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OZET

HEPG2 HUCRE HATTINDA PIROLOKINOLIN KiNON (PQQ) VE KOENZIM
Q10’IN MITOKONDRIYAL GENLER, MITOMIR’LER VE HUCRESEL
OZELLIKLER UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Calismamiz, hepatoselliier karsinom hiicre hatti HepG2’de Koenzim Q10 (CoQ10) ve
Pirolokinolin Kinon (PQQ)’un antioksidan metabolizma (Oksidatif Stres), inflamatuvar yanit,
mitokondriyal biyogenez ve mitokondriyal disfonksiyon gibi 6zellikler iizerine etkilerini NRF-
1, NRF-2, NFkB ve PGC-la genlerinde ve miR15-a, miR16-1, miR181-c mitokondriyal

miRNA’larda meydana gelen degisimler iizerinden ortaya koymay1 amacglamaktadir.

Pirolokinolin Kinon (PQQ) ve Koenzim Q10 (CoQ10)’in HepG2 hiicre hattinda gostermis
oldugu etkileri gorebilmek amaciyla, ilaglarin hiicre canliligi, lateral hiicre gocili, gen
ekspresyon ve miRNA ekspresyon seviyelerine olan etkileri aragtirllmistir. Elde ettigimiz
verilere gére CoQ10’in anti kanser etkinligi anlaminda en etkili kullanimi1 kombine kullanim
yerine yalniz basina kullanimidir. Lateral hiicre go¢iinii tayin edebilmek amaciyla yapilan yara
iyilesmesi deneyinde, Pirolokinolin Kinon (PQQ)’un yalniz basina ve kombine kullanimi
kontrol grubuna gore yara kapanma alanin1 ve hiicre proliferasyonunu arttirdigini, yalnizca

CoQ10 uygulamasinin ise azalttigini belirledik.

HepG2 hiicre hattinda Pirolokinolin kinon ve Koenzim Q10 maruziyetinin Peroksizom
proliferatorii ile aktive edilen reseptdr gama koaktivatorii 1-alfa (PGC-la) ekspresyonunu
arttirdigint ancak NRF-1 gen ekspresyonunu artirmadigini bulduk. Pirolokinolin kinon
uygulamasinda, NRF-2 geninin ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla sadece kiigiik bir artig
bildirdik. Pirolokinolin kinon ve CoQ10 yalniz basina uygulamasinin Niikleer Faktor kappa B
(NFxB) geninde kombine uygulamaya goére daha fazla ekspresyon artisina neden oldugunu
bulduk. Pirolokinolin kinon ve CoQ10 uygulamasimnin miR16-1, miR15a ve miR181c'nin
ekspresyon seviyelerini asagi dogru regiile ettigini rapor ettik. Pirolokinolin kinon ve CoQ10
kullanimi genetik epigenetik faktorler ilizerinde etkilidir, ayrica miR-15a, miR-16-1 ve
miR181c hepatoseliiler karsinom ve mitokondriyal disfonksiyonun eslik ettigi hastaliklarda

onemli aday biyobelirteglerdir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoseliiler karsinom, MitomiR, mitokondriyal biyogenez,

mitokondriyal disfonksiyon, antioksidan metabolizma



ABSTRACT

EFFECTS OF PYRROLOQUINOLINE QUINONE (PQQ) AND COENZYME Q10 ON
MITOCHONDRIAL GENES, MITOMIRS AND CELLULAR PROPERTIES IN
HEPG2 CELL LINE

Our study aims to reveal the effects of Coenzyme Q10 (CoQ10) and Pyrroloquinoline Quinone
(PQQ) on features such as antioxidant metabolism (Oxidative Stress), inflammatory response,
mitochondrial biogenesis and mitochondrial dysfunction in hepatocellular carcinoma cell line
HepG2. We aim to reveal these features through changes in NRF-1, NRF-2, NFkB and PGC-
lo genes as well as miR15-a miR16-1 miR181-c mitochondrial miRNAs. To investigate the
effects of Pyrroloquinoline quinone (PQQ) and Coenzyme Q10 (CoQ10) in HepG2, and their
effects on cell viability, lateral cell migration, gene expression and miRNA expression levels
were investigated. If the data we have obtained are evaluated in terms of anti-cancer
effectiveness, the most effective use of CoQ10 can be defined as the use alone rather than the
combined use. According to the results of the wound healing experiment, we determined that
Pyrroloquinoline quinone and combined drug application increased the wound closure area and
cell proliferation compared to the control group, while CoQ10 application decreased it. We
found that Pyrroloquinoline quinone and Coenzyme Q10 exposure in the HepG2 cell line
increased Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a)
expression but not NRF-1 gene expression. We reported only a small increase in expression of
the NRF-2 gene in the Pyrroloquinoline quinone application compared to the control group. We
found that only Pyrrologuinoline quinone and CoQ10 application caused more expression
increase in the Nuclear Factor kappa B (NFxB) gene compared to combined application.
Pyrroloquinoline quinone and CoQZ10 administration down-regulated the expression levels of
miR16-1, miR15a and miR181c. The use of Pyrrologuinoline quinone and CoQ10 is effective
on epigenetic factors, miR-15a, miR-16-1 and miR181c are important candidate biomarkers in

hepatocellular carcinoma and diseases accompanied by mitochondrial dysfunction.

Keywords: Hepatocelluer carcinoma, mitomiR, mitochondrial biogenesis, mitochondrial

dysfunction, antioxidant metabolism



ICINDEKILER

ON SOZ ... i
OZET ... e I
ABSTRACT L.ttt r ettt ettt b e R et et e st e b et et e Rt ettt e Re et e n et nrens iii
ICINDEKILER..........c.coooiiiieeieet ettt ettt en sttt s san s iv
TABLOLAR LISTESI ........ooiiiiiiie sttt vii
SEKILLER LISTEST .......ooiiiiiiiieceeeeeeee et en st en st an s viii
GRAFIKLER LISTESI .......coiiiiiiiiiei st ix
KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI .........cooiiiiinee e X
GIRIS ..ottt ettt ettt ettt ettt en st 1
BIRINCI BOLUM
L KKANSER . .t e e e et e e e rr e e arreearaeeas 2
IKINCI BOLUM

1. KARACIGER KANSERI ....ooiiiiiiiie ettt 12
1. Hepatoseliiler karsinom (HCC) ........ooiiiiiiiicieece e 12
1.1 HCC EBIYOIOJIST ..ot bbbt 13
1.2. Viral ENfEKSIYONIAr........c.ooiiiiie e 14
1.3. miRNA'lar ve HBV-HCCmIikroRNA'Iar (MiR) ........cceiiiiiiieiiece e 15
1.4, ATKOL TUKETIMI 1.evviviiveiesieieiteiee ettt ettt sttt e e seseeeeneenas 15
1.5. Alkolsiiz yagl karaciger hastaligt (NAFLD) .......cccooviiiiiiiiiieee, 17
1.6, ATIAEOKSINIET ..ot 18
1.7. Predispozan genetik faktorler ... 19
1.8. HCC ile Iliskili Genetik RiSk FAKtOIIETi.....c.cveveveveeeeeeiececececececececeececececceeeeeseees e 19
1.8.1. Kromozom ANOMAIIEIT .....c..oouiiiee et 19
1.8.2. P53 Gen MUtaSYONIATT....cvviiiiiiieiiieiee s 19
1.8.3. Wit Sinyal YOlagl......cocooiiiiiiiiiiiiec e 21
1.8.4. TGFP Sinyal YOlagl.....ccoiioviiiiiiiiiiiciiee e 22
1.8.5. Ras Sinyal YOIAG1 ...ooiviiiiiiiiiiiiecciec e 23
1.8.6. Retinoblastoma (RD) Proteini ........cccvevviiiiiiiice e 24
1.8.7. HCC'de Gen Ekspresyonunun Genom-Olgekli Analizi.........ccoeevevevevererereeeeererennne, 25
1.8.8. HCC’de DNA MetilaSyOnU.........cceiriuiiiiiiieiiiiesiiee st siiessieessinesssieeesises e e snee e 25

2. Calisma Kapsaminda Arastirtlan GeNIEr............cccveiveiiiiene i 26
2.1. Niikleer Solunum Faktorleri 1-2 (NRF-1 Ve NRF-2) .....ccccooviiiiiiiieece e, 26



2.2. Peroksizom proliferatort ile aktive edilen reseptdr gama koaktivatorii 1 alfa (PGC-1a)

.............................................................................................................................................. 27
2.3. Niikleer faktor kappa B (NFKB) .....ccoiiiiiiiiiiie e 30
3. Calisma Kapsaminda Arastirilan MitomiRLer ......cccoovvviiiiiiiiiiiiiiie e 32
3.2, MIRL5-A/MIRLE-L.....eiiiiiiiiieiee et sb bbb 33
BB MIRLBL-C oot bbb bbb bt 34
4. Calisma Kapsaminda Arastirtlan 11aglar ...........cocoeveveveveeeieeeee e, 35
4.1. Koenzim Q10 (COQL0) ..ouveieeiieieeiesiieie ettt ettt sne et sne e e 35
4.2. Pirolokinolin Kinon (PQQ) .....cveiiiiiiiiiiieiieieiee e 36
5. HepG2 HUCTE HA.....cuviiiiiiiicec e 37
6. CalISMANTI ATNIACT ...veiieietie ittt ste ettt ie e e ke e s sb e e bt e ssb e e ke e s s beeabeeanbe e beeesbeenbbeanbeenseeas 38
UCUNCU BOLUM
GEREC VE YONTEM
1.Gerecler ve Reaksiyon KoSullari..........coooiiiiiiiiiici e 40
1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar..............ccccceeiiiiiiie e 40
1.2. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler.........ccccovvviiiiiiiiiiiiiiie e 42
1.3. Calismada Kullanilan MasterMix Igerikleri ve Real-Time gPCR Reaksiyon Kosullari42
B 44113111 ) TP PP RO UPR PP 45
2.2 Pirolokinolin kinon (PQQ) ve Koenzim Q10 (CoQ10)’in Hazirlanmasi........................ 45
2.3, HUCTE KUITHIT ..ot 46
2.4. Hiicre Canliliginin BelirleNmesi.........ccciiiiiiiiiiiiiicice e 46
2.5. Hiicre Sayimi (Cell COUNL) .....cueiiiiiiieiiieiieie et 47
2.6. Hiicre Yara Iyilesmesi Deneyi (Cell Wound Healing ASSay) ..........coecevevevrireverienennne, 47
2.7. mRNA Uriinleri Gergek Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (mRNA Real Time
o O PRSPPSO 47
2.7.1. RNA IZOIASYONU......covviviireiiiecreieieie ettt 47
2.7.2. mRNA Uriinleri CDNA SENtEZI .....coovviiiiiieiiiie et 48
2.7.3. MRNA-cDNA Uriinleri Real-Time qPCR ASamast ...........ccceevveeervererinreeeererennnns 48
2.8. miRNA Uriinleri Gergek Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (miRNA Real Time
O OSSR 49
2.8.1. RNA IZ0IASYONU.......cviviviieiiiieieiiicceee ettt 49
2.8.2. MIRNA-CDNA SENEZI .....ccvriiiiiiiisiiici s 50
2.8.3. MiIRNA-cDNA Uriinleri Real-Time qPCR ASAMAast ..........c.ccvvvivevereverrerererinnennnn, 50
3. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel ANALIZ..........cccovuevriiveriiereicresie e 50



DORDUNCU BOLUM

BULGULAR
1. Hiicre CanliliZimnin BelIrlenmesi........ccuiiiiiiiiiiiieiiiiciiie st 52
2. Hiicre Yara IyileSmesi DENEYI .....oovvvvveiieceeeeeeeessssss s ssesssssssssss s ssssssssseees 53
3. mRNA Uriinleri Gergek Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( mRNA Real Time
01 SRRSO P PR PRRPRPIR 57
4. miRNA Uriinleri Ger¢ek Es Zamanl1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (miRNA Real Time
PCR) 1ttt b Rt bbb bR Rt R e e e e e e bbb bbbt b e e e 59
BESINCIi BOLUM

SONUC VE TARTISMA

L SOMUG .ttt b et e e R bt e a Rttt R b e e R b e e e R bt e e R e e e e nr e e e b e nnreeanes 62
B 45 3 o b B OO UP RS UPPPPPP 64
KAYNALKCA ..ottt sttt b bttt e s hb e e b e e s hb e e be e sbe e et e e s beeenbeesbeeanbeesbeens 73

Vi



TABLOLAR LISTESI

Tablo 3.1 Calismada Kullanilan Cihazlar.............cccceiieieiieninie e 40
Tablo 3.2 Calismada Kullanilan Kimyasallar..............ccccceiiveiiiieiieeiecc e 41
Tablo 3.3. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler ..........cccovveiiiiiiiiiee e 42
Tablo 3.4. mMRNA Uriinlerinden cDNA Sentezi i¢in Kullanilan Mastermix Igerigi............... 42
Tablo 3.5. mRNA Uriinlerinden cDNA Sentez Reaksiyonu Kogullart ..............cc..cccceveunnnee. 43
Tablo 3.6. mRNA Uriinleri Real-Time gPCR i¢in Kullanilan MasterMix Icerigi.................. 43
Tablo 3.7. mRNA Uriinleri Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullart ...............cccccoveverennnnne, 43
Tablo 3.8. MiRNA-cDNA Sentezi I¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri ...............ccceveunnnee. 44
Tablo 3.9. mRNA Uriinlerinden cDNA Sentez Reaksiyonu Kosullart ..............cc..ccceveennee. 44
Tablo 3.10. miRNA Uriinleri Real-Time qPCR I¢in Kullanilan MasterMix Igerigi............... 45
Tablo 3.11. miRNA Uriinleri Real-Time gPCR Reaksiyonu Kosullart .............cc.ooeveveennee, 45
Tablo 3.12 Gen Ekpresyon Analizi i¢in Kullanilan Primer Bilgileri...........cccccoeevriiirivernnnnan. 49

vii



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1. Hepatoseliiler Karsinom (HCC) Etiyolojisi ve Potansiyel Mekanizmalart ............. 13
Sekil 2.2. PGC-la'nin Ko-Aktivator Olarak Gorev Aldigi Biyolojik Reaksiyonlar ................ 29
Sekil 2.3. miR-181 Ailesi Uyelerinin Mitokondriyal Homeostazda...........cccvevvvervvennnnnn. 34
Sekil 2.4. Koenzim Q10 (CoQ10) Kimyasal YapiSi.....ccccveieriiiiiiiriiieiiesieesee e 36
Sekil 2.5. Pirolokinolin kinon (PQQ) Kimyasal YapisSi.......ccccervuieriiiiiiiiiiiienie i 37
Sekil 3.1. HepG2 Hiicrelerinin Morfolojik GOrintlisii ..........cocevvieiiniiniiniiiinice s 46
Sekil 4.1. Pirolokinolin kinon (PQQ) Uygulama Dozlar1 ve Lineer Regresyon Egrisi........... 52
Sekil 4.2. Koenzim Q10 (CoQ10) Uygulama Dozlar1 ve Lineer Regresyon Egrisi................. 53

Sekil 4.3. PQQ+CoQ10 Kombine ilag Uygulamas1 Uygulama Dozlar1 ve Lineer Regresyon

Sekil 4.4. Pirolokinolin kinon (PQQ), Koenzim Q10 (CoQ10) Hiicre Gocii ve Proliferasyonu
UZEITNE BLKILEIT ...ttt ettt ettt sttt ae ettt sees 55

Sekil 4.5. Pirolokinolin kinon (PQQ), Koenzim Q10 (CoQ10) Hiicre Gégii ve Proliferasyonu
UZEINE BAKILETT ...ttt ettt sttt sttt ettt ettt ettt seeas 56

Sekil 4.6. PGCla Geni qRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari.... 58
Sekil 4.7. NRF1 Geni gRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari...... 58
Sekil 4.8. NRF2 Geni gRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari...... 59
Sekil 4.9. NFkB Geni qRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari...... 59
Sekil 4.10. hsa miR 16-1 qRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari. 60
Sekil 4.11. hsa miR 15-a gRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalar1 . 60

Sekil 4.12. hsa miR 181-c gRT-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari

viii



GRAFIKLER LiSTESI

Grafik 1.1. 2020 Y1l: Diinyada ve Tiirkiye’de Kanser Tiirlerinin Insidans ve Mortalite Grafigi
(Cinsiyet Bagimsiz-TUim Yas GIUPIart) ......oooceiiiiiiiiiieiiiie i 4

Grafik 1.2. 2020 Y1li Diinyada ve Tiirkiye’de Erkeklerde Goriilen Kanser Tiirlerinin insidans
ve Mortalite Grafigi (TUm Yas Gruplart)........ccccuveiiiiiiiiiieicieec s 5

Grafik 1.3. 2020 Y1l Diinyada ve Tiirkiye’de Kadinlarda Gériilen Kanser Tiirlerinin insidans
ve Mortalite Grafigi (TUm Yas Gruplar).......coccveiiiiiiiiiiiiiie e 6

Grafik 1.4. 2020 Yilindan 2040 Yilina Kadar Diinyada ve Tiirkiye’de Meydana Gelmesi
Tahmin Edilen Kanser Olgularinin Insidans ve Mortalite Grafii............ccccoovevuerreerericeerriennnn. 7

Grafik 1.5. 2020 Yilindan 2040 Yilina Kadar Diinyada ve Tiirkiye’de Meydana Gelmesi
Tahmin Edilen Karaciger ve Intrahepatik Safra Kanali Kanser Olgularmin insidans ve Mortalite

Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-Tim Yas Gruplart)........cccovvvviiiiiiiiiiiiiinie e 8

Grafik 1.6. 2020 Yilinda Bati Asya Ulkeleri’nde Meydana Gelen Tiim Kanser Olgularmin
Insidans Grafigi (Cinsiyet Bagims1z-Tiim Yas Gruplart) .........ccccccovvreeuereriireesereesnseeeseenns 9

Grafik 1.7. 2020 Yilinda Bati Asya Ulkeleri’nde Meydana Gelen Tiim Kanser Olgularinin
Mortalite Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-Ttim Yas Gruplart).......ccccooeviiviiiiiniciicic e, 10

Grafik 1.8.2020 Yilinda Bat1 Asya Ulkeleri’nde Meydana Gelen Karaciger Kanser Olgularmin
Insidans Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-Tim Yas Gruplart) ..........ccccoceveveveeevoereerevicececssnnenenns 10

Grafik 1.9.2020 Yilinda Bat1 Asya Ulkeleri’nde Meydana Gelen Karaciger Kanser Olgularmin
Mortalite Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-TUm Yag Gruplart).........cccoceiviiiiiiiiiiniiiiinicicenn 11



KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI
% : Yizde
°C : Santigrat Derece
A : Adenin
ADH : Alkol Dehidrojenaz
AFBL1 : Aflatoksin B1
AFBO : Aflatoksin B1-8, 9-Oksit
AFL : Alkolik Karaciger Yaglanmasi
AFP : Alfa-Feta Protein
AH : Alkolik Hepatite
AlH : Otoimmiin Hepatit
ALD : Alkolik Karaciger Hastalig1
ALDH : Aldehit Dehidrojenaz
AMPK : Aktive Olan Protein Kinaz
ARE : Antioksidan Yanit Elemani
ATCC : Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
BCL2L10 : BCL2-Like 10
C : Sitozin
CAMP : Siklik Adenozin Monofosfat
CBX7 : Kromobox 7
cHCC-ICC : Kombine HCC intrahepatik Kolanjiokarsinom
CoQ10 : Koenzim Q10
CREB : cAMP Yanit Eleman1 Baglayici Protein
Ct : Cycle Threshold
dk. : Dakika

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium



DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

DNL : De Novo Lipogenez

dNTP : Deoksiniikleotid Trifosfat

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

ECM : Ekstraseliiler Matriks

ERK : Hiicre Dis1 Sinyalle Diizenlenen Kinazlar
ERRuo. : Ostrojenle Iliskili Reseptor Alfa
FBS : Fetal Sigir Serumu

FFA : Fazla Serbest Yag Asitleri

G : Guanin

GLUT4 : Glukoz Tasiyic1 4

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GSD : Glikojen Depo Hastalig1

HB : Hepatoblastoma

HBsAQ : Hepatit B Yiizey Antijeni
HBV : Hepatit B Virtisii

HCC : Hhepatoseliiler Karsinom

HCV : Hepatit C Viriisii

HDAC : Histon Deasetilaz

HH : Herediter Hemokromatosiz

HSC : Hepatik Stellat Hiicreler

HT1 : Herediter Tirozinemi Tip-1
IARC : Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
ICso : Inhibisyon Konsantrasyonu

ICC : intrahepatik Kolanjiokarsinom

IFN-y : Interferon Gama



IL-6 : Interlokin 6

IPQ : Imidazol Pirolokinolin

IRF2 : interferon Diizenleyici Faktor 2

KEAP1 : Kelch Benzeri ECH lle Iliskili Protein 1

LDH : Laktat Dehidrojenaz

LDL-C : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol

LOH : Heterozigozite Kayb1

LPS : Lipopolisakkarit

MAF : Muskuloaponérotik Fibrosarkoma Onkogen

MAPK : Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz

MiRNA : mikroRNA

MtDNA : Mitokondriyal DNA

NAFLD : Alkolsiiz Yagh Karaciger Hastalig1

NF-xB : Niikleer Faktor Kappa B

NOD : Niikleotit Baglayici Oligomerizasyon Alani

NRF-1: Niikleer Solunum Faktorii 1

NRF-2 : Niikleer Solunum Faktorii 2

P3H4 : Koenzim Q10/Ubikinon Analogu

PBS : Phosphate Buffered Saline

PGC-1a : Peroksizom Proliferatorii ile Aktive Olan Reseptdr 1 Alfa
PKA : Protein Kinaz A

PPARY : Peroksizom Proliferatorle Aktive Olan Reseptor-I"
PPAR-a : Peroksizom Proliferator Aktive Olan Reseptor Alfa
PPP : Pentoz Fosfat Yolu

PQQ : Pirolokinolin Kinon

gRT-PCR : Kantitatif Real-Time PCR

Xii



Rb : Retinoblastoma

RIG-I : Retinoik Asitle Indiiklenebilir Gen I

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

Sn. : Saniye

SOD : Siiperoksit Dismutaz

SREBP-1 : Sterol Diizenleyici Element Baglayici Protein 1
T : Timin

TFAM : Transkripsiyon Faktorii A Mitokondriyal
TFB1M : Transkripsiyon Faktorii B1 M

TGF : Doniistiiriicii Bliylime Faktori

TGF-B1 : Doniistiiriicii Biiytime Faktorii B1

TLR : Toll Benzeri Reseptor Aktivasyonu

TNF : Tiimo6r Nekroz Faktor

TNFa : Timor Nekroz Faktor Alfa

TNM : Tumor-Lenf Nodu-Metastaz

XTT : (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)

ul : Mikrolitre

uM: Mikromolar

Xiii



GIRIS
Kansere hastaliginin olusumu ve kansere baglh oliimler, risk faktdrlerine maruziyet
kosullarindaki degisimlere bagl olarak meydana gelir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gdre kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada en fazla goriilen 6liim nedenidir. Ozellikle diisiik

ve orta gelirli iilkelerde yeni kanser vakalarmin sayisinin her gegen giin daha fazla artmasi

beklenmektedir.

Karsinogenez, bozulmus hiicre fonksiyonlar1 sonucunda meydana gelir. Bozulmus
hiicre fonksiyonlarinin sonucu olarak, genetik ve epigenetik kararsizliga yol acan kromozomal
veya molekiiler mekanizmalardaki degisimlerin ardindan hiicre iginde bircok genetik ve
epigenetik degisim birikimi karsinogeneze yol acar. Bireyin kendi etiyolojik faktorlerini
degerlendirmek zor olsa da, gesitli risk faktorlerinin bir araya gelmesi kanser gelisimini

tetikledigi sonucuna varilabilir.

Hepatoseliiler karsinom (HCC) ise, karacigerde goriilen tiimorlerin en basinda
gelmektedir. Karacigerde goriilen tiimorlerin %90 gibi ¢ok yiiksek bir oranini olusturmaktadir.

HCC diinyada goriilen kanser tipleri arasinda en sik rastlanan besinci kanser tipidir

Yapilan birgok c¢alisma, NRF1, NRF2, PGC-la ve NF«kB gibi cesitli genlerin ve
mikroRNA'larin (6zellikler MitomiR’lerin) diizenlenmesi yoluyla karaciger kanseri hiicre

biiylimesinin desteklenmesinde 6nemli roller oynadigini gostermektedir.

