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1. GIRIS

Serviks kanseri dinyada kadinlar arasinda meme
kanserinden sonra en sik tani konan ve 6lime neden olan kanserlerden
ikincisidir. Ortalama goérilme yasi 52'dir, ancak 35-39 ve 60-64 yag
araliginda goérulme sikliginda belirgin bir artis bulunmaktadir. Diinyada her
yil 530 bin kadina serviks kanseri tanisi konmakta ve bu kadinlarin 275
bin’i kaybedilmektedir. Kansere bagl mortalitede Serviks kanseri 7’nci
sirada yer almakta iken Tirk popllasyonunda goriime sikligi bakimindan
2010 Saglik Bakanhgi’'nin verilerine gére 10. sirada yer almaktadir.

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar serviks kanseri igin majér
risk faktorinin Human Papillomavirus oldugunu gostermistir. Cinsel yolla
bulagan bu virlis serviks kanserinin yani sira, servikal displazilere, basta
genital bélge olmak {izere tum vicuttaki sigillere, ayrica vulva/vajina, anus,
penis kanserlerine ve daha az oranda agiz ve orofarenks kanserlerine
neden olmaktadir.

Mikrotubuller esas olarak hiicre bolinmesi sirasinda mitotik
apareyin olugumunda rol oynamakla birlikte, hiicre ici transport, sinyal
iletimi, hareket yetenedi ve hucre seklinin korunmasinda gérev alirlar.
Mikrotubul stabilizatérleri  olarak  kullanilan  molektller, mikrotubul
dinamiginde meydana getirdikleri degisiklikten dolayr metafaz/anafaz
gegisini engellerler. Mitoz bslinmenin bu sekilde baskilanmasi apoptozu
uyarir. Bu grup ilaglardan en yaygin olarak kullanilan Taksol, kigik hiicre
digt akciger kanseri, metastatik meme kanseri ve ovaryum kanseri gibi
cesitli kanserlerde kemoterapdtik bir ajan olarak kullaniimaktadir. Bu
molekll mikrotubul depolimerizasyonunu inhibe ederek mikrotibl yapisini
stabil hale getirmektedir. Béylece hiicre proliferasyonunu metafaz/anafaz
sinirinda duraklatarak inhibe etmekte ve olusan mitotik duraklamanin
sonucu olarak da apoptoz gézlenmektedir.



Son zamanlarda anti-proliferatif ve anti-anjiyogenik
dzelliklerinden dolaylr dikkat ¢eken onemli bir anti-kanser ajanida
curcumindir. Curcumin, Curcuma longa bitkisinin koklerinden izole edilen,
zencefil ailesine ait bir bitkidir. Cesitli kanser tirlerinde kemoterapétik ajan
olarak kullanilmaktadir. Curcuminin yanisira curcuminden elde edilen
sentetik anologlarininda kanser galismalarinda yaygin olarak kullanimi
mevcuttur. EF-24, yapisal olarak curcumine benzeyen ancak curcuminden
daha etkili ve biyoyararlanimi daha fazla olan sentetik bir curcumin
analogudur. EF-24’Un mikrotlbil stabilizasyonunu indiikledigi ve in vitro
kosullarda ¢esitli kanser hicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederek ve
bunun sonucu olarakda apoptozu uyardidi bilinmektedir.

Siklinler ve siklin bagiml kinazlar, DNA sentezi ve hiicre
bélinmesinde dnemli rol oynarlar. Bu molekullerin iglevlerindeki degigimler
hiicre bélinme kontroliiniin bozulmasi ve sonrasinda kanser gelisimi ile
sonuglanabilir. Bu molekillerden biri olan siklin D1, hiicre béliinme
déngusiinde memeli hicrelerinde G1/S fazi gegisini dizenlemektedir.
Siklin D1’in fazla ifade edilmesi de ¢esitli kanserler ile iligkili bulunmustur.
Hicre proliferasyonunda rol alan diger bir gen de PI3K dir. PI3K'nin fazla
ifade edilmesininde cesitli kanser tirleriyle iliskisi gdzlenmigtir.

