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KISALTMA LİSTESİ 

a. : arteria 

AIF: Apoptosis Inducing Factor  

Apaf: apoptotik proteaz aktivite edi i faktör  

ATP:  denozin trifosfatın  

BT: Bilgisayarlı tomografi  

Ca: Kalsiyum 

CAD: kaspazla aktifle en deoksiri onukleaz  

CDKs: siklin- a ımlı kinaz 

CIN: cervical intraepithelial neoplasia  

cm: santimetre 

DNA: Deoksiri on kleik asit 

DSÖ: D nya Sa lık  rg t  

ECC: Endoservikal kanal k retajı  

EM: Elektron Mikroskobu  

FADD: Fas adaptor öl m  ölgesi  

FAK: Fokal adezyon kinazı  

FIGO: Federation of Gynecology and Obstetrics 

GF: Growth Faktör 

GOF: Gain of function  

HPV: Human papilloma virus 

IAP: Inhibitors of Apoptosis  

L: Ligand 

Lig: ligamentum 

Mg:  Magnezyum 

Mrg: Manyetik Rezonans Gör nt leme 
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NCI: Amerikan Ulusal Kanser Enstit s  

OK: Oral kontraseptif  

Pap Testi: Papanicolau testi  

PET: Pozitron Emisyon Tomografisi  

RIP: Re eptör Intera ting Protein  

RTK: Reseptör tirozin kinazlar  

SH: Src-homology 

SIL: Squamous intraepithelial lesion 

SKB: skuamokolumnar  ile ke 

TK: Tirozin kinazlar  

TKİ: Tirozin kinaz inhi itörleri  

TNFR: T mör Nekroz faktör reseptör  

Usg: Ultrasonografi 

 v. : vena 
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I.GİRİŞ 

Kanser, Deoksiri on kleik asit (DNA) hasarı sonu u h  relerin 

kontrols z veya anormal  ir  ekilde   y mesi ve  o almasıdır. İnsan 

öl mlerinin önemli  ir  öl m n n nedenini olu turmakta olan kanser; 

h  re  o alması, apopitozis (programlı h  re öl m ), farklıla ma, 

ya lılık ve  unların kendi i  dengelerinde  ozulmasıyla, genetik ve 

epigenetik de i ikliklerle uyarılan  ok a amalı molek ler  ir s re tir. 

Serviks kanseri d nya genelinde kadınlarda meme kanserinden 

sonra 4. sırada gelmektedir. Her yıl 500.000‟ den fazla hasta yeni tanı 

almakta ve bu hastalıktan 250.000  zerinde kadın hayatını 

kaybetmektedir (1), öl mlerin yakla ık %80‟i geli memi   lkelerde 

olu maktadır. T rkiye‟de 2009 yılı Sa lık Bakanlı ı verilerine göre, 

kadınlarda en sık gör len kanserler arasında serviks kanseri, 10. sırada 

yer almaktadır (2).  Serviks kanserinin prognozunu  elirleyen en önemli 

faktör t mör n evresidir. Hastalarının evreleri ilerledik e tedaviye yanıt 

azalmakta, mortalite oranları artmaktadır (3). Hastalı ın tedavisi cerrahi 

ve/veya kemoradyoterapidir. Cerrahi tedavi erken evre olan Evre I ve 

IIA hastalarda bir tedavi  e ene i olup, ileri evre hastalarda genellikle 

primer tedavi olarak uygulanmamaktadır. Radyoterapi ise hastalı ın her 

evresinde uygulanabilmekte ve etkinli ini artırmak i in aynı anda 

kemoterapi ile  irlikte uygulanmaktadır (3, 4). 

İleri evre servikal kanser olgularında tedavinin zor ve mortalitenin 

y ksek olması yeni tedavi yöntemlerinin geli tirilmesini gerektirmektedir. 

Bu tedaviler radyoterapinin etkinli ini artırmak yanında daha etkili ila  

tedavilerinin geli tirilmesi  eklindedir. Kontrols z   y menin oldu u 

kanser h  relerinde özellikle h  relerin  öl nme siklusundaki hedeflere 

yönelik tedaviler,  azı kanser t rlerinde etkili oldu unun gör lmesi ile 

ilgi  ekmeye  a lamı tır. Hedefe yönelik tedaviler, kanser h  relerine 

özg  olan yolaklar  zerine molek ler d zeyde etki ederek h  re 
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  y mesi, h  re siklusu kontrol , apopitozis ve anjiyogenez  zerine 

etki etmektedirler. Böyle e yapılan tedavilerde, sade e kanser h  releri 

hedef alınarak tedavinin etkinli i yanında normal dokulardaki toksisiteyi 

de minimal d zeye indirmek ama lanmaktadır. 

H  resel proliferasyon, diferansiyasyon, h  renin  anlılı ı ve h  re 

hareketi gi i önemli reg latuar fonksiyonlarda rol alan tirozin kinazların 

karsinogenez s re inde s rekli ve kontrols z uyarımı söz konusudur 

(5). Hedef tedavide kullanılan ajanlardan  ir gru u olu turan tirozin 

kinaz inhi itörlerinin, tirozin kinaz reseptörlerini  e itli mekanizmalar ile 

inhibisyonu, kanserin tedavisinde umut verici sonu lar alınmasını 

sa lamı tır (6). 

Tirozin Kinaz inhi itörlerinden  iri olan Bosutinib, bir 4-anilo-3-kinolin 

karbonitril olup hem Sr  hem de   l tirozin kinazları inhi e ede ilen 

k   k molek ll  inhi itörd r. Bosutinibin, gö  s kanseri h  re 

hatlarında kanser h  relerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve 

migrasyonunu inhi e etti i gösterilmi tir (7). Bosutinib, Gıda ve ila  

idaresi (Food Drug Administration; FD ) tarafından 2012 de, tedaviye 

diren li veya intolerans geli mi  yeti kin kronik miyeloid lösemi (kml) 

hastalarında kullanımı i in onaylanmı tır. Bosutini in  enzer  ekilde 

 a ka solid t mörlerde de faz I ve II  alı maları devam etmesi,  u ila ın 

hedefe yönelik tedavide  zerinde daha  ok durula a ını 

göstermektedir. 

Bu  alı mada,  osutini in‟in serviks h  re k lt rlerinde (HeLa 

kontaminatı) epitelyal h  re dizilerine (CCL-62) uygulanmasıyla, farklı 

  y me profillerinin gözlemlenmesi, ayrı a kanserle me s re indeki 

önemli mekanizmalar olan apoptotik yolakların in elenmesi 

ama lanmı tır. 
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II. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser Biyolojisi 

2.1.1. Hücre döngüsü ve kontrol mekanizmaları 

Normal dokularda h  reler, organizmanın ihtiya larına göre 

 o alarak sayılarını artırıp ya da h  re  o almasını azaltarak ve öl m 

hızını artırarak v  udun dengesini sa larlar. H  relerin replikasyonu ile 

 o alması  ir dizi  iyokimyasal olay sonu u ger ekle erek hem i  hem 

de dı    y me faktörleri tarafından d zenlenir. Bazı onkogen adı 

verilen h  re siklusuna ait proteinler h  re siklusu s resin e orantılı  ir 

 ekilde aktifle ip ve inaktifle erek h  re siklusunu d zenler.  

H  re siklusu,  ekil 1‟de de gösterildi i gi i h  renin  öl nmesine 

kadar 5  asamaktan olu ur: 

 1. G0 fazında,  h  reler genellikle spesifik  ir i levi görmek  zere 

programlanırlar.  

 2. G1 fazında, spesifik h  re fonksiyonları i in gereken proteinler 

ve RNA sentezlenir. 

 3. S fazında h  re i indeki DN ‟nın miktarı ikiye katlanır.  

 4. G2 fazında DN  sentezi durur, protein ve RN  sentezi devam 

eder. 

 5. M fazında (mitozis) genetik materyal olu an iki yeni h  re 

olu ur.  
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ŞEKİL 1. H  re  öl nme döng s  (8) 

 

Mitozdan G1 evresine ge en h  reler ya  öl nmeye devam etmekte 

ya da  öl nmeleri durmaktadır.  ekil 1 de h  re  öl nme döng s nde 

gör ld    gi i, G1 ve S evresi arasındaki G0 evresi ise, farklıla masını 

tamamlamı  h  relerin dinlenme evresidir. Böl nmesi duran ve t m 

 iyokimyasal olayların aktif olarak s rd    h  relerin ge ti i, G0 

evresindeki h  re tekrar  öl ne e i zaman döng ye G1 evresinden 

katılmaktadır. B y me faktörleri, sitokinler ve t mör vir sleri gi i 

mitojenik iletiler, h  renin S evresine ge i  hazırlıkları yaptı ı G1 

evresine girmesini sa lar. H  re döng s n n kontrol noktaları G1, G2 

evrelerinde ve M evresinin son a amalarında  ulunmaktadır (8, 9). 

H  re döng s n n her a aması siklinler olarak  ilinen  ir dizi protein 

ailesi tarafından d zenlenmekte ve  ir grup siklinin görevini 

tamamlamasından sonra, di er grup aktif hale gelmektedir (8, 10, 11). 

H  re  öl nmesini sa layan mekanizmanın motoru, h  renin meta olik 

aktivitelerini ve h  re  öl nmesini d zenleyen, h  re döng s  evrelerini 

kontrol eden siklin- a ımlı kinazlardan (CDKs) olu maktadır (10, 12). 

Siklinler,  a landıkları  u inaktif CDK molek llerini aktive etmektedirler 

(8, 9-12). Siklinlerin salgısının mekanizmanın kusursuz sa lanması i in 

d zenli olması gerekir.  rne in   y meyi uyaran sinyal, h  rede D 

siklin ailesinin d zeyini artırmakta ve uygun CDKs aktive olmaktadır. Bu 
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nedenle D siklin salınımının kontrol n n  ozuldu u  ir mutasyon, 

h  reyi S fazına sokmakta ve neoplastik transformasyon geli mektedir 

(9-10, 12-15).  

Ekstrasell ler ileti molek llerinin (mitogenler) kendi reseptörlerine 

 a lanmasıyla aktiflenen protein kinazlar, sitoplazmadaki sinyal ileti 

molek llerini (Ras ve Jak) ve transkripsiyon faktörlerini (Jun, Fos, NF-

 T, NFκβ, My ) fosforilleyen kinazları (proteinkinaz C ve ERK) 

uyarmaktadır. Böylelikle genlerin uyarılması i in  e itli transkripsiyon 

faktörleri, fosforillenerek aktifle mekte ve  ekirde e ta ınarak ili kili 

genleri uyarmaktadır. Transkripsiyonel d zenlemeyi sa layan E2F, pR  

(retino lastoma proteini, t mör  askılayı ı gen  r n  ve h  re 

döng s n  d zenleyi idir) ile  a lı konumdadır ve pR  tarafından 

inhi e edilmektedir. G1 evresinden S evresine ge i i sa layan 

restriksiyon noktasının a ılması i in E2F gereklidir. Protein kinazların 

etkisiyle (Siklin DCDK4, Siklin D-CDK 6 kompleksleri ile) E2F  a lı R  

fosforilasyonu sonucu, E2F serbest hale ge irilmekte, h  re 

döng s n n en önemli kontrol noktası olan G1 fazından S fazına ge i  

engeli a ılmakta ve h  re DN  sentez fazına girmektedir. E2F 

transkripsiyon faktör n n aktiflenmesi sonu u DN  replikasyonu i in 

gerekli proteinler, Deoksiri on kleotid ve d zenleyi i proteinlerden 

(siklinler ve protein kinazlar-CDK)  azıları sentez edilmektedir (16, 10). 

H  re  öl nme evresi ön esinde, DN  hasarının engellendi i veya 

tamir edildi i a amalar yer almaktadır. Bu döng n n evreleri,   y me 

faktörleri, sitokinler, onkogenler, siklinler, CDK gi i proteinler ve MPF 

(Maturation Promoting Fa tor) ile  irlikte d zenlenmekte, evrelerin 

herhangi  irinde aksaklık (DN  hasarı) oldu unda, t mör  askılayı ı 

genler döng y  hemen durdurmaktadır. Sentezlenen DN  hasarlı veya 

replike edilmemi se döng  M evresine girmeden G2 evresinde 

durdurulmaktadır. G1 evresinde, saptanan DN  hasarı orta dere ede 

ise t mör  askılayı ı gen (p53) tarafından p21 proteininin 

sentezlenmesi sa lanmaktadır. Siklin CDK kompleksi inhibe edilerek 

döng  G1 veya G2 evresinde durdurulmakta veya askıya alınmaktadır. 
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E er DN  hasarı  ok   y k ise, p53 h  renin apopitoze girmesine 

se ep olmaktadır (10, 12, 17). 

2.1.2. Apopitozis 

Programlanmı  h  re öl m  olarak da bilinen apopitozis, fizyolojik 

olarak h  renin ölmesi yani kısa ası h  renin intiharıdır (18). Canlıların 

organizmalarındaki h  reler do anın  ir gere i olarak i levlerini 

tamamladıktan sonra öl rler. Bu h  relerin öl mleri iki  ekilde 

ger ekle mektedir. Bunlardan  irisi olan apopitozisin di er  ir h  re 

öl m  ekli olan nekrozdan farkı, nekrozisin fizyolojik  ir öl m  ekli 

olmamasına ra men apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik  artlar 

altında meydana gelmesidir (18, 19). İnsan v  udunda apopitozisin 

örnekleri olarak, lenfositlerin timustaki klonal seleksiyonunda ve 

inflamatuar reaksiyon sonrasında ortamdan uzakla tırılması,  

em riyonik geli im esnasında, deride keratinositlerin y zeye do ru gö  

edip epidermisin stratum korneum‟u olu turmaları,  arsak kriptlerindeki 

epitel h  relerinin döng s  verile ilir.  yrı a menstruasyon esnasında 

uterus duvarında ger ekle en epitel doku dök lmesinde ve gözde 

lensin olu umunda da apopitozis gözlenir (18-20). 

 popitozis h  reye gelen öl m  l uyarı sonrası    a amada 

ger ekle ir. İlk a amada h  re ve h  renin  ekirde i yo unla ırken 

sonraki a amada h  re tomur uklanmasını taki en apoptotik  isimler 

olu ur. Son a amada ise  u  isimler fagosite edilir. Bu de i imler en iyi 

elektron mikroskoplarında (EM) izlene ilir (19, 20). Apoptozise gidecek 

h  reler kom u h  relerden ayrılarak y zey organellerini kay ederler. 

 poptozisin en önemli özg n yön  DN ‟nın internukleozomal 

 ölgelerden yakla ık 180-200  az  ifti veya  unun katları  oyutunda 

DN  par aları olu tura ak  ekilde par alanmasıdır. DN ‟yı par alayan 

 ir Ca/Mg  a ımlı endon kleazdır.  yrı a, DNase I ve II‟de DN  

par alanmasından sorumludur. (21, 22). Daha sonraki evrede h  re 

i indeki  ir takım de i iklikler sonrası h  re zarında   z  me ve  unun 

taki inde h  rede par alanma gör l r. Bu yapılara apoptotik  isim adı 
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verilir.  poptotik h  rede gör len önemli de i ikliklerden  iri normalde 

plazma membranının i  y z nde  ulunan fosfatidilserin‟in erken evrede 

mem ranın dı  y z ne do ru transloke olmasıdır. Bu mekanizma 

apoptotik h  relerin kom u h  reler ve makrofajlar tarafından 

tanınmasını sa lar (20-23). 

H  reler iki yolla ile apopitozise giderler. Bunlardan  iri, h  re dı ı 

sinyaller ara ılı ı ile Fas ve TNF gi i sinyal proteinlerinin hedef 

h  redeki reseptörlere  a lanarak olu an sitoplazmik yoldur. Di eri ise 

h  re i i sinyaller ile kaspazların ve B l-2 nin görev yaptı ı mitokondrial 

yoldur. 

2.1.2.1. Sitoplazmik Yol İle Apopitozis 

İnsan v  udu h  relerinde Fas ve TNF gi i sinyal proteinleri hedef 

h  relerin zarlarında  ulunan reseptörlere  a lanarak h  reyi 

apopitozise göt rmesidir. 

2.1.2.1.1. Fas-Fas Ligandı veya CD95 Yolu 

T mör nekroz faktör  ailesinden olan Fas (CD95)  ir h  re y zey 

reseptör d r.  poptozun salgıdan  a ımsız mekanizması, bu 

reseptör n aktivasyonu ile ili kilidir. Fas ligandı (FasL), TNF ailesinin bir 

 yesidir.  zellikle sitotoksik T h  releri ve NK h  releri  zerinde 

bulunur (20). Ligand reseptör  a lanması sonu u apoptotik i lem 

 a lar. Bu mekanizma,  ir imm n tepki sonunda aktive olmu  T 

h  relerinin uzakla tırılması, vir s infekte hedef h  relerin ortadan 

kaldırılması, t mör h  relerinin öld r lmesi ve  ir ok patolojik 

durumdaki h  relerin uzakla tırılmasında önemli rol oynar. Fas ve 

TNFR–1 in sitoplazmik uzantısı,  ir öl m alanını (Death Domain) i erir. 

