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OZET
Withaferin A’nin Hepatoseliiller Kanser Hiicrelerinde Periostin

Uzerine Etkisinin In Vitro Olarak Arastirilmasi

Amag: Hepatoseliiler kanser (HSK) diinyada sik rastlanan kanserlerden biridir ve diinya ¢apinda
kanserle iligkili 6liimlerin en yaygin nedenleri arasindadir. Withaferin A antikanser vitanoliddir ve
antienflamatuar, immiino-modiilatér, anti-metastaz ve anti-kanserojen etkilere sahiptir. Withaferin A,
saglikli dokulara toksisitesi diisiik olan bir antikanser ajandir ve direngli kanser hiicrelerini mevcut
kemoterapoétik ajanlara duyarli hale getirir. Periostin, hiicre proliferasyonu, hiicre invazyonu ve anjiyogenez
gibi bir¢ok temel biyolojik siirecte yer alan bir proteindir ve epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMG)’de 6nemli
rol oynamaktadir. Calismamizda Withaferin A’nin hepatoseliiler kanser iizerindeki etkisi ve bu etkinin
periostin, Akt ve pAkt ile olan iliskisinin aragtirilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot: HepG2 hiicre hattinda MTT testi ile hiicre viabilitesi belirlendikten sonra
hepatoseliiler kanser hiicreleri platelere ekildi. Konfluent olduktan sonra hiicreler kontrol, 24 ve 48 saatlik
gruplar seklinde ayrildi. Gruplara belirlenen dozlarda (2 uM ve 4 pM) Withaferin A uygulandi, kontrol
grubuna ise Withaferin A uygulamasi yapilmadi. Yara ¢izik deneyi ile hiicrelerin proliferasyonu ve
migrasyonu degerlendirildi. Molekiiler olarak Real-Time PCR ile periostin (Postn), Aktl ve pAktl’in gen
ekspresyon diizeyi analiz edildi ve immiinositokimyasal olarak da bu proteinlerin ekspresyonu belirlendi.
Elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildi.

Bulgular: Yara ¢izik deneyinde Withaferin A’ nin hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu 6nledigi
belirlendi. Withaferin A’nin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini azalttig1 ve sifirinci saatten baglayarak kirk
sekizinci saate dogru kontrol grubunda yara alaninin kapandig1 ve Withaferin A uygulanan gruplarda ise
yara alaninin kapanmadigi tespit edildi. Hem molekiiler hem de immiinositokimyasal analizlerde de
Withaferin A uygulanan gruplarda periostinin ekspresyonunun azaldig1 ve bu azalmalara Akt1 ve pAkt1’in
eslik ettigi belirlendi.

Sonuc¢: Withaferin A’nin periostini baskilayarak hepatoseliiler kanser hiicrelerinde proliferasyon
ve migrasyonu azalttigi, bu etkide periostin ile Aktlve pAktl arasindaki etkilesimin rol oynadig: belirlendi.
Sonug olarak Withaferin A’nin hepatoseliiler kanser vakalarinda tedavi edici etkisi olabilecegi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Aktl, Hepatoseliiler kanser, pAktl, Periostin, Withaferin A
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ABSTRACT
In Vitro Investigation of the Effect of Withaferin A on Periostin

in Hepatocellular Cancer Cells

Aim: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancers in the world and one
of the most common causes of cancer-related deaths worldwide. Withaferin A is an anticancer vitanolide
and has anti-inflammatory, immunomodulatory, anti-metastasis, and anti-carcinogenic effects. Withaferin
A is an anticancer agent with low toxicity to healthy tissues and makes resistant cancer cells susceptible to
current chemotherapeutic agents. Periostin is a protein involved in many basic biological processes such as
cell proliferation, cell invasion, and angiogenesis, and plays an important role in epithelial-mesenchymal
transition (EMT). It was aimed to investigate the effect of Withaferin A on hepatocellular cancer and the
relationship of this effect with periostinAktl and pAktl in this study.

Materials and Methods: After the cell viability was determined by MTT test in the HepG2 cell
line, hepatocellular cancer cells were seeded into plates. After confluency, the cells were divided into
control, 24- and 48-hour groups. Withaferin A was administered at the sdetermined doses (2 uM and 4 uM)
and Withaferin A was not administered to the control group. Proliferation and migration of cells were
evaluated by wound scratch assay. The gene expression level of periostin (Postn), A kt 1 and pAktl was
analyzed by Real-Time PCR molecularly, and the expression of these proteins was determined
immunocytochemically. The obtained data were analyzed statistically.

Results: In the wound scratch assay, it was determined that Withaferin A prevented cell
proliferation and migration. It was found that Withaferin A reduced the proliferation of cancer cells and
that the wound area was closed in the control group starting from the zero hour to the forty-eighth hour and
the wound area was not closed in the groups where Withaferin A was applied. In both molecular and
immunocytochemical analyses, it was determined that the expression of periostin was reduced in the groups
treated with Withaferin A and that these decreases were accompanied by Aktl and pAktl.

Conclusion: It was determined that Withaferin A suppressed periostin and decreased proliferation
and migration in hepatocellular cancer cells and that the interaction between periostin and Aktl and pAktl
played a role in this effect. As a result, it was thought that Withaferin A may have a therapeutic effect in
hepatocellular cancer cases.

Keywords: Aktl, Hepatocellular cancer, pAktl, Periostin, Withaferin A
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

°C : Santigrat Derece

M : Mikro Molar

pL : Mikrolitre

ng : Mikrogram

ml : Mililitre

HCC : Hepatocellular carcinoma (HSK - Hepatoseliiler Kanser)
HepG2 : Insan Hepatoseliiler Kanser Hiicre Hatt1

HBV : Hepatit B

HCV : Hepatit C

Wit. A : Withaferin A

Postn : Periostin

AKT : Protein Kinaz A, B, C

pPAKT : Fosforile Protein Kinaz

EMG X Endotelial Mezengsimal Gegis

IL (3, 4) : Interldkin (3, 4)

DMEM : Dulbeco’s Modified Eagle Medium

FBS : Fetal Bovine Serum

PSA X Penisilin Streptomisin anfoterin B

DMSO : Dimetil Siilfoksit (Dimethile Sulfoxide)

PBS X Fosfat Tamponlu Soliisyon (Phosphat Buffered Saline)
HBSS X Hank’s Balnced Salt Solution

H20:2 X Hidrojen Peroksit (Hydrogen Peroxide)

MTT X 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid
cDNA X Komplementer DNA (Complementary DNA )
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RT-PCR

Rpm
PI3K
PIP3
MAPK
NF-kB
Wnt

TGFp1

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time
Polimerase Chain Reaction)

Revolutions Per Minute

Fosfoinositid-3-kinaz

Fosfatidilinositol-3-fosfat

Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinazlar

Niikleer Faktor-Kappa B

Wingless and Int-1 geni

Doniistiirticti biiytime faktori (Transforming Growth Factor)

Beta 1
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi ve kaynaklandigi organdan
dolasima gecerck daha uzak bolgelere metastaz yapmasi ile karakterize bir hastaliktir?.
Hepatoseliiler kanser (HSK) diinyada besinci en yaygin kanserdir ve diinya ¢apinda
kanserle iliskili 6liimlerin iiglincii en yaygin nedenidir. Hepatoseliiler karsinom en sik
teshis edilen kanserler arasinda olup, 200'den fazla tipi vardir>. HSK'nin etyolojisinde,
hepatit B veya C (HBV, HCV) ile viral enfeksiyon, alkol, aflatoksin ile uzun siireli
zehirlenme, kronik enfeksiyon veya obezite gibi 6nemli risk faktorleri yer alir®.

Periostin, matriseliiler protein ailesinin bir liyesidir. Matriseliiler proteinler, hem
kollajen I, fibronektin ve tenazin C gibi diger hiicre dis1 matrikse (ECM) hem de hiicre
yiizeyi reseptdrlerine baglanma kabiliyeti olan proteinlerdir. Integrin bagimli bir
mekanizma yoluyla hiicre yapismasi ve motilitesinin diizenlenmesinde rol oynayan bir
protein olan periostinin iskelet ve kalp gelisimi ile yakin iliskisi vardir. Ilaveten, kanser
ile de iligkili bir protein olan periostinin, meme, kolon, akciger ve pankreas kanserlerinde
ekspresyonunun arttigi yapilan caligmalarda gosterilmistir®. Son zamanlarda yapilan
caligmalar, periostinin timor olusumu, kanserin ilerlemesi ve metastazi gibi aktivitelerde
rol oynadigim1 ve proliferasyon ve invazyon gibi birgok hiicresel olayda yer aldigin
gostermektedir. Kanser hiicrelerinin yagsama, proliferasyon, apoptozdan kagma,
angiogenez, invazyon ve metastazinda periostinin dnemli rol oynadigi gosterilmistir.
Periostinin glioblastomalarda (derece IV gliomlar) normal beyne kiyasla yiiksek derecede
oldugu gosterilmistir. Gliomalarda periostin ekspresyon seviyeleri, timor derecesi ve
niiks ile dogru ve sagkalim ile ters orantilidir. Epitel hiicreleri fiziksel ve genetik
degisiklik gecirmeleri sonucu metastazik 6zellik kazanirlar.

Withania somnifera'dan ekstrakte edilen Withaferin-A ilk antikanser vittanoliddir.

Vittanolidler, kardiyoprotektif, antienflamatuar, immiino-modiilator, anti-anjiyogenez,



anti-metastaz ve anti-kanserojen etkiye sahip yiiksek biyolojik aktivite ile karakterize
organik steroid bilesikleridir. Withaferin A, saglikli dokulara toksisitesi diisiik olan bir
antikanser ajandir ve direncli kanser hiicrelerini mevcut kemoterapotik ajanlara duyarlh
hale getirir®.

Epitelyal-mezenkimal  gegis  (EMG), epitel  hiicrelerinin  polarize
organizasyonlarin1 kaybettikleri ve invaziv yetenekler kazandiklari bir hiicresel
programdir. Bu siire¢ birgok morfolojik ve biyokimyasal olaylar sonucu meydana gelir.
EMG embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve tiimor hiicrelerinin gogiinde goriilen bir
mekanizmadir ve timdr metastazi ile baglantili bir fenotipik déniisiimdiir®.

Yapilan literatiir taramasinda Withaferin A’nin HSK’da periostin seviyesi ve
EMG f{izerine nasil bir etkisi oldugunu arastiran bir ¢aligmaya rastlanmadi. Bu nedenle,
planlanan tez ¢alismasinda Withaferin A’nin HSK’da periostin seviyesi ve EMG
tizerindeki etkisinin HepG2 hepatoseliiler karsinom hiicre hattinda hem
immiinositokimyasal, hem de molekiiler diizeyde incelenmesi amaclandi.

Mevcut ¢alismada, insan HSK (HepG2, ATCC ® HB-8065 ™) hiicre hattinda
kanser hiicrelerine Withaferin A uygulanacak ve Periostin (Postn geni) ve EMG ile iligkili
proteinler {izerine etkileri arastirilacaktir. Bu amagla in-vitro olarak hiicre kiiltiirii
yontemiyle HepG?2 hiicre hatlarinda histolojik, immiinositokimyasal ve gen ekspresyon
analizi yontemleri ile belirtilen proteinler arastirilacaktir. Elde edilen veriler HSK’nin
invazyonuna ve giincel tedavi protokollerinin olusturulmasina yonelik arastirmalara yol

gosterici nitelikte olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser Nedir?

Kanser, yilda 10 milyondan fazla 6liim prevalansi ile diinyadaki 6liim nedenleri
arasinda ilk siralarda gelmektedir’, “Asla iyilesmeyen bir yara” olarak kabul edilir ve
anormal olan hiicrelerin kontrolsiiz gogalmasi ile karakterizedir. Kanserin her gegen giin
insidans1 artmakta ve giinden giine de durumu endise verici hale gelmektedir®. Kanserin
habis biyolojik 6zelliklerinden bazilari siirekli proliferatif sinyalleme, hiicre 6liimiine
kars1 direng, biiylimenin baskilanmasindan kaginma, anjiyogenezi indiikleme, replikatif
oliimsiizliik, invazyon ve metastaz aktivasyonudur®. Giiniimiize kadar cerrahi, kemoterapi
ve hatta yeni gelistirilen immiinoterapi gibi bir¢ok tedavi ¢esidi kanser hiicrelerini ortadan
kaldirmak i¢in kullanilmistir®.

2.2. Karaciger

Karaciger, viicutta karin boslugunda ve sag iist boliimde, diyaframin alt tarafinda,
mide ve bagirsaklarin istiinde yerlesmis, deriden sonraki en agir ve en genis hacimli
(yaklasik olarak 1,5 kg agirliginda), hem endokrin hem de ekzokrin salgilama islevleri
olan organdir. Karaciger, insan viicudundaki besin metabolizmasi, vitaminlerin
depolanmasi, detoksifikasyon, protein sentezi ve safra salgilanmasi gibi son derece

onemli islevlerden sorumludur!!. Ayni zamanda glikozu da depo eder®?.

2.2.1. Karacigerin Embriyonik Gelisimi

Karacigerin fetal gelisimi 3. haftanin sonlarina dogru karaciger tomurcugu
(hepatik divertikiil) adi verilen endodermal epitel bir ¢ikint1 seklinde baslar. Bu ¢ikinti,
gelismekte olan kalp ile orta bagirsak arasindaki septum transversumu olusturur®,

Septum transversum, ventral mezenteri meydana getirir. Ventral mezenterin iKki

yaprag1 arasindaki hepatik divertikiil biiyiiyerek iki kisma ayrilir. Primordium hepatikum

(ilkel karaciger), hepatik divertikiiliin daha biiylik olan kraniyal kismina, pars sistika ise



kaudal kisma denir. Karaciger siniizoidlerinin taslaklarini, hepatik hiicre kordonlari
olusturur®*,

Safra kanallar1 hepatik divertikiil ile duodenum arasindaki baglantinin
daralmasiyla olusur. Safra kanallarinin i¢ yliziinii karaciger kordonlar1 karaciger
parankimine doniiserek doser. Hematopoietik hiicreler, Kupffer hiicreleri ve bag dokusu
hiicreleri septum transversumdan gelisirler'®. Embriyonik gelisimin 5 ile 10. haftalari
arasinda karin boslugunun biyik bir kismini karaciger isgal eder. Baslangigta karaciger
loblarinin biiyiikliikleri ayni olmasina ragmen ilerleyen donemlerde sag lob daha biiyiik
hal alir!*, Karacigerin hematopoietik organ olarak gérev yapmasi embriyonun 6-22.
haftalari arasindadir. Fetiisiin dogumundan 6nceki son iki ayinda karacigerde kan yapimi
iyice azalir. Karacigerin agirligi, dogumda viicut agirhiginin ¢ok kiigiik bir kismini
olusturur. Karacigerde safra iiretimi 12. haftadan itibaren baslar ve karacigerin 6nemli bir
fonksiyonudur. Uretilen safra, koledok kanalindan sistik ve hepatik kanallarin bir araya

gelmesiyle bagirsaga akar ve rengi koyu yesildir'®.

