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OZET

Serviks kanseri kadinlarda 4. siklikta goriilen, mortalite ve morbidite agisindan énemli bir
jinekolojik kanserdir. Asilama ve tarama programlarmin gelismesi ile 6nleme ve erken
evrede tan1 koyabilmek miimkiindiir. Ancak sosyoekonomik agidan geri kalmis tilkelerde;
tarama programlarinin eksikligi dolayisiyla servikal kanser ileri evrelerde tani almaktadir.
Bu evrelerde ise cerrahi agidan tedavi segenegi miimkiin olmadigr i¢in kemoradyoterapi
tedavisi uygulanir. Standart kemoterapdtik ajan sisplatindir. Ancak 6zellikle kemoterapdtik
ajanlarin sebep oldugu toksisiteyi azaltmak ve tedavi basarisini arttirmak amacli yeni tedavi
yontemleri, hedefe yonelik tedaviler tizerinde ¢alisilmaktadir. EF24 sentetik bir kurkumin
analogudur; yapisal olarak benzer, fakat biyoyararlanimi daha fazladir. EF24’iin kanser
hiicrelerine kars1 yiiksek derecede sitotoksik oldugu ve tiimor hiicresinin ¢ogalmasinin
baskilanmasinda, serviks kanserinde yaygin kullanilan sisplatinden daha yiiksek bir etki
gosterdigi yapilan c¢aligmalarda belirtilmistir. EF24’iin Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak
apoptoz tlizerine etkili oldugunu gosteren yayinlar vardir. Bu doktora tez calismasinda;
EF24’tin tek basina ve sisplatinle birlikte, HeLa (HPV pozitif) ve C33A (HPV negatif)
hiicrelerine uygulanmasinin hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR34a-5p, hsa-miR-
148-3p miRNA ifade diizeylerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. HeLa hiicrelerine
EF24 tek basina uygulandiginda hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-148-3p ifadelerinde anlamli
artis gorilmiistiir. Sisplatin tek basmna uygulandiginda hsa-miR-148-3p’de ifade artisi
gozlenmis; EF24/sisplatin birlikte uygulandiginda hsa-miR34a-5p ve hsa-miR-146a-5p
ifadelerinde anlamli artis kaydedilmistir. Literatiirde EF24’iin apoptotik etkisinin jinekolojik
ve servikal kanserler iizerindeki etkisine yonelik ¢alismalar mevcut olup; tez calismamizda
hedefledigimiz miRNA ifadelerine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Elde ettigimiz
sonuclar dogrultusunda hedefimiz; EF24’ {in miRNA ifadeleri {izerinden servikal kanserli
hiicrelerde gosterdigi etkiyi analiz etmek ve artmis/azalmis ifadelerindeki farkliliklari
sunmaktir. Bu dogrultuda amacimiz, yapilacak in vivo ve in vitro ¢alismalara drnek teskil
ederek, hedefe yonelik tedavide yeni seceneklerin gelismesine katki saglayici olmaktir.
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ABSTRACT

Cervical cancer is the 4™ most common gynecological cancer in women and is significant in
terms of both mortality and morbidity. With the advancement of vaccination and screening
programs, it is possible to prevent and diagnose the disease at an early stage. However, in
socioeconomically disadvantaged countries, due to the lack of screening programs, cervical
cancer is often diagnosed at advanced stages. In these stages, since surgical treatment options
are no longer viable, chemoradiotherapy is applied. The standard chemotherapeutic agent is
cisplatin. However, to reduce the toxicity caused by chemotherapeutic agents and improve
treatment success, new treatment methods and targeted therapies are being investigated.
EF24 is a synthetic curcumin analog; structurally similar, but with higher bioavailability.
Studies have shown that EF24 is highly cytotoxic against cancer cells and has a greater
inhibitory effect on tumor cell proliferation than cisplatin, which is widely used in cervical
cancer. There are also publications indicating that EF24 affects apoptosis by reducing Bcl-2
expression. In this study, our aim was to determine the effect of EF24/cisplatin alone and
together, on the expression levels of the miRNAs hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-
miR-34a-5p, and hsa-miR-148-3p in HeLa (HPV positive) and C33A (HPV negative) cells.
In separate applications of EF24 to HeLa cells, a significant increase is determined in the
expression of hsa-miR-146a-5p and hsa-miR-148-3p, whereas a significant expression of
hsa-miR-148-3p was detected in the application of cisplatin alone. But in the combined
application of EF24 and cisplatin, a significant increase was noticed in the expression of hsa-
miR-34a-5p and hsa-miR-146a-5p. Although there are studies in the literature regarding the
apoptotic effects of EF24 on gynecological and cervical cancers, no research has been
conducted on its reflection in miRNA expressions, which is the focus of our study.
According to our results; our goal is to analyze the effect of EF24 on miRNA expression in
cervical cancer cells in the context of treatment and to present the expression levels. Our aim
is to contribute to the development of new options in targeted therapy by providing a model
for future in vivo or in vitro studies.
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1. GIRIS

Serviks kanseri diinya genelinde kadinlarda 4. siklikta goriilen; HPV- servikal kanser
iliskisinin ortaya konulduktan sonra yapilan HPV-DNA bazli jinekolojik taramalar
sonucunda ise insidans ve mortalite agisindan dramatik bir gerileme kaydetmistir. Higbir
tarama programina dahil olmamak ise; bir kadin i¢in servikal kansere yakalanma agisindan
en biiylik risk faktoriidiir. Preinvaziv lezyonlar ve erken evre serviks kanserinde tedavi
basaris1 yliz giildiiriicli sonuglar vermekteyken; ileri evre servikal kanserde sagkalim oldukga
azalmaktadir. Standart kemoterapi ve radyoterapi seceneklerinin yam sira giincel tedavi

arayislari, hedefe yonelik tedaviler bu anlamda bilim i¢in umut olmustur.

Cesitli kanserlerde bazt miRNA’larin onkogen, bazilarinin ise tiimor baskilayici gen gibi
islev gdrmesi, timor ilerlemesi, metastazi ve invazyonunda miRNA’larin diizenleyici
oldugunu gostermektedir. miRNA’lar endometriyum, over, serviks ve hatta multifaktoriyel
ve poligenik bir hastalik olan endometrioziste gen ekspresyonunu belirleyen potent

regtilatorlerdir.

EF24 ise anti-proliferatif ve anti-anjiyojenik ozelliklerinden dolay1 kanser tedavi
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. EF24’lin mikrotiibiil stabilizasyonunu
indiikledigi ve in vitro kosullarda gesitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayarak

apoptozu uyardigi bilinmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda; tez ¢alismamizin amacit EF24’iin tek basina ve servikal kanser
tedavisinde klasik kemoterapdtik olan sisplatinle birlikte, HeLa (HPV pozitif) ve C33A
(HPV negatif) hiicrelerine uygulanmasinin ardindan hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-146a-5p,
hsa-miR34a-5p, hsa-miR-148-3p miRNA ifade diizeylerine etkisinin arastirilmasidir. Bir
diger amacimiz ise, apoptotik yolaklarda yer alan molekiilleri protein diizeyinde arastirip bu
ajanlarin  birlikte uygulanmalarmin terapdtik potansiyelinin = olup  olmadiginin
belirlenmesidir. Mevcut g¢alismamizin; glinlimiizde hedefe yonelik tedavide potansiyel

secenekler i¢in 151k tutacagi ongoriilmektedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Serviks

2.1.1. Embriyoloji

Kadin genital sistemi, konsepsiyondan yaklasik 4 hafta sonra gelismeye baslar. Testikiiler
gelisimin olmamasi sonucu antimiilleryan hormon yoklugu ile miilleryan sistem gelisir. 7.
haftada bu kanal sistemi, mezonefrozun anterior ve medialine dogru donerler ve orta hatta
birlesirler; devam eden kaudal biiytime miilleryan kanalin urogenital siniis ile birlesmesiyle
sonuclanir. Gestasyonun 11. haftasindan itibaren ¢ok katli skuamoz hiicreler, kolumnar
hiicreler ile yer degistirmeye baslar ve 16. haftadan itibaren rudimenter bir serviks olusur.
Kolumnar ve skuamd6z hiicrelerin birlestigi nokta orjinal ya da dogal skuamokolumnar
bileske olarak adlandirilir. Serviks puberte ve reprodiiktif donemde Ostrojen etkisi ile
olgunlasir, uzar ve endoservikal kanala dogru uzar. Bu olay ektropiyon olarak adlandirilir.
Servikal dokunun; puberte, gebelik, dogum kontrol haplari gibi daha ¢ok hormonal
etmenlerle uyarilmasiyla birlikte skuam6z metaplazi Iehine bir olusum tetiklenir. Bu olusan
yeni skuamokolumnar bileskeye fizyolojik skuakolumnar bileske adi verilir. Orijinal
skuakolumnar bileske ile (IU 16. haftada olusan) fizyolojik skuakolumnar bileske arasindaki

bu bolge transformasyon zonu olarak adlandirilir (Hoffmann ve digerleri, 2012).

2.1.2. Anatomi

Uterusun inferior uzanimidir ve iki kisma ayrilir: alt kisim porsiyo vajinalis, iist kisim ise

supravajinal serviks olarak adlandirilir. Yaklasik 3 cm uzunlugunda, 2 cm genisligindedir.

Serviks; parametrial dokular, uterosakral ligamanlar ve kardinal ligaman ile desteklenir.
Serviksin kanlanmast; uterin arterin servikovajinal dallar1 ile, vendz drenaji ise uterin venler
iizerinden hipogastrik venlere dogru olur. Lenfatik drenaji, yiizeyel stromal bosluktan baslar
ve parametrial dokulara dokiiliir. Bu efferent kanallar, paraservikal, obturator, hipogastrik,
iliak ve nihayetinde paraaortik lenf nodlarina dogru devam eder. Serviks ve alt vajinanin
duyusal sinirleri endoservikal kanal ve derin stromadan baglar ve uterosakral pleksus

Frankenhauser gangliyonu) iginden sakral 2, 3 ve 4. sinir koklerine ulagirlar (Berek, 2019).



2.1.3. Histoloji

Porsiyo vajinalis kismi (ektoserviks) skuamoz epitel ile kaplhidir. Bu hiicreler 4 farkli

tabakaya ayrilirlar; bazal, parabazal, intermediate ve siiperfisiyal tabakalar.

Skuamdéz hiicrelerin matiirasyonu Ostrojen bagimli, intermediate hiicreler progesterone
bagimli, bazal-parabazal tabakalar ise androjen bagimli ve postmenopozal dénemde baskin

goriilen tabakadir.

Endoservikal kanal (supravajinal boliim) ise tek katli kolumnar epitel hiicreler ile doselidir

(Disaia ve Creasman, 2017).

Glandiiler
hiicreler

Serviks

Vajina

Sekil 2.1. Serviksin yapisi

2.2. Human Papilloma Viriis

2.2.1. Epidemiyolojisi

Papillomaviriisler; Papillomaviridae familyasindan zarfli, iki yapisal protein; L1 ve L2
olmak tiizere sekiz geni kodlayan sekiz kilobaz dairesel genoma sahip kiigtik, ¢ift iplikli DNA



viriisleridir (Gultekin ve digerleri, 2020). Hiicre kiiltiiriinde rekombinant olarak tiretilen L1
proteini, virtis benzeri bir parcacik (VBP) olusturmak iizere viral genomun yoklugunda
kendi kendini toplar. L1 VBP, Human papilloma viriis (HPV) asilarinda kullanilan
immiinojendir. L1 ile birlikte L2 HPV enfektivitesine aracilik eden kiigiik kapsid proteinidir
(Bruni ve digerleri, 2023). Yiiksek riskli HPV tiplerinin onkogenik potansiyeli
onkoproteinler olan E6 ve E7’nin devamli ifadelenmesine maruziyet ile iliskilendirilmistir.
Karsinogenezin tetiklenmesi i¢cin HPV’nin insan genomuna entegrasyonu gereklidir.
Entegrasyonun ger¢eklesmesi sonucunda E2’nin sagladigi regiilasyonla; E6 p53'in ve
apoptotik bax proteininin inhibisyonu ile telomeraz aktivasyonunu saglarken, E7 ise RB
(retinoblastoma- tiimor baskilayict gen) ve siklin bagimli kinaz inhibitorlerini (p21, p27,
p16) hedef aldig1 bilinmektedir (Balasubramaniam ve digerleri, 2019). Bu sayede, hiicre
dongiisiiniin kontrol kaybi gergeklesir, enfekte hiicreler ¢ogalarak malign transformasyon
tetiklenir (Boulet ve digerleri, 2007). Bunlara ek olarak, 6énemli genomik degisiklerin de
kanser onciilii lezyonlardan invaziv kansere doniisiim siirecinde rol oynadigi bilinmektedir.
Ayrica, HPV’nin insan genomuna katildigi DNA bélgelerinde meydana gelen mutasyonlar

da kanser gelisimini etkilemektedir (Oyervides-Mufioz ve digerleri, 2018).

