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KiNURENIK éSiT VE KiNALDIK ASIT’IN iNs_AN }(ARAcic‘;lj:R KAN.SERi
(HepG2) HUCRE HATTINDA in vitro ANTITUMORAL ETKILERININ
ARASTIRILMASI
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Doktora Tezi, Eyliil 2019
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OZET

Kintirenik asit (KA) bir triptofan yolagi metaboliti olup, KA’nin dehidroksilasyonu
sonucunda Kinaldik asit (KINA) olusur. KA, ayn1 zamanda glutamat reseptdrlerinin
endojen bir antagonisti olup, glutamat antagonistlerinin antiproliferatif potansiyele sahip
olduklar1 Dbelirtilmektedir. Glutamat reseptorlerinden NMDA reseptoriiniin ~— alt
birimlerinin ise hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde bulundugu gosterilmistir. Bu
calismada insan karaciger kanseri (HepG2) hiicrelerinde KA ve KINA’nin tek baslarina
ve sentetik glutamat antagonisti MK-801 ile birlikte antitimoral etkileri molekiiler
diizeyde ilk kez arastinlmistir. Bu amacla, KA, KINA, MK-801’in ve
kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin canlilig1 ve proliferasyonu tizerindeki etkileri;
MTT ve BrdU analizleri ile tespit edilmistir. Bu maddelerin PI3K/Akt ve FoxO sinyal
yolaklar1 ile hiicre donglisii ve apoptozda goérev yapan gen ve protein diizeylerine
etkileri ise sirasiyla RT-gPCR (Bax, Bcl-2, FasL, Bim, Kaspaz-9, Kaspaz-3 ve p21) ve
Western blot (PI3K, Akt, PTEN, p-PTEN, FOXO1, FOX03a, TXNIP ve p27) analizleri
ile belirlenmistir. Calisma sonucunda, KA, KINA ve MK-801’in hiicre canliligini %50
inhibe eden konsantrasyonlarinin HepG2 hiicrelerinde DNA sentezini de etkili sekilde
inhibe ettigi goriilmiistiir. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina HepG2 hiicrelerinde
daha yiiksek konsantrasyonlarda gostermis olduklari antiproliferatif etki, kombinasyon
uygulamas: ile daha diigiik konsantrasyonlarda elde edilmistir. Ayrica, HepG2 hiicreleri
iizerindeki antiproliferatif aktivitelerinde, KA, KINA, MK-801 ve kombinasyon
gruplarinin  farkli hiicresel yolaklar1 izledigi goriilmistir. Tek basina KA ve
KINA+MK-801 kombinasyonunun HepG2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkilerini  karsilikli  olarak FoxO ve PI3K/Akt sinyal yolaklar1 iizerinden
gerceklestirdikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antitiimoral aktivite, HepG2, Kinaldik asit, Kiniirenik asit
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INVESTIGATION OF THE in vitro ANTITUMORAL EFFECTS OF
KYNURENIC ACID AND QUINALDIC ACID IN HEPATOCELLULAR
CARCINOMA (HepG2) CELL LINE.

Pinar ATALAY DUNDAR
Erciyes Universitesi, Institue of Health Sciences
Medical Faculty, Department of Medical Biology
Doctorate Thesis, September 2019
Supervisor: Prof. Dr. N. Nalan IMAMOGLU SiRVANLI

ABSTRACT

Kynurenic Acid (KA) is a metabolite of tryptophan pathway and as a result of
dehydroxylation of KA, Quinaldic Acid (QINA) is formed. KA is also an endogenous
antagonist of glutamate receptors and glutamate antagonists have been indicated to have
antiproliferative potential. On the other hand, subunits of the NMDA receptor which is
one of the glutamate receptors, have been shown to be found in hepatocellular
carcinoma cells. Therefore, in this study the antitumor effects of KA and QINA alone
and in combination with synthetic glutamate antagonist MK-801 in human liver cancer
(HepG2) cells were investigated for the first time at the molecular level. For this
purpose, the effects of KA, QINA and MK-801 and their combinations on viability and
proliferation of HepG2 cells were determined by MTT and BrdU analyses. Effects of
these chemicals on PI3K/Akt and FoxO signalling pathways as well as cell cycle and
apoptosis were analysed in gene and protein levels were determined by RT-qPCR (Bax,
Bcl-2, FasL, Bim, Caspase-9, Caspase-3 ve p21) and Western blot (PI3K, Akt, PTEN,
p-PTEN, FOXO1, FOX03a, TXNIP ve p27) respectively. As a result of the study, KA,
QINA and MK-801 concentrations that inhibit cell viability up to 50% have been shown
to effectively inhibit DNA synthesis in HepG2 cells. The antiproliferative effect of KA,
QINA and MK-801 alone in HepG2 cells at higher concentrations was obtained at lower
concentrations by combination application. In addition, KA, QINA, MK-801 and
combination groups were observed to follow different cellular pathways in their
antiproliferative activities on HepG2 cells. It was determined that the antiproliferative
effects of KA alone and QINA+MK-801 combination on HepG2 cells were carried out
via FoxO and PI3K/Akt signalling pathways, respectively.

Keywords: Antitumoral activity, HepG2, Quinaldic acid, Kynurenic acid
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, diinyada 6liim nedeni olarak kalp damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer
almakta olup, insan saglig1 i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Wang ve ark, 2017).
Hepatoseliiler Karsinoma (HSK) ise, en sik goriilen karaciger kanseri olup, diinyada en
stk goriilen kanserler icerisinde 6. sirada, kanserle iliskili 6liimlerde ise 3. sirada yer
almaktadir. HSK’nin molekiiler patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla
birlikte, karaciger tiimorii olusumuna neden olan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasinin hastaligin tani ve tedavisinde oldukg¢a 6nemli oldugu belirtilmektedir
(El-Serag ve Rudolph, 2007).

Giliniimiizde, HSK’nin tedavisinde cerrahi tedavi ilk tercih olmakla birlikte, yiiksek
postoperatif niiks orani ve diislik rezeksiyon oraninin cerrahi tedavide karsilasilan en
onemli sorunlar oldugu belirtilmektedir (Wang ve ark, 2017). HSK’nin tedavisinde
kullanilmakta olan kemoterapétik ilaglarin ise, yiiksek toksisite gdstermeleri, secici
olmamalari, yetersiz dagilim ve ¢oziiniirliige sahip olmalar1 gibi ¢esitli sebeplerden
dolay1r etkilerinin sinirli oldugu belirtilmektedir (Zhou ve ark, 2016). Tim bu
nedenlerden dolayi, kemoterapdtiklerin bu olumsuz etkilerini azaltmaya yonelik, anti-
timor etkinlikleri yliksek olan yeni ve daha giiglii anti-timdr ajanlart veya ilag
kombinasyonlarinin gelistirilmesi gerektigi belirtilmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalar da HSK’nin gelisiminin 6nlenmesinde molekiiler hedefli yeni tedavi
ajanlarinin gelistirilmesi tizerine yogunlasmistir (Crissien ve Frenette, 2014). Sonug
olarak, HSK’nin tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilecek olan yeni
kemoterapotiklerin  kanser hiicrelerinde hiicre sag kalimi ve hiicre 6liimii sinyal

yolaklarinda gorev yapan molekiiler mekanizmalar1 hedeflemesi olduk¢a 6nemlidir.

Cesitli  bitkilerde dogal olarak bulunan bazi molekiillerin insan kanserlerinin
onlenmesinde oldukca etkili oldugu bilinmektedir. Bu dogal kanser baskilayic1 ya da

kanser Onleyici molekiillerin diisiik toksisiteye sahip oldugu ve tedavi sirasinda



hastalarin agrilarin1 azaltabildigi belirtilmektedir. Bununla birlikte, bitkilerde dogal
olarak bulunan bu molekiillerin kanser tedavisindeki etkinliginin sentetik ilaglara gore
daha diisiik oldugu, ancak bu molekiillerin farkli kombinasyonlarinin kanser tedavisinin
etkinligini biiyiik dl¢lide artirdigr bildirilmektedir (Jiang ve ark, 2017; Wang ve ark,
2017). Bu nedenle, kanser tedavisinde farkli tipteki dogal kanser baskilayicilarin uygun

kombinasyonlariin kesfedilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Triptofan insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen esansiyel bir amino asit olup, besin
yolu ile alinmasi gerekmektedir (Chung ve Gadupudi, 2011). Memelilerde diyetle alinan
triptofanin biliyiik cogunlugu, kiniirenin yolagi vasitasiyla metabolize edilmektedir.
Kiniirenin yolagi metabolitlerinin hiicre iletisimi ve sagkalimu ile ilgili birgok siirecte rol
oynadiklari, 6zellikle de bu metabolitlerden Kiniirenik Asit (KA) ve Kinaldik Asit
(KINA)’in konsantrasyon seviyelerine bagli olarak belirli fizyolojik ve patolojik etkilere
sahip olduklar bildirilmektedir (Walczak ve ark, 2011).

KA’nin, birgok doku, fizyolojik sivi, cesitli bitki ve gida maddelerinde bulundugu
bildirilmistir (Walczak ve ark, 2014a). KA iceren bitki ve gida {iriinlerinin tiiketimi ile
KA’nin intestinal liimenden absorbe edilerek kan dolasimi yoluyla periferal organlara
tasindigl, oOzellikle karaciger ve bobrekteki KA konsantrasyonlarinin mikromolar
seviyelere ulasmis oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu dokulardaki KA igeriginin uzun siire
muhafaza edilebildigi de yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Turski ve ark, 2009).
KA’nin ayn1 zamanda antiinflamatuar ve antioksidan ozelliklere sahip oldugu
belirtilmektedir (Turski ve ark, 2014). Tiim bunlara ek olarak KA, iyonotropik glutamat
reseptorlerinin  dogal endojen bir antagonistidir ve glutamat antagonistlerinin
antikanserojen potansiyele sahip olduklart belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2014b).
Yapilan ¢esitli calismalarda sentetik bir glutamat antagonisti olan MK-801’in ¢esitli
kanser hiicre hatlarinda in vitro antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Rzeski ve ark, 2002; Yamaguchi ve ark, 2013; Malsy ve ark, 2015). Iyonotropik
glutamat reseptorleri, yapisal benzerliklerine ve onlar1 aktive eden sentetik agonistlere
gore NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri olmak {izere 3 c¢esittir (Stepulak ve ark,
2009). Glutamat reseptorlerinin ¢esitli kanser hiicre tiplerinde bulundugu bilinmektedir
ve NMDA reseptor alt birimlerinin hepatoselliiler karsinoma dahil olmak {izere bir ¢cok
kanser hiicre hattindaki varligr gosterilmistir (Li ve ark, 2012; Stepulak ve ark, 2014).
KA, NMDA reseptoriiniin glisin ko-agonist bolgesinin rekabet¢i blokorii olarak islev



goriir ve ayni1 zamanda iyonotropik glutamat reseptorlerinin tim alt tiplerinin genis
spektrumlu bir antagonistidir. Yapilan bir calismada, siganlara intragastrik olarak
uygulanan KA’nin ince barsaklardan emilerek kan dolasimiyla karaciger ve bobrege
tasindig1 ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun NMDA reseptorleri ve glutamat
reseptOrlerinin alt birimleri ile etkilesime girmesi i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir
(Turski ve ark, 2009) Bu nedenle, hem hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde NMDA
reseptor alt birimlerinin bulunusu, hem de KA’nin kan dolasimi yoluyla karacigere
taginmast ve karacigerde bulunan NMDA reseptdrlerinin alt birimleri ile etkilesime
girmesi icin yeterli konsantrasyona ulasabildiginin goriilmesinden dolayi, KA’nin HSK

hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisinin degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir.

KA’nin kanser hiicre proliferasyonundaki roliine iliskin yapilan ¢calismalarda da KA’ nin
hiicre biiyiimesi, DNA sentezi ve hiicre gociinii engelleyerek, ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda antiproliferatif aktivite sergiledigi gosterilmistir. Ancak bu aktivitenin
molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Walczak ve ark, 2014a). Sonug
olarak, KA’nin bir¢ok gida iiriiniinde bulunmasi, intestinal limenden absorbe edilerek
kan dolagimina ge¢mesi, periferal organlara iletilmesi, antiinflamatuar ve antioksidan
ozellikler sergilemesi, KA’ nin kanser tedavisinde potansiyel terapotik bir ajan olarak
kullanilabilme olasiligint desteklemektedir. Bu sebeple, KA’ nin kanser hiicrelerindeki
antiproliferatif aktivitesinin molekiiler mekanizmasinin agiga ¢ikarilmasi biiyiik 6nem

tasimaktadir.

KINA ise vyapisal olarak KA’ya benzeyip, kiniirenin yolaginda KA’nin
dehidroksilasyonu sonucu olusan bir diger metabolittir (Kaihara ve Price, 1962).
Yapilan caligmalarda intestinal floranin da KINA iiretimine katkida bulundugu
gosterilmistir (Gal ve Sherman, 1978). KA ile olan yapisal benzerliginden ve insan
organizmasinda dogal olarak bulunusundan dolayr KINA nm antitiiméral potansiyelinin
degerlendirilmesi de olduk¢a dnemlidir. Literatiirde KINA nin antitiiméral potansiyeli
ile ilgili ¢ok az sayida calisma bulunmakta olup, bu galismalarda KINA’nin antitiiméral
aktivitesinden sorumlu olabilecek hiicre dongiisii mekanizmalarinin ve hiicre dliimiine
neden olan potansiyel sinyal yolaklarmin arastirilmasi gerektigi bildirilmistir (Langner
ve ark, 2015, 2019).

Literatiirde, KA ve KINA nin cesitli kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile

bu aktivitelerden sorumlu olan potansiyel sinyal yolaklari iizerindeki etkileri ile ilgili



yapilmis ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Walczak ve ark, 2011, 2012a, 2012b,
2014a, 2014b). Bununla birlikte, literatiirde KA ve KINA’nin insan karaciger kanseri
tizerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilamamistir.
Bu amagla, tez ¢alismas1 kapsaminda, KA ve KINA’nin insan karaciger kanseri hiicre
hatt1 (HepG2) iizerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile PI3K/Akt ve FOXO sinyal
yolaklar1 iizerinden hiicre dongiisii ve apoptoza etkileri molekiiler diizeyde ilk kez
arastirlmistir. Bunun igin, KA ve KINA’nin HepG2 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi ve
gelisiminde 6nemli roller oynayan PI3K/Akt ve FOXO sinyal yolaklari ile hiicre
dongiisii ve apoptozda gorev yapan gen ve proteinlerin transkripsiyon ve ekspresyon
diizeylerine etkileri sirasiyla RT-qPCR (p21, Bax, Bcl-2, FasL, Bim, kaspaz-3 ve
kaspaz-9) ve western blot (PI3K, PTEN, p-PTEN, Akt, Foxol, Foxo3a, p-27, TXNIP)

analizleri ile belirlenmistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda ayrica, KA ve KINA’nm sentetik bir glutamat antagonisti
olan MK-801 ile birlikte kombinasyonlari HepG2 hiicrelerine uygulanarak bu
maddelerin birlikte (KA+MK-801 ve KINA+MK-801) etkileri tek baslarma olan
etkileriyle karsilagtirilmistir. Boylece, HepG2 hiicre hattinda sentetik glutamat
antagonisti olan MK-801’in dogal glutamat antagonisti olan KA ile veya KA’ya yapisal
olarak benzeyen KINA ile birlikte kombinasyonlarinin daha giiclii bir antitiimoral etki

gosterip gostermeyeceginin belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatoselliiler Karsinoma

Hepatoseliiler karsinoma (HSK), en sik goriilen primer karaciger tliimoriidiir ve diinya
capinda yilda 1 milyon insanin Oliimiine neden olmaktadir. Giderek artan siklikta
goriilmeye baslayan HSK’ya, genellikle ileri evrede tan1 konulmaktadir (Befeler ve di
Bisceglie, 2002). Diinyada en yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda 6. sirada, kanser
kaynakli 6liimlerde ise 3. sirada yer almaktadir. Cogunlukla kronik karaciger hastaligi

ve siroz ge¢misi olan hastalarda goriilmektedir (Forner ve ark, 2012).

Tedavi kanserin bulundugu asamaya gore degismektedir. Bununla birlikte, hastaligin
tanisinin genellikle ileri evrede konulabilmesinden dolayi ileri evredeki HSK hastalari
icin etkin bir tedavinin oldukc¢a gii¢ oldugu belirtilmektedir. Hastalifin erken tani ve

tedavisinin saglanmasi amactyla sik tarama ve hasta takibi onerilmektedir (Gomaa ve

Waked, 2017).

2.1.1. Hepatoselliiler Karsinomanin Risk Faktorleri ve Epidemiyolojisi

HSK insidans1 cografi bolgelere, etnik gruplara ve cinsiyete bagl olarak degismektedir.
HSK vakalarmin %80’inden fazlas1 Sahra Alt1 Afrika ve Dogu Asya gibi gelismekte
olan tilkelerde bulunmaktadir. Kuzey Avrupa ve Amerika gibi gelismis iilkelerde ise bu
oranin daha az oldugu belirtilmektedir (E1-Serag ve Rudolph, 2007). HSK gelisiminde
cesitli risk faktorleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda kronik hepatit C viriisii (HCV)
enfeksiyonu, kronik hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonu, alkol tiiketimi, non-alkolik
stetohepatit (NASH), siroz, sigara kullanimi, diyabet, fazla kilo alimi ve aflatoksin

maruziyeti bulunmaktadir (Maucort-Boulch ve ark, 2018).

Cografi bolgeye gore biiyiik oranda degisen HSK epidemiyolojisi, 6zellikle hepatit B ve
C gibi altta yatan hastaliklarin epidemiyolojisindeki farkliliklar sebebiyle tam olarak
aciklanamamaktadir. Buna bagli olarak yasa 0Ozgii insidans da diinyanin farklh

bolgelerine gore degismektedir. HSK’nin diinya genelinde goériilme sikliginin, kadinlara



oranla erkeklerde daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Sherman, 2010). Bati
toplumlarinda HCV, NASH ve alkol tiiketimine bagli HSK’ya daha sik rastlanirken,
dogu toplumlarinda HBV ve aflatoksine bagli HSK daha sik goriilmektedir (Bardakei ve
ark, 2019).

Bat1 diinyasinda, kronik alkol kullanimi ve NASH, siroz i¢in 6nemli oldugu kadar
kronik hepatit C icin de onemli etiyolojik faktorlerdir. Kronik hepatit C hastalarinin
yaklasik %20’sinin ise, 20-30 yillik enfeksiyondan sonra siroz gelistirecegi tahmin
edilmektedir. Siroz gelistikten sonra kronik karaciger hasarindan dolay1 kanser riskinin
de belirgin bir sekilde arttig1 belirtilmektedir. Siroz asamasinda HSK gelisme riskinin
%3 ila 4 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, kronik viral hepatitin
HSK gelisimi ile nisbeten daha az iligkili oldugu belirtilmektedir. Diinya genelinde
HSK vakalarinin  %50’sinden  fazlasinin  ise kronik HBV enfeksiyonundan
kaynaklandig1 bildirilmistir. Asya iilkelerinde, sirozu olmayan kronik hepatit B
hastalarinda yillik HSK gelisme riski ise %0.5 olarak bildirilmistir. Siroz olmayan
kronik hepatit C’nin HSK gelisimine yol agip agmayacagi ise tam olarak
bilinememektedir (Peck-Radosavljevic 2010). Tirkiye’de ise HSK’nin goriilme
sikliginin ileri yas ve kronik hepatit hastaliklara bagli olarak hizla artis gosterdigi
bildirilmektedir. Kronik HBV ve kronik hepatit D virlisi (HDV) enfeksiyonlarinin
tilkemizde HSK gelisimindeki en 6nemli etiyolojik faktdrler oldugu belirtilmektedir
(Yalgin ve ark, 2013).

2.1.2. Hepatoselliiler Karsinogenezin Molekiiler Mekanizmasi

Hepatokarsinogenez, ¢ok sayida molekiiler anormallikle sonuglanan karmasik ve c¢ok
asamal1 bir stiregtir (Thomas ve ark, 2008). Bu sebeple hepatokarsinogenezi indiikleyen
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasinin HSK’nin tedavisi agisindan olduk¢a onemli

oldugu belirtilmektedir (E1-Serag ve Rudolph, 2007).

Hepatokarsinogenez kronik karaciger hasari ile yakindan iliskili olup, bu yakin iliski
hiicrelerin boliinmesiyle artan genetik degisikliklerin hiicresel transformasyona yol
acmast ve bunun sonucunda karacigerde kanser gelisimine neden olmasi ile
agiklanmaktadir. Insan HSK’larinda da kromozom kopya sayisi degisiklikleri ve
translokasyonlarin olduk¢a yaygin oldugu bildirilmektedir. Hepatokarsinogenez ile

iligkili en yaygin durum ise, kronik karaciger hastaliina bagli uzun siireli sirozdur.



Kronik karaciger hastalig1 sirasinda HSK riskinin diisiik oldugu, bununla birlikte siroz

asamasinda bu riskin katlanarak arttig1 belirtilmektedir (El-Serag ve Rudolph, 2007).

HSK gelisimindeki ana mutasyonlar, tiimor baskilayici bir gen olan p53 ve B katenini
kodlayan CTNNB1 genini icermektedir. CTNNB1 mutasyonunun baskin olarak HCV
iligkili HSK’da goriildiigi belirtilmektedir. Diger mutasyonlarin ise daha az siklikta
gorildiigi bildirilmektedir. 1q, 6p, 8q, 17q ve 20q’daki kromozomal amplifikasyonlar
ile 4q, 8p, 11q, 13q, 16q ve 17p’deki delesyonlar yaygindir ve énemli onkogenleri ve
timor baskilayicilart etkilerler. Hastalarin %5-10’unda, 6p21 (Vaskiiler Endotelyal
Biiylime Faktorii A [VEGFA]) ve 11q13°te (siklin D1) yiiksek seviye amplifikasyon
tanimlanmistir.  HSK’daki epigenetik degisiklikler ise yeterince tanimlanamamis
olmakla birlikte, RASSF1, SOCS1, E-kaderin gibi tiimor baskilayicilarin susturuldugu
ve MYC gibi onkogenlerin yeniden aktiflestigi gosterilmistir (Villanueva ve ark, 2007).

HSK gelisiminde yukarida belirtilen degisiklikler sonucunda hiicre sagkalimi ve
proliferasyonu ile ilgili cesitli sinyal yolaklar1 aktive edilmektedir. Proliferasyon ile
ilgili sinyal yolaklarinda gorev alan epitel biiylime faktorii reseptorii ve Ras sinyalleri
HSK’larin %50’sinden fazlasinda aktif durumdadir. Diger taraftan, tiimor baskilayict
PTEN’in (fosfataz ve tensin homologu) etkisiz hale getirilmesi veya fosfoinositid-3-
kinazin mutasyonlari nedeni ile mTOR (rapamisinin memeli hedefi) yolunun yukari akig
sinyali karaciger kanserlerinin %40-50’sinde bozulmustur. Benzer sekilde, insiilin
benzeri biiylime faktorii reseptorii 1 Sinyali, erken agamadaki HSK’larin %20’sinde
aktiftir. Bununla birlikte erken asamadaki HSK’da hepatosit biiyiime faktorii ile c-MET
yolaklarindaki diizensizlikler de yaygin goriilen bir durumdur. HSK’larin {icte birinde
ise, Wnt sinyal yolagmin; transkripsiyon faktorii B-katenini kodlayan gendeki
mutasyonlar, Wnt reseptorlerinin asir1 ekspresyonu veya E-kaderin inaktivasyonu
sonucunda aktif oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, HSK yiiksek derecede
vaskiilarize bir kanser olup VEGFA, Angiopoietin 2 ve fibroblast biiyiime faktorii
sinyalleri ile anjiyojenik aktivite gostermektedir (Forner ve ark, 2012). Yapilan cesitli
calismalarda, kanser hiicresi biiyiimesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan ve
timor baskilayict olarak bilinen FoxO sinyal yolaginda gorevli transkripsiyon
faktorlerinin de karacigerde hiicre ¢ogalmasi ve metabolizmasi i¢in olduk¢a Snemli

oldugu gosterilmistir (Adachi ve ark, 2007; Gross ve ark, 2008).



2.1.3. Hepatoselliiler Karsinomanin Tedavisi

HSK erken asamada teshis edilirse, cerrahi olarak rezeksiyon veya karaciger
transplantasyonu ile kiiratif olarak tedavi edilebilicegi belirtilmektedir. Bununla birlikte,
HSK’l1 hastalarin ¢ogunda hastalik ileri seviyede oldugundan ve altta yatan bir
karaciger fonksiyon bozuklugu mevcut oldugundan, hastalarin sadece %151 kiiratif
tedavilere uygundur ve genellikle medyan sagkalim siireleri de 1 yildan az olan kotii bir
prognoza sahiptir. Diger taraftan HSK’nin tedavisinde; radyofrekans ablasyonu,
mikrodalga ablasyonu, perkiitan etanol enjeksiyonu, transarteriyel kemoembolizasyon,
radyo-embolizasyon, kriyoablasyon, radyasyon terapisi, stereotaktik radyoterapi,
sistemik kemoterapi ve molekiiler hedefli tedaviler gibi diger bazi tedavi yontemleri de

mevcuttur (Crissien ve Frenette, 2014).

HSK’nin tedavisinde ¢ok az sayidaki kemoterapdtik ajanlar giivenilir HSK antitiimor
yanit1 ile iliskili bulunmustur. Kemoterapi sistemik veya bdlgesel olarak
uygulanabilmekte olup, bolgesel kemoterapi intra-arteriyel tedaviyi igermektedir.
Sistemik kemoterapi de ise, hastalarin tipik olarak %25’ten az yanitla tedaviye diisiik

cevap verdikleri belirtilmektedir (Befeler ve di Bisceglie, 2002).

2.1.3.1. Hepatoselliiller Karsinomanin Tedavisinde Kullanilan Antikanser Ajanlar

ve Yan Etkileri

Sitotoksik ve hormonal ajanlari igeren sistemik tedavilerin, HSK’l1 hastalara ya ¢ok az
fayda sagladig1 ya da hi¢ fayda saglamadigi belirtilmektedir. Giliniimiizde Sisplatin,
Doksorubisin, 5-Florourasil (5-FU) ve Sorafenib hepatokarsinogenezin tedavisinde tek
baslarina veya kombinasyon halinde kullanilan ana kemoteropdtiklerdendir. HSK,
kemoterapiye direngli bir tlimordiir ve bir¢ok sebepten dolayr kemoterapi ileri evredeki

HSK’11 hastalarda rutin olarak kullanilamamaktadir (Vogel ve ark, 2018).

Doksorubisin antrasiklin yapida bir antibiyotik olup, HSK terapilerinde kemoterapotik
bir madde olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Doksorubisin’in antineoplastik
mekanizmasi, esas olarak topoizomeraz II inhibisyonuna ve DNA zincirlerinin arasina
girmesine dayanmaktadir. Boylece, hiicre biiyiimesini durdurarak kanser hiicrelerinin
oliimiine yol agtigi belirtilmektedir (Zhong ve ark 2019). Doksorubisinin HSK’daki
diisiik terapdtik etkisinin, ¢oklu ila¢ direnci (MDR) mekanizmalarindan kaynaklandig:

varsayllmaktadir (de Verdiere ve ark, 1997).



Sisplatin, cesitli kanser tiirlerini tedavi etmek icin kullanilan platin bazli bir kemoterapi
ilact olup, hiicre i¢inde DNA’ya baglanarak ¢apraz bag olusturan bir platin kompleks
icermektedir. Bu ¢capraz baglanma, DNA’ya zarar verir ve bunun sonucunda DNA tamir
mekanizmalart devreye girer. Onarim mekanizmalar1 da zarar gordiiglinde ise apoptoz
vasitastyla hiicre o6limii tetiklenir (Li ve ark, 2016). Diger yaygin kemoterapdtik
maddelere benzer sekilde, sisplatinin de hepatotoksisite, nefrotoksisite, noro-toksisite ve
ototoksisite gibi ¢ok fazla sayida yan etki sergiledigi belirtilmektedir (Zhong ve ark,
2019).

5-FU, kanser tedavisinde, ozellikle kolorektal kanserde yaygin olarak kullanilan bir
antimetabolit ilagtir. Timidilat sentazin yarismasiz inhibitoriidiir ve metabolitlerini RNA
ve DNA’ya dahil eder. Hiicrenin iginde, 5-FU farkli sitotoksik metabolitlere doniisiir.
Hiicrenin DNA sentezleme yetenegini bloke ederek hiicre dongilisii durdurur ve
apoptozu indiikler. 5-FU, spesifik olarak deoksitimidilat (dTMP) sentezini inhibe eder.
Bunun sonucunda hizla boélinen kanserli hiicreler, dTMP olmadan timinsiz Oliime
giderler. Bunun yani sira, 5-FU’nun hiicrede rRNA islemesi icin gerekli olan eksozom
kompleksinin aktivitesini de inhibe ettigi bilinmektedir (Li ve ark, 2016). Bununla
birlikte, 5-FU hematolojik ve gastrointestinal toksisiteler dahil olmak tizere gesitli ciddi
yan etkilere sahiptir (Yamaguchi ve ark, 2008).

Bir tirozin kinaz inhibitorii (TKI) olan Sorafenib’in ileri evre HSK’da kullanimi 2007
yilinda onaylanmigtir. HSK’11 hastalarin ¢ogunun Sorafenib’e hemen cevap vermelerine
ragmen, daha sonra bu hastalarin ilaca kars1 direng gelistirmeleri nedeniyle etkinlik
kayb1 yasadiklar belirtilmektedir. Bununla birlikte, hastalarin %20 ila 38’inin de yan
etkilerden dolay:1 ilact kullanmay1 biraktiklar1 bildirilmektedir. Sorafenib’in, ciltle
iligkili toksisiteler, hipertansiyon, proteiniiri, diyare, sitopeni gibi yan etkilerinin yant
sira, tromboembolizm, kanama ve bagirsak perforasyonu gibi hayati tehdit eden bir¢ok

ciddi yan etkilerinin bulundugu belirtilmektedir (Crissien ve Frenette, 2014).

lleri evre HSK’l1 hastalarda birinci basamak tedavisi olarak yapilan faz II ve faz III
calismalarinda diger TKi’lerden sunitinib, linifanib, brivanib, dovitinib veya
sorafenib’in erlotinib ile kombinasyonlari uygulanmis ve bu kombinasyonlardan higbiri
sorafenib kadar etkili bulunamamistir (Gomaa ve Waked, 2017). Diger taraftan
Lenvatinib, ileri evre HSK’da ilk asama tedavi olarak iimit verici sonuglar gostermistir

(Kudo, 2017). Lenvatinib, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Reseptorii 1-3°1i, Fibroblast
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Biiyime Reseptorii 1-4°1, trombosit kaynakli biliylime faktorii reseptoriinii, trombosit
kaynakli biiyiime faktorii reseptoriinii, RET ve KIT genlerini hedefleyen oral bir
TKi’dir. Lenvatinib ile gdzlenen en yaygm yan etkilerin ise hipertansiyon, diyare,

anoreksi, kilo kayb1 ve yorgunluk oldugu belirtilmektedir (Gomaa ve Waked, 2017).

Sonug olarak, HSK tedavisinde kullanilmakta olan kemoterapétik ilaglarin ciddi yan
etkilere sahip olmalari, hastada ilag direnci gelistirmeleri, yiiksek toksisite gostermeleri,
secici olmamalari, yetersiz dagilim ve c¢oziinlirlige sahip olmalar gibi ¢esitli
nedenlerden dolay1 etkileri sinirli kalmaktadir. Bu sebeple, anti-tiimor etkilerini en {ist
diizeye ¢ikarmak ve kemoterapdtiklerin bu olumsuz etkilerini azaltmak i¢in, yeni ve
daha etkili anti-timor ajanlarmin  veya ilag kombinasyonlarin gelistirilmesi

gerekmektedir.
2.2. Kiniirenin Yolagi, Metabolitleri ve Biyolojik Onemi

Triptofan insan viicudunun sentezleyemedigi dokuz esansiyel aminoasitten birisidir ve
insan viicuduna disaridan alinmasi gerekmektedir. Triptofan insan viicuduna alinir
alinmaz ya alblimine bagli bir sekilde ya da serbest formda perifer dolasima
katilmaktadir. Kan-beyin bariyerinde ise triptofan ancak yarigmali ve spesifik olmayan
L-tipi amino asit tagiyicisi ile serbest formda taginabilmektedir. Triptofan merkezi sinir
sistemine (MSS) girdikten sonra c¢esitli metabolik yolaklarin oOnciisii olarak islev
gormekte ve serotonin ve kintirenin gibi farkli son iirlinlerin meydana gelmesine neden
olmaktadir (Chen ve Guillemin, 2009). Kiniirenin yolagi, memelilerde hem periferik
hem de merkezi sistemlerde triptofan metabolizmasi i¢in ana yolaktir (Mandi ve Vécsel,

2012).