2.2.2. Karacigerin Anatomisi

Karaciger viicudun en biiyiik organlarindan biridir. Insanda yaklasik 25x15 cm
uzunlugunda, yaklasik 8 cm yiiksekliginde ve ortalama 1.5 kg agirligindadir. Eriskinlerde
viicut agirhginin yaklasik %2°si, cocuklarda %5 i kadardir'’. Karaciger parankimi, Glisson
kapsiilii ad1 verilen yapiskan bir bag doku tabakasi ile ¢evrilidir ve sinir lifleri, kan ve lenfatik
damarlar bu tabakanin igerisinde bulunur®,

Karaciger, biiyiik, kirmizi-kahverengi renkli bir organdir. Karacigerin {ist yiizii
facies diaphragmatica ismini alir ve diyaframin sekline uyar. Alt yiizii ise facies visceralis
olarak adlandirilmaktadir. Biiyiik bir kismi1 periton ile ortiiliidiir ve karacigerin alt yiizii
i¢ organlarla komsu olan yiiziidiir. Fissura ve fossalarin bulunduklar1 yer H harfine benzer

ve peritonla ortiili degildir. Karacigerin alt yiiziinde, ligament teres, ligamentum



falciforme ve ligament coronarium, hilumda ise hepatik arter, portal ven ve safra kanali
bulunur?®,

Karaciger, lobus hepatis dexter, lobus hepatis sinister, lobus quadratus ve lobus
caudatus seklinde dort loba ayrilmistir'®. Karacigerin margo posterior (arka) ve margo
inferior (alt) olmak tizere iki kenar1 vardir. Karaciger karin duvarina, mide, duodenum ve
diyafram gibi ¢evre dokulara, periton katlantilari i¢inde bulunan bag dokusu bantlari ile
yapisir. Bu bantlarin karacigeri yerinde sabitlemek, karacigerdeki kan ve lenf damarlari

ile sinir pleksuslarini tasimak gibi gérevleri vardir?,

2.2.3. Karacigerin Histolojisi

Yaklasik 1,5 kg agirligina sahip olan karaciger, insan viicudunda bulunan en
biiyiik bezidir ve diyaframin alt tarafina yerlesmistir?!. Karacigeri distan saran Glisson
kapsiilii, kollajen ve elastik liflerden zengin bag dokusundan yapilmistir. Karaciger
parankimasina dogru bu kapsiilden uzanan dallar organi lop ve lopguklara (lobiillere)
ayirir. Histolojik kesitlerde lopguklar, diizensiz altigenler seklinde gbzlenir. Karacigerde
fonksiyon goéren yapisal birim karaciger lopgugu (hepatik lopguk) dur?l. Karaciger
lobiilleri hepatosit plaklarindan olusur. Siniizoid bosluklar ile ¢evrilidir ve birbirleriyle
anastomoz yapar. Yatay kesitlerde altigen seklinde goriliir. Santral ven (v. centralis)
merkezdedir ve bag dokusu ile sarihidir. Vena sentralis, siniizoidlerdeki kani toplar. Bu kan
birbirleriyle karigmis olarak hepatik arterin ve portal venin birlesen dallarindan gelir.
Karacigerin parankim hiicreleri poligonal sekilli hiicrelerdir ve santral venden perifere dogru
1sinsal tarzda kordonlar olusturur®®. A. Hepatika ve V. porta ile karacigere gelen kan
siniizoidlere oradan da V. Sentralis’e tasinir. V. Sentralis’ler birleserek V.
Sublobularis’leri, bunlarda birleserek V. Hepatika’lar1 olustururlar. Daha sonra bu venler

de V. cava caudalis’e acilarak karacigerdeki kam buraya tasirlar®?.



Karaciger histolojik olarak; parankim, bag dokusu, siniizoidler ve Disse
araligindan olusmaktadir. Karaciger parankimasi hepatosit adi verilen fonksiyonel

hiicrelerden olusmaktadir®?.

2.2.3.1. Hepatositler

Bu hiicreler 20-30 um ¢apinda, polihedral yani alt1 ya da daha fazla yiizeylidir,
eozinofilik boyanirlar ve ¢ok sayida mitokondri ve daha az olarak da endoplazmik
retikuluma sahiptirler. Iki hepatositin birbiriyle temas ettigi yerde hiicreler arasinda
bulunan tiibiiler bir aralik safra kanalikiilii olarak adlandirilir. Hepatositler arasindaki
“Gap Junction”lar hiicrelerin fizyolojik aktivitelerinin birbirleriyle olan iletisiminde
onemli rol oynarlar?,

Hepatositlerde bol miktarda graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum
bulunur. Albumin ve fibrinojen gibi proteinlerin sentezi ve viicuttaki toksik maddelerin
detoksifikasyonu gibi metabolik olaylar karaciger hiicrelerinde gergeklestirilir®*,

Hepatositler santral ven periferine dogru 1sinsal bir bigimde bir ya da ikiser hiicre
olarak kordonlar: olustururlar. Hepatositlerin i¢erdigi ¢ekirdek ¢ogunlukla ¢ift veya daha
fazla sayidadir. Karaciger hiicresinin, komsu hepatosit ile siki temas halinde olan yiizii,
komsu hepatosit ile arasinda safra kanalikiilini olusturan yiizii ve perisiniizoidal araliga
bakan yiizii olmak iizere ii¢ tip ylizii vardir. Perisinlizoidal aralifa bakan yliziinde
diizensiz sekil ve boyutlarda mikrovillus denen yapilar vardir ki bunlar hiicre yiizeyini 6

kat genisleterek hiicrelerin absorbsiyon ve sekresyon kabiliyetini artirirlar?,

2.2.3.2. Endotel Hiicreleri

Karaciger bu hiicreler agisindan zengindir. Siniizoidlerde arteryel kanla birlikte
vendz kan da bulunur. Endotel hiicreleri, V. porta ile karacigere bagirsaklardan gelen

cesitli kimyasal maddelerin ve mikroorganizmalarm filtrasyonunda gérev alirlar?®,



2.2.3.3. Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri, karacigerdeki makrofajlardir ve dogustan gelen bagisiklik
tepkisinde kritik rol oynarlar. Kupffer hiicrelerinin hepatik siniizoiddeki lokalizasyonlart,
portal veya arteriyel dolagimdan giren patojenleri verimli bir sekilde fagosite etmelerine
izin verir. Ayrica portal dolasim yoluyla gastrointestinal sistemden gecen partikiillere ve

immiinoreaktif maddelere kars: ilk savunma hatt1 gorevi goriirler?”.

2.2.3.4. Stellat Hiicreleri (ito Hiicreleri)

Karacigerde A vitamininin metabolizmasinda rol oynayarak retinoliin viicuttaki
toplaminin %80'inin depolanmasinda rol oynar. Bu hiicreler yildiz seklindedir ve birincil
olarak immiinolojik olmayan ¢ok sayida fonksiyona aracilik eder. Aktivasyon iizerine, bu
hiicreler, miyofibroblastlara farklilagir ve hiicre dis1 matriks tiretiminde rol oynayarak
karaciger fibrozuna yol agar. Ayrica, aktive olan bu hiicreler, portal hipertansiyonda yer

alan vazokonstriksiyon yoluyla karaciger kan akigim diizenler®®.

2.2.3.5. Disse Arahg:

Hepatositler ile siniizoidler arasinda bulunan bir araliktir. Burada yogun madde
gecisi gerceklesmektedir. Bu alanda, hiicreleraras1 matriks, kollajen ve retikiiler lifler
bulunmaktadir. Ayrica, ito hiicreleri de burada bulunur ve bu hiicreler yag depo ederler.
Ayrica ito hiicreleri A vitaminini de depolarlar. Ito hiicreleri diisiik miktarlarda tip-1, tip-
111 ve yiiksek miktarda tip-1V kollajen salgilarlar®®.

Karacigerin fonksiyonel birimleri lobiillerdir. Karaciger lobiilleri 3 tanedir:

1. Klasik Karaciger Lobiilii: Altigen seklindedir, ortasinda santral ven ve koselerinde
portal ven olan lobiildiir. Hepatik kordonlar olarakta adlandirilan karaciger kordonlari
vardir. Bunlar biribirleriyle anastomozlasirlar ve santral venden baslayarak tek sira

halinde diziler olustururlar. Lobiiliin koselerinde portal alanlar (portal triad) bulunur.



Portal alanda hepatik arterin dali, portal venin dali, bir safra kanali, lenf damarlar1 ve
sinirler yer alir.

2. Portal Lobiil: Uggen seklindedir. Ortasinda portal alanin bulundugu ve ii¢c Komsu
santral venin birlesmesiyle olusur. Bu alandaki hepatositler, sentezleyip salgiladiklari
safray1 kanalikiilleri araciligiyla ortak portal alandaki safra kanalina bosaltirlar.

3. Karaciger Asinusu: Karsilikli iki portal alan ile iki santral venin eskenar dortgen
seklinde birlesmesiyle olusur. Asinus ii¢ zondan olusmaktadir; birinci zon iki portal alan
arasindaki bolgeye yakin alan, 3. zon santral ven etrafindaki boliimdiir ve 2. zon ise bu
iki alan arasinda kalan boliimdiir. Her zon farkli hiicrelere ve aktiviteye sahiptir. Bu
nedenle organel dagilimi da birbirinden farklidir. Ayn1 zamanda zararli etmenlerden de
farkl1 oranda etkilenirler,

Karaciger epitel hiicresi karaciger agirhiginin yaklasik %80’ini olusturur. Karaciger
kiitlesinin artmasinda endotel hiicreleri, safra kanalin1 doseyen epitel hiicreleri, karacigerdeki
makrofajlar olan kupffer hiicreleri, ito hiicreleri, arter ve venlerin de etkisi vardir. Karacigerde
enfeksiyon olusmasi durumunda lenfositler ve graniilositler karacigere giderek enfeksiyonun

ortadan kalkmasinda yardimer olurlar®’.

2.2.3.6. Karacigerin Gorevleri

Karaciger, hem endokrin ve hem ekzokrin bir bez olarak gérev yapmasi nedeniyle
¢ok yonlii bir organdir. Protein sentezlemesi, lenf yapiminda rol oynamasi, A vitamininin
tiretimi, detoksifikasyon, safranin salgilanmasi, A, D, E, K, B 12 vitaminlerinin
depolanmasi, insiilinin kontroliinde glikozu glikojene ¢evirerek depolayabilmesi ve kana
vermesi, kan pihtilagmasinda rol oynayan proteinlerin iiretilmesi gibi ¢ok o6nemli

fonksiyonlar1 vardir®®,



Sindirim kanalindan emilen besinler de burada islenir ve depolamr. ince
bagirsaklardan emilen maddelerin ¢ogu karacigere portal ven yoluyla ulasirken,
kompleks lipidler lenf damarlariyla organa tasmir®.

Karaciger sessiz bir organ olarak adlandirilir; semptomlar bir hastalik iyice
ilerleyene kadar ortaya ¢ikmaz. Karacigerin metastatik olmayan tiimor vakalarinin
~%90"1n1 Hepatoseliiler kanser (HSK) olusturur,

2.3. Hepatoseliiler Kanser

Hepatoseliiler kanser (HSK), kiiresel olarak kanserle iliskili 6liimlerin en yaygin
{iglincii malignitesidir®*. HSK tedavisi, 1 ve 3 yillik sagkalim icin sirastyla % 20 ve % 5
diisiik sagkalim oranlari ile bir sorun olmaya devam etmektedir?. Kronik hepatit B, hepatit
C viral enfeksiyonlar1 ve alkolsiiz steatohepatit HSK'nin alkolik karaciger hastaliginin
etiyolojik faktorleri arasinda yer alir®®. Hepatoseliiler kanser; karin sag iist kadran agrisi,
erken doyma ve kilo kayb gibi tipik klinik belirtiler gdsterir!. Kiir i¢in tek firsat cerrahi
rezeksiyon veya karaciger transplantasyonudur ama bu prosediirler hastalarin ¢ogu i¢in
uygun degildir®®. Diger kanserlerde oldugu gibi hepatoseliiler karsinomunda erken evrede
tespit edilmesi ¢ok 6nemlidir. Hepatoseliiler karsinom erken evrede tespit edilip tedavi
edilirse, hastalarin yasam konforu ve hayatta kalma sansi artar. Tedaviler cerrahi,
kemoterapi, radyasyon tedavisi ve hedefe yonelik tedavinin bir kombinasyonunu
igerebilir. Hepatoseliiler kanser diinyada 6nemi giderek artan; psikolojik, sosyal ve

ekonomik yonden insanlar1 etkileyen onemli bir saglik sorunudur®’

. Hepatoseliiler
kanserde erken tan1 ve tedavi son derece dnemlidir. Erken tani, tedaviyi kolaylastirir,
maliyeti azaltir, hastanin kanser ilaglarina verdigi cevabin artmasinda yardimci olur, doku

ve organ kayiplarini Onler. Son zamanlarda, faz Il ¢aligmalarindaki pozitif sonuglara

dayali olarak HSK i¢in su basamaklardaki tedaviler onaylanmistir: birinci basamakta



sorafenib ve lenvatinib, ikinci basmakta regorafenib, kabozantinib ve ramucirumab
vardirth: 1°,

Hepatoseliiler kanser i¢in bir¢ok tedavi ¢esidi uygulanmakta fakat sonuca bir tiirli
vartlamamaktadir. Bu yilizden son zamanlardaki g¢alismalar HSK’nin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar1 ¢ozmeye yoneliktir ve ilgi daha ¢ok RNA iizerine
yogunlagmistir. HSK’nin gen ekspresyon paternleri iki alt sinifa ayrilir; bunlardan biri
timorlerin %50'sini temsil eden proliferatif HSK'lar ve digeri ise proliferatif olmayan
HSK'lardir. Proliferatif HSK'lar, TGF-B, MET, AKT ve/veya IGF2 yolunu aktive ederek
spesifik ozellikler sergileyebilir. Proliferatif olmayan HSK'lar iyi prognozludur, iyi
farklilasmistir, daha az agresiftir ve daha diisiik serum a-fetoprotein (AFP) seviyeleri,
TP53 mutasyonlar1 gosterebilir®®. Anormal sinyal aktivasyonu, kanser kok hiicre (KKH)
ozelliklerinin korunmasinda yer alir. AKT sinyalinin aktivasyonu, HSK baslangicinda yer
alir ve anormal AKT aktivasyonu, kanser kok hiicre 6zelliklerine katkida bulunur®,

Giinlimiizde kanser hastalarinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilan bir¢ok tedavi
yontemi vardir fakat gerek iyilesmenin uzun zaman almasi gerekse maddi yonden pahali
olmasi nedeniyle yeni tedavi protokollerinin arastirilmasini gerekli kilmaktadir.