Giinimiizde DNA sekanslamasi ile tarif edilmis 200’{in tizerinde HPV tipi belirlenmistir.
Bunlarin yaklasik 35 adedi anogenital mukozay etkilemektedir. Anogenital mukozay1 tutan
ve malign veya premalign lezyonlarla gorilen HPV tipleri diisiik riskli, muhtemel yiiksek

riskli ve yiiksek riskli olarak ii¢ ana kategoriye ayrilir (Guler ve digerleri, 2013).

Cizelge 2.1. HPV risk gruplart

Dusuk Risk Grubu 6,11,42,43,44,54,55,61,62,64,
71,72,81,83,84,87,89,90,74

Muhtemel Yiksek Risk 26,53,66,67,68,69,70,73,82
Yuksek Risk Grubu 16,18,31,33,35,39,45,51,52,
56,58,59

HPV’nin kutandoz tipi cilt sigillerine neden olabilirken; mukozal tipi vulva, vajina, serviks,
rektum, aniis, penis veya skrotumu infekte eder. Bu HPV tipleri vajinal, anal ve oral seks,

cilt-cilt genital temas ile veya dogum kanalindan gegis sirasinda bulasir.



Her HPV enfeksiyonu kanser ya da persistan enfeksiyon ile sonuglanmaz. Cogunlukla HPV
ile infekte olan bir kiside humoral ve hiicresel immiinite gelisir ve viriis temizlenir. Ayni
HPV tipi ile reenfeksiyon nadirdir. Fakat bir kisi HPV’nin diger tipleri ile enfekte olabilir
(Demarco ve digerleri, 2020).

2.2.2. HPV ve kanser epidemiyolojisi

HPV, servikal kanser haricinde de birgok farkli dokuda da kanser gelisimine neden
olabilmektedir (Plummer ve digerleri, 2016). Servikal kanser en sik 35- 39 ve 60-64 yas
araliginda goriilerek bimodal dagilimin izlendigi bir jinekolojik kanser tiiriidir. HPV ile
serviks kanseri gelisimi arasindaki iliski ¢cok kuvvetlidir, hatta sigara ile akciger kanseri
arasindaki sinerjistik etkiden bile daha baskin oldugu bilinmektedir (Baseman ve Koutsky,
2005).

HPV enfeksiyonun gelismesinde servikal intraepitelyal neoplaziler, ¢ok sayida partner
birlikteligi ve erken yasta ilk koit 0ykiisii basta olmak {izere ileri yas, multipartite (>5 dogum
yapmis olmak), immiin supresyon yaratacak durumlarin olmasi, diisiik sosyoekonomik
durum, Dietilstilbestrol (DES) kullanimi, sigara kullanim1 ve oral kontraseptif kullanimi
sayilabilir (Castellsagué ve Munoz, 2003). Ayrica; Herpes Simpleks Viriis (HSV-2) ve
Chlamidya Trachomatis gibi cinsel yolla bulasan hastaliklarin da HPV i¢in kofaktor olmasi

servikal kanser gelisimi riskini artirmaktadir (Smith ve digerleri, 2002).

HPV iliskili servikal kanser gelisimi ile iilkelerin sosyoekonomik ve sosyokiiltiirel diizeyleri
arasinda ters orantili bir iliski bulunmaktadir. Bu farkliligin olusmasinda kanser tarama
programlarinin yetersiz kalmasi baslica etken olmakla birlikte, cografi bolgedeki HPV
prevalansi da servikal kanser insidansinda artigsa sebep olmaktadir (Vaccarella ve digerleri,
2014). Bu iilkelerde gorilme siklig1 agisindan meme kanserinden sonra ikinci sirada yer alir
(yilda 445000 kadin) (Ervik ve digerleri, 2016). Ulkemizde ise gelismis bir tarama
programinin olmasi dolayisiyla halk saglig1 kanser istatistikleri 2018 verilerine gore serviks
kanserinin goriilme siklig1 yiiz binde 4.2°dir. Oranin az gelismis iilkelerde yiiksek olmasinin
sebebi sosyoekonomik seviyedeki disiikliik ve kadinlari 6nleyici saglik hizmetleriyle ilgili
bilgilerinin ve bu hizmetlere ulagimlarinin yetersiz olmasi dolayisiyla taramalarin yetersiz
yapilmasi, beslenme sekillerinin de sagliksiz olmasi yatmaktadir (Silva ve digerleri, 1997).

Gelismis tlkelerde ise toplumun biling diizeyi, saglik hizmetlerine ulasimin kolaylig1 ve



asilama programlarinin saglikli isleyisiyle birlikte serviks kanseri siklik siralamasinda alt

basamaklara gerilemektedir.

HPV enfeksiyonlarinin %90’ ma yakini bagisiklik sistemi vasitasiyla 24-36 ay icerisinde
elimine olmaktadir. HPV maruziyeti her kosulda enfeksiyon ile sonuglanmaz, bunlarin
ancak %10’unda enfeksiyon gelisebilir, kroniklesmesinde ve persiste etmesinde, immun
sistem 6nemli bir rol oynar. Bunun yaninda, persistans ve progresyonda viral yiik, maruziyet
stiresi ve HPV tipi de en 6nemli etkenlerdendir (Rock ve digerleri, 2008). Farkli risk
faktorleri oldugu gibi kiside immiinsupresyon yaratacak bir durumun olmasi enfeksiyonun
seyrini degistirebilir. Buna 6rnek olarak transplantasyon hastalari, HIV ile enfekte kisiler
(CD4 sayisi diisiik) yiiksek riske sahip kisilerdir.

HPV enfeksiyonlarinin latent kalmasi ile viicuttan tam olarak elimine olmasi arasindaki
ayrimi net yapabilmek mimkin degildir. Latent enfeksiyonun tekrar ortaya ¢ikma
ihtimalinin yasla birlikte arttig1 tahmin edilmektedir. Bunun nedeni; ileri yastaki olgularda
yeni cinsel partner sayisi olasiliginin azalmasi ve kiginin immiin sisteminin daha zayif hale
gelmesidir. Latent enfeksiyonlarin re-aktive olmasinin servikal kanser gelisimiyle iliskisinin

kuvvetli olmadig: diisiiniilmektedir (De Vuyst ve digerleri, 2009).

2.2.3. HPV onkojenitesi

Temel onkoproteinleri olan E6 ve E7nin diizensiz ifadelenmesi ile tetiklenen molekiiler
yolaklar; p53 ve RB gibi tiimor baskilayici genlerin iglevlerinin bozulmasina neden olur.
Bunlarin sonucunda ise hiicre dongiisii bozulur ve apoptozun bozulmasina yol acar (Vats ve
digerleri, 2021). Oncelikli olarak E7; siklin 1, Ki67 ve p21'in iiretimini saglayan E2F
proteininin ifadelenmesini artirarak RB’un islev kaybina neden olur. E6 ise ubikitin ligaz ile
bir kompleks olusturarak hiicre dongiisiinii hasarlar ve dolayisiyla p53 baskilanmasi ile

apoptozun bozulmasina neden olur (Doorbar, 2013).

E1 ve E2 proteinleri ise temel diizenleyici viral proteinler olup; E1 replikasyonda, E2 ise

viriisiin ana kromozomlarina baglanmasinda rol alir (Sakakibara ve digerleri, 2013).

En 6nemli kapsid proteinleri olan L1 ve L2 ise viriisiin konak hiicreye baglanmasindan ve

girisinden sorumludur. Proflaktik asilarin L1 proteini tizerinden etki gostererek bagisikligi



sagladig1r bilinmektedir. L2 ise mindr kapsid proteinidir ve virlisiin mukozay1 enfekte

etmesinden sonra viral genomlarin nukleusa taginimindan sorumludur.

Hannahan ve arkadaslar1 (2022); kanser gelisiminde esas yolaklari tanimlamislardir. Ayri
ayr1 ya da birlikte bulunarak timor gelisimine sebep olan bu 14 mekanizma: siirekli
proliferatif sinyalleme, hiicre Oliimiine direng, metastazin aktive olmasi, replikatif
oliimsiizliik, anjiyogenezin uyarilmasi, hiicresel yaslanma, genomik dengesizlik, hiicresel
metabolizmada bozulma, fenotipik plastisite kaybi, epigenetik programlama, immun
yanittan kacis, polimorfik mikrobiyomlar, biliyiime baskilayict genlere direng ve

inflamasyondur.

Bahsedilen bu maddeler ile ilgili olan kanser belirte¢lerinin HPV’le olan iliskisine
baktigimizda, 2018 yilinda Roden ve arkadaslarinin da belirttigi gibi; inflamasyon,
immunitenin bozulmasi, bitylime baskilayici genlere kars1 direng, metastaz ve invazyon,
vaskiiler yap1 harabiyeti, genomik instabilite, hiicresel metabolizmada bozulma, apoptoza
diren¢ ve telomerazi inhibe ederek replikatif immortaliteye sebep oldugu goriilmiistiir

(Roden ve digerleri, 2018).

2.3. Servikal Kanser ve Tedavisi

Invaziv serviks kanseri onlenebilir bir hastaliktir ¢iinkii uzun ve tedavisi miimkiin bir
preinvaziv donemi vardir. Servikal sitoloji ve HPV DNA testi ile tarama, erken tam

acisindan ¢ok dnemlidir.

En sik semptom kétii kokulu seroanjinoz akinti ve postkoital kanamadir. Ozellikle
ektoservikal yerlesimli iilser ve nekroz alanlari barindiran frajil tiimoral kitlenin koitus
sirasinda travmaya bagli olarak postkoital kanamaya sebebiyet vermesi, siire¢ igerisinde
gittikge artarak ileri evre tiimorlerde koitustan ve menstrual dongiiden bagimsiz anormal

vajinal kanamaya dondisiir.

Tiimoriin parametriyuma invaze olmasi sonucu sakral ve hipogastrik pleksus basta olmak
iizere noral tutulumun gergeklesmesi gluteal bolgeye yayilan ndropatik agriya neden olabilir.

Parametriyal invazyon sonucunda ireter tutulumunun gergeklesmesi halinde ise



pelvikalisiyel sistemin artmig geri basing nedeniyle dilatasyonu lumbosakral agriyla

seyredebilir. Bolgesel lenf nodu metastazlari sonucu sirt agrisi ve bacakta 6dem gelisebilir.

Fizik muayenede; vajinal inspeksiyonda ektoservikal yerlesimli frajil, nekrotik tiimor
goriilebilecegi gibi endoservikal yerlesimli timor olgularinda mukozasi intakt bir
ektoservikse karsin fi¢1 seklinde kalinlasmis (barrel-shaped serviks) bir endoserviks ile de
karsilagilabilir. Jinekolojik muayenede vajinal tutulum, rektovajinal muayene ile de
parametriyal tutulum, pelvik yan duvar ve uterosakral ligament tutulumu agisindan olgu

degerlendirilmelidir.

Histopatolojik tani agisindan alinacak doku biyopsisi, tiimoriin nekrotik olmayan bir
bolgesinden ve tercihan tiimoriin saglam dokuyla olan smir bolgesinden patolojik
incelemeye yeterli olacak derinlikte doku alacak sekilde uygulanmalidir (Berek & Hacker,
2020).