Protein sentezi i¢in kullanilmayan triptofanin yaklasik %99’unun katabolizmasindan
sorumlu olan kiniirenin yolaginin 6nemi, baslangicta nikotinamid adenin diniikleotit
(NAD)’in biyolojik sentezindeki roliine baglanmistir. Bununla birlikte, giinlimiizde
yapilan ¢aligmalarla kiniirenin yolag: ile timor proliferasyonu, inflamasyon, depresyon
ve norodejeneratif hastaliklar arasinda belirgin iligkiler oldugu ortaya c¢ikarilmistir.
Kiniirenin yolag: ilk kez 1853 yilinda, triptofan ile beslenen hayvanlardan salgilanan
tiriinlerin analiz edilmesiyle kesfedilmistir. Takip eden yillarda ise, kiniirenin yolaginda
gorev yapan ilgili enzimleri, kimyasal doniisiimlerini ve olas1 hastaliklarla iligkilerini
ortaya ¢ikarmak iizere ¢ok sayida ¢aligmalar yapilmistir. Kiniirenin yolaginda rol alan

enzimlerin aktiviteleri ise 1960’11 yillarda her bir enziminin sirasiyla memeli
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dokusundan ¢ikarilmasiyla tamamen aydmlatilmistir. Kiniirenin yolaginin enzimleri son
yillarda gerek modern molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesi gerekse bakteri
tirlerinde benzer kiniirenin yollarimin  kesfi sayesinde molekiiler diizeyde

caligilabilmistir (Davis ve Liu 2015).

Memelilerde triptofan katabolizmasindaki ilk adim kiniirenin yolag: {izerinden formil
kiniirenin (FK)’1 tiretmek iizere 3 farkli enzim tarafindan katalizlenir (Sekil 2.1). Bu
katalizleme islemini gergeklestiren enzimler; triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO),
indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO-1) ve yakin zamanda kesfedilen IDO-1 ile iliskili IDO-
2 enzimleridir (Adams ve ark, 2014) (Sekil 2.1). Bu enzimler ayni zamanda hem

bagimli enzimlerdir.

TRIPTOFAN

l (TDO, IDO-1, IDO-2)

Formilkiniirenin

l Kindrenin formilaz

Kiniirenik asit (KA) |e_"nUrenin amino- Kiniirenin
transferaziar (KAT)
l l Kindrenin mono-oksijenoz (KMQ)
Kinaldik asit I:KiNA] 3-hidoksi-kintrenin

i Kindreninaz (KNU)

3-hidoksi-antranilikasit

. - Aminokarboksimukonat
Pikolinik asit

N semioldehit dekorboksilaz (AKMSD)

i 3-hidroksiantranilot dioksijenaz {3HAQ)

Kinolinik asit

i Kinolinat fpsforibozil transferaz (KFRT)

Sekil 2.1. Kiniirenin Yolagi (Chen ve Guillemin, 2009)
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TDO, esas olarak karacigerde ifade edilmesinin yani sira beyin, plasenta, maternal ve
embriyonik dokularda da ifade edilmektedir. TDO sentezi triptofan veya
kortikosteroidler tarafindan uyarilmaktadir (Heng ve ark,. 2016). TDO, diyetle alinan
triptofanin ¢ogunlugunu katabolize eder. TDO sentezi diyetle alinan triptofanin yanisira
tirozin, histidin, glukokortikoidler ve kinurenin tarafindan da uyarilmaktadir (Adams ve
ark, 2014). Diger taraftan IDO-1 hepatik olarak baskin bir enzimdir ve makrofajlar,
mikroglia, noronlar ve astrositler de dahil olmak iizere ¢ok fazla gesitteki hiicrelerde
bulunmaktadir. IDO-1’in sentezi, lipopolisakaritler, amiloid peptidler ve insan immiin
yetmezlik virlisii (HIV) proteinleri gibi belli sitokinler ve inflamatuar molekiiller
tarafindan diizenlenir. Bununla birlikte IDO-1’in sentezinin en gii¢lii uyaricisi interferon
gama (IFN-y) olup, IDO-1’in hem gen ekspresyonunu hem de enzimatik aktivitesini
indiikleyebilmektedir (Chen ve Guillemin 2009). IDO-2 ise, IDO-1 ile benzer yapisal ve
enzimatik aktivitelere sahip bir enzim olup, IDO-1 ve IDO-2’yi kodlayan genler yan
yana bulunmaktadir. IDO-2; hepoatositlerde, safra kanalinda, serebral korteksin néronal
hiicrelerinde ve dentritik hiicrelerde bulunmaktadir. Bununla birlikte IDO-2 ifadesinin
diizenlenmesi IDO-1’den farkli olup, sentezi D-1-metil-triptofan tarafindan inhibe
edilmektedir (Metz ve ark, 2007).

TDO, IDO-1 ve IDO-2 enzimleri kofaktdr olarak hem proteaz grubu kullanan bilinen
tek dioksijenazlardir. Ayrica, IDO-2, oksidatif stres cevabinin olugmasini saglayan
stiperoksit dismutaz enzimi disinda, siiperoksiti substrat olarak kullanabilen tek
enzimdir (Davis ve Liu, 2015). Memelilerde triptofan katabolizmasini saglayan
kiniirenin yolaginda, TDO, IDO-1 ve IDO-2 katalizli reaksiyonun iiriinii olan FK,
kinurenin formilaz (KF) enzimi ile ilk kararli ara madde olan kiniirenin’e (KIN)
hidrolize olmaktadir. KiN’den de; 3-hidroksiantranilik asit (3-HAA), kinurenik asit
(KA), pikolinik asit (PIKO) ve kinolinik asit (KINO) ara iiriinleri iiretilir (Sekil 2.1)
(Chen ve Guillemin 2009).

Nihai {iiriin olan NAD’1 olusturmak iizere triptofan katobolizmasini gerceklestiren
kiniirenin  yolaginda, triptofan KIiN’e katabolize edildikten sonra kiniirenin
monooksijenaz (KMO) enzimi ile 3-hidroksikiniirenin (3-HK)’e katabolize edilir. 3-
HK’da kiniireninaz tarafindan 3-HAA’ya donistiiriiliir (Myint ve ark, 2012). 3-HAA ise
daha sonra NAD’a pargalanan KINO’yu olusturur. Bu oksidasyon yolag: tamamlanirken
az miktarda PIKO olusumu da gerceklesir. Diger taraftan KIN, Kkiniirenin
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aminotransferaz (KAT)’lar tarafindan KA’e katabolize edilir (Sekil 2.1). Karacigerdeki
bu metabolizma ¢ok kararli olmayip, yas ve cinsiyetten de etkilenmektedir (Myint ve
ark, 2012).

Kiniirenin yolaginda olusan triptofan katabolitlerinin timi hiicre ici NAD olusumuna
katilmazlar. 3-HAA, PIKO, KINO ve KA gibi triptofan katabolitlerinin énemli bir
kisminin biyolojik aktivite gostermek iizere hiicre disina salindiklar1 belirtilmektedir
(Braidy ve ark, 2011). Kiniirenin yolaginin bu metabolitleri toplu olarak “kintireninler”
olarak adlandirilirlar ve bir¢cok farkli fizyolojik ve patolojik siirecte yer alirlar
(Schwarcz ve ark, 1983; Schwarcz ve Pellicciari 2002; Sas ve ark, 2007). Kiniirenin
yolagr ile ilgili yapilan calismalar daha ¢ok norodejeneratif ve eksitotoksik hasarlarla
ilgilidir (Stone ve Addae 2002; Stone ve Darlington 2002; Sas ve ark, 2007). Ancak
son yillarda yapilan calismalarda, kiniirenin yolaginin hem dogal hem de kazanilmis
(adaptif) immiin yanitlarin bir diizenleyicisi oldugu ve triptofan metabolizmasi ile
kiniirenin iiretiminin immiin sistem ve sinir sistemi iizerinde O6nemli rolii oldugu
gosterilmistir (Mandi ve Vécsei, 2012; Braidy ve Grant, 2017). Ayrica, kiniirenin yolagi
metabolitlerinin hiicre iletisimi ve sagkalimi ile ilgili birgok siiregte de dnemli rol

oynadiklari bildirilmektedir (Walczak ve ark, 2011).
2.2.1. Kiniirenin Yolag1 Metabolitlerinin Hastahklarla Olan fliskileri

Kinurenin yolagi immiin cevabin diizenlenmesinde ve immiin toleransinin
uyarilmasinda etkili bir mekanizmadir. Kiniirenin yolaginin metabolitlerinin
(kintireninlerin), farkli dogal ozellikleri ile birbirlerinin etkilerini sinerjik sekilde
artirabildikleri ya da antagonize sekilde baskilayabildikleri belirtilmektedir. Cesitli
patolojik kosullar altinda triptofan, kiniireninler ve Kiniiren/Triptofan (K/T) oraninin
Olciilmesiyle, immiin aktivasyon derecesi ve hatta kinurenin yolu ile hastaliklar
arasindaki iligki hakkinda bilgi sahibi olunabilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte,
triptofan, IDO-1 ve kiniireninler arasindaki karmagsik etkilesimin tam olarak

anlasilabilmesi i¢in daha fazla sayida aragtirma yapilmasi gerektigi belirtilmektedir.

Gilinlimiize kadar kiniirenin yolagi; adaptif bagisiklik yetersizligi sendromu, demans
kompleksi, Alzheimer hastaligi (AH), sizofreni, Huntington hastaligi, Amyotrofik
lateral skleroz (ALS), neoplazi ve kanser dahil olmak iizere cesitli hastalik ve
rahatsizliklarla iligkili bulunmustur. Yapilan gesitli ¢alismalarda, belirtilen bu patolojik

durumlarda triptofan ve metabolitlerinin diizeyleri Slgiilmiis ve Olciilen diizeylerde
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onemli dengesizlikler goézlenmistir. Bu metabolitlerin diizeyleri normal simirlara

getirildiginde ise semptomlarin azaldig1 gdzlenmistir (Chen ve Guillemin 2009).

Triptofan yolagi metabolitlerinden olan 3-HAA’nin immiinoregiilasyonda rol oynadigi
belirtilmektedir. Miirin makrofajlari ile yapilan bir caligmada, 3-HAA nin milimolardan
daha diisiik konsantrasyonlarmin niikleer faktdr Kappa B aktivasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Sekkai ve ark, 1997). Benzer sekilde, fare makrofajlari ile yapilan bir
diger ¢alismada da, 3-HAA’nin antimikrobiyal ve antitiimdral aktivitelerle yakindan
iligkili olan ve nitrik oksit (NO) olusumunu katalizleyen indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (Nathan ve Hibbs, 1991).
Ayrica, yapilan bir bagka calismada da 3-HAA’nin norotoksisiteye yol agan
konsantrasyon seviyelerinin oldukga altindaki konsantrasyonda kaspaz-8 aktivasyonu
ile mitokondriden sitokrom ¢ salimini saglayarak miirin timositler ve T helper 1 (Thl)
hiicreleri ilizerinde segici olarak apoptotik etki gosterdigi de belirtilmistir. Makrofajlarda
goriilen bu etki ise 3-HAA nin periferal immiin regiilasyonunda 6nemli rolii oldugunu

gostermektedir (Fallarino ve ark, 2002).

Triptofan yolagmin bir diger metaboliti olan PIKO’nun ise endojen bir ndroprotektan ve
dogal bir demir ve ¢inko selatorii oldugu belirtilmektedir (Fernandez-Pol, 1977).
PIKO’nun aymi zamanda hiicresel biiyiimeyi kontrol etmesinin yanisira, anti-timor,
antifungal ve antiviral aktivitelerinin de bulundugu bildirilmektedir. MBL-2 lenfoma
hiicreleri ile asilanmus farelerle yapilan in vivo bir ¢alismada, PIKO’nun tiimér
hiicrelerinin rRNA metabolizmasin1 degistirdigi ve makrofajlarin sitotoksik ve timor
oldiirticii aktivitelerini artirdig1 goriilmiistiir. Calisma sonucunda farelerin hayatta kalma
oranlarmin artt1§1 belirtilmistir (ruffmann 1987). PIKO’nun antifungal aktivitesi ile ilgili
yapilan bir ¢calismada, PIKO’nun IFN-y ile sinerjik etki gostererek Candida albicans’in
biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Abe ve ark, 2004). HIV-1 ve insan herpes
simpleks viriis-2 ile enfekte edilmis hiicrelerle yapilan bir baska ¢alismada da, nispeten
yiiksek konsantrasyonlardaki (1,5-3 mM) PIKO’nun, enfekte olmus hiicreler iizerinde
antiviral, sitotoksik ve apoptotik etkilere sahip oldugu goriilmiistiir (Fernandez-Pol ve
ark, 2001). PIKO’nun ayni zamanda, kinolinik asidin neden oldugu nérotoksisiteyi

bloke ettigi de bildirilmektedir (Beninger ve ark, 1994).

Triptofan yolagi metabolitlerinden KINO’nun, glutamat reseptdrlerinden biri olan

néronal NMDA reseptoriiniin alt birimlerini secici olarak aktive ettigi belirtilmektedir.



15

Triptofan beyinde FK yerine 5-hidroksitriptamin’e metabolize edilmektedir. Bu sebeple,
beyindeki KINO konsantrasyonu kan ve sistemik dokulara oranla daha diisiiktiir (Heyes
ve ark, 1997). Ayrica, immiin yanit sirasinda sistemik veya MSS’deki KINO
seviyesinin ve IDO-1 aktivitesinin garpici bigimde yiikseldigi belirtilmektedir (Heyes ve
ark, 1992; Espey ve ark, 1996). KINO’nun, immiin regiilasyon ve nédrotoksik
ozellikleriyle ilgili olarak birgok arastirma yapilmistir. KINO’nun immiin sistemle
iliskisine dair yapilan in vitro bir ¢alismada, KINO’nun Thl hedef hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi ve CD4", CD8" T lenfositlerinin ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin
cogalmasimi segici olarak inhibe ettigi gorilmistir (Belladonna ve ark, 2006).
KINO’nun, AH (Guillemin ve ark, 2003), Parkinson (Zinger ve ark, 2011), ALS
(Guillemin ve ark, 2005), Huntington (Schwarcz ve ark, 2010) ve multipl skleroz (Lim
ve ark, 2010) gibi norotoksisiteyle iliskili bazi inflamatuar beyin hastaliklarinda da rol

aldig1 bildirilmektedir.

Triptofan yolaginin bir diger metaboliti olan ve tez calismasi kapsaminda karaciger
kanserindeki antitlimoral etkisi arastirilan KA’nin ise, konsantrasyon seviyesine bagl
olarak belirli fizyolojik etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2011).
KA’nin gastrointestinal sistem patolojisindeki roliine dair yapilan ¢esitli ¢alismalarda,
KA’nin zehirli bir Atlantik deniz kabuklusunun neden oldugu mide ve duodenal
iilserasyona kars1 koryucu oldugu (Glavin ve ark, 1989) ve sicanlarda stres ve etanoliin
neden oldugu iilserleri hafiflettigi (Glavin ve Pinsky, 1989) gosterilmistir. Bu
caligmalara benzer sekilde, deneysel olarak kolon tikanikligi gelistirilen kopeklerde
KA’nin hipermotilite ve ksantin oksidaz aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir
(Kaszaki, 2008). Ayrica, yapilan bagka bir calismada da KA’nin siganlarda deneysel
olarak indiiklenen akut kolitin erken evrelerinde bagirsak hareketliligini ve inflamatuar
aktivasyonu azalttig1 belirtilmistir (Varga ve ark, 2010). Tiim bu calismalar, KA’ ’nin
ozellikle ilserler, kolon tikanikligi veya kolit gibi gastrointestinal sistem patolojileri
tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. KA’ nin gastrointestinal
sistem patolojisindeki roliine dair son yillarda yapilan bagka bir ¢alismada ise, KA’ nin
kolon adenokarsinoma (HT-29) hiicre hattinda bir siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorii
olan p21 Wafl/Cipl ekspresyonunu artirarak hiicre proliferasyonunu ve DNA sentezini
inhibe ettigi ve bu hiicreler lizerinde antitiimoral aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Walczak ve ark, 2012a). Ayrica, tip 2 diyabet, multipl skleroz, huzursuz bagirsak

sendromu ve kronik bobrek hastaliklar1 gibi inflamasyon iliskili hastaliklarda hastalarin
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periferik kanindaki KA diizeylerinin artis gosterdigi belirlenmistir (Wirthgen ve ark,
2018). Romatoid artritli hastalarla yapilan bir g¢alismada, hastalarin serumlarinda
bulunan KA diizeyi ile sabah tutulumu ve agr1 skoru pozitif korelasyonlu bulunmustur
(Parada-Turska ve ark, 2013). Elde edilen bu sonug ise, inflamasyon siddeti ile
dolagimdaki KA diizeyinin dogrudan iligkili oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde,
bu konuda yapilan in vitro bir ¢alismada da, KA’nin sinoviyositlerin proliferasyonunu
inhibe ettigi ve sinoviyal fibroblastlarin hiperplazisini onleyen ilaglarin antiproliferatif
etkilerini arttirdig1 gosterilmistir (Parada-Turska ve ark, 2006). Ayrica, bozulmus KA
sentezinin RA’da hiperplazi gelisimini tetikleyebilecegi One siiriilmiistiir (Wirthgen ve
ark, 2018). Benzer sekide, triptofan metabolizma dengesinin bozulmasi ile depresyon
veya sizofreni gibi zihinsel bozukluklarin gelisimi arasinda bir baglanti oldugu
belirtilmis ve AH, kiime bas agris1 ve kronik migren hastalarinin kanindaki KA
diizeyinin saglikli bireylere gore azalma gosterdigi bildirilmistir (Wirthgen ve ark,
2018). Bu nedenle, KA {iretimindeki artisin, norotoksik etkilere karsi dengeleyici bir
cevap olarak islev gorebilecegi belirtilmistir (Wirthgen ve ark, 2018).

KA’nin gastrointestinal kanaldaki fizyolojik roliiniin yanisira, kanser hiicre
cogalmasinda da 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2011).
KA’nin kanser hiicre proliferasyonundaki roliine iliskin yapilan ¢esitli ¢calismalarda
KA’nin; hiicre biiyiimesini, DNA sentezini ve hiicre gociinii engelleyerek, ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivite sergiledigi gosterilmistir (Walczak ve ark, 2011,
2012b, 20144a). Yapilan in vitro ¢alismalarda, KA’nin insan kolon adenokarsinoma (HT-
29, Caco-2 ve LS-180), bobrek kanser hiicreleri (Caki-2) ve glioblastoma hiiceleri (T-
986) dahil olmak {izere bir¢ok kanser hiicre hattinin g¢ogalmasini inhibe ettigi
goriilmistiir (Walczak ve ark, 2011, 2012b, 2014a). Bununla birlikte, bu ¢aligmalarda
KA’nin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin potansiyel molekiiler

mekanizmalar1 tam olarak agikliga kavusturulamamastir.

Triptofan metabolizmasinin bir diger endojen metaboliti olan kinaldik asit (KINA) ise
KA’nin dehidroksilasyonu sonucu olusur ve KA ile yiiksek diizeyde yapisal benzerlige
sahiptir (Kaihara ve Price 1962). Diger taraftan, intestinal floranin da KINA iiretimine
katkida bulundugu bildirilmektedir (Yokoi ve ark, 1998). Tez c¢alismasi kapsaminda
karaciger kanserindeki antitiimoral etkisi arastirilan KINA’nm; glikoneogenez,

proinsiilin sentezi ve insiilin salinimi, metal iyonlar1 selatlama, oksijen tiirevlerini
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uzaklagtirma ve kolon icindeki patojenik mikrofloradaki biliylimeyi baskilama gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir (Langner ve ark, 2015).
Bununla birlikte, bilinen bu biyolojik aktivitelerine ragmen KINA’nin insan
organizmasindaki rolii hala tam olarak acikliga kavusturulamamistir. KINA’nin
antitiimoral potansiyeli ile ilgili literatiirde ¢ok az sayida g¢alisma bulunmaktadir.
Yapilan in vitro bir ¢alismada; cesitli insan kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda
(HT-29, Caco-2 ve LS-180) KINA’nin tiim hiicre hatlarinda ¢ogalmayi inhibe ettigi
goriilmiistir (Langner ve ark, 2015). Bununla birlikte, calismada KINA’nin
antiproliferatif — aktivitesinin molekiiler —mekanizmast da tam olarak aci8a
¢ikarilamamistir. Bu sebeple, hem antiproliferatif aktiviteye sahip KA ile olan yapisal
benzerliginden hem de insan organizmasinda dogal olarak bulunusundan dolayi,

KINA’nin anti-tiimér potansiyelinin degerlendirilmesi olduk¢a énemlidir.
2.3. Kiniirenik Asit (KA)

Bir triptofan metaboliti olan KA (Sekil 2.2), ilk olarak idrarda Liebig tarafindan
kesfedilmis (Liebig 1853) ve 1980 ve 1990’lh yillarda iyonotropik glutamat
reseptorliniin bir antagonisti oldugu belirtilmistir (Turski ve ark, 2013). Daha sonra
yapilan arastirmalarda KA’nin insan beyninde bulundugu o6ne siiriilmiis ve KA’nin
bircok doku ve fizyolojik sivida deg§isen konsantrasyonlarda bulundugu bildirilmistir
(Turski ve ark, 2011). Ayrica yapilan bir ¢alismada, bir triptofan metaboliti olarak
bilinen KA’ nin, ayn1 zamanda ¢esitli besin maddelerinde bulunanana dis kaynakli dogal
bir madde oldugu ve ince bagirsak mikroflorasi tarafindan da tretildigi gosterilmistir
(Turski ve ark, 2014). KA igeren gidalarin tiiketimi ile KA’nin intestinal liimenden
kolayca absorbe edilerek kan dolasimi yoluyla periferal organlara tasindigi

belirtilmektedir (Turski ve ark, 2009).
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Sekil 2.2. Kiniirenik Asitin Kimyasal Yapisi
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KA, tim iyonotropik glutamat reseptorlerinin ve bir noroprotektif metabolit olarak
kabul edilen o7 nikotinik asetilkolin reseptoriiniin (a7nAChR) antagonisti olmakla
birlikte, G-protein bagli reseptor 35 (GPR35)’in de bir agonistidir (Turski ve ark, 2011).
Buna bagl olarak, KA’nin MSS’deki fizyolojisi ve patolojisindeki roliinii arastirmak
icin sayisiz arastirma yapilmis ve ¢esitli norolojik hastaliklarin patogenezinde biiyiik rol
oynadig1 tespit edilmistir. Beyinde genellikle nanomolar konsantrasyonlarda bulunan
KA’nin endojen bir antikonviilzan ve ndroprotektan oldugu gdosterilmistir. Ancak,
KA’nin hem insan beynindeki konsantrasyonunun, hem de kan-beyin bariyeri gecisinin
diisiik olmasindan dolayi, son yillarda KA’ ’nin daha ¢ok beyin disindaki potansiyel rolii
arastirilmistir (Turski ve ark, 2013).

Insan organizmasinda triptofandan KA iiretiminin, giinde yaklasik olarak 840 - 1160 ug
oldugu, ancak idrarla atilan KA konsantrasyonunun giinde 1143.9 - 5376.6 pg arasinda

degistigi belirtilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, KA’nin sindirim sisteminden

absorbe edildigi ve buradan kan dolasimina gectigi gosterilmistir (Turski ve ark, 2009).

Insan organizmasindaki KA igeriginin yalmzca kiniirenin yolagindan iiretilmedigi,
bliyiilk bir kisminin kinilirenin yolagt disindaki farkli kaynaklardan saglandig
belirtilmektedir (Turski ve ark, 2011). KA igeren bu eksojen kaynaklar; ¢esitli besin
maddeleri, tibbi bitkiler ve ince bagirsak mikroflorasi (kolon mikrobiatasi)’dir (Kuc ve

ark, 2008; Turski ve ark, 2011). KA igeren bu kaynaklar asagida ac¢iklanmustir.

e Besin Maddelerindeki KA Icerigi; KA nin daha 6nce, Gingko biloba (Drieu, 1986)
ve Ephedra transitoria (Al-Khalil ve ark, 1998) gibi bitkilerin bir bileseni oldugu
belirtilmis, ancak bu ¢alismalarda KA’nin tam olarak icerigi dl¢iilmemis ve kesin
tanimlanmasi yapilmamigtir. Daha sonra yapilan bir ¢alismayla 37 adet gida ve bal
arist iirliniinde KA’ nin varliglr kromatografik olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada;
en yiiksek KA konsantrasyonuna bal aris1 iirlinlerinde rastlanmistir. Yiyecek, icecek
ve halk ilaci olarak yaygin sekilde kullanilan Propolis’in, 1.63 pg/g KA ihtiva ettigi
gorilmistiir. Cesitli ¢igek bal1 ve ar1 polenlerinde ise sirasiyla 0.87 ve 0.64 pg/g KA
bulundugu belirlenmistir. Ayrica taze brokoli (0.42 pg/g) ve patateste (0.51 pg/g) de
yine yiiksek KA konsantrasyonlar1 ol¢iilmiistiir. Bu calismada ilging bir sekilde,
haslama isleminin havug, karnabahar ve brokoli gibi bazi1 sebzelerde KA
konsantrasyonunu sirastyla %37, %81 ve %88’e¢ kadar azalttign gorilmiistiir.

Bununla birlikte patatesteki KA igeriginin haslama isleminden etkilenmedigi
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goriilmustiir (Turski ve ark, 2009). Yapilan bagka bir calismada da yine balda son
derece yiiksek oranda KA seviyesi (2.114 pg/g) olgiilmiistir (Beretta ve ark, 2009).
Propolis, bal ve ar1 poleni, halk tibbinda ve apiterapide yaygin olarak kullaniimakta
olup bu calismalarda da belirtildigi gibi fazla miktarda KA igermektedir. Bunun
tizerine KA’nin; tibbi bitkilerdeki miktar1 da kromatografik olarak analiz edilmistir
(Turski ve ark, 2011).

Tibbi Bitkilerdeki KA Icerigi; Karahindiba (Taraxacum officinale), 1sirgan otu
(Urtica dioica), kirlangigotu (Chelidonium majus) ve atkestanesi (Aesculus
hippocastanum) gibi dort tibbi bitki {izerinde yapilan analizler sonucunda KA’nin bu
bitkilerin yapraklarinda, c¢iceklerinde ve koklerinde olmak {izere incelenen tiim
kisimlarinda mevcut oldugu bulunmustur. Tablo 2.1°de de gosterildigi gibi, KA

konsantrasyonunun, bitkinin kisimlarina gére énemli 6l¢iide degistigi goriilmektedir.

Tablo 2.1. Taze toplanan bitki materyalinin farkli kisimlarindaki kinurenik asit igerigi

Bitkisel ila¢ KA icerigi (ug/g 1slak agirhk)

Yaprak Cicek Kok
Kirlangi¢otu 0.283 0.069 0.022
Isirgan otu 0.445 0.243 0.063
Karahindiba 0,489 0.041 0.011
Atkestanesi 0.636 0.043 Belirli degil

Secilen tiim bitkilerin yapraklarinda yiiksek miktarda KA bulunurken, cigeklerinde
diisiik, koklerinde ise ¢ok daha diisiik miktarlarda KA konsantrasyonu gozlenmistir.
KA bilesiginin en yiiksek konsantrasyonu, 0.636 pg/g ortalama yas agirhigi ile
atkestanesinin yapraklarinda tespit edilmistir (Tablo 2.1). KA’nin topraktaki igerigi
de analiz edilmis ve yliksek konsantrasyonda KA varhi§i goézlenmistir. Calisma
sonucunda  bitkilerde KA’nin  6ncii  L-kiniirenin’den  enzimatik  olarak
sentezlenebildigi gibi, bitkilerin KA’y1 topraktan da absorbe edebildigi gosterilmistir
(Turski ve ark 2011). Yapilan bir ¢alismada bitkisel tabletler, sagse formundaki otlar
ve bitkisel caylar, tireticilerin talimatlarina uygun olarak hazirlanmis ve Onerilen
maksimum giinliik doz miktarinda bulunan KA igerigi analiz edilmistir (Tablo 2.2).
Tablo 2.2°de de gosterildigi gibi, maksimum giinliik bitkisel ilag dozundaki en
yiksek KA konsantrasyonu sart kantaronun sase formunda 32.6 pg olarak

belirlenmistir (Walczak ve ark, 2011).
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Tablo 2.2. Bitkisel ilaglarin maksimum giinliik ilag dozundaki KA igerigi

Bitkisel ila¢ Hazirlama Yoéntemi / Sicakhk ~ Maksimum giinliik

[ Zaman dozdaki KA icerigi
(ng/giin)

Isirgan otu kokii Inflizyon / 90 °C / 15 dk 1.1

Sigir otu ¢icegi Infiizyon /90 °C/ 15 dk 2.4

Thlamur ¢igegi Infiizyon /90 °C /15 dk 4.2

Ebegiimeci cicegi Infiizyon /90 °C /10 dk 6

Papatya cicegi Infiizyon /90 °C /10 dk 10.2

Altin otu cicegi Dekoksiyon / 100 °C /5 dk 10.7

Kecisakah otu Inflizyon / 90 °C / 5 dk 13.3

Nane yapragi Infiizyon / 90 °C / 10 dk 19.5

Miirver cicegi Dekoksiyon / 100 °C / 3 dk 20.7

Isirgan yaprag Infiizyon /90 °C /5 dk 325

Sar1 Kantaron otu Infiizyon /90 °C /60 dk 32.6

KA’nin farmakolojik 6&zellikleri ve tibbi bitkilerde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasi goz Oniine alindiginda, o6zellikle sindirim sistemi lizerinde terapotik
potansiyele sahip olabilecegi ve bunun yanisira yeni ve degerli bir besin takviyesi
olarak kullanilabilecegi oOne siiriilmektedir (Turski ve ark, 2011). Bu gidalarin
tiketimi ile KA’nin intestinal liimenden kolayca absorbe edilerek kan dolasimi
yoluyla periferal organlara tasindig: belirtilmektedir. Yapilan bir calismada, siganlara
intragastrik olarak uygulanan KA’nin ince barsaklardan emilerek kan dolasimiyla
karaciger ve bobrege tasindigt ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun
mikromolar seviyelere ulagsmis oldugu gosterilmistir. Ayrica KA uygulamasindan
sonra enterik rota incelendiginde, periferal dokudaki KA igeriginin uzun siire

muhafaza edilebildigi de bildirilmistir (Turski ve ark, 2009).

Ince Bagirsak Mikroflorasinin KA Uretimine Katkis1; KA’nim sican incebagirsak
liimeninde yiiksek mikromolar konsantrasyonlarda bulundugu gorilmiis ve bu
liretimin intestinal flora tarafindan yapildig1 6ne siirilmiistiir (Kuc ve ark, 2008). Bu
calismada, KA’ nin bagirsak sivisinda bulundugu ve bu bilesigin konsantrasyonunun
ince bagirsak boyunca arttig1, barsagin distal kismindaki sivida ise ortalama 16 uM
konsantrasyona kadar ulastig1 bildirilmistir. Ince bagirsak duvarindaki KA icerigi ise

0.21 ila 0.29 nmol /g (0.2 - 0.3 uM) olarak 6l¢iilmiistiir ki bu da bagirsak sivisinda
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Olciilen KA miktarindan ¢ok daha diisiik bir miktardir. Boylece, KA’nin ince
bagirsak ¢eperinde liretilmedigi ve bagirsak sivisina salgilanmadigi da anlagilmistir.
Ayrica ¢alismada, ince bagirsaktaki KA kaynaginin analiz edilmesi amaciyla; fareler
24 saat boyunca KA igeren standart hayvan yeminden mahrum edilmis, bdylece
sindirim sistemi besin maddelerinden arindirilmistir. Sonug olarak tesbit edilen KA
kaynagimin besin maddelerinden kaynaklanmadigr anlasilmistir. Calismanin
sonucunda Escherichia coli’nin KA iiretebildigi ve hiicre disina salindigi yani

KA’nin bagirsak mikroflorasinin bir {iriinii oldugu gosterilmistir (Kuc ve ark, 2008).

