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T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Ratlarda Dietilnitrozamin ile Olusturulan Karaciger Kanserinde Theranekron
ve Kemoterapi Uygulamalarimin; Karsinogenezis, Apoptozis ve Biyokimyasal
Profile Etkilerinin Karsilastirilmah Degerlendirilmesi
Serdar VANLI
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dah
DOKTORA TEZI /KONYA-2023

Hepatoseliiler karsinoma (HCC), kanser tiirleri arasinda en sik goriilen altinci ve
kansere bagli 6liim agisindan {igiincii sirada olan kanser tiiridiir. HCC’de; etkili, sistemik ve
hedefe yonelik tedavilerin yetersiz kalmasi nedeniyle prognoz kotiidiir. Theranekron
veteriner hekimlikte yaygin bir sekilde kullanilan antikanser ve antienflamatuvar 6zelliklere
sahip homeopatik bir ilagtir. Theranekron’un papilloma, kolon Kkanseri ve meme
adenokarsinomasi1 {iizerine yapilan g¢aligmalarinda gdstermis oldugu antikanser ozelligini
hangi mekanizmalarca gergeklestirdigi belirsizdir. Bu caligmada; Dietilnitrozamin ve N-
Nitrozomorfolin ile hepatoselliiler karsinomada olusturulmus ratlarda tek basina Theranekron
ve Sorafenib tedavisi ile Theranekron-Sorafenib kombine tedavisinin biyokimyasal
parametrelerle arastirilmasi, etkinliklerinin karsilastirilmas1 ve kombine uygulamanin
immiinoterapi benzeri bir etki olusturup olusturamayacagi arastirilmistir.

Calismada Granzim B, kaspaz-3, p2l1 diizeyleri ile karaciger fonksiyonu ve
metabolizma gostergeleri icin ALT, AST, GGT, glikoz, trigliserit ve iire diizeyleri 6l¢iilmiis,
karaciger dokularinda histopatolojik incelemeler yapilmistir. Granzim B, kaspaz-3 ve p21
diizeylerinde; Theranekron, Sorafenib ve Theranekron+Sorafenib tedavi gruplarinda kanser
grubuna gore yiiksek degerler elde edilmistir. Kanser grubunda; ALT, AST, GGT, trigliserit
ve glikoz diizeylerinin yiikseldigi, lire degerleri diistiigii, tedavi gruplarinda kanser grubuna
gore AST, ALT, GGT, trigliserit ve glikoz diizeyleri diisiik, iire seviyeleri ise yiiksek
bulunmugtur. Theranekron+Sorafenib tedavi grubunda ise tim degerlerde belirgin olarak
normal kan sinirlar1 tespit edilmistir. Karaciger dokusunda degisimler daha sinmirli (P<0.05)
diizeyde kalmis; sadece granzim B degerleri Onemli degisim gostermistir (P<0.05).
Hepatoselliiler karsinoma tedavisinde Theranekron’un etkinlik mekanizmasimin Dogal Katil
Hiicreleri ve/veya Sitotoksik CD8*T lenfositlerin aktivasyonu sonucu apoptozu uyarmasi
oldugu tespit edilmistir. Histopatolojik degerlendirmede; kanser grubunda kanserli alanlar
saglam karaciger dokusundan ayrilmis ve kanser hiicrelerinde; ¢ekirdek sitoplazma oranimnin
arttig, iyi diferensiye, kolunmar, atipi, niikleer polimorfizme sahip oldugu goriilmiistiir.
Tedavi gruplarindaki vakalarda kanser hiicreleri ve olusturdugu yapilar kanserli gruba benzer
fakat goriilme siklig1 ve biiyiikliiklerinde azalma goriilmiistiir. Sonug olarak, Theranekron’un
gelecekteki ilag tasarimi igin bir anti-HCC ajami olabilecegi ve kemoterapi ilaglar ile
kombine kullanilabilecegi sOylenebilir. Daha da 6nemlisi, elde edilen sonuglar Sorafenib'i
immiinoterapi benzeri etki olusturan Theranekron ile birlestirmenin bilimsel gerekgesini
saglamakta ve Theranekron’un immiinregiilasyon etkisi ile Sorafenib’in “hedef dis1”
bagigiklik sistemi stimiilasyonunun etkisini ortaya ¢ikarmustir. Sorafenib ve Theranekron
kombine tedavisi, HCC'li hastalarda antitiimor bagisikligini yeniden harekete gegirmek ve
antitimor yanitlariin biiytikligiinii ve dayanikliligini iyilestirmek igin potansiyel olarak
sinerji olusturabilir.

Anahtar Soézciikler: Granzim B, immiinoterapi, HCC, Theranekron, DEN
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Comparative Evaluation of the Effects of Theranechron and Chemotherapy
Applications on Carcinogenesis, Apoptosis and Biochemical Profile in
Diethylnitrosamine-induced Liver Cancer in Rats
Serdar VANLI
Faculty of Veterinary Medicine Department of Biochemistry

PhD THESIS / KONYA-2023

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the sixth most common cancer type and the third
most common cancer type in terms of cancer-related death. in HCC; The prognosis is poor
due to the inadequacy of effective, systemic and targeted therapies. Theranekron is a
homeopathic medicine with anticancer and anti-inflammatory properties that is widely used
in veterinary medicine. It is unclear by which mechanisms Theranekron achieves its
anticancer properties, which it has shown in studies on cancer cell lines, papilloma, colon
cancer and breast adenocarcinoma. In this study; It was investigated whether the combination
of Theranekron and Sorafenib treatment alone and the combination of Theranekron-Sorafenib
treatment in rats formed in hepatocellular carcinoma with diethylnitrosamine and N-
Nitrosomorpholine was investigated with biochemical parameters, their efficacy was
compared, and whether the combined application could create an immunotherapy-like effect.

In the study, Granzyme B, caspase-3, p21 levels, liver function and metabolism
indicators, ALT, AST, GGT, glucose, triglyceride and urea levels were measured and
histopathological examinations were made in liver tissues. Granzyme B, caspase-3 and p21
levels; Higher values were obtained in Theranekron, Sorafenib and Theranekron+Sorafenib
treatment groups compared to the cancer group. In the cancer group; It was found that ALT,
AST, GGT, triglyceride and glucose levels increased, urea values decreased, AST, ALT,
GGT, triglyceride and glucose levels were lower in the treatment groups compared to the
cancer group, and urea levels were higher. In the Theranekron+Sorafenib treatment group, all
values were clearly normal in blood limits. Changes in liver tissue remained more limited
(P<0.05); only granzyme B values showed significant changes (P<0.05). It has been
determined that the mechanism of action of Theranekron in the treatment of hepatocellular
carcinoma is to induce apoptosis as a result of the activation of Natural Killer Cells and/or
Cytotoxic CD8+T lymphocytes. In histopathological evaluation; In the cancer group, the
cancerous areas were separated from the healthy liver tissue and in cancer cells; It was
observed that the ratio of nuclei to cytoplasm increased, well differentiated, columnar, atypia,
and nuclear polymorphism. In the cases in the treatment groups, the cancer cells and the
structures they formed were similar to the cancerous group, but their incidence and size
decreased. As a result, it can be said that Theranekron can be an anti-HCC agent for future
drug design and can be used in combination with chemotherapy drugs. More importantly, the
results provide the scientific rationale for combining Sorafenib with the immunotherapy-like
Theranekron, revealing the immunoregulatory effect of Theranekron and the 'off-target’
immune system stimulation effect of Sorafenib. Sorafenib and Theranekron combined
therapy could potentially synergize to reactivate antitumor immunity in patients with HCC
and improve the magnitude and durability of antitumor responses.

Keywords: Granzyme B, immunotheraphy, HCC, Theranekron, DEN



1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde 6liim nedenleri arasinda ilk {i¢te yer aldig1 bilinen
mortalite oran1 yiiksek, tedavi siireci giic ve uzun olan bir hastaliktir. Diinya Kanser
Orgiitii’niin 2020 diinya geneli kanser istatistiklerine gére; her yil diinyada 18,1
milyon yeni vaka ve 9,6 milyon kansere bagli 6liim meydana gelmektedir. Diinya
genelinde en ¢ok goriilen kanser tiirlerinin basinda; akciger, meme, prostat, kolon ve
mide kanserleri gelmektedir. Cevresel ve genetik risk faktorleri kanser olusumu ve
ilerlemesiyle sonuglanan iki ana risk faktorii olarak kabul edilmektedir
(https://gco.iarc.fr/ 2020).

Kanser; hiicre biiytimesi, boliinmesi ve farklilasmasini kontrol eden spesifik
genlerde meydana gelen mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin asamali olarak
bir araya gelmesi sonucu olusur. Karsinogenez basamaklarinda kanser hiicreleri
bir¢ok fenotipik degisikliklere ugrar. Meydana gelen bu degisiklikler sonucu kanser
hiicreleri hizli ve sinirsiz bir sekilde ¢ogalarak ¢evre dokuya invazyon ve immiin
gbzetimden kagis ile ilerleyen siiregte metastaza neden olur. Malign fenotipe ait bu
ozelliklerin ortaya c¢ikmasinda hiicre biiyiimesini ve c¢ogalmasini kontrol eden
genlerdeki onkojenik aktivasyon ve tiimor baskilayici genlerde meydana gelen
inaktive edici mutasyonlar onemli bir neden olarak gosterilmektedir (Corn ve El-
Deiry 2002). Ayrica hiicre sinyal yollarinin ve bu yollarda yer alan 6zel proteinleri
hedef alan mutasyonlara ve epigenetik degisikliklere sik rastlanmaktadir. Sinyal
iletiminde meydana gelen genetik degisikliklerden dolayr hiicre ¢ogalmasi ve
boliinmesi {izerinde kontrol ortadan kalkar. Bu sinyal yollari iizerinde gorevli olan
timor baskilayici genlerde meydana gelen inaktive edici mutasyonlar, sinyal
yollariin agir1 uyarilmasina neden olarak kanserin ilerlemesine neden olur (Kopnin

2000).

Kanserin potansiyel risk faktorlerini belirlemek i¢in birgok epidemiyolojik
calisma yapilmaktadir. Kanser multifaktoriyel olup, kalitmdan kimyasal ajanlara
(nitrozaminli  bilesikler, arsenik, kadmiyum, fenobarbital, polisiklik amino
hidrokarbonla), ¢evresel kosullardan fiziksel etkenlere (X 1sinlari, UV 1sinlar),

beslenmeden meslek alanlarma ve bagisiklik sistemi bozukluklart veya kronik



inflamatuvar 6zellikteki enfeksiyonlara (Helicobacter pylori enfeksiyonlari, Hepatit

enfeksiyonlart) kadar bir¢ok etken sorumludur (Ji ve ark 2015).

1.1. Hepatoseliiler Karsinoma (HCC)
Hepatoseliiler karsinoma, diinya ¢apinda kanser tiirleri arasinda %#4.7 ile en

stk goriilen altinci kanser tiiriidiir. Kansere bagl 6liim acisindan %38.3 ile {i¢iincii
sirada olup yilda ortalama 800.000 binden fazla Gliimiin sorumlusudur (Anonim
2022)(Sekil 1.1). Risk faktorleri arasinda viral enfeksiyonlar (HBV, HCV) alkole
bagli siroz, obezite, tip 2 diyabet, alkolik olmayan karaciger yaglanmasi,
aflatoksikoz, sigara kullanimi, hemokromatosiz, alfa-1-antitiripsin eksikligi HCC
icin potansiyel risk faktorleri arasinda yer almaktadir (Hussain ve ark 2007).
Karaciger dokusunun rejenerasyon seviyesinin yiiksek olmasit HCC patognezinde en
onemli etmen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Primer etken ne olursa olsun HCC,
%70-80 oranda karacigerde inflamasyon ile baslar, fibroz ile ilerler ve sonugta Siroz
nedeniyle HCC olusur (Moeini ve ark 2019).

Karaciger kanseri i¢in prognoz kotiidiir (Anwanwan ve ark 2020). HCC'nin
yiiksek mortalite oran1 ¢ogu hasta i¢in ge¢ evre taniya, etkili, sistemik ve hedefe
yonelik tedavilerin olmamasina baglanmaktadir (Ozcan ve ark 2020). Hastalarin
yalnizca %5 ila %151, yalnizca erken evredeki hastalar i¢in uygun olan ve tipik
olarak siroz olmaksizin azalmis hepatik rejeneratif kapasite nedeniyle cerrahi olarak
cikarilmaya uygundur. Cerrahi seceneklerde sag hepatektomi, sol hepatektomiye
kiyasla post-operatif komplikasyon riski daha ytiksektir. Daha ileri evreler icin tedavi

secenekleri olarak:

1) Orta evre HCC hastalarinda konservatif tedaviye kiyasla 2 yillik sag

kalimda %23'liikk bir iyilesmeye yol agan trans-arteriyel kemoembolizasyon.

2) Bir kinaz inhibitorii olan ve ileri evre vakalar igin en ¢ok kabul goren
secenek olan sorafenib ile oral dozlama. Bununla birlikte, hastalarin iigte birinden
daha az1 tedaviden fayda gormektedir ve ilag direnci, rejime basladiktan sonraki alti

ay icinde belirgin sekilde ortaya ¢cikmaktadir (El-Serag ve ark 2008).



2020 Yih Diinyada Yeni Kanser Vakalar:, Her Iki Cinsiyet, Tiim Yas Gruplarn

Akciger
2093 876 (¥011.6)

Gogiis
2088 849 (*011.,6)

Diger
8 323 793 (“46)

Kolorektal
1 849 518 (%10,2)

Prostat
1276 106 (%47.1)

. Mide
(s};ogzlius Karaciger 1033 701 (%5,7)
203.2) 841 080 (%4,7)

TOPLANM : 18 078 957

Sekil 1.1. 2020 yih kanser insidanst (Anonim 2020)’den diizenlenmistir.
1.2. HCC’de Epidemiyoloji

Hepatoseliiler karsinoma, primer karaciger kanserlerinin yaklasik %75-85'ini
temsil etmekte olup, diinya ¢apinda énemli bir saglik sorunu haline gelmistir (Singal
ve ark 2020). Karaciger kanseri, erkeklerde en sik goriilen 4. ve kadinlarda 10. en sik
goriilen kanserdir. 2020 yilinda 900.000'den fazla yeni vaka bildirilmistir. Etiyoloji
ve insidansi cografi bolgelere gore degisiklik gostermektedir (Anonim 2020). HCC
vakalarinin biiyiik bir kism1 kronik karaciger hasaria ve sirotik zemine bagli olarak
meydana gelmektedir. Incelenen cografi bolgeye gore epidemiyolojik farkliliklar olsa
da, bu tiimoriin nedenleri karaciger sirozu ile Ortiismektedir. Sirotik hastalarda
HCC’nin yillik insidansit %]1-6 arasindadir (Sherman 1999). Kronik karaciger
hasarina neden olan faktorlerin basinda HBV ve HCV enfeksiyonlar1 gelmektedir.
HBV etiyolojisi Cin, Giineydogu Asya ve Sahra alti Afrika'da yaygindir. HCV
etiyolojisi ise Bat1 {ilkeleri ve Japonya'da dnemli derecede yaygindir. Kronik alkolik
karaciger hastaliklar1 i¢in en yiiksek prevalans Dogu-Orta Avrupa'da (sirasiyla %53
ve %46), Sahra alt1 Afrika'da (%40) ve Kuzey Amerika'dadir (%37) (Giannitrapani
ve ark 2020). Aflatoksin intoksikasyonu Afrika ve Dogu Asya'da daha fazla
goriilmektedir. Alkolik olmayan karaciger yaglanmasi (NASH), otoimmiin ve
kolestatik hastaliklar HCC baglangicina yatkinlik olusturabilirler. Bat1 iilkelerinde
artan bir sekilde NASH sonrast HCC insidansi vardir (Sagnelli ve ark 2020). Kanada,
Avustralya, ABD, Yeni Zelanda ve Avrupa'nin ¢ogu lilkesinde yapilan arastirmalar

HCV ve alkol vakalarinda sirasiyla %42 ve %56 oranda artiglar gostermistir
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(Giannitrapani ve ark 2020). 1990-2015 yillar1 arasinda en yiiksek HCC insidansina
sahip; Cin ve Dogu Sahra Alt1 Afrika iilkelerinde yeni vaka bildirimlerinde ciddi bir
diisiis olmustur. Bu diisiisiin en 6nemli nedenleri arasinda; bu iilkelerde programli bir
sekilde HBV ve HCV asilamalari, aflatoksin azaltma programlari, HBV ve HBC
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in antivirallerin kullanimi gosterilmektedir (El-Serag
2020). Karaciger kanseri insidans bakimindan orta derecede, mortalite bakimindan 8.
sirada yer almaktadir. Tiirkiye’nin Avrupa iilkelerine cografi yakinligt ve HBV
tastyiciligl agisindan komsu iilkelere benzerligi g6z oniine alindiginda; HCC’nin yas
acisindan insidans1 diger iilkeler ile karsilastirildiginda orta insidans grubunda yer
almaktadir. Tirkiye yaklasik %5’lik HBV tasiyicisi oranlart ile HBV agisindan
endemik bir iilkedir. Ulkemizde HCV pozitiflik orani ise yaklasik %0,5 olarak
bildirilmis ve bu oranlar Tirkiye’de bolgesel farkliliklar gdstermektedir (Tosun
2013).

1.3.  Etiyolojik Faktorler ve Etiyopatogenez
HCC risk faktorlerini; kronik HBV ve HCV hepatit, aflatoksikozis, alkol ve

sigara kullanimi, otoimmiin hepatit, herediter metabolik karaciger hastaliklar
(hemokromatozis, alfa-1 antitripsin eksikligi), tip 2 diyabet, alkolik olmayan
karaciger yaglanmasi gibi ¢esitli faktorler olusturmaktadir (El-Serag ve Rudolph
2007)(Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. HCC’de etiyolojik nedenlerin hepatositlerde meydana getirdigi etkiler (Farazi ve
DePinho 2006)’den diizenlenmistir.



HCC etiyolojisinde yer alan faktorlerin etkisi ile hepatositlerde kronik
inflamasyon meydana gelmektedir. Kronik inflamasyon sonucu hepatosit nekrozu ve
saglam hepatositlerdeki rejeneratif ¢ogalma dongiiler halinde uzun siire devam eder.
Kronik inflamasyon ve artan oksidatif stres karacigerin stromasini ve mikrogevresini
degistirir. Sonugta diffiiz fibroz ile birlikte karaciger stromasinin kaybolmasina bagl
olarak rejeneratif nodiiller meydana gelir. Hem etiyolojik faktorlerin hem de kronik
inflamasyonun yol ac¢tigi ¢ogalma zamanla genetik degisimlere yol agmaktadir.
Sonugta sirotik karaciger dokusu i¢inde fibrotik stromayla ¢evrilmis, siirekli ¢ogalan
hepatositlerden olusan nodiiller olusmaya baslar. Bu nodiiller zamanla hiperplastik
nodiillere, daha sonra da biiyiime hizi kontrolii kaybi1 ve genomik instabilite
gelisimiyle displastik nodiillere doniisiir. Displastik nodiillerde meydana gelen p53
fonksiyon kaybi1 ve telomeraz reaktivasyonu ile hepatoselliiler karsinoma sekillenir.
Telomeraz reaktivasyonu ve p53 kaybi hepatoseliiler karsinomanin olusumunda ilk
asamada meydana gelebilecegi gibi ilerleyen donemlerde de meydana

gelebilmektedir (Sekil 1.3) (Farazi ve DePinho 2006).
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Sekil 1.3. Hepatoseliiler karsinoma olusum basamaklar1 (Farazi ve DePinho 2006)’den
diizenlenmistir. HCC’ya neden olan etmenlerden herhangi birisinin etkisi sonucu gelisen
karaciger hasarina bagli hepatositlerde nekroz ve rejenerasyon dongiileri meydana gelir. Artan
oksidatif stres ve gelisen kronik inflamasyona bagli olarak bu nekroz-rejenerasyon dongiileri
devam eder. Artan kollajen yiikii ve diffiiz fibrozis ile birlikte karaciger stromasinin kayb1 ve
sonucta karacigerde siroz meydana gelir. Daha sonra hiperplastik nodiiller, displastik nodiiller ve
p53 kaybi sonucu genomik instabilite medana gelerek HCC olusumu baslar. Telomeraz
reaktivasyonu ve p53 kayb1 HCC'ye ilerleme sirasinda meydana geldigi gosterilmektedir. Ancak,
p53 kaybi ve mutasyonunun, hepatokarsinojenezin ilk agamalarinda da meydana gelebilmektedir.



1.3.1. Hepatit B enfeksiyonu
Hepatit B (HBV), diinya ¢apinda yaklasik 2 milyar kisiyi enfekte etmekte ve

yilda yaklasik 320.000 kisinin 6liimiine neden olmaktadir. HBV ile iligkili 6liimlerin
yaklasik %30-50'si HCC'den kaynaklanmaktadir (Farazi ve DePinho 2006). HBV
enfeksiyonu; kronik karaciger hasari, hepatosit 6limii ve rejenerasyonu arasindaki
dengesizlik sonucu HCC olusumuna neden olur. HBV, konak¢1 genomuna entegre
olabilir ve kromozomal dengesizliklere, DNA mikrodelesyonlarina yol agabilir. HBx
geni, hepati B viriisii tarafindan HCC'de konak¢1 genomuna entegre edilen en yaygin
actk okuma c¢ercevesidir. Entegre HBx siklikla mutasyona ugrar. Mutant HBx
proteinleri, p53'e baglanma, DNA onarimint ve p53 aracili apoptozu zayiflatma
ozelligi gosterir. Ozellikle hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve

istilasinda yer alan genleri eksprese eder (Hussain ve ark 2007).

Konakg¢i-viral etkilesimler cesitli yollar ile hepatokarsinogeneze katkida
bulunmaktadir. Viral enfeksiyonla savasmak icin bagisiklik sistemi ortaya saglam bir
T-hiicre bagisiklik tepkisi koyar. Ancak bu tepki hepatosit nekrozuna, inflamasyonun
genislemesine ve sonu¢ olarak rejenerasyonun artmasina yol acar. Kronik aktif
yangi; nekroz-inflamasyon-rejenerasyon dongiisiinii destekler. Siirekli hepatosit
replikasyonlar1 genomik kararsizlikla sonuglanarak onkojenik lezyonlar1 ve telomer
erozyonlarini artirir (Block ve ark 2003). Bir diger HBV aracili HCC mekanizmasi
viriis-endoplazmik retikulum iligkisidir. Bu iliski ER stresine neden olarak
hepatositlerde oksidatif stresin artmasina neden olur. Viriis-ER etkilesimleri bilylime
ve hayatta kalma sinyal yollarin1 uyarir, serbest radikallerin olusumunu artirarak
mutasyonlara neden olur. Sonugta karaciger yildiz hiicrelerini (HSCs) aktiflesmesi

ile sirotik zemin hazirlanir (Wang ve ark 2006).