Servikal kanser evrelemesi klinik (radyolojik) ve histopatolojik olarak yapilabilmekte ve

FIGO 2018 klasifikasyonuna gore evrelendirilmektedir.
Evre 1: Servikse sinirl1 tiimor (uterin korpus uzanimi bagimsiz)

e la: Yalnizca mikroskopik kanser; Stromal invazyon <5 mm

o lal: Stromal invazyon < 3mm derinlikte

o la2: Stromal invazyon > 3mm ve < Smm derinlikte

e 1b: Servikse sinirli invaziv karsinom, en derin invazyonu > 5 mm
o 1bl:>5 mm derinlikte stromal invazyon, timdr ¢ap1 <2 cm

o 1b2: Tiimor ¢cap1 > 2 cm ve <4 cm

o 1b3: Timor ¢ap1 >4 cm

Evre 2: Serviksi agmis ancak pelvik yan duvara veya vajen alt 1/3’e kadar uzanmayan timor

e  Evre 2a: parametrial tutulum yok. Ust 2/3 vajene kadar tutulum olabilir
o Evre 2al: Timor ¢ap1 <4 cm
o Evre 2a2: Tumor ¢cap1 >4 cm

e Evre 2b: pelvik duvar tutulumu olmaksizin parametrial tutulum var
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Evre 3: Pelvik yan duvara ve/veya vajen alt 1/3’e kadar uzanan tiimor (hidronefroz veya

fonksiyon kaybi olan bobrek varligi bu evreye girer)

e Evre 3a: Vajen alt 1/3 tutulum var pelvik yan duvar tutulumu yok.

e Evre 3b: pelvik yan duvar tutulumu ve/veya hidronefroz veya fonksiyonunu kaybetmis
bobrek

e FEvre 3c: pelvik/paraaortik lenf nodlarinda tutulum (radyolojik ya da patolojik
degerlendirme)

o Evre 3cl: pelvik lenf nodu metastazi

o Evre 3¢2: paraaortik lenf nodu metastazi

Evre 4: Gergek pelvisi asmis tiimor yada klinik olarak rektum/mesane invazyonu

e Evre 4a: Komsu pelvik organ yayilimi1 (mesane/rektum mukozasi)

e Evre 4b: uzak organ metastaz

2.3.1. Cerrahi tedavi

Kiigiik, erken evre kanseri olan hastalar histerektomi (rahim ve rahim agzinin ¢ikarilmasi)
ile cerrahi olarak tedavi edilebilir. Serviks kanserinin yayilimma bagli olarak farkli
histerektomi tipleri tercih edilebilir. Serviks kanserinin cerrahi tedavisinde uterus ve ¢evre
dokular ve 2-3 cm iist vajen ile birlikte ¢ikartilir. Buna radikal histerektomi denir. Ayrica
hastaligin ilk yayilim bolgeleri olan pelvik lenfadenektomi de uygulanir. Cerrahi operasyon,
klasik agik ameliyat ya da laparoskopi veya robotik cerrahi gibi en az invaziv yontemler
kullanilarak yapilabilir. Ancak son yillarda yapilan arastirmalar kapali ameliyatlarin sadece
secilmis baz1 olgulara uygulunabilcegini gostermistir. Bu genellikle hastaligi ¢ok erken

safhada tespit edilmis hastalar1 icermektedir.

e Fertilite Koruyucu Cerrahi Segenekler: Erken evre serviks kanserlerinde tiimor 2 cm
altinda ve ¢evre dokulara yayilmamais ise tiimorlii kismi ¢evre dokularla ¢ikarip uterusun
biiyiik kstmin1 koruyarak ve onkolojik sonuglari kotiilestirmeden hastalara gebe kalma
sansi1 verilebilmeketedir. Burada temel amag hastay1 kanser agisindan riskini artirmadan
gebelik sansin1 korumaktir. Serviks {izerindeki herhangi bir cerrahi, gelecekteki

gebelikler icin risk tagimaktadir. Bu riskler erken dogum ve diisiik seklinde olur. Her



11

hasta icin bireysel durumlar1 degerlendirilerek onun i¢in dogru olan cerrahi prosediiriin
seciminde karar vermek icin hasta ile hekim arasinda ayrintili gériisme gerekmektedir

((Berek & Hacker, 2020).

2.3.2. Kemoradyoterapi

Ileri evre (Evre 2B ve iizeri) servikal kanserinde kullanilan standart tedavi protokoliidiir.
Servikal kanserde etkinligi kanitlanmis, en aktif ve en sik kullanilan kemoterapotik ajan
sisplatindir ve en nefrotoksik ajanlardan biridir. Tek basina yanit oran1 %23’tiir. Kreatin
klirensine gore doz azaltilarak tek ajan olarak kullanilabilir. Tek olarak kullanilabilecek
diger ajanlar; siklofosfamid, ifosfamid, karboplatin, doksorubisin, 5-Fluorourasil,
metotreksat, paklitaksel olup yanit oranlar1 %15-20 arasindadir. Yapilan calismalarda
karboplatin ile sisplatin etkinligi karsilastirildiginda esit etkinlikte oldugu bulunmus ve
karboplatinin daha iyi tolere edilebildigi saptanmustir.

Sisplatin (CDDP); igerdigi bilesenlerden dolay1 inorganik agir metal olup sitotoksik 6zelligi
on plandadir. DNA zincirinde, piirin bazlar1 arasinda capraz baglanmalar olustururarak
sentez inhibisyonuna neden olur. Ayrica transkripsiyon ve translasyonu da baskilar. CDDP
ile olusturulan hasarlar; DNA onarim mekanizmalarindan, niikleotid eksizyon onarimi ile
diizeltilmektedir. Ancak tiimor hiicrelerinde DNA onarimi istenmeyen bir durumdur ve

olmasi halinde kemoterapiye direng gelisebilir (Cetintas ve Eroglu, 2013).
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Tekli ajanlarin tedaviye yanit oranindaki disiikliikler kombine tedavilerin uygulanmasina
neden olmustur. Ozellikle niiks, persistan veya metastatik servikal kanserde
paklitaksel+platin kombinasyonuna bir angiogenez inhibisyonu saglayan monoklonal VEGF
(Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii) antikoru olan bevacizumab eklemek median sag
kalimi artirmaktadir. Ancak hipertansiyon, tromboembolik ve gastrointestinal fistiil gibi

komplikasyonlardaki artis goz onlinde bulundurulmalidir.

Hedeflenmis tedavi (targeted terapi) ajanlar1 olan erlotinib, gefitinib, lapatinip, pazopanib,
sunitinib malate, imatinib ile yapilan ¢alismalarda c¢ok anlamli sag kalim avantaji
saptanmamistir. Ancak daha biiyiik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Berek & Hacker,
2020).

2.4. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarin geligimi sirasinda goriilen hizli hiicre ¢ogalmasinin yaninda
bircok hiicre de Olmektedir. Programli hiicre oliim tiplerinden biri olan apoptoz ile
yaslanmis, islevini yitirmis, diizensiz gelismis veya hasarli, ¢esitli nedenlerle organizmada
artik gereksinme duyulmayan hiicreler ortadan kaldirilmaktadir (Wyllie, 2010; Wong,
2011).

2.4.1. Apoptozu diizenleyen protein ailesi: Bcl-2

Bcl-2 ailesi apoptozun asil diizenleyici unsurlaridir. Diger bir deyisle, hiicrelerin apoptoza
egimli olup olmamasi Bcl-2 ailesine baglidir. Bcl-2 ailesi, genlerinin heterodimer ya da
homodimer dizilimine bagli olarak proapoptotik iliyeler ve antiapoptotik iiyeler olarak

davranis gosterirler (Giines, 2022).

Bcl-2 ailesindeki bu zitlik sonucu proapoptotik proteinlerin baskin oldugu hiicrelerde
apoptoz gerceklesirken, bu denge antiapoptotik proteinler lehine oldugunda apoptoz
baskilanmis olur (Inada ve digerleri, 1998). Proapoptotik 6zellikteki tiyeler; BIK, BIM,
PUMA NOXA, Bad, Bax ve Bak proteinleridir. Antiapoptotik 6zellikteki iiyeler ise Bcl-2,
Bel-xL, Bcl-w ve Mcl-1" dir. Proapoptotik proteinler sitozolde yerlesimlidir ve bunlar,
sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)’ in salimmini diizenli olarak arttirarak
apoptozu indiikleyici mekanizmaya neden olur. Antiapoptotik iiyelerin yerlesimi ise

mitokondrinin dis zarinda, endoplazmik retikulumda ve nukleus zarindadir. Iyon taginimini
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por olusturmak suretiyle gerceklestirirler. Hiicrelerde bulunan Ca™ miktarini kontrol ederler
ve kaspazlar i¢in onciil form olan AIF ve sitokrom-c salinimini durdurarak apoptozu inhibe
ederler (Youle ve Strasser, 2008). Bcl-2 ailesi proteinleri genelde kiigiik kDa agirligina
sahiptir ve a heliksleri olan bir ya da daha ¢ok sayida homoloji domainin (BH domains)
icerigine gore ifade edilirler (Frenzel ve digerleri, 2009). Bax gibi multi domain igeren
proapoptotik iiyeler sitoplazmada monomerler seklinde bulunur. BH3 iceren domainin
proteinleri apoptozu indiiklemek i¢in multi domainli Bax ya da Bak’a ihtiya¢ duyarlar (Jiang
ve digerleri, 2010). BH3 proteinleri; Bax ve Bak’1 aktive ederek, antiapoptotik Bcl-2 ailesi

proteinlerini notralize eder ve bu sayede apoptozu tesvik eder (Janumyan ve digerleri, 2008).

2.5. Servikal Kanser ve miRNA Tliskisi

MikroRNA’lar (miRNA’lar), endojen kii¢iik RNA’larin (small RNA) bir sinifini olusturan,
protein kodlamayan RNA molekiilleridir. Yaklasik 20- 23 niikleotit uzunlugunda tek
iplik¢ikli miRNA’larin sayisi insanlarda bini gegmektedir (Calin ve Croce, 2006). Bu
molekiillerin gesitli biyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda 6nemli diizenleyici roller
aldig1 gosterilmistir. miRNA’larin hiicresel gen ekspresyonunu transkripsiyonel ve post
transkripsiyonel seviyede diizenledigi diistintilmektedir (Graves ve Zeng, 2012). mRNA’lara
hedef genin diistik 6zgiilliikte baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona
neden olabilecegi i¢in miRNA’lar gen ifadesinin kontroliinde Onemli rollere sahiptir
(Ravegnini ve digerleri, 2022). miRNA’lar 6zellikle hiicre tipinin belirlenmesi ve hiicre
farklilagmas1 olmak iizere pek ¢ok fizyolojik yolakta rol alir. Cesitli kanserlerde bazi
miRNA’larin onkogen, bazilariin ise tiimor baskilayict gen gibi islev gormesi, timor
ilerlemesi, metastazi ve invazyonunda miRNA’larin diizenleyici oldugunu gostermektedir

(Garzon ve digerleri, 2009).

miRNA’larin sentezi miRNA genlerinden RNA polimeraz II (RNA pol II) enzimi
araciligtyla oncli miRNA (pri-miRNA) sentezlenmesiyle baslar. Sa¢ tokas: seklinde olusan
pri-miRNA niikleusta bulunan bir RNaz olan Drosha ve RNA baglanma noktas1 bulunan bir
protein  DGCR8/Pasha’dan olusan mikroislemci komplekse baglanir ve 60 ile 70

niikleotidlik pargalar haline getirilerek pre-miRNA haline doniistiiriiliir.

miRNA’lar hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore onkogenik

veya timor baskilayici Ozellik kazanabilir. Cesitli kanser vakalarinda, ifadeleri artan
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miRNA’lar onkogen miRNA olarak adlandirilmaktadir. Onkomir olarak tanimlanan
miRNA’lar tiimor baskilayicit genleri ya da hiicre farklilagmasini kontrol eden genleri
etkileyerek tiimor gelisimine neden olabilirler (He ve digerleri, 2004). Tiimor baskilayict
MiRNA’lar ise timor olusumunu onkogenleri baskilayarak engellerler. miRNA — kanser
iliskisini ortaya koyan ilk c¢alismada kronik lenfositik 16semi’de miR-15 ve miR-16

genlerinin delesyona ugradiklar1 gosterilmistir (Calin ve digerleri, 2002).

miRNA’lar endometriyum, over, serviks ve hatta multifaktoriyel ve poligenik bir hastalik
olan endometrioziste gen ekspresyonunu belirleyen potent regiilatorlerdir (Srivastava ve
digerleri, 2017).

