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1. GIRIS

Sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun diger kisimlari
tarafindan kullanilmak tizere depolandigi bir organ olan Karaciger, viicudun deriden
sonra en biiylik organi ve bezidir. Karacigerin dolasim sistemindeki konumu,
metabolitlerin bir araya getirilmesi, doniistiiriilmesi, biriktirilmesi ve toksik
maddelerin etkisizlestirilmesi ve elenmesi igin ¢gok uygundur (Jungueira and Carneiro
2003).

Kendini belli bir noktaya kadar yenileyebilme ozelligi olmakla birlikte,
karacigerde gerek iyi gerekse kotii huylu birincil tiimdrlere rastlanmaktadir.
Karacigerin kendi hiicresinden kaynaklanan habis tlimoérlere primer (birincil)
karaciger kanseri denmektedir. Hepatoselliiler karsinom (HSK) adiyla anilan bu tiir
kanser, en oliimcul timorlerden birisidir.

Etyolojisi birden ¢ok faktdre bagli olan HSK’nin tedavisinde bir¢ok giicliik
mevcuttur. Erken doénemdeki HSK’nin tipik 0Ozelligi sessiz olmasi ve yavas
biiyiliyerek ilerleyinceye kadar ¢cok az belirti vermesidir (Gish 2006). HSK icin bazi
risk faktorleri mevcuttur: Siroz, HSK'l1 olgularin biiyiik ¢ogunlugunda (%75-95'inde)
risk faktoriidiir. Hepatit B enfeksiyonu siroza neden olarak diinyadaki en onemli
HSK sebebidir.

Hepatoselliiler karsinom karacigerin en sik (%75) rastlanan birincil tiimoridiir.
Diinyada kansere bagli Olimlerin yarisindan sorumlu olan HSK teshisi konan
hastalarda uygulanabilecek tedavi se¢enekleri oldukga kisitlidir. Radyoterapi ve/veya
kemoterapi tedavisi ile genellikle basarili sonuglar alinamamaktadir.

Cogunlukla kronik karaciger hasari zemininde gelisen ve HSK tanisi alan
hastalarda, sag kalim karaciger islevlerinin diizeyiyle ilgilidir. Yalnizca %15
oraninda cerrahi ¢ikarim ve transplantasyon yapilabilen hastalarin geriye kalam
kemoterapi ve/veya radyoterapi uygulamalariyla tedavi edilmeye c¢alisilmaktadir.
Kemoterapi uygulamalar1 karaciger islev bozuklugu nedeniyle, radyoterapi
uygulamalar1 ise komsu hayati organlar, karaciger dokusunun duyarliligi gibi
nedenlerle oldukc¢a sinirlidir.

HSK tadavisinde kemoterapi ve radyoterapi uygulamalarinin sinirli diizeyde

yapilmas1 sebebiyle insanlar alternatif yoOntemlere basvurmaktadir. Alternatif



yontemlerin arasinda da bitkisel tedavi yontemleri ilk sirada gelmektedir. Karaciger
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan sifali bitkiler arasinda hindiba otu (Taraxacum
officinale), enginar (Cynara scolymus), zencefil (Zingiber officinale), sarimsak
(Allium sativum), meyan koki (Glycyrrhiza glabra L), meryem ana dikeni
(devedikeni, Silypum marianum) bulunmaktadir (Orhan et al., 2009,
www.saglikdanis.com/hastalikgoster.asp?hid=745, Erisim tarihi 16 Mart 2010).

Silyjpum marianum (meryem ana dikeni, devedikeni), Asteraceae
familyasindan bazi dikenli bitkilerin ortak adidir. Devekengeli, meryemana dikeni,
sttlic kengel olarak da bilinir. Meyveleri yaklasik olarak 2000 yildir karaciger
hastaliklarinda kullanilmasina karsin, bitki ile ilgili ilk aragtirmalar 1958 yilinda

baslamistir (Friedman and Bansal 2006, McKillop et al., 2006).

Devedikeni bilesiminde karacigeri koruyucu etken maddeler; flavonolignandan
meydana gelen silimarin, taksifolin, kuersetrin, albiimin, misiliaj, sabit yag ve aci
maddeler seklindedir. Bitkinin tohumlar1 %4—6 oraninda silimarin igermesine
ragmen giliniimiizde Amerika’da {retilen yogunlastirilmis ekstreleri %70-80
oraninda silimarin igermektedir. Silimarin bilesiklerinin karaciger hiicrelerinde
ribozomal RNA molekiillerini uyararak protein sentezini arttirdigi sanilmaktadir
(French 2004). Ayrica yapilan ¢aligmalarda bitkiden elde edilen ekstraktin akciger
tiimorii bliylimesini baskiladigi, meme, kolon, mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre
dongiistinii durdurdugu ve apoptozisi tetikledigi gosterilmistir (Feitelson et al., 2002,
Libbrecht et al., 2004, Qin and Tang 2004, Friedman and Bansal 2006, Thorgeirsson
et al., 2006).

Apoptozis, kaspaz (caspase, cysteine-containing aspartate specific proteses) adi
verilen proteazlar tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlarin dogrudan veya dolayli
yollardan apoptozisin hem biyokimyasal hem de yapisal degisikliklerinden sorumlu
oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Avila et al., 2006). Memelilerde en az 12 kaspaz vardir.
Bunlar; baslatici (-8,-9,-10) ve sonlandirict (efektor) (-3,-4,-5) kaspazlar olmak iizere
ikiye ayrilir (Kim et al., 2002). Silimarin, doza bagh olarak T-24 ve TCC-SUP
(mesane kanseri hiicre hatlar1) hiicrelerinde DNA’da kiriklar meydana getirerek
kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden olur (Okouneva et al., 2003). Ancak, silimarinin

hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti tizerinde hem iki boyutlu hem de {i¢ boyutlu



(multiselliiler tiimor sferoid model) kiiltiir ortaminda apoptotik etkisi olduguna dair
az bilgi mevcuttur (Varghese et al., 2005).

Calismamizda Hep3B (hepatit B viriisii (HBV) pozitif ve p53 geni mutasyona
ugramis, HSK hiicre soyudur.) hiicre soyu iizerine Silybum marianum (devedikeni)
bitkisinin ekstrakti olan silimarinin apoptotik etkisini hem iki boyutlu hem de i
boyutlu (in vivo uyumlu ve in vivo mikrogevre dzelliklerini saglayan en iyi in vitro
model olarak kullanilan multiseliiler sferoidler) kiiltiir ortaminda incelemeyi

amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARACIGER KANSERIi

Karaciger viicudun en biiyiik organlarindan birisidir. Diyafragmanin altindaki
abdominal boslukta yerlesmistir ve agirligi, yaklasik 1,5 kg kadardir. Karaciger,
sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun diger kisimlar1 tarafindan
kullanilmak {izere depolandigi bir organdir. Bu yiizden sindirim sistemi ile kan
arasinda bir gegis bolgesi olusturur. Organa kanin % 70-80'i portal venden gelir. Geri
kalan az bir boliimii ise, hepatik arterle saglanir. Metabolitlerin bir araya getirilmesi,
dontistiiriilmest, biriktirilmesi ve toksik maddelerin zararsizlastirilmasi ve atilimi gibi

pek ¢ok islevlere sahiptir. (Junqueira and Carneiro 2003).

Insan karacigeri kendi kendini yenileme yetenegine sahip bir organdir. Bunun
yaninda karacigerde iyi huylu veya kotii huylu timorlere rastlanmaktadir.

Kanser, viicut hiicrelerinin anormal sekilde viicut i¢ine yayilmasi ve kontrolsiiz
olarak ¢ogalmasiyla tariflenen bir hastaliktir (Dhannikula and Panchagnula 1999)
(Sekill). Hiicreler bir taraftan programli hiicre 6limii ya da "apoptoz" denen olay ile
yok olurken, diger taraftan da biiylime faktorlerinin etkisiyle c¢ogalir. Biiyiime
faktorleri normalde DNA'daki cesitli genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu
genler mutasyona (degisime) ugrayarak hiicrelerin asir1 biiyiimesine sebep olurlarsa,
o zaman kanser olusur ve bu genlere de "onkogen" denir. Genlerdeki bozukluklar
dogustan olabilecegi gibi, sonradan meydana gelen mutasyon adi verilen

degisikliklerle de olusabilir (Bozkurt 2004, Denir 2005).

Karacigerin viicut igerisindeki dnemi ve hiicre yapist diisliniildiigiinde bu
organin en Oldiirlicti kanser tiirlerinin baginda kendi hiicresinden kaynaklanan tiirleri
gelir ve bu habis tiimorlere primer (birincil) karaciger kanseri denmektedir.
Karaciger kanseri, karacigerdeki hiicrelerde gdriilen anormal biiylimedir. Bu anormal
biiyiimeler genellikle tiimor olarak adlandirilir (Qin and Tang 2003).

Karacigerin primer (kendine has) malign (kotii huylu) tiimorleri, bir baska
deyisle kanserleri sunlardir: Hepatoselliiler karsinom (HSK), intrahepatik
kolanjioselliiler karsinom, hepatokolanjiokarsinom, hepatoblastom, anjiosarkom,

epiteloid hemanjioepitelioma ve diger sarkomlar (leiomyosarkom, rabdomyosarkom,



indiferansiye embriyonel sarkom). Karaciger kanserlerinin tiimiine yakinint HSK ve

intrahepatik kolanjioselliiler karsinom olusturur.

Intrahepatik  kolanjioselliiler karsinom; karaciger i¢i safra kanallarmin
kanseridir. Karaciger i¢i safra kanallarinin herhangi bir yerinde olusabilir.
Karacigerin hilusu veya periferik kisimlarinda gelisebilir. Karaciger birincil

tiimorlerinin % 8-25'ini olusturur (Qin and Tang 2003).

®
Mutasyon ile
ﬂermal anormal hiicre
ucre cogalmasi
Timoriin kan dolasim  Tiimoriin kan
sisteminden dolasim sistemi
beslenmesi ile diger organlara

hiicum etmesi
Sekil 1: Kanser olusumu (El, 2005)

2.2. HEPATOSELLULER KARSINOMA

Karaciger, viicuttaki gesitli kanserlerin en sik metastaz yaptiklar1 organlar
arasinda yer almaktadir. Karaciger kanserleri, karaciger hiicrelerinden ya da organin
icinde bulunan safra yollarindan kaynaklanmaktadir. Karaciger hiicrelerinden
(hepotositler) gelisen ve "hepatoselliiler karsinoma-HSK" veya "hepatoma" adi
verilen kanser, % 75’ini olusturur (Moradpour and Blum 2005).

HSK, kanserden 6liim nedenleri arasinda ii¢lincii sirada ve tiim diinyada en sik
ortaya ¢ikan kanserler arasinda sekizinci sirada yer alir. Sikligi cografik kosullara
gore degiskenlik gostermektedir; en fazla Asya ve Afrika’daki gelismekte olan
iilkelerde, daha az oranda ise gelismis iilkelerde goriilmektedir. HSK gelisimine
neden olan kronik karaciger hasar1 agisindan 6nemli risk faktorleri HBV, Hepatit C
Viriisii (HCV), aflatoksin 1ve alkol kullanimidir (Sekil 2) (Thorgeirson et al., 2006).



Biitiin bu risk faktorlerinin karacigerde baslica, enflamasyon ve ekstraselliiler matriks
(ECM) yapisinin degisimine sebep olduklar1 ve boylelikle hepatoselliiler karsinogenez
siirecine zemin hazirladiklan diistiniilmektedir. Yine bu risk faktorlerinin normal hiicre
cogalmasini arttirict yonde gorev alan onemli bazi genlerin mutasyonunu tetikledigi
gosterilmistir (Llovet et al., 2003, Farazi and DePinho 2006). Ornegin aflatoksine baglh
olan HSK olgularinda, tiimor baskilayict bir gen olarak gorev alan p53° {in 249.
kodonunda bulunan arjinin aminoasidinin serine doniismesine sebep olan bir mutasyon

tanimlanmigstir (Wong et al., 2000).
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Sekil 2: Hepatokarsinogenez siirecinin olusmasinda etkin olan gesitli risk
faktorleri (Farazi and DePinho 2006).

Gelismekte olan tilkelerdeki tiim HSK’larin % 85’inden, HBV enfeksiyonlari
sorumludur. Geligsmis iilkelerde ise HCV enfeksiyonlar1 ve alkol kullanimi HSK
gelisiminden daha fazla oranlarda sorumludur. Siroza ilerleme HSK gelisiminde
oldukca Onemli, fakat 6n kosul olmayan bir siire¢ olarak goriilmektedir. HBV
enfeksiyonlara bagli HSK’lilarin ¢ogunda siroz goériilmezken, HCV ve alkole bagh

HSK’larin neredeyse tamaminda siroz goriilmektedir (Marrero 2005).



HSK kesin tedavisi olmayan bir hastaliktir. Erken dénemdeki hepatoselliiler
karsinomun tipik 6zelligi sessiz olmast ve yavas biiyiliyerek ilerleyinceye kadar ¢ok
az belirti vermesidir (Gish 2006). Cogunlukla sirotik zeminde bolgesel ilerlemis
olarak veya birden fazla odak olusturmus sckilde ortaya ¢ikmaktadir (Guo et al.,
2006). Hastanin hayatta kalmasi karaciger islevleriyle yakindan iliskilidir. Kronik
karaciger hasar1 veya siroz varligi karaciger islevlerini esas etkileyen faktorlerdir.
Tiumor dokusuyla ilgili 6zellik ise tiimoriin biiyiikliiglidir. Tiimor dokusunun cerrahi
rezeksiyonu (¢ikarimi) hastalarin 2/3’tinde 5 yillik yasam sansini saglamaktadir.
Ancak hastalarin sadece %]15’inden azinda rezeksiyon veya transplantasyon
yapilabilmektedir, kalan hastalara degisik tedavi yaklasimlari uygulanmaktadir
(Hawkins and Dawson 2006).

Karaciger islevlerinin bozuk olmasi sistemik kemoterapi uygulamasini
siirlamaktadir. Karaciger dokusunun radyasyon hasarina hassas olmasi nedeniyle
tim  karacigere, timor  ilerlemesini  durduracak  dozda  radyasyon
uygulanamamaktadir. Radyoterapi uygulamasi sonrasi karaciger yetmezligi gelisimi
riski yaninda, viral hepatitin aktive olmasi veya mide ve bobrekler gibi komsu
dokularda hasar olusumu orani artmaktadir (Lambert and Wiele 2005, Szyszkoa et
al., 2007).

HSK risk faktorleriyle karsilasan hepatositlerde uzun siireli hasar meydana
gelmektedir. HBV, HCV viriisleri hepatositleri enfekte ederek yol agtiklari dogrudan
hasar yaninda viral enfeksiyona bagli immiin yanit olugsmasi nedeniyle karaciger
dokusunda enflamasyona da yol agmaktadirlar (Park et al., 1995). Alkol kullanimi
dolasimdaki endotoksinleri arttirmakta, enflamatuvar sitokinlerin salinmasina neden
olmaktadir (French 2004). Alkoliin hepatositlerde neden oldugu lipid peroksidasyonu
sonrasinda meydana gelen karaciger hasari fibrozis ve siroz gelisimine yol
acmaktadir (Seitz and Stickel 2006, Friedman and Bansal 2006). Aflatoksin
hepatositlerde mutajenik etkiler gostermekte, 6zellikle p53 tiimdr baskilayici geninde
neden oldugu mutasyonlar bu protein islevlerini bozmakta veya Ras onkogeninde
proteini aktive edici mutasyonlara neden olmaktadir (McKillop et al 2006).

HSK’nn neoplastik gelisimi histolojik ag¢idan birgok olayla iligkilidir. Risk
faktorlerine bagli hiicre oOliimlerine yanit olarak karacigerde gozlenen hepatosit

rejenerasyonunda olusan hiperplastik nodiiller sitolojik olarak normal bulgulardir ve



HSK olusumunda ilk basamakta yer almaktadir. Bu lezyonlar pre-malignant
displastik nodiillere doniisebilmekte ve sitolojik olarak iyi tespit edilebilen hiicre
degisiklikleri ile ¢ekirdek yigilimina sebep olmaktadir (Sekil 3) (Farazi and DePinho
2006).
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Sekil 3: HSK’ nin histopatolojik ilerleyisi ve molekiiler 6zellikleri (Farazi and
DePinho 2006).

Etyolojik faktorlerin neden oldugu enflamatuvar yanit ve oksidatif stres
karaciger stromasini ve mikrogevresini degistirmekte, siroz gelisimine Yol
acmaktadir. Hepatositlerde degisen mikrogevre icinde rejenerasyon amaciyla
cogalma hiz1 artmaktadir. Gerek etyolojik faktorler gerekse enflamasyonun yol agtigi
cogalma, zamanla genetik ve genomik diizenlenme degisikliklerine yol agacaktir
(Thorgeirsson et al., 2006). Zamanla sirotik karaciger dokusu i¢inde fibrotik
stromayla ¢evrilmis, ¢ogalan hepatositlerden olusan nodiiller olusmaya baglar. Bu
nodiiller hiperplastik nodiillere daha sonra da biiylime hizi1 kontrolii kaybi ve
genomik degiskenlik gelisimiyle displastik nodiillere sonugta karsinomaya
dontiseceklerdir (Libbrecht et al., 2005). Diisiik seviyede displastik (normal olmayan
ancak heniiz kanserlesmemis) nodiil i¢i hepatositler yiiksek ¢ogalma hizina sahiptir

ancak ¢ogu hepatosit hiicre 0Ozelligini korumaktadirlar ve islevlerini yerine



getirmektedirler. Zamanla hiicrelerin farklilasma seviyesi azalir ve hepatosit islevleri
kaybolmaya baglar (Feitelson et al., 2002).

Ileri seviye displazi asamasinda nodiillerin biiyiikliigii artmaya baslar (Feitelson
et al., 2002). Cogalma hiz1 yiiksek olan ancak hepatoselliiler 6zellikleri azalmis olan
hiicreler komsu karaciger dokusu i¢ine ilerleme egilimindedir. Hiicrelerin karaciger
dokusu igine ve damar yapilart araciligiyla uzak dokulara yayilma yetenegi
kazanmalariyla Dbirlikte disiik seviyede farklilasmis, karaciger islevlerini
gerceklestiremeyen HSK hiicreleri ortaya ¢ikar. Metastatik fenotipin kazanilmasinda
hepatositlerin hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybetme, matriks i¢inde hareket edebilme
ve matriksi pargalama, dolagima girme, uzak dokulara metastaz ve sonunda metastaz
tekrarlamalar1 gibi ileri evredeki malign davramislarin ortaya ¢ikmasi hastanin
prognozunu koétiilestirdigi gibi tedavi yanitsizligini da beraberinde getirmektedir (Qin
et al., 2004, Avila et al., 2006).