HBx proteini, HBV enfeksiyonu ile iligkili HCC siirecinde rol almaktadir.
HBx proteini; MAPK (mitojenle aktive olan kinaz), NF-«f (Niikleer Faktor Kappa-
Beta), COX-2 (Siklooksijenaz-2), JAK-STAT (Janus Kinaz - Sinyal doniistiiriicii-
transkripsiyon aktivatorii), FAK (Fokal Adezyon Kinaz) ve PI3K (Fosfotidil inositol
3-fosfat) sinyal yollarinin aktivasyonu ile hepatositlerin proliferasyonunu uyaran
hiicresel sinyal yollarinin ve onkogenlerin transaktivasyonuna neden olur. Ayrica,
artan reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve epigenetik degisiklikler sonucu hepatositlerde
fren gorevi goren tiimor baskilayic1 genlerin inaktivasyonu HCC’ye onemli bir

katkida bulunur (Kew 2011). Timor baskilayici genlerin inaktivasyonu veya
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kromozomal instabilite ile sonug¢lanan epigenetik degisiklikler HBx iligkili HCC
gelisiminde yer almaktadir. HBx proteini, DNMT-1 ve DNMT3 (DNA Metil
Transferaz-1,3)'lin transkripsiyonunu etkileyerek epigenetik degisikliklere neden
olabilir. HBx ile indiiklenen HCC hastalarda tliimoér baskilayici genlerde epigenetik
degisiklikler sekillenebilir. HBx proteinin, DNMT1 ve DNMT3A’y1, hem
transkripsiyonel hem de translasyonal seviyelerde upregiile eder. Ayrica HBX
proteini ile indiklenen HCC'li hastalarda baz1 tiimor baskilayict genlerdeki
epigenetik degisiklikler tamimlanmistir (Geng ve ark 2015). DNMT1 ve DNMT3A

6 INK4A

upregiilasyonu, pl promoter metilasyonunun indiiksiyonuna ve ardindan

p16 K4 ekspresyonunun inhibisyonuna yol agar. P16 NK4A

geni hiicre dongiisii
ilerlemesinin negatif diizenleyicisidir ve hepatoseliiler karsinoma da dahil olmak
lizere insan kanserlerinde en sik degistirilen tiimor baskilayict gendir (Zhu ve ark
2010). HBx proteini, DNMT1'in transkripsiyonel aktivasyonunu indiikleyerek, bir
diger onemli tiimor baskilayict gen E-kadherin ekspresyonunu da etkisiz hale
getirebilir (Lee ve ark 2005). HBx proteini varliginda, apoptoz ile iliskili p21C'PWAFL
Bax veya Fas gibi genleri p53'in upregiile edememesine neden olur. HBX proteini
direkt PI3K/AKT yolunun (Lee ve ark 2001) veya HRAS aracili PI3K/AKT yolunun
asir1 aktivasyonu ile Bad ve kaspaz-3’ii inhibe ederek apoptotik oliime karsi koyar

(Kim ve ark 2001).

HCC'de, COX-2 (Siklooksijenaz-2) de yiiksek oranda ifade edilir ve p53'e
kars1 HBx proteininin etkilerine aracilik eder. (Cheng ve ark 2008). HBx gen
ekspresyonu, sitoplazmada p53'i ayirir ve COX-2/PGE2 yolunun aktivasyonu ile
p53 ile indiiklenen apoptozu ortadan kaldirir. Antiapoptotik Mcl-1 proteini, p53
tarafindan baskilanir, ancak HBx proteini tarafindan Mcl-1 tekrar etkinlestirilir (Lee
ve ark 2001). HBx'in bir diger iliskide oldugu sinyal yolu NF-«xf sinyal yoludur. NF-
kP, kanser gelisiminde 6nemli bir transkripsiyonel faktordiir. Tiimor baslangicini,
gelisimini, invazyonunu ve metastazi kontrol etmek i¢in bir¢cok sinyal yolu ile ¢apraz
etkilesime katilir (Geng ve ark 2015). HBx’in, NF-kf sinyali yoluyla HCC hiicre
istilasin1 ve metastaz1 destekleyebilecegini gostermistir. HBx'in vaskiiler endotel
biiytime faktorii (VEGF), matrix metalloproteinaz 2 (MMP2), MMP9 ve MMP14
dahil olmak {izere NF-xf3 hedef genlerinin ekspresyonunu artirdigini gostermistir

(Liu ve ark 2010).



1.3.2. Hepatit C enfeksiyonu
Hepatit-C (HCV) enfeksiyonu; HCC etiyolojisinde yer alan bir diger 6nemli

viral enfeksiyondur. HCV; flaviviriadae ailesinde yer alan nonsitopatik bir RNA
viriisiidiir. HCV konak genomuna entegre olmayan, ancak proteinleri bir¢ok konakg1
hiicre faktoriiyle iyi etkilesime giren bir RNA viriisidir. HCV, HBV'den
hepatokarsinogenez ile ilgili ii¢ 6énemli kliniko-biyolojik ayrima sahiptir. Birincisi,
HCV'nin kronik enfeksiyona yol agma egilimi (% 60-80), HBV (%10)’ye gore daha
yiiksektir. lIkincisi, HBV'ye kiyasla HCV'nin karaciger sirozunu tesvik etme
egiliminin daha yiiksek olmasidir. HCV ile enfekte hastalarin % 5-10'unda 10 yillik
enfeksiyondan sonra karaciger sirozu gelisir, bu durum HBV'den yaklasik 10-20 kat
daha vyiiksektir. Ugiinciisii;, HCV, DNA ara formu olmayan bir RNA viriisii
oldugundan, konakg¢1 genomlarina entegre olamaz (Rehermann ve Nascimbeni 2005).
HCV-RNA genomu; yapisal proteinler, gekirdek proteini ve zarf glikoproteinlerini
kodlayarak; hiicre sinyalizasyonu, transkripsiyon, proliferasyon, apoptoz, membran
yeniden diizenlemeleri, vezikiiler trafik ve translasyonel diizenlemeyi i¢eren genis bir

faaliyet yelpazesinde yer alir (Levrero 2006)(Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. HCV genomunun kisimlar1 ve kodladigi proteinlerin konak hiicredeki etkileri
(Levrero 2006)’dan diizenlenmistir. IRF3: Interferon response factor 3.

HCY proteinlerinin konak hiicrelerdeki direkt karsinojenik etkileri

Kronik HCV enfeksiyonu, siklikla intrahepatik lipid birikimi, progresif
fibroz, siroz ve HCC'ye uzun vadeli ilerleme ile birlikte karacigerde inflamatuvar
lezyonlarla karakterizedir. Hem viral hem de konake¢r faktorlerin, HBV'ye benzer

sekilde HCC gelisimine katkida bulunmaktadir. HCV enfeksiyonu, siirekli hepatosit



Olimii dongiilerinin virlise karsi bagisiklik tepkisinin ardindan gergeklesen doku
rejenerasyonu ve bu duruma bagli mutasyonlarin birikmesi ve yayilmasina ile HCC
gelisimine neden olmaktadir (Farazi ve DePinho 2006)(Sekil 1.5). Kronik HCV
hepatositlerde apoptoz mekanizmasinin bozulmasina ve hiicre siklusunun kontrolden
c¢ikmasina neden olur. Hepatositlerde apoptoz mekanizmasinda TNF-o aracili
apoptoz mekanizmasi énemli bir role sahiptir. HCV, TNF-a aracili apoptozu bloke
eder. HCV c¢ekirdek protein, kaspaz-8 aktivasyonunu inhibe eden c-FLIP
ekspresyonunu artirirken (Saito ve ark 2006), HCV iligkili NS5A proteini ise kaspaz-
3 aktivasyonunu bloke eder (Ghosh ve ark 2000). HCV ¢ekirdek proteini Rb aracili
mitotik ig kontrol noktasina miidahale ederek artan poliploidiyi destekler (Machida
ve ark 2009). Ayrica Wnt sinyal yolunun agir1 aktivasyonu sonucu c-myc ve siklin D
artig1 apoptozun inhibe olmasina ve proliferasyonun artmasina neden olarak HCC’yi

destekler (Higgs ve ark 2013).
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Sekil 1.5. Kronik HCV enfeksiyonu sonucu karacigerde meydana gelen degisiklikler (A) ve
HCV genomu iizerinde yer alan onemli bolgelerin konak hiicrede neden oldugu etkiler
(B)(Hayes ve ark 2018).

HCV ¢ekirdek bolgesi, viral RNA'nin konak genomuna baglanmasinda rol
oynar. Cekirdek gen proteini hiicre sinyallemesi, transkripsiyonel aktivasyon,
oksidatif stres, apoptoz, lipid metabolizmas1 ve transformasyonda yer alir (Irshad ve
ark 2017). HCV gekirdek proteini; hiicre dongiisii kontrolii ve tiimor olusumunda rol
oynayan siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorii p21WAFYCIPLjn ekspresyonunu da



modiile eder. p21WAFYCIPL: »53%in transkripsiyonel hedefidir ve hiicre siklusunda
kritik kontrol noktalarinda yer alir (Wang ve ark 2000). Ayrica T lenfositler
tizerindeki kompleman reseptoric “CLgR” ile HCV-gekirdek bolgesi etkilesimi
immiinosupresif etkiye neden olarak kronik enfeksiyona katkida bulunur (Kittlesen
ve ark 2000). Cekirdek proteinleri endoplazmik retikulum (ER) ve/veya mitokondri
ile etkilesime girerek, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) birikimine neden oalrak ER
stresini indiikler. ROS, DNA hasarina neden olurak hepatokarsinogenezi hizlandirici
etkiye sahiptir. Cekirdek proteinler ayrica, RAF/MAPK, Wnt/f-katenin ve TGF-3
gibi sinyal yollarmin aktivasyonuyla hiicrelerin biiyiimesini ve proliferasyonunu
etkiler. Bu bulgular 1s18inda HCV ¢ekirdek proteini HCC gelisimi sirasinda hiicre
cogalmasinda ve apoptozun azalmasinda potansiyel bir role sahip oldugunu

gostermektedir (Ivanov ve ark 2017)(Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Kronik hepatit C'de fibrozu tetikleyen temel mekanizmalar. Kronik viral hepatitte
proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin baskin kaynaklar1 genellikle enfekte olmus
hepatositler, aktive edilmis Kupffer hiicreleri veya dolagimdaki lokositlerdir. Bu hiicreler,
hiicresel sinyal kaskadlarmin aktivasyonuna, viriis kaynakli oksidatif strese, enfekte
hiicrelerin apoptozuna veya bagisiklik sistemini aktive etmek igin sitokinler liretmek iizere
HCYV tarafindan uyarilir (Ivanov ve ark 2017)’dan diizenlenmistir.

HCC igin yapisal proteinler E1/E2'nin etkisi ile ilgili ¢alismalar yapilmis ve
bu proteinlerin, dsSRNA protein kinazi (PKR) inhibe ederck interferon aktiviteleri
tizerine miidahale ettigi ve E2 proteininin sitotoksik T lenfositler ve Natural Killer
(NK) hiicrelerin aktivasyonunu engelledigi gosterilmistir (Crotta ve ark 2002). NS2

proteini p53 ile etkilesimiyle apoptoz inhibisyonunda rol aldigi, siklin D/CDK4'i

aktive ettigi ve Siklin E'nin ekspresyonunu indiikledigi bulunmustur (Bittar ve ark
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2013). NS3 proteini; transformasyon potansiyeline sahip ¢esitli sinyal iletim yollarin
modiilasyonu ve immiin gozetimden kagis i¢in interferon yanit faktorii-3 (IRF-3)
aracil tip-1 interferonun indiiksiyonunu inhibe eder (Foy ve ark 2003, Irshad ve ark
2017). NS5A proteini; hiicre dongiisii, apoptoz ve lipit metabolizmasi sinyal yollar
ile etkilesime girer. RNA ile aktive edilen protein kinaz (PKR)-p38 sinyal yoluna
miidahale ederek anormal mitoz ve kromozomal instabiliteyi indiikler (Wu ve ark
2008). Ayrica timér baskilayicr p21WAFYCIPin downregiilasyonu, TGF-B sinyal
doniistiiriicii proteinlerin (SMAD) niikleer translokasyonunu engelleyerek TGF-
sinyalininin inhibe edilmesi (Choi ve Hwang 2006), TNF-a aracili apoptozun
engellenmesine neden olur (Ghosh ve ark 2000). Ayrica NS5A'nin epitel hiicrelerinin
mezenkimal kok hiicrelere gegis siirecine yardimecir oldugu da gdsterilmistir

(Battaglia ve ark 2009).

HCYV iliskili indirekt hepatokarsinogenez

HCV'nin varligi; oksidatif stres, degisen sinyal yolaklari, insiilin direnci (IR),
karaciger yaglanmasi (steatohepatit) ve progresif fibrozu indiikleyen bir kronik
inflamasyona neden olur. Bagisiklik sistemi aracili inflamasyon, hepatosit
metabolizmasini bozan ve genom biitiinliigline zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) diretimini tetikleyerek hiicre oliimiine neden olur. Steatohepatit ve IR
nedeniyle serbest yag asitlerinin birikmesi, ER stresine ve mitokondriyal hasara
neden olur. Bu durum oksidatif stresi ve kolajen-1 ekspresyonunu artirarak lipid
peroksidasyonu ile inflamasyonu destekler. Inflamatuvar sinyaller, biiyiime faktorleri
ve ROT varliginda devam eden hiicresel proliferasyon, apoptozu engelleyen NF-«f3
ve TNF-a sinyal yolunun asir1 aktivasyonuna neden olur. Rejenerasyon dongiileri,
hiicre dongiisiinlin diizensizligine ve kromozomal kararsizligin birikmesine yol
acarak neoplastik donilisimden once gelen, geri doniisii olmayan genetik ve
epigenetik degisikliklere yol agar. K&tii huylu klonlarin ilerlemesi; lokal genisleme,
portal yol boyunca intrahepatik yayilma ve ekstrahepatik metastaz yoluyla
gerceklesir. Illerleme, kismen biiyiime faktdrlerinin  yapict  aktivasyonu ve
neoanjiyogenez tarafindan yonlendirilir. Bu durum da alisilmadik derecede yiiksek

mikrodamar yogunluguna yol agar (Hayes ve ark 2018)(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. HCV aracili hepatokarsinogenez (Bartosch ve ark 2009).

Karaciger fibrozu, kronik HCV ile giiclii bir sekilde iligkili patolojidir.
Steatoz, IR ve oksidatif stres arasindaki karsilikli bagimlilik, NASH’de oldugu kadar
HCV enfeksiyonunda da hastalik ilerlemesi i¢in 6nemlidir. Steatoz, IR ve artan ROT;
karaciger yildiz hiicrelerinin (HSCs) aktivasyonu ile doku hasarini ve inflamasyonu
artirir. Aktif HSCs hem proliferatif hem de fibrojenik sitokinlere yanit verir. HSCs;
epitelyal, fibroz skarlar veya fibroz olusturmak i¢in zamanla biriken hiicre disi
matriks (ECM) bilesenlerini sentezleyen, miyofibroblast benzeri hiicrelere epitelyal-
mezenkimal farklilagsmaya (EMT) ugrar. Sonugta, yenilenen hepatositler skar dokusu
ile gevrelenir ve sirozu tanimlayan nodiiller olusturur (Ivanov ve ark 2017). Enfekte
hepatositlerde TGF-B1 salgilanmasi, ROT ve kalsiyuma bagli mekanizmalar yoluyla
cekirdek, NS3/4A, NS4B ve NS5A proteinleri tarafindan desteklenir (Presser ve ark
2011).

Kronik HCV enfeksiyonunda; fibrozun ilerlemesi ile seviyesi giderek artan
bir fosfoprotein olan osteoponin fibrojenezin bir baska mediatoriidiir (Huang ve ark
2010). TGF-B1 salgilanmasinda oldugu gibi, HCV ile enfekte olmus hepatositlerdeki
osteoponin seviyesi, artan ROT f{iretimi seviyeleri ve degisen kalsiyum homeostazi
ile artar (Igbal ve ark 2013). Osteoponin; HSC'leri aktive etmenin yani sira, MMP-
13'lin ekspresyonunu baskilar, ekstraseliiler matriksin uzaklastirilmasini durdurur ve
fibrozun ¢6ziilmesini engeller (Urtasun ve ark 2012). HCV enfeksiyonu karacigerde
kronik inflamasyona bagl olarak steatozu artirir. HCV; Tip-1 Interferon iiretimini ve
CD4'T hiicresinin; Th2, Th17 ve Treg (diizenleyici T hiicresi)’e doniisiimiinii inhibe

eder. Bu durum sitotoksik 6zellikteki CD8'T ve NK (natural killer) hiicrelerinin
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islevlerini bozar. Karaciger dokusunda artan bir sitotoksik hiicre infiltrasyonuna
neden olur. Sonucta doku hemostazini bozan ve hepatokarsinogenezi destekleyen
kronik inflamasyonun devamliligina neden olur. inflamasyonla es zamanli olarak
artan ROS, nitrik oksit, sitotoksik sitokinler ve lipit peroksidasyonu sekillenir
(Rehermann 2013). HCV enfeksiyonu sirasinda inflamasyonu ve HCC’yi
destekleyen TNF-a, IL-1p (interleukin 1), IL-23, IL-6 ve lenfotoksinlerin (LT-a ve
B) artis1 da sekillenir (Haybaeck ve ark 2009, Grivennikov ve ark 2010). LT-a ve B,
sitokinlerin ve kemokinlerin iiretimini daha da artirarak NF-xf sinyal yolunun asiri
aktivasyonuna neden olur. Buna bagli olarak hiicre oliimii ve yeniden doku
sekillenmesi dongiilerini ve lenfosit infiltrasyonunun artirarak HCC’yi destekler

(Haybaeck ve ark 2009).

1.3.3. Alkol tiiketimi
Alkol, HCC i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Kronik alkol alimi veya etanol

maruziyeti, hepatosit yikimi-rejenerasyonu, HSCs aktivasyonu, siroz ve sonugta
HCC'yi diizenleyen hepatosit hiicre sinyal yollarini etkiler. Bu sinyal yollarindan en
onemlileri; fosfolipaz-C, fosfolipaz-D, adenilat siklaz, protein kinaz-C (PKC), c-jun
N-terminal kinaz (JNK), sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyonu aktivatorii (STAT) ve
NF-kp sinyal yollaridir. Bu sinyal yollarinin karaciger ve diger dokularda alkol
tiikketimi durumlarinda asir1 aktif oldugu bulunmustur. Alkoliin karaciger hiicrelerine
zarar vermesi fibroz ve siroz gelisimine neden olur. Ayrica HCC'nin gelisiminde
onemli bir etken olan oksidatif stresi indiikler (McKillop ve Schrum 2005). Kronik
alkol aliminin, monosit aktivasyonu yoluyla proinflamatuar sitokinlerin {iretimine
neden oldugu ve bagirsaktaki gram-negatif bakterilerin hiicre duvar1 materyalinden
kaynaklanan endotoksinin dolasimdaki konsantrasyonlarinin artmasina neden oldugu
gosterilmistir (Hoek ve Pastorino 2002). Bu durum hepatosit sagkalimi iizerine
olumsuz etkiler iceren TNF-a, interlokin-1B, IL6 ve PG-E> gibi kemokin ve sitokin
salan Kupffer hiicrelerini harekete gecirir (McClain ve ark 2002). Kronik etanol
maruziyeti durumunda, hepatositler; kronik hepatosit yikimi-rejenerasyonu, yildiz
hiicre aktivasyonu, siroz ve sonucta HCC i¢in asamayi belirleyen TNF-a'nin
sitotoksik etkilerine karsi artan hassasiyet gosterir (Hoek ve Pastorino 2002). Alkol
ayrica oksidatif stres mekanizmalar ile karacigere zarar verir. Alkolik hepatitte, lipid
peroksidasyonunun bir belirteci olan dolasimda artmis izoprostan goriliir. Oksidatif

stres, ¢esitli sekillerde hepatokarsinogeneze katkida bulunabilir. Birincisi, oksidatif

13



stres, HCC mikrogevresinin temel 6zellikleri olan fibroz ve siroz gelisimini tegvik
eder (McClain ve ark 2002). Karaciger yildiz hiicreleri, zarar gérmiis karacigerde
kollajen birikiminin ana kaynagi oldugundan, izoprostan Yyoluyla etkilenmis
HSCs’lerin oksidatif stres indiiksiyonunun; fibrotik yanitin 6zellikleri olan artmis
hiicre proliferasyonunu ve kollajen sentezini destekleyebilecegi tespit edilmistir
(Comporti ve ark 2005). Ikincisi, etanoliin neden oldugu oksidatif stres, HCC ile
ilgili sinyal yollar1 {izerinde etkiye sahip olabilir. Buna 6rnek olarak; STATL'in
tirozin fosforilasyonunda tespit edilmis azalma, IFN-y sinyalinin STAT1'e yonelik
aktivasyonunun azalmasi ile ortaya ¢ikan IFN-y'nin hepatosit koruyucu etkilerinin
kayb1 verilebilir (Osna ve ark 2005). Son olarak, oksidatif stres telomer kisalmasini
hizlandirabilir ve bu da karaciger sirozu, kromozomal instabilite ve sonugta HCC

gelisimini tetikler (Kurz ve ark 2004).