Fas'ın sitoplazmik  öl m  F DD (Fas  sso iating protein with a Death 

Domain protein) ve RIP (Re eptör Intera ting Protein) ile etkile imdedir. 

 l m alanlarını i eren  u TR DD ve RIP proteinleri, prokaspaz-8'in 

aktivasyonu ile apoptozu do rudan uyarırlar. Aktive olan kaspaz - 8 

daha sonra di er uygulayı ı kaspazları aktive eder (20-22). Son olarak 
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sonlandırı ı kaspazlardan kaspaz 3 aktifle ir, sitoplazmik inaktif 

IC D/C D (deoksiri on kleaz inhi itör n /kaspazla aktifle en 

deoksiri onukleaz) kompleksine  a lanır. Bunun sonucunda CAD linker 

DN ‟ya  a lanıp o  ölgeyi keser, DN  fregmentasyonu, kromatin 

yo unla ması, n kleer laminin   yıkımıyla  irlikte n klear zarf yırtılıp 

n kleus da ılır (21).  ekil 2 de F S sinyal iletim yoluyla apopitozis 

gösterilmi tir. 

ŞEKİL 2: FAS sinyal iletim yoluyla apopitozis (21) 

2.1.2.1.2. Tümör Nekroz Faktör (TNF) Sinyal İletim Yolu 

Sinyal iletimi yapan ve  ir sitokin olan TNF alfa proteini, h  re 

zarında  ulunan T mör Nekroz faktör reseptör  1 (TNFR-1) ile 

kompleks olu turduktan sonra reseptör n sitozole uzanan öl m 

 ölgesine olan TR DD (TNFR‟ e  a lı öl m  ölgesi) proteini  a lanır. 

TR DD di er kısmı ile de F DD (Fas adaptör öl m  ölgesi) adaptör 

 ölgesine  a lanır. Bu  a lantılar sonu u kaspaz 8 aktifle ir, o da 

kaspaz 3   aktifler. Sonrasında Fas sinyal iletim yolundaki gi i  ir dizi 

olay sonu u h  re apopitoza gider (21). 



9 

2.1.2.2. Mitokondrial Yol İle Apopitozis 

Mitokondri ara ılı ıyla apoptozda kaspazlar ve B l-2 proteinleri görev 

yapar. Kaspaz gen ailesi  yeleri h  releri apoptoza göt ren proteinleri 

kodlar. Sistein proteaz ailesinden olan kaspazların aktif merkezinde 

sistein yer alır ve sitoplâzmada inaktif prek rsörler olarak  ulunur. Bir 

proteaz aktivasyon dizisi  a latarak sitoplazmik proteinlerin yıkımında 

rol almaktadır,  u sırada nukleazlar da aktive olarak DN  

fragmantasyonu ve RN  degradasyonu ger ekle mektedir.  

2.1.2.2.1. Kaspazlar 

Sitokrom  ‟ nin sitoplâzma i ine salınması ile apoptozun son 

 asamaklarından sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. 

G n m zde sitozolde  ulunan 14 kaspaz tanımlanmı tır. Bunlar, sitokin 

 retimine katkıda  ulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin 

" a latı ıları" (kaspaz 2, 8, 9, 10) ya da "sonlandırı ı" (kaspaz 3, 6, 7) 

olarak sınıflandırılırlar (21-24).  l m sinyali veren  a latı ı kaspazlar, 

adaptöre  a lanırlar ve effektör kaspazları aktifle tirirler. Kaspaz 

aktivasyonu h  reye özg d r ve kaspaz inhi itörlerinin (I P) effektör 

kaspazları inhi e ederek apoptozu engelledi i gösterilmi tir.  yrı a I P 

(Inhi itors of  poptosis) ailesinin kaspazlardan ayrı olarak, 

transkripsiyon faktörlerinin mod lasyonu ve h  re siklusunun 

kontrol nde de yer alarak apoptozu inhi e etti i  ilinmektedir (21). Bu 

inhi itörler malign h  relerde a ırı olarak gözlenirler. Kaspazlar, 

proteinleri yalnız a aspartik asit  ulunan  ölgelerden keser,  u nedenle 

cysteine-aspartic-acid-proteases adını almı lardır. Böyle e kaspazların 

kısıtlı proteolizisi nedeniyle, h  rede lizis  ekillenmez ve apoptotik 

cisim ikler olu ur (24, 25). 

2.1.2.2.2. Bcl–2 / Bax 

 poptozun reg lasyonu B l–2/Bax gen ailesi ile sa lanır. Bu 

proteinlerden Bcl-2,Bcl-XL ve Mcl-1 apopitozu engellerken; Bax, Bad, 
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Bid, Bak, Bcl-xs apopitozu uyarır. Bcl–2 / Bax gen ailesinin  r nleri, 

mitokondri ve  ekirdek zarlarının yanı sıra endoplazmik retikulum 

zarının  zerinde de yer alırlar (20-24). Bcl–2, bir protoonkogendir ve 

 retti i proteinler mitokondirinin sitoplazmaya dön k dı  zarı  zerinde 

ve endoplazmik retikulumun iyon alı veri ini d zenler ve zarın 

par alanmasına kar ı koruyu u etki gösterirler (21-23). Bu proteinlerin 

her biri Bcl-2 Homoloji  ölgesi (BH1,BH2,BH3,BH4) i erirler. B l–2 

ailesi ayrı a reaktif oksijen d zeylerinin apopitoz  zerindeki etkilerini 

pro-oksidan gibi davranarak kontrol eder. 

Bax proteinleri sitoplâzmada apoptotik sinyalin alınmasından sonra 

mitokondri zarının "permea ilite ge i  poru" na do ru yönlenirler ve 

buraya  a lanırlar (20-23). Bu  a lanma, se i i iyon permea ilitesini 

azalta ilir. Zardaki  u de i iklikler nedeniyle sitokrom   ve  IF 

( poptosis Indu ing Fa tor) gi i mitokondri zarı i inde yer alan faktörler 

sitoplâzmaya ge erler.  IF, do rudan kromatin kondansasyonunun ve 

n klear fragmantasyonun meydana geldi i  ekirde e do ru yönelir. 

Sitoplâzmadaki sitokrom   apoptozun en son  asama ında görev alır. 

Sitokrom  ,  ir sitoplâzma proteini olan  paf-1 (apoptotik proteaz 

aktivite edi i faktör-1) 'in aktive eder. Sitokrom  „nin  paf-1'e 

 a lanması prokaspaz-9'u aktive eder ve olu an  u kompleks 

"apoptosom" olarak isimlendirilir (22-25). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, 

bir seri kaspaz aktivasyonunu  a latır. Apaf–1 aynı zamanda  TP„ye de 

 a lanır. Bu y zden apoptozda enerji gereksinimi vardır.  ekil 3 de 

B l/Bax yoluyla apopitozis gösterilmi tir. 
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ŞEKİL 3. Bcl2/ Bax yoluyla apopitozis (23) 

2.2.Serviks Kanseri 

2.2.1.Serviks anatomi ve histolojisi 

Serviks, uterusun vajinaya a ılan 2 cm uzunlu unda olan ektoserviks 

ve endoservikal kanaldan olu an  ir par asıdır. Serviksin ektoserviksi 

 ok katlı yassı epitel (skuamoz), endoservikal kanal ise kolumlar ya da 

gland ler epitelyum ile dö elidir. Bu iki epitel ta akasının  irle im yerine 

skuomakolumnar  ile ke (SKB) denilmektedir.  ekil 4‟ de 

skuomakolumnar  ile ke gösterilmektedir. SKB, intrauterin ya amda 

olu makta olup ya amın sonraki dönemlerinde yeri de i mektedir. 

Pu erte döneminde  u  ile ke daha dı ta olup kolumnar epitel dı  

etkenlere a ıktır. Travma, hormonal faktörler, PH de i iklikleri, 

enfeksiyonlar ve gi i uyarılara yanıt olarak kolumnar epitel skuamoz 

metaplazi ile dön   r. Dön   m sonrası yeni  ir  ile ke olu ur ve  u 

 ile keye ise yeni ya da fizyolojik SKB denmektedir. Orijinal SKB ile 

fizyolojik SKB arasındaki  u s rekli de i im  ölgesine transformasyon 

zonu denir. Serviksin prekanseröz lezyonlarının %90‟ının  u  ölgeden 

olu tu u d   n lmektedir (26, 27). 
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ŞEKİL 4. Serviksde orjinal ve yeni SCB ve Transformasyon zonun  ematik 

gör n m  ( ), Normal  ir servikste yeni SCJ yeri ve Transformasyon zonu 

(Na  Cyst lerinin oldu u  ölge) gör n m  (B) 

2.2.2.Epidemiyoloji 

Serviks kanseri d nyada meme kanserinden sonra 4. sırada 

gelmektedir (1). Yılda 500.000‟ nin  zerinde hasta yeni tanı almakta ve 

serviks kanseri nedeniyle 250.000  zerinde kadın hayatını 

kaybetmektedir (1,2). Serviks kanserine  a lı öl mlerin %80‟ i 

geli mekte olan  lkelerde olmaktadır ve ya a göre standardize edilmi  

de erlere  akıldı ında y ksek riskli  ölgeler olan, do u afrikada (42. 7), 

G ney ve orta afrikada (31. 5 ve 30. 6, sırasıyla) yakla ık 100.000‟de 

30  ivarında iken,  vustralya- Yeni Zellanda‟ da (5. 5), Batı Asya‟ da 

(4.4); 100.000‟ de 2 kadın‟a kadar azalmaktadır (1). Ta lo 1‟ de 2012 

yılındaki serviks kanserinin  ölgelere göre insidansı ve mortalitesi 

gör lmektedir.  Serviks kanserine ilerleyi te displastik lezyonların yava  

seyretmesi ve yine  u lezyonların erken tanınması, 1960‟lı yıllardan 

sonra pap testinin yaygın kullanımı ile serviks kanserinde geli mi  

 lkelerde %70 oranında azalma sa lanmı tır (1, 2). 
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TABLO 2. 2012 yılında D nyada serviks kanseri insidansi ve 
mortalitesi (1) 

Tahmini Sayı(Binde) İnsidans Mortalite 

D nya 528 266 

Geli mi  Bölgeler 83 35 

Geli mekte Olan 

Bölgeler 
445 230 

Avrupa (EURO) 67 28 

 merika Birle ik 

Devletleri 
13 7 

 in 62 30 

İndia 123 67 

 vrupa Birli i 34 13 

T rkiye‟de 2009 yılı Sa lık Bakanlı ı verilerine göre serviks kanseri, 

 ekil 5‟ deki grafiktede gör ld    gi i kadınlarda   t n ya  grupları göz 

ön ne alındı ında en  ok gör len kanserler arasında 10.sırada yer 

almaktadır (2)  

Hastalı ın gör lme ya ı, 40 ya ından sonra giderek artmaktadır 

(2).Geli mekte olan  lkelerde hastaların %85‟ inin geli  anında evresi 

FİGO evrelemesine göre evre III ve IV‟ t r (28). T rkiye‟de ise tanı alan 

hastaların tanı anında t mör, %52,1‟ si servikste lokalize, %37,3 „  

 ölgesel yayılım göstermi , %10,6 „sı ize uzak metastaz yapmı tır (2). 
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ŞEKİL 5. Kadınlarda en sık gör len ilk 10 kanserin ya a göre standardize 

edilmi  hızlarının da ılımları (Birle ik Veri Ta anı, 2009)(D nya standart 

n fusu, 100.000 ki ide) (2) 

2.2.3.Risk faktörleri 

2.2.3.1. HPV Enfeksiyonu ve Cinsel Davranışlar 

Serviks kanserinde en önemli risk faktör  onkojenik tiplerle olu an 

HPV enfeksiyonudur.  Kanser geli iminde HPV' nin mutlaka var olması 

gerekti i, di er risk faktörlerinin ya vir sle kar ıla ma oranlarını 

arttırdı ı ya da viral persistansı ve karsinojenik s re i hızlandırdı ı i in 

önemli oldu u bilinmektedir (29-32). HPV enfeksiyonu ve dolayısıyla 

serviks kanser geli mesinde  insel davranı lar önem kazanmaktadır. 

Bunlar, erken ya ta  a layan  insel aktivite,  insel partner sayısının 

fazla olması (ya am  oyu 6‟dan fazla olması), ya da cinsel partneri 

fazla olan erkekler ile  insel  irliktelik gi i durumlardır.  

2.2.3.2. Sigara 

Hem aktif hem de pasif sigara i i ili i serviks kanseri riskini arttırır. 

Sigara i enlerde i meyenlere oranla servikal kanserin malignle me riski 

daha y ksek  ulunmu tur. Bu risk i ilen sigaranın miktarı ile do ru 
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orantılıdır. Serviks kanseri tiplerinde sigara kullanımının skuamöz 

h  reli kanser oranında  elirli  ir artı  ile ili kilidir, an ak 

adenokarsinom ile ili kisi  ulunamamı tır. Sigaranın  u etkisinin 

i eri indeki zararlı maddeler olan hidrokar on, fenol gi i zararlı, 

kanserojen maddelerin servikal mukusta y ksek oranda  ulunmasından 

dolayı oldu u d   n lmektedir.  yrı a  u maddeler o  ölgede  ulunan 

immunitede rol oynayan langerhans h  relerinin miktarını azaltıp 

fonksiyonunu  ozmakta,  öyle e HPV‟nin v  uttan 

temizlenememektedir (32-34). 

2.2.3.3. Oral Kontraseptifler 

Oral kontraseptiflerin( OK) servikal kanser riskini artırmaları 

konusunda  e itli teoriler mev uttur.  rnek olarak OK kullanan 

kadınların  ariyer yöntemi kullanımının az olması verile ilir. OK 

kullanımına  a lı kolumnar epitelin eversiyonu hızlanmakta ve immat r 

metaplastik epitel  öyle e karsinojenlerle kar ı kar ıya kalmaktadır. OK' 

ler kan folat d zeyini azaltarak epitel h  relerinde megalo lastik 

de i ikliklere yol a makta ve muhtemelen  una  a lı CIN ve invaziv 

kanser geli imi ortaya  ıkmaktadır (34). OK i indeki hormonlar  azı viral 

onko proteinlerin sentezini artırı ı rol oynamaktadırlar. Beta östradiol E6 

ve E7  ölgelerinin transkripsiyonunu 7-8 kat artırmaktadır. Nitekim  ir 

antiprogesteron olan RU 486 nın  u viral proteinlerin ind ksiyonunu 

durdu u gösterilmi tir (35). 

2.2.3.4. Diğer Faktörler 

Menar  ya ı, menopoz ya ı veya menstruel siklus karakterinin 

serviks kanseri riskini etkiledi ine dair  ok az kanıt vardır.  n ak  ok 

sayıda do um yapmakla artmı  risk arasında  a lantı oldu unu  ildiren 

yayınlar mev uttur. Paritenin etkisini a ıklamaya yönelik olarak do um 

travması ve ge elikteki hormon d zeyleri öne s r lm  t r. 

İntrauterin diestilstil estrol maruziyeti, hormon replasman tedavisi, 

immun yetmezlik di er risk faktörleridir (36). Bunların yanı sıra folat, 



16 

karoten ve C vitamininden fakir diyet de serviks kanseri risk faktörleri 

i inde sayıla ilir. Demografik faktörler i erisinde ileri ya a ek olarak ırk 

(siyah), Asya, Afrika ve Latin  merika yerle imi, d   k sosyoekonomik 

durum ve d   k e itim d zeyi serviks kanseri ile ili kilendirilmi tir. 

2.2.4. HPV ve serviks kanseri ile ilişkisi 

HPV,  insel yolla  ula an,   ift sarmallı, dairesel, 8000  az  ifti 

i eren, zarfsız bir DNA vir s  olup, t re özg d r. G n m zde yakla ık 

120 civarında HPV tipi tanımlanmı tır (37). Onkojenik özelliklerine göre 

d   k riskli, orta riskli ve y ksek riskli olarak 3  ekilde 

gruplandırılmaktadır. HPV tip 16, en onkojenik tip olarak d   n l rken 

tip 18 ise ikin i sırada  ulunmaktadır (38). Yapılan  alı malarda t m 

d nyadaki servikal kanserlerin %70‟inden HPV Tip 16 ve 18‟in sorumlu 

oldu u d   n lmekle  irlikte toplam sekiz HPV tipinin (16, 18, 31, 33, 

45, 52, 58, 35) %95 pozitif vakadan sorumlu oldu u  elirlenmi tir. Tablo 

2‟ de genital HPV tiplerinin sınıflaması verilmi tir (39). 