HSK damarsal bir tiimordiir (Guo et al., 2002, Sun and Tang 2004, Kanematsu
et al., 2005). Hepatokarsinogenez siirecinde kronik karaciger hasarin basladigi
asamadan itibaren damarlanmayi arttiran biiytime faktorlerinin ekspresyonu artmistir.
Interlokin-8 (IL-8) gibi sitokinler kronik enflamasyonda rol almalarmnin yaninda
anjiyogenezi de tetiklemektedirler. Karaciger dokusunda meydana gelen
enflamasyon, hiicrelerin hayatta kalmak i¢in koruyucu biiylime faktorleri
salgilamalarina neden olmaktadir (Tanaka and Arii 2006). Cevreye salinan vaskiiler
endotel biiytime faktorii (VEGF) ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi faktorler
endotel hiicrelerini yeni damar olusturmaya yonlendirir. Oksidatif hasar sonucu
olusan reaktif oksijen radikallerinin (ROR) de anjiyogeneze neden olan VEGF in
ekspresyonunda artiga neden oldugu bilinmektedir (Kuo at el, 2006). Kronik
enflamasyon goriilen karaciger dokularinda normalden daha fazla VEGF var oldugu
belirlenmistir (Medina et al., 2004). Ayrica HBV viriisiiyle enfekte hepatositlerde
eksprese olan HBx proteini de VEGF salinimini artirmaktadir (Sanz-Cameno et al.,
2006).

Siireg ilerledikce displastik nodiiller i¢cinde ilk mikrovaskiiler ag yapilar1 ortaya
cikar. Ileri seviye displastik nodiillerde, biiyiikliigiin artis1 nedeniyle nodiil i¢indeki
hiicreler yeterli oksijen ve besin destegi alamazlar (Ratcliffe et al., 1998, Zhou et al

2006). Hipoksiye maruz kalan bu hiicreler kendilerine oksijen destegini saglamak



icin damarlanmay1 artirict biiyiime faktorleri iiretmeye baslarlar. VEGF, FGF,
hepatosit biiylime faktorii (HGF) ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) gibi
anjiyogeneze yol agan bliylime faktorleri ekspresyonu hipoksi ile artar (Kim et al.,
2002). Bu artis anjiyogenez yaninda hiicre c¢ogalmasinin daha da artmasina,
hiicrelerin iginde bulunduklari enflamasyon stresine karsi direng gelistirmelerine ve
daha malign o6zellik kazanmalarina da neden olacaktir. Displastik hiicreler sadece
degisen mikro cevreleri nedeniyle degil aym1 zamanda artmis olan genomik
degisimlerin bir sonucu olarak biiylime faktorii yolaklarin1 normalden daha fazla
aktive etmektedirler. Metilasyona bagli degisimler, mikrosatellit degiskenligi ve
telomeraz enzim ekspresyonu degisimleri gibi Siklikla genlerin ekspresyon
diizeylerinde epigenetik degisimler gozlenir (Thorgeirson and Grisham 2002). Diisiik
seviyede olmakla birlikte genlerde ve kromozomlarda yapisal degisimler de
gbzlenmeye baslar.

HSK dokularinda mikrovaskiiler yogunluk artmistir. Damarlanmanin az oldugu
bolgelerde iskemi nedeniyle tiimor hiicreleri nekrozla oliirler. Nekrotik alanlarda da
komsu tiimdr dokularinda da hipoksi nedeniyle VEGF miktarmin yiiksek oldugu
saptanmigtir. HSK’da damarlanmanin varligi maligniteyle de yakindan iliskilidir.
Damar destegi iyi olan tiimor dokularinda hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 daha yiiksek,
yayilim ve metastaz yetenekleri daha fazladir. Timor dokusundaki VEGF miktarinin
hastaligin prognozuyla ve tedavi sonrasi tekrar etme olasiligiyla da iliskili oldugunu

One siiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Poon et al., 2007, Kuboki et al., 2008).

2.3. KANSER TEDAVIiSi VE KULLANILAN YONTEMLER

Kanser tedavisi son derece masrafli olup hasta ve yakinlari i¢in zor asamalari
iceren tedavi seklidir.

Kanser tedavisinde klinik olarak 3 tip yaklagim vardir:

1) Cerrahi yaklasim: Genellikle kanser tedavilerinde cerrahi miidahale
cikarilabilir tipte tiimore sahip hastalar i¢in basarili gecer. Fakat miidahaledeki
basarisizlik metastatik yayilimlara ya da tekrarlayan bdlgesel birincil tiimorlere
sebebiyet verir.

2) Kemoterapi: Sistemik bir tedavi seklidir, bagka bir deyisle kan dolasimi

araciligiyla viicudun tiim bolgelerine yayilir, viicuttaki tiim dokular1 etkiler. Bu
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bakimdan kemoterapi, ameliyat ve radyoterapi gibi yerel tedavi amaglayan
tedavilerden farklidir.

Kemoterapide amag, kullanilan ilaglarla tiimoriin biiylimesini engelleyecek
sitotoksik etki saglamaktir. Genellikle hiicre boliinmesini saglayan metabolik
olaylarin engellenmesi amagclanir; 6rnegin DNA ve RNA sentezi i¢in gerekli olan
pirin ve pirimidin bazlarmin islevlerinin bozulmasi gibi (Denir 2005,
www.talktalk.co.uk, Erisim tarihi 12 Aralik 2009). ideal olarak bu ilaglarin sadece
malign hiicreleri etkilemesi amaglanir. Ancak kullanimda olan ilaglar kanser
hiicrelerine 6zgilin etki gostermemekte ve boliinmekte olan tiim normal ve anormal
hiicreleri  etkilemektedir (Dhannikula and Panchagnula 1999, Denir 2005,
www.talktalk.co.uk, Erisim tarihi 12 Aralik 2009).

3) Radyoterapi: Timor hiicrelerinin kuvvetli radyasyon kullanilarak yok
edilmeye calisildigi tedavi seklidir. Radyoterapide radyasyon timoriin bulundugu
bolgeye dogru yonlendirilir. Bu yontemde saglikli dokular miimkiin oldugunca
korunmaya calisilir ancak radyasyon tiimore ulasirken, tiimoriin ¢evresindeki saglikli
dokulara da temas eder. Saglam hiicreler X 1sinlarina daha dayaniklidir, DNA
tamirini daha iyi yaparlar ve ¢ogalma mekanizmalarini daha iyi kontrol ederler
(Bozkurt 2004, Denir 2005, www.ch.ic.ac.uk, Erisim tarihi 12 Ocak 2010).

Giiniimiizde kullanilmakta olan gen tedavisi, immiinoterapi, antikor tedavisi ve
kanser asilar1 da kanser tedavisi i¢in umut verici tedavi yontemleridir (Bozkurt 2004,
Denir 2005).

2.4. BITKISEL TEDAVILER

Hastaliklarin tedavi edici degere sahip taze ve kurutulmus bitki kisimlar
(DROG) ya da bunlardan elde edilen ekstraksiyon tiriinleri kullanilarak {iretilen cay,
damla, draje, kapsiil, surup, tablet ile tedavi edilmesi “fitoterapi” olarak
isimlendirilmektedir.

Gerek insan, gerekse doga ve g¢evre sagligi fitoterapinin gerekli oldugunu
gostermektedir. Gliniimiizde diinya niifusunun ¢ogunlugu igin bitkiler, en seckin ilag
kaynaklarindandir (Cubukgu et al., 2002).

Son yillarda fitoterapinin daha fazla 6nem kazanmasinda, geleneksele karsi

olan egilimin yam sira tibbi bitkilerin yeni formlarda sunulmasinin da rolii vardir.
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Diinya Saghk Orgiiti (WHO) diinya niifusunun %60’ sentetik ilaglar1 hig
kullanmadigin1 dortte iigiiniin kendi geleneksel kiltiirlerindeki esas olarak bitkisel
kaynakli olan ilaglara giivendigini ve bunlar1 kullanmaya devam ettiklerini
saptamistir (Cubukgu ve ark., 2002). Bu tedavilerin birgogu bitki ekstraktlarinin ya
da onlarin aktif bilesenlerinin kullanimina dayanir (Craig 1999).

Tibbi bitkilerin etken maddeleri insan saglig1 yoniinden énem tasidigindan bu
maddelerin sentetik olarak elde edilmesine eskiden beri ¢alisilmaktadir. Arastirmalar
sonucu bunlarin bazilarmin sentetik olarak elde edilmesi zamanla tibbi bitkilerin
kullanim alanlarin1 geriletmistir. Ancak bu bitkilerdeki etken maddelerin yeni
kullanim yerlerinin bulunmasi bu bitkilerin degerini arttirmistir. Bugiin, yasama
standartlarina gore kullanilma ve {iretim amaglari1 degismektedir (Anon 1998).

Tibbi bitkilerinin tipta kullanilma amaglar1 kani1 temizleyici, sinirleri teskin
edici, hazmi kolaylastirici, idrar ve ter soktiiriicii, istah agici, kani dindirici, gaz
giderici ve balgam soktiiriicii, ates ve parazit disiiriicli, nefes agici, mikrop 6ldiiriicii,
felg, romatizma, sara, sitma, astim, dizanteri, seker, deri hastaliklar1 vb.
rahatsizliklarin tedavisidir (ilisulu 1992).

Kanser tedavisinde her ne kadar umut verici gelismeler olsa da, bunlara
hastaligin farkli tiplerde olmasinin ve basar1 yiizdelerinin diisiik olmas1 eklendiginde
insanlar bu zorlu yolda belki de sanslarini bir par¢a daha arttirdiklarin1 diisiindiikleri
degisik yoOntemlere basvurmaya baglarlar. Bunlarin basinda da bitkisel tedavi

metotlar1 gelmektedir (Bozkurt 2004, Denir 2005).

2.4.1.Silypum marianum L. Gaertn (Devedikeni) Bitkisi

Silybum marianum (=Carduus marianus) Meryemana dikeni bitkisi Asteraceae
(=Compositae) familyasina ait bir bitkidir (Sekil 4). Ulkemizde dogal olarak
yetisenleri ve kiiltiirii yapilanlart tek yilliktir.

Bitki 1-1,5 m yiiksekliginde govdesi koseli seyrek tiiylii otsu bir bitkidir.
Cigekleri; bas seklinde olup bir arada toplu goriiniimiindedir. Meyveleri 3-5 cm
kadar uzunlukta koyu renkli, ¢igekleri mor ve beyaz renkli u¢ kisimlarinda 15 mm
kadar uzunlukta bir tily demeti bulunur. Yapraklar yesil- beyaz karigimli renktedir.

Tohumu; koyu renkli oval ortalama 6 mm uzunlugundadir.
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Sekil 4: Silybum marianum (=Carduus marianus) Bitikisi
a: http://www.floralimages.co.uk/images/silybum_marianum_b66.jpg
b: http://www.robsplants.com/images/portrait/SilybumMarianum040623.jpg

Tohumlar1 hemen hemen 2000 yildir karaciger hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan bir bitki olup modern aragtirmalar ve c¢alismalar sonucunda karaciger
hastaliklar1 {izerine olumlu etkisinin ispatlanmis olmasi geleneksel bilgilerin de
dogru olabileceginin ¢ok ilging bir 6rnegidir (Acartiirk 1996, Singh et al., 2004). Bu
bitki Almanya’ da Meryemana’ y1 andiran bir dinsel sembol olarak goriildiigii igin
ona bu isim verilmistir. Kizilderililer ise bu bitkiye Deve Dikeni, Kutsal Diken,
Okunmus Diken olarak adlandirmiglardir. Meryemana dikeni bitkisi ile ilgili
arastirmalar yaklasik 30 yil once 1958° de baslamustir. 10 yillik bir arastirma
sonunda ise Miinih {iniversitesinden H.Wagner baskanligindaki bir arastirma grubu
silimarin olarak bilinen bir bilesigi tohumlarindan ayirmayr basarmislardir.
Meryemana Dikeni tohumlar1 % 1-6 oraninda silimarin igermektedir. Giiniimiizde
Amerika ve Avrupa’ da iiretilen yogunlastirilmis meryemana dikeni ekstreleri %70—
80 oraninda silimarin igermektedir. Silimarin (Sekil 5) meryemana dikeni bitkisinin
tohumlarinda bulunan farmakolojik olarak aktif, silibin (silibinin), izosilibin,
silikristin, silidianin, taksifolin ve dehidrosilibinin gibi flavonolignanlardan meydana
gelmektedir (Sekil 6) (Sanchez-Sampedro ve ark., 2008). Saflastirilmis ekstrakti,

silimarin flavonolignanlarin yaklasik %70-80’ ini i¢eren S. marianum tohumlarindan
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elde edilmistir ve yaklasik %20-30 oraninda kimyasal olarak belirlenmemis,
cogunlukla polimerik ve okside olmus polifenolik bilesiklerden olusmaktadir.
Silimarin bilesiginin asil eleman silibindir (Simanek et al., 2000).

Meryemana Dikeninin drog adi ve diger dillerdeki isimlendirilmesi su
sekildedir;

Latince: Silybum marianum, Carduus marianus

Diinyadaki isimleri: Marian thistle, Milk Thistle,

Tiirk¢e isimleri: Deve dikeni, Akkiz, Kenger otu, Akdiken, Miibarek diken,
Meryemana dikeni, Yabani enginar, Deve kengeli, Siitlii kengel, Kibbun,

Sevkiilmeryem

CH,0H

OCH,

OH

0

Sekil 5: Silimarinin kimyasal formiili.
(www.medicinescomplete.com/mc/herbals/2008/images/HrbMilkThistleC001)
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Flavanslignans

HO

OH ©
silybin (silybinin)

OH O
silychristin

OH O

Flavonogids

OH O OH O
silydianin taxifolin (2,3-dihydroquercetin)

Sekil 6: Silimarin bilesenlerinin Kimyasal formiilleri
(www.medicinescomplete.com/mc/herbals/2008/images/HrbMilkThistleC001)

Tiirkiye’de Bat1 ve Giiney Anadolu’ da Izmir, Aydin, Denizli, Mersin, Adana

ve Antakya yorelerinde ve Marmara bolgesinin sahil kesiminde; yol ve tarla kenarlar

ile bos alanlarda yetismekte olan bir ¢it bitkisidir. Ulkemizde Kkiiltiiriine yeni

baglanmistir. Bitkinin tim kisimlari zararli olmadigi igin yiyecek olarak kullanilabilir

(Merigli 1984).
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2.4.2. Kimyasal Ozellikleri:

Bu bitkinin bilesiminde karacigeri koruyucu etken maddeler ve kendine has
diger maddeler bulunmaktadir. Bunlar; flavonolignandan meydana gelen silimarin,
taksifolin, kuarsetrin, albumin, miisilaj, sabit yag ve aci maddelerdir. Meryemana
dikeni ekstreleri %70-80 silimarin icermesinden dolay1 antioksidan etki gostererek
karacigerin serbest radikallerinin zararlarindan korur. Aymi zamanda karaciger
hormonlarinin, ilaglarin ve kimyasallarin zararsiz hale getirilmesinden sorumludur.
Tohumlar1; %25-30 sabit yag, nisasta, tanen, silimarin (silibin, silidianin ve
silisiristin) icermektedir. Silimarin bilesiklerinin karaciger hiicrelerinde ribozomal
RNA molekiillerini uyararak protein sentezini arttirdigi sanilmaktadir (French 2004).
Ayni preparatlar mantar zehirlenmelerinde amonitin ve folloidin alkoloidlerinin
karacigerde zehir etkisini Onleyici olarak da kullanilmaktadir. Meryemana dikeni
bitkisinde bu maddeler yaninda, tiramin, flavonid, histamin, regine, amin, albiimin,

agmatin maddeleri de bulunmaktadir (Tanker 2003).

2.4.3. Silimarinin Genel Ozellikleri

S. marianum L. tohumlarindan elde edilen ekstreleri bol miktarda silimarin
icermektedir (Ding et al., 2001). Silimarinin biyolojik aktivitesinden sorumlu oldugu
diistiniilen temel bileseni silibindir ancak yapisinda bulunan diger flavanolignanlarin
da bu biyolojik aktivitede rolii olabilecegi diistiniilmektedir. (Morazzoni et al., 1995).

Deve dikent siitiiniin ¢ok eski zamanlardan beri tanimlanan ve kullanilan tipik
uygulamalari, c¢ogunlukla sindirim sistemi problemlerinde ve karaciger
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Flora et al., 1998). Son zamanlarda,
silimarin/silibin ve onlarin preparasyonlar1 alkol tiiketimi ile iligkili karaciger
hastaliklar1, kronik hepatit ve siroz tedavisi ile ¢evresel toksin etkilerinin tedavisinde
destekleyici olarak uygulanmaktadir (Blumenthal, et al., 1998, Simanek et al., 2001,
Fraschini, et al., 2002).

Silimarin 30 yili askin bir siiredir klinik olarak alkole bagli karaciger
hastaliklarinin tedavisinde ve anti-hepatotoksik ajan olarak kullanilmaktadir (Saller
et al., 2001). Fakat silimarinin asil aktivitesi; icerdigi flavanolignanlar ve diger

polifenolik bilesikler ile antioksidan 6zellik gostermesi ve buna bagl olarak serbest
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radikal tutucu islevinin bulunmasidir (De Groot and Rauen 1998). Bu 6zelliginden
dolay1 silimarin ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Silimarinin hiicre glutatyon
peroksidaz (GSH) seviyesinde artisa neden oldugu (Valenzuella et al., 1989),
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini arttirdigi (Zhao et al., 2000) ve lipit
peroksidasyonunu baskiladigin1 (Bosisio et al., 1992) ortaya koyan calismalar
bulunmaktadir.

Karaciger zehirlenmelerinde (alkol, ilag, mantar gibi), akut ve kronik hepatitte,
sirozda ve sarilikta, safra taslarim1 gidermede kullanilir. Karaciger rejenarasyonunu
hizlandirir  (Tanker ve ark.,, 2007). Yapilan pek ¢ok klinik c¢alismada
flavonolignanlarin karaciger hiicrelerini yenileme yetenegini tesvik ettigi ortaya
konulmustur (Sonnenbichler et al., 1999).

S. marianum tohumlarinin kaynagma bagli olarak ¢esitli silimarin
bilesenlerinin orani belirlenmistir (Kren et al., 2005). Silimarinin oldukga giivenli
oldugu disiiniiliir ve zit etkileri {lizerine sadece birka¢ calisma vardir. Jacobs ve
arkadaglar1 (2002) yaptiklar1 meta analiz ¢alismasinda yalnizca 3 ciddi zit etkiyi
gostermislerdir. Bunlardan biri, deve dikeni siitii igeren bitkisel formiiliin bir
kombinasyonun, bir hastada gastroenterit belirtilerine neden olmasidir. Diger ikisi
ise, S. marianum caymin sindirimden sonra anaflaktik reaksiyonun tanimlanmig
olmasidir (Jacobs et al., 2002). Genel olarak Silibinin (ca 0.5 gr/l H20) diisiik
¢Oziiniirliiglinden dolay1 in vivo sartlarda onun toksik konsantrasyonlarina ulagsmak
hemen hemen imkansizdir. Silibin ve iligkili flavanolignanlarin fizyolojik olarak asir1
konsantrasyonlarda in vitro olarak sitokrom P450 (CYP) izoenzimlerinin Kkatalitik
aktivitelerini baskiladigi belirlenmistir. Ayrica silibinin CYP1A2 ve CYP3A4’iin
ekspresyonunu engellemedigi de gosterilmistir (Kosina et al., 2005). Bu sonuglar,
ilag ilag etkilesimlerinde silimarinin yan etkilerinin olmadigini géstermistir. Bununla
birlikte, silimarinin etki mekanizmalarimin ve yan etkilerinin detayli olarak
aciklanmasi igin iyi planlanmis klinik denemelere gereksinim vardir (Kren and
Walterova 2005).

