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DENIZLi, AGUSTOS - 2022

Karaciger kanseri, organin kendi dokusundan kaynaklanan hiicrelerin
kontrolsiiz boliinmesi ve diizensiz ¢gogalmasiyla olusan kotli huylu bir timordiir.
flerlemis ya da metastaz gerceklesmis karaciger kanserinin kalici bir iyilesme
sagladig1 bilinen net bir tedavi yontemi yoktur. Kemoterapi ilaglarina kars1 direncli
kanser tiirlerinden biridir. Cogu kanser tedavisinin amaci hastanin kansere bagh
belirtilerini azaltmak ve hastaligin ilerlemesini engellemektir. Pirolokinolin kinon
(PQQ), hiicrelerde serbest radikallerin neden oldugu hasari 6nleyen bir antioksidan
molekiildiir. Metoksatin olarak da bilinen PQQ, suda ¢6ziiniir iyonik bir bilesiktir.
PQQ, biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan miitkemmel bir besindir. Son yapilan
caligmalar PQQ'nun c¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigini
gostermistir. Bu ¢alismada PQQ’nun insan karaciger kanseri hiicre hattt (HepG2)
tizerindeki inflamatuar etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu dogrultuda 6nce
PQQ bilesiginin HepG2 hiicreleri iizerinde EC05 ve EC10 dozlar1 (5,566 uM ve
13,484 uM) belirlendi ve belirlenen dozlarda PQQ hiicrelere uygulandi.
Hiicrelerden total RNA’lar izole edildi ve belirlenen genlerin (IL-6, NF-kB,
CXCL11, CCL2, TNF, CCL5, CXCL10, IL-1B, CCL7 ve CXCL9) mRNA
ifadelerindeki farkliliklar QRT-PZR yontemi ile incelendi. PQQ bilesiginin EC05
dozunda HepG2 hiicre hattinda uygulanmasi sonucunda inflamasyon ile ilgili
sitokinler olan IL-6, CCL2, TNF, CXCL10 ve CCL7 genlerinin mRNA ifadelerinde
sirastyla 2,63; 8,50; 2,66; 5,82; 2,65 kat artis gozlendi. Benzer olarak EC10
dozunun uygulanmasi sonucunda IL-6, CCL2, TNF, CXCL10, IL-1B, CCL7 ve
CXCL9 genlerinin ifade diizeylerinde sirasiyla 2,48; 13,21; 7,93; 9,33; 4,33; 9,27,
3,70 kat artis gozlendi. PQQ uygulamasi sonucunda HepG2 hiicre hatt1 tizerindeki

pro-inflamatuar genlerin diizenlenmesine dayanarak PQQ bilesiginin karaciger



kanserinde terapotik potansiyele sahip oldugunu séyleyebiliriz. Eldeki sonuglarin
neticesinde PQQ’nun ¢ok hedefli pro-inflamatuar etkiye sahip bir bilesik olma
diistincesi daha sonraki siireglerde hayvan deneyleriyle desteklenerek daha kesin

sonuglara ulasilabileceginin bilgisini vermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Pirolokinolin Kinon, Karaciger Kanseri, Inflamatuar,
HepG2



ABSTRACT

INVESTIGATION OF INFLAMMATORY EFFECT OF
PYRROQUINOLINE QUINONE ON HEPG2 CELL LINE
MSC THESIS
RUMEYSA BUDAK
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ASLI SEMiZ)

DENIZLI, AUGUST - 2022

Liver cancer is a malignant tumor formed by uncontrolled division and
irregular proliferation of cells arising from the organ's own tissue. There is no clear
treatment method known to provide a permanent cure for advanced or metastasized
liver cancer. It is one of the types of cancer resistant to chemotherapy drugs. The
aim of most cancer treatment is to reduce the symptoms and to stop the progression
of disease. Pyrroloquinoline quinone (PQQ) is an antioxidant molecule that
prevents damage in cells caused by free radicals. PQQ known also as metoksatin is
of the water soluble ionic compound. PQQ is an excellent nutrient necessary for
growth and development. Recent studies have shown that PQQ induces apoptosis
in various cancer cells. In our study we aimed to search of the inflammatory effect
of PQQ on the human liver cancer cell line (HepG2). We first determined the ECO5
and EC10 doses of PQQ (5.566 uM and 13.84 uM) and applied these PQQ doses
on HepG2 cells. The determined doses of PQQ were applied to the cells. We
isolated the total RNA of all and examined the mRNA expression differences of the
identified genes (IL-6, NF-xB, CXCL11, CCL2, TNF, CCL5, CXCL10, IL-1p,
CCL7 and CXCL9) and analyzed by gRT-PCR. As result of EC05 dose application
we observed 2.63; 8.50; 2.66; 5.82; 2.65-fold increase in mMRNA expression of the
inflamotion related cytokines which are IL-6, CCL2, TNF, CXCL10, IL-1B, CCL7
and CXCL9 genes respectively. Similar to EC10 application, we observed a 2.48;
13.21; 7.93; 9.33; 4.33; 9.27; 3.70-fold increase in the expression levels of IL-6,
CCL2, TNF, CXCL10, IL-1B, CCL7 and CXCL9 genes, respectively. Based on the
arrangement of pro-inflammatory genes on HepGz2 cell line as a result of PQQ

application we can say that PQQ compound has a therapeutic potential in liver



cancer. Based on our results, we that; PQQ compound has a multi-target pro-
inflammatory effect in the future, this should be supported with animal experiments

in order to reach more accurate results.

KEYWORDS: Pyrroloquinoline Quinone, Liver Cancer, Inflammatory, HepG2
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ONSOZ
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1. GIRIS

1.1 Kanser

Normal hiicrelerde biiylime ve proliferasyon gergeklestikten sonra, hiicrenin
¢ekirdeginde bulunan DNA hasar goren hiicreleri apoptoza yonlendirir. p53 ve Rb gibi
genlerde meydana gelen hasarlar nedeniyle hiicre kontrolsiiz bir sekilde boliiniir ve
tiimdr olusumuna neden olur. {yi huylu (selim) tiimérlerde herhangi bir siipheli durum
bulunmazken, kétii huylu (habis) timorler ise kanser tiimérleridir. Kanser, viicudun
belirli bir bolgesindeki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesi ve ¢cogalmasidir.
Biyolojik sinyallerinin bozulmasi ve farklilagmasi tiimér gelisimini kolaylastirir ve
olumsuz ruhsal faktorlerin yani sira dogal, fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerle
de iligkilidir (Lai 2019). Sekil 1’de saglikli hiicre ve kanser hiicresi farklar1 gorsel

olarak verildi.

< T e @ 6.

Saghkh hicreler: kontrolla olarak baytr.

> M

Kanser Kanser Kanser Kanser Kanser
hicreleri; hacrelerinin; hacrelerinin; hacreleri; huacreleri, farkh
kontrolsuzce sekillerinde boyutlarinda dazenli dokulara
baydar. degisiklik degisiklik goruntuye sicrayabilir
vardir. vardir. sahip (metastaz).
degildir.

Sekil 1: Saglkli hiicreler ve kanser hiicrelerinin farki.

Kanser, karmasik ve dinamik bir hastaliktir (Grizzi ve dig. 2006). Belirli bir
organda etkilesim halindeki bir¢ok hiicresel ve mikro-gevresel elementin dengesindeki

bozulma olarak kabul edilmektedir (Basanta ve Anderson 2013). Kansere neden olan



etkenlere uzun sire maruz kalindiginda, hiicrelerde bazi mutasyonlar
gelisebilmektedir. Herhangi bir kanserde bulunan mutasyonlarin sayist 10 ile yiiz
binler arasinda degisebilir (Greaves ve Maley 2012). Mutasyonlar sonucunda normal
hiicre davranisini diizenleyen mekanizmalar bozulursa kanser hiicrelerini olusturur ve
kanser hiicreleri kontrolsiiz olarak biiyiir, boliiniir ve yayilir. Kanser hiicreleri cogalma
tizerindeki olagan kontrollere karsi sagir olurlar ve iireme i¢in kendi i¢ glindemlerini
takip edip zamanla daha saldirgan hale gelirler, organizmanin bir biitiin olarak hayatta
kalmast i¢in gerekli olan doku ve organlar1 bozduklarinda 6liimciil etkilere neden
olabilirler (Weinberg 1996). Kanserlerin viicutta yikima yol acarken bagisiklik

sistemine normal doku gibi goriinerek aldatma yetenekleri de vardir (DeWeerdt 2017).

Insanlar, teknolojinin gelismesi ile birlikte kanser yapic1 maddelere daha gok
maruz kalmakta ve bunun sonucunda kanser hastalarinin sayisini1 artmaktadir (Cevik
ve Piringci 2017). Birgok kanser, kullanimda olan maddelere ve ilaglara yanit
vermemekte veya bunlara karsi direngli hale gelmektedir; bu nedenle kanser tedavisi
icin yeni ve daha yaratici yaklagimlar gereklidir (Lujambio ve Lowe 2012). Cogu insan
farketmeden kiigiik tiimorlere sahip olabilmektedir (Folkman ve Kalluri 2004).

Apoptozdan kacabilir

Siirekli anjivogenez

halindedir Doku istilas: & metastaz

Sekil 2: Kanserin kazanilmis yetenekleri (Hanahan ve Weinberg 2000).
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Kanser hiicreleri biiylime karsit1 sinyallere kars1 duyarsizdirlar, apoptozdan
kacgabilirler. Ayrica kendi kendilerine yetebilme, sinirsiz ¢ogalabilme ve metastaz

yapabilme yeteneklerine sahiptirler (Sekil 2).

Birincil timor olugsumu Yerel istila Dokulardaki sizinti
Uzak bir organ
Ekstravazasyon boigesinde durdurma Dolagimda hayatta kalma
l Klinik olarak saptanabilir
Mikrometastaz olugumu Metastatik kolonizasyon ~ Makroskopik metastaziar

Sekil 3: Istila-metastaz ¢aglayan1 (Valastyan ve Weinberg 2011).

Kanserli bir tiimoriin olustugu esas bolge, birincil kanser olarak adlandirilir
(Registries 2012). Kanser tiirlerinin gelisimi sirasinda, birincil tiimor kitleleri hareket
ederek, bitisik dokular: istila eder ve ardindan yeni koloniler olusturmasiyla uzak
bolgelere yayilarak oncii hiicreler tiretebilirler (Hanahan ve Weinberg 2000). Erken
tan1 yardimiyla kanserden kurtulanlarin sayisinin artmasina ragmen, kemoterapi veya
radyasyon tedavisine uzun siire maruz kalmasmin yan etkileri, genetik ve davranissal
risk faktorlerinin kalici etkileri de birden fazla birincil kanser riskinin artmasina neden
olmaktadir (Copur ve Manapuram 2019). Kanserli hiicrelerin ikincil bir bolgeye
yayillmasia ve kolonize etmesine ise Metastaz denir (Gupta ve Massagué 2000).
Metastatik ilerleme sirasinda, tiimor hiicreleri birincil biiyiime bolgelerinden ¢ikar,
sistemik olarak yer degistirir ve hayatta kalmak ve uzak dokularin yabanci
mikrocevrelerinde gelismek i¢in adapte olur (Valastyan ve Weinberg 2011) (Sekil 3).

Alan kanserlesmesi ise viicuttaki somatik hiicrelerin, malignite i¢in gerekli olan tiim



fenotipleri degil de bazilarini tasiyan hiicrelerle sonuglanan evriminin bir sonucudur

(Curtius ve dig. 2018).