TABLO 3. Genital HPV sınıflaması (39) 

Sınıflama HPV Tipleri 

Y ksek riskli veya karsinojenik 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58, 59 

Olası karsinojenik 26, 53, 66, 68, 73, 82 

D   k riskli 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 
72, 81, 89 
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Viral genom hayat siklusundaki gen ekspresyon sırasına göre 

fonksiyonel olarak erken (E: Early)  ölge, ge   ölge (L: Late) ve uzun 

kontrol  ölgesi (long control region; LCR) olmak  zere     ölgeye 

 öl n r. Viral genomun erken  ölgesi, viral DN replikasyonunu 

 a latan, infeksiyon ve entegrasyonda major rol oynayan proteinleri 

kodlamaktadır. E1, viral genomun devamı ve replikasyonunu, E2 

transkripsiyonunu d zenleyen proteinleri, E5 epidermal   y me 

faktör n  uyararak h  re   y mesini arttırırken, p21 t mör s prösör 

genini  askılayarak h  renin kontrol sistemini  ozar (41-43). Son 

yıllardaki  alı malarda E5 „in DN  hasarı yaratarak apopitozisi 

engelledi i gösterilmi tir. Vir s n entegrasyonu sırasında E5‟inde i inde 

 ulundu u genomun   y k par ası silinir. Bu y zden E5‟ in ge  dönem 

karsinojeneziste önemli  ir rol  olmadı ı d   n lmektedir.  

E6 ve E7 proteinleri viral DNA'nın replikasyonuna zemin hazırlarlar. 

E1 ve E2 viral DN  replikasyonunun  a langı ından sorumludur an ak 

 unun i in h  renin enzimlerine ihtiya  duyarlar. Bu enzimatik proteinler 

de h  renin S fazında aktif olarak sentezlenir. Bu y zden HPV vir s  

gerekli olan h  re gen  ölgelerini aktive etmek i in E7 proteinini 

kullanır. E6 h  rede p53 proteinine  a lanır. p53 t mör s presor 

proteini olup h  re  öl nmesi  zerinde negatif reg latör fonksiyonu 

vardır. Bu fonksiyonu h  renin GO/G1 fazından S fazına ge i i kontrol 

ederek yerine getirir.  yrı a p53 apopitozisi ind kleye ilir. Böyle e p53, 

d zeltile ile ek kromozomal hasarı olan h  relerde h  re döng s n  

durdurarak DN  tamiri i in gerekli olan onarımın yapılmasını sa lar, 

ayrı a  iddi kromozomal defekti olanlarda apopitozisi ind kler. E6 

p53' n yıkımını hızlandırır. E6  u etkisiyle kromozomal onarım 

yapılmadan h  relerin  öl nmesine, kromozomal defektli h  relerin 

 irikmesine ve apopitotik etkinin ortadan kalkmasına katkıda  ulunur. 

Kromozomal onarımın yapılamaması genetik instabiliteye neden olarak 

malign transformasyon s re ine katkıda  ulunur. 
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E7 ise aktif retinoblastoma genini inaktive eder (44,45). Rb proteini 

DN  hasarına  a lı olarak h  re döng s n  durdurur veya apopitozisi 

ind kler. Rb proteininin fosforile olmayan formu E2F transkripsiyon 

faktor ne  a lanarak, inaktive eder. E2F DN  sentezini ve siklin 

fonsiyonunu kontrol eder. E7 E2F/R  kompleksine  a lanarak E2F'in 

kompleksten ayrılmasını ve siklin  'nın h  re siklusunu uyarmasını 

sa lar. Böyle e E2F'in h  re döng s n  uyarı ı özelli i R 'nin 

 askısından kurtarılmı  olur.  yrı a E7, R  proteininin yıkılmasına 

neden olur.  

 yrı a E6 ve E7 proteinleri  ir ok faktörle etkile erek imm n yanıtın 

olu masını önlerler (46-48).  ntikor  retimi enfeksiyonun yayılımını ve 

tekrarlamasını önlemede önemlidir. Viral klirensi sa layan ise h  resel 

imm nitedir (49). Viral replikasyonun ge  döneminde kodlanan ge  

genlerden LI geni major kapsid proteinini ve L2 geni minor kapsid 

proteinini kodlar. Her iki ge   ölge genleri prekanseröz ve malign 

h  relerede eksprese edilmezler.  n ak  u genler viral a ı yapımında 

son dere e önemlidir (50).  ekil 6 „da HPV‟nin karsinogenez s re i 

verilmi tir. 
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ŞEKİL 6. HPV karsinogenezi (47) 

HPV ile enfekte olan ki inin immun yanıtına ve HPV tipine  a lı 

olarak yakla ık 10-18 ay i erisinde HPV v  uttan eradike edilir (51). 

E er ki inin v  udu HPV‟ den temizlendiyse s re in sonunda ki inin 

CIN 3 ya da servikal kansere ilerleme riski, HPV ile hi  kar ıla mayan 

ki i ile aynıdır (52). HPV ile enfekte olan ve tedavi edilmeyen kadınların 

yakla ık %1-2 kadarında serviks kanseri geli mektedir (53). Kansere 

ilerleyi  i in genellikle 10-15 yıl gerekir ve  u dönemde sitolojik  ulgu 

olarak skuamöz intraepitelyal lezyon (squamous intraepithelial lesion; 

SIL) veya histopatolojik bulgu olarak servikal intraepitelyal neoplazi 

(cervical intraepithelial neoplasia; CIN) diye tanımlanan prekanseröz 

lezyonlar geli ir.  ekil 7‟de servikal lezyonların kansere ilerlemesi 

gösterilmi tir. 

Prekanseröz lezyonlar epiteldeki atipik de i iklere göre sitolojik 

olarak d   k dereceli (low grade SIL; LSIL) ve y ksek dereceli (high 

grade SIL; HSIL) skuamöz intraepitelyal lezyonlar olarak tanımlanır. 

Histolojik sınıflandırmada CIN 1 LSIL‟e, CIN2 ve CIN3, HSIL'e dahildir. 

Hafif displazik lezyonlar CIN 1, orta displazi CIN2, a ır displazi ve 
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karsinoma in situ CIN3'e kar ılık gelir (54). Histoloji ve HPV ili kisi göz 

ön ne alındı ında ise skuamöz h  reli kanserlerin %95'inde, 

adenokarsinomların da %90'unda HPV DN  pozitif  ulunmu tur. 

Skuamöz h  reli kanserlerden daha  ok HPV 16 sorumludur (55). 

ŞEKİL 7. Servikal lezyonların kansere ilerlemesi 

2.2.5. Serviks Kanseri Tarama Yöntemleri 

2.2.5.1. Servikovajinal Sitoloji 

Taramada yakla ık 60 yıldan  eri kullanılan test, George 

Papani olau tarafından geli tirilmi  olan ve sitolojik de erlendirme 

yapan Pap testidir. Pap testi maliyeti d   k ve etkin olan  ir testtir. 

Serviksten ve etrafından alınan örnekler lam  zerine yayılıp, fikse 

edildikten sonra laboratuvarda incelenmesine dayanır. 1950‟den beri 

servikal kanser insidansını %79, mortaliteyi %70 oranında azaltmı tır. 

Konvansiyonel ve sıvı  azlı (Thinprep) olarak yapılmaktadır.. Bir ok 
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 alı mada sıvı  azlı teknik sayesinde daha  ok tanısal servikal h  renin 

toplandı ı ve örnekten hazırlanan preparatlarda h  re k mele mesi,  

kan ve yangısal de i ikliklere  a lı artefaktların daha az oldu u 

gösterilmi tir. Böyle e daha iyi örnek hazırlanmakta ve daha iyi yorum 

yapılması sa lanmaktadır (56). 

2.2.5.2. HPV Testi 

Pap testinin sensitivitesinin %50-80‟ dir. Bu testin, yalan ı negatiflik 

oranının fazla olması ve de erlendirmesi i in sitolog veya patolog 

gerektirmesi nedeniyle kapsama oranları  ok artmamaktadır. Bu 

nedenle son yıllarda HPV testi ile tarama geli tirilmi tir. 2014 yılından 

iti aren  lkemizde serviks kanseri sade e HPV testi ile yapılmaktadır. 

HPV testleri, hybrid capture, PCR, amplifikasyon ve genotip tayini 

yöntemleri ile yapılmaktadır. Hy rid  apture yönteminde y ksek riskli 

olan 13 HPV tipinin varlı ı ara tırılmaktayken PCR yönteminde ise 

bunlara ek olarak tip 66‟nın varlı ına da  akılmaktadır. HPV pozitif olan 

olgulardan refleks sitoloji yapılır. Sitoloji ile  irlikte yapılması yanlı  

negatiflik oranını azaltarak taramanın etkinli ini artırmaktadır.  normal 

sitoloji ve HPV pozitif gelenlerde CIN III ve kanser geli me riski artar. 

HPV negatif gelen kadınlarda tekrar tarama 5 yıl sonra yapıla ilir. 

2.2.5.3 Diğer 

Serviks kanseri taraması ayrı a muayene sırasında asetik asetik 

uygulanıp  ıplak gözle, servikografi ya da spek loskopi ile de yapıla ilir. 

Muayene sırasında ayrı a lugol kullanılıp lugol tutan ya da tutmayan 

alanlar ara tırıla ilir. 

2.2.6. Serviks Kanserinde Tanı ve Evreleme 

Serviks kanserlerinde tanı, pozitif taraması olan hastaların 

de erlendirilmesi sonu u yapılan kolposkopik  iyopsiler ya da 

eksizyonel i lemler (konizasyon, LEEP gi i i lemler ile) sonu u 
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konmaktadır. Gross olarak muayene sırasında saptanan lezyonlardan 

yapılan  iyopsiler ile de tanı konulabilir.  

Serviks kanserinin en sık iki histolojik alt tipi skuamöz h  reli 

karsinom (%85-90) ve adenokarsinom (%10-15)‟ dur. Serviks nadir 

olarak mikst servikal karsinomların, sarkomların ve malign lenfomaların 

yerle im yeri ola ilir. Bu t mörlerin prognozları daha köt  

seyretmektedir (57). 

Tanısı konulan serviks kanseri hastaların evrelemesi klinik 

olarak, pelvik muayene ( gerekirse anestezi altında muayene) ve 

gör nt leme yöntemleri ile yapılır. Sade e evre 1‟in alt evreleri 

olgularda t mör n  oyutu ve mikrosko ik yayılım patolojik olarak 

evrelenir (58). 

2.2.7. Serviks Kanseri Tedavisi 

Serviks kanserinin tedavisinde hem primer lezyon hem de potansiyel 

yayılma alanları tedavi edilmelidir. Tedavi se enekleri arasında  errahi 

tedavi, radyoterapi ve kemoterapi yer almaktadır. Serviks kanserinde 

tedavinden fayda evrelere göre de i iklik göstermektedir. Radyoterapi 

kanserli hastalara t m evrelerde uygulanabilir. Cerrahi tedavi ise 

sadece erken evre olan Evre I ve IIA olan hastalara uygulanabilir (59). 

Erken evrelerde  errahi ve radyoterapinin 5 yıllık sa  kalım oranları 

birbirine benzerdir (3, 4). Evre IIB ve III kanseri olanlar, cisplatin temelli 

kemoterapi ile birlikte veya tek  a ına radyoterapi ile tedavi edilirler. 

Evre IV kanserli kadınlar genellikle palyatif radyoterapi ve/veya 

kemoterapi ile  elirtileri öl  s nde tedavi edilirler (59). 

2.2.7.1.Cerrahi Tedavi 

Evre I ve IIA serviks kanserleri cerrahi ile tedavi edilebilir (60). K ratif 

 errahi de, primer t mör dokusu ve t mör dokusunun t m uzantıları 

 irlikte  ıkarılır. Palyatif  erahi ise radyoterapinin  a arısız oldu u ya da 

komplikasyonları (rektovaginal ve vezikovaginal fist l) nedeni ile 
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yapılamadı ı durumda semptomları ortadan kaldırmak i in yapılan 

cerrahidir (3). Overin metastatik lezyonları nadir oldu u i in, özellikle 

gen  kadınlarda ooferektomi yapılmaya ilir (3, 4, 61). Radikal 

histerektomi gör len komplikasyonlar  reter darlı ı, mesane 

disfonksiyonu, ka ızlık, yara a ılması, lenfosit ve lenfödemdir.  yrı a 

vezikovaginal fist l,  reterovaginal fist l, mesane atonisi,  a ırsak 

o struksiyonu, trom ofle it, pelvik enfeksiyon ve kanamada gözlene ilir

(60). Cerrahi tedavi sırasında en fazla mortaliteye neden olan 

komplikasyon pulmoner embolidir (61). 

Evre I 1 serviks kanserleri, lenf nodu tutulumu i in d   k risk ta ır, 

 u y zden tedavi sonrası prognoz da m kemmeldir. Evre I t mörler 

i erisinde Evre IA1 lezyonlar sadece konizasyon ile etkin olarak tedavi 

edilebilmektedir. Ancak total intrafasyal histerektomi (tip 1 histerektomi) 

a dominal,vajinal, yada laparoskopik yakla ım ara ılı ıyla 

do urganlı ını tamamlamı  kadınlarda ter ih edilir (3,61). 

Evre I 2 serviks kanserlerinde ise konservatif tedavinin g venli i 

hen z kanıtlamadı ı i in  u evrede genellikle modifiye radikal 

histerektomi ve pelvik lenfadenektomi tercih edilmektedir. Ancak 

fertilitenin korunması istenen olgularda radikal trakelektomi ve 

lenfadenektomi tedavisi de uygulanabilir. Yine  u operasyon sırasında 

ge elik s resin e servikal yetmezli i engellemek ama ıyla servikal 

serklaj konulabilir (3, 60, 61). 

Evre IB ve II  t mör   ulunanlar da  errahi tedavi ve radyoterapiden 

fayda sa lamaktadırlar. Burada hastanın menopoz durumu, ya , e lik 

eden medikal hastalık, t mör n histolojisi ve  apı göz ön nde 

bulundurularak karar verilir. Genellikle Evre IB ve II ‟ ya kadar olan 

t mörlerde  o unlukla, over fonksiyonunu korumak isteyen ve

radyoterapi sonrası  insel ili ki fonksiyonunun de i me kaygısı duyan 

v  ut kitle indeksi d   k olan hastalarda radikal histerektomi ter ih 

edilir. 
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Evre IV   gi i uzak metastaz olmaksızın mesane ve  arsaklara 

yayılımı olan durumlarda pelvik ekzantrasyon yapıla ilmektedir. Bu 

i lemde mesane, rektum varsa uterus ve  evre dokuların  ıkarılması 

ama lanmaktadır. 

2.2.7.2. Radyoterapi 

Serviks kanserlerinin hastanın ya ı, kilosu ve tı  i durumuna 

 akılmaksızın t m evrelerinde kullanıla ile ek primer tedavi yöntemi 

olup ileri evre servikal kanser tedavisinin temelini olu turur (3, 4). Erken 

evre serviks kanserlerinde de  errahi tedavinin alternatifi olmaktadır. 

 yrı a radyoterapi primer k ratif tedavi haricinde vaginal kanama ve 

kemik a rıları gi i semptomları d zeltmek i inde kullanıla ilir. Ancak 

tedavi s resinin uzunlu u radyoterapinin dezavantajlarındandır (3). 

Radyoterapi hem intrakaviter olarak brakiterapi hem de external beam 

radyasyon yolla uygulanabilmektedir (4).  n ak tedavi s resinin 

uzunlu u radyoterapinin dezavantajlarındandır (3).  

Radyoterapi sonrası geli en komplikasyonlar arasında vaginal 

kısalma ve fi rozis seks el disfonksiyon gör lme olasılı ı, tı  i veya 

 errahi giri im gerektire ek d zeyde kronik mesane ve  a ırsak 

pro lemleri, rektovaginal ve vezikovaginal fist l geli imi sayıla ilir 

(3,60). 

Kanserin evresine göre radyoterapinin etkinli i de i mektedir (4). İleri 

evre serviks kanserlerinin (Evre IIB ve IV)   y k  o unlu u köt  

prognoza sahiptir. Yine  u evre kanserlerin 5 yıllık sa  kalımı %50‟ den 

azdır. İleri evre serviks kanserinde platin–temelli kemoterapi ile birlikte 

radyoterapi uygulanabilir. Bu rejimler sa  kalımı arttırmaktadır. 

Evre IVB gibi uzak metastazın  ulundu u olgular olduk a köt  

prognoza sahiptir ve yapılan radyasyon tedavisi vajinal kanama ve 

a rıyı kontrol etmek i in kullanılır. Yine palyasyon ama ıyla  u evredeki 

hastalara sistemik kemoterapi verilebilir. 
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 2.2.7.3.Kemoterapi ve Hedefe Yönelik Tedavi 

Klasik kemoterapatik ila lar 1940‟ lı yıllarda kullanılmaya  a lanmı  

olup g n m zde de halen  ir ok kanser t r nde sistematik tedavisinde 

 el kemi ini olu turmaktadır.  n ak kanserin mekanizması 

aydınlatıldık a, kansere neden olan  u mekanizmaları ve kilit 

molek lleri hedefleyen hedefe yönelik tedaviler kanser tedavisi 

prensiplerinde ve prati inde önemli geli melere neden olmu tur. 

Kemoterapinin serviks kanserinin primer tedavisinde ise faydaları 

sınırlıdır (3, 4). Amerikan Ulusal Kanser Enstit s  (NCI) tarafından 

serviks kanseri tedavisi i in radyoterapi gereken hastalarda tedaviye 

 isplatin temelli kemoterapinin de eklenmesinin uygun ola a ı 

 ildirilmi tir (61). Bu sebepten serviks kanser i in de, kimi kanser 

gruplarında oldu u gi i, ara tırma ılar yeni hedefe yönelik tedavilerin 

 zerinde durmaya  a lamı lardır. 