E. Coli ile ilgili daha 6nce yapilan bir ¢alismada da E. Coli’de AspAT enzimi
bulundugu gosterilmis olup, bu enzim yiiksek kiniirenin aminotransferaz ve glutamin
transaminaz K aktivitelerine sahiptir. Calismada kiniirenin ve piruvat ile takviye
edilmis E. Coli’nin reaksiyon triinlerinde KA birikimi gbzlenmistir (Han ve ark,
2001). Ayrica jejunum ve ileumda, mikroflora konsantrasyonu ile KA igerigi
arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir. Bu bulgular bagirsak florasinin
intestinal KA’nimn ortak havuzunu olusturmaya katilabilecegini gdstermektedir. Ote
yandan, KA’nin bakteriyel biiylimeyi etkiledigi de gosterilmistir (Kuc ve ark, 2006).
llging sekilde, diisiik ve orta diizey KA konsantrasyonlar1 bazi probiyotiklerin
biliylimesini tesvik ederken, yiiksek konsantrasyonlardaki KA’nin antibakteriyel

ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Kuc ve ark, 2006; Dolecka ve ark, 2011).
2.3.1. KA’nin Merkezi Sinir Sistemi (MSS) ve Perifer Dokulardaki Dagilimi

KA ilk olarak, 1853’te idrarda kesfedilmis (Liebig, 1853), daha sonra plazmada 0.004-
0.06 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda mevcut oldugu gosterilmistir (Amirkhani
ve ark, 2002). Ayrica insan ve si¢anla ilgili yapilan cesitli arastirmalar sonucunda
KA’nin MSS’de ve perifer dokulardaki icerigi analiz edilmistir. Buna gore; Tablo 2.3’te
de gosterildigi gibi beyin omurilik sivis1 ve beyindeki KA konsantrasyonlar1 sirasiyla
0.001-0.005 uM ve 0.14-1.58 uM araliginda tespit edilmistir. Bunun yaninda KA’nin
beyin disinda periferal olarak c¢esitli konsantrasyonlarda idrarda, serumda, amniyotik
stvida ve sinoviyal sivida bulundugu da gosterilmistir. KA’nin ayn1 zamanda insan
salyasi, gastrik sivi, safra, pankreatik sivi ve insan kalin barsak mukusu gibi
gastrointestinal yoldaki fizyolojik sivilarda da bulundugu bildirilmistir. KA’nin
periferik dokulardaki konsantrasyonu 0.09 pM (si¢an bagirsak duvarinda) ile 0.815 uM
(sican bobreginde) arasinda degisebilmektedir (Turski ve ark, 2013).
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KA konsantrasyonu, gastrointestinal sistem boyunca kademeli olarak artmaktadir.
Viicut sivilarinda KA’ ’nin en diisiik konsantrasyonu 0.003 uM ile insan tiikiiriigiinde, en
yiiksek konsantrasyonu ise 16.1 uM ile sican ileum mukusunda saptanmistir. Sican
ileumundaki KA igeriginin, insan tiikiiriiglinden yaklasik 5400 kat daha fazla oldugu
bildirilmigtir. KA konsantrasyonunun bu kadar belirgin sekilde derecelendirilmesinin

sindirim sisteminde fizyolojik dnemi halen bilinmemektedir (Turski ve ark, 2013).

Tablo 2.3. Doku ve viicut sivilarindaki KA igerigi (Turski ve ark, 2013)

Doku KA icerigi (uM) Organizma
Beyin 0.14-1.58 Insan
Karaciger 0.161 Sican
Akciger 0.172 Sican
Bagirsak 0.09-0.29 Sican
Dalak 0.129 Sican
Kas 0.197 Sican
Plazma 0.004 — 0.060 Insan
Bobrek 0.815 Sigan
idrar 4-40 Insan
Beyin omurilik s1vis1 0.001 — 0.005 Insan
Sinovyal siv1 0.016 Insan
Amniyotik siv1 1.132 Insan
Tiikiiriik 0.003 Insan
Gastrik sivi 0.01 Insan
Safra 0.31-0.84 Insan
Pankreatik sivi 0.76 Domuz
Jejunum - mukus 1.49 Sigan
Proksimal ileum - mukus  3.30 Sican
Orta ileum - mukus 8.08 Sigan
Distal ileum - mukus 16.10 Sigan

Insan safrasindaki KA miktar1 0.31-0.83 pM konsantrasyonlar1 arasinda tespit
edilmistir. Domuz pankreatik sivisinda ise KA’nin nispeten yliksek konsantrasyonu
(0.76 uM) gozlenmistir. Bagirsaktaki KA emilimi ve KA’nin safra ve pankreas
stvilarindaki varligina iligkin verilere dayanarak, bagirsak sivisinda hepatik-pankreatik-
intestinal sekresyon-emilim fonksiyonel dongiisii, yiikksek KA konsantrasyonu
olusumuna yol agabilmektedir. Ayrica, kolon mikrobiyota aktivitesinin, KA’nin
gastrointestinal igeriginin muhafaza edilmesine katkisinin oldugu &ne siiriillmektedir.

KA’nin idrardaki igerigi ise 4-40 uM arasinda degismektedir (Turski ve ark, 2013).
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Yapilan ¢aligmalar, beyin omurilik sivist ve beyindeki KA konsantrasyonlar1 glutamat
veya kolinerjik reseptorleri etkilemek i¢in gereken konsantrasyondan diisiik iken, ileum
limenindeki KA konsantrasyonunun Glutamat, alfa-7 kolinerjik ve in vitro GPR35
reseptorleri ile etkilesime girebilecek kadar yiiksek oldugu tespit edilmistir (Wang ve
ark, 2006). Sonug olarak, mevcut veriler KA’nin sindirim sisteminin liimeninde yiiksek
konsantrasyonda bulundugunu gostermektedir. KA hem insan viicudunda triptofandan
iiretilirken hem de ¢esitli yiyecek ve bitkilerden absorbe edilmektedir. Bunun yaninda
bagirsak floras1 da KA iiretimine katkida bulunmaktadir. Bu yiizden, yapilan son
calismalarda KA’nin sindirim sisteminin igleyisinde Onemli rol oynayabilecegi ve
KA’nin gastrointestinal sistem hastaliklarini tedavi etmek i¢in kullanildiginda terapdtik

ozelliklere sahip olabilecegi 6ne siiriilmektedir.
2.3.2. KA’nmin Reseptorler Uzerindeki Etki Mekanizmasi

KA, ii¢ iyonotropik glutamat reseptoriiniin tiimiinii yaklasik olarak ayni dereceye kadar
yiiksek mikromolar konsantrasyonlarda inhibe eden, rekabet¢i, genis spektrumlu bir
glutamat reseptor antagonistidir. Bunlar; N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri,
kainat reseptorleri ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4 izoksazol propionik asit (AMPA)
reseptorleridir (Chen ve Guillemin, 2009). KA, disiik konsantrasyonlarda NMDA
reseptoriinlin  glisin modiilatér bolgesi iizerinde etki ederken, daha yliksek
konsantrasyonlarda, NMDA reseptorlerinin glutamat bolgesinde ve AMPA reseptorleri

tizerinde etki etmektedir (Schwarcz ve ark, 2012).
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Sekil 2.3. Kiniirenik Asitin Etki Mekanizmasi (Wirthgen ve ark, 2018)
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Son yillarda, KA’nin baska hedefleri de belirlenmistir. Bunlardan sadece a7nAChR,
simdiye kadar beyinde “iyi niyetli” bir KA reseptorii olarak tanimlanmistir, G-protein
bagl reseptor GPR35 ve aril hidrokarbon reseptorii gibi baska reseptorlerin rolii ise
arastirtlmaya devam edilmektedir (Schwarcz ve ark, 2012). Sekil 2.3’te de gosterildigi
gibi KA, a7nAChR ve GLUT-R’nin rekabet¢i olmayan bir antagonisti iken, biiyiik
Olctlide eksprese edilen GPR35 ve AhR’nin de bir agonistidir (Wirthgen ve ark, 2018).

2.3.2.1. KA’nin GPR35 Reseptorii Uzerindeki Etkisi

G-protein-bagli reseptér 35, periferik monositler, bazofiller, eozinofiller, iNKT
(degismez dogal oldiiriicli hiicreler) ve mast hiicreleri, dahil olmak iizere ¢esitli immiin
hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Fallarini ve ark, 2010; Yang ve ark, 2010). GPR35
ekspresyonu, sindirim sistemi boyunca, akciger, iskelet kasi, rahim ve dorsal kok
ganglionunda yiiksek diizeyde iken, kalp, karaciger, mesane, omurilik, biitiin beyin ve
beyincikte ise orta diizeyde tesbit edilmistir. KA, GPR35’in bildirilen ilk agonist
ligandidir. ilk olarak, ¢in hamsteri yumurtalik hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada
yiiksek verimli tarama sistemiyle hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) degisiklikleri belirlenerek,
GPR35 ile birlikte eksprese edilen bir G-protein karigimi olarak tanimlanmistir. Daha
sonra yapilan calismalarla, KA-GPR35 etkilesiminin, sempatik néronlarda N tipi Ca*?
kanallarim1 inhibe ettigini ve astrositlerde ATP ile indiiklenen kalsiyum gecislerinin
plato fazini azalttig1 ortaya konulmustur. Bagka bir ¢aligmada ise, KA’nin aracilik ettigi
GPR35 aktivasyonunun, cAMP diizeyini azalttif1 gosterilmistir (Wirthgen ve ark,
2018).

Ya bir ¢alismada, KA’ nin, fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K) / protein kinaz B (Akt) ve
mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolaklar1 {izerinde inhibe edici bir etkiye
sahip olabilecegi One siiriilmiistiir. Bu calismada KA’nin kolon kanseri hiicrelerinde
hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlarin (ERK) 1/2, p38 MAPK ve Akt’nin
fosforilasyonunu azalttig1, ayrica KA’ nin B-katenin birikimini indiikledigi gosterilmistir
(Walczak ve ark, 2014b). MAPK, PI3K/Akt ve [-katenin yolaklarmin ise GPR
sinyalinin 1iyi bilinen hedefleri oldugu bildirilmistir (Wirthgen ve ark, 2018).
Dolayisiyla, yapilan ¢alismada hiicrelerin KA ile muamelesi sonucunda, ERK ve p38’te
gbzlenen inhibisyon ve B-katenin birikiminin indiiklenmesi, GRP35 aktivasyonunun bir

sonucu olabilecegi de bildirilmistir (Walczak ve ark, 2014b).
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2.3.2.2. KA’nin AhR’nin Reseptorii Uzerindeki Etkisi

Aril hidrokarbon reseptorii, immiin cevabinin diizenlenmesinde kritik etkilere aracilik
eden bir KA reseptoriidiir. AhR bir liganda baglanirken, AhR niikleer trans-yerlestiricisi
ile dimerize olur ve bir transkripsiyon faktorii olarak iglev goriir. AhR nakavt farelerin
kullanildig1 bircok ¢alismada, bu reseptdriin, inflamasyonda Onemli bir immiin
diizenleyici rolii oldugu gosterilmistir. Ornegin, AhR-eksikligi olan farelerde,
Lipopolisakkarit kaynakli septik soka kars1 yiiksek hassasiyet olustugu ve akcigerdeki
lokal inflamasyondan sonra daha gii¢lii bir cevap gelistigi gosterilmistir (Thatcher ve
ark, 2007; Sekine ve ark, 2009). AhR aktivasyonu, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve
makrofajlar dahil olmak tiizere gesitli hiicrelerde inflamatuar bir uyarana yanit olarak
gelisen proinflamatuar sitokinlerin asirt indiiksiyonunun onlenmesinde rol oynar. Bu
nedenle, KA gibi uygun bir AhR ligand: ile yapilan klinik tedavinin, inflamatuar
hastaliklarda {imit verici bir terapotik yontem olabilecegi one siiriilmiistiir (Wirthgen ve

ark, 2018).

KA’ya ek olarak, KA onciisii KIN gibi diger triptofan metabolitlerinin de AhR’nin
ligandlar1 oldugu gosterilmistir, ancak KA daha giicli bir AhR ligandi olarak
tanimlanmistir. Triptofan metabolitleri ile AhR etkilesiminin, immunomodiilator
sinyallemeyi aktive ederek endotoksin toleransi sirasinda immiin homeostaza katkida
bulundugu tahmin edilmektedir (Bessede ve ark, 2014). AhR’ye baglanmis KA nin,
meme kanseri hiicrelerinde IL6 mRNA ekspresyonunu indiikledigi ve ayrica KA ile IL1
kombinasyonunun, tek baslarinayken oldugundan c¢ok daha giiclii bir sekilde, IL6’y1
indiikledigi gosterilmistir (DiNatale ve ark, 2010). IL6, hem anti-inflamatuar hem de
pro-inflamatuar ozelliklere sahip, pleiotropik bir sitokin oldugu i¢in, KA aracili IL6
ekspresyonunun sadece KA’nin immiinosiipresif fonksiyonuna katkida bulunup

bulunmadigi kesinlestirilememistir (Tanaka ve ark, 2014).
2.3.2.3. KA’nin a7nAChR Reseptorii Uzerindeki Etkisi

a7nAChR, cogunlukla MSS hiicrelerinde ifade edilmekle birlikte immiin hiicrelerde,
bagirsak hiicrelerinde, vagal siniri hiicrelerinde ve enterik sinir sistemi hiicrelerinde
ifade edilen nikotinik reseptorlerdir (Kalkman ve Feuerbach, 2016). Noronal presinaptik
a7nAChR’ nin aktivasyonu, kalsiyum ve sodyum iyonlarmin akigimi artirarak,
ndrotransmiter salinimint arttirir. a7nAChR nin aktivasyonu, astrositler ve mikrogliada,

enflamatuar tepkileri azaltirken endotel hiicreleri, makrofajlari, T hiicreleri ve
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olgunlasmamis dendritik hiicreler gibi ndronal olmayan hiicreleri diizenlemektedir
(Anderson ve Maes, 2017). Kolinerjik anti-inflamatuar yolagin bir tiyesi olan a7nAChR
MSS ve periferal kanda inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bununla
birlikte yakin zamanda antagonistik a7nAchR ligandlarinin anti-inflamatuar etkileri

oldugu bildirilmistir (Steiner ve ark, 2014).

KA’nin beyin icerigindeki seviyeleri bazi norolojik hastaliklarda degisiklik
gostermektedir. Elektrofizyolojik deneyler, a7nAChR’nin, KA inhibisyonuna karsi
biiyiik bir duyarlilig1 oldugunu ortaya koymustur. KA’ nin yiiksek diizeylerde bulundugu
AH, Down sendromu (DS) ve sizofreni hastalarinda goriillen a7nAChR’in inhibisyonu,
sirasiyla sizofreni ve AH’li hastalarda hipotamaterjik ve hipokolinerjik tonlarla;
sizofreni, AH ve DS’li hastalarda ise biligsel eksikliklerle iligkili bulunmustur (Hilmas
ve ark, 2001).

Elektrofizyolojik deneylerden elde edilen sonuglar, KA’nin nikotinik kolinerjik
sistemde bir néromodiilator olarak gorev yaptigini ve a7nAChR’yi voltajdan bagimsiz
sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Ayrica caligmalar KA’nin, a7nAChR’nin
rrekabetsiz bir antagonisti oldugunu da gostermistir. a7nAChR’lere ek olarak, sadece
glutamaterjik iyonotropik reseptorlerin KA tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir
(Hilmas ve ark, 2001).

2.3.2.4. KA’nin Glutamat Reseptorii Uzerindeki Etkisi

Glutamat esansiyel bir amino asit olmakla birlikte, memeli MSS’deki ana uyarict
norotransmitterdir  ve  gesitli  reseptorler yardimiyla  biyolojik  aktivitesini
gerceklestirmektedir.  Glutamat, anksiyete veya depresyon gibi  psikiyatrik
bozukluklarina ve epilepsi, spastisite, fel¢ veya travmatik beyin hasar1 gibi noérolojik
hastaliklarla  iligkili ~ bulunmustur.  Glutamat antagonistlerinin,  anksiyolitik,
antikonviilsan, kas gevsetici, yatistirici, anestezik ve noroprotektif ozelliklere sahip
olduklar1 gosterilmistir (Rzeski ve ark, 2001a). Bununla beraber, baz1 se¢ilmis glutamat
reseptorlerinin alt birimlerinin ekspresyonunun bloke edilmesiyle glutamat reseptor
antagonistlerinin tiimor biiylimesini smirladigt ve kanser hiicrelerinin in vitro

cogalmasini 6nledigi bildirilmistir (Luksch ve ark, 2011).

Glutamat reseptorleri (GluR’ler); ligand kapili katyon kanallar1 olan iyonotropik
glutamat reseptorleri (iGIluR’ler) ve G protein-bagli reseptorler olan metabotropik

glutamat reseptorleri olmak iizere sinyallerini ilettikleri mekanizmaya gore iki ana sinifa
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ayrilir (Ribeiro ve ark, 2017). Iyonotropik glutamat reseptorler, yapisal benzerliklerine
ve onlar1 aktive eden sentetik agonistlerinin tipine gére NMDA, AMPA ve kainat
reseptorleri olmak iizere alt gruplara ayrilir (Sekil 2.4). Bu reseptorler, hiicre ici Ca?*
seviyelerini arttirabilmekte ve NO, reaktif oksijen tiirleri ve bunun sonucu olarak hiicre

oliimiine neden olabilmektedir (Stone ve Addae 2002).

GluN1
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Ca*, Na* Na*(Ca**) (Ca**)Na*

Sekil 2.4. GluR’larin Siniflandirilmasi (Ribeiro ve ark, 2017)

AMPA reseptorleri (AMPAR), ligandin baglanmasiyla sodyum akisina izin veren
GIuAI-GluA4 alt birimlerinden olusan homo veya heterotetramerlerdir. AMPAR
kanalinin elektrofizyolojik 6zellikleri reseptdriin molekiiler bilesimine dayanir. GluA2
alt birimi AMPAR’larin kalsiyum ve ¢inkoya gegirgenligini belirler. Yapilan ¢aligmalar
hem sinaptik plastisite hem de hastalikta Ca®* gecirgen AMPAR ’larin kilit roliine isaret
etmektedir (Liu ve Zukin, 2007).

Kainat reseptorleri (KAR), tetramerik kanallar1 olusturan GluK1-GIluK5 alt
birimlerinden olusur. GluK4 ve GluKS5 alt birimleri, fonksiyonel homomerik reseptorler
olusturmazlar, ancak fonksiyonel reseptorler olusturmak i¢in GluK1-GluK3 heteromerik
gruplari biraraya gelirler. GluA2’ye benzer sekilde, GluK1 ve GluK2, bu reseptorlerin
kalsiyum geg¢irgenligini azaltan glutamin/arginin diizenlemesinde énemli rol alir. Her ne
kadar baz1 ¢alismalarda KAR’1n kanserdeki roliinii arastirilmis olsa da, bu rol yeterince
kesfedilememistir (Ribeiro ve ark, 2017).

NMDA reseptorleri iki GIuN2 alt birimi ile ya da GluN2 ve GluN3 alt birimlerinin bir
kombinasyonu ile oligomerize edilmis iki GIluN1 alt biriminden olusan

heterotetramerlerdir (Sekil 2.5). Reseptor kompleksinde bulunan GluN2 (A, B, C veya
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D) ve GIuN3 (A veya B) alt lnitelerine bagli olarak, GluN3 alt {initesini i¢eren
reseptorlerle azalan kalsiyum gegirgenligi sunan, farkli elektrofizyolojik ozelliklere
sahip NMDA reseptorleridir. NMDA reseptorleri, es-agonist glisin veya d-serin ile
glutamatin ayn1 anda baglanmasini gerektirir. Glisin veya d-serin GIuN1 alt birimi
baglanma bolgesine baglanirken, glutamat GluN2 alt birimlerine baglanir. GluNI’e

benzer sekilde, GluN3 alt birimleri glutamattan ziyade glisin ve d-serin baglar.

Glisin Najg Glutamat
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Sekil 2.5. Onemli Baglanma Bolgelerini Gosteren NMDA Reseptorii Modeli (Lipton 2004).

iGluR’ler arasinda, NMDA reseptorleri genellikle kalsiyum i¢in en gegirgen
reseptorlerdir (Ribeiro ve ark, 2017). GluN1 reseptdr (NR1) alt birimi kanalin kalsiyum
iletkenligi i¢in gereklidir, GluN2 reseptdr (NR2) ve GluN3 reseptor (NR3) alt birimleri
ise reseptoriin elektrofizyolojik ve farmakolojik 6zelliklerini belirler (Luksch ve ark,

2011).

KA, tiim iyonotropik glutamat reseptorlerini etkileyen, NMDA, AMPA ve kainat
reseptorleri dahil olmak {izere tiim iyonotropik glutamat reseptorlerini etkileyen bilinen
tek genis spektrumlu endojen bir antagonisttir. KA diisiik mikromolar
konsantrasyonlarda (ECso = 7.9 uM-15 uM) NMDA reseptorlerinin NR1 alt birimindeki
glisin  baglama bdlgesine yliksek afinite ile baglanirken, daha yliksek
konsantrasyonlarda (ECsp = 200uM-500 uM) NR2 alt iinitesindeki glutamat baglanma
bolgesini bloke edebilmektedir (Majlath ve ark, 2016). KA’ ’nin noéroprotektif etkisinin,
esas olarak NMDA reseptorii antagonizmasi yoluyla glutamat eksitotoksisitesinin
Onlenmesi yoluyla gergeklestigi one siiriilmektedir. Diisitk KA konsantrasyonlari
presinaptik glutamat salimimini engelleyerek noroprotektif etki gosterirken yiiksek
mikromolar konsantrasyonlarda (uM-mM) KA, AMPA reseptorleri iizerinde

ndroinhibisyon etki gdstermektedir (Szalardy ve ark, 2012).
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2.3.2.4.1. NMDA ve AMPA Reseptorlerinin Kanserdeki Rolii

Glutamatin tiimor bliylimesi {izerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan
caligmalarda cesitli tiimor hiicre hatlari, NMDA antagonistleri, AMPA antagonistlerine
ve glutamat’a maruz birakilmis, tiimor hiicrelerinin gogili, ¢cogalmasi ve morfolojisi
degerlendirilmistir. Sonugta NMDA ve AMPA antagonistlerinin timor hiicrelerinin
proliferasyonunu ve goglinii inhibe ederken, glutamatin proliferasyonu uyardigi

bulunmustur (Rzeski ve ark, 2001b).

NMDA ve AMPA antagonistlerinin, glial ve noronal tiimorlerin yani sira, kolon, girtlak,
meme, hepatoseliiler karsinom, prostat, melanoma, akciger ve tiroid dahil olmak iizere
bircok noronal olmayan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasint da sinirladigi bildirilmistir
(Ribeiro ve ark, 2017). Kalsiyum yoksunlugu altinda biiyiiyen tiimor hiicreleri NMDA
ve AMPA antagonistlerinin antiproliferatif etkilerine karsi direngli oldugu gosterilmis
ve buna bagl olarak iGluR antagonistlerinin antiproliferatif etkisinin kalsiyum bagimli
oldugu bildirilmistir (Rzeski ve ark, 2001b). Kalsiyum timor biiyiimesini ve hiicre
gocilinii uyaran ikinci habercidir. Glutamatin, ise membran depolarizasyonunu
indiikleyerek kalsiyum akisini diizenledigi, boylece hiicre i¢i kalsiyum artgini tetikledigi
bilinmektedir. Tiimor hiicreleri iizerindeki glutamat bagimli reseptor/iyon kanali
komplekslerinin, tiimoér hiicrelerinin g¢ogalma ve gogiinii bu sekilde diizenledigi one
stiriilmektedir (Rzeski ve ark, 2001b). Bununla birlikte MAPK yolagmin
inhibisyonunun, iGIuR antagonistlerinin antiproliferatif aktivitesinde Kkilit bir rol
oynadigi bildirilmistir (Hardingham ve Bading 2003). Antiproliferatif aktivitelerine ek
olarak, GIluR antagonistlerinin morfolojiyi degistirdigi ve kanser hiicrelerinin

invazyonunu azalttigi da gosterilmistir (Rzeski ve ark, 2001b).

Kanser hiicrelerinde glutamat reseptorii alt iinite ekspresyonunun susturulmasinin
karsinojenezi etkiledigi ve bazi GluR alt birimlerinin, tiimoriin hayatta kalmasini,
proliferasyonunu ve metastaz icin egilimi diizenleyen biyokimyasal yolaklar1 kontrol
etmede rol oynadig1 gosterilmistir (Luksch ve ark, 2011). GluR2’nin asir1 eksprese
edilmesi, glioma hiicre hattinda hiicre proliferasyonunun ve apoptoz indiiklenmesinin
inhibe edilmesine, GluR1’in susturulmasi da hiicre proliferasyonun azalmasia ve
apoptozun artmasina neden olmustur. Bu bulgular, kanser tiiriine baglh olarak, GluR alt
birimlerinin fenotip ve malign davranist modiile ettigi fikrini desteklemektedir (Luksch

ve ark, 2011).
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Tablo 2.4’te periferik kanserlerde NMDA reseptorii alt birimlerinin ekspresyonu
gosterilmistir. NMDA reseptoriiniin NR1 alt birimi, kanser numunelerinde yiiksek
oranda eksprese edilirken, normal dokularda ekspresyonu ¢ok daha diisiik sekilde
gozlenmistir. NR1 alt {initesinin immiinohistokimyasal ekspresyonu, kanser
orneklerinin ¢ogunda gdzlenmistir. NMDA reseptorlerinin farkli kombinasyonlar1 veya
tekli alt birimleri; kolon kanseri, meme kanseri, oral kanser, laringeal karsinoma,
akciger kanserleri, prostat kanseri, tiroid kanseri ve gastrik, 6zofageal ve hepatoseliiler

karsinomlardan tiiretilen hiicre hatlarinda gosterilmistir (Koiri, 2015)

Tablo 2.4. Kanser tipine gore hiicrelerde ifade edilen NMDA reseptor alt birimleri (Koiri 2015)

Kanser Tipi ifade Edilen NMDA Reseptor Alt Birimleri
Beyin tiimori NR1 ve NR2C alt birimleri
Prostat kanseri NR1 alt birimi
Kolon kanseri NR1 ve NR2B alt birimleri
Akciger kanseri NR1 ve NR2B alt birimleri
Meme kanseri NR1 ve NR2B alt birimleri
Pankreas timori NR2B alt birimi
Ag1z kanseri NR1 alt birimi
Laringeal kanser NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D ve NR3A alt birimleri
Tiroid kanseri NR1 alt birimi
Mide kanseri NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A ve NR3B alt birimleri
Yemek borusu kanseri NR2B alt birimi
Karaciger kanseri NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A ve NR3B alt birimleri

Kemoterapi ilaglariyla kombinasyon halinde tiimdr hiicre hatlarina uygulanan NMDA
ve AMPA antagonistlerinin, tiimor hiicresi proliferasyonunu inhibe etmek suretiyle
tiimor hiicre dliimiine yol actifi ve bdylece in vitro sitostatik ilaglarin tiimor oldiirticii
etkilerini arttirdigr goriilmiistir (Rzeski ve ark, 2001b). Bu veriler, glutamat
antagonistlerinin, mevcut kanser tedavilerine ilave olabilecek antikanser potansiyele
sahip oldugunu da gostermistir. Timor hiicrelerinde NMDA ve AMPA reseptor kanali
kompleksleri, olgun reseptér kanali komplekslerinden farkli olabileceginden, bu
reseptorler hedeflenerek, daha az yan etkisi olan yeni ilaglarin tasariminin miimkiin
olabilecegi bildirilmistir. Ek olarak, kan-beyin bariyerine niifuz etmeyen ve bu nedenle
norolojik yan etkilere neden olmayan NMDA ve AMPA antagonistlerinin, periferik

kanserlerin tedavisi i¢in uygun olabilecegi one siiriilmektedir (Rzeski ve ark, 2001b).
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Hayvan kanser modelleriyle yapilan g¢aligmalar da iGluR antagonistlerinin, anlamli
seviyede toksisiteye neden olmayan dozlarinda, farmakolojik etkileri oldugunu
gostermistir. Bu antagonistler arasinda klinikte kullanilan Memantin’in ve halen klinik
deneyleri devam eden Talampanel’in, kansere karsi terapotik stratejilere dahil edilecek
uygun adaylar1 temsil edebilecegi bildirilmistir (Ribeiro ve ark, 2017). Bununla birlikte,
terapotik faydayir arttirmak ve toksisiteyi en aza indirmek igin gelecekte planlanacak
olan ¢aligmalarin, ayn1 zamanda sinerjistik etki gosteren ilaglarin kombinasyonlarini da
arastirmasi gerektigi belirtilmistir Simdiye kadar elde edilen sonuglarin, umut verici
oldugu ve kanser hiicrelerinde glutamat sinyalizasyonunu hedefleyen tedavilerin
gelistirilmesi i¢in yeni firsatlar sundugu ifade edilmekle birlikte iGluR antagonistlerinin
kanser tedavisine dahil edilmesini pekistirmek amaciyla daha fazla arastirmanin

yapilmasinin gerekliligi belirtilmektedir (Ribeiro ve ark, 2017).

Glutamat reseptolerinin ¢esitli kanser hiicre tiplerinde bulundugu ve glutamat
reseptorlerinin alt birimleri ile kanser hiicrelerinde ¢ogalmayi, invazyonu ve metastazi
diizenleyen hiicre i¢i biyokimyasal yolaklar arasinda fonksiyonel bir iligki bulundugu
bildirilmektedir. Insan kolon kanseri ve hepatoseliiler karsinoma dahil olmak {iizere bir
cok kanser hiicre hattinda glutamat reseptorlerinden NMDA reseptorleri alt birimlerinin
varlig1 ise gosterilmistir (Stepulak ve ark, 2014). Son donemlerde yapilan calismalarda,
glutamat reseptorleri antagonistlerinin farkli insan tiimor hiicre tiplerinde antiproliferatif
ozellikler sergiledikleri gosterilmistir (Stepulak ve ark, 2005; Luksch ve ark, 2011).
Bunun yaninda, glutamat reseptorii antagonistlerinin kanser tedavisinde kullanilan
sitostatik ilaclara benzer sekilde tiimor hiicrelerinin bdéliinme ve migrasyonlarini inhibe
ettikleri, tiimor hiicrelerinin morfolojilerini degistirdikleri ve tiimdr hiicre Sliimiini

artirdiklar1 gosterilmistir (Rzeski ve ark, 2001b).

KA ise iyonotropik glutamat reseptdrlerinin tiim alt tiplerinin genis spektrumlu endojen
bir antagonistidir (Turski ve ark, 2013). Yapilan bir ¢caligmada, siganlara intragastrik
olarak uygulanan KA’nin ince barsaklardan emilerek kan dolagimiyla karaciger ve
bobrege tasindigi ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun NMDA reseptorleri ile
etkilesmek icin yeterli olan mikromolar seviyeye ulasmis oldugu da goriilmiistiir (Turski
ve ark, 2009). Bu sebeple, KA’nin ¢esitli tiimor hiicre hatlarina karsi gostermis oldugu

bu antiproliferatif ozelliginde ise Ozellikle glutamat reseptorlerinin rolii oldugu
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belirtilmektedir (Rzeski ve ark, 2001; Stepulak ve ark, 2005; Luksch ve ark, 2011;
Walczak ve ark, 2011).

Sonug olarak, KA, iyonotropik glutamat reseptorlerinin endojen bir antagonisti olup
glutamat antagonistlerinin antikanserojen potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir.
KA’nmn fizyolojik olmayan yiiksek konsantrasyonlarda, belirli tiimoér hiicrelerinde
antiproliferatif etki gosterdigi goOsterilmistir. Ancak, Kanser hiicrelerinde KA’nin
antiproliferatif aktivitesinin potansiyel molekiiler mekanizmalarina iliskin ¢ok az veri
bulunmaktadir. Ustelik KA’nin HSK iizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Bu
sebeple, KA’nin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin molekiiler
mekanizmasinin agiga ¢ikarilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. KA’ nin tiimor gelisindeki
roliinii ortaya c¢ikarmaya yonelik c¢aligmalar yapilmasi gerektigi bildirilmektedir

(Walczak ve ark, 2014b).

2.3.2.5. KA’min Antiproliferatif Aktivitesinden Sorumlu Olan Potansiyel Sinyal
Yolaklan

Literatiirde, KA’nin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinden sorumlu olan
potansiyel sinyal yolaklar1 ile molekiiler etkilesimi hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir.
Yapilan cgesitli ¢caligmalarda, KA’ ’nin tiimor hiicre ¢ogalmasini inhibe edici 6zelliginin,
hiicre donglisii diizenleyicileri ve sinyal proteinleri ile olan etkilesimleriyle ilgili
olabilecegi belirtilmistir (Walczak ve ark, 2012a, 2012b, 2014b). insan kolon
adenokarsinoma (HT-29) hiicreleri ile yapilan bir c¢alismada, KA’nin HT-29
hiicrelerinde bir hiicre dogiisiiniin diizenlenmesinde dnemli rol oynayan p21 Waf/Cipl
protein ekspresyonunu etkili sekilde artirdigi gosterilmis ve KA’min HT-29
hiicrelerindeki hiicre ¢ogalmas: ve DNA sentezini inhibe edici 6zelliginin p21 diizeyini
artirarak gergeklestirdigi belirtilmistir (Walczak ve ark, 2012a). KA’nin renal kanser
hiicre hattindaki (Caki-2) antiproliferatif etkisinin arastirildig1 bir baska calismada ise,
KA’nin hiicre dongiisii  diizenleyicisi olan p21’in artan ekspresyonu ve hiicre
sagkaliminda rol alan p38 MAPK’nin fosforilasyonunun inhibisyonu ile, KA’nin timor
biiyiimesinin kontroliinde etkili oldugunu bildirmislerdir (Walczak ve ark, 2012b). Yine
kolon kanseri HT-29 hiicreleri ile yapilan bir diger ¢alismada da, KA’nin; hiicre sag
kaliminda ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda 6nemli rol alan yolaklar olan, PI3K/Akt,
MAPK ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarima olan etkisi arastirilmistir. Calisma

sonucunda, milimolar konsantrasyonlardaki KA’ nin HT-29 hiicrelerinde PI3K/Akt ve
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MAPK sinyal yollarinin aktivasyonunu inhibe ederek Akt, ERK 1/2 ve p38 kinazlarinin
fosforilasyonunu azalttigi ve B-katenin protein ekspresyonunu artirdigr gosterilmistir

(Walczak ve ark, 2014b).

