i¢in adjuvan tedavi olarak da kullanilabilir (Kudo vd. 2010).

2.4 Parasetamol

Parasetamol, yaygin bir analjezik ve antipiretik ilag olarak bilinir ve Asetaminofen olarak
da adlandirilir. Bu bilesik, genellikle hafif ve orta siddetteki agrilarin tedavisinde ve atesin
diisiiriilmesinde kullanilir. Ayrica, soguk alginligi gibi durumlarda semptomatik tedavi

amagcl olarak da tercih edilmektedir (Kearns vd. 2020).

Kimyasal formiilii CsHsNO: olan Parasetamol, 4-hidroksi-acetanilid olarak tanimlanabilir
ve molekiiler agirlig1 151.16 g/mol'dir. Farkli hasta gruplarina yonelik esneklik saglamak
amaciyla, Parasetamol cesitli farmasotik formiilasyonlar halinde sunulmaktadir; bu
formiilasyonlar arasinda tablet, kapsiil, sivi, siispansiyon ve rektal fitil bulunmaktadir
(Roth vd. 2018). Parasetamol, etkili bir agr1 kesici olmasinin yani sira, viicut sicakligini
diisiirme yetenegi ile de dikkat ceker. Agr kesici etkisini, merkezi sinir sistemindeki
prostaglandin sentezini inhibe ederek ortaya koyar. Ozellikle hipotalamus iizerindeki
etkisi sayesinde atesi diisiirlirken, periferik dokularda agr1 iletimini azaltarak agr1 hissini
hafifletmektedir (Patrignani ve Patrono 2016). Parasetamol’iin molekiiler yapis1 Sekil

2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.4 Parasetamol’iin molekiiler yapisi.
2.4.1 Parasetamol’iin Antikanser Potansiyeli ve Etkinligi

Parasetamol, genel olarak agr1 kesici ve ates diisiiriicii 6zellikleriyle taninmasina ragmen,
son yillarda antikanser potansiyeli lizerine gerceklestirilen arastirmalar oldukca ilgi
cekmektedir. Ik c¢alismalar, Parasetamol’iin hiicresel diizeyde farkli etkiler
yaratabilecegini ve bazi kanser tiirlerinin tedavisinde destekleyici bir ajan olarak

kullanilabilecegini 6ne siirmiistiir (Kearns vd. 2020).

Parasetamol, hiicre proliferasyonunu etkileyen birka¢ mekanizma araciligiyla antikanser
etkisini ortaya koyabilmektedir. Ozellikle, hiicre biiyiimesi ve bdliinmesi iizerinde etkili
olan ¢esitli sinyal yollari1 modiile edebilme yetenegi arastirmalarla kanitlanmistir.
Ornegin, Parasetamol’iin baz1 kanser hiicrelerinde apoptoz siireglerini tetikledigi tespit
edilmistir. Bu durum, kanser hiicrelerinin hayatta kalma kapasitesini zayiflatirken,
tedaviye direng gosteren kanser tiirleri tizerinde de olumlu etkiler meydana getirebilir
(Fang vd. 2021). Bunun yani sira, Parasetamol’iin anti-inflamatuar 6zellikleri, kanser
tizerindeki etkilerini pekistirmektedir. Kronik inflamasyon, kanser gelisiminde kritik bir
rol oynadigindan, Parasetamol’iin bu siireci azaltma potansiyeli, antikanser etkileri
acisindan onemlidir (Buehler vd. 2016). Arastirmalar, Parasetamol’iin farkli kanser
tiirleri izerinde, 6zellikle kolorektal ve prostat kanseri hiicreleri tizerinde etkili oldugunu
ortaya koymustur (McCarthy vd. 2020). Parasetamol’iin antikanser etkilerinden biri,
apoptoz mekanizmasini tetiklemesidir. Apoptoz, kanser tedavisinde istenilen bir olay
olan programlanmis hiicre 6liimii siirecidir. Parasetamol, anti-apoptotik proteinler olan

Bcl-2 ve Bcel-xL'nin ekspresyonunu baskilayarak, pro-apoptotik proteinler olan Bax ve
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Bak'in seviyelerini artirabilir. Bu etki, mitokondriyal yolaklarin aktive edilmesine ve
sitokromC 'nin salinmasina yol agarak apoptotik kaskadin baslamasina neden olur (Ong
vd. 2019). Aym1 zamanda, Parasetamol DNA hasarina duyarli p53 proteinini aktive
ederek, hiicre dongiisiiniin durdurulmasina katki saglar ve kanser hiicrelerinin
cogalmasini engelleyebilir (Michaud vd. 2014). Kronik inflamasyonun kanser
gelisiminde oynadig kritik rol goz oniline alindiginda, Parasetamol’iin anti-inflamatuar
etkileri de antikanser potansiyelini artiran bir diger 6nemli mekanizmadir. Parasetamol,
COX-3 enzimini inhibe ederek inflamatuar yanitlar1 baskilayabilir, bdylece kronik
inflamasyonu azaltarak tiimor gelisimini yavaslatabilir ve metastatik stiregleri
engelleyebilir (Coussens ve Werb 2002). Ayrica, inflamasyonun azalmasi, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) {retimini sinirlayarak hiicre hasarin1 ve kanserojenik siirecleri
baskilayabilir (Sakata vd. 2013). Her ne kadar Parasetamol’lin dogrudan bir antikanser
ajan olarak klinik kullanimi tam olarak kanitlanmamis olsa da, mevcut calismalar, bu
ilacin bazi kanser tedavilerinde destekleyici bir ajan olarak kullanilabilecegini isaret
etmektedir. Ozellikle kemoterapi ve radyoterapi ile birlikte kullamldiginda,
Parasetamol’lin tedaviye katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir ancak bu konuda daha

fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Kraft vd. 2015).

2.5 MTT Yontemi

MTT yo6ntemi, hiicrelerin canlilik ve ¢gogalma diizeylerini 6l¢mek i¢in siklikla kullanilan
bir sitotoksisite testi olarak one ¢ikmaktadir. Bu yontem, 6zellikle kanser hiicrelerinin
belirli ilaglara veya kimyasal maddelere nasil tepki verdigini degerlendirmek amaciyla
tasarlanmigtir. MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid), suda
¢ozlinmeyen sar1 bir tuz olup, hiicre i¢indeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri
tarafindan indirgenerek ¢oziinlir formazan maddesine doniisiir. Aktif hiicrelerde bu enzim
islevini siirdiiriirken, MTT'nin indirgenmesi sonucu mavi veya mor renkte formazan
kristalleri olusur. Olen ya da islevlerini kaybeden hiicrelerde bu déniisiim gergeklesmez
ve renk degisimi gozlenmez (Mosmann 1983). MTT testi, hiicrelerin metabolik
aktivitelerini 6lgmesi nedeniyle sitotoksisite analizinde giivenilir bir yontem olarak kabul
gormektedir. Bu test, hiicrelerin cogalma yeteneklerini veya ilag maruziyeti sonrasi

hayatta kalma oranlarin1 degerlendirmek icin kullanilir ve test edilen maddenin toksik
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etkilerini hizli ve nicel olarak 6lgme imkani saglar (Denizot ve Lang 1986). Testin
isleyisi, hiicre kiiltiiriine belirli konsantrasyonlarda test edilecek maddenin eklenmesi ve
belirli bir siire inkiibe edilmesi prensibine dayanir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda, MTT
¢oOzeltisi eklenir ve canli hiicreler tarafindan formazan kristallerinin olusumu saglanir. Bu
kristaller, uygun bir ¢oziicii ile ¢oziiliir ve ardindan spektrofotometre kullanilarak analiz
edilir (Berridge vd. 2005). MTT yontemi, 6zellikle kanser arastirmalarinda, ilaglarin
sitotoksik etkilerini belirlemede yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Hiicre canliligi,
formazan iiretimiyle orantili oldugundan, sitotoksisite derecesi bu renk degisiminin
yogunluguna bagh olarak ol¢iiliir. Testin avantajlari arasinda, yiiksek hassasiyeti ve ¢cok
cesitli hiicre hatlar1 ve ilag tiirlerinde kullanilabilirligi bulunur (Alley vd. 1988). Olusan

formazan kristalleri ve renk degisimi Sekil 2.6’da gosterilmistir.

1. Hiicre ekimi 2. MTT ilavesi 3. Inkiibasyona maruziyet

Mitochondrial
reductase

Formazan

4. Hiicre canliliginmi belirleme 5. 540 nm’de hiicre canlilig1 tayini

Sekil 2.5 MTT yontemi ile renk degisimi

2.6 Komet Testi

Komet testi, genotoksisite analizinde DNA hasarin1 gorsellestirmek ve sayisal olarak
degerlendirmek amaciyla gelistirilmis etkili bir tekniktir. Bu yontem, 6zellikle bireysel
hiicrelerde DNA biitiinliigiindeki degisiklikleri hassas bir sekilde tespit etme yetenegi
sunar. Komet testinin temel prensibi, hasar géormiis DNA'nin elektrik alani altinda hareket

etme kabiliyetine dayanir; bu hareket, DNA parg¢alarinin boyutuna ve hasar derecesine
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bagli olarak degisiklik gosterir. Komet testi uygulandiginda, hiicreler agaroz jel lizerinde
yerlestirilir ve daha sonra elektrik alanina maruz birakilir. DNA hasar1 olan hiicreler,
hasarsiz hiicrelere oranla daha uzun mesafeler kat eder ve bu hareket, "kuyruk" seklini
alir. Kometin kuyruk uzunlugu, hasar gérmiis DNA miktarim1 gosterirken, kuyruk
uzunlugundaki artis, hiicredeki DNA hasarinin da arttigini belirtir. Kometin bas kismi,
saglikli DNA'nin bulundugu bolgeyi temsil ederken, kuyruk kismi hasar gérmiis DNA
parcalarim1 gostermektedir. Bu sayede, bir hiicredeki DNA hasar derecesi, kuyruklarin
boyutu ve sekliyle degerlendirilebilir. Genotoksisite analizi agisindan Komet testi, birgok
alanda genis bir uygulama yelpazesi sunmaktadir. Ozellikle kanserojen maddelerin
tespitinde, cevresel toksinlerin etkilerinin degerlendirilmesinde ve kimyasallarin
genotoksik potansiyelinin incelenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Komet
testinin avantajlar1 arasinda diisiik maliyet, hizli sonu¢ alma siiresi ve karmasik
laboratuvar ekipmanlarina ihtiya¢ duymamasi yer almaktadir. Kuyruk uzunlugu ve
kuyruk basi oran1 gibi parametreler, DNA hasar derecelerinin sayisal olarak
belirlenmesine olanak tanir. Bu dl¢timler, DNA kiriklarinin varligini ve DNA onarim
stireclerinin etkinligini degerlendirmek amaciyla kullanilabilir (Singh vd. 1988, Olive ve
Banath 2006, Hughes vd. 2016, Nair vd. 2018). Komet testi basamaklar1 Sekil 2.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.6 Komet yonteminin basamaklari

Ornegin, uzun kuyruklar daha fazla DNA hasarin1 temsil ederken, kisa kuyruklar
hiicredeki hasarin az oldugunu gostermektedir. Bu durum, genotoksik etkilerin zaman
icindeki degisimini anlamak acisindan dnemlidir (Singh vd. 1988, Olive ve Banath 2006,
Hughes vd. 2016, Nair vd. 2018). Floresan mikroskop incelemeleriyle elde edilen normal

ve hasar géormiis DNA molekiillerinin 6rnek goriintiileri Sekil 2.8'de yer almaktadir.
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Sekil 2.7 Komet testinde elde edilen normal ve DNA hasar1 bulunan iki hiicrenin floresan
mikroskop goriintiileri.