Hedefe yönelik tedaviler, kanser h  relerine özg  olan yolaklar 

 zerine molek ler d zeyde etki ederek h  re   y mesi, h  re siklusu 

kontrol , apopitozis ve anjiyogenez  zerine etki ederler. Böyle e 

yapılan tedavilerde sade e kanser h  releri hedef alınarak tedavinin 

etkinli i yanında normal dokulardaki toksisiteyi de minimal d zeye 

indirir. Hedef tedavi olarak kullanıla ile ek olan ila lar arasında 

monoklonal antikorlar, k   k molek ll  tirozin kinaz inhi itörleri, 

anjiyogenez inhi itörleri, proteozom inhi itörleri, histon deasetilaz 

inhi itörleri, gen tedavileri ve a ılar sayıla ilir. 

Kanser h  relerinin nasıl  ir yol izleye e ini ön elikle genomik 

eksiklikler belirler.  evredeki di er h  reler ile ve  evresel faktörlerle 

etkile imi ise  una katkıda  ulunur. Bu etkile im h  relerin 

mem ranlarındaki reseptörler ve h  re i indeki ikin il mesaj molek lleri 

(sinyal ileti molek lleri) yoluyla olur. İkin il mesaj molek lleri farklı kinaz 

sistemlerini aktive ederler ve sonu ta farklı gen expresyonlarına neden 

olarak h  re   y mesi proliferasyonu, sa  kalımı gi i temel 

fonksiyonlar  zerine etki ederler. 
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2.3. Tirozin Kinazlar, Tirozin Kinaz İnhibitörleri Ve Hedef 

Tedavideki Yerleri 

Sinyal iletimi yollarını ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik 

mutasyonlara sık olarak rastlanmaktadır. Sinyal iletiminde meydana 

gelen de i imler h  renin  o alma ve/veya ya ama i levlerinin

kontrol n  ortadan kaldırır. Böylelikle, onkojenik sinyal iletimi t mör 

geli imi ile invazyon/metastaz s re inde etkin rol oynamaktadır. Sinyal 

iletiminde rol oynayan protein kinaz ailesinde yer alan tirozin kinazların 

inhibisyonu,  e itli solid t mörlerin hedefe yönelik tedavisinde etkili 

olabilmektedir. 

2.3.1.Tirozin kinazlar 

İnsan genomunda yakla ık 30000‟ nin  zerindeki genin %20‟si sinyal 

iletimde görev alan proteinleri kodlamaktadır (5). Bu proteinler arasında 

h  re mem ranında yerle en reseptörler, G-proteinler ve sinyal ileten 

enzimler yer almaktadır.  

Tirozin kinazlar (TK), adenozin trifosfatın ( TP) yapısında  ulunan 

fosfat atomunun polipeptitlerdeki tirozin rezid lerine transfer 

edilmesinde rol oynarlar. İnsanlarda en az 90 TK ve 43 TK benzeri gen 

 ulunmaktadır. Bunlar h  resel proliferasyon, diferansiyasyon, h  renin 

 anlılı ı ve h  re hareketi gi i önemli reg latuar fonksiyonlarda rol 

alırlar. TK‟ ler  a lı a reseptör yapıda olanlar ve reseptör yapıda 

olmayanlar olmak  zere iki ana gru a ayrılırlar. Reseptör yapıda olan 

TK‟ ler, bir adet N-terminal ekstrasel ler ligand  a lanma  ölgesi,  ir 

adet  asit yapıda transmem ran  ölgesinde sa it olan alfa heliks ve  ir 

adet katalitik  ölgeyi i inde bulunduran sitozolik C-terminal yapısına 

sahip transmem ran glikoproteinlerdir. Reseptör yapıda olmayan TK‟ ler 

de ise transmem ran yapılar yoktur. Bunlar sitozol, n kleus ve plazma 

mem ranının i  kısımları gi i  e itli h  re i i lokalizasyonlarda 

bulunurlar (62, 63). 
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Mem randa yerle im gösteren proteinlere reseptör tirozin kinazlar 

(RTK) denilmektedir. RTK s per ailesinde 58 transmem ran protein 

 ulunmaktadır. Bu reseptörler arasında ins lin reseptör ,   y me 

faktörleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF, NGF) reseptörleri ve efrin 

reseptörleri (Eph , EphB) yer almaktadır (63). Reseptör yapıdaki TK‟ ler 

ekstrasel ler alana ligandın  a lanması ile aktive olurlar. Sonu ta 

reseptör oligomerleri olu ur, stoplazmik mem rana  iti ik olan  ölgenin 

inhi itör etkinli i ortadan kalkar ve kinaz aktivasyon  ölgesindeki 

reg latuar tirozin molek l n n otofosforilasyonu ger ekle ir. Bu 

de i iklikler neti esinde kritik aminoasit rezid lerinin yeniden 

d zenlenmesi ger ekle erek artmı  katalitik aktivite meydana gelir. 

Daha sonra otofosforilasyon, sinyal proteinlerini h  re mem ranına 

toplayıp  oklu sinyal yolaklarını aktive ederek sinyal proteinleri i in 

 a lanma  ölgeleri olu turur.  daptör proteinlerin ortak yapısal özelli i 

SH2 (Src-homology-2)  ölgeleri i ermeleridir. Bu proteinler, SH2 

 ölgeleri ara ılı ıyla reseptöre  a lanarak, RTK ile sitoplazmadaki 

efektör proteinleri arasında köpr  görevi yapmaktadır. RTK 

aktivasyonunun sonlandırılmasından fosfataz gru u proteinler 

sorumludur. Buna göre, fizyolojik ko ullarda sinyal iletimi tersinir özellik 

ta ır ve RTK ara ılı iletim kontrol altında tutulur. Karsinogenez 

s re inde, s rekli ve kontrols z RTK aktivitesi söz konusudur (5). 

Sitoplazmik protein kinazlar arasında Sr ,   l, fokal adezyon kinazı 

(FAK) ve “Janus Family Kinases (J K)” proteinleri yer almaktadır (5). 

İstirahat halindeki h  relerde  u proteinler sitoplazmada inaktif halde 

 ulunurlar. B y me faktörleri veya sitokinler ile h  renin 

uyarılmasından sonra aktif hale gelen  u proteinler, sitoplazmadaki 

veya n kleustaki hedeflerine yönelirler. Sitoplazmik tirozin kinazların 

s rekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon, t mör 

  y mesi, motilite ve invazyon artı ı ile anjiyogenez gi i malign fenotipe 

özg  h  resel olayları hızlandırır (64, 65). 

Protein kinazlar dört mekanizma ara ılı ıyla onkojenik 

transformasyona yol a a ilir : 
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1. Protoonkogenin retroviral transd ksiyonu,

2. Genomik rearanjmanlar,

3. “Gain of fun tion (GOF)” mutasyonlar,

4. Protein kinazın a ırı sentezlenmesi (5).

2.3.2 Tirozin Kinazların Farmakolojik İnhibisyonu 

TK‟lar farmakolojik olarak  e itli mekanizmalarla inhi e 

edilebilmektedir. Bunlar; 

1. K   k molek ller,  TP veya su stratların  a lanma  ölgesine 

m dahalesiyle kinazların katalitik aktivitesini direk olarak inhibe 

ede ilirler. Bu inhi itörlerin  azıları  „suisid su stratları‟ olarak görev 

yaparak enzimin geri dön   ms z olarak inaktivasyonuna yol a arlar 

(66).  

2. TK dimerizasyonunun  lokajı ile TK f zyonu inhi e 

edilebilmektedir. 

3. Reseptör TK ve onun ligandlarına kar ı antikorlar ligand

nötralizasyonu, ligand  a lanmasının engellenmesi, reseptör 

internalizasyonu ve  elki de antikor ili kili sitotoksisite ara ılı ıyla TK 

sinyalizasyonunu engellerler (6). 

4. Bazı TK‟lerin sta ilitesi, ısı  ok proteinlerine (Hsp90 v .)

 a lanması ile reg le edilmektedir. Bu ısı  ok proteinlerinin inhi itörleri 

BCR-ABL ve HER-2‟nin  a lanmasına engel olarak  u TK‟lerin 

 ozulmasına yol a a ilmektedir (6). 
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2.3.3 Tirozin Kinazların Farmakolojik İnhibitörleri 

Tirozin kinaz inhi itörleri (TKİ)  e itli malignitelerde hedeflenmi  

tedavi yakla ımında etki ede ilmektedir. Bu maddelerin genellikle temel 

etki mekanizmaları TK‟ nin katalitik  a lanma  ölgesinde yarı malı ATP 

inhi isyonu olmasına ra men her  irinin hedefledi i kinaz spekturumu, 

farmakokinetikleri ve yan etki profilleri bir irinden farklılık gösterir (67). 

TKİ‟ ler, reseptör TK ve onun ligandlarına kar ı geli tirilmi  „humanize 

edilmi  antikor TKİ (  TKİ)‟ ler ve „k   k molek ll  TKİ (KMTKİ)‟ ler 

olarak iki ana gru a ayrılırlar.   TKİ‟ ler, ekstrasel ler yerle imli 

  y me faktör  reseptörlerini hedef alarak kanser h  resine spesifik 

olan antijenlere  a lana ak  ekilde dizayn edilmi lerdir. Böyle e 

reseptöre  a lanan antikorlar ilgili ligandın  a lanmasına engel olarak 

TK‟ nın dimerizasyon ve aktivasyonunu engeller ya da reseptör down 

regulasyonunu ind klerler (68).  yrı a  u antikorlar hedeflenen t mör 

h crelerine kar ı immun yanıtın olu masını da uyara ilirler.   TKİ‟ ye 

EBFR-2 reseptör ne  a lanan trastuzuma  iyi  ir örnektir. Di er 

taraftan KMTKİ‟ ler ise hem reseptör hem de reseptör yapıda olmayan 

tirozin kinazları inhi e ederler. Bu TKİ‟ ler intrasel ler kinaz  ölgesinin 

aktivitesini  loke ederler. Bunlar kinaz  ölgelerinin fosforilasyonunu 

direk olarak inhibe edebilir ya da ilave olarak devam eden sinyal 

kaskadındaki su stratın fosforilasyonunu da inhi e ederler. Su strat 

fosforilasyonu normalde hem  TP hem de su stratın aktif  ir kinaza 

 a lanması ile olu ur. 

KMTKİ‟ ler substrat fosforilasyonunu 3 temel mekanizma ile bloke 

ederler. Tip1 inhi itörler (sunitini , sorafeni ) aktif olan kinazın  TP 

cebine ba lanmak i in  TP ile yarı ırlar. Bu grup, g n m zde en fazla 

kullanılan gruptur ve insan genomundaki yakla ık 500‟ den fazla kinazın 

 TP  e lerinin yapısı olduk a  enzer oldu undan selektiviteleri 

d   kt r. Bu nedenle  irden fazla kinazı inhi e ede ilirler. Tip 2 

inhi itörler (imatinib ve nilotinib),  ATP cebi ve sadece kinaz inaktif 
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oldu unda  ulunan kom u kısım olmak  zere kinaz  zerindeki iki ayrı 

 ölgeye  a lanırlar. Bunlar genellikle tip 1 inhi itörlerden daha potent 

ve daha selektiftirler an ak yine de   ten fazla kinaz t r n  inhi e 

edebilirler.  

Tip 3 inhi itörler (ekstrasel ler kinaz yola ı inhi itörleri prototipi) ise 

su strat tanıma  ölgesi (su stratın kinaza  a lanmasını  loke eden) 

gi i  TP  e inden uzak  ir  ölgeye  a lanırlar. Bu grup potansiyel 

olarak en selektif grup olmalarına ra men,  retilmeleri olduk a zor 

oldu undan ve tahmin edildi inden daha az etkili olduklarından, 

geli tirilen TKİ‟ler i inde olduk a k   k  ir gru u temsil ederler.  

Sonu  olarak KMTKİ‟ler yapısal olarak   TKİ‟ lerden daha az 

selektiftirler ve g n m zde  azıları  ilinen an ak  o u  ilinmeyen 

 irden fazla kinazı inhi e ede ilirler (68). 

Bosutini , oral kullanıla ilen  ir 4-anilo-3-kinolin karbonitril olup, hem 

Sr  hem de   l tirozin kinazları inhi e ede ilen k   k molek ll  

inhi itörd r. Böyle e imitanibden 200 kat daha fazla Bcr-Abl inhibisyonu 

yapabilir. Bosutinib, gö  s kanseri h  re hatlarında protein kinazların 

mitojen aktivasyonunu ve fosforilasyonunu inhi e ederek h  relerin 

proliferasyonunu, invazyonunu ve migrasyonunu inhi e etti i 

gösterilmi tir (7). Yine kolorektal kanserlerde  osutini  B  atenini 

destekleyerek E- adherine daha y ksek afiniteli  a lanma sa lar. 

Böyle e kolorektal h  relerin motilitesini azaltır (69). Benzer  ekilde HT 

29 ksenogreft modellerinde  osutini  ile yava    y me gösterilmi tir 

(70). Bosutini ‟ in hematolojik malignitelerde klinik olarak etkinli i 

gösterilmi  olmakla  era er, 4 Eyl l 2012 tarihinde Gıda ve ila  idaresi 

(FD ) tarafından tedaviye diren li veya intolerans geli mi  yeti kin 

kronik miyeloid lösemi (kml) hastalarında kullanımı i in onaylanmı tır. 

Ta lo 3‟ de tirozin kinaz inhi itörlerinin klinik kullanımlarıyla ilgili bilgiler 

verilmi tir. 
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Tablo 3 : Src / Abl inhibitörlerinin klinik kullanım özellikleri (70) 

Bileşim Yapısı Hedef 

reseptör 

Kullanım Klinik çalışma Toksisite 

Bosutinib 

(SKI-606) 

4-Anilino-3- 

kinolin 

karbonitril 

Src Bcr-Abl 
G nl k 

400mg oral 

Faz I ve II solid 

t mörler, 

FazIII 

hematolojik 

maligniteler 

Bulantı,Kusma, 

İshal, Anoreksi, 

Pansitopeni 

Saracatinib 

(AZD0530) 

4-Anilino 

kinazolin 
Src Bcr-Abl 

G nl k 

175–250 mg 

oral 

Faz I ve II 

monoterapi ve 

kombinasyon; 

solid t mörler; 

Hasta  alı ması 

hen z yok 

Lökopeni, 

nötropeni, artralji, 

dök nt ,  ö rek 

yetmezli i 

Dasatinib 

(BMS35485) 

2-(Amino 

pirimidinil) 

tiazol-5-

karboksamid 

Src Bcr-Abl 

c-Kit 

PDGFR 

cFMS 

EphA2 SFKs 

G nl k 2kez 

70mg ya da 

120 mg oral 

Faz I ve II 

monoterapi ve 

kombinasyon; 

Faz III 

Hematolojik 

maligniteler 

Nötropeni, 

trombositopeni, 

plevral ef zyon, 

dök nt , 

gastrointestinal 

yan etkiler 

Ponatinib 

(AP24534) 

İmadazo 

piridazinler 

Src 

Bcr-Abl 
Belirsiz 

Faz I KML ve 

Di er 

hematolojik 

maligniteler 

Trombositopeni, 

Ba a rısı,  ulantı, 

artralji, yorgunluk, 

anemi, dök nt , 

myalji, pankreatit 

KX2–391 
K   k molek ll  

inhi itör 

Selektif Src, 

substrat 

 a layan  ep 

inhi itör 

G nl k 2 

kez 40 mg 

oral 

Faz I ileri evre 

Solid t mörler; 

Faz II diren li 

prostat kanseri 

Ast, Alt y ksekli i 

lökopeni, 

yorgunluk 

XL-228 tescilli 

SFKs IGF-

1R AuroraA 

Bcr-Abl 

Belirsiz 

Faz I İleri evre 

solid t mörler 

Lenfoma 

KML 

Belirsiz 

TG100435/ 

TG100855 

3-Amino benzol 

(1,2,4) tinazin 
Src Bcr-Abl NA Sadece preklinik NA 

DCC2036 tescilli 

Abl  SFKs 

Lyn ve  Hck 

i eren 

Belirsiz 

Faz I Lösemi, 

Solid t mörlerde 

klinik  alı ma 

yok 

Belirsiz 
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2.3.4.Bosutinib 

Solid organ t mörlerinde de faz I, II  alı maları devam etmektidir. Bu 

 alı malar ta lo 4‟ de gösterilmi tir.  

Bosutinib‟ in bilinen yan etkileri ishal,  ulantı, kusma, karın a rısı, 

dök nt , ate  ve yorgunluk olup  u yan etkilerinden dolayı hastalar 

tarafından tolere edile ilmeleri zorla ır. Labaratuar  ulgularında 

trombositopeni ve anemi yapabilir. İla ın  iddi yan etkilerinde 

myelosupresyon, hepatotoksitite ve anafilaktik  ok sayıla ilir.  

Bosutinib, sitokrom P- 450 tarafından kara i erde meta olize edilir. 

