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KEKiK YAGI VE BIiLESENi OLAN KARVAKROLUN ANTiKANSER
ETKIiSiNIN HepG2 HEPATOSELULER KARSINOMA HUCRELERINDE IN
VITRO ARASTIRILMASI

Ozlem TOMSUK
Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Dog. Dr. Hiilya SIVAS
2011, 108 sayfa

Origanum onites L. ugucu yagi ve fenolik bileseni olan karvakroliin insan hepatoseliiler
karsinoma (HepG2) hiicrelerinde apoptotik, sitotoksik ve hepatotoksik etkileri
arastirilmistir. Bu maddelerin sitotoksik etkileri WST—1 ve nétral kirmizist alimi ile
olas1 apoptotik etkileri ise akridin oranj/etidyum bromiir boyama ile arastirilmistir.
Kekik yaginin ve karvakroliin hepatotoksik etkisi ise RT-PCR array yontemiyle
hepatotoksisite yolagindaki genlerin ifade edilmesi seviyesinde arastirilmistir. Sonuglar
HepG2 hiicrelerinde kekik yagi ve karvakroliin 6nemli derecede sitotoksik ve apoptotik
oldugunu gostermistir. Yagin ve karvakroliin IC50 degerleri sirasiyla %0,009 (v/v) ve
500 uM bulunmustur. Hiicrelerin yag ve karvakrol ile inkiibasyonundan sonra biiziisme,
sitoplazmik tomurcuk olusumu ve kromatin yogunlagsmasi gibi apoptotik karakteristikler
gozlenmistir. Hepatotoksisite yolagindaki genlerin RT-PCR array analizleri, %0,008
(v/v)’lik yagmin hiicrelerde GCLC, HYOU1, MAOB ve TXNRD1 genlerinin ifadesi
artirdigini ve BHMT, DNAJB11, FABP1, HAO2, HPN, IGFALS, LGRS, MBL2,
MCM10, OSTalpha, SERPINA3, SLC2A3, THRSP genlerininkini ise azalttigini
gostermistir. 300 uM karvakrol ise DNAJB11, SKIL ve TXNRD1 genlerinin ifadesinin
artmasina neden olurken ABCB1, CYP1A2, IPO4 ve RLP13A genlerinin ifadesinin
azalmasina neden olmustur. Etkilenen genlerden bazilari hepatotoksisite ve bazilari
hepatokarsinogenezle ilgili genlerdir. Hepatotoksisite ile ilgili genlerin biiyik bir
kisminda hiicrelerin bu maddelerle muamelesi sonucu herhangi bir etkilenme
olmamistir. Genotoksik olmayan hepatokarsinogenez ile ilgili dokuz adet genin ifadesi
ise hem kekik yagi hem de karvakrol ile muamele edilen hiicrelerde baskilanmistir.
Sonug olarak, hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde kekik yagi ve ana bileseni olan
karvakrol hepatotoksik olmamasina ragmen Onemli derecede apoptotik ve sitotoksik
aktivite gostermistir. Bundan dolayr Origanum ugucu yagi bilesenlerinin bir antikanser
ajan olarak en azindan hepatoseliiler karsinoma tedavisi i¢in potansiyele sahip oldugunu
diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: HepGz2, sitotoksisite, kekik ugucu yagi, karvakrol, apoptoz,
hepatotoksisite.
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Essential oil of Origanum onites L. and its phenolic constituent carvacrol were
investigated for their cytotoxic, apoptotic and hepatotoxic effects in a human
hepatocellular carcinoma (HepG2) cells. Cytotoxic effects of these substances were
investigated by WST-1 and neutral red uptake and possible apoptotic effects by acridine
orange/ethidium bromide staining. Hepatotoxic effects of the oregano oil and carvacrol
were also investigated in the expression level of genes involved in hepatotoxicity
pathway using RT-PCR array method. Results showed that the oregano oil and
carvacrol was significantly cytotoxic and apoptotic in HepG2 cells. 1Csq values of the
oil and carvacrol was found 0,009% (v/v) and 500 uM, respectively. After incubation of
the cells with the oil and carvacrol, characteristics of apoptotic morphology such as
shrinkage, cytoplasmic blebbing and chromatin condensation was observed. RT-PCR
array analysis of the genes involved in hepatotoxicity pathway showed that 0,008%
(v/v) the oil elevated the expression level of GCLC, HYOU1, MAOB, TXNRD1 genes
and diminished the expression level of BHMT, DNAJB11, FABP1, HAO2, HPN,
IGFALS, LGR5, MBL2, MCM10, OSTalpha, SERPINA3, SLC2A3, THRSP. 300 uM
carvacrol also caused an increase in the expression level of DNAJB11, SKIL, TXNRD1
genes while a decrease in the expression level of ABCB1, CYP1A2, IPO4, RLP13A.
Some of affected genes are involved in hepatotoxicity and some of them are involved
hepatocarcinogenesis. Majority of genes related with hepatotoxicity were not affected
after treatment of the cells with these substances. Expression of nine genes involved in
nongenotoxic hepatocarcinogenesis was supressed in cells either treated with the oil or
carvacrol. In conclusion, both origano oil and its major constituent carvacrol
significantly exhibited cytotoxic and apoptotic activities in hepatocellular carcinoma
cells although they were not hepatotoxic. Therefore, we suggest that constituents of
Origanum essential oil may have a potential as an anticancer agent at least for treatment
of hepatocellular carcinoma.

Keywords: HepG2, Origanum oil, carvacrol, apoptosis, hepatotoxicity, cytotoxicity.
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1. GIRIS

Son yarim yiizyilda, hizla artan arastirmalar kanserin molekiiler
mekanizmalar1 hakkinda ¢ok fazla ve bir o kadarda karmasik bilgiler ortaya
koymustur. Giiniimiizde kanser genomdaki dinamik degisiklikleri de igeren ¢ok
sayidaki mutasyonun birikmesi sonucu ortaya ¢ikan genetik bir hastalik olarak
kabul edilmektedir (Hanahan ve ark. 2000; Cooper ve ark. 2006). Bir bireyin
yasami1 sirasinda bir somatik hiicresindeki DNA’sinda artan genetik
degisikliklerin artarak kanser gelisimine neden olmaktadir. Bu genetik
degisikliklerden dolay1 saglikli dokularin etrafin1 sararak istila eden kotii huylu
timorleri tireten kanser hiicreleri, kontrolsiiz bir sekilde cogalmakta ve sonra tim
viicuda yayilmaktadirlar (Karp 2004).

Temel karaciger kanserlerinin  %80-90’n1 olusturan hepatoseliiler
karsinoma (HCC) en yaygin besinci kanserdir. Asya, Afrika, Irak, Iran, Hindistan
ile birlikte Bati Avrupa ve Kuzey Amerika da yogun sekilde goriilmektedir (Sekil
1.1).

B33 [ <ss B <0 [ <150 W <989

Sekil 1.1. Hepatoseliiler karsinomanin Diinya ¢apindaki her 100000 kiside degerlendirilen yasa
bagl yogunlugu (Blum ve ark. 2007).

Kuzey Amerika’da, hepatit C oraninin artmasi ve siroz hastalarinda HCC

gelisiminin yi1lda %1-4 oraninda artmasindan dolayi, dnlimiizdeki 10 yilda HCC
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yogunlugunun daha da yiikselmesi beklenmektedir. Hastaligin seyri ile ilgili
tahminler 6zgiil bir tedavi olmadig1 i¢in olduk¢a zordur. Erken ve ilerleyen
tiimorlerde hastalarin hayatta kalmasi, sirasiyla 6-9 ay ve 1-2 ay arasinda
degismektedir (Ma ve ark. 2010). Hepatit B, hepatit C, alkol, obezite, kronik
karaciger hastaliklari, aflatoksin ve nitrosamini i¢eren besinsel karsinojenler HCC
riskini artirmaktadir (Bishayee ve ark. 2009; Cho ve ark. 2010). HCC i¢in mevcut
tedavi segenekleri kemoterapi, kemoembolizasyon (tiimorii besleyen damarin
tikanmasi), interven terapisi ve karaciger transplantasyonudur. (Bishayee ve ark.
2009; Zhang ve ark. 2007). Bununla birlikte HCC tedavisi olduk¢a zordur ve
kemoterapétik ajanlara karsi yiiksek diizeyde duyarsizdir. HCC hiicreleri yiiksek
diizeyde bir hiicre dongiisii kontrol proteini olan siklin bagimli kinaz aktivitesi ile
karakterize edilmektedir. Siklin bagimli kinazlarin aktif olarak bulunmasi hiicre
dongiisiinii durduran bazi proteinleri kodlayan genlerin baskilanmasina neden
olabilmektedir. Bundan dolay1 bu aktif proteinlerin inhibitorleri HCC tedavisi i¢in
uygun olabilmektedir ve bununla ilgili baz1 klinik testler yapilmistir (Cho ve ark.
2010; Huo ve ark. 2009).

Karaciger oksidadif stres, ksenobiyotikler ve ila¢ toksisitesinin hedefi
konumunda olan &nemli bir organdir (Jaeschke ve ark. 2002). ilaglar, hiicresel
stres, Ozgiill immiin reaksiyonlar, hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasi,
mitokondrinin fonksiyonunu nispeten kaybetmesi, apoptoz ve safra asitleri
araciligiyla meydana gelen apoptoz gibi yollarla karaciger hasari meydana
gelebilmektedir (Eren ve ark. 2004; Russmann ve ark. 2009). Karaciger hasari
hepatotoksisite olarak isimlendirilir. Hepatotoksisite, direk hiicresel strese ve
hiicre i¢i yolaklar ile mitokondri zar gegirgenliginin degismesine neden olarak
sirastyla;  pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonu, hiicre i¢i stres olusturan
kendine 6zgii yolaklarin aktivasyonu ve 6liim reseptorleri aracilifiyla gerceklesen
yolaklarimin aktivasyonunu iceren mekanizmalarla meydana gelmektedir
(Jaeschke ve ark. 2002). Kanser kemoterapisinin hepatotoksisiteye neden oldugu
bilinmektedir. Hepatotoksik anti-kanser ilaglarinin yani sira antibiyotikler, agri
kesiciler, mide bulantisi ve kusmaya karsi kullanilan ilaclar ve diger tedavi
amaciyla kullanilan bazi ilaglar da hepatotoksisiteye neden olabilmektedir (King
2001; Zorzi ve ark. 2006).
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Baz1 bitkilerin hepatotoksik olabilecegi cesitli ¢alismalarla ortaya
konulmustur (Cizelge 1.1). Bu sebeplerden dolayr karaciger ve bitkisel ilaglar
arasindaki etkilesimin anlasilmasi dnem kazanmis ve bu alanda énemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bununla birlikte botanik ilaglarin riskleri ve potansiyelleri
hakkindaki bilgiler hala sinirlidir ve bunlarin aydinlatilmasina yonelik yogun bir
caba vardir (Stickel ve ark. 2005). Buna ragmen karaciger hastaliklarinin
tedavisinde bitkisel kaynakli bilesiklerin daha uygun oldugu diisiiniilmektedir.
Bitkisel ilaglar oldukca yaygin ve popiilaritesini de giderek artirmaktadir. Bitkisel
tipt ¢ekici kilan birgok faktdr vardir. Hastaliklarin hem Onlenmesi hem de
tedavisinde kullanilabiliyor olmas1 en biiyiik etkeni olusturmaktadir. Dogal olarak
elde edildigi icin hastaliklarin tedavisinde daha giivenle kullanilabilmektedir.
Ayrica geleneksel tipa gore oldukca zararsiz ve ucuz olmalart bir baska tercih
nedenini olusturmaktadir (Stickel ve ark. 2005; Stickel ve Schuppan 2007; Seeff
2009). Son birka¢ yilda ise Avrupa ve Amerika’da yapilan ¢alismalar, botanik
ilaglarinin kullaniminda yiiksek bir artis oldugunu géstermistir ve bitkisel ilaglar
kullanan karaciger hastalar1 % 65’e ulasmustir. Cesitli bitkilerden elde edilen
ekstre ve maddelerin, hiicre kiiltiirii, hayvan deneyleri ve klinik etkilerine yonelik
yapilan ¢aligmalardan umut verici sonuglar elde edilmektedir (Stickel ve ark.
2007).

Cizelge. 1.1 Hepatotoksisiteye neden oldugu rapor edilen tibbi bitkiler (Larrey 1997)

Hepatotoksisiteye neden olan bitkiler Hepatotoksik  oldugundan siiphelenilen
Pirolizidin alkoloid iceren bitkiler bitkiler
- Crotalaria Viscum album (6kse otu)
- Senecio Scutellaria
- Heliotropium Valeriana offichlalis (kedi otu)
- Symphytum officinale Teucritnn polhnn
Atractylis gnummifera L Menthu puleghon
Callilepsis laureola Berberis vulgaris
Teucrhnn chamaedrys Hedeoma pulegioMes
Larrea tridentata (giir ¢alilik) Azadirachza indica
Cassia angttstifolia (sinameki yapraklart) Sassafras albidum (Amerika’da yetigen ilag ve
Cin bitkileri yemek yapiminda kullanilan bir bitki yag1)
Jin Bu Huan (Cin bitkisel tirlinleri)
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Bunlara ragmen bitkisel {riinler insanlar tarafindan bilimsel Olgiitlere
dayanmadan yaygin olarak kullanilmakta ve ¢esitli riskler olusturmaktadir. Bitki
ekstreleri ve bilesenlerinin hepatotosisitesi iizerine yapilan bazi c¢aligmalar
bulunmasima ragmen bu konudaki calismalar oldukg¢a yetersizdir. Ozellikle de
pirolizin tiirevlerini igeren bitkilerin kullanilmasi hepatotoksisiteyi uyarmanin
yant sira venookliizif hastaliklara da neden olmaktadir (Larrey 1997). Teschke ve
arkadaglarinin  (2011) yapmus olduklar1 bir ¢alismaya gore, Kava (Piper
methysticum) olarak bilinen ve yillardir antidepresan ilaglarin tretiminde
kullanilan bitki hepatotoksik olarak bulunmustur. Bir bagka ¢alisma da piyasada
bulunan bitkisel kaynakli Herbalife® iriinlerinin bazilarmin da hepatotoksik
oldugunu rapor etmistir (Stickel 2007). Cok yeni bir derlemede ise bazi herbal
bilesenlerin bioaktivasyonlar1 sonucu hepatotoksisiteye neden olduklari ileri

stirilmektedir (Chen ve ark. 2011).

Bu ¢alismada, cesitli biyolojik etkileri bilinen, tibbi aromatik bitkilerden
Origanum onites’den elde edilen ugucu yagin ve major bilesini olan karvakrolun
onemli bir kanser tipi olan hepatoseliiler karsinoma hiicrelerindeki olasi

antikanser ve hepatotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

1.1. KANSER

Kanser genellikle hiicrelerin ¢ogalmasini ve biiylimesini kontrol eden
mekanizmalardaki hatalardan dolayr meydana gelmektedir. Yasam boyunca ve
gelisim esnasinda olusan oliim sinyalleri, biiylimeyi engelleyen sinyaller ve
biiylime sinyallerine cevap olarak oOlimle dogum arasindaki dengenin
diizenlenmesi ve bunun genetik kontrolii olduk¢a karmasiktir (Lodish ve ark.
2003).

Kansere neden olan hiicresel kontrol kayiplari genetik hasarlardan
kaynaklanir. ki gen smifinda, proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler,
meydana gelen mutasyonlar kanserlerin gelisimine neden olusturmaktadir. Her iki
smiftaki genlerin bir¢ogu hiicre dongiisiiniin diizenlenmesine katilan proteinleri

kodlar. Ayni1 zamanda apoptoz yoluyla hiicre 6limiinde gorev alan ve hasarl
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DNA’nin tamirine katilan proteinleri de kodlamaktadirlar (Lodish ve ark. 2003;
Hanahan ve Weinberg 2000).

Kansere neden olan mutasyonlar, genel olarak belirli kimyasallar1 ve
radyasyonu da igine alan karsinojenlere yasam boyu maruz kalinmasindan
kaynaklanmaktadir. Bundan dolay1 onkogenez ve tiimdrogenez olarak
isimlendirilen kanserin sekillenme siireci, genetik ve c¢evre arasindaki bir
etkilesimdir. Kansere neden olan mutasyonlar esey hiicre hatlarindan ziyade
somatik hiicre hatlarinda meydana gelmektedir ve somatik hiicre mutasyonlari
gelecek nesillere aktarilmamaktadir (Lodish ve ark. 2003; Weber 2008).

Genetik hasar sadece bir somatik hiicrede meydana gelmis olsa bile bu
hiicrenin ¢ogalmast sonucu kardes hiicrelere de gececektir ve degisen hiicrelerden
olusan bir koloninin (klon) gelismesine neden olacaktir. Sonugta hiicrelerin klonu
biiyiir ve bir timor haline gelir. Bazi durumlarda primer timdrlerden (iyi huylu ya
da selim) koken alan hiicreler kan ya da lenfatik sistem araciligiyla viicutta yeni
bolgelere go¢ ederler (metastaz) ve sekonder tiimdrleri (kotii huylu ya da malin)
olusturarak daha biiyiik saglik sorununa neden olurlar. Bu sebeple sadece malin
timorler kanser olarak tanimlanmaktadir (Lodish ve ark. 2003; Cooper ve ark.
2006; Ashe ve Berry 2003).

Timorler tiredikleri hiicrelere gore siniflandirilmaktadir. Buna gore 3 grupta
toplanir: 1) Karsinomlar, 2) Lenfoma ve l6semi ve de 3) Sarkomlar. Epitel
hiicrelerinden kaynaklanan karsinomlar insan kanserlerinin yaklasik %90’ n1
olusturur. Sarkomlar, kikirdak, kemik, kas, fibroz doku ve bag dokusundan
gelismektedir. Losemi ve lenfomalar kan ve immiin sistemden gelismektedir
(Cooper ve ark. 2006).

Malin tiimorlerin neden oldugu metastaz ¢ok karmasik bir siiregtir. Yeni
dokunun yayilmasi, hem yayilan dokunun hem de metastatik hiicrenin dogasina
bagli olarak rastgele olarak gerceklesmektedir. Hareketli, yayilabilen, kiimeler
olusturan ve deforme hiicreler ¢ok tehlikelidir. Eger tiimdr hiicreleri anjiogenez
ve biliylime faktorlerini liretirse metastaz kolaylasir ve istila durumda olan doku
savunmasiz kalir. Doku c¢ogalma-baskilayict faktorleri, proteolitik enzim
inhibitorleri ve anti-anjiogenez faktorlerini {iretirse o zaman direng kazanir Malin

timorleri olusturan hiicreler telomerlerinin boyunu muhafaza ederek sinirsiz
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biiyiiyebilirler (Lodish ve ark. 2003; Weber 2008). Telomeraz sentezleyen bir
tiimordeki herhangi bir hiicre, enzim ifadesi diisiik olan diger hiicreler iizerinde
biiyiik biiyiime avantajina sahiptir. Zamanla telomeraz sentezleyemeyen hiicreler
Oliirken, telomerazi olan hiicreler gelisecek ve tlimordeki hiicrelerin tamami
telomeraz igerecektir. Telomeraz ifadesi tiimor gelisim siirecinde diger dnemli bir
Ozellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Karp 2004).

Kanserin ¢ok asamali bir siire¢ oldugunu goriiyoruz. Bundan otiirii de
ilerleyen yaslarda daha fazla goriiliiyor. Buna en iyi 6rnek olarak barsak kanseri
verilmektedir. 50 ila 70 yaslari arasinda ¢ok daha fazla goriilmektedir. Kalitsal
faktorlerden ziyade sporadik (%95) faktorler daha etkilidir. Barsak kanserlerinde
timor gelisiminin ilk evrelerinde epitel hiicrelerin hiz1 artar. Cogalan bu
hiicrelerden kiigiik ve iyi huylu neoplazi (adenom veya polip) meydana gelir.
Bunlardan daha biiyiik ve daha hizli ¢ogalan kloniler secilerek adenomlar olusur.
Sonra ¢ogalmaya devam eden hiicreler bazal zar1 gegerek, kolonun i¢ duvarina
ilerleyip bag dokusuna ulagir. Bunun sonucunda bu selim tiimérler malin
karsinomlara doniisiir. Kanser kolon duvari iceri dogru daha derinlere yayilmaistir.
Kanser hiicreleri kanserlesmenin devam etmesiyle ince barsak veya mesane gibi
organlarla Dbirlikte kan damarlari ve lenf yoluyla yayillarak metastazi

gerceklestirmektedir (Cooper ve ark. 2006; Labianca ve ark. 2004).

1.1.1. Kanserde Onkogenlerin Rolii

Onkogenlerin varligi ilk kez RNA timoér viriislerinin arastirilmasi
esnasinda kesfedildi. 1976 yilinda kesfedilen ve RNA tiimor viriisleri tarafindan
tasinan bu onkogen v-src (sarkoma viriisii) olarak isimlendirildi. Daha sonra
yapilan ¢alismalarla bu onkogenin gergekte bir viral gen olmadigi ve bir
enfeksiyon esnasinda viral genoma katilmis olan hiicresel bir gen oldugu ortaya
cikarildi. Daha sonra mutasyonlarla degiserek onkogen haline doniisen, yani
kanser yapict Ozellik kazanma potansiyeline sahip proto-onkogenler
bulunmustur. Proto-onkogenler hiicrelerin normal gelisimi i¢in gerekli olan ve

genellikle mitotik yolda islevi olan iiriinleri kodlarlar ve aktif-inaktif durumlar



@ ANADOLU UNIVERSITESI

hiicrenin 6zelligine gore kontrol edilir (Wang ve Wong 1997; Othuki ve ark.
2003; Lodish ve ark. 2003; Cooper ve ark. 2006).
Proto-onkogenlerin  onkogen haline doniismesini  saglayan bazi
mekanizmalar bulunmaktadir:
1. Nokta mutasyonlar1 (kolorektal ve pankreatik kanserlerde ras
mutasyonunun olmast).
2. Gen amplifikasyonu (No6roblastoma da N-myc onkogeni).
3. Kromozomlarda translokasyonlar ile genlerin yeniden organizasyonu
(kronik miyeloit 16komia da translokasyon sonucu bcr-abl onkogeni).
4. Delesyonlar (erbB-2, src, raf ve abl gibi tirozin kinazlar1 kodlayan
genler).
Biiyiime faktorlerine az duyarli olan normal bir hiicre, bu genetik
degisimler sonucunda malin haline doniisebilir (Karp 2004, Kevin 2007).
Proto-onkogen proteinlerinin biiylik bir kismi biiylime faktorlerinin
uyarilarina cevap olarak gorev yapar. Biliylime faktorleri ve reseptorleri,
transkripsiyon faktorleri ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinda gbrev alan proteinler
bunlar arasinda sayilabilir. Bliyiime faktorlerinin ifadesi arttiginda bir onkogen
gibi davranabilmektedir. Ornegin; Epidermal biiyiime faktorii (EGF) reseptdr geni
c-erbB1 o6zellikle akcigerin skuamoz hiicreli karsinomunda ifadesi artmistir. EGF
reseptor ailesinin ikinci liyesi c-erbB2 ise meme, akciger, mide ve tiikriikk bezi
timorlerinde ifadesi artmustir (Prober ve Edgar 2001).
Proto-onkogenlerin bir kismi tirozin kinaz reseptdrlerini kodlamaktadir.
Bu reseptorlerin genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu kodladiklari
proteinin amino uglarinda degisiklik meydana getirir ve onkogenik aktivasyon
kazandirir. Bunun sonucunda reseptoriin hiicre igindeki kinaz kismi siirekli
durumda aktif kalir ve siirekli gogalma sinyalleri tiretir. erbB-2, src ve abl gibi
tirozin kinazlart kodlayan genler delesyon gibi mutasyonlar ve gen
amplifikasyonu yoluyla aktiflesebilir (Cooper ve ark. 2006; Borrello ve ark.
2008).
Birgok kanser tiirtiniin mutasyona ugradigi tespit edilen ras geni de 6nemli
gorevler iistlenmistir. Hiicresel siirecinde Ras proteini Raf serin/tirozin kinazlarin

aktivasyonu yoluyla ERK MAPK larin aktivasyonunu baslatir. Mutasyonlarla ras
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proto-onkogeni onkogene doniistiigiinde Ras siirekli uyarilir ve ERK sinyal yolag:
aktif durumda kalir. Ayrica raf geni de delesyonlarla onkogene doniiserek ERK
yolagini aktiflestirebilmektedir.

Transkripsiyon faktér olan bazi protoonkogenlerin mutasyonlari sonucu
stirekli olarak aktivasyonlar1 artar ve kontrol ettikleri genlerin ifadesini etkilerler.
Ornegin fos ile Jun birlikte bir transkripsiyon faktor olan AP-1’i olusturular. Fos
ya da Jun proteinlerinin kontrolsiiz ifadeleri sonucunda AP-1 siirekli aktif halde
kalir ve hiicre stirekli ¢ogalir. Myc proteinleri de MAPK yolaklarinda rol oynar.
myc onkogeninin ifadesinin artmasi timor gelisimini tetikleyici unsurdur (Cooper

ve ark. 2006; Proper ve Edgar 2001; Luo ve ark. 2009; Lee 2011).

1.1.2. Kanserde Tiimor Baskilayic1 Genlerin Rolii

Timor baskilayict genler hiicrenin freni olarak hareket ederek hiicre
biiylimesini sinirlayan proteinleri kodlar ve hiicreleri kanserden korur. Timor
baskilayict genlerin varligin1 gosteren kanitlar, kanser hiicre tiplerinde
kromozomlarin  belirli 6zel bolgelerinin  kendiliginden yok oldugunun
goriilmesiyle toplanmistir. Timor olusumunun normal olarak baskilanmasi bu
genlerin varligiyla miimkiindiir (Karp 2004). Timor baskilayici genler tarafindan
hiicre dongiisiinde gorev alan DNA hasar1 gibi durumlarda hiicre dongiisiinii
engelleyen, apoptozu diizenleyen ve DNA tamirine katilan proteinler gorev
alabilmektedir (Lodish ve ark. 2003).