2.7 RNA Izolasyonu, Gen Konsantrasyonu ve Saflik Belirlenmesi

RNA izolasyonu, hiicre veya doku 6rneklerinden niikleik asitlerin saf ve etkin bir bigimde
elde edilmesi i¢in 6nemli bir adimdir. RNA izolasyonunun tarihgesi, 1970'lere kadar
uzanmakta olup, bu donemde niikleik asitlerin ayristirilmasina yonelik ilk yontemler
gelistirilmistir. ilk baslarda RNA'nin saflastirilmasi icin fiziksel ve kimyasal yontemler
bir arada kullanilirken, zamanla fenol-kloroform ekstraksiyonu gibi daha etkili yontemler
ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde, ticari RNA izolasyon kitleri ve lityum kloriir ¢ozeltileri
gibi cesitli yontemler yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu asamalar sirasinda RNAnin
enzimatik olarak bozulmasini 6nlemek i¢in RNAza (RNase) aktivitesine dikkat etmek
olduk¢a 6nemlidir; ¢linkii RNazlar RNA'y1 hizla parcalayarak analiz siireclerini olumsuz
etkileyebilir. RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi genellikle spektrofotometrik
yontemler kullanilarak gergeklestirilir. Bu yontemde, RNA 6rnegi 260 nm dalga boyunda
Olctilerek, RNA’nin absorbans degeri kaydedilir. Elde edilen RNA konsantrasyonunun
yani sira, RNA’nin saf olup olmadigini belirlemek i¢in 260/280 oran1 da degerlendirilir.
Genellikle, RNA i¢in ideal bir 260/280 orani 1.8-2.1 arasinda olmalidir. Bu oran,
RNA’nimn protein veya fenol gibi safsizliklar igermedigini gosterir; diisiik oranlar ise
kontaminasyon olabilecegini isaret eder (Chomczynski ve Sacchi 1987, Sambrook ve

Russell 2001).
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3. MATERYAL VE METOT

Tez c¢aligmasinda, HepG2 hiicre hatt1 {izerinde Sorafenib ve Parasetamol
kombinasyonunun etkileri arastirllmistir. Farkli kombinasyon dozlar1 uygulanarak
hiicrelerin canlilik ve 6lim oranlar1 incelenmis, sinerjistik veya antagonist etkilesimler
degerlendirilmistir. HepG2 hiicre hatti, Afyon Kocatepe Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvari'ndan temin edilmistir ve

deneyler, Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1 Hiicre Kiiltiirii Caliymalar: ve MTT Uygulamasi

3.1.1 Hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda, deney ortami ve kullanmilan tiim malzemeler steril kosullarda
hazirlandi. Hiicre kiiltiirii calismalarinda ortamda olusabilecek kontaminasyon riski
yiiksek oldugundan, cihazlarin ve kimyasallarin sterilizasyonu biiylik bir titizlikle
gerceklestirildi. Deneylerde insan HCC olan HepG2 kullanildi. Tiim islemler boyunca
inkiibator, hiicrelerin optimal ¢ogalmasi i¢in 37°C sicaklbik ve %5 CO;
konsantrasyonunda sabit tutuldu. Sivi azot tankinda dondurularak muhafaza edilen
hiicreler, 6ncelikle -20°C'de 15 dakika siireyle bekletildi. Calisma kabini ve kullanilacak
tiim kimyasallar %70 etanol ile sterilize edildi. Kryotiip i¢indeki dondurulmus HepG2
hiicreleri dikkatlice ¢6ziildii. 1 ml hazir besi ortami 15 ml'lik falkon tiipiine alind1 ve
¢oOziilen hiicreler bu tiipe aktarildi. Hiicrelerin esit ve homojen sekilde dagilmasi i¢in
pipetaj islemi yapildi, ardindan hiicrelerin dondurulma sirasinda kullanilan DMSO’yu
uzaklastirmak amaciyla 5 dakika boyunca 800 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi
tamamlandiktan sonra, falkon tiipii steril kosullarda kabine alinarak pellet zarar gérmeden
siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Pelletin {izerine 1 ml taze besi ortami eklenerek
pipetaj ile homojen bir karisim elde edildi. 75 cm*lik flasklara 7 ml besi ortam ilave
edilerek, hiicreli besi ortami nazikge flasklara dagitildi. Ardindan, hiicrelerin biiylimesi
icin uygun kosullar saglayan 37°C sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edilerek
kiltirleme siireci baglatildi. Yapilan tim islemler steril kosullar altinda titizlikle

gergeklestirildi.
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3.1.2 HepG2 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

HepG2 hiicreleri inkiibatorden alindiktan sonra, flask tabanindaki yapisma ve iireme
orani goriintiileme cihaziyla kontrol edildi. Hiicrelerin yapisma orant %80-90'a
ulastiginda pasajlama islemine gegildi. Inkiibatérde bulunan hiicre hattinin besiyeri, nce
bir giin, ardindan ise iki ya da {i¢ giin araliklarla yenilendi. Besiyerinin degistirilme siireci
su sekilde uygulandi: ilk olarak, flask igerisindeki eski besiyeri ¢ekilip, ardindan hiicreler
yaklasitk 5 ml steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra PBS dikkatlice cekilerek uzaklastirildi ve ardindan 8 ml taze
besiyeri eklendi. Bu besiyeri degistirme prosediirii, hiicrelerin flask yiizeyinin yaklasik
%90'1n1 kaplayana kadar stirdiirtildii. Goriintilleme cihaz1 (JULI Br, Korea) ile yapilan
kontrollerde, HepG2 hiicre hattinin yaklasik bir hafta igerisinde 75’lik flask yiizeyinin
%90'm1 kapladigr gozlemlendiginde, pasajlama islemine gecildi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra, hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi amactyla 3 ml Tripsin-
EDTA soliisyonu eklenerek yaklasik 2 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda flask
inkiibatorden cikarilip goriintiileme cihazinda hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigi
kontrol edildi. Hiicreler tamamen yiizeyden ayrildiginda, tripsinin hiicrelere zarar
vermesini Onlemek ve ¢ozeltiden uzaklastirmak amaciyla 9 ml taze besiyeri eklenerek
toplamda 12 ml’lik bir hacim elde edildi. Bu 12 ml'lik hiicre siispansiyonu, tripsinden
arindirilmak tizere 15 ml'lik falkon tiipline aktarildi ve santrifiij edildi. Pelet, 1 ml
besiyerinde homojen bir sekilde karigtirildiktan sonra T75 flaska aktarildi. HepG2

hiicrelerinin morfolojik goriiniimii Resim 3.1°de verilmistir.
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3.1.3 Tripan Blue Yontemi ile Hiicre Sayimi

Hiicre peleti, 1 ml besiyeri i¢inde ¢Ozdiiriiliip thoma lami kullanilarak hiicre sayimi
gergeklestirildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu, Tripan Blue boya soliisyonu ile 1:1
oraninda karistirildi ve bu karigim 0.2 ml'lik bir ependorf tiipiine aktarildi. Pipetleme
islemi yapilarak siispansiyonun homojen sekilde karismasi saglandi. Boyanmis hiicre
siispansiyonundan 10 pl alinarak thoma lamina yerlestirildi. Olii hiicreler mavi boya
tarafindan boyandigi icin g6z ardi edilirken, boyanmayan canli hiicreler goriintiilleme
cihaziyla sayilarak degerlendirildi. Canli, 6lii ve toplam hiicre sayisi asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi. Toplam hiicre sayis1 (mL) = ortalama hiicre sayist x 10* x

dilisyon faktorii.

3.1.4 HepG2 Hiicrelerinin Sivi Azotta Dondurulup Muhafaza Edilmesi

Ekim isleminden sonra ilk olarak, flaskta biiyiitilen HepG2 hiicrelerinin iireme ve
yapisma oranlar1 goriintiileme cihaziyla gozlemlendi. Hiicreler %80-90 konfluens
seviyesine ulastiginda, hiicre dondurma islemi i¢in kullanilacak kriyotiipler -20°C'de
sogutulmak tlizere hazirliga alindi. Flasktaki hiicreler mikroskopla goriintiilenip, hiicre
yogunlugu istenen orana ulastiginda besiyeri uzaklastirildi. Her bir flaska hiicrelerin
ylizeyden ayrilmasi i¢in 3 ml tripsin-EDTA eklenip, flasklar 1-2 dakika boyunca
inkiibatore kaldirild. Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicre siispansiyonunu dondurmak igin
1:1 oraninda 3 ml besiyeri eklendi (HepG2 hiicre hatt1 i¢in diisiik glukozlu DMEM
kullanildi) ve santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, siipernatant dikkatlice uzaklastirilip
pelete zarar vermeden atildi. Hiicreler gelecekteki deneylerde kullanilmak tizere %7
DMSO ve %93 FBS iceren 1 mL dondurma medyumu ile yeniden siispansiyon haline
getirildi ve kriyotiiplere aktarilip ani sicaklik degisiminden korunmasi i¢in 6nce -

20°C’ye, sonra -80°C’ye yerlestirildi.

3.2 Sitotoksisiteyi Degerlendirmek i¢in MTT Yéntemi

Bu calismada, Sorafenib ve Parasetamol ilaglarinin ICso dozlari, MTT yontemi

kullanilarak belirlendi. Ayrica, bu ilaglarin kombinasyonunun HepG2 hiicreleri
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tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) testi
uygulandi. HepG2 hiicrelerinin canlilik oranlari, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri
boyunca 6l¢iildii. Her iki siire zarfinda uygulanan yontemler ve kullanilan kimyasallarin
miktarlar standart sekilde korundu. Elde edilen veriler yardimiyla, hiicrelerin canlilik ve

6lim oranlarini karsilastirarak 1Cso dozlart hesaplandi.

3.2.1 MTT Testi ile Sorafenib ICso Dozunun Belirlenmesi

Thoma laminda yapilan canli hiicre sayimi1 sonucunda, her mililitrede 5 x 10* hiicre igeren
bir hiicre siispansiyonu hazirlandi. Sorafenib'in ICso degerini belirlemek amaciyla, 96
kuyucuklu mikroplaklarin her bir kuyucuguna 100 pl hiicre siispansiyonu eklendi ve
plaklar 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edildi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
hiicreler belirli bir yogunluga ulastiginda, Sorafenib i¢in ICso degerini belirlemek
amaciyla doz uygulamalari yapildi. Bu deneyde, Sorafenib i¢in dort tekrar olusturularak
(hiicrelere sadece 100 ul DMEM Low Glucose besiyeri eklendi), kullanilirken, iki grup
da kuyucuklardaki besiyerine %10 oraninda DMSO eklenerek test edildi. Sorafenib
uygulamasi oncesinde taze olarak hazirlanan 1, 2, 5, 10, 12.5, 15, 20, 30, 40, 50 ve 100
uM konsantrasyonlarindaki dozlar, her bir kuyucuga 4 tekrarli olacak sekilde 100 uL
hacminde uygulandi. 24-48 saatlik deney siiresince hiicrelerin davraniglart ve
Sorafenib’in sitotoksik etkileri doz-bagimli olarak takip edilerek, ICso degerini
belirlemek amaciyla inkiibatore kaldirildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, her bir
kuyucuga %10 oraninda olacak sekilde 10 uL. MTT soliisyonu eklendi ve ardindan
kuyucuklar 4 saat boyunca inkiibe edildi. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, her bir
kuyucuga %10 oraninda olacak sekilde 10 pL MTT soliisyonu eklendi. 48 saatlik Siire
sonunda, hiicre iceren medyum ve MTT karigimi, mikropipet yardimiyla plaktan
uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200 nLL. DMSO eklendi. Hiicreler, DMSO ile uzun siire
temas etmeyecek sekilde karanlik ortam kosullarinda 15 dakika boyunca bekletildi. 5-10
dakika boyunca c¢alkalayicida hafifce karigtirildi. Coziinen formazan kristallerinin
6l¢iimii, mikroplak okuyucu spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda gerceklestirildi.
Hiicrelerin absorbans degerleri ve buna gore hiicre canlilik ylizdeleri hesaplandi.

Sorafenib uygulanan HepG2 hiicrelerinin MTT goriintiisii Resim 3.2°de verilmistir.
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Resim 3.2 Sorafenib uygulanan HepG?2 hiicrelerinin MTT rﬁntsﬁ.

3.2.2 MTT Testi Kullanilarak Parasetamol ICso Dozunun Belirlenmesi

Thoma laminda gerceklestirilen canli hiicre sayimi sonucunda, mililitresinde 5 % 10*
hiicre igeren hiicre siispansiyonu elde edildi. Parasetamol’iin ICso degerini tespit etmek
icin, 96 kuyucuklu mikroplakin her kuyucuguna 100 pl hiicre siispansiyonu eklendi ve
plaklar 24 ile 48 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin 24 ve 48 saati
tamamlamasiyla birlikte hiicreler belirli bir yogunluga ulastiginda, Parasetamol’iin 1Cso
degerini belirlemek amaciyla doz uygulamalar1 yapildi. Bu deneyde, Parasetamol i¢in
dort tekrar olusturularak (hiicrelere sadece 100 ul DMEM Low Glucose besiyeri eklendi),
iki grup da kuyucuklardaki besiyerine %10 oraninda DMSO eklenerek test edildi.