Bu ila  di er tirozin kinaz inhi itörleri olan dasatini , imatinib, nilotinib 

ve ponatini  gi i CYP3 4‟ n su stratıdır. Bu enzimi inhibe eden 

maddeler ila ın v  utta  irikimini ve etkisini artırırken, yine  u enzimi 

ind klenmesini sa layan maddeler ila ın v  uttaki miktarını azaltıp, 

ila ın etkinli ini azaltırlar.  
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Tablo 4: Bosutini  ile solid malignitelerde klinik  alı malar 

Monoterapi ve 

kombinasyonlu çalışma 
Biomarkers Sonuç 

FAZ I 

Gemsitabin ile birlikte daha 

önce hiçbir sistemik tedavi 

almamış rezeke pankratik 

kanser hastalarında(n33); 

ClinicalTrials.gov Identifier, 

NA  alı ma sonlandırıldı. 

NCT01025570 

Kapesitabin ile birlikte tüm 

solid organ maligniteleri 

(n152);ClinicalTrials.gov 

Identifier, NCT00959946 

NA 
 alı ma 

sonlandırıldı 

FAZ II 

Monoterapi meme kanseri 

hastalarında (n=75); 

ClinicalTrials.gov Identifier, 

NA Tamamlandı 

NCT00319254 

Eksemestan ile birlikte 

eksemestana karşı monoterapi 

HR+ Meme kanser hastalarında 

(n=234); ClinicalTrials.gov 

Identifier, NCT00793546 

NA 
Ba ladı, tamamlanmadı 

Letrozol ile birlikte letrozole 

karşı monoterapi meme 

kanseri hastalarında patients 

(n=250); ClinicalTrials.gov 

Identifier, NCT00880009 

NA 
 alı ma 

sonlandırıldı 

FAZ III 

Hastalarda çalışılmış bir faz III 

çalışması bulunmamaktadır. 

*http://www.ClinicalTrials.gov, web sitesinden alınmıştır
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III. GEREÇ VE YÖNTEM

Bu  alı ma Celal Bayar  niversitesi Bilimsel  ra tırma Projeleri 

Koordinatörl    Fonu tarafından 2014-142 nolu proje ile desteklenmi  

olup, 27.08.2014 tarihinde Celal Bayar  niversitesi 20478486-301 nolu 

Yerel Etik Kurul onayını almı tır.  alı ma ile ilgili ara tırmalar Celal 

Bayar  niversitesi Tıp Fak ltesi Tı  i Biyoloji La oratuvarlarında 

yapılmı tır.  

3.1. GEREÇ 

3.1.1. Hücre Kültürlerinin hazırlanması için gereçler 

Denemeler  TCC'den temin edilen 3 adet y zeye  a ımlı serviks 

kanseri h  re hattı ile ger ekle tirildi.  

1. LNCaP (insan serviks karsinomu lenf nodu metastazı h  re hattı;

CRL-1740TM) 

2. PC-3 (insan serviks karsinomu kemik metastazı h  re hattı;

CRL-1435TM) 

3. DU145 (insan serviks karsinomu  eyin metastazı h  re hattı;

HTB-81TM) 

 Sınıf II g venlik ka ini (Es o, Holanda)

 CO2'li ink  atör (Sanyo-MCO-18AIC, Japonya)

 Floresan ekli invörted ı ık mikrosko u (Lei a DMIL,  lmanya)

 So utmalı santrif j (Sigma- B6916, ABD)

 pH metre (Hanna- HI221, Almanya)

 Manyetik karı tırı ı (Wisd-MSH20A, Almanya)

 100 x20 mm'lik k lt r kapları (Greiner Bio-One CELLSTAR,

Almanya) 

 60 x 15 mm h  re k lt r kapları (Greiner Bio-One CELLSTAR,

Almanya) 
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 6 kuyu uklu k lt r kapları (Greiner Bio-One CELLSTAR,

Almanya) 

 2.5- 5- 10 ve 25 ml hacimli steril pipetler (Orange, İtalya)

 Pastör fırınında steril edilmi  pastör pipetleri

 15 ml ve 50 ml‟lik falkon t pleri (Jet Biofil, İtalya)

 1-10, 20-200 ve 100-1000 µl otomatik pipetler (Brand-

TransferpetteS, Amanya) 

 Pipet u ları (VWR,  BD)

 Eppendorf t pler (Grainer-Almanya)

 H  re ortamı; DMEM F12(Gi  o- 31330, ABD)

 H  re ortamı; RPMI 1640 (Gi  o- 52400, ABD)

 Fötal dana serumu (FBS) (Gi  o- 10270, ABD)

 Tripsin-EDTA (Gibco- 3103382, ABD)

 Aktif karbon (Merck, K34348983520)

 Penisilin/Streptomisin (Gibco- 15140, ABD)

 L-glutamin (Gibco- 25030, ABD)

 İrinotekan (Hydrochloride trihydrate, CPT-11, P5E561)

 Kamptotesin (Sigma, C9911)

 Doksorubisin (Adriblastina, Carlo Erba,7126176)

 Etoposit (VP16) (Sigma, E1383)

 Hidrojen peroksit (H2O2, Merck,M1086002500,ABD)

 Wortmannin (Sigma- W1628, Almanya)

 LY294002 (Sigma- L9908, Almanya)

 DMSO (Merck- K33960212-504, ABD)

 Hemositometre (Neubauer)

 % 0.4 Tripan mavisi sol syonu (Sigma- T6146, ABD),

 Fosfat tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)

.  

3.1.2 İmmünofloresan Çalışmaları için gereçler 

 22x22 mm No: 1 lamel (Marienfeld- 0101050, Germany)
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 % 4 Paraformaldehit (AppliChem- A3813, Almanya) pH:7.8 / %

100 so uk methanol (Mer k- 1552608034, ABD) 

 % 0.2 triton X-100 (Sigma- T8787,  lmanya) i eren PBS

 % 1BSA (USB- 10857,  BD) i eren PBS

 HM-  o  vektör (Invitrogen,  BD)

 HM-NKX3.1 ekspresyon konstraktı

 % 70 ve 100 EtOH (Merck- K41414186 038, ABD)

 DMSO (Merck- K33960212 504, ABD)

 R1881 (Sigma, R0908)

 İrinotekan (Hydro hloride trihydrate, CPT-11, P5E561)

 Kamptotesin (Sigma,C9911)

 Doksorubisin (Adriblastina,Carlo Erba,7126176)

 Etoposit (VP16) (Sigma, E1383)

 Hidro jen peroksit (H2O2, Merck, M1086002500)

 Anti-XPress antikoru(Invitrogen P/N 46-0528)

 Anti-siklin D1 antikoru (Santa Cruz- sc20044, Almanya)

 Anti--H2AXantikoru (Milipore,05-636)

 NKX3.1 antikoru (Dr. Fahri Saat io lu La ., Oslo  niversitesi)

 Anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes, Alexa Fluor 594)

(Invitrogen- A11005, ABD) 

 Anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 488)

(Invitrogen- A11001, ABD) 

 Anti-rabbit IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 594)

(Invitrogen- A11012, ABD) 

 Anti-rabbit IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 488)

(Invitrogen- A11008, ABD) 

 4,6-diamidino-2-phenylindole (D PI) sol syonu

 Flöresan mikroskop (Lei a DMIL,  lmanya)

 Santrif j (Eppendorf 5415D ve 5415R, ABD)

 1-10, 20-200 ve 100-1000 µl otomatik pipetler (Brand-

TransferpetteS, Almanya) 



37 

 Pipet u ları (VWR,  BD)

 Eppendorf t pler (Grainer-Almanya)

3.1.3.İmmünoblotlama (Western-Blot) için Gereçler 

 Modifiye RIPA tamponu:

 Proteaz inhibitor kokteyli  (Roche-04693159001, Almanya)

 Fosfataz inhi itör kokteyli (Ro he-04906837001, Almanya)

 NaF 100X (100mM), (Merck- B815549 606, ABD)

 NaVO
3 

100X (200mM) (Fluka- 72060, Almanya) 

 PMSF 100X (100 mM) (Fluka- 93482, Almanya)

 BCA kiti (Sigma- 088K6138, Almanya)

 Kuars k vet (Hellma- 105.202QS, Almanya)

 İzopropanol (Mer k- K35707095 607, ABD)

 Metanol (Merck, K34212908503)

 % 30 akrilamid karı ımı i in

 4X SDS-P GE ayırma jel tamponu

 4X SDS-PAGE depolama jel tamponu

  monyum pers lfat sol (% 10) (Sigma- A9164, Almanya)

 TEMED (Sigma- T9281, Almanya)

 1L ha im i in SDS-P GE jel 10X y r tme tamponu (1X olarak

kullanılır) 

 4X y kleme tamponu

 40 mM trizma baz (pH 8.0) (Sigma- T6066, Almanya)

 0.4 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)

 % 4 SDS (Sigma- L4390, Almanya)

 % 20 gliserol (Sigma- G5150, Almanya)

 Brom fenol mavisi 200 µl (Mer k- L54971322525, ABD)

 1L ha im i in SDS-PAGE jel 10X transfer tamponu

 Beta-mercaptoetanol (Sigma, M3148)

 10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L



38 

 Ya sız s t tozu (Saliler,  lmanya)

 BSA (USB- 10857, ABD)

 Anti-rabbit IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham-

NA934, ABD) 

 Anti-mouse IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham-

NA931, ABD) 

 Anti-β-Actin antikoru(Sigma-A5316, Almanya)

 Anti-H2AXantikoru (Milipore, 05-636)

 NKX3.1 antikoru (Dr. Fahri Saat io lu La ., Oslo  niversitesi)

 GAPDH antikoru (Ambion,AM4300)

 AR antikoru (Milipore, 06-680)

 p-p53(S20) (Santa Cruz-sc18079 , Almanya)

 p53 antikoru (Abcam, ab2433 ve Santa Cruz-sc6243)

 Anti-Siklin D1 antikoru (Santa Cruz- sc20044, Almanya)

 Anti-DNA-PKcs antikoru (Santa Cruz- sc17787, Almanya)

 Anti-pATM(S1981)antikoru (Santa Cruz- sc13138, Almanya)

 Anti-ATM antikoru (Santa Cruz- sc13138, Almanya)

 pATM(S1981)  antikoru (Abcam, ab81292)

 p-H2AX(S139)antikoru(Abcam, ab11174)

 p-NBS1 antikoru (Milipore,Upstate,05-663)

 NBS1 antikoru (Milipore,Upstate,05-616)

 Anti-RAD50 antikoru (Santa cruz- sc5298, Almanya)

 Anti-Ku70 (Santa Cruz- sc11757, Almanya)

 Anti-pChk2(T68) (Santa Cruz- sc135653, Almanya)

 Anti-Chk2 antikoru (Santa Cruz- sc59737, Almanya)

 ECL PLUS kiti (GE Healthcare Amersham Western Blot

detection system, RPN2132, ABD ) 

 H  re kazıyı ı (Cell S raper- TPP 9903, İsvi re)

 So utmalı santrif j, + 4 ºCi in (Sigma- B6916, Almanya)

 Sonikatör (Bandelin Sonopuls UW 2070)

 Santrif j (Eppendorf, 5415D ve 5415R, ABD)
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 Blok ısıtı ı (Grant- QB 2, İngiltere)

 Spektrofotometre (Amersham- Ultraspec 1100 pro., ABD)

 Y r tme aparatı (C.B.S. S ientifi - MGV202, ABD)

 Transfer aparatı (C.B.S. Scientific- EBX700, ABD)

 Whatman ka ıtları

 Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer mem ranı (Ro he-

03010040001, Almanya) 

  alkalayı ı (Heidolph- ROTAMAX 120, Almanya)

 Pozlamanın ger ekle ti i kaset ( mersham Hyper assette, RPN

11643) 

 Film (Kodak, 8143059)

  setat ka ıtları

 Developer (Kimetsan- Fast X-Ray Developer Sol., T rkiye)

 Fikser (Kimetsan- Fast X-Ray Fikser Sol., T rkiye)

 5 ml steril enjektör ( yset, T rkiye)

 1-10, 20-200 ve 100-1000 µl otomatik pipetler (Brand-

TransferpetteS, Almanya) 

 Pipet u ları (VWR,  BD)

 Eppendorf t pler (Grainer,  lmanya)

3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Hücrelerin Bakımı Ve Pasajlanması 

H  relerin  esin gereksinimlerini kar ılamak ama ıyla ortam olarak 

% 5-10 FBS, % 1 L-glutamin, % 1 penisilin/streptomisin i eren DMEM 

F12 (PC-3 ve DU145 h  re hatları i in) veya RPMI 1640 (LNCaP h  re 

hattı i in) kullanıldı. H  reler y zeyi tamamen kapladı ı zamana kadar 

rutin olarak  eslendi. Bu i lem i in y zeye  a ımlı h  relerin ortamı 

pastör pipeti yardımıyla  ekildi ve h  relerin  zerine taze ortam 

eklenerek 2 g nde  ir ortam de i tirildi. H  reler, 100 x 20 mm‟lik veya 

60 x 15 mm'lik h  re k lt r kaplarında 37 ºC‟de % 5 CO2‟li ink  atörde 
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  y t ld . H  reler t m y zeyi kaplaya ak kadar  o aldıklarında 

pasajlandılar.  

3.2.2. Hücrelerin Dondurulması Ve Çözdürülmesi 

H  reler pasajlandıktan sonra h  re k lt r ka ına aktarılmadan,%30 

FBS i eren taze h  re ortamında  ulunan h  reler  zerine %5 DMSO 

eklendive 1ml ha imde kriyot plere aktarılarak -86oC derin 

donduru uya kaldırıldı. 

 özd r le ek olan h  reler -86oC derin donduru udan  ıkarılır 

 ıkarılmaz 37 oC su  anyosunda  öz lene kadar (yakla ık 1-2 dk) 

 ekletildi.  rdından h  re k lt r ka ındaki 37 oC‟ye ısıtılmı  8 ml ortam 

 zerine dikkatli e pipetleme yaptıktan sonra ilave edildi. 

3.2.3. Hücre Sayımı 

H  re s spansiyonunun yo unlu unun  elirlenmesi i in h  re sayımı 

yapıldı. H  reler pasajlanırken, yeni k lt re istenen miktarda h  re 

ala ilmek ama ıyla hemositometrede sayıldı. Sayım i in h  re 

s spansiyonundan 10 µl alınıp tripan mavisiyle 100 µl‟ye tamamlandı. 

Karı ım pipetle homojenize edildi. Hemositometre  zerine  ir lamel 

koyuldu ve sayıla ak h  re s spansiyonu  u ikisi arasına pipetle 

kenardan vererek yayıldı.  

Hemositometre  zerinde yer alan 9   y k kare i indeki h  re miktarı 

sayıldı. Mililitredeki h  re sayısını (h  re sayısı/ml)  elirlemek i in 

a a ıdaki form lden yararlanıldı: 

H  re sayısı/ml  =    Sayılan h  re miktarı× Dil syon oranı (10)×104 

9 

3.2.4 Sitotoksisite analizleri (MTT) 

Sitotoksisite analizleri i in kolorimetrik  ir yöntem olan MTT (3- [ 4,5- 

dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium  romide ) olu umu 

öl  ld . H  re  o alması; steril olarak PBS tamponunda hazırlanan 
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5mg/mL MTT stok sol syonun, kullanımdan az ön e 1:10 oranında 

 retme ortamı ile dil e edilip, 0,5mg/ml oranında h  reler  zerine 

eklenmesi ile saptandı. 370C‟de %5 CO2‟li ink  atörde 4 saat s reli

ink  asyonun ardından MTT i eren ortam atılıp, olu an mavi formazan 

kristallerinin 200µL %100 DMSO  i erisinde  öz lmesi sa landı. Olu an 

mavi formazan miktarı 570-690 referans aralıklarında mikroplaka 

okuyu u kullanılarak öl  ld . Projemiz kapsamında MTT ile sitotoksisite 

denemeleri tirozin kinaz inhi itör  olan  osutini in uygulama s resi ve 

dozlarına  a lı olarak gözlene ek sitotoksik veya anti-proliferatif etkinin, 

 u etkilerin gözlendi i optimum konsantrasyon de erlerinin (IC50 

de erlerinin)  elirlenmesi ama ıyla ger ekle tirildi. Sitotoksisite 

denemesi CCL-62 serviks kanseri h  re hattında 24, 48 ve 72 saat 

s reyle ger ekle tirildi. % H  re  anlılı ı, madde uygulanan h  relerin 

a sor ansı / kontrol h  relerinin a sor ansı olarak hesaplandı. 

Sonu lar Mi rosoft Ex el (XP) ve GraphPad yazılımı ara ılı ıyla 

grafiksel olarak de erlendirildi, her  ir maddenin IC50 de eri (h  re 

proliferasyonunun %50 oranında inhi e eden konsantrasyon de eri) 

hesaplandı. 

3.2.5.İmmünofloresan 

H  re k lt r yle i  i e  ir yöntem olarak uygulanan imm noflöresan 

yönteminde ama  h  releri hazır hale getirdikten sonra ara tırılan 

proteini özg l antikorlarla  a layarak floresan ı ık altında mikroskopik 

in eleme yapmaktır. 