Insanligin genetik yapisi fazla degismez, ancak cevresel etkilerin sonucunda
zamanla bireysel kanser vakalarindaki degisiklikler ve bunlarin cografi farkliliklar:
biiyiik 6lciide gdzlemlendi (Schulz 2005). insanlarm yasamlarinda biiyiik degisiklikler
meydana getirerek kanseri dnleyebileceklerine dair kanitlar bulundu (Anand ve dig.
2008). Hindistan’da, her yil 11 milyondan fazla yeni kanser vakasi kaydedilirken, bu
rakam diinya ¢apinda 14 milyonun tizerindedir (Roy ve dig. 2016). Diinyadaki kanser
vakalarinin %60'indan fazlas1 Asya, Afrika ve Orta ve Giiney Amerika'da meydana
gelmektedir ayrica bu bolgelerde kanser 6limlerin yaklasik %70'inden sorumludur
(Forman ve Ferlay 2014). Kanser teshisi sonrasinda yasayan hastalarin sikligi, artan
kanser insidansi, arastirma ve tedavisindeki ilerlemeler sayesinde hayatta kalma

oranlar1 artmaya devam etmektedir (Copur ve Manapuram 2019).

Diinya ¢apinda, insan kanserlerinin %10-15'ine insan papilloma viriisii (HPV),
Insan T-lenfotropik viriisii-1 (HTLV-I), Epstein-Barr viriisii (EBV), Hepatit C viriisii
(HCV), Merkel hiicreli polioma viriisii (MCV), Hepatit B viriisii (HBV) ve Kaposi
sarkomu herpes viriisii (KSHV)’niin neden oldugu bulundu (Moore ve Chang 2010).
Kanser vakalarinin %5-10'u genetik kusurlara atfedilebilir iken, kalan %90-95'inin
kokleri ise ¢evresel faktorler dahil kirmizi et, stres, sigara igcmek, enfeksiyonlar,
kizarmus yiyecekler, ¢evresel kirleticiler, alkol, obezite ve fiziksel hareketsizlik gibi
yasam tarzindan kaynaklanmaktadir (Anand ve dig. 2008). Fazla gilines 1s1g1na maruz
kalmak da kanserin nedenleri arasindadir (English ve dig. 1997). Nikotin, en iyi bilinen
bagimlilik yapan maddelerden biridir, tiitiin dumanima maruz kalmak da, kanserin en
iyl bilinen en sik nedenidir ve ayni zamanda kanserden kaynaklanan Oliimlerin

tahminen %40'ma neden olur (DeVita ve Rosenberg 2012).

Etkili tedaviler, korunma ve erken tani ile kanser hastalarinin yasam siiresi
artirtlabilmektedir (Cecen ve Bolaman 2010). Geleneksel olarak kanser tedavisinin
amaci tiim kanserli hiicreleri 6ldiirmektir (Rahman ve dig. 2011). Kanserli kitlenin
cerrahi olarak ¢ikarilmasi, hormon tedavisi veya kemoterapi gibi kansere 6zel bagka
ilag tlirlerinin kullanilmasi, radyasyon yontemi ile tedavisinin uygulanmasi veya
kanser hiicrelerinin kiigiiliip kendi kendine kaybolmasi gibi tedavi yontemlerinde biri

gerceklesmedigi siirece kanser hiicreleri biiylimeye devam etmektedir (Roy ve dig.
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2016). Farkli doku ve hiicre tiplerine sahip tiimorler arasinda ve ayni tiimor tipine sahip

bireyler arasinda genetik ve fenotipik varyasyon gozlenir (Burrell ve dig. 2013).

1.1.1 Kanser Cesitleri

Kanser ¢ok fazla ¢esidi bulunan bir hastaliktir. Kanserlerin kendine has
Ozellikleri vardir ve bu c¢esitli tiimorleri Ureten temel siiregler olduk¢a benzerlik
gostermektedir (Weinberg 1996). Cok sayida kanser tiirii olmasina ragmen baz tiirler
digerlerine gore daha yaygindir. Bu tiirlere 6rnek olarak; akciger kanseri, meme
kanseri, beyin timorleri, agiz kanseri, bagirsak kanseri, cilt kanseri, rahim ve rahim
agz1 kanserleri, yumurtalik kanseri, prostat kanseri, mide kanseri, bobrek kanseri,
karaciger kanseri, pankreas kanseri, mesane kanseri ve girtlak kanseri sayilabilir.
Karaciger kanseri Amerika Birlesik Devletleri'nde besinci siradadir ve hastalara
genellikle ileri asamalarda karaciger kanseri teshisi koyulmaktadir (Anwanwan ve dig.
2020). Karaciger kanseri Giiney Kore'de ise en yaygin altinci kanserdir (erkeklerde
dordiincii ve kadmlarda altine1) (Kim ve dig. 2018).

1.1.2 Karaciger Kanseri

Karaciger, fizyolojik, anatomik ve biyokimyasal rolii nedeniyle ilaglarin
metabolizmasinda rol oynayan ve toksik maddelerin detoksifiye edildigi 6nemli bir
organdir (Saral ve Kolayli 2012). Karacigerin gorevleri arasinda, viicudun enerji
kaynaklariin kontrolii, enfeksiyonlarla miicadele, toksin ve ilaglarin yikilmasi ve
atilimi, pthtilasma faktorleri ve bazi proteinlerin {iretimi, safranimn iiretimi ve atilimi

gibi 6nemli islevler bulunmaktadir (Baran ve Karasu 2019).

Karaciger kanseri diinya genelindeki en oliimciil malignitelerden biridir
(Schulz 2005; Borie ve dig. 2008; Wang ve dig. 2015). Bu kanseri yonetmek olduk¢a
zordur ¢linkii altta yatan karaciger hastaliklar1 ve karacigerin karmasik anatomisidir
(Orcutt ve dig. 2018). Genelde erken doneminde, karaciger kanserinin higbir belirtisi
goriilmez. Bu hastalar sag tist kadranda dolgunluk, agri, sarilik, kilo kaybi, istahsizlik,
halsizlik gibi belirtiler ile basvurmaktadir (Vatansever ve Karasu 2019). Karaciger

kanseri tedavisinde antikanser ajanlar ve geleneksel tedaviler i¢in tutarli bir sonucun
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olmamasi, tiimoriin heterojenlik kosulu altinda molekiiler olarak hedef alinan yeni
ilaglarin faydalarmin degerlendirilmesini gerektirir (Li ve dig. 2016). En 6liimciil
kanserlerden biri olan karaciger kanseri, obezite ile kuvvetli bir sekilde iliskilidir

(Siegel ve dig. 2017).

Sekil 4: Normal karaciger ve kanserli karaciger.

Karaciger kanseri diger kronik hepatit enfeksiyonlarinda oldugu gibi, nedeni
bilinir, ama bazen karaciger kanseri, altta yatan hastalig1 olmayan insanlarda meydana
gelir ve buna neyin sebep oldugu hala bilinmemektedir. Sekil 4°te saglikli ve kanserli
karaciger farkliliklar1 gorsel olarak verildi. En yaygin goriilen birincil karaciger
kanseri tiiri hepatoselliiler karsinomdur (HSK). Karaciger kanseri, diinyada kanser
yiiziinden olan 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir (Affo ve dig. 2017; Hu ve dig.
2019). Obezite, tip 2 diyabet, alkolsiiz yagh karaciger hastaligi ve alkole bagh
karaciger hastaliginin yerini hepatoselliiler karsinom almaktadir (Marengo ve dig.
2016). Karacigerde en yaygin goriilen tiimorler arasinda bir organ veya dokudaki

kanserin sigramasiyla ortaya ¢ikan metastazlar da vardir.

Insanlarda hepatoselliiler karsinomun nedenleri Hepatit B viriisii (HBV) ve
Hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonu olmasina ragmen, viral nedeni olmayan vakalar
da goriilmektedir (Block ve dig. 2003). Cevresel, konake1 genetik ve viral faktorler,
HBYV veya HCV enfeksiyonu olan kisilerde HSK riskini etkileyebilmektedir (EI-Serag
2012). HSK gelisimi, ¢ok asamali bir siirectir ve bu asamalardan bazilar1 tiimdriin
goriiniimii ve ilerlemesi ile ilgili olan konak¢1 gen ekspresyonundaki degisikliklerle
iligkilidir (Feitelson 2001). HSK k&tii prognoza sahip bir malignite olmasina ragmen,
HBYV enfeksiyonuna karsi etkili bir aginin bulunmasi ve bircok iilkenin “Genisletilmis

Bagisiklama Programina” dahil edilmesi, HBV ile iliskili HSK'nin nihai olarak ortadan
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kaldirilmasi i¢in iyi bir destek saglamaktadir (Arbuthnot ve dig. 2001). HSK'nin zaman
egilimlerindeki degisiklikleri, farkli yaslar arasindaki varyasyonun, cinsiyete ve farkl
bolgelerdeki irka 6zgli oranlarin nedeni bir populasyonda en yaygin olan hepatit
viriislerindeki farkliliklar, yayilma zamanlart ve virlislerin bulastig1 bireylerin

yaslarina baghdir (EI-Serag 2012).

HepG?2 hiicreleri, hepatoselliiler karsinoma tanist konulmus bir hastadan izole
edilmis ve karaciger kanseri iizerine ¢aligmalarda ¢ok sik kullanilan bir hiicre hattidir
(Isan ve dig. 2016). HepG2 hiicreleri, hiicresel protein ekspresyonu agisindan insan
karacigerine diger hiicre hatlarindan daha fazla benzerlik gostermektedir (Choi ve dig.
2015). HepG2, viral enfeksiyon olmamasindan dolay1 genellikle HSK modeli olarak
kullanilir ve insan karaciger karsinomunun saf bir hiicre hattin1 temsil etmektedir

(Costantini ve dig. 2013).

1.2 Inflamasyon

Canlilarin koruyucu bir stratejisi olan inflamasyon, enfeksiyon, doku hasari
gibi hiicresel homeostazin biitiinliigiinti bozabilecek zararl etkiyelere karsi, hiicrenin
hayatta kalmasini saglayan bagisiklik sisteminin énemli bir yanitidir. Iinflamasyonda
meydana gelen vaskiiler damar yatagindaki ¢ap degisiklikleri sonucu kan akim artar.
Sonra emigrasyon ile intersisyel dokuya goc ederler (Sekil 5). Inflamasyon, kimyasal
tahris, hasar veya enfeksiyondan kaynaklanan yaralanmaya verilen fizyolojik yanita
denir (Sethi ve dig. 2008). Bu yanitin altinda birgok hiicresel baglanti vardir ve bu
hiicreler dokudaki hasara ve buna sebep olan uyaricilara (sitokinler, mediatorler,
aktivatorler, vs.) kars1 inhibitdr, azaltic1 veya bloke edici yanitlar olusturmaktadir (Erol
2020). Inflamasyonun siirekli olarak devam etmesi ise dogal bir risktir, ¢iinkii
inflamasyon saglikl1 hiicrelere ya da dokuya zarar verebilir ve nekroz inflamasyonunu
tetikleyebilir (Nathan ve Ding 2010). Kontrolsiiz olarak devam etmesine izin
verildiginde, iltihaplanma, otoinflamatuar bozukluklara, norodejeneratif gibi
otoimmiin hastaliklara veya kansere neden olabilir (Dinarello 2010). Inflamatuar yanit
rahatsizligin kaynagini ortadan kaldirmak veya tecrit etmek, hiicresel fizyolojinin
korunmasinda yararli roliiniin aksine, olumsuz kosullarinin herhangi bir sekilde ortaya

¢ikmasini  O6nlemek i¢in inflamatuvar yanitin siki kontrol altinda tutulmasi



gerekmektedir (Medzhitov 2008). Venoz kan 6rneginden dolasimdaki hiicrelerin
incelenmesiyle inflamasyonun erken teshisi saptanabilmektedir (Schmid-Schonbein
2006). Birincil karaciger kanserinde, cogunlukla hepatoseliiler karsinomlarin
%090'mdan fazlasi karaciger hasar1 ve inflamasyon nedeniyle ortaya ¢iktig1 igin,

inflamasyonla iliskili kanserin baslica 6rnegidir (Bishayee 2014).