1.3.4. Aflatoksin intoksikasyonu
Aflatoksinler, Aspergillus cinsinin toksijenik tiirleri tarafindan, 6zellikle de

tarimsal triinlerde Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan {iretilen,
akut ve kronik patolojik etkiler gosteren giiglii biyolojik toksinlerdir. AF’lerin AFB41,
B2, G1 ve G2 olmak tizere dort ana formu vardir (McCullough ve Lloyd 2019).
Aflatoksinler igerisinde en yiiksek toksisiteyi aflatoksin Bi gdstermektedir. AFBg;
kanatli hayvanlar, alabalik, sigirlar ve ratlar gibi genis yelpazede bir¢ok hayvan
tiriinde yas, tiir ve cinsiyete bagl olarak karsinojenik ve immunsupresif etkiye
sahiptir (Marchese ve ark 2018). Oral yolla alinan AFB1 en etkili sekilde ince
bagirsaklardan emilmekte, lipid peroksidasyonu ve hiicresel zedelenmeye yol agan
AFB;1-8,9-epoksit gibi reaktif ara iirlinleri sekillendiren hiicresel sitokrom P-450
enzim sistemi ve aril hidrokarbon hidroksilaz enzimi etkisiyle Kkaracigerde
metabolize edilmektedir. Bu elektrofilik epoksid DNA, RNA ve protein gibi
niikleofilik hiicresel makromolekiillere kovalent olarak baglanabilir. Aflatoksin B1’in
epoksi formunun bu aktiflesme reaksiyonunun sonucunda DNA ile birleserek AFB:-
N’-Guanin kompleksini olusturdugu bilinmektedir. Bu kompleks organizma veya
hiicreler i¢in biyolojik bir tehlike olusturmakta ve karsinojenik ve genotoksik

etkilerin sorumlusu olarak degerlendirilmektedir (Chu ve ark 2018).

AF’lerin epoksit tiirevleri, karacigerde GSH-S-transferaz (GST) enzimince
katalize edilen tepkimeler sonucunda indirgenmis glutatyon (GSH) ile konjuge

edilerek veya epoksit hidrataz enzimince aflatoksikole cevrilerek zararsiz hale
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getirilmeye calisilir. GSH, AFB:’in detoksifikasyonunda dnemli bir rol almaktadir.
AFB;: 8,9 ekzo- ve endo-epoksitler, GST tarafindan katalize edilen AFB-merkapturik
asit olugsmasi sonucu GSH ile konjuge olabilmektedir (Wild ve Turner 2002).
Karacigerdeki DNA, RNA ve proteinlerin biyosentezlerinin engellenmesi AFB1’in
metabolik aktivasyonuna ve detoksifikasyonuna baglanmustir. Ozellikle DNA gibi
hiicresel makromolekiillere kovalent baglanma affinitesi olan AFB1-8,9-epoksit,
AF’nin biyolojik etkilerini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu oldukga reaktif olan AFB;1-8,9-
epoksit substansi DNA bazlarina, ozellikle guaninin N’ pozisyonuna eklenerek

DNA’da konformasyonel degisiklikler yapmaktadir (Benkerroum 2020).

Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi (IARC) hem epidemiyolojik hem de
laboratuvar ¢aligmalarini degerlendirmesi sonucu, aflatoksinlerin; kanserojen (Grup
1) ve insanlar i¢in potansiyel olarak kanserojen (Grup 2B) olarak belirlemistir
(Cancer ve Organization 2002). AFB;1’e yiiksek konsantrasyonda maruziyet akut
hepatite neden olurken, kronik maruziyet karaciger kanserine neden olur. Oldukca
reaktif form olan AFB:-N’-guaninin, DNA’ya baglanan, Karsinojenik ve mutajenik
etkide 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir. AFB1, basta karaciger olmak {izere insan
kanserlerinde mutant bulunan TP53 geninin 249. Kodonunda G—>T doniisiimii
arjinin-serin mutasyonuna neden olurak fonksiyonel olmayan bir protein ifadesine
neden olur (pR249S). Ortaya ¢ikan degistirilmis protein, DNA molekiillerine
baglanamaz. Bu nedenle, hiicre dongiisiinii kontrol eden, yaslanma ve apoptoz dahil
olmak {izere cesitli hayati hiicresel islevlerden sorumlu olan ¢ok sayida gen
promoterleri, p53'e kars1 transaktivasyon kapasitesini kaybeder. Bu mutasyon,
yiiksek aflatoksin maruziyetinin oldugu bolgelerde, hepatoseliiler karsinom (HCC)
hastalarinda ¢ok sayida epidemiyolojik ¢aligmada yaygin olarak bulunmustur. Bu
durum HCC insidansi ile aflatoksin maruziyeti arasindaki iliskiyi gii¢lendirmektedir
(Hussain ve ark 2007). Ratlarda, AFB: ile indiiklenen HCC'de c-KRAS onkojeninde
mutasyon tespit edilmistir (Soman ve Wogan 1993) ve insan HRAS proto-
onkojeninin AFB; tarafindan aktivasyonu in vitro olarak bildirilmistir. Bu genlerin
AFB;: ile iliskili timdr olusumunda rol oynadigini gostermektedir (Riley ve ark
1997). Ayrica AFB1 maruziyeti, PI3K/Akt ve ERK1/2 sinyal yolaklar1 tizerinden
IGF-2 reseptoriiniin  anormal aktivasyonunu indiikleyerek hepatokarsinogenez

stirecini tetiklemektedir (Lotfollahzadeh ve ark 2012).
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AFB:'in ROT ve oksidatif stresi indiikledigi ve mitokondriyal ROS-bagiml
apoptozu indiikleyen sinyal yolaklarini aktive ettigi tespit edilmistir (Liu ve Wang
2016). AFB; maruziyeti, alkol ve HCV enfeksiyonu dahil siroz i¢in 6nemli risk
faktorleri olan katilimcilarda HCC'nin gelismesine katkida bulundugu tespit
edilmistir (Chu ve ark 2018). Ayrica kronik HBV tastyicilar arasinda bir doz-yanit
seklinde siroz ve HCC riskini artirabilecegi sonucuna varilmistir (Chu ve ark 2017).
Karaciger bozuklugu olan hastalarin diyet aflatoksinlerine maruz kaldigini ve
karacigerdeki rezidiiel AFB1 alimi; HCC'deki p53 ve Rb (retinoblastoma proteini)
yollarin1 olumsuz etkiledigi gosterilmistir. Ayrica sirotik karacigerlerde AFB1'in
varligi, diyetle alinan aflatoksinin viral siroz ve alkolik siroz sirasinda hastaligin
ilerlemesine potansiyel katkisi oldugu gorilmistir (Ramalho ve ark 2018).
Aflatoksinlerin, sitokinlerin ve kemokinlerin canliligini, islevini veya genetik
ifadesini kisitlamak i¢in monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler (DC) ve NK
hiicreleri gibi dogustan gelen bagisiklikta anahtar rol oynayan bagisiklik hiicreleri
lizerindeki etkileri tespit edilmistir. Immiin sistemi uyaric1 etkilerle ilgili olarak, kisa
stireler i¢in diisiik aflatoksin dozlarina maruz kalma bagisiklik sistemini uyarirken,
daha uzun siireler boyunca yiiksek dozlara maruz kalmak bagisiklik sistemini

baskilayici etkiler yaratir (Wang ve ark 2018).

1.3.5. Alkolik olmayan steatohepatit (NASH)
Alkolik olmayan yagli karaciger hastaligt (NASH) alkol kullanmayan

kisilerde alkole bagli yagl karaciger hastaliginin histopatolojik bulgularinin oldugu
bir karaciger hastaligidir. NASH basit steoatozdan steatohepatite, ilerlemis fibroza ve
siroza kadar genis bir karaciger hasarimi tanimlar. NASH’in 6nemi; toplumda sik
goriilmesi, siroza ve hepatoseliiler Kkarsinomaya ilerleme potansiyelinden
kaynaklanmaktadir. Basit yaglanmada iyi bir gidisat olmasina karsilik, alkolik
olmayan steatohepatitte daha ¢ok ilerleyici fibroz ve siroz riski vardir (Hashimoto ve
Tokushige 2012). NASH’da, kronik besin fazlaligi endoplazmik retikulum stresine
neden olarak artmig steatoz ve insiilin direncine (IR) yol acar. Bu etmenler
birbirleriyle baglantilidir ve birbirini gii¢lendirir. Karacigerde dogal olmayan yiiksek
seviyelerde yag birikiminin, inflamatuar hiicrelerin toplanmasini tetikledigi ve
prooksidan  seviyelerini  arttirdigi  bilinmektedir. ROT  dogrudan temel
biyomolekiillere etki ederek hepatotoksisiteye neden olur. ROT ayrica dolayli olarak

sitotoksik, proinflamatuar ve fibrojenik mediyatorlerin iiretimini tetikleyen redoksa
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duyarl transkripsiyonel basamaklar1 aktive eder (Bartosch ve ark 2009). NASH
patogenezinde karacigerde yag depolanmasina neden olan insiilin direncine ilave
olarak mitokondri kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin bilesiminden olusan ¢ift vurus
teorisi kabul gérmektedir. Bu teoride birinci vurus olan steatoz olusumunda tip-2
diabetes melitus ve obezitede siklikla bulunan insiilin direnci anahtar rol
oynamaktadir. Steaotoz olustuktan sonra karaciger, proinflamatuar sitokinlerin
salinmasina yol agan ikinci bir vurus olarak adlandirilan oksidatif strese duyarli hale
gelir. Ayrica oksidatif strese ek olarak endoplazmik retikulum stresi de hepatositlerde
oksidatif stres yilikliinii artirmaktadir. Oksidatif stres, NASH’de steatozun
steatohepatite ilerlemesinin ana nedenlerinden birisidir (Hashimoto ve Tokushige
2012). NASH patognezinde yer alan IR nedeniyle; TNF-a, IL-6 ve leptin
diizeylerinin artmasi ve adiponektinin azalmasi meydana gelir (Tilg ve Moschen

2010) (Sekil 2.17).

Karsinojen dietilnitrozamin (DEN) ile olusturulan NASH'in fare modelinde;
NF- kB'nin aktivasyonuna yol acan yiiksek TNF-a seviyeleri hepatokarsinogeneze
yol actig1 tespit edilmistir (Wang ve ark 2009). IL-6 ekspresyonunun ve TNF-a
reseptorliniin ortadan kaldirilmasi ile yapilan c¢aligmalarda, DEN’e maruz kalmis
obez farelerde HCC'nin azaldig1 tespit edilmistir (Park ve ark 2010, Roderburg ve
Trautwein 2010). Obezitede, IL-6 seviyeleri yiikseldigi bulunmus ve kilo kaybinin
IL-6 ve TNF-a seviyelerini diislirdiigli tespit edilmistir. Agikca, IR'de bulunan
yuksek seviyelerde TNF-a ve IL-6, inflamasyonu ve fibrozu tesvik eder. Bu durum
hem NASH siddetine hem de hepatik karsinogeneze katkida bulunabilir (Bougoulia
ve ark 2006). IR durumunda goriilen azalmis adiponektin ve yiiksek viicut kitle
indeksinin, NASH ile baglantis1 ve hepatik fibrozda rol oynar. Farelerde
hipoadiponektinemi tablosunda, hepatik timér olusumunu hizlandirdigini gosteren
bulgular elde edilmistir (Kamada ve ark 2007). Adiponektin antianjiyogenezi ve
apoptozu destekler ve hipoadiponektineminin tiimor olusumu ve progresyonunda
onemli bir rolii vardir (Brakenhielm ve ark 2004). HCC gelisimi tartismasi agisindan
daha 6nemli olan leptinin, hepatik fibrozisin temel bir aracisi oldugu ve yiiksek TNF-
a seviyelerine katkida bulundugu gosterilmistir (Ikejima ve ark 2001, Marra 2002)
(Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Alkolsiiz steatohepatit ve obezite durumunda hepatoselliller karsinomanin
patogenezi (Torres ve Harrison 2012)’den diizenlenmistir. AMPK-1: Adenozin monofosfat
protein kinaz-1. DEN: dietilnitrosamin. IGF-1, insiilin bityiime faktort 1. IL-6: interlokin-6.
IRS-1: insiilin reseptorii substrati-1; JNK: c-JUN amino asit terminal kinaz. MAPK:
mitojenle aktive edilmis protein kinaz. NF-kf: nilkleer faktor- xf. STAT-3: sinyal
doniigtiiriicii ve transkripsiyon-3 aktivatorleri. TAK1: doniistiriicii bliytiime faktorii-beta ile
aktive olan kinaz 1. TLR: toll benzeri reseptér. TNF-a: tiimor nekroz faktori alfa.

Hiperinsiilinemili insiilin direnci, insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) ve
insiilin reseptorii substrati-1 (IRS-1) ftretimini upregiile eder. IGF-1, hiicresel
proliferasyon ve hepatik apoptozun inhibisyonu ile bilylimeyi uyaran bir peptid
hormonudur. IGF-1'in hepatokarsinogenez siirecine katkida bulunan c-fos ve c-jun
protoonkogenlerinin artan ekspresyonunun yanmi sira MAPK’1 asirt aktive ettigi
gosterilmistir  (Price ve ark 2002). Oksidatif stres ve IR koordineli bir sekilde;
hepatik inflamasyonu, fibrozu ve ileri agsamada hepatokarsinogenezi NF-kf3, c-Jun
amino asit terminal kinazlar1 (JNK'ler) ve STAT3 sinyal yollari ile tetiklemektedir.
NF-«f; NASH, karaciger hasari, fibroz ve HCC arasinda 6énemli bir rol Gistlenir (Tilg
ve Moschen 2010). NASH patogenezinde yer alan yiiksek yagli diyet, NF-kf’nin
asir1 aktivasyonuna neden olmaktadir. DEN ile baslatilan ve yiiksek yag iceren bir
diyetle devam edilen fare modeli calismasinda NF-xf8 ekspresyonunun, HCC
ilerlemesi i¢in 6nemli oldugu bulunmustur (Chiang ve ark 2009). JNK, asir1 alinan
doymus serbest yag asitlerine cevap olarak apoptozun intrinsik yolunu aktive etmek
icin gereklidir. Hepatositlerde lipid birikimi ve ardindan apoptozun bu siireci
lipoapoptoz olarak adlandirilmistir ve NASH'min temel bir bileseni oldugu
distintilmektedir (Wree ve ark 2011). JNK; IR ve obezite tarafindan aktive edilir ve
kilo kayb1 iizerinde azalmis aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Solinas ve Karin
2010). JINK'nin iki ana izoformu olan JNK1 ve JNK2 arasindaki belirgin farkliliklar
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hepatositlerde deneysel calismalarda tespit edilmistir. JNK1'in hepatik steatoz ve
inflamasyonu tesvik ettigi goriilirken, JNK2 hepatosit Olimiinii inhibe ettigi
goriilmistir (Singh ve ark 2009). JNK yolaklarmin inhibisyonunun si¢anlarda
steatohepatiti iyilestirdigi gosterilmistir (Aghazadeh ve Yazdanparast 2010). Hem
steatohepatit hem de hepatokarsinogenezde 6nemli oldugu gosterilen bir bagka farkl
yol, adenozin monofosfat-aktif protein kinazi (AMPK) igerir. AMPK, yag asidi ve
kolesterol biyosentezi gibi metabolik siiregleri diizenler (Fumarola ve ark 2014).
Obezite ve asir1 kalori alimi durumunda, AMPK inhibe edilir ve otofaji azalir.
AMPK’nin inhibisyonu, hepatositlerden lipit uzaklastirilmasinda bir azalmaya neden
oldugu i¢in hepatosteatoz gelisimini, timor olusumu ve timor biiyiime hizinin
artmasina neden olur (Takamura ve ark 2011). Ayrica, AMPK sinyal yolunda 6nemli
timor baskilayict Beclinl otofaji geninden yoksun farelerde HCC gelistigi
gosterilmis olup, insan HCC’sinde siklikla Beclinl kaybimin daha kétii prognoz ile
iliskili oldugu tespit edilmistir (Qu ve ark 2003, Ding ve ark 2008).

1.4. Apoptoz
Apoptoz; canlilarda hiicre yapimi ve yikimi arasindaki dengeyi saglayan

programli hiicre Sliimiidiir. Fizyolojik bir olay olan apoptoz ekstrinsik ve instrinsik
0zel sinyal mekanizmalarina bagli olarak gergeklesir. Apoptoza giden hiicrelerde
biyokimyasal ve morfolojik olarak farkli degisiklikler meydana gelmektedir.
Apoptoz, 6zel bir sistein aspartil proteaz ailesi olan kaspaz enzim aktivasyonu
sonucu gerceklestirilir. Kaspaz aktivasyonu neticesinde DNA yikimlanmasi, hiicre
iskeletinin yikimlanmasi ve hiicre pargalanmasi gerceklesir (Norbury ve Hickson
2001). Radyo aktif 1sinlar, sitokinler, oksidatif stres, biiyiime faktorlerinin ortadan
kalkmasi, toksinler, kemoterapdtik ilaclar ve viral enfeksiyonlar apoptozisi tetikleyen
baslica etmenlerdir. Apoptoz; normal doku gelisiminin saglanmasi, kan hiicrelerinin
yenilenmesi, barsak epitel hiicrelerinin yenilenmesi, gelisme ve yaslanma gibi
normal fizyolojik siireglerde goriilmektedir. Patolojik olarak apoptoz; ndrodejeneratif
hastaliklar, AIDS, otoimmun hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve kanser gibi patolojik

durumlarda da ortaya ¢ikmaktadir (Thompson 1995).

Apoptoz mekanizmasi incelendigi zaman, ¢ok cesitli ve bir¢ok araci proteinin
katildigi  kompleks mekanizmalarla  kontrol edildigi  goriiliir.  Apoptoz
mekanizmasinda etkili faktorlerin basinda Bcl-2 ailesi proteinleri gelir. Antiapoptotik

ve proapoptotik proteinler olarak ikiye ayrilan Bcl- 2 ailesi intrinsik apoptoz
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metabolizmasimin  diizenlenmesi ve yiiritilmesinde O6nemli role sahiptir.
Proapoptotik Bcl-2 proteinleri apoptozun baslatilmasinda, antiapoptotik Bcl-2
proteinleri ise apoptozun inhibe edilmesi ve hiicrenin hayatta kalmasinda gorev alir
(Solano-Galvez ve ark 2018). Apoptoz mekanizmasinda, hiicrede DNA parc¢alanmasi
ve hiicrenin Olime gotiiriilmesi noktasinda rol alan enzim ailesi Kkaspazlardir.
Kaspazlar bu 6zellikleri nedeniyle intinsik ve ekstrinsik apoptoz mekanizmasinda
kritik noktada yer alirlar. Hiicrenin hayatta kalmasina ya da 6lmesine karar verilmesi
genetik mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Genetik mekanizmada c-myc ve p53
genleri 6nemli gorevler alir. Hiicrede meydana gelen DNA hasarinda p53, p21i
GADDA45 ve c-myc geni tamir mekanizmasinda yer alan proteinlerin transkripsiyonel
gen diizenlenmesini gerceklestirirler (Hunter ve ark 2007). Apoptozun negatif
diizenlenmesi IAP (Apoptozu inhibe eden proteinler) ailesi iyelerince
gerceklestirilir. AP ailesi aktif kaspaz inhibisyonu saglayarak apoptozu inhibe
ederler. Apoptozu negatif olarak diizenleyen IAP proteinleri de Smac/DIABLO ve
Omi/HtrA2 gibi negatif diizenleyiciler tarafindan kontrol edilmektedir (Oberoi-
Khanuja ve ark 2013).

1.5. Apoptoz Mekanizmalari
Apoptozdan sorumlu iki ana yol vardir: 6lim reseptorlerinin ligasyonu ile

aktiflesen ve kaspaz-8/10'u igeren ekstrinsik yol ve kaspaz-9'u igeren intrinsik yol.
Apoptozun hem baglatmasi hem de yiiriitiilmesi i¢in kaspazlar olarak adlandirilan
aspartata Ozgii sistein proteaz ailesinin {yeleri gerekmektedir. Hiicre oliim
yollarindaki yapilarina ve siralarina gére kaspazlar, baslatici (kaspaz-8,-9 ve -10) ve
efektor (kaspaz-3,-6, -7) kaspazlara ayrilabilir. Bir 6lim sinyali apoptotik yolu
tetiklediginde, baslatic1 kaspazlar aktif hale gelerek proteolitik boliinme ile efektor
kaspazlar1 ve hiicre 6liimiine yol agan bir¢ok proteini aktiflestirir (Fischer ve ark

2006).

1.5.1. Ekstrisik yol aracih apoptoz
Apoptozu bagslatan dis sinyal yollari, transmembran reseptér aracih

etkilesimleri icerir. Bunlar, TNF (tumor necrosis factor) reseptor gen siiper ailesinin
tiyesi olan 6liim reseptorlerini icerir. TNF reseptor ailesinin tiyeleri sisteinden zengin
benzer hiicre dis1 alanlari paylasir. Bu aile iyeleri 6lim alan1 (DD) olarak
adlandirillan yaklagik 80 amino asitlik sitoplazmik alana sahiptir. Bu 6lim alan,

olim sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre igi sinyal yollarina iletilmesinde kritik bir
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rol alir. FasL/FasR (CD95 yolu) yolu, FADD (Fas iliskili 6liim alani1) 6liim alani ve
RIP (Reseptor iliskili protein) proteini ile etkilesim igerisindedir. TNFo/TNFR1
yolunun &liim alan1 ise TRADD (TNF Reseptorii iliskili Olim Alam) olarak
adlandirilir (EImore 2007)(Sekil 1.10).

INSTRINSIK YOL
L (Radyasyon, toksinler, hipoksi..) pEFRFORIN/GRANZIM YOLU
EESTRINSIK YOL (CTLs ve NK Hiicreleri)
_ Oliim ligand: w
Oliim reseptirii's,

l Perforin

Adaptir Proteinler
(FADD, TRADD)

Mitolkondriyval Membranda Degisim

1 GranzimB  Granzim A
DISK Formasyonu Apoptozom Olusumu
. <ti - * - SET Kompleksi
Kaspaz-8 Aktivagyonu t <t . Kaspaz-10 S .
Kaspaz-9 ‘;u‘t“—“-‘ onu “Aktivasyonu (ER lliskili Proteinler)
EASPAZ-3
AKTIVASYONU DNA Ayrilmasi

r
Endoniikleaz Aktivasyonu —» Kromozomal DNA"da Bozulma
Proteaz Aktivasyonu —  Hiicre Isleleti ve Celirdel: Proteinlerinde Borulma — Hiicre Iskeleti Reorganizasyonu

r
Sitomorfolojik Degisiklikler
(Kromozomal Yogunlasma, Cekirdek Parcalanmasi)

L

Apoptotik Cisimcikler
Sekil 1.10. Apoptotik yolaklarda kaspaz aktivasyonu (Elmore 2007).