3.2.5.1 Hücrelerin Hazırlanması 

 % 70 EtOH'de  ekletilen lamellerin steril ka in i inde ka ıt

mendil  zerine konularak kuruması  eklendi ve ardından lameller 6 

kuyu uklu k lt r kaplarına d zg n  ir  ekilde yerle tirildi. H  reler; 

i lerinde lamel  ulunan k lt r kaplarına 3 ml ortam i erisinde % 50-60 

yo unlukta ola ak  ekilde pasajlandı ve 37C‟de %5 CO2‟li ink  atörde 

24 saat ink  e edildi.  
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 H  reler madde uygulamaları ve/veya transfeksiyonlar yapılıp

deney tasarımına uygun  ekilde k lt r edildi. 

3.2.5.2 Fiksasyon 

 Ortam uzakla tırılıp 1 ml PBS ile  ir kez yıkama yapıldı.

 1 ml % 4 paraformaldehit eklenerek h  reler oda sı aklı ında 1

saat fikse edildi. 

 1 ml PBS ile 1 kez yıkama yapıldı.

 Oda sı aklı ında ve karı tırı ı  zerinde % 0.2 triton x-100 i eren

PBS ile 5 dakika ink  asyon yapılarak h  reler ge irgen hale getirildi. 

 1 ml PBS ile  ir kez yıkama yapıldı.

3.2.5.3 Antikor işaretlemesi 

 % 1 BS  i eren PBS ile 5 dakika oda sı aklı ında  loklama

yapıldı ve  loklama sol syonu uzakla tırıldı. 

 Kullanım konsantrasyonları optimize edilmi  primer antikorlar %

1 BS  i eren PBS i erisinde seyreltilerek her lamele 50 µl ha imde 

damlatıldı ve lamellerin  zeri parafilm ile kapatılarak 37C‟ de 1 saat 

ink  asyona  ırakıldı. 

 Parafilmler uzakla tırılarak 4 defa PBS yıkaması yapıldı.

 % 1 BS  i eren PBS i erisinde seyreltilen sekonder antikorlar

her lamele 50 µl ha imde damlatıldı ve lamellerin  zeri parafilm ile 

kapatılarak 37 C‟ de 20 dk ink  asyona  ırakıldı. 

 Parafilmler uzakla tırılarak 4 defa PBS yıkaması yapıldı.

 Lameller  zerine 1 ml % 70 EtOH eklendi ve oda sı aklı ında 2

dk bekletildi. 

 Lameller  zerine 1 ml % 100 EtOH eklendi ve 1-2 dk bekletildi.

3.2.5.4. DAPI İle Boyama 

 % 100 etanol i indeki h  reler  uradan  ıkarılarak ka ıt 

mendiller  zerine konuldu ve kuruması  eklendi. 
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 H  relerin lamel  zerinde tutundu u y zeye 10 µl D PI (0.25

µg/ml) damlatıldı ve ters  evrilerek lamların  zerine kapatıldı. 

 Flöresan mikrosko u ile in eleme yapılmı tır.

3.2.5.5.DNA çift zincir kırıklarının incelenmesi 

Memeli h  relerinde DN  hasarı ajanı ile olu turulan  ift zin ir 

kırıklarına kar ı ger ekle en erken yanıtlardan  irisi ise histon H2 X‟de 

bulunan (S/T)Q motifinin fosforilasyonudur. Madde uygulamalarına 

 a lı olarak geli en  ift sarmal DN  hasarı kırıkları H2 X molek l n n 

fosforilasyonuyla sonu lanmakta ve fosforile olan H2 X molek l  DN  

hasarı onarım komplekslerinde di er ( TM, R D50, Mre11ve NBS1 

gi i) faktörlerle  ir araya gelerek onarım odakları olu turmaktadır. 

Fosforillenen H2 X molek lleri γH2 X(Ser139) olarak adlandırılmaktadır 

ve özg l antikorlar yoluyla ayrı ayrı n kleer odaklar  eklinde 

 elirlene ilmektedir. Her  ir odak tek  ir DN   ift zin ir kırı ını temsil 

etti i i in odakların sıklı ı  ift zin ir kırı ı miktarı veya di er  ir deyi le 

DN  hasarı miktarı ile orantılı olmaktadır.  ynı zamanda γH2 X(Ser139)

odaklarının kay edilme hızı DN  onarımı hızı ile  a lantılıdır. 

Dolayısıyla tirozin kinaz inhi itörlerinden  osutini in, DN  hasarındaki 

rol  ön elikli olarak H2 X fosforilasyonu ile sorgulanmaya  alı ıldı. 

Bu ama la CCL-62 h  relerine 24 saat s reyle 5μM, 10μM ve 

20μM konsantrasyonlarında  osutini  uygulandı.  rdından DN  hasarı 

olu umu uygun primer antikorlar ile i aretlenerek florokrom takılı 

sekonder antikorlar ara ılı ı ile  elirlendi ve floresan mikrosko u ile 

in elenerek gör nt leme yapıldı. DN  hasarı olu umu i in pozitif 

kontrol olarak topoizomeraz-I inhi isyonu ara ılı ıyla DN   ift zin ir 

kırıklarına yol a an CPT-11 (İrinotekan) kullanıldı.  

Elde edilen  u  ulguları kantitatif veri haline dön  t re ilmek 

ama ıyla “İmage J” analiz programı kullanılarak h  re  a ı ortalama 

odak miktarı hesaplanarak grafi e aktarıldı 
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3.2.5.6. Kaspaz 3 aktivasyonunu floresan mikroskubu ile 

araştırılması 

Bosutinibin CCL-62 h  relerinde kaspazlar ara ılı ıyla apoptozu 

tetikleyip tetiklemedi ini sorgulamak ama ıyla ilk olarak kaspaz-3 

primer antikoru ile i aretleme yapılarak her  ir h  redeki kaspaz-3 

seviyesi floresan mikrosko u ile in elenerek gör nt lendi. Kaspaz 

aktivasyonu i in pozitif kontrol olarak H2O2 kullanıldı. 

3.2.5.7.Annexin V-FITC kiti uygulanması ve analizi 

Normal h  relerde h  re zarının sitoplazmik y z nde mem ran 

lipidlerinden  iri olan fosfatidilserin (PS)  ulunmaktadır. E er h  re 

apoptoza giderse normalde i  y zde yerle mi  olan PS molek lleri 

h  re zarının dı  y z ne transloke olurlar.  nneksin- V, h  renin dı  

y zeyine transloke olan fosfatidilserine  a lana ilen  ir protein oldu u 

i in, floresan  ir madde (örn. FITC) ile i aretlenerek apoptotik h  re 

gör n r hale getirile ilir ve flöresan mikrosko unda in eleme yapılarak 

apoptotik h  reler saptanmı  olur. Buradan yola  ıkarak son olarak 

 osutini  uygulanmı  CCL-62 h  relerinde  nneksin-V i artelemesi 

yapılarak apoptotik h  reler saptanmaya  alı ıldı. Bununla  irlikte 

h  reler aynı anda DN ‟yı  oyayan Propidyum İyod r ve h  re 

 ekirdeklerini  oyayan D PI  oyası ile de  oyanarak t m h  reler 

gör n r hale getirildi. 

3.2.6.Biovision kiti ile kolorimetrik kaspaz-3 analizi 

İmm noflöresan mikrosko isine ek olarak CCL-62 h  relerindeki 

kaspaz-3 aktivasyonunu  elirlemek ama ıyla Biovision kiti ile 

kolorimetrik kaspaz-3 analizi ger ekle tirildi. 450 nm‟de yapılan 

kolorimetrik okuma sonu unda kontrol ve madde uygulanmı  h  relerin 

a sor ansları kar ıla tırılarak kaspaz-3 aktivasyonuna ili kin kat 

de i iklikleri  elirlendi ve grafi e ge irildi. 
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3.2.7 İmmünoblotlama (Western-Blot) 

3.2.7.1 Protein İzolasyonu 

Hem imm no lot hem de imm no  ökt rme deneylerinde 

kullanılmak  zere h  relerden RIP  modified tamponu kullanarak 

protein izolasyonu ger ekle tirildi. Bu ama la h  reler ortam 

i erisindeyken h  re kazıyı ı yardımıyla kazınarak 2ml‟lik ependorf 

t plerine aktarıldı. 1500rpm‟de 5dk santrif j edilerek ortam 

uzakla tırıldı. H  re yo unlu una uygun miktarda proteaz ve fosfataz 

inhi itörleri i eren RIP  modified  uffer eklenerek s spanse edilen 

h  reler  uz  zerinde 45 dk  ekletildi.  rdından %25 g  le, %50 

aralıkla 20 sn sonikasyon yapıldı ve 12.000 g'de 10 dk santrif j edilerek 

s pernatant yeni  ir ependorf t p ne alındı ve protein lizatı -86ºC' ye 

kaldırıldı. 

3.2.7.2 Protein Miktarının Belirlenmesi 

Elde edilen lizatlardaki protein miktarı BC  protein miktarı öl  m kiti 

kullanılarak a a ıdaki protokole göre  elirlendi. 

 Eppendorf t plere da ıtılan 149'ar µl RIP  tamponu  zerine 1'er

µl protein lizatı örne i eklendi. 

 BC   alı ma reaktifi; her örnek  a ına 75 µl Q , 75 µl QB ve 3 

µl QC ola ak  ekilde   t n örnekler i in toplam  ir karı ım hazırlanarak 

vortekslendi ve her örnek  a ına 150 µl ola ak  ekilde eppendorf 

t plere da ıtıldı. Kör olarak protein lizatı  ulunmayan RIP  tamponu 

kullanıldı. 

 T pler vortekslenip kısa santrif jden sonra 60 ºC‟de ısıtı ı  lokta

1 saat ink  e edildi. 

 İnk  asyon  itiminde kısa  ir santrif jden sonra örneklerin oda

sı aklı ına gelmesi  eklenerek spektrofotometrede 562 nm‟de 

a sor ans öl  mleri yapıldı. 



46 

 Elde edilen a sor ans de erleri referans de er ile normalize

edilerek protein miktarları µg /µl olarak  elirlendi. 

3.2.7.3 Proteinlerin SDS-PAGE İle Ayrılması 

 Camlar sırasıyla su-etanol-izopropanol ile silindive  irle tirilen iki

 am arasına %6-15‟lik ayırma jeli (5-10 ml) dök ld . Jelin d zg n  ir 

 ekilde dona ilmesi i in  zerine izopropanol dök ld . 

 Donan ayırma jelinin  zerindeki izopropanol uzakla tırıldıktan

sonra depolama jeli (5 ml) dök l p tarak yerle tirildi. 

 Kullanımdan ön e gerekli ha imde 4×y kleme tamponu i erisine

%10 oranında  eta-merkaptoetanol eklendi ve kısa  ir santrif j yapıldı. 

 Protein lizatlarından 50-100 µg miktara kar ılık gelen ha im

 zerine su ve 4×y kleme tamponu (7,5 µl)  eklenerek toplam ha im 30 

µl‟ye tamamlandı. 

 Hazırlanan protein örnekleri 95o C‟ de 5 dakika denat re edildi.

 Denat rasyonun hemen ardından örnekler  uz  zerine alındı ve

jele y klemeden ön e kısa  ir santrif j yapıldı. 

 Kuyu uklara y klenen örnekler uygun voltajda (80 V) ve jelin en

sonuna gelene dek (3-4 saat) y r t ld . 

TABLO 5.  yırma jeli  ile enlerinin farklı y zde de erleri i in oranları 

Ayırma jeli (10 ml) %6 %8 %10 %12 %15 

dH2O 5,4 ml 4,7 ml 4,1 ml 3,4 ml 2,4 ml 

%30 acrylamide mix 2,0 2,7 3,3 4 5 

4X ayırma jeli 

tamponu 
2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

%10 APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

TEMED 0,008 0,006 0,004 0,004 0,004 
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TABLO 6. Depolama jeli  ile enlerinin farklı y zde de erleri i in 
oranları 

Depolama jeli 10 ml 5 ml 2,5 ml 

dH2O (ml) 5,7 2,85 1,425 

%30 acrylamide mix (ml) 1,7 0,85 0,425 

4x depolama jel tamponu 

(ml) 
2,5 1,25 0,625 

%10 APS (ml) 0,1 0,05 0,025 

TEMED (ml) 0,010 0,005 0,005 

3.2.7.4. Membrana Transfer 

 Western- lot sandvi  aparatının i ine sırasıyla  ir s nger, 2 adet

Whatman ka ıdı, proteinlerin y r d   jel, PVDF membran, 2 adet 

Whatman ka ıdı ve  ir s nger yerle tirilerek aparat hazır hale getirildi. 

 PVDF mem ran aparat i ine yerle tirilmeden ön e metanol

i inde ıslatıldı. 

 Olu turulan sandvi  aparatı, jeldeki proteinlerin mem rana

transfer edilebilmesi amacıyla transfer tankına yerle tirildi. 

 Transfer aparatının i erisine 1X transfer tamponu dök ld  ve

aparatın kenarlarına so utu u  loklar yerle tirildi. Ge e  oyu +4°C‟de 

90 m ‟ de transfere  ırakıldı.  

3.2.7.5 Primer Antikor İle İşaretleme 

 Transfer tankından  ıkarılan mem ran 2 sefer TBS-T ile

 alkalandıktan sonraTBS-T'de hazırlanan % 5 s t tozu ile oda 

sı aklı ında 1 saat  loklama yapıldı.  
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 Bloklamadan sonra membran TBS-T ile 2 sefer  alkalandı ve

daha ön e kullanım oranı optimize edilmi  primer antikor sol syonunda, 

oda sı aklı ında ve karı tırı ı  zerinde 1 saat  oyun a yava  a 

karı tırılarak ink  e edildi. Primer antikorsol syonu olarak  % 0.5 s t 

tozu i eren TBS-T veya %5 BS  i eren TBS-T kullanıldı. 

 Mem ran 2 sefer  alkalama, 1 sefer 15 dk ve 3 sefer de 5 dk

ola ak  ekilde TBS-T ile yıkandı. 

3.2.7.6 Sekonder Antikor İle İşaretleme 

 Mem ran daha ön e kullanım oranı 1/5000 veya 1/10.000 olarak

optimize edilmi  HRP  a lı tav an (ra  it) veya fare (mouse) sekonder 

antikorları ile oda sı aklı ında 1 saat yava  a karı tırılarak ink  e 

edildi. Sekonder antikorsol syonu olarak  % 0.5 s t tozu i eren TBS-T 

veya %5 BS  i eren TBS-T kullanıldı. 

 Mem ran 2 sefer  alkalama, 1 sefer 15 dk ve 3 sefer de 5 dk

ola ak  ekilde TBS-T ile yıkandı. 

3.2.7.7 Bantların görüntülenmesi 

 Karanlık odada mem ran  zerine hazırlanan ECL-plus kiti

sol syonu ( :B sol syonu 40:1 oranında 2 veya 3 ml olarak 

hazırlanmı tır) dök ld  ve sol syonun mem ran  zerine tamamen 

yayılması i in, mem ran yava  a karı tırılarak 5 dakika ink  e edildi.  

 Kasetin i inde iki asetat ka ıdı arasına yerle tirilen mem ran

 zerine film konularak farklı s relerde pozlama ger ekle tirildi. 

 Filmler 2 dakika developer ve 5 dakika fikser sol syonlarından

ge irilerek  antların film  zerinde gör nt lenmesi sa landı. 

CCL-62 h  re hattında  osutuni in DN  hasarı ve apoptoz 

yola ındaki etkinli i  western- lot uygulaması ile sorgulanmaya  alı ıldı. 

Bu ama  do rultusunda h  re hattına 24 saat s reyle madde 
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uygulaması yapılarak protein izolasyonları ger ekle tirildi ve SDS-

P GE jellerinde y r t ld . Maddeler, IC50 de erlerine yakın 

konsantrasyon aralıklarında ola ak  ekilde 5, 10 ve 20μM de erlerinde 

h  relere uygulandı ve doz  a ımlı etkinlikleri in elendi. Elde edilen 

verileri kantitatif hale getirmek i in Image J yazılımı kullanılarak 

in elenen proteinlerdeki ekspresyon de i iklikleri β-Aktin seviyelerine 

göre normalize edilerek kat de i iklikleri hesaplandı ve grafi e ge irildi. 

DN  hasarındaki artı ı  elirlemek i in  γH2 X(Ser139), pATM(Ser1981) ve 

pP53(ser15) seviyeleri incelendi.  poptoz aktivasyonu i in ise P RP, 

Kaspaz 9 ve Kaspaz 3 kırpılması in elendi. 
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IV. BULGULAR

1. Tirozin kinaz inhibitörü “Bosutinib”, CCL-62 serviks kanseri

hücre hattında anti-proliferatif etki göstermektedir. 