Inflamasyon
Fiziksel, kimyasal bir ajan ya da patojenik bir mikroorganizma sebebiyle
meydana gelen doku yaralanmasi
¥ 2 , g
Kilcal Kilcal Beyaz kan Sistemik
genisleme gegirgenliginin  hiicrelerinin cevap
artmasi bolgeye

cekilmesi

Ates, beyaz

kan hiicrele
Kan akisinin Salgilar Beyaz kan
artmasi — hiicrelerinin sayisi artisi
yaralanmis
bodlgeye gocii
& & g 8

Ates, Agn, Kizariklik, Hassasiyet, Siskinlik

Sekil 5: Inflamasyon olusumu.

Inflamasyon, hem akut hem de kronik olarak giigten diisiiren hastaliklarin
cogunda sik goriilen olaylardan biridir ve giiniimiizde morbiditenin en Onemli
nedenidir (Patil ve dig. 2019). Akut ve kronik inflamasyonda etkili bir¢ok anti-
inflamatuar ila¢ gelistirildi ancak bircogu yan etkilere neden olmaktadir. Iki
inflamasyon tipi vardir; akut inflamasyonla ilgili olanlar ve kronik inflamasyondan
sorumlu olanlar (Feghali ve Wright 1997). Kisa siireli olup, asil 6zelligi plazma protein
ve s1vinin eksiidasyonu, baglica noétrofilik olmak tizere, 16kositlerin emigrasyonu olay1
akut tipi inflamasyonu gerceklestirir (Sethi ve dig. 2008). Akut inflamasyon tipinde
zedeleyici ajana karsi ani gelisen erken bir yanittir ve inflamasyon temelde, canlinin
bir savunma reaksiyonudur. Kronik inflamasyon, hiicrelerin malign doniistimiinii ve
karsinogenezi tesvik edebilen hiicresel olaylar1 tetikler (Landskron ve dig. 2014;
Galdiero ve dig. 2018).



1.2.1 inflamasyonda Rol Alan Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasindaki iletisimi kolaylastiran, antijene 6zgli efektor
hiicrelerin proliferasyonunu uyaran, sistematik inflamasyona aracilik eden kiiciik
peptit proteinleridir (Neuman 2007). Sitokinler, hedef hiicrelere spesifik sitokin
reseptor ligandlarindan baglanarak hiicrede sinyal iletimini ve ikincil mesaj tasiyici
yolaklar1 baglatir ve o hiicrede miyotik béliinmeye sebep olan biiyiime ve farklilasma,
gb¢, gen aktivasyonu ve apoptoz olusumuna katki saglarlar. Viicudun savunma
mekanizmasinda rol almakta olan sitokinler, inflamatuar hiicrelerin iletisim ve
etkilesiminden sorumludurlar, ayrica Cilt, bag doku, sinir sistemi ve diger organlarin
somatik hiicreleri arasinda da iletisim saglarlar. Sitokinler, lenfositler, makrofaj
hiicreler dahil ¢ogu hiicre tipleri tarafindan saliabilen polipeptitlerdir (Santos ve dig.
2007). Sitokin reseptorlerinin en dnemli gorevi hiicre dist bir sinyali alarak hiicre igi
bir sinyale doniistiirmektir ve bu reseptorler transmembran proteinler olup hiicre i¢i
kisimlar1 ile sinyal iletimini saglar, ekstraselliiler kisimlar1 ile ozel sitokinleri
baglarlar. Karaciger, bobrek ve akciger gibi organlarin hiicrelerinde sitokin bulunur

(Dinarello 2011).

Sitokin genel bir addir; diger adlari ise lenfositlerin iirettigi sitokinlere
lenfokin, monositlerin drettigi sitokinlere monokin, kemotaktik aktiviteleri olan
sitokinlere kemokin ve l6kositlerin iirettigi ve diger 16kositler iizerinde etkili olan
sitokinlere interlokin denir (Zhang ve An 2007). Sitokin, kendini sentezleyen hiicrede
etkili olabilir (otokrin etki), yapildigi hiicrenin etrafindaki bir hiicreyi etkileyebilir
(parakrin etki) veya ender olarak dolasima karisip ulastigi uzaktaki bir hiicreye etki
edebilir (endokrin etki) (Kniipfer ve Preifs 2007). Sitokinlerin bir¢ogu in vivo parakrin
etki goOsterirken bazilar1 ekstraselliiler matriks elemanlarina baglanabilmektedir.

Omiirleri ¢cok kisa olmakla birlikte iiretimleri sik1 bir bicimde diizenlenmektedir.

Sitokinler, inflamasyon reaksiyonlarindaki rollerine gore anti-inflamatuar ve
pro-inflamatuar sitokinler olarak gruplandirilmaktadir. IL-6 ve IL-1p gibi pro-
inflamatuar sitokinler inflamatuar degisikliklerin olusmasinda, hizli immiin yanitin
ortaya ¢ikmasinda rol almaktadirlar. Ayrica IL-13 ve IL-10 gibi anti-inflamatuar
sitokinler, bazi sitokinlerin sentezini ve immiin yanitt baskilayabilirler. Pro-

inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki dengesizlik, inflamasyonun



¢Oziilmesini engeller ve bunun yerine hastaligin siirmesine ve doku yikimina yol agar
(Neurath 2014). Asir1 artan pro-inflamatuar sitokinlerin kanser hiicrelerinin
biliyiimesini ve hayatta kalmasini destekledigi, anjiyogenezi destekledigi, DNA
hasarini uyardigi ve hiicre disi matrisi yeniden sekillendirdigi bulundu ve boylece

kanser hiicrelerinin istilas1 ve gogii kolaylastirilir (Jager ve dig. 2008).

Interlokin, ilk kez goriildiikleri beyaz kan hiicreleri lenfositlerince ekspresse
edilen gizli sinyalleme molekiilleri olan sitokinlerin bir grubu olarak bilinmektedir ve
ismi, lenfositlerden 16kin ve haberlesme anlaminda inter-den gelir (Sahoo ve Im 2010).
Inflamatuar ve immiin hiicreler arasindaki etkilesimlere interlokinler olarak
adlandirilan proteinler biiyliik Olglide aracilik eder, ayrica hiicre biiyilimesini,
farklilasmasin1 ve fonksiyonel aktivasyonu da tesvik edebilirler (Mizel 1989).
Bagisiklik sisteminin genis bir kismu interlokinlere bagldir. Interlokin ailesi
makrofajlar ve T-lenfositlerden salinir. B-lenfositlerini olgunlagsmak ve farklilasmak
icin uyarir. B lenfositlerin ve T lenfositlerin aktivitesini diizenlemektedirler.
Interlokinler viriislere karsi bagisiklik yanitinda, mikroplara karsi savunmada ve

eklem inflamasyonunu tetiklemede 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Bocci 1991).

Interlokin-6, hem biiyiime faktoriine sahiptir hem de iltihaplanma bolgesinde
tiretilir (Pedersen 2000). IL-6, sinir sistemi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde
gorev almaktadir, ayrica karaciger rejenerasyonunda ve viicudun metabolik
kontroliinde rol alan bir sitokindir (Rose-John 2012). IL-6 tarafindan diizenlenen akut
faz yamiti, atesin indiiklenmesini ve karacigerde sentezlenen hepsidin (demir
diizenleyici peptit) salgilanmasini igermektedir (Cronstein 2007). IL-6, lenfoid olan ve
lenfoid olmayan hiicreler tarafindan iiretilen pleiotropik bir sitokindir, ayrica
inflamasyonu, hematopoezi, immiin reaktivitesi ve ontogenezi diizenlemeye yardime1

olur (Song ve Kellum 2005).

IL-1, sistemik ve lokal inflamasyonda ¢ok 6nemli bir sitokindir (Dinarello
2011). IL-1, yaralanma, immiinolojik tehdit veya enfeksiyon sirasinda en ¢ok iiretilen
sitokinlerden biridir (Dinarello ve dig. 1994). Interlokin-1 beta (IL-1B), inflamatuar
sinyal yoluyla bir¢ok immiin hiicrelerde indiiklenir (Bent ve dig. 2018). IL-1p, kan
yoluyla tasman ve inflamasyona ugrayan beyin hiicreleri tarafindan iiretilen pro-

inflamatuar bir sitokindir (Liu ve dig. 1993).
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Kemokinler, diisiik molekiiler agirlikli peptit gruplaridir. Kemokinler ¢esitli
reseptorler ve bunlara es olarak ligandlar bulundurmaktadir. Lokositlerin iltihaplanma
bolgelerine alinmasi esas gorevleridir, ancak tiimor biiyiimesinde, anjiyogenezde ve
metastazda da 6nemli rol oynarlar (Ding ve dig. 2016). Kemokinler kanser ortaminda
anti-tiimor bagisiklik tepkisindeki rolleri biiyiik ilgi ¢eken proteinlerdir ve bunu sebebi
ise bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasini, kemotaksiyi ve doku ekstravazasyonun

indiiklenmesinde 6nemli bir yeri olmasidir (Tokunaga ve dig. 2018).

CXCL9 insan malignitelerinin gelisiminde onemlidir (Wu ve dig. 2016).
CXCR3 ligandlarindan biri olan CXCL9 karaciger tarafindan salinir ve karacigeri
etkiler, dolayisiyla ekstrahepatik ve hepatik organ disfonksiyonuna katkida
bulunabilmektedir (Berres ve dig. 2015). CXCL10, CXCR3 reseptoriine baglanir ve
eozinofiller, T hiicreleri ve monositler gibi 16kositlerin aktivasyonunu ve bagisiklik
tepkilerini diizenler (Lee ve dig. 2009). CXCL10, apoptoz indiiksiyonu, kemotaksis,
hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ve anjiyostatik etkilerin aracilik edilmesinde yer
almaktadir. Ayrica, immiin fonksiyon bozuklugu, kronik inflamasyon, bulasici
hastaliklar, tiimor gelisimi, metastaz ve yayilma gibi hastaliklarla iliskilidir. Hastalik
siddetine aracilik eden 6nemli bir biyolojik belirteg olarak CXCL10 tanimlanmakta ve
bircok hastalik i¢in prognostik bir gosterge olarak kullanilabilmektedir (Liu ve dig.
2011). CXCL10, doku hiicreleri ve 16kositler tarafindan salgilanir, kemo-gekici olarak
lenfositler i¢in islev goriir (Van Den Borne ve dig. 2014). CXCL11, inflamatuar ve
immiin yanitlarda yer alan kiiciikk salgi proteinlerinden ve kemokin ailesinin
tiyelerinden biridir (Booth ve dig. 2004). CXCL11 salinimi sistemik timor koruyucu
olarak bagisikligin indiiklenmesine katkida bulunmaktadir (Hensbergen ve dig. 2005).

CC kemokin ailesinin liyelerinden biri olan CCL2, makrofajlarin, monositlerin
ve diger inflamatuar hiicrelerin, CCR2'min aktivasyonu yoluyla inflamasyon
bolgelerine alinmasini diizenlemektedir (Charo ve Taubman 2004). CCL2, bagisiklik
hiicreleri, ¢esitli malign hiicreler ve stromal hiicreler tarafindan ifade edilir, ayrica
timdr progresyonu ve metastazinda rolii bulunmaktadir (Li ve dig. 2013). CCL2
stimiilasyonu, timor hiicrelerinin biiylimesi, hayatta kalmasi, istilas1 ve gdogiinde
etkilidir (Zhang ve dig. 2010). CCL2, kardiyo-metabolik, inflamatuar ve bazi malign
hastaliklar i¢in umut verici bir ila¢ hedefidir (Dommel ve Bliither 2021). CC kemokin

ailesinin iiyelerinden bir digeri olan CCLS5, T lenfositleri yaralanma bdolgesine
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ulastiginda ve spesifik antijenlerle aktive oldugunda, 3 veya 5 giin icerisinde biiyiik
miktarlarda iretilmeye baslanir, bu da bagisiklik tepkisini korumakta ve
giiclendirmektedir (Kawka ve dig. 2014). CCL7, kemotaktik bir faktdriidiir, coklu
hiicre tiplerinde yaygin olarak ifade edilir ve bagisiklik hiicrelerinin alinmasina
aracilik etmek icin reseptorlerine baglanma yoluyla anti-inflamatuar yanitlara
katilabilmektedir (Liu ve dig. 2018). CCL7 nin, monositler ve notrofiller dahil olmak
tizere bircok dogal immiin hiicre tipinin bakteriyel ve alerjik inflamasyon bolgelerine

alimmasini tesvik ettigi bilinmektedir (Ford ve dig. 2019).