Parasetamol uygulamasindan Once taze olarak hazirlanan 1, 5 ve 10 mM
konsantrasyonlarindaki Parasetamol dozlari, her kuyucuga 100 pL. hacminde ve dort
tekrar halinde uygulandi. Hiicrelerin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresince gosterdigi
davraniglar ve Parasetamol'iin sitotoksik etkileri doz-bagimli olarak izlenip, bu gozlemler
1s181inda 1Cso degerini tespit etmek amaciyla deneysel siireg siirdiiriildii. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, her kuyucuga %10 oraninda 10 pL MTT soliisyonu eklendi
ve kuyucuklar 4 saat boyunca inkiibe edildi. 48 saatlik gozlem siiresi i¢in de ayn1 prosediir
tekrarlandi. Siire doldugunda, hiicre igeren medyum ve MTT karisimi plaktan
uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200 uLL DMSO eklendi ve hiicreler, DMSO ile uzun siire
temas etmeyecek sekilde karanlik ortamda bekletildi. Plaklar 5-10 dakika boyunca
calkalayicida nazikge karistirildi. Formazan kristallerinin 6l¢iimii, 540 nm dalga boyunda
mikroplak okuyucu spektrofotometrede gerceklestirildi ve hiicre canlilik oranlar1 optik
yogunluk degerlerine gore hesaplandi. Parasetamol uygulanan HepG2 hiicrelerinin MTT

goriintlisii Resim 3.3’de verilmistir.
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Resim 3.3 Parasetamol uygulanan HepG2 hiicrelerinin MTT goriintiisii.

3.2.3.MTT Metodu ile Sorafenib ve Parasetamol Kombinasyonu Calismasi

Bu calisma kapsaminda, genel bir doz taramasi yapmak amaciyla Sorafenib’in 1, 2, 5, 10,
12.5, 15, 20, 30, 40, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlari ile Parasetamol’iin 1, 5 ve 10
mM’lik konsantrasyonlari, DMSO ¢ozeltisi igerisinde hazirlandi ve HepG2 hiicrelerine
uygulandi. Deneyler, her bir etken maddenin farkli konsantrasyonlariyla 6 tekrar olacak
sekilde yapildi ve en az 3 bagimsiz ¢alisma olarak gerceklestirildi. Kontrol olarak
hiicrelere sadece 100 ul DMEM Low Glucose besiyeri eklendi. Sorafenib'in genel doz
taramasindan elde edilen sonuglara gore ICso konsantrasyonu belirlendi, Parasetamol i¢in
de ayn1 sekilde ICso degeri hesaplandi. Bu dogrultuda, HepG2 hiicrelerinde Sorafenib ve
Parasetamol’iin farkli kombinasyonlarindaki ICso degerleri esas alinarak uygulama
yapild1 ve hiicreler 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakildi. Her kuyucuga 100 uLL MTT
sollisyonu ve besiyeri eklendi. Plak, 37°C, %5 CO2’li inkiibatérde 4 saat daha inkiibe
edildi. Siire sonunda, MTT soliisyonu uzaklastirildiktan sonra, formazan kristallerini
¢ozmek amaciyla her kuyucuga 200 uL. DMSO eklendi ve plak 30 dakika boyunca
karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, 96 kuyucuklu plaktaki
absorbans degerleri, spektrofotometre cihazinda 540 nm dalga boyunda 6lgiilerek analiz

edildi.
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3.3 Genotoksisitenin Belirlenmesinde Komet Yontemi

Komet Yontemi ya da diger adiyla tek hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel
Electrophoresis, SCGE), DNA hasarim1 degerlendiren basit, hassas, ¢cok yonlii, hizli ve
maliyet agisindan uygun bir testtir. Bu yontem, DNA’daki kiriklarin elektrik alan1 altinda
hareket etmesine dayanir. Periferik lenfositler veya kiiltlirlenmis hiicreler, bir mikroskop
laminda agaroz igerisine gomiilerek, deterjan ve yiiksek tuz ¢ozeltisi ile denatiire edilir;
bu islem DNA’nin siiper sarmal yapisinin agilmasini saglar. Sonrasinda, elektroforez
uygulanarak kirik DNA parcgalarinin anoda dogru gog¢ etmesi saglanir. Kirtk DNA’lar,
hareket ettikleri i¢in kuyruklu yildiz (Komet) seklinde bir goriiniim olusturdugu icin bu
yonteme "Komet Yontemi" adi verilmistir (Akmehmet 2020). Calismamizda hiicrelere,
Sorafenib ve Parasetamol’lin ICso dozu birlikte uygulandi. Buna bagli olarak olast DNA
hasarlar1 izlendi ve 24-48 saatlik periyotlarda elde edilen sonuglar kaydedildi. NaOH ve
EDTA, hassas terazi ile tartilarak bir cam kapta karistirildi ve tizerine 500 mL dH>O
eklendi. Elde edilen ¢6zelti, homojenizasyonun ardindan pH degeri 13.2 olacak sekilde
ayarlandi. Hazirlanan ¢o6zelti, +4°C'de deney oOncesinde muhafaza edildi. Calisma
oncesinde, deneyde kullanilacak ¢ozelti ve kimyasallar, Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2° de

gibi titizlikle hazirlandu.

Cizelge 3.1 Elektroforez tampon ¢dzeltisinin hazirlanmasi.

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

Cizelge 3.2 Lizis ¢ozeltisinin formiilasyonu.

Kimyasal Miktar
NaCl 294 ¢
EDTA 744 ¢
Trizma Base 024 ¢
Triton-X 2 mL
DMSO 20 mL
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NaCl, EDTA ve Trizma Base, deiyonize su eklenerek toplam hacim 200 mL’ye
tamamlanacak sekilde tartildi ve +4°C’de muhafaza edildi. Deney giiniinde, ¢calismaya
baslamadan 6nce Triton-X ve DMSO eklenerek karistirildi. Cozelti, pH degeri 10 olacak
sekilde ayarlandi. Trizma Base, hassas terazide tartilarak ardindan cam bir siseye konuldu
ve lizerine 300 mL dH:O eklendi. Homojen olarak hazirlanan ¢ozeltinin pH degeri 7.5

olacak sekilde ayarlanarak optimize edildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Notralizasyon Cozeltisinin Formiilasyonu.

Kimyasal Miktar
dH20 300 mL
Trizma Base 1455¢g

%8’lik olan LMA ¢0zeltisi, hassas terazi kullanilarak 0.0016 g olarak tartild1 ve cam bir
tiipe alind1. Uzerine 10 kat seyreltilmis 2 mL PBS eklendi. Karisim, saydam bir LMA
elde edilene kadar bek alevinde 1sitildi. Cozeltinin berraklagsmasi saglandiktan sonra, jel
haline gelmesini 6nlemek i¢in ¢alisma sirasinda yaklasik 40°C’de sicak suda bekletilerek

jel formuna ge¢mesi engellendi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Diisiik erime noktasina sahip agaroz ¢ozeltisinin (LMA) hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
PBS 2.0 mL
LMA 0.016 g

NMA ¢ozeltisini %1 hazirlamak i¢in, hassas terazi ile 0.03 g NMA tartild1 ve temiz cam
bir tiipe alind1. Uzerine 10 kat seyreltilmis 3 mL PBS eklendi ve karisim, seffaf bir NMA
elde edilene kadar bek alevi tizerinde 1sitildi. Kullanima hazir hale getirilen lamlar, 1sitict
tabla tizerinde 1sitildiktan sonra her birine 115 pL homojen NMA ¢6zeltisi dokiildii. Pipet
ucu yardimiyla ince bir tabaka halinde yayilan ¢ozeltinin kurumasi i¢in lamlar laboratuvar

ortaminda oda sicakliginda birakildi (Cizelge 3.5).

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

Kimyasal Miktar
PBS 3.0mL
NMA 0.03¢g
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NMA ¢ozeltisini %1 hazirlamak i¢in, hassas terazi ile 0.03 g NMA tartildi ve temiz cam
bir tiipe alind1. Uzerine 10 kat seyreltilmis 3 mL PBS eklendi ve karisim, seffaf bir NMA
elde edilene kadar bek alevi lizerinde 1sitildi. Kullanima hazir hale getirilen lamlar, 1sitici
tabla tlizerinde 1sitildiktan sonra her birine 115 pL homojen NMA ¢ozeltisi dokiildii. Pipet
ucu yardimiyla ince bir tabaka halinde yayilan ¢6zeltinin kurumasi igin lamlar laboratuvar

ortaminda oda sicakliginda birakildi (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 Etidyum bromiir ¢ézeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
Etidyum bromiir 0.01g
dH.O 50 mL

Etidyum bromiir, hassas terazi ile tartilarak steril bir falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 50
mL dH>O eklenerek tamamen ¢oziilmesi saglandi. Cozelti +4°C’de saklandi ve ¢alisma
sirasinda kullanilmak tizere 10 kat seyreltilerek hazirlandi. Komet testi calismalarinda,
T75 flask kullanilmak iizere iki flask hazirlandi. Hiicreler inkiibatdrde inkiibe edilerek
yapigmalar saglandi. Hiicre yogunlugu uygun seviyeye ulasmis flasklara MTT yontemi
ile belirlenen Sorafenib ve Parasetamol’iin ICso dozlari, iki flaska kombine edilerek
uygulandi ve hiicreler 24 saat boyunca inkiibatorde inkiibe edildi. Ayni prosediir, 48
saatlik gozlemler igin yapilan calismada da tekrarlandi. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicreler ilaclardan arindirildi. Flasklardaki ilach besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS
ile yikandi. Hiicreleri flask yilizeyinden ayirmak i¢in uygun miktarda Tripsin-EDTA
eklendi ve hiicreler inkiibatorde 3-5 dakika bekletilerek yiizeyden ayrilmasi saglandi.
Daha sonra tripsin etkisini durdurmak ve hiicrelere zarar vermesini engellemek i¢in %10
FBS igeren DMEM eklendi ve hiicreler ayn1 doz gruplar1 bir arada olacak bigimde
pipetleme yoluyla toplandi. Homojen hiicre siispansiyonu steril falkona aktarildi. 1000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem sonucunda siipernatant dikkatlice
uzaklastirildi ve hiicre peleti elde edildi. Hiicreler, belirli bir hacimde besiyerinde tekrar
sispanse edildi. Thoma lami kullanilarak hiicre sayis1 10.000-20.000 hiicre-mL
yogunlugunda olacak sekilde hazirlandi. Hiicre siispansiyonundan 10-15 pL alinarak 90-
100 pL LMA ile karistirildi. NMA’lL1 preparatlara, LM A-+thiicre karisimi damlatild1 ve
lamel ile kapatild1 ve ardindan buz kasetleri tizerinde 5-7 dakika bekletilerek agarozun

donup sabitlenmesi saglandi. Siirenin sonunda, lameller dikkatlice kaydirilarak ¢ikarildi
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ve hiicre + LMA karisimi sabitlenmis oldu. Lamlar, hiicre zarlarinin par¢alanmasi ve
DNA’nin serbest hale getirilmesi i¢in lizis tamponuna yerlestirilerek +4°C'de 1 saat
siireyle inkiibe edildi. Lizis isleminden sonra, preparatlar elektroforez tankina yerlestirildi
ve elektroforez tamponunda 30 dakika boyunca +4°C’de bekletildi. 30 dakikalik siirenin
ardindan, 25 V ve 300 mA’de elektroforez islemi baglatildi. Elektroforez islemi
tamamlanan preparatlar, soguk su veya nétralizasyon tamponu ile jel hasar gérmeyecek
sekilde yikandi. Yikama islemi tamamlanan lamlarin iizerine 70 uL etidyum bromiir
cOzeltisi damlatildi ve lamel ile kapatildi. Son olarak, her bir preparat, karanlik bir
ortamda floresans mikroskobunda 100 hiicre olacak sekilde sayim i¢in incelendi. Komet
kuyrugunun uzunlugu ve DNA'nin kuyruktaki yiizdesi gibi parametreler analiz edilerek

DNA hasar1 degerlendirildi.