2.4. Periostin

Matriseliiler protein ailesinin bir iiyesi olan periostin, insanlarda 13. kromozomun
13q13.3 bolgesinde bulunan Postn geni tarafindan kodlanir (Sekil 2.1)*. Matriseliiler
proteinler, hem kollajen I, fibronektin ve tenazin C gibi diger ekstraseliiler matrikse
(ECM) hem de hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanma kabiliyeti olan proteinlerdir?. Postn
geni inflamatuar yanitlari, hiicre kaderi belirleme ve proliferasyonunu, timér olusumunu
ve hatta ECM'nin yeniden sekillenmesini modiile edebildigi karacigerde ¢ok dnemli bir

rol oynar!.
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Sekil 2. 1. 13.kromozom ve Postn geni (Mavi okla gosterilmistir).

Periostin (Postn), Hepatoseliiler kanser (HSK)'nin pulmoner metastazinda ve
anjiyogenezinde rol oynayan g¢ok Onemli bir gendir; karaciger kanseri hastalarmnin
%60"'1nda yiiksek oranda eksprese edilir ve yiiksek ekspresyonu kétii prognozu gosterir®.
Postn geni ekspresyonu, kolon kanseri, pankreas kanseri, melanom ve meme kanseri dahil

olmak iizere en yaygin tiimorlerde yukari regiile edilir ve Ozellikle tiimorlerin
metastazinda ve gelisiminde 6nemli bir rol oynar*, Periostin, biiyiime, invazyon ve

metastaz gibi timdriin progresyonunu gosteren olaylarda hayati bir rol oynayarak, timor
invazyonu ve metastazini tesvik etmektedi*,

Postn geni, yara iyilesmesi ve miyokard enfarktiisiinii takiben ventrikiiler yeniden
modelleme de dahil olmak iizere doku gelisimi ve rejenerasyonunda islev goren, hiicre
dis1 bir matriks proteinini kodlar. Kodlanmig protein, epitel hiicrelerinin yapismasini ve
goclinii desteklemek icin integrinlere baglanir. Bu protein kanser kok hiicre bakiminda ve

metastazinda rol oynar®

. Periostin, epitelyal hiicrelerin yapismasimni ve gociinii
desteklemek i¢in alfa-V / beta-3 ve alfa-V / beta-5 integrinleri i¢in bir ligand olarak iglev

goriir®®. Periostin baslangicta bir fare osteoblast hiicre hattinda osteoblast spesifik faktor
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2 olarak tanimlanmis olup periosteumda ve periodontal ligamentte eksprese edilmistir ve
periostin admni almustir*’. Matriseliiler proteinlerin ekspresyonu, déniistiiriicii biiyiime
faktorti (TGF-y), interlokin-4 (IL-4) ve IL-13 dahil olmak iizere gesitli sitokinler
tarafindan indiiklenebilir. Periostin, anti-1L-13 tedavilerine yanit veren hastalar
tanimlayabilen en iyi kan biyobelirtegdir®. Periostin, ekstraseliiler matriksin dikkate deger
bir ana diizenleyicisidir. Periostin, son zamanlarda kesfedilen bir serum tiimor biyo
gostergesi olarak sadece malign hastaligin tanisinda umut verici bir rol oynamamaktadir,
ayn1 zamanda, 6zofagus yassi epitel hiicreli karsinom, kii¢iik hiicreli akciger kanseri,
meme kanseri ve hepatoseliiler karsinom gibi ¢ok sayida tiimor igin énemli prognostik
degere de sahiptir*®, Son zamanlarda yapilan calismalarda, periostinin birgok kanser
tiirlinde metastatik potansiyel ve kotii prognoz ile iligkili oldugu bildirilmistir. Yapilan
calismalar, timor dokularinda periostinin asir1 ekspresyonunun, kolon, bas ve boyun,
oral, nazofaringeal, tiroid, meme ve pankreas kanserleri de dahil olmak iizere ¢esitli
kanserlerde anjiyogenezi ve invazyonu artirabilecegini gostermektedir. Ayrica epitelyal-
mezenkimal gegisi de artirdigini gosteren galigmalar mevcuttur.

2.5. Withaferin A

Withania somnifera (yaygin adiyla Ashwagandha ya da Hint kis kiraz1 olarak da
bilinir), genis spektrumlu farmakolojik etkinlik gdsteren bir bitkidir ve bagarili bir sekilde
cesitli hastaliklarm tedavisi icin Ayurvedik tip pratiginde kullanilmustir (Sekil 2.2)%.
Bilinen 23 Withania tiiri olmasina ragmen, sadece W. somnifera ve W.
coagulans'in (Rishyagandha) antikanser aktivitesine, terapotik olarak etkili olduguna

inanilmaktadir®®,
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Sekil 2. 2. Withania somnifera bitkisi A) bitki B) kok ve kok tozu C) cigekler D)
yapraklar E) meyveler

Withania somnifera'dan ekstrakte edilen ve yapisinda bir doymamais keton halkasi,
2 hidroksil grubu, bir epoksit halkasi, bir 6-karbon lakton halkasi ve bir doymamis
karbonil grubu olarak bes fonksiyonel grup barindiran dogal olarak olusan 28-karbon
iceren bilesiklerin biiylik bir grubu olan ilk antikanser vitanoliddir (Sekil 2.3).
Vitanolidlerin kimyasal yapisi, bir lakton halkasina bagl steroidal bir ¢er¢eveden olusur

ve bazen 'steroidal-laktonlar' olarak da adlandirilir (Sekil 2.3)*.

Sekil 2. 3. Withaferin A'nin yapisi
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Withania somnifera'dan ekstrakte edilen Withaferin-A ilk antikanser vittanoliddir.
Withaferin-A'nin antikanser etkilerinin mekanik temeli (Sekil 2.4)>° asagidaki sekilde

siralanabilir;

(1) hiicresel antioksidan ve / veya detoksifikasyon sisteminin gii¢clendirilmesi,
(2) enflamatuar yollarin baskilanmasi
(3) tiimor hiicresi proliferasyonunun segici olarak inhibisyonu ve apoptozun indiiksiyonu
(4) timor anjiyogenezinin baskilanmasi
(5) epitelyal-mezenkimal gegisin (EMG), tiimér invazyonunun ve metastazinin bloke
edilmesi
(6) tiimor hiicresi metabolizmasinin degistirilmesi
(7) immiinomodiilasyon
(8) kanser kok hiicrelerinin yok edilmesi

Bunlara ek olarak Akt ve NF-kB sinyal yollarinin inhibisyonu yoluyla giiglii
antienflamatuar 6zelliklere sahiptir®. Ayrica yapilan ¢aligmalar withaferin-A'nin biiyiik
olglide giiglii anti-oksidatif, anti-proliferatif ve apoptoz-indiikleme 6zellikleri nedeniyle

deneysel olarak indiiklenen karsinogenezi baskiladigini ortaya koymustur®?.
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Sekil 2. 4. Withaferin A'nin antikanser aktivite mekanizmasinin 6zetlenmis ve
sematik gosterimi

2.6. Sinyal Yolaklari

Kanserin olusmasinda bir¢ok gen tanimlanmistir ve bu genlere de isaret edildigi
gibi ¢esitli mekanizmalari sebep oldugu ve onkoproteinlerin bityiik cogunlugunun sinyal
yolaklartyla aktive edildigi goriilmiistiir>3,

Yetigkinlerde hasarli karacigeri yeniden inga etmek i¢in fetal gelisim sirasinda
karaciger organogenezi diizenleyen birkac sinyal yolu gereklidir. Bunlardan bazilari,

Whnt, PI3K/AKT, Notch, TGF-B ve sonik kirpi (Shh) dir>.

2.6.1. Epitelyal Mezenkimal Gegis

Epitelyal mezenkimal gecis, farklilagmanin tamamlanma sekline bagli olarak,
epitelyal hiicrelerin gegici ve geri doniistimlii sekilde farklilasmasin1 saglayan
mezenkimal benzeri veya mezenkimal bir fenotipe yonlendiren
mekanizmadir®. Epitelden mezenkimal gegis noral krest olusumu, kalp gelisimi veya
gastrulasyon gibi embriyonal siireglerin olusmasina da katkida bulunur®®.

Epitelden mezenkimal gecis Kanser hiicresi metastazinda da yer alir. Epitelden

mezenkimal gegis Siireci embriyonik morfogenez, yara iyilesmesi, kanser
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hiicrelerinin metastaz1 ve doku fibrozunda énemlidir. Epitelden mezenkimal gegis epitel
hiicrelerinin mezenkimal kok hiicrelerin fenotipini edindigi bir siirectir. Bu siireg,
embriyonik evrim, doku fibrozu, doku olusumu ve yara iyilesmesi dahil bir¢ok temel
stirecte yer alir. Ayrica EMG, tiimérlerin proliferasyonunda, ila¢ direncinde ve timor
hiicresi biiyiimesinde etkili olabilir®®.

Epitelden mezenkimal gegisin  temel Ozelliklerinden bazilari, hiicre
hareketliliginin arttirilmasi, hiicreler arasi temaslarin bozulmasi ve boylece hiicrelerin ana

epitel dokusundan salimasina yol agmasidir®’

. Epitelyal mezenkimal gegis, epitel
hiicrelerinin polaritelerini ve yapisma 6zelliklerini kaybetmelerine neden olur. Epitelden
mezenkimal ge¢is sirasinda hiicreler apikal-bazal polaritelerini, bazal ankrajlarin1 ve
adezyon Ozelliklerini kaybederek gécmen ve istilact Ozellik kazanirlar. Epitelden
mezenkimal geg¢is embriyonik gelisim boyunca, yara iyilesmesi sirasinda ve timoriin
ilerlemesi dahil olmak iizere gesitli patolojik siireclerde ortaya gikar®,

Epitelden mezenkimal gecis diizenleyici mekanizmalara, biyolojik ortama ve ilgili
fonksiyonlara goére 3 tipe ayrilabilir; Tip | embriyogenez, organlarin gelisimi ve
implantasyon ile ilgilidir; doniistiiriilmiis mezenkimal hiicreler yeni epitel dokulari
olusturabilir. Tip I, doku rejenerasyonu, doku rekonstriiksiyonu, organ fibrozu ve yara
iyilesmesi ile ilgilidir. Bu tip, inflamatuar stimiilasyon ile baslatilabilir ve stimiilasyon
kayboldugunda sona erer; kalict  stimiilasyon organ fibrozisine ve doku
rekonstriiksiyonuna yol agabilir. Tip III, kanserin gelismesinde ve metastazinda 6nemli
bir rol oynar ve epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere doniisiimiinii indiikleyebilir®®.

Bir¢ok sinyal iletim yolunun epitelyal mezenkimal gegisi diizenledigi
bilinmektedir. Bu yollarin arasinda, Akt onkojenik aktivasyon merkezi bir 6zellik olarak

ortaya c¢ikmistir®® ve Aktnin anormal ekspresyonu birgok kanser tipinde

belgelenmistir. Bir dizi ¢alisma, Akt sinyallemesinin farkli insan metastatik kanser
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tiirlerine karigsmasini ve kemorezistanstaki potansiyel roliinii rapor etmistir. Birkag klinik
oncesi ¢alisma, Akt'nin inhibisyonunun hiicre proliferasyonunu, goglinii ve EMG'yi
azaltigim1  gostermistir, Epitelden mezenkimal ge¢is PI3K/Akt, MAPK ve
TGF- S vb. dahil olmak iizere yukari akis yollar1 tarafindan diizenlenir. Yeni ¢ikan

kanitlar, EMG'nin kanser kemorezistansina karistigin1 ve EMG'nin inhibe edilmesinin bu

direnci tersine gevirebilecegini diisiindiirmektedir®:,

2.6.2. Akt Sinyal Yolag:

Serin/treonin kinaz Akt (protein kinaz B veya PKB), bir proto-onkogen olarak
kesfedilmistir. Bliylime, hayatta kalma, metabolizma, transkripsiyon, ¢ogalma ve protein
sentezi gibi hiicresel olaylarda kritik rol oynar. Akt ayn1 zamanda apoptozu etkileyen
yolaklar1 da aktive etmektedir®>®,

Akt (~60 kDa), %68 oraninda protein kinaz A (PKA) ile ve %73 oraninda protein
kinaz C (PKC)’ye sahiptir; bundan dolay1 Akt’ ye, PKA ve PKC ile iliskili kinaz da denir.
PKB, Akt olarak da bilinen retroviriis Akt-8'1 kodlayan onkogen v-akt'in bir
urtintidiir. PKBa (Aktl), PKBB (Akt2) ve PKBy (Akt3) olmak iizere ¢ alt tipi
vardir. Aktl, c¢esitli dokularda yaygin olarak, Akt2 esas olarak insiiline duyarli dokularda
ifade edilirken, Akt3 beyin, kalp, akciger, bobrek, testis ve iskelet kasina 6zgiidiir.