Son yillarda, silimarin baska yararl etkilerinden dolay1 da dikkat ¢ekmistir. Bu
etkileri, karacigeri koruma ve antioksidan etkileri ile dogrudan iliskili degildir.
Bunlar, cogunlukla diisiik kolesterol, kalbi koruyucu, noéroaktif ve ndroprotektif

aktiviteler kadar kimyasallara kars1 koruma ve antikanser etkileri de igine almaktadir.
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Ayrica silibin uygulama alanlar1 karaciger ve sindirim sisteminin yani sira diger
organ sistemlerini de kapsamaktadir. Silibin, adenokarsinomayi i¢eren gesitli prostat
hastaliklarinin ~ tedavisinde, bobrek hastaliklarinda, akciger hastaliklarinin
tedavisinde, sekerin dengelenmesinde ve pankreas hastaliklarinin tedavisinde de
umut verici olarak goriilmektedir. Bu, silibinin pek ¢ok yeni etkisinin kesfedilmesi
ile baglantilidir.

S.marianum toz ekstresi karacigerin islevini ve karaciger hiicre ¢ogalmasini
arttirir, gliclii antioksidan etkisi vardir. Sedef hastaligi, hepatit, siroz, sarilik,
karacigeri ¢esitli zehirlerden arindirma gibi kullanim alanlar1  vardir. Cilt
sorunlarinda ise; ¢alismalar silimarinin cilt hiicrelerinin ireme hizint normal diizeyde
tuttugunu gostermektedir. Bu aktivitesi ve anti-inflamatuar olmasi sayesinde sedef

hastaliginda kullanimi basarili olmustur. (Anon 2008).

2.4.4. Kemoprotektif ve antikanser ajan olarak silimarin

Kemoprotektif (kemoterapinin yan etkilerinden koruyucu) ve kanser koruyucu
ajan olarak silimarin uygulamasinda en Onemli neden silibin ve silimarinin
antioksidan 6zellikte olmasidir. Bu yiizden hiicre koruyucu etkisi vardir (Kren and
Walterova 2005).

Silibin/silimarin, koruyucu etkisi sayesinde bir¢ok kimyasalin karsinojenik
etkisini baskilar (Dorai et al., 2004). Silibin, belirgin bir sekilde N-butil-N-(4-
hidroksibutil) nitrozaminin yol agtig1 mesane hasarlarin1 6nemli 6lgiide azaltmistir
(Vinh et al., 2002) . Ayrica; silibin, siganlarda azoksimetan ile olusturulan kalin
bagirsak karsinogenezini onemli dlglide azaltmistir (Kohno et al., 2002). Silimarin
bezoil peroksit veya 12-O-tetradekanoilformol-13-asetat ile olusturulmus deri
kanserini de baskilamistir (Lahiri-Chatterjee et al., 1999, Zhao et al., 2000 ). Yine,
silibinin karsinogenez ya da kanser hiicrelerinin ¢ogalma asamasinda gorev alan
reseptOrler lizerinde etkisi vardir. Silibinin, hiicre uyar1 ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde rol oynadigi gozlemlenmistir (Ahmad et al., 1998, Singh et al.,
2002, Dorai et al., 2004). Insan prostat karsinomasinda, silimarin mitoz bdliinme
sinyal yollarin1 baskilar ~ ve hiicre dongiisii diizenleyicilerinin etki yollarini
degistirerek ( Zi et al., 1999) androjenden bagimsiz prostat karsinoma hiicrelerinin

biiyiimesini durdurur ve onlarin 6liimiine yol acar (Bhatia et al., 2001).
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Silibinin bir diger timdr baskilama mekanizmasi ise; insiilin-benzeri biiyiime
faktorli baglayict protein- 3’iin olusmasinda belirlenmistir. Hem silimarin hem de
silibin prostat kanseri LNCaP hiicre dizisinde anti-androjenik aktiviteye neden
olmustur (Zhu et al., 2001, Thelen et al., 2004). Silibin/silimarin’in anti-androjenik
aktivitesi, insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde tanimlanmis olup, VEGF
azalmasi silimarin/silibin dozuna baghdir. Bu sonuglar daha sonra insan ovaryum
kanserinde de dogrulanmistir ( Kren, et al., 2005). Ayrica yapilan galismalarda
bitkiden elde edilen ekstraktin akciger tiimori biiylimesini baskiladigi, meme, kolon,
mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinii  durdurdugu ve apoptozisi
tetikledigi gosterilmistir.( Zi et al., 1998, Zi and Feyes 1998, Agarwal et al., 2003,
Singh et al., 2004, Tyagi et al., 2004). Silibin, doza bagli olarak T-24 ve TCC-SUP
(mesane kanseri hiicre hatlar1) hiicrelerinde DNA’da kiriklar meydana getirerek

kaspaz -3’lin aktivasyonuna neden olur. Ayrica bu hiicrelerde, kaspazlarin katalitik

aktivasyonu ile baglantili olarak DNA tamir enzimi olan PARP (NAD+ bagimli poli
ADP-riboz polimeraz enzimi) ’in ayrigmasina neden olmaktadir (Okouneva et al.,
2003). Ancak, silibinin hepatokarsinoma hiicre hatti {izerinde 6zellikle ii¢ boyutlu
kiiltiir ortaminda apopitotik etkisi olduguna dair heniiz ¢ok az bilgi mevcuttur

(Varghese et al., 2005).

2.4.5. Kanser tedavisinde silimarin

Silibinin ve tiirevlerinin bilinen en 6nemli Ozelliklerinden biri, antikanser
aktivitesidir. Burada; silibin, kemoterapétikler tarafindan olusturulan oksidatif strese
kars1 dokulart korumada bir antioksidan olarak etki etmesinin yan sira karacigeri de
korur (Ladas et al., 2003).

Laboratuar calismalarinda silibin ve silimarinin kimyasal tedavi sirasinda yan
etkilerinin olmadig1 gézlemlenmistir. Yapilan bir ¢alismada; polimyelositik 16semili
34 yasindaki bir kadinda silimarin kullanilmigtir. 18 ay boyunca metotraksat ve 6-
merkaptopiirin ile yapilan kemoterapik tedavi sirasinda karacigerde doza bagl olarak
hasarlar olusmustur. Daha sonra hastaya 4 ay siiresince bu ilaglara ek olarak 800 mg
silimarin uygulandiginda hastanin karacigerinde aminotransferaz seviyelerinin

normale dondiigii gorilmiistiir ( Kren et al., 2005).
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Cisplatin ile olusturulmus bobrek hasarina karsi silibinin koruyucu oldugu
sicanlarda gosterilmistir. Cisplatinden Once silibin inflizyonu, bdobrek tiibiiler
toksisitesinde ve glomeriillerde belirgin bir azalma ortaya ¢ikartmistir. Silibin ile
ortak verilen 4-hidroperoksifosfamid ve cisplatinin anti timor aktivitesini
baskiladigi, li¢ insan testis kanser hiicre dizisi ile in vitro sartlarda gosterilmistir
(Bokemeyer et al., 1996).

Bobrek tiibiiler epitel hiicre (LLC-PK1) kiiltiiriindeki cisplatin toksisitesi
quersetin ile yapilan 6n tedavi ile kismen azaltilmistir. Fakat test edilen diger
flavonoidler (katesin, silibin, rutin) ile etkili olmamistir (Kuhlmann et al., 1998).
Silibinin, hem 6strojen bagimli hem de bagimsiz insan gogiis kanser hiicrelerinde
(MCF-7 ve MDAMB468) doksorubisin, cisplatin ve karboplatinin terapotik
potansiyelini arttirdigi belirlenmistir. Bu dort ajanin her biri tek basina test
edildiginde, doza ve zamana bagl olarak her iki hiicre dizisinde de biiyliimenin
baskilandigi goriilmiistir. Bu dort ajanin, biiylimeyi geciktirici etkilerine bagl
olarak, silibin (25-100 uM) ile doksorubisinin (10—75 nM), cisplatin (0,2-2 pg/ml)
veya karboplatinin (220 pg/ml) birgok kombinasyonu ile hiicre biiylimesinin
baskilanmasi1 ve apoptik Oliimdeki sinerjistik etkileri degerlendirilmistir. Hiicre
biiylimesinin baskilanmasinda en gii¢lii sinerjistik etkiler, her iki hiicre dizisinde de

100 uM silibin ve 25nM doksorubisin dozunda olmustur (Tyagi et al., 2003).

2.5. APOPTOZIS

Cok hiicreli organizmalarda hiicre sayisinin kontrolii, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
oliimi arasindaki dengenin devamu ile saglanir. Apoptoz programli ve fizyolojik bir
O0lim sekli olmasi nedeniyle bu dengenin siirdiiriilmesinde Onemli rol oynar.
Fizyolojik hiicre 6limii uzun yillardir bilinen bir kavram olmasina ragmen apoptoz
terimi ilk kez 1972’de Kerr ve arkadaslarinin 6len hiicrede gelisen karakteristik
yapisal degisiklikleri belirlemeleri ve bu siireci apoptoz olarak tanimlamalar ile
kullanilmaya baglanmistir (Kerr et al., 1972).

Hiicre cogaliminin kontrolii hakkinda olduk¢a ayrintili bilgiye sahip olmamiza
ragmen hiicre 6limii ile ilgili bilgilerimiz azdir. Gliniimiizde hiicre ¢cogalimi kadar
karisik bir siire¢ olan hiicre o6liimii ilizerinde Onemle durulmakta, apoptozu

diizenleyen mekanizmalar hizla agikliga kavusmakta, bu olayr uyaran veya
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baskilayan birgok sinyal tanimlanmaktadir (Krammer et al., 1994, Ekert and Vaux
1997, Scaffidi et al., 1999).

Apoptozis, normal yetiskin dokularin erken gelisim ve biiylime doneminde
onemli rol oynayan morfolojik olarak farkli bir ¢esit hiicre 6limiidiir (Gerschenson
and Rotello 1992). Cogunlukla programlanmis hiicre 6liimi, hiicre intihari ile ayni
anlama gelir (Allen et al., 1993).

Hiicre 6liimii nekroz ve apoptoz olmak tizere baslica iki sekilde meydana gelir.
Nekroz ve apoptoz arasinda biyolojik ve morfolojik belirgin degisiklikler vardir
(Cohen 1993, Wyllie 1997) (Sekil 7). Nekroz kimyasal ve fiziksel hasari takiben
ortaya c¢ikan patolojik bir O6lim seklidir. Basta mitokondriyon olmak iizere
sitoplazmik organeller hasarlanir, hiicre membran segici gegirgenligini kaybeder ve
siserek pargalanir. Hiicre igerigi ¢evre dokuya yayilarak, inflamatuvar bir cevaba
neden olur. Apopitotik hiicrede, nekrozun aksine en ¢arpici degisiklik ¢ekirdekte
meydana gelir. Hiicre kiigiiliir, ylizeyinde sitoplazmik ¢ikintilar meydana gelir.
Sitoplazmada yogunlagsma, hiicre yogunlugunda artma ve ¢ekirdek zarina yakin
bolgelerden baglayarak kromatinde yogunlagma goriiliir. Daha sonra tiim g¢ekirdek
yogunlasir ve DNA’nin fragmantasyonu meydana gelir. Hiicre her biri membranla
kapli birgok apopitotik partikiile ayrilir. Komsu hiicreler ya da fagositler tarafindan
bu apopitotik partikiiller fagosite edilerek dokudan hizla uzaklastirildigi igin
inflamatuvar reaksiyon goriilmez. Bu nedenle apoptoz sakin bir 6lim seklini ifade
eder. Inflamasyonun olmamasi 6nemli bir &zelliktir ve komsu hiicrelere zarar

verilmeden hiicre 6limii gergeklesir (Wyllie 1998).
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inflamasyon Makrofajlar veya komsu
hicreler tarafindan fagositoz

Sekil 7: Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin karsilastirilmasi. (Hetts 1998)

Apoptoz dokularin yenilenmesi ve gelisiminde rol oynayan fizyolojik bir
stiregtir. Embriyonal gelisme esnasinda ¢ok sayida hiicre apoptoz ile yok olmaktadir.
Gelisme faktorleri, hormonlar ve sitokinlerin sinyalleri olmadiginda hiicreler
apoptoza giderler. Ancak apoptoz ¢ok c¢esitli i¢ ve dis uyari ile tetiklenebilmektedir
(Lambert and, Wiele 2005). Toksinler, iyonize radyasyon, reaktif oksijen radikalleri,
cesitli kimyasallar, yaglanma veya iskemi sonucu gelisen subletal hasarlar hiicredeki
apoptotik siireci aktive edebilir. Cekirdekte, hiicre zarinda, mitokondriyonda veya
hiicre i¢i herhangi bir bolgeden gelebilecek bir uyar1 apoptozu baslatabilir. DNA’da
olusan bir hasar 6zellikle 6nemli bir uyarimdir. Duyarli hiicrede p53’iin aktivasyonu
veya diger baska mekanizmalar apoptozu baglatabilir. Bu hasarlanmalar disinda
apoptozu tetikleyen bazi fizyolojik sitokinler vardir. Ornegin apoptoz iliskili bir
reseptor olan Fas’in (Apol, CD95 isimleri de verilmektedir) kendi ligandi ile
etkilesimi sonucu apoptoz gelisir (Szyszkoa et al., 2007). Apoptozu baslatabilen tiim
bu uyarilar, sonu¢ olarak kaspazlarin (Sistein proteazlar) aktivasyonuna neden

olmakta, bunlarin aktivasyonu ile kromatin yogunlasmasi, DNA par¢alanmasi gibi
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apoptoza ait belirgin yapisal ve biyokimyasal degisiklikler gelismektedir. Kaspazlar
apoptozun efektor kolunu olusturmaktadir ve apoptoza giden biitiin hiicrelerde ayni
sekilde gelismektedir (Park et al., 1995).

Bir tiimor siipresér gen olarak calisan p53 mutasyona ugradigr veya
bulunmadigr zaman hiicre yasami uzar. p53 protein iiriinii, DNA’ya dogrudan
baglanarak hasari tanidiktan sonra, ya G1’de hiicre dongiisiiniin durmasini tesvik
ederek tamir i¢in gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza yonlendirir.
Ayrica p53’in Bax / Bax, Bax / Bcl-2, Bcl-2 / Bcl-2 gruplarinin oranlarini
diizenledigi diisiniilmektedir (Israels and Israels 1999).

Apoptozun genetik mekanizmas1 ilk kez Caenorhabditis elegans isimli
nematodun gelisim agamalarinda belirlenmistir (Wang et al., 2001).

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir (Israels and Israels
E.D., 1999, Chao and Korsmeyer 1998). Bcl-2 / Bax gen ailesinin {irlinleri,
mitokondriyon ve c¢ekirdek zarlarmmin yani sira endoplazmik retikulum zarinin
tizerinde de yer alirlar ve homodimer ya da heterodimerler seklinde bilesik
olusturarak calisirlar (Israels and Israels E.D., 1999, Hetts 1998). Ornegin; Bcl-2 nin
Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2 nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini
sirdiirmesini saglarken, Bax'in daha fazla olmast durumunda hiicre Oliime
gitmektedir (Behnia et al., 2000). Son yillardaki, hiicrenin yasami ya da 6limii
konusundaki aragtirmalar dikkatleri mitokondriyon tizerinde toplamistir (Biiyiikgebiz
ve Caferler 2001).

Apoptoz mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir. Bunlar: Oliim reseptorleri,
adaptdr proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (Hetts 1998, Biiyiikgebiz ve
Caferler 2001). Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara
baglanip onlar1 aktive ederler. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri timor nekrozis
faktor reseptorii—1 (TNFR1) ve Fas (CD95) karacigerde bol miktarda bulunur. Fas'in
etkisiyle kaspaz dizisi (kaskadi) aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz (caspase-
activated DNase; CAD) araciligi ile DNA yikimina neden olur (Biiyiikgebiz ve
Caferler 2001).

Simdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmustir (Strasser et al.,
2000, Wang et al., 2001) (Tablo 1); inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz

olarak tanimlanan ICE, prokaspaz—1 olarak isimlendirilmistir. Kaspazlar bir seri
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olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive ederler. Kaspazlar; sitokin {iretimine
katkida bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin "baslaticilar1" (kaspaz 2, 8—10)
ve "uygulayicilar1" (kaspaz 3, 6, 7) olarak smiflandirilirlar (Budihardjo and Oliver
1999, Biiyiikgebiz ve Caferler 2001). Oliim sinyali veren baslatict kaspazlar,
adaptore baglanirlar ve oliime yonlendirirler ama infazi gergeklestirmezler bunu
yapacak olanlar1 aktiflestiritler. Infazi gerceklestiren uygulayic1 (efektor)
kaspazlardir. Uygulayic1 kaspazlar, baslatici kaspazlarin akisini aktive ederler

(Biiyiikgebiz ve Caferler 2001).

Tablo 1: Sitozolde bulunan kaspaz tipleri (Biiyiikgebiz ve Caferler 2001)

Apoptozu Apoptozu Yiiriitenler Sitokin Aktivasyonu Yapanlar
Baslatanlar
C-2 C-3 C-1(ICE, Interleukin-1 beta
converting enzim )
C-8 C-6 C-4
C-9 C-7 C-14
C-10 C-5
C-11
C-12

2.6. HUCRE KULTURU

Teorik olarak c¢ekirdegi olan her hiicre g¢ogalabilme kabiliyetinde ise de
viicudumuzdaki hiicreler ¢ogalma 0&zelliklerinden dolayr li¢ ana gruba ayrilir.
Birincisi; kok hiicreler, kemik iligi ve mide-bagirsak sistemin epitel hiicreleri gibi
daima c¢ogalan hiicreler, ikincisi; karaciger, periferal lenfosit ve makrofajlar gibi
uyarildig1 zaman ¢ogalan hiicreler, son grup ise; sinir sistemi ve géziin bazi hiicreleri
gibi yasam boyu bir kez ¢ogalan hiicrelerdir. Bunlardan bagka normal olmayan bir
grup daha vardir ki; dogal olarak apoptozise ugramayan anarsist hiicreler oldugu

kabul edilen ve siirekli ¢ogalan tiimor hiicreleridir (Walker 1997).
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Hiicre kiiltiirli, canli bir dokudan veya organdan gesitli yontemlerle (mekanik
ya da enzimatik) ayristirllmig in vitro ortamda yasatilan ve iretilen hiicre

toplulugudur (Helgason and Miller 2005).