Chen ve digerleri (2013) serviks kanseri ile ilgili yapmis olduklari calismada; serum ve doku
orneklerinde olmak {izere 89 miRNA ekspresyonu gostermistir. Ayrica prekanserdz
lezyonlarda bile normal servikal dokuya gore farkli ekspresyon gosteren miRNA tiirleri

tespit edilmisgtir.

miRNA’lar; servikal kanserde yalnizca biyomarker degil, tedaviye direngten sorumlu ve
buna bagli olarak yeni kombinasyon terapilerinde ve hedeflenmis tedavide umut

vadetmektedir (Endale ve digerleri, 2024).
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Sekil 2.3. miRNA biyogenez basamaklar: (Causin ve digerleri, 2021)
2.6. EF24 ve Kanser Tedavisindeki Yeri
2.6.1. EF24

Curcuma longa bitkisinin koklerinden izole edilen kurkumin, zencefil ailesine ait ¢ok yillik
otsu bir bitkidir ve yaygin olarak giiney tropical Asya’da (Hindistan-Cin) yetistirilmektedir.
Genellikle gida iiriinlerinde renklendirici ve tatlandirici baharat olarak kullanilmaktadir

(Perkins ve digerleri, 2002).

Kurkuminin gesitli ¢alismalarda anti-oksidan, anti-inflamatuar, immiin sistem diizenleyici
ve anti-timoral etkinligi gosterilmistir. Ayrica farkli tiimorler tizerinde cok ¢esitli
mekanizmalarla anti-karsinojenik etki gosterdigi de bildirilmistir. Inflamasyonu, hiicre
proliferasyonunu, bazi onkogenleri, timor implantasyonunu ve karsinojenlerin
biyotransformasyonunu, transkripsiyon faktorii NF-KB (Niikleer faktor kappa B) ve COX2
(siklooksijenaz) enzimini baskiladigi, buna karsilik; glutatyon-s-transferaz enzimini aktive

ettigi gesitli calismalar ile ortaya konmustur. Literatiir dogrultusunda dogal kurkuminin
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kimyasal koruyucu, anti-oksidan ve benzeri etkilerinin kanitlanmast ile aragtirmacilar benzer

yapida ancak farkli igerikte olan sentetik kurkumin analoglarina yonelmislerdir.

EF24 sentetik bir curcumin analogudur; yapisal olarak benzer fakat biyoyararlanimi daha

fazladir (Thomas ve digerleri, 2008).

F 0 F

il ] [ [

o OCH4 N
O O H

Kurkumin EF24

Sekil 2.4. Kurkumin ve EF24°iin kimyasal yapis1 (He ve digerleri, 2018)

Ik olarak Adams ve digerleri (2005) tarafindan tasarlanmis ve sentezlemistir. EF24’iin
kanser hiicrelerine kars1 yiiksek derecede sitotoksik oldugu ve tiimor hiicresinin
cogalmasimin baskilanmasinda, serviks kanserinde yaygin kullanilan sisplatinden daha
yiiksek bir etki gosterdigi yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir (Adams ve digerleri, 2005).
Ayn1 zamanda, sisplatinden daha az toksisiteye sahiptir. EF24’iin kanser hiicrelerinde, hiicre
dongiisiinii durdurdugu ve apoptotik yolaklar1 aktiflestirdigi gosterilmistir (Kasinski ve
digerleri, 2008).

In vitro kosullarda ¢esitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunun G2/M fazinda bloke
olmasina neden olur ve bunu takiben apoptozu uyarir. G2/M kontrol nokta proteinlerinin
(pp53, pS53, p21) seviyelerinde artisa neden olur. Ayrica tiimor supresor geni PTEN
ekspresyonunu arttirdigi ve PTEN’in asir1 ekspresyonunun da G2/M fazinda hiicre
dongiisiintin durdurulmasini ve apoptozu indiikledigine dair ¢alismalar mevcuttur. In vivo
deneylerde ise, EF24’iin fare meme kanseri ve kolon kanseri ksenograft modellerinde tiimor
cogalmasii engelledigi gosterilmistir. Ayrica, fare meme kanseri ksenograft modelinde,
EF24’ iin toksisite diizeyinin diisiik oldugu gézlenmistir (Adams ve digerleri, 2005). EF24,
tek basina veya diger ajanlarla kombinasyon halinde, bir anti-kanser terapdtik ajan olarak

biiyiik bir potansiyel gostermektedir.
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Sekil 2.5. EF24’iin biyolojik aktivitesi ve mekanizmasi (He ve digerleri, 2018)
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Hiicre hatlan

Bu tez ¢alismasinda HPV (+) HeLa ve HPV (-) C33A hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre hatlari

onceki projelerden satin alinmistir.
3.1.2. Kullanilan cihazlar

e Biyogiivenlik kabini (DanLaf)

e Cedex XS otomatik hiicre sayim cihazi (Roche)
e (Calkalayici (Biosan)

e Derin dondurucu -86°C (Sanyo)

e  Derin dondurucu -30°C (Sanyo)

e Dikey elektroforez sistemi (BioRad)

e Islak protein transfer cihazi (BioRad)

e Elektroforez gii¢c kaynagi (Thermo)

e Hassas terazi (Precisa)

e Invert mikroskop (Zeiss)

e Jel ve membran goriintiileme cihazi (Carestream)
e Karbondioksitli Etliv (Sanyo)

e Kuru 1sitict blok (Biosan)

e  Mikropipetler, 10 pl, 100 pl, 1000 pl (Omnipette)
e Mikroplaka okuyucu (Molecular Devices)

e pH metre (Mettler Toledo)

e Sogutmasiz santrifiij (Heraeus)

e  Sogutmal: santrifiij (Hettich)

e  Spin vorteks (Biosan)

e  Otomatik 1s1 dongii cihaz1 (ThermoFisher)

e Gergek zamanli PCR (BioRAD)

e  Mikro-Hacim Spektrofotometre (Colibri)
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3.1.3. Kullamilan sarf malzemeler

e Hiicre dondurma tiipleri (Nest Scientific)

e  Hiicre kiiltiir flasklar1, 75 cm? (Nest Scientific)

e  Hiicre sayimmui icin tek kullanimlik slayt (Ibidi)

e 0.2,0.6, 1.5 ve 2 mL mikrosantrifiij tlipleri (Nest Scientific)
e 96 ve 6 kuyulu hiicre plakas1 (Nest Scientific)

e Polivinildenflorit membran (GVS)

e 15 ve 50 mL Santrifiyj tiipleri (Nest Scientific)

e 10, 100, 1000 puL steril pipet uglart (Kirgen)

e 1 mL steril insiilin enjektorii (Genject)

3.1.4. Kullamlan kimyasal malzemeler

e  4X Ornek Yiikleme Cozeltisi (BioRad)

e [-Merkaptoetanol (Merck)

e %30 Akrilamid/ Bisakrilamid ¢6zeltisi (Serva)

e  Sigir serum albiimini (Capricorn)

e  Amonyum persiilfat (Sigma)

e EF24 (AmBeed)

e Sisplatin (Cayman)

e Dimetil siilfoksit (Merck)

e  Izopropanol (Merck)

e  Metanol (Isolab)

e Fetal sigir serumu (Gibco)

e Tetrametiletilendiamin (Bioshop)

e Elektrokemolimunisans Ajan (ELabScience)

e L-Glutamin igeren DMEM Besiyeri (Gibco)

e L-Glutamin iceren DMEM/F12 Besiyeri (Gibco)
e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (BioShop)
e Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (Capricorn)

e  Penisilin/Streptomisin (Sartorius)

e Protein Standart1 (Applied Biological Materials)
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e Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

e Tetrametiletilendiamin (Sigma)

e Tripan mavisi (Sigma)

e Tripsin (Cytiva)

e Tris (Sigma)

e Tween 20 (BioShop)

e Tris-Glisin Cozeltisi (Biorad)

e  Tris-Glisin-SDS Cozeltisi (Biorad)
e RIPA Lizis ¢ozeltisi (ChemCruz)
e 20XTBS ¢ozeltisi (ChemCruz)

3.1.5. Kullanilan kitler ve antikorlar

Anti-Bcl-2 primer antikor (Santa Cruz)

Anti-Bcl-xL primer antikor (Santa Cruz)
BCA Protein Tayin Kiti (Takara)
Anti-GAPDH primer antikor (Santa Cruz)

HRP konjuge antimouse sekonder antikor (Santa Cruz)

3.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

a) %1 FBS iceren DMEM ve DMEM/F12 besiyerlerinin hazirlanisi;

Besiyerleri igerisine 5 mL Fetal Sigir Serumu (FBS), penisilin (100 1U/mL) ve streptomisin
(100 pg/mL) olacak sekilde eklendi. FBS orani %1, penisilin-streptomisin orani %1 olan
DMEM ve DMEM/F12 besiyerleri hazirlandu.

b) %10 FBS iceren DMEM ve DMEM/F12 besiyerlerinin hazirlanisi;

Besiyerleri igerisine 50 mL FBS, penisilin (100 IU/ml) ve streptomisin (100 pg/ml) olacak
sekilde eklendi. FBS oranm1 %10, penisilin-streptomisin oram1 %1 olan DMEM ve
DMEM/F12 besiyerleri hazirlandi.
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c) 5 mg/mL MTT karisiminin hazirlanmasi;

MTT ¢ozeltisini hazirlamak i¢in toz halinde bulunan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde tartilip, tizerine fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) eklendi. Hazirlanan ¢ozelti, por ¢ap1 0,22 um olan filtreden

gecirildi. Cozelti kullanim 6ncesi taze hazirlandi.

d) 32 mM EF24 stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 mg EF24 tartilip 803 ul DMSO igerisinde ¢oziildii. Kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi.

e) 1 mM Sisplatin stok ¢6zeltisinin hazirlanmasi

0,5 mg sisplatin tartilip 605,3 pL. PBS igerisinde ¢oziildii. Stok ¢dzelti kullanilincaya kadar
-20°C’de saklandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere

uygulandi.

f)  %10’luk SDS hazirlanmasi

10 g sodyum dodesil siilfat tartildi. Uzerine 100 mL distile su eklendi ve oda sicakliginda

saklandi.

g) 1,5M Tris ¢ozeltisi hazirlanmasi

18.15 gr Tris baz tartilip 80 mL distile suda ¢ozdiiriildi. HCI kullanilarak pH 8.8’e
ayarlandi. Son hacim distile su ile 100 mL’e tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti +4°C’de

saklandi.

h) 0,5 M Tris ¢6zeltisi hazirlanmasi

6 gr Tris bazi tartilip 80 mL distile suda ¢ozdiiriildii. HCI kullanilarak pH 6.8’e ayarlandi.

Son hacim distile su ile 100 mL’e tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti +4°C’de saklandi.
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1) 1X Yiirlitme ¢6zeltisinin hazirlanmasi

10X konsantrasyondaki Tris-Glisin-SDS stok ¢6zeltisinden 100 mL alindi. Toplam hacim

distile su ile 1000 mL’e tamamlanda.

j)  1X Tris-Glisin transfer ¢6zeltisinin hazirlanmasi

10X konsantrasyondaki Tris-Glisin stok ¢dzeltisinden 100 mL alindi. Uzerine 200 mL

metanol eklendi. Toplam hacim distile su ile 1000 mL’e tamamlandi.

K) %10’luk Amonyum persiilfat (APS) ¢6zeltisinin hazirlanmasi

0.5 mL suda 50 mg APS c¢oziildii. Her calisma 6ncesi taze olarak hazirlandi.

I) 1X TBS-Tween 20 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

20X TBS stok ¢ozeltisinden 50 mL alindi, tizerine 950 mL distile su eklendi. 0,22 pM por
capli enjektor filtresinden gecirildi. Hazirlanan ¢6zeltiye 9%0,1 oraninda olacak sekilde 1 mL

Tween-20 eklenerek iyice karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

m) Primer ve sekonder antikorlarin hazirlanmasi

%1 S181r serum albiimin (BSA) iceren 10 mL TBS-T ¢ozeltisine uygun konsantrasyonlarda

sekonder antikor eklenerek hazirlandi.

n) Membran bloklama ¢6zeltisinin hazirlanmasi

0,3 gr BSA tartildi ve %3 BSA konsantrasyonda olacak sekilde 10 mL TBS-T i¢inde

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

0) SDS-PAGE igin Jel Hazirlanmasi

Yikleme jeli toplamda 5 mL olacak sekilde; Distile su (3.2 mL), %30
Akrilamid/Bisakrilamid (0.5 mL), 1 M Tris (pH 6.8 1.25 mL), %10 SDS (0.05 mL), %10
APS (0.05 mL) ve TEMED (0.005 mL) karistirilarak hazirlandi.
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Toplamda 10 mL % 10’luk ayirma jeli i¢in; Distile su (4,8 mL), %30
Akrilamid/Bisakrilamid ( 2.5 mL), 1,5 M Tris (pH 8.8 2.5 mL), %10 SDS (0.1 mL), %10
APS (0.1 mL) ve TEMED (0,01 mL) karistirilarak hazirlandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hiicre kiiltiiri

HPV (-) C33A ve HPV (+) HeLa servikal kanser hiicreleri tez ¢caligmasina dahil edildi. %10
FBS ve %] antibiyotik iceren; DMEM/F12 besiyerinde C33A hiicreleri ve  DMEM
besiyerinde ise HeLa hiicreleri %5 CO2’li ve nemli etiivde 37°C’de ¢ogaltildi.