Hiicre ekstrinsik apoptotik sinyaller ile uyarildiginda, hiicre yiizeyinde 6liim
reseptor-ligand etkilesimi sonucu reseptor trimerik yapi kazanir. Trimerik yapi
kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek apoptoza neden olan
DISC (Oliime neden olan sinyal kompleksi) ad1 verilen yapiy1 olusturur (Kischkel ve
ark 1995). DISC formasyonu sekillendikten sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in
uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif kaspaz-8; iki
yolla kaspaz-3’ii aktive eder. Birincisi, direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ii aktive eder.
Ikincisi ise, Bid’i keserek dolayli yoldan instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive
ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Her iki yolla da aktive olan kaspaz-3, yine
CAD (Kaspazla aktive olan DNaz) aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden
olur. Oliim reseptérii aracili apoptoz FADD ve kaspaz-8'e baglanarak, bunlari etkisiz
hale getiren bir protein olan c-FLIP ile inhibe edilebilmektedir (Schulze-Osthoff ve
ark 1998)(Sekil 3.2).

1.5.2. Intrinsik yol aracih apoptoz
Apoptozu tetikleyen hiicre dis1 sinyaller ya da DNA hasari, hiicre igi

kalsiyum diizeyi artigi, hiicre siklus bozukluklari, hipoksi gibi hiicre i¢i sinyaller
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sonucu instrinsik yolu uyarir. Mitokondri iizerinden gergeklesen bu yolda, hiicre
6liim sinyalini almasi sonucu aktif hale gelen kaspaz-8 ile BID (BH3 etkilesen alanli
Olim agonisti) proteini mitokondri dis membranina baglanir. Mitokondri dis
membraninda kaspaz-8; BID molekiiliinii keserek, aktif BID olan tBID (Truncated
BID) haline doniistirir. Aktif BID, antiapoptotik protein Bcl-2‘yi inaktive eder, Bax
ve Bak’i aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyum membraninda por
olusumunu indiikleyip zar potansiyelini degistirir. Bdylelikle mitokondriyum
membranindaki porlardan sitokrom-c, Smac/DIABLO, Endo-G (Endoniikleaz-G),
kalsiyum ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktdr) salimimini uyarir (Lucken-
Ardjomande ve Martinou 2005). SMAC, IAF proteinini inhibe ederek apoptozu
hizlandirir. TAP’nin ortamda bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu
engeller. AIF, cekirdege transloke olur ve pargalara ayirir. Endo-G de DNA’y1
pargalar. Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz
aktive eden faktdr) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde apoptozom denen bir
kompleks olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da
prokaspaz-3’i aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (kaspaz aktive
edici DNaz inhibitorii)1 inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’t
serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte kromatin yogunlagsmasmma ve DNA’nin
nukleozomal alt birimler halinde par¢alanmasina neden olur (Schultz ve Harringto Jr
2003)(Sekil 1.11).

Fas L THNF
- e
Fas TNFRA TNFR2
— Eax . —— e
= S b mac/Diable Oliim Alan: Oliim Alany

\ 4 -
FADD=—TRADD -»=TRAFsS
haePs Lo
CSyt-< =i v — | Prokaspaz 8/10

Apar- B e -+
Pruka.!;pﬂspaz o Kaspaz 8/10 NF-kKB
Kaspaz © —» Kaspaz 3 Amntiapoptotilk
Proteinler
caD Transkripsiyvonu
cAD

DNA PARCAT ANNMAST

Sekil 1.11. Apoptotik yolaklarin aktive edilmesi, ekstrinsik apoptoz ile instrinsik apoptozun
iligkisi. Oliim sinyalleri 6liim reseptdrii ile baglandig1 zaman, adaptor proteinler tarafindan
oliim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC (death-inducing signaling complex)) olusturmak
icin kaspaz 8’i toplar. Kaspaz 8 ise DISC’te dimerizasyonla aktif hale getirilir. Hiicre stresine
cevap olarak da, mitokondri hiicre i¢i bosluktan sitozole sitokrom C (cyto C) salgilar. Bu;
kaspaz-9'u dimerizasyonla aktive eden apoptozom olusumunu tetikler. Aktif kaspaz 8 ve 9,
infazc1 kaspazlar 3 ve 7'yi proteolitik olarak aktive eder (Schultz ve Harringto Jr 2003).
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1.5.3. Perforin/Granzim aracih apoptoz
Kanser hiicrelerinin yok edilmesinde; graniil aracili sitotoksisiteye dahil olan

Perforin/Granzim B sistemi hayati dneme sahiptir. Granzim B, kaspaz zimojenlerinin
aktiflestirmesi ile kaspaz sistein proteaz ailesinin iiyelerini aktive edebilen major bir
sitotoksik T lenfosit/dogal o6ldiiriicii (CTL/NK) graniil proteazdir (Adrain ve ark
2005). Apoptoz mekanizmasinda; sitotoksik T lenfositler (CTLs) ve dogal oldiriicti
(NKs) hiicreler, ¢esitli mekanizmalar kullanarak tiimor ya da enfekte olmus hiicreleri
dogrudan pargalayabilir. Bunu; litik graniillerin salinmasini igeren “graniil aracili
sitotoksisite (Perforin/granzim)” ve hedefin ylizeyindeki olim reseptorlerini
baglayan tiimor nekroz faktori ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) veya
Fas ligandin1 (FasL) kullanarak (6liim reseptorii aracili sitotoksisite) gergeklestirir

(Tuomela ve ark 2022).

Graniil aracili sitotoksisite iki mekanizma ile hiicre 6liimiine neden olur.
Birincisi, yliksek perforin konsantrasyonlarina maruz kalindiginda gézlemlenebilen,
perforin gozenekleri boyunca hizli ozmotik akisin ve membran yirtilmasinin neden
oldugu nekrotik hiicre dliimiidiir (Masson ve Tschopp 1985, Backes ve ark 2018).
Ikincisi, Granzim B'nin hedef hiicreye perforin aracili alimiyla indiiklenen apoptotik
hiicre 6liimiidiir. Yapilan ¢alismalarda Granzim B'nin hedef hiicrelere girisinin: hiicre
zarindaki perforin gozeneklerinden dogrudan difiizyon (Law ve ark 2010) ya da
granzimlerin perforin kaynakli endozomal alimi seklinde oldugu tespit edilmistir

(Froelich ve ark 1996, Veugelers ve ark 2004).

Granzim B, perforinler araciligi ile hedef bir hiicreye girdikten sonra
prokaspazlarin dogrudan boliinerek aktiflestirilmesi ve/veya mitokondriyal membran
biitiinliigiiniin bozulmasima (MOMP) neden olarak apoptozu uyarir. Granzim B'nin
apoptozu tetikledigine inanilan ana mekanizma, sadece BH3 iceren protein BID'n
Granzim B aracili kesilmesidir (gtBID). gtBID daha sonra mitokondriye yer
degistirir ve proapoptotik proteinler Bax ve/veya Bak ile etkileserek mitokondriyal
membran biitiinliigiinii bozar (Keskin ve Hatipoglu 2018). Mitokondriyal membran
biitinligiiniin  bozulmasi, membran gecirgenligini artirarak  sitokrom C,
smac/DIABLO, Omi/HtrA2 ve apoptoz indiikleyici faktér (AIF) gibi apoptojenik
faktorlerin salinmasina yol acar (Bots ve Medema 2006). Sitokrom C salinimi,
apoptozom olarak bilinen; sitokrom C, dATP, Apaf-1, prokaspaz-9’dan olusur ve

makromolekiiler bir kompleks olan Apoptozom olusumunu uyarir. Apoptozomda
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kaspaz-9 aktivasyonu ile kaspaz-3 ve 7'nin aktivasyonu uyarlir. Granzim B ayrica

Mcl-1 ve Bim kompleksinden anti-apoptotik protein Mcl-1'i ayirirarak, proapoptotik

Bim'in serbest kalmasina ve ardindan Bax ve/veya Bak artigina neden olur. Bax/Bak

artis;, MOMP’a neden olarak proapoptojenik molekiillerin salinmasina neden olan

sitokrom-c salimina neden olur (Boivin ve ark 2009) (Sekil 1.12).
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k_. "
\
MMMM‘MMMMMM‘MMMMMMnH\MMM&M M ‘1MMMMM Mf‘ Q.O‘ Mh ﬁ
JWWUWUJWWWUUHNWWHWWHNUHUW&W “‘J'V‘ IWJHUWWU UWM ﬁg GQ ;w U
Sitoplazma
ROS
w G
{ \ ROS
.-‘- Q
\ \
Omi, HirA2
Smac/Diablo

CAD APOPTOZOM

Sekil 1.12. Perforin/Granzim B aracili apoptoz (Anonim 2022)‘diizenlenmistir. CTLs/NKs
hiicrelerinin sitotoksik graniilleri perforin ve granzim B, g¢esitli kaspazlarin dogrudan
aktivasyonunu tetikleyebilir. Apoptozu indiiklemek veya mitokondriyal gegirgenligi bozmak igin
apoptoz kaskadi, Cyt C'nin salinmasina neden olur ve apoptotik cisimlerin olusumunu tetikler.
Ayrica Granzim B gesitli 6liim substratlarinin dogrudan boliinmesini indiikleyerek apoptozu
genisletir. Granzim B apoptozu inditklemek igin mitokondriyal ROS {iretimini de artirabilir.

Granzim B aracili ikincil apoptoz mekanizmasi; kaspaz-3 gibi efektor

kaspazlarin dogrudan boliinmesiyle baslatilir. Kaspaz-3, DNA hasarina yol acan

DNaz’1 inhibitoriinden ayirir ve hiicre iskeleti yapisin1 da gelsolini pargalayarak

bozar (Lord ve ark 2003). Son zamanlarda, granzim B'nin gbzenek olusturucu
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protein gasdermin E'yi parcaladifi ve aktive ettigi, hiicre zarinda gasdermin
gozeneklerinin olusumu yoluyla alternatif bir hiicre 6limii formu olan piroptoza yol
actig1 bulunmustur. Piroptoz, apoptoza kiyasla daha enflamatuar bir hiicre 6liimi
seklidir ve gasdermin ailesinin tiyeleri tarafindan hiicre zarinda gozeneklerin
olusumuna dayanir. Gasdermin E'nin granzim B tarafindan boéliinmesi, sitotoksik
lenfositlerin kanser hiicrelerini 6ldiirebildigi ve timor biiyiimesini kontrol edebildigi

gliclii bir mekanizmadir (Zhang ve ark 2020).

Granzim B; kaspaz-3,7,8 ve 10'u dogrudan hedefleyereck apoptozu
baslatabilir. Ekstrinsik yolda aktiflesen kaspaz-8/10’un Granzim B tarafindan
hedeflenmesi; mitokondriyal mekanizmada gerceklesebilecek bir sorunda apoptozun
devam ettirilmesini ya da apoptozun giiglendirilmesini saglar. Granzim B aracili BID
boliinme orani ve hizi, Granzim B aracili kaspaz-3 aktivasyonundan daha hizlidir. Bu
ylizden Granzim B aracili apoptozda BID béliinmesi ile mitokondriyal yolun
aktiflestirilmesi daha avantajlidir (Adrain ve ark 2005). Kaspaz-3'in aktivasyonu,
genellikle tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese edilen apoptoz proteini (IAP) ailesi
tiyelerinin inhibitorii tarafindan kontrol edilir. Kaspaz-3 aktivasyonu iki asamali bir
siirece dahil edilebilir. Kaspaz-3'in serbest kalmasi igin, I[AP'lerin bozulan
mitokondrilerden salinan Smac/Diablo veya HtrA2/Omi tarafindan tutulmasi gerekir.
Bu nedenle, bu dogrudan yol i¢in de mitokondriyal bozulma gerekebilir; bu kavram,
granzim-B/perforintre edilmis Bcl-2-asir1 eksprese eden hiicrelerde aktif kaspaz 3'iin

olmamasiyla desteklenmektedir (Goping ve ark 2003).

CTLs/NKs aracilt sitotoksisitede, oOlim reseptdrii yolu aracili apoptoz
baslatilabilir. Oliim reseptorii yolunda, FasL (CD95L) ve TRAIL (APO-2L) gibi bir
oliim ligandinin spesifik bir transmembran 6liim reseptorii olan Fas'a (APO-1/CD95)
ve Oliim reseptorii 4 ve/veya 5 (DR4, DRS) baglanmasiyla tetiklenir. Sitozolik Fas ile
iligkili oliim alan1 adaptér proteininin (FADD) ligandli oliim reseptorlerine
baglanmasindan sonra, baslatici prokaspaz-8 ve/veya -10, baglantili FADD'ye
baglanarak apoptoza neden olan DISC olusumunu tamamlar. DISC'ler i¢inde
prokaspaz-8/10; homodimerizasyon yoluyla aktive edilir. Aktif kaspaz-8/10,
DISC'lerden prokaspaz-3 ve 7'yi parcalayip aktif kaspaz-3 ve 7’ye doniistiriir.
Kaspaz 8/10, Granzim B'ye benzer sekilde apoptozun mitokondriyal yolunu aktive
etmek icin BID'1 boler (tBID). Olusan tBID, mitokondriye baglanarak mitokondriyal

25



sitokrom-c ve diger pro-apoptotik mitokondriyal proteinlerin sitoplazmaya akigini
indiikleyerek apoptotik sinyali daha da giiclendirir (Tuomela ve ark 2022).
CTLs/NKs’lerin, hem Perforin/Granzim B sistemi hem de hiicre 6lim reseptorii
aracili apoptozu uyarmasi; prokaspaz-3,6 ve7'nin aktivasyonunda birlesir ve sonugta

tBID olusumunu saglayarak MOMP’a yol acar (Rousalova ve Krepela 2010).

1.6.  Siklin Bagimh Kinaz Inhibitér (p21) Proteini
Siklin bagimli kinaz inhibitor (p21) proteini; pS3'lin asagi akisinda yer alan,

Gl fazindan S fazina gegis i¢in gerekli olan siklin/Cdk ailesinin her bir iiyesinin
aktivitesini inhibe eden bir proteindir. p21 proteini; siklin-CDK2, siklin-CDK1 ve
siklin-CDK4,6 komplekslerini inhibe ederek hiicre siklusunun ilerlemesini durdurur.
p21 proteini, hem normal hem de kanser hiicrelerinde giigclii bir hiicre dongiisii
ilerlemesi inhibitorii olarak islev goriir. p21 ayrica hiicresel farklilasmayi ve
yaslanmay1 da indiikler (Xiong ve ark 1993). p21, ana tiimor baskilayicilardan biri
olmasina ragmen, onkogenezi de tesvik edebilir. p21'in molekiiler davranisi, hiicre
alt1 lokalizasyonuna baghdir. Niikleer p21 hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
proapoptotik olabilirken, sitoplazmik p21 onkojenik ve anti-apoptotik fonksiyonlara
sahip olabilmektedir (Ohkoshi ve ark 2015).

1.7.  Sorafenib
Orijinal bir Raf kinaz inhibitorii olarak gelistirilen multikinaz inhibitort

sorafenib; Ras/Raf/Mitojenle aktive olan kinaz ve hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen
kinaz (ERK) sinyal yolunu hedefler. Ayn1 zamanda VEGFR-1,2,3, PDGF-R, FGFR,
c-kit, FIt3 gibi kinaz aktiviteye sahip molekiilleri de hedefleyerek antiproliferatif ve
antianjiyogenik etkileri tetikler (Cervello ve ark 2012). Sorafenib, ilerlemis HCC'nin
klinik sonucunu 6nemli 6lglide artiran ilk ilag olmasina ragmen, pivotal faz III
caligmasinda plasebo ile 7.9 aya karsilik ortalama 10.7 aylik bir ortalama genel
sagkalim ile etkinligi orta diizeydedir (Llovet ve ark 2008). Sorafenib ile indiiklenen
apoptoz; endoplazmik retikulum (ER) stresi, JNK ve AMPK'ye bagli sinyallemenin
diizenlenmesi ve otofajinin indiiklenmesi ile ilgilidir. Sorafenib’in apoptozu
indiiklemesi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada; erken donemde siirekli ilag¢ tedavisi,
HepG?2 hiicrelerinde otofajiden apoptoza gegisle iliskili olan, ER stresinde ilerleyici
bir artisa ve PERK-CHOP (C/EBP homolog protein)’a bagli BimEL artis1 ile
gerceklestigi tespit edilmistir (Rodriguez-Hernandez ve ark 2019). Sorafenibe uzun

stireli maruz kalma, siklikla tiimor hiicrelerinin duyarliliginin azalmasina neden

26



olarak, kazanilmis dirence yol agar. Bu nedenle, HCC'nin daha iyi etkinlige sahip

yeni terapotik tedavilerine acilen ihtiyag duyulmaktadir (Xia ve ark 2020).

1.8.  Tarantula Cubensis Alkol Ekstresi D6 (TCAE-Theranekron)
Theranekron (Tarantula cubensis alkol ekstresi D6 (TCAE)), oriimcek

Tarantula cubensis’ten hazirlanan homeopatik bir ilagtir (Anonim). TCAE’nin
demarkatif, rejeneratif, antienflamatuvar ve rezorptif gibi olumlu etkileri vardir.
Veteriner hekimlikte bircok travmatik olguda, nekrotik bozukluklarda, kutandz
yaralarda epitelizasyonu uyarmada, birgok bulasici hastalikta, sistemik ve lokal
enfeksiyonlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Karabacak ve ark 2015). Ayrica
panarsiyum, laminitis, iilseratif olgularda (Karabacak ve ark 2015) ve papillomalarin
tedavisinde de etkinligi kanitlanmigtir (Icen ve ark 2011). Viral enfeksiyonlarda da
genis kullanim alani bulan TCAE; foot-and-mouth hastalig1 (Lotfollahzadeh ve ark
2012) ve mavi dil hastaligi olan sigirlarda (Albay ve ark 2010) oral lezyonlarin
tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Azoksimetan ile indiiklenen deneysel
kolorektal kanseri ¢alismasinda Theranekron uygulamasinin ACF (Aberrant kript
foci) olusturan kript sayilarini anlamli diizeyde azaldigi bildirildilmistir. Ayrica
Theranekron uygulamasinin kriptlerde displazi varligi ve derecelendirilme skorlarini
da azalttigr tespit edilmistir (Akcakavak ve Ozdemir 2023).  Kopeklerde,
Theranekron preoperatif uygulamalarinin benign meme tiimdrlerinde regresyon ve
sertlesme, malign meme tiimorlerde ise sadece sertlesme olusturdugu, ayrica ilacin
postoperatif donemde kullaniminin yeni tiimér olusumlarini Onleyebilecegi
goriilmiistiir (Giiltiken ve Vural 2007). Kopeklerde meme adenokarsinomasi iizerine
yapilan c¢alismada Theranekron ve immiinmodiilator bir ilag olan Baypamun
uygulamalarinin primer ikincil tiimdr olusumlar iizerine etkinligi arastirilmis ve
Theranekron’un, Baypamuna gore belirgin bir sekilde {istiin oldugu gozlenmistir
(Giiltiken 2003). Theranekron’un antitiimoral etkileri veteriner hekimlik tibbinda
kanitlanmis olmasina ragmen, TCAE’nin antitimoral etkisinin mekanizmasini ele

almak i¢in daha fazla in vivo ve in vitro aragtirmalara ihtiyag vardir.

1.9. Dietilnitrozamin
Karsinojen bir madde olan dietilnitrozamin (DEN); sigara dumani, tarimda

kullanilan kimyasallar ile kurutulmus ve kizartilmis besinlerde, kozmetik ve
farmosotik triinlerinde bulunur. Cevresel bir karsinojen ve hepatotoksin olan DEN

deneysel hayvan modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Karacigerde
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dejeneratif, proliferatif ve neoplastik lezyonlara sebep olmaktadir (Arboatti ve ark
2018). DEN biyotransformasyonu karaciger loblarinda pericentral hepatositlerde en
yuksek metabolik aktiviteye sahip sitokrom P450 (CYP) sistemi (CYP2AG6 alt ailesi
ve esas olarak CYP2EI) tarafindan bir dizi reaksiyonla katalize edilir. CYP'ler,
cesitli endojen ve eksojen bilesiklerin oksidasyonunu katalize eden zara bagh “hem”
iceren enzimlerdir. DEN; P450 izoenzimleri tarafindan hidroksile edilmekte ve
alkilasyon mekanizmasi ile biyoaktif hale gelmektedir. Ilk biyoaktivasyon basamagi
P450 kaynakli a-hidroksilasyon ve a-hidroksilnitrozamin olusumudur. Daha sonra
DNA eklentilerinin olusumu, asetaldehitin bdliinmesiyle devam eder ve elektrofilik
bir etildiazonyum iyonunun iiretilmesiyle sonuglanir. Bu elektrofilik iyonlar DNA
bazlar1 gibi niikleofilik 6zellikteki molekiillerle reaksiyona girerek DNA hasarin
tetikler. O6-etil-guanin, DEN karsinojenligi ile iliskili ana maddelerinden
biridir. Etil DNA eklentileri baz ¢iftlerini kesebilir, iplikler arasi c¢apraz
baglanmalara neden olabilir, mutasyonlara, H-ras, K-ras, Raf gibi proto-onkogenlerin
aktivasyonuna ve DNA tamir mekanizmasinda ve apoptozda Onemli timor
baskilayici gen olan p53’te hasara neden olabilir. Enzimatik onarim mekanizmalari
DNA eklentilerini tamir edemezse, hepatokarsinogenezin baslangic asamasi
meydana gelebilir (Verna ve ark 1996). DNA alkilasyonuna ek olarak, P450'ye bagl
enzimatik sistemden kaynaklanan, ROT ve serbest radikallerin hidrojen peroksit ve
stiperoksit anyonlarinin olusumu ile oksidatif stresi indiikleyebilir. Artan ROT yiik{i;
hiicresel protein, lipidler ve DNA hasarini artirarak hiicresel islev bozukluguna neden
olur. Bu nedenle, DEN aracili artan oksidatif stres, hem baslangic hem de ilerleme
asamalarinda hepatokarsinogenezde 6nemli bir faktor olarak rol almaktadir (Santos

ve ark 2017).

1.10. N-Nitrozomorfolin (NMOR)
Sican karacigerinde iyi bilinen bir kanserojen olan N-nitrosomorfolin

(NMOR) genotoksik model karsinojen olarak se¢ilmistir. Ciinkii  NMOR,
hepatoseliiler karsinomayr indiiklemek icin ilave bir karsinojen yiiklemesi
gerektirmeyen ve bu kimyasala maruziyet belli bir siire sonra sonlandirilsa bile
kanser olusumunu indiikleyen tam bir karsinojendir (Yoshino ve ark 2005). NMOR,
deney hayvanlarinda yeterli karsinojenlik kanitina dayali olarak IARC grup 2B
kanserojen olarak listelenmistir (Lijinsky ve ark 1988). Deneysel hayvan kanser

modellerinde kullanilan DEN ve NMOR uygulamasi, insan hepatokarsinogenezine
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en uygun karsinojenler olarak kullanilmaktadir. Oldukc¢a fazla sayida rat calismasi,
bu madde ve tiirler i¢cin mevcut giivenilir bir bilgi kaynagini temsil eden, kimyasal
olarak indiiklenen hepatokarsinogenezi incelemek i¢in NMOR’u bir model
karsinojen olarak kullanmistir (Volm ve ark 1990, Weber ve Bannasch 1994,
Futakuchi ve ark 1999, Yoshino ve ark 2005, Wang ve ark 2009, Mohamed 2013,
Mohamed ve ark 2015, Hai-feng ve ark 2018, Jing ve ark 2019, Ram ve ark 2020,
Song ve ark 2020, Sun ve ark 2021, Shunxi ve ark 2022, Wang ve ark 2022).