Organizmadan dogrudan dogruya alinan organ, doku veya hiicrelerden
tiretilen kiiltlirlere primer kiiltlirler ad1 verilir. Primer kiiltiirler, bulunduklar1 yerde
cogalip baska bir yere boliinerek aktarildiktan (hiicre pasaji) sonra hiicre soyu (cell

line) adin1 alirlar (Bilir ve ark., 2004).

Hiicre suslar1 veya hiicre soylar1 diploid veya heteraploid olabilirler.
Hiicrelerin heteraploid oluslari onlarin habis hiicreler olduklarini veya in vitro
cogalmalarinin sinirsiz olduklar1 anlamina gelmez. Hiicre kiiltlirlinde sinirsiz ¢ogalan
hiicre soyu veya suslari, devamli hiicre soylar1 (established cell line) seklinde
tanimlanarak, yasam stireleri sinirli diploid veya heteraploid hiicre soylarindan
ayrilirlar. Ug giin ara ile en az 70 defa pasaj1 yapilan hiicre soylar1 “devamli hiicre

soyu” olarak kabul edilmektedirler (Bilir ve ark., 2004).

Transforme hiicreler adi verilen bir diger hiicre tipi daha vardir ki bunlar
smirsiz saylida pasajlama yapilmasina ragmen hayatta kalip cogalmaya devam
ederler. Bunlar kanser hiicreleri olup kanserli dokudan ¢ikarimla elde edilmis
olabilir. Viral onkogenler, kanserojen kimyasallar veya radyoaktif 1sinlar kullanilarak
bilingli sekilde veya normal pasajlamalar sirasinda hiicre dongiisiinde meydana gelen
aksakliklarla kendiliginden kanser hiicrelerine doniismiis olabilirler. Kanser hiicreleri
stirekli kullanim avantajia sahip olsa da in vivo sartlardaki hiicrelerden davranis
yoniinden oldukga farklilik gosterirler (Helgason and Miller 2005).

Glinlimiizde, hiicre kiiltiirleri esas olarak iki yolla tretilmektedir: Tek tabaka
(monolayer) hiicre kiiltiirleri ve siispansiyon halinde hiicre kiiltiirleri. Tek tabaka
hiicre kiiltiirleri, cam veya plastik zemin {izerine tutunarak yasayan, islevlerini
siirdiiren ve tireyen hiicrelerdir. Siispansiyon halindeki hiicre kiiltiirlerinde, hiicreler
hayatsal islev ve iiremelerini slispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir

(Bilir ve ark., 2004).
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2.6.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlari

Bugiin i¢in molekiiler tan1 ve tedavi amagli basta olmak lizere ¢ok sayida

(6zellikle arastirma amacli) doku ve hiicre kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir. Doku

ve hiicre kiiltiirlerinin sagladig avantajlar soyledir:

Y

vV V.V V V VYV ¥V V V ¥V V V V V V VY

Asi, antikor, enzim ve hormon iiretimi

[laglarin hiicre béliinmesini durdurucu ve toksik etkilerinin arastiriimasi
Cesitli ilaglarin hiicre dongiisiine etkisi

Hiicre ici metabolik olaylarin arastirilmast

Hiicre i¢i enerji metabolizmas ile ilgili arastirmalar

DNA ve RNA replikasyonu arastirmasi

Protein sentezi

Hiicre yiizey reseptorlerinin ve sinyal mekanizmalarinin ¢aligilmasi
Enfeksiyonlarin hiicreye etkileri

Hiicrenin beslenme 6zellikleri, yaslanma ve farklilagsma

Programli hiicre 6liim mekanizmalar1

Tiimdr hiicrelerinin ilag duyarliliklar

Radyoterapinin hiicresel diizeydeki etkileri

Gen aktarimi ile yapilan arastirmalar

Embriyonik arastirmalar ve ireme tekniklerinin gelistirilmesi

Kok hiicre arastirmalari

Sitolojik, sitogenetik analizler ve genetik uygulamalar gibi ¢esitli amaglarla

kullanilmaktadir (Bilir ve ark., 2004).

Bugiin i¢in artik tek tabakali ve siispansiyon hiicre kiiltiirlerinin klinik

faydalarii en iist diizeye cikarmak {iizere orijinal doku mikro ¢evre &zelliklerini

yansitan ii¢ boyutlu kiiltiir metotlar1 gelistirilmistir. Bu metotlarin iginde yumusak

agarda koloni olusturma yontemi ve multiseliller timor sferoid yontemleri gibi

metotlar gelmektedir. Bu metotlarin en 6nemli avantajlar1 arasinda orijinal doku

ozelliklerini yansitmalar1 sayilabilir (Bilir ve ark., 2004).

Yumusak agarda koloni olusturma yontemi: Bu model hiicrelerin medyum

icerisinde flask ylizeyine ekilmesi yerine uygun agar/medyum karigimi igerisine

ekilerek {i¢ boyutlu {ireme esasina dayanir. Hiicreler in vivo doku kivamindaki agar
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medyum karisimina ekildigi i¢in doku mikrogevresi baskisi altinda iireyip ¢ogalarak

koloni adini alan diizgiin hiicre gruplari olusturlar (Ugar and Ovali 2003).

Multiseliiler tiimor sferoid yontemi: Timor hiicreleri ile yapilan in vitro
deneylerde bir¢ok laboratuvarda tek tabakali hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. In
vitro hiicre modeliyle kanserin temel olusum mekanizmalar1 ve tedavisi iizerine

oldukgca degerli bilgiler edinilmistir (Oktem ve ark., 2006).

Calismalarda kullanilan tek tabakali kiiltiirde iiretilen hiicrelerin kemoterapiye
kars1 olusturduklart yanit ile klinik gdzlemler arasinda bir¢ok farklilik bulundugu
gozlenmektedir. Ornegin tek tabakali kiiltirde ¢ok etkili bulunan ve belirgin
antitiimoral etkinligi saptanan bir ilacin ya da ila¢ kombinasyonlarinin klinikte bu
derece etkili olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle tek tabakali hiicre kiiltiiriiniin {i¢
boyutlu in vivo solid tiimorlerin 6zelliklerini tam olarak yansitmada yetersiz kaldigi
kabul edilmektedir. Bu nedenle, solid tiimdrlerin {i¢ boyutlu diizenini dikkate alarak
daha uygun in vitro sistemler olusturmasi amaciyla multiselliiler tiimor sferoidleri

(MTS) gelistirilmistir (Ahishal1 ve Bilir 2002, Oktem ve ark., 2006).

Tiimor sferoidleri, solid tiimorlerin {i¢ boyutlu biiylime ve organizasyonunu
oldukca gerceke¢i bir bicimde yansitmakta ve bunun sonucunda tiimérlerde soz
konusu hiicreler arasi iliskileri ve mikrogevresel kosullart ¢ok daha net olarak ortaya

koyabilmektedir (Oktem ve ark., 2006).

Ug boyutlu kiiltiirlerin diger bir iistiinliigii de her bir ayrintinin kolayca
gozlendigi yapisal sekle sahip olmalaridir. Bu yapisal sekiller, yaygmn
makromolekiilleri gbzlemlemede ve gevresel sartlart incelemede bize bir sans verir
(Oktem ve ark., 2006).

In vitro sferoid kiiltiirleri cesitli metotlarla elde edilebilir. Bunlardan en sik
kullanilan1 siv1 iist tabaka yontemidir. Bu yontemde hiicre kiiltiir kaplarinin tabani
agarla kaplanarak timor hiicrelerinin plastik zemine yapigmalar1 Onlenmekte ve
hiicreler agarli zemin {izerinde biiylimelerini siirdiirmektedir. Daha sonra 1-3 giin
i¢inde kiiciik hiicre kiimelenmeleri olusmakta ve ardindan iginde tiimor hiicrelerinin
sik1 bir sekilde organize oldugu diizglin sferoid yapilart sekillenmektedir. Sferoid
iretme teknikleri arasinda sivi iist tabaka yonteminden baska “spinner flask” ve

“dairesel rotasyon (gyratory rotation)” gibi teknikler de bulunmaktadir. Ancak bu
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yontemler ek donanim gereksinimi gostermekte ve g¢alisma maliyetleri oldukca
yiiksek olmaktadir. Sivi iist tabaka yOntemi ise laboratuvarlarda kolaylikla
uygulanabilecek ucuz, kolay ve hizli bir yontem olarak dikkati ¢cekmektedir (Ahishali
ve Bilir 2002).

2.7. HUCRE DONGUSU

Iki yavru hiicre ortaya cikarmak iizere birbirini izleyen iki mitoz bdliinme
arasindaki aralik hiicre dongiisii (siklusu) olarak tanimlanir. Bu siire¢ iki asamaya

ayrilir:
1. interfaz
2. M Faz1 (mitoz) (Kierszenbaum 2002).
Interfaz da 3 evreye ayrilir:
1. G1 (sentez dncesi)
2. S (DNA sentezi)
3. G2 (DNA eslenmesi sonrast)

G1 evresi, RNA ve protein sentezinin oldugu evredir. Sentezlenen bu
proteinlerden bazilarinin gorevi; hiicre dongiisiinii kontrol etmek, hiicre hacmini
mitozdan sonra yariya indirerek normal biiyiikliigiine ulagtirmaktir. S evresi, DNA
sentezi ve sentrozom eslenmesinin baglamasiyla ozellik kazanir. (Aytekin ve

Solakoglu 2006).

G1 evresindeki hiicreler ya DNA c¢ogalmast i¢in S fazina girerler ya da
girmezler. S fazina girmeyen hiicre GO (G sifir) faz1 denen dinlenme dénemine girer.
Hiicreler bu evrede dongiiye girmeden Once giinlerce, aylarca, hatta yillarca kalabilir

(Kierszenbaum 2002).

Siirekli boliinmeyen hiicrelerde, hiicre dongiisti faaliyetleri gecici veya kalici
olarak durur. Kas ve sinir hiicresini 6rnek olarak gosterebilecegimiz bu hiicreler GO

evresinde kabul edilirler.
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Hiicre kiiltiiriinde, kiiltiir ortami serumdan yoksun birakilirsa, hiicreler
cogalmayt durdurup GO evresine girerler. Serumun besi ortamina kattigi temel
bilesen “bliyiime faktori” denilen 6zellesmis bir proteindir. Hiicre S fazina girmeden
once G1 kontrol noktasinda durdurulur. Eger DNA hasar1 meydana gelmisse hasar
tamir edilir. Memeli hiicrelerinde G1 kontrol noktasinda durdurma, “p53” denilen
protein araciligiyla gergeklesir. p53 proteinini kodlayan gen insan kanserlerinde
mutasyona ugramistir. Bunun sonucunda hiicrenin hasarli DNA’y1 tamir etme
yetenegi azalir. Hasarli DNA’nin kalitimla yavru hiicrelere ge¢mesi, degisimlerin
hizla ¢ogalmasia ve genomun kararsizligina; bu da, kanser gelismesine neden olur

(Aytekin ve Solakoglu 2006).

Hiicre ¢ogalmasinda 6nemli rolii olan hiicre dongiisiiniin en 6nemli olay1t DNA
kopyalanmasidir (replikasyon). Interfazin bu en belirgin olay1 S fazinda gergeklesir.
Burada ¢ekirdekteki DNA iki katina c¢ikar (Kierszenbaum 2002, Aytekin ve
Solakoglu 2006). G2 fazinda, mitozda kullanilacak enerji biriktirilir, mitotik
mikrotiibiillere katilacak tiibiilinler ve kromozomal histon olmayan proteinler

sentezlenir.

G2 fazinda da kontrol noktasi vardir. Hiicre, bu noktada hatali sentezlenmis
olan tim DNA’lar diizeltilene kadar bekler. G2 fazinda “MPF” (olgunlasma baslatan
faktor) adli bir protein bilesigi birikmeye baslar. Bu bilesik, mitozun baslamasina,
kromozomlarin yogunlasmasina, ¢ekirdek kilifinin yirtilmasina ve mitozla ilgili tiim

diger olaylarin gergceklesmesine neden olur (Aytekin ve Solakoglu 2006).

2.7.1. Hiicre Dongiisii Degerlendirme Yontemleri

Bilindigi iizere timor dokusu, hiicre dongiisiiniin degisik fazlarinda bulunan
hiicrelerden olugsmus heterojen bir populasyon olarak kabul edilir. Boyle bir hiicre
populasyonunda DNA sentezinin yapilmadigr G1 fazinda bulunan hiicreler, DNA
sentezinin yapildig1 sentez (S) fazinda bulunan hiicreler ile DNA’nin iki kat olarak
bulundugu G2 faz1 ve béliinmenin gergeklestigi mitoz (M) fazina ait hiicreler bulunur

(Karatay ve ark., 1995, Bilir ve Giilgiin 1995, Daidone et al., 2001).
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Bir hiicre populasyonundaki ayni cins hiicrelerin hiicre dongiisii siireleri tam
olarak ayni degildir. Hiicre dongisiiyle ilgili kantitatif verilerin elde edilmesi

amaciyla, iki 6l¢lim yapilir.

Bu ol¢timlerden birincisi, populasyonda mitoz boliinme yapan hiicre sayisinin
tiim hiicre sayisina oranmin hesaplanmasidir. Bu degere “Mitotik Indeks” (Mi) adi
verilir. Eger populasyondaki tiim hiicrelerin boliindiigili, hepsinin ayn1 hiicre dongiisii
siiresine sahip oldugu ve biitiin hiicrelerin hiicre dongiisiinlin ¢esitli fazlarina
homojen olarak dagildig: diisiiniiliirse, mitotik indeks degerinden asagidaki esitlik

cikabilir:
Mitotik Indeks (Mi)=Tm/Tc

Tm, mitoz fazinin siiresini, Tc ise hiicre siklusunun toplam siiresini

belirtmektedir.

Ikinci basit 6lciim ise, isaretlenmis yani S fazindaki hiicrelerin sayilarak
bunlarin tiim hiicrelere oraninin saptanmasidir. Bu degere de “Labeling Indeks” (LI)

ya da “Isaretlenme Indeksi” denir.
Labeling Indeks (LI)=Tb/Tc
Tb, S faz1 siiresini, Tc ise toplam hiicre siklusu siiresini gostermektedir.

Uygulamada bu iki yontemle kii¢iik miktarda ve tek bir 6rnekte mitotik indeks
ve isaretlenme indeksi saptanarak hiicre dongiisline kantitatif yaklasimda bulunmak
miimkiindiir. Bu olay 6zellikle insan dokular1 ile yapilan ¢aligmalarda ¢ok dnemlidir

(Ozalpan 2001).

Howard ve Pelc tarafindan 1953 yilinda gelistirilen ve otoradyografi temeline
dayanan Timidin Isaretleme Indeksi (TLI= Thymidine Labelling Index) adi verilen
bu yontemde, interfazdaki hiicrelerin fizyolojik agidan farkli davrandiklarinin ortaya
konmasi, hiicre biyolojisinde yeni bir ¢igirin agilmasina neden olmustur (Studzinski
1994, Giineri 2002). Giiniimiizde tiimorlerin ¢ogunda prognostik parametre olarak
kullanilan bu yontem, 6zellikle meme kanserli hastalar basta olmak {izere kantitatif
olarak tiimor biiyime hizin1 gosteren kinetik bir parametredir (Miislimanoglu ve
ark., 1995, Bilir ve ark., 2004). Bu yontem sayesinde timdriin bilylime orani, lokal

saldirganligi ve kismen de uzak metastaz yapma olasilig1 gosterilebilmektedir (Bilir
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ve ark., 1987, 1988, 1991, 1999, 2004, Anil ve ark., 1987, Onel ve ark., 1990, Unal
ve ark., 2000 ). Timidin isaretleme indeksinin (TLI) hesaplanabilmesi i¢in hiicrelere
birim zaman icerisinde radyoaktif timidin (*H-TdR) uygulanir. Bu uygulama
sirasinda DNA sentezi yapmakta olan hiicreler yeni DNA molekiilii yapisina timidini
alirlar (Bilir ve Giilgiin 1995, Bilir ve ark., 1987, 1988, 1991, 1999, 2002, 2004,Ani1l
ve ark., 1987, Onel ve ark., 1990, Unal ve ark., 2000). Bu yontemde timidinde, bir
hidrojen atomu radyoaktif izotopu olan trityumla degistirilir ve bu 6zelligine bagh
olarak B partikiilleri yayar (Gtineri 2002). Bu durum otoradyografi sonrasinda
timidini alan hiicre ¢ekirdeklerinde siyah noktaciklar halinde izlenir (Bilir ve Giilgiin
1995, Kierszenbaum 2002). isaretli hiicrelerin toplam hiicrelere oran1 % olarak ifade
edilir. TLI olarak adlandirilan bu veri hiicre populasyonunun ¢ogalma oranini
gostermesi bakimindan, tiimoriin saldirganliginin, terapdtik etkinin ve prognozun
anlasilmasinda 6nemlidir (Bilir ve Giilgiin 1995, Bilir ve Giilgtin 1995, Bilir ve ark.,
1987, 1988, 1991, 1999, 2002, Anil ve ark., 1987, Onel ve ark., 1990, Toshikazu et
al., 1993, Unal ve ark., 2000).

Ancak giiniimiizde radyoaktif bir metot oldugu gerekgesiyle uygulamadaki
zorluklarindan dolayi, bu metodun yerini yine bir timidin analogu olan halojenli
pirimidin grubundan 5-bromo-2'-deoksiuridin (BrdU) kullanim1 almistir. Bu yontem,
sadece S fazindaki hiicrelerin BrdU isaretlenmesi ve bu isaretli hiicre grubunun hiicre
dongiistindeki ilerlemesinin izlenmesine dayanir (Schutte et al., 1987, Waldman et
al., 1991, Toshikazu et al., 1993, Ozalpan 2001).

BrdU, timidin molekiiliindeki metil grubunun yerine ayni1 boyutlardaki bir brom
atomunun ge¢mesi ile olusan timidin analogudur. DNA sentezini diizenleyen
enzimler timidin ve timidin analoglarini ayirt edemedikleri i¢in, bunlar aynen timidin

gibi yeni sentezlenen DNA’nin yapisina girebilirler.

Radyoaktif olmayan timidin analogu olan Bromodeoksiiiridin S fazindaki
hiicrelerin DNA’sina baglanarak bunun sonucunda Anti-BrdU antikorlarinin
kullanim1 ile ortaya ¢ikarilmasi saglanir. Bu metot hiicre kinetigi arastirmalarinda

timidine gore daha elverisli bir metotdur (Toshikazu et al., 1993, Koehm 1997).