Niikleer faktér kB (NF-xB), inflamatuar yaniti diizenleyen cesitli hiicresel
genlerin transkripsiyonunu kontrol eden bir transkripsiyon faktordiir, bagisiklik ve
iltihaplanma siireclerinde dnemlidir ve proteinleri kodlayan ¢esitli genlerin ifadesini
diizenler (O'Neill ve Kaltschmidt 1997). NF-xB, ¢ogalma, apoptoz ve gog¢ gibi
kanserin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Dolcet ve dig.
2005). NF-xB tarafindan birgok pro-inflamatuar sitokin transkripsiyonel olarak
diizenlenir ve bunlarin artan ekspresyonu, inflamatuar bagirsak hastaliginin

patogenezinde rol oynamaktadir (Schottelius ve Baldwin 1999).

Tiimor nekroz faktorii (TNF), fizyolojik ve patolojik siireglere katkida bulunan
kritik bir sitokin olmasit disinda, normal fizyoloji, akut inflamasyon, kronik
inflamasyon, otoimmiin hastaliklar ve kansere bagli inflamasyon gérevinden dolayz,
bilim insanlarinin dikkatini ¢eken bir sitokindir (Chu 2013). TNF, esas olarak
makrofajlar tarafindan iretilir, fakat lenfoid hiicreler, mast hiicreleri, endotelyal
hiicreler, fibroblastlar ve ndronal doku gibi ¢ok ¢esitli dokular tarafindan da iiretilebilir
(Wajant ve dig. 2003). TNF, enfeksiyon, yaniklar ve travma da 6nemli bir role sahiptir
(Strieter ve dig. 1993).

1.3 Pirolokinolin Kinon (PQQ)

Kinolin, endiistriyel, sentetik, organik ve kimya alanlarindaki ¢ok yonlii
uygulamalar1 nedeniyle 6nemli bir heterosiklik bilesik haline gelmektedir (Weyesa ve
Mulugeta 2020). Kinol’in anti-malaryal (sitma karsit), anti-bakteriyel (bakteri karsit1),

anti-fungal (mantar karsiti), anti-timor (timor karsit1) ve anti-inflamatuar (iltahap
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karsit1) aktiviteye sahip oldugu bulundu (Marella ve dig. 2013). Kinolin’in saf haliyle

uygulanabilirligi olduk¢a sinirlidir, ancak tiirevleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Pirolokinolin kinon (PQQ), 1964'te kesfedilen (Hauge 1964) ve kinoproteinler
ad1 verilen enzim sinifinda bulunan temel bir besin maddesidir (Kong ve dig. 2011).
Antioksidatif ve yaslanma Onleyici etkilere sahip olan dogal bir antioksidandir (Hara
ve dig. 2007; Geng ve dig. 2019). Giiglii immiinosupresif etkiler gosterdigi rapor edildi
(Liu ve dig. 2016). Bakteriyel bir redoks koenzim ve radikal temizleyicidir (Kosano
ve dig. 1995). Cesitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi bulundu (Wu ve dig.
2018). Ayn1 zamanda PQQ giiglii bir bitki biiyiime faktoriidiir, hayvanlar ve insanlar
tizerinde 6nemli etkilere sahiptir (Rucker ve dig. 2009). PQQ, stres altindaki canli
hiicrelerin biiyiimesini ve korunmasini desteklemek amaciyla besin ve vitamin olarak
kullanilmaktadir (Misra ve dig. 2012). PQQ, kalsiyum ve lantanid bagimli alkol
dehidrojenazlarin 6nemli bir kofaktoriidiir ve 30 yili agkin bir siiredir bilinmektedir
(Lumpe ve dig. 2020). PQQ, su anda bir vitamin olarak smiflandirilmiyor olsa bile
memelilerde 6nemli bir besin kaynagi olarak gosterilmistir (Akagawa ve dig. 2016).
PQQ’nun bilinen tiretim yontemlerinden; birisi, organik kimyasal sentez yontemidir.
Bu yontemde kullanilan karmasik adimlarla izomerler ve yan iirlinler uzaklastirilir. Bir
diger yontem ise mikrobiyal fermentasyon yontemidir. Bu, daha ekonomik ve ¢evre

dostu bir yontemdir.

PQQ, hayvanlarda norolojik fonksiyonlar1 ve enerjiyle ilgili metabolizmay1
etkiler, ayn1 zamanda etki mekanizmas1 hiicre sinyal yolaklar1 ve mitokondriyal islev
ile etkilesimlerinde énemli bir yer almaktadir (Harris ve dig. 2013). Kemirgenlerde
yapilan beslenme ¢aligmalarinda, PQQ eksikliginin anormal iireme performansi,
biiyiime bozuklugu ve bagisiklik bozuklugu dahil ¢esitli sistemik sorunlar sergiledigini
ortaya koyuldu (Akagawa ve dig. 2016). Mitokondriyal biyogenez iizerinde etkili bir
faktordiir (Augustyniak ve dig. 2017). Olast bir anti-melanojenik ajandir ve
hiperpigmentasyon bozukluklarina kars1 etkili olabilecegi gdzlemlenmektedir (Sato ve
dig. 2009).

Gidalarda bulunmasi, antioksidan Ozellikleri ve biliylimeyi tesvik eden bir
faktor olmasi biiyiik bir ilgi ¢ekmistir (Stites ve dig. 2000). Hayvanlarda sadece PQQ

kullanan enzimler tanimlanmaktadir ancak nanomolar miktarlarda PQQ'nun oral
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yoldan takviyesi, B ve T hiicrelerinin mitojenlere tepkisini arttirdigi ve kemirgenlerde

norolojik islevi ve lireme sorununu iyilestirdigi goriilmistiir (Stites ve dig. 2000).

PQQ’nun, mitokondriyal fonksiyonlar1 diizenleyerek rotenon kaynakli
Parkinson Hastalig1 modellerinde mitokondriyal disfonksiyonu 6nleyebilecegi 6ne
stiriildii (Zhang ve dig. 2020). PQQ tedavisinin, asir1 basing yliklemesinin neden
oldugu kardiyak yeniden sekillenmeyi ve hiicre hipertrofisini iyilestirdigi bildirildi
(Xu ve dig. 2020). Sekil 6°’da PQQ’nun yapis1 gosterilmektedir.

0 N »
W ]
H-0 v X ” : 0
0
PubChem CID: 1024
Molecular Formula: CiaHgN,0g
methoxatin
pyrroloquinoline quinone
72909-34-3
Synonyms: 4,5-dioxo-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[2,3-flquinoline-2,7.9-tricarboxylic
acid
Coenzyme paq
Molecular Weight: 330.21 g/mol

Sekil 6: Pirolokinolin kinon’un kristal yapisi, molekiiler formiilii, sembolii ve

molekiiler agirligi (PubChem).
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PQQ'mun oksidatif stresi azaltarak kalpte, beyinde ve karacigerde oksidatif
stres kaynakli hiicre hasari tizerinde koruyucu etkiler gosterdigi 6ne siriildii (He ve
dig. 2003). PQQ takviyesinin, oksidatif stresi, DNA hasarini, hiicre yaglanmasini ve
yaslanma ile iligkili salgi fenotipinin gelisimini inhibe ederek 6n c¢apraz bag
transeksiyonu kaynakli tresin osteoartritini Onleyebilecegi gosterildi (Qin ve dig.
2019). PQQ, temel bir besin maddesi ve antioksidan olarak islev géren dogal olarak
olusan bir redoks es faktoriidiir ve gii¢lii anti-inflamatuar etkiler gosterdigi bildirildi

(Wen ve dig. 2020).

1.3.1 Pirolokinolin Kinon ve Kanser

Anti-kanser, anti-noérolojik, anti-dejeneratif ve anti-melanojenik ajan olarak
kullanilan PQQ), antioksidan dogasi1 geregi serbest radikalleri temizlemektedir (Naveed
ve dig. 2016). Yapilan bir ¢alismada, PQQ tarafindan indiiklenen A549, Neuro-2A ve
HCC-LM3 hiicrelerinde apoptozu, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
birikmesine ve ATP seviyelerindeki diisiise neden olmaktadir (Min ve dig. 2014).
Baska bir ¢calismada, PQQ tarafindan indiiklenen SW1353 hiicrelerinin apoptozunun,
hiicre i¢ci ROS birikimine atfedilebilecek konsantrasyona ve zamana baglh bir sekilde
arttigini gostermektedir ve in vivo deneylerde, PQQ hiicre proliferasyonunu inhibe
ederek, apoptozu tesvik ettigi ve ROS seviyelerini arttirdigindan dolayr nakledilen
hiicrelerde DNA hasarina yol agtig1 gosterildi (Wen ve dig. 2018). PQQ kimyasal
yapisina dayali olarak, indol-2-karboksilat tiirevlerinin yeni bir sinifi tasarlanarak
sentezlendi ve bazi tiirevlerin HepG2, A549 ve MCF7 hiicrelerinde 6nemli
antiproliferatif aktivite sergiledigini gosterdi (Ji ve dig. 2014). PQQ'nun
kondrosarkomlu farelerde tiimor biiyiimesini inhibe ettigi gézlemlenmekte, insan
kondrosarkom hiicrelerinde mitokondriyal kaspaz bagimli yollar1 aktive ederek
apoptozu indiikledigini bildirilmektedir (Wu ve dig. 2018). PQQ, insan promonositik
16semi U937 hiicrelerinde apoptozu indiiklemekte ve bu, ana hiicresel antioksidan
glutatyonun tiikkenmesi ve hiicre ici reaktif oksijen tiirlerin (ROS) artigina sebep

olmaktadir (Shankar ve dig. 2010).
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14 Calismanin Amaci

Bu tez ¢alismasinda, insanlarin takviye olarak kullandiklar1 PQQ bilesiginin
karaciger kanseri hiicre hattinda (HepG2) inflamatuar etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. PQQ, ticari olarak satilmakta ve insanlar tarafindan gilinliik 60 uM
dozda tiiketilmektedir. Literatiirde, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda 10 uM ve 30 uM
araliginda PQQ uygulandig: goriilmektedir (Sato ve dig. 2009; Zhang ve dig. 2015).
Calismamizda sitotoksisite deneyi sonucunda PQQ bilesiginin EC05 ve EC10 (5,566
uM ve 13,484 uM) dozlar1 belirlendi ve belirlenen dozlarmn hiicrelere uygulanmast ile
bu dozlarin karaciger kanserinde (HepG2) inflamasyon yolagina olan etkisinin
arastirilmasi hedeflendi. Bu baglamda, HepG2 hiicre hattinda inflamasyon yolaginda
rol alan interlokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonu incelendi ve literatiire bu konuda

yeni bilgilerin kazandirilmasi amaglanda.
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2. YONTEM

21 MATERYAL

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Bu ¢alismada, Kuru Is1 Blogu (Biosan TDB-100), Santrifiij (Sigma 1-14),
Otoklav (Hiclave HVE-50), PZR Cihazi (Bioneer), Agaroz Jel Elektroforez Aparati
(Thermo EC320), UV Transilluminator, CO, Inkiibatérii (Nuaire), Klasik ve Hassas
Terazi (Precisa XB 220A), Mikrodalga Firin (SHOV M7017-P), Vorteks (DragonLab
MX-F), Giig Kaynagi (Thermo, EC-250-90), Olympus Ters Mikroskop (Olympus
CX31), Mikroplaka Okuyucu Spektrometre (Thermo Scientific Multiskan GO),
Laminar Flow (Nuare Biological Safety Cabinets) (Class Il), Hiicre Sayict
(Nexcellom), -80°C Ultralow Freezer (Nuaire), Human Power Scholar -UV Saf Su

Sistemleri kullanilda.