N-MOR, karsinogenezde hem baslatict hem de hizlandiric1 olarak kabul
edilebilir. Karsinogenezin baslamasindan sonra gelisen preneoplastik lezyonlar ve
malignant timorler iyi karakterize edilir ve indiikklenmis lezyonlarin akcigerlere
metastazi bildirilmektedir (Masui ve ark 1997). DEN ile indiiklenmis ve NMOR ile
devam ettirilen karaciger hasarinda gelisen HCC lezyonlarinin; NMOR’un kimyasal
yapist ve metastaz olusturan tiimorler arasindaki iligkiyi agiklayan Lijinsky ve ark.
NMOR ile insan HCC’sine en yakin modeli olusturmuslardir (Lijinsky ve ark 1988).
N-MOR, sicanlarda hepatotoksisitesi ve genotoksik hepatokarsinojenitesi ile iyi
bilinmektedir (Jeong ve ark 2003). NMOR da diger nitrozaminler gibi P450 sistemi
tarafindan DNA bazlaria ve diger biyomolekiillere bir eklenti olusturan reaktif ara
maddelere dondstirilir (Hecht ve Hoffmann 1991). Yiikseltme asamasinda,
baslatilan hiicre popiilasyonu klonal genislemeye tabi tutulur, bu da degistirilmis
hepatositlerin (FAH) lokuslar1 olarak adlandirilan preneoplastik lezyonlarla
sonuglanir. Berrak veya asidofilik, karisik ve bazofilik hiicre odaklarindan, timor
lezyonuna giden fenotipik olarak farkli lezyonlarin sirali bir dizisi oldugu tespit

edilmistir (Bannasch 1996).

Sunulan tez ¢alismasinda, Theranekron’un iyi huylu tiimérler ve kanser hiicre
hatlarinda yapilan caligmalarinda gostermis oldugu antikanser ve antiproliferatif
etkilerinden hareket ile bu etkilerin bagisiklik sistemi kaynakli olup olamayacaginin;
CTLs/NKSs hiicre aktivitesinin stimiilasyonu ile Perforin/Granzim sistemi iizerinden
kanser hiicrelerinde apoptozun uyarilmasmin tespiti hedeflenmistir. Ayrica
caligmada; Theranekron ya da Sorafenib monoterapisinin ve Theranekron-Sorafenib
kombine tedavisinin, hepatoselliiler karsinomada etkinliklerinin karsilastirilmasi, yan
etkilerin biyokimyasal parametrelerle arastirilmast ve kombine uygulamanin

immiinoterapi benzeri bir etki olusturup olusturamayacaginin ortaya konmasi
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hedeflenmistir. Hepatoseliiler karsinomada insan hepatokarsinogenez siirecine en
yakin deneysel modelleme arastirmasi yapilmig olup, gerek gelisim siireci agisindan
gerckse akciger metastazi modellemeleri i¢in temel alinan Dietilnitrozamin ve N-

Nitrozomorfolin (DEN+NMOR) protokolii kullanilmastir.

Calismada, apoptotik mekanizmanin belirteci olan kaspaz-3 ve kaspaz-10
enzim aktiviteleri, hiicre proliferasyonunda ve hiicre siklusunda 6nemli gorevleri
olan siklin bagimli kinaz inhibitérii (p21) ile bagisiklik sisteminin sitotoksik proteini
olan Granzim B diizeyleri arastirilmistir. Ayrica antioksidan kapasiteyi belirlemek
amaci ile total antioksidan kapasite (TAK), karaciger fonksiyonu ve metabolizma
gostergeleri igin alaninaminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), gama
glutamil transferaz (GGT), glikoz, trigliserit ve fire diizeylerinin tespiti
gerceklestirilmistir.  HCC’nin rat modellerinde kemoterapi ile Theranekron
uygulamasinin etkisini arastiran bir ¢alisma olmamasi, Theranekron’un antikanser
Ozelliginin sinyal mekanizmasinin arastirtlmamis olmasi, ¢alisma konusunun

belirlenmesinde etkili olmustur.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Hayvan Materyali
Calismada, Selcuk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirmalar
Merkezinden temin edilmis 6 haftalik yasta, 140-210 gr agirhiginda, toplam 58 adet,
Wistar-Albino 1rki erkek rat kullamilmustir. Deneysel uygulamalar laboratuvar
hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlarina (12 saat aydinlik: 12 saat karanlik ve
24+3 °C) uygun olarak yiriitilmistir. 25 haftalik uygulama siiresince ratlara

standart ticari rat yemi (pellet yem) ve igme suyu ad libitum saglanmustir.

Arastirma, Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Calisma protokolii Selcuk Universitesi Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Yerel Etik Kurulu tarafindan (No:2020/33)

onaylanmistir.

2.2. Arastirma Prosediirii
Calisma gruplar1 olusturulurken hayvanlar rastgele secilerek 7 gruba

ayrilmistir (Tablo 2.1). Arastirma baslangicinda Pozitif Kontrol (PK), Pozitif
Kontrol+Theranekron (PKT), Pozitif Kontrol+Sorafenib (PKS) ve Pozitif
Kontrol+Theranekron+Sorafenib (PKTS) gruplarina, Dimetilsiilfoksitte (DMSO)
¢ozdiiriilmiis Dietilnitrozamin (N0258-1G-Sigma Aldrich) intraperitoneal (i.p 120
mg/kg) yolla enjekte edilmistir. Dietilnitrozamin uygulamasindan 3 giin sonra N-
nitrozomorfolin (N0258-1G-Sigma Aldrich) 21 hafta boyunca igme suyuna katilarak
(50 ppm) verilmistir. Negatif Kontrol (NK), Negatif Kontrol+Theranekron (NKT) ve
Negatif Kontrol+Sorafenib (NKS) gruplarina ise tek doz DMSO intraperitoneal yolla
uygulanmustir (Tablo 2.1).

Gruplandirma ve gruplara uygulanan islemler su sekildedir:

1.Grup: (n=6) Negatif Kontrol (NK) grubu. Saglikli grup. Bu gruptaki ratlara
aragtirmanin ilk giinii 0,1 ml DMSO i.p yolla uygulanmistir (DMSO’nun herhangi bir
etki olusturup olusturmayacagini arastirmak icin). Aragtirmanin 22. haftasindan
itibaren 3 hafta siire ile arastirmanin bitimine kadar; 0,3 ml/rat/subkutan giinde 2
uygulama olacak sekilde haftada 3 giin serum fizyolojik uygulanmistir. Bu gruptaki

hayvanlar arastirma siiresince (25 hafta) standart sican yemi ve igme suyu verilmistir.
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2.Grup: (n=6) Theranekron Kontrol (NKT) grubu. Bu gruptaki ratlara
aragtirmanin ilk giini 0,1 ml DMSO i.p yolla uygulanmigtir. Theranekron (Richter
Pharma)’un saglikli ratlarda etkisini arastirmak igin: arastirmanin 22. haftasindan
arastirmanin bitimine kadar 3 hafta, 0,3 ml/rat/subkutan giinde 2 uygulama olacak
sekilde haftada 3 giin Theranekron uygulanmistir. Bu gruptaki hayvanlara aragtirma

stiresince (25 hafta) standart sigan yemi ve igme suyu verilmistir.

3.Grup: (n=6) Sorafenib Kontrol (NKS) grubu. Bu gruptaki ratlara
arastirmanin  ilk ginii 0,1 ml DMSO ip yolla uygulanmistir. Sorafenib
(MyBioSource, 109-MBS655375)’in saglikli ratlarda etkisini aragtirmak igin:
aragtirmanin 22. haftasindan arastirmanin bitimine kadar 3 hafta 5 mg/kg/gavaj
haftada 5 giin Sorafenib uygulanmigtir. Bu gruptaki hayvanlar arastirma siiresince

(25 hafta) standart sican yemi ve igme suyu verilmistir.

4.Grup: (n=10) Pozitif Kontrol (PK) grubu. Kanserli olusturulan grup. Bu
gruptaki ratlara arastirmanin ilk giinii 0,1 ml DMSO igerisinde ¢ozdiiriillen DEN 120
mg/kg/i.p tek doz uygulanmistir. DEN uygulamasindan 3 giin sonra, NMOR; 50
ppm/giinliikk igme suyu ile birlikte 22. haftaya kadar ratlara verilmistir. Bu gruptaki
hayvanlar arastirma siiresince (25 hafta) standart sigan yemi ile beslenmis ve son 3

hafta normal i¢gme suyu verilmistir.

5.Grup: (n=10) Pozitif Kontrol+Theranekron (PKT) grubu. Bu gruptaki
ratlara arastirmanin ilk giini DEN: 0,1 ml DMSO igerisinde ¢6zdiiriilerek 120
mg/kg/i.p tek doz uygulandi. DEN uygulamasindan 3 giin sonra, NMOR; 50
ppm/giinliik igme suyu ile birlikte 22. haftaya kadar ratlara verilmistir. Bu gruptaki
hayvanlar arastirma siiresince (25 hafta) standart sican yemi ile beslendi ve son 3
hafta normal i¢cme suyu verilmistir. Arastirmanin 22. haftasindan arastirmanin
bitimine kadar 3 hafta, 0,3 ml/rat/subkutan giinde 2 uygulama olacak sekilde haftada

3 giin Theranekron uygulanmastir.

6.Grup: (n=10) Pozitif Kontrol+Sorafenib (PKS) uygulanan grup. Bu
gruptaki ratlara arastirmanin ilk giinii DEN, 0,1 ml DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek
120 mg/kg, i.p tek doz uygulanmistir. DEN uygulamasindan 3 giin sonra, NMOR; 50
ppm/giinliik igme suyu ile birlikte 22. haftaya kadar ratlara verilmistir. Bu gruptaki

hayvanlar arastirma siiresince (25 hafta) standart sigan yemi ile beslenmis ve son 3
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hafta normal igme suyu verilmistir. DEN + NMOR uygulanan gruba arastirmanin 22.
haftasindan arastirmanin bitimine kadar 3 hafta, 5 mg/kg/gavaj haftada 5 giin

Sorafenib uygulanmuistir.

7.Grup: (n=10) Pozitif Kontrol Grubu+Theranekron+Sorafenib (PKTS)
uygulanan grup. Bu gruptaki ratlara arastirmanin ilk giini DEN, 0,1 ml DMSO
icerisinde ¢ozdiiriilerek 120 mg/kg, i.p tek doz uygulanmigtir. DEN uygulamasindan
3 giin sonra, NMOR; 50 ppm/giinliik igme suyu ile birlikte 22. haftaya kadar ratlara
verilmistir. Bu gruptaki hayvanlar arastirma siiresince (25 hafta) standart sican yemi
ile beslenmis ve son 3 hafta normal igme suyu verilmistir. Arastirmanin 22.
haftasindan arastirmanin bitimine kadar 3 hafta, 0,3 ml/rat/subkutan giinde 2
uygulama olacak sekilde haftada 3 giin Theranekron ve haftada 5 giin, 5 mg/kg/gavaj

Sorafenib tedavileri uygulanmustir.

Aragtirma amagli yapilan uygulamalar laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve
kullanim1 sartlarina (12 saat aydinlik: 12 saat karanlik ve 24+3 C°) uygun olarak
yiriitiildi. Caligmanin baslangicindan itibaren, 6zellikle PK grubundaki hayvanlarin
kansorejen madde uygulanmasindan olumsuz etkilenip etkilenmedikleri, viicut
agirliklar;, yem ve igme suyu alimi dahil olmak {izere, giin asir1 kontrolleri
gerceklestirilmistir. Arastirma prosediirii tamamlandiktan sonraki tedavi doneminde
de Theranekron ve Sorafenib uygulanan tiim ratlar ila¢ yan etkileri, anafilaksi gibi
ani Oliime neden olabilecek ciddi yan etkiler, sekonder enfeksiyon kontrolii,
dozajlamanin etki diizeyt bakimindan diizenli olarak kontrol edilmistir. Tim

gruplardaki hayvanlar her hafta diizenli olarak tartilmistir.

33



Tablo 2.1. Arastirma gruplarinin olusturulmasi ve arastirma déneminde yapilan uygulamalar.

Grup Beslenme Arastirma Donemi Tedavi Donemi
No
Uygulamalar Uygulamalar
1.Grup  Standart yem i.p DMSO s.c DMSO
(NK)
Normal igme suyu
2.Grup  Standart yem i.p DMSO s.c Theranekron
(NKT)
Normal igme suyu 0,3 ml/rat dozu, giinde 2 kez /
haftada 3 giin
3.Grup  Standart yem i.o DMSO Sorafenib (hafta 5 giin, 5
(NKS) mg/kg/gavaj)
Normal igme suyu
4.Grup  Standart yem Tek doz i.p 120 mg/kg Tedavi yapilmadi
(PK) DEN
Aragtirmanin 3. giiniinden
22. Haftaya kadar 50 ppm
NMOR igme suyu ile
verildi.
5.Grup  Standart yem Tek doz i.p 120 mg/kg Subkutan Theranekron (0,3
(PKT) DEN ml/rat  dozu, ginde 2
Aragtirmanimn 3. giiniinden kez/haftada 3 giin)
22. Haftaya kadar 50 ppm
NMOR igme suyu ile
verildi.
6.Grup  Standart yem Tek doz i.p 120 mg/kg Sorafenib (hafta 5 gin 5
(PKS) DEN mg/kg/gavaj)
Aragtirmanin 3. giiniinden
22. Haftaya kadar 50 ppm
NMOR igme suyu ile
verildi.
7.Grup  Standart yem Tek doz i.p 120 mg/kg Subkutan Theranekron
(PKTS) DEN (haftada 3 giin 0,3 ml/rat,

Aragtirmanin 3. giiniinden
22. Haftaya kadar 50 ppm
NMOR igme suyu ile
verildi.

giinde 2 kez)

Sorafenib (hafta 5 gin 5
mg/kg/gavaj)

NK: negatif kontrol, NKT: negatif kontrol+Theranekron, NKS: negatif kontrol+Sorafenib, PK: pozitif

kontrol,

PKT: pozitif kontrol+Theranekron,

PKS: pozitif kontrol+Sorafenib, PKTS: pozitif

kontrol+Theranekron+Sorafenib, i.p: intraperitoneal, s.c: subkutan, DMSO: Dimetilsiilfoksit, DEN:
Dietilnitrozamin, NMOR: N-nitrozomorfolin

34




Arastirma doneminde PK, PKT, PKS ve PKTS gruplarindaki ratlarda killarin
diizensiz ve kirli goriiniimii, durgunluk, istah kayb1 ve bazi haftalarda kilo kayiplar
dikkati ¢ekmistir. Kemoterapi alan (Sorafenib verilen) PKS, PKTS ve NKS
gruplarindaki hayvanlarda allopesi goriilmiistiir. Theranekron ile tedavi edilen NKT,
PKT ve PKTS gruplarinda uygulama siklig1 ile birlikte ilacin igeriginde bulunan
alkolden kaynaklanan deride kizariklik ve hayvanlarin bu bolgeleri kasimasina baglh
yara olusumu goriilmiis ve antibiyotikli kremle tedavileri yapilmistir. Arastirma
stirecinde bu durumlar harici ciddi bir yan etki ya da oliime gétiirebilecek anaflaksi
durumlan sekillenmemistir. Arastirma siirecinde DEN+NMOR verilen gruplarda 2.
hafta 1 adet, 5. hafta 1 adet, 9. hafta 2 adet, 21. hafta 1 adet ve 24. hafta 1 adet olmak

tizere toplamda 6 adet rat, ilag toksisitesine bagli olarak 6lmiistiir.

2.3.  Kan ve Doku Orneklerinin Ahnmasi
Calismanin 25. haftasinda tiim ratlara ketamine-ksilazine (5 mg/kg) ile

anestezi uygulanmis, intrakardiyak yolla kanlar1 alindiktan sonra servikal
dislokasyonla otenazi yapilmistir. Alinan kanlar, 3000 g’de +4’de 15 dakika
santriflij edilerek (Hettich Universal 320R/1406) serumlar elde edilmis ve analizlere
kadar -80°C’de saklanmigtir. Karacigerler, akcigerler ve diger organlar tim
hayvanlardan miimkiin oldugunca homojen bir sekilde ve bag-yag dokudan arinmis
ornekler halinde ¢ikartilmistir (Sekil 2.1). Tiim ratlarin karacigerleri nekropsilerinden
sonra ¢ikarilarak, belirgin tiimoriin/timorlerin - boyutlar1  6l¢iilmiis; ortalama
biiyiikliikte alinan oOrnekler fosfat tamponu igerisine konularak hizla -80°C de

depolanmaya birakilmstir.

Sekil 2.1. Rat i¢ organlarinin ¢ikarilmasi.
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2.4.  Biyokimyasal Analizler
Serum ornekleri —80 °C’den oda sicakligina alinarak, bu 6rneklerde kaspaz-

3, Granzim B, p21 (Siklin bagimli kinaz inhibit6rii) (BT-LAB, sirasiyla E1648Ra,
E0403Ra, E1082Ra), total antioksidan kapasite (TAK) degerleri (Elabscience, E-BC-
K136-M), serum glikoz, iire, trigliserit ve gama glutamil transferaz degerleri EIA
(Enzim Linked Immunoassay) yontemi ile, AST, ALT degerleri ise
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Tiim parametreler Biotek ELx800 ELISA

okuyucuda yapilan okumalarla degerlendirilmistir.

Hepatoseliiler kanser belirtegleri olarak degerlendirilen Kaspaz-3, Granzim B
ve p21 olgiimleri rat spesifik BT-LAB Kitleri 6lgiim protokiiliine gore yapilmustir.
Gruplardan rastgele segilen numune Ornekleri esit sayida (n=6) olacak sekilde

analizlerde kullanilmistir.
Test Prosediirii:

Serumlar -80°C’den -20’ye ve daha sonra oda sicakligmna alinarak 3000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Belirtilen parametreler (Kaspaz-3, Granzim B ve

p21) i¢cin ortak olan asagidaki prosediirler uygulanmistir.

1. Tim reaktifler ve standart c¢ozeltiler belirtilen sekilde hazirlandi.
Ayrica stok standart, spesifik dilue edici ile 5 farkli konsantrasyonda
hazirlanarak sandart grafigi olusturulmustur. Plaklara ilgili boliimlere
standart, numune ve Streptavidin-HRP konulmustur.

2. Yapilacak analizle iligkili antikorlar (Rat CASP3, GZMB ve
CDKN1A/P21) eklendi. Otomatik olarak ¢alkalanan plaklar
kapatilmis ve 37°C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

3. Plaklar yikama soliisyonu ile 5 kez otomatik yikayicida yikanmustir.

4. Substrat soliisyonu A ve B eklenerek, 37°C'de 10 dakika tekrar inkiibe
edilmistir.

5. Stop soliisyonu eklenerek reaksiyonlar durdurulmustur.

6. Takiben 10 dakika igerisinde okuyucuda (Biotek ELx800) 450 nm

dalga boyunda, standart egriye kars1 absorbanslar elde edilmistir.
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2.5. Karaciger Dokusundan Gergeklestirilen Analizler
Karaciger doku oOrnekleri analize kadar —80 °C’de saklanmistir. Analiz

asamasi Oncesinde ise dokular, homojenizasyon i¢in -80 °C’den +4 °C’ye alinmustir.

Homojenizasyon amagl 1 g karaciger dokusu tartilarak distile suda yikanmas;
hafif kurutma isleminin ardindan tiizerine 5 ml tampon (pH 7.4) eklenerek
homojenizatorde (Heidolph, SilentCrucher M) 2000 devir ve 1 dk siireyle
homojenizasyonu yapilmistir. Homojenatlar 4°C'de 12.000 rpm'de 15 dakika
santrifiijlenerek (Hettich Universal 320R/1406) siipernatantlar elde edilmistir.
Karaciger dokular1 Kaspaz-3, Granzim B ve p21 diizeyleri “3.5. Biyokimyasal
Analizler” boliimiinde agiklanan sekilde rat spesifik ELISA kitleri ile Olgiimler

sonucu belirlenmistir.

2.6. Histopatolojik inceleme
Hayvanlarin nekropsileri sonrasi1 karacigerden alinan ornekler %10°luk

formaldehit sollisyonunda 24 saat siireyle tespit edilmistir. Trimleme islemlerinin
ardindan bir gece ¢esme suyunda yikanmistir. Daha sonra doku takip cihazina
yerlestirilen dokular bu cihazda sirasiyla alkol ve ksilol serilerinden tutulduktan
sonra sirastyla ksilol-parafin, yumusak parafin ve sert parafinde tutularak, cihazdan
cikarilan ornekler parafin bloklar igerisine gOmiilmiistiir. Sogutma ve dondurma
isleminin ardindan bu kesitlerden 4-6 mikrometre kalinliginda kesitler alinarak,
Hematoksilen-Eozin (HXE) boyasiyla boyanmis (Luna 1968) ve 151k mikroskobunda
(Olympus BX51) incelenerek hepatoseliiler karsinom olusumuna gore

degerlendirmeler yapilmstir.

Bu calismada projenin amaci dogrultusunda histopatolojik olarak kanser
deneme gruplarinda sadece kanserin gelisip gelismedigine yonelik inceleme yapilmis
olup; kanserin alt tipleri, yayginlik, invazyon, goriilme siklig1 gibi bulgulara yonelik

inceleme ve skorlama yapilmamugtir.

2.7.  Istatistiksel Analizler
Istatistikler SPSS 22 paket programinda “One Way ANOVA Post-hoc

DUNCAN MULTIPLE RANGE” testi uygulanmustir.
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3. BULGULAR
3.1.  Biyokimyasal Bulgular
Ratlarda 25 haftalik arastirma siirecinde Dietilnitrozamin (DEN) ve N-
Nitrozomorfolin (NMOR) etkisi ile hepatoseliiler karsinoma (HCC) olusturarak
Sorafenib ve Theranekron ile bu olgularin tedavi siireglerinin takibinin amaglandigi
calismada; yapilan uygulamalarin tiim gruplarda serum biyokimyasal degerlere ve

timor belirteclerine belirgin etkileri dikkat ¢ekici bulunmustur (Tablo 3.1).