Hiicrelerin BrdU ile muamelesi sonunda monoklonal antikorlar kullanilarak

immiinohistokimyasal teknikler uygulanir ve DNA sentezi yapan hiicrelerin orani
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(BrdU Labaling Indeks BrdU-LI) klinik veriler ve tiimor histolojisiyle
karsilastirilarak mikroskobik olarak degerlendirilir (Toshikazu et al., 1993).

Bu durumda timidin yerine Bromodeoksiiiridin (BrdU) ile isaretlenen S fazi
hiicrelerini goriiniir hale getirebilmek i¢in otoradyografi yerine immiinohistokimya

teknikleri kullamlir (Ozalpan 2001).

2.7.2. immiinhistokimya

Isaretlenmis  antikorlar  kullanilarak  hiicre ve dokulardaki  6zgiin
makromolekiillerin varligin1 ve yerlesimini saptamada kullanilan bir yontemdir.
Antijen-antikor reaksiyonu temeline dayanir. Organizmaya girdiginde reaktif immiin
yanit olusturabilen maddelere immiinojen; bu immiinojenlerden kendilerine karsi

Ozgiin antikor olusturabilenlere ise antijen denir.
Immiinohistokimyada kullanilan antikorlar ikiye ayrilir:
1) Poliklonal antikor
2) Monoklonal antikor
Antikorlarin isaretlenmesinde 4 yontem kullanilir;
— Floresan bilesikle isaretleme
Dondurulmus doku kesitleri, yaymalar ve hiicre kiiltiirlerinde tercih edilir.
Sekonder antikor uygulamasi ve sonraki islemler karanlikta yapilir.

Immiinfloresan mikroskopla degerlendirilir. Digerlerinden iistiin tarafi sadece

isaretlenen molekiiller goriiliir, diger kisimlar karanlikta kalir.
— Enzimle isaretleme

Reaksiyon sonuncunu gozlemek icin iseret maddesi olarak bir enzim kullanilir.
Enzimin reklendirilmis iriinleri, mikroskopta antijen-antikor kompleksinin
immiinreaksiyon sonucu olarak gozlenir. Bu yontemde en cok kullanilan

enzimler (Demir 2001);

» Peroksidaz
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+ Alkalen fosfataz
* Glukoz oksidaz
— Elektron yogun bilesikle isaretleme

Bu yontemde isaret maddesi olarak antikora koloidal altin partikiilleri baglanir.
Isik mikroskopide immiin isaret, giimiis tuzlar1 ile yapilan bir rediiksiyon islemi

ile altin partikiillerinin giimiis metali ile kaplanmasi ile alinir (Demir 2001).
- Biyotinle isaretleme

Avidin yumurta akindan izole edilen bir glikoproteindir. Karacigerde bulunan
vitaminlerden biyotine yiiksek bir affinite gosterir. Immiin isaretin ortaya
cikarilmasi i¢in avidin-biyotin-enzim kompleksi kullanilir. Enzim olarak en ¢ok

kullanilan ise Streptavidin peroksidazdir (Demir 2001).

Immiinohistokimya yontemi gerek 151k gerekse elektron mikroskobide; tek
asamali (dogrudan) veya iki asamali (dolayli) yontem olmak iizere iki sekilde

uygulanabilir (Buchwalow and Bocker 2010).

e Dogrudan yontem

— Gosterilmek istenen antijene 6zgii antikor yontemlerden herhangi biri
ile isaretlenir. Isaretli antikorun dokudaki antijenle reaksiyona girmesi

saglanir.

— Tek basamakli oldugundan hizli yapilir. Ancak primer antikor

isaretlendigi igin antikorun reaksiyon giiciinde azalma olabilmektedir.
—  Ozgiil olmayan reaksiyonlar azdr.

— Hassasiyeti diisiiktiir. Bu nedenle nadiren kullanilir. Yerini iki agamali

yonteme birakmustir (Demir 2001, Buchwalow and Bocker 2010).

* Dolavl yOntem

— Primer antikorlarin yani sira sekonder antikorlar da kullanilir.
— Primer antikor degil sekonder antikor isaretlenir.

— Birinci asamada isaretsiz primer antikor antijene baglanir.
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Ikinci asamada isaretli sekonder antikor primer antikorun tutucu bolgesi

ile reaksiyona girer, bdylece antijen iki agamada isaretlenmis olur.
Onemli olan, antikorlar farkli hayvanlarda gelistirilmis olmalidr.

Daha hassas ve giivenilir bir yontemdir. Primer antikor ile birden fazla
sekonder antikor bulunabilir ve daha gii¢lii bir isarctlenme elde
edilebilir (Demir 2001, Buchwalow and Bocker 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin deneysel kismi Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuart ve Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dal1 Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.1. GEREC

3.1.1. KULLANILAN MADDELER

3.1.1.1. Kimyasal Maddeler

NaOH (Merck 106495), NaCl (Merck 106406), Na,HPO, (Merck 106586),
NaH,PO4 (Merck 106346), Absoli etanol (Merck 100983), HCI (Merck 113386),
Metanol (Merck 106008), H,O, (Merck 108600), Ksilol (Riedel-de Haen), Trypan
blue (Sigma T6146), KCI (Merck 104934), KH,PO, (Merck 105108), KCI (Merck
104934), Formaldehit (Riedel-de Haen), NaHCO3; (Merck 3011729), Agar (Merck
101614), Parafin (VMS Chemical), CaCl, (Merck 2380), PBS (Phosphate Buffered
Saline, Sigma), DMSO (Dimethyl Sulfoxide, Applichem).

3.1.1.2. Bitki Ekstrakti

Silibinin (Sigma S0417)

3.1.1.3. Enzimler
Tripsin (Biological Industries, 03-045-1B)

3.1.1.4. Tlaclar

Penicilin Streptomycin (Biological Industries, 03-031-1B)
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3.1.1.5. Kitler

BrdU (Sigma B5002)
BrdU Staining Kit Streptavidin-Biotin System (Zymed 96-3-3943)
Detection System Anti-Polyvalent AEC/HRP (Zymed)
Aueous-Mount (Zymed)

Caspas 3 Primer ve Sekonder Antikor komplex Kit (Santa Cruz)
Rabbit active Caspase 3 antibody (Santa Cruz)

Rabbit ABC Staining System (Santa Cruz)

3.1.1.6. Diger Maddeler
Fetal Sigir Serumu (Biological Industries, 04-007-1A)
DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Biological Industries, 01-040-1A)

L-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1B)

3.1.2. KULLANILAN GERECLER

1. Inkiibator (Heal Force)

2. Laminar akim kabini ~ (ISO TS EN 12469)

3. Su banyosu (Leica)
5. Otoklav (Hiireayama HV'Y-50)
6. Invert mikroskop (Olympus CKX41)

7. Manyetik karistirict ~ (Niive)

8. Mikrotom (Leica)
9. Santrifijj (Niive NF 200)
10. Pipet aid (LEVO PLUS)

11. Derin dondurucu (U 410 Premium)

12. Buzdolab1 (Simens)
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3.1.3. KULLANILAN COZELTILER

3.1.3.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler
AGAR

3 gr agar 100 ml bidistile su igerisine konarak karistirildi. Otoklavda 121°
C’de, 3 atm basingta steril edildi.

3.1.3.2. Iimmiinohistokimyada Kullanilan Cézeltiler

H20,

1,5 ml H,0,; 98,5 ml metanole ilave edildi.
Soliisyon taze hazirlandi.

HCI

12,08 ml HCI; 87,92 ml distile suya kondu.
Soliisyon taze hazirlandi.

%5 CaCl,

5 gr CaCl;, 100 ml distile suda ¢oziildii.
NaOH

1 gr NaOH 100 ml distile suda ¢oziildii.

3.2. KULLANILAN YONTEMLER
3.2.1. Hiicre Kiiltirii

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dalinda arastirma laboratuvar1 ve hiicre kiiltiirii laboratuvar imkanlar1 kullanilarak

gerceklestirildi.
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Arastirmada Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan
saglanan Hep3B (CRL no: HB-8064) hepatoselliiler karsinoma hiicre soyu kullanildi.

Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicreleri i¢in besi ortami, inaktive edilmis
%10 FCS, 100 IU/ml penisilin/streptomisin iceren DMEM (Biological Industries)
medyumu kullanildi.

Hiicreler bu besi ortamini i¢eren 25 cm? ve 75 cm®lik flasklarda, i¢ ortami %35
CO,, %95 hava karisimi ve nem igeren ve 37°C olan inkiibator (Heal Force) i¢inde

tutularak ve haftada 3 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.

Hiicre pasajlari laminar akim kabini (ISO TS EN 12469), hiicre kiiltiirleri
incelemeleri invert mikroskop (Olympus CKX41), stoklarin -80°C’de depolanmasi

i¢in derin dondurucu (U 410 Premium) kullanildu.

3.2.2. Hiicre Soyunun Ac¢ilmasi

Uzun siire s1v1 azot buharinda saklanmis olan hiicreler ¢oziinmesi saglanana
dek 37 °C’lik su banyosunda tutulur. Coziinen hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiine
alinarak tizerine 1-2 ml %10 serumlu medyum ilave edilir ve 1500 rpm’de 3 dk
santrifiij edilir. Siipernatant atildiktan sonra DMSO (Dimetil Siilfoksit)’nun
etkisinden kurtarmak amaciyla tekrar 1-2 ml %10 serumlu medyumla 2 defa 1500
rpm’de 1-2 dk daha santrifiij edilir. Pellete az miktar %10 serumlu medyum

eklenerek yavasca pipetajlanir ve medyum konulmus flasklara ekim yapilir.

3.2.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicreler, 25 cm?’lik flasklarda 5 ml, 75 cm?’lik flasklarda ise 10 ml %10 FBS
ve 100 IU/ml penisilin-streptomisin igeren DMEM medyumu igerisinde %80-90

yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle iiretildi.
3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklar igerisinde %80-90 yogunluga gelen hiicrelerden medyum uzaklastirilir.
Hiicrelerin tizerine %0,05°1ik tripsinden kiigiik flasklara 1-2 ml, biiytik flasklara 3-5
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ml eklenerek 37 °C’lik CO, etiivde bekletilerek kontrollii kalkmalari saglanir.
Yiizeyden ayrilan hiicrelere tripsinle ayn1 miktarda medyum ilave edilerek tripsinin
etkisi bloke edilir ve santrifiij tiipline siispanse halde toplanan hiicreler 1500 rpm’de
3 dk santrifiij edilerek siipernatant1 uzaklastirilir. Bir miktar medyumla siispanse
edilen hiicreler medyum konulmus flasklara ekilir. Flasklar 37 °C’lik % 5 CO,’li

etiive kaldirilir.

3.2.5. Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini1 hesaplamak igin,
tizeri 4 adet 16 kiiciik kare igceren bolgeden olusan 1 mm?’lik alan ve 0.1 mm
derinlige sahip hemositometre (sayma kamarasi) kullanilir. Siispansiyonun

mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille bulundu.

Toplam hiicre sayisi/ml = Hemasitometre sayim sonucu x 10% x Medyum

miktar1 (ml) (Bilir 2004)

3.2.6. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler %0,05°1ik tripsin uygulamas1 ile yapistiklar1 ylizeyden kaldirilir.
Yiizeyden kalktiklar1 gézlenen hiicrelere tripsinin etkisini bloke etmek i¢in medyum
eklenir ve siispansiyon santrifiij tiipiinde toplanarak 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edilir.
Stipernatant uzaklastirilir. Pellete tekrar medyum eklenir ve tripsinin etkisinden
kurtarmak icin tekrar santrifiij edilir. Bu islem sonrasi pellete tekrar medyum ilave
edilir. Hemasitometrede hiicre sayimi yapilir. Hiicreleri iceren falkon tiipili, %20
DMSO’lu medyum iceren ve %40 FBS’li medyum igeren santrifiij tiipleri buz
igerisine oturtulur. Soguga dayanikli saklama tiipleri (kriyo tiip) de buza oturtularak
sogumalar1 saglanir. Tip icerisindeki tek hiicre siispansiyonundan serumlu medyum
icerisine alinan hiicreler pastor pipeti ile karistirilir. DMSO’lu medyum bu karisim
icerisine damla damla ilave edilir. Saklama tiipti daha sonra 1 gece -20 °C’de, 1 gece
de -70 °C’de bekletildikten sonra sivi nitrojene alimir. Ancak hiicreler sivi nitrojene
degmemeli, nitrojenin buharinda kalmalidir. Tiipte son konsantrasyon 2,5x10°

hiicre/ml olmalidir.
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3.2.7. Doz Belirleme Deneyi

Hiicrelerin toplanmas1 agsamasinda flasklardaki {ist medyum dokiildii ve {izerine
% 0,5 tripsin eklendi. inkiibatorde 5 dk bekletilerek hiicrelerin flaskin yiizeyinden

ayrilmasi saglandi.

Hiicreler flasklardan 15 ml’lik santrifiij tliplerine aktarildi ve iizerlerine
tripsinin etkisini ortadan kaldirmak igin tripsinle esit miktarda medyum eklendi.
Hiicreler 3 dk 1500 rpm’de santrifiij edildi ve medyum-tripsin karisimi uzaklastirildi.
Hiicrelerin lizerine medyum konarak siispansiyon haline getirildi ve hemasitometride

sayildi.

Deneylerde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar (six-well plate) kullanildi. Pleytlerin her
kuyucuguna %100 canli 500.000 Hep3B hiicresi 5 ml DMEM medyumu i¢inde
ekildi.

Devedikeni bitkisinin ekstrakti olan silibinin, 1; 10; 50; 100; 200 puM
konsantrasyonlarda olacak sekilde steril DMSO igerisinde hazirlanmis taze ¢ozeltileri
100’er pl’lik esit hacimlerde hiicrelere verildi. Ayrica kontrol grubu igin ayni
konsantrasyonlarda (1; 10; 50; 100; 200 uM) DMSO 100’er ul’lik esit hacimlerde

hucrelere verildi.

Her bir doz i¢in 3’er kuyucuga ekim yapildi. Tiim gruplar icin 24., 48. ve 72.
saatler i¢in ekildi ve 37°C’de %5 CO, hava karigiminda rutubetli ortamda inkiibe
edildi.

24., 48. ve 72. saatlerin sonunda kuyucuklarda bulunan hiicreler % 0,5 tripsin
ile ayr1 ayn toplanip santrifiij edildi. Siipernatant kisimlar1 atildiktan sonra 1 ml
medyum ile slispansiyon haline getirilip sayma kamarasiyla sayildi.

3.2.8. Tutunma (Proliferasyon) Deneyi ve Canlilik Tayini

6’11 kiiltir kaplarmin her bir kuyucuguna 500.000 hiicre 5 ml medyum

igerisinde ekildi. Gruplar kontrol ve silibin verilen grup olarak diizenlendi.
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Her bir grup icin 3’er kuyucuga ekim yapildi. Bu gruplar 24, 48, 72. saatler i¢in
ayrt ayri ekildi. Her bir siirenin bitiminde hiicreler santrifiij teknigiyle toplanarak

sayma kamarasinda sayildi ve hiicre sayilar1 kaydedildi.

%0,1°1ik tripan mavisi boyasiyla, hiicre soliisyonu 1/1 oraninda hazirlandi ve
lam lamel arasina konarak mikroskopta sayildi. Bdylece canli hiicre oranlari

saptandi.

3.2.9. iki Boyutlu Kiiltiirlerde Bromodeoksiiiridin ile immiinohistokimyasal

Isaretleme

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarma yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina
100.000 hiicre lamel iizerine ekildi ve hiicrelerin yapismast i¢in 2 saat beklendi.
Silibinin doz belirleme deneyinde hesaplanan 100 uM dozu kullanildi. 24, 48 ve 72.
saatlerin sonunda hiicreler 1 saat BrdU ile 37°C’de inkiibe edildi. Ust medyum
cekilip atildiktan sonra PBS’te 37°C etlivde 15 dk bekletildi. PBS ¢ekilip atildiktan
sonra %70 etanolde 4°C’de 30 dk bekletilerek hiicreler tespit edildi.

Immiinohistokimya icin lameller PBS’te 10 dk bekletildikten sonra
metanolde hazirlanmis %0.5 H,O,’de 10 dk tutulup 3 kez 2’ser dk distile su ile
yikandi. Daha sonra BrdU Staining Kit Streptavidin-Biotin System adi verilen BrdU
boyama kiti kullanilarak boyama yapildi. Bunun i¢in kitin igerisinde bulunan
denatiirasyon soliisyonunda 30 dk bekletilip PBS ile 3 kez 2 dk yikandi. 10 dk
blocking soliisyonunun ardindan 1 saat primer antikorda, (Biyotinli Mouse Anti-
BrdU monoclonal) nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu. 3 kez PBS ile 2’ser dk
yikandiktan sonra streptavidin peroksidazda 10 dk tutuldu. PBS ile yikamanin
ardindan substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlikta bekletildi ve distile su ile
yikandi. Mayer Hematoksilen ile zemin boyasi yapildiktan sonra kesitler ¢esme
suyunda 20 dk morarmaya birakildi. Kapatici (Ultramount) ile kapatildi. Isik

mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlar1 belirlendi.
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3.2.10. iki Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 ile Immiinohistokimyasal isaretleme

24 kuyucuklu kiltiir kaplarma yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina
100.000 hiicre lamel iizerine ekildi ve hiicrelerin yapismasi i¢in 2 saat beklendi.
Silibinin yine doz belirleme deneyinde hesaplanan 100 uM dozu kullanildi. 24, 48 ve
72. saatlerin sonunda iist medyum ¢ekilip atildiktan sonra PBS’te 37°C etiivde 15 dk
bekletildi. PBS c¢ekilip atildiktan sonra %70 etanolde 4°C’de 30 dk bekletilerek
hiicreler tespit edildi.

Immiinohistokimya i¢in lameller PBS’te 10 dk bekletildikten sonra metanolde
hazirlanmis %0.5 H,O,’de 10 dk tutularak 3 kez 5 dk distile su ile yikandi. Daha
sonra 30 dk 4 N HCI’de bekletilip PBS ile 3 kez 5 dk yikandi. 20 dk Ultra-V-
block’un ardindan 1 saat primer antikorda, nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu. 3 kez
PBS ile 5’er dakika yikandiktan sonra sekonder antikorda (Biotinylated Goat Anti-
Mouse) 20 dk, tekrar yikamadan sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk tutuldu.
PBS ile yitkamanin ardindan substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlikta bekletildi ve
distile su ile yikandi. Mayer Hematoksilen ile zemin boyasi yapildiktan sonra kesitler
¢cesme suyunda 20 dk morarmaya birakildi. Kapatic1 (Ultramount) ile kapatildi. Isik

mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlari belirlendi.