3.5 RNA lzolasyonu, Saflik Ol¢iimii ve cDNA Sentezi

HepG2 karaciger kanseri hiicre hattinda, qRT-PCR c¢alismasi1 i¢in lizis tamponu
kullanilarak total RNA izolasyonu gergeklestirildi. Calismamiz i¢in temin edilen
Ribospin™ RNA Izolasyon Kit (GeneAll®, #304-150) protokolii uygulandi. Deney igin
bir tane kontrol ve ii¢ tane de doz uygulama grubu olusturuldu, hiicreler 24 saat ardindan
48 saat boyunca yeniden inkiibe edildi. Bu asamadan sonra RNA izolasyonu ve
saflagtirma islemleri gerceklestirildi. Elde edilen RNA 6rneklerinin saflik tayini nanodrop
cihazinda gergeklestirildi. Uygun konsantrasyonda ¢ikan RNA Ornekleri daha sonra
cDNA’ya ¢evrildi. Calistigimiz gen bolgeleri 6zel primer dizayni ile reaksiyon karigimi
hazirlanip QRT-PCR analizinde kullanilmak iizere muhafaza edildi. T75 flasklara 5 x 10°
hiicre olacak bicimde 24 ve 48 saatlik deney gruplart i¢in toplamda 8 adet flaska hiicre
ekimi yapildi ve flasklar 37°C, %5 CO> ortaminda 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresi sonunda hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda, eski besiyeri dikkatlice
uzaklastirildi ve kontrol gruplarina taze besiyeri ilave edildi. Deney gruplarina ise
belirlenen dozlar uygulandi. Doz uygulama gruplari, MTT testiyle belirlenen ICso
degerlerine gore uygulandi. Sorafenib icin 20 uM, Parasetamol i¢in ise SMm dozlar
kullanildi. Hiicreler bu dozlarla 24 saat daha inkiibe edildi ve ayn1 islemler 48 saat i¢in
de gerceklestirildi. 24 ve 48 saatlik RNA izolasyonunda T75 flasklara uygulanan ilaclar

ve miktarlar1 Cizelge 3.7 de verilmistir.
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Cizelge 3.7 RNA izolasyonunda T75 flasklara uygulanan ilaglar ve miktarlar1 (24-48 saat)

Parasetamol Sorafenib
Kontrol Yok Yok
Parasetamol 5mM Yok
Sorafenib Yok 20 uM
Sorafenib+Parasetamol 5 mM 20 uM

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, kendi besiyerlerinde hiicre kaziyict yardimiyla
flasklardan kazinarak santrifiij tiiplerine aktarildi. Hiicreler, 3000 devirde 5 dakika
stireyle santrifiij edilerek hiicre peletleri elde edildi. Elde edilen hiicre peletlerine 400 pL
lizis tamponu eklenerek hiicre zarlarinin parcalanmasi saglandi. Pipetleme yapilarak
homojenize edilen karisim, 25°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicre lizati, RNA'nin
baglanmasi i¢in mini spin kolonuna transfer edildi ve 10.000 G kuvvetinde 30 saniye
boyunca santrifiij edildi. Bu islem, RNA'nin kolon membranina tutunmasini sagladi.
Kolona 500 pL GW1 ¢ozeltisi eklendi ve RNA'dan protein, tuz ve diger kontaminantlarin
uzaklastirilmasi i¢in 10.000 G kuvvetinde 1 dakika 30 saniyelik bir santrifiij islemi
uygulandi. Bu yikama asamasi ile RNA'nin saflastirilmasi amaglandi. Mini spin kolon,
yeni bir santrifiij tiipline transfer edildi. Kolonun merkezine 50 pL Nuclease-Free Water
(NFW) eklenerek 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan RNA'nin
elisyonu, 10.000 G kuvvetinde 1 dakika santrifiij edilerek tamamlandi. Elde edilen RNA,
kisa stireli depolama i¢in -20°C’de, uzun vadeli muhafaza amaciyla ise -80°C’de
saklandu. Izole edilen RNA'larin konsantrasyonu (ng/ul) ve saflik oran1 (OD260/0D280)
Thermo Scientific™ Multiskan™ GO cihazi kullanilarak, Scanlt Software 6.1.1 programi
araciligryla olgiildii. Olgiim siirecine baglamadan 6nce, RNA konsantrasyonunun dogru
bir sekilde belirlenebilmesi igin cihazda RNA 6l¢iimiine uygun olan hazir protokol aktif
hale getirildi. Olg¢iimde kullanilacak olan Nanodrop plate (Thermo Scientific™ puDrop™
Plate, #N12391, ABD) iizerine, referans (blank) olarak 5 pl Nuclease-Free Water (NFW)
eklendi. Ardindan her bir RNA numunesinden 5 pl alinarak ayni plate iizerine yiiklendi.
Multiskan GO cihazi, 151k absorbansini belirli dalga boylarinda Olgerek RNA
konsantrasyon ve safli1 hesaplandi; bu sayede RNA’ nin protein veya diger safsizliklarla
kontamine olup olmadigini belirlemek amaciyla OD260/0D280 kullanildi. Sonuglar,
RNA’nin saflik derecesi ve deneysel calismalar i¢cin uygunlugu degerlendirilmek {izere

kaydedildi.
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3.5.1 cDNA Sentezi

RNA saflastirma islemi tamamlandiktan sonra, FIREScript® RT c¢cDNA Sentez Kiti
(Solis BioDyne) protokoliine gore cDNA sentezi gergeklestirildi. 24 ve 48 saatlik hiicre
inkiibasyonlarinin ardindan, her bir RNA 6rnegi i¢in 20 pl'lik reaksiyon karigimlari
hazirlandi. Bu karistmin hazirlanmasi sirasinda, kit icerisindeki bilesenler titizlikle
eklenerek sirasiyla 10X RT Reaction Buffer (2 ul), ANTP Mix (0.5 ul), Oligo(dT) Primer
(1 pl), Random Primer (1 pl), RNase Inhibitor (0.5 ul) ve FIREScript Reverse
Transcriptase (1 upl) reaksiyon tiiplerine ilave edildi. Ardindan, her bir Ornekte
kullanilacak RNA'lar ve Nuclease-Free Water (NFW) eklenerek reaksiyon hacmi
toplamda 20 pl'ye tamamlandi. Islemin devaminda, tiipler RNA'min cDNA'ya
dontistiiriilmesi amaciyla Prime Thermal Cycler marka cihaz kullanilarak elde edilen
cDNA'lar, gen ekspresyon analizlerinde kullanilmak {izere -80°C'de muhafaza edildi. Bu
stireg, elde edilen cDNA'nin saflig1 ve kalitesini garanti altina almak ve gen ifadesi
analizlerinin dogrulugunu saglamak adina oldukga kritik bir asama oldugu ig¢in titizlikle

calisildi. cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin miktarlar1 Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8 cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin miktarlari.

Deney Bileseni Miktar

RNA Spug

Oligo(dT) primer 1 ul

dANTP MIX 0.5l

10x Reaction Buffer 2 ul

Firescrip RT 1l

RiboGrip RNase inhibitor 0.5 ul

Niikleaz Free Water Toplam hacim 20 pl
Toplam Hacim 20 ul

3.5.2 Primer Tasarimi

HepG?2 hiicreleri iizerinde p-ACTIN, BCL2, BAX, CASPASE-3 ve TNF-a genlerinin
ekspresyonunu incelemek amaciyla genlere uygun spesifik primerler, Primer-BLAST
programi kullanilarak tasarlandi. Kullanilan primerlerin dizilimleri ve PCR {iriinlerini

belirtilen sekanslara gore (5 '—3 ') uzunluklari detayl olarak Cizelge 3.9°da sunulmustur.
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Cizelge 3.9 Ekspresyon seviyeleri belirlenen genler ve bu genler i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen Primerler

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

R: 5'-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3'

BCL-2 F: STATCTGGGCCACAAGTGAAG-3’

R: S"- ATTCGACGTTTTGCCTGAAG-3'

KASPAZ-3 F: 5'-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT-3

R: 5'-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT-3’

BAX F: 5'~-AGCAGATCATGAAGACAGGG-3'

R: 5'-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA-3’

TNF-o F: 5'-GACTATCTCGACTTTGCCGA-3'

R: 5'-GTTTCGAAGTGGTGGTCTTG-3'

3.5.3 qRT-PCR

Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonu uygulanan HepG2 insan karaciger kanseri hiicre
hattinda, hedef genlerin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklari belirlemek amaciyla bu
analizde, Bioneer Exicycler™ 96 (Ver.4) Real-Time Quantitative Thermal Block
(Thermo, ABD) cihazi kullanildi. Bu analizde, HOT FIREPol® SolisGreen® qPCR Mix
reaktifi kullanildi ve tiim genler i¢in her kosulda iki teknik tekrar yapildi. Hedef genlerin
ekspresyon seviyelerinin amplifikasyonu icin gerekli karisim, Cizelge 3.10°da belirtilen
konsantrasyonlara ve numune sayisina gore dikkatlice hesaplanarak hazirlandi. Bu
karisim, her bir hedef gen i¢in spesifik primerler ve HOT FIREPol® SolisGreen® qPCR
Mix i¢erecek sekilde optimize edildi. Hazirlanan karisimdan her kuyucuga 5 pl dikkatlice
dagitildi, ardindan her kuyucuga 2 pul cDNA 6rnegi eklenerek pipetleme islemi hassas bir
sekilde gergeklestirildi. Protokol, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonucunda elde

edilen tiim ornekler icin, her kosulda iki tekrar olacak sekilde ayni titizlikle uygulandi.
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Cizelge 3.10 gqRT-PCR calismasinda kullanilacak reaktif bilesenler ve miktarlari.

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

gRT-PCR islemi, her bir dongii i¢in uygun 1sinin ve siirelerin ayarlandigi bir program
dogrultusunda gerceklestirildi. Deneyin her asamasinda, enzim aktivasyonu,
denatiirasyon, baglanma ve uzama basamaklar1 i¢in belirlenen protokole uygun olarak

optimize edilmis sicaklik ve zaman dilimleri ile uygulandi.
3.6 Protein izolasyonu ve Miktar Analizi

HepG2 hiicre hattinda, Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonunun uygulanmasinin
ardindan, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra hiicre toplama
asamasina gecildi. Inkiibasyon siiresi sona erdikten sonra, her iki grup icin benzer dozlar
uygulanan hiicreler falkonlara toplandiktan sonra santrifiij edildi. Santrifiijleme iglemi
sonrasinda hiicrelerin siipernatant kismi dikkatlice uzaklastirildi. Elde edilen hiicre peleti,
soguk PBS ile iki kez yikanarak hiicrelerin tam anlamiyla ¢okeltilmesi saglandi. Bu
yikama islemi, hiicre dis1 bilesenlerin ve gereksiz maddelerin ortadan kaldirilmasina
yardimci oldu. Bu siiregte, proteinlerin stabilitesini korumak amaciyla tiim islemlerin buz
icerisinde gerceklestirilmesine 6zen gosterildi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra,
hiicre peleti iizerine soguk RIPA tamponu eklenerek, 200 pl hacminde bir ¢ozelti
olusturuldu. Bunun yan1 sira, 10 pl proteaz inhibitor kokteyli ilave edildi. Bu karigimi,
homojen bi¢cimde elde etmek amaciyla dikkatlice pipetaj yapildiktan sonra, tiipler buz
icerisine gomiilerek 30 dakika bekletildi. Bu asama, proteinlerin ¢6ziinmesi ve
bozulmalarinin 6nlenmesi i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Ardindan, buz igerisinde bulunun
tiipler 4 °C’de 10.000 rpm hizinda 10 dakika santrifiije tabi tutuldu. Bu islem sonucunda,
ependorf tliplerinin iist kisminda istenilen ¢ézlinmiis protein siipernatanti elde edildi. Elde

edilen siipernatant, santrifiij isleminden ¢ikinca protein yapisinin zarar gérmemesi i¢in
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tekrar buzda tutuldu ve uygun etiketleme iglemleri yapilarak -20 °C’de saklanmak {izere
hazirlandi. Sonrasinda, uzun siireli depolama i¢in -80 °C’de muhafaza edilmek {izere

kaldirildi. Boylece, protein izolasyonu islemi tamamlanmis oldu.

Bradford testi, protein konsantrasyonunu belirlemek icin siklikla tercih edilen bir
kolorimetrik yontemdir. Bu analiz, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
proteinlerle etkilesim gostermesi prensibine dayanir. Boya, protein ile baglandiginda renk
degisimi meydana gelir ve bu degisim, protein miktar1 ile orantili olarak 6l¢iilebilir. Boya-
protein kompleksinin olusumu, asidik bir ortamda 595 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gosteren mavi bir yapi olusturur. Bradford testi, 6zellikle yiiksek dogruluk ve
hizli sonug elde etme kapasitesi nedeniyle diger protein dl¢iim tekniklerine gére belirgin
avantajlar sunar (Bradford 1976). Testin dogrulugu, proteinlerin Coomassie Brilliant
Blue ile olan etkilesimlerine dayanmaktadir; bu nedenle, proteinlerin yapisal farkliliklar

Ol¢iimlerde belli bir sapma yaratabilir.