Hiicre canliliginin belirlenmesi

Hiicre canliligimmin belirlenmesinde MTT yontemi kullanildi. EF24’tin (0.5-32 pM) ve
sisplatinin (5-100 uM) cesitli konsantrasyonlari tek baslarina ve birlikte 24 ve 48 saat
stiresince her iki hiicreye de uygulandi. C33A ve HeLla hiicreleri ¢ogaltildiktan sonra

otomatik hiicre sayim cihazi ile sayilari belirlendi.

96 kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina her kuyuya 7.500/100 pl hiicre gelecek sekilde C33A
hiicreleri %1 FBS iceren DMEM/F12, HeLa hiicreleri ise %1 FBS igeren DMEM besiyeri
ile ekildi. Hiicrelerin kiiltiir plaka tabanina tutunmasi i¢in ortalama 16 saat beklendi. EF24
ve sisplatinin stok ¢ozeltileri, her hiicreye 6zgii %10 FBS igeren besiyerleri ile seyreltildi.
Kullanilan ajanlarin belirlenen konsantrasyonlari tek baslarina ve birlikte hiicrelere 24 ve 48
saat siirelerinde uygulandi. DMSO’da ¢ozdiiriilen EF24’{in en yiiksek konsantrasyonunda
DMSO miktart %0.1°in altindaydi. Belirtilen siirelerin sonunda ajanlar: i¢ceren besiyerleri
uzaklastirildi. Her hiicreye 6zgii %10 FBS igeren besiyerlerinden 90 puL alinarak hiicreler
iizerine uygulandi. Taze hazirlanan stok MTT ¢6zeltisinden ise 10 pL besiyerlerine eklendi.
Hiicreler %5 CO2’li ve nemli etiivde 37°C’de 3 saat bekletildi. Siire sonunda MTT igeren
besiyerleri uzaklastirildi. Bu siirede olusan formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in her kuyuya
100 ul DMSO eklendi. Her kuyunun 570 nm’deki absorbans degerinin belirlenmesi i¢in, 96
kuyulu hiicre kiiltlir plakast mikroplaka okuyucusuna (Spectramax M3 plate reader,
Molecular Devices) yerlestirildi. Hiicrelere uygulanan her konsantrasyon 6 tekrarli olacak
sekilde caligildi. Her ajanin belirlenmis konsantrasyonuna ait ortalama absorbans degerleri

hesaplandi. EF24 uygulanmayan kontrol hiicrelerinin canliligt (DMSO kontrol) hiicre
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canlilik oran1 %100 olarak kabul edildi. Benzer sekilde, sisplatin uygulanmayan hiicrelerin
canliligt (PBS kontrol) da %100 olarak hesaplandi. Ajanlara ait ortalama absorbans
degerlerinin, kontrol hiicrelerinin absorbans degerine oranlanmasi ile % canlilik oranlari

belirlendi.

3.3.2. Bcl-2, Bel-xL ve GAPDH protein ifade diizeylerinin western blot yontemi ile
belirlenmesi

Protein izolasyonu

C33A ve HeLa hiicreleri her kuyuda 10° hiicre olacak sekilde %1 FBS igeren besiyerleri ile
6 kuyulu hiicre kiiltiir plakasina ekildi. 16 saat sonra hiicrelerin kiiltiir plakasina yapisip
yapismadigi invert mikroskop altinda kontrol edildikten sonra, MTT analizi sonucu segilen
sisplatin (10 uM) ve EF24 (4 uM) konsantrasyonlar1 hiicrelere tek baslarina ve birlikte 48
saat uygulandi. Stire bitiminde besiyeri ¢ekilerek, soguk 1X PBS tamponu ile hiicreler bir
defa yikandi. Hiicreler iizerine proteaz inhibitorlerinin bulundugu RIPA lizis ¢ozeltisi
eklenerek, hiicre kaziyict yardimu ile kiiltlir plakasindan ayrilmasi saglandi. Mikrosantrifiij
tiipiine alinan hiicre lizatlar1 +4°C’de 13.500 rpm’de 10dk santrifiij edildi ve tist kisimdaki
stv1 fazda kalan proteinler yeni bir mikrosantrifiij tlipline alindi. Elde edilen proteinlerin
konsantrasyonlar1 bikinkoninik asit (BCA) protein degerlendirme kiti ile belirlendi.
Proteinler 0,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine esit hacimlerde béliinerek -80 °C’de derin

dondurucuda saklandi.

Western blot yontemi ile protein ifade diizeylerinin belirlenmesi

Proteinler sodium dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile molekiiler
agirhiklarina gore ayrildi. Yiikleme ve ayirma jeli dokiildii. Ornekler her kuyuya 30 pg
protein gelecek sekilde 6rnek hazirlama soliisyonu ile diliie edildi. 95 °C de 5 dakika
denatiire edildi. Oda sicakligina gelince ilk kuyuya marker protein ¢ozeltisi ve diger kuyulara

ornekler yiiklendi. Jel 1X running buffer igerisinde 40 mA’de 1 saat yiiriitiildii.

Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinlerin gozle takibi marker araciligr ile
yapildi. Yiriitme islemi bittikten sonra jel tlizerinde bulunan proteinler PVDF membrana
transfer edildi. Transfer kasetine siinger, kurutma kagidi, jel ve PVDF membran yerlestirildi.

Transfer tamponu igerisinde 1 saat 300 mA’de transfer islemi gerceklestirildi.
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Membranlar %3 BSA igeren TBS ¢ozeltisi iginde blokland1. 5 kez TBS-T ¢ozeltisi ile 5 dk
yikandi. Bcl-2, Bcl-xI ve GAPDH primer antikorlari eklenip, bir gece boyunca +4°C de
calkalayici tizerinde bekletildi. 5 kez TBS-T ¢ozeltisi ile 5 dk yikandi. Sekonder antikorlar
eklenip, oda sicakliginda ¢alkalayici iizerinde 1 saat beklettikten sonra 5 kez TBS-T ¢ozeltisi
ile 5 dk yikandi. Membranlar CL Chemiluminescent HRP Western substrat soliisyonu ile
karanlikta 5 dakika karistirict lizerinde bekletilip, Gel Logic 2200 Pro cihazinda Carestreem
programi kullanilarak goriintiilendi. Bant kalinliklar1 ImageJ programi kullanilarak

degerlendirildi.

3.3.3. miRNA-mRNA network analizi

miRTargetLink 2.0 veri tabani kullanilarak Bel2 ve Bcl-xL geni ile iligkili miRNA’lar
belirlenmistir. Ayrica,“CirCNet” veri tabaninda kullanilarak, miRTargetLink veri tabaninda
belirlenmis olan miRNA’larin, Bcl2 ve Bel-xL mRNA’s1 ile iligkili olup olmadig: da kontrol
edilmigstir. Kanserler, o6zellikle de jinekolojik kanserler ve servikal kanserle iliskili
miRNA’lar arastirilmistir. Veri tabanlarina gére, Bcl2 mRNA’s1 ile iligkili oldugu belirlenen
hsa-mir-148a-3p, mir-34a-5p, mir-181a-5p ve mir-146a-5p miRNA’lar1 ¢alismaya dahil
edilmigtir. Ayrica, mir-34a-5p’nin Bcl-xL mRNA’s1 ile de iligkili oldugu belirlenmistir.

3.3.4. Bcl-2 ve Bel-xL ile iliskili secilen miRNA’larin (miR-148a-3p, miR-34a-5p, miR-
146a-5p ve miR-181a-5p) ifadelerinin belirlenmesi

miRNA izolasyonu

Kiiltiir 6rneklerinden DiaRex® Total RNA Ekstraksiyon Kit (Kat No: TR-0877 Diagen,
Tiirkiye) kullanilarak total RNA elde edildi. Kisaca pellet iizerine 600 pL Lizis (LBD)
sollisyonu eklendi. Kisa bir vorteks yapildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon
yapildi. Inkiibasyon sonunda icerik maksimum hizda 15 saniye spin atildi ve pellete temas
etmeden tiim igerik yeni tiipe aktarildi. Uzerine LBD soliisyon miktar1 kadar (350/600 pL)
mutlak etanol eklenip, pipetle karistirildi. RNA kolonun ortasina yiiklendi, 1 dk, 10.000 rpm’
de santrifuj edildi. Kolon yeni bir 2 mL mikrosantrifiij tiipline alinarak, 500 pL Yikama
Soliisyonu-1 (WBD-1) eklendi. 1 dk, 8000 x g (10,000 rpm) de santrifiij edildi. Kolon yeni
bir 2 mL tiipe alind1, 500 pL Yikama Soliisyonu-2 (WBD-2) eklendi, 1 dk, 10.000 rpm’de
santrifiij edildi. Tekrar 500 uL. Yikama Soliisyonu-2 (WBD-2) eklendi, 3 dk maksimum

hizda 14.000 rpm’de santrifuj edilir. Etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in, kolon yeni bir
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2 mL tiipe alinip, 1 dk maksimum hizda 14,000 rpm’de santrifiij edildi. RNA kolonu yeni
tiipe aktarildi, 30-50 uL. RNaz icermeyen -H20 kolonun ortasina gelecek sekilde eklendi, 1
dk 10,000 rpm’de santrifu;j edildi.

cDNA sentezi

Muhafaza edilen numuneler buz {izerinde ¢ozdiiriildii. cDNA islemi 6ncesinde RNA saflig1
ve konsantrasyonlar1 (Colibri Titertek Berthold, Almanya) cihazinda belirlendi. RNA
Ol¢limiiniinden sonra numuneler cDNA sentez reaksiyonunda 1 pg olacak sekilde steril
distile su ile seyreltildi. Ardindan SOLIScript® RT cDNA synthesis KIT (SolisBIODYNE,
Estonya) kullanilarak cDNA sentez islemine gegildi. Kisaca cDNA asamasi total hacim 20
pL olacak sekilde 2 uLL 10x RT reaction buffer, 1 uL reverse transkripsiyon enzimi, 1 pL
oligo (dT) primer (ya da stem-loop primer), 0.5 uL dNTP mix, 0.1 pL RNase inhibitor ve
degisken miktarlarda distile su ile numune kullanildi. Tiim igerik hazirlandiktan sonra
konvensiyonel PCR cihazina (ThermoFisher Veriti, Amerika) yiiklendi. 50°C’de 55 dk
reverse transkripsiyon islemi gergeklestirildi. Reaksiyon sonunda enzim, 85 °C’de 5 dk ’da

inaktive edildi. Inaktivasyonun ardindan cDNA fiiriinleri -20 °C’de muhafaza edildi.

miR-148a-3p, miR-34a-5p, miR-146a-5p ve miR-181a-5p miRNA ’larin ifade diizeylerinin
kantitatif olarak belirlenmesi

miR-148a-3p, miR-34a-5p, miR-146a-5p ve miR-181a-5p miRNA’larinin ifade diizeyi,
kantitatif RT-PCR (qPCR) yontemi ile analiz edildi. Calismada housekeeping gen olan
RNUG6A (U6) kullanildi. miRNA’larin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri Tablo 1°de

yer almaktadir.

Gene Ozgii primer tasarimi Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi) ile yapildi. Secilen forward ve reverse primerleri Biomers (Almanya)
tarafindan sentez edildi. Liyofilize haldeki primerler 100 mM olacak sekilde niikleaz free
dH20 ile ¢ozdirildi. Gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi igin SolisFAST®
SolisGreen® qPCR Mix (no ROX), 5X (SolisBIODYNE, Estonya) kullanildi. 1X PCR
reaksiyonu i¢in total hacim 20 pL olacak sekilde; 4 pL master mix, 5 pL mix B ( 0.3 mM
forward ve reverse primerleri igerir), 6 uL dH20 ve 5 uLL cDNA’dan olustu. Realtime PCR
cihazinda (BioRAD CFX-96, Almanya) 0,1 mL mikrosantrifiij tiipleri kullanilarak
reasiyonlar gerceklestirildi. Deney programi; ilk denatiirasyon 95 °C’de 5 dk 1 tekrar; 95 °C


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
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5 sn, 55 °C’de (miR-34a-5p/miR-146a-5p/miR-181a-5p) 57 °C’de (U6/miR-148a-3p) 30 sn
(baglanma), 45 tekrar; 72 °C’de 5 sn olarak gerceklestirildi. Reaksiyon sonucu miRNA’larin
ifade dilizeyini gosteren cycle threshold (Ct) degerleri belirlendi. miRNA’larin ifade

diizeyleri U6’a gore normalize edildi.