Sonug olarak bu caligmalarda KA’nin kolon kanseri tedavisinde standart kemoterapiyi
desteklemek amagli veya potansiyel bir kemopreventif madde olarak kullanilma
potansiyelinin oldugu éne siiriilmiistiir. [lave olarak, siganlarla yapilan bir ¢alismada 50
veya 100 mg/kg/saat dozunda intravenéz KA uygulamasinin siganlar tarafindan iyi bir
sekilde tolere edildigi gorilmiistiir (Marciniak ve Turski, 2010). Benzer sekilde yapilan
baska bir in vivo galismada ise rat ve farelere igme suyu ile birlikte yliksek miktarda KA
(250 mg/L konsantrasyonda) uzun siireyle (21 giin) uygulanmis ve bu hayvanlarda bu
konsantrasyonlarin iyi bir sekilde tolere edildigi ve toksik etki olusturmadigi
gosterilmistir (Turski ve ark, 2014). Boylece, yliksek miktarda KA iceren ya da KA ile
zenginlestirilmis gidalarin tiiketiminin insan sagliginda bir risk teskil etmedigi
bildirilmigtir (Turski ve ark, 2014). Bu bulgular KA’nin kanser terapisinde potansiyel

terapotik etkileri olabilecegi hipotezini desteklemektedir
2.4. Kinaldik Asit (KINA)

Triptofan metabolizmasmin bir diger endojen metaboliti olan KINA’nin ise KA ile
yiiksek diizeyde yapisal benzerligi bulundugu bildirilmektedir (Sekil 2.6). KINA,
KA’nin dehidroksilasyonu sonucu olusan bir {riindir (Kaihara ve Price, 1962).
KINA’ya hayvan iiresinde de rastlanmis olmakla birlikte, KA’ya kiyasla daha az
seviyede oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, intestinal floranin da KINA
tiretimine katkida bulundugu bildirilmektedir (Yokoi ve ark, 1998).
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Sekil 2.6. Kinaldik Asitin Kimyasal Yapisi

KINA’nin; glikoneogenez, proinsiilin sentezi ve insiilin salinimi, metal iyonlar:
selatlama, oksijen tiirevlerini uzaklastirma ve kolon icindeki patojenik mikrofloradaki

biiyiimeyi baskilama gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir
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(Langner ve ark, 2015). Yapilan ¢alismalar, iiriner triptofan metabolitlerinden kinaldik
asitin mesane kanserinde prokarsinojenik aktivitesini oldugunu gostermistir. Dahasi,
kinaldik asidin izole edilmis Langerhans adaciklarindan insiilin salinimina neden oldugu
(Okamoto ve ark, 1973) ve 12 mM konsantrasyonunda glukoz ile indiiklenmis insiilin
saliniminin ikinci fazini inhibe ettigi goriilmiistir (Okamoto ve ark, 1974). Bununla
birlikte, bilinen bu biyolojik aktivitelerine ragmen KINA’ nmn insan organizmasidaki

rolii hala tam olarak acikliga kavusturulamamaistir.

2.4.1. KINA’nin Antiproliferatif Aktivitesinden Sorumlu Olan Potansiyel Sinyal
Yolaklan

KINA’nmn antitiimdral potansiyeli ile ilgili olarak yapilmis ¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir. KINA nin anti-tiimor potansiyelinin degerlendirilmesiyle ilgili olarak
yapilan bir caligsmada; cesitli insan kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda (HT-29,
Caco-2 ve LS-180) in vitro antiproliferatif aktivitesi ve bu aktivitenin potansiyel
molekiiler mekanizmasi arastirilmistir. Calisma sonucunda, KINA’nin calisilan tiim
hiicre hatlarinda ¢ogalmay1 inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica, KINA nin arastirilan
sinyal yolaklarindan hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimiinde 6nemli rol oynayan ERK, p38
MAPK ve PI3K/Akt sinyal yolaklarimi etkiledigi ve 6zellikle HT-29 hiicrelerinde ERK
1/2 ve p38 kinazlarmin fosforilasyonunu azalttigi goriilmiistiir. Bununla birlikte,
calismada KINA nin antiproliferatif aktivitesinin molekiiler mekanizmas1 da tam olarak
aci8a cikarilamamistir (Langner ve ark, 2015). Bu calismanin devami seklinde yapilan
bir baska ¢alismada da, KINA’ nin, bir timdr baskilayict gen olan p53’iin ifadesini
artirdif1 ve bdylece KINA’nin kolon kanseri hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinde
p53’lin belirgin bir katkis1 oldugu 6ne siiriilmiistiir (Langner ve ark, 2019). Bu sebeple,
hem antiproliferatif aktiviteye sahip KA ile olan yapisal benzerliginden hem de insan
organizmasindaki dogal bulunusundan dolayi, KINA nin anti-timér potansiyelinin

degerlendirilmesi oldukca 6nemlidir.
2.5. PI3K/Akt ve FoxO Sinyal Yolagi

Hiicre sagkalimini, ¢ogalmasini ve farklilagmasini diizenleyen Fosfatidilinositol-3-
kinaz’lar (PI3K), sinif I, sinif II ve sinif III olmak iizere {i¢ sinifa ayrilmaktadir. Siif I,
en ¢ok caligilan siniftir ve {i¢ katalitik alt {initeye ve p85 diizenleyici alt {initeye sahiptir.
Biiytime faktorleri veya sitokinlerin uyarilmasinin ardindan reseptor tirozin kinazlarin

ve G protein-baglantili reseptorlerin aktive edilmesiyle, PI3K hiicre zarina toplanir.
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Aktive edilmis PI3K, ikinci haberci fosfatidilinositol (3-5)-trisfosfat (PIP3)’i iiretir.
Aktive edilmis PI3K, lipid zarindaki fosforilasyona ugrayan inositollerle
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat’tan (PIP2) ikinci haberci fosfatidilinositol (3-5)-
trisfosfat’1 (PIP3) iiretir. Daha sonra serin-treonin kinaz Akt, PIP3’e baglanarak zara
almir, bu da fosfoinositide bagli kinazlarla fosforillenmesine neden olur. Akt
etkinlestikten sonra, hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, hiicre dongiisii
ilerleyisini, gocilinii ve anjiyogenezini diizenlemek icin asagi yonde sinyal vericileri
aktive eder. PI3K/Akt sinyal yolagi, ¢esitli biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan
aktive edilebildigi gibi, fosfataz ve tensin homologu PTEN tarafindan da negatif olarak
diizenlenebilir. PTEN, PIP3’ii defosforile eden bir tiimor baskilayicisidir. PTEN’in
aktivasyonu, proteinin fosforilasyonu ve defosforilasyonu dengesi ile diizenlenir ve
defosforile edilmis PTEN aktif formu temsil eder (Zhao ve ark, 2014). Yapilan
calismalar PI3K yolagi bilesenlerinin, HSK dahil olmak {izere bir¢ok insan
malignitesinde rol aldigini ortaya koymustur (Zhou ve ark, 2011). HSK’l1 hastalarin
yaklasik %40-60’inda Akt sinyal yolunun aktivasyonu ve Akt’nin negatif bir
diizenleyicisi olan PTEN’in ise azalmis ekspresyonunun varligi bildirilmistir. Akt
yolunun aktivasyonuyla apoptoz ve hiicre biiylimesini Onleyici aktivitelerin
baskilanmasindan dolay1 bu iki etkinin 6zellikle siroz asamasinda timor olusumunu
destekledigi belirtilmektedir (El-Serag ve Rudolph, 2007). Akt kinazin ayn1 zamanda
Forkhead Box O (FoxO), mTOR, NFkB ve MDM2 gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivitelerini de diizenledigi ve kaspaz-9, c-Raf ve GSK3p kinazlar gibi ¢esitli hedef
proteinlerin  fosforilizasyonunu  gergeklestirdigi, buna bagli olarak hiicre
proliferasyonunu, apoptoz ve farklilasmay1 kontrol ettigi bilinmektedir (Li ve ark,
2010). Bununla birlikte Akt’nin, CDK inhibitorleri p21 Wafl/Cipl ve p27 Kipl’in
negatif diizenleyicisi oldugu da bildirilmistir (Walczak ve ark, 2012a).

FoxO sinyal yolag: ise kanser hiicre gelisiminin diizenlenmesinde rol oynayan énemli
bir transkripsiyon faktorii ailesidir. Caenorhabditis elegans ile yapilan genetik
caligmalar, PI3K/Akt yolunun, memeli FoxO proteinlerinin nematod ortologu olan
DAF-16 catal ucglu (Fork Head) transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini baskiladigini
gostermistir. DAF-16 dizisinin analizi sonucu, ii¢ konsensiis Akt bolgesi ortaya
cikarilmistir. Bu bolgelerin insanlarda FOXO1, FOXO03 (FOXO03a), FOX04 ve
FOXO6’y1 igeren, memeli FoxO ailesinin tiim tyelerinde korunmus oldugu

goriilmiistiir. Akt tarafindan fosforile edilen FoxO proteinleri, 14-3-3 saperon
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proteinlerine baglanarak sitoplazmada herhangi bir molekiile baglanmasi engellenmis
olur (sekestrasyon) ve bunun sonucunda gen ekspresyonunu diizenleyemezler (Huang
ve Tindall, 2007). FoxO proteinlerinin, apoptoz, otofaji, hiicre dongiisii gegisleri, DNA
onarimi, oksidatif stres ve yasam siiresi ile ilgili genlerin ekspresyonu ile hiicre
farklilasmas1 ve glukoz metabolizmasin1  kontrol ederek hiicrenin isleyisini

diizenleyebildigi belirtilmektedir (Sekil 2.7) (Yamaguchi ve ark, 2013).

Insiilin Biii'iime Faktorii

RTKlar

e

Apoptoz
FasL, Bim Otofaji Hiicre Dongiisii Diizenlemesi
TRAIL, Bcl-6 BNIP3, Atgl2, Ve DNA Tamiri

GABARAPL1 SiklinG2, p130, p27,
P21, p57, p15, p19,
Gadd45a, Siklin D1

Sekil 2.7. PI3K / Akt ve FoxO Sinyal Yolagi (Zhang, 2011)

FoxO yolag: karacigerde hiicre ¢ogalmasi ve metabolizmasi i¢in 6nemli bir yolaktir.
Karacigerin, rutin beslenme ve aglik dongiilerine uyum saglamak ve hastaligin neden
oldugu streslere cevap vermek icin birkag FoxO bagimli yol kullandig1 bilinmektedir.
FOXO1 glukoneogenezin dogrudan transkripsiyonel diizenleyicisidir, insiilin tarafindan
diizenlenir ve hepatik lipid metabolizmasi iizerinde etkileri vardir. Ayrica FOXO1’in
hiicre dongilisli ve apoptozda kritik roller oynayan bir kisim genlerin ekspresyonunu
diizenledigi bildirilmistir. FOXO3’{in ise antioksidan cevap ve otofaji i¢in gerekli olup,
timor baskilayict aktiviteden sorumlu oldugu bilinmektedir. Yapilan son galismalarda
hepatoselliiler karsinomalarda FOXO3 ekspresyonunda diizensizlik oldugu bildirilmistir
(Tikhanovich ve ark, 2013). Bu yiizden karaciger kanserinde FoxO yolaginin

arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir.

FoxO  yolagmin  baskilanmasiyla, ~TXNIP  (Tiyoredoksin etkilesimli protein)

ekspresyonunun azaldigr bilinmektedir. TXNIP’in tiimor baskilayici rolii vardir ve
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bir¢ok tiimor hiicresinde TXNIP’in azalmis ekspresyonlarinin varligr gézlenmektedir.
Ayrica, TXNIP’in asir1 ekspresyonunun kanser hiicresi biliylimesini inhibe ettigi
gorilmistir (Yamaguchi ve ark, 2013). TXNIP’in ayrica, p27 proteininin JABI1
tarafindan degrade olmasini engelleyerek, p27°i stabilize ettigi ve hiicrenin G1 hiicre
dongiisiinde kalmasini sagladigi bilinmektedir (Jeon ve ark, 2005). p27 siklin bagimli
kinaz inhibitortidir (CKI) ve tiimor baskilayict roller sergiledigi bilinmektedir. Bir CKI
olarak birincil islevi, siklin/CDK komplekslerini baglamak ve inhibe etmek oldugundan,
p27 proteini, farkl siklin/CDK kompleksleri ile etkilesime girerek tiim hiicre dongiisii
asamalarinda iglev goriir (Lee ve Kim 2009). FoxO proteinlerinin, p27’yi uyararak ve
siklin D1 ifadesini baskiladig1 ve hiicrenin G1 hiicre dongiisiinde kalmasini sagladigi
bilinmektedir. FoxO proteinleri, otokrin ve parakrin yolaklarinda gérev yapan Bim ve
BNIP3 gibi BH3-proteinlerinin ve FasL (Fas reseptorii ligand1) ve TRAIL (TNF-related
apoptosis inducing ligand) gibi 6liim reseptor ligandlarinin ekspresyonunu diizenleyerek
hiicre 6liimiinde rol alirlar. FoxO yolagi, FasL ve TRAIL gibi proapoptotik faktorlerin
transkripsiyonunu artirarak ekstrinsik apoptotik yolu dogrudan diizenlemektedir (Zhang
ve ark, 2011). FoxO yolagmin baskilanmasmin sonucunda, Bim ve FasL gibi hedef

genlerin ekspresyonunun azaldigr goriilmiistiir (Yamaguchi ve ark, 2013).
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Sekil 2.8. Apoptotik Yolaklar. Tip I, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3'in aracilik ettigi dogrudan yolu
temsil eder. Tip Il mitokondri ve Bcl-2 ailesini icerir. (Vikki M. Abrahams, 2003)
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Fas reseptorii FasL ligand1 TNF siiper ailesine aittir. Fas’in FasL’ye baglanarak aktive
edilmesiyle, Fas’in hiicre i¢i oliim bolgesi (DD), Fas-iligskili DD igeren proteine
(FADD) baglanir ve bdylece sinyal prokaspaz-8’i harekete gegcirir. Kaspaz-8, 6liim
sinyalinin iletiminde rol alan proteinazlardan birisidir. Kaspaz-8’in aktive olmasiyla
sirayla kaspaz-3, kaspaz-6 ve kapaz-7 aktivasyonu ve mitokondrial hasar baslar. Aktif
kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak {izere 2 yolla kaspaz-3’ii aktive eder (Sekil 2.8). Ya
direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ti aktive eder ya da bir Bcl-2 ailesi iiyesi olan BID’in
aktivasyonuyla mitokondriyal yolu kullanarak dolayli olarak instrinsik mekanizmada
kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ti aktive eder. Mitokondriyal yolda,
apoptozom hiicre i¢i sinyaller sitokrom-c salinimim tetiklediginde olusur. Sitokrom-c,
Apaf-1/kaspaz-9 holoenziminin olusumunu tetikler ve ardindan kaspaz-3’ii aktive eder.
Kaspaz-3, -6 ve -7 ise birka¢ farkli hiicresel substrati ayirir ve apoptotik Oliimii
gerceklestirir (Abrahams ve ark, 2003). Kaskaddaki her adim, apoptotik yolu inhibe
edebilen hiicre ic¢i faktorlerle kontrol edilmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
tiyelerinin sitokrom-c¢ salinimint 6nlemek i¢in mitokondriyal zari stabilize ettigi
bilinmektedir. Bcl-2 (B hiicreli Lenfoma-2) ailesi, apoptoz sinyalini indiikleyici ve
baskilayict olmak {izere birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusmaktadir. Bcl-2, Bcl-
xL, Bcl-W ve Mcl-1 gibi tyeler apoptozisi inhibe edici (antiapoptotik) etkiye
sahiplerken, Bax (BCL-2 iliskili X), Bik, Bak, Bad ve Bcl-xs gibi iiyeler ise apoptozu
aktive edici (proapoptotik) etkiye sahip olduklari bilinmektedir (McDonnell ve ark,
1999).



3. GEREC VE YONTEM

Calismalar Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik Temel Bilimleri

Anabilim Dal1 ve Laboratuarinda gerceklestirilmistir.
3.1. GERECLER
3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

e Sogutmali Santrifiij (Hettich-Universal 320R)

e Sogutmali Mikro Santifiij (Hettich-Micro 200R)

e Multispin Cihaz1 (Gilson, GmClab)

e Dijital Isitict/Sogutucu Kuru Blok (Bioer, CHB-202)
e Isitic1 ve Manyetik Karistiric1 (Heidolph, MR Hei-Standart)
e pH Metre (Mettler Toledo, SC S210U)

e Vorteks (isolab)

e Shaker (Bioer)

e Su banyosu (Memmert, WNB 29)

e (Calkalayict (IKA KS130 Basic)

e Etiiv (EcoCell)

e Hassas Terazi (Ohaus, PA214C)

e Otoklav (Hirayama, HMC HV 50)

e Thermoshaker (Biosan)

e Multipipet ve Mikropipet Seti (Eppendorf, Gilson)

e -80°C Dondurucu (New Brunswick Scientific U570-86
e -20°C Derin Dondurucu (Vestel)

e Buzdolabi (Argelik)

e Laminar Akim Kabini (Safe Fast Elite, 212S)

e COy’li Inkiibator (New Brunswick Galaxy, 170R)

e Invert Mikroskop (Nikon, TS100)
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e Hiicre sayim cihazi (Roche -Innovatis-Cedex XS)

e Multifonksiyonel Mikroplaka okuyucu (Biotek, Synergy HT)

e Nanodrop (Denovix, DS-11)

e Real Time PCR cihazi (Roche-Light Cycler 480)

e Thermal Cycler (BioRad, T100)

e Western Blot Dikey Elektroforez Sistemi (Bio-Rad, Mini-Protean Tetra System)
e Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad, PowerPac™ Basic)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad, ChemiDoc MP Sistem)

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

¢ Kiniirenik Asit (Sigma, K3375)

o Kinaldik Asit (Sigma 160660)

e Doksorubisin (Sigma, D1515)

e MKB801 (Abcam, ab120027)

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Besiyeri (Sigma, D5546)
e Fenol Redsiz Besiyeri (Capricarn Scientific, DMEM-HXRXA)

e Fetal Bovine Serum (Thermo Fisher, 10500056)

e Dimetil Sulfoksit (DMSO) (Sigma,41640)

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

e Penisilin - Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C)

e Tripsin-EDTA (Sigma, T4049)

e Etanol (Merck, K21078586)

e Metanol ( Merck, 502K5275408)

e TC Flask T75 (Sarstedt, 83.3911.002-100)

e Hiicre Kiiltiirii Petri Kab1 100 x 20mm (Sarstedt, 83.1802-100)

e TC 96 Kuyucuklu Mikroplate (Sorfa, SCP-11-096)

e Cedex Smart Slides (Roche, 05650801001)

e Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 5 mI’lik (Orange Scientific, PNSE1)
e Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 10 ml’lik (Orange Scientific, PN10E1)
e Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 25 ml’lik (Sarstedt, 86.1685.020)
e Falcon Tiip Steril 15 ml’lik (Isolab, 078.02.007)

e Falcon Tiip Steril 50 ml’lik (Isolab, 078.02.008)
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Bisinkoninik asit (BCA) protein analiz kiti (Thermo Fisher, 23225)
Trizol kit (Roche, 11 667 157 001)

Proteaz / Fosfataz Inhibitor Kokteyl (Boster, 1182-1)

RIPA (Radyoimmunopresipitasyon analizi) Lizis Buffer (Santa Cruz, SC-24948)
PCR Tiipii 0,2 mI’lik (Bilogix, 60-0082)

Light Cycler 480 Prob Master Kiti (Roche, 04707494001)

Light Cycler 480 96 Kuyucuklu Plate (Roche, 04729692001)
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, 05091284001)
Kaspaz9 (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100233)
Kaspaz3 (Roche, RealTime ready Katalog Assays 148589)

FasL (Roche, RealTime ready Katalog Assays 145654)

Bim (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100096)

p21 (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100844)

Bax geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 102861)
Bcl-2 geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100083)
GAPDH geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 141139)
1-Butanol (Fluka, 437603)

2-Merkapta-etanol (Sigma, M3148)

2-Propanol (Riedel-de Haen, 24137)

Bisakrilamid (AppliChem, A3636)

Kloroform (Sigma)

Gliserol (Merck, 1040922511)

Glisin (Merck, 1042011000)

N, N, N, N-Tetrametil-etilenediamin (Sigma, T9281)

N, N-Metilen -bisakrilamid (Sigma, M7256)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma, 71725)

Siit Tozu (Fluka, 70166)

4xLaemmli Sample Buffer (Bio Rad, 161-0747)

Tris Hidroklorid (Amresco, 0234)

Trizma Baz (Sigma, T1503)

Tween 20 (Sigma, P5927)

Kemiliiminesans Tespit Etme Ayiract (ECL) (Bio Rad, 1705061)


https://configurator.realtimeready.roche.com/assaysupply_cp/
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e Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma, M5655)
e Akt Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 9272)

e PTEN Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 9188)

e p-PTEN Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 9551)

e FOXO1 Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 14952)

e FOXO03a Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 2497)

e p27 Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 2552)

o TXNIP Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 14715)

e PI3K Monoklonal Antikor (Cell Signalling, 17366)

e GAPDH Monoklonal Antikor (Cell Signaling, 2118)

3.2. YONTEM

Bu tez ¢alismasimin deneyleri Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Temel Bilimler
Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji laboratuarinda gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasinda
KA ve KINA’nin HepG2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre dongiisii yolaklarinda énemli
rol oynadiklar1 diisiiniilen genlerin mRNA diizeyindeki ifade diizeylerinin kantitatif
olarak Ol¢iilmesi ve PI3K/Akt ile FoxO sinyal yolaklarinda rol aldiklari disiiniilen
proteinlerin ifade seviyelerinin analiz edilmesi amaglanmistir. Bu amagla Real-time
PCR yontemi ile Bax, Bcl-2, Kaspaz-9, Kaspaz-3, FasL, Bim, p21 ve GAPDH
genlerinin gen ekspresyonlar1 analiz edilmis, western blot yontemi ile ise PI3K, Akt,
PTEN, p-PTEN, FOXO1, FOXO3a, TXNIP, p-27, ve GAPDH proteinleri analiz
edilmistir. Calisma, hiicre kiiltiiri ve molekiiler analizler olmak {iizere iki kistmdan
olusmaktadir. Deneyin hiicre kiiltiiriiyle calisma basamaklari; hiicre hatlarinin
pasajlanmas1 ve hiicrelerin testler i¢in hazirlanmasi, maddelerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi ve hiicrelere uygulanmasi, MTT ve BrdU analizi kisimlarindan
olusmaktadir. Molekiiler analiz asamalar1 ise total RNA izolasyonu, total RNA
konsantrasyonunun belirlenmesi, total RNA’lardan ¢cDNA sentezlenmesi, RT-gPCR
analizi ile hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeylerinin belirlenmesi, protein
izolasyonu, protein konsantrasyonunun belirlenmesi ve western blot yontemi ile hedef

proteinlerdeki ifade seviyelerinin analiz edilmesi kisimlardan olugmaktadir.
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3.2.1. HepG2 Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda insan karaciger hepatoselliiler karsinoma hiicre hatt1 olarak HepG2 hiicre
hatt1 kullanilmistir. HepG2 hiicre dizisi, 15 yasindaki kafkas kokenli hepatoseliiler
kasinomu olan bir erkek bireyden izole edilmistir (Sekil 3.1). HepG2 hiicrelerinin
morfolojisi epitel hiicreleridir ve 55 kromozom ¢ifti i¢erir. HepG2 hiicreleri biiyiik capta
basarili bir sekilde biiyiiyebilir ve transferin, fibrinijen, plasminogen ve albiimin gibi
bircok plasma proteinini salgilayabilir. Insan biiyiime hormonu ile stimiile edilebilirler.
HepG2 hiicreleri adherent, epitel-benzeri hiicrelerdir ve monolayer halinde ve kiiclik
kiimeler halinde biiyiirler (http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB8065.aspx?
geo_country=tr. Erisim tarihi: 08.08.2019). Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonundan
(ATCC) temin edilen HepG2 hiicreleri (ATCC® HB-8065™), %10 fetal sigir serumu
(FBS), 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 U/ml streptomisin iceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde 37°C’de, %5 CO2’li ortamda, 75 cm?’lik
flasklarda kiiltiire edildiler.

ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Sekil 3.1. HepG2 Hiicrelerinin Gortintimii (http://www.lgcstandards-atcc.org)

3.2.1.1. Besi Yeri Hazirlanmasi

1. DMEM besiyeri’nin igerisine Tablo 3.1°de gosterilen miktarlarda FBS, L-Glutamin

ve penisilin/streptomisin eklenir.
2. Pipetle birkag kez ¢ekilip birakilarak ortamin homojen olmasi saglanir.

3. Besi yeri +4°C’de saklanir.
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Tablo 3.1. HepG?2 hiicre hatti i¢in kullanilan besi yeri

Soliisyonlar % Hacim
DMEM besi yeri 88 44 mi
FBS 10 5ml
L-Glutamin 1 500 ul
Penisilin/Streptomisin 100 U/ml 500 ul

3.2.1.2. HepG2 Hiicre Hattinin Cozdiiriilmesi

e Stok hiicre -80 °C deki dondurucudan alinmadan hemen 6nce, kullanilacak olan
besi yeri 37°C deki su banyosunda isitilir, hiicre dondurucudan ¢ikarildiktan
hemen sonra 37°C deki su banyosunda kapak kismindan tutup sallanarak hizl

bir sekilde ¢ozdiirtiliir.

e Steril kabin igerisinde 15 ml’lik falkona alinir ve iizerine 1sinmis olan besi

yerinden 3ml ilave edilir.
e Pipetaj yapilarak ardindan hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir.

e Falkondaki siipernatant atilarak tliplin i¢ine 1 ml besi yeri konulup pipetaj
yaptiktan sonra hiicreler, icerisinde 7 ml besi yeri bulunan 75 cm?2’lik flaska

aktarilir.
e 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatdrde hiicrelerin biiylimesi i¢in inkiibasyona birakilir.
3.2.1.3. HepG2 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi ve Sayimi
e Mikroskopta %70 yogunluga ulasan hiicrelerin pasajlama islemine baslanir.

e Deney sirasinda kullanilacak olan maddeler 6énceden 37°C’ deki su banyosuna

konularak 37°C’ye gelmeleri saglanir.
e Laminar kabin ¢alistirildiktan sonra %70’lik etanolle temizlenir.
o Kiiltiir kaplar igerisindeki besi yeri uzaklastirilir.

e Kiiltiir kaplarina 3 ml steril PBS eklenip hafifce karistirildiktan sonra PBS’li

ortam da uzaklastirilir.

e Kiiltiir kaplarina %0.25’1ik 2.5 ml Tripsin-EDTA soliisyonundan eklenip, 3
dakika bekletilir.
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Stire bitiminde hiicrelerin tutunduklar1 kiiltiir kabmin yiizeyinden ayrildig
gozlenir ve hemen Tripsinle hidroliz edilen hiicre ortammna 6 ml besi yeri

eklenir.

Bolca pipetaj yaparak hiicreler ayristirilir ve flasklarda bulunan bu hiicreler

falkon tiiplerine aktarilip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij isleminden sonra siipernatant kistm dokiiliir ve hiicre pelletinin {izerine

1 ml besiyeri eklenir. Ardindan hiicreler cedex cihazinda sayilir.

Hiicrelerin sayimi igin; 10 pl hiicre stogundan alinan hiicreler, 10 pl Tripan mavi
boyastyla karistirhilir ve karisimdan 10 pl alimarak cedex laminda, cedex

cihazinda hiicrelerin sayimi yapilir. Cihaz 1ml’deki hiicre sayisin1 hesaplar.

Bu islemin sonucunda hiicreler ¢ogaltilma islemi i¢in yeni flasklara alinir,
dondurma islemi yapilacaksa dondurulur, deneyde kullanilacaksa hiicre sayisi

hesaplanip gerekli miktarda hiicre ekimi yapilir.

Deney sirasinda 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna 24 saat
icin; 1.5x10% 36 saat icin; 1.25x10%, 48 saat icin; 1x10* ve 72 saat icin; 6x10*
sayida hiicre olacak sekilde siispansiyon karisimindan gerekli hesaplamalar

yapilarak alindu.

Hiicrelerin tekrar yiizeye tutunmasi ve ortama alismast igin 37°C’de, %5 CO? de

24 saat inkiibe edildi.

3.2.1.4. HepG2 Hiicrelerin Dondurulmasi

HepG2 hiicreleri, her bir krio tiip icerisinde 1 milyon sayida olacak sekilde
donduruldu.

1000 pl igerisinde %5 DMSO, 1 milyon sayida hiicre ve besi yeri olacak sekilde

dondurulma islemi gergeklestirildi.

Dondurma islemi izopropil alkol i¢eren hiicre dondurma kaplarinda dakikada 1°C
sogutma saglayacak sekilde -80°C deki dondurucuya daha sonra c¢aligmak {izere

kaldirildi.
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3.2.2. MTT (3-(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2,5-difeniltetrazolyum bromiir) Hiicre
Canlihig: Testi

KA, KINA, MK-801’in tek baslarina ve kombinasyonlar1 ile pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin’in HepG2 hiicrelerinin canliliklari iizerindeki etkisi MTT (3-
(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2.5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi ile belirlendi. MTT
analizi; canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan sar1 renkli tetrazolyumun indirgenerek mor farmazan kristaline

dontistiiriilmesi prensibine dayanmaktadir (Stockert ve ark, 2012). Bunun igin;

e Hiicreler, 96 kuyucuklu kiiltiir kabina 50 ul DMEM besiyeri igerisinde her bir
kuyucuga 24 saat icin; 1.5x10%, 36 saat icin; 1,25x10% 48 saat icin; 1x10* ve 72 saat
icin; 6x10* sayida hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin kiiltiir kabi tabanina

tutunmalar1 i¢in 24 saat %5 CO2’li steril etiivde 37°C’de inkiibe edildi.

e 24 saat sonunda kuyucuklardaki besi yerinin iizerine test maddeleri 50 pl igerisinde
2X konsantrasyonda olacak sekilde cesitli konsantrasyonlarda eklendi, hiicreler bu
maddelerle 24, 36, 48, 72 saat inkiibe edildi. Uygun inkiibasyon siiresi sonunda
hiicre tlizerindeki maddeleri igeren besiyeri atildi ve hiicrelere 100 pl besiyeri
icerisinde 10 pl MTT reaktifi eklenerek 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonucunda olusan formazan kristalleri 100 ul DMSO ile ¢oziinerek 570 nm dalga
boyunda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda Olgiildii ve Olgiilen absorbans

degerlerinden % hiicre canlilig1 hesaplandi. Tiim analizler 3 kez tekrarlandi.

e Test maddelerinin her bir konsantrasyonu ve kontrol hiicre gruplari ic¢in 3’er
kuyucuk kullanildi. Igerisinde sadece hiicre ve besiyeri bulunan kuyucuklar
calismada pozitif kontrol olarak kullanildi. Calisma kapsaminda etkisi arastirilan
KA, deiyonize su ile birlikte 0.1 N NaOH icinde ¢Oziindiigli i¢in, ¢oziiciide
kullanilan NaOH’in hiicrelerin canlilig1 {lizerinde toksik bir etkiye sahip olup
olmadigini belirlemek tizere NaOH kontrol grubu olusturuldu. Bu amagla, i¢inde
hiicre bulunan kuyucuklara en yiiksek KA konsantrasyonunda (10 mM) bulunan
NaOH miktari1 igeren besiyeri eklendi. NaOH’m kiiltiir ortamindaki final
konsantrasyonu %1°den daha diisiiktii. Calisma kapsaminda etkisi arastirilan diger
test maddeleri; KINA, MK-801 ve Doksorubisin ise deiyonize su igerisinde
cOziindiikleri i¢in bu gruplar i¢in ¢oziicii kontrol grubu yapilmaya gerek

duyulmamustir.



47

3.2.3. BrdU (5-bromo-2’-Deoksiiiridin) Analizi

KA, KINA, MK-801’in tek baslarina ve kombinasyonlar1 ile pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin’in HepG2 hiicrelerinin DNA sentezine olan etkileri BrdU (5-
bromo-2’-Deoksiiiridin) baglanmasina dayali kolorimetrik immunoanaliz yontemi ile
Olgtilmistiir. Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek amaciyla yapilan BrdU analizi
boliinen hiicrelerdeki DNA’ya BrdU baglanmasi esasina dayanan bir analiz yontemidir.
BrdU bir timidin analogudur ve DNA sentezi sirasinda timidin molekiiliiniin yerini
alarak DNA zincirinin yapisina girer. Anti-BrdU antikorlarinin ortama eklenmesiyle
olusan immiin komplekslerin 1s1ma vermesi sonucu spektrofotometrik olarak 6l¢iim

yapilir ve S fazindaki hiicreler degerlendirilir (Cecchini ve ark, 2012). Bunun igin;

e HepG2 hiicreleri steril 96 kuyucuklu kiiltiir kabina 2x10* hiicre 100ul/kuyu olacak
sekilde ekilip kiiltiir kab1 tabanma tutunmalar1 i¢in 24 saat standart kosullarda
inkiibe edildi.

e Daha sonra besiyeri uzaklastirilarak, hiicreler KA, KINA, MK-801, Doksorubisin ve
kombinasyon gruplarinin test maddelerinin belirlenen konsantrasyonlariyla 48 saat
inkiibe edildiler. Test maddeleri 2x konsantrasyonda hazirlandi ve 100 pl/kuyu
olacak sekilde kuyulara eklendi. Kontrol grubu ise sadece taze besiyerine maruz
birakildi.

e 20 pl BrdU inkiibasyon siiresinin bitiminden 24 saat 6nce kKuyucuklara eklendi.