Genel olarak, bovin serum albiimini (BSA) gibi standart bir proteinin farkli
konsantrasyonlar1 kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulur ve bilinmeyen 6rneklerin
protein miktarlar1 bu egriye dayanarak belirlenir. Bu yontemin hassasiyeti, 6zellikle
diisiik protein konsantrasyonlarini dlgebilme yetenegi sayesinde tercih edilmektedir.
(Compton ve Jones 1985). Deney oncesinde, tiim kullanilan malzemelerin ve ¢alisma
ortaminin sterilizasyonu titizlikle saglandi. Protein standardi, Brilliant Blue Reagent ve
ornekler, deney siiresince diisiik sicaklikta tutuldu. Protein miktarinin belirlenmesi
amaciyla ilk adimda, Brilliant Blue Protein Reagent 1:10 oraninda distile su ile
seyreltilerek hazirlandi. Protein standardi olarak BSA (Bovine Serum Albumin) farkli
konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 150, 300 pl) distile su ile seyreltilerek c¢ozeltiler
olusturuldu. Kontrol grubu (blank) i¢in 900 ul boya ¢ozeltisi ve 100 pl distile su, ependorf
tiiplere eklenip pipetaj islemi ile optik cam kiivetlere aktarildi. 595 nm dalga boyunda
ol¢timler gerceklestirildi. Ayni protokol, diger BSA konsantrasyonlari i¢in de takip edildi.
Ornekler igin ise 900 ul RIPA soliisyonu, 10 pl protein ve 900 ul Brilliant Blue Reagent
karistirilarak homojen bir ¢6zelti olusturuldu ve pipetajin ardindan kiivetlere aktarilip,
Jenway6305 UV/Vis Spectrophotometer cihazi ile 595 nm'de dl¢iimler yapildi; sonuglar
detayli sekilde kaydedildi.
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3.7 ELISA Analizi

Bu ¢alismada, HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve Parasetamol’de Bax, Bcl-2, Tnf-a ve
Kaspaz-3 protein diizeylerinin kantitatif olarak 6l¢iilmesi amaciyla, human ELISA kiti
kullanildi. ELISA yontemi, antijen-antikor etkilesimi esasina dayanmakta olup, yliksek
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii sayesinde protein analizlerinde yaygin olarak tercih edilmektedir
(Crowther 2009). Deneysel islemler kapsaminda, hiicre kiiltiir siipernatanlarindan elde
edilen 6rnekler, bu proteinlere 6zgii antikorlarla kapli mikrotitre plaklarina aktarildi ve
ELISA protokolii dogrultusunda isleme alindi. Numuneler 6nce inkiibasyona birakildi,
ardindan biotin etiketli sekonder antikor ve HRP-konjugat (horseradish peroxidase) ilave
edilerek renk reaksiyonu baglatildi. TMB substratinin eklenmesiyle olusan renk degisimi,
reaksiyonun siilfiirik asit ile durdurulmasinin ardindan 450 nm dalga boyunda mikroplak
okuyucu ile olclildii. Her protein igin olusturulan standart egriler kullanilarak
konsantrasyon degerleri hesaplandi. Yikama tamponu, stok ¢ozeltinin distile su ile
seyreltilmesiyle olusturuldu. Her kuyucuga 100 pL standart veya Ornek numune
eklenerek 90 dakika inkiibasyon yapildi ve siire sonunda yikama adimi uygulandi. Daha
sonra 100 puL biotinli antikor eklendi ve 60 dakika inkiibe edilerek tekrar yikama yapildi.
Ardindan 100 pL. HRP-konjugat eklendi, 30 dakika inkiibe edildi ve ii¢lincii yikama
uygulandi. Son olarak 90 pLL. TMB substrat eklenip 15-20 dakika siireyle renk gelisimi
beklendi ve 50 pL durdurma soliisyonu eklendi ve optik yogunluk o6lgiimleri
gerceklestirildi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak Bax, Bcl-2, Tnf-o ve
Kaspaz-3 protein diizeyleri belirlenerek kontrol ve ilag uygulanmis gruplar karsilastirildi.
Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi ve protein diizeylerindeki degisiklikler optik

yogunluk degerleri temel alinarak analiz edildi.

3.8 istatiksel Analiz

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

gen olarak B-AKTIN kullanilmis ve analiz bu gen temel alinarak standartlastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 MTT Testi Sonuglarn
4.1.1 HepG2 Hiicre Hattinda Parasetamol’iin Hiicre Canhihg Uzerine Etkisi

HepG2 hiicre hattinda Parasetamol’lin ICso dozunu belirlemek amaciyla, her kuyucuga
dort kez tekrarlanacak sekilde artan konsantrasyonlarda dozlar uygulandi. Parasetamol
icin 1-10 mM arasinda ii¢ farkli doz segilerek, 24 ve 48 saatlik siireyle hiicreler bu dozlara
maruz birakildi. MTT canlilik testi ile 540 nm'de elde edilen absorbans verileri
kullanilarak hiicre canlilik yiizdeleri hesaplandi. Bu hesaplamalar sonucunda elde edilen

bulgular Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.1 HepG2 hiicreleri iizerinde uygulanan farkli dozlarin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon stiresi
sonrasinda canlilik oranlarma (%) etkisi.

Kontrol grubunda 24 saat ve 48 saat sonrasinda hiicre canlilik oranlar1 olduk¢a yiiksek
(%100) gozlenmistir. 1 mM konsantrasyonda 24 saat sonra hiicre canlilik orani hafif bir
diisiis gosterirken, 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda bu oranda bir disis
gozlemlenmemistir. 5 mM dozda, hem 24 saat hem de 48 saat inkiibasyon siirelerinde

canlilik oranlarinda belirgin bir azalma goriilmistiir ve yiizde canlilik degeri 24 saatlik
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stire sonunda %359.03 olarak belirlenip, 48 saatlik siire sonunda ise % 37.85 olarak
bulunmustur. 48 saatlik uygulamada canlilik orani, 24 saate kiyasla daha diisiik olarak
saptanmistir. En yliksek konsantrasyon olan 10 mM’de, hem 24 saat hem de 48 saatlik
stirelerde canlilik oran1 6nemli Glgiide azalmistir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
canlilik oran1 neredeyse %20’ye diismiistiir. Bu baglamda artan doz ve inkiibasyon siiresi
ile HepG2 hiicrelerinin canlilik oranlarinda kademeli bir azalma goézlemlenmistir.
Ozellikle yiiksek dozlarda 5 mM ve 10 mM oldugu gibi uzun siireli inkiibasyonlarda,
hiicre canlilig1 belirgin sekilde diigmektedir. Bu da, uygulanan maddenin HepG2 hiicreleri

tizerinde doza ve zamana bagli sitotoksik etkisi oldugunu gostermektedir.
4.1.2 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib’in Hiicre Canhlign Uzerine Etkisi

Sorafenib'in HepG2 hiicre hatt1 {izerindeki etkilerini incelemek amaciyla, 1-100 uM
araliginda 11 farkli artan konsantrasyon kullanilarak MTT canlilik testi gerceklestirildi.
Her doz, dort tekrarli olacak sekilde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde hiicrelere
uygulandi. Hiicre canlilik yiizdeleri, 540 nm dalga boyunda elde edilen absorbsiyon
verilerine dayanarak hesaplandi. Bu hesaplamalar sonucunda elde edilen bulgular Sekil
4.2'de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 HepG2 hiicreleri iizerinde uygulanan farkli dozlarin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon stiresi
sonrasinda canlilik oranlarina (%) etkisi
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Her iki inkiibasyon siiresinde de artan Sorafenib konsantrasyonuyla birlikte hiicre canlilik
oranlarinin azaldig1 gézlemlenmistir. 5 uM ve lizerindeki dozlarda hiicre canliliginda
belirgin bir azalma meydana geldigi gézlemlenmis olup 6zellikle 10 uM ve 15 puM
dozlarinda canlilik oran1 %50 ve altina diismiis ve 48 saatlik inkiibasyonda bu azalma
daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda Sorafenib’in, doza ve inkiibasyon
stiresine bagli olarak toksik etkisinin arttigi belirlenmistir. 30 uM ve {izeri dozlarda
canlilik oranlar oldukga diisiik seviyelere inmis ve yaklasik %10-20 civarinda kalmistir.
Elde edilen verilere dayanarak, 24-48 saatlik inkiibasyonda ICso degeri 20 uM olarak
tespit edilmistir.

4.1.3 HepG2 Hiicre Hattinda Sorafenib ve Parasetamol Kombinasyonunun Hiicre

Canlih@ Uzerindeki Etkisi

Sorafenib i¢in ICso dozu olarak belirlenen 20 uM konsantrasyon dozu, Parasetamol ile
kombine edilerek HepG2 hiicre hattinda incelenmistir. Parasetamol icin 1Cso dozu ve
buna yakin konsantrasyonlar olan 1, 5 ve 10 mM seviyelerindeki konsantrasyonlar
Sorafenib ile kombinasyonlar hazirlanarak, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresince
hiicrelere uygulanmistir. Kombinasyonlarin hiicre canliligi tizerindeki etkilerine iliskin

veriler Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te sunulmustur.
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Sekil 4.3 HepG2 hiicrelerine 24 saatlik Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonlarinin hiicre canlilig
tizerindeki etkisi.
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Sorafenib 1Cso dozunda 20 pM sabit tutulurken, Parasetamol {i¢ farkli konsantrasyonda
(1, 5 ve 10 mM) uygulanmistir. Kontrol grubunda hiicre -canlilik oran1 %100 seviyesinde
iken, uygulanan Para 1 + Sor 20 (I mM Parasetamol + 20 uM Sorafenib)’luk
kombinasyonda, hiicre canlilik oran1 yaklasik %70 seviyesine gerilemistir. Para 5 + Sor
20 (5 mM Parasetamol + 20 uM Sorafenib)’lik uygulamada hiicre canliligina etkide
belirgin bir azalma gozlenmistir. Canlilik orani, %50-60 seviyelerinde kalmis olup, bu
kombinasyonun hiicrelerde orta derecede bir toksik etki olusturdugu ve bu baglamda tek
basina Sorafenib uygulamasina herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Para 10
+ Sor 20 (10 mM Parasetamol + 20 uM Sorafenib) uygulamasinda ise hiicre canlilik
oraninin yaklasik %40 seviyesine kadar geriledigi ve bu kombinasyonun tek basina

Sorafenib uygulamasindan daha etkili oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.4 HepG2 hiicrelerine 48 saatlik Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonlarinin hiicre canlilig:
tizerindeki etkisi.

48 saatlik kombinasyon uygulamasinda, kontrol grubunda hiicre canlilik oran1 %100
seviyesinde iken, uygulanan Para 1 + Sor 20, Para 5 + Sor 20 ve Para 10 + Sor 20
uygulamalarinda, hiicre canlilik oranlar1 sirasiyla; yaklasik %45, %15 ve %9 olarak
belirlenmistir. 24 ve 48 saatlik uygulamalarin sonuglar1 degerlendirildiginde uygulama
stiresi arttikca ve konsantrasyon artisi ile hiicre canlilik oranlarinin diistiigii gézlenmistir.
Ozellikle Para 10 + Sor 20 uygulamasinda 48 saatte hiicre canlilif1 %9 civarma kadar

gerilemistir. Bu durum, yiiksek Parasetamol ve Sorafenib kombinasyonunun ve uygulama
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stiresinin artiginin hiicreler tlizerinde giiclii bir sitotoksik etki yarattigini ve hiicre 6liim
oranini artirdigini1 gostermektedir. Artan Parasetamol konsantrasyonuyla birlikte, sabit
tutulan Sorafenib dozunun hiicre canlilig1 tizerindeki toksik etkisi daha belirgin hale
gelmistir. Bu kombinasyon dozlarinin etkisi, doza bagimli bir sekilde artis gdstererek
hiicre 6liim oranm yiikseltmistir. Ozellikle yiiksek Parasetamol dozlari ile Sorafenib’in

birlikte kullanimi, HepG2 hiicre hattinda belirgin bir sitotoksik etki yaratmaktadir.

4.2 Genotoksisite Testi Sonuclar:

HepG2 hiicrelerinde DNA hasar analizi, 20 pM Sorafenib ve Parasetamol dozlari
kombine edilerek uygulanmistir. DNA hasar diizeyinin tespitinde, komet testi kullanilmis
olup, her uygulama grubundan hazirlanan preparatlar {izerinden toplamda 100 hiicre

incelenerek skorlama yapilmis ve kontrol gurubuyla karsilastirilmistir.

Cizelge 4.1 HepG?2 hiicrelerinde Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonunun olusturdugu DNA
Hasar

DNA Hasari (Arbitrary Unit)

Uygulama Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma

24 saat (Parasetamol 2.5 mM) 48 saat (Parasetamol 5 mM)

Kontrol 3.67+1.15% 4.33+1.15%

Pozitif Kontrol ~ 49.55+7.87¢ 50.44+8.62¢
Sorafenib (20uM) 20.33+2.52° 25.3344.16°
Parasetamol 6.00+£2.65% 12.00+6.24°¢
Sor + Para 18.33+3.51° 23.33+1.15°

* Sor: Sorafenib; Para: Parasetamol, pozitif kontrol: cisplatin
* Farkli stitunlardaki farkli sekilde belirtilen harfler p<0,05 diizeyinde 6nemli (Duncan goklu dagilim testi).