Ug Akt izoformu, N-terminal diizenleyici bolge, kinaz katalitik alan ve C-terminal
diizenleyici alan dahil olmak iizere homolog amino asit dizilerini paylasir. N-terminal
diizenleyici bolge ayn1 zamanda Akt homoloji alanlari/pleckstrin homoloji alanlar1 (PHD)
alani olarak da adlandirilir. Kinaz katalitik alani, PKA ve PKC'deki enzimatik olarak aktif
bolgelere olduk¢a homologdur ve bunun Thr308 bolgesi, Akt aktivasyonu igin
gereklidir. Akt'nin tam aktivasyonu i¢in C-terminal diizenleyici alanin Ser473 bolgesi

Oonemlidir®+%°.
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Akt, apoptoz, transkripsiyon, hiicre goc¢ii, hiicre proliferasyonu ve glikoz
metabolizmasi dahil olmak {izere ¢cok sayida hiicresel siirecte anahtar rol oynayan PI3K
yolunun merkezi aracisidir®®. PI3K yolag1 6zellikle glukoz tasinmasi ve kullaniminda,
protein biyosentezinde, hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi ve apoptozu 6nlenmesinde
onemli rol oynamaktadir®. PI3K, PI3K sinyal sisteminde ilk molekiildiir®”. Ger¢ek PI3K
yolagi PDK1 ve Akt boyunca ilerler. PDK1’ in fosforilasyon ile Akt aktive olur®.
Reseptor Tirozin Kinaz (RTK=Protein Tirozin Kinaz)’lar, hiicre membraninda bulunan
reseptorlerdir. Bunlarin uyarilmasiyla hiicre zarinda fosfolipidlerin fosforilasyonu
gerceklesir. Agiga ¢ikan fosfor plazma zarinda olusan PIP3’ {in yapisina katilir. Akt sinyal
zinciri fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) tarafindan aktive edilir®®%. PI3K, tirozin kinaz
tarafindan aktive edilerek PIP3 (Fosfotidil inozitol trifosfat)’ ii plazma zarinda olusturur.
Diger tarafta PTEN (insan 10. Kromozomda bulunan fosfataz ve tensin homologu gen,
tiimor baskilayic1 protein) fosfataz aktivitesiyle PI3K/Akt yolagmna miidahale eder’.
Daha sonra PIP3, Akt'n PH alani ile etkilesime girerek Akt'in zarda toplanmasina neden
olur. Akt'in Thr308'i fosforile edilerek 3-fosfoinositide bagimli protein kinaz 1 (PDK1)

yardimiyla, Akt'in aktivasyonunu saglar (Sekil 2.5)%.
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Sekil 2. 5. PI3K/Akt yolunun islevleri
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1

Planlanan tez calismas1 Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalimiz hiicre kiiltiirii
laboratuvarinda in vitro olarak ger¢eklestirildi. Calismanin yapilabilmesi i¢in gerekli izin
Atatiitk  Universitesi Tip Faktiltesi Klinik  Arastirmalar ~ Kurulunun
B.30.2.ATA.0.01.00/148 say1ili etik kurul karariyla alindi.

3.2. Malzemeler ve EKipmanlar

3.2.1. Kimyasal Malzemeler

1) FBS- Sa-Sourced 500 ML HYCLONE®

2) Dulbeccos Modified Eagles Medium - High 500 ML SIGMA®
3) L-Glutamine 200 mm Sterile Filtered 100 ML SIGMA®

4) MTT, Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, 1 gr, G ACROS®

5) Hank’s Balanced Salt solution (HBSS) BIOWEST®

6) Trypsin-Edta Solution % 25’lik SIGMA®

7) Antibiotic Antimycotic Solution (100%), 100 ml EUROCLONE®
8) 125 ml Antibody dilient ABCAM®

9) HRP/DAB IHC Detection (Mouse and Rabbit Specific) Kit 150 test ABCAM®
10) Dimethyl Sulfoxide 99.9% For Analysis Acs ISOLAB®

11) DPBS THERMO®

12) Etil alkol MERCK®

13) PAP Pen COSMO BIO®

3.2.2 Cam ve Plastik Malzemeler

1) Tube, 15 ml, pp, 17/120 mm, conical bottom, cellstar®, blu gremer

2) Tube, 50 ml, pp, 30/115 mm, conical bottom, cellstar® pk\50 greiner
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3) Plate (6 wells) CORNING® COSTAR®

4) Plate (24 wells) CORNING® COSTAR®

5) Plate (96 wells) CORNING® COSTAR®

6) T25 Flask CORNING® COSTAR®

7) T75 Flask CORNING® COSTAR®

8) 2 ml Cryo tiip vidali ayakli BIOSIGMA

9) Cover Glass (yuvarlak lamel, 10 mm) SUPERIOR®

10) Pipet ucu 10 ul /20 ul eppendorf uzun 1000 ul’lik ISOLAB
11) Pipet ucu - seffaf - 1000 ul’lik ISOLAB

12) Pipet ucu - seffaf - 200 ul’lik ISOLAB

13) Petri Kutusu 100x20 mm ISOLAB

3.2.3. PCR Kitleri

1) RNA izolation kit 50 reactions ECO-TECH®

2) High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (200 reaction) THERMO®
3) Quantitect Sybr Green PCR Kit (200) QIAGEN®

4) Master Mix QIAGEN®

5) Periostin (Postn) THERMO®

6) Akt] THERMO®

7) p-Aktl THERMO®

8) GAPDH primer prob (Housekeeping gene) THERMO®

3.2.4. Antikorlar

1) Periostin (Postn) ABCAM®
2) Aktl ABCAM®

3) p-Aktl CELL SIGNALING TECNOLOGY®
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3.2.5. Hiicre Hatt1

1) HCC (HepG2, Human liver cancer cells, ATCC ® HB-8065 ™)

3.2.6. Withaferin A

1) 5 ug APOLLO SCIENTIFIC®
3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar: Ile Insan HCC (HepG2, ATCC ® HB-8065
™) Hiicre Hattindaki Hiicrelerin Pasajlanarak Cogaltilmasi, Dondurulmasi, Hiicre

Canlih@ Testi ve Yara lyilesme Modelinin Olusturulmasi

3.3.1. Medyum Hazirlama

Calismada kullanilacak hiicre ¢ozdiiriilmeden 6nce 89 ml medyuma (DMEM), 10
ml Fetal Bovine Serum, 1 ml Penisilin/Streptomisin Anfoterisin B ve 10 pl L-Glutamin
katilip toplamda 100 ml olacak sekilde hazirlandi ve ¢ozdiiriilen hiicrenin ekiminde

kullanildi.

3.3.2. Hiicrenin Cozdiiriilmesi, EKim Yapilmasi ve Hiicrelerin Kaldirilmasi

Yukarida tarif edildigi sekilde hazirlanan medyum bir falkon tiipiine alindi. Falkon
tiipli lizerine medyum tiirti, tarih ve ne kadar FBS konuldugu yazildi. Bagka bir falkon
tiiptine hazirlanan besiyerinden 9 ml konuldu. Sivi nitrojen iginde (-196°C) bulunan
HepG2 hiicreleri sivi nitrojen tankindan c¢ikarildi. 37°C’ deki su banyosu iginde
¢ozdiiriilen hiicreler iginde besiyeri konulan falkon tiipiine konuldu. Tiip 125 g’de 5 dk
santrifiij edildi. Hiicrelerin tizerindeki siipernatant atild1 ve tizerine 5 ml besiyeri eklendi.
Ardindan flaska ekim yapildi. Flask {izerine hiicre adi, medyum tiird, tarih ve pasaj no
yazilarak 37°C %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi. 1 giin sonra hiicreler invert mikroskopta
kontrol edildi (Sekil 3.1-2). Ertesi giin flaskin tist kismi1 (yapismayan hiicreler) alindi ve
tizerine hiicre adi, tist faz ve tarihin yazildig1 baska bir flaska aktarildi ve 4 ml besiyeri
konularak 37°C %5 CO2’li inkiibatére konuldu. Yapisan hiicrelerin bulundugu flask
igerisine 5 ml yeni besiyeri konuldu ve 37 °C %5 COz2’li inkiibatore konuldu. Her 2 giinde
bir kontrol edilerek besiyeri degistirildi ve yeterli konfluent oldugunda pasajlama islemi

gergeklestirildi.
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3.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask igerisindeki hiicreler yaklasik %80 konfluente ulastigi zaman pasajlama
yapildi. Flask icerisindeki sivi kisim alindi ve 500 ul tripsin (% 0.25 lik) eklenerek 2 dk
37°C %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda, hiicreler kalkmamigsa flask
icerisine 500 pl tripsin (%0.25 lik) daha eklendi ve 2 dk 37°C %5 CO2’li inkiibatorde
bekletildi. Daha sonra mikroskopta hiicreler incelendi, hiicrelerin yapistiklar1 flaskin
taban yiizeyinden kalktiklarina kanaat getirildiginde flask igerisinde pipetaj yapildi ve
tripsini inaktive etmek icin 5 ml besiyeri konarak bir tiipe alindi. 125 g’de 5 dk santrifiij
edildi. Yeni bir flask {izerine hiicre adi, besiyeri tiirii, tarih ve pasaj no yazildi. Coktiiriilen
hiicrelerin bulundugu tiipiin list kismi atildi, 5 ml besiyeri konularak pipetaj yapildi ve
flask igerine ekim yapilarak 37°C %5 CO2’li inkiibatére konuldu. Her 2 giinde bir
inkiibatorde bekletilen flasklardaki hiicreler kontrol edildi ve besiyerleri degistirildi.
Hiicreler yaklasik %80 konfluent olduklart zaman hiicreleri kaldirma ve pasajlama

islemleri tekrarlanarak hiicreler ¢ogaltildi.

Sekil 3. 1. HepG2 hiicrelerinin 10X goriiniimii
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Sekil 3. 2. HepG2 hiicrelerinin 20X goriinimii

3.3.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicrelerin bir kismi asagida tarif edildigi sekilde dondurularak saklandi.
Pasajlama isleminden sonra hiicreler konfluent oluncaya kadar bekletildi ve hiicreler
flaski tamamen doldurduktan sonra 1 ml Tripsin konuldu. 1 dk 37°C %5 CO2’li
inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda yapisan hiicrelerin flask tabanindan ayrildigi kontrol
edildi. Ayrilan hiicreler {izerine 4 ml medyum eklenerek 15’lik falkon tiipiine aktarildi.
125 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siire sonunda iizerindeki siipernatant atildi. Tiip dibinde
kalan pellet lizerine dondurulacak herbir tiip i¢in 1 ml medyuma %10 oraninda DMSO
konularak Cryo tiiplere paylastirildi. Tiipler 2 saat -20°C’ye, sonrasinda 1 gece -80°C’ye
konuldu. Daha uzun siire bekletilecek olanlar ise sivi azot tankina yerlestirildi.

3.3.5. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmasi

I ml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak
ependorf tiipe konuldu ve iizerine 90 pl tripan blue boyasi eklenerek karistirildi.
Karisimdan 1 pl almarak Thoma lami {izerine yerlestirildi ve cam tiizerindeki 16’lik
bolmelerde sayildi. Bunun sonucunda 1 ml medyumda 7x10° hiicre oldugu saptand.
Hiicre yogunlugu fazla oldugundan 96°lik plate i¢in her bir kuyucuga 5x10* hiicre ekimi
gerceklestirildi.
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3.3.6. Uygulanan Withaferin A’nin Dozlarinin Belirlenmesi

Toz halinde 5 mg olan Withaferin A (Wit. A), ¢alismamiz igin -20°C’den
cikarilarak oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Deneyde kullandigimiz Withaferin A stok
soliisyonu, agagidaki sekilde hazirlandi:

5 mg Withaferin A, 1 ml DMSO da ¢6zdiiriildii. 1,5 ml lik eppendorf tiipiine alindi.
Buradan 80 pl alinarak 920 pl DMEM i¢inde ¢ozdiiriildi ve 1000 pl stok soliisyonu elde
edildi. Hazirlanan stok ¢ozeltisinden;

1 nolu tiip: 14,1 pl stok ¢ozeltiden + 1485,9 ml DMEM= 100 uM

2 nolu tiip: 150 pl 1 nolu tiipten + 1350 ml DMEM= 10 uM

3 nolu tlip: 112,5 pul 1 nolu tiipten + 1387,5 ml DMEM= 7.5 uM

4 nolu tiip: 75 pl 1 nolu tiipten + 1425 ml DMEM= 5 uM

5 nolu tiip: 37,5 pl 1 nolu tiipten + 1462,5 ml DMEM= 2.5 uM

6 nolu tlip: 200 pl 3 nolu tiipten + 1300 ml DMEM= 1 uM

7 nolu tiip: 150 pl 6 nolu tiipten + 1350 ml DMEM= 0,1 uM konsantrasyonlarda
dozlar ayarlanda.

3.3.7. Hiicre Proliferasyon Analizi (MTT Testi)

Biyouyumluluk testi olan 3,(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyumbromid
(MTT); sonuglarin hizli alinmasi, ¢alismalar i¢in hassas olmasi ve toksisite
calismalarinda diisiik diizeyde bile sonu¢ elde edilebilmesi agisindan en giivenilir
testlerden biri olarak kabul edilmektedir’t. MTT bilesigi firmadan elde edilen prosediire
gore, 1 mg/ml olacak sekilde PBS soliisyonunda hazirlandi. Hazirlanan soliisyon 2 ml’lik
eppendorf tiiplerine alinarak alikodlandi ve tiipler aliminyum folyo ile Sarildi. Boylece
151k ile temas1 6nlenmis oldu. Daha sonra kullanilacak olan MTT soliisyonlar1 -20 °C’de

saklandi.
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Belirlenen konsantrasyonlardaki Withaferin A, kuyucuklardaki hiicreler tizerine
uygulandi. Asagida tarif edildigi sekilde MTT yontemi ile hiicre viabilitesi
degerlendirildi:

1) 96 kuyucuklu plate’lerdeki herbir kuyucuga 5x10* hiicre ekimi yapildi.