Timor baskilayict genler olarak Rb, p53, APC, INK4a/ARF lokusu (p16),
TGF-p, NF-1, NF-2, VHL, PTEN, WT-1 ve kaderinler bilinmektedir. Timor
baskilayic1 genler ilk olarak hem kalitsal hem sporadik olarak meydana gelen
timor retinoblastoma da bulunmustur. pRb olarak isimlendirilen fosfoprotein,
cocukluk ¢ag1 goz tiimorii olan retinoblastomadan sorumlu Rb genin iiriinii olarak
tanimlanmistir. Rb ile ilgili yapilan arastirmalar onun DNA sentezi ve hiicre
dongiisiiniin devam etmesinde gorev alan genlerin ifadesinde kritik bir rol
tistlendigini ortaya koymustur. Rb geninin iki allelinin de mutasyona ugramasiyla
fonksiyonunu kaybetmesi sonucunda tiimoér gelisimi gézlenmistir. Yapilan

aragtirmalar dogrultusunda meme, mesane, akciger kanserleri ve glioblastomlarda
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Rb geninin inaktif durumda oldugu tespit edilmistir (Silva ve Weinberg 1997
Cooper ve ark. 2006).

Bir diger tiimor baskilayict gen olan ve bir¢ok genin transkripsiyonundan
sorumlu olan p53 geninde meydana gelen mutasyonlarin insan kanserlerinin
%350’sinde  etkili oldugu bulunmustur. p53 sonucunda fonksiyonunu
kaybetmesiyle meme, barsak ve akciger karsinomlariyla, l16semi, lenfoma, sarkom
ve beyin timorleri meydana gelmektedir. p53 proteini pRb gibi SV40,
adenoviriisler, papilloma viriisleri ve herpes viriisii gibi onkogenik proteinlerinde
hedefi konumundadir. p53 gen {irlinii hem hiicre dongiisiinde hem apoptozun
diizenlenmesinde gorev alir. DNA hasar1 meydana gelen geldiginde p53 uyarilir
ve replikasyonun veya dongiiniin durmasi igin ilgili proteinlerin (p21 gibi Cdk
inhiborleri) aktivasyonunu baglatarak etki gosterir (Cooper ve ark. 2006; Yu ve
Zang 2005; Jiang ve Milner 2003).

INK4 ve PTEN tiimor baskilayici genlerinde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda akciger ve prostat kanseri goriilmiistiir. APC (Adenomat6z Polipozis
Koli) genindeki mutasyonlar adenom ve kolon karsinomlari ile sonuglanmaktadir.
APC geni biiyiime sinyallerinin azalmasi sonucunda fonksiyonel durumda calisan
bir timor baskilayict gendir. APC proteini normal olarak g¢ekirdekte biiyimeyi
uyaran genlerin transkripsiyonunu baglatan B-katenine baglanir ve onu parcalar.
APC geni mutasyona ugrarsa -katenin kontrolii olmayacag i¢in hiicre ¢ogalmasi
ile ilgili genler transkribe olmaktadir (Sieber ve ark. 2000; Jaiswal ve Narayan
2008; Cooper ve ark. 2006). Ozetle tiimor baskilayici proteinler onkogenlerin
aktive ettigi sinyalleri ve yolaklar1 inaktif hale getirerek fonksiyonlarini gosterir.

(Chow ve Baker 2006; Backman ve ark. 2002).

1.1.3. Hiicre Dongiisii ve Kontrol Noktalar:

Saglikli dokularda hiicrelerin cogalma sayisi organizmanin ihtiyacina bagh
olarak kontrol edilen bir islevdir. Biitlin hiicreler bir hiicre dongiisii ad1 verilen bir
stirecin sonunda, bir ana hiicreden iki yavru hiicre olusturmak igin 6nce ikiye
boliiniirler. Bir hiicre dongiisii i¢inde 4 siire¢ yer alir: 1) Hiicre biiylimesi, 2)

DNA’nin kendini eslemesi (replikasyon), 3) iki katina ¢ikan kromozomlarin yavru
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hiicrelere esit sekilde dagilmasi ve 4) Hiicrenin boliinmesi. Tim bu siiregler
interfaz ve mitoz olmak lizere iki ana sathada gerceklesir. Hiicre dongiisiiniin
%095’ini kapsayan interfazda kromozomlar yogunlugunu kaybeder ve gekirdek
icine yayilir. Molekiiler diizeyde interfaz hiicre biliylimesi ve DNA’nin kendini
eslemesinin gergeklestigi hazirlik evresidir. Mitozu takip eden interfazin ilk evresi
Gl’de (gap 1) hiicre aktiftir ve siirekli bliylimeye devam eder. G1 evresinden
sonra DNA’nin kendini esledigi S (sentez) evresi gelir. Daha sonra bunu DNA
sentezinin tamamlandig1r ve mitoza hazirlik i¢in proteinlerin sentezinin yapildigi
G2 evresi (gap 2) izler. Bunu mitoz takip eder ve bilinen evreleriyle ayni genetik
materyale sahip iki yavru hiicreye boliinme (sitokinez) gergeklesir (Sherr 1996;
Cooper ve ark. 2006; Giines 2003).

Hiicre dongilisli boyunca sathalarin tam ve dogru olarak tamamlanmasi ve
bir sonrakine gecisin saglanmasi G1, S, G2 ve M evrelerinde bulunan “kontrol
noktalart” nda kontrol edilir. Replike olmamis ve hasarli DNA’lara karsi hassas
olan bu noktalar, replikasyonun tamamlanmas1 ya da onarimu ile hiicre déngiisiinii

yonlendirir (Sherr 1996; Campbell 2006; Cooper ve ark. 2006).

3 [——Siklus baslangici
BuyUme faktorlen,

Onkogenler

Siklinler ve CDK

Yeni Hicre

Mitoz(Hlcre bolinmesi)

GI

/I‘-Iucre SlklUSU

Sentez(DNA'nin 5
ki katina glkmasi) Tumdr supresor

genler ve CDK
N I inhibitdrieri

Geri déntsi
olmayan nokta

Sekil 1.2. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 (Arican, 2010).

Hiicrenin biiyiimesi ve DNA sentezi i¢in gerekli proteinlerin yogun olarak

sentezlendigi G1 evresidir. Fakat DNA sentezi yapilmaz. Bu evre temel olarak
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mitojenler (sitokinler, hormonlar, biiylime faktorleri vs.) ve adezyon molekiilleri
gibi hiicre dis1 uyaranlar tarafindan diizenlenir. Hiicre G1 evresinde devam et
sinyalini alirsa dongiiyii tamamlar (Sekil 1.2). G1 evresindeki karar verme noktasi
R noktasi (restriksiyon noktasi) olarak adlandirilir. Eger sinyal gelmezse G1 de
hiicre dongiisii duraklatilir. Devam sinyali gelene kadar hiicre Go denilen duragan
evrede kalir. S evresinde DNA iki katina ¢ikar ve sentrioller kendini eslemeye
baslar. G2 evresinde DNA sentezi durur. Fakat mitoz i¢in gerekli olan protein ve
RNA sentezi devam etmektedir. Bu noktanin ana gorevi; M fazi igin gerekli
islemleri uyarmak, S fazinda hatali, eksik olan DNA’y1 tanimak ve dongiiyli
durduracak sinyal tretmektir (Lewin 2004; Cooper ve ark. 2006; Basaran 2002;
Proper ve Edgar 2001; Novak ve Tyson 2004).

Hiicre dongiisiiniin bir diger 6nemli kontrol noktasi mitoz sonlarinda
bulunmaktadir. Bu nokta mitoz dongiisiine giren hiicrenin metafazdan anafaza
gecisini saglar. I3 kontrol noktalar1 olarak isimlendirilen bu kontrol noktasi,
kromozom takimlarinin boliinen hiicrelere homojen ve dogru sekilde dagilmasi
icin, kromozomlarin mitotik 1ig {zerindeki dizilimlerini kontrol eder.
Kromozomun mitotik igcige baglanma noktasi olan kinetokorlarda bir hata olursa
veya ig ilizerinde kromozomlar uygun yerlesemezse M kontrol noktasi mitozu
metafazda durdurmaktadir Bdylelikle ig kontrol noktasi, yavru hiicrelere
kromozomlarin organize bir Sekilde ayrilmalarini saglamis olur (Cooper ve ark.
2006; Basaran 2002; Ruscetti ve Bartelmez 2004).

G1, S ve G2 noktalarinda hiicre dongiisiiniin durmast DNA’ya baglanan
protein kompleksleriyle gerceklesir. Bu proteinler sadece DNA hasarimi
algilayarak hiicre dongiisiinii durduran sinyal yolaklarmin aktivasyonunu
saglamaz, ayn1 zamanda DNA onarim ve programli hiicre 6liimii (apoptozis)

mekanizmalarini da harekete gegirir (Lewin 2004).
1.1.3.1. Hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinler
Hiicrede meydana gelen farklilagma, biiyiime ve hiicre dongiisii gibi

olaylarda cesitli sinyal mekanizmalar1 ve protein kinazlar, fosfatazlar gibi

Ozellesmis proteinler gorev alir. Bunlarin icinden protein kinazlar serin, treonin
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veya tirozin gibi aminoasitlere fosfor baglayarak aktiflesmesini saglar. Protein
fosfatazlar da bu aktiflesip gorevini yerine getirmis olan aminoasitlerin uglarindan
fosfor kopararak inaktif hale gegmesini saglar. Protein kinazlar fosfor bagladiklar1
aminoasit rezidiilerine gore isimlendirilir. Ornegin, tirozin rezidiilerine fosfor
baglanmissa protein tirozin kinaz adini alir. Biiylime faktdrleri, insiilin reseptorleri
ve hiicre kontrol dongiisiinde gorev alan Cdk proteinleri de ornek olarak
verilebilir (Basaran 2002; Giines 2003). Hiicre dongisiiniin kontrolii i¢in
Ozellesmis proteinler kinazlardan siklin bagimli kinazlar (Cdk) ve siklinler

bulunur.

1.1.3.1.1. Siklinler ve siklin bagiml kinazlar

Hiicre dongiisiinii kontrol eden molekiillerin miktar1 ve aktivitesi hiicre
dongiisiindeki olaylar dizisinin hizin1 belirler. Bu molekiillerden bazilar
proteinleri fosforile ederek, onlar aktif ya da inaktif hale getiren ve boylece G1 ve
G2 evresinde devam et sinyalini veren protein kinaz enzimleridir. Aktiflesmeleri
icin bir siklin proteinine baglanmalar1 gerekir. Bu nedenle bu kinazlara siklin
bagimli kinazlar (Cdk’lar) adi verilir. Cdk proteinleri serin, tirozin gibi aminoasit
rezidiilerini fosforlayarak onlari aktiflestirir. Bunu yapabilmek icin o6zgiil bir
siklin ile birlesip Cdk/siklin kompleksini olustururlar ve hiicre dongiisiiniin
gerceklesmesini saglamaktadir (Lodish ve ark. 2003; Basaran 2002; Kapuy ve ark.
2009).

Cdk ailesinin tiyeleri hiicre dongiistintin farkli basamaklar1 boyunca 6zgiil
siklinlerine baglanir (Sekil 1.3). G1 evresinden S evresine gegis, siklin D ve E ile
baglanan Cdk2, Cdk4 ve Cdké6 tarafindan diizenlenmektedir. Cdk6’nin D tipi
siklinlerle olusturdugu kompleks G1 evresinde kesilme noktasinda gegiste biiytlik
oneme sahiptir. G1’in ilerleyen evresinde ifade olan Siklin E, Cdk2/siklin E
kompleksi G1’den S’ye gegis ve DNA sentezi baslamasi igin gereklidir.
Cdk2/siklin A kompleksi ise S siirecinin tamamlanip G2 evresine ge¢mesini
saglar. G2’den M evresine gec¢isi Cdk2/siklin B komleksi yapmaktadir (Cooper ve
ark. 2006; Karp 2004; Giines 2003). Mitozun anafaz evresi kromozomlar ig

ipliklerine tutunana kadar baglamaz. Bazi proteinler, anafazi hizlandiran kompleks
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(APC) proteini inaktif halde tutan sinyal yolunu uyarir. Kinetokorlarin tamami ig
ipliklerine tutunduktan sonra dur sinyali ortadan kalkar ve APC aktif hale gelmis
olur. Boylece APC hem siklin yikimin1 hem de kardes kromatitleri bir arada tutan

proteinleri engellemis olur (Campbell 2006; Martinsson ve ark. 2005).

Cdk 2/SiklinB " f§
f..‘le = . B o -'_1._'

&7 " Cdk2,4,6/Siklin D

‘ -.IG].‘

“u.
-
-

CdEZISildan

Cdk 2 / Siklin A

Sekil 1.3. Hiicre dongiisiinde siklin bagimli kinazlarin ve siklinlerin rolii (Giines 2003).

Cdk’larin aktivitesi en az 4 mekanizma ile diizenlenir. Bunlardan birincisi;
Cdk’larin  6zgiil siklinlerle baglanmasini igerir. Olusan 6zgiil Cdk/siklin
kompleksleri, siklin sentezi ve parcalanmasi yoluyla kontrol edilir. Ikinci bir
mekanizma Cdk/siklin komplekslerinin aktivasyonu i¢in Cdk tiizerindeki, 161.
pozisyondaki korunmus treonin aminoasidinin fosforlanmasi gerektirir. Cdk’larin
fosforilasyonu CAK (Cdk-aktiflestiren kinaz) denilen enzim ile katalizlenir
(Cooper ve ark. 2006; Lodish ve ark. 2003; Giines 2003). Cdk’larin aktiviteleri
ligiincii bir mekanizmada Cdk Inbitorlerinin (CKI) Cdk/siklin komplekslerine
baglanmasi yoluyla da kontrol edilir. Her Cdk inhibitor ailesi farkli Cdk/siklin
kompleksinin diizenlenmesinden sorumludur (Cooper ve ark. 2006). Cip/Kip ve
INK4/ARF olmak iizere iki CKI tipi bulunmaktadir. Cip/Kip ailesi; p21,p27,p57
tim Cdk’lar iizerinde etkilidir. INK4/ARF ailesi; pl5, pl6, pl8, pl9 (INK4
proteinleri)’dir. Bu proteinler Cdk4 ve Cdk6 proteinlerini engelleyerek etki
gosterir (Giines 2003; Basaran 2002; Kapuy ve ark. 2009).
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1.1.3.1.2. Biiyiime faktorleri ve D tipi siklinler

G1 evresinin R noktasinda ¢esitli hiicre-dis1 bliylime faktorleri tarafindan
diizenlenir. Biiylime faktorii olmadiginda hiicreler R noktasini gecemediklerinden
GO evresinde kalir. Uyar1 geldiginde hiicre boliinmeye baglar. Biiyiime faktorleri
ile uyarilan sinyal iletim mekanizmalar1 ve hiicre dongiisiiniin igleyisi arasindaki
iliski D-tipi siklinlerle saglanmaktadir. Biiyiime faktorlerinin uyarisina cevap
olarak Ras/Raf/ERK yolagi aracilifiyla siklin D sentezi baglar ve biiylime
faktorlerinin varlig: siiresince sentez devam eder. G1 evresinde biiylime faktorleri
bulundugu zaman Cdk4-6/siklin D kompleksi hiicrelerin restriksiyon noktasindan
gecisini saglar. Eger biliylime faktorleri ortamdan uzaklasirsa siklin D miktar
azalacag i¢in hiicre GO fazina gegerek duragan halde kalir. Siklin D biiylime
faktorleri tarafindan tetiklenen sinyal yolaginin énemli bir hedefi konumundadir.
Bu sebeple siklin D regiilasyonu ile ilgili bir bozukluk, kanserlesmeyi meydana
getirmektedir. Ornegin siklin D1 paratiroit ve B lenfosit tiimdrlerde bir onkogen
olarak kesfedilmistir (Cooper ve ark. 2006; Prober ve Edgar 2001; Giines 2003).

1.1.4. Apoptoz

Cok hiicreli bir organizmanin gelisiminde embriyogenez, morfogenez ve
doku doniisiimii esnasinda istenmeyen hiicreler elemine edilir. Bu siire¢ programli
hiicre 6liimii ya da apoptoz olarak da tanimlanir. Ornegin, amfibi gelisimi
esnasinda larval dokunun, el ve ayak parmaklarinin olusumu esnasindaki perdenin
ortadan kaldirilmasinda apoptoz sorumludur. Memeli sinir sisteminin gelisiminde
de apoptoz devrededir. Fazla iiretilen néronlarin ortadan kaldirilmasi apoptoz
araciligiyla gergeklesir. Sag kalan hiicreler, hedef hiicrelerle dogru baglant1 yapma
durumlarina gore secilir ve sag kalim sinyali olarak biiylime faktorleri salgilar.
Apoptoz birgok farkli sinyal yolaklariyla biitiinlesmis sekilde meydana
gelmektedir (Lewin 2004; Lodish ve ark. 2003; Alberts ve ark. 2007).

Tipik bir apoptotik hiicre biiziigiir, yogunlasir ve sonra pargalanmaya
baglar. Plazma zarinda genellikle diger hiicreler tarafindan yutulacak olan kiigiik

apoptotik ¢ikintilar olusturur. Cekirdek yogunlasir ve DNA pargalara ayrilir.
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Apoptozda onemli bir 6zellikte hiicre igeriginin, komsu hiicrelerde zararl etkilere
neden olabilecek yerler olan hiicre disina saliverilmemesidir. Apoptoza eslik eden
ve onu kontrol program hem embriyonik hem yetiskin yasam esnasinda hiicre
sayisinin kompozisyonunun (hemostas) muhafazasi i¢in ¢ok kritiktir (Lodish ve
ark. 2003).

Apoptoz organizmanin iyiligi i¢in hasarli ve tehlikeli potansiyele sahip
olan hiicrelerin ortadan kaldirilmasimi saglayarak savunma mekanizmasinda da
yer alir. Ornegin viriisle enfekte olan hiicreler apoptoza gonderilir (Cooper ve ark.
2006). Yine bagisiklik sisteminde gorev alan anormal veya enfekte hedef
hiicrelerin 6liimiinii saglayan T-lenfositleri 6rnek verilebilir. Bu hedef hiicreler, T-
lenfositlerinin ylizeyinde var olan 6zgiil reseptorler tarafindan teshis edilir. Viicut
icerisinde, normal hiicrelerinde yiizeyinde bulunan proteinlere siki sekilde
baglanabilecek reseptorlere sahip olan T-lenfositler iretilebilir. Bu etkilerinden
dolay1 apoptoz, Alzheimer, Parkinson, Huntington gibi nérodejeneratif hastaliklar
ile ilgili de goriinmektedir. DNA hasari gibi saldirilarda da apoptoz devrededir.
Kanser gelisimine neden olabilecek onkogenik mutasyonlara ugramis hiicre

apoptoz programini aktive edemez (Karp 2004; Hanahan ve Weinberg 2000).

1.1.4.1. Kaspazlar (intraseliiler proteazlar)

Bir hiicrenin apoptoz siirecinde gecirdigi biyokimyasal ve morfolojik
degisimler Kaspaz (Cysteine Aspartate Specific ProteASes) adi verilen bir proteaz
ailesi tarafindan kontrol edilir. Kaspazlar, aktif dimerden olusan otokirilma ile
inaktif prokaspazlardan meydana gelir (Lewin, 2004). Kaspazlar araciligiyla hiicre
ici kaskadlar aktive olarak, proteinlerin sindirimi, kromozomal DNA’nin yikimi
ve hiicrenin fagosite edilmesi saglanmaktadir (Miller 1997; Yiiksel ve ark. 2009;
Blanc 2003).

Her bir intihar proteazi, siklikla kaspaz ailesinin bir diger {iyesi tarafindan
proteolizle yarilma yoluyla etkinlestirilen, etkin olmayan bir 6n enzim (prokaspaz)
olarak yapilir. Sekil 1.4 de goriildiigii gibi kopan parcalardan ikisi kaspazin etkin
yerini olusturmak tizere bir araya gelir. Etkin enzimin, bu ikili birimlerin bir

tetrameri oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 1.4. Apoptozda yer alan kaspaz silsilesi (Alberts ve ark. 2003).

Etkinlesen her kaspaz molekiilii birgok Onkaspazi yararak etkinlestirebilir
ve bunlar daha sonra c¢ok fazla Onkaspaz molekiiliinii etkinlestirir. Bu yolla,
baslangicta az sayida 6nkaspaz molekiiliiniin etkinlesmesi, zincirleme biiyiiyen bir
tepkimeyle (bir silsile), ¢ok sayida Onkaspaz molekiiliniin patlayan
etkinlesmesine yol acar. Bundan sonra, etkinlesen kaspazlardan etken kaspazlar
0zgiil sitoplazma proteinleriyle, ¢ekirdek lamillerini de iceren, hiicre igindeki ¢ok
sayida anahtar proteini kesip ayirarak, hiicrenin denetimli 6liimiine yol agar
(Alberts ve ark. 2003; Zhang ve ark. 2003; Ashe ve Berry 2003).

Memeli hiicresindeki baslatic1 kaspazlardan kaspaz 9 aktive edilerek
Apaf-1 ile kompleks olusturulur (Sekil 1.5). Bu kompleksin olusumu, apoptozu
uyaran uyarilar ile mitokondriden salinan sitokrom c’ye de ihtiya¢ duyar.
Sitokrom C mitokondri zarlar1 arasinda, Apaf-1 ve kaspaz 9 sitozolde bulunur ve
boylelikle kaspaz 9 inaktif halde kalir. DNA hasari, biiylime faktorii yoksunlugu
gibi bir¢ok uyari, mitokondriye hasar verebilir ve bu durumda sitokrom sitozole
salmabilir. Hiicre stres durumunda mitokondriden sitokrom c ile Apaf-1 salinarak
kaspaz 9’a baglanir, Apaf-1’de konformasyonel bir degisiklik meydana gelir ve
apoptozom adi verilen alt finiteleri olan Apaf-1/kaspaz 9 kompleksinin

olusumunu tetikler ve kaspaz 9 aktive olur. Kaspaz 9 da asag1 yondeki kaspaz 3
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gibi diger efektdr kaspazlari aktive eder. Boyle bir yolla proteinlerin sindirimi,
kromozomal DNA’nin yikilmasi, hiicre fagositozu ve hiicre 6liimii meydana gelir
(Chowdhury ve ark. 2008; Boatright ve Salvesen 2003; Wang ve ark. 2005; Wang
2001).

o CARD domain

Apafl
? ]’— prokaspaz 9
CARD domain
o — Q@
[ X J

dATP'den dADP’e dADP yoluyla
hidroliz ve sitokrom C apoptozomun
yoluyla Apaf-1 olugturulmas:
aktivasyonu

sitokrom C
salimmu

aktivasyonu ve
giglendirilmesi

APOPTOZOM kaspaz9 ‘un Iylkﬂmasn ve

oldiiriicii prokaspazlarn
N, i zarda aktivasyonu
sitokrom C A A
olan kaspaz kaskad:

iy @poptotik
uyari

mitokondri

Sekil 1.5. Apoptozun hiicre i¢i uyaranlarla uyarilmasi (Alberts ve ark. 2003).

Mitokondrinin biitiinliigiinii ve sitokrom ¢ salinimin1 diizenleyen 20 liyeye
sahip bir Bcl-2 protein ailesidir. Bunlarin bir kismi Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Boo,
Mcl-1 gibi apoptoz inhibitoridiir. Bazilar1 ise apoptozu uyarir ve proapoptotik
genler olarak isimlendirilir. Proapoptotik genler iki alt aileye sahiptir: Bax (Bax,
Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad, Bid). Bcl-2 gen ailesinin
uiriinleri, mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulum zarinda yer alir. Ayrica
homodimer veya heterodimer olarak kompleks olusturarak caligirlar. Bcl-2
ailesinin apoptozu baskilayan iiyeleri sitokrom c¢ salinimini engeller. Buna
karsilik, Bcl-2’nin apoptozu uyaran iiyeleri, mitokondri hasarini, Sitokrom c
salinimini ve kaspaz aktivasyonunu uyararak etki gosterirler. Mitokondri hasari
yalnizca sitokrom c¢’nin degil ayn1 zamanda apoptozu uyaran diger molekiillerin
de salinimi ile sonuglanabilir. Bu molekiiller, Smac/Diablo adi1 verilen IAP’lerin
etkisini engeller ve kaspaz aktivitesini uyaran bir proteini icerir. Kaspazlar, Bel-2
ailesi ve IAP’ler hiicrede sag kalimi kontrol eden sinyal yolaklarinin hedefleridir
(Gross ve ark. 1999; Borner 2003; Breckenridge ve Xue 2004; Cooper ve ark.
2006; Yiiksel 2009).
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1.1.4.2. Hiicre oliim reseptorleri ve kaspazlar

Aktif reseptorler tarafinda salgilanan hedef hiicrelerde apoptozu direk
olarak uyaran bazi polipeptidler, 6rnegin tiimor nekroz faktér (TNF) ailesi
tiyelerine baglanirlar ve ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozu uyarir. TNF, kanser
kemoterapisi gibi toksik kimyasal ajanlar, viral enfeksiyonlar, yiiksek sicaklik ve
iyonize radyasyona maruz kalmak gibi ¢evresel etkenlere cevap olarak bagisiklik
sisteminin belirli hiicreleri tarafindan iiretilir. TNF reseptor ailesinin iiyesi olan ve
bir hiicre yiizey reseptorii olan Fas, bagisiklik sisteminde hiicre 6liimiinii kontrol
eder. Omegin, Fas aktivasyonu sonucu kaspaz 8’in uyarmasiyla baslayan apoptoz,
bagisik yanitin sonunda arta kalan lenfositlerin ortadan kaldirilmasindan, kanser
hiicreleri veya viriis ile enfekte hiicrelerin 6liimiine kadar bagisiklik sistemi hedef
hiicrelerinin 6liimiinden sorumludur. (Karp 2004; Cooper ve ark. 2006; Yiiksel
2009).