Uygulanan dozlarin HepG2 hiicreleri lizerindeki DNA hasarinin en yiiksek degeri
(25.33+4,16%), 48 saatlik sonuglarda Sorafenib (20 pM) doz uygulamasinda goriilmiistiir.
Bu sonuca en yakin bir diger DNA hasar1 (23.33+1.15), 48 saatlik Sor20+Para2.5 (20
uM Sorafenib + 2.5 mg/ml Parasetamol) kombinasyon doz uygulamasinda tespit
edilmistir. En az DNA hasarinin goriildiigii deger (6.00+£2.65%), 24 saatlik sonuglarda 5
mg/ml Parasetamol doz uygulamasinda belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan Sorafenib

ve Parasetamol kombinasyonu, tek basina uygulanan ila¢ dozlarmma kiyasla HepG2
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hiicreleri lizerinde daha fazla DNA hasar1 gdstermekle birlikte tek basina Sorafenib
uygulamasindaki hasar seviyesini hem 24 hem de 48 saatlik uygulamada azaltmistir.
Yapilan uygulama sonucunda elde edilen hasar goriintiilerinden bazilar1 Resim 4.1°de

verilmistir.

Resim 4.1 Parasetamol ve Sorafenib kombinasyon dozlarimin HepG2 hiicre hatti iizerindeki

etkilerinin Komet goriintiileri.

4.3 RNA Izolasyonu

24 ve 48 saat inkiibe edilmis hiicre kiiltiirlerinden toplam RNA izolasyonu, lizis tamponu
kullanilarak ve ¢alisma icin temin edilen RibospinTM RNA izolasyon Kit protokolii
uygulanarak gerceklestirilmistir. Izolasyon sonrasi RNA safligi ve konsantrasyonu
spektrofotometrik analiz (NanoDrop) ile degerlendirilmis ve Olgiimler sonucunda,
A260/A280 orani ortalama 1.8-2.0 arasinda bulunmus ve bu deger RNA'nin saf olarak

izole edildigini gostermistir.

4.4 Gen ifade Diizeyleri

HepG2 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik kombinasyon ¢aligsmalar1 sonucunda kontrol grubu
ve buna bagl olarak degiskenlik gosteren kombinasyon gruplari ¢alisilmis ve elde edilen

sonuclar dogrultusunda, BAX, BCL-2, KASPAZ-3 ve TNF-a genlerinin ekspresyon

seviyeleri, B-Actin referans geni kullanilarak qPCR y0Ontemi ile belirlenmistir.
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Rolatif Ekspresyon
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Sekil 4.5 Bax geni ekspresyon seviyesi (a:24 ve b:48 saat).

Yapilan caligmada 24-48 saatlik uygulama sonucunda BAX gen ekspresyonu verileri
degerlendirildiginde her bir uygulama grubunda da anlaml1 degisiklikler gozlemlenmistir
(p <0.0001). 24 saatlik uygulama gruplar1 arasinda en yiiksek ekspresyon seviyesi
Parasetamol grubunda gdzlenmekte olup Sorafenib’ten daha yiiksek bir gen ekpresyon
seviyesi gostermistir. Kombine halde kullaniminda Parasetamol-Sorafenib kombinasyon
dozunun Sorafenib’e kiyasla BAX ekspresyonun da antagonistik bir etki sergiledigi
goriilmektedir. Ancak 48 saatlik uygulama verilerine bakildiginda, Parasetamol’iin tek
basina uygulamasinda anlamli derecede ekspresyon diizeyinin arttigi tespit edilmistir.
Kombinasyon uygulamasinda ise Sorafenib’den daha fazla Bax ekspresyonu gosterdigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar 48 saatlik uygulama siiresiyle birlikte Parasetamol’iin
Sorafenib uygulamasina sinerjistik etkisi oldugunu gostermis olup bu durum tedavi siiresi
uzadikc¢a kombinasyonun apoptotik etkisini artirdigini ifade etmektedir. Bu veriler, tedavi
siiresine bagli olarak BAX geninin farkli diizeylerde regiile oldugunu ve o6zellikle
kombinasyon tedavisinin zamanla daha gii¢lii bir apoptotik etkiye sahip oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6 Bcl-2 geni ekspresyon seviyesi (a:24 ve b:48 saat).

24 saatlik uygulamada Sorafenib+Parasetamol kombinasyon grubunun ekspresyon
seviyesinin hem Sorafenib’e hem de Parasetamol’e kiyasla BCL-2 ekspresyon seviyesini
onemli derecede azalttig1 goriilmiistiir. Parasetamol tek basina ekspresyonu artirirken,
Sorafenib ile birlikte uygulandiginda bu artis1 baskilamis ve ekspresyon seviyesinde ciddi
bir diisiise neden olarak antagonist bir etkilesim yaratmistir. Ancak zaman faktori géz
Oniine alindiginda, 48 saatlik uygulama sonrasi elde edilen verilerde farkli bir egilim
ortaya ¢ikmistir. Bu daha uzun siirede, hem Sorafenib hem de Parasetamol tek baslarina
disik BCL-2 ekspresyonu seviyeleri sergilerken, kombine tedavi grubunda
ekspresyonun anlaml sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu artis, iki ilacin uzun siireli bir
arada uygulanmasinda sinerjistik bir etkilesime isaret etmektedir. Bu da, kombinasyon
tedavisinin zamanla hiicrelerde farkli molekiiler adaptasyonlar veya kompansatuar
mekanizmalar tetikleyebilecegini gostermektedir. Uzun siireli maruz kalmada, hiicrelerin
ilag etkilerine kars1 direng gelistirmek amaciyla BCL-2 proteinini artirdigi ve bdylece

hiicre yasamsalligin1 korumaya ¢alistig1 varsayilabilir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7 Kaspaz-3 geni ekspresyon seviyesi (a:24 ve b:48 saat).

24 saatlik uygulamada Parasetamol’iin, Sorafenib’e gore anlamli derecede daha yiiksek
KASPAZ-3 ekspresyonuna neden oldugu belirlenmistir, ancak kombinasyon grubu
uygulamasinin hem Parasetamol hem de Sorafenib’e gore anlamli olarak daha diisiik
ekspresyon gosterdigi belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonuglar1 incelendiginde
Sorafenib grubu ekspresyonu en diisiik iken Parasetamol tedavisiyle ekspresyon belirgin
sekilde artmustir. i1k 24 saatlik siirecte hiicrelerin bu ilag kombinasyonuna kars1 adaptif
yanitlar gelistirerek KASPAZ-3 aktivasyonunu sinirladigi disiiniilebilir. Bununla
birlikte, 48 saatlik uygulama siiresi incelendiginde, KASPAZ-3 ekspresyonunda 6nemli
degisiklikler gozlenmistir. Sorafenib grubunda ekspresyon seviyesi en diisiik diizeyde
seyretmis olup, bu durum Sorafenib’in uzun siireli kullaniminda hiicrelerde apoptotik
aktivasyonun simirli kalabilecegine isaret etmektedir. Buna karsin, Parasetamol tedavisi
48 saatte KASPAZ-3 ekspresyonunu belirgin sekilde artirmis, apoptotik siireglerin devam
ettigini gostermistir. En dikkat ¢ekici sonug ise kombinasyon grubundan elde edilmistir;
burada KASPAZ-3 ekspresyonu ¢ok yiiksek diizeylere ulagsmis ve bu durum, Sorafenib
ve Parasetamol’lin birlikte uygulandiginda gen ekspresyonunu sinerjistik bicimde

artirarak apoptotik hiicre 6limiinii giiglendirdigini ortaya koymustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8 TNF-A geni ekspresyon seviyesi (a:24 ve b:48 saat).

Her iki stire uygulamasinda da TNF-a ekspresyon diizeyi bakimindan, istatistiksel olarak
anlaml degisiklikler saptanmistir. 24 saatlik uygulamada Parasetamol grubunda gen
ekspresyon diizeyi hem Sorafenib hem de kombinasyon grubundan daha yiiksek bir deger
gostermigtir. 48 saatlik uygulamada ise en yiiksek ekspresyon seviyesi Sorafenib
uygulamasinda goriilmiis kombinasyon uygulamasinin ekspresyon seviyesi ¢cok azaldigi
icin antagonistik bir etkilesim olabilecegi ongoriilmektedir. Bu diisiis, iki ilacin birlikte
kullanildiginda TNF-a {retimi {izerinde birbirini engelleyen, yani antagonistik bir
etkilesim igerisinde olduklarin1 diistindiirmektedir. Boyle bir antagonizm, hiicrelerin
cytokine bagl sinyal yollarindaki karmagik diizenlemeler nedeniyle ortaya ¢ikabilir; bu
da kombinasyon tedavisinin tek basina uygulamalardan farkli ve beklenmedik molekiiler
sonuclar dogurabilecegini gostermektedir. Erken donemde Parasetamol’iin pro-
inflamatuar etkisi baskinken, uzun dénemde Sorafenib’in TNF-a diizeylerini yiikselttigi;
ancak kombinasyonun bu etkileri azaltarak hiicrelerin TNF-o kaynakli sinyalizasyon
yollarinda bir ¢esit denge veya baskilama mekanizmasi olusturdugu sonucuna varilabilir

(Sekil 4.8).
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4.5 ELISA Yontemi ile Protein Diizeyi Sonuclari

24 saatlik uygulama sonuglar1 degerlendirildiginde Sorafenib uygulanan grupta, bax
protein ekspresyon diizeyinde belirgin bir artis goriilmistiir. Parasetamol grubu,
Sorafenib’e kiyasla daha diigiik diizeyde Bax ekspresyonuna sahipken, kombinasyon
sonuglarinin Bax ekspresyon diizeylerini Parasetamol grubuna gdre anlamli bir sekilde
artirdigr tespit edilmistir. Parasetamol tek basina uygulandiginda goriilen Bax
diizeylerinin lizerine ¢ikarak, bu proteinin ekspresyonunu anlamli bi¢imde yiikseltmesi,
iki ilacin erken donemde Bax aracili apoptotik siiregler lizerinde sinerjistik veya en
azindan destekleyici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. 48 saatlik uygulama
sonuclarina gore ise tiim uygulama gruplarinin Bax protein ifade diizeyleri kontrol
grubunun oldukga altinda kalmistir. Bu diisiis, uzun siireli uygulamalarda hiicrelerin Bax
ekspresyonunu baskilayarak apoptotik sinyal yolagi aktivasyonunu azaltabilecegini veya
alternatif hiicre yasamsalligi mekanizmalarin1 devreye soktugunu diisiindiirmektedir.
Yani, zaman ilerledik¢e hiicrelerde Bax proteininin diizenlenmesi iizerinde farkli
mekanizmalar etkili olmaya baglamis olabilir. Bu azalma, hiicrelerin tedaviye
adaptasyonunu veya diren¢ gelistirme siireglerini yansitabilir ve tedavinin uzun vadeli

etkinligini sinirlayabilir. (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Bax protein ekspresyonu diizeyleri (a:24 b:48 saatlik).
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24 saatlik uygulama sonuglar1 incelendiginde kontrol grubuna kiyasla diger
uygulamalarda Bcl-2 seviyesinde diisiis goriiliirken en belirgin diisiis Sorafenib’te tespit
edilmistir. Bcl-2 proteini, hiicrelerde apoptozu engelleyen anti-apoptotik bir molekiil
olmas1 nedeniyle, bu proteindeki diisiis hiicrelerin apoptotik siirece daha yatkin hale
geldigini ve tedaviye olumlu yanit verdigini gostermektedir. Sorafenib’in 6zellikle bu
proteinin seviyesini diisiirmesi, ilacin kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiini tesvik eden
etkilerinden biri olarak degerlendirilebilir. 48 saatlik ¢alisma sonuglari incelendiginde ise
kontrol grubuna kiyasla Sorafenib ve kombinasyon uygulamalarinda diisiis goriilmiis
olup bu durum Parasetamol’iin uzun siireli uygulamasinda Bcl-2 seviyesinde kismi bir
artisa sebep olsa da bu artis, hiicrelerin apoptotik baskiya karst direng mekanizmalarini
harekete ge¢irdigi ve bdylece hayatta kalma sinyallerinin giiclendigi seklinde
yorumlanabilir. Ancak hem Sorafenib’in hem de Parasetamol ile birlikte uygulandiginda
bu proteindeki baskilayici etkinin devam etmesi, bu tedavi stratejilerinin uzun siireli
uygulamalarda da hiicrelerin yasamsalligini olumsuz etkiledigini gostermektedir (Sekil