2) Plate’ler 37°C de %5 COz igeren inkiibatore yerlestirildi ve hiicrelerin konfluent olmasi
beklendi.

3) Konfluent oldugu gozlendikten sonra belirlenen kuyucuklara belirlenen
konsantrasyonlarda Withaferin A eklendi.

4) Daha sonra 24. saatte, kuyucuklarin herbirine MTT testi uygulandi.

5) 24 saat sonunda kuyucuklardaki besiyeri atildi, %10 oraninda (10 ul) MTT soliisyonu
konuldu. 4 saat bekletikten sonra MTT soliisyonu dokiildii ve once negatif kontrole daha
sonra en diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona dogru DMSO konuldu
(Sekil 3.3).

6) Mikro Quant spectrum cihazinda 570 nm’de 6lgiim gergeklestirildi.

7) Elde edilen veriler Prism 8 (GRAPHPAD, Boston, MA) programi ile degerlendirildi

ve bu program yardimiyla grafik haline getirildi.

L\e

PR\ N N

*W¢¢¢Q¢Q$$u$

Sekil 3. 3. HepG2 hiicrelerinin MTT testi sonras1 96’11k plateki renk degisimi
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3.3.8. Yara Cizik Deneyi

In vitro deneylerde konfluent olan hiicreler cizildiklerinde aralarindaki baglantilar
hasara ugrar. ‘In vitro scratch assay’ teknigi, konfluent olan hiicrelerde ince bir ¢izik
yapmayi ve belirli zaman araliklariyla 6l¢tim yapilip, hiicrelerin goriintiilerinin alinmasi
ile gerceklestirilir. Test, olusturulan boslugun genisligi ol¢iilerek hiicre migrasyonu
degerlendirildiginde kullanilan etkili ve yaygin bir modeldir’?.

Biz de c¢alismamizda, Withaferin A’nin hiicre migrasyonu iizerindeki etkisini
arastirmak amaciyla yara iyilesme testi uyguladik. MTT sonucunda elde ettigimiz LD 20
(2 uM) ve LD 50 (4 uM) degerlerine gore Withaferin A dozlarin1 2 uM ve 4 uM olarak
belirledik. Daha sonra belirledigimiz kuyucuklara 2 uM ve 4 uM dozlarda Withaferin A
ekleyerek yara gizik testini uyguladik. Test asagida tarif edildigi sekilde yapildi:

1) HepG2 hiicreleri, herbir kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plate’lere
ekildi.

2), 37°C ve %5 CO?’li inkiibatdr iginde plate yiizeyi konfluent oluncaya kadar bekletildi.
3) Konfluent olan hiicre tabaninda, steril pipet ucu ile bir ¢izik olusturuldu.

4) Withaferin A uygulamasi kontrol gruplarina yapilmadi.

5) Belirlenen dozlarda (2 uM ve 4 uM) Withaferin A diger kuyucuklara uygulandi.

6) Daha sonra kamera atagmanli invert mikroskop altinda ¢izik olusturulan hiicreler O,
12, 24, 36 ve 48. saatlerde incelendi ve fotograflandi.

7) Daha sonra fotograflarda Prism 8 (GRAPHPAD) programi ile bosluklarin genisligi

oOlciildii ve grafikleri ¢izildi.
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Sekil 3. 4. HepG2 hiicrelerinin yara iyilesme testi igin ¢izilen alanin X4
gorinimu

3.4. Real Time-PCR (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Prosediirii
3.4.1. Real Time-PCR Oncesi Hiicre Kiiltiirii

Hiicreler 6 I plate’deki 3 kuyucuk (negatif kontrol, 2 uM, 4 pM) icin 3x10° hiicre

3’er tekrarli olacak sekilde ekim yapildi. 24 ve 48. saatlerde hiicreler tripsin ile muamele

edilerek taban yiizeyinden kaldirildi. 2 ml’lik eppendorf tiiplerine alindi ve RNA

izolasyonu yapilmasi i¢in su basamaklar izlendi;

1.

2.

EcoPure Lpsis Binding Buffer’a 4 ml marcapto etanol eklendi.

400 pl EcoPure Lpsis Binding Buffer pellete eklendi, pipetaj yapildi ve 10 sn vortex
yapildi.

400 pl %96°1ik etanol eklendi ve 10 sn vortex yapildi.

Kolon tiip, toplama tiipiin i¢erisine konuldu.

700 ul EcoPure kolona eklendi ve 30 sn max. hizda santrifiij edildi.
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6. Toplama tiipiin igerisindeki lizat dokiildi ve 400 ul EcoPure Wash Buffer 1 kolona
eklendi ve 30 sn max. hizda santrifiij yapildi.

7. Toplama tiipiin igerisindeki lizat dokiildi ve 500 ul EcoPure Wash Buffer 2 kolona
eklendi ve 30 sn max. hizda santrifiij gerceklestirildi.

8. Toplama tiipiin igerisindeki lizat dokiildii ve 200 pl EcoPure Wash Buffer 2 kolona
eklendi ve 2 dk max. hizda santrifiij yapildi.

9. Kolon, 1,5 ml RNAaz free mikrosantrifiij tiipiine alindi. Uzerine 70 ul EcoPure
Elution Buffer eklendi ve 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi siire sonunda max. hizda
30 sn santrifiij edildi.

10. Kolondan gegen soliisyon Nanodrop cihazinda 6l¢iildii (Sekil 3.5).

Sekil 3. 5. Nanodrop cihazinin gériintimii

3.4.2. cDNA (Komplementer Zincir) Sentezlenmesi

Tek zincirli halde bulunan RNA zincirleri, Reverse Transcriptase Kiti ile
sentezlenerek tamamlayici (komplementer) hale getirildi ve c¢DNA yapilarina

doniistiiriildii. cDNA eldesi agamasinin tamami buz iizerinde yapildi.
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1. Reverse Transcriptase kit derin dondurucudan (-20°C) ¢ikarildi. Buz kabi igerisinde
erimeye birakildi ve izole edilen RNA 6rnekleri kit i¢eriginin yanina konuldu.

2. RNA o6rnekleriyle kit igerigi 10 dakika beklenerek ayni sicakliga gelmeleri saglandi.
3. Nanodropta 6lgiilen RNA 6rneklerinin son hacmi 20 pl olacak sekilde RNAaz free
water ile sulandirildi.

4. Applied Biosystems High- Capacity cDNA Reverse Transcription kiti kullanilarak
izole ettigimiz RNA orneklerinden cDNA elde edildi.

5. Daha sonra Revers transkripsiyon (RT) master mix’i hazirlandi (Tablo 3.1).

6. PCR tiipleri i¢ine 2XRT master mix’ten 10’ar ul konuldu ve iizerine 10 ul RNA
eklenerek pipetaj yapildi.

7. Boylelikle cDNA revers transkripsiyon reaksiyonu hazirlanmis oldu.

8. Thermal Cycler cihazina PCR tiipleri numaralandirilarak yerlestirildi ve Tablo 3.2°te
verilen program kullanilarak cDNA reaksiyonu gergeklestirldi. Elde edilen cDNA’lar -
20°C’de saklandu.

Tablo 3. 1. 2xRT Master Mix Bilesenleri ve Miktarlari

Kullandigimiz
Mix’in I¢erigi Kullanilma Orami

Miktar (X 10)
10X RT Buffer 2.0 uL 20 uL
25X dNTP mix 0.8 uL 8 uL
10X RT Random Primer 2.0 uL 20 uL
MultiScribeTM  Reverse

1.0 uL 10 uL

Transcriptase
Niikleaz igermeyen Su 4.2 uL 42 uL
Toplam hacim 10.0 uL 100 uL
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Tablo 3. 2. Thermal Cycler’da cDNA Eldesi I¢in Kullanilan Program

1. adim 2. adim 3. adim 4. adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 2 saat 5 dakika o

3.4.3. Kantitatif Real Time-PCR

Calismamizda 3 hedef gen (Postn, AKT1 ve Paktl) ve 1 referans gen (GAPDH)
proteinlerini kodlayan mRNA’larin ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems TagMan
Universal Master Mix Il with UNG Kiti kullanilarak olgiildii. Biitiin asamalar tiretici
firmanin talimatlarina uygun sekilde (Tablo 3.3) ve “Rotor Gene Q” PCR cihazinda (Sekil

3.7), Applied Biosystems Real Time-PCR program: (Tablo 3.4) kullanilarak

gerceklestirildi.

=

20000
00000
Rotor-Gene Q QIAGEN

Sekil 3. 6. Rotor-Gene Q PCR Cihazi



Tablo 3. 3. PCR Reaksiyon Mix’in Hazirlanmasi

Reaksiyon Bilesenleri

Toplam Hacim (ul)

Tagman Universal Master Mix Il 25.0 pl
TagMan Gene Assay (Primerler) 2.5 ul

cDNA + RNAaz free water (40 pl) 22.5 ul
Total Hacim 50.0 pl

Tablo 3. 4. Applied Biosystems Real Time-PCR i¢in Kullanilan Program

Enzim Enzim
PCR
Inkiibasyonu  Aktivasyonu

Sikluslar (40 siklus)

DNA
Islem HOLD HOLD Primerlerinin
Denatiirasyon
Baglanmasi
ve Uzamasi
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2:00 10:00 00:15 1:00
Hacim (ul) 20 ya da 50 pl

3.4.4. Real Time- PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Real Time PCR’de, esik degeri dongiisii (Threshold Cycle, CT) veya crossing
points (Cp) degerleri arasindaki farkliliklar 6liiliirek’®, analiz edilen genin ekspresyon
diizeyleri belirlenir. CT degeri; reaksiyon floresan sinyalinin esik degerini gectigi dongii

degeridir ve gen ekspresyonundaki anlamli artisin oldugu ilk noktay1 belirtir’,
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Gergeklestirilen deneyde, ACp yontemi kullanilarak Postn, Aktl ve pAktl
genlerinin ekspresyon diizeyleri belirlendi. Asagidaki formiil kullanilarak Sonuglar
degerlendirildi:

ACp= Cp hedef gen- Cp referans gen
AACp= ACp (muamele edilen)- ACp (kontrol)
Ratio= 27 44C

3.5. Immunositokimyasal Prosediir

Flasklara hiicre ekimi yapildi. Hiicrelerin konfluent olmasi beklendi. Flask
yiizeyini tamamen kaplayan hiicreler tripsin ile muamele edilerek kaldirildi.15°lik falkon
tiiptine alinan hiicreler 125 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi1 dokiilerek tiipte
kalan pelletin tizerine medyum eklendi.

3.5.1. Hiicrelerin Lamda Cogaltilmasi
1. Cover glass camlar, 3 saat hiicre boyunca class II tip biyogiivenlik kabini igerisinde
ultraviyole 151k altinda sterilizasyon islemine tabi tutuldu.

2. Sterilize edilen cover glass camlar 24 kuyucuklu platelere yerlestirildi.

3. Plate’lere her kuyucukta 5x10* hiicre ve 3’er tekrarli olacak sekilde ekim yapild.

4. 37°C ve %5 CO?i inkiibatorde hiicreler konfluent oluncaya kadar birakild.

5. Konfluent olduktan sonra kuyucuklara Withaferin A (2 uM ve 4 uM) uygulamasi
yapildi.

6. Kontrol grubuna Withaferin A uygulanmadi.

7. Immunositokimyasal boyama igin 24 ve 48. saatlik gruplar igerisinde Postn, Aktl,
pAktl ve Withaferin A’nin 2 uM ve 4 uM dozlari kullanildi ve kontrol gruplartyla birlikte
toplam 18 ayr1 grup olusturuldu.

8. Daha sonra tiim gruplardaki hiicrelere fiksasyon islemi uygulandi
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3.5.2. Fiksasyon
1. Fiksasyon amaciyla platelerdeki medyum uzaklastirilmadan once hiicrelerin yiizeyini
kaplayacak sekilde 300-400 ul %4’liikk paraformaldehit platelere eklendi ve 2-3 dk
beklendi. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi dokiildii. Tekrar 300-400 pl %4 lik
paraformaldehit platelere eklendi ve 30 dk fikse edildi.
2. 30 dk sonra fiksatif platelerden uzaklagtirildi.
3. PBS ile 2 kez yikand.

3.5.3. Immunperoksidaz boyama teknigi
1. PBS ile yikanan camlar iizerine, 5 damla %3 ’liikk H2O2 soliisyonu damlatild1 ve endojen
peroksitlerin bloklanmasi i¢in 5 dakika beklendi.
2. Camlar, 2 kez PBS ile yikandi.
3. % 0,1 Triton X-100-PBS soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyonda, plate igerisindeki
camlar 5 dakika bekletildi. Permeabilizasyon (gegirgenlik) ve intraselliiler protein tespiti
icin bu basamak 6nemlidir.
4. Camlar, 2 kez PBS ile yikandi.
5. Uzerine non-spesifik baglanmalarin oniine gecmek icin 5 damla %1 BSA-PBS
(bloklama) soliisyonu damlatild1 ve 5-6 saat +4°C’de bekletildi.
6. Primer antikorlar, iireticinin talimatlar1 dogrultusunda [(Postn Antibody (1/500), Aktl
Antibody (1/500) ve pAktl Antibody (1/100)] antibody diluent ile diliie edilerek
plate’lere uygulandi. Plate’ler +4 oC buzdolabina yerlestirildi ve 24 saat bekletildi.
7. Siire sonunda primer antikor uzaklastirildi.
8. Camlar, 2 kez PBS ile yikandi.
9. Camlara, 5 damla sekonder antikor (komplement) soliisyonu damlatildi.
10. Plate’ler inkiibatore yerlestirildi ve 15 dakika boyunca bekletildi.

11. Komplement plate’lerden uzaklastirildi.
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12. Camlar, PBS ile 2 kez yikandi.