3.2.11. U¢ Boyutlu Sferoid Modelde Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Tek tabakali kiiltiirde biiylitiilen hiicrelerin kemoterapiye karsi olusturduklari
yantt ile klinik gozlemler arasinda bir¢ok farklilik oldugu, tek tabakal kiiltiirde ¢ok
etkili bulunan ve belirgin antitlimoral etkinligi saptanan bir ilacin ya da ilag
kombinasyonlarinin klinikte bu derece etkili olmadig1 saptanmistir. Bu nedenle ii¢
boyutlu hiicre kiiltiirlerinin (sferoid) in vivo kati1 tiimorlerin 6zelliklerini tam olarak
yansittigi diistiniilmektedir. Hep3B ¢ok hiicreli tiimor sferoidleri tiretimi igin sivi {ist

tabaka yontemi kullanildi (Ahishali ve Bilir 2002).

Sicak su igerisinde eritilmis %3 agar soliisyonu (60°C) ve medyum (40°C)
karisimi % oraninda hazirlandi ve kuyucuklara (6’In kiiltiir kaplar1 kullanildi.) bu
karisimdan 1 ml konarak tiim ylizeyinin kaplanmasi saglandi. Agarin donmast igin
kiiltiir kaplar1 10 dk buzdolabinda 4°C’de bekletildi. Agarin donmasini takiben
tizerine 5 ml DMEM eklendi.
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Hiicreler doz inaktivasyon deneyinde bahsedilen hiicre toplama teknigiyle
topland1 ve her bir kuyucuga 1x10° hiicre ekildi. Her bir grup i¢in 3 kuyucuga ekim
yapildi. Hiicreler, % 5 CO,, % 95 nem igeren ve 37 °C olan inkiibatér ortamimda
tutularak sferoid olusturmalari i¢in 4-7 giin beklendi. Siire sonunda biiytikligii 100-
400 mikrona ulasan sferoidlere tek tabakali kiiltiir sonug¢larinda elde edilen istatistiki
olarak anlamli bulunan en yiiksek dozlar1 yani 100pg/ml silibin ve kontrol grubu i¢in

100pg/ml DMSO verildi ve 37 °C %5 CO,ve 1 atmosfer basigta inkiibe edildi.

3.2.12. U¢ Boyutlu Sferoid Kiiltiirlerin Degerlendirilmesi

Bitki ekstrakti verildikten 24 saat sonra 1 saat BrdU ile 37°C’de inkiibe
edildi. Sferoidler santrifiij tiiplerine dikkatlice alind1. Ust medyumu pastér pipeti ile
yavasea cekilip atildi.

Kaspas 3 aktivite tayini icin silibin verildikten 24 saat sonra sferoidler
santrifiij tiiplerine dikkatlice alindi. Ust medyumu pastor pipeti ile yavasca ¢ekilip
atildi. Bu asamadan sonra BrdU- isaretlenme indeksi ile ayni takip yoOntemi

uygulandi.

PBS’te 5 dk bekletildikten sonra tespit solusyonu %10’luk formaldehitte 30
dk oda 1sisinda bekletildi. 5 dk PBS konulduktan sonra iist sivi ¢ekilerek filtre
kagidindan siiziilmiis taze yumurta aki konuldu. 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi
ve yumurta akinin fazlasi ¢ekildi ancak bir miktarmin kalmasi saglandi. Uzerine %70
etanol konarak 24 saat oda 1sisinda yumurta akinin sertlesmesi i¢in bekletildi.

Tiiplerin kesilmesiyle dikkatlice ¢ikarilan sferoidler 151k mikroskobi takibine alindi.
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3.2.13. Sferoidlerin Isik Mikroskobu Takibi

%70 etanolde 30 dk (oda 1s1sinda)
%90 etanolde 30 dk (oda 1s1sinda)
%96 etanolde 30 dk (oda 1sisinda)
%100 etanolde 30 dk (oda 1s1sinda)
%100 etanolde 30 dk (oda 1sisinda)
Ksilolde 30 dk (Etiivde (56°C))
Parafinde 45 dk (Etiivde (56°C))

Bekletildikten sonra gomiilerek parafin bloklar hazirlandi. 4 pm kalinligindaki

kesitler Poly-I-Lysine ile kaplanmig lamlara alindi.

Alinan kesitlere hematoksilen eozin boyasi ve immiinohistokimya uygulamasi

sonrasi preparatlar Olympus BX50 mikroskopta degerlendirildi.

3.2.14.Uc¢ Boyutlu Kiiltiirlerde Bromodeoksiiiridin ile immiinohistokimyasal

Isaretleme

Kesitlerden parafin uzaklastirildi (62°C etiivde 30 dk; Ksilol: 30 dk x 2; %100
etanol: 5dk x 2; %96 etanol 5 dk x 2; %90 etanol 5 dk x 2; %70 etanol 5 dk x 2; saf
su). Metanolde hazirlanmis %0.5 H,O,’de 10 dk karanlikta bekletildi. PBS ile 3 kez
2 dk yikandi. Tripsinde 10 dk 37°C etiivde bekletildikten sonra 3 kez 2 dk PBS’te
bekletildi. 30 dk denaturasyon soliisyonu ve 10 dk blocking soliisyonun ardindan
yikama yapmadan 1 saat primer antikorda (Biyotinli Mouse Anti-BrdU monoclonal)
nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu. 3 kez PBS ile 2’ser dk yikandiktan sonra
streptavidin peroksidazda 10 dk tutuldu. PBS ile yikamanin ardindan substrat-
kromojende (DAB kromojen) 5 dk karanlikta bekletildi ve distile su ile yikandi.
Mayer Hematoksilen ile zemin boyasi yapildiktan sonra kesitler cesme suyunda 20
dk morarmaya birakildi. Kapatici (Ultramount) ile kapatildi. Isik mikroskobunda
sayilarak BrdU-isaretlenme indeksi (BrdU-LI) degerleri saptandi.
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3.2.15.U¢ Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 ile Immiinohistokimyasal Isaretleme

Kesitlerden parafin uzaklastirildi (62°C etiivde 30 dk; Ksilol: 30 dk x 2;
%100 etanol: 5dk x 2; %96 etanol 5 dk x 2; %90 etanol 5 dk x 2; %70 etanol 5 dk x
2; saf su). Metanolde hazirlanmis %0.5 H,O,’de 10 dk karanlikta bekletildi. PBS ile
3 kez 2 dk yikandi. Tripsinde 10 dk 37°C etiivde bekletildikten sonra 3 kez 2 dk
PBS’te bekletildi. Daha sonra Rabbit ABC Staining System kullanildi. Bunun igin 1
saat blocking soliisyonda bekletildi ve yikama yapmadan 1 gece primer antikorda
(Rabbit active Caspase 3 antibody) nemli ortamda 4°C’de tutuldu. PBS ile 3 kez
yikandiktan sonra biyotinli sekonder antikorda 30 dk, PBS ile yikamadan sonra
avidin ve biyotinli HRP igeren AB enzim soliisyonunda 30 dk, tekrar yikamanin
ardindan peroksidaz substaratta (substrat buffer + DAB kromojen + peroksidaz
substrat iceren solisyon)10 dk bekletildi ve distile su ile yikandiktan sonra Mayer
hematoksilen ile zemin boyasi yapildi ve ¢esme suyuna alindi. Cesme suyunda
morartilan  kesitler ultramount kapatic1 ile kapatildi. Isik  mikroskobunda

degerlendirildi.

3.2.16. Hematoksilen — Eozin (Erlich) Boyama

Parafini giderilmis kesitler alkol serilerinden gegirilerek suya alindi. Bu amagla
kesitler 62°C etiivde 30 dk bekletilip 30 dk ksilolde tutulduktan sonra %96, %90,
%80, %70 alkollerde 10 dk bekletildi ve distile suya alind1.

Hematoksilen soliisyonunda 3 dk boyandi. Cesme suyunda ¢alkalandi. Boyanin
fazlas1 asit alkolde (%80 alkol 1 ml HCL) ¢ok ¢abuk differansiye edildi. Kesitler
tekrar ¢esme suyunda galkaland1 ve morarincaya kadar suda birakildi (En az 15 dk).
Kesitler kontrollii olarak 2 dk eozinde tutuldu. Distile sudan gecirildi. Hizli bir
sekilde, alkol serilerinden gecirilerek ksilole alindi ve entellan ile kapatilarak 151k

mikroskobunda degerlendirildi.
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3.3. ISTATIKSEL YONTEM

Istatistiksel analizler SPSS 17.0 paket istatistik programu ile yapildi. Elde edilen
veriler iizerinde ¢ok yonlii istatistik degerlendirmeler yapilmigtir. Olgiim degerleri
homojen dagilim gostermedigi i¢in non-parametrik testlerle c¢alisildi. Gruplar arasi
farkin anlamliligin1 degerlendirmede Kruskal-Wallis Varyans analiz testi kullanildi.
Siirekli degisken degerlerden olusan iki bagimsiz grup arasinda farkliligin olup
olmadigi ise Mann-Whitney U Testi ile belirlendi. Anlamlilik sinirt p<0.05 olarak
kabul edildi.

46



4. BULGULAR

4.1. Doz Belirleme Deneyi Bulgulari

Deneyde 6 kuyucuklu kiltiir pleytlerinin her kuyucuguna %100 canli 500.000
Hep3B hiicresi 5 ml DMEM medyumu i¢inde ekildi.

Devedikeni bitkisinin ekstrakti olan silibinin, 1; 10; 50; 100; 200 uM

konsantrasyonlarda olacak sekilde steril DMSO igerisinde hazirlanmis taze ¢ozeltileri

100’er pl’lik esit hacimlerde hiicrelere verildi. Ayrica kontrol grubu icin ayni

konsantrasyonlarda (1; 10; 50; 100; 200 uM) DMSO 100’er ul’lik esit hacimlerde

hiicrelere verildi.

24, 48 ve 72. (Grafik 1) saatlerin sonunda kuyucuklarda bulunan hiicreler % 0,5

tripsin ile ayr1 ayri toplanip santrifiij edildi. Siipernatant kisimlar1 atildiktan sonra 1

ml medyum ile siispansiyon haline getirilip sayma kamarasiyla (hemasitometri)

sayildi. Toplam hiicre sayilar1 kaydedilerek silibin i¢in ID50 (Inhibisyon dozu %50)

dozu 100 puM olarak saptandi.

Grafik 1: Silibin’in Doz inaktivasyon grafigi
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4.2. Hiicre Proliferasyonunun Kinetik Deneylerinin Bulgular:

Kontrol grubunda (Resim 1) 24, 48 ve 72. saatler arasindaki zaman dilimi
boyunca hiicre sayisinda saglikli bir yiikselis gézlendi.

Silibum marianum bitkisinin ekstrakti olan silibin maddesinin doz belirleme
deneyi sonuglarindan elde ettigimiz %50 (ID50) inhibisyon dozu olan 100 uM
hiicrelere verildiginde 24, 48 ve 72. saatler sonunda hiicre sayisinda anlamli bir
azalma gortldi (p <0.05) (Grafik 2).

Grafik 2: Zamana Bagli Hiicre Cogalma Verileri
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Resim 1: iki boyutlu Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicre kiiltiirii. a:20X
b:40X
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4.3. Tki boyutlu Kiiltiirlerde BrdU Isaretlenme Degerleri

24 kuyucuklu platelere ekimini (lammelli grup) yaptigimiz iki boyutlu kiiltiirde
kontrol grubu incelendiginde tiim saatlerde (24, 48, 72 saat) ¢ok sayida sentez
fazinda hiicre BrdU ile isaretlendi (Resim 2, 4, 6).

100 uM silibin uyguladigimiz grupta ise kontrol grubuna kiyasla BrdU
isaretleme indeksi tiim saatlerde anlamli bir azalma gostermistir (p <0.05) (Grafik 3)

(Resim 3,5, 7).

Grafik 3: iki Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU ile isaretlenme Grafigi
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Resim 2: 24. saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 24. saatte ¢ok sayida Hep3B
hepatoselliiler karsinoma hiicresi Brdu ile isaretlenmis (kahverengi renkli) olarak gozlendi.
(Isaretlenmeyen hiicreler mavi-mor renkli) 40X.
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Resim 3: 24. saat Silibin grubu; kontrol grubuna gore daha az sayida Brdu ile
isaretlenmis timor hiicresi. 20X.
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Resim 4: 48. saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 48. saatte ¢ok sayida Hep3B
hepatoselliiler karsinoma hiicresi Brdu ile isaretlenmis (kahverengi renkli) olarak gdzlendi.
40X.

Resim 5: 48. saat Silibin grubu; kontrol grubuna gore daha az sayida Brdu ile
isaretlenmis timor hiicresi. 40X.
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Resim 6: 72. saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 72. saatte ¢ok sayida Hep3B
hepatoselliiler karsinoma hiicresi Brdu ile isaretlenmis (kahverengi renkli) olarak gozlendi.
40X.

Resim 7: 72. saat Silibin grubu; kontrol grubuna gore daha az sayida Brdu ile
isaretlenmis timor hiicresi. 40X.
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4.4. 1ki boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 Isaretlenme Degerleri

24 kuyucuklu platelere ekimini (lammelli grup) yaptigimiz iki boyutlu kiiltiirde
kontrol grubu incelendiginde tiim saatlerde (24, 48, 72 saat) apoptotik hiicreler ¢ok
az oldugu i¢in kaspaz-3 ile ¢ok az hiicre isaretlendi (Resim 8,10,12).

100 pM silibin uyguladigimiz grupta ise tim saatlerde kontrol grubuna kiyasla
oldukga fazla miktarda (p <0.05) kaspaz-3 ile isaretlenen hiicre goriildi (Grafik 4)
(Resim 9,11,13).

Grafik 4: Iki Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz-3 ile Isaretlenme Grafigi
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Resim 8: 24. saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 24. saatte ¢ok az
sayida Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicresi Kaspaz-3 ile isaretlenmis 40X

Resim 9: 24. saat Silibin grubu; kontrol grubuna gore daha fazla sayida Kaspaz-3 ile
isaretlenmis timor hiicresi. 40X.
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Resim 10: 48. saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 48. saatte az sayida
Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicresi Kaspaz-3 ile isaretlenmis 40X.

Resim 11: 48. saat Silibin grubu; kontrol grubuna gore daha fazla sayida Kaspaz-3 ile
isaretlenmis timor hiicresi. 40X.
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Resim 12: 72. saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 72. saatte az sayida
Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicresi Kaspaz-3 ile isaretlenmis 40X.

&
5

» A ‘ l
Resim 13: 72. saat Silibin grubu; kontrol grubuna gore daha fazla sayida Kaspaz-3 ile
isaretlenmis timor hiicresi. 40X.
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4.5. U¢ Boyutlu Sferoid Kiiltiirlerde Hematoksilen Eozin Boyas ile Sferoid

Morfolojisi Degerlendirmeleri

Kontrol grubu sferoidlerinin 151k mikroskobik incelemesinde tiim saatlarde
(24,48,72. saat) sfeoid yapilar1 oldukga diizgiin gériiniimde izlendi (Resim 14, 16,
18).

Silibin verilen gruplarda ise diizgiin goriiniimlii sferoidlerin yaninda sinirlart
bozulmus, daginik sferoid yapilarina rastlandi. Ayrica bazi sferoid yapilarinda

dejenerasyon goriildii (Resim 15, 17, 19)
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Resim 14: 24. saat Kontrol grubu sferoid model; diizgiin sferoid yapisi (H-E) 40X.

Resim 15: 24. saat Silibin grubu sferoid model; sferoid biitiinliigiiniin bozuldugu
goriilmekte (H-E) 40X.



Resim 16: 48. saat Kontrol grubu sferoid model; diizgiin sferoid yapisi1 (H-E) 40X.

Resim 17: 48. saat Silibin grubu sferoid model; sferoidlerde dejenerasyon ve dagilma
gozlenmekte (H-E) 20X.



Resim 18: 72. saat Kontrol grubu sferoid model; diizgiin sferoid yapisi (H-E) 20X.

Resim 19: 72. saat Silibin grubu sferoid model; sferid biitiinliigiiniin bozuldugu ayrica
bazi sferoidlerde dejenerasyon oldugu gorilmekte (H-E) 20X.
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4.6. U¢ Boyutlu Sferoid Kiiltiirlerde BrdU Isaretlenme Degerleri

Ug boyutlu multiselliiler sferoid model kiiltiirde (Resim 20) yapilan BrdU

isaretleme indeksi degerlendirmelerine gore kontrol grubunda sferoidlerin periferinde

cok sayida, sferoid merkezinde ise az sayida isaretlenme gozlendi. Iki boyutlu

kiiltiir sonuglarimiza uyumlu olarak ¢ok sayida hiicre BrdU ile isaretlendi (Resim 21,

23, 25). Kontrol grubunda isaretlenme degerleri 24 saat igin %18,7, 48 saat igin

%18,9 ve 72 saat i¢in %18.,4 olarak belirlendi.

Silibin verilen sferoid modelde isaretlenme degerleri ise 24 saat igin %7,6, 48

saat i¢in %7,9 ve 72 saat i¢in %8,1 olarak belirlendi. Dolayisiyla silibin grubunda

yine lamelli gruplarda oldugu gibi BrdU isaretleme indeksinde tiim saatlerde kontrol

grubuna gore anlamli bir azalma gortildii (p <0.05) (Grafik 5) (Resim 22, 24, 26).

Grafik 5: Ug Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU Ile Isaretlenme Grafigi
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Resim 20: Ug boyutlu multiselliiler sferoid model kiiltiir. a:20X b:40X
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40X.

Resim 22: 24. saat Silibin grubu sferoid model; kontrole gore az sayida isaretli hiicre
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Resim 23: 48. saat Kontrol grubu sferoid model; ¢cok sayida isaretli hiicreler 40X.

Resim 24: 48. saat Silibin grubu sferoid model; kontrole gore az sayida isaretli hiicre

40X.
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Resim 25: 72. saat Kontrol grubu sferoid model; ¢cok sayida isaretli hiicreler 40X.

Resim 26: 72. saat Silibin grubu sferoid model; kontrole gore az sayida isaretli hiicre

40X.
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4.7. U¢ Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 isaretlenme Degerleri
Uc boyutlu multiselliiler sferoid model kiiltiirde ise kontrol grubunda iki
boyutlu kiiltiir sonuglarimiza uyumlu olarak az sayida hiicre Kaspaz-3 ile isaretlendi

(Resim 27,29,31).

Silibin verilen sferoid modelde ise yine lamelli gruplarda oldugu gibi Kaspaz-3

ile isaretlenen hiicreler tiim saatlerde kontrol grubuna gore anlamli artis gosterdi

(p<0.05) (Resim 28,30,32).

Grafik 6: U¢ Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU ile Isaretlenme Grafigi
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Resim 27: 24. saat Kontrol grubu sferoid model; az sayida kaspaz-3 ile isaretli
hiicreler 40X.

Resim 28: 24. saat Silibin grubu sferoid model; kontrole gore ¢ok sayida kaspaz-3 ile
isaretli hiicre 40 X.
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Resim 29: 48. saat Kontrol grubu sferoid model; az sayida kaspaz-3 ile isaretli
hiicreler 40X.