Cizelge 3.1. miRNA ve qPCR’da kullanilan primer dizileri

miRNA Primer Tm Melting
Tm
miR-148a-3p-F CACGCATCAGTGCACTACAG
MiR-1483.30-Stem-loop  CTCCGTATCCAGTGCAGGGCCGAGGTATTCGCACT  57°C  7T1-75°C
P P GGATACGACACAAAG
miR-34a-5p-F CACGCATGGCAGTGTCTTAG
MiR-348.50-Stem-loop  CTCCGTATCCAGTGCAGGGCCGAGGTATTCGCACT  35°C  70-72°C
P P GGATACGACACAACC
miR-146a-5p-F CACGCATGAGAACTGAATTCC
: GTCGTATCCAGTGCAGGGCCGAGGTATTCGCACT 35°C  71-73°C
MiR-146a-5p-Stem-100p =~ AT ACGACAACCCA
miR-181a-5p-F CACGCAAACATTCAACGCTG
MiR-181a-50-Stem-loop  CTCCTATCCAGTGCAGGGCCGAGGTATTCGCACT  35°C  70-74°C
P P GGATACGACACTCAC
Universal-R CCAGTGCAGGGCCGAGGTA
u6_F GCAAATTCGTGAAGCGTTC
57°C 71-73°C
U6_R AGAAGCCATTAGTGTCCAAG
GCTACCAGAAGCCATTAGTGTCCAAGTACTGCAA
U6-Stem-loop TGAGAAGTTCGTCCTGCCGGGTAGCTTTTTTTTTT

AAAAATAT

3.3.5. istatistiksel analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde “SPSS 23.0” programi kullanildi. P
degerinin <0.05 olmas istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Hiicre canlilifi deney
sonuglarinin istatistiksel analizinde Student’s t-testi kullanildi. Western blot yonteminden
elde edilen bant goriintiileri Image J programi kullanilarak kantitatif olarak analiz edildi.
miRNA’larin ifade farklhiliklarimin anlamlilign REST (2009) programi ile karsilastirild:
(Pfaffl ve digerleri, 2002).
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4. BULGULAR
4.1. EF24’iin Hiicre Canhhg Uzerine Etkilerinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

EF24 degisen siire ve konsantrasyonlarda tek baslarina HeLa ve C33A hiicrelerine
uygulanmasiin hiicre canliligina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri

yapildi.
4.1.1. EF24’iin HeLa hiicre canlihg: iizerine etkilerinin MTT yontemiyle belirlenmesi

EF24’iin degisen siire ve konsantrasyon araliginda HeLa hiicrelerine uygulanmasinin hiicre

canlili§ina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri yapildi.

EF24 artan konsantrasyonlarda 24 saat HeLa hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda, artan EF24 konsantrasyonlariyla birlikte hiicre canliliginin azaldig: ve
bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Hiicre canliliginin 0,5uM’da
%97, 1uM’da %87, 2uM’da %8S, 4uM’da %72, 8uM’da %43, 16uM’da %23, 32uM’da
%7 oldugu belirlendi (Grafik 1).
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Sekil 4.1. EF24°{in artan konsantrasyonlarinin 24 saat HeLa hiicrelerine uygulanmasi

sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri. *:p<0.05; ***:p<0.001
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EF24 artan konsantrasyonlarda HeLa hiicrelerine 48 saat uygulandi. 2 pM ve f{isti
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda belirlenen azalma istatistiksel olarak anlamliydi.
Hiicre canliliginin 2uM’da %95, 4uM’da %70, 8uM’da %23, 16uM’da %6, 32uM’da %4
oldugu saptand1 (Grafik 2).

120
100 3k
>a0
= 80
= s’ 3k ok
C
©
o
o 60
S
O
::g
40
S
3k ok
20
* 3k ok p—
5 -
Kontrol 0,5 1 2 4 8 16 32
EF24 Konsantrasyonu (pLM)

Sekil 4.2. EF24’iin artan konsantrasyonlarinin 48 saat HelLa hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri. *:p<0.001; ***:p<0.0001

4.1.2. EF24’iin C33A hiicre canlihigr iizerine etkilerinin MTT yontemiyle belirlenmesi

EF24’iin degisen siire ve konsantrasyon araliklarinda C33A hiicrelerine uygulanmasinin

hiicre canliligina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri yapildi.

EF24 artan konsantrasyonlarda C33A hiicrelerine 24 saat uygulandi. 4 uM ve isti
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalma oldugu belirlendi. Bu azalisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptandi. Hiicre canliliginin 4uM’da %88, 8uM ve 16uM’da %71,
32uM’da %73 oldugu tespit edildi (Grafik 3).
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Sekil 4.3. EF24’iin artan konsantrasyonlarinin 24 saat C33A hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri. ***:p<0.001

EF24 artan konsantrasyonlarda 48 saat C33A hiicrelerine uygulandi. Uygulanan tiim
konsantrasyonlarda hiicre canliliginin azaldigir ve bu azalisin istatistiksel olarak anlaml
oldugu tespit edildi. Hiicre canliliginin 0,5uM ve 1uM’da %89, 2uM’da %60, 4uM’da %55,
8uM’da %39, 16pM’da %35, 32uM’da %19 oldugu belirlendi (Grafik 4).
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Sekil 4.4. EF24°lin artan konsantrasyonlarinin 48 saat C33A hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri. ***:p<0.001

4.2. CDDP’in (Sisplatin) Hiicre Canlihgi Uzerine Etkilerinin MTT Yéontemi ile
Belirlenmesi

CDDP degisen siire ve konsantrasyonlarda tek baglarina HeLa ve C33A hiicrelerine
uygulanmasiin hiicre canlilifina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri

yapildi.
4.2.1. CDDP’in HeLa hiicre canlihigl iizerine etkilerinin MTT yontemiyle belirlenmesi

CDDP’in degisen siire ve konsantrasyon araliginda HeLa hiicrelerine uygulanmasinin hiicre

canlilifina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri yapildi.

CDDP artan konsantrasyonlarda 24 saat HeLa hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicreleriyle
karsilagtirildiginda, 5-25 uM CDDP konsantrasyonlarinda canliligin %96-100 araliginda
oldugu belirlendi. Hiicre canlilik ylizdelerinin 50uM ve 100uM konsantrasyonlarda sirasiyla

%60 ve %11 oldugu goriildii ve bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(Grafik 5).
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Sekil 4.5. CDDP’in artan konsantrasyonlarinin 24 saat HeLa hiicrelerine uygulanmasi

sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri ***:p<0.001

CDDP artan konsantrasyonlarda 48 saat HeLa hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicreleriyle

karsilastirildiginda, artan CDDP konsantrasyonlariyla birlikte hiicre canliliginin azaldigi ve

bu azaligin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Hiicre canliligimin 5uM’da %84,
10uM’da %75, 20uM’da %61, 25uM’da %57, 50uM’da %10, 100uM’da %3 oldugu

belirlendi (Grafik 6).
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Sekil 4.6. CDDP’in artan konsantrasyonlarmmin 48 saat HeLa hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu

anlamlilik degerleri ***:p<0.001
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4.2.2. CDDP’in C33A hiicre canlihig: iizerine etkilerinin MTT yontemiyle belirlenmesi

CDDP’in degisen siire ve konsantrasyon araliklarinda C33A hiicrelerine uygulanmasinin

hiicre canliligina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri yapildi.

CDDP artan konsantrasyonlarda 24 saat C33A hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda, CDDP’in tiim konsantrasyonlarinda hiicre canlilifindaki azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Hiicre canliliginin 5 ve 10uM’da %84,
20uM’da %79, 25uM’da %68, 50 ve 100uM’da %56 oldugu belirlendi (Grafik 7).
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Sekil 4.7. CDDP’in artan konsantrasyonlarinin 24 saat C33A hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri ***:p<0.001

CDDP artan konsantrasyonlarda 48 saat C33A hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda, artan CDDP konsantrasyonlariyla birlikte hiicre canliliginin azaldigi ve
bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Hiicre canliliginin SuM’da %77,
10uM’da %66, 20uM’da %49, 25uM’da %45, 50uM’da %25, 100uM’da %19 oldugu
belirlendi (Grafik 8).
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Sekil 4.8. CDDP’in artan konsantrasyonlarinin 48 saat C33A hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri ***:p<0.001

4.3. EF24 ve CDDP’nin Servikal Kanser Hiicrelerine Uygulanmasinin Hiicre Canlihg:
Uzerine Etkileri

Ajanlarin tek basina HelLa ve C33A hiicrelerine uygulanmasi sonucu elde edilen hiicre
canlilik oranlarina gore, EF24’iin 4uM, CDDP’in ise 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlar1

birlikte uygulama deneyleri i¢in secildi.

4.3.1. HeLa hiicrelerine ajanlarin birlikte uygulanmasimnin hiicre canhhg iizerine
etkilerinin MTT yontemi ile degerlendirilmesi

4uM EF24+10uM CDDP birlikte 24 saat HeLa hiicrelerine uygulandiginda, hiicre
canliliginin %63, 4uM EF24+25uM CDDP uygulamasinda ise hiicre canliligmin %33
oldugu belirlendi. 4uM EF24+10uM CDDP birlikte 48 saat HeLa hiicrelerine
uygulandiginda, hiicre canliliginin %70, 4uM EF24+25uM CDDP uygulamasinda ise hiicre
canliliginin %33 oldugu saptanmistir (Grafik 9). Hiicre canlilifindaki bu azalmalarin

istatistiksel olarak da anlamli oldugu bulundu.
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Sekil 4.9. EF24 ve sisplatinin belirlenen konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat Hela
hiicrelerine birlikte uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlar.
Kontroller ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri ***:p <0.001

4.3.2. C33A hiicrelerine ajanlarin birlikte uygulanmasimnin hiicre canhhgl iizerine
etkilerinin MTT yontemi ile degerlendirilmesi

4uM EF24+10uM CDDP birlikte 24 saat C33A hiicrelerine uygulandiginda, hiicre
canliliginin %74, 4uM EF24+25uM CDDP uygulamasinda ise hiicre canliligmin %353
oldugu saptandi. 4uM EF24+10uM CDDP birlikte 48 saat C33A hiicrelerine
uygulandiginda, hiicre canliliginin %59, 4uM EF24+25uM CDDP uygulamasinda ise hiicre
canliliginin %50 oldugu bulundu (Grafik 10). Hiicre canliligindaki bu azalislar istatistiksel

olarak da anlamliydi.
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Sekil 4.10. EF24 ve sisplatinin belirlenen konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat C33A
hiicrelerine birlikte uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari.
Kontrollerle ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri ***:p <0.001

4.4. EF24 ve CDDP’nin Tek Basina veya Birlikte HeLa Hiicrelerine Uygulanmasinin
Bcl2 ve Bel-xL Protein ifadesi Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

EF24 ve sisplatinin se¢ilen konsantrasyonlarinin HeLa hiicrelerinde Bcl2 ve Bcel-xL protein
ifadesi tizerine olan etkisi western blot yontemi ile belirlendi. Elde edilen protein bantlarinin

goriintiileri Sekil 4.1°de yer almaktadir. Normalizasyon i¢in GAPDH proteini kullanildi.
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Sekil 4.11. EF24 ve CDDP’nin tekli veya birlikte uygulanmasinin HeLa hiicrelerinde Bcl2
ve Bcl-xL protein ifadelerine olan etkisi

4.5. EF24 ve CDDP’nin Tek Basina veya Birlikte C33A Hiicrelerine Uygulanmasinin
Bel2 ve Bel-xL Protein Ifadesi Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

EF24 ve sisplatinin se¢ilen konsantrasyonlarinin C33A hiicrelerinde Bcl2 ve Bcl-XL protein
ifadesi tizerine olan etkisi western blot yontemi ile belirlendi. Elde edilen protein bantlarinin

goriintiileri Sekil 4.2°de yer almaktadir. Normalizasyon i¢cin GAPDH proteini kullanildi.
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Sekil 4.12. EF24 ve CDDP’nin tekli veya birlikte uygulanmasinin C33A hiicrelerinde Bcl2
ve Bcl-xL protein ifadelerine olan etkisi

4.6. EF24 ve CDDP’nin Tek Basina veya Birlikte HeLa Hiicrelerine Uygulanmasinin
Secilen miRNA’larin ifadeleri Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

4 uM EF24 tek basina 48 saat HeLa hiicrelerine uygulanip kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda ise, miR-146a-5p ifadesinin 6.64 kat ve miR-148a-3p ifadesinin 49.9 kat
artig1 istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.0001). Ancak, miR-34a-5p ve miR-181a-5p

ifadelerindeki azalislarin ise anlamli olmadigi saptandi (p>0.05).