Sekil 1.6°da goriildiigii gibi hiicre dis1 etkinlesme; Fas ligandi tasiyan bir
oldiiriicti lenfosit, hedef hiicre ylizeyindeki Fas proteinlerine baglanarak onlari
aktiflestirir. Uyarilmis proteinler kiimelenmis Fas proteinlerinin hiicre igi
bolgesine baglanarak 6n kaspaz 8 molekiillerinin topaklanmasina neden olur.
Bunlar da daha sonra birbirlerini keserek kaspaz silsilesini baglatirlar (Alberts ve

ark. 2003; Schmitz ve ark. 2000).
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Sekil 1.6. Apoptozun hiicre dis1 uyaranlarla uyarilmasi (Alberts ve ark. 2003).
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1.2. KARACIGER KANSERi (HEPATOSELULER KARSINOMA)

Hepatoseliiler karsinoma primer karaciger kanseri olarak bilinmektedir.
Diinyada kanserden dolay1 6liimlerin {i¢ilincii nedenini olusturmaktadir. Sag kalim
oraninin yilda %9’un altinda oldugu yapilan arastirmalar dogrultusunda rapor
edilmistir. HCC yogunlugu Asya-Pasifik, Sahra alti Afrika, Giiney Avrupa ile
Kuzey Amerika’y1 da i¢ine alan cografik bolgelerde artmaktadir. ABD’de HCC
meydana gelme orani1 son 25 yilda %70°den daha fazla artis gdstermistir. Ilerleyen
yillarda, HCC’den dolay1 asagi yukari 18,000 o6liim ve 22,000 yeni vaka
olabilecegi tahmin edilmektedir ve ABD’de kansere bagli dlimlerin yaklagsik
%410 karaciger kanseri nedeniyle olmaktadir (Bishayee ve ark. 2009; Cha ve
Dematteo 2005).

Hepatit B (HBV) veya Hepatit C (HCV) kronik infeksiyonlar1 karaciger
kanserlerinin %75’den sorumluyken, alkol, sigara dumanima maruz kalinmasi
(Wang ve ark. 2002), genetik veya hemokromatozis (demirin asir1 yiiklenmesi ile
olusur), porfiri (hem biyosentezindeki enzimlerden birinin azalmasi), a-antitripsin
eksikligini (Wang ve ark. 2002) de iceren metabolik hastaliklar gibi viral olmayan
nedenler vakalarin %25’den daha azini temsil etmektedir (Merle ve Trepo 2009).
Ayrica kahve, sigara, dogum kontrol haplari, vinil klorit, karaciger yaglanmasi,
obezite, aflatoksin B1 (AFBI) ile kontamine olan gida maddeleri, diyet de HCC
ile iliskili risk faktorlerini olusturmaktadir (Aravalli ve ark. 2008; Cha ve
Dematteo 2005; Pang ve ark. 2006).

HCC i¢in standart bir kemoterapi tedavisi uygun degildir ve radyoterapiye de
direnclidir. Bir¢ok vakada, cerrahi miidahale ve karaciger transplantasyonu tek
iyilestirici ¢oziim segenegi olarak goriilir (Aravalli ve ark. 2008). Fakat timor
boyutu, multifokalite, vaskiiler invasyon veya hepatik dekompansasyon gibi
nedenlerden dolayi, sadece %10-20 HCC hastas1 cerrahi i¢in adaydir (Bishayee
ve ark. 2009; Thomas ve Zhu 2005; Stiff ve ark. 2008).

HCC’nin patofizyolojisi acik sekilde anlagilamamistir. Karacigerin
fonksiyonunu nipseten kaybetmesi, 6zellikle siroz zemin hazirlayan bir durumdur.

Hepatokarsinojenez hastaligin baslamasi, gelismesi ve devamliligii meydana
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getiren epigenetik ve genetik birikimlerle kompleks olarak iliskili bir siiregtir.
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozisin baskilanmasiyla, kanserli
hiicrelerin hayatta kalmasini etkileyen bir¢ok faktoriin artan ifadesi, hiicresel
olaylara eslik etmektedir. Retinoblastoma ve p53 gibi tiimor baskilayici genlerin
rolii ve onkogenlerin aktivasyonu da iyi rapor edilmistir. HCC yogunlugunun
artmasi ile yeni tedavi stratejilerinin gelismesi umuduyla, hiicresel, fizyolojik ve
hastaligin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi i¢in arastirmalar yogun sekilde
stirmektedir (Aravalli ve ark. 2008; Okuda 2000; Wang ve ark. 2002; Cho ve ark.
2010).

Gectigimiz son on yil icerisindeki genis kapsamli calismalar, karaciger
kanserinde hiicresel aglar ve sinyal yolaklarinin etkileriyle birlikte bir¢ok
molekiiler biyomarkerler belirlenmistir. Biyoinformatik, kombinasyonel kimya,
mikro RNA c¢aligmalart ve omik teknolojilerinin  kombinasyonunun
kullanilmastyla yapilan son caligsmalar, hastaligin degisken evreleri esnasinda
protein profilleri ve gen ifadesine yeni bakis agilar1 saglamistir (Aravalli ve ark.
2008; Malenstein ve Verslype 2011).

1.2.1. Hepatoseliiler Karsinoma’nin Molekiiler Mekanizmasi

HCC’nin ana risk faktorleri yillarca yogun sekilde calisilarak tayin edilmis
ve HCC patogenezisini anlamak i¢in bir¢ok ilerleme kaydedilmistir (Cizelge 1.1).
Bununla birlikte, karsinogeneze neden olan molekiiler mekanizmalar az
bilinmektedir. Viral enfeksiyon veya hepatotoksik ajanlara maruz kalinmasindan
dolay1, karaciger dokusunda ani degisimler meydana gelir. Bunun sonucunda,
hiicresel sinyal yolaklar1 ve tiimoér formasyonuyla sonuclanan gen ifadesinde
onemli degisikler olur. Bu nedenle, HCC’nin belirlenmesi ve tedavisi i¢in, sinyal
iletim yolaklar1 c¢aligilarak potansiyel biyomarkerler ve molekiiler hedefler
belirlenmeye ¢alisilmaktadir (Aravalli ve ark. 2008; Pang ve ark. 2006;
Lachenmayer ve ark. 2010).
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Cizelge 1.1. HCC’ye neden olan farkli risk faktorlerinden etkilenen hiicresel sinyal yolaklari

(Aravalli ve ark. 2008).

RISK FAKTORU ETKILENEN YOLAK
Aflatoksin Wnt/ B-katenin
p53
Alkol Wnt/ B-katenin
HBV Wnt/ B-katenin
p53
pRb
MAPK
Sitokin sinyali
Hemokromatoz p53
Kimyasal karsinojen Ras

1.2.1.1. Wnt/p-katenin yolagimn rolii

Wnt sinyal yolagi, diger kanserlerde oldugu gibi HCC’de de siklikla aktive
edilir. Bu yolak, alkole bagli meydana gelen siroz ve HBV/HCV
infeksiyonlarindan kaynaklanan HCC’1 igerir. Wnt yolaginin 6zgiil reseptorleri
Frizzled reseptorleridir. Wnt/Frizzled sinyal agi, kanonikal Wnt/B-katenin sinyal
kaskad1 ya da kanonikal olmayan JNK (c-Jun N-terminal kinaz) ve protein kinaz
C’nin aktivasyonunu kontrol eder. Wnt ligandlari, koreseptorlerle veya
koreseptorler olmaksizin 6zgiil Frizzled (FZD) reseptorlerini uyarir (Merle ve
Trepo 2009; Aravalli ve ark. 2008).

B-katenin molekiilii, hiicre iskeletinde kaderin-p-katenin arasindaki
baglantinin gili¢lendirilmesiyle hiicre-hiicre adezyonunu igeren Onemli bir
multifaktoriyel proteindir. B-katenin de meydana gelen mutasyonlar Wnt/B-
katenin sinyalinin aktivasyonunu uyarabilir. Ustelik, p-katenindeki mutasyonlar,
aflatoksin ve HCV infeksiyonuna maruz kalinmasiyla HCC hastalarinda artar. B-
katenindeki bu mutasyonlara ek olarak, Wnt yolaginin negatif diizenleyicileri olan
aksin 1 ve aksin 2 de meydana gelen mutasyonlar da HCC de g0sterilmistir.

Farelerde, karacigere 0zgiil APC geninin bozulmasinin Wnt yolagimin
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aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bundan dolayi, Wnt/ -katenin yolagi
HCC de 6nemli bir sinyal yolagi olarak goriilmektedir (Merle ve Trepo 2009;
Aravalli ve ark. 2008; Pang ve ark 2006).

Cogu durumda, timor baskilayict gen APC inaktivasyonu veya proto-
onkogen p-katenin mutasyonu sonucunda Wnt sinyalinin aktivasyonu
gozlenmistir.  Frizzled proteinin  yukart diizenlenmesi ve [-kateninin
defosforilasyonu, HCC’de siklikla gozlenmektedir. Bundan dolayi, kanser i¢in
Wnt yolaginin amaglanan inaktivasyonu, potansiyel bir terapotik amag¢ olarak
goriilmektedir (Merle ve Trepo 2009; Lachenmayer ve ark. 2010; Aravalli ve ark.
2008).

1.2.1.2. p53 sinyal yolagimin rolii

Insan tiimérlerinin yaklasik yarisinda, p53 geni tek bir nokta mutasyonuyla
inaktive edilir. Genellikle, normal olarak p53’iin hiicresel seviyeleri diisiiktiir.
Ancak, intraseliiler ve ekstraseliiler stres sinyallerine cevap olarak, p53 ifadesi
artar (Aravalli ve ark. 2008; Jiang ve Milner 2003).

p53 mutasyonu HCC hastalarinin %30-60 oraninda goriliir. En yaygin
pS3 degisikligi, bir allelin nokta mutasyonu ve digerinin bir delesyonudur. Bir
nokta mutasyonu, gen iizerinde 100°’den fazla bolgede ortaya c¢ikabilir.p53
mutasyonlar1 daha ¢ok aflatoksin Bl uyarilmis HCC’de meydana gelmektedir.
Aflatoksin B1 (AFB) Aspergillus parasiticus ve Aspergillus flavus funguslari
tarafindan iretilir ve mutajenik bir liriine doniistiiriilerek metabolize edilir. AFB
ile kontamine gidalarin tiiketilmesiyle HCC gelisiminin orantili olarak arttig
gosterilmistir. Ozellikle Giiney Afrika ve Cin AFB’ye yiiksek diizeyde maruz
kalan bolgeler olarak tanimlanmistir. Bu bolgelerdeki HCC’li hastalarin kodon
249 da ozgil p53 mutasyonlarina sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bu
bolgelerdeki hastalarin gelisen tiimorlerinin %50-100’tinde bu 6zgiil mutasyon
tespit edilmistir. Bir baska c¢alismada p53 mutasyonlarinin HCC’nin sadece
baglamasinda degil, ilerlemesinde de etkili oldugu bulgulanmistir. p53
mutasyonlar1 yaygin olarak, iyi farklilasmis tiimorlerde degil basit sekilde

farklilasmis tiimorlerde goriilmiis ve mutasyonlar multifokal HCC’li hastalarda
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tim tiimorlerde esit olarak dagilmamistir. HCC’nin biiyiik bir kisminda ise bir
onkoprotein olan ve pRb ve p53 kontrol noktasinin fonksiyonunu inhibe eden
gankrin proteininin yiiksek diizeyde ifade oldugu goriilmistiir. Kromozomlarin
stabilizasyonunun bozulmasi, HCC’nin baglamasi ve telomerin fonksiyonunu
kaybetmesiyle hepatositlerin biiyiimesine neden olan siroz asamasinda da p53
kontrol noktasinin fonksiyonunu kaybettigi benzer sekilde goriilmiistir (Cha ve
ark. 2005; Merle ve Trepo 2009; Cha ve Dematteo 2005).

1.2.1.3. Retinoblastoma (pRb) sinyal yolag:

Tiimor baskilayicr retinoblastoma protein pRbl, kanser gelisimine biiyiik
hiicresel bir bariyer olusturur. E2F transkripsiyon faktor ailesi proteinlerinin
baskilanmasi yoluyla hiicre dongiisii siirecini kontrol eder (Sekil 1.7). G1/S hiicre
dongiisii gegisi ve siklin bagimli kinazlarin aktivitesi pRb fosforilasyonunun
baslamasi ile paralellik gosterir. E2F pRb proteinine bagli olsun ya da olmasin
ifade olup hedef gene baglanir. pRb ise baskilayici rol distlenir. pRb/E2F
kompleksi gen transkripsiyonunu baskilar. Hiicre dongiisiinde G1 evresinin R
noktasindan gegerken pRb proteini Cdk4/Siklin D ile fosforlanir ve pRb E2F’den
ayrilir. Ayrilan E2F hedef genin transkripsiyonunu baglatir ve hiicre dongiisii S
evresine gecebilir. Rb geninde bir mutasyon meydana gelirse E2F’yi inaktive
edemez ve bu durumda hiicre siirekli olarak ¢ogalmaya baslar. Rbl allelerinin
mutasyonal inaktivasyonu pediatrik kanser retinoblastomaya neden olan temel
molekiiler degisimdir. Timdr odaklari, somatik retinal hiicrelerde her iki Rbl
allellerinin inaktive olabilecegi sporadik retinoblastomadan ¢ok daha fazla ve
biiyiiktiir. Ayrica, pRb kaybi ile fonksiyonel p53 eksikligi arasindaki paralellik,
insan timdorlerinde iyi bilinmektedir (Aravalli ve ark. 2008; Martinsson ve ark.
2005; Sherr 1996).
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Sekil 1.7. Rb/E2F kompleksinin hiicre dongiisiindeki etkinligi (Cooper ve ark. 2000).

HCC vakalarinin yaklasik %90°da karsinogeneze katilan CDK inhibitorleri
olan p16 ™% p21"A! ve p27°nin bir veya daha fazlasmmn ifade edilmesiyle
meydana gelen degisiklikler birbirinden bagimsiz olarak goriilmiistir. pl6
hastaligin siireciyle birlikte hepatokarsinogenezisin erken safhalari esnasinda
predominant olarak aktiflesir. HCC’de, p53 gen mutasyonlariyla temel olarak
iligkili olan p21 ifadesindeki diisiis de hepatokarsinogenezise katilir. Birkag
calisma HCC hastalarinda pRb yolagmin ciddi sekilde bozuldugunu gdstermistir.
Histokimyasal boyama kullanilarak, HBV yoluyla meydana gelmis HCC ile 25
hastada pRb ifadesi analiz edildigi zaman, 8 hastada pRb ifadesindeki degisimler
bulunmustur. Bunlar arasinda 3 kiside ¢ekirdek pRb %1 boyanirken, 5 vaka da
hasarli degildir. Diger bir ¢alismaya gore HCC 6rneklerinde 47 kiside p16, siklin
D1, pRb ifadesi analiz edilmis ve 38 kiside pRb veya pl6 ifadesinin inaktive
edildigi bulunmustur. Sadece 5 kiside siklin D1 yiiksek diizeyde ifade olmustur.
HCC’de, pRb vyolagindaki bozukluk farkli kanser tiirlerindeki gozlemlere
benzerdir ve bu durum, karsinogenez de pRb’nin kritik bir 6neme sahip oldugunu
gostermektedir (Aravalli ve ark. 2008; Cha ve Dematteo 2005).

1.2.1.4. MAPK yolaginin (mitojen aktive eden Protein kinaz) rolii
MAPK (Mitojen aktive eden protein kinaz) ailesi, hiicre canliligi,
farklilasma, adezyon ve c¢ogalma gibi farkli hiicresel siireclere karismaktadir.

MAPK ailesi, 5 alt aileye sahiptir. 1)Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz
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homologlar1 1 ve 2 (ERK1/2), 2)biiyik MAPK-1 (BMK/ERK5), 3) c-jun N-
terminal kinaz homologlar1 1,2, ve 3 (JNK1/2/3), 4) stres aktive eden protein
kinaz 2 (SAPK-2) homologlar1 a, p ve & (p38a/B/d) ve 5) ERK6 (p38y olarak da
bilinir). Bu kinazlar aktivasyonu, aktivasyon loplarinda lokalize olan T ve Y
bolgelerinin fosforilasyonu ile aktive olurlar. (Cuenda ve Rousseau 2007).

Genellikle MAPK yolag kanserli hiicrelerde diizenli degildir. Bu yolagin
anahtar diizenleyicilerindeki mutasyonlar HCC’de nadiren meydana gelir ve
aktivator olarak rol oynadiklar1 gozlenmistir (Lachenmayer ve ark. 2010). HBV,
HCYV ve hepatit E viriisiiniin proteinleri, sinyal yolaklar1 boyunca bir¢ok basamagi
hedefleyerek MAPK sinyalini modiile eder. Ornegin, HCV E2 proteini insan
hepatoma Huh-7 hiicrelerinde MAPK yolagini aktive eder ve hiicre gogalmasini
uyarir. Ras/Raf-1/ERK yolagininin bir inhibitorii olan Spred (Sprouty-related
protein with Ena/vasodilator-stimulated phosphoprotein homology—1 domain)
proteininin ifade seviyesi diizenli degildir. Spred proteini kanser hiicrelerinin
cogalmasini azaltir ve ERK yolaginin inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu bulgu,
HCC’nin MAPK/ERK yolaginin aktivasyonuyla direk olarak ilgili oldugunu
gostermektedir ve Spred proteininin insan HCC’de, terapotik bir amaca hizmet
edebilecegi diisiniilmektedir (Lachenmayer ve ark. 2010; Merle ve Trepo 2009;
Aravalli ve ark. 2008).

1.2.1.5. Ras yolaginin rolii

Insan Ras proteinleri (H-Ras, N-Ras, K-Ras4A ve K-Ras4B) apoptoz,
hiicre biiylimesi ve farklilagmay1 etkileyen molekiiler bir anahtar olarak islev
gosteren kiigiik GTP bagimli proteinlerdir. Cesitli kimyasallar nedeniyle tek bir
nokta mutasyonu, H-ras’in 13. kodon, N-ras’in 12. kodon ve K-ras’in 61. kodon,
meydana geldigi gozlenmistir (Aravalli ve ark. 2008). Fakat bu mutasyonlar
hepatokarsinogenezde ¢ok yaygin degildir (Merle ve Trepo 2009).

p21 gibi Ras yolagi proteinlerinin ifadesi ve Ras aktivasyonu, hiicre
hatlariyla birlikte solid tiimdrlerde rapor edilmistir. p21' HCC ve sirozda siklikla
ifade edilen bir proteindir. /n vitro kosullarda, mutant ras’mn ektopik ifadesi, giiglii

bir onkogenik stres faktoriidiir ve p53/p21 ve pl16/pRb kontrol noktalar: inhibe
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edildigi zaman kanser transformasyonuna neden olur. Ayrica bu durumda
telomeraz yeniden aktive olmaktadir. (Merle ve Trepo 2009; Aravalli ve ark.
2008) Antisens RNA teknolojileri kullanilarak Ras ifadesinin baskilanmasi ve
birka¢ kinazin inhibisyon stratejisi, hayvan modellerinde ve hiicre hatlarinda
basarili sekilde uygulanmaya baslanarak tedavi yontemleri gelistirilmektedir
(Merle ve Trepo 2009; Lachenmayer ve ark 2010).

1.2.1.7. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii ve transforme biiyiime faktorii-

B yolaginin rolii

HCC’nin molekiiler dinamikleri, diger sinyal yolaklarmin hiicresel
faktorleri ve proteinleriyle de ilgilidir. Ornegin, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii ve fibroblast biiylime faktorii, HCC gelisiminde 6nemli rol oynar. Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarla inflamasyonun kanserle ile iliskili oldugu ve
sitokinlerin bircogunun 6zellikle hepatit viriislerinin infeksiyonu esnasinda, HCC
gelisimi ve siirecinin uyarilmasinda etkili oldugu ortaya konulmustur. Sitokinlerin
ifadesinin modiilasyonu ve inflamator sitokin inhibitorlerinin kullanilmasinin
HCC siirecinin hafifletilmesinde kritik olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Yapilan bir
calismada ise, transforme biiylime faktorii beta ve epidermal biiyiime faktori
inhibitorlerinin ~ kullaniminin  rat karacigerinde HCC gelisimini 6nledigi
gosterilmistir (Merle ve Trepo 2009; Lachenmayer ve ark. 2010; Aravalli ve ark.
2008).

1.2.2. Hepatoseliiler Karsinoma’min Onlenmesi ve Tedavi Yaklasimlar

Son yillardaki epidemiyolojik bilgiler, hepatoseliiller karsinomanin
yaygimliginin endise verici diizeyde oldugunu gostermistir. Eksik ve yanlis tedavi
yontemlerinden dolayr hastaligin 6liim oraninin yiiksek oldugu kaydedilmistir.
Arastirmacilar tedavi i¢in alternatif yollar aramanin yani sira, Onlenmesine
yonelik yaklagimlart da incelemek igin ¢aba sarf etmektedir. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalar dogrultusunda, potansiyel kanser Onleyicileri ve terapotik

ajanlar olarak meyve, sebze ve bitkileri igeren, dogal olarak meydana gelen
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bilesenlerin kullanilmasi olaganiistii bir strateji olarak goriilmektedir (Bishayee ve
ark. 2009).

Hepatoseliiler karsinomaya yonelik bir¢cok tedavi yaklasimi mevcuttur.
Bunlar 4 kategoride toplanmaktadir: 1) Cerrahi girisimler (timor rezeksiyonu ve
karaciger transplantasyonu), 2) Perkiitan girisimler (etanol injeksiyonu ve
radyofrekans 1s1 ablasyonu), 3) Transarteryel girisimler (embolizasyon,
kemoperfiizyon, kemoembolizasyon) ve 4) ilaglar1 da i¢ine alan gen ve immiino
terapiler. Potansiyel olarak tedavi edici terapiler timdr rezeksiyonu, karaciger
transplantasyonu ve hastaliga tam cevap olusturabilen perkiitan girisimlerdir ve
birgok hastada sag kalim gelisebilir. Baz1 vakalarda, transarteryel girisimler iyi
cevap oranlariyla hastalikta azalma meydana getirebilir ve bazi durumlarda sag
kalim gerceklesebilir. Geleneksel radyoterapi ile birlikte ilaglarin etkisi
kanitlanmis degildir (Blum ve Spangenberg 2007; Katzenellenbogen ve ark. 2007;
Holt ve Ju 2006 Blum 2005).

1.3. HEPATOTOKSISITE

1.3.1. Tla¢ Uyarilmus Hepatotoksisite

Karaciger sistemik dongiiniin ve emilimin yapildigi, yabanct maddelerin
elemine edildigi ve metabolizmanin ana bolgesi konumundadir. Ama bir taraftan
da boylesi merkezi bir fonksiyona sahip oldugu i¢in ilag¢ toksisitesinin de meydana
geldigi bir konumdadir. Bir ilacin direk hepatotoksik etkisi veya reaktif metaboliti
yoluyla ilaca bagli hepatotoksisite (DILI) baslayabilmektedir. DILI farmasotik
endiistrisi ve ilag acenteleri basta olmak fiizere saglik alanindaki uzmanlara
meydan okuyan bir saglik sorunu haline gelmistir. ABD akut karaciger yetmezligi
calisma grubuna gore, yiiksek doz ilaca bagli hepatotoksisiteyi de iceren karaciger
yetmezligi %50’den daha fazladir. DILI ile iligkili olarak meydana gelen hastalik
ve oOliimlerden dolay1 ebrotidine, bromfenac ve troglitazone gibi birgok ilag
piyasadan ¢ekilmistir (Russmann ve ark. 2009; Mayhew 2009; Horii ve Yamada
2007; Holt ve Ju 2005; Eren ve ark. 2004; Luster ve ark. 2001).
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Karaciger hasarini ve 6zellikle de hepatosit hasarini tiretebilen maddeler
hepatotoksin olarak bilinmektedir. Hepatotoksinler iki sekilde siniflandirilir:
intrinsik ve idiosentratik. Intrinsik hepatotoksinler doza bagli tarzda etki gosterir
ve bu yolla meydana gelen hepatotoksisite intrinsik hepatotoksisite olarak
isimlendirilir. Doza bagli olmayan tarzda etki gosteren hepatotoksinler
idisentratiktir ve bu yolla meydana gelen hepatotoksisite idiosentratik
hepatotoksisite adini alir. Karaciger yetmezligine biiyiilk oranda neden olan
hepatotoksisite intrinsiktir ve buna en giizel 6rnek olarak asetaminofen (APAP ya
da parasetamol) verilmektedir. Idiosentratik hepatotoksinlere maruz kalan hasta
sayist 10000°de 1’dir. 1000’den fazla ilag ve bitkisel triinler ise idiosentratik
hepatotoksiktir ve akut karaciger yetmezliginin %10’undan fazlasini olusturur

(Russmann ve ark. 2009; Castell ve ark. 1996).

1.3.1.1. ila¢ biyoaktivasyonunun bir sonucu olarak hiicre toksisitesi

[laglarin biiyiik bir kismi emilimlerinin kolaylasmas1 adina suda daha fazla
¢oziinebilecek sekilde bir yapiya sahip olmak i¢in biyotransformasyona ihtiyag
duymaktadir. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu organizmadaki
eleminasyonlarim1 kolaylastirmak i¢in kimyasal modifikasyonlar icermektedir.
Bunlarin birgogu sitokrom P450 bagimli mono oksijenazlar adi verilen
haemoprotein  ailesi  tarafindan  katalizlenen  redoks  tepkimeleridir.
Biyotransformasyonda meydana gelen reaksiyonlar zinciri faz | ve faz Il olarak
toplanmaktadir. Faz 1 reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon ve hidrolizdir. Bu
reaksiyonlarla substrata aktif gruplar eklenmektedir. Faz II reaksiyonlari ise
endojen maddelerle yapilan konjugasyondur. Temel reaksiyon; bir taraftan
molekiiler oksijen atomlarindan biri tarafindan ksenobiyotiklerin oksidasyonu
gerceklesirken, diger taraftan sitokrom p450 tarafindan dagitilan elektronlar
aracilifiyla diger bir atom indirgenmektedir. Bunun sonucu olarak genellikle daha
az toksik ve daha fazla suda ¢6ziinebilen yan iirlinler iiretebilmek i¢in endojen
molekiilerle (glukuronik asit, glutatyon, siilfat, aminoasitler vs) konjuge olabilen,
daha polar ve esas bilesenlerden daha reaktif yeni metabolitler iiretilir. Boylelikle

bazi ilaglar hem aktif olabilir hem de idrar ve safra yoluyla atilabilir hale gelir.