Resim 30: 48. saat Silibin grubu sferoid model; kontrole gore ¢ok sayida kaspaz-3 ile
isaretli hiicre 40X.
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Resim 31: 72. saat Kontrol grubu sferoid model; az sayida kaspaz-3 ile isaretli
hiicreler 40X.

Resim 32: 72. saat Silibin grubu sferoid model; kontrole gore ¢ok sayida kaspaz-3 ile
isaretli hiicre 40X.
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4.8. Sitotoksisite Verileri
24, 48 ve 72. saatlerde 100 uM silibin verilen grupta kontrol grubuna kiyasla

anlamli hiicre 6limleri gézlenmistir (p <0.05) (Grafik 7).

Grafik 7: Zamana Bagli Hiicre Sitotoksisite Verileri
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5. TARTISMA

Kanser ¢ok hizli yayilim gostermesi 6zelligi nedeniyle tedavisi olduk¢a zor bir
hastaliktir. Cok farkli tedavi stratejileri kullanilarak sorun ¢oziilmeye calisilmaktadir.
Bu farkli tedavi stratejilerinin ortak amaci tiimoriin kontrol altina alinarak
biiyiimesinin Onlenmesi ya da tedavisinin saglanarak yok edilmesidir. Ancak bu
siire¢ o denli zordur ki, ¢cok sayida yan etkiyi de beraberinde getirerek metabolizmay1
altiist eder. Bu amacla dizayn edilen antikanser ajanlarinin hiicre diizeyinde
etkilerinin ¢ok iyi arastirilmasi ve tedavinin de son derece kontrollii sekilde

stirdiirtilmesi gerekmektedir (Dhannikula and Panchagnula 1999).

Hepatoselliiler karsinoma (HSK) hepatit viriislerine bagli enflamasyon ve siroz
zemininde ortaya ¢ikan, zamanla hipoksik strese bagli anjiyogenik siirecin bagladigi
ve ileri evrelerinde iyi wvaskiilarize olmus, farklilasmasini yitirmis invazif
karakterdeki hiicrelere sahip kotii prognozlu bir hastaliktir (Friedman 2000, Guo et
al., 2006). Karaciger dokusunda karsinoma gelisim siirecini anlamaya y6nelik olarak
yapilan c¢aligmalar, giiniimiizde sadece etyolojik faktorlerin genom {izerindeki
etkilerini belirlemeyi amaglamakla yetinmemektedir (Thorgeirsson 2006, Hsu 2007).
Karsinogenez siireci i¢inde olusan ve siirekli degismekte olan hepatik mikrogevrenin,
karaciger dokusu i¢indeki tiim hiicre gruplarinda nasil etkiler olusturdugunu, hiicreler
arasinda ne gibi karsilikli etkilesimlere neden oldugunu ve bu olaylarin karaciger
fonksiyonlariin idamesi ile baglantili olarak hastalardaki sag kalim beklentisini ne
derecede degistirdigini belirlemeyi de amaglamaktadir (Von Marschall et al., 2001,
Wada et al., 2006).

HSK dokularinda yeterli damarlanmanin var olmasi maligniteyi arttiran
faktorlerden biri olarak degerlendirilmektedir (Wada et al., 2006). Hastalik
prognozunun ve tedavi sonrasi tekrarlama riskinin belirlenmesi amaciyla VEGF
(Vascular Endotelial Growth Factor) degerleri yaninda anjiyopoietin gibi diger
anjiyogenezle iliskili proteinlerin de ekspresyon diizeyleri karsilastiriimaktadir (Poon
et al., 2007, Kuboki et al., 2008). Dolayisiyla HSK hastalarinda seyir ve hastaligin
tekrarlama riski biliyiik oranda mikrogevre tarafindan, basta hipoksi olmak iizere,
miktarlart ve etkileri diizenlenen VEGF, HGF (Hepatosit Biiyiime Faktorii ) gibi
biiyiime faktorleriyle yakindan ilgilidir.
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HSK gelisim mekanizmasi ve seyri ile ilgili tiim degiskenlerin tedavi yanit1 ile
de dogrudan baglantis1 bulunmaktadir (Thorgeirson and Grisham 2002, Thorgeirson
et al., 2006). Son yillarda gelistirilen teknolojik yontemler sayesinde radyoterapinin
de HSK tedavi segenekleri arasina girmesi saglanmistir (Hawkins and Dawson
2006). Tiumdr alami igine sinirlandirilmis radyoterapi uygulamas: ile HSK
hiicrelerinde olusan hiicresel yanitlar ve tedavi direnci gelismesine yol agan
molekiiler mekanizmalar ¢ok aktif arastirma alanlarindan birisidir, ancak heniiz tam

olarak agikliga ¢ikarilamamigtir (Lambert and Wiele 2005).

HSK diinyadaki 5. en sik goriilen kanser olup, kanser ile iligkili dliimlerde ise
3. sirada gelmektedir (Cole and Morrison 1980, Yazict ve Bahar 2008). Tiirkiye’deki
durum ile ilgili tam olarak sayisal bir veri olmamakla beraber artan kronik hepatit
hastaliklar1 siklig1 ile birlikte HSK insidans ve prevalansinin hizla arttig
goriilmektedir. Yasa gore ayarlanmig HSK insidansi 65 yas ve iistiinde 1993 yilinda
100.000 kiside 14 iken, 1999 yilinda bu say1 100.000 de 18.1 kisiye yiikselmigtir
(Davila et al., 2004, Yazic1 ve Bahar 2008).

HSK tanist zor bir hastalik olup, genelde; serum markerlar1, bir ya da daha
fazla goriintiileme yontemi ve histolojik dogrulama gerekmektedir. HSK’ya yonelik
patognomonik semptomlarin olmamasi ve karacigerin biiyiikk fonksiyonel rezervi

sebebiyle hastalar genelde geg tan1 almaktadir (Yazici ve Bahar 2008).

HSK gelisiminde olduk¢a 6nemli basamaklardan biri siroz gelisimidir. HCV ve
alkol kokenli HSK’larin neredeyse tamaminda siroz da gozlenirken, HBV kdkenli
HSK gelisiminde siroz gelisimi genellikle goriilmez (Moradpour and Blum 2005).
HBV enfeksiyonuna bagli HSK ise, yasam standartlar1 ve saglik sistemi oturmamis
gelismekte olan iilkelerde gozlenmektedir. Gelismis iilkelerde HSK’nin en biiyiik
etkenleri HCV enfeksiyonlari ve alkol tiiketimidir (Cokakli 2006).

Karacigerde siroz ve HSK gelisimi 6ncesinde gerek sitokinler ve reaktif oksijen
radikalleri (ROR), gerekse biiylime faktorleri ag¢isindan zengin, hipoksi-
reoksijenasyon dongiilerinin yasandigi bir ortam olustugu tanimlanmaktadir (Tanaka
and Arii 2006). Boyle bir mikrogevre i¢inde var olan HSK dokularinda, hipoksik
ortamin etkisiyle ekspresyon bir¢ok protein diizeyinin arttigi veya azaldig

belirlenmistir (Lee et al., 2004, Brader et al., 2007). Bu proteinler arasinda 6zellikle
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biiyiime faktorleri ve bunlarin reseptorleri yer almaktadir (Villa et al., 2003).
Anjiyogenik yanitin olusmasi agisindan da biliylik Oneme sahip olan biiyilime
faktorlerinin sinyal ileti yolaklarinda yer alan ya da bu yolaklar tarafindan
diizenlenen proteinlerin, karsinogenez siireci sonrasinda invazif ve metastatik
karakterin kazanilmasina neden oldugu ve hastanin sag kalim siiresini kisalttigi
ortaya ¢cikmistir (Kanematsu et al., 2005). Klinik ¢alisma sonuglari, HSK tedavisine
yanitin diizenlenmesinde de benzer proteinlerin etkisiyle, hastalarin yanitsizlik ve
direng gelisimi problemleriyle karsi karsiya kalindigini ortaya koymaktadir (Sun and
Tang 2004, Tanaka and Arii 2006).

HSK' gelisiminin erken donemlerinde hepatositlerde yogun bir ¢ogalma hizi
artist gozlenirken ileri asamalarda bu hizin gorece azaldigir buna karsilik hiicrelerin
motilite, invazyon yeteneklerinin arttigi tamimlanmistir. Dolayisiyla motilitenin
artmast ve hiicrelerin ¢evre doku icine invazyon yapabilmeleri, kanserin ileri
evrelerinde daha belirgin olarak gozlenmekte, hastalar agisindan ise kotii prognozu
isaret etmektedir. Bu nedenlerle HSK hiicrelerinin mikrogevreye bagl olarak hipoksi
veya HGF uyarmmi gibi faktorlerle hareketliliklerinin hangi proteinler araciligiyla

diizenlendiginin belirlenmesi 6nemlidir (Toylu 2007).

Hepatokarsinogenez silirecinde baslangigtan itibaren konak¢i dokuda bulunan
ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenlerinde yapisal ve miktarsal agidan degisiklikler
meydana gelmektedir. HSK hiicrelerinde meydana gelen molekiiler degisiklikler
sonucunda hiicrelerden sentezlenen ECM bilesenleri degismekte ve hiicrelerin ECM
bilesenlerine olan afiniteleri artmakta, ayni1 zamanda hiicrelerin invazyon ve metastaz
yapabilmeleri i¢in uygun ortam saglanmaktadir. HSK’ da gesitli integrinlerle iliski
kurulan fibronektin, laminin, kollajen I, kollajen IV gibi ECM bilesenlerinin
invazyonda 6nemli rol oynadiklari bilinmektedir (Hood and Cheresh 2002, Alex et
al., 2005).

Hiicreler, ECM bilesenleriyle olan iligkilerini ylizeylerinde bulunan reseptorler
araciligi ile gerceklestirmektedirler. Bu reseptorlerden bir tanesi integrin olarak
bilinen ve hiicredeki proliferasyon, apoptoz, diferansiyasyon gibi oénemli olaylar
kontrol ederek invazyon siirecinde 6nemli bir rol iistlenen reseptordiir (Alex et al.,

2005). ECM-integrin iliskisi karsinogenez siirecinin devami agisindan énemli olan
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birgok sinyal yolunun aktif hale gelmesini ve buna bagli olarak karsinogenez

stirecinin ilerlemesini saglamaktadir (Celik 2008).

Gunimiizde HSK tedavisinde Kkaraciger rezeksiyonu, Kkaraciger nakli,
radyofrekans ablasyon (RFA), perkutan alkol ya da asetik asit ablasyonu,
transarteriyel kemoembolizasyon (TACE), kryoablasyon, radyasyon terapisi,
sistemik kemoterapi kullanilmaktadir (Makuuchi et al., 2008).

Kanser tedavisinde her ne kadar umut verici gelismeler olsa da, bunlara
hastaligin tip sayisinin yiiksekligi ve basar1 yiizdesinin diisiikliigii eklendiginde
insanlar bu zorlu yolda belki de sanslarini bir par¢a daha artirdiklarini diistindiikleri
alternatif metotlara basvurmaya baglarlar. Bunlarin basinda da bitkisel tedavi
metotlar: gelir. Bitkisel tedavi metotlarinin tedavi siirecinde yan etkiler agisindan da

rahat bir tedavi sekli olmasi bu durumu kuvvetlendirmektedir (Baytop 1999).

Gerek insan sagligi, gerekse doga ve cevre sagligi fitoterapinin gerekliligini
giiclendirmektedir. Bugiin diinya niifusunun ¢ogunlugu igin bitkiler en tercih edilen
ila¢ kaynaklarindandir. Biiyiik farmasotik firmalar yeni lider yapilar i¢in bir kaynak
olarak bitkilere yeniden ilgi gostermektedirler (Baytop 1999).

Bitki olarak kullanildiginda faydali olabilecek ancak rastgele kullaniminda
faydas1 bir yana zararli olabilen bitki ve bitkisel preparatlarin kullanimu ile ilgili bir
standart olusturulmasi gerekli ve zorunludur. Fakat sifali bitkilerin halk arasinda
kullanim1 konusunda ne yazik ki mevcut bir standart bulunmamaktadir. insan
sagligin1 yakindan ilgilendiren bir¢ok bitki hicbir denetime tabi tutulmaksizin halk
arasinda kullanilmakta, bu bitkiler semt pazarlarinda tamamen ehliyetsiz kisilerce

halka sifali bitkiler olarak sunulmaktadir (Denir 2005).

Fitoterapinin varolan kimyasal ilaglarla tedavinin yerine ge¢mesi séz konusu
olmasa da tedavide kimyasal ilaclara destek vermekte ayni zamanda da tedavi

sliresince yasanan sikintilari hafifletmektedir (Baytop 1999).

Silypum marianum (Devedikeni), Asteraceae familyasindan bazi dikenli
bitkilerin ortak adidir. Devekengeli, meryemana dikeni, siitlii kengel olarak da
bilinir. Meyveleri yaklasik olarak 2000 yildir karaciger hastaliklarina kars1 kullanilan
bitki ile ilgili ilk arastirmalar 1958’de baslamistir. Devedikeni bilesiminde karacigeri

koruyucu etken maddeler; flavonolignandan meydana gelen silimarin (silibin),

75



taksifolin, kuersetrin, alblimin, misiliaj, sabit yag ve act maddeler seklindedir.
Bitkinin tohumlar1 %4—6 oraninda silimarin igermesine ragmen giiniimiizde
Amerika’da dretilen yogunlastirilmis ekstreleri  %70-80 oraninda silimarin
icermektedir (Acartiirk 1996, Singh et al., 2004). Silimarin hepatositlerin hiicre
cekirdeginde RNA polimeraz 1’1 uyarir ve bdylece ribozomal protein sentezinde artis
ve karacigerin rejeneratif yetenegi ortaya ¢ikar. Bu mekanizma RNA polimeraz 1’i
inhibe eden a-amanitini tagiyan amanita phalloides isimli mantarin meydana getirdigi
zehirlenmelerde antidot olarak etki gosterecegi i¢in onemlidir (EI Hafny 1997).
Ayrica yapilan calismalarda bitkiden elde edilen ekstraktin akciger timori
bliylimesini baskiladigi, meme, kolon, mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre
siklusunu durdurdugu ve apopitozisi tetikledigi gosterilmistir. (Zi et al., 1998, Zi and
Feyes 1998, Agarwal et al., 2003, Singh et al., 2004, Tyagi et al., 2004).

Syng-Ook Lee ve arkadaslari (2007), silibinin insan meme karsinoma
hiicrelerinde MAPK sinyal yolunda AP-1 (metastaz, tiimdrogenezis, inflamasyon
olaylarinda  genlerin  ekspresyonunu  diizenleyen transkripsiyon  faktorii)
aktivasyonunu bloke ederek MMP-9 (matriks mettalloproteinaz 9- kanser
hiicrelerinin metastaz ve invazyonunda Onemli rol oynar) ekspresyonunu
baskiladigi1i MTT analizi, jelatin zimografi, gercek zamanli PCR yontemlerini
kullanarak gozlemlemislerdir. Yine yapilan calismalarda silibinin; insan mesane
karsinoma hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurdugu (flow sitometri analizi ile
degerlendirilmis.) ve apopitozisi tetikledigi (Tyagi et al., 2004), erkek F344
sicanlarda  4-nitrokuinolin  1-oksid aracili dil karsinogenezisini baskiladigi
(Yoshitame et al., 2002), yine erkek F344 siganlarda azotmetan aracili kolon
karsinogenezisini inhibe ettigi (Kohno et al., 2002), DU145 insan prostat karsinoma
hiicrelerinde Stat3 (¢esitli tiimorlerin aktive olmasinda etkili sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii)’iin aktive olmasini inhibe ederek kaspaz 3 aktivasyonuna
ve apoptotik hiicre oliimiine neden oldugu (Chapla et al., 2007), insan servikal ve
hepatoma kanser hiicrelerinde HIF-1la (hipoksi indiiklenebilir faktér 1 o — tiimor
biiyiimesi ve anjiyogeneziste merkez bir rol oynar) ve mTOR/p7056K/4E-BP1 sinyal
yolunu inhibe ettigi gortiilmustiir (P Garc1’a-Maceira and J Mateo, 2009).

Calismamizda Silybum marianum bitkisinden elde edilen silibin ekstraktinin

hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda, hiicre ¢ogalmas1 iizerine
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etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir. Bunun i¢in hiicre kiiltiirii
deneylerinde Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicre soyu kullanilmistir. Hep3B
hiicre soyu hepatit B viriisii pozitif ve p53 geni mutasyona ugramis hepatoselliiler

karsinoma hiicre hattidir (Varghese et al., 2005).

Silibinin hepatoselliiler karsinoma HepG2 ve Hep3B hiicrelerinde hiicre
biiyiimesini durdurdugu ve apopitozisi tetikledigi (Varghese et al., 2005), ayrica yine
ayni hiicre soylarinda hiicre siklusunu durudurdugu gosterilmistir (Varghese et al.,
2005).

John ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar ¢alismada cesitli hepatoselliiler
karsinoma hiicre hatlarinda (HepG2, HuH7, PLC/PRF/5, Hep3B hiicre hatlari)
silibilinin etki mekanizmasini arastirmislardir. Calismada hiicre proliferasyonunu
MTT analizi ile, apoptozisi apoptozis Kiti ile, MMP 2 ve 9 ekspresyonu, kaspaz 3ve 9
aktivasyonunu ise immiinblot yontemi ile degerlendirmislerdir. Sonugta silibinin
doza bagli olarak antiproliferatif etki gosterdigi, apopitotoik etkisinin oldugu (kaspaz
3 ve 9un aktivasyonunu saglayarak) ve kanser hiicrelerinin metastaz ve
invazyonunda Onemli rol oynayan MMP 2 ve 9’un ekspresyonunu azatlhig

goriilmiistiir (John et al., 2007).

Silybum marianum bitkisinden elde edilen polifenolik antioksidan bir madde
olan silibinin hepatoselliiler karsinoma {izerine etkisiyle ilgili in vitro ortamda
yapilan tiim aragtirmalar iki boyutlu kiiltiir ortaminda gergeklestirilmistir ve yapilan
caligmalarda silibinin karaciger kanserli hiicre hatlarinda hiicre biiylimesini
durdurucu etkileri, proliferasyonu inhibe edici ve apoptozisi tetikleyici etkileri
vestern blot, MTT analizi, etidyum bromid/akridin orange (apoptozisin gosterilmesi
icin), flow sitometri (hiicre siklusu i¢in) ger¢ek zamanli PCR, immiinblot gibi
yontemler kullanilarak gosterilmistir (Momeny et al., 2008, Ramakrishnan et al.,
2009).

Calismamizda ise, yaptigimiz tiim arastirmalar hem iki boyutlu (monolayer
hiicre kiiltiiri)) hem de ii¢ boyutlu kiiltiir (multiselliiler sferoid model) ortaminda
gerceklestirilmis ve iki yontem arasindaki sonuglar karsilastirilmistir. Silibinin
Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicre hatt1 iizerine etkisinin {i¢c boyutlu kiiltiir

ortaminda (in vivo uyumlu ve in vivo mikrogevre Ozelliklerini saglayan en iyi in
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vitro model olarak kullanilan multiseliiler sferoidler) ¢alisilmasi ile ilgili literatiirde

herhangi bir calisma mevcut degildir. Bu agidan aragtirmamiz bir ilk olmaktadir.