Calismamiz, hepatoselliier karsinom hiicre hatti HepG2’de antioksidan metabolizma
(Oksidatif Stres), inflamatuvar yanit, mitokondriyal biyogenez ve mitokondriyal disfonksiyon
ozelliklerinin; ilgili 6zellikleri kontrol edebilen genlerde ( NRF-1, NRF-2, NF«B ve PGC-1a)
ve miRNA’larda (miR15-a, miR16-1, miR181-c) etkilerini ve meydana gelen degisimleri

ortaya koymay1 amaclamaktadir.



BIiRINCIi BOLUM

1. KANSER

Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), 2020
yilinda yayinlamis oldugu raporda diinya genelinde yaklasik olarak 19,29 milyon yeni kanser
olgusunun tespit edildiginin ve 9,96 milyon insanin da kansere bagli olarak hayatinm
kaybettigini raporlamigtir. Kansere bagli olarak hayatin1 kaybeden 9,96 milyon kisi diinya
genelinde herhangi bir sebeple meydana gelen 6liimlerin %51,81ik bir oranini olusturmaktadir.

Bu istatiksel oranlar, kanserin diinyada en onemli 6lim nedeni oldugunu agikca ortaya

koymaktadir (Sung vd., 2021: 209).

2000’11 yillarin basindan ortalarina kadar kanser, ilag aragtirmalarindaki eksiklik, maddi
yetersizlikler, hasta gruplarindaki caresizlik algisi dolayisiyla “Sliimciil” ve “tedavisi miimkiin
olmayan hastalik” olarak zihinlerde yer edinmistir. Bu kabullenmis diisiincelerin yaninda,
kanser ve kanser tiirlerinin epidemiyolojisi, etiyolojisi, yeni ilaglarin kesfi, in vitro ve in vivo
ilag uygulamalarinin klinige uyarlanmasi gelismis iilkelerde kanserle etkin miicadele imkani
saglamis ve hastaligin insidansinda anlamli diizeyde azaltmis ayn1 zamanda hastalarin tedavi
olabilecegine inanci artmis bununla birlikte sagkalimlar ciddi oranda artmistir. Bu gelismelerin
olmasimin altinda kanser etiyolojisinin giinden giine daha anlamli olarak anlagilmas1 ve anti-
kanser caligmalarinin artmasidir. Kanser arastirmalarindaki kirilma noktasi, 1971 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri bagkanligi yapan Richard Nixon tarafindan imzalanan Ulusal
Kanser Yasasi’dir. Ulusal Kanser Yasasindan sonra kanser aragtirmalari farkli bir boyut
kazanmis, kanser calismalari niikleer enerji ve uzay arastirmalari seviyesine taginmistir. lgili
yasanin ardindan kanserle miicadele daha verimli hale geldi ve bu yasay1 bilim insanlar1 bir¢ok
kesifle destekledi. Kanser hastalarmin sagkalim oranlarint Amerika Birlesik Devletleri
orneginde ele alacak olursak, 5 yillik sagkalim orani1 50 yil dncesinde %49 iken giiniimiizde
%70 civarindadir (Schilsky vd., 2020: 897). Karsinogenez ile ilgili elde edilen bilimsel veriler
1s18inda, temel yasam degisiklikleri meydana gelmistir. Bunun en giiglii 6rnegi, Sigara
kullanim1 ve akciger kanseri arasindaki iligkinin ortaya konmasinin ardindan sigara igilebilir
alanlarin yeniden dizaynidir. Baz1 kanser tiirleri akciger kanser ve sigara kullanimi gibi giiclii
bir iliskilendirilebilse de baz1 kanser tiirleri i¢in direk iligkili bir etiyolojik faktor ortaya

konamamaktadir (Liu ve Dong, 2021: 5377).

Polonya popiilasyonunda yapilmis olan farkli bir kanser epidemiyolojisi arastirmasinda,

26-64 yas arasinda oliimlerin ana nedeni olup, bu popiilasyon ilgili yas grubunda kansere bagh



6lim nedenleri arasinda diinyaya gore en yiiksek oranlardan birine sahiptir. Yine 20-64 yas
araligindaki kadinlarda birincil 6liim nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 40 yillik siirecte

kansere bagli olarak 6liimler, erkeklerde 3 kat, kadinlarda 2 kat artmistir.

Kansere bagh olarak hastalifin olusumu ve kansere bagli oliimler, risk faktorlerine
maruziyet kosullarindaki degisimlere bagli olarak meydana gelir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada en fazla goriilen 6lim nedenidir.
Ozellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde 2025 yilina kadar 20 milyondan fazla yeni kanser
vakasinin goriilmesi beklenmektedir. Kanserin epidemiyolojik olarak iki sekilde kategorize
edilebilir; birinci kategori, cinsiyet, yas, sosyo-ekonomik kosullardaki degisikliklere bagli

olarak, ikinci kategori ise, analitik ¢alismalardan elde edilen verilerden ortaya ¢ikmaktadir.

Karsinogenez, bozulmus hiicre fonksiyonlar1 sonucunda meydana gelir. Bozulmus
hiicre fonksiyonlarinin sonucu olarak, genetik ve epigenetik kararsizliga yol agcan kromozomal
veya molekiiler mekanizmalardaki degisimlerin ardindan hiicre iginde bircok genetik ve
epigenetik degisim birikimi karsinogeneze yol acar. Bireyin kendi etiyolojik faktorlerini
degerlendirmek zor olsa da, cesitli risk faktorlerinin bir araya gelmesi kanser gelisimini
tetikledigi sonucuna varilabilir. Cevreye bagli faktorler, endojen ve eksojen faktorlerin yani sira
genetik yatkinlikta bireysel risk faktorii olarak kanserin gelisimine dnemli derecede katkida
bulunur. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore, diisiik, orta ve yiiksek gelir diizeyine sahip iilkelerde
kansere bagl oliimlerin %35°1, sigara ve alkol tiiketimi, enfeksiyonlar, parazitler, ultraviyole
1518a maruz kalma ve ultraviyole radyasyon yayan cihazlar kullanarak bronzlagma, ¢evresel
tiitlin kullanima maruziyet, diyet faktdrleri, hormon replasman tedavisi ve ayrica iyonlastirici

radyasyona maruz kalma dolayisiyla meydana gelmektedir (Lewandowska vd., 2018: 1).



Diinya Saglik Orgiiti’ne bagli Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Ajansi (Cancer
Today), 2020 yili i¢in yaymlamis oldugu kanser ve kanser tiirleri istatistiklerine gore; 2020
yilina diinyada ve iilkemizde en fazla oranda goriilen kanser tiirii meme kanseridir. Kanser
tiirleri cinsiyet bagimsiz tiim yas gruplarinda ele alindiginda, meme kanserini goriilme sikligt
anlaminda sirastyla; prostat, akciger, kolorektal, serviks, mide ve karaciger kanseri
izlemektedir. Sik goriilen kanserler 6lim oranlari anlaminda incelendiginde diinyada ve
Tiirkiye’de en fazla 6liim oran1 akciger kanserinde goriilmektedir. Ulkemizde kanserlere bagh
mortalite oranlar1 akciger kanserinden sonra sirasiyla, meme, prostat, mide, kolorektal ve
karaciger kanseri seklindedir. Diinyadaki siralamada ise karaciger kanseri mortalite oranlari

anlaminda daha iist siralarda bulunmaktadir. (Grafik 1.1)
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Grafik 1.1. 2020 Y1l Diinyada ve Tiirkiye’de Kanser Tiirlerinin Insidans ve Mortalite Grafigi
(Cinsiyet Bagimsiz-Tiim Yas Gruplari)

Kaynak: (WHO-World Health Organization-GLOBOCAN (IARC), 2020)



Kanserin goriilme sikligt ve mortalitesi cinsiyet bazli incelendiginde, erkeklerde
tilkemizde ve diinyada en fazla akciger kanseri goriilmektedir. Diinyada goriilme sikligt
anlaminda akciger kanserini, prostat, kolorektal kanser, mide ve karaciger kanseri izlemektedir.
Ulkemizde ise akciger kanserini, prostat, kolorektal kanser, mesane ve mide kanseri
izlemektedir. En fazla mortalite diinyada ve iilkemizde erkekler arasinda goriilen kanserlerde
yine akciger kanserinde goriilmektedir. (Grafik 1.2) Kadinlarda ise diinyada ve iilkemizde en
fazla oranda meme kanseri goriilmektedir. Diinyada kadinlar arasinda meme kanserini,
kolorektal, akciger, serviks ve tiroid kanserleri izlerken; iilkemizde, tiroid, kolorektal ve akciger

kanserleri izlemektedir. (Grafik 1.3)
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Grafik 1.2. 2020 Y1l Diinyada ve Tiirkiye’de Erkeklerde Gériilen Kanser Tiirlerinin insidans
ve Mortalite Grafigi (Tiim Yas Gruplari)

Kaynak: (WHO-World Health Organization-,”Cancer Tomorrow”, GLOBOCAN (IARC),
2020)
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Kaynak: (WHO-World Health Organization-"Cancer Tomorrow”, GLOBOCAN (IARC),
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Diinya Saglik Orgiitii’'ne bagli Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi, gelistirmis
oldugu “Cancer Tomorrow” adli uygulamada kanserin gelecegi hakkinda carpici gergekleri
ortaya koymaktadir. Grafik 1.4’te, 2020 yilindan 2040 yilina kadar Diinyada ve Tiirkiye’de
meydana gelmesi tiim kanser tiirleri igin 6niimiizdeki 20 y1lda bizi nasil bir insidans ve mortalite
yogunlugu bekledigini gostermektedir. 2020 yilinda tiim Diinyada 19.3 milyon kanser vakasi
mevcutken, 2040 yilinda 30.2 milyon kanser vakasina ulagilacagi tahmin edilmektedir. Yine
Diinyada 2020 yilina kadar 9.96 milyon insan hayatini kaybetmisken 2040 yilinda bu sayinin
16.3 milyon olmasi1 beklenmektedir. Ulkemizde ise, 2020 yilma kadar goriilen kanser

olgularmin say1s1 234 bin iken 2040 y1linda bu sayinin 393 bin olmas1 beklenmektedir. Ulkemiz



icin mortalite sayilarinda da 126 binden, 233 bine dogru bir yiikselis beklenmektedir. (Grafik
1.4)
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Grafik 1.4. 2020 Yilindan 2040 Yilina Kadar Diinyada ve Tirkiye’de Meydana Gelmesi

Tahmin Edilen Kanser Olgularinin insidans ve Mortalite Grafigi
(Cinsiyet Bagimsiz-Tiim Yas Gruplari)

Kaynak: (WHO-World Health Organization-"Cancer Tomorrow”, GLOBOCAN (IARC),
2020)

“Cancer Tomorrow” uygulamasinda karaciger ve intrahepatik safra kanali kanseri
olgular1 i¢in Oniimiizdeki 20 yilda bizleri nelerin bekledigini arastirdigimizda ise, karaciger
kanserinin ¢ok ciddiye alinmasi gereken bir kanser tiirii oldugunu gérmekteyiz. 2020 yilina
kadar Diinyada 906 bin karaciger ve intrahepatik safra kanali kanseri olgusu mevcut iken, 2040
yilinda bu saymin 1.4 milyon olmasi1 beklenmektedir. Mortalitenin ise 2020 yilina kadar 830

iken, 2040 yilinda 1.3 milyon olmasi beklenmektedir. Ulkemizde karaciger ve intrahepatik
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safra kanal1 kanseri olgulariin 2020 yilina kadar sayis1 5650 iken, 2040 yilinda 10.700 olmas1

beklenmektedir. Ulkemizde toplam karaciger ve intrahepatik safra kanali kanseri olgularina ait

toplam mortalite ise, 5460 iken, 2040 yilinda 10.500 olmas1 beklenmektedir. (Grafik 1.5)
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Grafik 1.5. 2020 Yilindan 2040 Yilina Kadar Diinyada ve Tiirkiye’de Meydana Gelmesi

Tahmin Edilen Karaciger ve Intrahepatik Safra Kanali Kanser Olgularmin Insidans ve

Mortalite Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-Tiim Yas Gruplari)

Kaynak: (WHO-World Health Organization-"Cancer Tomorrow”, GLOBOCAN (IARC),

Ulkemizdeki tiim kanser olgulari ve karaciger ve intrahepatik safra kanali kanseri

olgularina ait insidans ve mortalite grafikleri incelendiginde iilkemizde sagkalimin ciddi oranda

diinyaya istatistiklerine gore diisiik, mortalite oranlarinin ise yiiksek oldugu goze carpmaktadir.

Istatistiklere bagli olarak meydana ¢ikan bu durum iilkemizde tiim kanser olgular1 ve karaciger

ve intrahepatik safra kanali kanseri olgular1 i¢in bilimsel arastirma ve tedavi olanaklarinin

yogunlastirilmasi gerektigi gergegini ortaya koymaktadir.



Diinya Saglk Orgiitii'ne bagli Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi, gelistirmis
oldugu “Cancer Today” adli uygulamada bolgesel bazli kanser yogunluguna ve ilgili bolgelerde
kansere bagl olarak hayatin1 kaybedenlerin istatistiklerini olusturmaktadir. Bolgesel tasnifler
yapildiginda “Cancer Today” uygulamasi iilkemizi “Bat1 Asya” {ilkelerinin arasinda grubuna
dahil etmistir. “Cancer Today” uygulamasi “Bat1 Asya” iilkelerindeki tiim kanser ve karaciger
kanser olgularinin sayisi grafikleri tilkemizdeki kanser ve karaciger kanseri yogunlugunu ortaya
koymaktadir. Ulkemizde hem tiim kanser tiirleri hem de karaciger kanser tiirleri anlaminda
diger “Bat1 Asya” grubu iilkelerdeki toplam kanser yogunlugunun yarisint olusturmaktadir.
(Grafik 1.6, Grafik 1.8) Yine “Bat1 Asya” iilkeleri tim kanser ve karaciger kanser olgularinin
mortalitesi anlaminda incelendiginde, iilkemizin toplam saymin yarisini olusturdugu

goriilmektedir. (Grafik 1.7, Grafik 1.9)
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Grafik 1.6. 2020 Yilinda Bat1 Asya Ulkeleri’nde Meydana Gelen Tiim Kanser Olgularinin
Insidans Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-Tiim Yas Gruplari)

Kaynak: (WHO-World Health Organization-"Cancer Today”, GLOBOCAN (I1ARC), 2020)
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Grafik 1.7. 2020 Yilinda Bat1 Asya Ulkeleri'nde Meydana Gelen Tiim Kanser Olgularinin
Mortalite Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-Tiim Yas Gruplari)

Kaynak: (WHO-World Health Organization-"Cancer Today”, GLOBOCAN (IARC), 2020)
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Grafik 1.8. 2020 Yilinda Bat1 Asya Ulkeleri’nde Meydana Gelen Karaciger Kanser
Olgularmin Insidans Grafigi (Cinsiyet Bagimsiz-Tiim Yas Gruplari)

Kaynak: (WHO-World Health Organization-"Cancer Today”, GLOBOCAN (IARC), 2020)
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IKINCi BOLUM

1. KARACIGER KANSERI

Birincil karaciger kanserleri, diinyada en sik goriilen besinci kanser tipi ve kansere bagl
gerceklesen Oliimlerin tiglincii siradaki nedenidir. Birincil karaciger kanserleri, hepatoseliiler
karsinom (HCC), intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC), hepatoblastoma (HB) ve kombine HCC
intrahepatik  kolanjiokarsinom (cHCC-ICC) olmak iizere 4 grupta temel olarak
gruplandirilabilir. Dort grupta siniflandirdigimiz primer karaciger kanserlerinin orijini ile ilgili
soru igaretleri hala mevcuttur. Morfolojik ve patolojik degerlendirmelere gore, hepatoseliiler
karsinom (HCC) hepatositlerden, intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC) ise kolanjiyositlerden
koken aldig1 distiniilmekteydi. Birincil karaciger kanserleri, hepatositler, kolanjiyositler,
hepatoblastlar ve karaciger kok/progenitor hiicreleri olmak iizere dort tip hiicreden koken

almaktadir (Wang vd., 2020: 313).

Ikincil karaciger kanserleri ise, viicuttaki baska bir kanserin metastaz yapmasiyla
meydana gelir. Akciger, bobrek, yemek borusu, pankreas gibi bir¢ok kanser tiirii karacigere
metastaz yapip kansere sebep olsa da ikincil karaciger kanserlerinin %70’ini kolorektal

kanserler olusturur (Valderrama-Trevifo vd., 2017: 166).

1. Hepatoseliiler karsinom (HCC)

Hepatoseliiler karsinom (HCC) ve intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC), en fazla
goriilen birincil karaciger kanser tipleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hem HHC hem de
ICC’nin son yillarda goriilme oran1 gitgide artmaktadir (Jiang ve Centeno, 2018:
1073274817744658). ICC safra kanallarinda bulunan hiicrelerden orijinlenirken, HCC
karacigerin ana parankimal hiicreleri hepatositlerden orijinlenir (El-Serag ve Rudolph, 2007:
2557).

Hepatoseliiler karsinom (HCC) ise, karacigerde goriilen tiimorlerin en basinda
gelmektedir. Karacigerde goriilen tiimorlerin %90 gibi ¢ok yliksek bir oranini olusturmaktadir.
HCC diinyada goriilen kanser tipleri arasinda en sik rastlanan besinci kanser tipidir. Erkeklerde
kansere bagli 6liimlerin ilk nedeni akciger kanseri olurken ikinci nedeni HCC’dir (Asafo-Agyei
ve Samant, 2022).

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisi SEER veri tabanina gore,
ABD’deki HCC hastalarinin ortalama bes yillik sagkalim oranlart %19.6 iken, hastaligin

prognozunun daha ileri seviyede oldugu hastalarda ise sagkalim orani %2.5 gibi tirkiitiicii
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oranlardadir. HCC’nin erkeklerdeki insidans orani kadinlarla kiyaslandigindan 2.8/1 gibi
erkeklerde yaklasik ii¢ katlik bir gortilme sikligi mevcuttur. HCC, kadinlarda goriilen kanser
tirleri arasinda 9. sirada yer alirken, kadinlarda kansere bagli 6limlerin ise 4. nedenidir (
Chidambaranathan-Reghupaty vd., 2021: 1). HCC’nin bu denli diisiik sagkalim, ileri evrelerde
teshis gibi 6zellikleri dolayisiyla etkili biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.1. HCC Etiyolojisi

HCC patogenezi karacigerin viicudun bir¢ok reaksiyonunda gdrevli olmasi dolayisiyla
cok kanigiktir. Molekiiler mekanizmalarda meydana gelen hatalar HCC’ye adeta davetiye
¢ikarir. Hiicre donglisiinde meydana gelen regiilasyon bozukluklari, DNA (Deoksiribo Niikleik
Asit) metilasyon degisiklikleri, kromozomal instabilite, immiinomodiilasyon, Epitelyal-
mezenkimal gecisler, HCC kok hiicrelerindeki asir1 sayisal artis, mikroRNA (miRNA)
disregiilasyonlar1 6rnek olarak verilebilir (Ogunwobi vd., 2019: 2279). HCC’nin olusumu
birgok farkli etiyolojiye bagli olabilmekle birlikte, HCC’nin en sik goriilme nedenleri sirasiyla,

karaciger hasari, kronik inflamasyon, fibrozis, siroz seklindedir.

" Normal Karaciger Normal Karaciger '

Kronik Alkol Tiiketimi

\Alkol Mliskili Steatoz
\Kronik Alkol Hepatit

\Fibroz /
Kronik Hepatit

Akut Viral Enfeksiyon

[0)

HCC

DNA Hay
Aflatoksin/v

. T inflamasyon \
'Normal Karaciger . '
Steatoz (Karaciger Yaglanmast) '

T Obezite
Tip Il DM Genetik Olarak

Yatkin Karaciger
”\Iormal Karaciger

Sekil 2.1. Hepatoseliiler Karsinom (HCC) Etiyolojisi ve Potansiyel Mekanizmalari

Ikincil Hasarlar

Kaynak: (Chidambaranathan Reghupaty vd., 2021: 1)
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Hasarl1 nekrotik hiicrelerden salinan hasarla iliskili molekiiller, viriisler tarafindan
saliman patojenle iligkili molekiiller; patern tanima reseptorleri, Toll benzeri reseptor
aktivasyonu (TLR), C-tipi lektin Reseptorleri, Niikleotit baglayici Oligomerizasyon Alani
(NOD) benzeri reseptorler ve c¢esitli bagisiklik hiicrelerinde bulunan retinoik asitle
indiiklenebilir gen I (RIG-I) benzeri reseptorleri uyararak bir enflamatuvar tepkiye neden olur.
Akut bir inflamatuar yanit, dig uyaranla baglant1 kesildiginde sonlanir. Fakat kronik inflamatuar
yanit, fibroza ve sonrasinda siroza neden olur (Villanueva ve Luedde, 2016: 89). HCC meydana
gelmeden 6nce hastalarin %80-90’1nda sirotik bir olay meydana gelir (Leong ve Leong, 2005:
5).

1.2. Viral Enfeksiyonlar

HCC’nin viral en 6nemli risk faktorii, Hepatit B Viriisii (HBV) ve Hepatit C Viriisii
(HCV) enfeksiyonlarinin neden oldugu kronik hepatittir. HBV ve HBC’nin her ikisi kan
yoluyla bulasabilirken HCV diger viicut sivilariyla da bulasabilir. Enfekte bir kisi ile enjektor
paylasimi, anneden bebege perinatal bulasma, cinsel iliski ve diger kan temasi hastaligin bulasi
icin yeterlidir. Bu enfeksiyonlarin yogun olarak goriildiigii bolgelerde, HBV/HCV
koenfeksiyonu goriilebilir ve bu durum da HCC gelisme riskini daha fazla arttirir (Donato vd.,
1998: 347)

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, 257 milyon birey veya total diinya
niifusunun %3.3’niin kronik HBV enfeksiyonu ile yasadigim raporlamaktadir. Yine DSO
verilerine gore 71 milyon kisi ise kronik HCV enfeksiyonu tagimaktadir. 2018°de goriilen HCC
vakalarinin %54,5'1 HBV, %21,2's1 ise HCV enfeksiyonu kaynakli oldugu diisiiniilmektedir
Bray vd., 2018: 394)

DSO, kiiresel HBV prevelansini, Hepatit B Yiizey Antijeni (HBsAg) iizerinden tahmin
etmektedir. DSO HBV dagiliminin siniflandirilmast igin igin 6 bolge belirlemistir. Tespit edilen
bu bolgelerde HBV prevelansi, Bati Pasifik Bolgesi (%6,2), Afrika Bolgesi (%6,1), Dogu
Akdeniz Bolgesi (%3,3), Giiney -Dogu Asya Bolgesi (%2), Avrupa Bolgesi (%1,6) ve Amerika
Bolgesi (%0,7) seklindedir. HBV enfeksiyonu i¢in etkili bir tedavi olmamasina ragmen
antiviral tedaviler hastaligin ilerlemesini yavaslatabilir, hastaliktan %98-100 gibi bir oranda
etkili bir korunma saglayan as1 da giiniimiizde mevcuttur. Akut olarak meydana gelen bir HBV
enfeksiyonunun kroniklesme ihtimali yagsla ters orantilidir. HBV enfeksiyonu 1 yasindan 6nce

meydana gelirse %80-90 oraninda, 1-6 yaslarinda meydana gelirse %30-50 oraninda
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kroniklesirken yetiskinlerde bu oran %5’in altina diiser (Chidambaranathan Reghupaty vd.,
2021: 1).

HCYV enfeksiyonu da bireyin kaninda HCV'ye kars1 antikorlara bagl olarak teshis edilir.
DSO verilerine gore, HCV enfeksiyonu >%3,5 oranla en fazla Orta Asya ve Orta Afrika’da
goriilmektedir. Akut HCV bulas1 sonrast enfekte kisilerin %30’u viriisii bulas sonrasi 6 ay
icerisinde ortadan kaldirir. Geri kalan % 70°lik grup ise kronik HCV enfeksiyonu gelistirir.
Kronik HCV bireyler potansiyel HCC adayidir. HCV ile enfekte olmus kisiler %95 gibi ytiksek
bir oranda antiviral ilaglarla tedavi edilebilir (Petruzziello, A. vd. 2016: 7824).