13. Camlara, 5 damla (HRP) konjugeli streptavidin biotin damlatilarak inkiibator
icerisinde 15 dakika bekletildi.

14. Horseradish peroksidaz soliisyonu camlardan uzaklastirildi.

15. Camlar, 2 kez PBS ile yikandi.

16. Taze DAB soliisyonu hazirlandi ve herbir cam tizerine 100 pl damlatilarak karanlik
ortamda 3 dakika bekletildi.

17. DAB soliisyonu camlardan uzaklastirildi ve camlar, 2 kez PBS ile yikandu.

18. Mayer’s Hematoksilen damlatilarak 5 dakika bekletildi.

19. Camlar, daha sonra %70 ve %100’liik alkol serilerinden gegirildi.

20. Kuyucuklarin igindeki camlar ¢ikarilarak dereceli ksilolden gegirildi.

21. Hebir camin tizerine entellan damlatilarak ters ¢evrildive lamlara yapistirildi.

Sekil 3. 7. Kontrol, 2Wit. A ve 4Wit. A gruplarina ait immiinositokimyasal boyamay1
gOsteren preparat

22. Hazirlanan preparatlar bilgisayar destekli ve kamera eklentili Olympus BX51 (Japan)

marka mikroskop ile incelendi ve fotograflari ¢ekildi.

3.5.4. Mikroskobik inceleme ve Fotograflama

Her bir preparattta rastgele 10 alan incelendi ve immiinopozitif boyanmanin
derecesi degerlendirildi. Bu arada immiinopozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi ve

boyanma yogunlugunun degerlendirildigi immiinoreaktivite skorlama (IRS) islemi
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gergeklestirildi”™’®. Ortalama IRS degerleri herbir grup igin hesapland1 ve kaydedildi.
Immiinoreaktivite skoru, pozitif boyanan hiicrelerdeki boyanma yogunlugunun ¢arpimi
derecesi ile pozitif boyanan hiicre ylizdesinin ¢arpimu ile hesaplandi (Tablo 3.5).

Tablo 3. 5. Immiinoreaktivite Skor (IRS)

Pozitif Boyanan Hucre Pozitif Boyanma IRS
Yuzdesi Yogunlugu
0 (Pozitif hiicre yok) 0 (Boyanma yok) 0-1 (Negatif)
1 (Pozitif hiicre %10’un 1 (Hafif Boyanma) 2-3 (Hafif)
altinda)

2 (Pozitif hiicre %10-50 2 (Orta Dereceli Boyanma)  4-8 (Orta)

arasinda)

3 (Pozitif hiicre %51-80 3 (Siddetli Boyanma) 9-12 (Siddetli Pozitif)
arasinda)

4 (Pozitif hiicre %80’in

iizerinde)

IRS (Pozitif Boyanan Hiicre Yuzdesi X Pozitif Boyanma Yogunlugu ): 0-12

3.5.5. istatistiksel Analiz

Hiicre canlilik testinde (MTT) Brown-Forsythe and Welch’s ANOVA testi
kullanilds. Istatistiksel veriler Prism 8 yazilim (GraphPad) programu ile analiz edildi.

Yara c¢izik deneyi calismamizda Image J bilgisayar programi ile fotograflar
¢ekildi. Hiicre ¢ogalmasi ile zaman arasindaki iliski basit linear regression testi ile analiz
edildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda 2 way ANOVA ile GraphPad programi
kullanilarak grafikler elde edildi.

Real-Time PCR ¢alismamizda one-way ANOVA ile istatiksel veriler elde edildi.
Veriler ortalama + Standart sapma olarak ifade edildi. Karsilastirmalarda p<0.0001 igin

* ve p< 0,05 igin ** degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Testi Bulgular

Calismamizda Withaferin A’nin hiicre canliligi ve proliferasyonu tiizerine olan
etkisi, hiicrelere 100 uM, 10 uM, 7,5 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1 uM ve 0,1 uM dozlarda
Withaferin A uygulanarak degerlendirildi. Calisma sonucunda LD 50 degeri 4 uM, LD
20 degeri 2 uM bulundu. Ayrica 0,1 uM kontrol Withaferin A uygulanan hiicrelerin
canliligini etkilemezken doz arttik¢a hiicre canliliginin ve proliferasyonunun giderek
azaldig1 belirlendi (Sekil 4.1). Ozellikle 7,5 uM dozunda Withaferin A uygulanan grupta
hiicrelerdeki proliferasyon kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiiktii (P<0.001).
Hiicre proliferasyonundaki azalma artan Withaferin A dozlarinda daha belirgin ve bu
dozdan itibaren diger gruplardaki azalma kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak

anlamliydi (P<0.001). (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

120-

Canlilik (%)

100 10 75 5 25 1 O

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 1. MTT Testine gore Withaferin A'nin Canlilik (%) ve Konsantrasyon
(M) grafigi
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Sekil 4. 2. MTT testine gore Withaferin A'nin Canlilik degerlerinin Log (M)
grafigi

4.2. Yara Cizik Deneyi Bulgular:

Olusturulan yara ¢izik modelinde MTT testi sonucunda uygulanan Withaferin
A’nin hiicre ¢cogalmasi ve proliferasyonu tlizerindeki etkisi degerlendirildi. Bu ¢izik testi

ile olusturulan boslugun ¢ogalan hiicrelerin migrasyonuyla kapatilan alanin derecesi

degerlendirilmektedir.

Kontrol grubunda 24. saatten itibaren yara alaninin kapanmaya basladigi 48.

saatte ise yara alaninda belirgin bir daralma oldugu gézlendi (Sekil 4.3).

0. Saat
=

12, Saat
7 e \

24, Saat 36, Saat 48, Saat
T Ly 7 b 2 i

Sekil 4. 3. Yara iyilesmesi testi kontrol ve 2Wit. A uygulanan hiicrelerin farkl
saatlerdeki goriiniimii X4
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Withaferin A’nin hem 2 uM hem de 4 uM uygulanan gruplarinda ise olusturulan
¢izik alanmin kapanmadigi izlendi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Bu durum bize Withaferin

A’nin hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu belirgin sekilde 6nledigini gosterdi.

0. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
~ A 7 e % 7 } 3 x T |

o i

Kontrol

Wit-A

Sekil 4. 4. Yara iyilesmesi testi kontrol ve 4Wit. A uygulanan hiicrelerin farkli
saatlerdeki goriiniimii X4

4.2.1. Withaferin A’min Hiicre Canlhh@ icin Yara lIyilesmesi Testinin
Degerlendirilmesi

Yara ¢izik deneyinde elde edilen veriler istatistiksel olarak karsilastirildiginda
kontrol ve 2Wit. A grubu arasinda 36. saate kadar anlamli bir fark yokken (p>0,05), 36.
saat ile 48. saatler arasinda belirgin bir fark mevcuttu (p<0,0001). Ayrica 12, 24, 36 ve
48. Saatlerde, kontrol ve 4Wit. A grubu arasinda arasinda anlamli farkliliklar belirlendi
(p<0,0001). Kontrol grubumuzda hiicre proliferasyonu gerceklestigi i¢in R? degeri 1° e
yakin olarak hesaplandi ve istatistiksel olarak sonu¢ anlamli olarak degerlendirildi. Bu
durum hepatoseliiler kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu onledigi ve hatta
durdurdugunu géstermektedir. Withaferin A gruplarinda ise R? degeri 1’den uzaklastig
igin istatistiksel olarak sonug¢ anlamli olarak degerlendirildi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) ve

Withaferin A’nin antikanser etkisi belirlenmis oldu.
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Sekil 4. 5. Kontrol grubu ile 2Wit. A grubu arasinda yara iyilesmesi (%) ve
zaman grafigi (Sa) (p<0,0001 istatistiksel olarak anlamliydi ve * seklinde gosterildi)
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Sekil 4. 6. Kontrol grubu ile 4Wit. A grubu arasinda yara iyilesmesi (%) ve
zaman grafigi (Sa) (p<0,0001 istatistiksel olarak anlamliydi ve ****** geklinde

gosterildi)

4.2.2. Yara Alaninin Degerlendirilmesi

Yara alami degerlendirildiginde 0. saatten baslayarak 48. saate kadar kontrol

grubunda yara alaninin kapandigi ancak Withaferin A uygulanan gruplarda yara alaninin
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acildig tespit edildi. Bu agilma 2Wit. A grubunda ise daha belirgin olarak izlendi (Sekil
4.3). Yara alan1 olgiileri istatistiksel olarak karsilastirildiginda, R? derecesi 1’e yakin
oldugu hesaplandi ve kontrol grubundaki kapanma ve zaman arasinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif yiiksek bir korelasyon oldugu belirlendi (p<0,0001) (Sekil 4.7 ve Sekil

4.8).

w
|

* *
] [ B
(\1\ § i i
£ %7 Y = 0.002667*X + 2.218
z R?=0,07392
= -
8
<
©
5 17
>
0 L] I L] I T I T I T I
0 12 24 36 48 60
Zaman (Sa)

Kontrol --®-- 2Wit-A

Sekil 4. 7. Kontrol ve 2Wit. A grubuna ait yara alan1 (mm?) ve zaman grafigi
(Sa) (p<0,0001 istatistiksel olarak anlamliydi ve * seklinde gosterildi)
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Sekil 4. 8. Kontrol ve 4Wit. A grubuna ait yara alan1 (mm?) ve zaman grafigi
(Sa) (p<0,0001 istatistiksel olarak anlamliydi ve * **: *** geklinde gosterildi)

4.2.3. Hiicre Go¢ Hizinin Degerlendirilmesi

Yaptigimiz ¢alismada yara ¢izik testi ile kontrol ve Withaferin A’nin 2 uM ve 4
uM dozlarmi uyguladigimiz gruplarda yara alaninin kapanmasi 24 ve 48. saatlerde invert
mikroskop altinda incelendi. 48. saate kadar kontrol grubu alanmin kapanmasinin
gerceklestigi ancak Withaferin A verilen gruplarda kapanmanin meydana gelmedigi
izlendi. Biitiin gruplarda yara alanindaki hiicre gd¢ hiz1 hesaplandi. Bu islemde Image J
programindan yararlanildi ve grafigi ¢izildi.

Istatistiksel olarak elde ettigimiz verileri karsilastirdigimizda hiicrelerin yara
bolgesindeki go¢ hizinin 48. saatte kontrol grubunda Withaferin A’nin 2 uM olarak
uyguladigimiz gruptan daha fazla oldugu ve bu farkin anlamli oldugu belirlendi
(p<0,0001) (Sekil 4.9). 0. saatten 48. saate kadar hiicrelerin gé¢ hiz1 agisindan kontrol
grubu ile 4Wit. A uygulanan grup karsilastirildiginda, kontrol grubunda gd¢ hizi daha

fazlayd: ve istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,0001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 9. Kontrol grubu ve 2Wit. A grubu arasinda hiicre go¢ hiz1 (um/Sa) ve
zaman (Sa) grafigi (p<0.0001 istatistiksel olarak anlamliyd:r ve * seklinde gosterildi)
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Sekil 4. 10. Kontrol grubu ve 4Wit. A grubu arasinda hiicre go¢ hizi (um/Sa) ve
zaman (Sa) grafigi (p<0.0001 istatistiksel olarak anlamliydi ve * ve ** geklinde
gosterildi)

4.3. Real Time PCR i¢cin Bulgular
HepG2 hiicrelerinde Postn ve Aktl primerlerinin gen ekspresyon diizeylerini
Real-Time PCR ile belirlemek amaciyla hiicrelerimizin oncelikle flaska ekimi yapildi.

Hiicreler konfluent olunca tripsin ile muamele edilerek kaldirildi ve 24 kuyucuklu
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platelere ekim yapildi. Konfluent olunca 24. ve 48. saatlerde kontrol grubu olarak
belirlenen kuyucuklara Withaferin A uygulamasi yapilmadan, belirlenen diger
kuyucuklara 2 uM ve 4 uM Withaferin A uygulamasi yapildi, siireler sonunda hiicreler
kaldirilarak RNA izolasyonu yapildi ve Q-PCR cihazi ile ¢alisma tamamlanarak Postn ve
Aktl primerlerine ait gen ekpresyon diizeyleri 6l¢iildii, analiz edildi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Ik 24 saatte Postn geni ekspresyonunda 4 uM dozda Withaferin A uygulanan
grupta belirgin sekilde azalma oldugu ancak bu azalmanin kontrol grubuna kiyasla
anlamli olmadig1 (p>0,05) tespit edildi. Ayrica 48. saatteki hiicrelerdeki Postn geni
ekpresyonunun da 24. saatteki kontrol ve 4Wit. A gruplarina gore yiiksek oldugu
belirlendi. 24 ve 48 saatlik gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda da gruplar arasindaki

farkin anlamli olmadig: belirlendi (p>0,05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4. 11. Kontrol, 2Wit. A ve 4 Wit. A uygulanan gruplarda 24. ve 48. saatlerdeki
Postn geni ekspresyon grafigi

HepG2 hiicrelerinde Aktl’in gen ekpresyon degerleri 24. saatte Withaferin A

uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla azalmis olarak belirlendi. Ancak Aktl gen
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ekspresyon degerlerindeki diisiis istatistiksel olarak anlamlilik arz etmiyordu (p>0,05).
48. saatte ise Withaferin A uygulanan gruplardaki Aktl’in ekspresyon disiikligii ¢ok

belirgindi ve kontrole kiyasla anlamliydi (p<0,05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12. Kontrol, 2Wit. A ve 4Wit. A uygulanan gruplarda 24. ve 48. saatlerdeki
Aktl gen ekpresyon grafigi (p<0.05 istatistiksel olarak anlamliydi ve ** seklinde
gosterildi)

4.4. Immiinositokimyasal Boyama Bulgular
HepG2 hiicrelerinde Postn, Aktl ve pAktl primerlerinin immiinositokimyasal
boyama sonuglarinin pozitifliginin degerlendirilmesi i¢in immiinoreaktivite skorlama ile

hesaplama yapildi.

4.4.1. HepG2 hiicrelerinde Periostinin Immiinositokimyasal Boyama
Bulgulan

Calismamizda periostin ile boyanan hiicreler 151k mikroskobunda incelendiginde
24, saatte kontrol grubunda yogun bir imiinositokimyasal boyanma mevcuttu (Sekil 4.13).