PK, PKT, PKS ve PKTS gruplarinda, DEN+NMOR etkisi ile patolojik olarak
da tespit edilen karaciger tiimorleri kan biyokimyasinda ve tiimor gelisimi igin
anlamli olan; kaspaz 3, granzim B ve p21 degerlerinde biiyiik degisimlere neden
olmustur. Ozellikle Sorafenib ve Theranekron kombine tedavisinin uygulandig
PKTS grubunda ise tim degerlerde normal degerlerin belirgin bir sekilde elde

edilmis olmas1 6nemli bir gelisme olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 3.1. Negatif kontrol ve pozitif kontrol gruplarinda serum ALT, AST, GGT, glikoz, TAK, trigliserit ve iire ortalama degerleri

Grup n ALTU/L AST U/L GGT U/L Glikoz mg/dl Trigliserit mg/dl  TAK nmol/L ~ Ure mg/dl

Ort+ St.Hata  Ortz+ St.Hata Ort=St.Hata Ort= St.Hata Ort = St.Hata Ort £+ St.Hata Ort + St.Hata
1 (NK) 6 47,09 +7,09¢ 60,03 £5,08° 1,87 +0,58% 106,40 +11,38% 104,18 + 6,024 1,43 £ 0,08 39,33 £ 2,212
2(NKT) 6 4594+566° 5583 +9,10° 1,06+0,249 116,64+ 11,68 106,11 +13,77¢ 1,46+ 0,27 38,50 + 4,40°
3(NKS) 6 52,86+ 6,00% 55,34+£3,72° 1,81 +0,49% 133,37 + 8,93® 130,50 £ 17,41 1,31 £ 0,46° 30,40 £ 1,91°
4 (PK) 6 108,09+11,622 88,12+6,47% 4,770+ 0,772 138,99 + 8,242 289,55 +£ 65,872 2,45+ 0,372 22,84 +£1,97¢
5(PKT) 6 72,11+12,70° 72,46+13,30° 3,25+ 0,68° 123,99 +4,59° 195,08 +37,44> 2,51 +0,552 26,66 + 3,019
6 (PKS) 6 68,39+ 5,38 63,68 +4,16® 3,19+0,98° 118,88 + 9,92 206,67 £20,88° 2,62 +0,40° 28,45 + 2,48
7(PKTS) 6 6042+291%  60,05+2,56° 2.61+0,51 107,53 +7,53% 153,53 +16,10° 1,38 +0,36" 34,46 + 2,44P
P P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

Ayn siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0.001). NK: Negatif Kontrol, NKT: Negatif Kontrol+Theranekron, NKS: Negatif
Kontrol+Sorafenib, PK: Pozitif Kontol, PKT: Pozitif Kontrol+Theranekron, PKS: Pozitif Kontrol+Sorafenib, PKTS: Pozitif Kontol+Theranekron+Sorafenib
gruplart. ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz, GGT: Gama glutamil transferaz, TAK: Total antioksidan kapasite
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3.1.1. Serum Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat aminotransferaz
(AST) ve Gama glutamiltransferaz (GGT) degisimleri
Karaciger enzimleri olan ALT, AST ve GGT; en yiiksek aktiviteye hiicre

yikimlanmasinin dogal olarak yiiksek oldugu PK grubunda ulasilmig olup, diger
gruplara gore yiiksek derecede anlamlilik tespit edilmistir (P<0.001). PKT, PKS ve
PKTS tedavi gruplarinda Theranekron ve Sorafenib uygulamalar1 sonucu ALT, AST
ve GGT degerlerinin PK grubuna gore anlamli sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir
(P<0.001). NK, NKT ve NKS gruplarinda ise serum ALT, AST ve GGT degerleri
birbirine olduk¢a yakin seyretmis olup; bu sonuglar Theranekron ve Sorafenib
uygulamalarinin  karacigerde hasar ya da toksikasyon olusturmadigi seklinde

yorumlanmustir (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1. Gruplara gore kan serum ALT, AST (grafik sol y ekseni) ve GGT (grafik sag y
ekseni) seviyelerinin degisimi.

PK grubunda ALT aktivitesi tiim gruplara gore en yliksek artisi gostermistir
(P<0.001). Theranekron ve Sorafenib uygulamalarinin PK grubuna (4.grup) gore;
PKT (5.grup), PKS (6.grup) ve PKTS (7.grup) gruplarinda ALT enzim seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disiirdiigii tespit edilmistir (P<0.001). PKTS
grubunda (7.grup) belirgin olarak ALT kan degerlerinde diisiisler gozlenmistir
(P<0.001). PKT, PKS ve PKTS tedavi gruplarinda AST seviyelerinin, PK grubuna
gore rakamsal olarak daha diisiik seviyelerde oldugu (P<0.001) tespit edilmistir. Kan
serumu GGT degerlerinin gruplar arasi degisimleri de AST ve ALT bulgularina
paralellik gostermektedir. PK grubunda, tiim gruplara gore en yiiksek (P<0.001)
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artig1 gostermis ve PKT, PKS ve PKTS tedavi gruplarinda GGT seviyeleri PK
grubuna gore daha diisiik seviyelerde tespit edilmistir (P<0.001). Ancak PKT ve PKS
gruplari ile PKTS grubu arasinda istatistiksel fark bulunmustur (P<0.001).

Kan trigliserit ve glikoz seviyelerinin PK grubunda diger gruplara gore
istatistiksel anlamda arttigi (P<0.001) tespit edilirken, PKT ve PKS tedavi
gruplarinda kan trigliserit ve glikoz diizeylerinin PK grubuna gore 6nemli oranda
diistiigii tespit edilmistir (P<0.001). PKTS kombine tedavi grubunda ise diisiislerin
daha da belirgin oldugu tespit edilmistir (P<0.001,Grafik 3.2). Artan reaktif oksijen
tirlerine (ROT) karst doku ve organlari koruma, ROT aktivitesini engelleme ve
hiicresel tamir i¢in en Onemli aktivite antioksidan kapasite ile saglanmaktadir.
Antioksidanlarin serum konsantrasyonlari ayri ayri olglildiigiinde daha fazla zaman
ve maliyet gerektirmesi ve antioksidan molekiillerin toplam 6l¢iimiiniin daha kolay
ve net bir sonug verebilir (Naito ve ark 2010). Bu nedenle ¢alismamizda TAK’in
Ol¢iilmesi tercih edilmistir. PK, PKT ve PKS gruplarinda total antioksidan kapasite
(TAK) degerlerindeki artis (P<0.001), DEN+NMOR’a bagl artan karaciger
hasarinin sonucu antioksidan savunmanin arttigi; PKTS grubunda TAK degerlerinin
saglikli gruplara yakin olmasi ise kombine tedavideki etkinlikle baglantili oldugu
seklinde yorumlanmigtir. Karacigerde tire biyosentezinin azalmasina bagli olarak, en
diisiik kan iire diizeyleri PK grubunda elde edilmis olup (P<0.001) PKT ve PKS
tedavi gruplarinda kan iire diizeyleri tedrici olarak yiikselirken (P<0.001), PKTS
grubunda istatistiksel anlam olmakla birlikte NK grubuna en yakin degere ulastigi
gozlenmistir (P<0.001). Monoterapi uygulamalarmin (Theranekron ya da Sorafenib)
karaciger ilizerindeki tedavi edici etkisi ile lire biyosentezinin arttigi, kombine
tedavinin (Theranekron ve Sorafenib) ise daha etkin sonuglar elde edilmesini

sagladig goriilmiistiir.
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Grafik 3.2. Gruplara gore kan serum glikoz, trigliserit ve iire seviyelerinin degigimi.
Glikoz, trigliserit ve iire diizeyleri mg/dl (grafigin sol y ekseni), TAK degerleri nmol/L
(grafigin sag y ekseni) seklinde verilmistir.

3.1.2. Kaspaz 3, Granzim B ve p21 degisimleri

Calismada deneme gruplarina ait kan (Tablo 3.2) ve karaciger dokusu (Tablo
3.3) kaspaz-3 (Casp3), Siklin bagiml kinaz inhibitorii (p21) ve Granzim B (GrzB)

belirteglerinin ortalamalar1 ve istatistiksel degisimleri asagida sunulmustur. Tim

gruplarda belirtilen tiimor belirteglerinin  tamaminin  yiiksek onem (P<0.001)

diizeyinde degiskenlik gosterdigi gézlenmistir.

Tablo 3.2. Kan Kaspaz-3, Siklin bagimli Kinaz Inh (p21) ve Granzim B degerleri.

Grup No Say1 Casp3 ng/ml P21 ng/mi GrzB ng/L

Ort+ St. Hata Ort+ St. Hata Ort+ St Hata
1. (NK) 6 0,98 + 0,07° 0,68 + 0,15 105,84 + 16,25
2. (NKT) 6 0,96 + 0,23¢ 0,79 £ 0,15 95,58 + 12,71¢
3. (NKS) 6 0,76 + 0,22° 1,03 +0,30% 99,77 + 14,28%
4. (PK) 6 0,81 +0,13¢ 0,53 + 0,08° 83,78 + 14,244
5. (PKT) 6 1,26 + 0,20° 0,95 + 0,40% 120,89 + 17,68
6. (PKS) 6 1,50 £ 0,30P 1,03 +0,12% 121,75 + 10,44%
7. (PKTS) 6 1,88 £0,152 1,23 + 0,332 127,95 £ 11,822
Onem (P) P<0.001 P<0.05 P<0.001

Aymi siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliik onemlidir (P<0.001). NK: Negatif
Kontrol, NKT: Negatif Kontrol+Theranekron, NKS: Negatif Kontrol+Sorafenib, PK: Pozitif
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Kontol, PKT: Pozitif Kontrol+Theranekron, PKS: Pozitif Kontrol+Sorafenib, PKTS: Pozitif
Kontol+Theranekron+Sorafenib gruplari.

PKT, PKS ve PKTS tedavi gruplarinda kan kaspaz-3, p21 ve Granzim B
parametreleri PK grubuna goére en yiiksek diizeylerde tespit edilmistir (P<0.001,
Grafik 3.3). Apoptoz belirteci olan kaspaz-3’iin istatiksel olarak yiiksek Onem
diizeyinde artist PKTS grubunda elde edilmistir (P<0.001). PKT ve PKS tedavi

gruplarinda elde edilen kaspaz-3 seviyeleri ise birbine yakin seviyelerde tespit

edilmistir.
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Grafik 3.3. Deneme gruplarinin kan serumunda belirlenen Kaspaz-3 ve p21 (ng/ml) (grafigin
sag y ekseni) ve GrzB (ng/L) (grafigin sol y ekseni) degerleri.

Siklin bagimmli kinaz inhibitoérii (p21) seviyeleri PKT, PKS ve PKTS
gruplarinda, PK grubuna gore istatistiksel anlamda artmis diizeyde tespit edilmistir
(P<0.05).

PKT, PKS ve PKTS tedavi gruplarinda Granzim B seviyelerinde PK grubuna
gore istatiksel anlamda yiiksek 6nem diizeyinde artis oldugu gozlenmistir (P<0.001).
PKT ve PKS tedavi gruplarinda elde edilen Granzim B seviyeleri birbine yakin tespit
edilmistir. PKTS grubunda elde edilen seviyelerde PKT ve PKS gruplarina gore
farkliliklar dikkat ¢ekmistir. Bu durum; kombine tedavinin monoterapiye gore daha
iyl olduguna yorumlanmistir. PKT grubunda, PK grubuna gore anlamli oranda
yiiksek Granzim B seviyelerinin elde edilmesi Theranekronun CTLs/NKs hiicrelerini

aktive ettiginin bir gostergesi olarak degerlendirilmis ve PKTS grubundaki yiiksek
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Granzim B seviyeleri de gz 6niinde bulunduruldugunda ise sonug, Theranekron’un

immiinoterapi benzeri etkiyi olusturmus olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

3.1.3. Karaciger Dokusu Kaspaz-3, Granzim B ve p21 degisimleri

Karaciger dokusunda ise degisimler daha smirli (P<0.05) diizeyde kalmus;

sadece Granzim B degerlerinde 6nemli degisim gozlenmistir (Tablo 3.3, Grafik 3.4).

Tablo 3.3. Karaciger dokusu Kaspaz-3, p21 ve Granzim B degerleri.

GrupNo n Casp3 pmol/ml P21 pmol/ml GrzB pmol/L
Ort+ St. Hata Ort+ St. Hata Ort+ St Hata
1 (NK) 6 1,10 + 0,70 0,65+ 0,11 5,42 + 2208
2(NKT) 6  1,37+0,74 0,72 + 0,06 6,36 + 1,332
3(NKS) 6  1,16+044 0,81 +0,13 6,57 £ 0,652
4 (PK) 6 0,93+0,15 0,73+0,15 4.89 + 0,58
5(PKT) 6 1,17 + 0,28 0,70 + 0,11 491 +0,91°
6 (PKS) 6 1,10 + 0,08 0,87+ 0,13 5,51 +1,15%
7(PKTS) 6  0,98+0,15 0,82 + 0,08 5,26 +0,67%
Onem P>0.05 P>0.05 P<0.05
(P)

Aym siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar onemlidir (P<0.05); P>0.05

Onemsiz).

NK: Negatif Kontrol,

NKT: Negatif Kontrol+Theranekron,

NKS: Negatif

Kontrol+Sorafenib, PK: Pozitif Kontol, PKT: Pozitif Kontrol+Theranekron, PKS: Pozitif
Kontrol+Sorafenib, PKTS: Pozitif Kontol+Theranekron+Sorafenib gruplari.
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Grafik 3.4. Arastirma gruplarinin karaciger dokusundan 6lgiilen Kaspaz-3, GrzB ve p21 degerleri.
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3.2.  Agirhk Degisimi
Arastirma baslangicinda: NK grubu (285,3 gr), NKT grubu (285,5 gr), NKS

grubu (281,0 gr) ve DEN+NMOR verilen PK (265,3 gr), PKT (243 gr), PKS (231,3
gr), PKTS (232,3 gr) ortalama agirlikta 6l¢iilmiistiir.

Arastirma bitiminde: NK grubu (594,2 gr), NKT grubu (555,7 gr), NKS grubu
(531,0 gr) ve DEN+NMOR verilen PK (468 gr), PKT (452 gr), PKS (424,7 gr),
PKTS (445,4 gr) ortalama agirlikta 6l¢tilmistiir (Grafik 3.5).

| =—NK == NKT NKS e=fll==PK ==fll=PKT ~=@=—PKS —I—PKTS|

600,0

500,0

400,0

300,0

AGIRLIK GR

200,0

100,0

0,0

01 2 3 45 6 7 8 9101112131415161718192021222324

HAFTA

Grafik 3.5. Arastirma baslangic ve sonunda gruplardaki haftalik agirlik ortlamasi degisimi. Tiim
gruplarda ortalama viicut agirliginda bir artis oldu, ancak bu durum Negatif Kontrol gruplarina
gore DEN+NMOR verilen PK, PKT, PKS ve PKTS gruplarinda daha az bir ortalama ile sekilde
gerceklesmistir.

3.3.  Makroskobik Bulgular
Pozitif kontrol (PK) gruplarindaki ratlarin karacigerlerinin soluk ve koyu
kirmizi-kahverengi renkli ve daha biiyiikk hacimde oldugu gorilmiistir. PK
gruplarindaki karacigerler, heterojen yiizeye sahip olup, ¢ok sayida soluk renkte

nodiil goriilmiistiir (Sekil 3.1 B ve C).
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Sekil 3.1. NK (A), PK (B ve C), PKT (D), PKS (E) ve PKTS (F) gruplarindaki hayvanlara ait
karacigerin makroskobik goriintiisii ve olusan hepatoselliiler karsinom nodiilleri. Oklar
nodiilleri gostermektedir.

PKT grubunda karacigerlerin makroskobik goriiniimii PK grubuna benzer,
karaciger dokusu koyu kirmizi-kahverengiye yakin renkte, PK grubuna gore dig
yiizeyleri daha piirtizsiiz ve PKT grubunda kanser nodiilleri daha kiigiik (ortalama
1x1x1 cm) olgiilmiistiir (Sekil 3.1D). PKS tedavi grubunda nodiillerin PK ve PKT
grubuna gore daha kiigiik ve az sayida oldugu gorilmiistir (Sekil 3.1E). PKTS
grubundaki ratlarda kanser odaklar1 belirgin olmamakla birlikte karaciger dokusu
soluk ve hafif kirmizi-kahverengi renkte gorilmiistiir. PK, PKT ve PKS grubundaki
hayvanlara gore biiyiikliikleri ve sayilar1 daha az sayida ya da nodiil varligi dikkat
¢ekmemistir (Sekil 3.1F).
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3.4.  Histopatolojik Bulgular
Histopatolojik incelemelerde PK grubundan 9 hayvandan 7’sinde tiimoral

alanlara rastlanmis, 2 vakada dejeneratif ve rejeneratif lezyonlar goriilmekle birlikte
alinan kesitlerde tlimdre rastlanmamistir. PKS grubunda 2 vakada belirgin 3 vakada
minimal diizeyde timdral lezyonlarla 3 vakada tiimor goriillmemistir. PKT grubunda
PK grubuna gore daha kii¢lik olmakla birlikte bir tanesi hari¢ vakalarin hepsinde (7)
tiimoral lezyonlar tespit edilmistir. Kombine tedavi grubunda (PKST) sadece bir
vakada belirgin, 2 vakada sinirhi tiiméral lezyonlarla goriilmiis 4 vakada ise alinan

karaciger kesitlerinde tiimore rastlanmamustir.

3.4.1. Negatif kontrol, NK+Theranekron ve NK+Sorafenib gruplari
Aragtirma  bitiminde ratlara yapilan nekropsilerde, karacigerlerde

makroskobik bir lezyona rastlanmamistir. Karaciger doku 6rneklerinin histolojisinde
normal yapida olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 3.2). Ratlardan alinan diger dokularin
makroskobik-histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik lezyon olmadigi ve

normal yapida olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.2 Negatif kontrol gruplarinda normal
karaciger yapisinin histolojik goriintiisii, HXE,
x400. A. NK grubu, B. NKS ve C. NKT grubu

3.4.2. Pozitif kontrol (PK), PK+Theranekron (PKT) ve PK+Sorafenib
(PKS) gruplan
PK grubunda kanserli alanlar saglam karaciger dokusundan ayrilmis

goriinmekle birlikte kapsiil yapist goriilmemistir. Kanserli alanlarda trabekiiler ve

psoydoglandiiler yapilarin (Sekil 3.3) genellikle birlikte oldugu goriilmiistiir. Kanser
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hiicrelerinin oval-yuvarlak ve kolumnar yapida olup iyi diferensiye olarak
hepatositlere benzedigi, bazi alanlarda belirgin atipi (Sekil 3.6 ve 3.9) ile birlikte
mitotik figiirlere (Sekil 3.10) rastlandig, baz1 odaklarda yer yer steatozla (Sekil 3.10
ve 3.11) birlikte iri seffaf hiicrelerin (clear cell) (Sekil 3.4 ve 3.5) varlig1 dikkati
¢ekmistir. Ayrica kanser hiicrelerinde ¢ekirdek sitoplazma orani artmis, niiklear
polimorfizm belirgin ve bazi g¢ekirdeklerde glikojen birikimi (Sekil 3.3) ile ilgili
degisiklikler gozlenmistir. Sitoplazmalarda eozinofilik renkte inkliizyonlara (Mallory
cisimcikleri) rastlanmis (Sekil 3.10); iki vakada ise igleri eritrositlerle dolu

genislemis sinuzoidler (peliozis) tespit edilmistir (Sekil 3.7 ve 3.8).

Sekil 3.3 HCC’de trabekiiler (siyah oklar) ve psdydoglandiiler yapilar (kirmizi oklar),
glikojen igeren gekirdekler (mavi ok). PK grubu, HXE, x200.
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Sekil 3.4. Seffaf goriiniime sahip (clear cell tip) hiicrelerinden olusan timéral odak. PK
grubu, HxE, x100.

Sekil 3.5. Seffaf goriiniime sahip (clear cell tip) hiicrelerinden olusan timoral odak. PK
grubu, HXE, x400. NH: normal hepatositler, TO: Tiiméral odak
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Sekil 3.6. Seffaf goriiniime sahip (clear cell) hiicrelerinden olusan tiimoral odak. Kanserli
hiicrelerde belirgin pleomorfizm ve anizoniikleozis, sitoplazmada solgun eozinofilik
inkliizyonlar (Mallory cisimcikleri), PK grubu, HXE, x400. NH: normal hepatositler, TO:
Tiimoral odak

Sekil 3.7. Atipik Oval ve kolumnar hiicrelerden olusan pséydoglandiiler yapilar ve peliozis
goriiniimii. PK grubu, HXE, x200.

50



Sekil 3.8. Atipik Oval ve kolumnar hiicrelerden (siyah oklar) olusan psdydoglandiiler
yapilar ve peliozis gorliniimii. Sinuzoid limeninde timoral hiicreler (kirmiz1 ok) PK grubu,
HXE, x400.

Sekil 3.9. Atipik oval ve kolumnar hiicrelerde belirgin atipik 6zellikler, trabekiiler yapilar
(kirmiz1 oklar) ve tiiméral alanlarda n6trofil infiltrasyonu (siyah oklar) (ndtrofil zengin tip)
PK grubu, HXE, x400.
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Sekil 3.10. Atipik oval ve kolumnar hiicrelerde belirgin atipik 6zellikler (mavi oklar) ve
¢ok sayida mitotik figiir (siyah oklar), sitoplazmada eozinofilik inkliizyonlar (kirmizi
oklar)(Mallory cisimcikleri) ve yag vakuolleri (sar1 oklar) PK grubu, HXE, x400.

Sekil 3.11. Atipik timoral hiicrelerin sitoplazmasinda yag vakuolleri
(steatohepatitik tip)(siyah oklar), PK grubu, HXE, x400.

Sekil 3.12. Atipik ozelliklere sahip seffaf hiicreler (Clear cell tip) ve trabekiiler
yapilarin goriildiigi timoral odak, PKS, HXE, x200.
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Sekil 3.13. timoral odak Atipik Ozelliklere sahip timoéral hiicrelerin olusturdugu
trabekiiler yapilar ve intrasitoplazmik inkliizyonlar (kirmizi oklar), PKT, HXE, x100.