1.3. miRNA'lar ve HBV-HCCmikroRNA'lar (miR)

miRNA'lar ve HBV-HCC mikroRNA'lar (miRNA), RNA’larin inhibe edilmesiyle gen
ekspresyonunu kisitlayan, kiiciik, kodlamayan RNA’lardir. Hedeflenen gene bagli olarak,
onkogen veya tiimor baskilayici gen seklinde gorev yapabilirler. miRNA’larin salinimi, HBV
enfeksiyonu sonrast HCC gelisiminin her agsamasinda meydana gelir. Geg¢ evre HCC’de tespit
edilen miRNA’lar, erken enfeksiyon, inflamatuar faz ve fibroz asamasindan farklidir.
pI3K/MAPK, WNT/B-Catenin, TP53 ve JAK/STAT yolaklar1 gibi ana yolaklarda yer alan
miRNA’lar HBV-HCC gelisimi sirasinda salinir (Sartorius vd., 2019: 1504). HBV-HCC'de en
fazla diizeyde yukar1 yonde regiile edilen miRNA’lar miR-18a, miR-21, miR-221, miR-222 ve
miR-224 seklinde iken, en fazla diizeyde asagi yonde regiile edilen miRNA’lar miR-26a, miR-
101, miR-122, miR-125b, miR-145, miR-199a, miR-199b, miR-200a ve miR-223 seklindedir
(Xu vd., 2020: 1271).

miR-18a’nin yukar1 yonde regiile olmasi IRF2, CBX7 ve BCL2L10 genlerinin
ekspresyonunu ayn1 zamanda kanserin proliferasyonunu, hiicre migrasyonunu ve inazyonu

uyarmaktadir (Wang vd., 2018: 7919)

miR-18a'nin ekspresyon diizeyi, alfa-feta protein (AFP) timdr boyutu, intrahepatik
vaskiiler invazyon TNM (Tiimor-Lenf Nodu-Metastaz) evrelemesi ile pozitif yonde korelasyon
gosterir. Interferon diizenleyici faktdér 2 (IRF2) ve kromobox 7 (CBX7), miR-18a'nin direk
hedefleridir ayrica BCL2-Like 10 (BCL2L10) miR-18a'nin asagi yonde regiile olmasini saglar
(Yongyu vd., 2018: 1327).

1.4. Alkol Tiiketimi

Alkol {riinlerinin kullanim1 basta karaciger kanseri olmak iizere meme, mide ve
kolorektal kanserlere de sebebiyet verebilmektedir. Tiiketilen alkol miktar1 arttikca kansere

yakalanma ihtimali de artar. Karaciger kanseri riski hi¢ alkol tiikketimi yapmayanlara kiyasla,
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giinliik 50 gr. etanol alim1 yapan kisilerde %46, 100 gr. etanol alimi yapan kisilerde ise %66
artmaktadir (Turati vd., 2014: 1526).

Alkolik karaciger hastaligi (ALD), obezite, diyabet, hepatit enfeksiyonlar1 gibi diger
risk faktorleri ile birlikte bulundugu vakalar olsa da HCC vakalarinin yaklasik olarak %30’unu
olusturmaktadir (Ganne-Carrié ve Nahon, 2019: 284).

Alkol tiiketimine bagli olarak olusan karaciger hastaliklarinin ilk semptomu, genellikle
asemptomatik karaciger yaglanmasi (steatoz) veya alkolik karaciger yaglanmasidir
(AFL). Asin alkol tiikeitimi yapanlarin %90’ indan fazlasinda AFL gelismesine ragmen, bu
vakalarin %30’u siddetli ALD’ye ilerler. Hepatositlerde baslayan yag birikimi, sterol
diizenleyici element baglayici protein 1'in (SREBP-1) aktivasyonu ile baslar, artan yag birikimi
peroksizom proliferator aktive olan reseptdr (PPAR)-o'nin asag1 yonde regiile eder ve yag asidi

[-oksidasyonunda azalmaya neden olur (Gao ve Bataller, 2011: 1572).

Hepatositlerde alkol, alkol dehidrojenaz (ADH) enzimi araciligiyla toksik asetaldehite
cevrilir. Asetaldehit, asetata ardindan H,O ve CO;’ye déniistiiriiliir. ilk iki adim, NAD * 'nin
NADH'ye indirgenmesini igerir. Daha fazla alkol yani etanol tiiketildik¢e hiicre ici
NADH/NAD * oran1  bozulur ve mitokondriyal yag p-oksidasyonu artar. Artan
NADH/NAD " reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artigina da sebep olur (Donohue, 2007: 4974).
Alkol dehidrojenaz (ADH) ve aldehit dehidrojenaz (ALDH) genlerindeki polimorfizmler,
endojen fonksiyonlar1 inhibe ederek ve yogun bir bagisiklik yaniti meydana getirerek

asetaldehit molekiillerinin birikimine yol agar (Brooks ve Theruvathu, 2005: 187).

Yagh karaciger, alkolik hepatite (AH) veya karaciger iltihabina yol agabilecek ikincil
hasarlara karst savunmasizdir. Karacigerde yerlesik makrofajlarin aktivasyonu ve sitokin
ireten monositlerin, makrofajlarin ve nétrofil 16kositlerin karacigere alinmasi ile karakterize
edilir. Bagirsak liimeni, bagirsak ve karaciger arasinda bir bariyer gorevi goren bir mukoza zar1
ile ¢evrilidir. Gram negatif bakterilerden tiiretilen az miktarda lipopolisakkarit (LPS),
karacigere portal ven yoluyla girebilir, ancak karaciger tarafindan kolayca temizlenir. Alkolden
tiiretilen metabolitler, siki baglanti proteinlerini, yapisik baglanti proteinlerini, mikrotiibiil
hiicre iskeletini ve epitel hiicre-hiicre yapismasini bozarak bagirsak-karaciger bariyerini
oldukga gecirgen hale getirebilir. Sonug olarak, yiiksek seviyelerde LPS karacigere girer ve
kompleman reseptorii 3 (makrofajlarda), CD14/TLR4 (monositlerde, makrofajlarda, B
hiicrelerinde, karaciger parankimal hiicrelerinde ve bazi fibroblast hiicrelerinde) ve miyeloid

farklilagma faktorii (MD) gibi reseptdrler tarafindan taninir. 2/TLR4 (miyeloid ve endotel soy

16



hiicrelerinde). Karacigerde yerlesik makrofajlar dahil olmak iizere birgok hiicre tipinde bulunan
bu reseptorler, iltihaplanmaya neden olan TNFaq, IL-6, IL-1p ve IL-8 gibi sitokinleri {iretmek
icin aktive edilir. AH ayrica alkolle iliskili HCC'de geri doniistimlii bir asamadir ve ¢6ziim alkol
aliminin kesilmesidir. Karacigerde yerlesik makrofajlar dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipinde
bulunan bu reseptorler, iltihaplanmaya neden olan TNFa, IL-6, IL-1p ve IL-8 gibi sitokinleri
tiretmek i¢in aktive edilir. AH ayrica alkolle iliskili HCC'de geri doniisiimlii bir asamadir ve

¢oziim alkol aliminin kesilmesidir (Szabo ve Bala, 2010: 1321).

Kronik Alkolik hepatit, ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin sentezi ve yikimi
arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak, normal karaciger parankimal dokularinin yerine bag
dokularinin gegmesiyle fibrozise neden olabilir. Alkol aliminin kesilmesi ile erken fibrozun
gerilemesi miimkiindiir ve anti-fibrotik ilaglarla ilgili arastirmalar @imit vericidir. Bununla

birlikte, uzun siireli fibroz siroz ve HCC'ye yol acar (Schuppan vd., 2018: 435).
1.5. Alkolsiiz yagh karaciger hastalig1 (NAFLD)

Alkolsiiz yagl karaciger hastaligi (NAFLD), karaciger yaglanmas1 ve daha agresif
formu olan alkolik olmayan steatohepatite kadar olan gergeveyi tamimlar. Diinya ¢apinda
yaklasik olarak %25 bir prevelansa sahip yaygm karaciger bozuklugudur (Maurice ve
Manousou, 2018: 245).

NAFLD baslangici veya steatozu olan hastalarin %20'si alkolik olmayan steatohepatite
ve siroza bu grubun %2.6's1 ise HCC'ye ilerler (Ascha vd., 2010: 1972). Vaka sayis1 ve diger
etiyolojilere gore diisiik olsa da ABD'de 2015-2030 yillar1 arasinda NAFLD vakalariin %21
ve alkolik olmayan steatohepatit ile iliskili HCC'nin ise %137 artacagi tahmin edilmektedir (
Estes vd., 2018: 123). Diinya ¢apindaki obezite ve diyabet oranlarindaki artis NAFLD i¢in ana
risk faktorii olup, NAFLD vakalarinin artis1 obezite ve diyabet insidansindaki artisa paraleldir

Younossi, 2019: 531).

NAFLD'nin alkolik olmayan steatohepatite ve siroza ilerlemesi igin, steatoz olmasi ve

hepatositleri enflamasyona duyarli hale getirmesi ile iliskilidir (Buzzetti vd., 2016: 1038).

NAFLD'nin ilk asamasi, hepatositlerde asir1 trigliserit birikimi ile karakterize edilen
basit yagh karacigerdir. Bu durum, karacigere tasinan visseral yag dokusunun artan lipolizi,
karacigerde asir1 de novo lipogenez (DNL) veya yiiksek yagli diyet tiikketimi yoluyla meydana
gelebilir. Fazla Serbest Yag Asitleri (FFA), hiicrelerdeki lipid dengesini bozar, mitokondri ve
endoplazmik retikulum gibi hiicresel organellere zarar verir ve hiicre hasarina ve hiicre 6liimiine
neden olur. Endoplazmik retikulum stresi, ROS seviyelerini artirarak ve NF-kB ve c-Jun N-
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terminal kinaz (JNK) yollarinin aktivasyonunu saglayarak kronik iltihaplanmaya neden
olabilir. Doymus yag asitleri, TLR4'i dogrudan hepatositlerde aktive ederek TNFa {iretiminin

ve iltihaplanmanin artmasina neden olabilir (Pierantonelli ve Svegliati-Baroni 2019: 1).

Hepatosit hasarina yanit olarak, lenfositler ve dogal oldiiriicii T hiicreleri karacigere
alinir ve IFN-y ve tiimor nekroz faktori aile tiyesi 14'ii (TNFSF14) iiretir. Bagirsaktan gelen
sinyaller ayrica Toll benzeri reseptorler (TLR) yoluyla dogustan gelen bir bagisiklik tepkisini
aktive ederek iltihaplanmaya neden olabilir. Bu, enflamatuvar sitokinleri serbest birakan
karacigerde yerlesik makrofajlar1 aktive eder ve sonugta ortaya ¢ikan kronik inflamasyon, HCC

ile sonuglanir (Chidambaranathan-Reghupaty vd., 2021: 1).
1.6. Aflatoksinler

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve A. parasiticus adi verilen mantar tiirlerinin meydana
getirdigi mikotoksinlerdir. Kumarin ile birlesmis furan halkasi igerigine sahip olan
aflatoksinler, mantarlarda furanokumarin olarak adlandirilan sekonder metabolitlerdir.
Aflatoksin bulasi ¢ogu zaman bu mantar tiirlerinin, toplanmasi, taginmast veya depolanmasi
asamalarinda meydana gelir. Aflatoksin tiikketimi yapildiginda, hepatotoksisite, teratojenisite ve
immiinotoksisite gibi durumlar meydana gelebilir. 20°den fazla aflatoksin bilinmektedir, fakat
ancak en 6nemli hepatokarsinojen olmakla birlikte aflatoksin B1 (AFB1) aflatoksin B1, B2, G1
ve G2'nin de 6nemi yadsinamaz derecededir (Kumar vd., 2017: 2170).

Aflatoksinler, akut veya kronik olarak zehirlenmelere sebebiyet verebilen
hepatotoksinlerdir. Hindistan, Nepal, Banglades, Kenya ve Tanzanya gibi iilkelerde aflatoksin
zehirlenmelerine bagli olarak yiizlerce 6liim ve salginlar meydana gelmistir (Sarma vd., 2017:
124). Akut zehirlenme sonucunda, sarilik, abdominal agri, bulant1 gibi basit semptomlar
goriilebilirken 6liime kadar giden tablolar meydana gelebilir. Kronik aflatoksin zehirlenmesi
kansere sebebiyet verir ve dzellikle HCC ile siki bir iligki igerisindedir. Aflatoksin iliskili HCC
meydana gelmis hastalarda en fazla goriilen mutasyon, p53 geninin 249. kodonundaki
AGGarg—AGTser missense mutasyonudur (Aguilar vd., 1993: 8586). Bu mutasyonun,
farklilagsmay1 ve metastazi etkileyerek HCC'yi tesvik ettigi bilinmektedir (Peng vd., 1998: 125).
Aflatoksin sitokrom P450 tarafindan metabolize edilerek aflatoksin B1-8, 9-oksit (AFBO) gibi
hepatositlerde DNA eklentileri olusturabilen reaktif genotoksik ara iiriinler olugturarak DNA
hasart meydana getirebilir (Hamid vd., 2013: 1087). Aflatoksin maruziyeti tek basina HCC
riskini (%0,3-17,4), HBV enfeksiyonu ise tak basma HCC riskini (%4,8-17,4) arttirirken,
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Aflatoksin ve HBV enfeksiyonu birlikte sinerjistik olarak HCC riskini %70’e e kadar artirabilir
(Kew, 2003: 405).

1.7. Predispozan genetik faktorler

Cevresel faktorler kadar genetik bir takim degisiklik ve yatkinliklar da HCC riskini
arttirmaktadir. Erigkin donemde ¢ogu meydana gelen HCC vakasi, altta yatan genetik durumun
ikincil bir sonucudur. Meydana gelen bu genetik degisimler yatkinliga baglh olup, genellikle
HCC gelisimi i¢in ikincil bir risk faktorii ile etkilesim gereklidir. Genetik yatkinliga bagli olarak
meydana gelen HCC meydana getirebilecek hastaliklar, Alfa-1 antitripsin (ALAT) eksikligi,
Otoimmiin hepatit (AIH), Herediter Hemokromatosiz (HH), Glikojen depo hastaligi (GSD),
Porfiri ve Herediter tirozinemi tip-1 (HT1) seklindedir (Chidambaranathan-Reghupaty vd.,
2021: 1).

1.8. HCC ile Iliskili Genetik Risk Faktorleri

Insan genom projesinin tamamlanmasi, modern tibbin genetik bilgi ve yiiksek verimli
genomik analiz agisindan zengin bir ¢aga adim atmasina imkan sagladi. Elde edilen bu genetik
kaynaklar ve analitik araclar, bir¢ok hastalikta oldugu gibi hepatoseliiler karsinomun (HCC)
molekiiler temelini ¢oziilmesinde kilit gorev almistir. Ayrica, hepatoseliiler karsinom i¢in etkili
bir tedavi bulunmadigindan, HCC'nin genetik altyapisinin daha iyi anlasilmasi, segilen
hedeflere yonelik yeni tedaviler gelistirmek i¢in ¢ok 6nemli olacaktir. HCC genetiginde DNA
metilasyonu, kromozomal anormallikler, p53, Wnt sinyali, TGFp, Ras ve Rb yollar1 gibi ana

sinyal yollar1 genetigi ve diizenlenmesi 6zel 6nem tasimaktadir (Teufel vd., 2007: 2271).
1.8.1. Kromozom Anomalileri

HCC'de kromozomal anormallikler ile sikilikla karsilagilmaktadir. HCC’de 1q, 8q, 6p
ve 17q kromozomlarinin amplifikasyonlar1 ve 8p, 16q, 4q, 17p ve 13q delesyonlar1 en fazla
karsilagilan kromozom anomalilerdir. Bu kromozomal bdlgeler, hepatokarsinogenezde p 53
(kromozom 17p) veya Rb (kromozom 13q) gibi 6nemli degisimleri de igerir. Bununla birlikte,
bu kromozomal anormalliklerin hastaligin klinik seyri ile korelasyonuna iligkin veriler, biiyiik
kromozomal anormalliklerin smirli toplam sayisi ve ayni kromozom anomalisine sahip

hastalarda diisiik insidans1 nedeniyle ¢ok fazla mevcut degildir (Moinzadeh vd., 2005: 935).
1.8.2. p53 Gen Mutasyonlari

Son yillarda yapilan ¢esitli caligsmalar, etiyolojiden bagimsiz olarak P53 tiimor

baskilayic1 genin hepatokarsinogenezde Onemli bir rol oynadigina dair kanitlar
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saglamistir. Bununla birlikte, P 53 mutasyonlarinin sikligi ve %75 yanlis anlamli mutasyon
iceren mutasyon spektrumu, konumlar1 ve yapilar1 bakimindan son derece cesitlidir ve esas
olarak genin merkezi kismi boyunca dagilmis 200'den fazla kodonu etkiler. HCC'de, P 53
mutasyonlari, muhtemelen hem etiyolojik ajanlardaki hem de konak duyarlilik faktorlerindeki
farkliliklar1 yansitan farkli cografi bolgelerde de degisiklik gosterir. Sahra altt Afrika ve Cin
gibi baz1 cografi bolgelerde, Aflatoksin B1 maruziyeti ve kronik viral hepatit, cok yiiksek bir
HCC insidansindan sorumludur (yilda 100/100.000 vakaya kadar). Bu alanlarda, kodon 249'un
tiglincii pozisyonunda yiiksek oranda bir p 53 nokta mutasyonu vardir ve bu da Guaninden
sitozine (G=>C) ve timinden adenine (T=>A)'ya transversiyon ile sonuglanir. Ayrica, timdrsiiz
karacigerde artan 249%" mutasyon yiikiine sahip hiicrelerin doza bagli bir sekilde AFBI1
maruziyetini yansittig1 gosterilmistir, bunun hepatokarsinogenezde erken bir mutasyon olay1
oldugunu gosterir. Ek olarak, bu, HCC gelistirme riski daha yiiksek olan hastalari tarama sansi
da sunabilir. Bir dizi ¢alisma, 249°*'P53 gen mutasyonu ile AFB1 maruziyeti
arasindaki pozitif korelasyon bulgularini agikga desteklemektedir. Bu ¢alismalar ayni
zamanda, 6rnegin ABD ve Bat1 Avrupa gibi neredeyse hic AFB1 aliminin olmadigi bolgelerde
HCC analizinin, belirli bir sicak nokta olmaksizin farkli bir mutasyonel spektrum ortaya
koyduguna isaret etmektedir. Ornegin, kronik hepatit B veya C'de artmis hiicre
proliferasyonunun arka planinda, hepatositlerde AFBl'den promutajenik N7dG (N7-
deoksiguanozin) eklenti olusumu, p 53 kodonu 249'da G=>C'den T=>A'ya transversiyonun
sabitlenmesine izin verebilir. Bu, etkilenen hepatositler i¢inde genisleyen bir hiicre klonunun
secilmesine yol acabilir. Bununla birlikte, yiikksek AFB1 alimi olan iilkelerde yiiksek HCC
insidanst mutlaka genomik HBV entegrasyonuna bagli degildir. Bu, insan karaciger
hiicre dizilerinin AFBl'e maruz kalmasinin HBV olmasa bile ayni 249%" mutasyonuyla
sonuclandigint gostererek in vitro olarak gosterilmistir. Muhtemel bir agiklama, kodon
249'daki iciincii bazin, AFB1 varlifinda alisilmadik derecede yiiksek bir mutasyon oranina
sahip oldugunu gosteren ileri ¢alismalardan geldi . Alternatif olarak, 249%" mutant P 53 ile
karaciger hiicrelerinin biiylime ve/veya hayatta kalma avantaji olabilir. Bu nedenle, kodon
249%" mutasyonu i¢in serum analizi, AFB1 maruziyeti ve muhtemelen erken HCC asamalari

icin bir biyobelirte¢ olarak faydali olabilir.

Tersine, P53 mutasyonu diisiik AFB1 alimi olan bolgelerde tipik bir mutasyon paterni
olmadan karsinogenezde geg bir olay olarak ortaya ¢ikabilir. Bir dizi ¢alismada HCC ig¢inde
meydana gelen P53 mutasyonlarindan sonra gelistirilen farklilasmamis hiicresel alt

popiilasyonlar, HCC ilerlemesine yol agan nodill i¢inde nodiil HCC'lerde
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farkli P53 mutasyonlar1 bulunmustur, daha siddetli hiicresel atipi mevcuttur HCC iginde p53
heterozigotluk kayb1 (LOH) olan bolgelerde ve son olarak P53 mutasyonlar: tercihen p53 LOH
ile birlikte veya sonrasinda orta derecede ila az diferansiye HCC'de meydana gelirken, p53'teki
LOH sirotik nodiillerde gosterilmemistir (Teufel vd., 2007: 2271).

1.8.3. Wnt Sinyal Yolag

[lk olarak Drosophila melanogaster'da tanimlanan ve daha sonra diger bircok
organizmada tanimlanan kanatsiz gen ailesinin iiyeleri, embriyonik gelisim, hiicre/hiicre
etkilesimi ve proliferasyonun diizenlenmesi sirasinda viicut modeli ve eksen olusumunu
olusturmak i¢in gerekli olan salgilanan morfojenik ligandlardir. Son zamanlarda, Wnt yolunun,
timor gelisimi ve farklilagsmasinda anahtar bir diizenleyici olarak islev gordigi de
gosterilmistir. Wnt protein ailesinin iiyeleri, Frizzled ailesinin hiicre yiizeyi reseptorlerine ve
bunlarin yardimci reseptorleri olan LRP 5/6 proteinlerine baglanarak sinyal géndermeyi
baslatir. Baglanma sonunda c¢ekirdege ulasan artan miktarda P-katenin ile sonuglanir.
Whnt/kivrik baglanma, membranla iligkili bir Wnt reseptér kompleksinin bir bileseni olan
Disheveled'in aktivasyonuna yol agar ve ardindan Axin, GSK-3 ve APC dahil bir protein
kompleksini inhibe eder. Bu kompleks normalde B-katenin hiicre i¢i sinyal molekiiliiniin
proteolitik bozunmasini destekler. Bununla birlikte, Dsh tarafindan inhibe edilirse, f-katenin'in
sitoplazmatik bozunmasi azalir ve artan miktarda B-katenin ¢ekirdege girebilir ve spesifik gen
ekspresyonunu desteklemek i¢in TCF/LEF familyas: transkripsiyon faktorleri ile etkilesime
girebilir. Embriyonik gelisimdeki roliiniin yan1 sira, Wnt sinyal yolu, kanser gelisimi ve
farklilasmasi agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir. Cesitli kanitlar, HCC'de Wnt/B3-
katenin tekleme yolunun 6nemli bir roliinii desteklemektedir. Bunlar, aktive edilmis bir Wnt
sinyal yolagimin bir 6zelligi olarak artmis ekspresyon ve B-katenin niikleer birikimini igerir.
Tiim HCC'nin %62'ye kadarinin bdyle bir B-katenin diizensizligi gosterdigi gosterildi. Ek
olarak, B-katenin niikleer birikimi olan hastalarda daha kotii prognoz ve daha yiiksek tlimor

niiksii oraninin arttirir (Luu H. vd., 2004: 653)

Onkojenik B-katenin mutasyonlarimin HCC gelisimini de tesvik ettiginin ortaya
konmasinin ardindan, Wnt-/B-katenin sinyaline daha fazla dikkat ¢ekilmistir. Bu mutasyonlar,
B-katenin'in fosforile olmasini Onler ve bdylece bozunmayi Onleyerek Wnt-/B-katenin
sinyallesmesinin aktivasyonuna neden olur. Mutasyonlarin prevalansinin, ¢esitli raporlardan
%26 ve %41 icinde oldugu tahmin edilmistir ve bazi raporlar, aflatoksin Bl ve HCV
enfeksiyonuna yliksek diizeyde maruz kalma ile mutasyonlar arasinda yiiksek bir iliski

oldugunu agiklamaktadir. Ek olarak, Wnt sinyal yolaginin negatif bir diizenleyicisi olan Axinl
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mutasyonlarmin da insan HCC'sinde olduk¢a yaygin oldugu ve yabani tip Axinl'in
transfeksiyonunun kanser hiicrelerinde Wnt sinyalinin yeniden olusmasina ve apoptoza yol
actig1 bildirilmistir. Daha diisiik bir siklikta, Axin2 mutasyonlar1 da HCC'ye katkida
bulunabilir. Kolorektal karsinom gibi diger tiimér varliklarinin aksine, HCC'de Adenoma
Polyposis Coli (APC) geninin hi¢bir mutasyonu tanimlanmamistir. Bununla birlikte, farelerde
APC geninin karacigere 6zgii bir bozulmasi, Wnt/B-katenin yolunun aktivasyonuna ve ayrica

HCC'nin gelismesine yol agmaktadir (Taniguchi vd., 2002: 4863).