28



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Fakat bunun sonucu olarak olusan bu reaktif metabolitler enerji iiretiminin kayb1
ve mitokondrinin fonksiyonunu nispeten kaybetmesiyle sonuglanan intraseliiler
kalsiyum stoklarinin ve iyonik gradientin bozulmasina neden olabilir ve toksisite
meydana gelebilir. Hiicresel fonksiyonun bu sekilde bozulmasiyla hiicre 6liimii ve
karaciger yetmezligi meydana gelebilir. Bu metabolitlerin bazilar1 giiglii
elektrofillerdir veya karbon merkezli radikallerdir. Makromolekiillerle (proteinler,
DNA) kovalent olarak baglanan niikleofillerle reaksiyona girebilir ve radikal
zincir reaksiyonlarini baglatabilir (lipid peroksidasyonu) veya oksidadif strese
neden olabilir. Bunlara karsilik hepatositlerin potansiyel zararlara karsi kendi
savunma mekanizmalar1 (enzimler, glutatyonun indirgenmesi, DNA ve protein
tamir mekanizmalar1 vs.) vardir. Bu mekanizmalarla biyoaktivasyon,
detoksifikasyon ve savunma mekanizmalar1 arasinda denge kurulmaktadir (Castell

ve ark. 1996; Holt ve Ju 2005; Eren ve ark. 2004; Kulkarni ve Khanna 2006).

1.3.1.2. Ilaca bagh hiicre 6liimii: nekroz ve apoptozis

Hiicre 6limii mekanizmalar1 iki farkli tipte kategorize edilir: Nekroz ve
apoptoz. Apoptozun programli hiicre 6limii oldugundan s6z etmistik. Nekroz
hiicrenin i¢ dengesinin hizli bir sekilde yikilmasiyla meydana gelen fizyolojik bir
hiicre 6liimiidiir. Hiicresel icerigin salinmasi, zar par¢alanmasina neden olan hiicre
sismesi ve sitoplazmik organellerdeki degisimler nekrozun en biiyiik gostergesidir
(Castell ve ark. 1996; Eren ve ark. 2004).

Hepatotoksik mekanizmalarla ilgili yapilan g¢aligmalar nekrozun daha
yaygin olarak goriildiigiinii ortaya koymustur. Karacigerin belirli bir bolgesinde
daha baskin sekilde etkili oldugundan ve o bolgede gorev alan ilag
metabolizmasina karisan enzimler bu durumda etkilidir. Bununla birlikte yaygin
olan nekrozla birlikte kimyasal olarak karaciger hasarinda apoptozunda
bulunmasi, ksenobiyotik karaciger hasarindaki mekanizmalarda apoptozun
katilimryla ilgili sorular1 artirmaktadir. Apoptozun bu mekanizmaya dahil olmasi
daha ¢ok toksik ajanlarin konsantrasyonuyla iligkili goriinmektedir. Yiiksek
diizeydeki konsantrasyonlar da hiicre nekroza ugrarken, orta diizeydeki

konsantrasyonlarda apoptoz uyarilir. Yalniz bu her zaman dogru olmayabilir.
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Ormnegin, thioasetamitin hem yiiksek hem diisiik dozlarinda apoptotik hiicreler
gozlenmektedir. Sonra apoptoz giiglii bir sekilde inflamatuar cevapla iliskili olan
nekroz tarafindan takip edilir. Bu iki mekanizmay1 bu siirecte birbirinden ayirmak
cok zordur. Ayni hepatotoksin birine veya digerine neden olabilir. Hepatositlerin
onceden varolan herhangi bir savunmasiz durumuna bagli olarak veya ilacin
dozuna bagli olarak her ikisinin de meydana gelmesi de muhtemeldir. Yani
karaciger hiicre 6liimiine neden olan ajanlarin ¢ogu hem apoptozu hem nekrozu
uyarabilmektedir (Castell ve ark. 1996; Holt ve Ju 2006; Brind 2006).

Enerji {iretiminin ve mitokondri fonksiyonunun bozulmasi apoptotik veya
nekrotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Mitokondrinin fonksiyonunu nispeten
kaybetmesi ~ mitokondri gecirgenligini degistirmektedir. Mitokondri
gecirgenliginin - degismesiyle mitokondrideki ATP sentezini durduran i¢
mitokondri zar1 yoluyla proton akisi meydana gelir. Bunun sonucu olarak
meydana gelen mitokondrial ATP tiiketimi, matriksin genislemesine ve
mitokondiriyal dis zarin gecirgenliinin degismesine neden olur. Sitozoldeki ig¢
zardan mitokondrial proapoptotik proteinlerin ve sitokrom ¢’nin salinmasiyla zar
gecirgenligi tamamen bozulur. Sonrasinda sinyal kaskadlari harekete gecer ve
apoptotik siire¢ meydana gelir (Russmann ve ark. 2009; Brind 2006).

Hepatotoksisite de yasamin ve 6liimiin merkezinde mitokondrinin durdugu
aciktir. Baglangi¢ toksisitesinde direk olarak hedef konumunda kalabilmektedir.
Mitokondri gecirgenliginin degismesi i¢ ve dis sinyal yolaklarinda anahtar rol
oynamaktadir. Clinkii hiicrenin ATP ihtiyacinin bir¢cogu mitokondri araciliiyla
saglanir ve oksijen ve nitrojen serbest radikallerinin de ana intraseliiler
kaynagidir. Sonug olarak mitokondriyal hasarin kapsami hepatositlerde apoptotik
veya nekrotik 6liime karar vermektedir (Russmann ve ark. 2009; Hoschele ve ark.

2008; Vrenken ve ark. 2008; Ji ve ark. 2008; Brind 2006).
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1.3.2. Hepatotoksisitenin Molekiiler Mekanizmasi

1.3.2.1. Glutatyonun rolii

Hiicresel glutatyon (GSH) canli hiicrelerde giiglii bir niikleofildir ve bir¢ok

elektrofil (serbest radikaller, oksidantlar vs.) tarafindan iretilen hasara karsi
hiicreleri korumaktadir. Ek olarak glutatyon peroksidaz enziminin bir kofaktorii
olarak hizmet eder. Ayni zamanda aminositlerin transportu ve proteinlerin
stilfidril gruplarinin indirgenmis halde kalmasini1 da saglar. GSH da igeren tamir
sistemleri reaktif metabolitlerin inaktivasyonu ve konjugasyonu yoluyla etkili
olur. Bu reaktif metabolitler glutatyon S-transferazlar tarafindan yabanci
bilesenlerin sitokrom p450 bagimli oksidasyonu esnasinda iiretilmektedir
(Begriche ve ark. 2009; Castell ve ark. 1996; Yuan ve Kaplowitz 2009).
Hiicresel glutatyon birka¢ nedenden dolay1 azalabilir: 1) Glutatyon disiilfide
(GSSG) oksidasyonu, 2)endojen proteinler veya metabolitlerle konjugasyonu, 3)
de novo (yeniden) sentezinin indirgenmesi. Okside glutatyon, glutatyon rediiktaz
yolagi aracilifiyla GSH’a geri indirgenir. Bu siireg NADPH tiiketimini gerektirir.
Dolayli olarak da NADH gerektirir. GSSG intraseliiler ortam i¢in toksiktir. GSSG
kritik diizeyde biriktigi ve glutatyon rediiktaz baskis1 arttig1 zaman disartya salinir
ve hiicreden kaybedilir. GSH da metabolitlere konjuge olarak hiicreden
kaybedilebilir. Ozellikle ila¢ toksisitesinde GSH tiiketimi oldukca yaygindir
(Castell ve ark. 1996; Masubuchi ve ark. 2006; Yuan ve Kaplowitz 2009).

1.3.2.2. Mitokondri fonksiyonundaki degisiklikler

Hepatositlerin yiiksek enerji talebine cevap veren organeldir. Hepatik
hasarin baslangicinda da ATP iretimi kritik bir rol {stlenir. Mitokondride
meydana gelen hasarin nekrozun erken gelisme siirecinde kritik bir dneme sahip
oldugu ortaya konulmustur. Mitokondriyal hasar birka¢ mekanizmay:1 igine
almaktadir: 1) oksidadif fosforilasyon ve elektron transportunu da icine alan
mitokondriyal metabolizmanin direk inhibisyonu, 2) oksidadif hasarin (GSH

tilketimi, lipid peroksidasyonu vs.) bir sonucu olarak mitokondri zarinin
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fizikokimyasal ozelliklerinin degismesi, 3) zarin fizikokimyasal &zelliklerini
degistiren lipit bilesenlerinin araya eklenmesi ve bunun sonucu olarak zar
potansiyeli azalir, ATP {iretimi gii¢lesir ve 4) Mitokondriyal DNA’nin hasara
ugramasi (Castell ve ark. 1996; Jaeschke ve ark. 2002).

Hiicrenin enerjik dengesinde mitokondrinin fonksiyonunu kaybetmesi hizli
etkileri ortaya koyabilir. Oksidadif fosforilasyon yoluyla ATP iiretimindeki
azalma laktik asit liretimi ve glikolizizin artmasiyla dengelenmeye calisilir. Bu
mekanizmaya en tipik ornek, karaciger toksisitesinde friiktozun koruyucu
etkisidir. Bir¢ok hepatotoksin hiicrenin enerji dengesini indirek yolla degistirerek
hareket eder. Enerji talebini dramatik bir sekilde artirabilir, ATP iretimini
azaltabilir veya her ikisini de meydana getirebilir. Aslinda ATP tiiketimi hiicre
hasarinin  doniistiiriilemeyen asamalarina yol agan yollarla yaygin sekilde
meydana gelmektedir. Eger hepatositler igin glikolitik substratlar saglanirsa
doniistiiriilmeyen hiicre hasar1 veya 6liimii 6nlenmis olur. Ksenobiyotikler normal
bir hiicre dongiisiinii degistirebilir ve hiicresel enerjinin 6nemli derecede tiikketimi
ile faydasiz bir dongiiye doniismesine neden olabilir. Zarda lokalize olan iyon
pompast ATPaz enzimleri aracilifiyla, ATP tiketiminin 6nemli derecede
iyonoforlarda artmasi ve hiicresel zarlara karsi iyon konsantrasyonu gradientinin
doniismesi ile bu siireci gergeklestirebilirler (Kim ve ark. 2004; Xua ve ark. 2004;
Holt ve Ju 2006; Castell ve ark. 1996).

Mitokondri lipid B-oksidasyon enzim kompleksleri ve kreps dongiisiiniin
bir kismin1 da igeren birgok katabolik yollarin merkezi konumundadir. Urojenazin
ilk reaksiyonlar1 ve karbamil fosfat sentezi gibi hepatositlerin anabolik
fonksiyonlar1 da mitokondri de gerceklesmektedir. Makro ve mikrovezikiiler
yaglanma (steatoz) nedeniyle hepatositlerde katabolize lipit birikimi meydana
gelir. Bunun sonucu olarak hiicre canlilig1 azalir ve mitokondriyal hasar meydana
gelir. Baz1 ilaglarda (aspirin, tetrasiklin, valproik asit vs.) hepatik fonksiyonun
kaybolmasina neden olabilmektedir. Bu etkenlerden birisi de yine mitokondride
bilesenlerin birikmesi ve mitokondriyal DNA’da meydana gelen hasardir. Buna
bagli olarak mitokondriyal gen ifadesinin dereceli olarak azalmasi,
dontistiirilemez mitokondriyal hasar ve hepatosit fonksiyonunun bozulmasi ile

sonuglanir. Ayrica serbest yag asitleri metabolizasyonu gerceklesmediginde laktat
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ve reaktif oksijen radikalleri birikir ve bu radikaller de mitokondri DNA’sin1
zarara ugratir (Boelsterli ve Lim 2007; Begriche ve ark. 2011; Jaeschke ve ark.
2002).

Reaktif metabolitler mitokondriyal fonksiyonu da hedef alarak hiicresel
strese neden olabilir. Reaktif metabolitler niikleik asitler, lipitler, enzimler veya
diger hiicresel bilesenlere baglanarak veya glutatyonun azalmasini da igeren
birgok mekanizma araciligiyla hiicresel stresi meydana getirir. Reaktif
metabolitler veya ana ilaglar kanalikiiler safra asiti akis pompasinin bozulmasi
(BSEP, ABCB11 geni) gibi belirli hepatoseliiler fonksiyonlar: da engelleyebilir.
Bunun sonucu olarak da substratlarin intraseliiler olarak birikmesi, ikincil toksik
hepatosit hasara neden olabilmektedir. Ayrica reaktif metabolitler glutatyon
tilkketimi, protein tiyol oksidasyonu ve sitozolik kalsiyumun artmasiyla birlikte
p53 ve bax’'in yiksek diizeyde ifade olmasina ve DNA hasarina neden
olabilmektedir. bax ifadenin artmasi, disiilfit formasyonu ve mitokondriyal
kalsiyumun artmasi yolu ile hiicre 6limii ve mitokondriyal gecirgenligi degisimi
(MPT) meydana gelmektedir (Begriche ve ark. 2011; Xua ve ark. 2004).

Hiicresel stres ve 0zgiil immiin reaksiyonlar sonucunda MPT meydana
gelmektedir. Eger mitokondri fonksiyonu bozulursa, bu durum iki tip yolag
harekete gecirir. Bunlardan birisi siddetli hiicresel strese karsi baslatilan intrinsik
yolaklardir. Digeri ise hiicresel stres veya 0zgiil immiin reaksiyonlar yoluyla,
dolayli olarak harekete gegirilen 6lim reseptorleri araciligiyla olan ekstrinsik
yolaklardir. Giiglii intraseliiler stres yoluyla, intraseliiler yolaklar, endoplazmik
retikulum yolagi, lizozomal permeabilizasyonu ve JNK yolagr aktive olur. Bcl-2
ailesinin anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL vs.) proteinlerinin inhibisyonu ve pro-
apoptotik proteinlerin aktivasyonu MPT’yi aktive eder (Ji ve ark. 2008; Russmann
ve ark. 2009; Masubuchi ve ark. 2006).

Karaciger hasarmin baglamasinda ekstrinsik yolak inflamatuar bir uyari
geldiginde uyarilmaktadir. Uyarillan (IL-12) veya oOnlenen (IL-4, IL-10, IL-13,
MCP-1) hasarin iyi sekilde dengelendigi yer olan immiin sistemi modiile eden ek
faktorler ve hafif stres faktorleri araciligiyla sinyaller meydana gelmektedir.
Sonug olarak da karaciger hiicreleri interferon gama, FasL ve tiimor nekroz faktor

alfanin (TNF-a) 6liimciil etkisine daha duyarli halde olmaktadir. TNF-a ve FasL
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aktive eden hiicresel strese siirekli olarak maruz kalan detoksifikasyon organi
karaciger i¢in 6zellikle bu durum 6nemlidir. Baslangigta 6zgiil immiin reaksiyon
meydana gelirse, ana doku uyumu kompleksi (MHC)-bagimli antijenler,
sitotoksik T-hiicreleri ve kuffer hiicrelerinden (hepatik makrofajlar) TNF- o ve
FasL salimimini aktive edecektir. Reaktif metabolitler direk hiicresel strese neden
olursa veya inflamatuar hastaliklar meydana getirirse zararli sitokinlerin
salinimma eslik eden tehlikeli sinyaller olusabilir. Bunun sonucu olarak
hepatositler incinme i¢in daha uygun hale gelmis olur ve bdylelikle otoimmiin

hepatotoksisite uyarilmis olur (Luster ve ark. 2001; Wang ve Cederbaum 2008).

1.3.2.3. Sitokrom p450 fonksiyonu

Sitokrom p450 (CYP450) enzim sistemleri ¢esitli  bilesiklerin
oksidasyonunuz katalizleyen protein ailesidir. Organizmada sentezlenen birgok
bilesik CYP450 igin substrat gorevi goriir. Ilaglarin biyotransformasyonu ve
metabolizmasinda da gorev aldiklarindan s6z etmistik. Tipta da ¢ok Onemli
islevleri vardir: Terapotiklerin  aktivasyonu ve inaktivasyonu, kimyasal
maddelerin doniistiiriilmesi sirasinda istenmeyen hiicre hasari, hiicre 6liimii veya
mutasyon gibi olaylarin meydana gelmesine neden olma, steroid hormon
sentezine katilma, yag asitleri ve bunlardan tlirevlenen mekanizmalarda gorev
alma gibi mekanizmalar sayilabilir (Jaescke ve ark. 2002; Westerink ve Schoonen
2007; Ozerol 1996).

CYP450 faz I reaksiyonlar: i¢in en 6nemli enzim grubu olarak sayilir. Bu
enzim ailesi endojen (prostoglandinler, vitaminler, steroidler, yag asitleri,
l16kotrenler vs.) ve eksojen (ensektisidler, kimyasal maddeler, petrol iiriinleri, hava
yoluyla aliman maddeler vs) substratlarin metabolizmasinda goérevlidir. Bu
enzimler hepatositlerde yogun sekilde bulunur. Karaciger disinda barsaklar,
akciger, beyin ve bobreklerde de yer alirlar. CYP450 enzimleri ortalama 500
aminoasitten meydana gelir. Baz dizilimlerindeki benzerliklere gore siniflandirilir.
Ornegin; CYP2 grubundaki aminoasit dizilimindeki benzerlik ortalama %40 iken
CYP 2D grubunda %55°tir. Baz1 enzimlerin aminoasit sirasindaki benzerlikler
nedeniyle ayirt etmek zordur. Insanlarda bu enzimleri kodlayan 32 adet gen tayin

edilmistir. Her doku i¢in p450 enzimlerinin dagilimi ve gen ifadeleri 6zgiildiir.
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Yani genetik polimorfizm vardir. CYP gen ifadeleri endojen kaynakli maddelerle
degisebilecegi gibi aglik ve diabet gibi durumlarda da degisebilmektedir. Bu
sekilde ilag metabolizmasindaki etkilesimleri degisir. Ila¢ metabolizmasinda ii¢
adet p450 gen ailesi ise karismaktadir: CYP1, CYP2, CYP3. Bu grupta yer alan
enzimler oksidasyon merkezi olarak gorev alan “hem” protezinden meydana gelir
ve ayrica NADPH ile beraber isleve sahiptirler (Russmann ve ark. 2009; Ozerol
1996; Yiiksel 2001; Arici 2008).
Insan p450 enzimlerini kodlayan gen ailesi (Cypalleles):
CYP1 ailesi; CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1.
CYP2 ailesi; CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l, CYP2F1, CYP2J2,
CYP2R1, CYP2S1, CYP2WL.
CYP3 ailesi; CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP3A43.
CYP4 ailesi; CYP4A1l, CYP4A22, CYP4B1, CYP4F2.
CYP> 4 aileleri; CYP5A1, CYP8AL, CYP19A1, CYP21A2, CYP26A1.

CYP1 gen ailesinde bulunan CYP1A1l karacigerde bulunmaz. CYP1A2 ise
karaciger yogun olarak bulunur. CYP1A2 Karsinojenik ve mutajenik maddelerin
olusumunda etkili olur, bu ise karisir. Hepatotoksik etki CYP1A2 enzimi ile
etkilesime girerek olugsan metabolitler yoluyla meydana gelmektedir. CYP2 gen
ailesinde bulunan CYP2B de ilag metabolizmasima katilir. CYP2D6 farkli
enzimatik gorevlere sahiptir ve ila¢ metabolizmasina aktif olarak katilir.
Karacigerin disinda da bulunabilir. Var olup olmama durumuna gore Parkinson
hastaligi, c¢esitli kanserler, Alzheimer gibi bazi hastaliklarda duyarliligi degiserek
hastalik siirecini etkiler. Yine CYP2 gen ailesinin kodladig1 enzimlerden CYP2E1
alkol metabolizmasinda gorev alir. CYP2E1 bagimli alkol metabolizmast ROS
tiretimi yoluyla oksidadif stres meydana gelir. Bunun sonucunda hepatotoksisite
meydana gelebilmektedir. CYP2E1 ifadesinin artmasiyla hepatoseliiler karsinoma
hiicreleri olan HepG2 hiicrelerinde toksik etkiyi meydana getirdigi ortaya
konulmustur. Asetaminofen toksisitesinin uyariminda da gorev alan bir enzimdir.

N-nitrozamin gibi karsinojen bazi maddelerde de bu enzim aktive olmaktadir

35



@ ANADOLU UNIVERSITESI

(Begriche ve ark. 2011; Ozerol 1996; Yiiksel 2001; Arici 2008; Eren ve ark.
2004).

Sonug olarak CYP450 sistemi bir¢ok mekanizmada rol almaktadir. Steroid
hormon sentezinden ilaglarin diizenlenmesine, viicutta depolanmaya yatkin
kimyasal maddelerin viicuttan atilmasindan toksik metabolitlerin DNA da

meydana getirdigi hasarlara kadar birgok olusumda yer almaktadir (Yiiksel 2001).

1.3.2.4. Lipid peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu toksik bir fenomen olarak bilinmektedir. Hiicre
zarindaki (fosfolipitler, trigliseritler, kolesterol wvs.) lipitlerin oksidadif
degradasyonuna neden olan serbest radikaller araciligiyla gerceklesen bir siiregtir.
Hiicre kontrolii olmadigi durumlarda CYP450 enzimleri araciligiyla ksenobiyotik
metabolizmas1 ve dis faktorler (UV 15181, iyonize radyasyon vs.) bu siireci artirir.
Ortamda oksijen oldugu zaman lipit peroksidasyonu doymamis molekiillere kolay
bir sekilde yayilmaktadir. Lipitler tamamen degrede olana kadar ve degredasyon
tirtinlerinin (hidroperoksit, aldehitler, ketonlar vs.) genis bir zinciri ile birlikte
lipitlerin oksidasyonu devam eder. Bu siirecin ilk sonucu, zarda lokalize enzim
aktivitesinin fonksiyonu ve zarin fizikokimyasal 6zelliklerindeki degisimdir. Lipit
degredasyon iriinleriyle birlikte lipid radikalleri kimyasal olarak ¢ok reaktiftir.
Eger detoksifiye edilmezse veya endojen mekanizmalarla hiicreden
uzaklastirilmazsa enzim inaktivasyonu, protein-protein capraz baglanmasi ve
DNA hasari gibi ek hiicresel hasarlara neden olmaktadir (Gelb ve ark. 1995;
Castell ve ark. 1996; Park ve ark. 2005; Pratico ve ark. 2004; Diilger ve ark.
2002).

1.4. Origanum Ugucu Yagi ve Karvakrol
Origanum ¢ok sayida tiir igeren Labiatae ailesine ait iilkemizde yaygin
olarak lokalize olan bir bitki cinsidir. Cesitli tiirlerinden elde edilen ugucu yaglari

cok eski zamanlardan bu yana yiyeceklerde tat vermede, alkollii i¢eceklerde, yara

ve yaniklarda yaygin olarak kullanilmigtir (Sivropoulou ve ark. 1996; Aligiannis
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ve ark. 2001; Sahin ve ark. 2004). Ana bileseni karvakrol olan Origanum cinsine
ait ucucu yaglarin bilimsel olarak antioksidan, analjezik, antifungal,
antibakteriyel, insektisidal, antimelanojenik, anti-inflamatuar ve yara iyilestirici
etkileri gibi birgok 6zgiil biyolojik etkisi ortaya koyulmustur (Aydin ve ark. 1998;
Vincenzi ve ark. 2004; Chorianopoulos ve ark. 2004; Bakkali ve ark. 2008; Aslim
ve ark. 2008; Kordali ve ark. 2008; Karpouhtsis ve ark. 2008; Aydin ve ark. 2009;
Govaris ve ark. 2010; Ding ve ark. 2010; Fuentes ve ark. 2010; Rivas ve ark.
2010). Terenina ve arkadaslar1 (2011). Origanum ugucu yagimin yiiksek yag asit
oksidasyonunun bir inhibitdrii olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Tavuk
embriyolarinda O. minutiflorum ugucu yaginin anjiogenik etkisi aragtirtlmis olup
kan damarlarini genislettigi ve yeni kan damarlarini olusturdugu gosterilmistir
(Goze ve ark. 2010). Origanum tiirlerinden elde edilen ekstrak ve ugucu yaglarin
antikanser ve apoptotik etkileri gogiis adenokarsinoma hiicreleri, 16komik
hiicreleri ve trombositleri de igeren bazi hiicre tiplerinde ortaya koyulmustur
(Chinou ve ark. 2007; Al-Kaladeh ve ark. 2010; Roula ve ark. 2010). Origanum
onites ugucu yaginin ve ana bileseni olan karvakroliin gii¢lii antimutajenik etkisi
S. typhimurium ait TA98 ve TA100 suslar1 ile belirlenmistir (Ipek ve ark. 2005).
Labiatae familyasinin ugucu yaglar1 iginde monoterpenik fenolik bir
bilesen olan karvakroliin de farkli organizmalarda ugucu yagin etkilerine paralel
bir sekilde antibakteriyel, antioksidan, analjezik, antifungal, insektisal, fitotoksik,
antiviral, antiparazital ve antiinflamatuar etkileri bilinmektedir (Guarda ve ark.
2011; Monzote ve ark. 2009; Undeger ve ark. 2009; Ghomi ve ark. 2009; Landa
ve ark. 2009; Kordali ve ark. 2008; Burt ve ark. 2007; Tepe ve ark. 2005;
Yanishlieva ve ark. 1999; Ultee ve ark. 1998; Aydin ve ark. 1998; Aeschbach ve
ark. 1994; Didry ve ark. 1994). Insan ve kopek miyositleri iizerinde yapilan bir
arastirma karvakroliin kalsiyum kanallarin1 inhibe ettigini ortaya koymustur
(Magyar ve ark. 2004). Arkan ve Aydin (2008) yaptiklar1 bir calismada sigan
atriumun uyarilmasi ile olusturulan kasilmalar {izerinde karvakrol ve
Origanum’un diger bilesenlerinden olan timoliin etkisini arastirmistir.
Karvakroliin kasilmalar1 inhibe ettigi ve buna gore kardiyoprotektif olarak
kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir. Yine Aydin ve arkadaslar1 (2007) izole edilen

sican aortu ve anestezi siganlarda karvakroliin kardiyovaskiiler fonksiyonlarinm
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aragtirmistir. Bu c¢aligmaya gore karvakrol, hipertansiyonu meydana getiren
N(omega)-nitro-L-arginin metil esteri inhibe etmekte ve hipotansiyonu meydana
getirmektedir. Kardiak L-tip Kkalsiyum kanallar1 blokaj aksiyonundan dolay1
karvakroliin hipotensif etki gosterdigi ileri siirilmektedir. Bir baska ¢alismada
sican karacigerinde iskemi-reperfiizyon defektlerine karsi karvakroliin koruyucu
bir etkiye sahip oldugu ve hepatotoksik olmadig1 ortaya konulmnustur (Canbek ve
ark. 2008). Karvakroliin karaciger yenilenmesini hizlandirdig1 bir bagka c¢alisma
ile ortaya konulmustur (Uyanoglu ve ark. 2008). Karvakrol ile beslenen disi
sicanlarla yapilan bir arastirma ile karvakroliin ndrodavranis ve ndrokimyasal
etkileri arastirilmigtir. Buna gore yiiksek dozlarda disi si¢anlarin pro-depresif
ozellikler sergiledigi rapor edilmistir (Trabace ve ark. 2011). Karvakroliin
farelerde anti-depresan benzeri Ozellikler gosterdigi bir baska caligma ile

gosterilmistir (Melo ve ark. 2010).