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kullandigimiz kimyasallar; Thiazol Blue Tetrazolium Bromide,
Tripsin-EDTA  (Sigma-Aldrich, T4049), Phosphate Buffered Saline (PBS),
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), L- Glutamin (Sigma-G8540), Fetal
Bovine Serumu (Sigma-Aldrich, F9665), Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, T4049),
Penisilin- Streptomisin (Sigma-Aldrich, P4333), Ethanol (Riedel, 071029), EDTA
(Sigma, 03620), Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, D4550), Kristal Viyole
(Fluka,61135), GM SYBR gPCR Kit, EasyScript Plus cDNA Sentez Kiti ve Qiagen
RNasy Plus Mini Kitidir.
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22 METOD

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

2.2.1.1 Besiyeri Hazirlanmasi, Hiicre Biiyiitmesi ve Etken Madde

Bu ¢aligmada PQQ’nun insan karaciger kanseri hiicre hattt HepG2 {izerinde
inflamatuar etkileri incelendi. Calismada kullanilacak olan PQQ, ticari olarak satin
alind1 (Sekil 7).

Sekil 7: 4,5-Dioxo-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[2,3-f]quinoline-2, 7, 9-
tricarboxylic acid (PQQ).

HepG2 hiicre hatt1 i¢in %1 penisilin ve %10 fetal bovine serum (FBS) iceren
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri hazirlandi. Derin dondurucuda
(-80°C) saklananan hiicreler ¢ikartilip oda sicakliginda ¢oziilerek santrifiij edildi ve

pelet besiyeri ile ¢oziiliip petrilere ekildi (Sekil 8).

Sekil 8: HepG2 hiicrelerinin petrilere ekilmesi.
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Hiicrelerin iizerine 10 ml DMEM besiyer eklenerek 37°C’de, %5 CO2 ve %95
nem igeren ortamda 24 saat inkiibatorde bekletildi ve hiicrelerin biiyiimeleri sagland1
(Sekil 9). Ortamdaki DMSO'dan kurtarmak i¢in hiicrelerin besiyeri degistirildi. Yirmi
dort saatte bir canliliklar1 ve cogalma hizlar1 kontrol edildi. Yeterli hiicre yogunluguna
sahip olana kadar giin asir1 besiyeri degisikli yapildi. Yeterli hiicre yogunlugunda
petrilerin besiyeri ¢ekilerek bosaltildi. Ardindan, hiicreler Ca*™ ve Mg™ tuzlar

icermeyen steril PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikandi.

Sekil 9: HepG2 hiicre hattinin mikroskoptaki goriintiisii.

2.2.1.2 Hiicrelerin Pasaji

Tek tabaka haline gelen hiicrelerin pasajlar1 yapildi. Bu islemi gerceklestirmek
i¢in ilk basta eski besiyeri uzaklastirildi. Ardindan, hiicrelere 1 ml %0,25°1ik tripsin
eklenerek, 5 dak inkiibatorde bekletildi ve hiicrelerin petri tabakasindan ayrilmalari
sagland1. Tripsini inhibe etmek igin tizerine 2 ml DMEM eklendi ve hiicreler steril
santrifiij tlipline alindi. Hiicreler 2500 rpm’de 5 dak santrifiij edildi. Ardindan,
stipernatant uzaklastirildi ve pelete 1 ml besiyeri eklendi (Sekil 10). Ependorfta
hazirlanan tripan mavisi (1:1000 sulandirildi) ve hiicre karigtirildi. Hiicre boya

karistm1 Thoma lamina koyuldu ve mikroskopta hiicre sayimi yapildi.
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Sekil 10: Santrifiij cihazi ve HepG2 hiicrelerinin santrifiij sonrasi peleti.

2.2.1.3 Sitotoksisite Calismalari

Calismamizda kullanilan hiicrelerinin biiylime ve gelismesi daha Onceki
boliimde anlatildigi sekilde gergeklestirildi. PQQ sitotoksisite deneyleri igin steril saf
su igerisinde ¢oziildii ve HepG2 hiicrelerinde canliliga olan etkilerinin belirlenebilmesi
icin sitotoksisite testi yapildi. Hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve tripsini inhibe etmek
icin koyulan tripsinin 2 kati besiyeri eklendi. Ardindan, hiicreler 15 ml’lik steril Falcon
tiiplere alinip, 2500 rpm’de 5 dak santrifiij edildi. Ondan sonra istenilen hiicre sayisi
hesaplanip 96 kuyulu plakalara ekim yapildi (Sekil 11).

Sekil 11: Santrifiij sonrasi sayilan hiicrelerin 96 kuyulu plakaya ekilmesi.

Santrifiij edildikten sonra siipernatant atild1 ve pelet 1 ml besiyeri eklenerek
¢oziildii. Ependorfta hazirlanan tripan mavisi (1:1000 sulandirildi) ve hiicre
karistirldi. Hiicre boya karisimi Thoma lamina koyuldu ve mikroskopta hiicre sayimi

yapildi. Hiicreler 4 x 10% olacak sekilde hesaplanip 96 kuyulu plakalara ekildi ve 24
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saat hiicrelerin plakaya yapismasi igin %5’lik CO2 inkiibatoriinde, %95 nem ortaminda

37°C’de bekletildi.

Plakaya (4 x 10° hiicre/kuyucuk) 24 saat dnce ekilmis olan hiicrelerin 24 saat
sonra eski besiyerleri cekilip hiicrelerin tizerine farkli konsantrasyonlarda PQQ
uygulandi. Hiicrelerin indiiklenmesini saglamak amaciyla hiicreler gece boyunca
%5’lik CO2 inkiibatériinde, %95 nem ortaminda 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan, 96
kuyulu plakadaki besiyeri uzaklastirildi (Sekil 12) ve her kuyucuga 100 pl kristal
viyole boyasi (% 0,5) eklendi ve 10 dak oda sicakliginda bekledi. Hiicrelerden boyay1
uzaklastirmak i¢in kuyucuklar dikkatli bir sekilde su ile yikandi. Her kuyucuga 0,1 M
%350 etanol iceren Na-Sitrat’tan (pH 4,2) 100 pul eklendi ve 100 rpm’de 10 dak
calkalandi.

Sekil 12: 96 kuyulu plakadaki besiyerinin uzaklastirilmasi.

Calkalama iglemi bittikten sonra 630 nm’de plaka okuyucuda 6l¢iildii (Sekil
13). Degisik konsantrasyondaki PQQ ile muamele ettigimiz gruplar ve kontrol gruplari

arasindaki farklar karsilagtirarak, PQQ nun hiicre canliligina olan etkisi saptandi.

Sekil 13: 630 nm’de plaka okuyucuda dlgtim.
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2.2.1.4 Hiicrelere Bilesiklerin Uygulanmasi

HepG2 hiicrelerinde PQQ igin ECos ve EC1o degerleri sitotoksisite deneyi ile
belirlendi ve 1 puM ile 200 uM arasinda 10 farkli doz konsantrasyonu hiicrelere
uygulandi. Genlerin ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla
uygun Ve steril sartlarda petrilere 10° hiicre ekildi ve gece boyunca 37°C’de, %5 CO:
ve %95 nem igeren ortamda inkiibe edildi. Hiicrelere 1 pM ile 200 uM arasinda 10
farkli dozda PQQ uygulandi ve 24 saat’lik inkiibasyondan sonra RNA izolasyonu

yapmak i¢in hiicreler toplandi.

2.2.2 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu yapmak i¢in Qiazol Lysis Reagent ile hiicreler toplandi.
Uretici firmanm talimatlar1 dikkate almarak ve laboratuvarda optimize edilerek
‘QIAGEN RNeasy Plus Universal’ kit ile hiicrelerden RNA izolasyonu gergeklestirildi
(Sekil 14).

Sekil 14: Hiicrelerden RNA izolasyonu.

Besiyeri hiicrelerden uzaklastirilarak iki defa PBS ile yikandi. Yikama
isleminin ardindan 500 ul trizol reaktifi eklendi ve hiicre kaziyic1 kullanilarak lizis
tamponu hiicreler iizerine yayildi, ardindan toplanip ependorfa alindi. Toplanan
hiicreler oda sicakliginda 5 dak’y1 gegmeden inkiibe edildi. Ardindan tizerine 100 pl
gDNA eliminasyon soliisyonu eklendi ve 15 sn karistirildi (Sekil 15).
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Sekil 15: Hiicrelerin toplanmasi.

Sonrasinda kloroformdan 180 pl eklenerek karistirildi ve oda sicakliginda 3
dak inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra, +4°C’de, 12.000 xg 30 dak santrifiij
edilerek iist faz alindi ve steril ependorf tiipe aktarildi. Alinan iist faza ayni miktarda
%70 etanol eklendi. Karistirilarak ‘RNeasy mini spin’kolona aktarildi ve 30 sn 9.000
xg’de santrifiij yapildi (Sekil 16). Alta gecen kisim dokiildi ve Kolonun iizerine 700
ul yikama tamponu ‘RWT’ eklenerek 30 sn 9.000 xg’de santrifiij edildi. Yine alta
gecen kisim dokiildii. Kolona 500 pl yikama tamponu ‘RPE’ eklendi ve 30 sn 9.000
xg’de santrifiij yapildi. Alta gecen kisim dokiildii. Kolon iizerine yeniden RPE
tamponu ekleyerek 2 dak 30 sn 9.000 xg’de santrifiij edildi ve alta gegen kisim
dokiildii. Ardindan, kolon yeni tiipe alinarak {izerine 40 ul RNAz igermeyen saf su
eklendi. Bir dak 15 sn 9.000 xg’de santrifiij edildikten sonra elde edilen RNA’larin
safligini belirlemek i¢in agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Nano Drop cihaziyla

hem safligi hem de Konsantrasyonlar belirlendi.

Sekil 16: Ug faza ayrilma ve RNeasy mini spin kolona eklenmesi.
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RNA’nin safligin1 degerlendirirken A260/A280 ve A260/A230 oranlarina
bakildi. A260/A280 oraninin yaklasik olarak 1,9 ve A260/A230 oraninin ise 1,8 ile 2,2

arasinda olmasi izole edilen RNA’nin saf oldugunu gosterir.

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi ile RNA Goriintiilenmesi

izole edilen RNA’lar yatay agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmek iizere,
%]1°1lik agaroz jel Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponunda hazirlandi. Agaroz
mikrodalga firinda 1sitilarak ¢oziildii. Tam ¢oziinme saglandiktan sonra agaroz
soliisyonu sogutuldu ve tizerine 3 ul SafeView eklendi. Bu karisim elektroforez
tablasmna dokiilerek kati1 hale gelmesi i¢in bekletildi. Katilasan jel, RNA’nin (-)
kutuptan (+) kutuba yiiriiyebilmesi i¢in elektroforezin (—) kutbuna dogru yerlestirildi.
Elektroforez tank seviyesi 1X TAE tamponuyla dolduruldu. Bu tampon RNA’nin jel
tizerinde yliriimesini saglamaktadir. Elde edilen RNA’dan 3 pl, 5 pl steril su, 2 pl
yiirlitme boyast karistirilarak jel tizerindeki kuyucuklara mikropipet yardimiyla
dikkatli sekilde yiikklemesi yapildi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglandi ve 90 volt,
500 mA’de 50 dak yiiriitiildii. Yiriitme bitince jel UV transilluminatdrde incelenip

goritlist alind1.