Kontrol ile karsilastirildiginda, HeLa hiicrelerine ayni siirede uygulanan 10 uM CDDP’nin
miR-181a-5p ifadesinin 6.5 kat azaldig1, miR-148a-3p ifadesini ise 30.4 arttig1 ve bu ifade
degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.0001). Ancak, miR-34a-5p
ve miR-146a-5p ifadelerindeki artiglarin ise anlamli olmadigi saptandi (p>0.05).

HeLa hiicrelerine EF24 ve CDDP birlikte 48 saat uygulandiginda ise, miR-34a-5p ifadesinin
1.2 kat ve miR-146a-5p ifadesinin 3.2 kat artmas1 anlamliyken (p<0.0001), ve miR-148a-3p
ve miR-181a-5p ifade degisimleri anlamsizdi (p>0.05) (Grafik 11).
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Sekil 4.13. EF24 ve CDDP’nin tek basina veya birlikte HeLa hiicrelerine uygulanmasinin
secilen miRNA’larin ifadeleri lizerine olan etkisinin belirlenmesi

4.7. EF24 ve CDDP’nin Tek Basina veya Birlikte C33A Hiicrelerine Uygulanmasinin
Secilen miRNA’larin ifadeleri Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

4 uM EF24 tek basmma 48 saat C33A hiicrelerine uygulanip kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda, miR-34a-5p ifadesinin 2.6 kat, miR-146a-5p ifadesinin 1.96 kat, miR-
148a-3p ifadesinin 6.95 kat ve miR-181a-5p ifadesinin ise 1.44 kat azalmasi istatistiksel
olarak anlamliyd: (p<0.0001).

Kontrol ile karsilastirildiginda, C33A hiicrelerine ayni siirede uygulanan 10 pM CDDP’nin
miR-34a-5p ifadesinin 1.3 kat artirdigi, miR-148a-3p ifadesini ise 3.6 azalttig1 ve bu ifade
degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.0001). Ancak, miR-146a-
5p ve miR-181a-5p ifadelerindeki 9’ar kat artigin anlamli olmadig: saptandi (p>0.05).

C33A hiicrelerine EF24 ve CDDP birlikte 48 saat uygulandiginda ise, miR-34a-5p ifadesinin
9.5 kat, miR-148a-3p ifadesinin 15.2 kat ve miR-181a-5p ifadesinin ise 1.87 kat azalmasi ve
miR-146a-5p ifadesinin 4.3 kat artisi, istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0.0001) (Grafik 12).
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Sekil 4.14. EF24 ve CDDP’nin tek basina veya birlikte C33A hiicrelerine uygulanmasinin
se¢ilen miRNA’larin ifadeleri lizerine olan etkisinin belirlenmesi
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5. TARTISMA

Serviks kanseri jinekolojik kanser tiirleri arasinda mortalite ve morbiditesi yiiksek bir
kanserdir. Erken evrelerde saptandiginda cerrahi tedavi uygulanarak yiiksek sagkalim
oranlarinin elde edilmesine karsin, ileri evrelerde cerrahi uygunluk olmayip diisiik sagkalim
ve yiiksek niiks oranlar1 ile birliktelik goriilmektedir. Kemoradyoterapi ileri evrelerde
uygulanan standart tedavi yontemidir. Ancak, ozellikle kemoterapdtik ajanlarin sebep
oldugu toksisiteyi azaltmak ve tedavi basarisini arttirmak amaclhi yeni tedavi yontemleri,

ozellikle de hedefe yonelik tedaviler iizerinde ¢alisiimaktadir.

Bitkisel tedavinin ve kemoterapinin kombine edildigi yontemler tek basina kemoterapiye
gore daha az yan etki profiline sahiptir ve literatiirde bununla ilgili ¢esitli calismalar
bulunmaktadir. Bu ajanlarin, 6zellikle EF24’tin Bcl-2 {izerinden apoptozu indiikleyerek

karsinogenezi baskilayabilecegi in vitro/in vivo olarak gosterilmistir.

Apoptotik siirece mitokondri veya endoplazmik retikulum aracilik edebilir. Bel-2 protein
ailesi bu olaylar1 kontrol eder. Mitokondriyal membranin gegirgenligi yoluyla sitokrom ¢
saliniminin diizenlenmesinde rol oynayan proapoptotik proteinler (Bak, Bcl-10, Bax, Bad,
Bid, Bim, Bik, Hrk) ve antiapoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-w, Bf-1, Bcl-xL, Bag) apoptoz
gelisiminde Onemlidir. Ayrica, p53'in Bcl-2 protein ailesinin iiyelerini diizenledigi
gosterilmigtir. p53, proapoptotik bir protein olan Bax'in transkripsiyonunu dogrudan

uyararak apoptoz gelisiminde rol aldig: bildirilmistir (Kang ve digerleri, 2009).

Apoptoza direng, genel olarak kanserin 6nemli bir 6zelligidir ve ¢oklu ilag¢ direncinde de
etkilidir. Bu nedenle, kullanilan kemoterapotik ajana karsi gelisen direncin azalmasina
katkida bulunabilecek molekiillerin ve hedefe yonelik yeni ajanlarin tanimlanmasina yonelik
aragtirmalar hiz kazanmistir. Kemoterapotik ajanlar tarafindan apoptozun uyarilmasi, kanser
tedavisi i¢in en etkili yontemlerden biri olmustur. Sitotoksik ajanlara yanit olarak gelisen
apoptoz, hedeflenen kanser tedavisinde yararli bir ara¢ haline gelmistir. Dogal bilesikler
diisik yan etki profili ve daha az kemoterapi direnci gelistirmesi nedeniyle, farklh
mekanizmalarla apoptozu indiikleyerek kanser tedavisinde kullanilabilir (Sahin ve digerleri,

2022).
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Bcl-2 antiapoptotik proteinlerin hedeflenerek uygulanan tedavi segeneklerine 6rnek olarak
BH3 mimetiklerin kullanimi, kanser tedavisinde umut vadetmektedir. Bundan yola ¢ikilarak
yapilan ¢alismalardan birinde, servikal kanser hiicre hatlarinda Bcl-xL ve Mcl-1" e 6zgii
BH3 mimetik ajanlar ¢alisilmistir ve apoptotik hiicre 6liimiinlin uyarildig: tespit edilmistir

(Abdul Rahman ve digerleri, 2020).

EF24, kurkumin analogu olan sentetik bir bilesiktir. EF24’tin, farkli insan kanser
hiicrelerinde anjiyogenezi ve metastazi baskiladigi, hiicre dongiisiinii durdurdugu, apoptotik
yolaklar1 aktiflestirdigi in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir (Yang ve digerleri,
2013; He ve digerleri, 2018).

Yang ve digerleri tarafindan yapilan osteosarkom hiicre hattinda yapilan ¢alismada; EF24
ve kurkuminin kaspaz -3/-7 aktivitesini arttirdig1 gosterilmis, bunun yaninda 10 uM EF24
uygulanan hiicrelerde apoptozun %64,1 arttig1 gézlenmis olup, 30 pM kurkumin maruziyeti
sonucunda ise, bu oraninin %43,9 oldugu rapor edilmistir. Apoptoz iliskili sinyal yolaklarina
bakildiginda; her ikisinde de Bid ve Bcl-2 protein ifadelerinin azaldigi, buna karsin Bax ve

p53 protein ifadelerinin ise, arttigi gézlenmistir (Yang ve digerleri, 2014).

Bu doktora tez ¢alismasinda; EF24°iin tek basina ve CDDP birlikte, HeLa (HPV pozitif) ve
C33A (HPV negatif) hiicrelerine uygulanmasinin Bcl-2 ve Bcl-xL iligkili hsa-miR-181a-5p,
hsa-miR-146a-5p, hsa-miR34a-5p, hsa-miR-148-3p miRNA ifade diizeylerine etkisinin
belirlenmesi hedeflenmistir. EF24, HeLa hiicrelerine tek basina uygulandiginda hsa-miR-
146a-5p ve hsa-miR-148-3p ifadelerinde anlamli artig goriilmiistiir. Bu hiicrelere, CDDP tek
basina uygulandiginda ise ¢alisilan miRNA’larin hig¢birinde anlamli bir ifade artisi
gozlenmezken; EF24+CDDP birlikte uygulandiginda hsa-miR34a-5p ve hsa-miR-146a-5p
ifadelerinde anlamli artis kaydedilmistir. C33A hiicrelerinde EF24+CDDP birlikte
uygulanmas: sonucu Bcl-2 diizeyinde belirgin bir azalma ve buna bagli oldugunu
diistindiigiimiiz miR-146a-5p ifadesinde anlamli bir artis belirlenmistir. Literatiirde EF24°iin
jinekolojik ve servikal kanserler iizerindeki antikanser etkisine yonelik ¢alismalar mevcut
olup; tez calismamizda hedefledigimiz miRNA ifadelerinin diizeylerinin belirlenmesine

yonelik bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Liu ve digerleri (2012) EF24’iin apoptoz ve hiicre dongiisii tizerine olan etkisini Hepal-6

fare karaciger hiicrelerinde arastirmistir. Ayrica, deneysel Hepal-6 fare kanser modeli
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olusturarak, in vivo sartlarda EF24°iin hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz tizerine olan etkilerini
belirlemislerdir. Calisma sonucunda, EF24°iin in vitro sartlarda anjiyogenezi engelledigi,
i¢sel yolak aracilikli apoptozu uyardigi ve hiicre dongiisiinii durdurdugunu; in vivo sartlarda

ise apoptozu uyardigini gostermislerdir.

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada EF24’iin prostat kanser (DU145) ve melanom (B16)
modelinde hiicre cogalmasi ve metastaz tizerindeki etkileri arastirilmistir. EF24° Gin prostat
kanser hiicrelerinde in vitro olarak, NF-xB sinyal yolagini baskiladigini ve apoptozu
uyardigini, in vivo olarak ise hiicre ¢ogalmasini baskiladigini belirlemislerdir (Yang ve
digerleri, 2013).

Yapilan literatlir taramasinda, EF24’iin servikal kanser hiicreleri iizerine olan etkisini
belirlemeye yonelik tek calismaya rastlanmistir. Kasinski ve digerlerinin, HeLa hiicre
hattinin  kullanildigi ve EF24'in molekiiler etki mekanizmasini belirlemeye yo6nelik
yaptiklar1 ¢aligmada, HeLa hiicrelerinde 1C50 konsantrasyonuna, 48 saatte 26,9 uM
kurkumin ile; EF24°le ise 1,23 uM’da ulasildigini belirlemislerdir. Bu da gostermektedir ki;
EF24’{in kurkumine gore 20 kat daha diisiik konsantrasyonlarinda bile sitotoksik aktivitesi
mevcuttur (Kasinski ve digerleri, 2008). Bizim ¢aligmamizda ise, 48 saat sonunda HeLa’da
> 2 uM, C33A’da > 4 puM iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliginda anlamli azalma

tespit edilmistir.

Liang ve digerleri ¢alismalarinda, EF24°tin 4 uM konsantrasyonda, NF-«kf (niiklear faktor-
kappa B) aracili Bcl-2 protein ifadesini baskiladigini gostermislerdir (Liang ve digerleri,
2011). Benzer olarak, Tan ve digerlerinin (2010) over kanseri hiicre hatlarinda yaptiklart
calismada (CDDP direngli SK-OV-3 ve CDDP duyarli IGROV1); yine aym EF24
konsantrasyonunda, Bcl-2 ifadesini azalttigini gostermiglerdir. Bizim g¢alismamizda ise
EF24’iin ayn1 konsantrasyonda HeLa’ da daha belirgin olmak iizere her iki hiicre hattinda

da Bcl-2’yi baskiladigini tespit ettik.