Aydin ve arkadaslarinin (2005) insan lenfositlerinde yapmis olduklar1 bir
calismada ise karvakrol ve timol yiiksek dozlarda DNA hasarini uyarmistir. Timol
ile benzer yapiya sahip olan karvakrolun daha fazla genotoksik etki gosterdigi
bulunmustur. Bir bagka calismada da karvakroliin Cin hamster akciger fibroblast
hiicrelerinde  genotoksik oldugu bulunmustur (Undeger ve ark. 2009).
Karvakroliin genotoksik etkisi sican kemik iligi hiicrelerinde yapilan in vivo bir
calismayla da kromozom anomalileri seviyesinde ortaya konulmustur (Azirak ve
ark. 2008). Memeli hiicrelerinde Chenopodium yagindan elde edilen karvakroliin
mitokondrideki etkisine yonelik bir c¢alisma mitokondriyal elektron-transfer
kompleks 1 araciligiyla mitokondri tasima sistemini inhibe ettigini ortaya
koymustur (Monzote ve ark. 2009). Aristatile ve arkadaslart (2011) d-
galaktozamin (d-GAIN) uyarilmis hepatotoksisitenin hepatik mitokondriyal
enzimlerin aktivitesi ve DNA hasar1 tizerine karvakroliin farmokolojik etkisini
siganlarda (Wistar, erkek) arastirmistir. Buna gore d-GalN hepatotoksik si¢anlarda
hepatik mitokondriyal enzimlerin (izositrat, alfa-ketoglutarat, siiksinat, malat,
NADPH dehidrojenazlar ve sitokrom c oksidaz) aktivitesinin énemli derecede
azaldigi, karvakrol uygulanmasi sonucunda enzimlerin normal parametrelerine
dondiigl tespit edilmistir. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarinda

normal seviyeye dondigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore karvakrol d-GalN
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uyarilmis sicanlarda DNA hasar1 ve mitokondriyal enzimlere karsi koruyucu bir
etkiye sahiptir ve karaciger mitokondriyal antioksidan 6zellikler gostermektedir.

Bu etkilerinden baska, karvakroliin anti-kanser etkisi iizerine baz1 kanser
tiplerinde in vivo ve in vitro kosullarda yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Kronik
miyeloid 16komia hiicreleri, N-ras transforme fare miyoblast hiicreleri, murin
melanoma hiicreleri, insan servikal, akciger ve meme kanser hiicrelerinin
biiyiimesi ve tiimorogenez karvakrol tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir (He
ve ark. 1997; Stammatia ve ark. 1999; Zeytinoglu ve ark. 2003; Koparal ve
Zeytinoglu 2003; Karkabounas ve ark. 2006; Lampronti ve ark. 2006; Horvathov
ve ark. 2007; Arunasree 2010; Mehdi ve ark. 2011).

Karvakroliin etki mekanizmasiyla ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Yapilan iki calismayla karvakroliin 6zgiil olarak sitoplazmik zar yiizeyini ve
gecirgenligini degistirdigi ve bu yolla hiicreleri etkiledigi bildirilmistir (Ultee ve
ark. 1998; Storia ve ark. 2011). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismayla karvakrole
kars1 S. cerevisiae’de transkripsiyonel cevap meydana geldigi genomik profil
yoluyla ortaya konulmustur. RNA metabolizmasi ve ribozom biyogenezine
aracilik eden genler baskilanirken, strese cevap olarak belirgin bir sekilde genler
uyarilmis ve ifadeleri artmistir (Rao ve ark. 2010). S. cerevisiae ‘nin timoél ile
muamele sonucunda da transkripsiyonel bir cevap verdigi ve bunun yani sira
hiicrelerin fizyolojik degisimleri yoluyla genetik diizenlemede birka¢ degisiklik
meydana geldigi dogrulanmistir. S. cerevisiae hiicreleri ile karvakrol ve timdliin
muamele sonucunda genomda meydana gelen bu degisiklikler gii¢lii bir antifungal
ajan olabileceklerini ortaya koymaktadir (Bi ve ark. 2009). Kim ve arkadaslar
(2010) karvakrol yedirilen tavuklarin barsak intraepitel lenfositlerinde metabolik
yolaklarla iligkili 74 genin ifadesinin degistigini rapor etmistir.

Yiiksek yagl diyet ile beslenen farelerle yapilan bir calismaya gore
karvakroliin adipogenez ve inflamasyonu igeren genleri diizenleyerek diyete bagl
olarak gerceklesen obeziteyi Onledigi ortaya koyulmustur. Caligmaya gore
karvakrol kemik morfogenik proteini, fibroblast biiylime faktdrii-1 ve galanin
araciligiyla gerceklesen sinyali baskilayarak visseral adipogenezi engelledigi
goriilmiis ve ayrica TLR2 (inhibiting toll like receptor 2) ve TLR4-aracili sinyal

yoluyla visseral adipoz dokuda proinflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltmistir
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(Cho ve ark. 2010). Lee ve arkadaslar1 (2008) karvakroliin kollajen iiretimini
uyardigi bazi molekiiler mekanizmalar ileri siirmiistiir. Buna gore karvakrol
MAPK ailesinden JNK ve ERK1/2’nin fosforilasyonunu ve AP-1 promotorunun
aktivasyonun  uyarmustir.  Ayrica  karvakrol  fosfolipaz C  gammal
(PLCgammal)’in  fosforilasyonunu ~ ve  dolayisiyla  intraseliiler ~ Ca*?
mobilizasyonunu uyarirken PLCgammal inhibitoriiniin etkisini azaltmigtir. Bu
calismalara ragmen karvakroliin 6zellikle kanserli hiicrelerindeki etkisine yonelik
molekiiler diizeydeki arastirmalar giiniimiizde yeterli degildir ve anti-kanser etki

mekanizmasinin arastirtlmasi 6nemlidir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

RNeasy Mini Kit, QIAshredder Homojenizer, DNase I seti, RT? Profiler™
Human Hepatotoxicity PCR Array, RT? RNA QC PCR Array, RT? gPCR Master
Mix ve RT? First Strand Kiti bir Qiagen sirketi olan SABioscience™ firmasindan
alimmustir. Karvakrol, Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), dimethyl
sulfoxide (DMSO), sodyum bikarbonat ve KCI Sigma Aldrich firmasi araciligiyla
temin edilmistir. PAA Laboratories GmbH firmasinin Feutal Bovine Serum
(FBS), Penicilin-Streptomycin ve (%0.5) Tripsin-EDTA tiriinleri kullanilmistur.
Roche Applied Science firmasindan WST-1 ve BrdU Proliferasyon Testi Kiti
(Cell Proliferation ELISA, BrdU calorimetric) iiriinleri temin edilmistir. CacCl,
EDTA, NaCl, KH,PO4, Na,HPO, ve NaOH kimyasallar1 Merck firmasindan
temin edilmistir. Sodyum asetat (Amresco), B-mercapto ethanol, glasiyal asetik
asit (Carlo Erba), absolute ethanol (Riedel de Haen), DEPC (Diethyl
pyrocarbonate) (Applichem) ve MOPS (Applichem) firmalarindan temin

edilmistir.

2.2. TEST MADDELERININ HAZIRLANMASI

2.2.1. Kekik Ucucu Yaginin Dozlarinin Hazirlanmasi

Kekik ugucu yagi (Origanum onites) DMSO igerisinde ¢oziilerek, %0.002,
%0,003, %0,004, %0,005, %0,006, %0,007, %0.008, %0.009, %0,01, %0,02 (v/v)
olmak iizere dozlar hazirlanmistir. Dozlar her deney icin taze olarak hazirlanip
taze besiyeri kullanilarak diliisyonlar yapilmistir. DMSO’nun miktar1 %0,1’in

altindadir. Kekik ugucu yag1 +4 °C ‘de saklanmustir.
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2.2.2. Karvakrolun Dozlarinin Hazirlanmasi

Karvakrol DMSO igerisinde ¢oziilerek ana stok soliisyonu (100 mM)
hazirlanmis ve taze kiiltiir vasati ile ara stok soliisyonu (10 mM) kullanilarak
dozlar hazirlanmigtir. 50 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM, 400 uM, 500 uM, 600
uM, 700 pM, 800 pM olmak iizere taze besiyeri kullanilarak dozlar
hazirlanmisttr.  DMSO’nun  miktar1  %0,1’in altinda olacak sekilde dozlar

hazirlanmistir. Karvakrol ana stok soliisyonu +4 °C ‘de saklanmistir.

2.3. YONTEM

2.3.1. Hiicre Kiiltiira

HepG2 hepatoseliiler karsinoma hiicreleri %10 (v/v) FBS, 100 unite/ml
penisilin/streptomisin, 2 mM L-glutamin i¢eren ve %9,2 NaHCO3; DMEM igeren
besiyeri iginde, 37° C’de %5 CO, igeren atmosfer nemi altinda kiiltiire edilmistir.
Hiucreler 1lik (%1) tripsin/EDTA ile toplanarak transferi gergeklestirilmistir.
Normal ortamda %80 yogunlukta biiyiitiilmiis hiicreler deney icin karvakrol ve

ucucu yagin belirlenmis dozlari ile 24, 48 ve 72 saat stireler inkiibe edilmistir.

2.3.2. Hiicrelerin Uygulamalar I¢in Hazirlanmasi

Hiicreler 25 cm®lik flasklarda bliyiitiilmiistiir ve sonra %380 oraninda
yogunluga ulastiklart zaman 1lik tripsin/EDTA ile flask yiizeyinden kaldirilarak
taze besiyerine toplanmistir. Thoma laminda en az 3 kez tripan mavisi ile hiicre
sayist tespit edilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina, her kuyucukta 1 x
10* hiicre olacak sekilde besiyeri ile siispansiyon haline getirildikten sonra her bir
kuyucuga 100 pl hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapigmasi ve
adaptasyonu igin 37 °C de 24 saat inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirilip, test maddesi iceren besiyerinden

200 pl/kuyucuk konularak 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Her bir dozda
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hiicre morfolojisinde meydana gelen degisikler Olympus DP71 mikroskobu ile

fotograflanmistir.

2.3.3. Hiicre Canlihginin Belirlenmesi

2.3.3.1. Nétral kirmizis1 alm (NR) analizi ile lizozomal aktivite yoluyla

canhhgin belirlenmesi

Notral red analizi, NICEATM (The National Toxicology Program (NTP)
Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods,
2003) tarafindan hazirlanan yonteme gore yapilmustir. Hiicreler 1 x 10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilip, 24 saat
biiyiitiildiikten sonra hazirlanan test madde dozlarindan eklenerek 24, 48 ve 72
saat inkiibe edilmistir. Kekik yag1 i¢in dozlar; %0.002, %0.003, %0.004, %0.006,
%0.007, %0.008, %0.009, %0.01, %0.02’dir. Karvakrol i¢in belirlenen dozlar; 50
uM, 100 puM, 200 pM, 300 uM, 400 uM, 500 puM, 600 pM, 700 pM, 800
uM’dir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 100 pl/kuyucuk DPBS-A ile yikandiktan
sonra %1 oranindaki NR boyasi ile 3 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda
besiyeri uzaklastirilip hiicreler tekrar DPBS-A ile yikandiktan sonra kuyucuklara
formazan tuzlarmin ¢6ziilmesi i¢in 100 pl DESORB (%1 glasial asetik asit, %49
etanol) aktarilip, ELISA (ELx808-IU) cihazinda 540 nm dalga boyunda OD
degerleri okunmustur. Her doz i¢in en az 4 kuyucuk igeren en az 3 ayr1 deney

gerceklestirilmistir.

2.3.3.2. WST-1 analizi ile mitokondriyal yolla canliligin belirlenmesi

WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium) analizi kitin alindig1 firmanin (Roche Applied Science) yontemine
gore uygulanmistir. Hiicreler uygun kosullarda 96 kuyucuklu plakalara ekildikten
sonra 24, 48 ve 72 saat test maddelerinin farkli dozlariyla muamele edilmistir.
WST-1 testinde kekik ugucu yagi igin belirlenen dozlar; %0.002, %0.004,
%0.006, 9%0.008, %0.009, %0.01, %0.02 (v/v)’dir. Karvakroliin belirlenen
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dozlari; 50 uM, 100 pM, 200 uM, 400 pM, 500 uM ve 800 pM’dir. inkiibasyon
sonunda besiyeri uzaklastirilip, final konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde WST—
1 boyast besiyeriyle seyreltilerek hiicrelere aktarilip 3 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 2 dakika calkalayici tablada cevrildikten sonra 490 nm
dalga boyunda ELISA cihazinda okutulmustur. Her doz i¢in en az 4 kuyucuk

iceren en az 3 ayr1 deney gercgeklestirilmistir.

2.3.3.3. Tripan mavisi ile hiicre canhihi@inin tespiti

Tripan mavisi ile hiicre canliligmin tespiti Warren Strober (1997)
tarafindan gelistirilen yOnteme gore gergeklestirilmistir. Hiicreler uygun
kosullarda yetistirildikten sonra 6 kuyucuklu plakalara 3 x 10° hiicre olacak
sekilde ekilerek, 24, 48, 72 ve 96 saat test maddelerinin dozlariyla muamele
edilmistir. Kekik ugucu yagi i¢in dozlar; %0.008, %0.009, %0.01 (v/v)’dir.
Karvakrol igin dozlar; 300 uM ve 500 puM’dir. Inkiibasyon siireleri sonunda
tripsin/EDTA ile hiicreler plakadan uzaklastirilarak, taze besiyerine toplanmuistir.
Daha sonra %0,04 tripan mavisi ile hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda muamele
edilip, Thoma laminda sayilarak hiicre sayisi tespit edilmistir. Thoma laminda
bulunan 400 kiiclik karedeki hiicreler sayilarak seyreltme faktorii ve 10000 ile

carpilarak hiicre sayisi tespiti yapilir.

2.3.4. BrdU ile DNA Sentezinin Belirlenmesi

Brdu ile DNA sentezinin belirlenmesi kitin alindigi firmanin (Roche
Applied Science) yontemine gore yapilmigtir. Bunun i¢in hiicreler 96 kuyucuklu
kiiltiir plakalarma 1 x 10* hiicre/kuyucuk ekilerek, 24 saat sonra hazirlanan test
maddesinin dozlariyla muamele edilip 48 saat inkiibe edilmistir. Kekik ugucu yagi
icin dozlar %0.002, %0.004, %0.005, %0.006, %0.007, %0.008, %0.009, %0.01
(v/v)’dir. Karvakrol i¢in dozlar; 50 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM, 400 uM, 500
uM, 600 pM, 700 uM’dir. Inkiibasyon sonrasinda 10 uM BrdU iceren taze
besiyeri her bir kuyucuga aktarilmis ve 2 saat inkiibe edilerek isaretlenmistir. Siire

sonunda plaka ters cevrilmek suretiyle bosaltilarak, her bir kuyucuga 200 pl
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FixDenat soliisyonu ilave edilip 30 dakika oda sicakliginda denatiirasyon
gerceklestirilmistir. Bu esnada anti-BrdU-POD stok soliisyonu, antikor seyreltme
soliisyonuyla 1:100 oraninda seyreltilerek anti-BrdU-POD c¢alisma soliisyonu
hazirlanmistir. FixDenat uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 100 ul anti-
BrdU-POD ¢aligsma soliisyonu konarak 90 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda, anti-BrdU-POD c¢alisma soliisyonunun uzaklastiriimast igin,
her bir kuyucuk 100 pl PBS ile 3 kez yikanmistir. Son olarak her bir kuyucuga
100 pl substrat reaksiyonu konarak, 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra ELISA cihazinda 490 nm dalga boyunda OD degerleri 6lgiilmiistiir. Her doz

icin en az 4 kuyucuk iceren en az 3 ayr1 deney gergeklestirilmistir.

2.3.5. AkridinOranj/ Etidyum Bromiir (AO/EB) Fluoresan Boyama ile

Apoptotik Morfolojinin Incelenmesi

AO/EB yontemi Hisham ve arkadaglarinin (2009) kullandigi yontem
gelistirilerek uygulanmuistir. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 3 x 10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 24 saat biiylimeye birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler, test maddelerinin belirli dozlariyla 48 saat muamele
edildikten sonra tripsin/EDTA ile santrifiij tiiplerine toplanarak, 1250 rpm de 5
dakika santrifiij edilmistir. Besiyeri aspirasyon ile uzaklastirilip 25 pl taze besiyeri
eklenerek hiicre siispansiyonu hazirlanmigtir. Kekik ucucu yagi i¢in dozlar;
%0.008, %0.009 (v/v)’dir. Karvakrol i¢in dozlar; 300 uM ve 500 pM’dir.
AO/EB karisimi 1:1 oraninda (100 mg/ml: 100 mg/ml) PBS i¢inde hazirlanmis ve
sonra bu karigim 1:10 oraninda besiyeri ile seyreltilmistir. Bundan 1 pl alinip 25
ul hiicre siispansiyonuna eklenmis ve hemen preparat hazirlanmistir. Olympos
BX50 mikroskobu ile fotograflama gerceklestirilmistir.

Duke (Apoptosis methods and protocols, vol.282. 2004) tarafindan
belirtilen yonteme gore apoptotik indeks ¢ikarilmistir. Buna gore:

Apoptotik Hiicrelerin Yiizdesi = LA + DA/ LN+LA +DN+ DA x 100

LN: Normal ¢ekirdege sahip parlak yesil canli hiicreler
LA: Apoptotik cekirdege sahip parlak yesil canli hiicreler
DN: Normal ¢ekirdege sahip parlak turuncu 6lii hiicreler
DA: Apoptotik ¢ekirdege sahip parlak turuncu 6lii hiicreler
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2.3.6. RT-PZR Array ile Hepatotoksisite’nin Tespiti
2.3.6.1. RNA izolasyonu

Tiim ara¢ ve geregler RNaz ve DNaz igermeyecek sekilde hazirlanmistir.
Bu amag i¢in, cam ve plastik malzemeler %0,1 DEPC’li su ile gece boyu
muamele edilmis ve sonra ultra saf su ile yikanarak otoklav ile steril edilmistir.
RNA izolasyonu kitin alindigi firmanin (Qiagen) Onerdigi yonteme gore
gerceklestirilmistir.

Hiicreler 25 cm?’lik bir flaskta 2.5 x 10° olacak sekilde ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Sonra IC50 degerlerinin bir alt dozlar olan, karvakrol i¢in 300 uM ve
kekik ugucu yagi icin % 0.008 dozu ile hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tripsin/EDTA ile toplanan hiicreler Thoma laminda
saytlmistir. Her bir 6rnekten RNA izolasyonu i¢in 3.4 x 10° hiicre, mikrosantrifiij
tiiplerinde toplandiktan sonra her bir tiipe 350 pl RLT liziz tamponu aktarilmistir.
HepG2 hiicreleri RNA ac¢isindan zengin oldugundan RLT liziz tamponu i¢eren her
bir tiipe 1:100 oraninda B-merkapto etanol eklenip pipetlenerek liziz islemi
gerceklestirilmistir.  Hiicre lizatinin  homojenizasyonu i¢in  QIAshredder
homojenizer spin kolona hiicre lizat1 aktarilarak, 2 dakika maksimum hizda
santrifiij edilmistir. Toplama tiipiinde bulunan hiicre lizatina 1:1 oraninda %70
etanol aktarilarak, dikkatli bir sekilde pipetlendikten sonra lizat RNeasy spin
kolona baglanarak, 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Alta inen sivi
dikkatli bir sekilde atik kabina bosaltildiktan sonra RNeasy spin kolon {izerine
350 pul RWI1 yikama tamponu eklenerek, 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edilmistir. Toplama tiipiine inen sivi kolon zarina temas etmeyecek sekilde
bosaltildiktan sonra DNase [ seti icerisindeki 70 ul RDD tamponu 10 pl DNase I
stok soliisyonu eklenip, yavasca karigtirildiktan sonra spin kolon iizerine dogrudan
aktarilip beng iizerinde 15 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda spin kolon
tizerine tekrar 350 pul RW1 yikama tamponu aktarilip 10000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine inen sivi bosaltildiktan sonra spin kolona

500 pl RPE yikama tamponu aktarilarak 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij
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edilmistir. Toplama tiipii bosaltilip tekrar 500 pl RPE yikama tamponu aktarilip,
10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek yikama asamasi tamamlanmustir.
Santrifiij sonunda toplama tiipii degistirilerek 1 dakika maksimumda hizda
santrifiij edilip kurutma islemi gergeklestirilmistir. Son olarak spin kolon 1.5
ml’lik mikrosantrifiij tiipine yerlestirilerek 50 pl Rnaz-DNaz igermeyen su
aktarilip 10000 rpm’de 1 dakika santriflij edilmistir. 30 ul Rnaz-DNaz igermeyen
su eklenerek ayni asama tekrarlanarak RNA’nin spin kolondan tiipe aktarimi
gergeklestirilmistir. RNA miktarinin ve safliginin tayini i¢in spektrofotometrede

Olciim yapilmis, elektroforezde yiiriitiilerek kalitesi kontrol edilmistir.

2.3.6.1.1. Spektrofotometrik olarak RNA miktarinin ve safliginin tayini

Spektrofotometrik olarak RNA miktarinin tayini NanoDrop cihazi
araciligryla gergeklestirilmistir. Oncelikle NanoDrop temizlenmistir. Bunun igin
NanoDrop probunun iizerine 2 ml distile su konarak NanoDrop programu ile islem
onay1 yapilmistir. NanoDrop programinda RNA-40 olarak RNA Ol¢iimii i¢in
gerekli ayarlamalar yapildiktan sonra prob lizerine 2 ml RNaz ve DNaz icermeyen
su konarak blank islemi yapilmistir. Sifirlama islemi olunca 2 ul RNA aktarilarak
Olctim yapilmis ve RNA miktar1 tayin edilmistir. 260/280 ve 260/230 absorban
degerleri kaydedilmistir. Bu degerler RNA safliinin gostergesi olarak
kullanilmaktadir. 260/280 absorban degeri 1.9-2.1 arasinda ise 6rnek RNA nin saf
oldugunu gostermektedir. 260/230 absorbansi 2.1-2.5 degerleri arasinda olmalidir.

2.3.6.1.2. Agaroz jel elektroforezi ile RNA kalitesinin ve safliginin tayini

Agaroz jel elektroforezi, RNA izolasyon kiti firmasinin 6nermis oldugu
Sambrook ve arkadaslarinin (1989) yontemine gore yapilmistir. RNA
degredasyonu olmamas igin steril kabinde ve steril sartlarda ¢alisilmistir. Tiim
malzemeler RNaz ve DNaz icermeyecek sekilde bir giin 6nceden hazirlanarak
deney i¢in hazir hale getirilmistir. Pudrasiz eldiven ve maske kullanilmasina
dikkat edilmistir. Tim soliisyonlar da DEPC ile muamele edilmis su

kullanilmuastir.
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Oncelikle 5 x formaldehid jel yiiriitme tamponu (0.1 M MOPS, 40 mM
sodyum asetat, 5 mM EDTA) hazirlanmistir. Sonra steril bir santrifiij tlipline jele
yiiklenecek olan ornek karisimi hazirlanmistir. Bunun igin 15 ug RNA, 2 ul jel
yiiriitme tamponu (5X), 3.5 ul formaldehid ve 10 ul formamid alinarak
karigtirilmistir. Karisim 15 dakika 65 °C’de su banyosunda inkiibe edilmistir. Bu
esnada %1°lik agaroz jel hazirlanmigtir. Agaroz jel; 35 ml agaroz, 11 ml 5 x jel
yiiriitme tamponu ve 10 ml formaldehid kullanilarak hazirlanmistir. Oncelikle
agaroz DEPC ile muamele edilmis su igerisinde, mikrodalga araciligiyla
¢Oziilmiistlir. Biraz soguduktan sonra yavas bir sekilde ve c¢alkalanarak agaroz
igerisine diger soliisyonlar eklenerek tanka yavas bir sekilde dokiilmis ve
donmaya birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler buza almip 1-2 dakika
bekletildikten sonra 5 saniye santrifiij edilmistir. Daha sonra 6rnekler tekrar buza
alinarak 2 pl formaldehit jel ylikleme tamponu (%50 gliserol, ImM EDTA, %0.25
bromofenol mavisi, %0.25 ksilen siyanol) konulmustur. Jel elektroforez tankina
konularak 1 x formaldehit jel yiiriitme tamponu icinde Ornekler kuyucuklara
yiiklenmistir. Cihaz 70 V ayarlanarak 2 saat siiresince RNA yiiriitiilmiistiir. Stire
sonunda 0.1 M amonyum asetat i¢erisinde bulunan 0.5 pg/ml etidyum bromiir ile
40 dakika boyanmistir. Daha sonra sadece amonyum asetat ile 3 kere 2 dakika

agaroz jel yikanmis ve transimiilator de fotograflanarak incelenmistir.
2.3.6.1.3. RT2RNA QC PZR array ile RNA kalite kontroliiniin tespiti

RT?> RNA QC PZR Array ile PZR temelli gen ifadesi analizleri i¢in 12
adet RNA Orneginin es zamanli olarak kalitesinin degerlendirilmesi i¢in
gelistirilmis bir yontemdir. Bu array ile RNA biitiinliigii, reverz transkripsiyon
inhibitorii, PZR cogaltma inhibitorii ve genomik DNA kontaminasyonu, yanlis
pozitif sinyal ve ¢oklu pik yarilma egrileri tespit edilmektedir. RT? RNA QC PZR
Array ile RNA kalite kontrolii arrayin alindig1r Qiagen firmasinin yontemine gore
uygulanmistir. Firmanin hazirlamis oldugu array plakasina gore kontrol ifadeleri

Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. RTRNA QC PZR array plakasimn gosterimi.
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Plakada bulunan kontrol tiplerinin 6zellikleri asagidaki agiklandig1 gibidir:
A satirt: Yiiksek ifade edilen house keeping genler (HK1)
B satiri: Diisiik ifade edilen house keeping genler (HK2).
C satiri: Revers transkripsiyon kontrolii (RTC).
D satiri: Pozitif PZR kontrolii (PPC).
G satiri: Deney bir kalip olmadan PZR kontrolii (PPC).
E satiri: Genomik DNA kontaminasyonu kontrolii (GDC).
F satir1: Reverz transkripsiyon yoklugunun kontrolii (NRC).
H satiri: Kalip yoklugunun kontroli (NTC).