BrdU’nun negatif kontrolii olarak kullanilan kuyulara ise BrdU eklenmedi.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin {izerindeki besiyeri aspire edildi ve 200 pl

fiksasyon soliisyonu eklenerek 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Fiksasyon isleminden sonra yikama asamasina gegildi. Kiiltiir kab1 tabanina tutunan

hiicreler 3 kez yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra aspire edildi.

e Her bir kuyucuga 100 pl anti-BrdU monoklonal detektor antikoru eklenerek

hiicreler 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi ve yikama asamasi tekrar edildi.

e Ardindan her bir kuyucuga 100 pl Peroksidaz Goat anti-mouse IgG konjugati
eklenerek hiicreler 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi ve yine yikama asamasi

tekrarlandi.
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e Daha sonra, kuyucuklara 100 pl Tetrametilbenzidin peroksidaz substrati eklenerek
hiicreler 30 dk karanlikta inkiibe edildi ve son olarak her bir kuyucuga 100 pl stop
soliisyonu eklenerek 450 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda
ol¢iim yapildi. Olgciilen absorbans degerlerinden % hiicre proliferasyonu hesaplandi

ve tum analizler 3 kez tekrarlandi.

3.2.4. RNA Izolasyonu, cDNA Sentezi ve Kanitatif Gercek Zamanh-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR) Analizi

KA ve KINA’nin tek baslarma ve MK-801 ile kombinasyonlarmin HepG2 hiicre
hattinda apoptoz ve hiicre dongiisli yolaklarinda 6nemli rol oynadiklar1 diisiiniilen Bax,
Bcl-2, kaspaz 9, kaspaz 3, FasL, Bim, p21 genlerinin ve kontrol geninin mRNA
diizeyindeki ifade diizeyleri kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reksiyonu (RT-
gPCR) yontemi ile analiz edilmistir. Bunun igin; sinyal yolaklarinda belirlenen hedef
genlerin hiicre ici mRNA ifadelenmelerini 6lgmek amaciyla total RNA izolasyonu
yapilmustir. Total RNA izolasyonu igin, ticari olarak satin alinan TriPure izolasyon Kiti
kullanilarak, kit iireticisi firma tarafindan saglanan protokol uygulanmistir. RNA

izolasyonu 4 asamada gergeklesmistir.
e Orneklerin hazirlanmasi
e Faz ayrimi
e (Coktlirme islemi
¢ Yikama ve eldesi

Bunun i¢in dncelikle HepG2 hiicreleri her bir petride 2x10° hiicre olacak sekilde 100x20
mm’lik kiiltir kabina 5 mL DMEM besiyeri igerisinde ekildi ve kiiltiir kab1 tabanina
tutunmalari i¢in 24 saat CO2’li steril etiivde 37°C’de inkiibe edildiler. 24 saat sonunda
kiiltiir kaplardaki besiyerleri ortamdan uzaklastird: ve hiicreler KA, KINA, MK-801,
kombinasyon gruplari ve tez c¢alismasinda pozitif kontrol olarak kullanilan
Doksorubisin’in MTT ve BrdU analizi ile belirlenen konsantrasyonlar: ile 48 saat
boyunca inkiibe edildiler. Bir bagka hiicre grubu da ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin (1 uM’ lik konsantrasyon) ile 48 saat inkiibe edildiler.
Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda hiicre gruplarindaki besiyerleri ortamdan

uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1 mL
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soguk PBS eklendi ve hiicre kaziyicisi ile hiicreler kiiltiir kabi tabanindan kazinarak

steril tiip iginde toplandilar.

e Tiip i¢inde toplanan hiicre siispansiyonlar1 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildiler. Santriflij sonunda siipernatan uzaklastirilarak hiicre pelleti tizerine 500
ul trizol eklendi ve izolasyon protokolii takip edilerek total RNA izolasyonu
gergeklestirildi, elde edilen RNA’larin safligt ve miktar1 spektrofotometrik
olarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda optik dansite 6l¢iimil ile hesaplandi.

e Test maddeleri ile inkiibe edilen HepG2 hiicrelerinden total RNA izole
edildikten sonra, RNA ornekleri reverse-transkripsiyon yontemi ile cDNA’ya
dontstiiriildii. Total RNA’lardan ¢cDNA sentezi gergeklestirmek igin, ticari
olarak satin alinan cDNA sentez kiti kullanilmis ve kit {ireticisi firma tarafindan
saglanan protokole uygun olarak cDNA sentezi gergeklestirildi. Bunun igin her
bir 6rnege ait total RNA ve kit karisimlari, ayr1 ayr1 uygun sicakliklarda belirli
sirelerle inkiibe edilmis ve bodylece RNA’larin cDNA’ya reverse-

transkripsiyonlari gergeklestirildi.

e Analiz edilmek istenen genlere spesifik primer-problar kullanilarak, kit tireticisi
firma tarafindan saglanan protokole uygun sekilde ve LightCycler 480 cihazi
kullanilarak, elde edilen her bir 6rnege ait cDNA’larin, ger¢ek zamanli PCR’1
gerceklestirildi. Boylece incelenen genlerin mRNA transkripsiyon diizeyleri
kanitatif olarak belirlendi. Sonuglar, her dokuda ifade edildigi bilinen GAPDH
kontrol geninin ifade seviyesi ile normalize edildi. Boylece, test maddeleri
uygulandiktan sonra, incelenen her bir genin HepG2 hiicrelerindeki ifade

seviyesileri tespit edildi ve tiim analizler 2 kez tekrarlandi.
3.2.5. Western Blot Analizi

KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve KA ile KINA’nin MK-801’le birlikte olan
kombinasyon dozlarinin, HepG2 hiicrelerinde PI3K/Akt ile FOXO sinyal yolaklarinda
rol aldiklar1 diigiiniilen PI3K, Akt, PTEN, p-PTEN, FOXO1, FOXO3a, p27, TXNIP
proteinleri ve GAPDH kontrol proteininin ifade seviyeleri Western blot yontemi ile
analiz edilmistir. Bunun igin; Oncelikle HepG2 hiicreleri her bir petride 2x10° sayida
hiicre olacak sekilde 100x20 mm’lik hiicre kiiltiirii petri kaplarina 6 ml DMEM besiyeri
igerisinde ekildi ve kiiltiir kab1 tabanina tutunmalar i¢in 24 saat CO2’li steril etiivde
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37°C’de inkiibe edildiler. 24 saat sonunda petri kaplarindaki besiyerleri ortamdan
uzaklastirildh ve ardindan KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve kombinasyon
dozlar ile pozitif kontrol olarak kullanilan Doksorubisin’den olusan ila¢ gruplar1 daha
once belirtilen doz ve siirelerde hiicrelere uygulanarak farkli hiicre gruplari olusturudu.
Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda hiicre gruplarindaki besiyerleri ortamdan
uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin {izerine 1 ml
soguk PBS eklendi ve hiicreler hiicre kaziyicisi ile kiiltiir kabi tabanindan kazinarak
steril tiip i¢inde toplandilar. Soguk PBS ile kazima islemi 3 kez tekrarlandi ve daha
sonra tiip i¢inde toplanan hiicre silispansiyonlari 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildiler. Santrifiij sonunda slipernatan uzaklastirilarak hiicre pelletleri elde edildi ve

elde edilen hiicre pelletlerinden ¢alisilacak proteine gore total hiicre lizat1 hazirlandi.

e Total Hiicre Lizatinin Hazirlanmasi: HepG2 hiicrelerinden total hiicre lizatlarinin
hazirlanmasi1 igin proteaz ve fosfataz inhibitér kokteyli igeren RIPA lizis
tamponu kullanildi. Bunun igin; hiicre pelletinin biiyiikligiine RIPA (50 mM
Tris-HCI; pH 7,4, 150mM NaCl, %0.1 SDS, %0.5 sodyum deoksikolat, %1
Triton X-100, 200 mM PMSF, 100 mM sodium orthovanadate (NazVOa) ve
proteaz inhibitor kokteyl) ¢ozeltisinden 40-100 pL arasinda eklendi.

e Total hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonlari, Pierce™ BCA (Bisinkoninik
asit) protein analiz kiti kullanilarak kit {reticisi firma tarafindan saglanan
protokole uygun sekilde ol¢tildii.

e Elektroforez asamasi i¢in; her bir protein drneginden jel kuyucuklarina 40 ng
protein yiiklendi ve proteinler arastirilan proteinin biiyiikligiine gore %8-15’lik
SDS-PAGE’de elektroforez edildi.

e Protein biiyiikliigline gore jelde yiirliyen proteinler, 1slak transfer yontemi ile
Poli-viniliden florir membran tzerine transfer edildi. Daha sonra membran,
spesifik olmayan baglanmalardan kaginmak i¢in %5 yagsiz siit tozu igeren TBS-
T (Tris-tamponlu salin-Tween) tamponu (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM
NaCl ve %0.1 Tween 20) ile 3 saat boyunca bloklandi. Bloklama isleminin
ardindan membran TBS-T tamponu ile 3 kez, 10’ar dakika yikanarak siit tozu
ortamdan uzaklastirildi.

e Daha sonra membran TBS-T iginde hazirlanan uygun diliisyondaki spesifik bir
primer antikorla (PI3K, Akt, PTEN, p-PTEN, FOXO1, FOXO03a, p27, TXNIP)
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ile 4°C’de gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan membran TBS-T
tamponu ile 3 kez yikanarak spesifik olmayan baglanmalar ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra membran TBS-T iginde hazirlanan uygun diliisyondaki
horseradish peroksidaz bagli sekonder antikor ile 2 saat oda 1sisinda ve karanlikta
inkiibe edildi.

e Inkiibasyon siiresi sonunda membran tekrar TBS-T tamponu ile 3 kez 10’ar
dakika yikandi ve yikama isleminin ardindan arastirilan hedef protein,
kemiliiminesans tespit etme ayiraglari (ECL) kullanilarak tespit edildi. Olusan
kemiliiminesans sinyaller uygun bir yazilima sahip olan bilgisayara bagl jel
goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

e Ayni membranlarda daha sonra, GAPDH kontrol proteini goriintiilendi. Jel
goriintiileme sisteminde elde edilen bantlarin goriintiileri “Image J” programi
kullanilarak analiz edildi. Arastirilan hedef proteinin ifade seviyesi, ayni
membranda goriintiilenen kontrol proteinin ifade seviyesi ile normalize edildi ve

tim analizler 2 kez tekrarlanda.
3.2.6. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizlerde her bir deney igin uygun olan farkli analiz y&ntemleri
kullanilmistir. Deney gruplar1 kontrol grubuyla karsilastirilmigtir. MTT, RT-gPCR ve
Western blot deneyleri igin her bir grubun verileri, ortalama =+ standart sapma (SS) ile
ifade edilmistir. Calisma ve kontrol gruplarinin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar One-
way ANOVA, Tukey veya Dunnet post-hoc testleri kullanilarak analiz edilmistir.
Anlamlilik p<0.05 veya p<0.001 diizeyinde degerlendirilmis olup, tiim istatiksel
hesaplamalar SPSS 18.0 programi kullanilarak yapilmistir.



4. BULGULAR

4.1. MTT Hiicre Canlilik Testi Sonuclar:

Tez calismas1 kapsaminda antitiimoral etkileri arastirilacak olan KA ve KINA’nin
HepG2 hiicrelerinin canlilig: tizerindeki etkileri MTT yontemi ile doza ve siireye bagl
olarak analiz edilmistir. Bunun icin, HepG2 hiicreleri KA ve KINA’in giderek artis
gosteren (1 uM-10 mM) konsantrasyonlar1 ile 24, 36, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmiglerdir. Boylece, KA ve KINA’nin HepG2 hiicrelerinin %50 inhibisyonuna
(ICs0) neden olan ve ¢alisma siiresince kullanilacak olan en uygun inkiibasyon siireleri
ile konsantrasyonlari belirlenmistir. Daha sonra HepG2 hiicrelerinde, c¢alisma
kapsaminda etkisi arastirilan diger test maddelerinden NMDA antagonisti MK-801’in
(50 uM -500 puM) ve porzitif kontrol olarak kullanilan standart kemoterapi ilaci
Doksorubisinin (0.065 uM - 10 uM) 48 saatlik inkiibasyonlarindaki canlilik analizleri
yapilmis ve ICso dozlar1 belirlenmistir. Calismamizda ayrica, KA ve KINA maddeleri
ile MK-801’in gesitli konsatrasyonlardaki kombinasyonlart HepG2 hiicrelerine es
zamanli olarak uygulanmis ve olusturulan kombinasyonlarin HepG2 hiicrelerinin

canliliklarina etkisi belirlenmistir.
4.1.1. KA’nin HepG2 Hiicrelerinin Hiicre Canlih@ Uzerindeki Etkisi

KA’nin HepG2 hiicrelerinin canliligina etkisi doza (0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5
ve 10 mM) ve siireye (24, 36, 48 ve 72 saat) bagli olarak MTT yontemi ile analiz
edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.



53

W 24 saat
125

W 36 saat

- 048 saat

T T
100 I . ‘T‘ T . IT gl
- N 72 saat
® sk
75
50
25
0

Kaontrol NaOH 0.001mM 0.01lmM 0.05mM  0.1mM  0.5mM ImM 2.0mM Sm

Hiicre canliligi (%)

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 4.1. KA’nin doza (0.001 mM - 10 mM) ve siireye bagh (24 - 72 saat) olarak HepG2
hiicrelerinin canliligt (%) Uzerindeki etkisi. *p<0.001 ve **p<0.05 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda (n=3).

MTT analizi sonucunda, KA’ nin HepG2 hiicrelerinin canliligini doza ve siireye bagiml
sekilde azaltigi ve HepG2 hiicreleri lizerinde genel olarak milimolar
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. HepG2 hiicrelerinin
canliligin1 yaklasik %50’ye kadar azaltan konsantrasyonlar ve siireler; 10 mM’lik KA
konsantrasyonu ile 48 saatlik inkiibasyon (hiicre canliligi % 54) (p<0.001) ve yine 10
mM’lik KA konsantrasyonu ile 72 saatlik inkiibasyon (hiicre canliigi % 46.6)
(p<0.001) olarak belirlenmistir. KA’nin 48 saatlik inkiibasyonda HepG2 hiicreleri
tizerindeki ICso degeri; 11.32 mM, 72 saatlik inkiibasyondaki ICso degeri ise 9.8 mM

olarak hesaplanmustir.

Calisma kapsaminda etkisi aragtirilan KA, 0.1 N NaOH i¢inde ¢éziinmiistiir. Bununla
birlikte, NaOH’un kiiltiir ortamindaki final konsantrasyonu %1’den daha diistiktir.
NaOH’un Kkiiltiir ortamindaki final konsantrasyonunun HepG2 hiicreleri iizerinde
sitotoksik bir etkiye sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla NaOH kontrol grubu
olusturulmustur. Yapilan MTT analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda kiiltiir
ortamindaki NaOH konsantrasyonunun 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda sitotoksik bir
etki gostermedigi ve kontrol grubuna gore HepG2 hiicrelerinin canliligini anlamli
sekilde azaltmadigr (p>0.05) gorilmiistir. Bununla birlikte, 36 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda NaOH’un hiicrelerdeki canliligi anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir
(p<0.001). Bu sebeple, tez calismasinin bundan sonraki agamalarinda KA icin 48 saatlik

inkiibasyon siiresinin en uygun inkiibasyon siiresi olduguna karar verilmistir.
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4.1.2. KINA’min HepG2 Hiicrelerinin Canlihg Uzerindeki Etkisi

KINA’nin HepG2 hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkisi doza (0.001, 0.01, 0.05, 0.1,
0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 mM) ve siireye (24, 36, 48 ve 72 saat) bagl olarak MTT yontemi ile
analiz edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi Sekil

4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. KINA’nin doza (0.001 mM - 10 mM) ve siireye bagh (24 - 72 saat) olarak HepG2
hiicrelerinin  canlih@t (%) tzerindeki etkisi. *p<0.05, **p<0.001 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, KINA’nin HepG2 hiicrelerinin canliligmi doza ve
stireye bagiml sekilde azalttig1 belirlenmistir. Hiicrelerinin canliligini yaklasik %50’ye
kadar azaltan konsantrasyonlar ve siireler; 10 mM KINA konsantrasyonu ile 36 saatlik
inkiibasyon (hiicre canlilifi %43.5) (p<0.001) ve 5 mM KINA konsantrasyonu ile 48
saatlik inkiibasyon (hiicre canliligi %54.6) (p<0.001) olarak belirlenmistir. KINA nin
HepG2 hiicrelerinde 36 saatlik inkiibasyondaki ICsp degeri 10.4 mM, 48 saatlik
inkiibasyondaki I1Cso degeri ise 6.82 mM olarak hesaplanmaistir.

Boylece, HepG2 hiicrelerinin canliligini yaklasik %50’ye kadar azaltan ve calisma
boyunca kullanilacak olan KA ve KINA konsantrasyonlar: ile siireleri belirlenmistir.
Buna gore KA igin; 10 mM’lik konsantrasyon ile 48 saatlik inkiibasyon, KINA icin; 5
mM’lik konsantrasyon ile 48 saatlik inkiibasyon HepG2 hiicrelerinin yarisini dldiiren

uygun konsantrasyonlar ve inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir.
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4.1.3. MK-801’in HepG2 Hiicrelerinin Canliig Uzerindeki Etkisi

MK-801’in HepG2 hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi, MK-801’in giderek artis
gosteren 50-150 uM arasindaki konsantrasyonlar1 (50, 100, 150, 200, 250, 300 ve 500
uM) ile HepG2 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda doza bagl olarak MTT
yontemi ile analiz edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canliligi

grafigi Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. HepG2 hiicrelerinin MK-801’in artan konsantrasyonlar1 (50-500 uM) ile 48 saatlik
inkiibasyonu sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.05, **p<0.001 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, MK-801’in giderek artig gosteren konsantrasyonlari
ile HepG2 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda; kullanilan tiim
konsantrasyonlarin HepG2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna gore anlamli sekilde
azalttigr gortlmiistiir (p<0.05 ve p<0.001). Boylece, 48 saatlik inkiibasyonda MK-
801°’in HepG2 hiicrelerinin canliligimi kontrole gore yaklasik %50 azaltan
konsantrasyonu 250 pM (hiicre canliligt % 51.47) olarak belirlenmistir. HepG2
hiicrelerinde MK-801’in 48 saatlik inkiibasyondaki ICso degeri ise 209.7 uM olarak

hesaplanmustir.
4.1.4. Doksorubisin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Klinikte HSK tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilaci olan
Doksorubisin, ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Doksorubisinin HepG2

hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi MTT analizi ile belirlenmistir.
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Bu amagla, HepG2 hiicreleri Doksorubisinin giderek artis gosteren 0.065-10 uM
arasindaki (0.065, 0.125,0.25, 0.5, 1, 1.25, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 45, 5, 10 uM)
konsantrasyonlar1 ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda doza bagli olarak analiz

edilmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. HepG2 hiicrelerinin Doksorubisinin artan konsantrasyonlar1 (0.065 - 10 pM) ile 48
saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen hiicre canliligr (%) grafigi. *p<0.001 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, Doksorubisinin tiim konsantrasyonlarinin HepG2
hiicrelerinin canliligin1 kontrol grubuna goére anlamli sekilde azalttigi goriilmiistiir
(p<0.001). Boylece 48 saatlik inkiibasyonda Doksorubisinin HepG2 hiicrelerinin
canliligin1 kontrole gore yaklasik %50 azaltan konsantrasyonu 1 puM (hiicre canlilig1
%51.9) olarak belirlenmistir.  HepG2 hiicrelerinde Doksorubisinin 48 saatlik
inkiibasyondaki ICso degeri ise 0.7 uM olarak hesaplanmistir.

4.15. KA ve KINA’mn MK-801 ile Kombinasyonlarimn HepG2 Hiicrelerinin
Canhhig Uzerindeki Etkileri

Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin dogal bir antagonisti olan KA’nm ve sentetik bir
glutamat antagonisti olan MK-801’in antitiimoral etkilerinin oldugu yapilan cesitli
caligmalarla gosterilmistir. Tez caligmasit kapsaminda bu iki antagonistin HepG2
hiicrelerine birlikte verildiklerinde, HepG2 hiicrelerinin canliliklar lizerinde daha diisiik
dozlarda daha giiglii bir antitiimdral etki gosterip gostermeyeceklerinin belirlenmesi de

amaglanmistir. Bu amacla, KA’ nin HepG2 hiicre canliliklar, sirasiyla, %95.7, %80.4 ve
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%71.9 olan 1 mM, 2.5 mM ve 5 mM konsantrasyonlari ile, MK-801’in HepG2 hiicre
canliliklart %92.4, %80.4 ve %73.6 olan 50 uM, 100 uM ve 150 uM konsantrasyonlari
birbirleriyle kombine edilerek 9 farkli kombinasyon olusturulmustur (Sekil 4.5). Daha
sonra, KA ve MK-801’in ICsp konsantrasyonlarindan daha diisiik olan ve dolayisiyla
daha yiiksek hiicre canliligina sahip olan konsantrasyonlari, hem tek baslarina hem de
kombinasyon halinde HepG2 hiicrelerine uygulanarak hiicrelerle 48 saat inkiibe edilmis
ve hiicre canliliklar1 tizerindeki etkileri MTT analizi ile ol¢iilmiistiir. Elde edilen
sonuglar, calismada pozitif kontrol olarak kullanilan Doksorubisin’in 48 saatlik
inkiibasyonda HepG2 hiicrelerinin canliligint %50 inhibe eden 1 pM’lik konsantrasyonu

(hiicre canlilig1 %51.9) ile karsilastirilmigtir.

Benzer sekilde, tez calismasi kapsaminda KA ile yapisal benzerlik gosteren KINA’nimn
da MK-801 ile kombinasyonunun HepG?2 hiicreleri iizerinde daha diisiik dozlarda daha
giiclii antitiimoral etki gdsterip gostermeyecekleri arastirilmistir. Bu amagla, KINA’nin
HepG?2 hiicre canliliklari, sirasiyla, %696.6, %94.8 ve %73.6 olan 0.5 mM, 1 mM ve 2.5
mM’lik konsantrasyonlar ile, MK-801’in HepG2 hiicre canliliklar1 %92.4, %80.4 ve
%73.6 olan 50 uM, 100 uM ve 150 puM konsantrasyonlar1 birbirleriyle kombine
edilerek 9 farkli kombinasyon olusturulmustur (Sekil 4.6). Daha sonra, KINA ve MK-
801’in ICso konsantrasyonlarindan daha diisiik olan ve dolayisiyla daha yiiksek hiicre
canliligina sahip olan konsantrasyonlari, hem tek baglarma hem de kombinasyon
halinde birlikte HepG2 hiicrelerine uygulanarak hiicrelerle 48 saat inkiibe edilmis ve

hiicre canliliklar tizerindeki etkileri MTT analizi ile 6lgiilmiistiir.
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4151 KA ve MK-801 kombinasyonlarinin HepG2 Hiicrelerinin Canhhgi
Uzerindeki Etkileri

KA’nin belirlenen 3 farkli konsantrasyonu (1 mM, 2.5 mM ve 5 mM) ile MK-801’in 3
farkli konsantrasyonunun (50 pM, 100 uM ve 150 uM) birlikte kombinasyonlarinin
HepG?2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda MTT analizi ile elde edilen %

hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.5°te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. KA+MK-801 kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1
Eszg)c.unda elde edilen hiicre canliligi (%) grafigi. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Yapilan MTT analizi ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, KA ve MK-801’in
tim kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna goére anlaml
sekilde azalttiklar1 goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.5). Bununla birlikte, KA’nin 3 farkli
konsantrasyonu ile 50 uM’lik MK-801 kombinasyonlarinin hicbirinin HepG2
hiicrelerinin canliligimi %50’ye kadar indiremedigi goriilmiistiir. Ancak, 5 mM KA ve
100 uM MK-801 kombinasyonu ile 1 mM KA ve 150 uM MK-801 kombinasyonunun,
pozitif kontrol Doksorubisine benzer sekilde, HepG2 hiicrelerinin canliliklarini yaklasik
%50’ye kadar indirdikleri goriilmiistiir (hiicre canliliklar1 karsilikli olarak; %353 ve
%S355). Boylece, 5 mM KA+100 uM MK-801" ve “1 mM KA+150 uM MK-801”
kombinasyonlar1i, HepG2 hiicrelerinin canliliginin yarisini inhibe eden kombinasyonlar

olarak belirlenmistir.
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1 mM KA ve 100 uM MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonunun HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi

Sekil 4.6’da gdsterilmistir.
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Sekil 4.6. 5 mM KA’nin ve 100 uM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, #p<0.05 100 uM MK-801 ile kiyaslandiginda (n=3)

Yapilan MTT analizi sonucunda, 5 mM KA tek basina HepG2 hiicrelerine
uygulandiginda hiicre canliliginin %71.9, tek basina 100 pM MK-801 hiicrelere
uygulandiginda hiicre canliliginn %804, 5 mM KA+100 uM MK-801
kombinasyonunun hiicrelere uygulandiginda ise hiicre canliliginin %53 oldugu
gorilmiistiir (Sekil 4.6). Yapilan istatistiksel degerlendirmede, 5 mM KA+100 pM MK-
801 kombinasyonunun HepG2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna gore (p<0.001)
ve tek basina 100 pM MK-801 uygulanan gruba goére (p<0.05) anlamli sekilde azalttig

belirlenmistir.
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1 mM KA ile 150 uM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi

Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. 1 mM KA’nin ve 150 uM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi.
z‘rﬁ)j??).OOl kontrol grubu, #p<0.05 1 mM KA ve ®*p<0.05 150 pM MK-801 ile kiyaslandiginda
Yapilan MTT analizi sonucunda, 1 mM KA tek basmma HepG2 hiicrelerine
uygulandiginda hiicre canliliginin %95.7, tek basina 150 pM MK-801 hiicrelere
uygulandiginda hiicre canliliginn  %73.6, 1 mM KA+150 pM MK-801
kombinasyonunun hiicrelere uygulandiginda ise hiicre canliliinin %55 oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.7). Yapilan istatistiksel degerlendirmede, 1 mM KA+150 uM MK-
801 kombinasyonunun HepG?2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna, tek bagina ImM
KA grubuna ve tek bagina 150 pM MK-801 uygulanan hiicre gruplarina gore anlaml

sekilde azalttig1 belirlenmistir (p<0.05).

Yapilan tim MTT analizleri ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, KA+MK-801
kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda hiicre
canliligint yaklasik %50’ye kadar azaltan kombinasyonlari; 5 mM KA + 100 uM MK-
801 ve 1 mM KA + 150 uM MK-801 olarak belirlenmistir. Diger taraftan, | mM KA +
150 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubunda, HepG2 hiicre
canliligindaki azalma, hem tek basina KA (1 mM) hem de tek basina MK-801 (150
uM) ile inkiibe edilen hiicre gruplarina gére anlamli bulunmustur (p<0.05). 5 mM KA
+ 100 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubunda goriilen hiicre
canliligindaki azalma ise, yalnizca MK-801 (100 uM) ile inkiibe edilen hiicre grubuna
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gore anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu sebeple, HepG2 hiicrelerinin canliligini inhibe
etmede 1 mM KA + 150 uM MK-801 kombinasyon grubu daha etkili bulunmus ve tez
caligmasimnin molekiiler analiz asamalarinda 1 mM KA ve 150 uM MK-801
konsantrasyonlarinin  tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin  etkileri

arastirilmastir.

4.15.2. KINA ve MK-801 kombinasyonlarimin HepG2 Hiicrelerinin Canlihg
Uzerindeki Etkileri

KINA’nin belirlenen 3 farkli konsantrasyonu (0.5 mM, 1 mM ve 2.5 mM) ile MK-
801’in 3 farkli konsantrasyonunun (50 pM, 100 puM ve 150 uM) birlikte
kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda MTT

analizi ile elde edilen % hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. KINA+MK-801 kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari
sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).

Yapilan MTT analizi ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, KINA ve MK-801’in
tiim kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin canliligint kontrol grubuna gore anlamli
sekilde azalttiklar1 goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.8). Bununla birlikte, KINA’nin 3
farkli konsantrasyonu ile 50 uM’lik MK-801 kombinasyonlarinin higbirinin HepG2
hiicrelerinin canliligim %50’ye kadar indiremedigi goriilmiistiir. Ancak, 2.5 mM KINA
ve 100 uM MK-801 kombinasyonu ile 0.5 mM KINA ve 150 pM MK-801
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kombinasyonunun, pozitif kontrol Doksorubisine benzer sekilde, HepG2 hiicrelerinin
canliliklarii yaklasik %50’ye kadar indirdikleri goriilmustiir (hiicre canliliklart
karsilikli olarak; %47 ve %51). Bdylece, 2.5 mM KINA + 100 uM MK-801” ve “0.5
mM KINA + 150 uM MK-801” kombinasyonlari, HepG2 hiicrelerinin canliligin1 yariya

indiren kombinasyonlar olarak belirlenmistir.

2.5 mM KINA ile 100 uM MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonunun
HepG?2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canlilig

grafigi Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. 2.5 mM KINA ve 100 pM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.001, 2.5 mM KINA ve ®p<0.001 100 uM MK-
801 ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, 2.5 mM KINA tek basma HepG2 hiicrelerine
uygulandiginda hiicre canliliginin %73.6, tek basina 100 uM MK-801 hiicrelere
uygulandiginda hiicre canhiligmin  %80.4, 2.5 mM KINA+100 pM MK-801
kombinasyonunun hiicrelere uygulandiginda ise hiicre canliliginin %47 oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.9). Yapilan istatistiksel degerlendirmede, 2.5 mM KiNA+100 uM
MK-801 kombinasyonunun HepG?2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna (p<0.001),
tek basma 2.5 mM KINA ve tek basma 100 pM MK-801 uygulanan hiicre gruplarma
gore (p<0.001) anlaml sekilde azalttig1 goriilmustiir.
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0.5 mM KiNA ile 150 uM MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1

grafigi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. 0.5 mM KINA ve 150 uM MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *p<0.001 0.5 mM KiNA ve $p<0.001 150 uM MK-
801 ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan MTT analizi sonucunda, 0.5 mM KINA ve 150 uM MK-801 tek baslarina
HepG2 hiicrelerine uygulandiginda hiicrelerin canliliklarint sirasiyla %96.6 ve
%73.6’ya diisiirdiikleri, 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonunun ise
hiicrelerin  canliliklarint  %51°e  diistirdiigli  goriilmiistir (Sekil 4.10). Yapilan
istatistiksel degerlendirmede, 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonunun
HepG?2 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna (p<0.001), tek basma 0.5 mM KINA ve
tek bagina 150 uM MK-801 uygulanan hiicre gruplarina gére (p<0.001) anlaml sekilde
azalttig1 tespit edilmistir.

Yapilan MTT analizleri ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda HepG2 hiicrelerinin canliliklarini yaklasik %50’ye kadar azaltan
KINA+MK-801 kombinasyonlari; 2.5 mM KiNA + 100 pM MK-801 ve 0.5 mM KINA
+ 150 uM MK-801 olarak belirlenmistir (hiicre canliliklar1 karsilikli olarak; %47 ve
%51). Her iki kombinasyon grubunda da HepG2 hiicrelerinin canliliginda goriilen
azalma, hem tek basina KINA (0.5 ve 2.5 mM) hem de tek basina MK-801 (100 ve 150
uM) grubuna gére anlamli bulunmustur. Diger taraftan, 0.5 mM KINA+150 pM MK-
801 kombinasyonun HepG2 hiicrelerinin canliligini %50’lik inhibisyona daha yakin

sekilde inhibe etmesinden (%51) dolay1 tez calismasinin molekiiler analiz asamalarinda
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0.5 mM KINA ve 150 pM MK-801 konsantrasyonlarinin tek baslarina ve birlikte

kombinasyonunun etkileri arastirilmistir.
4.2. BrdU (Bromodeoksi-Uridin ) Hiicre Proliferasyon Testi Sonuclar

KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlari ile Doksorubisin’in
MTT analizi ile belirlenen siire (48 saat) ve konsantrasyonlari1 HepG2 hiicrelerine
uygulanmis ve hiicrelerdeki DNA sentezine etkileri bromodeoksiuridin (BrdU) yontemi
ile analiz edilmistir. Boylece, elde edilen sonuglarin birbirleri ile karsilastirilmasi ile
test maddelerinin hiicrelerin proliferasyonu iizerine etkilerinin  belirlenmesi

amaclanmstir.