Ayrica, B-katenin mutasyonlari tasiyan HCC'li hastalarin hastalik seyrinin, [3-katenin
mutasyonlart olmayan hastalara kiyasla ortalama olarak daha az agresif ve daha az invaziv bir

tiimdr ilerlemesi ve daha iyi prognoz gosterdikleri i¢in klinik olarak farkli oldugu gosterilmistir

(Terris vd., 1999: 6583)

Whnt-/B-katenin sinyalleme iligkili genlerin mutasyonlarinin yani sira, Frizzled-
reseptorlerinin farkli ekspresyonu ve yolun salgilanan inhibitdrlerinin HCC gelisimine katkida
bulundugu tekrar tekrar gosterilmistir. Frizzled-7'nin asir1 ekspresyonu ¢cogu HCC'de baskin ve
hepatokarsinojenezde erken bir olay olarak kabul edilmektedir. Dapper'm (Dpr) insan
homologu olan Wnt inhibitorit HDPR1, muhtemelen promotor bolgesindeki bir CpG adasinin
metilasyonu ve HDPRI1 geninin eksonl't nedeniyle HCC'nin %43'inde gozlenmistir.
Salgilanan Frizzled ile iliskili protein 1 promotdér geninin (SFRP1) metilasyonu, HCC
numunelerinin %75'inde bulundu ve promotoriin metilasyonunun, SFRP1 ekspresyonunun
asagl regiilasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir, bu da SFRP1 ekspresyonunun, gen

promotoriiniin metilasyonu ile diizenlendigini diisiindiirmektedir (Shih H. vd., 2006: 579).

1.8.4. TGFp Sinyal Yolag:

Déniistiiriicti biiytime faktorii (TGF) sinyal yolu, hiicre biiytimesi, hiicre farklilagmasi
ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel islem i¢in esastir. Karacigerde, normalde parankimal olmayan
stellat hiicreler tarafindan tretilen TGF-B'nin ana islevi, DNA sentezini inhibe ederek ve

apoptozu indiikleyerek yaralanmaya yanit olarak hepatositlerin rejeneratif biiylimesini

siirlamaktir (Romero-Gallo vd., 2005: 3028)

TGFB'nin asir1 ekspresyonuna ve genel olarak TGFB'min biliyiimeyi sinirlayict
fonksiyonuna ragmen karaciger kanserinin neoplastik biliylimesinin uyarilmasi tam olarak
anlagilamamistir, ancak son zamanlarda kismen tiimoriin TGFf fonksiyonuna bir yandan bolge
ve bir anahtar tizerindeki direncine dair kanitlarla agiklanmaktadir. TGFf'den kagmanin erken

HCC gelisimi sirasinda bir rol oynayabilecegine dair 6nemli kanitlar, hedefle inaktive edilmis
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bir TGFp1 aleli veya bir TGFp tip II reseptorii icin heterozigot farelerden gelir. Bu hayvanlar,
N-dietilnitrokosamin gibi kimyasal karsinojenlere karsi, yabani tiplere kiyasla daha fazla
duyarlhilik gosterir. TGFBR-II'nin karaciger dokularinda ekspresyonu, kronik hepatit veya
karaciger sirozu olan hastalarla karsilastirildiginda HCC'li hastalarda énemli Olgiide azaldigi
tespit edilmistir. TGFBR-II cDNA'nin hepatoma hiicre dizisi Huh7'ye transfeksiyonu, hiicre
arrestini ve apoptozu indiiklemektedir (Ueno vd., 2001: 49).

Birkag¢ dokuda, TGFB'nin tiimdr ilerlemesinde ve metastazinda aktif bir rol oynadigi 6ne
siriilmiistiir. Ornegin, TGFpB-1'i asir1 eksprese eden prostat kanseri hiicreleri ile asilanmis
fareler, kontrollerden %50 daha biiyiik tiimdrlere sahiptir ve metastaz gelistirme olasiligi
onemli 6l¢giide daha yiiksektir. Bu bulgularin bir sonucu olarak, birkag kanserde karsinojenez
sirasinda TGFP etkisinin bir tiimor baskilayici etkiden tiimorii tesvik edici bir isleve gecis
yaptig1 hipotezi 6ne siiriilmiistiir . Bununla birlikte, HCC'de bdyle bir tiimor tesvik edici etki
heniiz gosterilmemistir (Steiner M. ve Barrack E., 1992: 15).

1.8.5. Ras Sinyal Yolag:

Aktive edilmis Ras, sinyallerini bir sitoplazmik protein dizisi araciligiyla asagir dogru
iletir. Onemli biyolojik, biyokimyasal ve genetik kanitlar, Raf-1 serin/treonin kinazin Ras
fonksiyonunun kritik bir efektorii oldugunu gostermistir. Ras-Raf birligi, sitoplazmik Raf
proteininin, sonraki olaylarin kinaz fonksiyonunun aktivasyonuna yol ag¢tig1 plazma zarina
translokasyonunu tesvik eder. Bu olaylar heniliz tam olarak aydinlatilamamistir kesfedilmeyi
beklemektedir. Aktivasyon iizerine Raf, MAPK kinazlar1 (MKK'ler) MEK1 ve MEK2'yi
fosforile eder ve aktive eder. MEK1 ve 2, ¢ekirdege translokasyondan sonra hem tirozin hem
de treonin kalintilar1 {izerinde ERK1 ve 2'nin fosforilasyonunu katalize eden ikili 6zgiilliik
kinazlardir. Bu asag1 akis hedefleri daha sonra biiyiime, farklilasma ve apoptoz dahil olmak

tizere hiicresel tepkileri kontrol eder.

Ras'in ve P21 gibi sinyal yolunun iiyelerinin asir1 ekspresyonu, HCC'nin arastirildig:
birgok ¢aligmada gosterilmistir. Ras yolunun inhibitérlerinin HCC'de asag1 regiile edilmektedir.
Ras'in HCC'de asir1 ekspresyonunun yani sira, Ras't aktif durumda kilitleyen Ras proto-
onkogenlerinin mutasyonlari da tanimlanmistir. En sik arastirilan mutasyonlar, N-Ras kodonu
61, H-Ras kodonu 12 ve K-Ras kodonu 12 mutasyonudur. Sicanlarda ¢esitli kimyasal ajanlarin
neden oldugu HCC'de siirekli olarak Ras mutasyonlar1 gozlenmektedir. HCC'yi indiikleyen bu
kimyasallar , bleomisin ve 1-nitropiren, metil (asetoksimetil) nitrozamin, asetilaminofloren, 3-

metil-(dimetilamino)'nun  bir kombinasyonu olan N-nitrozomorfolin azobenzen ve
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nitrogliserindir. Murin HCC modellerinden kaynaklanan bu verilere gore, vinil kloriire maruz
kalan is¢ilerin tiimor dokularinin 6nemli diizeyde Ras mutasyonlari icerdigi gosterildi ve bu da

Ras mutasyonlarinin HCC'deki roliine dair kanitlar1 desteklemektedir.

HCC'de Ras yolunun asir1 ekspresyonunun bir sonucu olarak ve HCC'nin tedavisi igin
yeni terapotik hedefleri belirlemek amaciyla, gesitli gruplar son zamanlarda yolun antisens
RNA tarafindan diizenlenmesi arastirilmaktadir. H-Ras icin antisens tedavinin
hepatokarsinogenezi O6nemli Olglide inhibe ettigi ve ilgili hiicrelerde/dokularda apoptozu
yeniden olusturabildigi defalarca bildirilmistir (Teufel vd., 2007: 2271).

1.8.6. Retinoblastoma (Rb) Proteini

Tiimor baskilayici protein retinoblastoma proteini (Rb), ¢esitli kanser tiirlerinin gelisimi
icin kritik oneme sahiptir. Rb, birkag kinaz tarafindan fosforilasyonun hedefidir. Normal hiicre
sinyallesmesinde Rb, hiicre béliinmesini ve hiicre dongiisii ilerlemesini dnler. Ozellikle Rb,
hiicre dongiisii boyunca S fazina ilerlemesini veya G1 boyunca ilerlemesini engelleyerek,
hiicrenin hasarli DNA'y1 kopyalamasini 6nler . E2F transkripsiyon faktoriine bagli olan Rb, bir
bliylime baskilayic1 gorevi goriir ve hiicre dongilisii boyunca ilerlemeyi Onler. Rb, hiicre
dongiisii ilerlemesini yalnizca fosforillenmemis bir durumda inhibe eder. S fazina girmeden
once, sikline bagimli kinazlar (CDK) ve siklinler Rb'i fosforile eder. Defosforile edilmis Rb,
transkripsiyon faktorii E2F'e baglanir. Daha sonra, Rb'nin fosforilasyonu, E2F-DP'nin Rb’den
ayrismasiyla sonuglanir. Serbest E2F daha sonra siklinler (Siklin E ve A) gibi hiicre dongiisiinii
etkinlestiren faktorleri aktive ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesine yol agabilir. Bu nedenle,
mutasyona ugramis Rb'ye sahip hiicreler, daha sonra kanserin gelismesiyle sonuglanan hiicre
dongiisii ilerlemesinde azaltilmis kontrole tabi tutulur. Ek olarak, Rb-E2F/DP kompleksi,
kromatin ile iliskilendirildiginde DNA sentezini daha da baskilayan histon deasetilaz (HDAC)
ad1 verilen bir proteini de baglar. HDAC inhibitdrleri son zamanlarda terapotik ajanlar olarak
artan ilgi gormektedir. Ayrica, birkag viriisiin onkoproteinleri Rb'yi baglayabilir ve etkisiz hale

getirebilir, bu da muhtemelen kanser gelisimine yol agar (Miinger K. ve Howley P., 2002: 213)

Cesitli kanser varliklari i¢in kanser farklilagsmasinda Rb'nin rolii hakkinda ¢ok miktarda
veri birikmis olsa da Rbmin HCC farklilasmasindaki rolii hakkinda yalnizca sinirh veri
mevcuttur. Rb'nin insan HCC hiicre hatlarinda ve HCC'lerin %28'inde inaktive oldugu
gosterilmistir. Eszamanli olarak, Rb agindaki diger iiyeler de HCC'de 6nemli 6l¢lide anormal
ekspresyon seviyelerine sahip oldugu bilinmektedir. Ornegin, fosforile edici ve inaktive edici
Rb olan siklin Di/Cdk4, HCC'lerin %58'inde asir1 eksprese edilir. Ayrica, Cdk4'e karsi
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inhibisyon yoluyla Rb aktivitesinin diizenleyicisi olan p 16 proteini, HCC'lerin %34'liinde
mevcut degildir. Tiim bu veriler, Rb diizenleyici aginin bozulmasinin HCC karsinojenezinde

yaygin ve dnem sahibi oldugunu gostermektedir (Suh S. vd., 2000: 81).

1.8.7. HCC'de Gen Ekspresyonunun Genom-Olgekli Analizi

Son yillarda, HCC'nin genom ¢apinda ekspresyon analizinden elde edilen ¢ok sayida
mikrodizi veri seti yaymlanmistir. Bu ¢alismalar, HCC'nin farklilagsmasinda veya gelisiminde
bireysel genlerin yeni katilimlarini bildirmistir. Genel olarak HCC gelisimi igin ¢ok 6nemli olan
gen kiimelerini, bireysel genleri ve yollar1 tanimlamak igin, solid veya multinodiiler gelisim,
metastaz ve cerrahi rezeksiyondan sonra timoér niiksii ¢oklu mikrodizi deneyleri ile
arastirilmaktadir. Bu deneyler, HCC farklilasmasinda temel rolleri yerine getirmek i¢in birkag
gen kiimesini ve ¢coklu genleri ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, bu farkli mikrodizi deneyleri
arasindaki karsilastirma, bu deneylerin tiimi, timor gelisimi, metastaz veya niiksetme igin
gerekli olan ¢esitli gen kiimelerini tanimladigindan, zor ve zaman alan ¢alismalar olmaktadirlar.
Bu nedenle, tiimor gelisimine miidahale eden yeni diizenleyici hedefler olarak degerlendirilmek
tizere secilebilecek kiigiik bir anahtar diizenleyici gen alt kiimeleri tanimlamaya yonelik

calismalar hala devam etmektedir (Nam S. vd., 2006: 239).

1.8.8. HCC’de DNA Metilasyonu

Somatik mutasyonlarin aksine, metilasyondaki, 6zellikle tek tek genlerin promotdr
bolgelerindeki degisiklikler, DNA sekansinda degisiklik olmaksizin gen ekspresyonunu
diizenleyebilir. Metilasyon, agirlikli olarak CpG niikleotitlerinde olmak iizere sitozin
niikleotitlerinde meydana gelebilir ve metil grubu, {i¢ metiltransferazdan (DNMT 1, DNMT3a
ve DNMT3b) biri tarafindan pirimidin halkasina eklenebilir. Bu metilasyonlar hiicre
boliinmesinden geger. Promotorlerin metilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin ve diger
diizenleyici mekanizmalarin baglanmasina miidahale edebilir. Daha sonra promotdr bolgelerin
ilerleyici metilasyonu, karsilik gelen genin ekspresyonunun azalmasina neden olabilir.
Kanserde, genom c¢apinda bir hipometilasyona lokalize hipermetilasyon ve DNA
metiltransferaz ekspresyonunda bir artigin eslik ettigi bir "metilasyon dengesizligi" siklikla

gbzlenmektedir.

HCC'nin patogenezinde degistirilmis metilasyonun arastirilmasi, metilasyon analizi i¢in
yuksek verimli tekniklerin bulunmamasi nedeniyle arastirilan tek tek genlerle sinirl
kalmaktadir. HCC'deki metilasyondaki degisiklikler i¢in arastirilan 133 gen iizerinde yapilan
bir ¢aligmada, 32'si ¢ogunlukla hipermetile oldugu, sadece birkagi hipometile oldugu tespit
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edilmistir. Bu degistirilmis metilasyon profillerinin, ekspresyon profillerinde ve genetik aglarin
islevinde onemli degisikliklere yol acip agmadigt veya bu degisikliklerin sadece ciddi
epigenetik rahatsizliklara isaret edip etmedigi arastirilmaya devam etmektedir. Bununla
birlikte, bu genler, HCC'deki diferansiyel ekspresyona gore analizden Once secildiginden,
degistirilmis metilasyonun, HCC'nin farklilasmasina onemli Ol¢iide katkida bulundugu
onerilmektedir. Bu nispeten biiyiik gen setinin yani sira, sadece birkag gen tekrar tekrar bireysel
olarak arastirllmis ve HCC'de hipermetile oldugu bildirilmistir. Béylece, SFRP1, RUNX3,
RASSF1, OCT6, AR, P73, MYOD1 ve P16INK4a geninin tiim HCC'lerin yarisindan fazlasinda
hipermetile oldugu rapor edilmistir (Yu J. vd., 2003: 319).

2. Calisma Kapsaminda Arastirilan Genler

2.1. Niikleer Solunum Faktorleri 1-2 (NRF-1 ve NRF-2)

Coklu mitokondriyal fonksiyonlarin ifadesinde rol oynayan ilk omurgali diizenleyici
faktorler, niikleer solunum faktorleri, NRF-1 ve NRF-2’dir. NRF-1, sitokrom ¢ promotoriinde
bir palindromik diziye baglanmasi yoluyla tanimlanmigtir ve daha sonra solunum zincirinin
ekspresyonu ve islevi igin gerekli birgok genin ekspresyonu ile iliskilendirilmistir. NRF-1,
niikleer kodlanmis mitokondriyal genleri diizenlemek i¢in peroksizom proliferatorii ile aktive
olan reseptdr gama, koaktivator 1 alfa (PGC-1a) dahil olmak iizere koaktivatorlerle etkilesime

giren bir transkripsiyon faktoriidir (Klinge, 2020: 101435).

Niikleer solunum faktorii 1 (NRF1), birden fazla niikleer kodlu elektron tasima zinciri
proteinini bir transkripsiyon faktoriidiir. Ek olarak NRF1, peroksizom proliferatorii ile aktive
edilen reseptdor gama koaktivatorii la (PGC-la) ile koaktivasyon yoluyla mtDNA
transkripsiyonunun ekspresyonunun diizenlenmesinde dolayli olarak yer alir. Bu nedenle,
NRF1 mitokondriyal biyogenezde 6nemli bir rol oynar. NRF1 hedef genlerinin, DNA hasar
onarimi, protein translasyon bagslangici ve ubikuitin aracili protein degradasyonu dahil olmak
tizere ekstramitokondriyal biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynadigini
tanimlamistir (Satoh vd., 2013: 139). NRF1 ayrica meme kanseri teshisi ve prognozu igin
degerli bir biyobelirteg olarak tanimlanmistir (Ramos vd., 2018: 469).

NF-E2 ile iliskili faktor 2 (NRF2) transkripsiyon faktorii, oksidatif strese bagli olarak
aktive edilir, NRF-2 karacigeri oksidatif stresten korumak i¢in hareket ettigi ayn1 zamanda,
anormal seklide aktive olmasi hepatomegali ve HCC gelisimini indiikledigi ileri siiriilmektedir.
RF2 transkripsiyonel aktivitesinin, g¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenleyerek karaciger

kanseri gelisimini destekledigi one siirtilmustiir. Oksidatif stres sirasinda hiicreler, genis bir
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sitoprotektif gen dizisinin ekspresyonunu yukari regiile eden adaptif bir yanit baglatir (He vd.,
2020: 1182). NRF2 ve Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1'in (KEAP1) protein
etkilesiminin, karaciger homeostazini korumak i¢in NRF2'ye bagli oksidatif stres tepkisini
diizenledigi bilinmektedir. Oksidatif stres varliginda KEAP1 sitoplazmada pargalanir ve
bozunma nedeniyle KEAP1'den NRF2 salinir (McMahon vd., 2003: 21592).

Daha sonra, NRF2 fosforile edilir ve c¢ekirdege yer degistirir ve kiigiik
muskuloaponérotik ~ fibrosarkoma ~ onkogen  homolog  (Maf)  proteinleri ile
heterodimerizasyondan sonra antioksidan yanit elemanmma (ARE) baglanarak bir dizi
sitoprotektif geni indiikler (Huang vd., 2002: 42769). Daha da 6nemlisi, birkag ¢aligsma, somatik
mutasyonlarin NRF2'nin kodlama bolgesinde meydana geldigini ve ¢esitli kanserlerde kotii
prognozlarla ve genel olarak diisiik hayatta kalma oranlariyla iliskili oldugunu gostermistir
(Kerins ve Ooi, 2018: 12846). Mutasyonlar c¢ogunlukla NRF2'in DLG veya ETGE
motiflerinde bulunur ve NRF2'nin KEAPI'e baglanma yetenegini bozdugu ve bunun da

NRF2'nin anormal niikleer birikimine yol agtig1 bildirilmistir (Guichard vd., 2012: 694).

HepG2 HCC hiicreleri, MAPK-JNK yolunun aktivasyonuna bagli olarak apoptoz
indiiksiyonu ile birlikte azalmig Glutatyon-SH ve Bcl2 seviyeleri ve artan NRF2 ekspresyonu
sergiler. Bu ¢alismalar, ¢oklu hiicre i¢i sinyal yollarinin oksidatif stres tarafindan aktive
edildigini ve Ozellikle kanserojen veya antikanserojenik yollarin baglama bagh bir sekilde

tetiklendigini gostermektedir (Nguyen vd., 2013: 114).

Kanser hiicrelerinde, NRF2'nin anormal aktivasyonu, glikoz metabolizma yollarinda yer
alan anahtar genleri diizenleyerek metabolik adaptasyonlarina yardimci olur. NRF2'nin glikoz
metabolizmasinin  diizenlenmesi iizerindeki etkisinin kismen miR-1 ve miR-206'nin
transkripsiyonunu baskilamak yoluyla oldugu bildirilmistir. miR-1 ve miR-206, PPP'nin
(pentoz fosfat yolu) hedef genlerini diizenler (Sing vd., 2013: 2921). NRF2 anormal
aktivasyonunun neden oldugu bu miRNA ekspresyonunun baskilanmasmin, glikoz
metabolizmasi eksikligi yoluyla tiimor gelisimini artirabilecegini one stiriilmektedir. Ek olarak,
miR-1'in bastirtlmis ifadesinin de karaciger kanseri hiicre biiylimesinde 6nemli oldugu ileri
stiriilmiistiir (Datta vd., 2008: 5049).

2.2. Peroksizom proliferatorii ile aktive edilen reseptor gama koaktivatorii 1 alfa

(PGC-1a)

Peroksizom proliferatorii ile aktive edilen reseptor gama koaktivatorii 1 alfa (PGC-1a),
mitokondriyal biyogenez ve solunum fonksiyonunun transkripsiyonel kontroliinii yoneten

diizenleyici bir agda merkezi bir rol oynayan 6nemli bir koaktivatordiir (Scarpulla, 2011: 1269).
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PGC-la, hiicre metabolizmasinin merkezi bir modilatoridiir. Mitokondriyal
biyogenezi ve oksidatif metabolizmay1 diizenler. Hiicresel metabolizmadaki modifikasyonlar
ve adaptasyonlar, kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleridir, dolayisiyla PGC-1a'nin kanserde
rol oynamasi sasirtici degildir. PGC-la'nin diyabet, nérodejenerasyon ve kardiyovaskiiler

hastalikta rol oynadigi iyi bilinmektedir (Bost ve Kaminski, 2019: 198).

PGC-1 ailesinin ilk iyesi olan PGC-lo, 1990'larin sonunda tanimlanmistir ve
mitokondri agisindan zengin ve Ozellesmis bir doku olan kahverengi yag dokusunda,
termojenezde peroksizom proliferatorle aktive olan reseptor-y (PPARy) transkripsiyon faktorii
ile etkilesime girdigi bulundu (Puigserver vd., 1998: 829). PGC-1a, ekspresyonu, kahverengi
adipoz dokuda ve iskelet kasinda soguga maruz kalmaya tepki olarak indiiklenen, dekuplaj eden
mitokondriyal proteinlerin ekspresyonu ile baglantili olarak indiiklenen bir transkripsiyonel

koaktivatordiir (Lin vd., 2002: 1645).

PGC-1lao’nin ifadesi ve aktivitesi, ¢evresel ve fizyolojik uyaranlar tarafindan kontrol
edilir. Sicaklik, daha spesifik olarak soguga tepki, cAMP sinyal yolu ve protein kinaz A (PKA)
aktivasyonu yoluyla kahverengi adipoz doku ve kasta PGC-la ekspresyonunun ana
indiikleyicisidir (Puigserver vd., 1998: 829).

PGC-la, hiicrenin enerji durumuna c¢ok duyarlidir. Hiicresel AMP seviyelerinin bir
sensOrii olan AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) tarafindan ince bir sekilde
diizenlenir. AMPK, egzersiz sirasinda kas dokusunda aktive olur ve mitokondriyal biyogenez
ve metabolizmayi artirir. AMPK'nin aracilik ettigi mitokondriyal aktivasyon, PGC-1a aktivitesi
gerektirir (Knutti vd., 2001: 9713). Benzer sekilde, aglik, PGC-lo'nin ifadesini diizenledigi
bilinen baska bir ¢evresel sinyaldir. Karacigerde, cCAMP ve CREB aktivasyonunu indiikleyen
bir pankreatik hormon olan glukagona yanit olarak PGC-la'nin ekspresyonu artar (Herzig vd.,
2001: 179).

PGC-la'nin transkripsiyonel aktivitesi ayrica, kromatini yeniden sekillendirebilen ve
gen transkripsiyonunu aktive edebilen kompleksleri toplama kabiliyetini olumlu veya olumsuz
etkileyen translasyon sonrasi modifikasyonlarla da modiile edilebilir. Bu translasyon sonrasi
modifikasyonlar, fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon ve her yerde bulunmay: igerir ve
yalnizca PGC-la'nin aracilik ettigi yanitin yogunlugunu modiile etmekle kalmaz, ayni zamanda
hangi transkripsiyon faktoriiniin PGC-la ile etkilesime girecegini de belirler (Bost ve Kaminski,
2019: 198).
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Sekil 2.2. PGC-la'nin Ko-Aktivatér Olarak Gorev Aldigi Biyolojik Reaksiyonlar
Kaynak: (Bost ve Kaminski, 2019: 198)

PGC-la'nin uyarilmasi, soguk alginligi, uzun siireli egzersiz veya aglik gibi fizyolojik
durumlarla iliskilidir. Bu kosullarda, yag asitleri hiicreler i¢in tercih edilen enerji substrati
haline gelir. Bu nedenle, PGC-la, PPARa yoluyla yag asidi oksidasyonunda yer alan genlerin
ekspresyonunu kontrol eder (Leone vd., 2005: 101). PGC-la, yag asitlerinin hiicreye (CD36
aracilig1 ile) ve ardindan nihai olarak oksitlendikleri mitokondriye (CPT1 araciligi ile)
girmesine izin veren yag asidi tastyicilart CD36 ve karnitin palmitoiltransferaz I'in (CPT1)
ekspresyonunu indiikler. B-oksidasyonun diizenlenmesi i¢in PGC-la'nin ortaklar1 olarak
PPARo ve Ostrojenle iligkili reseptor alfa (ERRa) adinda iki transkripsiyon faktori
tanimlanmistir (Bost ve Kaminski, 2019: 198).