RT? RNA QC PZR array plakasina yiiklenmek iizere her bir RNA 6rnegi
icin 1.5 ml santrifiij tiipii i¢inde 3 farkli kokteyl hazirlanmistir. Ornekler array
plakasma aktarilirken her bir kuyucuk da filtreli u¢ degistirilmistir. Asagida 96
kuyucugun tamaminin kullanilacagi yani 12 RNA 6rnegi icin hazirlanan kokteyl

oranlar belirtilmistir.

49




@ ANADOLU UNIVERSITESI

Kokteyl 1: Master karisimi ve cDNA kalibu.
2 X SABioscience™ PZR master karisimi 75 pl

Seyreltilmis cDNA sentez reaksiyonu 6 ul
RNaz-DNaz icermeyen su 69 ul
150 pl

Kokteyl 1, 96 kuyucuklu array plakasindaki A satirindan E satirina kadar olan
satirlara 25 pl/kuyucuk olarak aktarilmistir.
Kokteyl 2: Sadece master karisimi.

2 X SABioscience™ PZR master karisim1 45 pl
RNaz-DNaz icermeyen H,0O 45 ul
90 ul
G ve H satirlarina 25 pl/kuyucuk aktarilarak kullanilmistir

Kokteyl 3: Ornek RNA’lar master karisimi.

2 X SABioscience™ PZR master karigimi 13 pl

1:100 seyretilmis 6rnek RNA 1l
RNaz-DNaz icermeyen H,O 13 ul
27 ul

RNA’lar 1:100 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. 25 pl/kuyucuk olarak
F satirina aktarilmistir. Kokteyller array plakasina aktarildiktan sonra plaka
stripple kapatilmis ve santrifiij edildikten sonra RT-PZR cihazina yerlestirilmistir.
Termal profil asagida verildigi sekilde programlanmisgtir:

Segment 1 (1 déngii); 95 °C 10 dakika,

Segment 2 (40 déngii); 95 °C 15 saniye, 60 °C 1 dakika,

Segment 3 (1 déngii); 95 °C 1 dakika, 55 °C 30 saniye, 95 °C de 30 saniye.

2.3.6.2. Tamamlayic1t DNA’nin (cDNA) sentezi

cDNA sentezi kullanilan kitin (Qiagen, RT? First Strand Kit) yontemine
gore gerceklestirilmistir. cDNA sentezi icin 2 pg RNA kullanilmistir. Once
genomik DNA eleminasyon soliisyonu, 2 pl GE (5 x gDNA eleminasyon buffer)
ve 2 ug RNA’nin RNaz-DNaz igermeyen su ile toplam 10 ul’ye tamamlanmasiyla
hazirlanarak 42°C de 5 dakika inkiibe edilmistir. Bu esnada RT kokteyli, 8 ul BC3
(5 x RT buffer 3), 2ul P2 (Primer & Dis Kontrol Karisimi), 4 ul RE3 (RT Enzim
Karisimi 3) ve 6 pl RNaz-DNaz icermeyen su ile hazirlanmustir. inkiibe edilen
RNA ornekleri en az 1 dakika buzda tutulmustur. Sonrasinda RT kokteyli
eklenerek 42° C de 15 dakika ve hemen arkasindan 95 °C de 5 dakika daha inkiibe
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edilerek reverz transkripsiyon gerceklestirilmistir. ¢cDNA buzda bekletilerek

hemen array plakalarina yiiklenmistir.

2.3.6.3. RT? PZR array insan hepatotoksisite plakalarimin hazirlanmasi ve

RT-PZR

insan hepatotoksisite RT? PZR array plakalarinin (Cizelge 2.2) analizleri
firmanin 6nermis oldugu yonteme gore yapilmistir. Buna gore her plaka array
icin; 102 pl cDNA sentez reaksiyonu, 1350 pl RT? gPCR SYBR green master
karisimi ve 1248 pl Rnaz-DNaz igcermeyen su kullanilarak deney kokteyli
hazirlanmis ve rezervuara aktarilmistir. -20 °C de saklanan insan hepatotoksisite
array 96 plakasi oda sicakligina getirildikten sonra her bir kuyucuga dikkatli bir
sekilde multikanalli pipetdr yardimiyla 25 pl kokteylden aktarilmigtir. Plaka
kuyucuklart tek tek stripp ile kapatildiktan sonra plaka 25000 rpm’de 1 dakika
santriflij edilmis ve RT-PZR (Stratagene, Mx3005P) cihazina yerlestirilmistir. Her
bir kuyucuk i¢in filtreli yeni u¢ kullanilmistir.

RT? PZR insan hepatotoksisite array ile incelenmis olan 84 adet genin
ifadeleri asagidaki gibidir:

Hepatotoksisite: Uyarilan; ALDOA, APEX1, BTG2, CASP3, CCNGI,
CRYL1, DDIT4L, DNAJB11, DNAJC3, GADDA45A, GCLC, GSR, HMOX1,
HYOU1, KRT18, KRT8, NQO1, PLA2G12A, SLC17A3, TXNRD1, YRDC.
Baskilanan; AVPR1A, BHMT, CA3, CXCL12, CYP1A2, FADS1, FMO1, HAO2,
IGFALS, MBL2, RB1, THRSP. Kontrol edilen; ABCB11, FXC1, MAOB, PYGL

Fosfolipidozis: Uyarilan: ASAH1, FABP1, HPN, LSS, MRPS18B, S100A8,
SERPINA3, WIPI1. Baskilanan: SLC2A3, TAGLN. Kontrol edilen: ABCB1, FXCL1.

Steatozis: Uyarilan: CD36, FASN, LPL, SCD. Baskilanan: PPARA,
SREBFL1.

Genotoksik olmayan hepatokarsinojenez: ALDOA, APEX1, BTG2,
CCNG1, CDKN1A, DDX39, KRT8, KRT18, MRPS18B, TXNRD1

Kolestazis: ABCB1, ABCB4, ABCC2, ABCC3, ATP8B1, ICAML,
OSTALPHA, PDYN, RDX.
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Nekroz: Uyarilan: CD68, COL4Al, IL6ST, IPO4, MAP3K6, NUSI1,
OSMR, PSMES, SERPINE1, SKIL, SLC39A6, TMEM2. Baskilanan: CDC14B,
FAM158A, KIAA1370, L2HGDH, LGR5, MCM10, MLXIPL, RHBG. Kontrol
edilen: CDKN1A, DDX39.

Cizelge 2. 2. RT? PZR array insan hepatotoksisite plakasinin gdsterimi.

ABCB1 | ABCB11| ABCB4 | ABCC2| ABCC3 | ALDOA | APEX1 | ASAH1| ATP8B1 | AVPRI1A | BHMT | BTG2

A01 A02 A03 A04 A05 A06 A07 A08 A09 Al10 All Al12
CA3 CASP3 |CCNG1 |CD36 |CD68 CDC14B iDKNl (1:OL4A CRYL1 |CXCL12 gYPlA DDIT4L
BO1 B02 B03 B04 B05 B06 BO7 BOS B09 B10 B11 B12
DDX39 ]I_DNAJB]' DNAJC3 | FABP1 | FADS1 ZAM158 FASN | FMO1 | FXC1 iADD45 GCLC |GSR
Cco1 co2 Co3 Co4 C05 Co6 Cco7 Co08 C09 c10 C11 C12
HAO2 HMOX1 | HPN ?YOU ICAM1 | IGFALS | IL6ST | IPO4 IO(IAA137 KRT18 | KRT8 |L2HGDH
DO1 D02 D03 D05 D06 D07 D08 D10 D11 D12
D04 D09
LGR5 LPL LSS MAOB 2AAP3K MBL2 MCM10 LMLXIP EARPS:LB NQO1 NUS1 | OSMR
EO1 E02 E03 E04 E05 E06 EQ7 E08 E09 E10 Ell E12
OSTalpha| PDYN ZLAZGlZ PPARA| PSME3 | PYGL RB1 RDX RHBG S100A8 | SCD gERPINA
FO1 FO02 Fo4 F05 F06 FO7 F08 F09 F10 F11
FO03 F12
TERPINE SKIL SLC17A3 §LC2A SLCS’QA SREBF1 | TAGLN | THRSP | TMEM2 | TXNRD1 | WIPI1 | YRDC
Go1 G02 G03 G4 GO5 GO06 G07 GO08 G09 G10 Gl1 G12
GAPD
B2M HPRT1 | RPL13A H ACTB | HGDC |RTC RTC RTC PPC PPC PPC
HO1 H02 HO3 HO4 HO5 HO6 HO7 HO8 HO9 H10 H11 H12

Plaka RT-PZR cihazina yerlestirildikten sonra MxPro programi
araciligiyla firmanin belirtmis oldugu diizenleme yapilmistir. Tiim kuyucuklar
isaretlenerek, SYBR green ve ROX boyasina ait filtreler se¢ilip termal profil
diizenlenmistir.

Termal profil:

Segment 1 (1 déngii); 95 °C 10 dakika,

Segment 2 (40 déngii); 95 °C 15 saniye, 60 °C 1 dakika,

Segment 3 (1 déngii); 95 °C 1 dakika, 55 °C 30 saniye, 95 °C de 30 saniye.

2.3.6.4. RT-PZR array sonug¢larimin analizi
Real Time PZR array sonuglarmin analizi www.Sabioscience.com adresi

tizerinden gergeklestirilmistir. Sonuglar analiz edilmeden 6nce bazi iglemler RT

PZR cihazinin programi olan MxPro ile yapilmistir. Bu islemler sirasiyla sdyledir:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Once “Analysis Selection/Setup” sayfasinda bulunan “Adaptive Baseline”
isareti kaldirilir.

“Results” sayfanin tizerine iki kez tiklanir ve “OK” biitonuna basilarak
kapatilir.

“Toolbar’in “Options” segeneginden “Analysis Term Settings” tiklanarak
acilir ve “start cycle 2” olarak degistirilir. “Through” dongiisii reaksiyonun
basladig1 dongiiden 2 onceki dongii sayisi olarak degistirilir ve “OK”
biitonuna basilir.

SYBR green boyasi kullanildigindan sadece SYBR green boyasi aktif
halde birakilir.

Sonuglarin bulundugu sayfanin tizerine ¢ift tiklanarak “Y axis —log” olarak
degistirilip “OK” lenir.

Doz ve kontroldeki “threshold” degerlerinin esitlenmesi gerektiginden 1:3
oraninda olacak sekilde threshold ayarlanir.

“Text reports” islemine gelinir. “Well name” isareti kaldirilir. “Tm
product 1 (-R’(T))” isaretlenir.

Dosyaya gelinir ve “export text report” seceneginden sonuglar “excele”

aktarilir.

Doz ve kontrol sonucglari excel sayfasinda yan yana toplanir.

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php adresi iizerinden

array plaka kodu segilir ve sonra excel ile toplamis oldugunuz sonuglar yiiklenir.

Daha sonra kontrol ve doz grubu segilerek sonuglarin analizi tamamlanir. istenilen

tiim dokiimler bu sayfa lizerinden ulasilmaktadir.

2.3.7. Istatistiki Degerlendirme

NR, WST-1, BrdU ve tripan mavisi deney sonuglarinin istatistiksel

degerlendirilmesinde (Statistical Package for the Social Sciences) SPSS 11.5

programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc

olarak Dunnet testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri

olarak p<0.001 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. KEKIK UCUCU YAGI VE KARVAKROL

Deneyde kullanilan kekik ugucu yagi Origanum onites L. den
hazirlanmistir ve daha 6nce yapilan bir ¢alismada yayinlandigi gibi GC analizi
yapilmustir (Ipek ve ark. 2005). GC analizinin sonuglarina gére Cizelge 3.1A’da
goriildiigii gibi major bilesen olarak %74’ karvakrol (Cizelge 3.1B) olan en az 6
bilesik belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Origanum onites L. ugugu yaginin ana bilesenlerinin GC analizi ile yapilmig sonuglari

(A) ve karvakroliin kimyasal formiilii (B).

i 0
BILESENLER Yo CH 3
Karvakrol 74.0 OH
Linalool 7.2
Timol 4.4
CH
p-cymen 3.0 & N
H.C CH

b-bisabolen 1.4 . .
Karyofilen oksit 1.3

A B

3.2. KEKIiK UCUCU YAGININ HEPG2 HUCRELERININ CANLILIGI
UZERINE ETKISi

Kekik ugucu yaginin HepG2 hiicrelerinin canliligt iizerine etkisi NR
almmmi, WST-1 ve tripan mavisi boyamasi olarak ii¢ farkli yontemle
belirlenmistir. Kekik ugucu yaginin gesitli dozlarina 24, 48 ve 72 saat siirelerle
maruz birakilan hiicrelerde canlilik orani sonuglar1 Sekil 3.1A, B ve C’de

verilmistir. Grafikte goriildigi gibi kekik ugucu yagi ile hiicrelerin 24 saat
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inkiibasyonundan sonra NR alan canli hiicrelerin orant %0.006 dozundan itibaren
azalmaya baglamistir (Sekil 3.1A). IC50 degeride % 0.009 olarak bulunmustur. 48
ve 72 saat inkiibasyon sonunda % 0.004 dozundan itibaren maddenin etkinligi
goriilmektedir. Belirlenen inkiibasyon siirelerinde hiicre canliligi %0.01 dozundan
itibaren bazal seviyeye diismektedir. 48 ve 72 saatteki IC50 degeri %0.009
dozuna yakin bir deger goriilmektedir.

Sekil 3.1B’de goriildiigi gibi kekik ucgucu yagi ile hiicrelerin 24 saat
muamelesi sonunda WST-1 canlilik testi ile %0.002 dozundan itibaren hiicre
canliliginin azalmaya bagslamistir. IC50 degeri %0.01 dozuna daha yakin olarak
bulunmustur. 48 saat inkiibasyon sonunda %0.004 dozundan itibaren hiicre
canliliginda 6nemli derecede azalma baslamistir. 72 saat sonunda ise %0.002
dozundan itibaren canlilik azalmaya baslamis, 24 ve 48 saate gére maddenin
etkinligi 6nemli Olclide artarak devam etmistir. 48 ve 72 saatte IC50 degeri asagi
yukar1 %0.009 dozu olarak goriilmektedir.

Tripan mavisi boyamasi ile canlilik testi icin kullanilacak dozlar nétral
kirmizis1 ve WST-1 analizlerinin sonuglarina gore secilmistir. Buna gore 1C50
degeri olarak belirlenen %0.009 ile % 0.01 dozlar1 ve IC50 degerinin altindaki %
0.008 dozu belirlenmistir. Materyal ve yontemde anlatildigr gibi hiicreler
belirlenen dozlarla 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibasyona birakilmistir. Kekik yagi ile
24 saat inkiibasyon sonrasinda, canli hiicre sayis1 % 0.008 dozunda 5.2 x 10°
hiicreden 4.1 x 10° hiicreye, %0.009 dozunda 2.5 x 10° hiicreye ve %0.01 dozunda
2.2 x 10° hiicreye diistiigii goriilmektedir (Sekil 3.1C). 48 saat sonunda, 1 x 10°
ulagan kontrol canli hiicre sayis1 % 0.008 dozunda 6 x 10°, %0.009 dozunda 4.8 x
10° ve %0.01 dozunda 3.2 x 10° hiicreye diismektedir. 72 saat sonunda ise kekik
ugugu yaginin etkinliginin artan etkisi devam etmekte ve %0.009 dozunda 1.2 x
10° hiicreden 4.5 x 10° hiicreye diismektedir. 96 saatte kalan canli hiicre sayisinin
onemli Olgiide artmadigi, kekik ucucu yagmin etkinliginin 72 saat ile paralel
olarak devam ettigi belirlenmistir. Sonug itibariyle 24 ve 48 saat sonundaki I1C50

degeri %0.009 olarak belirlenmistir.
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[Miicre canliligi (OD : 540 nm)
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Sekil 3.1. Kekik ucucu yagmin HepG2 hiicre canlilig: {izerine etkisinin NR alinimi (A), WST-1
(B) ve tripan mavisi boyamasi (C) ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,001.
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Sekil 3.1. (Devam) Kekik ugucu yagimm HepG2 hiicre canliligi iizerine etkisinin NR alinimi (A),
WST-1 (B) ve tripan mavisi boyamasi (C) ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol
grubuna gore anlamli farkliliklar: gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,001.

3.3. KARVAKROLUN HepG2 HUCRELERININ CANLILIGI UZERINE
ETKIiSi

Karvakroliin HepG2 hiicrelerinin canliligr lizerine etkisi NR, WST-1 ve
tripan mavisi olarak {i¢ farkli yontemle arastirilmistir. Karvakroliin cesitli
dozlarina 24, 48 ve 72 saat silirelerle maruz birakilan hiicrelerde canlilik oram
sonuglart Sekil 3.2A, B ve C’de gosterilmistir. Grafikte gorildigii gibi karvakrol
ile hiicrelerin 24 saat inkiibasyonundan sonra NR alan canli hiicrelerin orani 300
uM dozundan itibaren azalmaya baslamistir (Sekil 3.2A). IC50 degeri de 500 uM
olarak bulunmustur. 48 saat sonunda 200 uM dozundan itibaren canlilik azalmaya
baslamis ve 700 puM’da 6nemli Ol¢lide bazal seviyeye diismiistiir. 72 saat
inkiibasyon siiresinde ise 300 uM dozundan itibaren azalma baglamistir. 48 ve 72
saatteki IC50 degerleri de dnemli 6l¢iide 500 uM olarak NR yOntemine gore tespit
edilmistir.

Karvakrol ile hiicrelerin 24 saat muamelesi sonunda WST-1 canlilik testi

ile 200 uM dozundan itibaren hiicre canlilifinin azalmaya basladig1 gortiilmistiir
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(Sekil 3.2B). 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda 50 uM dozundan itibaren hiicre
canliliginda azalma baglamis ve 200 uM’da azalarak karvakroliin etkinligi devam
etmistir. 24, 48 ve 72 saatte IC50 degeri 500 uM dozu olarak bulunmustur.

Tripan mavisi ile canlilik testi i¢in dozlarin tespiti notral kirmizisi ve
WST-1 testi sonuglarina gore secilmistir. Buna gore IC50 degeri 500 pM ve bir
diisik doz olarak 300 puM olarak belirlenmistir. 24 saat sonunda hiicre
canliligindaki azalmanin 300 uM dozunda 3 x 10° hiicreden 2 x 10°, 500 uM
dozunda 1.5 x 10° hiicreye diistiigii goriilmektedir (Sekil 3.2C). 48 saat sonunda
500 uM dozunda hiicre sayisinin kontrole gore yariya diistiigli belirlenmigtir. 72
saat inkiibasyon sonunda 4.4 x 105 ulasan hiicre sayist1 300 mM dozunda 2.4 x
105, 500 uM dozunda 1.6 x 105 hiicreye diistiigii tespit edilmistir. 96 saatte
karvakroliin artan etkisi devam ederek, 5 x 105 hiicre 300 uM’da 2.6 x 105, 500
uM’da 1.8 x 10° hiicreye diismiistiir. IC50 degeri 24, 48 saate 500 uM, 72 ve 96
saatte karvakroliin artan etkisiyle 300 uM dozuna daha yakin bir deger olarak

goriilmektedir.

[iicre canliligi (OD : 540 nm)

[l
[=]

pOCEOAnEO
(27 'él
Karvakrol (uM)

Sekil 3.2, Karvakroliin HepG2 hiicre canliligt iizerine etkisinin NR alimimi (A), WST-1 (B) ve
tripan mavisi boyamasi (C) ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,001.
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Sekil 3.2. (Devam) Karvakroliin HepG2 hiicre canlilig1 lizerine etkisinin NR alinimi (A), WST-1
(B) ve tripan mavisi boyamasi (C) ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,001.
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3.4. KEKIK UCUCU YAGI VE KARVAKROLUN DNA SENTEZINE
ETKIiSI

Kekik yag1 ve karvakroliin hazirlanan bir seri dozuna 48 saat maruz
birakilan HepG2 hiicrelerinde DNA sentezi materyal yontemde anlatildigi gibi
BrdU’nun zincir yapisina eklenmesi yoluyla arastirilmistir. Elde edilen sonuglar

Sekil 3.3’de verilmistir.

,10

,08 4

,06 1

044

,021

0,00

"% % %0 %9 °9 % %9 °9, 9
Xy R B G G 0 G R

Kekik ugucu yagi (%)

Sekil 3.3. Kekik ugucu yagi (A) ve karvakroliin (B) BrdU yontemiyle DNA sentezine etkisi. (¥)
isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,001.
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Sekil 3.3. (Devam) Kekik ugucu yagi (A) ve karvakroliin (B) BrdU yontemiyle DNA sentezine
etkisi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,001.

Goriildigi gibi her iki madde doz artisina bagli olarak kontrole gore
istatistiksel olarak onemli derecede DNA sentezinde azalmaya neden olmustur.
Kekik ugucu yagi ile muamele edilmis hiicreler %0.004 dozundan itibaren
azalmaya baslamis, %0.006 dozuna kadar bir artis gostermis ve sonra %0.007
dozundan itibaren 6nemli derecede DNA sentezi inhibisyonu gerceklesmistir
(Sekil 3.3A). Karvakrol ile muamele edilmis hiicrelerde ise 50 uM dozundan 200
UM dozuna kadar artig gostermis, 300 uM dozuna kadar sabit olarak devam etmis
ve 400 uM dozundan itibaren dnemli derecede DNA sentezi azalmis ve 600 uM

dozundan itibaren bazal seviyeye inmistir (Sekil 3.3B).
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3.5. KEKiK UCUCU YAGI iLE MUAMELE EDIiLMiS HUCRELERDE
APOPTOTIK MORFOLOJI

Kekik ugucu yagi ile muamele edilmis hiicreler ilk olarak ters-faz
mikroskop altinda incelenmistir (Sekil 3.4A, C ve G) Apoptotik morfoloji AO/EB
boyama yontemiyle fliloresan mikroskop altinda incelenmistir. Hiicre canlilik
testlerinin sonuclarina gore belirlenen IC50 ve altindaki doz hiicrelerde olasi
apoptotik morfolojiyi arastirmak i¢in kullanilmistir. Kekik ucucu yaginin %0.008
ve %0.009 (v/v) dozlari ile 48 saat muamele edilen hiicreler materyal ve yontemde
anlatildig1 gibi AO/EB ile boyanmis ve fotograflanmistir (Sekil 3.4B, D, E, F, H, |
ve J). Erken apoptotik canli hiicreler yogunlamis veya fragmente olmus kromatine
sahip parlak yesil renkte (LA) gorilmektedir. Geg¢ apoptotik oOlii hiicreler
yogunlamis kromatine sahip parlak turuncu veya kirmizi renktedir (DA). Normal
cekirdege sahip olan nekrotik veya Olii hiicreler parlak turuncu renkte (DN)

olmaktadir. Normal kosullar altindaki hiicreler kromatini homojen olarak dagilmis

ve homojen yesil renge sahip hiicrelerdir (LN).
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Sekil 3.4. Kekik ugucu yagi ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerinin morfolojisi. (A) DMSO

muamele edilmis kontrol hiicrelerin ters-faz ve (B) AO/EB boyama ile fliioresan
mikroskop goriintiisii. (C) % 0.008 kekik yagi ile muamele edilmis hiicrelerin ters-faz
ve (D, E, F) % AO/EB boyama ile fliioresan mikroskoptaki goriintiisii. (G) % 0.009
kekik yagi ile muamele edilmis hiicrelerin ters-faz ve (H, I, J) AO/EB boyama ile

flioresan mikroskoptaki goriintiisii. Bilylitme ¢izgisi: 20 uM.

Duke (2004) yontemine gore apoptotik indeks su sekilde formiile
edilmistir: Apoptotik hiicre yiizdesi = LA + DA / LN+LA +DN+ DA x 100.

Apoptotik indeks ortalama 1500 hiicre ile iki deneyin ortalamasi alinarak ortaya
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konulmustur. Buna gore; % 0.008 dozunda % 47 oraninda, % 0.009 dozunda %
65 oraninda apoptotik morfoloji sahip hiicre tespit edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Kekik ugucu yag: ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde AO/EB boyama ydntemine
gore ¢ikarilan apoptotik indeks.