Sekil 3.14. Timoral odak. Atipik o6zelliklere sahip seffaf hiicreler (Clear cell tip)
PKST, HXE, x400.

Tedavi gruplarindaki karacigerlerde tiimor tespit edilen vakalarda kanserli
hiicreler ve bunlarin olusturdugu yapilar pozitif kontrole benzer olmakla birlikte
kullanilan tedavilerin etkisiyle; timor goriilme siklig1 ve biiyiikliiklerinde azalma

meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 3.12, Sekil 3.13 ve 3.14).
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4. TARTISMA
Hepatoseliiler karsinoma (HCC) tedavisinde kullanilan kemoterapotik ilaglara

tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi direng gelisimi s6z konusudur. Tedaviye karsi
olusan diren¢ nedeniyle kanser hiicrelerinin anjiyogenez ve metastaz yetenegi
artmakta ve kemoterapotik ajanlarin agir yan etkileri de tedavinin basarisini olumsuz
etkilemektedir. Bu sebeple HCC tedavisinde arastirmalar son yillarda kemoterapik
ajanlar ile kombine kullanilmak {izere bitkisel iriinler ya da etken maddeler ve

homeopatik ajanlar lizerine yogunlagmaistir.

Sunulan tez calismasinda, antikanser, antiproliferatif ve apoptotik etkileri
oldugu bilinen Theranekron’'un HCC tedavisinde kullanimi ve kanser hiicreleri
tizerine olan etkileri arastirilmak istenmis olup, ayrica Theranekron’un antikanser
Ozelliklerinin hangi mekanizma ve/veya mekanizmalar iizerinden gerceklestiginin
tespiti amaglanmustir.  Ayrica HCC tedavisinde Theranekron’un immiinoterapi
benzeri etkisi sayesinde Sorafenib’in, terapdtik etkisini ne oranda arttirilabilecegi ve
kemoterapinin yan etkilerinin azaltilmast i¢in alternatif tedavi amach
kullanilabilecegi  diisliniilen  Theranekron’un  etkinliginin  degerlendirilmesi

hedeflenmistir.

Karaciger fonksiyonunu temsil eden ALT, AST ve GGT enzimlerinin artan
konsantrasyonlar1 hepatik hasarin hassas gostergeleri olarak degerlendirilmektedir
(Song ve ark 2020). Lijinsky ve ark. (1988) DEN ve NMOR ile HCC modeli
olusturma calismalarinda; DEN ve NMOR verilen hayvanlarda serum ALT, AST ve
GGT seviyelerindeki artis, hepatotoksisite ve hepatokarsinogenezde preneoplastik
hepatik odaklarin gelisimi ve HCC’nin ilerleyen evreleri ile iligkili oldugunu tespit
etmislerdir (Lijinsky ve ark 1988). Hatipoglu ve Keskin (2022) AFBI1 ile karaciger
toksisitesinde kurkuminin koruyucu roliinii arastirdiklar1 ¢alismada; AFB1 grubunda
ALT, AST ve GGT degerlerinin arttig1 ve AFB+kurkumin grubunda kurkumin ile
tedavi sonucunda ALT, AST ve GGT enzimlerinin seviyelerinde anlamli diisiis elde
etmiglerdir (Hatipoglu ve Keskin 2022). Tez c¢alismasinda PK grubunda; tiim
gruplara gore serum ALT, AST ve GGT en yiiksek seviyeye ulagsmasi (P<0.001) ve
histopatolojik degerlendirmede PKT, PKS ve PKTS gruplarina gore neoplastik
odaklarin ¢ok fazla sayida ve biiyiikliikte olmasi yapilan hepatik hasar ve HCC
ilerlemesi {izerine ¢aligmalarla uyum gdstermektedir. Song ve ark. (2020), 10 hafta
stireyle hafta tek doz DEN (70 mg/kg) uygulamas: ile ratlarda serum ALT ve AST
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seviyelerinin artigint gostermislerdir (Jian ve ark 2020). Alsahli ve ark. (2021),
ratlarda 8 hafta boyunca hafta 3 kez DEN (50 mg/kg) uygulamasi ile serum ALT ve
AST diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde yikseldigini tespit
etmislerdir (Alsahli ve ark 2021). Assar ve ark. (2021), tek doz DEN uygulamasinin
(200 mg/kg i.p) ratlarda serum ALT, AST ve GGT seviyelerinin arttigini
gostermislerdir (Assar ve ark 2021). Yapilan bu calismalardaki sonuglar, tez
calismasindaki PK grubunda serum ALT, AST ve GGT seviyelerinin; NK, NKT ve
NKS gruplarina gore istatistiksel anlamda elde edilen artislarla (P<0.001) uyum
gostermektedir. Ram ve ark (2020) DEN ve NMOR ile ratlarda olusturduklart HCC
modelinde antienflamatuvar bir ilag olan Nimbolid’in; saglikli+Nimbolid kontrol
grubunda serum ALT ve AST degerlerinin saglikli kontrol gruba yakin oldugunu
tespit etmislerdir. Benzer sekilde tez ¢alismasinda NK ve Theranekron uygulanan
NKT gruplarinda serum ALT ve AST degerlerinde birbirine yakin sonuglar elde
edilmis ve istatistiksel fark bulunamamistir. Bu durum Theranekron uygulamasinin
karacigerde hasar ya da toksikasyon olusturmadigina yorumlanmistir. Mohamed ve
ark. (2012), DEN ve NMOR kullanarak olusturduklart HCC modelinde; saglikli
kontrol grubuna gore kanserli grupta yiiksek serum ALT ve AST aktiviteleri tespit
etmigler ve Norflaxacin tedavisi alan HCC grubunda serum ALT ve AST
seviyelerinde anlaml diisiisler elde etmislerdir (Mohamed ve ark 2012). Mecut tez
calismasinda HCC tedavisi igin kullanilan Theranekron, Sorafenib ve
Theranekron+Sorafenib kombine tedavilerinin; PKT, PKS ve PKTS gruplarinda
serum ALT, AST ve GGT degerlerini anlamli sekilde diisiirdiigli tespit edilmistir.
Ram ve ark (2020) ratlarda DEN+NMOR ile olusturduklar1t HCC c¢alismasinda;
antienflamatuvar ilag Nimbolid’in antikanser Ozelliklerini arastirmislar  ve
Nimbolid’in tek basina kemoterapi ilact Doksorubisin kadar serum ALT ve AST
seviyelerini diislirdiigii ve HCC timoér boyutununun azalmasini sagladigini tespit
etmiglerdir (Ram ve ark 2020). Kurma ve ark. (2022) HCC tedavisinde Sorafenib ve
AKT inhibtorii Vevorisertib uygulamalar1 ile yaptiklar1 calismada Sorafenib
monoterapisinin  serum ALT, AST ve GGT seviyelerinde anlamli diistisler
sagladigimi tespit etmislerdir (Kurma ve ark 2022). Calismada PKS grubunda serum
ALT, AST ve GGT seviyelerinin PK grubuna gore daha diisiik olmasi, Sorafenib
tedavisinin etkili oldugunu gostermektedir. Tiiziin ve ark. (2022) ratlarda iskemi-
reperfiizyon hasari sonrasi Theranekron tedavisinin serum ALT, AST ve GGT

seviyelerinde anlamli diisiislere neden oldugu ve Theranekron tedavisinin karaciger
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tizerinde koyucu etkisi oldugunu tespit etmislerdir (Tiizlin ve ark 2022). Karabacak
ve ark (2015) ratlarda aflatoksin-B1 ile karaciger hasarinda Theranekron tedavisinin
ALT ve AST seviyelerini kismen disiirdiigii ve karacigerde koruyucu etkiler
olusturabilecegi seklinde degerlendirmislerdir (Karabacak ve ark 2015). Bu
caligmalarla uyumlu olarak; ¢alismada PKT grubunda Theranekron tedavisinin PK
grubuna gore serum ALT, AST ve GGT seviyelerinde anlamli diisiisler sagladigini
ve karaciger tizerindeki koruyucu/tedavi edici etkisini gostermektedir. Ayrica
HCC’de Theranekron’un tek basma kullaniminda serum ALT, AST ve GGT
seviyelerini diistirmede Sorafenib’e yakin etki olusturmasi olumlu bir gelisme olarak

degerlendirilmistir.

Hepatokarsinogenez siirecinde trigliserit diizeylerinde artislar meydana
gelebilir. Huang ve ark. (2016), HCC’li hastalarda yaptiklar1 ¢alismada hiperlipidemi
tablosunun tiimor biiyiimesini tetikledigini tespit etmislerdir. Tez ¢alismasinda PK
grubunda tiim gruplara gore yiiksek serum trigliserit seviyelerinin elde edilmis
olmas1 ve histopatolojik degerlendirmede PK grubundaki kanser alanlarmin diger
PKT, PKS ve PKTS gruplarina gore ¢ok genis olmasi hipertrigliserideminin HCC’de
timor biiytimesini destekleyebilecegine yorumlanmistir. Karabacak ve ark (2015)
ratlarda aflatoksikozun metabolik profile etkisinin Aflatoksin+Theranekron grubunda
trigliserit seviyelerini diisiirdiigii tespit etmislerdi. Tez ¢alismasinda PKT grubunda
elde edilen trigliserit diizeylerinin PK grubuna gdre anlamli derecede diisiik
bulunmasi (P<0.001) ve PKS grubu ile istatisksel anlamda fark olmamasi;
Theranekron’un trigliserit seviyelerinin kontrol altina alinmasinda Sorafenib kadar
etkili oldugu gostermekte ve yapilan ¢aligmalardaki sonuglarla uyum gostermektedir.
Igbal ve ark. (2022) kanserli hastalarda metabolik sendrom {izerine Sorafenib’in
etkinligini  arastirdiklar1  ¢aligmada; Sorafenib tedavisinin  dislipidemi ve
hiperlipidemi tablosunu diizelttigi ve trigliserit seviyelerini diigiirdiiglinii tespit
etmiglerdir. HCC'nin erken evresinde diisilk doz Sorafenib tedavisinin uygulandigi
NASH iliskili HCC fare ve maymun modelinde Sorafenib tedavisinin hiperlipidemi
tablosunu baskiladigi, karaciger yaglanmasini iyilestirdigi ve kan trigliserit
seviyelerini anlamli sekilde diistirdiigii saptanmistir (Jian ve ark 2020). Tez
caligmasinda PKS grubunda kan trigliserit diizeylerini PK grubuna gore anlaml
derecede diisiirmesi (P<0.001) yapilan g¢alismalarla uyum gostermektedir. Ayrica

PKTS tedavi grubunda serum trigliserit diizeylerinin PKT ve PKS gruplarindan

56



disik olmasi; Theranekron ve  Sorafenib kombinasyonunun HCC’de

hipertrigliseridemiyi kontrol altina almada daha etkili oldugunu gostermektedir.

Chen ve ark. (2019) DEN ile indiiklenmis HCC’de enerji metabolizmasi
tizerine yaptiklar1 ¢alismada; DEN grubunda, kontrol grubuna gore zamanla azalan
kan glikoz diizeyi tespit etmislerdir. Bu ¢aligmanin aksine tez ¢alismasinda kanser
kontrol grubu (PK) kan glikoz seviylerinde hiperglisemi tablosu dikkat ¢ekmistir. PK
grubunda elde edilen hiperglisemi durumunu destekler nitelikte; HCC ile ilgili
metabolik yolun ve profilin incelendigi kapsamli analizde, ileri evre HCC’li
hastalarda erken evre HCC’li hastalara gore daha yiiksek serum glikoz seviyeleri elde
edilmistir (Casadei-Gardini ve ark 2020). Ratlarda aflatoksin ile karaciger hasari
lizerine yapilan baska bir ¢alismada Aflatoksin+Theranekron grubunda, Theranekron
tedavisinin  glikoz seviyelerini disirmedigi ve Aflatoksin grubunda glikoz
seviyelerinde azalmanin gerceklestigi tespit edilmistir (Karabacak ve ark 2015).
Sunulan tez galismasinda ise, kan glikoz diizeylerinin PK grubunda NKS grubu
harici tiim gruplarda istatistiksel olarak yiiksek seviyelerde oldugu (P<0.001) tespit
edilmis ve Theranekron tedavisinin (PKT), PK grubuna gore kan glikoz
seviyelerinde anlamli disiisler sagladigi goriilmiistiir. Igbal ve ark. (2022) kanserli
hastalarda metabolik sendrom tablosunda Sorafenib tedavisinin kan glikoz
seviyelerinin kontrol altina alinmasini sagladigini tespit etmislerdir. PKS grubunda
kan glikoz seviyeleri PK grubuna istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistiik tespit
edilmistir (P<0.001). Kurma ve ark. (2022) nin, HCC’nin ratlarda DEN ile
olusturduklart siroz iliskili HCC modelinde; Sorafenib monoterapisinin kan glikoz
seviyelerinde herhangi bir degisiklik olusturmadigi bildirilmistir (Kurma ve ark
2022). Mevcut tez calismasinda PK grubuna gore kan glikoz diizeylerinde
istatistiksel anlamda en fazla diistis PKTS grubunda (P<0.001) gerceklesmis olup,
HCC’de; Theranekron ve Sorafenib kombine tedavisinin monoterapi uygulamalarina

gore kan glikoz seviyelerini daha etkili bir sekilde diisiirdiigii tespit edilmistir.

Hepatokarsinogenez siirecinde hepatik hasara bagli olarak iire biyosentezi
azalmaktadir. Lin ve ark. (2022) yaptiklar1i kapsamli analizde sirozlu, kronik
karaciger hastaligi olan ya da hepatoseliiler karsinomali hastalarda iire sentezi
kapasitesinin azaldigini tespit etmislerdir. De Chiara ve ark. (2020) alkolik olmayan

karaciger hastaliginda azalmis lire sentezinin, hepatik stellat hiicreleri aktive eden ve
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fibrozun ilerlemesini destekleyen amonyak birikimi ile iliskili oldugunu
bulmuslardir. Ure seviyesinin PK grubunda tiim gruplara gore diisiik olmas1 yapilan
calismalarda elde edilen sonuglarla uyum  gostermektedir.  Ratlarda
DEN+Fenobarbital ile olusturulmus HCC modelinde; kanser grubunda iire sentezinin
azaldig1 ve kanser+cisplatin grubunda kemoterapi ilaci “cisplatin” ile tedavinin kan
tire diizeylerini artirdig1 tespit edilmistir (EI Miniawy ve ark 2017). Mobasher ve ark.
(2021), diyabetik ratlarda haftada tek doz DEN ile indiiklenen HCC modelinde;
diyabetik-DEN grubunda ALT, AST ve total bilirubin seviyelerinin kontrol grubuna
gore arttigini tespit etmisler, DEN enjeksiyonundan 6nce ve sonra Metformin ile
tedavinin en diisiik ALT, AST, iire, kreatinin ve arginaz seviyelerinin elde edilmesini
ve maksimum iyilesmeyi sagladigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada ise, PKT ve
PKS tedavi gruplarinda kan iire diizeyleri PK grubuna oranla yiikselirken, PKTS
grubunda NK grubuna yakin degerlere ulastigi gozlenmistir. Theranekron ya da
Sorafenib monoterapilerinin  karaciger tizerindeki tedavi edici etkisi ile iire
biyosentezinin arttigi, kombine tedavinin ise daha etkin sonuglar elde edilmesini
(P<0.001) sagladigi goriilmiistiir. Ure sentezi ile yakindan iliskili kan amonyak
diizeylerinin 6l¢iimleri ile tez ¢alisma gruplarinda elde edilen iire sonuglarinin daha

net olarak ortaya konabilecegi de ayrica belirtilmelidir.

DEN+NMOR metabolizmas1 sirasinda birgok reaktif oksijen tiirlinlin
olusmas1 ve bunlarin artis;; DEN+NMOR aracili hepatokarsinogenez sirasinda
baslatici, genisletici ve ilerletici rol alir (Mohamed 2013). Theranekron’un oksidan
etkinligi azalttigi ve total antioksidan kapasite degerlerini (TAK) artirdigi
polimikrobiyal sepsis modelli ¢aligmada tespit edilmistir (Tanyeli ve ark 2019). Tez
calismasinda PK, PKT ve PKS gruplarinda TAK degerlerindeki artis, DEN ve
NMOR’a bagli artan karaciger hasarinin sonucu antioksidan savunmanin arttigi;
PKTS grubunda TAK degerlerinin saglikli gruplara yakin olmasi ise kombine
tedavideki etkinlikle baglantili oldugu seklinde yorumlanmigtir. Ancak TAK
seviyelerinin tam olarak degerlendirilebilmesi i¢in TAK degerleri ile birlikte total
oksidan ve diger antioksidan parametrelerin arastirilmasi ve degerlendirilmesinin

gerekli oldugu sdylenebilir.

Siklin bagimli kinaz inhibitér (p21) proteini Sitoplazmik (onkojenik) ve

niikleer (tlimor baskilayici) lokalizasyonuna bagli olarak kanser tiirlerinde tartigsmali
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role sahiptir. Aymi sekilde p21 proteini hepatoseliiler karsinomada da ikili role
sahiptir. p21'in kronik karaciger hastaliklarinda inflamasyon ve fibroz ile upregiile
edildigi ve yliksek p21 gen ekspresyonunun sirotik hastalarda hepatokarsinogenez ile
iliskili oldugu tespit edilmistir (Wagayama ve ark 2002). Kronik hepatit ve siroz
vakalarinda p21 kontrol noktas1 aktivasyonunun artmig HCC riski ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Plentz ve ark 2007). p21 artisinin HCC ile iligski oldugunu belirten bu
calismalardan farkli olarak ¢alismada gruplar arasinda en disiik p21 diizeyleri PK
grubunda ve istatistiksel anlamda fark (P<0.05) tespit edilmesi; p21 protein
seviyelerinin azalmasinin HCC gelisiminde 6nemli oldugunu gostermektedir. Elde
edilen bu bulgu; tiimor rezeksiyonundan sonra HCC hastalarda, p53°ten bagimsiz bir
sekilde karaciger dokularmin %37'sinde p21 ekspresyonunun gozlemlendigi ve
p21’in bagimsiz bir hayatta kalma prognostik faktorii oldugunu tespit etmeleri ile
desteklenmektedir (Kao ve ark 2007).

p21 aracili proliferasyonun inhibisyonu PCNA ve siklin inhibe edici alanlarin
birbirinden bagimsiz bir sekilde aktivasyonuyla gerceklesir (Abbas ve Dutta 2009).
Ozdemir ve ark (2022), ratlarda Azoksimetan ile indiikledikleri deneysel kolorektal
kanserde, Theranekron uygulamasinin PCNA (¢ogalan hiicre niikleer antijeni) hiicre
proliferasyon belirtecini inhibe ettigini ve kolorektal kanser hiicrelerinde
proliferasyonun baskilandigin1 tespit etmislerdir. “Macrothele raveni” zehrinin,
HepG2 hiicrelerinde yapilan c¢alismasinda p21 birikimini arttirdigi ve hiicre
dongiisiinde siklin B1l/cdc2 inhibisyonu ile G2/M fazim1 durdurarak antiproliferatif
etki gosterdigi bulunmustur (Gao ve ark 2007). Calismada Theranekron’un etkisiyle
PKT grubunda PK grubuna gore p2l1 seviyelerindeki artis kanser hiicrelerinde
proliferasyonun baskilandigina ve kanser hiicrelerinde apoptozun arttifina
yorumlanmistir. Theranekron bu etkisini yapilan ¢aligma sonuclarina benzer sekilde
p21°’in PCNA inhibisyonuna neden olarak ya da siklin ve siklin bagimli kinaz
inhibisyonu araciligiyla gergeklestirmis olabilir. Qu ve ark (2013) kemoterapotik
ajan Cisplatin ile HepG2 (HCC hiicre hatt1) kanser hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada,
P53 ve p21 ekspresyonunu artirarak hiicre siklusunun durmasint ve HepG2
hiicrelerinde apoptozun indiiklendigini gostermislerdir. Jindal ve ark (2021) insan
HCC’sinin ortotopik fare modelinde Sorafenib ve Milsiklib ile yaptiklar1 galismada;
her iki ajanin tek basina kullaniminda p21 ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna

gore anlamli artirarak antiproliferatif etki gosterdigini ve Sorafenib ile Milsiklib
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kombinasyonunun tek basina tedaviden daha yiiksek bir sekilde p21 ekspresyon
seviyelerini artirarak HCC hiicrelerinde apoptozu artirdigini tespit etmislerdir. Bu
calismalarla uyumlu olarak PKS grubunda elde edilen p21 seviyelerinin PK
grubundan daha yiiksek olmasi Sorafenib’in kanser hiicrelerinde apoptozun artmasini

gostermektedir.

Insan primer hepatoseliiler karsinomasinda kaspaz-3 gen ekspresyonunu
saptamak ve bunun p21 gen ekspresyonu ve apoptoz ile iliskisini arastirmak
amaciyla ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarin birinde (Sun ve ark 2000), p21’in
HCC hiicrelerinde kaspaz-3 aracili apoptozu azaltabilen inhibitorlerden birisi oldugu
belirtilmistir. Tez c¢alismasindaki sonuglar, PKT, PKS ve ozellikle PKTS
gruplarindaki p21 seviyelerinin yiiksekliginin apoptozu inhibe etmedigini, aksine bu
gruplarda Kaspaz-3 artisiyla korelasyon gosterdigi ve apoptozun artisiyla gruplarda
uygulanan tedavilerin etkinligini yansitmaktadir. Sirin ve ark (2020), apigeninin
HepG2 hiicre hattinda p21 ekspresyonunda oldukga anlamli bir artisa neden oldugu
ve kemoduyarliligi artirdigini, HepG2 hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurarak
HepG2 hiicrelerinde proliferasyonun baskilanmasina neden oldugunu ve Kaspaz-
3,8,10 artistyla apoptozun arttigini tespit etmislerdir. Tez calismasinda PKTS
grubunda p21 seviyelerinin PK grubuna gore yiiksek olmasi; Theranekron’un, p21
ekspresyonu artisina bagli antiproliferatif 6zelligi ile apoptozu indiikleyebilecegi
thtimalini diisiindiirmektedir. Diger taraftan, p21’in hiicre dongiisiinii durdurmasina
bagli olarak HCC hiicrelerinin Sorafenib’e karsi duyarlasmasina neden olarak
tedavide basar1 sagladig1 sonucuna varilabilir. Ancak p21 aracili hiicre siklusu ve
proliferasyonun inhibe edilmesinin iyi bir sekilde anlasilmasi ve bu yoldaki
hedeflerinin tam olarak tespit edilebilmesi i¢in (p53, PCNA) ek arastirmalara ihtiyag

vardir.