Yapilan bir ¢alismada, servikal kanser etyolojisinde; miR-9, miR-25, miR-16, miR-106a,
miR-10a, miR-185, miR-20b, miR-31, miR-92a, miR-155, miR-185, and miR-196a,
miR92b, mMiR-93, miR-146a, miR-378, miR-200a ve miR-27a’nin ifadelerinin arttig1
belirlenmistir (Gocze ve digerleri, 2015). Diisiik ifadelenen miRNA” lar ise, miR-375, miR-
99a, miR-203, miR-125b, miR-34a, miR-23b, miR-100, miR-145, miR-424, miR-193b ve
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miR-497’dir (Cheung ve digerleri, 2012). Ayrica literatiirde, ilging olarak HPV negatif hiicre
hatlar1 ile karsilastirildiginda, HPV-pozitif servikal kanser hiicre hatlarinda miRNA
biyogenezinde gorevli enzimlerin (Drosha ve Dicer) ifade seviyelerinin anlamli diizeyde

arttig1 da gosterilmistir (Thomas ve digerleri, 2014; He ve digerleri; 2014).

Literatiirde, EF24 ve miRNA iliskisini inceleyen sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir.
Toksik olmayan konsantrasyonlarda melanom hiicrelerine uygulanan EF24’{in (<2 pM);
proliferasyonu ve migrasyonu baskiladigi ve miR-33b ifadesini arttirdig1 belirlenmistir. Bu
ifade artisinin, melanom hiicrelerinin metastaz ve invazyonunun azalmasinda onemli bir

faktor oldugu vurgulanmistir (Zhang ve digerleri, 2015).

Literatiirde EF24’tin miR34a’nin ifadesine olan etkilerini belirlemeye yonelik bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Ancak, kurkuminin ilgili miRNA’nin ifadesine olan etkilerini inceleyen
caligmalar bulunmaktadir ve sonuglar farklilik géstermektedir. Subramaniam ve digerlerinin
(2012) 6zefagus hiicre hatlarinda yapmis oldugu ¢alismada, kurkuminin miR-34a ifadesini
azalttig1 belirlenmistir. Ancak, Sun ve digerlerinin (2019) gastrik kanserler iizerine yaptigi
in vitro ¢alismada ise, kurkuminin miR-34a ifadesini arttirdigi rapor edilmistir. Doktora tez
caligmamizda ise, EF24’tin C33A hiicrelerine uygulanmasi sonucu miR-34a ifadesinin
azaldigin belirledik. Bulgularimiz, Subramaniam ve digerlerinin ¢alismasi ile benzerlik

gostermektedir.

Xu ve ve digerleri (2016), dokuz servikal kanser hiicre hattinda miR181a ifade diizeyini
belirlemistir. insan transforme servikal epitel hiicreleri (End1/E6E7) ile karsilastirildiginda,
kanser hiicrelerinin hepsinde miR181a ifadesinin artmis oldugunu géstermislerdir. Yang ve
digerlerinin (2013) yapmis oldugu c¢alismada ise, prostat kanser hiicrelerinde EF24°iin 24
saat ve 5 uM konsantrasyonda uygulandiginda, miR-21 ifadesini baskiladigi; ancak, miR-
181a ifadesini degistirmedigi gosterilmistir. Calismamizda ise C33A hiicrelerinde, tek
basina EF24 sonras1 ve CDDP+EF24 sonrasi miR-181a-5p ifadesinde anlamli azalma
izlenmistir. HeLa hiicrelerinde ise yalnizca CDDP uygulamasi sonrasi ilgili miRNA’da
anlamli azalma izlenmistir. Bu durumun nedeninin; kullanilan hiicre tipi farkliliginin yanm
sira, hiicre 6zelliklerinde p53 mutasyonu varliginin séz konusu olabilecegi diistinlilmiistiir.
Yine literatiirdeki diger ¢alismalarla karsilastirildiginda bu durumun nedeninin; kullanilan
hiicre tipi farkliliginin yani sira, hiicreler uygulanan EF24 konsantrasyonu ve siiresinin farkl

olusuna dayali olabilecegini diisiinmekteyiz.
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2010 yilinda over kanserli hiicre hatlarinda (platin sensitif/ IGROV1 ve platin direngli/SK-
OV-3) EF24 etkinligi degerlendirilmistir. Direncli hiicrelerde (SK-OV-3), duyarl: hiicrelere
(IGROV1) gore yaklasik iki kat fazla EF24 konsantrasyonunda (2,4 uM /1,6 uM); kaspaz
3’lin artmis ve Bcl-2’nin azalmis diizeyleri saptanmis ve apoptozun uyarildig gosterilmistir.
Calismada ayrica, EF24 6n uygulamasi sonucu SK-OV-3 hiicrelerinde apoptozun arttigi
belirlenmistir (Tan ve digerleri, 2010). Benzer olarak, literatirde EF24’iin
kemosensitizasyon 6zelligi ile ilgili arastirmalar incelendiginde ilag direnci agisndan da

olumlu etkileri oldugu rapor edilmistir (Sazdova ve digerleri, 2023).

Huang ve arkadaglari, HeLa servikal kanser hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada, miR-34a-5p
inhibitorii kullandiklarinda Bcl-2 ifadesinin mRNA diizeyinde arttigini, miR-34a-5p
ifadesini arttirdiklarinda (mimik) ise, Bcl-2 ifadesinin azaldigini belirlemis, Bcl-2

mRNA’sinin miR-34a-5p’in hedefi oldugunu dogrulamislardir (Huang ve digerleri, 2022).

Jiang ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada ise; CDDP tedavisi alan akciger kanserli
olgularda Bcl-2 ifadesinde azalmaya bagli, miR146a’nin yiiksek ifadelerinin goriilmesinin
kemoterapi direncine neden oldugu tespit edilmistir (Jiang ve digerleri, 2017). Bizim
calismamizda ise HelLa hiicre hattinda yapilan CDDP uygulamasindan sonra Bcl-2
ifadesinde artis, Bel-x1 de azalma izlenmis; Bcl-2’de beklenen azalmanin olmamasini p53
mutant hiicrelerde CDDP direnci ile ilgili olabilecegi bilgisine dayali olabilcegi
diisiiniilmiistiir. Onemli olarak elde edilen sonug ise CDDP’ye EF24 eklendikten sonra elde
edilen miR-146a-5p ifadelerindeki anlaml: artistir. CDDP direncini kirmaya yonelik bir etki

olabilecegini aragtirmak i¢in gii¢lii bir hipotezdir.

Bcl-2' nin agir1 ifadesi ile antikanser ilaglara karsi olusan direng arasinda iliski oldugu
belirtilmistir. (Yip ve Reed, 2008). Yapilan bir ¢alismada insan mesane kanseri hiicre hatti
(T24) ile CDDP direngli alt klonunun karsilastirildiginda Bcl-2'nin ifadesinin artiginin
CDDP direncinin gelisimi ile ilgili oldugu goriilmiistiir (Cho ve digerleri, 2006). Ayrica,
A549 akciger kanseri hiicre hatti ile yapilan gen sessizlestirme ¢alismasinda Bcl-2'nin
ifadesindeki azalisin CDDP olan duyarliligi arttirdigi belirtilmistir (Losert ve digerleri,
2007).

Mevcut caligmamizda; C33A hiicrelerinde tek basina CDDP uygulandiginda, EF24 ile

birlikteligine gore Bcl-xI artarken, Bcl-2 ifadesinin anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir.
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Buna kargin HeLa hiicre hatlarinda ise birlikte uygulama sonucunda Bcl-2 diizeylerinde artig

gozlenirken; Bel-xI diizeylerinde belirgin bir azalma tespit ettik.

Mevcut bilgiler 1s181nda literatiirde heniiz 6rnegine rastlanmayan bu ¢alismada; HPV pozitif
(HeLa) ve HPV negatif (C33A) servikal kanser hiicre hatlarinda; ileri evre servikal kanser
tedavisinde standart bir kemoterapétik ajan olan CDDP, EF24 ile birlikte uygulanarak, Bcl-
2 iligkili secilen miRNA’larin ifade degisimleri incelenmistir. Calismamizin farkliligi,
EF24° {in miRNA ifadeleri iizerinden servikal kanserli hiicrelerde tedavi kapsaminda
gosterdigi etkiyi analiz etmek ve artmis/azalmis ifadelerdeki farkliliklart sunmaktir. Ayrica
artmig Bcl-2 ifadesi nedeniyle gelisen apoptotik direncte, CDDP tedavisine EF24’ iin
eklenerek sensitizasyonun geri kazanilmasinda potansiyel rolii arastirildi. Amacimiz; bu
dogrultuda yapilacak in vivo ve in vitro ¢alismalara 6rnek teskil ederek, hedefe yonelik

tedavide yeni seceneklerin gelismesine katki saglayici olmaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Serviks kanseri kadinlarda mortalite ve morbidite agisindan 6nemli bir jinekolojik kanserdir.
Geligmis tlilkelerde en sik goriilen jinekolojik kanser endometriyum kanseri iken; az geligmis
ya da gelismekte olan {ilkelerde en sik goriilen jinekolojik kanser serviks kanseridir. Son
yillarda yaygin as1 uygulamalari ve diizenli yapilan tarama programlar1 sonucunda 6nleme
ve erken teshiste ilerleme kaydedilmistir. HPV ve sebep oldugu servikal intraepitelyal

neoplaziler ise etyolojide rol alan en 6nemli risk faktoriidiir.

EF24 bir kurkumin analogudur. Yapilan calismalarda antikanser etkisi gosterilen
kurkumininin biyoyararlanimi diisiik olmasi nedeniyle ¢esitli analoglar1 {iretilmisti. Bu
analoglardan biyoyayarlanimi ve etkinligi en yiiksek olanlardan biri de EF24°tiir. EF24’{in
kanser hiicreleri iizerindeki anti-tiimdr etkisinden biri NF-KB yolagini baskilamakla
olmaktadir. Yine EF24°{in kanser hiicrelerinde, hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptotik

yolaklar1 aktiflestirdigi gdsterilmistir.

miRNA’larin ¢esitli biyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda onemli diizenleyiciler
olarak rol aldig1 gosterilmistir. Caligmalarda; gesitli kanserlerde oldugu gibi jinekolojik
kanserler ve servikal kanserlerde de yiiksek ve diisiik ifadeleri gésterilmistir. Bunun yani

sira bu kiigiik molekiiller; tedavi asamasinda direngten de sorumlu tutulmaktadirlar.

Bu doktora tez calismasinda; EF24’iin Bcl-2 iizerinden apoptozu indiikleyerek
karsinogenezi baskilayabilecegi bilgisinden yola c¢ikarak, c¢aligma sonuclarimiza gore
EF24’tin HeLa hiicrelerinde Bcl-2 ifadesini azaltirken, miR-148a-3p ve miR-146-5p
ifadelerinde anlamli artig saptanmistir. Bu bulgular bize; Bcl-2 ifadesindeki diisiisiin, miR-
148a-3p ve miR-146-5p ifadelerindeki anlamli artiglar ile ilintili oldugunu
diistindiirmektedir. Ancak, EF24+CDDP uygulamasindan sonra Bcl-2 ifadesinde artis
izlenirken, Bcl-xl ifadesinde diisiis ve bununla birlikte miR-34a-5p ve miR-146-5p
ifadelerinde anlamli artis saptanmistir. Ozellikle, tek basina CDDP sonrasi miR-146-5p’de
artts goriilmeyip, birlikte uygulanmalar1 sonrasinda artan miR-146-5p’nin artmasi, bu
baglamda sisplatin direnci tizerinde EF24’lin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. C33A
hiicrelerinde ise kombine uygulamada Bcl-2 ifadesi diiserken, bu diisiisiin miR-146-5p’deki
artig ile iligkili oldugunu disiindiirmiistiir. Literatiirde, EF24’{in apoptotik etkisinin

jinekolojik ve servikal kanserler tizerindeki etkisine yonelik ¢alismalar mevcut olup; tez
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calismamizda hedefledigimiz miRNA ifadelerine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda; EF24’ iin miRNA ifadeleri iizerinden servikal
kanserli hiicrelerdeki etkinlikleri in vivo ¢alismalarla da dogrulanirsa terapotik segenek

potansiyeli tasiyabilecektir.
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