3.6. KARVAKROL IiLE MUAMELE EDILMiS HUCRELERDE
APOPTOTIK MORFOLOJI

Karvakrol ile muamele edilen hiicrelerin inverted mikroskop altindaki
goriintiileri Sekil 3.6A, C, ve G’de verilmistir. AO/EB boyama yontemiyle
belirlenen apoptotik morfoloji fliioresan mikroskop altinda incelenmis ve
fotograflanmistir (Sekil 3.6B, D, E, F, H, | ve J). Hiicreler 48 saat inkiibe
edildikten sonra karvakroliin 300 ve 500 uM dozlartyla muamele edilmistir.
Erken apoptotik canli hiicreler yogunlamis veya fragmente olmus kromatine sahip
parlak yesil renkte (LA) goriilmektedir. Geg apoptotik Olii hiicreler yogunlamig
kromatine sahip parlak turuncu veya kirmizi renktedir (DA). Normal ¢ekirdege
sahip olan nekrotik veya Olii hiicreler parlak turuncu renkte (DN) olmaktadir.
Normal kosullar altindaki hiicreler kromatini homojen olarak dagilmis ve

homojen yesil renge sahip hiicrelerdir (LN).
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Sekil 3.6. Karvakrol ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerinde AO/EB yontemine gore belirlenen
apoptotik morfolojinin goriintiilenmesi. (A) DMSO kontroliin ters-faz ve (B) AO/EB ile
boyanmis fliloresan mikroskoptaki goérintiisi. (C) 300 uM karvakrol ile muamele
edilmis hiicrelerin ters-faz ve (D, E, F) AO/EB boyama ile fliioresan mikroskoptaki
goriintlisii. (G) 500 uM karvakrol ile muamele edilmis hiicrelerin ters-faz ve (H, 1, J)

AO/EB boyama ile fliioresan mikroskoptaki goriintiisii. Bilylitme ¢izgisi: 20 puM.

Duke (2004) yontemine gore apoptotik indeks su sekilde formiile
edilmistir: Apoptotik hiicre yiizdesi = LA + DA / LN+LA +DN+ DA x 100.
Apoptotik indeks ortalama 1500 hiicre ile iki deneyin ortalamasi alinarak ortaya
konulmustur. Buna formiile gore; karvakroliin 300 uM dozunda % 50 oraninda,
500 puM dozunda % 95 oraninda apoptotik morfolojiye sahip hiicre tespit
edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Karvakrol ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde AO/EB boyama yontemine goére

c¢ikarilan apoptotik indeks.
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3.7. HEPATOTOKSISITE YOLAGINDAKI GENLERIN iFADE ANALIiZi
SONUCLARI

3.7.1. mRNA’larin Kalite Kontrolii

Hiicre canlilik testlerinin  ve morfolojik deneylerin  sonuglari
degerlendirilmis ve IC50 degerinin altindaki bir doz segilerek karvakrolun
hepatotoksisite yolagindaki genlerin ifadesi {izerine etkisini arastirmak igin
kullanilmigtir. Bunun i¢in materyal yontemde anlatildigi gibi 300 uM karvakrol
ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerden RNA izole edilmistir. Deneye devam
edilmeden 6nce RNA’nin miktar1 spektrofotometrik olarak bulunmustur. Daha
sonra RNA 6rneklerinin saflig1 {i¢ farkli yontemle test edilmistir. Birinci yontem
spektrofotometrik  olarak RNA’larin 260/280 nm absorbans oraninin
belirlenmesidir. Buna gore oranlarin 1.9-2.1 arasinda olmasina dikkat edilmistir.
Ikinci yontem agaroz jel elektroforezinde gdzlenen ribozomal RNA’larin oranina
bakilmistir. Sekil 3.8°de goriildiigi gibi agaroz jel elektroforezinde 28S ribozomal
RNA’nin yaklasik 18 S ribozomal RNA’dan iki kat oldugu ornekler ile array

deneylerine devam edilmistir.

285 —>
185 —>|

Sekil 3.8. Toplam RNA’nin formaldehit agaroz jel elektroforezi ile elde edilen bandlarin

gortiintiisii.
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Ucgiincii yontem olarak RNA 6rneklerinin safligi ve kalitesi RT? RNA QC
PZR array ile test edilmistir (Sekil 3.9). Sekildeki plakada 5, 6, 7 ve 8
stitunlardaki RNA Ornekleri tezde kullanilan Orneklerdir. Genelikle RNA
izolasyonlar1 basarili olmus ve genomik DNA kontaminasyonu olmayan degrede

olmamus kaliteli toplam RNA 6rnekleri hazirlanmistir.
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Sekil 3.9. RNA 6rneklerinin kalitesini kontrol amaciyla yapilan RT? RNA QC PZR array

reaksiyonlarinin plakada gosterilmesi.

Sekil 3.9°da goriildiigii gibi A ve B sirasinda house keeping genler (HK1 ve
HK?2) beklenildigi gibi reaksiyon egrisi vermistir. C sirasi reverz transkripsiyon
kontrolii (RTC) olup beklenildigi gibi reaksiyon vermistir. Burada cDNA
sentezinin etkinligini kontrol edilir. Kitin sagladigi eksternal RNA kontroliinden
kaliplart tespit edecek primerler bu goérevi iistlenmektedir. D sirast pozitif PZR
kontroli (PPC) olup istenilen reaksiyonlar gerceklesmistir. E siras1 insan genomik
DNA kontaminasyonu kontrol (GDC) etmek amaciyla olusturulmus olup
beklenildigi gibi 6rneklerin higbirisinde reaksiyon olmamuistir. F sirasi ise reverz
transkripsiyon yoklugunun kontroli (NRC) olup genel genomik DNA
kontaminasyonunu RNA Orneklerinden direk olarak bir house keeping geni
cogaltarak tespit etmektedir. F sirasinda beklenildigi gibi 6rneklerin hicbirisinde
reaksiyon olmamistir. G sirast kullanilan 6rneklerle ilgili bir kalip olmadan Yapay

DNA sekanslarin bulundugu PZR kontroliidiir (PPC). Yapay DNA sekanslar1 ve
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onlar1 tespit etmek i¢in hazirlanmig primerler kullanilarak PZR reaksiyonu
inhibitdrlerini tespit etmektedir. Beklenildigi gibi burada da reaksiyon olmamuistir.
Son olarak H siras1 ise kalip DNA yoklugunun kontrolii (NTC) olup su kontrolii
de denilmektedir. Plakanin hazirlanmasi sirasinda meydana gelebilecek genel
DNA kontaminasyonunu Ol¢mektedir. Beklenildigi gibi burada da reaksiyon
gozlenmemistir. Tim bu analizler bittikten sonra RT-PZR array caligmalarina

devam edilmistir.

3.7.2. Kekik Ugucu Yagimin Hepatotoksisite RT-PZR Array Analizi

Kekik ucucu yaginin HepG2 hiicrelerinde, hepatotoksisite yolagindaki 84
genin ifadesine etkisi RT-PZR array yontemi ile arastirilmistir. Kontrol ve kekik
yagt muamele edilmis hiicrelerden elde edilen ayn1i RNA 6rneginden ikiser kez
olmak iizere yapilan dort RT-PZR arrayi yapilmistir. Sekil 3.10°da yapilan arrayin
sonuclar1 1.5 kat degisimler goz Oniine alinarak scatter blot olarak verilmektedir.
Grafikten goriildigi gibi 4 adet gen (GCLC, HYOU1, MAOB, TXNRD1) ifadesi
yiksek seviyede artmig (kirmizi renkli olanlar) ve 13 adet genin (BHMT,
DNAJB11, FABP1, HAO2, HPN, IGFALS, LGR5, MBL2, MCM10, OSTalpha,
SERPINA3, SLC2A3, THRSP) ifadesi azalmistir. Kalan 67 adet genin ifadesinde

onemli bir degisiklik olmamustir.
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Group 3 vs. Control Group
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Sekil 3.10. Kekik ugucu yagimin HepG2 hiicrelerinde gen ifadesi iizerine etkisi. RT? PZR array
insan hepatotoksisite sonuglart 1.5 kat degisim baz alinarak scatter blot (yayma
noktalar1) grafigi ile gosterilmektedir. Her bir nokta aynt RNA 6rneginden kontrol ve
deney olmak iizere dort RT-PZR arrayi sonuglarinin ortalama degeridir.

Hepatotoksisite array plakasindaki genlerin ifade seviyesindeki farkliliklar
ayni1 zamanda RT-PZR array plakasindaki yerlesimlerine gore 1s1 haritasi (heat
map) ve onun altinda gen isimleri ile sayisal degerleri Sekil 3.11°de gosterilmistir.
Fold change olarak belirtilen “katlanma degisikligi” arttikga kirmizi rengin,
azaldikga yesil rengin tonlarma doniiserek genlerin ifade seviyelerindeki
degisikler gosterilmektedir. Buna gore katlanma degisikligi 1.50’in iizerinde olan
8 adet gen (FXC1, GCLC, HYOUL, LPL, SKIL, TXNRD1, MAOB, WIPI1), 1.00—-
1.50 arasinda 36 adet gen bulunmaktadir. Kalan 40 adet genin katlanma

degisikligi sayisal deger olarak -1.00’in altindadir.
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hepatotoksisite RT?> PZR array sonuglarinin 1s1 haritasi, gen isimleri ve gen ifade

seviyesindeki katlanmanin sayisal degerleri.
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Yukarida verilen ayn1 sonuglardan yalnizca ifade seviyesi 1.5 kat ve lizeri degisen
genler secilmis ve her birinin kontrol degerleri 1 kabul edilerek ¢oklu siitun
grafiginde gosterilmistir (Sekil 3.12). Yalmzca ifade seviyesi etkilenen genler

daha net bir sekilde gériilmektedir.
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Sekil 3.12. Kekik ugucu yagi muamelesi sonucu ifade seviyesi 1.5 kat ve tlizeri degisen genlerin

kontrolleri ile karsilagtirmali olarak ¢oklu siitun grafiginde gosterilmesi.

RT? PZR array sonuglarinda insan hepatotoksisite yolagindaki genler ifade
edilme seviyeleri bakimindan karsilastirilmis ve benzerliklerine gore organize
edilerek Sekil 3.13’de clustergram diagrami olarak verilmistir. Bu diagram
korelasyon katsayist benzerligini ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Deneyler
arasindaki gen ifadesindeki degisikler, gen ifadesi benzerliklerindeki 6neme gore
kirmiziya ve yesile dogru degisen renk skalasi olarak gosterilmistir. Renk
skalasinin en sol uzaktaki yesil renk minimal degere karsilik gelmektedir. En sag
uzaktaki kirmizi renk maksimum degeri, siyah renk ise averaj (ortalama) degeri
gostermektedir. Sekil 3.13’de goriilen diagram averaj yontemine gore yapilmistir.
Gen ifade seviyesindeki 1.5 kat degisim baz alinarak cikarilan diagrama gore
FABP1 ve SERPINA2 gen ifade seviyelerinin kontrollerde benzer oldugu, kekik

ucucu yagr ile muamelesi sonucunda azalan gen ifade seviyesi ile minimal
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diizeyde benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bunun yani sira iki genin ifade
seviyesi maksimum benzerlik diizeyine gore birbirine benzer olarak
goriilmektedir. TXNRD1 ve GCLC genlerinin artan ifade seviyesinin yani sira iki
deney arasindaki benzerliklerinin kismende olsa farkli oldugu goriilmektedir.
DNAJB11 geninin azalan ifade seviyesindeki benzerlik iki deney arasinda farklilik
gostermektedir. Kalan 11 adet genin ifade seviyelerindeki benzerlik deneylerle
paralellik gostermektedir ve minimal benzerlik diizeyinde birbirine benzer olarak
gorilmektedir. Gen ifadelerindeki benzerliklerin ortaya konulmasi genlerin gorev

aldig1 yolaklarin belirlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
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Sekil 3.13. Kekik yagi ile muamelesiyle elde edilen insan hepatotoksisite RT? PZR array
sonuglarina gore gen ifade seviyesindeki benzerliklerin clustergram diagramu ile

gosterilmesi.

3.7.3 Karvakroliin Hepatotoksisite Yolagindaki Genlerin Ifadesine Etkisi

HepG2 hiicrelerinde hepatotoksisite yolagindaki 84 genin ifadesine
karvakroliin etkisi RT-PZR array yontemi ile arastirilmistir. Kontrol ve karvakrol
ile muamele edilmis hiicrelerden elde edilen iki farkli RNA 6rneginden iiger kez
olmak iizere yapilan altt RT-PZR arrayi yapilmigtir. Sekil 3.14 scatter blot grafigi
1.5 Kkat degisimler géz Oniine alinarak yapilmistir. Grafige gére 3 adet gen
(DNAJB11, SKIL, TXNRD1) ifade seviyesi artmig (kirmizi renkli olanlar) ve 4
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adet genin (ABCB1, CYP1A2, IPO4, RLP13A) ifadesi azalmistir. Kalan 77 adet

genin ifadesinde 6nemli bir degisiklik olmamistir.

Group 1 vs. Control Group
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Sekil 3.14. Karvakroliin HepG2 hiicrelerinde gen ifadesi iizerine etkisinin 1.5 kat degisim baz

almarak scatter blot (yayma noktalari) grafigi ile gosterilmesi. Her bir nokta iki farkl
RNA oOrneginden kontrol ve deney olmak iizere alti RT-PZR arrayi sonuglarinin

ortalama degeridir.

Insan hepatotoksisite array plakasindaki genlerin ifade seviyesindeki

farkliliklar ayn1 zamanda Sekil 3.15°de verildigi gibi plakasindaki yerlesimlerine

gore 1s1 haritas1 (heat map) ve hemen altinda gen isimleri ile sayisal degerleri

gosterilmistir.
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Sekil 3.15. Karvakrol ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerinde gen ifadesinin insan
hepatotoksisite RT? PZR array sonuglarmin 1s1 haritasi, gen isimleri ve gen ifade

seviyesindeki katlanmanin sayisal degerleri.
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Katlanma degisikligi arttik¢a kirmizi rengin, azaldik¢a yesil rengin
tonlarina dontiserek genlerin ifade seviyelerindeki degisikler goriilmektedir. Buna
gore katlanma degisikligi 1.50’in iizerinde olan 3 adet gen (DNAJB11, SKIL,
TXNRD1), 1.00-1.50 arasinda 20 adet gen bulunmaktadir. Kalan 61 adet genin
katlanma degisikligi sayisal deger olarak -1.00’in altindadir.

Yayma noktalar1 ve 1s1 haritasi ile verilen sonuglarin yalnizca ifade
seviyesi 1.5 kat ve ilizeri degisen genler secilerek ¢oklu siitun grafiginde
verilmigtir (Sekil.3.16). Kontrol degerleri 1 kabul edilerek kontrole gore gen ifade
seviyesindeki degisimler gosterilmistir. Yalnizca ifade seviyesi etkilenen genler

daha net bir sekilde goriilmektedir.

1.00
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Sekil 3.16. Karvakrol ile HepG2 hiicrelerinin muamelesi sonucu ifade seviyesi 1.5 kat ve iizeri
degisen genlerin kontrolleri ile karsilastirmali olarak ¢oklu siitun grafiginde

gosterilmesi.

Karvakrol ile HepG2 hiicrelerinin muamelesi sonucunda elde edilen insan
hepatotoksisite yolagindaki genlerin ifade edilme seviyeleri karsilagtirilmis ve
benzer ifade seviyesindeki genler averaj yontemine gore clustergram diagrami
olarak verilmigtir (Sekil 3.17). Deneyler arasindaki gen ifadesindeki degisikler,
gen ifadesi benzerliklerindeki 6neme gore kirmiziya ve yesile dogru degisen renk
skalas1 olarak gosterilmistir. Gen ifade seviyesindeki 1.5 kat degisim baz alinarak

cikarilan diagrama gére DNAJB11 ve TXNRD1 genlerinin ifade seviyeleri hem
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birbirleriyle hem de deneyler arasinda maksimum benzerlik diizeyinde benzer
oldugu goriilmektedir. RPL1A3 geninin ifade seviyesi deneyler arasinda farklilik
gostermekte ve diger genlerle ortak bir benzerligi diagrama gore
bulunmamaktadir. Diger dort genin ifade seviyeleri arasinda 6nemli bir benzerlik

farki goriilmemektedir.
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Sekil 3.17. Karvakrol ile yapilan insan hepatotoksisite RT? PZR array sonuglarma gore gen ifade

seviyesindeki benzerliklerin clustergram diagramu ile gosterilmesi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde HCC 6nemli bir sorun olarak artan bir hizla devam etmektedir
(Lachenmayer ve ark. 2010; Bishayee ve ark. 2010; Aravalli ve ark. 2008; Okuda
2007). Mevcut tedavi yontemlerinin etkinligi hala tartisilmakta ve gelistirilmeye
calisilmaktadir. Buna bagli olarak da alternatif tedavi secenegi olarak goriilen
tibbi aromatik bitkiler tercih edilmektedir. Nitekim HCC’de kemoterapdtik
ilaglarin etkinliginin ¢ok fazla olmadig1 ve ayrica bu ilaglarin hepatotoksisiteye
neden olarak hastaligi iyiden iyiye kotiilestirdigi ileri stiriilmektedir (Xua ve ark.
2004; King ve Perry 2001; Thomas ve ark. 2005; Horii ve Yamada 2007;
Russmann ve ark. 2009). Bitkisel ilaglar ve karaciger arasindaki etkilesimin ortaya
konulmasiyla bitkisel tipta 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Tipta kullanilan ve
pirolizin igeren bitkiler ve Kava gibi bitkilerden hazirlanan ilaglarin kullanilmasi
hepatotoksisiteyi uyarmaktadir (Larrey 1997; Teschke ve ark. 2011). Piyasada
bulunan bitkisel kaynakli Herbalife® iiriinlerinin bazilarinin hepatotoksik oldugu
rapor edilmistir (Stickel 2007). Bu bilgiler 1s1ginda bitkilerin ve bitkisel tiirevli
trlinlerin veya ilaglarin dikkatli bir sekilde kullanilmasi ve arastirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, bu ¢aligma da kekik ugucu yaginin ve ana bileseni
olan karvakroliin hepatoseliiler karsinoma hiicreleri olan HepG2 hiicrelerinde
antikanser etkisini in vitro kosullarda arastirip ve ayrica hepatotoksik etkiye sahip
olup olmadiklarini molekiiler diizeyde ortaya koymay1 amagladik. Kekik ugucu
yag1 ve karvakroliin antikanser etkisinin farkli hiicre tiplerinde molekiiler diizeyde

arastirilmasi bir bagka proje kapsaminda siirdiiriilmektedir.

4.1. KEKIK UCUCU YAGININ HepG2 HUCRELERININ CANLILIGI
UZERINE ETKISI

Kekik ugucu yaginin farkli dozlarina Materyal ve Yontemde belirtildigi
gibi maruz birakilan HepG2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi WST—1, NR alimi
ve tripan mavisi boyamasi yontemleriyle aragtirilmig ve IC50 degeri belirlenerek
karsilastirilmistir.

Sitotoksisite testlerinden nétral kirmizisi alimi kolorimetrik bir yontemdir.

Supravital boya NR canli hiicrelerin lizozomlarinda birikmektedir. Katyonik olan
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NR iyonik olmayan difiizyon yoluyla hiicre zarindan gecer ve lizozomal
sitoplazmadaki anyonik kisimlara baglanir. Hiicre yiizeyinde veya lizozomal zarda
bir hasar oldugunda NR boyasinin alimi1 ve baglanmas1 azalmaktadir. Yani 6li ya
da hasarli hiicreler NR boyasina baglanamamaktadir (Chiba ve ark. 1998; Jones
ve ark. 1999; Babich ve Borenfreund 1991; Valentin ve ark. 2001). NR alimi
yonteminin tetrazolyum temelli bir diger test olan MTT’ye oranla ¢ok daha
duyarl bir yontem oldugu ileri siiriilmektedir (Jones ve ark. 1999; Babich ve
Borenfreund 1991; Valentin ve ark. 2001).

NR alimi1 materyal ve yontemde anlatildig1 gibi uygulanarak kekik ugucu
yagmin c¢esitli dozlarina 24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz birakilan hiicrelerde
canlilik oran tespit edilmistir. Buna gore kekik ugucu yaginin hiicreler i¢in 1C50
degeri 24 saat inkiibasyon sonunda % 0.009 ve 48 ile 72 saat sonunda ise yine %
0.009 dozuna yakin bir degerde bulunmustur. 48 ve 72 saatlerde yag etkinliginin
zamana bagli olarak ¢ok az da olsa arttig1 ve % 0.01 dozunda canliligin bazal
seviyeye indigi gortilmektedir.

HepG2 hiicrelerinde kekik ugucu yaginin sitotoksik ya da canlilig1 {izerine
etkisinin belirlendigi bir diger test WST-1’dir. Mitokondriyal dehidrojenazlardan
olan rediiktazlar tarafindan kromojenik formazan iginde tetrazolyum tuzunun
yikilmasi temeline dayanir. Indirgenmis olan WST—1 tuzunun suda ¢dziinebilir
olmasi, diger tetrazolyum tuzu (Mossmann 1983) yontemlerine gore onu daha
giivenilir hale getirmektedir (Tan ve Berridge 1999; Weir ve ark. 2011). Materyal
ve Yontemde anlatildigi gibi hiicrelerin yag ile 24 saat muamelesi sonunda
uygulanan WST-1 testi ile IC50 degeri % 0.01 civarinda bulunmustur. Hiicrelerin
48 ve 72 saat yag ile inkiibasyonu sonunda ise IC50 degerinin daha diisiik doz
olan % 0.009 civarinda oldugu goriilmektedir. Ancak 72 saat sonunda hiicre
sayisinin oldukga arttigi diistiniildiigiinde yagin etkinliginin 24 ve 48 saate gore
arttig1 soylenebilir.

NR alimi ve WST-1 yontemleri 24 saat i¢in elde edilen sonuglar disinda
olduk¢a benzer sonuglar vermistir. Bu farklilik ¢ok 6nemli olmamasina ragmen
nedeni lizozomal aktivitenin 6l¢iildiigii NR alimi yonteminde deneyin uygulanist
itibariyle kristal kaybi olasiligit ve buna karsin mitokondriyel aktivitenin

olgtildigii WST-1 testinde formazan kayb1 olasiligi bulunmadigindan olabilir. Bu
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nedenle de NR alimi ve WST-1 testlerinin sonuglarinin degerlendirilmesi
acisindan IC50 degeri olmasi muhtemel % 0.009 ile % 0.01 dozu ve IC50
degerinin alt1 bir doz olarak % 0.008 belirlenerek tripan mavisi boyamasi
yapilmistir. Tripan mavisi siispansiyon haldeki canli hiicrelerin sayisini tespit
etmek icin kullanilan bir yontemdir. Canli hiicreler zar biitiinligiine sahip
olduklarindan tripan mavisini hiicre i¢ine almaz. Boylece 6lii veya zar biitiinliigii
bozulmus olan hiicrelerin sitoplazmasi mavi renkte goriiniir (Strober 1997; Baskic
ve ark. 2006). HepG2 hiicrelerinin 24, 48, 72 ve 96 saat kekik ugucu yagimnin
belirlenen dozlarina maruz birakilmalari sonunda da IC50 degeri benzer sekilde
istatistiksel olarak % 0.009 dozu tespit edilmistir. Ayrica 96 saatte etkinin devam
etmesi maddenin yarilanma 6mriiniin de uzun oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak NR, WST-1 ve tripan mavisi ile elde edilen bulgulara gore
kekik ugucu yagi oldukga diisiik dozlarda HepG2 hiicreleri iizerinde istatistiksel
olarak 6nemli derecede sitotoksik bir etkiye sahiptir. Origanum tiirlerinden elde
edilen birkag ekstre ve ucucu yagin anti-proliferatif etkisi, gégiis adenokarsinoma
hiicreleri, 16komik hiicreler ve trombositleri de igeren degisik hiicre tiplerinde de
ortaya koyulmustur (Chinou ve ark. 2007; Jelnar ve ark. 2009; Massih ve ark.
2010; Al-Kaladeh ve ark. 2010).

4.2. KARVAKROLUN HepG2 HUCRELERININ CANLILIGI UZERINE
ETKISI

Karvakroliin HepG2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi NR alimi, WST-1
ve tripan mavisi yontemleriyle arastirllmistir. Karvakroliin cesitli dozlarina 24
saat maruz birakilan HepG2 hiicrelerinde, NR alimi1 300 uM dozundan itibaren
azalmaya baslamig ve istatistiksel olarak IC50 degeri de 500 uM olarak
bulunmustur. 48 saatte 200 uM dozundan hiicreler azalmaya baslamis ve 700 uM
da 6nemli dl¢ilide bazal seviyeye diigmiistiir. 72 saat inkiibasyon siiresinde ise 300
uM dozundan itibaren azalma baglamistir. 48 ve 72 saatteki IC50 degerleri de
onemli 6l¢iide 500 uM olarak NR alimi1 yontemine gore tespit edilmistir. NR alim1
yontemine gore karvakrol de HepG2 hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etkiye

sahiptir.
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WST-1 testine gore karvakrol ile hiicrelerin 24 saat muamelesi sonunda
200 uM dozundan itibaren canliliginin azalmaya baslamistir. 24 saat sonundaki
IC50 degeri 6nemli 6l¢iide 500 uM dozu olarak goriilmektedir. 48 ve 72 saatte 50
uM dozundan itibaren hiicreler azalmistir. 48 ve 72 saatte IC50 degeri de 500 uM
dozu olarak goriilmiistiir. Karvakroliin de zamana bagli olarak etkisi WST-1
testinde 72 saat inkiibasyon siiresinde goriilmiistir. WST-1 ile NR alim1 analizi
birbirine paralellik gostererek karvakrol HepG2 hiicrelerinde istatistiksel olarak
sitotoksik etki gostermistir. WST-1 ve NR alimi sonuglarina gére IC50 degeri ve
altinda bir doz segilerek sonuglar tripan mavisi canlilik testi ile de
degerlendirilmistir. Buna gore IC50 degeri tripan mavisi yontemine gore 24 ve 48
saatte 500 puM, 72 ve 96 saatte 300 uM a daha yakin bir deger olarak
bulunmustur. Diger canlilik testlerinde IC50 degeri 500 uM olarak goriildiigiinden
karvakrol i¢in IC50 degeri olarak kabul edilmistir. 72 ve 96 saatteki boylesi bir
degisim zamana bagli olarak karvakroliin etkisinin arttigin1 gostermektedir.
Ayrica kekik ucucu yaginda oldugu gibi karvakroliinde 96 saat inkiibasyon
siiresinde etkisi devam etmistir.