.Tirozin kinaz inhi itör  olan  osutini in uygulama s resi ve 

dozlarına  a lı olarak gözlene ek sitotoksik veya anti-proliferatif etkinin, 

 u etkilerin gözlendi i optimum konsantrasyon de erlerinin (IC50 

de erlerinin)  elirlenmesi ama ıyla ger ekle tirilen MTT analizi 

sonu unda  ir tirozin kinaz inhi itör  olan  osutini in serviks kanseri 

h  re hattı CCL-62‟nin proliferasyonunu önemli dere e  askıladı ı 

gözlendi ve önemli  ir anti-proliferatif ajan olarak rol oynaya ile e i 

sonu una varıldı. Bu h  re hattı i in  osutini in IC50 de erleri 24, 48 ve 

72 saat i in sırasıyla 13,1μM, 7,5μM ve 4,4μM olarak  elirlendi ( ekil 8 

ve  ekil 9). Bu a amadan sonraki denemelere IC50 de erlerini i eren 

konsantrasyon aralıklarında devam edildi. 

ŞEKİL 8. CCL-62 h  re hattında  osutini  uygulamasının zaman ve 
konsantrasyona  a lı h  re  anlılı ı  zerindeki etkisi. 
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ŞEKİL 9. A. Bosutinibin CCL-62 h  re hattında %  anlılık de erlerine 
kar ı logaritmik konsantrasyonlarından elde edilen proliferasyon e risi. 
B. CCL-62 h  re hattında  osutini  uygulamasında elde edilen IC50 
de erleri.

2. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri hücre hattında DNA çift

zincir kırıkları aracılığıyla DNA hasarına yol açmaktadır. 

 ekil 10‟ da gör ld    gi i CCL-62 serviks kanseri h  re hatlarında 

bosutinibin pozitif kontrol olarak kullanılan CPT-11 ara ılı ıyla 

γH2AX(Ser139) ve pATM(Ser1981) odaklarının önemli dere ede arttı ı 

gözlendi. Bununla  irlikte CCL-62 h  relerinde Bosutini in doz  a ımlı 

olarak DN  hasarının artmasına yol a tı ı ve 20μM uygulamasında 

neredeyse t m h  relerin etkilendi i  elirlendi ( ekil 10 A). Elde edilen 

 u  ulguları kantitatif veri haline dön  t re ilmek ama ıyla “İmage J” 

analiz programı kullanılarak h  re  a ı ortalama odak miktarı 

hesaplanarak grafi e aktarıldı ve doz  a ımlı olarak odak sayılarının 

arttı ı gözlendi ( ekil 10 B).  
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ŞEKİL 10 A. CCL-62 h  relerinde 24 saat s re ile CPT-11 ve Bosutinib 
uygulamasının DN  hasarı  elirte i H2 X ve  TM fosforilasyonuna 
(γH2 X(ser139) ve p TM(Ser1981)) etkisi. a,b,c. Madde 
uygulanmamı  kontrol h  releri. d,e,f. 20 µg/mL CPT-11 uygulanmı  
h  reler. g,h,ı. 5µM Bosutini  uygulanmı  h  reler. j,k,l. 10µM 

Bosutini  uygulanmı  h  reler. m,n,o. 20µM Bosutini  uygulanmı  
h  reler. p TM(Ser1981); FITC (ye il), γH2 X(ser139);  LEX  594 
(kırmızı) ve h  re n kleusları D PI(mavi) ile i aretlenmi tir. B t n 
imajlar aynı   y tme ve aynı pozlama ayarlarında  ekilmi tir. B. “Image 
J” analiz programı kullanılarak γH2 X(Ser139) ve  pATM(Ser1981) 
odak olu umlarının analizlenerek ortalama de erlerden olu turulan 
histogram grafikleri. * i aretleri t-test istatiksel analizi sonucunda elde 
edilen anlamlılık (p) de erlerini göstermektedir. *p≤0,05; **p≤0,001; 
***p≤0,0001.  
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3. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri hücre hattında Kaspaz 3

aktivasyonunu tetiklemektedir. 

Bosutinibin CCL-62 h  relerinde kaspazlar ara ılı ıyla apoptozu 

tetikleyip tetiklemedi ini sorgulamak ama ıyla ilk olarak kaspaz-3 

primer antikoru ile i aretleme yapılarak her  ir h  redeki kaspaz-3 

seviyesi floresan mikrosko u ile in elenerek gör nt lendi i yöntemde 

kontrol h  relerinde hi  kaspaz-3 ekspresyonu gözlenmezken, H2O2 ve 

 osutini  uygulaması ile  irlikte kaspaz-3 seviyesinin arttı ı gözlendi. 

Bununla birlikte 10μM ve 20μM  osutini  uygulamalarının pozitif 

kontrolden daha y ksek oranda kaspaz-3 ekspresyonuna yol a tı ı 

belirlendi ( ekil 11). 

İmm noflöresan mikrosko isine ek olarak CCL-62 h  relerindeki 

kaspaz-3 aktivasyonunu  elirlemek ama ıyla Biovision kiti ile 

kolorimetrik kaspaz-3 analizinde 450 nm‟de yapılan kolorimetrik okuma 

sonucunda bosutini  uygulamasının pozitif kontrol olarak kullanılan 

H2O2‟e oranla daha y ksek oranda kaspaz-3 aktivasyonunu tetikledi i 

ve h  releri apoptoza s r kledi i  elirlendi ( ekil 12). 

4. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri hücre hattında DNA

hasarı ve apoptoz yolağı ile ilişkili proteinlerin seviyelerini 

değiştirmektedir. 

 ekil 13‟de elde edilen de i iklikler in elendi inde di er sonu lar ile 

uyumlu olarak CCL-62 h  re hattında  osutini  uygulamasının hem 

DN  hasarına yol a tı ı hem de apoptozu tetikledi i saptandı. DN  

hasarındaki artı ı  elirlemek i in  γH2AX(Ser139), pATM(Ser1981) ve 

pP53(ser15) seviyeleri in elendi ve doz  a ımlı olarak t m proteinlerin 

ekspresyonunun arttı ı gözlendi. 20µM  osutini  uygulamasında 

kontrole kıyasla γH2AX(Ser139), pATM(Ser1981) ve pP53(ser15) proteinleri 

i in sırasıyla 10, 4 ve 6,5 katlık artı lar elde edildi. Apoptoz aktivasyonu 

i in ise P RP, Kaspaz 9 ve Kaspaz 3 kırpılması in elendi. Bosutini  

uygulaması ile artan apoptozun, P RP proteininin par alanarak 

seviyesinin yakla ık 12 kat azalmasına ve dolayısıyla aktif P RP 
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seviyesinin yakla ık 10 kat artmasına yol a tı ı gözlendi. Kontrole 

oranla  osutini  uygulanmı  h  relerde kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin de 

yakla ık olarak 10 kat artması ile CCL-62 h  relerinin  osutini  

ara ılı ıyla apoptoza s r klendi i sonu una varıldı. 

ŞEKİL 11. CCL-62 h  relerinde 24 saat s re ile Bosutini  
uygulamasının Kaspaz-3 seviyesine etkisi. A,B,C.  Madde 
uygulanmamı  kontrol h  releri. D,E,F 250µM H2O2 uygulanmı  
h  reler. G,H,I. 5µM Bosutini  uygulanmı  h  reler. J,K,L. 10µM 
Bosutini  uygulanmı  h  reler. M,N,O. 20µM Bosutini  uygulanmı  
h  reler. Kaspaz-3; FITC (ye il) ve h  re n kleusları D PI (mavi) ile 
i aretlenmi tir. B t n imajlar aynı   y tme ve aynı pozlama ayarlarında 
 ekilmi tir. 
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ŞEKİL 12. CCL-62 h  relerinde 24 saat s re ile Bosutini  uygulaması 

sonucu artan Kaspaz-3 aktivasyonunun kolorimetrik olarak belirlenmesi. 

Kontrol h  relerine göre hesaplanan kat de i iklikleri grafik altındaki ta loda 

gösterilmektedir. 

ŞEKİL 13. CCL-62 h  relerinde 24 saat s re ile 5µM, 10µM ve 20µM 

Bosutini  uygulaması sonu u DN  hasarı ve apoptozda rol oynayan 

proteinlerin seviyelerindeki de i imler. A. pATM(Ser1981)), ATM, 

γH2 X(ser139), pP53(Ser15), P53, P RP, K SP Z-9 ve KASPAZ-3 

ekspresyon de i iklikleri. β- ktin ekspresyon seviyeleri e it y klemeyi 

 elirtmek i in kullanılmı tır. B. β- ktin seviyelerine göre normalize edilen 

ekspresyon kat de i ikliklerinin grafikleri. 
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ŞEKİL 14. CCL-62 h  relerinde 24 saat s re ile 5µM, 10µM ve 20µM 
Bosutinib uygulamasının apoptotik h  re oranına etkisinin Annexin V-
FITC (ye il), PI (kırmızı) ve DAPI(mavi) boyaması ile flöresan 
mikrosko unda analizlenmesi sonu u elde edilen gör nt ler. 

H2O2 ile doz  a ımlı  osutini  uygulamalarında ise h  renin dı 

y zeyine transloke olan fosfatidilserine  a lanarak gör nt lenen 

apoptotik h  re fraksiyonlarının arttı ı  elirlendi. 

Sonu  olarak elde edilen t m veriler  ir   t n olarak 

de erlendirildi inde CCL-62 h  re hattına  osutini  uygulamasının doz 

 a ımlı olarak DN  hasarı oranını arttırdı ı ve h  relerdeki apoptozu 

ind kledi i sonu una varıldı. 



57 

V. TARTIŞMA 

 alı mamızda epitelyal orjine sahip servikal karsinoma h  re hattı 

olan CCL-62 (HeLa Contaminantı) h  re dizisi kullanılmı tır. Bu 

h  relere tirozin kinaz inhi itörlerinden, Sr -  l tirozin kinazları inhi e 

ede ilen k   k molek ll   ir inhi itör olan Bosutini  verilmi tir.  

G n m zde insan öl mlerinin önemli  ir kısmını olu turan 

kanserlerin mekanizmalarının aydınlatılarak kilit molek lleri hedefleyen 

hedefe yönelik tedaviler kanser tedavisi prensiplerinde ve prati inde 

önemli geli melere neden olmu tur. Hedef tedavide kullanılan tirozin 

kinazlardan  iri olan  osutini  kanser tedavisinde ara tırma ıların 

dikkatini  ekmeyi  a armı tır. Literat rde  osutini  ile ilgili yapılan 

 alı maların sonu u ilk etapta kronik myeloid lösemi  zerine 

odaklanılmı tır. Bununla  irlikte yo un  alı malar sonu  getirmi  2012 

yılında  osutini , Gıda ve ila  idaresi (FD ) tarafından tedaviye diren li 

veya intolerans geli mi  yeti kin kronik miyeloid lösemi (kml) 

hastalarında kullanımı i in onaylanmı tır.  ra tırma ılar  ununla 

yetinmeyip tirozin kinaz inhi itörlerini solid t mörlerde de denemeye 

 a lamı lardır. Bosutini in, solid t mörlerin tedavisindeki rol n n 

ara tırıldı ı  alı malardan  iri olarak 2006 yılında Collu  ia ve 

arkada larının yaptı ı kolorektal kanserler  zerinde yaptıkları  alı ma 

gösterile ilir. Bu  alı mada,  osutini in B  atenini destekleyerek E-

 adherine daha y ksek afiniteli  a lanma sa ladı ı ve  öyle e 

kolorektal h  relerin motilitesini azatlı ı gösterilmi tir (69). Bir di er 

 alı ma örne i de 2007 yılında Jellal ve arkada larının yaptıkları meme 

kanseri h  re hatlarındaki  alı madır. Bu  alı mada da,  osutini in 

gö  s kanseri h  re hatlarında protein kinazların mitojen aktivasyonunu 

ve fosforilasyonunu inhi e ederek h  relerin proliferasyonunu, 

invazyonunu ve migrasyonunu inhi e etti i gösterilmi tir (70). 

Rothschild ve arkada ları 2010 yılında Sr ‟ nin ak i er kanserlerinde 

a ırı eksprese oldu u ve/veya hiperaktive oldu u göstermi tir. Buna 
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göre ilk sonu lar dasatini  ve  osutini  gi i Sr  inhi itörlerinin ak i er 

 a‟da antikanser aktivite i in olumlu sonu lar sa ladı ı yön ndedir (71). 

Bosutini ‟in B r-  l pozitif    ayrı kronik myelositer lösemi (KML) 

h  re dizisinde antiproliferatif etki gösterdi i ve IC50 de erlerinin    

h  re dizisi arasında 5 nM ve 20 nM arasında farklılık gösterdi i 

 ildirilmi tir (72). 2007 yılında yayınlanan  ir  alı mada,  osutini in 

meme kanseri h  relerinde in vitro ve in vivo ortamda invazyon, 

  y me ve metastazı engelledi i saptanmı tır (73). Rabbani ve 

arkada ları prostat  a olgularında,  osutini ‟in Sr  aktivasyounu, h  re 

proliferasyonunu, migrasyonu ve invazyonu in vitro olarak azalttı ını; in 

vivo olarak deneysel iskelet metastazı alanında t mör ha minde anlamlı 

(%50) azalma sa ladı ını göstermi lerdir (74). Serviks kanseri 

h  relerinde  ositini  ve EGFR reseptör inhi itör  etkilerini kar ıla tıran 

 alı mada,  osutini in  alı ılan her iki h  re dizisinde anlamlı h  re 

proliferasyon inhi isyonu yaptı ı  ildirilmi tir (75).  alı mamızda, 

Bosutinibin, sitotoksik veya anti-proliferatif etkisinin gözlendi i optimum 

konsantrasyon de erlerinin (IC50 de erlerinin)  elirlenmesi i in yapılan 

MTT analizi sonu unda serviks kanseri h  re hattı CCL-62‟nin 

proliferasyonunu önemli dere e  askıladı ı gözlenmi  ve önemli  ir 

anti-proliferatif ajan olarak rol oynaya ile e i sonu una varılmı tır. Bu 

bulgumuz, daha ön e yapılmı   alı malarda  ildirilen ve bosutinibin 

antiproliferatif etkisi oldu u yön ndeki  u sonu larla uyumludur. 

Bununla  irlikte; meme kanseri h  relerinde yapılan  ir  alı mada 48 

saatlik dönemde bosutinibin, h  re proliferasyonu ve sa  kalımını 

etkilemedi i an ak invazyon oranını azalttı ı yön nde  ir sonu  da 

 ildirilmi tir (76). Yazarlar  u sonu u, h  re proliferasyonunun, Sr  

yola ı dı ında h  re i i di er yolaklarla da ilgili olmasına atfetmi lerdir.  

 alı mamızda HeLa (CCL-62) h  re hattı i in  osutini in IC50 

de erleri 24, 48 ve 72 saat i in sırasıyla 13,1μM, 7,5μM ve 4,4μM 

olarak  elirlenmi tir. Yasmeen ve arkada larının iki farklı serviks kanser 

h  re dizisi (HeLa ve SiHa) kullandı ı  alı mada,  osutini in 48. Saatte 
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10 μM konsantrasyonda her iki h  re dizisinde anlamlı h  re 

proliferasyon inhi isyonu yaptı ı  ildirilmi lerdir (75). Bu de er,  izim 

elde etti imiz 48. Saat IC50 de eri (13,1μM ) ile benzerdir. Yazarlar, 

söz konusu  alı mada  osutini in antifproliferatif etkinli ini EGFR 

inhi itör  gefitini  ile  de kar ıla tırmı lar ve iki ajanın da h  re 

proliferasyonunu inhi e etti ini,  osutini ‟ in daha d   k dozda G0-G1 

h  re siklusu arresti ve S ve G2-M red ksiyonu yaptı ını 

saptamı lardır.  

Memeli h  relerinde DN  hasarı ajanı ile olu turulan  ift zin ir 

kırıklarına kar ı ger ekle en erken yanıtlardan  irisi histon H2 X‟ de 

bulunan (S/T)Q motifinin fosforilasyonudur. Serimizde bosutinibin, DNA 

hasarındaki rol  ön elikli olarak H2 X fosforilasyonu ile sorgulanmaya 

 alı ılmı  ve  u ama la CCL-62 h  relerine 24 saat s reyle 5μM, 10μM 

ve 20μM konsantrasyonlarında  osutini  uygulanmı tır. CCL-62 

h  relerinde Bosutini in doz  a ımlı olarak DN  hasarının artmasına 

yol a tı ı ve 20μM uygulamasında neredeyse t m h  relerin etkilendi i 

 elirlenmi tir. Bosutini , CCL-62 serviks kanseri h  re hattında DN   ift 

zin ir kırıkları ara ılı ıyla DN  hasarına yol a maktadır.  