4.2.1. KA ve MK-801’in Tek Baslarina ve Birlikte Kombinasyonlarinin HepG2

Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkileri

KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonu tizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile, MTT analizi ile belirlenen
KA’nin 3 farkli konsantrasyonu (I mM, 2.5 mM ve 5 mM) ve MK-801’in 2 farkli
konsantrasyonu (100 uM ve 150 uM) 6 farkli kombinasyon olacak sekilde hiicrelere
uygulanmis ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicrelerin proliferasyonlarina olan
etkileri BrdU analizi ile belirlenmistir. Calismada pozitif kontrol olarak
Doksorubisin’in ise, yine MTT analizi belirlenen ve 48 saatlik inkiibasyonda hiicre

canliligint %50 inhibe eden 1 pM’lik konsantrasyonu kullanilmistir.



65

BrdU proliferasyon testi kullanilarak, maddelerin tek baslarma ve birlikte
kombinasyonlariin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde

edilen % hiicre proliferasyon grafigi Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre proliferasyonu (%) grafigi. *p<0.001,
**p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

BrdU analizi sonucunda; KA ve MK-801 tek baslarina uygulandiklarinda 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagimli sekilde
azalttiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.11). Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda,
KA ve MK-801'in tek basina uygulanan tiim konsantrasyonlarinin, tim
kombinasyonlarimin  ve pozitif kontrol Doksorubisin’in  HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu kontrole gore anlamli sekilde azalttiklar1 goriilmiistiir (p<0.05 ve
p<0.001). Analiz sonucunda, 48 saatlik inkiibasyonda HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu %50’ye kadar azaltan KA + MK-801 kombinasyonlari;; 5 mM
KA+100 uM MK-801 (hiicre proliferasyonu %49) ve 1 mM KA+150 uM MK-801

(hiicre proliferasyonu %44) kombinasyonlar1 olarak belirlenmistir.

BrdU analizi ile elde edilen ve HepG2 hiicrelerinin proliferasyonlarint %50’ye kadar
azaltan kombinasyon gruplar1 ile MTT analizi ile elde edilen ve HepG2 hiicrelerinin
canliliklarmi %50’ye kadar azaltan kombinasyon gruplar1 birbirleri ile uyumlu olup,
elde edilen bu sonuglar birbirini desteklemistir. Ayrica, yapilan BrdU analizi sonucunda
KA’nin 10 mM’lik konsantrasyonu ile MK-801’in 250 uM’lik konsantrasyonu HepG2

hiicrelerinin  proliferasyonlarint  %50’ye kadar azaltan konsantrasyonlar olarak
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belirlenmis olup, elde edilen bu sonuglar da yine MTT analizinden elde edilen sonuglari

desteklemistir.

4.2.2. KINA ve MK-801’in Tek Baslarina ve Birlikte Kombinasyonlarinin HepG2

Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkileri

KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonu {izerindeki etkilerini belirlemek amaci ile, MTT analizi ile belirlenen
KINA’nin 3 farkli konsantrasyonu (0.5 mM, 1 mM ve 2.5 mM) ve MK-801’in 2 farkli
konsantrasyonu (100 uM ve 150 uM) 6 farkli kombinasyon olacak sekilde hiicrelere
uygulanmis ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicrelerin proliferasyonlarina olan
etkileri BrdU analizi ile belirlenmistir. BrdU proliferasyon testi kullanilarak,
maddelerin tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen % hiicre proliferasyon grafigi Sekil 4.12°de
gosterilmigtir.
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Sekil 4.12. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlariin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicre proliferasyonu (%) grafigi. *p<0.001
kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

BrdU analizi sonucunda; KINA ve MK-801 tek baslarina uygulandiklarinda 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagimli sekilde
azalttiklar1 gortilmiistiir (Sekil 4.12). Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda,
KINA’nin 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlari ile inkiibe edilen hiicreler disindaki diger

tim hiicre gruplarinda, proliferasyonun kontrole gore anlamli sekilde azaldig

goriilmiistiir (p<0.001).
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Analiz sonucunda, 48 saatlik inkiibasyonda HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu
%50’ye en yakin azaltan KINA + MK-801 kombinasyonlar;; 1 mM KINA + 100 uM
MK-801 (hiicre proliferasyonu %56.6), 0.5 mM KINA + 150 uM MK-801 (hiicre
proliferasyonu %59.8) ve 1 mM KINA + 150 puM MK-801 (hiicre proliferasyonu
%56.8) kombinasyonlar1 olarak belirlenmis olup, HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu
en giiclii sekilde azaltan KA+MK-801 kombinasyonlarinin ise; 2.5 mM KINA + 100
uM MK-801 (hiicre proliferasyonu %30) ve 2.5 mM KINA + 150 pM MK-801 (hiicre
proliferasyonu %21) oldugu goriilmiistiir. Ayrica, yapilan BrdU analizi sonucunda
KINA’nin 5 mM’lik konsantrasyonu ile MK-801’in 250 pM’lik konsantrasyonu HepG2
hiicrelerinin proliferasyonlarini etkili sekilde azalttigi belirlenmis ve elde edilen bu

sonuclar MTT analizinden elde edilen sonuglar1 desteklemistir.

4.3. KA ve KINA’min Tek Baslarina ve MK-801 ile Kombinasyonlarinin HepG2
Hiicrelerinde Apoptoz ve Hiicre Dongiisii Yolaginda Rol Oynayan Genlerin

mRNA Ekspresyonlarina Etkileri

KA ve KINA'nin tek baslarma ve MK-801 ile olan kombinasyonlarinin HepG2
hiicrelerinde apoptotik yolakta dnemli roller oynayan Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9,
Bim ve FasL genlerinin mRNA transkripsiyon diizeyleri ile hiicre dongiisiinde 6nemli
rol oynayan p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri RT-qPCR yontemi ile
analiz edilmistir. Genlerin transkripsiyon diizeyleri, GAPDH kontrol geninin

transkripsiyon seviyesi ile normalize edilmistir.

KA ve KINA nin tek baglarina ve MK-801 ile birlikte olan kombinasyonlarmin HepG2
hiicrelerinde apoptotik yolaga ve hiicre dongiisiine olan etkilerini belirlemek amaciyla,
MTT ve BrdU analizleri ile belirlenen ve karsilikli olarak HepG2 hiicrelerinin
canliliklarii ve proliferasyonlarin1 48 saatlik inkiibasyonda yaklasik %50’ye kadar
azaltan konsantrasyonlar ve kombinasyonlar ile canlilik ve proliferasyonun %50 nin
tizerinde oldugu bir alt konsantrasyonlar ve kombinasyonlar kullanilmistir. Buna gore,
tek basina madde konsantrasyonlar1 olarak; KA’nin 1 ve 10 mM’lik, KINA nin 0.5 ve 5
mM’lik ve MK-801’in de 150 ve 200 pM’lik konsantrasyonlari kullanilmistir. Birlikte
kombinasyonlar1 olarak ise; 1 mM KA+150 uM MK-801 ve 0.5 mM KINA+150 uM
MK-801 kombinasyonlar1 kullanilmistir. Elde edilen sonugclar, ¢calismada pozitif kontrol

olarak kullanilan Doksorubisin’den (1 pM) elde edilen sonuglarla ile karsilastiriimistir.
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4.3.1. KA ve MK-801’in tek Baslarina ve Birlikte Kombinasyonlarinin Apoptoz ve

Hiicre Dongiisii Yolaginda Gorev Alan Genlerin mRNA Ekspresyonlarina Etkileri

KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.13’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.13. KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KA ve MK-801’in
tek baslarina ve birlikte kombinasyonunun uygulandigi hiicre gruplarinin higbirinde
Bax’in mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadigi (p>0.05)
goriilmiistiir (Sekil 4.13). Bununla birlikte, ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan
Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Bax’in mRNA diizeyinin kontrole gore

anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.001)
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KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48

saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri
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Sekil 4.14’te gosterilmistir.
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Sekil 4.14. KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi sonucunda; 1 mM KA+150 uM MK-801 ve Doksorubisin
uygulanan hiicre gruplarinda anti-apoptotik Bcl-2 mRNA diizeyinin kontrol grubuna
gore azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.14). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda Doksorubisin uygulanan hiicre grubundaki azalmanin kontrol
grubuna gore anlamli olmadigi (p>0.05), 1 mM KA+150 uM MK-801 uygulanan hiicre

grubundaki azalmanin ise kontrol grubuna gore anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.15’te gosterilmistir.
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Sekil 4.15. KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, tek bagina KA ve
Doksorubisin ile inkiibe edilen hiicre gruplarindaki Bim’in mRNA diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamli sekilde arttigi goriilmiistir (p<0.001) (Sekil 4.15). Bim
ifadesindeki en fazla artigin ise, 1 mM KA ile inkiibe edilen hiicre grubunda oldugu

goriilmiis ve kontrol grubuna gore yaklagik 1.7 kat arttig1 tespit edilmistir.
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KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.16°da gosterilmistir.

Ekspresyon orani (FasL/GAPDH)

Sekil 4.16. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.05, **p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, Doksorubisin, 250
uM MK-801, 10 mM KA ile 1 mM KA+150 uM MK-801 grubunda FasL mRNA
diizeyinin kontrol grubuna gére anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir (p<0.05 ve p<0.001)
(Sekil 4.16). Pozitif kontrol Doksorubisin disinda, FasL mRNA diizeyindeki en fazla
artis 1 mM KA+150 uM MK-801 ve 10 mM KA ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda
goriilmiis olup, kombinasyon grubundaki FasL mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore
yaklasik 10 kat, 10 mM KA grubundaki FasL mRNA diizeyinin ise yaklagik 7.5 kat

fazla oldugu tespit edilmistir.



72

KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48

saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

>

etkileri Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. KA ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001, **p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; 10 mM KA
(p<0.05) ve Doksorubisin (p<0.001) uygulanan hiicre gruplarinda Kaspaz-9 mRNA
diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.17).

KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).
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Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KA ve MK-801’in
tek baglarina ve birlikte kombinasyonunun uygulandigi hiicre gruplarinin higbirinde
Kaspaz-3’iin mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadigi
goriilmiistiir (p>0.05) (Sekil 4.18). Bununla birlikte, ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Kaspaz-3’iin mRNA diizeyinin

kontrole gore anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.001).

KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda, hiicre dongiisiinde rol alan p21 geninin mRNA

transkripsiyon diizeyine etkileri Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. KA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001, **p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; MK-801’in 150 uM
ve 250 uM ‘lik konsantrasyonlar1 (p<0.05), KA’nin 10 mM’lik konsantrasyonu ve
Doksorubisin (p<0.001) ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda p21 mRNA diizeyinin
kontrol grubuna gore anlaml sekilde arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.19). Hiicre gruplar
arasinda p21 diizeyindeki en fazla artis ise 10 mM KA ile inkiibe edilen hiicre grubunda
goriilmiis olup, bu gruptaki p21 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik 15 kat

fazla oldugu tespit edilmistir.
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4.3.2. KINA ve MK-801’in Tek Baslarina ve Birlikte Kombinasyonlarimin Apoptoz

ve Hiicre Dongiisii Yolaginda Gorev Alan Genlerin mRNA Ekspresyonlarina
Etkileri

KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bax geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KINA ve MK-
801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarimin uygulandig:r hiicre gruplariin
hi¢birinde Bax’in mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadigi
gorilmistir (p>0.05). Bununla birlikte, Doksorubisin ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda Bax mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttig

goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.20).
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KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.21°da gosterilmistir.
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Sekil 4.21. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bcl-2 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi sonucunda; 5 mM KINA, 0.5 mM KINA + 150 uM MK-801
ve Doksorubisin uygulanan hiicre gruplarinda Bcl-2 mRNA diizeyinin kontrol grubuna
gore azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.21). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda 5 mM KA uygulanan hiicre grubundaki azalmanin kontrol

grubuna gore anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.22. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Bim geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.

*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).
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Yapilan RT-gPCR analizi sonucunda; 0.5 mM KiNA ve Doksorubisin uygulanan hiicre
gruplarinda Bim mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore arttifi belirlenmistir (Sekil
4.22). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda Yyalnizca
Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda Bim mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore

anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir (p<0.001).

KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlariin HepG?2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4.23. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FasL geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; 250 uM MK-801,
kombinasyon grubu ve Doksorubisin ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda FasL mRNA
diizeyinin kontrol grubuna goére anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil
4.23). Pozitif kontrol Doksorubisin disinda, FasL. mRNA diizeyindeki en fazla artig 0.5
mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubunda goriilmiis olup, bu
gruptaki FasL mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik 5 kat fazla oldugu tespit

edilmistir.
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KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile

48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.24’te gésterilmistir.
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Sekil 4.24. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-9 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda, KINA ve MK-
801’in tek baglarna ve birlikte kombinasyonunun uygulandigi hiicre gruplarinin
hi¢gbirinde Kaspaz-9’un mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde
artmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Bununla birlikte, ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanilan Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Kaspaz-9’un mRNA diizeyinin
kontrole gore anlamli sekilde arttigi belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). KINA ve
MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri

Sekil 4.25’te gbsterilmistir.
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Sekil 4.25. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Kaspaz-3 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine
etkileri. *p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).
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Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; KINA ve MK-
801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonunun uygulandigi hiicre gruplarinin
higbirinde Kaspaz-3 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmadig
goriilmistir (p>0.05). Bununla birlikte, calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
Doksorubisin uygulanan hiicre grubunda ise Kaspaz-3 mRNA diizeyinin kontrole gore
anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.25).

KINA ve MK-801in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmim HepG2 hiicreleri ile
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeyine

etkileri Sekil 4.26°da gosterilmistir.
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Sekil 4.26. KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri
ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p21 geninin mRNA transkripsiyon diizeylerine etkileri.
*p<0.001, **p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan RT-qPCR analizi ve istatistiksel degerlendirme sonucunda; MK-801’in 150 uM
ve 250 uM ‘lik konsantrasyonlari (p<0.05) ve Doksorubisin (p<0.001) ile inkiibe edilen
hiicre gruplarinda p21 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore anlaml sekilde arttig1

goriilmiistiir (Sekil 4.26).
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4.4. KA ve KINA’nin Tek Baslarina ve MK-801 ile Kombinasyonlarimimn HepG2
Hiicrelerinde PI3K/Akt ve FoxO Yolaginda Rol Oynayan Proteinlerin

Ekspresyonlarmna Etkileri

KA ve KINA’nmn tek baglarina ve MK-801 ile olan kombinasyonlarmin HepG2
hiicrelerinde PI3K/Akt ve FoxO yolaklarinda énemli rolleri olan; PI3K, Akt, PTEN, p-
PTEN, FOXO1, FOXO3a, TXNIP ve p-27 proteinlerinin ifade diizeylerine etkileri
Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Proteinlerdeki ifade diizeyleri GAPDH
kontrol proteininin ifade seviyesi ile normalize edilmistir. Elde edilen sonuglar,
calismada pozitif kontrol olarak Doksorubisin’den elde edilen sonuglarla

karsilastirilmistir.

Western blot analizinde, MTT ve BrdU analizleri sonucunda HepG2 hiicrelerinin
canliligini ve proliferasyonu yaklasik %50’ye kadar azaltan kombinasyon ve bu
kombinasyonu olusturan maddeler ile devam edilmesine karar verilmistir. Bu sebeple, 1
mM KA+150 pM MK-801 ve 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonlar1 ve bu
kombinasyonu olusturan maddelerin (1 mM KA, 0.5 mM KINA ve 150 uM MK-801)
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PI3K/Akt ve FoxO yolaginda
rol alan proteinlerinin ifade diizeylerine etkileri western blot analizi ile belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar birbirleri ile ve pozitif kontrol Doksorubisin’den (1uM) elde edilen

sonuglarla karsilagtirilmistir.



80

KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde PI3K protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
gorlntiisii Sekil 4.27°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen PI3K protein diizeyi de

Sekil 4.28°de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda PI3K protein ekspresyonuna etkilerini
gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.28. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2
l(lrl;izcg%eri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PI3K protein diizeylerini gosteren grafik
Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin, 150 uM MK-801 ve 0.5 mM
KINA+150 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre gruplarmnda PI3K
protein diizeylerinin etkili sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.28). Bununla birlikte,
yapilan istatisiksel analiz sonucunda bu hiicre gruplarindaki azalmalarin kontrol
grubuna gore anlamli olmadigi belirlenmis (p>0.05), bu durumun ise standart
sapmalarin yiiksek olmasindan kaynaklandigi diisiilmektedir. Diger taraftan, 0.5 mM
KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubundaki PI3K seviyesinin kontrol
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grubuna gore 0.5 kat azaldigi, bu azalmanin Doksorubisin uygulanan hiicre grubundan

daha etkili bir azalma oldugu gosterilmistir.

KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde Akt protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintlisti Sekil 4.29°da, goriintiilerin analizi ile elde edilen Akt protein diizeyi de Sekil

4.30°da gosterilmistir.
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Sekil 4.29. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda Akt protein diizeylerini gosteren western blot
gorintiisii.
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Sekil 4.30. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda Akt protein diizeylerini gosteren grafik (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin, 150 uM MK-801, 0.5 mM
KINA ve 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre gruplarindaki Akt
protein diizeylerinin azaldigr goriilmiistiir (Sekil 4.30). Yapilan istatisiksel analiz
sonucunda bu hiicre gruplarindaki azalmalarin kontrol grubuna gore anlamli olmadig:

(p>0.05), bununla birlikte 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre
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grubundaki Akt seviyesindeki azalmanin kontrol grubuna gore 0.8 kat oldugu

gorilmiistiir.

KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde PTEN protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
gorintiisii Sekil 4.31°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen PTEN protein diizeyi de

Sekil 4.32°de gosterilmistir.
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Sekil 4.31. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PTEN protein diizeylerini gosteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.32. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarimin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda PTEN protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda PTEN protein
diizeylerinin arttig1 goriilmistiir (Sekil 4.32). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda, 1ImM KA, 0.5 mM KINA ve 0.5 mM KINA+150 pM MK-
801 (p<0.05) ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda PTEN protein ifadesinin kontrol
grubuna gore anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir. Diger taraftan 1 mM KA, 0.5 mM
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KINA ve 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 uygulanan hiicre gruplarinda PTEN protein

diizeyinin pozitif kontrol Doksorubisine gore daha etkili sekilde arttig1 goriilmiistiir.

KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde p-PTEN protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintlisii Sekil 4.33’te, goriintiilerin analizi ile elde edilen p-PTEN protein diizeyi de
Sekil 4.34’te gosterilmistir.
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Sekil 4.33. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p-PTEN protein diizeylerini gésteren western
blot goriintisii.
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Sekil 4.34. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p-PTEN protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.05, **p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; sadece pozitif kontrol Doksorubisin hiicre
grubunda p-PTEN protein diizeyinin azaldigr gorilmistiir (Sekil 4.34). Bununla
birlikte, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, hig¢bir hiicre grubunda p-PTEN

protein ifadesinde anlamli bir azalma elde edilememistir (p>0.05).
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde aktif PTEN protein diizeyinin inaktif p-PTEN protein diizeyine
(PTEN/p-PTEN) oran1 Sekil 4.35’te gésterilmistir.

2,5

PTEN/p-PTEN
) -
o [} - wm ~
=
 amy
F* *

o e 3 ¥ >
& ° & K\ & & ®
+ o & & S
SN R O
S) 9 QS X

S8 ¥ ¥

N ¥ \a

'\6\ 6\“\
o?

Sekil 4.35. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda PTEN/p-PTEN oranini gosteren grafik.
*p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda PTEN proteininin ifade
seviyesinin p-PTEN proteininin ifade seviyesine oranimnin arttigi goriilmistiir (Sekil
4.35). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda 0.5 mM
KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubundaki PTEN/p-PTEN oraninin
kontrol grubuna gére anlamli sekilde arttig1 (p<0.05) ve bu oranin kontrol grubuna gore

1.5 kat fazla oldugu gosterilmistir.
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde FOXO1 protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
gorintiisii Sekil 4.36’da, goriintiilerin analizi ile elde edilen FOXO1 protein diizeyi de

Sekil’da 4.37’de gosterilmistir.
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GAPDH

Kontrol

1 uM Doksorubisin

150 pM MK801

1 mM KA

1 mM KA+150 uM MK801
0.5 mM KiNA

5 mM KiNA+150 pM MK801

o
Sekil 4.36. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO1 protein diizeylerini gosteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.37. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarinin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO1 protein diizeylerini gosteren grafik
(n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin ve 1 mM KA ile inkiibe edilen
hiicre gruplarindaki FOXO1 protein diizeylerinin arttign goériilmistiir (Sekil 4.37).
Bununla birlikte, yapilan istatisiksel analiz sonucunda bu hiicre gruplarindaki artiglarin
kontrol grubuna gore anlamli olmadig belirlenmistir (p>0.05). 1 mM KA ile inkiibe
edilen hiicre gruplarindaki FOXO1 protein diizeylerinin Doksorubisin uygulanan hiicre
grubuna gore daha etkili sekilde arttig1 ve kontrol grubuna gére bu artisin yaklasik 1.3
kat fazla oldugu tespit edilmistir.
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde FOXO3a protein ekspresyonuna etkilerini gdsteren western blot
gorintiisii Sekil 4.38’de, goriintiilerin analizi ile elde edilen FOXO1 protein diizeyi de

Sekil 4.39°da gosterilmistir.
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1 mM KA+150 uM MK801
0.5 mM KiNA

.5 mM KiNA+150 uM MK801

Sekil 4.38. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmnin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO3a protein diizeylerini gdsteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.39. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarimin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda FOXO3a protein diizeylerini gosteren grafik
(n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; Doksorubisin, 150 uM MK-801, 1 mM
KA+150 pM MK-801 ve 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre
gruplarindaki FOXO3a protein diizeylerinin arttig1 gorilmiistir (Sekil 4.39). Bununla

birlikte, yapilan istatisiksel analiz sonucunda bu hiicre gruplarindaki artiglarin kontrol

grubuna gore anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0.05).
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde TXNIP protein ekspresyonuna etkilerini gdsteren western blot
goriintiisti Sekil 4.40°da, goriintiilerin analizi ile elde edilen TXNIP protein diizeyi de
Sekil 4.41°de gosterilmistir.
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0.5 mM KiNA+150 pM MK801

Sekil 4.40. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda TXNIP protein diizeylerini gosteren western
blot goriintiisii.
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Sekil 4.41. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlari sonucunda TXNIP protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda TXNIP protein
diizeylerinin arttigr goriilmiistiir (Sekil 4.41). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda, Doksorubisin ve 1mM KA ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda TXNIP protein ifadesinin kontrol grubuna goére anlamli sekilde arttigi
goriilmiistiir (p<0.001). Diger taraftan ImM KA ile inkiibe edilen hiicre grubundaki
TXNIP seviyesinin kontrol grubuna gore 6 kat fazla arttigi (p<0.01) ve bu artigin

Doksorubisin uygulanan hiicre grubundan daha etkili bir artis oldugu gosterilmistir.
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KA, KINA ve MK-801 maddelerinin tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin
HepG2 hiicrelerinde p27 protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
gorintiisii Sekil 4.42°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen p27 protein diizeyi de Sekil

4.43’te gosterilmistir.
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Sekil 4.42. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma ve birlikte kombinasyonlarmin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p27 protein diizeylerini gosteren western blot
gorintisi.
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Sekil 4.43. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlarimin HepG2
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda p27 protein diizeylerini gosteren grafik
*p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=2).

Yapilan Western blot analizi sonucunda; tiim hiicre gruplarinda p27 protein
diizeylerinin arttig1 goriilmistiir (Sekil 4.43). Bununla birlikte, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda, Doksorubisin (p<0.001) ve ImM KA+150 uM MK-801 ile
inkiibe edilen (p<0.05) hiicre gruplarindaki p27 protein ifadesinin kontrol grubuna gore
anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir. ImM KA+150 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre
grubundaki p27 diizeyinin ise kontrol grubuna gore yaklagik 2.5 kat fazla oldugu

gorilmiistiir.



5. TARTISMA VE SONUC

HSK, diinya ¢apinda yilda yaklasik 1 milyon insanin 6liimiine neden olan karacigerin en
stk goriilen primer timoriidiir (Befeler ve di Bisceglie, 2002). Hastaligin molekiiler
patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, HSK’nin tan1 ve tedavisi igin
karaciger tlimorii olusumuna neden olan molekiiler mekanizmalar iizerinde ¢alismalar
yapilmakta ve boylece hastalifin patogenezinin daha iyi anlagilmasi hedeflenmektedir

(El-Serag ve Rudolph, 2007).

Kemoterapotik ilaglarin etkileri, hastada ilag direnci gelistirmesi, yliksek toksisite, sec¢ici
olmamalari, yetersiz dagilim ve ¢oziiniirliiliigii gibi cesitli nedenlerden dolayr sinirhidir.
Bu sebeple, yeni terapétik stratejilere ihtiyag duyulmakta ve HSK tedavisinde kullanilan
kemoterapoétiklerin anti-tiimor etkilerini en {ist diizeye ¢ikarmak ve olumsuz etkilerini
azaltmaya yonelik daha yeni anti-timor ajanlart veya ila¢ kombinasyonlarinin
gelistirilmesi gereklidir. Gilinlimiizde mevcut arastirmalar, HSK’nin gelisimini dnlemek
ve molekiiler hedefli yeni tedavi ajanlarinin gelistirilmesi iizerinde yogunlagmistir
(Crissien ve Frenette, 2014). Bu amagla giiniimiizde gelistirilmeye c¢alisilan yeni
kemoterapétikler, yan etkisi az olan ve hiicre sag kalim mekanizmalarimi baskilayarak
hiicre 6liimiine yol acan sinyal yolaklarini tetikleyen molekiiler mekanizmalar1 hedef

almaktadir.

Triptofan metabolitlerinden KA ve KINA, konsantrasyon seviyelerine bagl olarak belli
fizyolojik ve patolojik etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2011,
Langner ve ark, 2015). KA birgok doku, fizyolojik siv1 ve ¢esitli gida maddelerinde
bulunmaktadir (Walczak ve ark, 2014b). KA’nin kanser hiicre proliferasyonundaki
rolline iliskin yapilan caligmalarda, c¢esitli kanser hiicre hatlarinda hiicre biiyiimesi,
DNA sentezi ve hiicre gogiinii engelleyerek antiproliferatif aktivite sergiledigi
gosterilmistir (Walczak ve ark, 2011, 2012b, 2014a). Ancak bu aktivitenin molekiiler

mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Walczak ve ark, 2014b).
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KA, ayni zamanda iyonotropik glutamat reseptorlerinin endojen, genis spektrumlu bir
antagonisti olup, glutamat antagonistlerinin ise antiproliferatif potansiyele sahip
olduklar belirtilmektedir (Walczak ve ark, 2014a). Daha da oOtesi, glutamat reseptorii
antagonistlerinin kanser tedavisinde kullanilan sitostatik ilaclara benzer sekilde, tiimor
hiicrelerinin  boliinme ve migrasyonlarini inhibe ettikleri, tiimor hiicrelerinin
morfolojilerini degistirdikleri ve timdr hiicre Oliimiini artirdiklart  belirtilmistir
(Stepulak ve ark, 2009). iyonotropik glutamat reseptorleri, yapisal benzerliklerine ve
onlar1 aktive eden sentetik agonistlere gore NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri olmak
tizere 3 cesittir (Stepulak ve ark, 2009). Yapilan bir dizi in vitro ve in vivo deneylerde
NMDA ve AMPA antagonistlerinin, farkli insan tiimor hiicresi tiplerinde belirgin bir
antiproliferatif aktivite ortaya koydugu gosterilmistir (Stepulak ve ark, 2005). Glutamat
reseptorlerinin ¢esitli kanser hiicre tiplerinde bulundugu bilinmektedir ve NMDA
reseptor alt birimlerinin hepatoselliiler karsinoma dahil olmak {izere bir ¢ok kanser
hiicre hattindaki varhigr gosterilmistir (Li ve ark, 2012; Yamaguchi ve ark, 2013;
Stepulak ve ark, 2014). KA, NMDA reseptoriiniin glisin ko-agonist bdlgesinin rekabetgi
blokortii olarak islev goriir ve ayni zamanda iyonotropik glutamat reseptorlerinin tiim alt
tiplerinin genis spektrumlu bir antagonistidir. Yapilan bir c¢alismada, sigcanlara
intragastrik olarak uygulanan KA’nin ince barsaklardan emilerek kan dolasimiyla
karaciger ve bobrege tasindigi ve bu organlardaki KA konsantrasyonunun NMDA
reseptorleri ve glutamat reseptorlerinin alt birimleri ile etkilesime girmesi i¢in yeterli
oldugu goriilmistiir (Turski ve ark, 2009). Bu nedenle, hem hepatoselliiler karsinoma
hiicrelerinde NMDA reseptor alt birimlerinin bulunusu, hem de KA’nin kan dolasimi
yoluyla karacigere taginmasi ve karacigerde bulunan NMDA reseptorlerinin alt birimleri
ile etkilesime girebilmek icin yeterli konsantrasyona ulagsmasindan dolay1, KA’ nin HSK
hiicreleri tlizerindeki antiproliferatif etkisinin degerlendirilmesi Onem tagimaktadir.
Bununla birlikte, literatirde KA ve KINA’nin insan karaciger kanseri iizerindeki
antiproliferatif aktiviteleri ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilamamistir. Bu sebeple
tez calismast kapsaminda, KA ve KINA’nmin’ insan karaciger kanseri hiicre hatti
(HepG2) iizerindeki antiproliferatif aktiviteleri ile bu aktiviteden sorumlu olabilecek
PI3K/Akt ve FOXO sinyal yolaklar1 iizerinden hiicre donglisii ve apoptoza etkileri

molekiiler diizeyde ilk kez arastirilmigtir.

KA’ ’nin ¢esitli tiimor hiicre hatlarinda gosterdigi in vitro antiproliferatif aktivitesinde

Ozellikle glutamat reseptorlerinin rolii oldugu belirtilmektedir (Rzeski ve ark, 2001b).
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Bu sebeplerden dolayi, KA’nin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif aktivitesinin
molekiiler mekanizmasmin agiga cikarilmasi bilyiik 6nem tasimaktadir. KINA ise,
KA’nin dehidroksilasyonu sonucu olusan bir diger triptofan yolagi metaboliti olup,
intestinal floranin da KINA iiretimine katkida bulundugu belirtilmektedir (Langner ve
ark, 2015). KINA’nin, KA ile olan yapisal benzerlige sahip olmasi ve insan
organizmasinda dogal olarak bulunmasindan dolayr1 KiNA’nin da antitiimoral

potansiyelinin degerlendirilmesi oldukg¢a dnemlidir.

KA’nin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasindaki roliine iliskin yapilmis ¢ok az sayida
calisma bulunmaktadir. Son yapilan in vitro ¢aligmalarda, mikromolar ve milimolar
diizeydeki KA konsantrasyolariin, kolon kanseri (HT-29, Caco-2 ve LS-180), bobrek
kanseri (Caki-2) ve glioblastoma (T-986) gibi ¢esitli kanser hiicre hatlarinda gogalmay1
ihhibe ettigi bildirilmistir (Walczak ve ark, 2011, 2012b, 2014a). Walczak ve ark.
(2011)’nin KA’nin kanser hiicreleri lizerindeki antiproliferatif etkileri ile ilgili yapmis
oldugu bir ¢alismada, KA’nin Caco-2, HT-29 ve LS-180 kolon adenokarsinoma hiicre
hatlarinda hiicre proliferasyonunu anlamli sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Caco-2,
HT-29 ve LS-180 hiicreleri, 0.001-10 mM doz araliginda KA ile 96 saat inkiibe edilmis
ve MTT analizi sonucu KA’ nin bu hiicre hatlarindaki ICso degerleri sirasiyla 1.2 mM,
0.9 mM ve 0.2 mM olarak belirlenmistir. Walczak ve ark. (2012a)’nin yapmis oldugu
bir baska calismada da, KA’nin HT-29 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda
elde edilen ICso degeri 2mM olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada KA’nin HT-29
hiicrelerindeki DNA sentezine olan etkisini belirlemek amaciyla gerceklestirilen BrdU
analizi sonucunda, KA’ ’nin 48 saatlik inkiibasyondaki ICsp degeri ise 4.4 mM olarak
tespit edilmistir (Walczak ve ark, 2012a). KA’nin insan bobrek kanseri (Caki-2) hiicre
hattina olan etkisinin arastirildig1 bir baska ¢alismada ise, KA’ nin 96 saatlik inkiibasyon
sonucunda Caki-2 hiicrelerinin proliferasyonunu anlamli sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir. MTT analizi sonucu KA’nin bu hiicrelerdeki 1Cso degeri ise 0.04 mM
olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, KA’ nin Caki-2 hiicrelerinde DNA sentezine
etkisi BrdU analizi ile dl¢lilmiis ve 48 saatlik inkiibasyon sonucu ICso degeri 2.13 mM
olarak tespit edilmistir (Walczak ve ark, 2012b). Insan Glioma (T98G) hiicreleriyle
yapilan bir ¢alismada ise, KA’nin T98G hiicreleri ile 96 saatlik inkiibasyonu sonucu
MTT analizi ile belirlenen ICso degeri 1.3 mM olarak bulunmustur. KA’nin T98G
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucu DNA sentezine olan etkisini belirlemek

amaciyla gerceklestirilen BrdU analizi sonucunda ise, KA’nin ICso degeri 8.9 mM
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olarak tespit edilmistir (Walczak ve ark, 2014a). Bizim calismamizda ise, KA’nin
HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda MTT analizi ile belirlenen 1Cso
degeri 11.32 mM, DNA sentezine olan etkisini belirlemek amaci ile gerceklestirilen

BrdU analizi sonucu elde edilen ICso degeri ise, 10.9 mM olarak tespit edilmistir.