Sonug itibariyle karvakrol de HepG2 hiicreleri iizerinde istatistiksel olarak
onemli derecede sitotoksik bir etkiye sahiptir. Ayrica karvakroliin kronik miyeloid
lokomia hiicreleri, N-transforme fare miyoblast hiicreleri, insan akciger kanser
hiicreleri, insan goglis kanser hiicreleri ve murin melanoma hiicrelerinin
biiyiimesini de engelledigi ortaya konulmustur (He ve ark. 1997; Stammatia ve
ark. 1999; Zeytinoglu ve ark. 2003; Karkabounas ve ark. 2006; Lampronti ve ark.
2006; Horvathov ve ark. 2007; Arunasree 2010). Insan gogiis kanser hiicreleri ile
karvakroliin muamelesi sonucu IC50 degeri 100 uM olarak bulunmustur. insan
akciger kanser hiicrelerinde karvakroliin ortalama 250 uM dozunda canlilig1 yari
yartya diigiirdiigli tespit edilmistir. Buna gore Kkarvakrolin HepG2 hiicreleri

tizerinde daha yiiksek dozlarda etkili oldugu goriilmektedir.
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43. KEKIK UCUCU YAGI VE KARVAKROLUN HepG?2
HUCRELERINDE DNA SENTEZINE ETKISi

Kekik yagi ve karvakrolin HepG2 hiicrelerinde DNA sentezine etkileri
farkli stireler sonunda BrdU inkorporasyon testi ile ortaya konulmustur. DNA
sentezi Materyal ve Yontemde anlatildigi gibi BrdU’nun zincir yapisina
eklenmesi prensibine dayanir. Bir kimyasal timin analogu olan BrdU (5'-bromo-
2'-deoxyuridine) hem in vivo hem in vitro kosullarda kullanilabilen, anti-BrdU
monoklonal antikorlar kullanilarak DNA sentezini 6lgmek i¢in dizaynedilen
ELISA ile 6lgiilebilen olduk¢a kolay ve giivenli bir yontemdir (Maghni ve ark.
1998; James ve Hawker 2003).

Her iki madde ile muamele edilen hiicrelerde, maddelerin artan dozlarina
paralel olarak DNA sentezinin inhibisyonu sitotoksisite testleri ile elde edilen
sonuglart desteklemektedir. Ayn1 zamanda her iki maddenin etkisi de paralelelik
gosterdiginden kekik ugucu yagmin etkisinin, igerdigi major bilesen olan
karvakrol nedeniyle olabilecegi ileri siiriilebilir. Origanum onites ugucu yaginin
DNA sentezini inhibe ettigi daha 6nce yapilan bir ¢alismayla N-ras transform
miyoblast hiicrelerinde de gosterilmistir (Zeytinoglu ve ark. 2003) ve bizim
bulgularimiz1 desteklemektedir. Bunun yani sira Aydin ve arkadaslarinin (2005)
insan lenfositlerinde yaptiklari bir ¢aligmaya gore karvakroliin DNA hasari
lizerine etkisi arastirilmis ve karvakroliin artan dozlarinda (0.1, 0.2, 0.5, 1 ve
2mM) DNA hasarimi uyardigr tespit edilmistir ve bu sonuca gore bulgularimiz
desteklenmektedir. Ayrica Origanum onites ugucu yaginin ve ana bileseni olan
karvakroliin S. typhimurium’daki giicli antimutajenik etkisi de bilinmektedir
(Ipek ve ark. 2005).

4.4, KEKIK UCUCU YAGI VE KARVAKROL iLE MUAMELE EDILMIi$
HepG2 HUCRELERINDE APOPTOTIK ETKI

Kekik ugucu yagi ve karvakroliin apoptotik etkisi AO/EB boyama

yontemine gore arastirilmistir. Apoptotik morfoloji fliioresan mikroskop altinda

incelenmistir. Bunun i¢in ilk olarak Hisham ve arkadaglarina gore (2009) 100
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mg/ml AO/EB uygulanmis, ancak kontrol dahil tiim hiicreler bu dozdan fazlasiyla
etkilendigi i¢in 10 mg/ml AO/EB ile deneylere devam edilmistir. Hiicre canlilik
testlerinin sonuclarina gore belirlenen IC50 ve altindaki doz hiicrelerde olasi
apoptotik morfolojiyi aragtirmak i¢in kullanilmistir. Hiicrelerin en ¢ok etkilendigi
kekik ugucu yag1 (%0.008 ve %0.009) ve karvakrol dozlar1 (300 ve 500 uM) ile
48 saat muamele siiresi uygulanmis ve hiicreler Materyal ve Y 6ntemde belirtildigi
gibi AO/EB ile boyanmustir.

Akridin oranj ve etidyum bromiir floresan boyalar apoptotik hiicrelerin
cekirdek morfolojisini incelemek i¢in kullanilmaktadir. Akridin oranj hem canli
hem 6lii hiicreleri boyayabilen vital bir boyadir. Etidyum bromiir ise hiicre zar
biitiinliiglinii kaybetmis olan hiicreleri boyamaktadir. Akridin oranj DNA ile
etkilesime girerek baglanir ve yesil renkte goriiniir. Sitoplazmadaki RNA’ya
baglandiginda kirmizi rengi vermektedir. EB ise DNA’ya baglanir ve turuncu-
kirmizi1 renginde goriinlir. AO/EB floresan boyamada parlak yesil renkte
kromatine sahip hiicreler erken apoptotik hiicrelerdir. Geg¢ apoptotik hiicreler
biiziigerek turuncu ya da kirmizi renkte goriilmektedir (Ariffin ve ark. 2009;
Brady 2004).

Hiicre morfolojisi géz oOnitinde bulundurularak ortalama 1500 hiicrede
sayim yapilmis ve apoptotik indeks ¢ikarilmistir. Bulgulara gore kekik ugucu yagi
ve Kkarvakroliin her ikisi de %50 orani iizerinde doza-bagimli olarak HepG2
hiicrelerini apoptoza ugratmaktadir. Kekik ugucu yaginin ana bilegeni olan
karvakroliin IC50 degeri olan 500 uM dozunda apoptotik yiizdenin daha fazla
oldugunu goriiyoruz. Bu sonug kekik ugucu yagiin diger bilesenlerinin apoptozu
baskilayabilecek bir etki yapabilecegini diislindiirmiistiir. Ayrica dozlar arasindaki
etkinlige bagli korelasyonla da ilgili olabilir. Sonug itibariyle kekik ugucu yag: ve
karvakrol antikanser ajan olma potansiyeline sahiptir diyebiliriz. Origanum
tiirlerinden elde edilen birkag ekstrak ve ugucu yaglarinin apoptotik ve antikanser
etkisi yine gdgiis adenokarsinoma hiicreleri, l6komik hiicreler ve trombositleri de
igeren degisik hiicre tiplerinde ortaya konulmustur (Chinou ve ark. 2007; Jelnar ve
ark. 2009; Roula ve ark. 2010; Al-Kaladeh ve ark. 2010). Yine karvakroliinde
kronik miyeloid 16kemia hiicreleri, N-ras transform fare miyoblast hiicreleri,

insan gogiis kanser hiicreleri ve kemirgen melanom gibi degisik hiicre tiplerinde
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tiimorogenezi engelledigi bulunmustur (He ve ark. 1997; Stammatia ve ark. 1999;
Zeytinoglu ve ark. 2003; Karkabounas ve ark. 2006; Lampronti ve ark. 2006;
Horvathov ve ark. 2007; Arunasree 2010).

45. KEKIK UCUCU YAGININ HEPATOTOKSISITE YOLAGINDAKI
GENLERIN iFADESINE ETKIiSi

Kekik ugucu yagi ve karvakroliin HepG2 hiicrelerindeki olas1 hepatotoksik
etkisi 96 adet gen iceren RT? PCR insan hepatotoksisite array ile arastirilmistir.
Bir Qiagen firmasi olan SABioscience™ firmasinin internet iizerindeki analiz
programi kullanilarak analiz edilmis ve buna gére sonuglar yorumlanmustir.

Array analizlerinden dnce RNA orneklerinin kalite ve kantitesi agaroz jel
elektroforezi, RT? RNA QC PZR array ve spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir. Buna gore RNA Orneklerinde degredasyon, kontaminasyon veya
kirtlma mevcut degildir. Kalitesi bu sekilde test edilmis olan RNA ornekleri ile
calisiimastir.

Array analizlerinin Scatter blot ile 1.50 kat degisimler gbz Oniinde
bulundurularak yapilan degerlendirmesine gore kekik ugucu yag ile inkiibe elden
hiicrelerde GCLC, HYOU1, MAOB ve TXNRD1 genlerinin ifadesi artmistir. Is1
haritasina gore yapilan katlanma degisikligi analizine gore bu genlerin yan1 sira
FXC1, LPL ve SKIL genlerinin seviyeside 1.50 katin {izerinde goriilmektedir.

Ifadesi 6nemli derecede artmis olan TXNRD1 geni hiicre ¢cogalmasi ve
apoptoz inhibisyonuyla iliskili selenosistein igeren proteinleri kodlar (NCBI, Gen
ID: 7296). Yapilan mikroarray caligmalarina gére TXNRDZ1 geninin primer
timorlerde arttif1 goriilmiis ve gen ontoloji analizlerinde 6nemli derecede
kanserle iligkili oldugu gosterilmistir (Iwasawa ve ark. 2011; Arner 2009). Insan
hepatotoksisite yolag1 arrayine (IHYA) gére de hepatotoksisite ve genotoksik
olmayan hepatokarsinojenez durumunda TXNRD1 geninin ifadesinin arttig1
belirtilmistir. Bu nedenle bu genin artan ifadesi hepatotoksisiteden ziyade HepG2
hiicreleriyle ilgili olabilir. Bu durumda kekik ugucu yagmin anti-kanser

etkinligiyle ilgili bir degerlendirme yapilabilir.
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GCLC ve HYOU1 geninin ifadesi IHYA igin verilen bilgilerde agiklandig1
gibi hepatotoksisite durumunda artmaktadir. GCLC geninin aktivitesi oksidadif
stres esnasinda GSH bagimhi detoksifikasyonda ve hiicresel GSH’in
dengelenmesinde onemli derecede etkilidir (NCBI, Gen ID: 2729; Backos ve ark.
2010). Yapilan bir aragtirmaya gére MYCN onkogeninin insan noroblastoma
hiicrelerinde amplifiye olmasiyla GCL’nin (GCLC’nin katalitik subuniti)
ifadesinin artarak oksidadif strese karsi diren¢ sagladigi ortaya konulmustur
(Tudela ve ark. 2010). Buna gére GCLC’nin artan ifadesi oksidadif bir stresin
meydana geldigi ve bu yolla hepatotoksisite mekanizmalarinda rol oynadigi
diistintilebilir. Ayrica GCLC ifadesinin GSH metabolizmasiyla ilgili hastaliklarin
patogenezinde etkili oldugu da ileri siiriilmektedir (Butticaz ve ark. 2009).
HYOU1 geni alternatif transkripsiyon baglama bolgesi olarak kullanilir.
Tiimdrlerde bu genin ifadesinin arttigi goriilmiistiir. Bununla baglantili olarak
timor invasyonuyla iliskili oldugu bulunmustur (NCBI, Gen ID: 10525). Buna
gore HYOUL geni de HepG2 hiicreleriyle iligkili olarak artmis olabilir. Kekik
ucucu yagr karsinogenezde ifadesi artmis olan bu genin ifadesini de
baskilayamamigtir. Fakat ITHYA’a gore genotoksik olmayan hepatokarsinogenez
durumunda ifadesi artmis olan kalan 9 adet genin ifadesi kekik ucucu yag ile
baskilanmistir. Bu nedenle hepatokarsinogenezde biiyiik oranda etkili olabilecegi
bu sekilde de degerlendirilebilir.

MAOB (NCBI, Gene ID: 4129) geni flavin mono amin oksidaz ailesine ait
proteinleri kodlayan, mitokondri dis zarinda lokalize olan bir enzimdir. Biyogenik
ve ksenobiyonik oksidadif aminlerin deaminasyonunu katalizlemektedir. Merkezi
sinir sisteminde ve periferal dokularda vazoaktif ve noroaktif aminlerin de
metabolizmasinda 6nemli rol oynar. MAOB geni hepatotoksisite durumunda
IHYA igin verilen bilgilerde agiklandigi gibi kontrol edilen gendir. Bu nedenle
MAOB geninin artan ifadesi hepatotoksisiteye isaret etmeyebilir.

HepG?2 hiicrelerinin kekik ugucu yagi ile muamelesi sonucunda elde edilen
sonuca gore ortaya konulan scatter blot grafiginde ifadesi azalmig olan 13 adet
gen bulunmaktadir (BHMT, DNAJB11, FABP1, HAO2, HPN, IGFALS, LGRS5,
MBL2, MCM10, OSTalpha, SERPINA3, SLC2A3, THRSP). IHY A ya gore; BHMT
(Gen ID: 635) , HAO2 (Gen ID: 51179), IGFALS (Gene ID: 3483), MBL2 (Gene
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ID: 4153 ) ve THRSP (Gene ID: 7069) genlerinin ifadesi hepatotoksisite
durumunda, LGR5 (Gen ID: 8549) ve MCM10 (Gen ID: 55388) genlerinin ifadesi
hepatik nekrozda azalmaktadir. Hepatotoksisitede artmasi beklenen DNAJB11
(Gen ID: 51726) geninin ifadesi ise azalmistir. Bu sonuca gore kekik ugucu
yagmin HepG2 hiicrelerinde hepatotoksisite de rol oynayabilecegi diisiiniilebilir.
Fakat hepatotoksisite yolaginda etki sonucu ifadesi arttigi bilinen 20 adet gen ile
ifadesinin azalmadig: bilinen 7 adet genin ifadesinin degismedigi tespit edilmistir.
IHYA’ya gore fosfolipidozda FABP1 (Gen ID: 2168), HPN (Gen ID: 3249) ve
SERPINA3 (Gen ID: 12) geninin ifadesi artmaktadir, ancak HepG2 hiicrelerinin
kekik ucucu yagi ile muamelesi sonucunda azaldig tespit edilmistir. Kekik ugucu
yagmin fosfolipidozda ifadesi artmis olan genlerin ifadesini baskilamasi ve s6z
konusu 3 genin ifadesini daha da azaltmis olmasi fosfolipidozda etkili olabilecegi
seklinde degerlendirilebilir. Is1 haritasinda gore FXC1 (Gene ID: 26515), LPL
(Gene ID: 4023) ve SKIL (Gene ID: 6498) genlerinin katlanma degisikliginin
>1.50 kat tizerinde oldugu tespit edilmistir. Fakat onemli bir farklilik
goriilmediginden degerlendirilmemistir. Bu farklilik katlanma degisikliginin farkl
sekilde hesaplanmastyla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Katlanma degisikleri
gen ifadesindeki farkliliklar1 gosteren baska bir parametredir. Son deger ile ilk
deger oranlanarak hesaplanmaktadir. Fakat hesaplanma sekli deneye ve
arastirmacidan arastirmaciya degisebilmektedir (Tibshirani 2007).

Scatter blot ile elde edilen veriler clustergram (kiime adi1) diagramu ile de
degerlendirilmistir. Arraydeki genlerin korelasyonu hesaplanarak bir diagram
cikartlmistir. Bu diagram korelasyon katsayist benzerligini ifade etmek igin
kullanilmaktadir. Clustergram diagraminda renkler genlere gore kodlandigi i¢in
renk degisimleri genlerin benzerliklerindeki Onemi ifade etmektedir. Ayrica
deneyler arasindaki gen ifadesindeki benzerliklerde hem genlerin kendi iginde
hem de genler arasinda goriilebilmektedir. Maksimum, minimum ve averaj olarak
ifade edilen ii¢ baglanti yontemi bir aga¢ olusturmak icin kullanilmaktadir.
Minimum baglanti yontemi ile uzun zincirli agaglar iretilerek benzerlikler
gosterilir. Maksimum baglanti  yonteminde kiimelerle birlikte agaglar
olugsmaktadir. Averaj yontemi ise uzun zincirler ya da kisa zincir yigmlarn ile

verilerin benzerliklerini gostermektedir. Buna gore FABP1 ve SERPINA3
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genlerinin azalan ifade seviyelerinin biiylik oranda benzerlik gosterdigi minimal
baglant1 yontemiyle goriilmektedir. Buna gore bu iki gen birlikte degerlendirilerek
ilgili mekanizmalar yorumlanabilir. Fosfolipidozda artan ifadeye sahip olan
FABP1 ve SERPINA3 genlerinin yiiksek diizeyde baskilandigi clustergramda
goriilmekte ve fosfolipidozda kekik ugucu yaginin bu genler tizerindeki biiyiik bir
etkiye sahip oldugu anlagilmaktadir. TXNRD1 geninin artan ifadesi diger
genlerden tamamen farklilik gostermektedir. Ayrica deneyler arasinda da farkli
ifade seviyelerine sahip oldugu maksimum baglanti yontemiyle dallandirilmistir.
GCLC geninin ifade seviyesinde deneyler arasinda az da olsa benzerliklerinin
farkliligi da goriilmektedir. Ayrica DNAJB11 geni ile bir array sonucuna gore
benzer ifade seviyesine sahiptir. Bunun disinda diger genlerin ifade seviyelerinin
birbirine biiyiikk oranda benzer oldugu ve genlerin kendi i¢cinde de deneyler
arasinda paralel ifade benzerligine sahip oldugu goriilmektedir. Kalan genlerin
yakin benzerlik seviyesinde olmasi ayrica degerlendirilebilir. Coklu siitun grafigi
ile de benzer bir degerlendirme yapilmistir. Katlanma degerleri 1.00 kabul
edilerek, bunun {izerinden gen ifadelerinin kontrole ve birbirine yonelik artan
azalan kat sayilar1 gosterilmistir. Buna géore GCLC, MAOB ve TXNRD1 genlerinin

katlanmalarinin kontrole gore iki kat fazla oldugu goriilmektedir.

4.6. KARVAKROLUN HEPATOTOKSISITE YOLAGINDAKI GENLERIN
IFADESINE ETKIiSi

Array analizlerinin scatter blot ile 1.50 kat degisimler g6z Oniinde
bulundurularak yapilan degerlendirmesine gore karvakrol ile inkiibe elden
hiicrelerde DNAJB11, SKIL ve TXNRD1 genlerinin ifadesi artmis ve ABCBI,
CYP1A2, IPO4 ve RLP13A genlerinin ifadesi azalmistir. Is1 haritasina gore de bu
sonuglar paralel goriinmektedir. DNAJB11 geni, ATPaz aktivitesinin
uyarilmasiyla molekiiler saperonlarin aktivitesini diizenleyen ve evrimsel olarak
korunmus DNAJ/HSP40 protein ailesinin bir iiyesidir. IHYA’ya gore bu gen
hepatotoksisite durumunda artmaktadir.

Bir bagka ifadesi artan gen olan SKIL (Gene ID: 6498) geni daha ¢ok

SNoN olarak da bilinmektedir. SKI proto-onkogen ailesinin bir iiyesini
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kodlamaktadir.  Timorogenez,  gelisim ve  hiicrelerin  biiylimesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Derinin skuamoz hiicre karsinomu, bazal
hiicre karsinomu ve keratoz gelisiminde ve normal insan derisinde SnoN proteini
Oonemi ve ifadesi arastirilmistir. Buna gére SnoN metaztatik olmayan tiimorlerde
ve normal deride farklilasmis olarak bulunabilecegi ve farklilasmamis sekilde
proto-onkogen olarak rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir (Zhang ve ark. 2009).
SnoN aymi zaman da TGF-B’nin 6nemli bir negatif diizenleyicisidir. Tavuk
embriyonik fibroblastlarda bir onkogen olarak davrandigi ortaya konulmustur.
Fakat memeli tiimorogenezinde pro-onkogenik bir rol oynadigt ileri siiriilmiistiir.
Ayrica geg gebeliklerde ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (Jahchan ve ark. 2010).
IHYA SKIL geninin hepatik nekrozda ifadesinin arttigim1 belirtmistir. Fakat
hepatik nekrozda artmasi beklenen 10 genin ifadesinde onemli bir degisiklik
olmamus, hepatik nekrozda rol oynayan IPO4 (Gene ID: 79711) geninin ifadesi
azalmistir. SKIL geninin hepatik nekrozdaki ifadesi degerlendirilemeyebilir.

TXNRDL1 geninin ifadesi kekik yagi ile muamele edilmis hiicrelerde de
oldugu gibi artmistir ve yukarida bahsedildigi gibi bu artis HepG2 hiicreleri ile
iligkili olarak artmis olabilir.

Ifadesi azalan genlerden ABCB1 geni zar iliskili proteinleri kodlamaktadir.
ABC proteinleri ekstra ve intraseliiler zarlara g¢esitli molekiilleri transfer
etmektedir. Bu genin kodladig1 protein ksenobiyotik bilesenleri igin ATP-bagiml
ilag atilim1 pompasidir. Coklu ila¢ direngli hiicrelerde ila¢ birikimini azaltmakta
gorev alir ve antikanser ilaclari i¢in direng gelisimine siklikla aracilik eder. Kan-
beyin bariyerinde de transporter olarak goérev yapar (Gene ID: 5243). Bu genin
ifadesinin azalmis olmas1 karvakroliin antikanser ilaglarina yonelik direng
gelisimini engelleyebilecegi ile ilgili bir kanit olabilir. I[HYA” ya gore kolestaz
durumunda bu genin ifade edildigi belirtilmistir. Fakat ifade edilmesi beklenen 8
adet gende herhangi bir degisiklik bulunmamaktadir.

[fadesi azalan bir baska gen CYP1A2 genidir. Bu gen sitokrom P450
ailesinin bir iiyesini kodlamaktadir. [lag metabolizmasi, kolesterol, lipid ve steroid
sentezi gibi bir¢ok reaksiyon CYP ailesi tarafindan katalizlenmektedir. IHYA’ya
gore CYP1A2 geninin ifadesi hepatotoksisitede azalmaktadir. Bir diger ifadesi

azalan gen RLP13A housekeeping genidir. Housekeeping gen ifadelerinin bazi
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hiicre ya da doku tiplerinde farkli olabilecegi ve metodoloji i¢in dogru genin
secilmesi gerektigi Silver ve arkadaslarmin (2006) yaptigi bir ¢alisma ilede ileri
siriilmiistir. Bundan dolay1 c¢elismamizda kullanilan array birden fazla
housekeeping gen i¢in primer icermektedir.

Clustergram diagramina gére DNAJB11 ve TXNRD1 genleri maksimum
benzerlik diizeyinde deneyler arasinda benzer goriinmektedir. RLP13A geninin
kontroller ve deneyler arasindaki ifadesi biiylik oranda farklilik gostermistir.
Diger genlerin ifadeleri biiyiik oranda benzerlik géstermis ve RLP13A ile ortalama
diizeyde benzerlige sahip olmustur. Coklu siitun grafigine gére de bu sonuglar
dogrulanmaktadir.

TXNRD1 geninin ifadesi hem kekik ucucu yaginda hem de karvakrolde
artmistir. Primer timorlerde ifadesinin arttig1 bildirilen bu genin HepG2 hiicreleri
ile iliskili olarak arttig1, hepatotoksisiteyle baglantili olmadigi diisiiniilmektedir.
Anti-kanser etkinligi agisindan bu genin ifadesi baskilanamistir. Fakat genotoksik
olmayan hepatokarsinogenezde gorev alan kalan 9 adet genin ifadesi hem kekik
ucucu yaginda hem de karvakrolde baskilanmistir. Bu sonug¢ kekik ugucu yagi ve
karvakroliin hepatoseliiler karsinoma i¢in de onemli bir antikanser ajani olarak
kullanilabilecegini molekiiler diizeyde gostermektedir. Bunun disinda kekik ugucu
yag1 muamelesi ile ifadesi azalmis genlerle karvakrol muamelesi sonucu ifadesi
azalmis genler arasinda herhangi bir benzerlik bulunmamaktadir. Bu durum kekik
ucucu yagmin diger bilesenlerinin de 6nemli derecede molekiiler diizeyde etkili
oldugunu gostermekte ve bu bilesenlerin farkli kombinasyonlariyla birlikte
arastirtlmasi1 gerektigini vurgulamaktadir. Origanum yagmin ana bileseni olan
karvakroliin gen ifadesine etkisi farkli caligmalarla da gdsterilmistir (Lee ve ark.
2008; Bi ve ark. 2009; Rao ve ark. 2010; Kim ve ark. 2010; Cho ve ark. 2011).
Fakat molekiiler diizeydeki bu aragtirmalar yeterli degildir.

Sonug olarak kekik ugucu yagmin ve karvakroliin HepG2 hiicrelerinde
molekiiler diizeyde hepatotoksik olmadig1 sdylenebilir. Fakat hepatotoksik oldugu
bilinen bir madde kullanilarak sonuglar dogrulanmalidir. Bunun yani sira saglikli
karaciger hiicreleri ile de hepatotoksisite yolag arrayi ve yapilan diger calismalar
incelenmelidir. Saglikli karaciger hiicresinin de kanserli bir hiicre kadar dayanikli

olabilecegi diisiiniiliirse kekik ugucu yag1 ve karvakroliin hepatotoksik olmamasi
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ve ayrica anti-kanser ve sitotoksik etkinliginin bulunmasi istenen bir sonug¢ olarak
degerlendirilebilir. Belirli gruplar amaglanan gen ifadesindeki degisikliklerle
karsilastirilarak sonug¢ degerlendirilmistir. Yani bir standart egri kullanilarak
quantitatif bir sonug¢ ortaya konulmadigi icin bu sonuglar rélatif olarak ele
almabilir. Origanum yag1 ve karvakrol ile hepatoseliiler karsinoma tedavisi igin
umut verici sonuglar elde edilmistir. Ayrica diger kanser tipleriyle de etkinliginin

bilinmesi terapotik ajan olarak kullanibilecegini gostermektedir.
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