Elde etti imiz di er  ir önemli  ulgu  osutini in, CCL-62 serviks 

kanseri h  re hattında Kaspaz 3 aktivasyonunu tetiklemesidir. 

 alı mamızda, Kaspaz aktivasyonu i in pozitif kontrol olarak H2O2

kullanılmı tır. Bosutini in, 10μM ve 20μM uygulamalarının pozitif kontrol 

olan H2O2‟ ye göre daha y ksek oranda kaspaz-3 ekspresyonuna yol 

a tı ı ve h  releri apoptoza göt rd     elirlenmi tir. Kontrol 

örnekleriyle kar ıla tırıldı ında,  osutini  uygulanmı  h  relerde 

kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin yakla ık 10 kat arttı ı gözlenmi tir. He  ard 

ve arkada ları transgenik farelerde meme kanserinde  osutini in 

etkisini ara tırmı lar, ila ın hastalı ın hem erken hiperplastik 

a amalarını hem de a ikar t mör   y me a amalarını  askılayı ı etki 

gösterdi ini saptamı lardır.  yrı a  osutini ‟ in kanser geli imini t mör 

h  relerinin displastik diferansiasyonunu ind kleyerek ve vask ler 
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organizasyonunu de i tirerek durdurdu unu;  u yanıtların agresif 

meme kanseri belirleyicisi olan EZH2 Polycomb group histone H3K27 

methyl transferase‟ı downreg le etti ini  ildirmi lerdir (77). 

 alı mamızda  unların yanı sıra apopitoz ili kili  ir etki olarak; 

bosutinibin CCL-62 serviks kanseri h  re dizisinde DN  hasarı ve 

apoptoz yola ı ile ili kili proteinlerin seviyelerini de i tirdi i 

saptanmı tır. Bunun i in DN  hasarı ve apoptoz yola ındaki etkinli i 

western- lot uygulaması ile  alı ılmı tır. Bosutini  IC50 de erlerine 

yakın konsantrasyon aralıklarında ola ak  ekilde 5, 10 ve 20μM 

de erlerinde h  relere uygulanmı  ve doz  a ımlı etkinlikleri 

in elenmi tir. Bosutini  uygulaması ile artan apoptozun, P RP 

proteininin par alanarak seviyesinin yakla ık 12 kat azalmasına ve 

dolayısıyla aktif P RP seviyesinin yakla ık 10 kat artmasına yol a tı ı 

gözlemlenmi tir.   

 alı mamızda saptadı ımız  u önemli  ulgular  osutini ‟in apopitoz 

kontrol mekanizmaları  zerindeki etkilerinin altını  izmektedir. 

Neoplastik h  relerdeki DN  hasarı  u h  relerin apopitoza ve/veya 

direkt olarak h  re öl m ne ilerlemesine katkıda  uluna ilir. Chk1 

( he kpoint kinaz 1) DN  hasarı yanıtını ve h  re döng s  kontrol 

noktası yanıtını koordine eden  ir proteindir (78). Dai ve arkada ları 

insan multipl myelom h  relerinde in vivo ve in vitro olarak Sr  

inhibisyonunun, Chk1 (checkpoint kinaz 1)-inhi itör  ile ind klenmi  

apopitozu arttırdı ını ortaya koymu lardır (79). Sr  inhi itörlerinin  u 

etkiyi R S/MEK/ERK yola ı ile etkile erek yaptı ı  elirtilmi tir. Nguyen 

ve arkada ları,  osutini in, imatini  diren li KML ya da Ph (+)  LL 

h  re dizilerinde M l-1 inhibisyonu, p34 defosforilasyonu, BimEL up-

reg lasyonu ve DN  hasarı ile ili kili apopitozu  elirgin d zeyde 

arttırdı ını ve mekanizmanın ERK1/2 yola ı  zerinden etkili oldu unu 

saptamı lardır (80).  

Kaspaz 3 ve 9, “ ysteine-asparti  a id protease ( aspase)” ailesinin 

 yesi olup di er kaspazlar ile etkile im i erisinde apopitozda rol 
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oynayan enzimlerdendir. Di er kaspazlar gi i h  re i erisinde inaktif 

zimojen olarak  ulunmakta ve h  reye apopitoz sinyali geldi inde 

aktive hale gelerek di er kaspazlarla etkile ime girmektedirler. 

Dolayısıyla; h  relerde kaspaz aktivitesi artı ı apopitoz göstergesi 

olarak kullanılmaktadır. Farklı kanser t rlerinde kaspaz  a ımlı apopitoz 

yoluyla etki eden anti-kanser ila lar ara tırılmakta ve geli tirilmektedir 

(81,82). Bir di er Sr  inhi itör  olan dasatini ‟in valproik asit ile 

sinerjistik etki göstererek akut myeloid lösemi h  relerinde G1 h  re 

arresti yanı sıra P RP, kaspaz 3, 7 ve 9 aktivasyonu yoluyla kaspaz 

 a ımlı apopitozu uyardı ı gösterilmi tir (83). Benzer  ekilde; insan 

nöro lastoma h  relerinde 3 ayrı Sr  kinaz inhi itör  (SI 34, SI 35 ve SI 

83) etkisi ara tırılmı  ve kaspaz 3 aktivite testi SI 34‟ n apopitozu

ind kledi ini göstermi tir. 

P RP (“Poly  DP ri ose polymerase”) DN  tamiri ve apopitoz  a ta 

olmak  zere  e itli  iyolojik görevleri olan  ir protein ailesidir. Normalde 

n kleusta  ulunur.  zellikle P RP-1 DN ‟daki tek sarmal kırıklarının 

tamirinde rol oynamaktadır. DN  hasarı olan  ir h  rede P RP aktive 

olarak h  rede  TP  askılanması sonu u nekroza neden ola ilir veya 

P R  retimi yoluyla mitokondriden apopitoz ind kleyi i faktör n 

salınmasını ve apopitozun uyarılmasını sa laya ilir (84).  alı mamızda 

Bosutini  uygulaması ile artan apoptozun, P RP proteininin 

par alanarak seviyesinin yakla ık 12 kat azalmasına ve dolayısıyla aktif 

P RP seviyesinin yakla ık 10 kat artmasına yol a tı ı ve  u h  relerde 

kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin de yakla ık olarak 10 kat artması ile CCL-62 

h  relerinin  osutini  ara ılı ıyla apoptoza s r klendi i sonu una 

varılmı tır.  

Bilgilerimize göre literat rde HeLa h  re dizisinde  ousitini  etkisinin 

ara tırıldı ı sınırlı sayıda  alı ma  ulunmaktadır (75). Yasmeen ve 

arkada larının yaptı ı  alı mada, iki farklı serviks kanser h  re 

dizisinde (HeLa ve SiHa) Bosutini in serviks kanseri h  re dizilerinde 

antiproliferatif etkinli i EGFR inhi itör  gefitini  ile kar ıla tırılmı tır. 
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Bosutini ‟in daha d   k dozda etki etti i gör lm  t r. Yazarlar, 

 osutini in, gefitini den farklı olarak t mör h  re migrasyonunda görevli 

yolakları ve  -katenin yoluyla invazyon genleriyle ili kili yolakları da 

inhi e etti i i in serviks kanseri tedavisinde umut vadedi i  ir ajan 

oldu unu  elirtmi lerdir. Bizim  alı mamızda da  enzer olarak 

 osutini in pozitif kontrol olarak kullanılan H2O2 „ a ya göre daha y ksek 

oranda kaspaz aktivasyonu yaparak h  releri apopitoza göt rd    ve 

ayrı a DN   ift zin ir kırıklarına yol a arak doz  a ımlı olarak DN  

hasarı yaptı ı gösterilmi tir. 

Kanserin tedavisinde önemli dön m noktalarından  iri olan hedef 

tedavideki  a arılar ileriki dönemlerde ara tırma ıların  u konu  zerine 

daha  ok gide e ini göstermektedir. Bosutini ‟ in de hedef tedavideki 

yerinin ilerleyen zamanlarda daha da arta a ı göz kmektedir. Kronik 

miyeloid lösemi (KML) hastalarında klinik kullanıma giren Bosutini  ile 

ilgili  ir  ok preklinik ve faz  alı maları yapılmı  ve  ir  ok yeni  alı ma 

da devam etmektedir.  yrı a klinik kullanımlar arttık a ila ın  ilinmeyen 

etki ve/veya yan etkileri de daha  ok g n y z ne  ıka aktır. Bosutini in  

meme, prostat, pankreas, ak i er ve serviks kanseri gi i solid 

t mörlerde de ara tırıldı ı  ir Faz I (NCT00195260)  alı masında 

 osutini ‟in genellikle iyi tolere edildi i ve daha  ok gastrointestinal yan 

etkiler gör ld     ildirilmi tir (85). Farklı  ir Faz II (NCT00319254) 

 alı mada kemoterapi görm   lokal ileri evre ya da metastatik meme ca 

olgularında  osutini in, progresyonsuz sa kalım s resini uzatmada 

umut veri i sonu lar sa ladı ı  ildirilmi tir. Ila  genelde iyi tolere 

edilmi tir; en sık toksik etkiler diyare (%66),  ulantı (%55) ve kusma 

(%47) ve minimal kemik ili i supresyonu olarak  ildirilmi tir (86). Farklı 

 ir  alı mada da ileri evre solid t mörler  zerinde faz I  alı ması 

yapılmı tır.  alı ma doz y kseltme ve doz ekspansiyonu olmak  zere 

iki  öl m halinde ger ekle tirilmi tir. Bu  alı mada en sık gör len 

 osutini  ili kili ters etkiler  ulantı, ishal, kusma, yorgunluk ve i tahsızlık 

olup KML olgularında yapılan  osutini   alı malarında imatini e diren li 

ya da toleranssız hastalardakilere  enzer olarak saptanmı tır. 
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Transaminaz y ksekli i ve yorgunluk ileri solid t mörl  olgularda doz 

azaltımı i in ana nedenler olarak  ildirilmi tir (87).  

 alı mamızın en   y k kısıtlamalarından  iri tek h  re dizisi 

 zerinde  alı ılmasıdır. Bunun nedeni  a ka  ir serviks kanseri h  re 

k lt r  olan HTB-32  irka  kez  retilmeye  alı ılmı  an ak teknik 

sorunlar nedeniyle  a arılı olunamamasıdır.  alı mamızın di er 

kısıtlamalarından  iri de  osutini in di er tirozin kinaz inhi itörleriyle 

kar ıla tırma yapılamamasıdır. Bunun nedeni ise hem ila ın teminindeki 

zorluklar hem de  alı manın   t esindeki kısıtlılık olmu tur. Bunlar ile 

 irlikte;  ulgularımız umut veri i olup daha fazla h  re dizisinde, daha 

geni    t e ile olu turula ak ve  irden fazla ajanın  osutini  ile 

kar ıla tırıla ile e i ayrıntılı  alı malar i in zemin hazırlamaktadır.  
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VI. SONUÇ

1. MTT analizi sonu unda  ir tirozin kinaz inhi itör  olan  osutini in

serviks kanseri h  re hattı CCL-62‟nin proliferasyonunu önemli

dere e  askıladı ı gözlendi ve önemli  ir anti-proliferatif ajan

olarak rol oynaya ile e i sonu una varıldı.

2. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri h  re hattında DN   ift zin ir

kırıklarına yol a arak doz  a ımlı olarak DN  hasarına yol a tı ı

sonu una varıldı.

3. Bosutini  uygulamasının pozitif kontrol olarak kullanılan H2O2‟e

oranla daha y ksek oranda kaspaz-3 aktivasyonunu tetikledi i ve

h  releri apoptoza s r kledi i  elirlendi.

4. Bosutinib uygulaması ile artan apoptozun, P RP proteininin

par alanarak seviyesinin yakla ık 12 kat azalmasına ve

dolayısıyla aktif P RP seviyesinin yakla ık 10 kat artmasına yol

a tı ı gözlendi. Kontrole oranla  osutini  uygulanmı  h  relerde

kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin de yakla ık olarak 10 kat artması ile

CCL-62 h  relerinin  osutini  ara ılı ıyla apoptoza s r klendi i

sonu una varıldı.

5. Bosutini ‟in insan serviks kanseri CCL-62 (HeLa Contaminantı)

h  re dizisinde doz  a ımlı olarak apopitozu ind kledi i ve DN 

hasarını arttırdı ını sonu una varıldı.
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VII. ÖZET

„SERVİKAL KANSERDE HEDEF TEDAVİ: SRC TİROZİN KİNAZ 

İNHİBİTÖRLERİ‟ 

AMAÇ: Serviks kanseri h  re k lt rlerinde tirozin kinaz inhi itör  

Bosutini ‟in etkisinin incelenmesi  

GEREÇ VE YÖNTEM: İnsan serviks kanseri h  re hattı olan CCL-62 

HeLa kontaminantı, uygun ko ullarda optimize edilmi  ve Celal Bayar 

 niversitesi Tıp Fak ltesi Tı  i Biyoloji  öl m nde t m h  re k lt r  

 alı maları yapılmı tır. Gerekli  reme ko ulları sa lanan  u h  re 

hatlarına  ir Sr -tirozin kinaz inhi itör  olan  osutini in (SKI-606) farklı 

konsantrasyonları uygulanmı tır.  

 MTT sitotoksisite testleri ile sitotoksik veya anti-proliferatif etkinin 

gözlendi i optimum konsantrasyon de erlerinin (IC50 de erlerinin) 

 elirlenmi tir. Daha sonra h  reler primer antikor ile i aretlenip, 

florokrom takılı sekonder antikorlar ile  elirlenip floresan mikrosko u ile 

in elenmi tir. H  relere madde uygulamalarıyla geli en DN  hasarı 

n kleer odak olu umları öl  lm   ve apoptoz miktarı ise annexin-5 ve 

kaspaz  oyamaları ile gör nt lenerek in elenmi tir. Kalorimetrik 

kaspaz-3 analizi yapılarak  osutini in serviks kanseri h  re hatlarında 

apopitoz aktivasyonuna yol a ıp a madı ına  akılmı tır. Son olarak 

western-blot yöntemi kullanılarak DN  hasarı ile ili kili olarak γH2 X, 

 TM, p53 seviyelerine ve apoptoz ile ili kili olarak P RP kırpılması, 

kaspaz 3 ve 7 seviyelerine  akılmı tır. Burada madde uygulamalarına 

 a lı olarak h  re grupları arasındaki de i iklikleri saptanması 

ama lanmı tır.  

Veriler, Mi rosoft Ex el (XP) ve GraphPad yazılımı ara ılı ıyla 

grafiksel olarak ve “Image J” analiz programı kullanılarak histogram 

grafikleri ile de erlendirildi. 

BULGULAR: Tirozin kinaz inhi itör  “Bosutini ”, CCL-62 serviks 

kanseri h  re hattında DN   ift zin ir kırıklarına yol a arak DN  
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hasarına yol a tı ı ve Kaspaz 3 aktivasyonunu tetikleyerek anti-

proliferatif etki gösterdi i gör lm  t r. 

SONUÇ: Bir trozin kinaz inhi itör  olan Bosutinib‟in, serviks kanseri 

h  relerinde (CCL-62 He-La kontaminantı), antiproliferatif etki 

göstererek DN  hasarı oranını arttırdı ı ve apoptozu ind kledi i 

gör ld . Bu etkilerle Bosutinibin serviks kanser tedavisinde etkili 

ola ile ek  ir ajan ola ile e i sonu una varılmı tır. Bu etkinin ilerde 

yapıla ak hayvan ve insan  alı maları ile do rulanması gerekmektedir.  

ANAHTAR KELİMELER: Servikal kanser, Tirozin Kinaz inhi itörleri, 

Bosutinib,  hedef tedavi 
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VIII. İNGİLİZCE ÖZET

TARGETED TREATMENT FOR CERVİCAL CANCER: SRC-

TYROSİN KİNAZ İNHİBİTORS  

OBJECTIVE: Investigation of the effect of the cell culture level of the 

tyrosine kinase inhibitors in the treatment of cervical cancer 

MATERIAL AND METHODS:  CCL-62 HeLa contaminant, a human 

cervical cancer cell line, was optimized in appropriate condition in 

Department of Medical Biology of Celal Bayar University Medical 

School. A src-kinase inhi itör named as Bosutini  (SKI-606) was 

administered in different concentration to these cell lines. 

Optimal concentration values (IC50 values) for cytotoxic or anti-

proliferative effects were determined by MTT cytotoxicity tests. Then, 

the cells were marked by primary anticores, identified by secondary 

anticores affixed to fluorochrome and examined by fluorescent 

microscope. The damaged focuses in DNA by the study agent was 

assessed and the rate of apoptosis was evaluated by imaging the 

annexin-5 and caspase activities. Calorimetric caspase-3 analysis was 

used for analyzing if bosutinibe activated apoptosis in cervical cancer 

cell lines. Lastly, the levels of γH2 X,  TM, p53 were evaluated  as 

markers of damage in DNA and sheared PARP, caspase 3 and 7 were 

evaluated as markers of apopitosis; for the consideration of the effect of 

the agent on the cell lines. 

The data was analyzed graphically by Microsoft Excel (XP) and 

GraphPad software programs and with histogram graphics by Image Z 

analyze programme. 

RESULTS :   Tyrosine Kinase Inhi itor „‟Bosutini ‟‟ was found to  e 

responsible for DNA damage by causing DNA double-chain 

fragmentation and had antiproliferative effect by activating caspase 3. 
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CONCLUSION :   tyrosine kinase inhi itor „‟Bosutini ‟‟ shows anti 

proliferative effect on cervix cancer CCL-62 He-La cell lines by DNA 

damaging and inducing the apoptosis. This findings indicate that 

bosutinib can be an effective agent in cervical cancer treatment. Much 

more animal and human studies need to be done to verify this effect. 

KEYWORDS : Cervical cancer, Tyrosin kinase inhibitors, Bosutinib, 

Targeted treatment  
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