Mitokondriyal biyogenez ve oksidatif fosforilasyondaki rollerine ek olarak, PGC-1a,
ayrica glikoz metabolizmasmin diizenlenmesinde de yer alir. Iskelet kasinda PGC-la'nin
indliklenmesi, bu hiicrelerde glukoz alimini artiran MEF2 transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonu yoluyla glukoz tasiyict 4'in (GLUT4) ekspresyonunu aktive eder (Michael vd.,
2001: 3820). Hiicre i¢i glikoz konsantrasyonundaki bu artis, glikolizde bir azalma ve glikojen
depolanmasinda bir artis ile birlesir (Wende vd., 2007: 36642).
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Mitokondriyal solunum zinciri yoluyla oksidasyondaki herhangi bir artig, bunun
sonucunda ROS firetimi ile iligkilidir. Artan ROS seviyeleri, genotoksik strese ve hiicre
Oliimiine yol agabilir. Sonug olarak, hiicreler bu potansiyel olarak toksik tiirlere kars1 savunma
mekanizmalar1 gelistirmistir. PGC-la, siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi, ROS'un detoksifikasyonunda yer alan g¢esitli enzimlerin ekspresyonunu
indiikleyerek ROS seviyelerinin diizenlenmesinde yer alir (Chen vd., 2011: 7199). PGC-la'nin
bu antioksidan enzimleri indiikleme yetenegi, ROS'un neden oldugu hiicre hasarina ve hiicre

oliimiine kars1 koruma i¢in gereklidir (St-Pierre vd., 2006: 397).

2.3. Niikleer faktor kappa B (NFkB)

Niikleer faktor kappa B (NFxB), hiicresel farklilagmasi, proliferasyon, sagkalim ve
bagisiklik yanit1 gibi inflamatuar yanitlarin koordinasyonunu saglayan dimerik transkripsiyon
faktorleri ailesidir. NFxB'nin yanlis diizenlenmesi, kanserden inflamatuar ve immun
bozukluklara kadar ¢ok ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmistir. Sonug olarak, NF«B diizenleyici
ag1 ve dinamikleri, kesfedilmeyi ve klinik kullanima ¢evrilmeyi bekleyen ¢ok sayida umut

verici terapdtik hedef sunmaktadir (Mitchell vd., 2016: 227).

NF-kB, inflamatuar yanitin anahtar transkripsiyon diizenleyicisidir ve karacigerde
inflamatuar sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Karin ve Been-Nariah,
2000: 621). ik olarak NF-kB, alkolik karaciger hastaligi, alkolsiiz yaglh karaciger hastalig:
(NAFLD), viral hepatit ve biliyer karaciger hastalig1 dahil olmak iizere hemen hemen her kronik
karaciger hastaliginda aktive olur (Kosters ve Karpen, 2010: 186). NF-«B, hepatositler, Kupffer
hiicreleri ve hepatik stellat hiicrelerde (HSC'ler) ¢oklu temel fonksiyonlari diizenler. Farkli
NF«B sinyal bilesenlerinin genetik inaktivasyonu, spontan yaralanma, fibroz ve karsinojenezi
iceren karaciger fenotipleriyle sonucglanir; bu, NF-«xB'nin karaciger homeostazina ve yara

iyilesme stireclerine dnemli bir katki yaptigini distindiirtir (Luedde vd., 2007: 119).

NF-kB kronik inflamasyon ve fibroz {izerinde etkileri olan ve HCC gelisimine zemin
hazirlayan bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB'nin hepatokarsinogenez iizerindeki etkilerinin,
hiicre tipine ve NF-kB aktivasyon veya inhibisyon derecesine giiclii bir sekilde baglhdir. NF-
kB'nin parankimal olmayan hiicrelerde aktivasyonu genellikle inflamasyonu, fibrozisi ve
hepatokarsinogenezi tesvik ederken, parankimal hiicrelerde NF-kB aktivasyonunun
baskilanmasi baz1 ortamlarda hepatokarsinogenezi tesvik ederken digerlerinde

hepatokarsinogenezi inhibe eder (Luedde ve Schwabe, 2011: 108).
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HCC'nin gelisiminde ¢oklu genetik ve epigenetik degisiklikler yer alir. Bir¢ok calisma,
oksidatif stresin, normal hiicresel redoks homeostazini bozarak tiimoriin baslamasi ve

ilerlemesiyle baglantili nedenlerden biri oldugunu ortaya koymustur (Sakurai vd., 2008: 156).

Oksidatif stres ayrica mitokondriyal disfonksiyonu indiikler, telomer kisalmasini
hizlandirir, DNA hasarina neden olur ve HCC'de apoptoza 6zgii genlerin mutasyonlart ile
iliskilidir (Wiemann vd., 2002: 935). Hepatik inflamasyon sirasinda Kupffer hiicreleri
tarafindan tretilen artan reaktif oksijen tiirleri (ROS), karaciger patolojilerinin ilerlemesi ile
iliskilendirilmistir (Vrba ve Modriansky, 2002: 15). Benzer sekilde, oksidatif stres, hiicre i¢i
sinyal yollarint bozar ve HCC'ye katkida bulunur. Niikleer faktor-kappa beta (NF-xB),
peroksizom proliferatorle aktive olan reseptor alfa (PPARa), mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii f1
(TGF-B1)'deki degisiklikler ) oksidatif strese bagl yollar, genel olarak HCC ile iliskilidir,
clinkii tim bu yollar, hiicresel proliferasyon ve hayatta kalma aktivasyonunda yer alir
(Mahmoudvand vd., 2019: 42). Ayrica, HCV enfeksiyonu, ROS iiretimi ve p38-MAPK, ERK
ve JNK aktivasyonu yoluyla NF-kB ve TGF-B1 ekspresyonunu arttirir ve boylece hepatik
fibrozisin gelisimini destekler (Lin vd., 2010: 2509). DEN/CCI4 ile indiiklenen
hepatokarsinojenezin kemirgen modelleri, karacigere 6zgii NF-«xB ve TGF-f1/Smad3

sinyallemesinde 6nemli bir artig gosterir (Mahmoud vd., 2017: 146).

Anatomik konumu nedeniyle karaciger, bagirsak kaynakli patojenlerin ve {irlinlerinin
birincil hedefidir ve siklikla sistemik enfeksiyonlara karisir (Schwabe vd., 2006: 1886). Bu
bakteriyel iriinlerin ¢ogu ve Timdr Nekroz Faktor (TNF) gibi sitokinler hepatositler igin
toksiktir, bu da karaciger hasarini1 6nlemek i¢in bu inflamatuar mediatorlere hepatik tepkinin
siki bir sekilde diizenlenmesi gerektigi anlamina gelir (Luedde ve Trautwein, 2006: 1163).
llging bir sekilde NF-kB, bu aracilara hem proinflamatuar hem de antiapoptotik yanitlara
aracilik ederek, uygun inflamatuar ve immiin yanitlar baslatilirken hepatositlerin hiicre
6liimiinden korunmasini saglar. NF-xB yolunun ikili islevi, hassas bir denge gerektirir, ¢iinkii
cok az veya ¢ok fazla NF-kB aktivasyonu, artan iltihaplanma veya hiicre 6liimiine kars1 yetersiz
koruma nedeniyle karaciger lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilir. Buna gére NF-«xB yolu,
hepatit ve hepatokarsinogenez gibi kronik karaciger hastaliginin bir¢ok yoniine nedensel olarak

dahil olur (Luedde ve Schwabe, 2011: 108).
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3. Calisma Kapsaminda Arastirillan MitomiR’ler

MikroRNA'lar (miRNA'lar), kok dongli yapilarina sahip endojen dncii RNA'lardan
islenen, 21-23  niikleotit  uzunlugunda, kodlama  yapmayan, tek  sarmall
RNA'lardir. MiRNA'lar, translasyonu inhibe etmek veya mRNA'y1 destabilize etmek ve hedef
genlerin ekspresyonunu siklikla ve negatif olarak diizenlemek i¢in haberci RNA'nin (mRNA)
3'-¢evrilmemis bolgesi (3'-UTR) ile baz ¢ifti olusturabilir. MiRNA'larin, tiim insan genlerinin
%10 ila %30'u kadar protein ekspresyonunu diizenleyebilecegi tahmin edilmektedir. Normalde
miRNA'lar organ gelisimi, hiicre farklilasmasi1 ve proliferasyonu, apoptoz ve kanser hiicresi
istilas1 gibi ¢ok 6nemli biyolojik siireglerde 6nemli roller oynar. Son birkag yi1lda, miRNA'larin
diizensiz ifadesi, kanser dahil bir¢ok hastalikta genis ¢apta rapor edilmistir. MiRNA'larin,
tiimdr olusumunu diizenlemede yeni ve dnemli bir role sahip oldugu kanitlanmistir ve bunlarin,
tiimdr metastazi da dahil olmak iizere kanserin ilerlemesinin ¢esitli yonlerinde dnemli roller
oynadig1 gosterilmistir . Bu ¢alismalar, HCC ilerlemesi sirasinda anormal sekilde eksprese
edilen miRNA'lar, ozellikle HCC metastazi ile iligkili miRNA'lar hakkinda kapsamli

aragtirmalar yapmanin dnemini gostermektedir (Liu vd., 2017: 520).

Son zamanlarda MitomiR olarak adlandirilan bazit miRNA tiirlerinin, spesifik olarak
mitokondride mevcut oldugu tanimlanmistir. Bu MitomiR ’lerin ¢ogu ¢ekirdek orjinlidir, fakat
bazilar1 mitokondriyal genomdan tiiretilen mRNA molekiillerinden kaynaklanir. MitomiR’lerin
mitokondri ile iligkisi tiire ve hiicre tipine gore degisiklik gosterir. MitomiR’ler gesitli doku ve
hiicrelerde mitokondride bulunmaktadirlar ve miRNA'lardan farkli termodinamik 6zelliklere
sahip olduklar diistiniilmektedir. Mitokondri, ¢esitli deneylerle gbsterilen ayr1 ve benzersiz bir
MitomiR havuzuna sahiptir. Mitokondride, MitomiR'lerin anormal ekspresyonunun kanser
ozelliklerinin ortaya ¢ikmasiyla iliskili oldugu dogrulanmistir. Ayrica MitomiR'ler, mRNA
ekspresyonunu diizenleyerek kanser hiicresi metabolizmasinin kontroliinde 6nemli bir rol
oynar. Birka¢ onkojenik sinyal yolunu diizenlerler ve hiicresel metabolizmadaki anahtar

tastyicilari veya enzimleri hedeflerler (Renceli vd., 2021: 379).

Mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (mROS), metabolik yol sinyallesmesine aracilik
eder; bu yollardaki degisiklikler, kronik karaciger hastaliklarinin ve tiimérlerin gelisimini ve
ilerlemesini etkiler (Mansouri vd., 2018: 629). Mitokondriyal metabolizma, kanser metastazi
ve tedavi direnci i¢in hem avantajli hem de zararl olabilir (Valcarcel-Jimenez vd., 2017: 748).
Son zamanlarda ortaya ¢ikan caligmalar, fonksiyonel mitokondrilerin kanser hiicreleri igin
gerekli oldugunu gostermistir (Vyas vd., 2016: 555). Kanser hiicrelerindeki mitokondri, yap1

ve islev bakimindan normal mitokondriden farklidir (Gogyadze vd., 2008: 165). Enerji ve
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metabolik mekanizmalardaki klasik roliin 6tesinde, bircok kanserde hem mitokondriyal DNA
(mtDNA) kusurlar1 hem de artmis mitokondriyal fizyon bildirilmistir (Srinivasan vd., 2017:
602). Daha da 6nemlisi, mitokondriyal biyogenez ve kalite kontrol kanserlerde siklikla yukari

regiile edilir ve onkojenik sinyal yollarinda kritik bir rol oynar (Zong vd., 2016: 667).
3.2. miR15-a/miR16-1

MitomiR ailesinden; miR-15a ve miR-16-1 (miR-15a/16-1), mitokondriyal fonksiyonun
diizenlenmesi yoluyla apoptozu indiikler. 13q14 kromozomal bolgesinde bir kiime olarak
bulunurlar ve kronik lenfositik 16semide siklikla silinirler veya asagi yonde regiile edilirler.
miR-15a ve 16-1, Bcl-2 ve Mcll dahil olmak lizere ¢oklu onkojenik aktiviteleri diizenler.
Ayrica miR-15a, sitozole sitokrom c¢ salinimi ve mitokondriyal membran potansiyelinin

bozulmasi ile gosterilen mitokondriyal disfonksiyonu tesvik eder (Li vd., 2012: 1104).

miR-15a, HCC hiicrelerinde ve dokularinda, 6zellikle metastatik karaciger kanseri
hiicrelerinde 6nemli dl¢iide azalir; artan FOS ve Met ifadesi ile sonuglanir. Ayrica, miR-15anin
ifadesi, HCC dokularinda 6nemli 6l¢iide azaldigi ve bu ifade, tiimdriin TNM evresi ile negatif
korelasyon gdsterdigi raporlanmistir. Ayrica, bu asagi regiilasyon, hastalarda diisiik metastazsiz

sagkalim ile lenf diigiimii metastazina neden olur (Liu vd., 2017: 520).

Son zamanlarda bir¢ok ¢alisma, miR-16 ve miR-122'nin ekspresyon diizeylerinin
HCC'de onemli oOlciide farkli oldugunu bildirmistir, ancak bulgular genellikle
tartigmalidir. MiR-16'nin bir tiimor baskilayicr olarak hareket ettigi ve HCC dahil olmak tizere
cesitli insan kanserlerinde asagi regiile edildigi diisiiniilmektedir. Serum miR-16"nin HCC
hastalarinda siroz ve saglikli kontrollere gore anlamli derecede diisiik oldugu
bildirilmektedir. Bununla birlikte, baska bir ¢alismada arastirmacilar, HCC grubunun
serumundaki miR-16'nin kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugunu bulmuslardir
(Fang vd., 2022: 24541).
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3.3. miR181-c
MitoMir ailesinden; miR181-c mitokondriyal oksidatif metabolizmada gorev alan ve
mitokondriyal enerji metabolizmasini diizenleyen dnemli bir miRNA’dir. miR181-c niikleer
genomdan kaynaklanir, sitozolde islenir ve mitokondriye c¢evrilir. miR181c’nin asir1

ekspresyonu mitokondriyal birimler arasinda bir dengesizlige neden olarak ROS olusumunu

tesvik eder (Das vd., 2012: 1596).

MITOCHONDRIAL
SIRT-1, PGC1-a, NRF‘> BIOGENESIS
PARKIN, ERK2 > MITOPHAGY
MITOCHONDRIAL |
Cox11, coQ10, PTEN> BIOENERGETICS
MITOCHONDRIAL-
BCL2, MCL1, XIAP DEPENDENT
- CELLDEATH
ROS
SIRT-1, PRDX3 > HOMEOSTASIS

Sekil 2.3. miR-181 Ailesi Uyelerinin Mitokondriyal Homeostazda Kontrol Ettigi Yollar

Kaynak: (Indrieri vd., 2020: 2092)

Hepatik kanser kok hiicreleriyle iligkili mikroRNA'lar1 tanimlamak i¢in genom ¢apinda
yapilan bir taramada, dort olgun miR-181 aile tiyesinin (miR-181a, miR-181b, miR-181c, miR-
181d) yirmi Hepatoseliiler karsinom (HCC) vakasinin yani sira HCC kok hiicrelerinde ve
progenitdrlerinde 6nemli Olgiide arttig1 bildirilmistir. Dért miR-181 aile {iyesinin hepsinin, iki
hepatik  transkripsiyon diizenleyiciyi, yani CDX2ve GATA6 ve Wnt sinyal
inhibitorii NLK'y1 asag1 regilile ederek HCC kok hiicrelerinin korunmasinda 6nemli roller
oynadigini raporlanmistir. Ayrica miR-181 tyeleri ile Wnt yolu arasindaki iliski, Wnt/beta-
katenin sinyalinin HCC'de miR-181 ekspresyonunun ana transkripsiyon diizenleyicisi oldugu
rapor edilmistir. Ayn1 ¢aligmanun in vivo fare fare modelinde tiimorijenik in vitro tahliller
kullanarak miR-181b ve miR-181d'nin hepatokarsinojenez ile anlamli bir iliskisini

bildirilmistir. Ozellikle, TGFP yolaginin miR-181b'nin transkripsiyonunu modiile ettigi ve
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bunun da tiimor baskilayict TIMP3'i hedefleyerek HCC hiicrelerinin anti-kanser 1ilaci
doksorubisine direncini ve tiimorijenisitesini artirabildigini gosterilmistir (Wang vd., 2010:

1787).

Bu bulgular, NRF1, NRF2, PGC-1a ve NF«B gibi ¢esitli genlerin ve mikroRNA'larin
diizenlenmesi yoluyla karaciger kanseri hiicre biiyimesinin desteklenmesinde dnemli roller

oynadigini gostermektedir.

4. Calisma Kapsaminda Arastirilan laclar

4.1. Koenzim Q10 (CoQ10)

Saglikli yasam trendi ve artan giinliik aktivitelerin sonucu olarak bireyler takviye ve
destek gidalara daha fazla ihtiya¢c duymaktadir. Bu trendin sonucunda ragbet edilen bu gida
takviyeleri, etkinlikleri konusunda bilimsel olarak arastirilma ihtiyact duymaktadir. Koenzim
Q10 (CoQ10), en ¢ok kullanilan {igiincii takviye olarak ve cesitli bulagici olmayan hastaliklarin
tedavisinde tercih edilen 6nemli bir suplementtir (Arenas-Jal vd., 2020: 574).

Koenzim Q10 (CoQ10) veya ubiquinone, elektron ve proton tasiyicisi olarak
mitokondriyal biyoenerjetikteki anahtar roliiyle biliniyordu; fakat daha sonraki caligmalar,
diger hiicre zarlarinda ve kan plazmasinda varligini gosterdi ve antioksidan roliiniin kapsaml
bir sekilde arastirilmasinin Oniinii acti. Bu iki islev, CoQ10un klinik endikasyonunu
desteklemenin temelini olusturmaktadir. Ayrica, son veriler CoQ10'in insan hiicre
sinyalizasyonu, metabolizmasi ve tasinmasinda yer alan genlerin ekspresyonunu etkiledigini ve
CoQ10 takviyesinin bazi etkilerinin bu 6zellikten kaynaklanabilecegini gostermektedir. CoQ10
eksiklikleri otozomal c¢ekinik mutasyonlar, mitokondriyal hastaliklar, yaslanmaya baglh
oksidatif stres ve karsinogenez siireclerinden ve ayrica statin tedavisinin ikincil etkisinden
kaynaklanmaktadir. Bir¢gok norodejeneratif bozukluk, diyabet, kanser, fibromiyalji, kas ve
kardiyovaskiiler hastaliklar diisiik CoQ10 seviyeleri ile iliskilendirilmistir (Garrido-Maraver
vd., 2014: 619).

Koenzim Q10 (CoQ10), yan zincirinde 10 izoprenil birimi bulunan ve adenozin trifosfat
sentezi i¢in mitokondriyal solunum zincirinin anahtar bileseni olan, lipidde ¢dziinen bir
benzokinondur. Ek olarak koenzim Q10, membran fosfolipidlerini, mitokondriyal membran
proteinini ve LDL-C'yi (diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol) serbest radikal kaynakli
oksidatif hasardan koruyan hiicre i¢i bir antioksidandir. In vivo calismalar, koenzim Q10'un

sicanlarin karaciger dokusunda hepPar-1, alfa-fetoprotein, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz,
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siklooksijenaz-2 ve niikleer faktor-kB (NF-kB) ekspresyonunu modiile ederek terapotik ve

kemoterapotik etkilere sahip oldugunu gostermistir (Liu vd., 2016: 85).

Sekil 2.4. Koenzim Q10 (CoQ10) Kimyasal Yapisi

Kaynak: (Chemodex.com, 2023)
4.2. Pirolokinolin kinon (PQQ)

Pirolokinolin kinon (PQQ) 1979'da gram-negatif bakterilerden kesfedilmistir ve kivi ve
yesil biber gibi meyve ve sebzelerde ve anne siitlinde bulundugu bilinmektedir. 2016'da
PQQun yeni bir memeli laktat dehidrojenaz (LDH) koenzimi oldugu bildirilmistir. PQQ'nun
bir antioksidan etki, hiicre biiylimesini tesvik edici bir etki ve mitokondriyogenez iizerinde
uyarict bir etki dahil olmak iizere ¢esitli etkileri vardir. PQQNa2 , PQQ'nun en yaygin
kaynagidir ve fonksiyonel bir gida olarak kullanilir. PQQ'nun antioksidan etkisinin kinon
parcasinin indirgeyiciligine bagli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, PQQNa2 (oksitlenmis
PQQ) ve indirgenmis PQQ'nun (PQQH2)diger etkilerinin mekanizmalari hala
belirsizdir. PQQ ¢ok yiiksek bir reaktiviteye sahiptir ve amino grubu igeren maddelerle kolayca
reaksiyona girer ve bir imidazol iskeleti olusturarak imidazol pirolokinoline (IPQ) doniistiigii
rapor edilmistir. Glisin varhiginda, PQQ'nun %100'i IPQ'ya déniistiiriiliir. in vivo olarak IPQ
olusturmak i¢in amino grubu igeren bir madde ile reaksiyona girebilir . [PQ'nun baz1 biyolojik
aktiviteleri hiicre biiytimesini destekleyici aktivite ve serbest radikal siipiirme aktivitesi gibi
Ozelliklere sahip bir bilesin oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, IPQ'nun biyolojik
aktiviteleri hala ayrintili olarak arastirilmamistir. PQQ icermeyen bir diyetle beslenen farelerin
ve sicanlarin mitokondri miktarinin azaldig1 gosterilmistir. Fare Hepal-6 hiicreleri kullanilarak,

PQQmun, CREB'nin (cAMP'ye yanit veren element baglayici protein) fosforilasyonuyla ve
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PGC1la'nin (peroksizom proliferator aktive edilen reseptor y ko-aktivator-la) mRNA ve protein
ekspresyon seviyelerini artirarak mitokondriyal biyogenezi uyarmaktadir (Yamada vd., 2020:
03240).

Pirolokinolin kinon (PQQ) , cevresel maruziyetler ve diyet yoluyla, temel biyolojik
stirecleri, mitokondriogenezi, liremeyi, bliylimeyi ve yaslanmay etkiler. PQQ o6zellikle yag
asidi metabolizmas1 ve mitokondriyal fonksiyon i¢in gerekli olan genler tarafindan hedeflenir.
PQQ, PGC-la ve niikleer solunum faktorleri (NRF-1 ve NRF-2) gibi diger transkripsiyonel
arttiricilarin bir araya getirilmesini saglayarak bir transkripsiyonel koaktivator olarak goérev
yapar. Bu tiir faktorler, enerji homeostazini stirdiirmek ve antioksidan yanit genlerini baglamak
icin gerekli i¢in olan gerekli elementlerdir (Jonscher vd., 2021: 1441). Mitokondriyal
biyogenezi uyardig: bildirilen biyoaktif bilesikler, saglikli yasam siiresi, etkin enerji kullanimi
ve reaktif oksijen tiirlerinden korunma gibi birgok faydayi i¢eriginde barmdirir (Chowanadisai
vd., 2010: 142).

O
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O O
Sekil 2.5. Pirolokinolin kinon (PQQ) Kimyasal Yapist

Kaynak: (Sigmaaldrich.com, 2023)

5. HepG2 Hiicre Hatti

Hepatik hiicre hatlar1 arasinda HepG2 hiicreleri, hepatositlerin temel o6zelliklerini
sergileyen ilk hiicrelerdir. HepG2 hiicre hatti, 1975'te izole edilmistir ve hepatoseliiler
karsinom olarak tanimlanmistir. Wistar Enstitiisii, "insan hepatomundan tiiretilmis hiicre dizisi"
gibi HepG2 hiicre dizisi i¢in patent basvurusunda bulunmustur. O zamandan beri, HepG2
hiicreleri ATCC (Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu, Rockville, MD, ABD) deposuna bir insan
hiicre dizisi (HB 8065) olarak tanimlanmaktadir. 15 yasindaki beyaz bir erkegin karaciger
dokusundan elde edilmis iyi bir sekilde ayristirilmis hepatoseliiler karsinom hiicreleridir
(Lopez-Terrada vd., 2009: 1512).