Hepatoseliiler karsinomada CD8'T ve NK hiicreleri birincil basamak hiicresel
sitotoksisiteden sorumludur ve bu hiicrelerin hedeflerini 6ldiirme yetenegi icin
onemlidir. Ayrica bu hiicrelerin tiimér mikrogevresinde yiiksek oranda olmasi
HCC’li hastalarda daha iyi bir prognozla iliskilendirilmistir (Flecken ve ark 2014,
Hong ve ark 2022). NK hiicreleri hepatoseliiler karsinomada 6zel bir yere sahiptir ve
onceden duyarlilasma olmaksizin timor hiicreleri iizerine dogrudan hiicresel

sitotoksisite uygulayabilir. Mantovani ve ark (2020) yaptiklar1 caligmada NK
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hiicrelerinin  intrahepatik  lenfosit popiilasyonunun 6nemli bir  bolimiini
olusturdugunu ve HCC hastalarinin hayatta kalmasi ve kanser prognozu ile pozitif
iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Fathy ve ark (2009), periferik NK hiicreleri
tarafindan sitoplazmik graniillerin (perforin/granzim B) iretiminin daha koti
prognozlu ilerlemis HCC hastalarinda 6nemli 6l¢iide azaldigini tespit etmislerdir.
Yapilan bu c¢aligmalarla uyumlu olarak, PK grubunda en diisik Granzim B
seviyelerinin elde edilmesi (P<0.001); immunsupresif bir mikrogevrenin gelistigini

ve HCC’de Granzim B seviyelerinin prognozda énemli oldugunu gostermektedir.

Immunsupresif hiicre alt gruplarmin HCC mikrogevresinde olusmasinda
VEGFR ve ERK sinyal yollart énemli role sahiptir ve Sorafenib tarafindan bu
yollarm inhibisyonu HCC kanser hiicrelerinin sitotoksik immun sistem hiicrelerine
duyarliligin1 artirir (Yang ve ark 2018). PKS grubunda Granzim B seviyeleri PK
grubuna gore daha yiiksek elde edilmesi; Sorafenib tedavisinin immunsupresif hiicre
alt gruplarinin baskilayarak fonksiyonel sitotoksik immun sistem hiicrelerinin
aktiflestirildigine yorumlanmistir. Sorafenib tedavisinin, yalnizca anjiyogenezi
inhibe ederek degil, ayn1 zamanda IFN-y ve Granzim B iireten fonksiyonel sitotoksik
immun hiicrelerin eszamanli aktivasyonu ile immiinosupresif hiicre alt gruplarini
baskilayarak HCC'li hastalarda tiimor biiylimesini ve metastazlar1 geciktirebilecegi
bildirilmektedir (Kalathil ve ark 2019). Sunulan ¢alismada, PKT ve PKS tedavi
gruplarinda Granzim B seviyelerinin birbine yakin oldugu tespit edilmis ve bu durum
Theranekron’un bagisiklik sistemi {izerindeki immiinsupresif etkileri ortadan
kaldirmasinda Sorefenib kadar etkili oldugunu gostermektedir. HCC'nin tiimor
immiin mikrogevresi, immiinoterapiye yaniti etkileyebilecek 6nemli immiinosiipresif
unsurlara sahiptir. Chung ve ark (2021) Metformin tedavisinin HCC tiimor
mikrogevresinde NK/CD8'T hiicrelerini devreye sokarak IFN-y ve Granzim B
artisin1 saglayarak kanserli dokuyu immunoterapiye yanit verecek sekilde onemli
Ol¢iide duyarli hale getirdigini tespit etmislerdir . Tez galismasinda, Theranekron’un
immiinoterapi benzeri etki gosterip gosteremeyecegi arastirilmistir. PKT grubunda,
pozitif kontrol grubuna gore yiiksek (P<0.001) Granzim B seviyelerinin elde
edilmesi Theranekronun CTLs/NKs hiicrelerini aktive ettiginin bir gostergesi olarak
kabul edilmis ve PKTS grubundaki yiiksek Granzim B seviyeleri de goz oniinde
bulunduruldugunda Theranekron’un immiinoterapi benzeri etkiyi olusturmasina

yorumlanmistir. PKTS grubunda en yiiksek Granzim B degerlerinin elde edilmesi ise
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bu kombinasyonun HCC tedavisinde etkinligin artirildigimnin gostergesidir. PKTS
grubunda elde edilen Granzim B seviyelerinde PKT ve PKS gruplarina gore
farkliliklar dikkat ¢ekmistir. Bu durum; kombine tedavinin monoterapiye gore daha

1yi olduguna yorumlanmaistir.

Apoptotik sinyal yolunda kaspaz-3 parametresi siklikla apoptotik aktiviteyi
belirlemede kullanilir (Huang ve ark 2010). Azalmis kaspaz-3 ekspresyonunun
HCC’de apotoza ve dolayisiyla tedaviye karsi dirence neden olur (Fujikawa ve ark
2000). Kaspaz-3 eksik farelere DEN uygulamasinin, p38/MAP kinaz aktivasyonunu
artirdigt ve DEN kaynakli karacigerde telafi edici hepatosit proliferasyonuna bagh
olarak HCC gelistigini bildirilmistir (Shang ve ark 2018). Sunulan calismada
kaspaz-3 seviyelerinin, PK grubunda diisiik olmasi HCC’de azalmig kaspaz-3
seviyelerinin kanser ilerlemesi ile iligkili oldugu ve uygulanan tedavilere bagli olarak
da PKT, PKS ve PKTS gruplarinda kaspaz-3 seviyelerinin arttigi tespit edilmistir.
Abouzeid ve ark (2015), ratlarda DEN ile olusturduklart HCC modeli ¢aligmasinda
anjiyojenik ve antiapoptotik faktorler TGF-p ve Akt seviyeleri ile kaspaz-3
seviyelerini arastirmiglar ve zerdecal tedavisinin, TGF-B ve Akt'in asir
ekspresyonunu azalttig1 ve kaspaz-3 ekspresyonunu ve HCC hiicrelerinde apoptozu
kismen artirdigini tespit etmislerdir. Zhang ve ark (2012), ratlarda DEN ile
olusturduklart HCC’de sarmmsak yagi kullaniminin etkisini arastirmiglar ve
DEN+sarimsak yagi tedavi grubunda antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL protein
ekspresyonunun azaldigi ve buna karsilik Bax ve kaspaz-3 seviyelerinin arttigini,
dolayisiyla apoptozun HCC hiicrelerinde arttigini tespit etmislerdir. Jiang ve ark
(2022), in vivo ve in vitro “Marsdenia Tenacissima” bitkisinin igerdigi saponinler,
artan mitokondriyal hasara bagli kaspaz-3 artigini tetikleyerek HCC hiicrelerinde
apoptozun tetiklendigini tespit etmislerdir. Ratlarda DEN ile indiiklenmis HCC’de
resveratroliin; antiapoptotik [B-arrestin-2, Bcl-xL ve Bcl-2 ekspresyonunu 6nemli
Olglide azalttigi, HCC hiicrelerinde kaspaz-3 ve Bax ekspresyonu artisina bagh
apoptozu artirdigi, ayrica resveratrolin HCC’li gruplarda serum ALT ve AST
seviyelerini diisiirdiigii de tespit edilmistir (Su ve ark 2019). Karbon tetrakloriir
(CCls) ile karaciger hasart olusturulan sicanlarda CClstdeve dikeni ekstresi
grubunda, CCls grubuna gore antiapoptotik Bcl-2 ekspresyon seviyesinin azaldigi ve
kaspaz-3 seviyelerinin ise arttig1 tespit edilmistir (Aslan ve Can 2014). Mevcut tez

caligmasinda PKT, PKS ve PKTS gruplarinda artan kaspaz-3 seviyeleri HCC tedavisi
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igin farkli terapotik hedefli ¢alismalardan elde edilen sonuglar ile uyum gostermis ve
Theranekron ve Sorafenib tedavilerinin HCC hiicrelerinde apoptozun artmasina ve

tedavideki etkinlige yorumlanmistir.

Salimi ve ark (2020), DEN ile baslatilan HCC rat modelinde Ellagik asit ve
Sorafenib tedavilerinin Kaspaz-3 artisina neden oldugu ve HCC hiicre canliliginda
azalma meydana geldigini ve her ikisinin kombine kullaniminda bu etkinin daha
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Piguet ve ark (2011), farelere HCC hiicre nakli
ile olusturduklart HCC modelinde Evorlismus ve Sorafenib tedavilerinin apoptoza
olan etkilerini incelemisler ve kaspaz-3 seviyelerinin her iki kullanimda da arttig1 ve
kombine kullanimda ise bu artisin daha fazla oldugunu ve sonugta apoptozun
artistyla sonuglandigini tespit etmislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda, PKS grubunda
PK grubuna gére daha yiiksek kaspaz-3 seviyeleri elde edilmis ve bu durum HCC
hiicrelerinde artan apoptozun ve tedavinin yapilan c¢alisma sonuglariyla uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Sorafenib’in antianjiyogenik o6zelligi ile immiinsupresyonu
azaltarak HCC’de apoptozu artirdig1 ve metastaz1 yavaslattigi yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir (Cao ve ark 2011, Prieto-Dominguez ve ark 2016, Kalathil ve ark
2019). El-Ashmawy ve ark (2017) ratlarda DEN ile olusturduklart HCC modelinde
Sorafenib’in antianjiyogenik etkilerinden farkli olarak antineoplastik etkilerini
aragtirmiglar ve Sorafenib’in antineoplastik etkisini reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu, Bax, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3'iin aktivasyonunu artirarak farkli bir yol
tizerinden de gergeklestirdigini tespit etmislerdir. Tez ¢alismasinda PKS grubunda
Kaspaz-3 yiiksekligi ve artan apoptoz Sorafenib’in hangi 6zelligine bagli olarak
gerceklestirdiginin tespiti i¢in ek caligmalara ihtiyag vardir. Sonu¢ olarak PKS
grubunda Kaspaz-3 seviyelerinde elde edilen sonuglar yapilan ¢alismalarla sonuglar

uyum gostermektedir.

Theranekron’un  bagisiklik  sistemini  modiille edici  oOzelligi  ve
antienflamatuvar 6zellikleri yapilan ¢alismalarda arastirilmis olup (Giiltiken ve Vural
2007, Tanyeli ve ark 2019, Dik ve ark 2022, Savran ve ark 2022), HCC’de
Theranekron’un antikanser 6zelliklerinin hangi mekanizma iizerinden gerceklestigi
ilk kez bu calismada arastirllmistir. Calismada PKT grubunda kaspaz-3, PK
grubundan daha yiiksek seviyelerde elde edilmistir. Ayrica Theranekron’un,

Sorafenib’e yakin bir sekilde kaspaz-3 seviyelerini artirmasi son derece basarili bir
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sonug olarak degerlendirilmistir. PKT grubunda Granzim B seviyelerindeki artigla
Kaspaz-3 seviyelerindeki korelasyon; Theranekronun CD8'T ve/veya NKs’leri
aktive etmesine bagl olarak apoptozu uyardiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.
Mevcut tez calismasinda Theranekron-Sorafenib kombine tedavisi sonucu tedavi
etkinliginde artis olup olmayacagini incelenmistir. Kaspaz-3 seviyeleri, tiim
gruplarda en yiiksek PKTS grubunda elde edilmis ve istatistiksel anlamda yiiksek
(P<0.001) fark bulunmustur. Bu sonug; Theranekron-Sorafenib kombinasyonunun
monoterapi gruplarina gore daha etkili ve farkli mekanizmalar1 uyararak kanser

hiicrelerinde apoptozu uyarabilecek avantaja sahip oldugunu gostermektedir.

Ekstrinsik ve sitotoksik graniil aracili apoptozda 6nemli bir role sahip kaspaz-
8 ile kaspaz-10 homolog ozellik gosterir ve DISC sinyallesmesi ile iligkili olarak
apoptozun uyarilmasinda gorev alir. Kaspaz-10 iizerine yapilan deneysel
arastirmalarda ve insan hiicre kiiltiirlerinin kullanildigr in vitro ¢aligmalarda
ekstrinsik apoptozda dnemli bir bilesen oldugu ve kaspaz-8 varliginda ya da kaspaz-8
aracili apoptozu artirdigi tespit edilmistir (Fernandes-Alnemri ve ark 1996).
Hepatoseliiler karsinomada kaspaz-10 iizerine yapilan c¢alisma sayist smirhidir.
Bunun nedenleri olarak ekstrinsik mekanizmada apoptozun genellikle kaspaz-8
tizerinden ilerlemesi ve kaspaz-8 ile kaspaz-10’un homolog olmasi gerekge
sunulmaktadir. Insan genomunda, kaspaz-8 ve kaspaz-10 geni kromozom 2'nin ayni
bolgesinde kiimelenmis, fonksiyon olarak da yliksek diizeyde benzerlige sahip ve
bunlarla etkilesen proteinlerin ayni alan yapisina sahip oldugu tespit edilmistir

(Fernandes-Alnemri ve ark 1996).

Kaspaz-10 nun, birgok tiirde korunmus olmasina karsin, ratlarda bu genin
fonksiyonel fazlalik agisindan evrimsel siiregte kayboldugu belirtilmektedir (Eckhart
ve ark 2008). Farede ve ratta kaspaz-10 ile yapilan ¢alismalarda (Giampietri ve ark
2003, Reed ve ark 2003, Green ve ark 2004, Stupack ve ark 2006), kaspaz-10’un
cesitli hiicre kiiltiirlerinde ve Western Blot analiziyle yapilan gosterimlerinde elde
edilen raporlar dikkate alinarak, kaspaz-10’un varliginin varsayildigi goriilmiistiir.
Bu konuyla ilgili birkag durum s6z konusudur. Bir agiklama, kaspaz-10'un
islenmesini ve aktivasyonunu incelemek igin antikorlar ve kaspaza 6zgii inhibitor
peptidler olarak adlandirilan yetersiz araclarin kullanilmasi olabilir. Gergekten de,

yukaridaki caligmalarin tiimiinde, ya belirtilmemis kaspaz-10 antikorlar1 ya da insan,
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fare ve rat kaynakli hiicresel ekstraktlarla reaksiyona girdigi ilgili sirketlerin veri
sayfalarinda onaylanan antikorlar kullanilmistir. Ticari olarak temin edilebilen
kaspaz-10 antikorlar1 i¢in yapilan bir arastirmada, 24 sirket tarafindan dagitilan 44
kaspaz-10 antikorundan 19'unun veri sayfalarinda fare veya sigan dokulariyla
reaksiyona girdiginin belirtildigi bulunmustur. Bunun nedeni olarak; fare ve sigan
dokulariyla ¢apraz reaksiyona giren antikorlarla ayni immiinojenik peptit ile
tiretildikleri igin olabilir. Ayrica, bir¢ok grup farede kaspaz-10'un varligina iliskin
sonuglar, kaspaz-10'a 6zgii oldugu iddia edilen AEVD peptidinin kullanimina
dayandirilmaktadir (Garcia-Calvo ve ark 1998, Janicke ve ark 2006). Mevcut tez
caligmasi ile ilgili olarak yapilan son degerlendirmelerde ise, ratlarda ve farelerde
yapilmis olan ¢alismalarin referans alinmasi ve ¢alismada ticari olarak temin edilen
rat spesifik kaspaz-10 test Kiti kullanilsa da sistematik bir sekilde firmalardan yapilan
incelemelerde bu kitlerin gogunlukla insan kaspaz-10 gen ve proteinlerinden elde
edilen trtinlerle yapildigr goriilmiistir. Bu durum karsisinda NCBI veritabaninda
BLAST ¢alismasi yapilmistir. Yapilan filogenetik analizler 1s1ginda kaspaz-8 ve
kaspaz-10 genlerinin kiimelenmesi ve bunlarla etkilesen proteinlerin ayni alan
yapisina sahip olmasi gergegiyle birlikte (Eckhart ve ark 2008, Sakamaki ve ark
2015) insan kaspaz-10 proteinine ratlarda en yakin oOzellige sahip proteinler
aranmigtir. Bu amagla ELISA Kkitlerinde referans insan kaspaz-10 geni niikleotit
NCBI referans sirasinin NM_001206524.2 oldugu, referans proteini “kaspaz-10
izoformu 6 preproprotein [Homo sapiens] ve NCBI Referans Sirasi:
NP_001193453.1” oldugu tespit edilmistir. BLAST raporunda ratlarda; kaspaz-10
izoformu 6 preproprotein [Homo sapiens]’e en yakin protein “rattus (taxid:10114)”
aramas1 yapilmig ve sonugta ratlarda % 94 oranla kaspaz-8 proteini oldugu tespit

edilmistir. Ayrica diisiik seviye yakinlikla kaspaz-1,2,3,6,7 ve 9 tespit edilmistir.

Mevcut tez ¢alismasinda kaspaz-10 (BT-LAB, E1456Ra) rat spesifik ELISA
kitiyle serum ve karaciger doku oOrneklerinde tespit edilmis, PKT, PKS ve PKTS
gruplarinda kaspaz-3 ve granzim B seviyeleri ile kaspaz-10 seviyelerinin artisi
korelasyon gosterip PK grubundan daha yiiksek elde edilmistir (P<0.001). BLAST
raporundaki gii¢lii kanitlarla birlikte, ratlarda kaspaz-10 geni silinmesine ragmen en
yakin proteinin kaspaz-8 oldugunun kabul edilebilecegi, ancak BLAST raporunda
ratlarda insan kaspaz-10 proteinine en yakin aramada kaspaz-1,2,3,6,7 ve 9 da tespit

edilmesi nedeniyle; tez ¢alismasinda serumda 6l¢timii yapilan kaspaz 10, belirtilen
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ve netlik kazanmamis olan genetik tespitler nedeni ile veri olarak sunulmamistir;
caligma Orneklerinde yapilacak kaspaz-8 geni analizlerini takiben bilimsel verilerin

degerlendirilmesinin uygun olacagina karar verilmistir.
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5.SONUC VE ONERILER
HCC fiizerine gelistirilen bir¢ok sistemik tedavi; hayatta kalma sinyallerinin

inhibe edilmesi, immiin sistemin modiilasyonu ve aktive edilmesi ile apoptozun
uyarilmasi temeline dayanmaktadir. HCC igin tedavisinde kullanilmak {izere denenen
birgok immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin ve Sorafenib ile kombine
immiinoterapi se¢eneklerinin yan etkilerinin ¢ok ciddi olmasi ya da tedavide
basarisizlikla sonu¢lanmasi nedeniyle, HCC tedavisinde immiinoterapi secenekleri
sinirlt diizeyde kalmaktadir. Sorafenib sonrasi kullanim amaciyla FDA tarafindan
hizlandirilmis bir sekilde onay alan Ipilumab ve Nivolumab kombine immiinoterapi
secenegi haricinde kullanilan immiinoterapi ajanlarmin diger kanser tiirlerinde
kullanimina gore sinirl sayida ve klinik deneme asamasinda olmas1 HCC tedavisinde
immiinoterapi arastirmalarinin 6nemini gostermektedir. Mevcut tez c¢aligmasinda
HCC hiicrelerinde apoptozun artirilmasit ve bagisikligin uyarilmasi icin bir tedavi
protokolii gelistirilmesi amaclanmistir. HCC’de birinci basamak kemoterapi ajani
Sorafenib’in ve immun sistemi aktive etmek i¢in Theranekron’un ayri ayri ve
kombine kullaniminda kanser hiicrelerinde apoptoza olan etkileri incelenmistir.
Mevcut HCC terapdtik durumunun 1s181inda, Theranekron’u molekiiler etki sekliyle
birlikte ilk kez bir anti-HCC ajam1 olarak denendi. Theranekron’nun HCC
tedavisindeki ©nemi, bu arastirmanin bulgularma goére NK ve/veya CD8'T
lenfositlerin aktivasyonuna bagli kaspaz aracili apoptozun uyarilmast seklinde
aciklanabilir. Kanser hiicrelerinde bagisiklik sistemi aracili apoptozda Granzim B
aracilt apoptoz Onemli bir sinyal yoludur. Theranekron’un elde edilen klinik,
biyokimyasal ve ELISA test sonuglarina gore; Granzim B/kaspaz-3 sinyal yolu
tizerinden kanser hiicrelerinde apoptozun uyarilmasini saglamistir. Perforin/Granzim
B aracili apoptozda apoptozun ana yolunun tespiti amaciyla ara yolda apoptozu
giiclendirici olan BID, Kaspaz-7 gibi proteinlerin dahil olup olmadiginin tam tespiti

i¢in ileri diizeyde ve kapsamli bir sekilde yapilacak calisamalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak, Theranekron’un gelecekteki ila¢ tasarimi ic¢in bir anti-HCC
ajant olabilecegi ve kemoterapi ilaglart ile kombine kullanilabilecegi sdylenebilir.
Daha da onemlisi, elde edilen sonuglar Sorafenib'i immiinoterapi benzeri etki
olusturan Theranekron ile birlestirmenin bilimsel gerekgesini saglamaktadir. HCC’de
boyle bir rejim, hem tiimor anjiyogenezini hedefleyebilmeli hem de Sorafenib'in

bagisiklik sistemi iizerindeki "hedef dis1" bir etkisi olan baskilayict hiicre
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fenotiplerini azaltabilmelidir. Ayrica sonuglar Theranekron’un bagisiklik sistemi
tizerindeki diizenleyici etkisi ile Sorafenib’in “hedef dis1” bagisiklik sistemi
stimiilasyonunun etkisini ortaya c¢ikarmistir. Farkli doz ve kombinasyonlarla
yuriitiilecek deneysel arastirmalar elde edilen sonuglara farkli katkilar saglayacaktir.
Sorafenib+Theranekron kombinasyonunun yararlar1 tahmin etmeye ve toksik etkilere
maruz kalmay1 azaltmaya yardimci olan biyobelirtecler, maliyet, yasam kalitesi ve
hasta sagkalimi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecektir. Sorafenib ve
Theranekron kombine tedavisi, HCC'li hastalarda antitimor bagisikligini yeniden
harekete gecirmek ve antitimor yanitlarmin biytikligini ve dayanikliligini
iyilestirmek icin potansiyel olarak sinerji olusturabilir ve uygun biyobelirtecler,
tedavi sirast se¢imlerine yardimer olabilir ve bu hastalik i¢in paradigma degistirici

olabilir.
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