2.2.4 cDNA Sentezi

Nanodrop cihaziyla RNA konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra total
RNA’lardan cDNA sentez kiti (ABM) ile cDNA’lar sentezlendi. PZR tiipii igerisine
2,5 pg total RNA, kit icerisindeki oligo d(T) (1 ul), ANTP ¢ozeltisi (1 pl) ve RNAz
icermeyen su eklenerek karigtirildi. Karisim, kit igeriginde yer alan reaksiyon tamponu
(4 ul), RNAz inhibitori (0,5 pl) ve ‘EasyScriptRTase’ enzimi (1 pl) ile birlestirildi.
Tiipteki son hacim 20 pl oldu ve 50°C’de 60 dak inkiibe edilerek cDNA sentezlendi.
Sentezlenen cDNA’lar RT-PZR yapilana kadar -20°C’de saklandi. cDNA sentez

karigimi i¢in uygulanan prosediir Tablo 1’de verilmektedir.
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Tablo 1: cDNA sentez karisimi ve prosediirii

Hacim Son Hacim
Total RNA 1 ul 2 pg/ml
Oligo d(T) 1 ul 0,5 uM
dNTP karisimi (10 nM) 1l 500 uM
RNAZz igermeyen su Degisken 14,5 ul
5X RT tamponu 4 ul 1X
Riboniikleaz inhibitorii (40 U/ul) 0,5l 20 U/rxn
Reverse Transkriptaz enzimi (200 U/ul) 1 ul 200 U/rxn
Toplam Hacim 20 pl

Karigim, sentez i¢in 60 dak inkiibatérde bekletilir.

Sekil 17: cDNA sentezi sonrast RT-PZR cihazina yerlestirme.

2.2.5 Ger¢ek Zamanh PZR

Uretici firmanin talimatlarina gére Gergek zamanli PZR reaksiyonlar1 GM
SYBR gPZR Kit’i kullanilarak yapildi (Sekil 17). Laboratuvarimizda uygun olarak
primer ve c¢cDNA miktarlar1 optimize edildi. Sonuclar, ‘Exicycler3’ programi
kullanilarak ~ “housekeeping” gen P-aktin’e gore normalize edildi. Deneylerde
kullanilan, PZR uygulama kosullar1 Tablo 2’de, dongii, sicaklik ve siireler Tablo 3’de,

primer listesi ise Tablo 4’de verildi.
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Tablo 2: RT-PZR kosullar1

Bilesenler Reaksiyon Karisimi

GM SYBR gPZR Mix 12,5 ul

Ileri Primer (10 pm) 0,6 ul

Geri Primer (10 pm) 0,6 ul

cDNA (1: 3 seyreltilmis) S5ul

dH20 6,3 ul
Tablo 3: PZR sicaklik, dongii ve zamanlari

Dongii Sicakhik Siire

On Denatiirayon 95°C 5 dak

Denatiirasyon 95°C 20 sn

Yapisma X°C 20 sn

Uzama 72°C 25 sn

Dongii Sayisi 40 Dongii

Tablo 4: Calismada kullanilan primer dizileri

Primer Ileri Primer (5'->3") Geri Primer (5'->3")
ACTB GCCGCCAGCTCACCAT GATGCCTCTCTTGCTCTGGG
NF-xB TCGCGCTGAGTATAAAAGCC GGCAAAGTTTCGTGGATGCG
TNF TGGGATCATTGCCCTGTGAG GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA
IL-14 ACCTGTCCTGCGTGTTGAAA AGACGGGCATGTTTTCTGCT
IL-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG
CCL2 TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
CCL5 CAGTCGTCTTTGTCACCCGA AGAGCAAGCAGAAACAGGCA
CCL7 AAGATCCCCAAGAGGAATCTCAAG | CAGACTTCCATGCCCTTCTTT
CXCL9 GGCTCTTTCCTGGCTACTCC TCCCTGGTCCCTGTAGTGAG
CXCL10 ACCAGAGGGGAGCAAAATCG GGAAGTGATGGGAGAGGCAG
CXCL11 GACGCTGTCTTTGCATAGGC AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG
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2.2.6 Istatistiksel Analiz

Elde edilen sonugclar her biri veri i¢in Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edildi. gRT-PZR veri analizleri Qiagen firmasmin {icretsiz olarak sagladigi RT2
Profiller PCR Arrray Data Analysis v3.5 ile web iizerinden ¢evrim i¢i gerceklestirildi
(Sekil 18). (*) ile isaretlenen genler P<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gdsteren

genlerdir.

## GeneGlobe Data Analysis Center X 4

& C @ geneglobegiagen.com/tr/analyze

Verilerinizi Analiz Etmeye Baslayin lut ANALIZIME GIDIN

1. Analiz tiriin segin

2. Andlitinizi segin

mRNA/IncRNA DNA

3. Panelinizi veya fahlilinizi segin

RT2 Profiler PCR Dizileri ve Testleri { RT2 IncRNA PCR Dizileri ve Testleri

QuantiNova LNA PCR IncRNA Panelleri ve Testleri ]

QuantiNova LNA PCR Panelleri ve Testleri }

[ QuantiNova LNA Probu PCR IncRNA Panelleri ve Testleri ]

QuantiNova LNA Probu PCR Panelleri ve Testleri

ANALIZINIZI BASLAYIN

Sekil 18: gqRT-PZR veri analizlerinin yapilmasi.
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3. BULGULAR

Tekrarlanan deneyler sonucunda elde edilen ortalama + standart sapma
degerleri seklinde verildi. Aksi belirtilmedigi siirece tiim veriler her birinde triplike

yapilan en az ii¢ bagimsiz tekrar deneylerin ortalamasi seklindedir.

3.1  Sitotoksisite Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Sitotoksisite testinde PQQ’nun 1 puM ile 200 uM arasinda 10 farkli doz
konsantrasyonunda 24. saatteki etkinligi arastirild1. 24 saat sonunda, kontrol ve PQQ
uygulandi olan hiicrelerin arasinda farkliliklar1 belirlemek i¢in ELISA cihazi
kullanilarak 630 nm absorbans degeri 6lgiildii (Sekil 19). Elde edilen sonuglara gore
ECO5 dozu 5,566 uM, EC10 dozu ise 13,484 uM olarak belirlendi.

100 PQQ-HepG2

20 . y = -5,652In(x) + 91,689
go |@® R2=0,9973

70 0.
S
50

40

Hiicre Canhihg (%)

30
20

10

0 50 100 150 200 250

PQQ Konsantrasyonu (nM)

Sekil 19: PQQ bilesiginin HepG2 hiicre canliligina etkisi.
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3.2 PQQ Bilesiginin HepG2 Hiicre Hattinda Belirlenen Genlerin
mRNA Ekspresyon Diizeylerine Olan Etkisi

Sitotoksisite ile belirlenen PQQ bilesigi dozlar1 hiicrelere uygulandi ve 24 saat
inkiibasyona birakildi. Sonra RNA izolasyonu yapildi ve PZR yontem ile hedef genler
cogaltilarak, genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri incelendi (Sekil 20-33). Elde

edilen tiim sonuglar1 B-aktin ile normalize edilip kontrol degerleri 1 olarak alindi.

R e

Sekil 20: PQQ uygulanmis HepG2 hiicrelerinden RNA izolasyonu (Kuyu 1=marker,
kuyu 2=kontrol-1, kuyu 3=kontrol-2, kuyu 4=kontrol-3, kuyu 5=ECO05-1, kuyu
6=ECO05-2, kuyu 7=EC05-3, kuyu 8=EC10-1, kuyu 9=EC10-2, kuyu 10=EC10-3).

2,5 -

1,5 -

Kat Degisim (IL6/ACTB)

Kontrol 5,566 pM PQQ 13,484 uM PQQ
Sekil 21: HepG?2 hiicrelerinde PQQ’nun IL-6 mRNA ifadesine olan etkisi. Sonuglar

ACTB (Beta-aktin) geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindi. *:
Kontrol grubundan farkli (p<0.05). Sonuglar ii¢ farkl1 zamanda gergeklestirilen ti¢li

(n=3) uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi.
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13,484 uM PQQ

Kat Degisim (CXCL11/ACTB)

Sekil 22: HepG2 hiicrelerinde PQQ’nun CXCL11 mRNA ifadesine olan etkisi.
Sonuglar ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindi. Sonuglar
tic farkli zamanda gergeklestirilen ii¢lii (n=3) uygulamalarin ortalamasi1 alinarak

hesaplandi.
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Kat Degisim (NFKB/ACTB)
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Sekil 23: HepG2 hiicrelerinde PQQ nun NF-kB mRNA ifadesine olan etkisi. Sonuglar
ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindi. Sonuglar ti¢ farkli

zamanda gergeklestirilen tiglii (n=3) uygulamalarin ortalamas1 alinarak hesaplandi.
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Kontrol 5,566 uM PQQ 13,484 uM PQQ

Sekil 24: HepG2 hiicrelerinde PQQ’nun CCL2 mRNA ifadesine olan etkisi. Sonuglar
ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindi. *: Kontrol grubundan
farkl1 (p<0.05). Sonuglar {i¢ farkli zamanda gergeklestirilen iiclii (n=3) uygulamalarin

ortalamasi alinarak hesaplandi.

Kat Degisim (TNF/ACTB)
(6, ]

Kontrol 5,566 uM PQQ 13,484 uM PQQ

Sekil 25: HepG2 hiicrelerinde PQQ’nun TNF mRNA ifadesine olan etkisi. Sonugclar
ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alind1. *: Kontrol grubundan
farkli (p<0.05). Sonuglar ti¢ farkli zamanda gergeklestirilen tiglii (n=3) uygulamalarin

ortalamasi alinarak hesaplandi.
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Kontrol

13,484 uM PQQ

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

Sekil 26: HepG2 hiicrelerinde PQQ’nun CCL5 mRNA ifadesine olan etkisi. Sonuglar
ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindi. Sonuglar ti¢ farkli

zamanda gergeklestirilen ticlii (N=3) uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi.

12 -

=
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I

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

Kontrol 5,566 uM PQQ 13,484 pM PQQ

Sekil 27: HepG2 hiicrelerinde PQQ’nun CXCL10 mRNA ifadesine olan etkisi.
Sonuglar ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindi. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05). Sonuglar ii¢ farkli zamanda gergeklestirilen tiglii (n=3)

uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi.
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Kontrol 5,566 uM PQQ 13,484 M PQQ

Sekil 28: HepG?2 hiicrelerinde PQQ’nun IL-1 mRNA ifadesine olan etkisi. Sonuglar
ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alind1. *: Kontrol grubundan
farkli (p<0.05). Sonuglar ii¢ farkli zamanda gergeklestirilen ti¢lii (n=3) uygulamalarin

ortalamasi alinarak hesaplandi.
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Kat Degisim (CCL7/ACTB)
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Kontrol 5,566 uM PQQ 13,484 uM PQQ

Sekil 29: HepG2 hiicrelerinde PQQ’nun CCL7 mRNA ifadesine olan etkisi. Sonuglar
ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alind1. *: Kontrol grubundan
farkli (p<0.05). Sonuglar ti¢ farkli zamanda gergeklestirilen ti¢lii (n=3) uygulamalarin

ortalamasi alinarak hesaplandi.
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Kontrol 5,566 uM PQQ 13,484 pM PQQ

Sekil 30: HepG2 hiicrelerinde PQQ’nun CXCL9 geni {izerindeki mRNA ifadesine
olan etkisi. Sonuglar ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindu.
*: Kontrol grubundan farkli (p<<0.05). Sonuglar {i¢ farkli zamanda gergeklestirilen tiglii

(n=3) uygulamalarin ortalamas1 alinarak hesaplandi.

interl6kin ile iliskili Genler
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IL6 IL1B
H Kontrol 1 1
m 5,566 uM PQQ 2,63 1,71
13,484 uM PQQ 2,48 4,33

Sekil 31: PQQ’nun HepG2 hiicrelerinde interlokin ile iliskili olan IL-6 ve IL-1B
genlerinin mMRNA seviyelerine olan etkisi. Sonuglar ACTB geni ile normalize edildi
ve kontrol degeri 1 olarak alindi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). Sonuglar ii¢
farkli zamanda gerceklestirilen ti¢lii (n=3) uygulamalarin ortalamasi alinarak

hesaplandi.
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Kemokin ile iliskili Genler
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13,484 uM PQQ 1,68 13,21 1,2 9,33 9,27 3,7

Sekil 32: PQQ’nun HepG2 hiicrelerinde kemokin iligkili olan CXCL11, CCL2,
CCL5, CXCL10, CCL7 ve CXCL9 genlerinin mRNA seviyelerine olan etkisi.
Sonuglar ACTB geni ile normalize edildi ve kontrol degeri 1 olarak alindi. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05). Sonuglar ii¢ farkli zamanda gergeklestirilen tiglii (n=3)

uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi.
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13,484 uM PQQ -1,27 7,93

Sekil 33: PQQ’nun HepG2 hiicrelerinde inflamasyon ile iligkili olan NF-kB ve TNF
genlerinin mMRNA seviyelerine olan etkisi. Sonuglar ACTB geni ile normalize edildi
ve kontrol degeri 1 olarak alindi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). Sonuglar ii¢
farkli zamanda gergeklestirilen {iclii (n=3) uygulamalarin ortalamasi alinarak

hesaplandi.
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4. TARTISMA

Karaciger kanseri, organin kendi dokusundan kaynaklanan hiicrelerin
kontrolsiiz olarak boliinmesi ve diizensiz ¢ogalmasiyla meydana gelen kotii huylu bir
timordir (Schulz 2005). Viicudun hemen her yerindeki kanserler karacigere
sigrayabilmektedir (Wang ve dig. 2015). Karaciger kanserinde erken teshis ile kanserli
bolge tamamen temizlense bile, hastalik diger organlara hizla yayilabilmektedir (Borie
ve dig. 2008). Karaciger kanseri tedavisinde, hem antikanser ajanlar hemde geleneksel
tedaviler kullanilmaktadir ancak heniiz kalic1 bir iyilesme sagladigi bilinen net bir
tedavi yontemi yoktur (Li ve dig. 2016). Karaciger kanserinin molekiiler olarak hedef
alinan bir ¢oziimi olmadigi igin yeni ilaglarin faydalarinin degerlendirilmesi

gereklidir.