Bu bilgiler dogrultusunda, mikrotibul yapisini stabilize
ederek hicrelerinin cogalmasini engelleyen Taksol ve EF-24'lin serviks
kanseri hiicre hatti olan Hela hcreleri tzerindeki apoptotik ve anti-
proliferatif etkilerinin arastinimasi amaglandi. Bundan dolayi, hicre
dongusunin ilerlemesinde etkin rol oynayan siklin D1 ve PI3K genleri ile
apoptotik yolakda gorevli olan kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin mRNA
ifade dlzeyleri Uzerindeki etkileri de@erlendirildi. Ayni zamanda Hela
htcrelerinin bu ilaglara verdigi apoptotik yanitlari ve ilaglarnn hiicre canliligl
Uzerine olan etkileri de aragtinidi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Serviks Anatomisi

Kadin Greme organlar pelvik kavitede yerlesmis i¢ Greme
organlari ile perinede yerlesmis dis Ureme organlarindan olusur. Ig Ureme
organlar uterus, overler, tuba uterinalar ve vajenden olusur. Overler,
uterusun her iki yaninda, tuba uterinalarin fimbrial uglarina yakin olarak
yerlegmiglerdir. Tuba uterinalar ise bir ¢ifttir ve uterusun st yan
koselerinden agilirlar. Uterus, dort kisimda incelenir. Fundus, korpus,
istmus ve servikstir.'

Serviks uterusun dar bir segmenti olup silindirik veya konik
bir sekildedir. 3-4 cm uzunlugunda ve 2.5 - 3.5 cm gapindadir. Sekli ve
buyukligu kadinin yasina, paritesine ve hormonal durumuna bagl olarak
degismektedir. Serviksin ortasinda uterus kavitesi ve vajinayi birlestiren
servikal kanal bulunur. Kanalin uterusa agilan kismina internal os,
vajinaya agilan kismina eksternal os adi verilir. Dogum yapmamis
kadinlarda eksternal os kiigiik ve yuvarlakken dojumdan sonra enine bir
yarik olarak gérinir."? Serviksin external os’un dis tarafinda kalan kismi
ektoserviks, yukarisinda kalan kisim ise endoserviks olarak adlandirilir.
Endoserviks’'den gecen endoservikal kanal uterus boslugunu vajina ile
birlestirmekte ve internal os’dan external os’a uzanmaktadir. Endoservikal
kanalin uzunlugu ve eni yas ve hormonal duruma gére degisiklik
gosterir. 34

Servikal mukus yapimi hormonal etki altindadir. Mukozanin
altinda, submukoza da bad dokusu ve az miktarda sirkiller yerlesimli kas
tabakasi vardir.® Serviksin stromasi, i¢inden serviksin damar, sinir ve
lenfatiklerinin gectigi yogun fibromuskuler dokudan olug,ur.6 Servikal
lenfatik drenaj, primer ve sekonder grup lenf bezleri ile olur. Lenfatik
drenajin bu 6zelligi serviks kanserinin yayllmasinda ve tedavisinde
onemlidir.*



Faliopian
tube

Sekil 1 : Uterus ve Kisimlari

2.2. Serviks Kanseri

Serviks kanseri dunyada kadinlar arasinda meme
kanserinden sonra en sik tani konan ve 6liime neden olan kanserlerden
ikincisidir.” Ortalama gériilme yasi 52'dir, ancak 35-39 ve 60-64 yas
araliginda gérilme sikhiginda belirgin bir artis bulunmaktadir.® Her yil
dinyada 530 bin kadina serviks kanseri tanisi konmakta ve bu kadinlann
275 bin'i kaybedilmektedir.®

Serviks  kanseri, uzun preinvaziv dénemi, tarama
programlarinin varligi ve preinvaziv lezyonlarin etkin tedavisinin mamkin
olmasi nedeniyle énlenebilir bir kanser olarak kabul edilir.'® Bu nedenlede
gelismis Ulkelerde gériilme orani duslis gostermektedir. Yilda 2.7 milyon
kadinin 6limine neden olan serviks kanserinin sadece 0.3 milyonunun
gelismis olan llkelerde gériilmesi de bunu desteklemektedir."