4.10).

a b
25+ 10—
20 —|_ 8- T
15+ 6 -~ o
10+ ' T- T 44
5+ 24
0- | T 0 | T
A 0 S LY Y 0 N "
&!‘0 u.@\ {QP 6\0 -&P ;,\q?\ ésp {QP
d Q @ > o > & &P
2 o & o & o & o
& £ (4 =) T I
< ‘Fﬂ ) ,15‘
(& &
o &
& 2

Sekil 4.10 Bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri (a:24 b:48 saatlik).
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24 saatlik uygulama verilerinde kontrol grubuna kiyasla Sorafenib uygulamasinda
Kaspaz-3 ekspresyon diizeyinde belirgin bir artis goriliirken, Parasetamol ve
kombinasyon gruplarinda bu seviyenin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu baglamda
kombinasyon uygulamasinin Sorafenib uygulamasina kiyasla Kaspaz-3 protein
ekspresyonu agisindan antagonistik etki yarattigi soylenebilir. Kaspaz-3, hiicrelerde
apoptozun anahtar enzimlerinden biri olup, ekspresyon seviyesindeki yiikselis apoptotik
siireclerin aktive oldugunu ve hiicre 6liimiiniin tetiklendigini gostermektedir. Ancak,
Parasetamol ve 0Ozellikle Parasetamol ile Sorafenib kombinasyonunun uygulandigi
gruplarda, Kaspaz-3 ekspresyon diizeylerinin Sorafenib grubuna goére daha diistik oldugu
belirlenmistir. Bu durum, kombinasyon tedavisinin kisa siireli uygulamasinda
Sorafenib’in pro-apoptotik etkisini kismen baskilayarak antagonistik bir etkilesim
olusturdugunu diistindiirmektedir. 48 saatlik uygulama verilerine goére Kaspaz-3 protein
ekspresyonu Sorafenib uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla artis gostermis diger
uygulama gruplar ise kontrol grubundan fazla olsa da Sorafenib uygulamasi kadar
yiiksek bulunmamistir. Parasetamol ve kombinasyon gruplarindaki Kaspaz-3
ekspresyonlar1 kontrol grubundan yiiksek olmakla birlikte, Sorafenib grubundaki kadar
giiclii bir artig gdstermemistir. Bu durum, zaman ilerledik¢e Parasetamol ve kombinasyon
tedavisinin apoptotik siirecler tlizerindeki etkisinin artabilecegini, ancak tek basina

Sorafenib’in bu alandaki etkisinin daha baskin kaldigin1 gostermektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri (a:24 b:48 saat).
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24 saatlik uygulamada, tiim gruplar Tnf-a diizeyini kontrol grubuna gore belirgin sekilde
diisiirmiis olup istatistiksel olarak bu diisiisler herhangi bir anlam ifade etmemistir. 24
saatlik kisa stire zarfinda tedavi gruplarinin TNF-a lizerindeki etkisinin net ve keskin bir
farklilik yaratmadigi soOylenebilir. Bu durum, erken donemde hiicrelerin TNF-a
tiretiminde biiylik degisikliklere gitmedigi ya da tedaviye yanitin heniiz tam olarak
gelismedigi seklinde yorumlanabilir.48 saatlik uygulamada ise kontrol grubuna kiyasla
benzer sekilde Sorafenib ve kombinasyon gruplari, Tnf-a diizeyini belirgin sekilde
diisirmiis ancak tek basina Parasetamol uygulamasi kontrol grubundan daha yiiksek
protein seviyesine ulagsmistir. Bu da 48 saatlik siirede sorafenibin Tnf-a tlizerindeki
baskilayici etkisinin siirdiigiinii gostermektedir. Bu sonuglar, Sorafenib’in tek basina ve
Parasetamol ile birlikte uygulandiginda TNF-a ekspresyonunu etkili bicimde
baskilayabildigini gostermektedir. TNF-a, hiicrelerin inflamatuar yanit ve apoptoz
stireglerinde merkezi bir rol oynayan bir sitokindir ve bu proteinin baskilanmasi, ilacin
inflamasyon ve hiicre 6liimii mekanizmalarin1 diizenleyerek tedavi etkinligine katki
saglayabilir. Ozellikle Sorafenib’in bu baskilayici etkisi, kanser hiicrelerinde inflamasyon
kaynakli hiicre yasamasi sinyallerini azaltarak hiicre oliimiinii destekleyici bir etki

yaratmaktadir. (Sekil 4.12).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada HCC olarak kullanilan HepG2 hiicre hatt1 {izerinde, yaygin bir analjezik
olan Parasetamol ile standart antikanser ajanlardan biri olan Sorafenib’in hem tek
baslarina hem de kombinasyon seklinde uygulandiklarinda hiicre canlili1 iizerindeki
etkileri degerlendirilmistir. Hiicre canlilik analizleri 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi
boyunca MTT testi kullanilarak gergeklestirilmis hem zamana hem de doza bagl olarak
hiicre canlilik oranlarindaki degisiklikler analiz edilmistir. Elde edilen bulgular, her iki
bilesigin de belirli konsantrasyonlarda sitotoksik etki olusturdugunu ve kombinasyon

halinde uygulandiklarinda bu etkinin daha da gii¢clendigini gostermektedir.

Parasetamol, terapotik dozlarda giivenli kabul edilmekle birlikte yiiksek dozlarda ciddi
hepatotoksisiteye neden olabilmektedir. Bu toksik etki Ozellikle karaciger hiicreleri
tizerinde belirginlesmekte olup oksidatif stres, glutatyon tiikkenmesi ve mitokondriyal
disfonksiyon gibi mekanizmalar iizerinden etkisini gdstermektedir. Tez calismamizda da,
diisiik doz olan 1 mM'lik Parasetamol’iin 24 saatlik uygulama sonras1 canlilik oraninda
hafif bir diisiis gozlenmisken, 5 ve 10 mM dozlarinda canlilik oranlarinda anlaml
azalmalar tespit edilmistir. Bu ¢alismadaki sonuglar, McGill vd. (2012) ve James vd.
(2003) gibi arastirmacilarin yiiriittiigii ¢alismalarda bildirilen Parasetamol’e bagh
mitokondriyal hasar ve oksidatif stres mekanizmalarmi desteklemektedir. Ozellikle 10
mM dozda 48 saat sonunda canlilik oraninin %20°nin altina diismesi, bu molekiiliin

ylksek konsantrasyonlarda belirgin sitotoksisiteye yol actigini gostermektedir.

Sorafenib ise, HCC tedavisinde FDA onayli bir multikinaz inhibitorii olup, ozellikle
RAF/MEK/ERK yolaklar: iizerinden antiproliferatif etki gostermektedir. Bu ¢alismada,
1-100 uM arasinda uygulanan dozlar sonras1 6zellikle 10-15 uM konsantrasyonlari ile
canlilik oranlarinin %50°nin altina diistiigii gézlemlenmis ve ICso degerinin 20 M olarak
belirlenmistir. Bu bulgu ise Llovet vd. (2008) tarafindan bildirilen Sorafenib’in HCC
tizerindeki antitiimoral etkileriyle tutarlidir. Ayrica, Wilhelm vd. (2004) ¢alismas1 da
Sorafenib’in in vitro ortamlarda doza bagh sitotoksik etki gosterdigini dogrulamaktadir.
Kombinasyon uygulamalarinda ise Parasetamol ve Sorafenib’in birlikte kullanimi
sonucunda, ozellikle yiiksek Parasetamol dozlarinda (10 mM), hiicre canlilik oraninin

azaldig1 goriilmistiir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda bu kombinasyonda hiicre canliligi
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%9 seviyesine kadar gerilemis olup bunun da sinerjistik bir etki olusturdugu
diistiniilmektedir. Bu durum, Parasetamol’iin karacier hiicrelerinde mitokondriyal
fonksiyonlar1 zayiflatmasi ve glutatyon depolarini tiiketmesiyle iligkili olabilecegini ve
bu etkilerin, Sorafenib’in mitokondriyal membran potansiyelini hedef almasiyla
birleserek hiicrelerde daha fazla hasar yaratmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Du vd.
(2014) tarafindan yapilan bir c¢aligmada da, hiicre i¢i glutatyon diizeylerinin
diisiiriilmesinin  kemoterapdtik ilaglarin toksisitesini artirdigr gosterilmistir. Ayrica,
Wang vd. (2019) tarafindan yapilan bir in vitro ¢alismada, kanser dis1 ajanlar ile
antikanser ilaglarin kombinasyonunun hiicre stresini artirarak hiicre Oliim oranini

yiikselttigi rapor edilmistir. Bu calismada benzer yonde bulgular sunmaktadir.

Bu tez kapsaminda ytiriitiilen MTT analizleri, Parasetamol’iin yiiksek dozlarda HepG2
hiicrelerinde belirgin sitotoksisite olusturdugunu ve Sorafenib ile birlikte kullanildiginda
bu etkinin daha da arttigin1 ortaya koymustur. Hiicre canliligindaki diisiisler, hem doza
hem de inkiibasyon siiresine bagli olarak artmis, oOzellikle 48 saatlik siirelerde
belirginlesmistir. Bu bulgular, bizlere Parasetamol gibi yaygin kullanilan farmasétik
ajanlarin kemoterapotik ilaglarla birlikte kullaniminda dikkatli olunmasi gerektigini
vurgulamakta; kombinasyon tedavilerinin sinerjistik ya da toksik etkilerinin 6nceden
degerlendirilmesinin dnemini ortaya koymaktadir. Elde edilen veriler, ileride yapilacak
olan molekiiler analizler, farkli gen ekspresyon c¢aligmalari ve oksidatif stres
belirteclerinin incelenmesi ile daha ayrintili olarak degerlendirilebilir. Bu yoniiyle yapilan
tez ¢alismamizda, antikanser tedavi yaklasimlarinda ila¢ etkilesimlerinin goéz oniinde
bulundurulmasi gerektigine dikkat ¢ekmekte ve farmakolojik kombinasyonlarin hiicre

diizeyindeki etkilerinin detayli big¢imde incelenmesine katk1 saglamaktadir.

Komet ¢alismasinda ise HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve Parasetamol’{in tek baslarina
ve kombinasyon halinde uygulanmasiyla meydana gelen DNA hasarlari, Komet testi ile
degerlendirilmistir. Komet test sonuclari, genotoksik etkilerin zamana ve kullanilan
dozlara bagli olarak degiskenlik gosterdigini agik¢a ortaya koymustur. Elde edilen
bulgulara gore en yiiksek DNA hasari, 48 saatlik uygulamada yalnizca Sorafenib (20 pM)
uygulanmis hiicrelerde (25.334+4.16) gozlenmis, bu degere en yakin hasar ise ayni siire
boyunca Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonu (23.33+1.15) uygulanan hiicrelerde

tespit edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonda ise genotoksisite en diisiik seviyede (6.00+2.65)
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yalnizca 5 mg/mL Parasetamol uygulanmis hiicrelerde saptanmistir. Bu sonuglar,
Sorafenib’in genotoksik bir bilesik oldugunu desteklemekte olup, literatiirdeki pek ¢ok
calismayla paralellik gostermektedir. Ornegin, Abdel-Rahman vd (2022), Sorafenibin
HepG2 hiicrelerinde DNA iplikgiklerinin kopmasina neden olarak apoptoz
mekanizmasinit aktive ettifini ve genotoksik potansiyel tasidigini belirtmistir. Benzer
sekilde Zhang vd (2020), Sorafenib’in doza bagimli olarak DNA biitiinliigiinii bozdugunu
ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) artirarak oksidatif strese yol actigini ifade etmistir. Bu
baglamda, mevcut calismamizda elde edilen veriler, Sorafenib’in genetik materyal

tizerinde ciddi diizeyde hasara neden olabilecegini gostermektedir.

Parasetamol’lin genotoksik etkilerine dair literatiirdeki bazi veriler ise daha ¢eliskilidir.
Bazi calismalar, yiiksek dozlarda Parasetamol’iin DNA hasarina yol acabilecegini, ancak
bu etkinin ¢ogunlukla metabolitlerine bagli olarak ortaya c¢iktigini one slirmektedir
(James vd 2003). Nitekim, ¢alismamizda da Parasetamol tek basina uygulandiginda
Ozellikle 24 saatlik siirede DNA hasarinin olduk¢a diisiik oldugu (6.00+£2.65)
gbzlemlenmistir. Ancak 48 saatlik uygulamada hasarin (12.00+6.24) arttig1 saptanmis, bu
da ilacin siiresi ve dozuyla iliskili olarak genotoksik etkiler olusturabilecegine ve siire

0 )

uzadikc¢a etkinin degistigine isaret etmektedir.