PQQ, suda ¢oziinen bir vitamin, kofaktdr ve ayni zamanda antioksidan
molekiildiir (Hara ve dig. 2007). PQQ, mitokondrilerin saglikli kalmasina ve
sayilarmin artmasina yardimci olur ayni zamanda strese Karsi da bedenimizi korur
(Misra ve dig. 2012). Bilim adamlar ilk kesfettiklerinde bunun bir vitamin olduguna
inandilar ancak arastirmaya devam edildiginde bir vitamin olmadigi viicudu
beslemeye yardimci olan ve diizgiin ¢alismasini saglayan 6nemli bir mikro besin
oldugunu fark ettiler (Akagawa ve dig. 2016). PQQ, bilim adamlarmin fazlasiyla

dikkatini ¢ekmekte ve hala arastirilmakta olan bir bilesiktir.

Inflamasyon, kimyasal tahris, hasar veya enfeksiyondan kaynaklanan
yaralanmaya verilen fizyolojik yanita denir (Sethi ve dig. 2008). Viicudun i¢ ve dis
cevresel uyaranlara verdigi tepkinin bir pargasi olup, gelen uyaranlar1 ortadan kaldirir
ve doku fizyolojisinin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Visser ve dig. 2006).
Inflamatuar siire¢ kanserin baslamasini tetikleyebildigi gibi bazen uyarabilmekte
bazen ise timor biiylimesini engelleyebilmektedir, dolayisiyla inflamasyon timor
olusumundan gelisimine tiim siireglerde etki edebilmektedir (Binen ve Ozcan 2021).
Viral etkinin sebep oldugu mide kanseri ve mukozayla iliskili lenfoma, hepatoseliiler
karsinom gibi kanser tiirlerinde, enfeksiyonun tetikledigi inflamatuar yanitin timor
gelisimini Onledigi ve patojen eliminasyonu hedefleyen bir savunma mekanizmasi

oldugu belirtilmektedir (Wu ve dig. 2009).
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Calismamizda, karaciger kanserinde inflamasyon ile iliskili genler {izerinde
PQQ’nun etkileri belirlemek i¢in HepG2 hiicre hatti kullanildi. PQQ bilesiginin
HepG2 hiicre hattinda belirlenen genlerin mRNA seviyelerine olan etkisi gqRT-PCR
ile belirlendi. Sitotoksisite testi sonucunda PQQ bilesigi icin EC05 ve EC10 degerleri
5,566 uM ve 13,484 uM olarak belirlendi ve bu dozlar HepG2 hiicrelerine uygulanarak
belirlenen genlerin MRNA ekspresyon seviyeleri arastirildi. RNeasy Plus Universal
Kit ile total RNA izolasyonun ve Onescript Plus cDNA Sentez Kiti ile cDNA
sentezinin ardindan inflamasyon ile iliskili genlerin mRNA ekspresyonun PQQ
bilesigi uygulanmasinda ortaya ¢ikan degisimlerin istatistiksel analizleri yapilarak

elde edilen sonuglar Tablo 5°de verilmektedir.

Tablo 5: PQQ bilesigi uygulamasi sonucunda belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimleri.

Genler ECO5 (5,566 pM)  EC10 (13,484 pM)
IL-6 2,63 2,48
NF-xB -1,08 1,27
CXCL11 -1,75 1,68
CCL2 8,50 1321
TNF 2,66 7.93
CCL5 -2,03 1,20
CXCL10 5,82 9,33
IL-1p 1,71 433
CCL7 2,65 9,27
CXCL9 1,32 3,70

m; mRNA ifade diizeyinde meydana gelen anlamli artma, m; mRNA ifade diizeyinde meydana

gelen anlamli azalma.

Sitokinler, bitki ve hayvan hiicrelerinde iiretilen, hiicrelerin birbirleri ile
iletisimini saglayan ve ¢ogalmasini uyaran proteinlerdir. Sitokinler, yara iyilesmesi,
kemik iligi ve inflamasyon gibi 6nemli gorevlerde yer almaktadir (Akdogan ve
Yontem 2018). Sitokinler aynt zamanda bagisiklik sistemi hiicrelerinde, kan
hiicrelerinin iiretimi ve aktivitesinde 6nemli role sahiptir (Barbaros ve Dikmen 2015).
Pro-inflamatuar sitokinler bir patojenle karsilasmaya ve doku hasarina yanit
salgilanabilmek i¢in immiin sistem ve beyin arasindaki iletisime aracilik etmektedir

(Schiepers ve dig. 2005). Artan pro-inflamatuar sitokin ve kemokin yapili
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molekiillerin saliimi karaciger ve diger dokularda diisiik seviyede inflamatuar yanit

olusturmaktadir (Curat ve dig. 2006).

Interlokin-6 (IL-6) iltihaplanma bolgesinde iiretilir ve kronik inflamasyonda
anahtar bir sitokindir (Gabay 2006). IL-6'nin inflamasyonda anahtar sitokin olmasinin
nedenlerinden biri trans-sinyal mekanizmasi nedeniyle ¢ok ¢esitli hedef hiicrelere
sahip olmasidir (Hirano 2021). IL-6 pro-inflamatuar bir sitokin olarak immiin yaniti,
hematopoezin ve inflamasyonun diizenlenmesini, ayni zamanda g¢esitli dokular
tizerinde etkisini gosteren bir pleiotropik sitokindir (Akira ve dig. 1990). IL-6’nin
karacigerde inflamatuar proteinlerinin sentezini indiikleyerek bagisiklik hiicrelerinin
proliferasyonunda ve biiyiimesinde 6nemli bir role sahip oldugu disiiniilmektedir
(Kishimoto ve dig. 1992). Yapilan bir ¢alismada, IL-6’nin timér hiicrelerinde hiicre
cogalmasi ve anti-apoptotik etkileri arttirmasi gibi onemli timér gelisimini
destekleyici  Ozelliklerinin  bulundugu ve HepG2 hiicrelerinde inflamatuar
kaspazlardan olan Kaspaz-1 diizeyindeki artis nedeniyle inflamasyona katk1 sagladigi
gosterilmektedir (Balkan ve dig. 2017). Bir baska ¢alismada, PQQ takviyesi, plazma
C-reaktif protein, IL-6 ve trimetilamin N-oksit gibi idrar metillenmis amin
seviyelerinde 6nemli diisiisler ve gelismis mitokondri ile ilgili islevlerle tutarli olarak
idrar metabolitlerinde degisiklikler ile sonu¢lanmaktadir (Harris ve dig. 2013).
Calismamizda IL-6 geninin 5,566 pM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 2,63 kat anlamli artig gorilirken, 13,484 uM
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 2,48 kat anlamli artis
goriildii. Elde ettigimiz sonuglara gore, PQQ pro-inflamatuar bir sitokin olan 1L-6’da
anlamli bir artisa sebep oldu. Bir ¢alismada elde edilen sonuglara gére, PQQ insan
promonositik 16semi U937 hiicrelerinde apoptozu indiiklemekte ve bu durum ana
hiicresel antioksidan glutatyonun tiitkenmesi ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerin (ROS)
artisina sebep olmaktadir (Shankar ve dig. 2010). Bu baglamda PQQ bilesiginin ROS
miktarmi arttirdig@i gibi IL-6 artisma ve pro-inflamatuar etkiye sahip olabilecegi
sOylenebilir.. IL-6'nin ani ve gegici ifadesinin enfeksiyonlara ve doku hasarma karsi
konak¢r savunmasma inflamasyonda yer alan sitokinlerin salgilanmasini

destekleyerek katki sagladigi bilinmektedir.

Pro-inflamatuar sitokin olarak interlokin-1f’nin (IL-1B) bircok biyolojik

aktivitesi bulunmakta ve inflamasyonda sentezlenenen genlerin g¢ogunu
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diizenlemektedir (Dinarello 1996). IL-1 mikrobiyal etki ve doku hasarina karsi
miyeloid hiicrelerde yiiksek seviyelerde eksprese edilmektedir (Pulugulla ve dig.
2018). SW982 hiicrelerinde uygulanan PQQ molekiiliiniin, NF-xB fosforilasyonunun
aktivasyonu dahil MAPK yollarinin fosforilasyonunu yavaglatarak, IL-1B ile
indiiklenen MMP-1, MMP3, TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu azalttig1 gozlemlendi (Liu
ve dig. 2016). Bir baska ¢alismada, PQQ'nun Siklofosfamid (CTX) ile tedavi edilen
farelerin bobrek dokularinda IL-6, IL-1p ve TNF-a diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttig1
bulundu (Lin ve dig. 2020). Calismamizda IL-1f geninin 13,484 uM PQQ doz
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 4,33 kat artis elde edildi.
Elde ettigimiz sonuglara gore, PQQ’nun pro-inflamatuar bir sitokin olan IL-1p’da
anlamli bir artisa sebep oldugu dolayisiyla PQQ bilesigi pro-inflamatuar genlerden IL-
1B’y1 arttirdigr goriilmektedir. Yapilan bir calismada, PQQ'nun IL-1p ile indiiklenen
SW1353 hiicrelerinde nitrik oksit tiretimini doza bagh bir sekilde 6nemli 6lgiide

azalttigini ortaya koymaktadir (Tao ve dig. 2015).