Monolayer hiicre kiiltiirii deneylerinde her kuyucuga 500000 hiicre ekilmis,
hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in 1 saat beklendikten sonra doz belirleme deneyi igin
farkli dozlarda (1; 10; 50; 100; 200 uM) silibin ekstrakti verilmistir. Silibin
DMSO’da ¢oziildiigi i¢in ayn1 dozlarda DMSO kontrol grubuna uygulanmistir. Her
bir doz 24, 48 ve 72 saat slirelerle denenmis ve bu konsantrasyonlardaki hiicre
sayisinda nasil bir degisiklik olduguna bakilmistir. Her deney grubu 3’1l ¢alisiimis
ve anlamlilik degerleri tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilmistir. ~ Sonugta

silibinin ID50 (Inhibition dose %50) dozu 100 pM olarak saptanmustir.

Iki boyutlu kiiltiirde doz belirleme deneyi sonuclarimiza gore elde ettigimiz
silibinin 100 uM ID50 dozu lamelli ekim yapildiktan sonra hiicrelere uygulanmus,
24, 48 ve 72 saat siirelerle beklendikten sonra DNA sentezi yapan hiicreleri
isaretlemek amaciyla timidin analogu olan BrdU ile immiinohistokimyasal boyama
yapilmistir. Buna goére BrdU’yu alarak isaretlenmis sentez fazindaki hiicreler

sayilarak yiizdeleri alinmis ve boylece BrdU isaretleme indeksi hesaplanmistir.

Yapilan degerlendirmeye gore silibin (100 uM/ml) uygulanan gruptaki
hiicrelerde 24, 48, 72 saat siireler sonunda isaretleme indeksinin kontrol grubu
isaretleme indeksine oranla anlamli derecede azaldig goriilmiistiir (p <0.05). Ayrica
tripan blue ile yapilan canlilik testinde de silibin verilen grupta hiicre sayisinda
anlamli bir azalma gozlenmistir (p <0.05). Elde ettigimiz bu sonuglar, silibinin iki
boyutlu kiiltiir ortaminda Hep3B hiicre soyu lizerine etkisiyle ilgili daha 6nce yapilan
caligmalarin sonuglariyla benzerlik gostermektedir (Varghese et al., 2005, John et al.,
2007).

Monolayer hiicre kiiltiirii deneylerinde apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla
immiinohistokimyasal olarak aktif kaspaz-3 tayini yapilmistir. Bunun ig¢in yine
lamelli ekim yapildiktan sonra silibinin (100 puM/ml) verilmis ve 24, 48, 72 saat
stireler sonunda kaspaz-3 ile immiinohisyokimyasal boyama yapilmistir. Sonucta
kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayisinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlenmistir (p <0.05). Bu da bize silibinin hiicrelerde (Hep3B

hepatoselliiler hiicre soyunda) apoptozisi tetikledigini gostermektedir. Konuyla ilgili
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daha once yapilan ¢aligmalarda silibinin apoptotik etkisi farkli yontemler kullanilarak
(immiinblotting, etidyum bromid-akridin orange yontemi) belirlenmis olup yine
bizim sonuglarimizla paralellik gostermektedir (John et al., 2007, Momeny et al.,
2008, Ramakrishnan et al., 2009).

Tiimor hiicreleri ile yapilan in vitro deneylerde bir¢ok laboratuvarda tek
tabakal1 hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Bu in vitro hiicre modeliyle kanserin temel
olusum mekanizmalar1 ve tedavisi lizerine oldukca degerli bilgiler edinilmistir.
Ancak, tek tabakali kiiltiir ortaminda oksijen ve besinler kanser hiicrelerine esit
oranda ulagsmakta ve hiicreler bu kosullar altinda iki boyutlu bir biiyiime
gostermektedir. Oysa viicutta kitle olusturan solid tiimorler {i¢ boyutlu uzaysal bir
konumda biiylimektedir. Bu durum tiimoérlerin i¢ boliimiindeki hiicreler arasinda
oksijen ve besin dagiliminin esit olmamasina yol a¢gmakta ve hiicreler farkli
diizeylerde fiziksel ve kimyasal streslerle karsilagmaktadir. Oksijen ve besin
kaynaklarmin diisiik oldugu boliimlerde hiicre hasar1 ve hatta nekroz kendiliginden
gelisebilmektedir. Ayrica tek tabakali hiicre kiiltiir modelinin aksine hiicresel
yanitlarin gelismesinde 6nemli rol oynadigi diisiiniilen hiicreler arasi temaslar ii¢

boyutlu kiiltiir ortaminda gergeklesmektedir (Ahishali ve Bilir, 2002).

Timor sferoidleri, solid tiimorlerin {ic boyutlu biiylime ve organizasyonunu
oldukca gerceke¢i bir bicimde yansitmakta ve bunun sonucunda tiimorlerde s6z
konusu hiicreler arasi iligkileri ve mikro g¢evresel kosullart ¢ok daha net ortaya

koyabilmektedir (Ahishali ve Bilir, 2002).

Bu durumdan yola ¢ikarak tek tabakali hiicreler {izerinde silibinin istatistiksel
olarak anlamlilik tagiyan en yiiksek degeri secilmis ve segilen bu deger viicuttaki {i¢
boyutlu tlimoér yapisini daha iyi yansitan sferoid kiiltiirde denenmistir. Hep3B
hepatoselliiler karsinoma hiicreleri ile sferoid model olusturulmus ve 100 pM/ml
silibin olusan sferoidlere verilerek 24, 48 ve 72 saat siireler beklendikten sonra

degerlendirilmistir.

Sferoid kiiltiirlerde degerlendirmeler {ic asamali gerceklestirilmistir. ilk
asamada DNA sentezi yapan hiicreleri isaretlemek amaciyla timidin analogu olan
BrdU kullanilmistir. BrdU ile isaretlenmis sferoidler 151k mikroskobu takibi sonrasi

parafine gomiilmiis ve parafin kesitlere immiinohistokimya uygulamasi ile BrdU’yu
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alarak isaretlenmis sentez fazindaki hiicreler sayilarak yiizdeleri alinmis ve bdylece

BrdU isaretleme indeksi (BrdU-LI) degerleri hesaplanmuistir.

Yapilan degerlendirmeye gore, sferoidlere uygulanan silibin (100 pM/ml)
grubunda hiicrelerde isaretlenme indeksinin kontrol grubu iseretlenme indeksine
oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi gézlenmistir (p <0.05). Bu
sonug iki boyutlu kiiltiir sonuglariyla parallelik gostermektedir. Ancak iki boyutlu
kiltiir ortaminda BrdU ile isaretlenen hiicrelerin yerlesiminde herhangi bir farklilik
bulunmazken sferoid modelde boyanma sferoidlerin ¢evresindeki hiicrelerde daha
yogun olarak goriilmiistiir. Bu da bize silibinin daha ¢ok sferoidlerin dis kismindaki
hiicreler iizerinde etkili olabilecegini gdstermektedir. Sferoidin orta kismindaki
hiicrelerde az sayida isaretlenmenin olmasi ise ayni tiimor yapisinda oldugu gibi bu
bolgedeki hiicrelerde oksijen ve besin yetersizliginden kaynaklanabilecegini

distindiirmektedir.

Sferoid kiiltiirde ikinci agsamada sferoid modelde apoptotik hiicreleri gdzlemek
amactyla immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyamasi yapilmistir. Bunun icin
sferoidler BrdU ile isaretlenmeden 151k mikroskobu takibi sonrasi parafine gomiilmiis
ve parafin kesitlere immiinohistokimya uygulamas: ile kaspaz-3 ile boyanmis
hiicreler sayilarak yiizdeleri alimmis ve bu sekilde apoptotik hiicre oram

belirlenmistir.

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda silibin verilen sferoidlerdeki ¢ok
sayida hiicre Kaspaz-3 ile boyanmistir. Bu boyanma kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla goriilmiistiir (p <0.05). Boylece sferoid
modelde de (li¢ boyutlu kiiltiir ortami) silibinin apoptotik etkisinin oldugu
gdzlenmistir. Iki boyutlu kiiltiir ortaminda kaspaz-3 boyanma sonuglarmna
bakildiginda bu boyanmanin bolgesel bir farklilik gdstermedigi goriilmiistiir. Oysa
sferoid modelde aynt BrdU isaretlenme indeksinde oldugu gibi sferoidlerin dis
kismindaki hiicrelerde boyanmanin daha yogun oldugu goézlenmistir. Bu da bize
silibinin apoptotik etkisinin sferoidin periferindeki hiicrelerde daha baskin

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sferoid kiiltiirlerde ticlincli asamada sferoid morfolojisini incelemek amaciyla
sferoidlerin parafin kesitlerine hematoksilen-eozin boyasi uygulanmistir. Kesitler 1g1k

mikroskobunda degerlendirmeye alinmistir.

Monolayer sonuglarina gore anlamli kabul edilen dozun se¢ilmesiyle sferoid
tekniginde yapilan hematoksilen-e0zin boyasi sonucunda mikroskobik olarak yapilan
degerlendirmeye gore, silibin (100 pM/ml) uygulanan grupta genel sferoid yapisinin
diizglin goriindiigii ancak biitiinliigli bozulmamisg, diizgiin goriiniimlii sferoidlerin

yaninda sinirlar1 kaybolmus, daginik sferoid yapilarinin da oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak Silybum marianum bitkisinden elde edilen silibin ekstraktinin
Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde yapilan in vitro deneylerde verdigi
sonuglardan yola ¢ikarak bu bitkinin hiicre populasyonundaki artis1 azaltmada etkili
olabilecegi sonucuna varilmistir. Hep3B hiicre soyu ile yapilan monolayer hiicre
kiiltiirti deneyleri bu azalmay1 desteklerken, ii¢ boyutlu tiimoér yapisini yansitan
sferoid hiicre kiiltiirii deneyleri sonucunda parafin kesitlere uygulanmis
hematoksilen-eozin boyasi sonuglart da, monolayer kiiltiirde istatistiksel olarak
anlamlilik tasiyan silibin grubunun 151k mikroskobik olarak genel sferoid yapisim
dejenere ettigini gostermekte ve bu durum diizgiin sferoid yapilarinin yaninda yer yer

daginik sferoid formlari ile desteklenmektedir.

Sferoid hiicre kiiltiirlerine BrdU wuygulamasi sonrasinda gerceklestirilen
immiinohistokimya neticesinde saptanan BrdU isaretleme indeksi degerleri de hem
iki hem de ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda silibinin hiicre artigin1 inhibe edici etkisini
desteklemektedir. Ayrica immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyamasi
sonucunda da silibinin yine hem iki hem de {i¢ boyutlu kiiltiir ortaminda hiicreler

tizerinde apoptotik etki gosterdigi goriilmiistiir.

Calismamizda monolayer kiiltiirde silibinin hiicre proliferasyonunu inhibe edici
ve apoptotik etkisini gostermek amaciyla kullandigimiz yontemlere daha once
yapilmis ¢aligsmalarda rastlanmamistir. Ayrica, Silibin ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda
(sferoid modelde) Hep3B hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti iizerine etkisi de daha
once (yaptigimiz literatiir taramalarina goére) arastirilmamistir. Bu acilardan

caligsmamiz bir ilki olugturmaktadir.
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Yaptigimiz literatiir taramalarinda silibinin in vitro ortamda hepatoselliiler
karsinoma tizerinde etkisini konu alan ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Ancak BrdU
isaretleme indeksi ve aktif kaspaz-3 tayini immiinohistokimyasal yontemle
yapilmamustir. Ayrica silibin, li¢ boyutlu kiiltiir ortaminda hi¢ denenmemistir. Bu
nedenle ii¢ boyutlu sferoid model viicuttaki tiimor yapisint daha iyi yansittigi i¢in
elde ettigimiz sonuglarin hepatoselliiller karsinoma tedavisine 1s1k tutacagi

kanisindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

HSK kesin tedavisi olmayan bir hastaliktir. Erken donemdeki hepatoselliiler
karsinomun tipik 6zelligi sessiz olmast ve yavas biiyliyerek ilerleyinceye kadar ¢ok
az belirti vermesidir. HSK teshis edildiginde genellikle oldukg¢a ilerlemis
durumdadir. Bu nedenle insanlar pek c¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi karaciger
kanserinde de sadece medikal tedavi yontemleri ile yetinmeyip alternatif yontemlere

de bagvurmaktadir.

Fitoterapi tibbi tedavinin tamamen yerine ge¢mek yerine kimyasal ilaglara
destek vermekte aym1 zamanda da tedavi siiresince yasanan sikintilari
hafifletmektedir. Silybum marianum (Devedikeni) bitikisinden elde edilen
ekstraklarda karacigeri koruyucu etken maddeler tespit edilmistir. Bu maddelerin
basinda silibin gelmektedir. Bu nedenle ¢aligmamizda karaciger koruyucu oldugu

bilinen silibinin hepatoselliiler karsinoma tizerine etkisini arastirdik.

Sonug olrak yaptigimiz ¢alismada hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu kiiltiir
ortaminda immiinohistokimyasal yontem kullanarak silibinin Hep3B hiicre soyunda
proliferasyonu inhibe edici ve apoptotik etki gosterdigini gozlemledik. Ayrica
calismamiz silibinin ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda ilk defa denenmesi agisindan 6nem

arz etmektedir.

Calismamiz viicuttaki tiimor yapisini yansitan sferoid modelde de c¢alisildigi
icin kanser tedavisinde bu bitkinin destekleyici olarak kullanilabilmesine 1s1k
tutacagini diisiinmekteyiz. Yine de HSK’nin molekiiler patogeneziyle ilgili bircok
bilinmeyen vardir (Moradpour et al., 2005, Cha and DeMatteo 2005). Bu
bilinmeyenlerin temelinde ise HSK’nin olduk¢a heterojen bir kanser tiirii olmasi
yatar. HSK’nin erken 6ngoriisii, tanisi ve tedavisi i¢in, bu kanser tiiriiniin gelisimine

neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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OZET

Silybum Marianum Bitkisinin In Vitro Ortamda Karaciger Kanseri Hiicre

Hatlar1 Uzerine EtKisi

Hepatoselliiler Karsinom (HSK) karacigerin en sik (%75) rastlanan primer
timoridiir. HSK’nin etkin bir tedavisi yoktur. HSK’da radyoterapi ve kemoterapi
tedavisi ile genellikle basarili sonuglar alinamamaktadir. Hep3B, hepatit B viriisii
pozitif ve pS3 geni mutasyona ugramis hepatoselliiler karsinoma hiicre soyudur.

Silypbum marianum (Devedikeni), Asteraceae familyasindan bazi dikenli
bitkilerin ortak adidir. Meyveleri yaklasik olarak 2000 yildir karaciger hastaliklarina
kars1 kullanilan bitki ile ilgili ilk arastirmalar 1958’de baslamistir. Devedikeni
bilesiminde karacigeri koruyucu etken maddeler; flavonolignandan meydana gelen
Silymarin (silibin), taxifolin, quercetrin, albiimin, miisiliaj, sabit yag ve ac1t maddeler
seklindedir. Yapilan ¢alismalarda bitkiden elde edilen ekstraktin (silibin) akciger
tiimdrii bliylimesini baskiladigi, meme, kolon, mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre
siklusunu durdurdugu ve apopitozisi tetikledigi gosterilmistir.

Calismamizda silibinin Hep3B hiicre soyu lizerine etkisini hem iki boyutlu
hem de ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda incelemek amaciyla 100 uM/ml doz silibin in
vitro ortamdaki hticrelere uygulandi. Monolayer kiiltiirde hiicrelere silibin (100
uM/ml) verildikten sonra 24, 48 ve 72 saat siireler sonunda BrdU isaretleme indeksi
ve aktif kaspaz-3 tayinine immiinohistokimyasal ydntemle bakildi. Ug boyutlu
kiiltiirde 1se sferoid model olusturulduktan sonra silibin (100 uM/ml) uyguland: ve
yine immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak degerlendirildi.

Sonug olarak silibinin hem monolayer kiiltiirde hem de sferoid model kiiltiirde
BrdU ile isaretlenen hiicrelerin sayisin1 azalttigi, kaspaz-3 ile boyanan hiicrelerin
sayisint ise arttirdigr goriildii. Buradan da anlasilacagi iizere silibin Hep3B
hepatoselliiler karsinoma hiicre soyunda hiicre proliferasyonunu inhibe edici ve
apoptozisi tetikleyici etki gdstermistir. U¢ boyutlu sferoid model viicuttaki timor
yapisini daha iyi yansittig i¢in elde ettigimiz sonuglarin hepatoselliiler karsinoma
tedavisine 151k tutacagi kanisindayiz.

Anahtar Sozciikler: Hep3B hiicre soyu, Silybum marianum
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ABSTRACT

Effect of Silybum Marianum Plant on Liver Cancer Cell Lines: An In
Vitro Study

Hepatocellular carsinoma (HCC) is the most seen primer tumor in liver ( 75%).
There is no exact cure for HCC. No successful results can be obtained with the
treatment of chemotherapy and radiotheraphy in liver cancer. Hep3B cell line is
hepatit B virus positive and p53 gene-mutated hepatocarcinoma cell line.

Silybum marianum is common name of thorny plants from Asteracea family.
Fruits have been used for 2000 years for liver diseases. Researchs about this plant
was started about 30 years ago in 1958. Active liver-protective compounds are
Silymarin derived from flavonolignan, taxifolin, quercetrin, albumin, musillage,
constant fat and bitter substances. Previous studies showed extracts of plant
suppressed lung tumor growth and interrupted cell cycle and promoted apopitosis on
breast, colon and bladder cancer cell lines.

In this study the effect of silibinin on Hep3B cell line and two-dimensional and
three-dimensional in the culture medium to examine the 100 microM/ml dose was
applied silibin cells in vitro environment. silibin two-dimensional culture medium
(100 microM/ml) after applying 24, 48 and 72 hour periods of time marking the end
of BrdU labelling index and the determination of active caspase-3 were measured by
immunohistochemistry. Three-dimensional culture models after the creation of the
spheroids silibin (100 microM/ml) was administered and again assessed using
immunohistochemical methods.

In conclusion, silibinin both monolayer culture and spheroids the model to
reduce the number of cells marked with BrdU in culture, increase the number of cells
stained with caspase-3 were seen. Silibin Hep3B hepatocellular carcinoma cell
soyunda inhibiting cell proliferation and trigger apoptosis in effect. Three-
dimensional tumor spheroids in the body structure of the model to better reflect the
results we obtained shed light on the treatment of hepatocellular carcinoma think.

Key Words: Hep3B cell line, Silybum marianum
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