Ilging bir bulgu ise, Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonlarinin, her ne kadar hasari
artirsa da, tek bagina Sorafenib uygulamasina kiyasla DNA hasarini kismen azaltmasidir.
Bu durum, Parasetamol’iin antioksidan 6zellikleri sayesinde ROS olusumunu azaltarak
Sorafenib kaynakli oksidatif DNA hasarini hafiflettigini diisiindiirmektedir. Bu yonde,
Ho vd. (2010), diisiik dozlarda Parasetamol’iin hiicre ici glutatyon seviyelerini artirarak
bazi kemoterapoétik ajanlarin neden oldugu oksidatif stresi sinirlayabilecegini bildirmistir.
Dolayisiyla bu sonuglar, Parasetamol’{in potansiyel bir koruyucu ajan olarak Sorafenib’in
genotoksik etkilerini modiile edebilecegini gdstermektedir. Ancak bu durumun
dogrulugu, doz-zaman etkilesimi ve mekanistik diizeyde yapilacak ileri arastirmalarla
netlik kazanabilir. Sonu¢ olarak, bu calismada elde edilen Komet testi bulgulari,
Sorafenib’in  HepG2 hiicrelerinde belirgin  genotoksik etkiler olusturdugunu,
Parasetamol’iin ise siire ve doza bagli olarak bu etkiyi hafifletme potansiyeline sahip
olabilecegini gostermistir. Kombinasyonlarin olusturdugu DNA hasari, klinik tedavi

yaklasimlarinda bu iki ilacin birlikte kullaniminin genetik stabilite {izerindeki potansiyel
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etkileri acisindan dikkatle degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar,
ozellikle karaciger kanseri tedavisinde farmakolojik kombinasyon stratejilerinin hem
terapotik etkinlik hem de genotoksisite agisindan dikkatli bir sekilde planlanmasi
gerektigini gostermektedir. HepG2 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik Sorafenib ve
Parasetamol kombinasyonlarinin etkileri, apoptotik ve inflamatuar siireglerde gorev alan
BAX, BCL-2, CASPASE-3 VE TNF-A genlerinin ekspresyon diizeyleri incelenerek
degerlendirilmistir. Elde edilen qRT-PCR verileri dogrultusunda, her iki siirede de gen
ekspresyonlarmda anlamli degisiklikler gdzlenmistir. Ozellikle BAX ve CASPASE-3
gibi pro-apoptotik genlerin ekspresyonundaki artislar, uygulanan ajanlarin hiicre 6limii
mekanizmalar1 tizerindeki etkilerini ortaya koyarken; BCL-2 gibi anti-apoptotik
genlerdeki degisimler bu siirecin nasil diizenlendigini anlamak ac¢isindan kritik 6neme
sahiptir. BAX gen ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde, her iki siirede de
Parasetamol’iin tek basina Sorafenib’den daha yiiksek ekspresyon diizeyine neden
oldugu, ozellikle 48 saatlik uygulamada kombinasyon grubunun daha da yiiksek
ekspresyon sergiledigi tespit edilmistir. Bu bulgu, tedavi siiresi uzadikca Parasetamol’iin
apoptotik siireclerde Sorafenib ile sinerjistik bir etkilesim i¢ine girdigini gostermektedir.
Literatiirde yapilan benzer bir ¢aligmada, Yang vd. (2021), HepG2 hiicrelerinde Sorafenib
uygulamasinin mitokondriyal yolakta yer alan BAX gen ekspresyonunu artirarak
hiicreleri apoptoza siiriikledigini, bu etkinin ise tedavi siiresiyle birlikte daha belirgin hale
geldigini bildirmistir. Bununla birlikte Parasetamol’iin yiiksek dozda mitokondriyal
disfonksiyona yol agarak sitokrom C salinimi iizerinden BAX aktivasyonunu artirabildigi
de James vd. (2003) tarafindan gosterilmistir. Calismamizin sonuglar1 da, 6zellikle uzun
siireli kombinasyon tedavisinin BAX ekspresyonu tizerinde sinerjistik bir artisa yol

actigini desteklemektedir.

BCL-2 genine ait bulgular, kombinasyon tedavisinin 6zellikle 24 saatlik uygulamada
ekspresyon diizeyini baskilayarak anti-apoptotik yaniti zayiflattigini gostermistir. Bu
durum, apoptozis lehine dengenin kaydigini ortaya koymaktadir. Ancak 48 saatlik siirede
kombinasyon grubunda BCL-2 ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. Bu bulgu, uzun
siireli uygulamalarda hiicrelerin apoptotik baskiyr dengelemek amaciyla anti-apoptotik
yanit gelistirme egiliminde olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde El-Serag vd.
(2020), HCC BCL-2 ekspresyonunun, kemoterapotik ajanlara karsi gelistirilen direng

mekanizmalarinda 6dnemli bir rol oynadigint ve zamanla bu genin dengeleyici sekilde
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aktive olabilecegini belirtmistir. Dolayisiyla, bu calismada 48 saatlik kombinasyon
tedavisinde artan BCL-2 ekspresyonu, apoptotik siirece karsi gelisen hiicresel
adaptasyonun bir yansimasi olarak oOngoriilmektedir. KASPAZ-3, apoptotik hiicre
Oliimiiniin en 6nemli efektér enzimlerinden biridir ve bu ¢alismada elde edilen veriler
dogrultusunda, 24 saatlik silirede Parasetamol uygulamasinin en yiiksek KASPAZ-3
ekspresyonuna neden oldugu, kombinasyonun ise bu etkinin altinda kaldig1 goriilmiistiir.
Buna karsin 48 saatlik siirede kombinasyon grubunun KASPAZ-3 ekspresyonunun
belirgin sekilde arttig1, bu durumun apoptotik siirecin ilerlemesiyle iliskilendirilebilecegi
diisiiniilmektedir. Chen vd. (2019), kaspaz 3’iin 6zellikle uzun stireli stres yanitlarinda
daha belirgin sekilde aktive oldugunu ve bu durumun apoptotik siirecin terminal
asamasini temsil ettigini belirtmistir. Bu baglamda, 48 saatlik tedaviyle birlikte kombine
uygulamanin KASPAZ-3 aktivitesini artirmast, terapotik etkinligin zamanla gii¢lendigini

ve apoptotik yikimin hizlandigini ve bu durumun zamana bagli oldugunu gostermektedir.

TNF-a gen ekspresyonuna dair bulgular ise daha karmasik bir ¢izelge sunmaktadir. 24
saatlik uygulamalarda Parasetamol grubunun gen ekspresyonunun daha yiiksek oldugu,
kombinasyon grubunun ise daha diisiik ekspresyon sergiledigi goriilmiistiir. 48 saatlik
sonuglarda ise Sorafenib’in tek bagina TNF-a ekspresyonunu en yiiksek diizeyde artirdigi,
kombinasyon uygulamasinda ise bu ekspresyonun diistiigii tespit edilmistir. Bu durum,
TNF-o ekspresyonunun tedavi siiresi ve ilag etkilesimine oldukc¢a duyarli oldugunu
gostermektedir. Wang vd. (2017), TNF-a'nin hem apoptotik hem de inflamatuvar
sireglerde rol aldigim, ozellikle Sorafenib gibi kinaz inhibitorlerinin bu genin

ekspresyonunu farkli sekillerde etkileyebilecegini ifade etmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonunun apoptotik ve
inflamatuar genlerin ekspresyonu iizerinde zamana bagl olarak degisen, bazen sinerjistik
bazen ise antagonistik etkilesimler gosterdigi ortaya konmustur. Ozellikle 48 saatlik
inkiibasyonda kombine uygulamanin BAX ve KASPAZ-3 genlerinde belirgin artiglara
yol agmasi, bu tedavi stratejisinin apoptotik hiicre 6liimii izerindeki potansiyel etkinligini
artirabilecegini  gostermektedir. Bu bulgular, karaciger kanseri tedavisinde ilag
kombinasyonlarinin sadece sitotoksik degil, aynm1 zamanda molekiiler diizeyde
hedeflenmis etkiler olusturabilecegini ortaya koymaktadir. Gelecekte yapilacak daha

detayli ¢alismalarla, bu genetik yanitlarin mekanistik temellerinin agiga ¢ikarilmasi, daha
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etkili ve gilivenli kemoterapotik protokollerin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Bu
calismada, HepG2 hiicre hattinda Sorafenib ve Parasetamol’iin tekil ve kombinasyon
halinde uygulanmasinin apoptotik ve inflamatuar yanit {izerine etkileri, hem gen hem de
protein diizeyinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde degerlendirilmistir. BAX,
BCL-2, KASPAZ-3 VE TNF-a gibi apoptoz ve inflamasyonla iligkili anahtar genlerin

ekspresyon seviyeleri qPCR ile analiz edilerek gen ifade diizeyleri belirlenmistir.

BAX gen ve Bax protein ekspresyonlar1 agisindan degerlendirildiginde, 24 saatlik
uygulamada Sorafenib’in tek basina uygulandig1 grupta belirgin bir artis gézlenmis, bu
durum Onceki calismalarla paralellik gostermistir. Zhang vd. (2017), ozellikle,
Sorafenib’in apoptotik mekanizmalar1 BAX iizerinden aktive ettigi pek ¢ok ¢alismada
vurgulanmistir. Ancak 48 saatlik uygulama sonuglarinda tiim gruplarda protein
diizeylerinin kontrol grubunun altinda kalmasi, uzun siireli etkilesimlerde kompanzatuar
mekanizmalarin devreye girebilecegini diisiindiirmektedir. {lging bigimde, gPCR verileri
gen diizeyinde o6zellikle kombinasyon grubunda BAX ekspresyonunun arttigin

gostermistir.

Liu vd. (2018), Bcl-2 ekspresyonlart hem gen hem protein diizeyinde incelendiginde,
Sorafenib’in anti-apoptotik bir gen olan BCL-2’YI baskiladigi net olarak ortaya
konmustur. Bu sonuglar, Sorafenib’in intrinsik apoptoz yolunu aktive ederek BCL-2'yi
inhibe ettigi literatiirde daha 6nce de rapor edilmistir. Bununla birlikte, Parasetamol’{in
48 saatlik uygulamasinda BCL-2 gen ekspresyon seviyesinde kismi bir artis gdzlenmistir.
Kombinasyon grubunda 24 saatlik siirede baskilama etkisinin daha gii¢lii olmasi, ilaglar
aras1 kisa siireli sinerjistik veya antagonistik etkilesimleri olabilecegi durumunu giindeme
getirmektedir. Kaspaz-3, hiicrelerin apoptoza girmesinde 6nemli rol oynayan yiiriitiicii
kaspazlardan biridir. Bulgular, 24 saatlik siirecte Sorafenib’in bu proteinin
ekspresyonunu artirdigini, ancak Parasetamol’lin bu etkiyi baskiladigini géstermektedir.
Bu durum, Parasetamol’iin kisa siirede Sorafenib’in apoptotik etkisini antagonize
edebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak 48 saatlik kombinasyon uygulamasinda gen
ekspresyonunun artmasi, sinerjistik bir yaniti destekler niteliktedir. TNF-a gen ve protein
diizeylerinde ise 6zellikle Sorafenib’in baskilayici etkisi agik¢a goriilmiistiir. TNF-a, hem
inflamatuvar hem de apoptozla iliskili ikili fonksiyona sahip olup, hiicre tipine ve uyarana

gore farkli yollar1 aktive edebilmektedir. Bu calismada, ozellikle 48 saatlik siirecte
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Sorafenib’in TNF-a ekspresyonunu hem gen hem protein diizeyinde diisltirmesi, Sun vd.
(2017) TNF-a anti-inflamatuvar potansiyelini ve NF-kB sinyal yolaklar1 tizerindeki
etkisini gostermislerdir. Genel olarak degerlendirildiginde, Parasetamol ve Sorafenib’in
kombinasyon halinde kullaniminin, 6zellikle 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra
apoptotik yanit1 artirmakta oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alisma, 6zellikle HCC tedavisinde
Sorafenib ve Parasetamol kombinasyonunun olast etkilerini hem molekiiler hem de
protein diizeyinde ortaya koyarak, gelecekteki tedavi stratejileri icin 6nemli veriler
sunmaktadir. Ancak, bu sonuglarin daha ileri in vivo c¢alismalarla desteklenmesi,
farmakokinetik ve toksikolojik etkilerin kapsamli bir sekilde analiz edilmesi
gerekmektedir. Ozellikle Parasetamol'iin uzun siireli kullanimda olas1 hepatotoksik
etkileri zamana bagh sekilde g6z Oniinde bulundurularak, bu kombinasyonun klinik

oncesi degerlendirmesi titizlikle yapilmalidir.
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