Withaferin A uygulanan gruplarda da boyanmanin yogunlugu kontrol grubu ile benzerlik
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gosteriyordu (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). Hiicreler 48. saatte degerlendirildiginde ise
kontrol grubunda yogun boyanmanin oldugu (Sekil 4.17), Withaferin A’nin 2 uM
verildigi grupta zayif bir immiinositokimyasal boyanmanin oldugu (Sekil 4.18) ve
Withaferin A’nin 4 uM verildigi grupta ise yogun bir boyanmanin varligi (Sekil 4.19)
dikkat ¢ekiyordu.

Gruplara ait 24 saat IRS degerlerine ait grafik Sekil 4.16°de gosterildi. 24. saatte
kontrol ve Withaferin A gruplart arasinda anlamli bir fark goriilmezken (p>0,05), 48.
saatte 2 uM Withaferin A uygulanan grupta IRS degeri anlamli bir sekilde disiiktii
(p<0,01). Withaferin A’nin 4 uM uygulandigi grupta ise skor yine yiiksekti ve kontrol

grubuyla karsilastirildiginda aradaki fark anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 4.20).

Sekil 4. 13. Kontrol grubuna ait HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik Periostinin 1s1k
mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 14. Withaferin A’nin 2 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG?2 hiicrelerinde
24 saatlik Periostinin 1s1k mikroskobu goriintiisii X20

Sekil 4. 15. Withaferin A’nin 4 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
24 saatlik Periostinin 1s1k mikroskobu goriintiisii X20

47



i Boyanma yok

% Hafif Boyanma

Orta Boyanma

o Siddetli Boyanma

IRS Degeri

Sekil 4. 16. Kontrol grubu, Withaferin A’nin 2 uM ve 4 uM dozlarinin uygulandigi 24
saatlik gruplarda Periostinin IRS degerlerini gosteren grafik

Sekil 4. 17. Kontrol grubuna ait HepG2 hiicrelerinde 48 saatlik Periostinin 1gik
mikroskobu goriintiisii X20



Sekil 4. 18. Withaferin A’nin 2 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
48 saatlik Periostinin 1sik mikroskobu goriintiisii X20

Sekil 4. 19. Withaferin A’nin 4 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
48 saatlik Periostinin 1sik mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 20. Kontrol grubu, Withaferin A’nin 2 uM ve 4 uM dozlarinin uygulandig: 48
saatlik gruplarda Periostinin IRS degerlerini gosteren grafik

4.4.2. HepG2 hiicrelerinde Akt1’in Immiinositokimyasal Boyanma Bulgulari

Aktl proteininin immiinositokimyasal olarak boyandigi HepG2 hiicreleri
degerlendirildiginde 24. saatte kontrol ve 2Wit. A grubunda yogun bir boyanma
gozlenirken (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22), Withaferin A’nin 4 pM dozunun uygulandig
grupta boyanma yogunlugunun belirgin sekilde azaldigi goriildii (Sekil 4.23). IRS
degerleri agisindan kontrol ile 2Wit. A grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degilken (p>0,05) (Sekil 4.24), 4Wit. A grubu ile arasinda ki fark anlamliyd: (p<0,01)
(Sekil 4.24). 48. saatte ise Withaferin A’nin hem 2 uM ve 4 uM uygulandig1 gruplarda
kontrol grubuna kiyasla zayif bir immiinositokimyasal boyanma oldugu belirlendi (Sekil
4.25, Sekil 4.26 ve Sekil 4.27). Kontrol grubu ile 2Wit. A ve 4Wit. A gruplari arasinda
IRS degerleri agisindan istatistiksel olarak belirgin bir fark vardi (p<0,01 ve p<0,01)

(Sekil 4.28).
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Sekil 4. 21. Kontrol grubuna ait HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik Aktl' in 151k mikroskobu
goriintiisi X20

Sekil 4. 22. Withaferin A’nin 2 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
24 saatlik Aktl' in 151k mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 23. Withaferin A’nin 4 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
24 saatlik Aktl' in 151k mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 24. Kontrol grubu, Withaferin A’nin 2 uM ve 4 uM dozlarinin uygulandigi 24
saatlik gruplarda Aktl'in IRS degerlerini gosteren grafik
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Sekil 4. 25. Kontrol grubuna ait HepG2 hiicrelerinde 48 saatlik Aktl' in 151k mikroskobu
gorlintiisi X20

Sekil 4. 26. Withaferin A’nin 2 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
48 saatlik Aktl" in 151k mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 27. Withaferin A’nin 4 uM dozunun uygulandig1 gruba ait HepG2 hiicrelerinde
48 saatlik Aktl' in 151k mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 28. Kontrol grubu, Withaferin A’nin 2 uM ve 4 uM dozlarinin uygulandigi 48
saatlik gruplarda Akt1'in IRS degerlerini gosteren grafik

4.4.3. HepG2 hiicrelerinde pAkt1’in Immiinositokimyasal Boyama Bulgulari

pAktl proteininin immiinositokimyasal olarak boyandigi HepG2 hiicreleri

degerlendirildiginde 24. saatte kontrol ve 2Wit. A grubunda yogun bir boyanma

gozlenirken (Sekil 4.29 ve Sekil 4.30) Withaferin A’nin 4 puM dozunun uygulandigi
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grupta boyanma yogunlugunun belirgin sekilde azaldigi gorildii (Sekil 4.31). IRS
degerleri agisindan da kontrol grubu ile 2 Wit. A grubu arasinda fark yokken (p>0,05)
(Sekil 4.32), 4Wit. A grubu ile arasinda ki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01)
(Sekil 4.32). 48. saatte ise kontrol, 2Wit. A ve 4Wit. A gruplarinda benzer bir
immiinositokimyasal boyanma yogunlugu izlendi (Sekil 4.33, Sekil 4.34 ve Sekil 4.35).
IRS degerleri acisindan da kontrol grubu ve Withaferin A gruplari arasinda anlamli bir

fark tespit edilmedi (p>0,05) (Sekil 4.36).

Sekil 4.29. Kontrol grubuna ait HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik pAKtl' in 1g1k
mikroskobu goriintiisii X20

55



Sekil 4. 30. Withaferin A’nin 2 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
24 saatlik pAktl' in 151k mikroskobu goriintiisii X20

Sekil 4. 31. Withaferin A’nin 4 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
24 saatlik pAktl' in 151k mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 32. Kontrol grubu, Withaferin A’nin 2 uM ve 4 uM dozlarinin uygulandigi 24
saatlik gruplarda pAktl'in IRS degerlerini gosteren grafik

Sekil 4. 33. Kontrol grubuna ait HepG2 hiicrelerinde 48 saatlik pAktl' in 151k
mikroskobu goriintiisii X20
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Sekil 4. 34. Withaferin A’nin 2 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
48 saatlik pAktl' in 151k mikroskobu goriintiisii X20

Sekil 4. 35. Withaferin A’nin 4 uM dozunun uygulandigi gruba ait HepG2 hiicrelerinde
48 saatlik pAktl' in 151k mikroskobu goriintiisii X20

58



IRS Degeri

Boyanma yok
Hafif Boyanma
Orta Boyanma

Siddetli Boyanma

Sekil 4. 36. Kontrol grubu, Withaferin A’nin 2 uM ve 4 uM dozlarinin uygulandigi 48
saatlik gruplarda pAkt1'in IRS degerlerini gosteren grafik

59



5. TARTISMA

Kanser son zamanlarda diinya c¢apinda yayilan ve uygulanan ¢egitli tedavi
protokollerine ragmen tedavinin tam olarak gerceklesmedigi, psikolojik, sosyal ve
ekonomik yonden insanlar1 etkileyen 6nemli bir saglik sorunudur’’. Bu durum kanser
tedavilerinde yeni ajanlarin arastirilmasini, kanserin tedavisi ve metastazin énlenmesi
amaciyla farkli projeler gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.

Karaciger kanseri diinyadaki en yaygin kanserler arasinda besinci ve kanser
Oliimleri olarak da tgiincii siradadir. Karaciger kanseri prognozu koétii olan kanserler
arasindadir. Sagkalim orani ise %S5'ten azdir. Karaciger kanser hastalarinin biiyiik
cogunlugu hepatoseliiler kanserdir’®®. Hepatoseliiler kanser tekrar niikse etmeye yatkin
olan kanserlerdendir’®. Hepatoseliiler kanser i¢in kronik HBV, HCV enfeksiyonlari ana
risk faktorleridir’ 8%, Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi Hepatoseliiler kanserde de erken
tan1 cok onemlidir®.

Hepatoseliiler kanser tedavisinde uygulanan pek ¢ok tedavi yontemi mevcuttur.
Bu yontemler hastanin klinik durumuna, kitlenin lokalizasyonuna ve biiyiikliigiine,
metastaz yapip yapmadigina bagli olarak farkliliklar gostermektedir. Cerrahi rezeksiyon,
radyofrekans ablasyon, karaciger nakli, transarteriyel kemoembolizasyon ve sistemik
kemoterapi ana tedavi segeneklerinden bazilaridir®®,

Erken evredeki hastalarda parsiyel hepatektomi yontemi ile sadece Kkitlenin
cikarilmasi ile kiir saglanabiliyorken, ileri evrelerde 6zellikle karaciger fonksiyonlar
bozulmus metastatik hastalarada karaciger transplantasyonuna dahi ihtiyag
duyulabilmektedir. Kemoterapi ve radyoterapi Hepatoseliiler kanser tedavisinde
kullanilan diger yontemler olup bu tedavilerde de yan etkilerin fazla olmasi, hasta

konforunu ve hastanin yasam kalitesini olumsuz olarak etkilemektedir. Son yillarda
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popiiler olan immiinoterapide ise maliyetin yiiksek olmasi uygulanabilirligini

azaltmaktadir®%-8!,

Hepatoseliiler kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ileri evre Hepatoseliiler
kansere kars1 sadece smurli etkinlik gostermektedir ve ¢ogu hasta 6nemli yan etkilerle
sadece hafif bir sagkalim yararina sahiptir®. Ileri evre Hepatoseliiler kanser hastalarmin
tedavisinde kullanilan sorafenibe kars1 hastalarda zamanla ilaca karsi direng
gelismektedir®®. Mevcut HSK tedavilerinin uygulanmasindaki zorluklar nedeniyle daha
etkili stratejiler gelistirmeye ve yeni tedavi protokolleri olusturulmasina acil ihtiyag
duyulmaktadir. Gergeklestirdigimiz tez calismasinda, bircok ozelligi olan withaferin
A’nin hepatoseliiler kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu iizerindeki etkisini
ve withaferin A uygulamasinin tiimdr metastazinda ve EMG’de 6nemli bir role sahip olan
periostin lizerine nasil bir etkisi oldugunu arastirdik. Bu amagla da, RT-PCR ydntemi ile
periostin ve Aktl gen ekpresyon diizeyleri, immiinositokimyasal olarak da periostin,
Aktl ve pAktl proteinlerinin ekspresyonlarini analiz ettik.

Withaferin A, Solanace familyasina ait®, Withania somniferadan ekstrakte edilen
ve anti-kanserojen etkiye sahip olan bir vitaloiddir. Withania somnifera genis spektrumlu
farmakolojik etkinlik gosteren bir bitkidir ve basaril bir sekilde gesitli tibbi hastaliklarin
tedavisi i¢in Ayurvedik tip pratiginde kullanilmistir®®, Ayni zamanda yapilan bir
calismada Withaferin A’nin antienflamutuar etkisinin yanisira kanser hiicreleri tizerinde
sitotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir®®. Bitkinin aktif bilesenlerinden olan
Withaferin A’nin toksisitesinin diisiik seviyelerde oldugu gdézlemlenmistir®®. Withaferin
A’nin epilepsi ve depresyon gibi hastaliklarda da iyilestirici etkisi bulunmaktadir®.
Alzheimer hastalig1 iizerine yapilan bir caligmada Withaferin A’nin hastaligi inhibe edici
aktiviteler gosterdigi belirtilmistir®?. Yapilan baska bir calismada beyin bozukluklar:

olarak degerlendirilen alzheimer, huntington, parkinson ve sizofreni gibi hastaliklarda
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farmakolojik etki olarak 6nemli bir yer tuttugu vurgulanmistir®®, Biz de ¢alismamizda
Withaferin A’nin HepG2 kanser hiicreleri tizerindeki olasi olumlu etkisini molekiiler
diizeyde ve immiinositokimyasal olarak arastirdik.

Calismamiza baslarken Oncelikle Withaferin A’nin  hangi dozlarda etkin
olabilecegini belirledik ve Withaferin A’nin farkli dozlarini hiicrelerimize uygulayarak
MTT Testi yaptik. Yaptigimiz bu teste gére LD 50 degerini 4 uM ve LD 20 degerini ise
2 uM olarak belirledik. Calismamizda kullanilan dozlar Hui-Liang Zhang ve ark. ve Lin
ve ark. ile uyumlu iken, Srivastava ve ark.’in yaptigi calisma ile farklilik
gostermekteydi® %,

Lin ve ark.’mn akciger kanseri hiicreleri lizerinde yaptiklar1 calismada Withaferin
A’nin  kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir®®. Ayrica Oh ve ark., 16semi U937 hiicrelerinin Withaferin A ile 24 saat
tedavi edildigi calismada Withaferin A’nin hiicre canliligini doza bagl bir sekilde
azalttigin1 belirlemislerdir®’. Aliebrahimi ve ark. da Withaferin A’nin pankreatik kanser
kok hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini rapor etmisler®®. Akciger kanseri (A549)
hiicreleri ve osteosarkom (U20S) hiicrelerinde yapilan baska iki caligmada da Withaferin
A’nin distik dozlarinda kanser hiicrelerinin motilitesini azaltarak hiicre gogiiniin
engellendigi belirtilmistir®®. Caliymamizda yaptigimiz yara ¢izik deneyinde Withaferin
A’nin uygulandig1 gruplarda yara alaninin hem 24 hemde 48. saatlerde kapanmadigi
belirlendi. Bu durum Withaferin A’nin HepG2 kanser hiicrelerinde proliferasyonu ve
migrasyonu azalttigin1 gostermektedir.