37



HepG?2 hiicresinin ortalama ¢ap1 yaklagik 1020 um'dir. Hiicreler biiyiik ¢ekirdeklere
sahip olup ve 3-7 adet niikleol igerir. HepG2, diisiik mitokondriyal igerige sahip olup ve az
gelismis piirlizsiiz endoplazmik retikulum barindirir. Hiicre ¢izgisi, kromozom 1 ve 21’in kisa
kollar1 arasindaki translokasyonlari , kromozom 2, 16 ve 17'nin trizomilerini ve kromozom
20'in tetrazomisini igerir (Simon vd., 1982: 27). t(1; 4) translokasyonu ile iliskili kromozom
4q3 bolgesinde kayiplara sahiptir (Tomlinson vd., 2005: 177). Kromozom sayisi, hiperdiploid
karyotipe karsilik gelen 50 ila 60 arasinda degisir. Baz1 durumlarda tetraploid genisleme ile
karakterize 100'den fazla kromozom gozlenebilir. HepG2 hiicresi, normal bir somatik hiicreden
%15 daha fazla, yaklasik olarak 7.5 pg DNA igerir (Wisniewski vd., 2016: 234).

HepG2 hiicre hatti, TERT promotorii C228T'de bir mutasyon tasir. TERT
promotoriindeki mutasyon hem HCC hem de Hepablastoma (HB)'da meydana gelir. Bu

mutasyon, kanser hiicrelerinde telomerleri koruyarak dliimsiizlesmeye katkida bulunur (Cevik

vd., 2015: 311).

Yabani tip TP53, HCC ve HB'de oldugu gibi HepG2 hiicre hattinda da gozlenir . TP53
geni , hiicre dongiisii durmasi, apoptoz ve yaslanmada rol oynadig: icin insanlarda kanseri
baskilamada kritik 6neme sahiptir. Boylece, gendeki bu mutasyon hiicre proliferasyonunu

destekleyebilir (Cagatay ve Ozturk, 2002: 7971).

HepG2, Wnt/B-katenin, hiicre biiylimesinin diizensizligi ve fetal ve embriyonal HB gibi
hayatta kalma yollar1 dahil olmak {izere cesitli yollarin parametrelerini igerir. Hiicre ¢izgisi ,
epitel tipi HB'de tarif edilenle ayni olan, CTNNB1 geninin {igiincii ekzonunun karakteristik bir

delesyonunu barindirir (Ding vd., 2017: 1144526).

6. Calismanin Amaci

Calismamiz, hepatoselliier karsinom hiicre hatt1 HepG2’de Koenzim Q10 (CoQ10) ve
Pirolokinolin Kinon (PQQ)’un antioksidan metabolizma (Oksidatif Stres), inflamatuvar yanit,
mitokondriyal biyogenez ve mitokondriyal disfonksiyon gibi 6zellikler iizerine etkilerini NRF-
1, NRF-2, NF«xB ve PGC-la genlerinde ve miR15-a, miR16-1, miR181-c mitokondriyal

miRNA’larda meydana gelen degisimler {izerinden ortaya koymay1 amacglamaktadir.

(Calismamiz kapsaminda mitokondriyal fonksiyonun en yogun bulundugu hepatoselliier
hiicreler tercih edilerek seg¢ilmis olan genlerin, miRNA’larin ve hiicresel 6zelliklerin en net

sekilde ¢alismanin hipotezine uygun olarak ortaya konulmasi hedeflenmistir.
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Calismamizda antioksidan ilaglar PQQ ve CoQ10’in hepatoselliier karsinom hiicre hatti
HepG2’de hiicresel, mitokondriyal, molekiiler genetik ve epigenetik etkileri kapsamli bir

sekilde ortaya konmaktadir.
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UCUNCU BOLUM
GEREC VE YONTEM

1.Gerecler ve Reaksiyon Kosullari
1.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Cihaz Markasi
Buz makinasi Empero
Buzdolabi ( +4) Bosch
Deep- freze (-20) Bosch
Distile Su Cihazi ISOLAB
Etliv ISOLAB
Hassas Terazi Ohaus, PA214C
Hiicre sayim cihazi RWD C100
Isiticili Manyetik Karistirici IKA Plate RCT Digital

Laminar Flow (Steril Kabin) Esco, Air Stream

Otoklav

-80°C Dondurucu
Karbondioksitli Inkiibator
Pastor Firin

pH Metre

Pipet takimi1

Real Time PCR cihazi

Santrifiij
Shaker
Termal Calkalamali Inkiibator

Vorteks

Niive Steam Art, OT-90L
InFrico Medcare

Esco CelCulture CO2
Lab Companion, ON-12
Mettler Toledo

Thermo Scientific

Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-

Time PCR

Thermo Scientific, MicroCL 21R

Bioer
ALLSHENG TMS-300

JEIO TECH, Lab Companion



Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Ad1

%100’ liik etil alkol
%70’ lik etil alkol (Merck)

cDNA Synthesis Kit with Rnase inh. (High
Capacity) (C03-01-05 katalog no)

ABT™  2X gPCR SYBR-Green
Mastermix (Without Rox) (Q03-01-05
katalog no)

AB.T.™ cDNA Synthesis Kit (High
Capacity) (C03-01-05 katalog no)

DNase/RNase Free Water

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) Besiyeri

EDTA

RiboEx (301-001 katalog no) Hybrid-R
izolasyon kiti miRNA (325-150 katalog no)

RiboEx (301-001 katalog no) ve Hybrid-R
(305-101 katalog no)

HepG2 hiicreleri

Koenzim Q10 (CoQ10)
MRNA ve miRNA Primerleri
Pirolokinolin kinon (PQQ)
Penisilin

Streptomisin

XTT kit (30007 katalog no)

Kimyasal Markasi

Merck
Merck

AB.T.™

AB.T.™

AB.T.™

Gibco

Sigma

Carlo Erba Reagents

GeneAll

GeneAll

ATCC® HB-8065™)
Sigma-Aldrich
Oligomer
Sigma-Aldrich
Biological Industries
Biological Industries

Biotium
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1.2. Cahsmada Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 3.3. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Sarf Malzeme Adi Sarf Malzeme Markasi
T75 cm2- T25 Flask Thermo Fisher
1,5 ml Toplama Tiipii ISOLAB
2 ml Toplama Tiipii ISOLAB
Cryo Tiip (2 ml) ISOLAB
6 well Plate Thermo Fisher
Enjektor (5-10 ml) Beybi
5 ml -10 ml Serolojik Pipet LP Italiana
15 ml Falkon ISOLAB
50 ml Falkon ISOLAB

1.3. Cahsmada Kullamilan MasterMix I¢erikleri ve Real-Time gPCR Reaksiyon
Kosullar:

Tablo 3.4. MRNA Uriinlerinden cDNA Sentezi i¢gin Kullanilan Mastermix Icerigi

MasterMix Bileseni Miktar
RNA 6rnegi 2 ul
10X RTase Reaksiyon Buffer 2 ul
dNTP mix 1l
RNase-Free Distilled Water 3.5 ul
Reverse Transcriptase 1l
RNase Inhibitor 0.5 ul
Random Hexamer 2 ul
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Tablo 3.5. MRNA Uriinlerinden cDNA Sentez Reaksiyonu Kosullart

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk. 120 dk. 5 dk. 0

Tablo 3.6. mRNA Uriinleri Real-Time qPCR i¢in Kullanilan MasterMix Igerigi

MasterMix Bileseni Miktar Final Konsantrasyon
2X MasterMix (with SYBR-Green) 10 pl 1X
Forward Primer (10 pM) Il 0.5 uM
Reverse Primer (10 pM) 1l 0.5 uM
cDNA Template 4 ul -
RNase-Free Distilled Water 4 ul -
Toplam 20 ul -

Tablo 3.7. mRNA Uriinleri Real-Time gPCR Reaksiyonu Kosullart

gPCR Adimi Sicaklik (°C) Siire (sn.) Dongii
Initial Denaturation 95 300 1
Denature 95 15
40
Anneal 60 60
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Tablo 3.8. MiRNA-cDNA Sentezi I¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bileseni Miktar
10X Reaksiyon tamponu 2 ul
Stem-loop primer (miRNA spesifik) 2 ul
20X dNTP mix 1l
Reverse transkriptaz 1l
RNase Inhibitor 0.5ul
RNase free Water 3.5 ul
miRNA 06rnegi 10 pl
Toplam 20 pl

Tablo 3.9. MRNA Uriinlerinden cDNA Sentez Reaksiyonu Kosullart

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk. 120 dk. 5 dk. 0
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Tablo 3.10. miRNA Uriinleri Real-Time gPCR I¢in Kullanilan MasterMix I¢erigi

MasterMix Bileseni Miktar

A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix (with ROX) 10 ul

ROX Dye (20X) 1 ul
mMIiRNA Specific Forward Primer (5 uM)* 1wl
miRNA Universal Reverse Primer (5 pM)* 1l
miRNA-cDNA Template 2 ul
RNase-Free Distilled Water 5ul
Toplam 20 ul

Tablo 3.11. miRNA Uriinleri Real-Time gPCR Reaksiyonu Kosullari

qPCR Adimi Sicaklik (°C) Siire (sn.) Dongii
Initial Denaturation 95 300 1
Denature 95 10-30 25-40
Anneal 55-68 10-60
Melting Curve 65-98 2-5 sn./adim 1

2. Yontemler

2.2 Pirolokinolin kinon (PQQ) ve Koenzim Q10 (CoQ10)’in Hazirlanmasi

Toz halde temin edilen Pirolokinolin kinon (PQQ) (Sigma-Aldrich) ve Koenzim Q10
(CoQ10) (Sigma-Aldrich) 10 uM Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) hiicre kiiltiir
soliisyonunda hazirlanmistir ve hazirlanan c¢ozeltiler —20 °C’de muhafaza edilmistir.
Pirolokinolin kinon (PQQ) 200 uM — 100 uM — 50 uM — 25 uM — 12,5 uM — 6,25 uM seklinde
seri dilue edilmis konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Koenzim Q10 (CoQ10) 100 uM — 50 uM
—-25uM —12,5 uM — 6,25 uM — 3,125 uM seri dilue edilmis konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
PQQ+CoQ10 kombine ilag uygulamasi yapilmis hiicre grubunun konsantrasyonu 100 uM — 50
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uM — 25 uM — 12,5 uM — 6,25 pM — 3,125 pM seri dilue edilmis sekildedir. ilag uygulamas:

yapilmayan hiicreler kontrol grubunu olusturmaktadir.
2.3. Hiicre Kiiltiirii

HepG2 hiicreleri (ATCC® HB-8065™), %10 fetal sigir serumu (FBS), 2 mM L-
glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 U/ml streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) besiyerinde 37°C’de, %5 CO2’li ortamda (Esco CelCulture CO2), 75
cm?2’lik flasklarda kiiltiire edilmistir.

. " - .
T X ? & RN~

1

Sekil 3.1. HepG?2 Hiicrelerinin M

Kaynak: (Atcc.org, 2023)
2.4. Hiicre Canhih@inin Belirlenmesi

PQQ, CoQ10 ve kombine ilag uygulamasinin HepG2 hiicre hattinda hiicrelerin canlilig
iizerine olan etkileri XTT testi kullanilarak analiz edilmistir. Calismamizda Biotium marka
30007 katalog nolu XTT kit kullanilmistir. Deney asamalar1 kit protokoliine uygun sekilde
gerceklestirilmistir. HepG2 hiicreleri 96°lik well platelere kuyucuk bagina 10.000 hiicre
yogunlugunda olacak sekilde ekilmistir. Ekimi gerceklestirilen hiicrelerin yapisip, confluency
hale gelmesi beklenmesinin ardindan 3 giin sonra confluency halde ilag dozlarinin hesaplamasi
yapilarak ila¢ uygulamasi gergeklestirilmistir. PQQ ve Q10 stok soliisyonu, 10mM DMEM
ortaminda hazirlanmistir. Toz halinde temin edilmis olan PQQ ve Q10 10mL’de ¢ozdiiriildii.
Dozlar seri diliisyon ile Boliim 2.1°de belirtilen sekilde hazirlanmistir. Absorbans degerlerinin
okumalar1 elisa okuyucuda 475 nm alinmistir. 1Cso konsantrasyonlari lineer regresyon egrisi

cizilerek belirlenmistir. Hiicre biiyliimesi inhibisyonunun yiizdesi;
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Relatif inhibisyon orani (%) = (OD kontrol —OD ilag uygulamam)/OD kontrol X %100 seklinde
hesaplanmistir. Relatif inhibisyon oranlari ve lineer regresyon egrileri Microsoft Excel

programi yardimiyla hesaplanmis ve grafik haline getirilmistir.
2.5. Hiicre Sayimi

Cozdiirtilen hiicreler RWD markali tiriin kodu Automated Cell Counter (C100) olan
hiicre sayim cihazi ile sayilarak hesaplamalar yapilmistir. Cihaz 1 ml’sinde 40.000 adet hiicre
saydigindan dolay1 96’lik well platelerde uygun sekilde hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Sayimi
yapilan hiicrelerin yapilacak deneye gore yapilacak hiicre kiiltiirli deneyine 6zgii petri kaplarina

ya da tekrardan T75 petri kaplarina ekimi yapilarak pasaj islemi gergeklestirilmistir.
2.6. Hiicre Yara Iyilesmesi Deneyi

Uygulanan ilaglarin lateral hiicre gogii ve hiicre hiicre etkilesimi lizerine etkisini ortaya
koyabilmek igin hiicre yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. HepG2 (1X10°) hiicreleri medium
igceren kiiltiir ortaminda, 6’11 well-platelerde ekilmistir. 1. kuyucuk ilagsiz kontrol, 2. kuyucuk
CoQ10, 4. kuyucuk PQQ ve 5. kuyucukta ise PQQ+Q10 ilag uygulamasi yapilmis hiicrelerin
ekimi yapilmistir. 3. ve 6. kuyucuklar bos birakilmistir. Hiicreler %75 confluency hale
geldiginde her bir kuyucugun tam ortasina 200 uL mikro pipet ucu ile bir ¢izik olusturulmustur.
Hiicre artiklarinin temizlenmesi i¢in 1xPBS ile yikama yapilmistir. Yikama isleminin ardindan,
ilag uygulamasi olmayan (kontrol grubu) ve ilag uygulamasi olan tiim kuyucuklara 2 ml taze
medium ilave edilmistir. 24, 48 ve 72. saatlerde hiicrelerin hareketleri inverted mikroskop
altinda izlenmistir ve goriintiileri kaydedilmistir. Kuyuculardan elde edilen goriintiiler yara
pipet ucu ile agilmis yara boslugunun kapanma oranina gore degerlendirilmistir. Elde edilen
resimlerin bosluklarin kapanma oranimin degerlendirilmesi i¢in, Image-Pro Premier 9.2.22
programina aktarilmigtir. Yara iyilesmesine ait bosluklarin karsilastirilabilmesi icin gerekli

6l¢iim ve isaretlemeler bu program yardimi ile yapilmistir.

Yara kapanma yiizdeleri (Wio- Wi72)/ WioX 100 formiiliine gore hesaplanmistir. (Wio:
0. Saat Bosluk Mesafesi, Wiz2: 0. Saat Bosluk Mesafesi)

2.7. mRNA Uriinleri Gercek Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MRNA
Real Time PCR)

2.7.1. RNA izolasyonu

mRNA iiriinlerinden RNA izolasyonu i¢in GeneAll marka, RiboEx (301-001 katalog
no) adli ve Hybrid-R (305-101 katalog no) adl1 kitler kullanilmistir. Hiicre 6rneklerinin santrifiij
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edilmesinin ardindan elde edilen hiicre pelletleri ( ~1x107) kit protokiiliine uygun olarak Kitin
icerigindeki tamponlarla muamele edilmistir. Son asamada kolonlarin 10.000xg’de 1 dakika

santrifiij edilmesinin ardindan elde edilen RNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edilmistir.
2.7.2. mRNA iiriinleri cDNA Sentezi

RNA izolasyonunun ardindan cDNA sentezi asamasina gecilmistir. cDNA eldesi i¢in
A.B.T marka, cDNA Synthesis Kit (High Capacity) (C03-01-05 katalog no) adli kit
kullanilmstir. cDNA sentezi i¢in mastermix hazirlanmistir. Hazirlanan mastermixin igerigini,
RNA o6rnegi, 10X RTase Reaksiyon Buffer, dANTP mix, RNase-Free Distilled Water, Reverse
Transcriptase, RNase Inhibitor, Random Hexamer olusturmaktadir. ¢cDNA sentezi igin
mastermix hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon reaksiyon asamasina gegilmistir.

Reverse transkripsiyonun ardindan, elde edilen cDNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edilmistir.
2.7.3. MRNA-cDNA Uriinleri Real-Time qPCR Asamasi

CDNA elde edildikten sonra Real-Time qPCR asamasina gegilmistir. Real-Time qgPCR
icin A.B.T marka, 2X qPCR SYBR-Green Mastermix (Without Rox) (Q03-01-05 katalog no)
adli kit kullanilmistir. Ekpresyon analizi i¢in kullanilan primer bilgileri tabloda gosterildigi

gibi sentezlenmistir. (Tablo 3.12)
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Tablo 3.12. Gen Ekspresyon Analizi i¢in Kullanilan Primer Bilgileri

Gen Adi Primer Bilgisi Marka
NRF1-F ATCGTCTTGTCTGGGGAAAC Oligomer
NRF1-R TGTTCCAATGTCACCACCTC Oligomer
NRF2-F ATGCCCTCACCTGCTACTTT Oligomer
NRF2-R GATGCCACACTGGGACTTG Oligomer
NFKB-F GAAGCACGAATGACAGAGGC Oligomer
NFKB-R GCTTGGCGGATTAGCTCTTTT Oligomer
PGC-la-F CGAGAGTTTCCGTTCCCTTT Oligomer
PGC-1a-R CCAGGAGGAGCCGTAGTTGT Oligomer
B-ACTIN-F AAACTGGAACGGTGAAGGTG Oligomer
B-ACTIN-R AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT Oligomer

Real-Time qPCR ig¢in mastermix hazirlanmistir. Hazirlanan mastermixin igerigini; 2X
MasterMix (with SYBR-Green) (1X), Forward Primer (10 uM), Reverse Primer (10 pM),
cDNA Template, RNase-Free Distilled Water olusturmaktadir. Tim primerler igin ayni
MasterMix kosullar1 kullanmilmistir. Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time ¢PCR
reaksiyonuna gegilmistir. Real-Time qPCR reaksiyonu Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-
Time PCR cihazinda gergeklestirilmistir. MRNA iirtinlerinin qRT-PCR asamasinda ¢alismamiz
kapsaminda 3-ACTIN (ACTB) geni referans gen olarak kullanilmistir.

2.8. miRNA Uriinleri Ger¢ek Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (miRNA
Real Time PCR)

2.8.1. RNA Izolasyonu

miRNA izolasyonu i¢in GeneAll marka, RiboEx (301-001 katalog no) adli ve Hybrid-
R miRNA (325-150 katalog no) adli kitler kullanilmistir. Hiicre orneklerinin santrifiij
edilmesinin ardindan elde edilen hiicre pelletleri ( ~1x107) kit protokiiliine uygun olarak Kitin
icerigindeki tamponlarla muamele edilmistir. Son asamada kolonlarin 11.000 rpm’de 2 dakika

santrifiij edilmesinin ardindan elde edilen RNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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2.8.2. miRNA-cDNA Sentezi

MIRNA izolasyonunun ardindan elde edilen miRNA’lardan cDNA sentezi asamasina
gecilmistir. Arastirilacak her bir miRNA i¢in spesifik “stem-loop primer” dizayn edilerek
cDNA sentezinde bu primerler kullanilmistir. Stem-loop primerler miRNA’dan cDNA sentezi
yaparken miRNA dizisi ile spesifik baglandig1 i¢in oldukea gilivenilir bir yontem olarak kabul
edilmektedir. miRNA’lardan cDNA eldesi i¢in A.B.T.™ marka, cDNA Synthesis Kit with
Rnase inh. (High Capacity) (C03-01-05 katalog no) adli kit kullanilmstir. cDNA sentezi igin
mastermix hazirlanmistir. Hazirlanan mastermixin igerigini; MiRNA o6rnegi, 10X RTase
Reaksiyon Buffer, 20X dNTP mix, Stem-loop primer (miRNA spesifik), Rnase-Free Distilled
Water, Reverse Transcriptase, Rnase Inhibitor, olusturmaktadir. mMiRNA-CDNA sentezi igin
mastermix hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon reaksiyon asamasina gecilmistir.
Reverse transkripsiyonun ardindan, elde edilen miRNA-cDNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza

edilmistir.

2.8.3. MiRNA-cDNA Uriinleri Real-Time qPCR Asamasi

miRNA-cDNA elde edildikten sonra Real-Time qPCR asamasina gegilmistir. Real-
Time qPCR igin A.B.T™ marka, A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix (with ROX) (Q04-02-
01 katalog no) adli kit kullanmilmistir. Real-Time qPCR igin mastermix hazirlanmistir.
Hazirlanan mastermixin igerigini; A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix (with ROX), ROX Dye
(20X), miRNA Specific Forward Primer (5 pM), miRNA Universal Reverse Primer (5 uM),
miRNA-cDNA Template, RNase-Free Distilled Water olusturmaktadir. Tiim primerler igin
ayn1 MasterMix kosullar1 kullanilmistir. Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time gqPCR
reaksiyonuna gegilmistir. Real-Time qPCR reaksiyonu Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-
Time PCR cihazinda gergeklestirilmistir. miRNA {iriinlerinin qRT-PCR asamasinda

calismamiz kapsaminda RNUG geni referans gen olarak kulanilmistir.

3. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz
Calismamiz kapsaminda yapilan tiim deneyler 3 teknik tekrarla yapilmistir.

Calismamizin istatistiksel analizi GraphPad Prism 9.3.1 kullanilarak yapilmustir.

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan XTT deneyinin verileri ilk olarak
PQQ, CoQ10, PQQ+C0Q10 XTT okuma degerlerinin Normallik testi Shapiro-Wilk test ve
Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak kullanilmistir. Ardindan ilgili verilerin “Normallik
Grafigi” hazirlanmistir.  PQQ, CoQ10, PQQ+CoQ10 XTT okuma degerlerinin istatistiksel

olarak anlamli olup olmadigin1 grup i¢inde “One Sample t-test” yapilarak arastirilmistir.
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Ardindan gruplar arasindaki istatistiksel analiz “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Hiicre proliferasyon ve migrasyon yeteneginin ilag uygulamasina bagli olarak
degisiminin olglldigl yara iyilesmesi deneyi verileri, ilk asamada Normallik testi Shapiro-
Wilk test kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar 4X ve 10X goriintiilere ait 6l¢iim
degerleri ayr1 ayr1 olmak iizere istatistiksel olarak analiz edilmistir. 4X goriintiilere ait 6l¢iim
degerleri her grup i¢inde (Kontrol-PQQ-CoQ10-PQQ+CoQ10) olacak sekilde istatistiksel
olarak anlamli olup olmadigimi grup i¢cinde “One Sample t-test” yapilarak arastirilmistir.
Ardindan gruplar arasindaki istatistiksel analiz “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir.

Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

gRT-Pcr sonuglarinin analizi igin; threshold cycle (esik degeri dongiisii): Ct degeri, ACt
degeri, AACt ve Fold Change (6rneklerin karsilastirilmasi sonrasindaki katsayr degisimi)
degerleri hesaplanmistir. ACt degerinin hesaplamasi yapilirken, (Ct hedef miRNA — Ct referans miRNA)
formiilii kullanilmistir. AACt degerinin hesaplamasi yapilirken, (ACt hedef mirnA — Ortalama ACt
kontrol miRNA) formiilii kullamlmigtir. Fold Change degerinin hesaplamasi yapilirken, 2"44Ct
formiili kullanilmistir (Diilgeroglu ve Eroglu, 2019: 417). Fold Change degerlerinin 0 ila 1
araliginda olmasi, asagr yonde regiilasyonu tanimlayacak sekilde degerlendirilmistir. Elde
edilen ACt degeri ve Fold Change degerlerinin 6ncelikli olarak normallik testi yapilmustir.
Normallik testi yapilirken Shapiro-Wilk test kullanilmistir. Ardindan ilgili verilerin “Normallik
Grafigi” hazirlanmistir. ACt degeri ve Fold Change degerlerinin istatistiksel olarak anlamli olup
olmadigini grup iginde “One Sample t-test” kullanilarak arastirilmistir. Gruplarin yani mRNA
tirtinleri olan genleri (PGC-1a, NRF-1, NRF-2 ve Niikleer faktor kappa B (NFkB) ve miRNA
iriinlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Standart sapma hesaplamasi populasyon
standart sapmas1 hesaplanarak yapilmistir. Populasyon standart sapmasi SD: ¥ ¥ (xi-M)? /n

formiiliine gore hesaplanmstir. (Xi: Serideki degerler, M: Medyan deger, n: deger sayisi)
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DORDUNCU BOLUM

BULGULAR

1. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Pirolokinolin kinon PQQ ve Koenzim Q10 CoQ10’in hiicre canlilig1 ilizerine olan
etkilerini ortaya koymak i¢in XTT testi uygulamasi yapilmustir. Pirolokinolin kinon (PQQ) 200
puM — 100 uM — 50 pM — 25 uM — 12,5 uM — 6,25 uM seklinde seri dilue edilmis
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. PQQ igin ICsg konsantrasyonu 46,331 uM olarak
belirlenmistir. (Sekil 4.1.) Koenzim Q10 (CoQ10) 100 uM — 50 uM —25 uM — 12,5 uM - 6,25
uM — 3,125 uM seri dilue edilmis konsantrasyonlarda hazirlanmistir. (Sekil 4.2.) CoQ10 igin
ICs0 konsantrasyonu 23,99 uM olarak belirlenmistir. PQQ+CoQ10 kombine ilag uygulamasi
yapilmis hiicre grubunun konsantrasyonu 100 puM — 50 uM — 25 uM — 12,5 uM — 6,25 uM —
3,125 uM seri dilue edilmis sekildedir. PQQ+CoQ10 kombine ilag uygulamasi i¢in ICsg
konsantrasyonu 32,1992 uM olarak belirlenmistir. (Sekil 4.3.)

XTT sonuglarinin gruplar iginde istatistiksel olarak degerlendirme yapmak amaciyla
yapilan One-Sample t Test sonuglarina gore, p<0,05 anlamlilik diizeyinde PQQ uygulamasina
ait p degeri 0,2523, CoQ10 uygulamasina ait p degeri 0,0368*, PQQ+Co0Q10 uygulamasina ait
p degeri 0,1731 olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel analiz p<0,05 anlamlilik
diizeyinde “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde p degeri

0,8888 olarak tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamsizdir, gruplar birbirinden

bagimsizdir.
PQQAPPLICATION AND CELLVITALITY DOSES GRAPH
100 p=0.2523 y=-0.3094x +34.737
R* =0.7046
0 @
iy o,
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v O e
70 30 10 [ ST Ly 250
g -50

Concentration

Sekil 4.1. Pirolokinolin kinon (PQQ) Uygulama Dozlar1 ve Lineer Regresyon Egrisi
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Q10 APPLICATION AND CELL VITALITY DOSES GRAPH

p=0.0368* y = -0.6305x +42.436
R? =0.9848

OpticDensity

Concentration

Sekil 4.2. Koenzim Q10 (CoQ10) Uygulama Dozlar1 ve Lineer Regresyon Egrisi

PQQ+Q10APPLICATION AND CELL VITALITY DOSESGRAPH

100
p:0,1?31 y=-0.753x + 31.871
2 _
. R® = 0.8185

50
o g ¢
U = " ey,
z 0 70 o e 0 100 120
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-30 Concentration

Sekil 4.3. PQQ+C0Q10 Kombine ilag Uygulamasi Uygulama Dozlar ve

Lineer Regresyon Egrisi

2. Hiicre Yara Iyilesmesi Deneyi

Hepatoselliiler karsinom hiicre hatti HepG2’de gerceklestirmis oldugumuz yara
iyilesmesi deneyinde kontrol, Pirolokinolin kinon (PQQ), Koenzim Q10 (CoQ10) ve
PQQ+CoQ10 kombine ila¢ uygulamas: yapilmis olan kuyucuklarda 0.,24.,48.,72., saatlerde
yara kapanma mesafeleri 151k mikroskobu altinda 4X ve 10X biiyiitmelerde incelenmis olup
elde edilen goriintiiler kaydedilmistir. (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5) Calismamizin yara iyilesmesi
deney sonuglarindan elde etmis oldugumuz gorseller, kapanma oraninin degerlendirilmesi igin,
Image-Pro Premier 9.2.22 programina aktarilmistir. Bosluklarin ol¢iimi 4X ve 10X
goriintiilerin her ikisinde de yapilmistir. 10X goriintiilerden 6l¢iilen mesafelerin kontrol grubu
ve ila¢g uygulama gruplarinda yara kapanma yiizdeleri; Kontrol:%33,01, PQQ:% 36,79,
C0Q10:%18,09, PQQ+Co0Q10: %38,77 scklinde hesaplanmistir. PQQ uygulamasi kontrol
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grubuna kiyasla yara kapanma alanini ve hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir. CoQ10
uygulamasi ise kontrol grubuna kiyasla; yara alaninin kapanmasini ve hiicre proliferasyonunu
engelledigi tespit edilmistir. Kombine uygulamada diger uygulamalara kiyasla yara
kapanmasini daha fazla arttirmis ve hiicre proliferasyonunu daha fazla oranda desteklemistir.
72. Saat sonunda yapilan 6l¢iim sonuglarinin kontrol grubuna gore degerlendirilmesinde, en fazla hiicre
cogalmasi ve yara kapanmasi PQQ+CoQ10 kombine ila¢ uygulamasinda olmustur. Bu durum ilaglarin

ayr1 ayr1 uygulamasindan daha fazla bir proliferasyon uyarimini ortaya koymaktadir.

4X ve 10X goriintilere ait bosluk kapanma verilerinin istatistiksel olarak
inceledigimizde ise her iki grup verilerinin normal dagilima sahip oldugunu tespit ettik. (Resim
1.4 ve Resim 1.5) Ardindan grup iginde istatistiksel olarak degerlendirme yapmak amaciyla
yapilan One-Sample t Test sonuglarna gore, 4X goriintiilere ait veriler p<0,05 anlamlilik
diizeyinde Kontrol grubu p degeri 0,0004***, PQQ p degeri 0,0018**, CoQ10 i¢in p degeri
0,0002*** ve PQQ+C0Q10** i¢in ise p degeri 0,0016 olarak tespit edilmis olup elde edilen
tiim veriler istatistiksel olarak anlamlidir. Gruplar arasinda istatistiksel analiz p<0,05 anlamlilik
diizeyinde “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde p degeri
0,0781 olarak tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamsizdir, gruplar birbirinden
bagimsizdir. 10X goriintiilere ait veriler p<0,05 anlamlilik diizeyinde Kontrol grubu p degeri
0,0015**, PQQ p degeri 0,0023**, CoQ10 i¢in p degeri 0,0004*** ve PQQ+CoQ10 igin ise p
degeri 0,0034** olarak tespit edilmis olup elde edilen tiim veriler istatistiksel olarak anlamlidir.

Gruplar arasinda istatistiksel analiz p<0,05 anlamlilik diizeyinde “One-Way Anova”
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kullanilarak yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde p degeri 0,6848 olarak tespit edilmis olup

istatistiksel olarak anlamsizdir, gruplar birbirinden bagimsizdir.

KONTROL Pirolokinolin Kinon Koenzim Q10 PQQ+ CoQ10
(PQQ) (CoQ10)

0. Hour

24. Hour

48. Hour

72. Hour

Sekil 4.4. Pirolokinolin kinon (PQQ), Koenzim Q10 (CoQ10) Hiicre Gogii ve Proliferasyonu

Uzerine Etkileri

(Yara Alani Isik Mikroskobu Altinda Incelenmistir-4X).
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KONTROL Pirolokinolin Kinon Koenzim Q10 PQQ+ CoQ10
(PQQ) (CoQ10)

0. Hour

— 13—

24. Hour

48. Hour

L CECE

72. Hour

L SNELE

0 006

Sekil 4.5. Pirolokinolin kinon (PQQ), Koenzim Q10 (CoQ10) Hiicre Gogii ve Proliferasyonu

Uzerine Etkileri

(Yara Alani Isik Mikroskobu Altinda incelenmistir-10X).
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3. mRNA Uriinleri Ger¢ek Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( MRNA
Real-Time PCR)

Calismamizin qRT-PCR asamasinda ilk olarak belirlemis oldugumuz genlerin (PGC-
la, NRF-1, NRF-2 ve Niikleer faktor kappa B (NFkB) ekspresyon diizeyleri arastirilmistir.
Uygulamis oldugumuz qRT-PCR neticesinde ilgili genlere ait Ct degeri, ACt degeri, AACt ve
Fold Change (0rneklerin karsilastirlmasi sonrasindaki katsayr degisimi) degerleri

hesaplanmustir.

MRNA iirlinleri qRT-PCR deney sonuglari normal dagilima sahip oldugunun tespitinin
ardindan; qRT-PCR ACt degerlerinin gruplar i¢inde istatistiksel olarak degerlendirme yapmak
amaciyla yapilan One-Sample t Test sonuglarina gore, p<0,05 anlamlilik diizeyinde PGC1l-a
icin p degeri 0,0057**, NRF-1 igin p degeri 0,0031**, NRF-2 i¢in p degeri 0,0066**, NF«B
icin p degeri 0,0036** olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel analiz p<0,05
anlamlilik diizeyinde “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde p

degeri 0,0002*** olarak tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamlidir.

gRT-PCR Fold Change degerlerinin gruplar iginde istatistiksel olarak degerlendirme
yapmak amaciyla yapilan One-Sample t Test sonuglarina gore, p<0,05 anlamlilik diizeyinde
PGC1-a i¢in p degeri 0,1094, NRF-1 i¢in p degeri 0,0139*, NRF-2 i¢in p degeri 0,0210%,
NF«B igin p degeri 0,1766 olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel analiz p<0,05
anlamlilik diizeyinde “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde p
degeri 0,1038 olarak tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamsizdir, gruplar birbirinden

bagimsizdir.
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Sekil 4.6. PGCla Geni gRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari
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Sekil 4.7. NRF1 Geni gRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari
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MNRF-2 gRt-PCR ACt Value MRF-2 gRt-PCR Fold Change
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Sekil 4.8. NRF2 Geni gRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari
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Sekil 4.9. NFxB Geni gRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari

4. miRNA Uriinleri Gercek Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (miRNA
Real Time PCR)

Calismamizin qRT-PCR asamasinda ikinci olarak belirlemis oldugumuz MitomiR
ailesinin  dyeleri miRNA’larin  (MiR15-a/miR16-1/miR181-c) ekspresyon diizeyleri
arastirtlmistir. Uygulamis oldugumuz qRT-PCR neticesinde ilgili miRNA’lara ait Ct degeri,
ACt degeri, AACt ve Fold Change (6rneklerin karsilagtirilmasi sonrasindaki katsay1 degisimi)

degerleri hesaplanmustir.

MIRNA iiriinleri QRT-PCR deney sonuglari normal dagilima sahip oldugunun tespitinin
ardindan;qRT-PCR ACt degerlerinin gruplar i¢inde istatistiksel olarak degerlendirme yapmak
amaciyla yapilan One-Sample t Test sonuglarina gore, p<0,05 anlamlilik diizeyinde hsa miR
16-1 i¢in p degeri 0,0008***, hsa miR 15a i¢in p degeri 0,0014**, hsa miR 181-c i¢in p degeri

59



<0,0001**** olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel analiz p<0,05 anlamlilik

diizeyinde “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde p degeri

0,0118* olarak tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamlidir.

gRT-PCR Fold Change degerlerinin gruplar i¢inde istatistiksel olarak degerlendirme

yapmak amaciyla yapilan One-Sample t Test sonuglarina gore, p<0,05 anlamlilik diizeyinde
hsa miR 16-1 i¢in p degeri 0,3192, hsa miR 15a i¢in p degeri 0,2515, hsa miR 181-c i¢in p

degeri 0,0028** olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel analiz p<0,05 anlamlilik

diizeyinde “One-Way Anova” kullanilarak yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde p degeri

0,3075 olarak tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamsizdir,

bagimsizdir.
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Sekil 4.10. hsa miR 16-1 qRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari
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Sekil 4.11. hsa miR 15-a qRt-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalar1
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Sekil 4.12. hsa miR 181-c gRT-PCR ACt ve Fold Change Degerleri, Grafigi ve Ortalamalari
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BESINCI BOLUM

SONUC VE TARTISMA

1. Sonug

Calismamiz kapsaminda giiniimiizde antioksidan ve enerji metabolizmasindaki rolleri
dolayistyla yaygin olarak kullanilan PQQ ve CoQ10 maddelerinin mitokondriyal faaliyetlerin
yogun olarak bulundugu Hepatoselliier hiicre hatti olan HepG2’de hiicrelerin sagkalimu,
proliferasyonu, anti-kanser etkinligi, hiicrelerin migrasyonu iizerine etkileri, mitokondri igin
hayati 6nem tasiyan (PGCl-0, NRF-1 ve NRF-2 genlerinin ekspresyon seviyelerine olan
etkisini), antioksidan metabolizma ve 6nemli apoptoz belirteci olan NFxB geninin ekspresyon
seviyesine etkisini ve son olarak kanser i¢in 6nemleri ve MitomiR olmalari dolayisiyla se¢mis
oldugumuz 3 6nemli miRNA’da (miR-16-1, miR-15a ve miR181c) ekspresyon seviyelerindeki
degisimi raporladik. PQQ ve CoQ10°’1 hiicresel 6zellikler olan etkisini ayrica 6nemli ve iliskili

MRNA ve miRNA ekspresyon seviyelerine etkisini ortaya koyduk.

Sonug olarak, elde ettigimiz veriler anti kanser etkinligi anlaminda degerlendirilecek
olursa CoQ10 ve PQQ ayr1 ve bir arada kullanimda ¢ok farkl: etkiler ortaya koyabilen iki farkli
takviye oldugunu ve CoQ10’in en etkin kullanim1 kombine kullanima kiyasla; yalmiz ve tek
basina yapilan kullanimda ortaya koydugunu rapor ettik. CoQ10 ve PQQ igerigine sahip {irtin
ve suplementler gelistirildiginde mutlaka bu etkilesimler g6z oniinde bulundurulmalidir ve
CoQ10 anti kanser 6zelligi dolayisiyla kullandiginda mutlaka etkilesimlere bagli olarak etkinin
degisimi goz Onilinde bulundurulmalidir. Hedef kitlenin endikasyonlar1 da yine géz Oniinde
bulundurulmasi gereken bir diger kavramdir. PQQ ve CoQ10 anti-kanser etki yoniinden sinerji

ortaya koymamaktadir.

PQQ kanser hiicre proliferasyonunu desteklemekte oldugunu rapor ettik bu 6zelligi
dolayistyla; kanser hastalarinda kullanimi konusunda daha dikkatli hareket edilmelidir. Ayrica
birgok farkli kanser tilirlinde ve bunlarin hiicre hattinda detayli etkileri de arastirilmalidir.
Calismamiz bu yoniiyle yeni calismalara 1sik tutmaktadir. CoQ10 kanserli hiicre
proliferasyonunu yine yalniz kullanimda etkin olarak azaltmakta olup eslik¢i suplement ve

ilaclar bu 6zelligi géz 6niinde bulundurularak kullanilmalidir.

PQQ ve CoQ10 uygulamas1 PGC1-a geni ve dolayisiyla mitokondriyal biyogenez i¢in
onemli etkiler olusturmaktadir. PQQ ve CoQ10 uygulamasi NRF-1 ve NRF-2 i¢in literatiirle
uyusmayan verileri rapor ettik. PQQ ve CoQ10 uygulamasinin NRF-1 ve NRF-2 gen

ekspresyonu tizerindeki etkileri farkli hiicre hatlar1 {izerinde arastirilmalidir. PQQ ve CoQ10
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NFkB gen ekspresyon seviyelerinin HepG2 hiicre hattinda arastirilmasi sonuglarina gore;
ozellikle PQQ’nun kanser hastalarinda klinik olarak dikkatli kullanilmalidir. Ayrica bu etkinlik
in vivo olarakta arastirilabilir yeni c¢alismalara kapi agilabilir. Calismamiz, mitokondriyal
fonksiyon, mitokondriyal biyogenezin ERRa, B, y ve PPARy, SIRT1 ve SIRT3’iin kombine

olarak bu ¢alismamizdaki genler iizerinden arastirilabilecegi yeni ¢aligsmalara kap1 aralamustir.

Calismamizda PQQ ve CoQ10 maruziyeti sonucu ekspresyon seviyelerindeki
degisimleri, miR-15a i¢in beklenen sekilde ilk kez, miR-16-1 ve miR181c i¢in ise literatiirde
ilk kez raporlamis olduk. PQQ ve CoQ10 kullanim1 epigenetik faktorler lizerinde etkili olup,
ilgili miRNA’lar hepatoselliier karsinomda ve mitokondriyal disfonksiyonun eslik ettigi

hastaliklarda 6nemli aday biyobelirteglerdir.
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2. Tartisma

Calismamiz kapsaminda; glinlimiizde yaygin olarak kullanilan ve giiclii destek, takviye
ve suplemental olarak Onerilen iki antioksidan ajanin etkilerini hepatoselliier hiicre hatti
HepG2’de arastirdik. PQQ ve CoQ10’in mitokondriyal biyogenez, mitokondriyal disfonksiyon,
anti-kanser etkinlik, hiicre proliferasyonu ve gogii, gen ekspresyon diizeylerine olan etkisini ve
son olarakta MitomiR ailesinin iiyeleri olan miRNA’larin ekspresyon sevileri ilizerindeki
etkilerini ortaya koyduk. Ilag uygulamalarimizin denemelerini ayr1 ayr1 ve kombine olarak
gerceklestirdik. Calismamiz kapsaminda yapmis oldugumuz tiim deneylerimizi 3 teknik

tekrarla gerceklestirdik.

Calismamiz kapsaminda yapmis oldugumuz deneysel aragtirmalar neticesinde ilk olarak
elde etmis oldugumuz veriler hiicre canliligina olan etki ve ilaglarin ICso dozlar1 olmustur. Elde
edilen bu dozlara gore uygulamasi yapilan ilacin deney grubunda etkinliginin olabilmesi i¢in
PQQ CoQl10’e gore daha yiiksek miktarda kullanilmasi gerekmektedir. Yine kombine ilag
uygulamasinda elde edilen verilere gore; yalnizca CoQ10 uygulamasi daha az miktarda ilagla
daha etkili olabilmektedir. Anti kanser etkinligin arastirildigi ¢alismalarda minimum ilag
kullanim1 maksimum etki hedeflenmektedir. Calismamiz bu kapsamda degerlendirildiginde,
yalnizca CoQ10 daha etkili bir kullanim ortaya koymaktadir. Ilag iireticileri tarafindan PQQ ve
CoQ10’e bir arada veya cesitli ilaveler eklenip piyasaya siiriilmektedir. Elde ettigimiz veriler
anti kanser etkinligi anlaminda degerlendirilecek olursa CoQ10’in en etkin kullanimi kombine

kullanima kiyasla; yalniz ve tek basina yapilan kullanim olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Hiicre kiiltlir caligmalarinda ilag uygulamalar1 yapildiginda ilag etkisi tek basina veya
kombine olarak arastirilir. Kombine ila¢ uygulamas: yapildiginda daha az ila¢ kullanimi ile
maksimum terapotik etkinlik elde edilmeye g¢alisilir. Bu etkinin meydana gelebilmesi igin
ilaglarin sinerjistik olarak etki etmesi gerekir. Kombinasyon kemoterapisinin kullanimi, ilag
etkinligini arttirma ve koruma saglamanin yaninda, doz azaltma sansi, azaltilmis toksisite ve
ilag direnci gelisiminin azalmasi veya geciktirilmesi gibi potansiyel olarak avantajlar da saglar.
Fakat aksi durum oldugunda daha yiiksek konsantrasyonlarda ila¢ kullanimi ile ayni etki

meydana gelebilir (Palmer ve Sorger, 2017: 1678).

PQQ, CoQ10, PQQ+CoQ10 XTT relatif inhibisyon oranlarina ait okuma degerlerinin
istatistiksel degerlendirilme sonuglari; PQQ i¢in p degeri 0,2523, CoQ10 i¢in p degeri 0,0368,
PQQ+CoQ10 i¢in p degeri 0,1731 olarak bulunmustur. XTT okuma degerlerinin istatistiksel

olarak karsilagtirilmasina gore yalnizca CoQ10 uygulamas: istatistiksel olarak anlamli
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bulunmustur. CoQ10 tespit edilen 1Cso konsantrasyonunda ve uygulama araliklarinda etkin
kullanim olanagi saglayacaktir. PQQ ve CoQ10 i¢in ise daha genis bir kullanim arali§inda farkl
konsantrasyonlarda denemeler yapilarak etkinligi arastirilabilir. PQQ, CoQ10, PQQ+CoQ10
XTT deneyi relatif inhibisyon oranlarmin istatistiksel olarak gruplar arasinda
degerlendirildiginde (p<0,05 anlamlilik diizeyinde) gruplar arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir fark bulunamamistir, bu sonuca gore uygulamalarda ilaglar bagimsiz olarak
etkinlik gosterirler. Bu veri yine ICsg dozlarimizda goriildiigli gibi yalniz basina CoQ10
kullanimi kombine kullanimdan daha az miktarda ilagla daha yiiksek etkinlik ortaya

koymaktadir. Bu sekilde ila¢ uygulama gruplarinin bagimsizligi desteklenmektedir.

Zhihui Min vd. ti¢ farkli timoér hiicre hatti ile yapmis olduklari ¢alismada PQQ
maddesinin anti-kanser etkinligini arastirmiglardir. Yapmis olduklar1 ¢alismada PQQ igin 1Csg
konsantrasyonunu 24 saatte sirasiyla 50.16 uM ve 56.21 uM olarak tespit etmislerdir. PQQ,
diisiik konsantrasyonlarda (30-75 pM) apoptotik siireci tetikledigi ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise (120-300 uM) apoptotik etkilerin 6nemli hale geldigi raporlanmistir
(Min vd., 2014: 609). Bizim ¢alismamizda da tespit etmis oldugumuz ICso (46,331 uM) bu
calisma ile uyumludur. (Sekil 4.1) Tespit etmis oldugumuz konsantrasyon araliginda apoptotik

stire¢ indiiklenmis ve kanser hiicrelerinin sag kalimi1 olumsuz yonde etkilenmistir.

CoQ10’in kanser icin faydalari, bagisiklik sisteminin gelistirilmesi ve antioksidan
aktivite ile meydana gelir. Suplemental CoQ10 (glinde 100-200 mg.) kemoterapétik ilaglarin
kardiyak hasarini, gastrointestinal sistemdeki olumsuz etkilerini Onleyebilir. Sistematik bir
derlemede, kanser hastalarinda yapilan kontrollii ¢alismalarda doxorubicin gibi kemoterapotik
ilaglar1 alan hastalarda CoQ10’in kardiyotoksisite ve karaciger toksisitesine karsi koruma
sagladig1 raporlanmistir (Garrido-Maraver vd., 2014: 619). Bu ozellik dolayisiyla, bizim
calismamiz kapsaminda CoQ10 ve PQQ anti-kanser etkinliginin arastirilmast HepG2
hepatoselliier hiicre hattinda gergeklestirilmistir. Mitokondriyal 6zellikler ve biyogenezdeki

degisimleri bu sekilde net olarak gézlemlemis olduk.

Camptothecin,etoposide, doxorubicin ve methotrexate gibi kemoterapétik ilaglar kanser
hiicre hatlarinda COQ7, COQ4 ve COQ8 gen ekspresyonlarini yukar1 yonde regiilasyonu ile
serbest radikal olusumuna kars1 antioksidan tepki olarak CoQ10 seviyelerinde artis meydana
gelir. Bir calismada, meme kanserli kadinlarda ve kanserli meme dokularinda, azalmig CoQ10
seviyeleri tespit edilmis, azalmig CoQ10 seviyeleri kotii prognoz ile iligkili oldugu o6ne
stiriilmektedir. Baz1 vaka raporlari, giinliikk 390 mg. CoQ10 aliminin daha 6nce metastaz tespit

edilmis hastalarda tiimoriin gerilemesi ve kaybolmasi ile sonuglandiini rapor etmistir.
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Metastaz1 olmayan 117 melanom hastasinda kontrol grubuna gore, plazma CoQ10 seviyeleri
onemli derecede diisiik bulunmustur. Ayrica metastaz gelisen hastalarda gelismeyenlere gore
daha diisiik CoQ10 seviyeleri tespit edilmistir. CoQ10’in diisiik plazma seviyeleri servikal
intraepitelyal neoplazia ve rahim agzi kanserinde gosterilmistir (Garrido-Maraver vd., 2014:
619). Calismamiz kapsaminda CoQ10 igin hiicre canliligina olan etkisi arastirilarak kanser
etkinligi olan hiicrelere (HepG2 Hiicre Hatt1) disaridan verilen takviye dozlarin anti kanser
etkinligi ortaya konmustur. Calismalarimiz kapsaminda tespit etmis oldugumuz ICsg
konsantrasyonu ve hiicre canliliginin tayin edildigi deneylerin sonuglart CoQ10 uygulamasi
icin hem uygulamada hem de istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup ilgili ¢alismalar
desteklemektedir. (Sekil 4.2.) CoQ10 dogru kullanim dozu ile; anti kanser etkinlik gostermekte,

kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve sagkalimini olumsuz yonde etkilemektedir.