KA’ nin dehidroksilasyonu sonucu olusan KINA’nmin da antiproliferatif etkisiyle ilgili
literatiirde ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. KINA nin HT-29, LS180 ve Caco-2
hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin arastirildig1 bir calismada, KINA nin bu hiicrelerle
96 saatlik inkiibasyonu sonucunda MTT analizi ile elde edilen ICso degerleri sirasiyla;
0.5 mM, 0.5 mM ve 0.9 mM olarak bulunmustur (Langner ve ark, 2015). Ayni
calismada, KINA nin 48 saatlik inkiibasyonda bu hiicrelerdeki DNA sentezine olan
etkisini belirlemek amaciyla yapilan BrdU analizi sonucunda elde edilen 1Cso degerleri
ise sirastyla; 2.7 mM, 4.3 mM ve 2 mM olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise,
KINA’nin HepG2 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda MTT analizi ile
belirlenen 1Cso degeri 6.82 mM, DNA sentezine olan etkisini belirlemek amaci ile
gerceklestirilen BrdU analizi sonucu elde edilen ICso degeri ise, 2.57 olarak tespit

edilmistir.

KA ve KINA i¢in MTT ve BrdU analizleri ile elde dilen ICso degerleri milimolar
konsantrasyonlarda bulunmustur. Bununla birlikte, yapilan in vivo bir ¢aligmada, rat ve
farelere icme suyu ile birlikte yiliksek miktarda KA (250 mg/L konsantrasyonda) uzun
siireyle (21 giin) uygulanmis ve bu hayvanlarda bu konsantrasyonlarin iyi bir sekilde
tolere edildigi ve toksik etki olusturmadig1 gosterilmistir (Turski ve ark, 2014). Boylece,
yiiksek miktarda KA igeren ya da KA ile zenginlestirilmis gidalarin tiikketiminin insan
sagliginda bir risk teskil etmedigi bildirilmistir (Turski ve ark, 2014). Bununla birlikte,
literatiirde KINA’nin yiiksek miktarda tiiketiminin insan saglig1 igin bir risk olusturup
olusturmayacag ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak, KINA nin yap1 olarak
KA’ya benzemesi ve insan organizmasinda intestinal flora tarafindan da tretilmesi,
yiiksek miktarda KINA nin, KA’ya benzer sekilde, insan saghig agisindan bir risk
olusturmayabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, bu durumun yapilacak

caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Hepatoselliiler karsinoma dahil olmak {izere, bircok kanser hiicre hattinda bulundugu
belirlenen NMDA reseptor alt birimleri ile ilgili yapilan ¢esitli ¢aligmalarda, glutamat

antagonistlerinin beyin, tiroid, kolon, meme, akciger ve karaciger gibi ¢esitli kanser
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hiicre hatlarinda biiylimeyi inhibe ettigi gosterilmis ve NMDA reseptorlerinin kanser
hiicrelerinin biiyiimesinde dnemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (Rzeski, 2001; Li
ve ark, 2012; Yamaguchi ve ark, 2013; Stepulak ve ark, 2014). Yapilan bir ¢alismada,
sentetik bir NMDA antagonisti olan MK-801 tarafindan, A549 hiicrelerinde ERK
yolaginin inhibisyonu ve timor baskilayici proteinler olan p21 ve p53’iin indiiklenmesi
yoluyla akciger adenokarsinomada biiyiimeyi baskiladigi bildirilmistir (Stepulak ve ark,
2005a). NMDA reseptor antagonistlerinin karaciger kanseri iizerindeki antitiimoral
etkisinin arastirildig bir baska calismada ise, insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2,
HuH-7 ve HLF) hiicre hatlarinda NMDA reseptorlerinin ekspresyonu gosterilmis ve
MK-801’in bu hiicrelerde hiicre dongiisiindeki G1 fazin1 durdurarak hiicrelerin
biliylimesini baskiladigi gosterilmistir (Yamaguchi ve ark, 2013). Bu sebeple, HepG2
hiicrelerinde de ifade oldugu gosterilen (Li ve ark, 2012; Yamaguchi ve ark, 2013)
NMDA reseptorleri ve bu reseptorlerin dogal endojen bir antagonisti olan KA ve KA ile
yapisal benzerlige sahip olan KINA’nim antiproliferatif etkilerinin arastirilmasi oldukca
onemli olup, tez ¢alismasi kapsaminda KA ve KINA’nin hem tek baslarina hem de
sentetik NMDA reseptor antagonisti MK-801 ile birlikte kombinasyonlarinin HepG2
hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri arastirilmistir. Boylece, HepG2 hiicrelerinde
sentetik NMDA antagonisti yerine dogal NMDA antagonisti kullanarak, yada dogal
NMDA antagonisti ile birlikte daha diisiik konsantrasyonda sentetik NMDA antagonisti
kullanarak karaciger kanserinde, daha dogal ve daha gii¢lii antitlimoral etkileri olan

tedavi ajanlarinin yada kombinasyonlarinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

KA’nin hem tek basina hem de MK-801 ile birlikte kombinasyonunun HepG2
hiicrelerinin canlilig lizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile KA’nin 1, 2.5 ve 5
mM’lik konsantrasyonlar1 ile MK-801’in 50, 100 ve 150 uM’lik konsantrasyonlari
cesitli kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat inkiibe edilmis ve hiicre
canliligina olan etkileri MTT analizi ile 6l¢iilmiistiir. Analiz sonucunda, “5 mM KA +
100 uM MK-801” ve “I mM KA + 150 uM MK-801” kombinasyonlarinin HepG2
hiicrelerinin canliliklarin1 yalasik %50’ye kadar indirdikleri belirlenmistir (hiicre
canlhiliklart karsilikli olarak; %53 ve %355). Bununla birlikte, 5 mM KA, 100 uM MK-
801, 1 mM KA ve 150 puM MK-801 HepG2 hiicrelerine tek baslarina
uygulandiklarinda, hiicre canliliklarinin sirasiyla %71.9, %80.4, %95.7 ve %73.6
oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak, KA+MK-801 kombinasyonlarinin HepG2

hiicrelerinin canliligini inhibe etmede tek basina KA ve tek bagina MK-801’e gore daha
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etkili oldugu belirlenmistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde, kanser hiicrelerinde KA
ve MK-801’in tek baglarina ve birlikte kombinasyonun antitiimdral etkilerinin
arastirildig bir ¢calismada, insan glioblastoma (T98G) hiicreleri, KA (100 uM) ve MK-
801 (100 uM)’in tek baslarina ve birlikte kombinasyonlari ile 96 saat inkiibe edilmistir.
Calisma sonucunda, tek baglarina KA ve MK-801 ile inkiibe edilen hiicre gruplarina
gore, 100 uM KA+100 uM MK-801 kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubunda
glioma hiicrelerinin canliligmin anlamli bir sekilde azaldigt ve KA+MK-801
kombinasyonunun T98G hiicrelerinin canliligini inhibe etmede tek basina KA ve tek
basina MK-801’¢ gore daha etkili oldugu belirlenmistir (Walczak ve ark, 2014a). Elde

edilen bu sonuglar, bizim ¢alismamizdan elde edilen sonuglar1 desteklemistir.

KA’ya benzer sekilde, KINA’nin da hem tek basina hem de MK-801 ile birlikte
kombinasyonunun HepG2 hiicrelerinin canlilig: iizerindeki etkilerini belirlemek amaci
ile KINA’nin 0.5, 1 ve 2.5 mM’lik konsantrasyonlar1 ile MK-801’in 50, 100 ve 150
uM’lik konsantrasyonlari ¢esitli kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat
inkiibe edilmis ve hiicre canliligina olan etkileri MTT analizi ile belirlenmistir. Analiz
sonucunda, “2.5 mM KINA + 100 uM MK-801” ve “0.5 mM KINA + 150 pM MK-
8017 kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin canliliklarini yalasik %50°ye kadar
indirdikleri belirlenmistir (hiicre canliliklar1 karsilikli olarak; %47 ve %S51). Bununla
birlikte, 2.5 mM KINA, 100 uM MK-801, 0.5 mM KiNA ve 150 uM MK-801 HepG2
hiicrelerine tek baglarina uygulandiklarinda, hiicre canhiliklarinin sirasiyla % 73.6,
%80.4, %96.6 ve %73.6 oldugu goriilmiistir. Sonu¢ olarak, KINA+MK-801
kombinasyonlarmin HepG2 hiicrelerinin canliligini inhibe etmede tek basma KINA ve
tek basina MK-801’e gore daha etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, literatiirde
KINA nin kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisi ile ilgili yapilan ¢ok az
sayida ¢alisma bulunmakta olup (Langner ve ark, 2015; Langner ve ark, 2019), KINA
ve MK-801’in birlikte kombinasyonunun kanser hiicrelerinde antitiimoral etkilerinin
arastirlldigt herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu sebeple, tez c¢aligmasi
kapsaminda KINA+MK-801 kombinasyonun HepG2 hiicrelerinin  canliliklart
tizerindeki etkisi ilk kez c¢alisilmis olup, elde edilen sonuglar baska c¢alismalar ile

kiyaslanamamustir.

KA’nin hem tek basina hem de MK-801 ile birlikte kombinasyonunun HepG2

hiicrelerindeki DNA sentezine olan etkilerini belirlemek amaci ile, KA’ nin; 1, 2.5 ve 5
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mM’lik konsantrasyonlar1 ile MK-801’in 100 ve 150 uM’lik konsantrasyonlar1 ¢esitli
kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat inkiibe edilmis ve hiicre
proliferasyonuna olan etkileri BrdU analizi ile 6l¢iilmistiir. BrdU analizi sonucunda,
KA+MK-801 kombinasyonlarinin tiimiiniin HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe etmede etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, MTT analizi ile elde edilen
sonuglara benzer sekilde, BrdU analizleri sonucunda da “5 mM KA+100 uM MK-801”
ve “1 mM KA+150 pM MK-801” kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu daha etkili sekilde inhibe ettikleri belirlenmis (hiicre proliferasyonlari
karsilikl1 olarak; %49 ve %44) ve elde edilen sonuglar birbirini desteklemistir. Yapilan
cesitli calismalarda, KA’nin kolon kanseri (HT-29), bobrek kanseri (Caki-2) ve
glioblastoma (T-986) hiicre hatlarinda milimolar konsantrasyonlarda DNA sentezini
inhibe ettigi gosterilmistir (Walczak ve ark, 2012a, 2012b, 2014a). Bizim ¢alismamizda
da KA’nin HepG2 hiicrelerinde milimolar konsantrasyonlarda DNA sentezini inhibe
ettigi belirlenmistir. Bununla birlikte, literatirde KA ve MK-801’in birlikte
kombinasyonunun kanser hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ile ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanilamamistir. Bu sebeple, tez calismasi kapsaminda KA+MK-801
kombinasyonunun HepG?2 hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ilk kez galisilmis olup,

elde edilen sonuglar baska caligmalar ile kiyaslanamamaistir.

Benzer sekilde, KINA’nin hem tek basima hem de MK-801 ile birlikte
kombinasyonunun HepG2 hiicrelerindeki DNA sentezine olan etkilerini belirlemek
amaci ile KINA’nin; 0.5, 1 ve 2. 5 mM’lik konsantrasyonlar1 ile MK-801’in 100 ve 150
uM’lik konsantrasyonlar1 ¢esitli kombinasyonlar halinde HepG2 hiicreleri ile 48 saat
inkiibe edilmis ve hiicre proliferasyonuna olan etkileri BrdU analizi ile dl¢lilmiistiir.
BrdU analizi sonucunda, KINA+MK-801 kombinasyonlarmin tiimiiniin HepG2
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmede etkili oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, MTT analizi ile elde edilen sonucglara benzer sekilde, BrdU analizleri
sonucunda da “2.5 mM KINA+100 uM MK-801” ve “0.5 mM KINA+150 uM MK-
801” kombinasyonlarinin HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu daha etkili sekilde
inhibe ettikleri belirlenmis (hiicre proliferasyonlar1 karsilikli olarak; %30 ve % 60) ve
elde edilen sonuglar birbirini desteklemistir. Yapilan bir ¢calismalarda, KINA’nin kolon
kanseri (HT-29, LS180 ve Caco-2 HT-29), hiicre hatlarinda milimolar
konsantrasyonlarda DNA sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (Langner ve ark 2019).

Bizim calismamizda da KINA’nin HepG2 hiicrelerinde milimolar konsantrasyonlarda
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DNA sentezini inhibe ettigi belirlenmistir. Bununla birlikte, literatiirde KINA ve MK-
801’in birlikte kombinasyonunun kanser hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ile ilgili
herhangi bir c¢alismaya rastlanillamamistir. Bu sebeple, tez calismasi kapsaminda
KINA+MK-801 kombinasyonunun HepG2 hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri ilk

kez ¢aligilmis olup, elde edilen sonuglar baska ¢alismalar ile kiyaslanamamustir.

Literatiirde, KA’ nin kanser hiicreleri lizerindeki antiproliferatif aktivitesinden sorumlu
olan potansiyel molekiiler mekanizmalar ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma bulunmakta
olup (Walczak ve ark, 2012a, 2012b, 2014b), bu ¢alismalarda KA’nin antiproliferatif
aktivitesinden  sorumlu  molekiiler = mekanizmalar tam  olarak  acikliga
kavusturulamamistir. insan kolon adenokarsinoma (HT-29) hiicreleri ile yapilan bir
calismada, KA’nin HT-29 hiicrelerinde, hiicre dogiisiiniin diizenlenmesinde énemli rol
oynayan p21 Waf/Cip1 protein ekspresyonunu etkili sekilde artirdigi gosterilmis olup,
KA’nm, hiicre ¢ogalmasi ve DNA sentezini inhibe edici ozelliginin p21 diizeyini
artirarak gergeklestirdigi belirtilmistir (Walczak ve ark, 2012a). KA’ nin bobrek kanser
hiicre hattindaki (Caki-2) antiproliferatif etkisinin arastirildigi bir baska c¢alismada ise,
KA’nin hiicre dongiisii diizenleyicisi olan p21’in artan ekspresyonu ve hiicre
sagkaliminda rol alan p38 MAPK’min fosforilasyonunun inhibisyonunun
gerceklestirerek, tiimor biiylimesinin kontroliinde etkili oldugu bildirilmistir (Walczak
ve ark, 2012b). Yine kolon kanseri HT-29 hiicreleri ile yapilan bir diger caligmada da,
KA’nin; hiicre sag kaliminda ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda onemli rol alan
yolaklar olan, PI3K/Akt, MAPK ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarina olan etkisi
aragtirtlmistir. Calisma sonucunda, milimolar konsantrasyonlardaki (0.01-5 mM)
KA’nin HT-29 hiicrelerinde PI3K/Akt ve MAPK sinyal yollarinin aktivasyonunu inhibe
ederek Akt, ERK 1/2 ve p38 kinazlarinin fosforilasyonunu azalttig1 ve B-katenin protein
ekspresyonunu artirdig1 gosterilmistir (Walczak ve ark, 2014b). Literatiirde, KINA’nin
kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif aktivitesinden sorumlu olan potansiyel
molekiiler mekanizmalar ile ilgili olarak ise yine ¢ok az sayida ¢alisma vardir. Yapilan
bir calismada, KINA’nin, kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda (HT-29, Caco-2 ve
LS-180), ERK, p38 MAPK ve PI3K/Akt sinyal yolaklarina etkisi arastirilmig ve
ozellikle HT-29 hiicrelerinde ERK 1/2 ve p38 kinazlariin fosforilasyonunu azalttig1
goriilmiistiir (Langner ve ark, 2015). Benzer bir ¢alismada da, KINA nm, bir timér
baskilayici gen olan p53’iin ifadesini artirdigr ve bdylece KINA nin kolon kanseri

hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinde p53°iin belirgin bir katkisi oldugu One
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stiriilmiistiir (Langner ve ark, 2019). Bizim g¢alismamizda ise, HepG2 hiicrelerinde KA
ve KINA’nin tek baslarina ve MK-801 ile kombinasyonlarmm hiicre sagkalimini,
cogalmasimi ve farklilasmasini diizenleyen PI3K/Akt ve yine hiicre ¢ogalmasi ve
metabolizmasi ig¢in 6nemli bir yolak olan FoxO sinyal yolaklar1 iizerindeki etkileri

molekiiler diizeyde ilk kez arastirilmistir.

Hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii diizenlenmesi ve apoptozda énemli rol oynayan
PI3K/Akt yolagi aktivasyonunun HSK’da sik goriilen bir molekiiler degisiklik oldugu
belirtilmektedir (EI-Serag ve Rudolph 2007). Akt yolunun aktivasyonu ile apoptoz ve
biiylime Onleyici aktivitelerin baskilandigi ve boylece tiimor olusumunu destekledigi ve
HSK’l1 hastalarin %40-60’1inda Akt sinyal yolunun aktive oldugu bildirilmistir (EI-
Serag ve Rudolph 2007). Yapilan bir ¢alismada, kolon kanseri (HT-29) hiicrelerinde
KA’nin PI3K/Akt yolagt iizerindeki aktivitesi arastirtlmis ve 1 mM KA
konsantrasyonunun Akt kinazin fosforilasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. KINA nin
HT-29 hiicrelerinde 1 mM KINA’nin Akt kinazin fosforilasyonunu anlamli olarak
arrtirmadig1 gosterilmistir. Bizim tez ¢alismamiz kapsaminda gergeklestirilen western
blot analizleri sonucunda ise, HepG2 hiicrelerinde ¢alismada kullanilan
kombinasyonlardan 0.5mM KINA+150 uM MK-801 kombinasyonunun, kombinasyonu
olusturan KINA (0.5 mM) ve MK-801 (150 uM)’e gore PI3K’y1 daha etkili sekilde
inhibe ettigi goriilmiistiir. 0.5 mM KINA+150 pM MK-801 kombinasyonunun ise
kombinasyonu olusturan KINA (0.5 mM) ve MK-801 (150 pM)’e benzer sekilde
HepG2 hiicrelerindeki Akt protein diizeyini azalttigi goriilmiistiir.

PTEN, timor baskilayict bir protein olup aym zamanda Akt'nin negatif
diizenleyicisidir. HSK’li hastalarin  %40-60’inda  PTEN ekspresyonunun azaldig:
bildirilmistir (El-Serag ve Rudolph 2007). Literatiirde, kanser hiicrelerindeki PTEN
ekspresyonuna KA nin etkisi ile ilgili yalnizca bir ¢alisma bulunmakta olup, KINA’nin
etkisi ile ilgili olarak ise herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir. KA ile yapilan bu
caligmada ise, kolon kanseri (HT-29) hiicrelerinde KA’nin PI3K/Akt yolag tizerindeki
aktivitesi aragtirllmig ve 1 mM KA konsantrasyonunun p-PTEN seviyesinde herhangi
bir degisiklik meydana getirmedigi, ancak Akt kinazin fosforilasyonunu inhibe ettigi
gorilmistir (Walczak ve ark, 2014b). Bizim tez ¢alismamiz kapsaminda
gergeklestirilen western blot analizleri sonucunda ise, hiicrelerdeki aktif PTEN’in

inaktif p-PTEN’e oran1 (PTEN/p-PTEN) &l¢iildiigiinde bu oranmn 0.5 mM KINA+150
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uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre grubunda etkili sekilde artmis oldugu
gorilmektedir. Bu durum PI3K/Akt yolaginin PTEN tarafindan baskilanmis
olabilecegini gostermektedir. Sonu¢ olarak 0.5 mM KINA + 150 pM MK-801
kombinasyon grubunda, hem PI3K protein seviyesinin azalmis olmasi, hem de aktif
PTEN oraninin artis gostermesi, yine ayni gruplarda Akt protein diizeyinin de diigmiis
olmasi, bilhassa bu hiicre grubunda PI3K/Akt yolaginin baskilanmis olabilecegini

diistindiirmektedir.

Boylece c¢alismamizdan elde edilen sonuglar, KINA’nmin MK-801 ile birlikte
kombinasyonunun HepG2 hiicreleri iizerindeki anproliferatif etkisini, HSK gelisiminde
onemli rol oynadig1 diistiniilen PI3K/Akt sinyal yolagini inhibe ederek gerceklestigini
gbstermistir. Bdylece, daha yiiksek konsantrasyonlardaki KINA (5 mM) ve MK-801
(250 uM)’in HepG2 hiicrelerinde tek baslarina gostermis olduklart antiproliferatif etki,
kombinasyon uygulamas ile daha diisiik konsantrasyonlarda (KINA igin 0.5 mM, MK-
801 icin 150 uM) elde edilmis ve bu daha diisiik konsantrasyonlarda HSK gelisiminde

onemli rol oynadig diisiiniilen PI3K/Akt sinyal yolaginin inhibe oldugu gosterilmistir.

FoxO yolag: karacigerde hiicre ¢ogalmasi ve metabolizmas: i¢in énemli bir yolaktir
(Tikhanovich ve ark, 2013). FoxO proteinleri apoptoz, otofaji ve hiicre dongiisii
kontrolii ile 1ilgili genlerin ekspresyonunu kontrol ederek hiicrenin isleyisini
diizenlemektedirler (Yamaguchi ve ark, 2013). FOXO1, hiicre dongiisiinii ve apoptozu
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir ve bu nedenle hiicre transformasyonu ve timor
gelisiminde rol oynadig diisiiniilmektedir. (Tikhanovich ve ark, 2013). FOXO3a’nin da
yine apoptozda, otofajide, hiicre proliferasyonunda, DNA hasarinda ve oksidatif strese
kars1 direngte c¢ok Onemli rolleri oldugu iyi bilinmektedir. FOXO3a’nin asir1
ekspresyonunun, kanser hiicrelerinde proliferasyon, tiimdr olusumu ve invazyonu inhibe
ettigi goriilmistiir (Liu ve ark, 2018). FoxO sinyal yolaginin NMDA reseptor sinyali ile
iligkili  oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir c¢aligmada, MK-801’in HepG2
hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi FoxO yolag: iizerinden arastirilmis ve MK-801’in
(250 uM) FOXOI1 seviyesini artirdig1 goriilmiistiir (Yamaguchi ve ark, 2013). Bu tez
caligmas1t kapsaminda gergeklestirilen FOXO1 ve FOXO3a protein diizeylerinin
analizleri sonucunda ise, HepG2 hiicrelerinde 1 mM KA uygulanan hiicre grubundaki
FOXO1 ekspresyonunun MK-801 (150 uM)’e gore daha etkili sekilde arttig
goriilmiistiir. FOXO3a seviyesindeki en etkili artis 150 uM MK-801 ile inkiibe edilen
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hiicre grubunda goriilmiis olup 0.5 mM KINA+150 uM MK-801 ve 1 mM KA+150 uM
MK kombinasyonlarinda goriilen artisin MK-801’den kaynaklandigr diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte FOXO1 protein seviyesinin 1 mM KA grubunda artig gostermis olmasi
NMDA antagonistlerinin FoxO yolagi ile iligkisinin varligini1 desteklemektedir.

TXNIP, FoxO yolaginin hedef genlerinden bir tanesidir ve tiimor baskilayici rolii
oldugu bilinmektedir. FoxO yolagi baskilandiginda ise TXNIP ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir (Yamaguchi ve ark, 2013). Yapilan bir ¢calismada MK-801’in, TXNIP
promotor aktivitesini artirdigi gézlenmistir. Boylece, MK-801 tarafindan gergeklesen
hiicre biiylimesi baskilanmasinda FoxO yolunun aktivasyonu sonucu TXNIP’in
uyarilmasinin rol oynadigi bildirilmistir (Yamaguchi ve ark, 2013). Bizim ¢alismamizda
gerceklestirilen western blot analizleri sonucunda, HepG2 hiicrelerinde 1 mM KA’ nin
ve 1 mM KA+ 150 uM MK-801 ile kombinasyonunn TXNIP protein seviyesini etkili
sekilde artirdig1 gosterilmistir. Boylece 1 mM KA uygulanan hiicre gruplarinda, FoxO

yolu aktivasyonu sonucu TXNIP uyarilmasinin gerceklestigi sonucuna ulagilmistir.

TXNIP’in, p27 proteinini diizenledigi ve hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G1 evresinde
kalmasini sagladigi bilinmektedir (Jeon ve ark, 2005). CDK inhibitdrii p27°nin, hiicre
proliferasyonunu ve apoptozu diizenledigi, bununla birlikte kanser hiicrelerinde p27
protein seviyesinin azaldigi bilinmektedir (Chu ve ark, 2008). Yapilan bir ¢alismada
HepG2 hiicrelerinde MK-801’in p27 diizeyini artirdigi goriilmistiir (Yamaguchi ve ark,
2013). Bizim ¢alismamizda ise, kombinasyon gruplarinmn, tek basina KA ve KINA
hiicre gruplarina gore p27 diizeyini daha etkili sekilde artirdiklar1 goriilmiistiir. Boylece,
kombinasyon gruplarinin, HepG2 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinde hiicre

dongiisiinde rol olan p27 proteinin rolii oldugu gosterilmistir.

FoxO proteinlerinin hiicre dongiisii inhibitorii olan p21’in ekspresyonunu artirarak
hiicrelerin G1 evresinde kalmasii sagladiklari bilinmektedir (Zhang ve ark, 2011).
Literatiirde, kanser hiicrelerindeki p21 ekspresyonuna KA ve KINA’nin etkisi ile ilgili
yapilmis az sayida calisma bulunmaktadir. KA’nin bobrek kanseri (Caki-2) ve kolon
kanseri (HT-29) hiicrelerinde, hiicre dongiisiine olan etkileri ile ilgili yapilmig bir
calismada Caki-2 ve HT-29 hiicrelerinde 2.5 mM KA ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda p21 seviyelerinin arttigi goriilmistiir (Walczak ve ark, 2012a, 2012b).
Bizim tez ¢aligmamiz kapsaminda gergeklestirilen MRNA ekspresyonu sonucunda ise,

10 mM KA’nin p21 ekspresyon diizeyini etkili sekilde artirdigi gortilmistiir. Benzer
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sekilde 150 ve 250 uM MK-801 ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda da p21 ekspresyon
diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir. KINAnmn kolon kanseri (LS180) hiicrelerinde,
hiicre déngiisiine olan etkisiyle ilgili yapilan bir calismada ise 1 mM KINA’nin
hiicrelerde p21 seviyesini artirdigi goriilmiis olup (Langner ve ark, 2019) bizim
calismamizda ise KINA’nin HepG2 hiicrelerindeki p21 seviyesini etkilemedigi
goriilmiistiir. Boylece KA’nin HepG2 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisinde

hiicre dongiistinde 6nemli rol alan p21°in rolii oldugu gosterilmistir.

FoxO yolagimin baskilanmasinin sonucunda, FasL ve Bim gibi hedef genlerin
ekspresyonunun azaldigi bilinmektedir (Yamaguchi ve ark, 2013). Fas/FasL sisteminin,
karaciger dokusunda hiicresel siireglere katildigi (Hammam ve ark, 2012) ve bir¢cok
kanser hiicresinde apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Abrahams ve ark, 2003).
Literatiirde, kanser hiicrelerindeki FasL ve Bim ekspresyonuna KA ve KINA’nin etkisi
ile ilgili herhangi bir c¢alismaya rastlanilamamistir. Tez ¢alismamiz kapsaminda
gergeklestirilen mMRNA ekspresyonu sonucunda; kombinasyon gruplarinda, 10 mM KA
ve 250 uM MK-801 gruplarinda FasL mRNA diizeylerinin etkili bir sekilde artmis

oldugu goriilmiistiir.

Bim, Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir tiyesidir (Stahl ve ark, 2002). Yapilan ¢alismalarda
kanser hiicrelerinde, FoxO protein ekspresyonunun artmasiyla, apoptoza yol agan Bim
mMRNA ve protein seviyelerinde de artis oldugu bildirilmistir (Sunters ve ark, 2003;
Deng ve ark, 2010). Calismamizda gergeklestirilen mRNA ekspresyonu sonucunda; tek
basina KA (1 mM ve 10 mM) ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda Bim diizeylerinin

etkili sekilde artmis oldugu gorilmiistiir.

Bcl-2 ailesinin iyelerinden olan Bax proapoptotik bir etkiye sahipken, Bcl-2
antiapoptotik etkilere sahiptir (McDonnell ve ark, 1999). Literatiirde, KA ve KINA’nin
kanser hiicrelerindeki Bax ve Bcl-2 ekspresyonuna etkisi ile ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanilamamistir. Tez caligmamiz kapsaminda gergeklestirilen MRNA
ekspresyonu sonucunda; hiicre gruplarinin hi¢ birinde Bax mRNA seviyesinin anlamli
sekilde artmadigi goriilmekle birlikte, KINA’nmin (5mM) ve KA+MK-801

kombinasyonunun Bcl-2 diizeylerini azaltmis oldugu tespit edilmistir.

Literatirde, KA ve KINA’nin kanser hiicrelerindeki Kaspaz-3 ve Kaspaz-9
ekspresyonuna etkileri ile ilgili herhangi bir c¢aligmaya rastlanillamamistir.

Calismamizda, mMRNA ekspresyonu analizi sonucunda; yalnizca 10 mM KA ile inkiibe
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edilen hiicre grubunda Kaspaz-9 diizeyinin etkili sekilde arttigi, bununla birlikte bir
efektor kaspaz olan ve apoptozun son basamaginda gorev alan Kaspaz-3 mRNA
diizeyinin ise higbir hiicre grubunda artmadigi, goriilmistiir. Sonug olarak, tez ¢alismasi
kapsaminda apoptozda 6nemli rolleri olan; Bim, FasL, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Kaspaz-
9 molekiillerinin Western Blot ve PCR analizleri sonucunda KA, KINA, MK-801 ve
birlikte kombinasyonlarinin HepG2 hiicreleri {izerindeki antiproliferatif etkilerini
apoptoz lizerinden gergeklestirmedigi, farkli bir 6liim mekanizmasi iizerinden bu

antiproliferatif etkiyi gerceklestirdigi diistiniilmektedir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde bu tez ¢alismasinda; KA, KINA ve MK-
801’in HepG2 hiicrelerinin canliligint %50 inhibe eden konsantrasyonlariin (sirastyla
10 mM, 5 mM ve 250 uM), HepG2 hiicrelerindeki DNA sentezini de etkili sekilde
inhibe ettikleri goriilmiistir. KA, KINA ve MK-801’in tek baslarma HepG2
hiicrelerinde daha yiiksek konsantrasyonlarda (sirasiyla 10 mM, 5 mM ve 250 uM)
gostermis olduklar1 bu antiproliferatif etki, kombinasyon uygulamasi ile daha diisiik
konsantrasyonlarda (1 mM, 0.5 mM ve 150 uM) elde edilmistir. Bununla birlikte,
HepG2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif aktivitede, kombinasyon gruplarmin tek

baslarina KA, KINA ve MK-801’¢ gore farkli hiicresel yolaklari izledigi goriilmektedir.

Tek basina KA’nin HepG2 hiicrelerinde gostermis oldugu antiproliferatif etkisini FoxO
yolagi tlizerinden TXNIP, p21, FasL ve Bim diizeylerini artirarak gergeklestirdigi
diigiiniilmektedir. Tek bagina MK-801’in ise, hiicre dongiisiinde rol alan p21 diizeyini
artirarak HepG2 hiicrelerinde antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Diger
taraftan, KINA+MK-801 kombinasyonunun HepG?2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkisini, PI3K ve Akt diizeylerini inhibe ederek ve PTEN’in fosforilasyonunu azaltarak

PI3K/Akt sinyal yolagi {izerinden gerceklestirdigi goriilmiistiir.

Sonug olarak, tez gaismasi kapsaminda gergeklestirilen MTT, BrdU, RT-gPCR ve
Western blot analizleri sonucunda, triptofan yolagi metabolitlerinden KA ve KINA’nin
insan karaciger kanseri HepG2 hiicre hatti iizerinde milimolar konsantrasyonlarda
antiproliferatif etkilere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Tez calismasindan elde edilen
bulgular sonucunda, dogal glutamat antagonisti KA ile sentetik glutamat antagonisti
MK-801’in HepG2 hiicreleri lizerindeki antitiimoral etkilerini farkli hiicresel yolaklar
tizerinden gergeklestirdikleri belirlenmistir. Yine c¢alisma sonucunda, daha diisiik

konsantrasyonda KINA ve MK-801 kombinasyonunun daha giiclii anti-tiiméral etkiye
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sahip oldugu ve bu etkiyi PI3K/Akt yolagi lizerinden gerceklestirdigi goriilmiistiir.
Boylece, tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar HSK tedavisinde KA ve
KINAnin potansiyel terapotik etkilere sahip olabileceklerini gdstermistir. Bununla
birlikte, KA, KINA, MK-801 ve birlikte kombinasyonlarinin gdstermis olduklari
antiproliferatif aktivitelerin daha iyi anlasilabilmesi igin, karaciger kanseri hiicre
hatlarinda farkli sinyal yolaklar1 ve diger hiicre dongilisi molekiilleri iizerindeki

etkilerinin de kapsamli sekilde arastirilmasi gerekmektedir.