Diinya kanser istatistikleri (GLOBOCAN) 2008 verilerine goére
Kansere baglh mortalitede serviks kanseri, 7°'nci sirada yer almakta iken'?
Turk populasyonunda gérilme sikhd bakimindan 2010 Saglik
Bakanligr'nin verilerine gére 10. sirada yer almaktadir.'

Yapilan epidemiyolojik calismalar serviks kanseri icin major
risk faktorinin Human Papillomavirus oldugunu gostermistir. Cinsel yolla
bulasan bu virus serviks kanserinin yani sira, servikal displazilere, basta
genital bélge olmak Uzere tum viicuttaki sigillere, ayrica vulva/vajina, anis,
penis kanserlerine ve daha az oranda agiz ve orofarenks kanserlerine
neden olmaktadir.”

2.3. Serviks Kanseri Etyolojisi ve Risk Faktorleri

Serviks kanseri-HPV ligkisi ilk olarak 1980’lerin basinda
Alman virolojist Harald zur Hausen tarafindan belirlenmistir.'® Guniimiizde
ise serviks kanseri etyolojisinde HPV enfeksiyonu buyik 6nem
tasimaktadir. Sekstel yolla bulagan bu onkojenik virtisiin siklikla servikal
transformasyon  zonunda metaplastik  epitelin  kalici  subdural
enfeksiyonuna yol agtidi kaniti ile desteklenmektedir. Skuaméz hiicreli
kanserlerin % 95’inde, adenokarsinomlarin da % 90’inda HPV DNA pozitif
bulunmustur.’® Bugiin serviks kanseri gelisimi igin HPV'nin mutlaka var
olmasi gerektigi, diger risk faktérlerinin ise ya virtisle kargilagsma oranlarini
arttirdigi ya da viral persistansi-karsinojenik stireci hizlandirdigi igin 6nemli
oldugu dusiinulmektedir. Serviks kanseri risk faktérleri sunlardir."”

1) Demografik faktorler:

- lleri yas
- Irk
- Dtk sosyo-ekonomik durum

- Dusuk egitim duzeyi



2) Davranis ve seksuel faktorler:

- Fazla sayida sekstiel partner-infeksiyéz partner
- Erken ilk koitus yasi

- Sigara

- Uzun sureli oral kontraseptif kullanimi

- Folat, karoten ve vitamin C’den fakir diyet

3) Medikal/Jinekoloijik faktorler:

- Multiparite

- Erken yasta gebelik

- Cinsel yolla bulasan hastalik dykisi

- Spesifik tip HPV enfeksiyonu

- HIV enfeksiyonu

- Intrauterin dénemde dietilbesterol ile karsilasma
- Rutin sitolojik tarama olmamasi

- immun yetmezIik'®

Cinsel davranislar: Erken yasta serviks hiicreleri tam olarak
olgunlagsmadigindan genglerde HPV enfeksiyonu gelisme olasili§i daha
fazladir." Ciinkti skuamoz kolumnar hiicre bileskesi gegis alani ¢ok daha
disa aciktir. Erigkin serviksinde kolumnar epitelyumdan olugsmus servikal
ektopi daha kuiglk bir alan kapladigindan, HPV'ye ergen serviksinden
daha dayaniklidir.?® Bu nedenle ilk cinsel iliskiye baslama yasinin erken
olmasi serviks kanseri gelisme olasiigini artinr.’® HPV enfeksiyonu en sik
cinsel yénden aktif 15-25 yas grubu kadinlarda gérulurken (% 20), 30
yastan sonra azalma vardir (% 5).2"%2