Withaferin A’nin antikanser 6zelligi ile ilgili bir¢cok ¢alisma yapilmis olmakla
birlikte etki mekanizmas: ile ilgili calisma sayis1 azdir'®. Withaferin A’nin antikanser
Ozelliklerinin olusmasinda gesitli sinyal yolaklari1 rol oynamaktadir. Withaferin A’nin

apoptozu indiikleyerek hiicre proliferasyonunu azalttigi belirtilmektedir. Withaferin
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A’nin FOX03a, Bax, Notch-4 aktivasyonu, p53 indiiksiyonu, mikrotiibiil boliinmesini ve
ROS iiretimini artirma gibi yolaklar araciligiyla apoptozu artirdigi ifade edilmektedir.
Ayrica Notch-1, Atk/JINK, PARP ve STAT3'i bloke ederek de kanser hiicrelerinin
cogalmasini engelledigi rapor edilmistir®. Biz de ¢alismamizda hiicre proliferasyonunda
ve migrasyonunda belirledigimiz azalmanin periostin, Akt ve pAkt ile iliskisini arastirdik.

Periostin (Postn), hiicre ile hiicre dis1 mikro ortamlar1 arasindaki iletisime aracilik
eden bir hiicre proteinidir. Yarali dokularda, tiimor stromasinda ve enflamatuar
bolgelerde eksprese edilen fakat yetiskin normal dokularinda bulunmayan periostin gii¢lii
bir pro-anjiyojenik faktdrdiir®®. Yapilan calismalarda periostinin metastatik dokularda
kanserle iligkili fibroblastlar tarafindan salgilandigi ortaya konulmustur. Ayrica
Periostinin karaciger metastatik nisinde yiiksek oranda eksprese edildigi ve dolayisiyla
kolon kanserinin karaciger metastazin1 destekledigi, hiicre sagkalimini ve Akt yolagi
araciligiyla anjiyogenezi artirdig1 gosterilmistir®® 101,

Periostin, PIBK/AKT ve fokal adezyon kinazi (FAK) ile iligkili ¢esitli hiicre ici
sinyal yollaklarimin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerinin
epitelyal-mezenkimal gecisinde 6nemli rol oynayan periostin ayrica kanser hiicrelerinin
metastaz yapmasinda, lenfanjiyogenez, anjiyogenez siireglerinde ve hiicre digt matrisin
yeniden modellenmesinde de rol oynamaktadir'®2,

Ayrica Makita ve ark. ise yaptiklari bir caligmada, bronsial diiz kas hicrelerinde
IL-13 indiiksiyonundan 24 ve 48 saat sonra, periostinin mRNA ekspresyonunu artirdigini
gostermislerdir ve ve bu artisin JAK/STAT6, ERK1/2 ve PI3K/AKT yolaklar1 araciligiyla
gergeklestigini rapor etmislerdir!®,

Yaptigimiz ¢aligmada, periostinin mRNA ekspresyonu 4 uM verilen grupta 24.

saatte azalmis olarak belirlendi. 48. saatte de azalma olmasina ragmen 24. saate kiyasla

fazlaydi ve bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli degildi. 48. saatteki bu yiiksekligin
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Withaferin A’nin gen ekspresyonu tizerindeki etkinliginnin giderek azalmis olmasindan
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Bu durum bize Withaferin A’nin tekrarlayan dozlarda
verilmesinin gen ekspresyonunu baskilama agisindan gerekli olabilecegini diistindiirdii.
Ayrica immiinositokimyasal olarak boyanan hiicrelerde periostinin immiinoreaktivitesini
gosteren IRS degeri Withaferin A verilen 48 saatlik grupta diisiik olarak tespit edildi.

Bu durum, Withaferin A’nin periostin tizerindeki etkisini erken donemden ziyade
ge¢ donemde gosterdigi ve etkinin devam edebilmesi i¢in de tekrarlayan uygulamalara
ithtiya¢ duyuldugu seklinde yorumlandi. Withaferin A’nin periostin iizerindeki inhibe
edici bir etkisinin olmasi bize azalan periostinin hepatoseliiler kanser hiicrelerinde hem
proliferasyonu hem de migrasyonu azalttigini diistindiirdii.

Yapilan bir caligmada eksojen periostinin, over kanserinde EMG'yi ve metastazi
integrin aracili PI3K/Akt yolunun aktivasyonu yoluyla destekledigi ve periostinin bloke
edilmesi {lizerine bu kanser hiicrelerinin gociiniin ve metastazinin 6nemli Olcilide
korundugu rapor edilmistirt®,

Periostin timorijenik aktivitesini, AKT/PKB ya da FAK-aracili sinyal yolaklarini
aktiflestirerek gostermektedir. Boylece kanser hiicrelerinde hiicre sagkalimi, EMG
anjiyogenezi, invazyon ve metastazin artmasina yol agar'®.

Periostin, FAS1 alan1 yoluyla hedef hiicrelerin yiizeyindeki integrin av3, av5
ve abB4'e baglanir ve hiicre i¢indeki ¢coklu sinyal yollarini aktive eder. Periostinin, ¢esitli
timorlerde Akt fosforilasyonu yoluyla tiimériin ilerlemesini destekledigi bildirilmistir'®.
Yapilan birgok ¢alismada osteoblastlar, normal ve kanser hiicreleri gibi pek¢ok hiicrede
AKT, PI3K ve FAK sinyal yolaklarmin aktivasyonu ile periostin iliskilendirilmistir'®’.
Periostin karaciger kanseri hastalarinin biiyiikk ¢ogunlugunda eksprese edilir ve yiiksek
ekspresyonu kotli prognoza isaret eder. Tiimorlerin metastazinda 6nemli bir rol oynar.

HepG2 ve HUH-7 hiicrelerinde periostinin protein ekspresyon seviyesi de yiiksektir ve
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periostinun sinyal yollar1 arasinda Akt ve fokal adezyon kinaz (FAK), dnemli bir yer tutar.
Bir Akt kinazi olan AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), AP-2a'y1 aktive
edebilir'%,

Suman ve ark. epitelyal mezenkimal gegisin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan
AKT aktivitesinin Withaferin A tarafindan inhibe edildigini ve AKT'nin neden oldugu
agresif timor biiytimesini 6nemli 6l¢ilide bastirdigini belirtmislerdir. Ayrica epitelyalden
mezenkimale ge¢is markerlarini asagi dogru diizenleyerek hiicre proliferasyonu, gogii ve
istilastnin inhibisyonuna yol actigin1 gdstermislerdir®,

Oh ve ark. Withaferin A’nin pulmoner epitalyel hiicrelerde Akt’nin
fosforilasyonunu inhibe ettigini gdstermislerdir'®. Bir diger calismada insan metastatik
kanser Caski hiicrelerinde Withaferin A’nin Akt’yi inhibe ederek tiimor invazyonu ve
metastazin1 kontrol edebilecegi belirtilmistir''®. Wang ve ark. da insan meme kanseri
hiicrelerinde Withaferin A’nin, diisiik dozlarda Akt’nin aktivasyonunu ortaya ¢ikardigini,
ancak daha yiiksek dozlarda Akt sinyalini inhibe ettigini belirtmislerdir*'!. Baska bir
caligmada da Aliebrahimi ve ark. Withaferin A ile tedavi edilen pankreatik kanser kok
hiicrelerinde Akt gibi ilgili proteinlerde azalma oldugunu bulmuslardir®®. Periostinin,
PI3K/AKT ve Wnt/B-katenin sinyal yollar1 aracilifiyla timor metastatik biiytimesini
destekledigi belirtilmektedir'!?,

Yaptigimiz caligmada Real-Time PCR ile yaptigimiz analiz sonucunda Aktl’in
gen ekspresyon diizeylerinin 2 uM ve 4 uM dozlarinda Withaferin A verildiginde belirgin
bir sekilde azaldigi tespit edildi. Yine immiinositokimyasal olarak da Withaferin A
verilen gruplarda Aktl proteinin immiinoreaktivitesinin azaldigi goézlendi. Boylece
Withaferin A’nin Aktl’i inhibe etmek suretiyle kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve
migrasyonunu azaltmis olabilecegi diisiliniildii. Yaptifimiz ¢alismada pAktl’e ait IRS

degerlerinin 24. saatte Aktl’e benzer sekilde azaldigi izlendi. Ancak bu azalma 48. saatte
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izlenmedi. Bu durum ise Withaferin A’nin doz tekrar1 yapilmasi gerektigi seklinde
yorumlandai.

Immiinositokimyasal boyama sonucu Withaferin A’nin 48. saatlik uygulamasinda
Periostinin ve Aktl’in kontrol grubuna gore azalmasi birbiriyle iligkili olduklarini
gostermektedir.

Yapilan bir ¢alismada periostin seviyesinin saglikli kalp dokularinda ¢ok diisiik
oldugu ancak hasarli kalp dokusunda arttigi belirtilmistir. Periostinin hiicre-matriks
sinyal yolagina, hiicrelerin canli kalma yeteneklerine ve EMG’ye aracilik ederek

113

fonksiyon gosterdigi belirtilmektedir Baska bir calismada periostinin, kolon

kanserinde kanseri tesvik eden bir molekiil oldugu ve periostinin inhibisyonunun EMG'yi
baskilayabilecegi gosterilmistir''4.

Periostin hiicre dis1 bir matris proteinidir ve meme kanserinde EMG kétii
prognozu ile iliskilendirilmis, periostinin yikilmasinin ise timor hiicrelerinin asiri
biiyiimesini ve istilasini inhibe ettigi bildirilmistir'™®,

Yapilan bir ¢alismada kolon kanserinde periostin hiicre i¢i sinyallesme igin,
AKT/PKB yoluyla hiicre sagkalimini artirdigi ve kolon kanserinin metastatik bitytimesini
tesvik ettigi rapor edilmistir'®. Baska bir galismada ise kolanjiokanser hiicrelerinde
periostinin PI3K yolunun aktivasyonu yoluyla pAKT'yi indiikledigi gosterilmistir'®,

Insan kanserlerinde en sik aktive olan sinyal yolu Akt tarafindan diizenlenen
yoldur. pAktl (Ser473), Aktlin fosforile edilmesinden sorumludur. pAktl’in
fosforilasyonu, Aktl'in kinaz aktivitesini daha da arttirir'!’. Yapilan bir ¢alismada p-
Aktl'in asir1 ekspresyonunun mukozal melanomlarda bagimsiz bir prognostik belirte¢

oldugunu ve sinonazal melanomlarda 6nemli Ol¢iide yukari regiile edildigini ayni

zamanda meme, gastrik ve 6zofageal skuamoz hiicreli karsinomlarda olumsuz sonuglarla
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iliskilendirildigini gostermislerdir'’®. Baska bir ¢alismada da pAktl'in insan mide

kanserlerinde asir1 eksprese edildigini bildirmislerdir!*®.

Yaptigimiz ¢alismada, bir¢cok 6zelligi olan withaferin A’nin, hepatoseliiler kanser
hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu {izerindeki etkisini ve withaferin A
uygulamasinin tiimor metastazinda ve EMG’de 6nemli rol oynayan periostin araciligiyla
gergeklestirmiz olabilecegini belirledik. Periostin, Akt ve pAkt molekiillerinin hem
immiinohsitokimyasal olarak hem de RT-PCR ile analizleri sonucunda elde ettigimiz
bulgular bize, bu molekiillerin azaldigini1 gosterdi. Yaptigimiz calisma, Withaferin A’nin
EMG {izerinde 6nemli rol oynayan periostini azalttigini, azalan periostinin de hem hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunu Onledigini hem de EMG’yi engelledigini
gostermektedir. Yani Aktl ve pAktl’in azalmasi da, periostinin bahsettigimiz etkisini Akt
aktivasyonu araciligiyla gerceklestirdigini desteklemektedir.

Elde ettigimiz bulgular 1s18inda, withaferin A’nin hepatoseliiller kanser
vakalarinda hem EMG’nin azalmasi hem de hiicre proliferasyonu ve migrasyonunun
azalmasi ile tedavi edici etkisi olabilecegini diisinmekteyiz. Withaferin A’nin,
hepatoseliiler kanser tedavisinde kullanilabilecek olmasi, hastalarin konforunu artiracak
ve psikolojik agidan daha iyi hissetmelerini saglayabilecektir. Bununla birlikte hastalar is
ve sosyal hayatlarina devam edebileceklerdir. Ayrica ¢alismamizin, gelecekte bu konuda

yapilacak ¢alismalara ve arastirmacilara yol gosterecegine inanilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez c¢alismamizda Withania somniferadan elde edilen, antikanser vb gibi
Ozellikleri bulunan, farmakolojik ve ayurvedik tip tedavisinde kullanilanilan Withaferin
A’y1 kullandik. Bu maddeyi kanser teshislerinde kotii prognoz belirteci olarak goriilen ve
tiimoriin metastaz yapmasinda énemli rol oynayan periostin iizerine etkisini gostermek
amaciyla hepatoseliiler kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu tizerindeki
etkisini kanser hiicre hatlarindan biri olan HepG2 (ATCC ® HB-8065 ™) kanser
hiicrelerine uyguladik.

Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda elde ettigimiz MTT verilerine gore LD 20
(2uM) ve LD (4uM) hiicre viabilite degerlerini bulduk. Yara ¢izik deneyine gore de
uyguladigimiz Withaferin A dozlarinimn (2uM ve 4uM), kanser hiicrelerinde
proliferasyonu ve migrasyonu Onledigini tespit ettik. Real-Time PCR ve
immiinositokimyasal boyama ¢alismalarina gore de Withaferin A’nin Akt1’i inhibe ettigi,
periostinin ve Aktl’in kontrol grubuna gore azalmasinin birbiriyle iligkili olduklarini ve
hepatoseliiler kanser hiicrelerinde hem proliferasyonu hem de migrasyonu azalttig
sonuglarina vardik.

Elde ettigimiz olumlu sonuglar bize Withaferin A’nin hepatoseliiler kanser
vakalarinda tedavi edici etkisinin olabilecegini, kanser tedavilerinde kullanilan
kemoterapatik ilaglarin yan etkilerini azaltabilecegini ve kanser hastalarinin psikolojik,
ekonomik ve sosyal yonden olumlu sekilde etkilenebileceklerini ayrica sagkalim siiresini
artirabilecegini diislindiirdii.

Ancak Withaferin A’nin bagka sinyal mekanizmalariyla farkli kanser

hiicrelerindeki roliiniin belirlenmesi de gelecekte daha da degerli olacag: kanatindeyiz.
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