6. KAYNAKLAR

Abe S, Hu W, Ishibashi H, Yamaguchi H, Hasumi K. Augmented Inhibition of Candida
Albicans Growth by Murine Neutrophils in The Presence of A Tryptophan
Metabolite, Picolinic Acid. J Infect Chemother, 2004;10:181-4.

Abrahams VM, Kamsteeg M, Mor G. The Fas/Fas Ligand System and Cancer: Immune
Privilege and Apoptosis. Mol Biotechnol, 2003;25:19-30.

Adachi M, Osawa Y, Uchinami H, Kitamura T, Accili D, Brenner DA. The Forkhead
Transcription Factor FoxO1 Regulates Proliferation and Transdifferentiation of
Hepatic Stellate Cells. Gastroenterology, 2007;132:1434-46.

Adams S, Teo C, McDonald KL, Zinger A, Bustamante S, Lim CK, Sundaram G,
Braidy N, Brew BJ, Guillemin GJ. Involvement of the Kynurenine Pathway in
Human Glioma Pathophysiology. PL0oS One, 2014;9:e112945.

Al-Khalil S, Alkofahi A, El-Eisawi D, Al-Shibib A. Transtorine, a New Quinoline
Alkaloid from Ephedra Transitoria. J Nat Prod, 1998;61:262-3.

Amirkhani A, Heldin E, Markides KE, Bergquist J. Quantitation of Tryptophan,
Kynurenine and Kynurenic Acid in Human Plasma by Capillary Liquid

Chromatography-electrospray Ionization Tandem Mass Spectrometry. J
Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 2002;780:381-7.

Anderson G, Maes M. Interactions of Tryptophan and Its Catabolites With Melatonin
and the Alpha 7 Nicotinic Receptor in Central Nervous System and Psychiatric
Disorders: Role of the Aryl Hydrocarbon Receptor and Direct Mitochondria
Regulation. Int J Tryptophan Res, 2017;10:117864691769173.

Bardak¢i M, Ergiin Y, Yalgin K. Retrospective Analysis of Demographic and
Laboratory Data of Patients with Hepatocellular Carcinoma: Single Center



104

Experience. Acta Oncol Turc, 2019;52:64-72.

Befeler AS, di Bisceglie AM. Hepatocellular Carcinoma: Diagnosis and Treatment.
Gastroenterology, 2002;122:1609-19.

Belladonna ML, Grohmann U, Guidetti P, Volpi C, Bianchi R, Fioretti MC, Schwarcz
R, Fallarino F, Puccetti P. Kynurenine Pathway Enzymes in Dendritic Cells
Initiate Tolerogenesis in the Absence of Functional 1DO. J Immunol,
2006;177:130-7.

Beninger RJ, Colton AM, Ingles JL, Jhamandas K, Boegman RJ. Picolinic Acid Blocks
the Neurotoxic But Not The Neuroexcitant Properties of Quinolinic Acid in
The Rat Brain: Evidence from Turning Behaviour and Tyrosine Hydroxylase

Immunohistochernistry. Neuroscience, 1994:61:603-12.

Beretta G, Artali R, Caneva E, Orlandini S, Centini M, Facino RM. Quinoline alkaloids
in  honey: Further analytical (HPLC-DAD-ESI-MS, multidimensional
diffusion-ordered NMR spectroscopy), theoretical and chemometric studies. J
Pharm Biomed Anal, 2009;50:432-9.

Bessede A, Gargaro M, Pallotta MT, Matino D, Servillo G, Brunacci C, Bicciato S,
Mazza EMC, Macchiarulo A, Vacca C, lannitti R, Tissi L, Volpi C, Belladonna
ML, Orabona C, Bianchi R, Lanz T V. Puccetti P. Aryl Hydrocarbon Receptor
Control of A Disease Tolerance Defence Pathway. Nature, 2014;511:184-90.

Braidy N, Grant R. Kynurenine pathway metabolism and neuroinflammatory disease.
Neural Regen Res, 2017;12:39-42.

Braidy N, Guillemin GJ, Mansour H, Chan-Ling T, Grant R. Changes in Kynurenine
Pathway Metabolism in The Brain, Liver and Kidney of Aged Female Wistar
Rats. FEBS J, 2011;278:4425-34.

Cecchini MJ, Amiri M, Dick FA. Analysis of cell cycle position in mammalian cells. J
Vis Exp, 2012; 59:3491.

Chen Y, Guillemin GJ. Kynurenine Pathway Metabolites in Humans: Disease and
Healthy States. Int J Tryptophan Res, 2009;2:1-19.



105

Chu IM, Hengst L, Slingerland JM. The Cdk Inhibitor p27 in Human Cancer:
Prognostic Potential and Relevance to Anticancer Therapy. Nat Rev Cancer,
2008;8:253-67.

Chung K-T, Gadupudi GS. Possible Roles of Excess Tryptophan Metabolites in Cancer.
Environ Mol Mutagen, 2011;52:81-104.

Crissien AM, Frenette C. Current Management of Hepatocellular Carcinoma.
Gastroenterol Hepatol, 2014;10:153-61.

Davis I, Liu A. What is the tryptophan kynurenine pathway and why is it important to
neurotherapeutics? Expert Rev Neurother, 2015;15:719-21.

de Verdiére A, Dubernet C, Némati F, Soma E, Appel M, Ferté J, Bernard S, Puisieux
F, Couvreur P. Reversion of multidrug resistance with polyalkylcyanoacrylate

nanoparticles: towards a mechanism of action. Br J Cancer, 1997;76:198-205.

Deng R, Tang J, Xie B-F, Feng G-K, Huang Y-H, Liu Z-C, Zhu X-F. SYUNZ-16, A
Newly Synthesized Alkannin Derivative, Induces Tumor Cells Apoptosis and
Suppresses Tumor Growth through Inhibition of PKB/AKT Kinase Activity
and Blockade of AKT/FOXO Signal Pathway. Int J Cancer, 2010;127:220-9.

DiNatale BC, Murray 1A, Schroeder JC, Flaveny CA, Lahoti TS, Laurenzana EM,
Omiecinski CJ, Perdew GH. Kynurenic Acid Is a Potent Endogenous Aryl
Hydrocarbon Receptor Ligand that Synergistically Induces Interleukin-6 in the
Presence of Inflammatory Signaling. Toxicol Sci, 2010;115:89-97.

Dolecka J, Urbanik-Sypniewska T, Skrzydto-Radomanska B, Parada-Turska J. Effect of
Kynurenic Acid on The Viability of Probiotics in vitro. Pharmacol Reports,
2011;63:548-51.

Drieu K. Preparation and Definition of Ginkgo Biloba Extract. Press Medicale,
1986;15:1455-7.

El-Serag HB, Rudolph KL. Hepatocellular Carcinoma: Epidemiology and Molecular
Carcinogenesis. Gastroenterology, 2007;132:2557-76.



106

Espey MG, Tang Y, Morse HC, Moffett JR, Namboodiri MAA. Localization of
Quinolinic Acid in The Murine AIDS Model of Retrovirus-induced
Immunodeficiency: Implications for Neurotoxicity and Dendritic Cell
Immunopathogenesis. AIDS, 1996;10:151-8.

Fallarini S, Magliulo L, Paoletti T, de Lalla C, Lombardi G. Expression of Functional
GPR35 in Human IiINKT Cells. Biochem Biophys Res Commun,
2010;398:420-5.

Fallarino F, Grohmann U, Vacca C, Bianchi R, Orabona C, Spreca A, Fioretti MC,
Puccetti P. T cell apoptosis by tryptophan catabolism. Cell Death Differ,
2002;9:1069-77.

Fernandez-Pol JA, Klos DJ, Hamilton PD. Antiviral, Cytotoxic and Apoptotic Activities
of Picolinic Acid on Human Immunodeficiency Virus-1 And Human Herpes
Simplex Virus-2 Infected Cells. Anticancer Res, 2001;21:3773-6.

Fernandez-Pol JA. Iron: Possible cause of the G1 arrest induced in NRK cells by
picolinic acid. Biochem Biophys Res Commun, 1977;78:136-43.

Forner A, Llovet JM, Bruix J. Hepatocellular Carcinoma. Lancet, 2012;379:1245-55.

Gal EM, Sherman AD. Synthesis and Metabolism of 1-Kynurenine in Rat Brain. J
Neurochem, 1978;30:607-13.

Glavin GB, Bose R, Pinsky C. Kynurenic Acid Protects Against Gastroduodenal
Ulceration in Mice Injected With Extracts From Poisonous Atlantic Shellfish.

Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 1989;13:569-72.

Glavin GB, Pinsky C. Kynurenic Acid Attenuates Experimental Ulcer Formation And
Basal Gastric Acid Secretion in Rats. Res Commun Chem Pathol Pharmacol,
1989:64:111-9.

Gomaa A, Waked I. Management Of Advanced Hepatocellular Carcinoma: Review Of
Current And Potential Therapies. Hepatoma Res, 2017;3:112.

Gross DN, van den Heuvel APJ, Birnbaum MJ. The Role of Foxo in The Regulation of



107

Metabolism. Oncogene, 2008;27:2320-36.

Guillemin GJ, Meininger V, Brew BJ. Implications for the Kynurenine Pathway and
Quinolinic Acid in Amyotrophic Lateral Sclerosis. Neurodegener Dis,
2005;2:166-76.

Guillemin GJ, Williams KR, Smith DG, Smythe GA, Croitoru-Lamoury J, Brew BJ.
Quinolinic Acid in The Pathogenesis of Alzheimer’s Disease. Adv Exp Med
Biol, 2003;527:167-76.

Hammam O, Mahmoud O, Zahran M, Aly S, Hosny K, Helmy A, Anas A. The Role of
Fas/Fas Ligand System in the Pathogenesis of Liver Cirrhosis and
Hepatocellular Carcinoma. Hepat Mon, 2012;12:¢6132.

Han Q, Fa J, Li J. Kynurenine Aminotransferase and Glutamine Transaminase K of
Escherichia Coli: Identity with Aspartate Aminotransferase. Biochem J,
2001;360:617.

Hardingham GE, Bading H. The Yin and Yang of NMDA Receptor Signalling. Trends
Neurosci, 2003;26:81-9.

Heng B, Lim CK, Lovejoy DB, Bessede A, Gluch L, Guillemin GJ, Heng B, Lim CK,
Lovejoy DB, Bessede A, Gluch L, Guillemin GJ. Understanding the role of the
kynurenine pathway in human breast cancer immunobiology. Oncotarget
2016;7:6506-20.

Heyes MP, Chen CY, Major EO, Saito K. Different kynurenine pathway enzymes Limit
Quinolinic Acid formation by various human cell types. Biochem J,
1997;326:351-6.

Heyes MP, Saito K, Crowley JS, Davis LE, Demitrack MA, Der M, Dilling LA, Elia J,
Kruesi MJP, Lackner A, Larsen SA, Lee K, Leonard HL, Markey SP, Martin
A, Milstein S, Mouradian MM, Tourtellotte WW. Quinolinic acid and
kynurenine pathway metabolism in flammatory and non-inflammatory

neurological disease. Brain, 1992;115:1249-73.

Hilmas C, Pereira EF, Alkondon M, Rassoulpour A, Schwarcz R, Albuquerque EX. The



108

brain metabolite kynurenic acid inhibits alpha7 nicotinic receptor activity and
increases non-alpha7 nicotinic receptor expression: Physiopathological
implications. J Neurosci, 2001;21:7463-73.

Huang H, Tindall DJ. Dynamic foxo transcription factors. J Cell Sci, 2007;120:2479—
87.

Jeon J-H, Lee K-N, Hwang CY, Kwon K-S, You K-H, Choi I. Tumor suppressor
VDUP1 increases p27 P! stability by inhibiting JAB1. Cancer Res,
2005;65:4485-9.

Jiang Q, Yang M, Qu Z, Zhou J, Zhang Q. Resveratrol enhances anticancer effects of
paclitaxel in HepG2 human liver cancer cells. BMC Complement Altern Med,
2017;17:477.

Kaihara M, Price JM. The metabolism of quinaldic acid, kynurenic acid, and
xanthurenic acid in the rabbit. J Biol Chem, 1962;237:1727-9.

Kalkman HO, Feuerbach D. Modulatory effects of a7 nAChRs on the immune system
and its relevance for CNS disorders. Cell Mol Life Sci, 2016;73:2511-30.

Koiri R. N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) receptors: Therapeutic target against Cancer.
Int J Immunother Cancer Res, 2015:013-7.

Kuc D, Rahnama M, Tomaszewski T, Rzeski W, Wejksza K, Urbanik-Sypniewska T,
Parada-Turska J, Wielosz M, Turski WA. Kynurenic acid in human saliva -

does it influence oral microflora? Pharmacol Rep, 2006;58:393-8.

Kudo M. A New Era of Systemic therapy for hepatocellular carcinoma with regorafenib
and lenvatinib. Liver Cancer, 2017;6:177-84.

Langner E, Jeleniewicz W, Turski WA, Plech T. Quinaldic acid induces changes in the
expression of p53 tumor suppressor both on protein and gene level in colon
cancer LS180 cells. Pharmacol Reports, 2019;71:189-93.

Langner E, Walczak K, Jeleniewicz W, Turski WA, Rajtar G. Quinaldic acid inhibits

proliferation of colon cancer ht-29 cells in vitro: effects on signaling pathways.



109

Eur J Pharmacol, 2015;757:21-7.

Lee J, Kim SS. The function of p27 K™ during tumor development. Exp Mol Med,
2009;41:765.

http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB8065.aspx?geo_country=tr. Erigim
tarihi: 08.08.20109.

Li C-J, Chang J-K, Chou C-H, Wang G-J, Ho M-L. The PI3K/Akt/FOXO3a/p27Kipl
signaling contributes to anti-inflammatory drug-suppressed proliferation of
human osteoblasts. Biochem Pharmacol, 2010;79:926-37.

Li S, Qian J, Yang Y, Zhao W, Dai J, Bei J-X, Foo JN, McLaren PJ, Li Z, Yang J, Shen
F, Liu L, Yang J, Li S, Pan S, Wang Y, Li W, ... Zhou W. GWAS Identifies
Novel Susceptibility Loci on 6p21.32 and 21g21.3 for Hepatocellular

carcinoma in chronic hepatitis B virus carriers. PLoS Genet, 2012;8:e1002791.

Li Y, Farmer RW, Yang Y, Martin RCG. Epithelial cell adhesion molecule in human
hepatocellular carcinoma cell lines: a target of chemoresistence. BMC Cancer,
2016;16:228.

Liebig J. Ueber Kynurenséure. Ann der Chemie und Pharm, 1853;86:125-6.

Lim CK, Brew BJ, Sundaram G, Guillemin GJ. Understanding the Roles of the
Kynurenine Pathway in Multiple Sclerosis Progression. Int J Tryptophan Res,
2010;3:157.

Lipton SA. Failures and successes of NMDA receptor antagonists: Molecular basis for
the use of open-channel blockers like memantine in the treatment of acute and
chronic neurologic insults. NeuroRX, 2004;1:101-10.

Liu SJ, Zukin RS. Ca2+-permeable AMPA receptors in synaptic plasticity and neuronal
death. Trends Neurosci, 2007;30:126-34.

Liu Y, Ao X, Ding W, Ponnusamy M, Wu W, Hao X, Yu W, Wang Y, Li P, Wang J.
Critical role of FOXO3a in carcinogenesis. Mol Cancer, 2018;17:104.

Luksch H, Uckermann O, Stepulak A, Hendruschk S, Marzahn J, Bastian S, Staufner C,



110

Temme A, Ikonomidou C. Silencing of selected glutamate receptor subunits
modulates cancer growth. Anticancer Res, 2011;31:3181-92.

Majlath Z, Torok N, Toldi J, Vécsei L. Memantine and Kynurenic Acid: Current
Neuropharmacological Aspects. Curr Neuropharmacol, 2016;14:200-9.

Malsy M, Gebhardt K, Gruber M, Wiese C, Graf B, Bundscherer A. Effects of
ketamine, s-ketamine, and MK 801 on proliferation, apoptosis, and necrosis in
pancreatic cancer cells. BMC Anesthesiol, 2015;15:111.

Mandi Y, Vécsei L. The kynurenine system and immunoregulation. J Neural Transm,
2012;119:197-209.

Maucort-Boulch D, de Martel C, Franceschi S, Plummer M. Fraction and incidence of
liver cancer attributable to hepatitis B and C viruses worldwide. Int J Cancer,
2018;142:2471-7.

McDonnell JM, Fushman D, Milliman CL, Korsmeyer SJ, Cowburn D. Solution
Structure of the Proapoptotic Molecule BID: A Structural Basis for Apoptotic
Agonists and Antagonists. Cell, 1999;96:625-34.

Metz R, DuHadaway JB, Kamasani U, Laury-Kleintop L, Muller AJ, Prendergast GC.
Novel Tryptophan Catabolic Enzyme IDO2 Is the Preferred Biochemical
Target of the Antitumor Indoleamine 2,3-Dioxygenase Inhibitory Compound
D-1-Methyl-Tryptophan. Cancer Res, 2007;67:7082—7.

Myint A-M, Schwarz MJ, Miiller N. The role of the kynurenine metabolism in major

depression. J Neural Transm, 2012;119:245-51.

Nathan CF, Hibbs JB. Role of nitric oxide synthesis in macrophage antimicrobial
activity. Curr Opin Immunol, 1991;3:65-70.

Okamoto H, Miyamoto S, Mabuchi H, Takeda R. Inhibition effect of quinaldic acid on
glucose-induced insulin release from isolated Langerhans islets of the rat.
Biochem Biophys Res Commun, 1974;59:623-9.

Okamoto H, Miyamoto S, Mabuchi H, Yoneyama Y, Takeda R. Insulin-releasing effect



111

of quinaldic acid and its relatives on isolated Langerhans islets. Biochem
Biophys Res Commun, 1973;53:1297-303.

Parada-Turska J, Rzeski W, Zgrajka W, Majdan M, Kandefer-Szerszeh M, Turski W.
Kynurenic acid, an endogenous constituent of rheumatoid arthritis synovial
fluid, inhibits proliferation of synoviocytes in vitro. Rheumatol Int,
2006;26:422-6.

Parada-Turska J, Zgrajka W, Majdan M. Kynurenic Acid in Synovial Fluid and Serum
of Patients with Rheumatoid Arthritis, Spondyloarthropathy, and Osteoarthritis.
J Rheumatol, 2013;40:903-9.

Peck-Radosavljevic M. Hepatocellular carcinoma: the place of new medical therapies.
Therap Adv Gastroenterol, 2010;3:259-67.

Porter AG, Janicke RU. Emerging roles of caspase-3 in apoptosis. Cell Death Differ,
1999;6:99-104.

Ribeiro MPC, Custodio JBA, Santos AE. lonotropic glutamate receptor antagonists and
cancer therapy: time to think out of the box? Cancer Chemother Pharmacol,
2017;79:219-25.

Rzeski W, Turski L, Ikonomidou C. Glutamate antagonists limit tumor growth. Proc
Natl Acad Sci USA, 2001a;98:6372—7.

Sas K, Robotka H, Toldi J, Vécsei L. Mitochondria, metabolic disturbances, oxidative
stress and the kynurenine system, with focus on neurodegenerative disorders. J
Neurol Sci, 2007;257:221-39.

Schwarcz R, Bruno JP, Muchowski PJ, Wu H-Q. Kynurenines in the mammalian brain:

when physiology meets pathology. Nat Rev Neurosci, 2012;13:465-77.

Schwarcz R, Guidetti P, Sathyasaikumar KV, Muchowski PJ. Of mice, rats and men:

Revisiting the quinolinic acid hypothesis of Huntington’s disease. Prog

Neurobiol, 2010;90:230-45.

Schwarcz R, Pellicciari R. Manipulation of Brain Kynurenines: Glial Targets, Neuronal



112

Effects, and Clinical Opportunities. J Pharmacol Exp Ther, 2002;303:1-10.

Schwarcz R, Whetsell W, Mangano R. Quinolinic acid: an endogenous metabolite that

produces axon-sparing lesions in rat brain. Science, 1983;219:316-8.

Sekine H, Mimura J, Oshima M, Okawa H, Kanno J, lgarashi K, Gonzalez FJ, Ikuta T,
Kawajiri K, Fujii-Kuriyama Y. Hypersensitivity of Aryl Hydrocarbon
Receptor-Deficient Mice to Lipopolysaccharide-Induced Septic Shock. Mol
Cell Biol, 2009;29:6391-400.

Sekkai D, Guittet O, Lemaire G, Tenu J-P, Lepoivre M. Inhibition of Nitric Oxide
Synthase Expression and Activity in Macrophages by 3-Hydroxyanthranilic
Acid, a Tryptophan Metabolite. Arch Biochem Biophys, 1997;340:117-23.

Sherman M. Hepatocellular Carcinoma: Epidemiology, Surveillance, and Diagnosis.
Semin Liver Dis, 2010;30:003-16.

Stahl M, Dijkers PF, Kops GJPL, Lens SMA, Coffer PJ, Burgering BMT, Medema RH.
The Forkhead Transcription Factor FoxO Regulates Transcription of p27Kipl
and Bim in Response to IL-2. J Immunol, 2002;168:5024-31.

Steiner L, Gold M, Mengel D, Dodel R, Bach J-P. The endogenous a7 nicotinic
acetylcholine receptor antagonist kynurenic acid modulates amyloid-p-induced
inflammation in BV-2 microglial cells. J Neurol Sci, 2014;344:94-9.

Stepulak A, Luksch H, Gebhardt C, Uckermann O, Marzahn J, Sifringer M, Rzeski W,
Staufner C, Brocke KS, Turski L, lkonomidou C. Expression of glutamate

receptor subunits in human cancers. Histochem Cell Biol, 2009;132:435-45.

Stepulak A, Rola R, Polberg K, Ikonomidou C. Glutamate and its receptors in cancer. J
Neural Transm, 2014;121:933-44.

Stepulak A, Sifringer M, Rzeski W, Endesfelder S, Gratopp A, Pohl EE, Bittigau P,
Felderhoff-Mueser U, Kaindl AM, Buhrer C, Hansen HH, Stryjecka-Zimmer
M, Turski L, Ikonomidou C. NMDA antagonist inhibits the extracellular
signal-regulated kinase pathway and suppresses cancer growth. Proc Natl Acad
Sci, 2005; 102(43):15605-10.



113

Stockert JC, Blazquez-Castro A, Cafiete M, Horobin RW, Villanueva A. MTT assay for
cell viability: Intracellular localization of the formazan product is in lipid
droplets. Acta Histochemica, 2012;114:785-796.

Stone TW, Addae JI. The pharmacological manipulation of glutamate receptors and
neuroprotection. Eur J Pharmacol, 2002;447:285-96.

Stone TW, Darlington LG. Endogenous kynurenines as targets for drug discovery and
development. Nat Rev Drug Discov, 2002;1:609-20.

Sunters A, Ferndndez de Mattos S, Stahl M, Brosens JJ, Zoumpoulidou G, Saunders
CA, Coffer PJ, Medema RH, Coombes RC, Lam EW-F. FOXO3a
Transcriptional Regulation of Bim Controls Apoptosis in Paclitaxel-treated
Breast Cancer Cell Lines. J Biol Chem, 2003;278:49795-805.

Szalardy L, Zadori D, Toldi J, Fulop F, Klivenyi P, Vecsei L. Manipulating Kynurenic
Acid Levels in the Brain - On the Edge Between Neuroprotection and
Cognitive Dysfunction. Curr Top Med Chem, 2012;12:1797-806.

Tanaka T, Narazaki M, Kishimoto T. IL-6 in Inflammation, Immunity, and Disease.
Cold Spring Harb Perspect Biol, 2014;6:a016295-a016295.

Thatcher TH, Maggirwar SB, Baglole CJ, Lakatos HF, Gasiewicz TA, Phipps RP, Sime
PJ. Aryl Hydrocarbon Receptor-Deficient Mice Develop Heightened
Inflammatory Responses to Cigarette Smoke and Endotoxin Associated with
Rapid Loss of the Nuclear Factor-kB Component RelB. Am J Pathol,
2007;170:855-64.

Thomas MB, O’Beirne JP, Furuse J, Chan ATC, Abou-Alfa G, Johnson P. Systemic
Therapy for Hepatocellular Carcinoma: Cytotoxic Chemotherapy, Targeted
Therapy and Immunotherapy. Ann Surg Oncol, 2008;15:1008-14.

Tikhanovich I, Cox J, Weinman SA. Forkhead box class O transcription factors in liver
function and disease. J Gastroenterol Hepatol, 2013;28 Suppl 1:125-31.

Turski L, Ikonomidou C. NMDA antagonist inhibits the extracellular signal-regulated

kinase pathway and suppresses cancer growth. Proc Natl Acad Sci,



114

2005a;102:15605-10.

Turski M, Turska M, Paluszkiewicz P, Parada-Turska J, Oxenkrug GF. Kynurenic Acid
in the Digestive System—New Facts, New Challenges. Int J Tryptophan Res,
2013;6:1JTR.S12536.

Turski M, Turska M, Zgrajka W, Bartnik M, Kocki T, Turski W. Distribution,
Synthesis, and Absorption of Kynurenic Acid in Plants. Planta Med,
2011;77:858-64.

Turski M, Turska M, Zgrajka W, Kuc D, Turski WA. Presence of kynurenic acid in
food and honeybee products. Amino Acids, 2009;36:75-80.

Turski WA, Malaczewska J, Marciniak S, Bednarski J, Turski MP, Jablonski M,
Siwicki AK. On the toxicity of kynurenic acid in vivo and in vitro. Pharmacol
Reports, 2014,66:1127-33.

Varga G, Erces D, Fazekas B, Fiilop M, Kovacs T, Kaszaki J, Fiilop F, Vecsei L, Boros
M. N -Methyl-d-aspartate receptor antagonism decreases motility and
inflammatory activation in the early phase of acute experimental colitis in the
rat. Neurogastroenterol Motil, 2010;22:217-e68.

Villanueva A, Newell P, Chiang D, Friedman S, Llovet J. Genomics and Signaling
Pathways in Hepatocellular Carcinoma. Semin Liver Dis, 2007;27:055-76.

Vogel A, Cervantes A, Chau I, Daniele B, Llovet JM, Meyer T, Nault J-C, Neumann U,
Ricke J, Sangro B, Schirmacher P, Verslype C, Zech CJ, Arnold D, Martinelli
E. Hepatocellular carcinoma: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis,
treatment and follow-up. Ann Oncol, 2018;29:iv238-55.

Walczak K, Dabrowski W, Langner E, Zgrajka W, Pitat J, Kocki T, Rzeski W, Turski
WA. Kynurenic acid synthesis and kynurenine aminotransferases expression in

colon derived normal and cancer cells. Scand J Gastroenterol, 2011;46:903-12.

Walczak K, Deneka-Hannemann S, Ena Jarosz B', Zgrajka W, Stoma F, Trojanowski T,
Turski WA, Rzeski W. Kynurenic acid inhibits proliferation and migration of
human glioblastoma T98G cells. Pharmacol Reports, 2014a;66:130-6.



115

Walczak K, Turski WA, Rajtar G. Kynurenic acid inhibits colon cancer proliferation in
vitro: effects on signaling pathways. Amino Acids, 2014b;46:2393-401.

Walczak K, Turski WA, Rzeski W. Kynurenic acid enhances expression of p21
Waf1/Cipl in colon cancer HT-29 cells. Pharmacol Rep, 2012a;64:745-50.

Walczak K, Zurawska M, Ki$ J, Starownik R, Zgrajka W, Bar K, Turski WA, Rzeski
W. Kynurenic acid in human renal cell carcinoma: its antiproliferative and
antimigrative action on Caki-2 cells. Amino Acids, 2012b;43:1663-70.

Wang B, Xu J, Wang H, Chang S, Liu N. Effect and Mechanism of Sophoridine to
suppress Hepatocellular carcinoma in vitro and vivo. Biomed Pharmacother,
2017;95:324-30.

Wang J, Simonavicius N, Wu X, Swaminath G, Reagan J, Tian H, Ling L. Kynurenic
Acid as a Ligand for Orphan G Protein-coupled Receptor GPR35. J Biol Chem,
2006;281:22021-8.

Wirthgen E, Hoeflich A, Rebl A, Giinther J. Kynurenic Acid: The Janus-Faced Role of
an Immunomodulatory Tryptophan Metabolite and Its Link to Pathological
Conditions. Front Immunol, 2018;8:1957.

Yalgin K, Yakut M, Degertekin H, Tiirkdogan K, Harputluoglu M, Bahgecioglu IH,
Kadayif¢1 A, Ok¢u N, Yilmaz N. Clinical and Epidemiological Characteristics
of Hepatocellular Carcinoma Cases in East and Southeastern Region of
Turkey: A Multicenter Retrospective Study. Turkiye Klin J Med Sci,
2013;33:806-13.

Yamaguchi F, Hirata Y, Akram H, Kamitori K, Dong Y, Sui L, Tokuda M.
FOXO/TXNIP pathway is involved in the suppression of hepatocellular
carcinoma growth by glutamate antagonist MK-801. BMC Cancer,
2013;13:468.

Yamaguchi F, Kamitori K, Sanada K, Horii M, Dong Y, Sui L, Tokuda M. Rare sugar
D-allose enhances anti-tumor effect of 5-fluorouracil on the human

hepatocellular carcinoma cell line HuH-7. J Biosci Bioeng, 2008;106:248-52.



116

Yang Y, Lu JY-L, Wu X, Summer S, Whoriskey J, Saris C, Reagan JD. G-Protein-
Coupled Receptor 35 Is a Target of the Asthma Drugs Cromolyn Disodium and
Nedocromil Sodium. Pharmacology, 2010;86:1-5.

Yokoi I, Uchida A, Kabuto H, Yamamoto N, Ogawa N, Nishijima Y. Effects of
kynurenine metabolites on the electrocorticographic activity in the rat. J Neural
Transm, 1998;105:147-60.

Zhang B, Tomita Y, Ch’ng E, Qiu Y, He J, Jin Y-F, Tomoeda M, Hamada K, Ueda T,
Aozasa K. Prognostic Significance of Phosphorylated FOXO1 Expression in
Soft Tissue Sarcoma. Ann Surg Oncol, 2009;16:1925-37.

Zhang X, Tang N, Hadden TJ, Rishi AK. Akt, FoxO and regulation of apoptosis.
Biochim Biophys Acta - Mol Cell Res, 2011;1813:1978-86.

Zhao M, Zhou A, Xu L, Zhang X. The role of TLR4-mediated PTEN/PI3K/AKT/NF-
kB signaling pathway in neuroinflammation in hippocampal neurons.

Neuroscience, 2014;269:93-101.

Zhong C, Qiu S, Li J, Shen J, Zu Y, Shi J, Sui G. Ellagic acid synergistically potentiates
inhibitory activities of chemotherapeutic agents to human hepatocellular
carcinoma. Phytomedicine, 2019;59:152921.

Zhou Q, Lui VW, Yeo W. Targeting the PI3K/Akt/mTOR pathway in hepatocellular
carcinoma. Futur Oncol, 2011;7:1149-67.

Zhou Y, Li Y, Zhou T, Zheng J, Li S, Li H-B. Dietary Natural Products for Prevention
and Treatment of Liver Cancer. Nutrients, 2016;8:156.

Zinger A, Barcia C, Herrero MT, Guillemin GJ. The Involvemel
Neuroinflammation and Kynurenine Pathway in Parkinson’s Di

Parkinsons Dis, 2011;2011:1-11.



KINURENIK ASIT VE KINALDIK ASIT'IN INSAN KARACIGER
KANSERI (HepG2) HUCRE HATTINDA in vitro ANTITUMORAL
ETKILERININ

ORNINALLIK RAPORU

"

%2 % 1 %

BENZERLIK ENDEKSI  INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

library.cu.edu.tr

internet Kaynag

al

acikerisim.deu.edu.tr

internet Kaynag <0AJ1

Michal Turski. "Distribution, Synthesis, and <o 1
Absorption of Kynurenic Acid in Plants", Planta ¢
Medica, 12/14/2010
Yayin
readgur.com

internet?(aynagl <%1
www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080

internetKa;Er:aél P <°A)1
theses.gla.ac.uk

n internetKayngagl <0A)1
www.pmbj.com.cn

internetKE\)ynaglJ <°A)1




OZGECMIS

Adi, Soyadi : Pnar ATALAY

Uyrugu : Tiirkiye (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 08.08.1985 /Afyon-Karaadilli

Medeni Durumu :Evli

e-mail : pinaratalay@gmail.com

Yazisma Adresi : Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Melikgazi/Kayseri
EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Lisans Marmara Universitesi 2008

Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii
Yiiksek Lisans  Yeditepe Universitesi 2011
Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi
Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii

Biyoteknoloji Yiiksek Lisans Programi

YABANCI DiL

Ingilizce

IS DENEYIMLERI

2012 Erciyes Universitesi Arastirma Gorevlisi
Eczacilik Fakiiltesi

Temel Eczacilik Bilimleri