Kemokinler, kemotaksi dahil bagisiklik hiicrelerinin  farklilagmasini
destekleyen, doku ekstravazasyonuna neden olan ve kanser ortaminda anti-timor
bagisiklik tepkisindeki rolleri biiyiik ilgi ¢eken proteinlerdir (Tokunaga ve dig. 2018).
Yapilan bir calisma, kanser hiicrelerinin normal kemokin sistemini bozdugunu ve bu
molekiillerin ve reseptorlerinin, tiimor destekleyici hale getirmek icin farkli yollarla
timor mikro-ortaminin 6nemli bilesenleri haline geldigini gostermektedir (Aldinucci
ve Colombatti 2014). CXCL9, CXCL10 ve CXCL11 temel olarak, immiin hiicre
gbelinii, farklilasmasinm1 ve aktivasyonunu diizenleyerek timor baskilanmasina yol
agmaktadir (Tokunaga ve dig. 2018). Birgok veri, CXCL9, CXCL10 ve CXCL11'in
merkezi sinir sisteminin farkli patolojik kosullarinda firetildigini gostermektedir
(Miiller ve dig. 2010). CXCL9, CXCL10 ve CXCL11 pro-inflamatuar kemokinlerdir
(Karin ve Razon 2018; Callahan ve dig. 2021). Yapilan bir ¢alismada, CXCR3 ve
ligandlar1 CXCL10, CXCL9 ve CXCLI11'in, infiltre edici immiinokompetan hiicrelere
kiyasla tlimor hiicrelerinde CXCR3'ilin asir1 ekspresyonlari yoluyla timor progresyonu
ve metastazinda rol oynayabilecegi ve bunun sonucunda asir1 duyarliliga neden oldugu
one sirilmektedir (Liu ve dig. 2011). Calismamizda HepG2 hiicre hattina PQQ
bilesiginin uygulanmasiyla CXCL9 geninin 13,484 uM doz uygulamasindaki mRNA
diizeyinde ekspresyon degisiminde 3,70 kat anlamli artig gézlendi. CXCL10 geninin
5,566 uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 5,82 kat
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artis elde edilirken, 13,484 puM uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon
degisiminde 9,33 kat artis elde edildi. Elde ettigimiz sonuglara gore, PQQ uygulamasi
ile pro-inflamatuar kemokinlerden olan CXCL9 ve CXCL10’da anlamli bir artis
gozlenirken CXCL11°de anlamli bir degisiklik goriilmedi. Bu sonuglardan yola
¢ikarak, CXCL9 ve CXCL10 etkilesimlerinin I6kosit go¢ faktorii olarak etki ederek

pro-inflamatuar reaksiyonlara aracilik ettigini sdyleyebiliriz.

CCL2 hiicresel mekanigi diizenleyen pro-inflamatuar bir kemokindir (Wood
ve dig. 2014; Evers ve dig. 2021). CCL2, metabolizmanin diizenlenmesinde ve
inflamasyonun baslangicindaki ilk adim olan makrofajlarin dokuya yonlendirilmesiyle
ilgilidir (Rull ve dig. 2010). Ayrica CCL2 tiimdr hiicreleri tarafindan da salgilanabilir
(Conti ve Rollins 2004). Yapilan bir ¢calismada, CCL2-CCR?2 sinyalini hedeflemenin
meme kanserinde beklenmedik olumsuz etkilere yol agabilecegini gostermekte, ayrica
dort fare modelinde, CCL2 inhibisyonunun kesilmesi veya kesintiye ugratilmasinin,
metastazlart arttirdigl ve oliimi hizlandirdigr gosterilmektedir (Lim ve dig. 2016).
Calismamizda CCL2 geninin 5,566 uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 8,50 kat anlamli artis gozlenirken, 13,484 uM
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 13,21 kat anlamli artis
gozlendi. Elde ettigimiz sonuglara gore, PQQ bilesiginin HepG2 hiicre hattinda, pro-
inflamatuar kemokin olan CCL2’yi arttirdig1 goriilmektedir. Yapilan bir ¢calismada,
notrofil birikimini takiben CCL2 ile CCR2A reseptor iliskisi sonucunda bdlgeye

monosit ve makrofajlarin gog ettigi gosterilmektedir (Calar ve Kansu 2004).

CCL5, insan lenfositlerinin segici bir kemotaksisidir ve hiicre gogiinii
destekleyen pro-inflamatuar bir kemokindir (Huang ve dig. 2009; Marques ve dig.
2013). CCL5'i hedefleyerek bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri veya DNA'ya zarar
veren maddeler etkilenebilmektedir (Aldinucci ve dig. 2020). Yapilan bir ¢aligma,
CCL2 ve CCLS5'in tiimor hiicresi invazyonunda onemli bir rol oynadigini ve uzak
bolgelerde metastaz olusumuna yol actigini gostermektedir (Soria ve Ben-Baruch
2008). Yapilan bir bagka ¢alismada, PQQ’nun insan hepatosit hiicre hattinda Sirtl ve
Sirt3 gen ve protein ekspresyonunun yani sira aktivitesini onemli 6l¢iide arttirdigi ve
genel protein asetilasyonunu azalttigi, ancak PQQ tedavisinin, membran potansiyelini
veya hiicre canliligint degistirmedigi bulundu (Zhang ve dig. 2015). Calismamizda,
PQQ uygulamasi ile pro-inflamatuar kemokin olan CCL5’de anlamli bir degisiklik
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goriilmedi. Dolayisiyla PQQ bilesiginin HepG2 hiicre hattinda, pro-inflamatuar
kemokin olan CCLS5 {izerinde etkiye sahip olmadigi s6ylenebilir. CCL5'in karaciger
enfeksiyonlarindaki rolii net degildir, ¢linkii CCL5'in faydali veya zararl etkileri,
devreye giren kemokin reseptoriine baglidir ve enfeksiyonun kronik veya akut olup

olmadigi bilinmemektedir (Marques ve dig. 2013).

CCL7 hiicre gogiinde Onemli gorev yapan bir baska pro-inflamatuar
kemokindir (Jung ve dig. 2010; Liu ve dig. 2018). CCL7, kanserin ilerlemesine ve
metastazin artmasina neden olmaktadir (Lee ve dig. 2016). Bir arastirmada, CCL7'nin
asir1 ekspresyonunun tiimor metastazi ile iligkili oldugunu ve mide kanserli hastalarda
prognostik bir faktor olarak gorev yaptigi gosterilmektedir (Hwang ve dig. 2012).
Calismamizda CCL7 geninin 5,566 uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 2,65 kat anlamli artis gozlenirken, 13,484 uM
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 9,27 kat anlamli artis
gozlendi. Elde ettigimiz sonuglara gore, PQQ uygulamasinin pro-inflamatuar kemokin
olan CCL7’de anlamli bir artisa sebep oldugu gozlendi. Yapilan bir ¢alismada,
CCL7’nin, monositler ve nétrofiller dahil olmak {izere birgok dogustan gelen immiin
hiicrelerin bakteriyel ve alerjik inflamasyon bolgelerine alinmasini tegvik ettigi

bilinmektedir (Ford ve dig. 2019).

Niikleer faktor kB (NF-kB), bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesi ve
iltthaplanma gibi ¢ok cesitli biyolojik tepkilerin diizenlenmesinde yer alan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Ayni zamanda onkogenezde de Onemli gorevleri
bulunmaktadir (Dolcet ve dig. 2005). NF-kB, insan bagisiklik yanitinda gorev yapan
IL-6 ve TNF gibi ¢esitli inflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonunu diizenleyen ve
DNA’ya direk olarak baglanabilen bir transkripsiyon faktoriidiir (Nennig ve Schank
2017). Ayrica hiicre canliliginda, bagisiklik sisteminde, hiicre proliferasyonda da
gorev almaktadir (Sen ve dig. 2017). Bir arastirma, PQQ diyetinin agirlikli olarak
antioksidan bir ortama yol agabilecegini, doku hasarmni hafifletebilecegini ve diger
hastaliklarda oldugu gibi ayrintili egzersize yanit olarak NF-kB yolunun aracilik
ettigini, immiinolojik inflamasyona kars1i koruyucu bir etki saglayabildigini
gostermektedir (Liu ve dig. 2021). NF-kB'nin karaciger hemeostazindaki roli, ilk
olarak genis capli karaciger apoptozisi ve dejenerasyonu ile embriyonik oldiriicii

etkisi olan RelA/p65 yolagi eksik farelerin incelenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Shang
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ve dig. 2017). Calismamizda, HepG2 hiicre hattina PQQ bilesiginin uygulanmasiyla
NF-kB mRNA ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisiklik goriilmedi. Yapilan bir
calismada, 48 saat PQQ uygulandiginda, NF-kB ekspresyonunu azaltarak yiiksek
glikoz ile indiiklenen HK-2 hiicreleri iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Wang ve dig. 2019). Bizim ¢alismamizda ise 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda NF-kB ifadesinde istatistiksel olarak anlamsiz bir azalma meydana geldi

ve inkiibasyon siiresinin bunda etken olabilecegi diistiniilmektedir.

TNF (Tiimor Nekroz Faktorii) insanlarda bagisiklik sisteminin 6nemli bir pro-
inflamatuar sitokinidir (Zhang ve An 2007). Doku hasarlarinin iyilestirilmesine,
viicudun istilact bakteri ve virlislere karst saldirilar diizenlemesine yardimci
olmaktadir. TNF, kronik inflamasyon ve malign hastaligin gelisimi arasindaki
molekiiler baglantilardan birini temsil edebilmektedir. Tiimoér mikro-ortami i¢indeki
diizensiz TNF ekspresyonu, habis hiicre dokusu istilasini, gd¢iinii ve nihayetinde
metastaz olusumunu desteklemektedir (Mocellin ve Nitti 2008). Bir ¢alismada,
PQQ'nun HK-2 hiicrelerinde yiiksek glikoz kaynakli inflamatuar ve hiicresel yaglanma
tizerindeki koruyucu etkilerine odaklanilarak IL-1B, NF-kB ve TNF-a protein
ekspresyonunun PQQ ile azalttigi gosterilmektedir (Wang ve dig. 2019).
Calismamizda TNF geninin 5,566 pM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 2,66 kat anlamli artis gozlenirken, 13,484 uM
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 7,93 kat anlamli artis
gozlendi. Elde ettigimiz sonuglara gore, PQQ bilesiginin HepG2 hiicre hattinda,
inflamasyon iliskili TNF’yi arttirdign gorilmektedir. TNF'nin, inflamatuar
hastaliklarla baglantili doku yikiminda ve yeniden sekillenmede bir rol oynayabilecegi
diigiiniilmektedir (Aggarwal ve dig. 2013). HepG2 hiicre hattinda TNF genindeki

artigin, hiicrelerde inflamasyon kaskadini baglatici yonde oldugunu sdyleyebiliriz.

ACTB (Beta-aktin), hiicre boliinmesi, kas kasilmasi, hiicre hareketliligi ve gen
ekspresyonu gibi ¢esitli islevlerde ¢ok onemli bir rol oynamak, ayrica yiiksek oranda
korunmus proteinler oldugundan dolay1 bazi bilim insanlar1 tarafindan evrensel gen
olarak kabul edilmektedir (Toscano ve dig. 2018). ACTB, mRNA veya protein
ekspresyonu ¢alismalarinda kontrol olarak yaygin bigimde kullanilmaktadir (Lin ve
Redies 2012). ACTB ekspresyonlari, gen ekspresyon verilerinin normallestirilmesi

i¢in kullanilmaktadir (Sikand ve dig. 2012). Viicuttaki ¢ogu hiicrede bulunmakta ve
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birden fazla hiicre aktivitesinde gérev almaktadir. Bundan dolay1 arastirmamizda

referans gen olarak, genlerin normalize edilmesi icin ACTB kullanildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Karaciger kanseri, diinya genelindeki en 6liimciil malignitelerden biri olarak
goriilmektedir. Karaciger kanserinde erken teshis ile kanserli bolge tamamen
temizlense bile, hastalik diger organlara hizla yayilabilmektedir. Ilerlemis ya da
metastaz gerceklesmis karaciger kanserlerinin kalici bir iyilesme sagladig1 bilinen net

bir tedavi yontemi yoktur.

Calismamizda insan karaciger kanseri hiicre hattt (HepG2) kullanilarak PQQ
bilesigin inflamasyon iligkili genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimlerine
bakildi. HepG2 hiicre hattinda PQQ bilesiginin inflamatuar etkileri tizerine literatiirde
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan bu ¢alismayla literatiire bu konuda ilk

veriler sunulmaktadir.

PQQ uygulamasi sonucunda HepG2 hiicre hatti tizerindeki genlerin anlamli
artislardan  dolayr  karaciger kanserinin tedavisine katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Eldeki veriler 1s18inda PQQ bilesiginin ¢ok hedefli pro-inflamatuar
etkiye sahip bir bilesik olma diisiincesi daha sonraki siireglerde hayvan deneyi
caligmalariyla desteklenerek daha kesin sonucglara ulasilabileceginin bilgisini

vermektedir.
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