Literatiirde PQQ ve CoQ10’in kombine uygulama olarak hiicre canliligina etkisi daha
once arastirilmamistir. HepG2 hiicre hattinda ise PQQ ve CoQ10’in etkinligi ve anti-kanser
Ozellikleri daha oOnce ortaya konmamistir. PQQ ve CoQIl10 redoks faktorii olmalari,
mitokondriyal disfonksiyonun 6nlenmesi ve mitokondriyal biyogenezde aktif rol almalar
dolayistyla mitokondriyal faaliyetlerin en yogun oldugu karacier karsinomu hiicre hatti
HepG2’de hiicresel 6zelliklerini ilk kez ortaya koyduk. Elde ettigimiz veriler neticesinde PQQ
ve CoQ10 kombine kullanimda; kanser hiicrelerinin sagkalimi iizerinde antagonist etki

gosterdiklerini tespit ettik.

Hepatoselliier karsinom hiicre hatti HepG2’de gerceklestirmis oldugumuz yara
tyilesmesi deneyinde; deney sonuglarina gore, PQQ uygulamasi kontrol grubuna kiyasla yara
kapanma alanin1 daraltmakta ve hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir. CoQ10 uygulamasi ise
kontrol grubuna kiyasla; yara alaninin kapanmasin1 genisletmekte ve hiicre proliferasyonunu
engelledigi tespit edilmistir. Kombine uygulamada ise ilaglar yara kapanmasini en fazla

miktarda uyardig1 ve hiicre proliferasyonunu en yiiksek oranda arttirdigini tespit ettik.

Nagwan Shanan vd., yapmis olduklar1 ¢alismada PQQ ve resveratroliin serebellar
graniiler noronlarin hayatta kalmasi ve rejenerasyonu lizerine etkisini arastirirken apoptoz ve
hiicre proliferasyonunun arastirildigi asamada, serebellar graniiler noron kiiltiiriinde yara
Iyilesmesi deneyi yapmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore; PQQ (0,5 uM) ve resveratrol (5
uM), yara bolgesinde norit yeniden biiyiimesini destekleme egilimi gosterdigini; ancak bu
etkinin istatistiksel olarak onemsiz oldugunu rapor etmislerdir. Her iki ilacin kombinasyon
uygulamasi, tek basina resveratrol ile gozlenen etkiye benzer ndrit yeniden biiytime dereceleri

gosterdi ve iki ilag arasinda higbir sinerjistik etki gdzlenmedigini raporlamislardir (Shanan vd.,
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2019: 192). Calisma bu yoniiyle bizim yapmis oldugumuz ¢alisma ile paralellik gostermektedir.
Bizim calisgmamizda da PQQ yara iyilesmesini ve hiicre proliferasyonunu arttirdiini rapor

ettik.

B. Wan vd., bir tiir kinon bilesigi olan P3H4 (Koenzim Q10/ubikinon analogu) ile
yapmis olduklari bir calismada CoQ10’in renal kanser hiicreleri (Renca) iizerinde proliferasyon
ve migrasyon lizerine etkileri aragtirmak amaciyla yara iyilesmesi deneyi yapmislardir. Yara
iyilestirme deneyinde, hiicre gog yeteneginin, kontrol grubuna kiyasla test grubunda belirgin
sekilde engellendigini raporlamislardir (Wan vd., 2018: 5180). Bu sonuglar bizim ¢alismamizda
yara iyilesmesi deneyinde elde etmis oldugumuz sonuglar ile uyumlu olup; hiicre go¢ yetenegi
kontrol grubuna kiyasla, CoQ10 uygulamasinda engellendigi yoniindeki bulgularimizla

uyumludur.

Mitokondriyal sayilar, hiicrenin enerji ihtiyaclarina cevap vermek ve hiicresel hasari
telafi etmek i¢in diizenlenir. Artan mitokondriyal sayilar, mitokondriyal biyogenezin ana
diizenleyicisi olan PGC1l-a tarafindan desteklenir. Mart Dela Cruz vd., yapmis olduklari
calismada pre-kanser6z lezyonlar1 bulunduran hastalarin PGC1-a ve mitokondriyal sayilarinda
artis tespit etmislerdir. Oksidatif stresin mitokondriyal kiitleyi arttirdigi bilindiginden,
mitokondriyal kiitledeki artisin, karsinojenezin erken evrelerinde oksidatif stres tarafindan

yonlendirilmis olabilecegini 6ne siirmektedirler (Cruz vd., 2017: 20543).

Hiicredeki besin kaynagi ve enerji dengesi, hem transkripsiyonel hem de translasyon
sonrast seviyede PGC-la aktivitesini modiile eder. Hiicreler mitokondriyal hasara,
mitokondriyal biyogenezi artirarak yanit verir ve bu ayn1 zamanda yukar regiile edilmis PGC-
la ekspresyonuna da baghdir. PGC-1a, PPAR'lar, mTOR (YY1 iizerinde etkili) ve CREB
(PKA sinyalinin asagi akis1) tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilir ve bu da
mitokondriyal biyogenezin artmasina neden olur. PGC-1a'nin NAD+ bagimli SIRT1 tarafindan
deasetilasyonu, mitokondriyal biyogenezi destekler ve PGC-1a'nin aktivitesinin hiicredeki hem
enerjiye hem de redoks dengesine duyarli olmasini saglar ERRa'nin (Ostrojen iliskili reseptor
a) PGC-1a birlikte aktivasyonu, diger mitokondriyal sirtuin hedefleri arasinda mitokondriyal
stiperoksit dismutazin aktivasyonu yoluyla mitokondride ROS'un etkin bir sekilde
temizlenmesini saglayan mitokondriyal SIRT3 ekspresyonunu destekler. Son ¢aligmalar, PGC-
la'nin  telomer disfonksiyonuna yanit olarak p53 tarafindan transkripsiyonel olarak
baskilandigin1 gostermistir. Bu durum yaslanma siireci sirasinda mitokondriyal biyogenezin
azalmasini ve p53 mutasyona ugradigi kanserlerde mitokondriyal disfonksiyonun ve ROS'un

artmas ile iligkilidi (Boland vd., 2013: 292).
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PGC-la'nin ana islevlerinden biri hem mitokondriyal biyogenez hem de oksidatif
fosforilasyon iizerinde hareket ederek elde edilen enerji metabolizmasinin kontroliidiir. Bu ,
PGC-la'nin mitokondriyal biyogenezde yer aldigini gdsteren ¢ok sayida in vitro ve in
vivo galisma ile dogrulanmistir. Aslinda adipositlerde, kas hiicrelerinde, kardiyak
miyositlerde ve osteoblastlarda PGC-la'nin asir1 ekspresyonu, mitokondriyal DNA miktarinda
bir artisa yol agar. PGC-1la, niikleer DNA tarafindan kodlanan mitokondriyal proteinlerin
ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorlerini aktive ederek mitokondriyal biyogenezi
baslatir. Mitokondriyal DNA, mitokondriyal solunum zincirinin bazi protein alt birimlerini ve
mitokondriyal protein sentezi i¢in gerekli olan proteinleri kodlar. Diger tiim mitokondriyal
proteinler niikleer DNA tarafindan kodlanir ve bu nedenle mitokondriyal biyogenez, bu iki
genom arasinda koordinasyon gerektirir. Bu koordinasyon, ¢ekirdek tarafindan kodlanan
mitokondriyal genlerin ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorlerini aktive eden
PGC-lo tarafindan diizenlenir. Ornegin, PGC-la, NRF1 ve NRF2'yi aktive ederek birkac
proteinin ekspresyonunu tetikler: B-ATP sentaz, sitokrom c, sitokrom c¢ oksidaz alt birimleri,
transkripsiyon faktorii A mitokondriyal (TFAM) ve transkripsiyon faktorii Bl M ve B2 M
(TFB1M, TFB2M). Ilging bir sekilde, NRF'ler, mitokondriye translokasyon yapan ve
mitokondriyal DNA'nin replikasyonu, transkripsiyonu ve korunmasinda 6nemli bir rol oynayan
bir transkripsiyonel aktivator olan TFAM'yi indiikler. PGC-la, TFAM'nin ekspresyon
seviyesini diizenleyerek, mitokondriyal DNA tarafindan kodlanan proteinlerin ekspresyonunu
kontrol eder (Bost ve Kaminski, 2019: 198).

Calismamizin qRT-PCR asamasinin verilerine gore; PQQ ve CoQ10 uygulamasi PGCl1-
a gen ekspresyonunu yukari yonde regiile etmektedir. Yalnizca CoQ10 uygulamasi 24,91 katlik
bir ekspresyon artigina sebep olmusken yalnizca PQQ uygulamasi 19,04 katlik bir ekspresyon
artisina sebep olmustur. Fakat ilaclarin kombine uygulamasi, ayr1 ayr1 uygulamalarina gore;
PGCl-a geninin ekspresyonu c¢ok daha az miktarda arttirmistir. PQQ+CoQI10 kombine
uygulamas1 PGC1-a gen ekspresyonunu 5,19 kat arttirmistir. (Sekil 4.6.) Ilaglarin kombine
uygulamasi ayr1 ayr1 uygulamaya gore antagonist etki meydana getirerek PGC1-a geni i¢in
ekspresyon sevisinde azalmaya sebep olmustur. PGC1-a geni i¢in fold change degerleri; gen

ekspresyonu kontrol grubuna gore her ii¢ uygulamada da artmis olmustur. (p=0,1094)

Uygulamasin1 yaptigimiz hiicre hattinda PQQ ve CoQ10 maruziyeti, PGC-la
ekspresyonunu yukart yonde regiile etmektedir. Artan PGC-la ekspresyonu artan

mitokondriyal biyogenez, mitokondriyal fonksiyon ve diisiik ROS seviyeleri ile iliskilidir. Her

68



iki antioksidan ajana maruziyet mitokondriyal fonksiyon iizerine aktive etmektedir. Kombine

kullanimin ise bu etkiyi azalttigini rapor ettik.

Niikleer solunum faktorleri, mitokondriyal fonksiyonun stirdiiriilebilirligi igin hayati
onem tasirlar. Mitokondriyal biyogenez, peroksizom ¢ogaltici aktivator reseptor-alfa (PPARa),
PPAR-y, niikleer solunum faktorii 1 (NRF-1), niikleer solunum faktorii 2 (NRF-2) ve dstrojen
ile ilgili olan reseptdrler (ERR) o, B, y gibi niikleer transkripsiyon faktorlerinin bir hiyerarsisinin
aktivitesine baglidir. NRF-1 ve NRF-2, antioksidan genlere ek olarak sitokrom c ve CO alt
birimleri gibi solunum zinciri bilesenlerinin ekspresyonunu modiile ederken, ERR faktorleri
yag asidi oksidasyonu, Krebs dongiisii ve oksidatif fosforilasyon ile ilgili genlerin
ekspresyonunu diizenler. Bu transkripsiyon faktorlerinin tiimii, ilk olarak kahverengi
adipositlerde PPARy'nin bir ko-aktivatorii olarak tanimlanan PPAR-y yardimci aktivatorii 1-
alfa (PGC-1a) tizerindeki aktiviteleri i¢in kritik derecede bagimhidir. Yapisal ve islevsel olarak
iligkili proteinler ile birlikte, PGC-1p ve PRC (PGC ile ilgili ortak aktivator), NRF-2, ERRa ve
PPARy dahil olmak iizere yukarida belirtilen transkripsiyon faktorlerinin koordineli
aktivasyonu yoluyla mitokondriyal biyogenezi, hiicresel metabolizmay1 ve antioksidan
tepkileri tesvik eder. Artan mitokondriyal biyogenez yoluyla besin stresine yanit olarak
mitokondriyal kiitle artar. Peroksizom gogaltici aktivator reseptor-gama ortak aktivator 1-alfa
(PGC-1a), NRF-1, NRF-2, ERRa, B, y ve PPARy'nin birlikte aktivasyonu yoluyla besin
mevcudiyetine ve biyogenezin indiiklenmesine verilen tepkileri koordine etmek i¢in 6nemli
asamadir (Boland vd., 2013: 292). Calismamizda bu baglamda; NRF-1 ve NRF-2 genlerinin
etkilerini arastirdik. PQQ ve CoQ10 uygulamasinin NRF-1 gen ekspresyonu iizerine etkilerini
inceledigimizde; her ii¢ uygulamada da (PQQ-CoQ10-PQQ+CoQ10) kontrol grubuna kiyasla
gen ekspresyonunu arttirmadigini aksine kontrol grubundan daha az ekspresyona neden
oldugunu tespit ettik. (Sekil 4.7.) Elde ettigimiz sayisal verileri grup i¢inde istatistiksel olarak
degerlendirdigimizde; p<0.05 anlamlilik diizeyinde p degerini 0,0139 olarak tespit ederek
istatistiksel olarak anlamli bulduk. NRF-2 geni i¢in ise sadece PQQ uygulamasinda kontrol
grubuna kiyasla ¢ok az miktarda bir ekspresyon artisi tespit ettik. CoQ10 ve kombine ilag
uygulamamizda kontrol grubuna kiyasla ekspresyonda azalma tespit ettik. (Sekil 4.8.) NRF-2
genine ait verileri grup icinde istatistiksel olarak degerlendirdigimizde; p<0.05 anlamlilik

diizeyinde, p degerini 0,0210 olarak tespit ederek istatistiksel olarak anlamli bulduk.

Winyoo Chowanadisai vd., yapmis olduklar1 g¢alismada, Hepal-6 hiicrelerinde
PQQ’nun mitokondriyal biyogenez iizerindeki etkisini arastirmiglardir. PQQ’nun PGC-la
mRNA ve protein ekspresyonu lizerindeki etkileri ve NRF-1, NRF-2, CREB ve PGC-la
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promotor aktivasyonu lizerindeki etkileri arastirilmistir. Hiicreler, NRF-1 veya NRF-2 igin
yanit elemanlar1 igeren bir raportdr plazmit ile transfekte edilmesinin ardindan, PQQ’a maruz
birakilmiglardir. Calismada PQQ maruziyetinin, NRF-1 ve NRF-2 promotdrlerinde aktivasyon
artis1 ve PGC-1a mRNA, protein ve promotdr aktivasyonunda artis meydana getirdigini rapor

etmislerdir (Chowanadisai vd., 2010: 142).

Diisiik NRF-1 ve NRF-2 ekspresyonu; oksidatif fosforilasyon kapasitesinde azalma,
zayif antioksidan kapasite, diisiik hiicresel metabolizma gibi durumlara sebebiyet verir. PQQ
ve CoQ10 gibi antioksidan ajanlarin maruziyeti sonucu, niikleer solunum faktorlerinin
ekspresyon sevilerinde artis beklenir. Bizim c¢alismamizda, PQQ maruziyeti Winyoo
Chowanadisai vd.,’nin yapmis olduklar1 c¢aligma ile PGC-la geninin ekspresyon
seviyelerindeki artis dolayisiyla paralellik gosterse de NRF-1 ve NRF-2 genlerinin ekspresyon
seviyeleri bakimindan benzer sonuglar mevecut degildir. NRF-1 ve NRF-2 genleri i¢in farkli
sonuglarin rapor edilmesinde gen ekspresyonunu Olgme tekniklerinin farkliligindan

kaynaklanabilir.

Xing Li vd., yapmus olduklari ¢alismada CoQ10’in Nrf-2/ARE sinyal yolunun oksidatif
stres ve apoptoza karsi koruyuculuguna etkisini arastirmak icin Western Blot teknigi ile Nrf-2
ve NQO-1 proteinlerinin seviyeleri 6lgiilmiistiir. CoQ10 muamelesinin Nrf-2 ve NQO-1 protein
seviyelerini arttirdigini rapor etmislerdir (liv d., 2019: 6493081). Calismamizda PQQ ve CoQ10
uygulamasina bagli olarak, NRF-1 ve NRF-2 gen ekspresyon sevilerinde tespit etmis
oldugumuz azalma gen diizeyinde olup protein seviyelerinde farkli etkilesimler meydana

gelebilir.

PQQ ve CoQI10 giiglii antioksidan ozellikleri ile bilinen iki 6nemli bilesendir. Bu
ozellikleri dolayistyla calismamizda NFkB gen ekspresyon seviyelerine olan etkisini aragtirdik.
NF-xB sitoplazmada bulunur ve normal hiicrelerde IkB ile kompleks olusturur. Stres, serbest
radikaller ve ROS tarafindan uyarildiginda, NF-«kB aktive olur, bu da p65'in fosforilasyonuna
yol acar. Fosforile edilmis p65, sitozolden ¢ekirdege yer degistirir ve ROS'u aktive ederek
sonunda oksidatif stres meydana gelir (Li vd., 2019: 6544). Elde ettigimiz verilere gore; NFxB
gen ekspresyon seviyesinde, PQQ uygulamasi 116,52 katlik bir artis, CoQ10 uygulamasi 51,26
katlik bir artis, PQQ+CoQ10 kombine uygulamasi ise 13,46 katlik bir artis meydana getirmistir.
(Sekil 4.9.) Uygulamasi yapilan ilaglardan NFxB gen ekspresyon seviyesine en fazla miktarda
PQQ olurken, PQQ+CoQ10 kombine uygulamasinda ilaglar birbirinin etkisini diisiirecek yonde

antagonist olarak etki meydana getirmistir. Elde edilen verileri istatistiksel olarak
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degerlendirdigimizde; p<0.05 anlamlilik diizeyinde, p degerini 0,1766 istatistiksel olarak

anlamli olmayacak sekilde tespit ettik.

Elde ettigimiz verilere gore; NFxB gen ekspresyon seviyesinde, en fazla PQQ, ardindan
CoQ10 uygulamasi son olarak ise PQQ+CoQ10 kombine uygulamasi ekspresyon artisi
meydana getirmektedir. (Sekil 4.9.) Uygulamasi yapilan ilaglardan NFkB gen ekspresyon
seviyesine en fazla miktarda artisa PQQ olurken, PQQ+CoQ10 kombine uygulamasi en diisitk
ekspresyon artisint  meydana getirmistir. Elde edilen verileri istatistiksel olarak

degerlendirdigimizde; istatistiksel olarak anlamli bulmadik.

Lixia Liu vd., C2C12 fare iskelet miyoblast hiicre hattinda yapmis olduklar1 calismada
PQQ’nun ROS birikimini 6nemli ol¢iide asagi yonde regiile ettigi, onemli antioksidan
enzimlerin aktivitelerini arttirdigin1 ve NF«B fosforilasyonunda azalma meydana getirdigini
rapor etmislerdir. Kanser hiicre hattinda antioksidan ajana maruziyet, hiicrelerin oksidatif
stresini azaltmasi beklenir, dolayisiyla NF-kB geninin ekspresyonu da yine azalmasi beklenir.
Caligmalarimiz bu yoniiyle paralellik gostermemektedir, kullanmis olduklart hiicrelerin kanser
hiicreleri olmamasi dolayisiyla hiicreler hepatoselliier karsinom hiicre hattt HepG2 hiicreleri ile
antioksidan 6zellikler bakimindan farkli ekspresyon seviyeleri ortaya koyabilir (Liu vd., 2021:
21934). Calismamiz kapsaminda PQQ ve CoQI10 uygulamasinin NFxB ve antioksidan
ozellikler tizerindeki etkileri istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte bu durum farklh

hiicre hatlarinda da arastirilmalidir.

Calismamiz kapsaminda qRT-PCR asamasinda uygulamasi yapilarak gen ekspresyon
seviyelerine etkisi arastirilan ilag gruplar1 arasinda istatistiksel olarak degerlendirdigimizde
anlaml bir fark tespit edilmemistir. PGCl-a, NRF-1, NRF-2, NFkB genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi bakimindan PQQ, CoQ10 ve PQQ+CoQ10 uygulamas1 gruplar aralarinda
bagimsizdir. ilgili genler ve ilaglar uygulamalari dolayistyla birbirleri ile iliskili olmadig tespit

edilmistir.

MitomiR ailesinden; miR-16-1, miR-15a ve miR181c ¢alismamiz kapsaminda
ekspresyon diizeylerini arastirdigimiz miRNA’lardir. miR-15a ve miR-16-1, mitokondriyal
fonksiyonun diizenlenmesi yoluyla apoptozu indiikler. miR-15a, sitozole sitokrom ¢ salinimi
ve mitokondriyal membran potansiyelinin  bozulmasi ile gosterilen mitokondriyal
disfonksiyonu tesvik eder (Li vd., 2012: 1104). miR181-c mitokondriyal oksidatif
metabolizmada gorev alan ve mitokondriyal enerji metabolizmasini diizenleyen 6nemli bir

miRNA’dir. miR181c¢’nin agir1 ekspresyonu mitokondriyal birimler arasinda bir dengesizlige
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neden olarak ROS olusumunu tesvik eder (Das vd., 2012: 1596). miRNA’lar bu ozelikleri
dolayistyla mitokondriyal hasar, karsinogenez ve bozulan membran potansiyelleri olmasi
durumunda normal hiicre fonksiyonlarina gore daha fazla aktive olmalari beklenir. Calismamiz
kapsaminda hepatoselliier hiicre hattt HepG2’de uygulamas1 yapilan PQQ ve CoQ10’e baglh
olarak MitomiR ekspresyonunun kontrol grubuna gére daha fazla ifade edilmesi, mitokondriyal
fonksiyon ve antioksidan metabolizma i¢in avantaj kabul edilmistir. Calismamizin qRT-PCR
sonuglarma gore, miR16-1 kontrol grubuna kiyasla ii¢ ilag uygulama grubunda da
(PQQ,CoQ10, PQQ+C0Q10) daha fazla ifade edilmistir. (Sekil 4.10.) Kombine uygulama
ilaglarin etkinligini arttirmig olup sinerjistik etki meydana getirmistir. miR15a’da da, yine
benzer sonuglar elde edilmis olup her iic uygulama grubu da (PQQ,CoQ10, PQQ+CoQ10)
kontrol grubuna kiyasla asag1 yonde regiile olmustur. (Sekil 4.11.) Kombine uygulama ilaglarin
etkinligini arttirmis olup sinerjistik etki meydana getirmistir. miR181c¢ ise; her ii¢c uygulama
grubunun (PQQ,CoQ10, PQQ+CoQ10) asag1 yonde regiile olmas1 dolayisiyla benzer sonuglar
ortaya koysa da en fazla etki PQQ uygulamasinda olmustur. (Sekil 4.12.) Kombine uygulama
ise miR181c’nin ifade diizeyini olumsuz yonde etkilemistir. Elde edilen veriler p<0,05
anlamlilik diizeyinde her grup i¢inde karsilastirildiginda yalnizca miR181-c (p=0,0028) i¢in
elde edilen degerler anlamli bulunmustur. Ilag uygulamalar1 gruplar aralarinda istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmanustir. Ilgili ilag

uygulamalari ¢alismada arastirilan miRNAlar i¢in ortak bir etki géstermedigi tespit edilmistir.

Bazi miRNA'larin (miR-192, miR-146a, miR-148a, miR-15a ve miR-21) ilaca bagh
karaciger hasarinda yukari yonde regiile edildigi bildirilmistir. Sharon Lt vd., yapmis olduklari
calismada CoQ10’in farkli biyokimyasal biyobelirtecler ve miRNA ekspresyon diizeylerine
etkisini arastirmiglardir. Elde etmis olduklar1 sonuglara gére miR-15a ekspresyon seviyelerini
asag1 yonde beklerken yiiksek ekspresyon seviyeleri ile karsilasmiglardir, hastalarda dolasan
miR-15a kaynaginin baska organlardan olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Pek vd., 2016: 317).
Fakat bizim calismamizda beklendigi lizere miR15-a i¢in her ii¢c uygulamada asagi yonde

regiilasyon tespit edilmistir.

PQQ ve CoQ10 uygulamasmin miR-16-1 ve miR181c ekspresyon seviyelerine olan
etkisinin arastirtlmasi lizerine literatiirde mevcut yayin olmadigindan bu etkiler ¢alismamiz

kapsaminda ilk kez ortaya konmustur.
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