Sigara: Sigara igen kadinlar icmeyenlere gére iki kat daha
fazla serviks kanserine yakalanma riskine sahiptir. Clnki tutin ve
threvlerinin iginde bulunan kimyasal maddeler sigara icen kadnlarin
servikal mukusunde saptanmistir. Bu kimyasal maddeler serviks
hicrelerinde DNA hasari meydana getirerek kanser gelisimine zemin
olusturmaktadir,'9324

Beslenme: Sismanlik ve meyve-sebzelerden fakir beslenme
serviks kanseri gelisme riskini artirmaktadir.'®?* Karoten, C vitamini
aliminin kétlu olmasi, A vitamini eksikligi ve folat yetmezIligi de serviks
kanseri igin risk faktorleri arasindadir.2%%

Parite: Yiuksek paritenin serviks kanseri ile iligkili oldugu
bircok c¢aligmada gosterilmistir. Paritenin  artisi; dogum travmalari,
hormonal degisim, kadinin beslenme durumunun etkilenmesi,
immunostpresyon ve ozellikle eversiyon olmak Uzere transformasyon
zonunda degisimlere neden olarak serviks kanserinin gorilmesine yol
acabilir?*?” Gebelik sayisinin dértten fazla olmasi ve ilk gebeligin 20
yasindan 6nce olmasi énemli risk faktérleri olarak gésteriimektedir.?2®

Dastik sosyo-ekonomik durum: Sosyo-ekonomik durumu
duslk kisilerin saglik hizmeti alma oran| daha dustk oldugu igin hem rutin
taramalara devam orani, hem de preinvazif lezyonlarin etkin sekilde tedavi
edilebilme oranlan dusiktir. Bu kisilerde genellikle beslenme bozuklugu
da s6z konusudur. Ayrica bu durum kisilerin hijyen davraniglarini da
etkilemekte ve buda enfeksiyon ajanlar ile karsilagma olasiligini
artirmaktadir.’

Oral kontraseptif kullanmak : Bes yildan fazla oral
kontraseptif kullanimi serviks kanseri gelisme riskini iki kat artirmaktadir,
kullanimi birakildiktan sonra risk azalmaya baslar ve 10 yil sonra normale
donmektedir. "




Oral  kontraseptif  kullaniminin  servikal  glanduler
anormalliklere yol agtigi ileri slrtlmektedir. Ancak bu hipotez yeterince
destek gérmemistir. CunkU puberte sonrasi erken seksiel aktiviteye
baslanmasi, ¢ok seksiiel esin olmasi ve onceden cinsel yolla bulagan
hastalik oykistnin bulunmasi gibi faktérlerin de etkili olabilecegi ifade
ediimektedir.>*’

Es Durumu: Kadinlarin eslerinde prostat ya da penis
kanserinin  olmasinin, cinsel vyolla bulasan hastalik Gykisiintn
bulunmasinin, slnnetsiz olusunun, birden fazla kisi ile iligkide
bulunmasinin, daha 6nce servikal kanserli esi olmasinin serviks kanserinin
gorilme sikhigini arttirdig dustunulmektedir. 22

Cinsel yolla bulasan hastalik o6ykusii: HIV  bagisikhk
sisteminin iglevlerini bozarak kadinlarin daha kolay HPV enfeksiyonuna
yakalanmasina neden olur. Bagisiklik sistemi ayni zamanda kanser
hucrelerinin éldurilmesini sagladidindan AIDS'li hastalarda prekanseréz
lezyonlar normale gére daha hizli bir sekilde serviks kanserine déntstr.
Tedavi edilmemis dider vajinal enfeksiyonlar, o6zellikle Klamidya,
Trikomanas vajinalis, genital herpes enfeksiyonlari yiksek riskli HPV
tiplerinin kanser yapici etkisini gticlendirebilir. 124

Dietilstilbestrol: 1940-1971 yillari arasinda diisigu énlemek
icin kullaniimistir. Anneleri dietilstilbestrol kullanan kadinlarin serviks
kanserine yakalanma olasiligi daha ytiksektir.'®>'

Serviks kanserinin ortaya c¢ikmasinda rol oynayan bu
faktorlerin yanisira en énemli risk faktorleri; taramanin yapiimamasi, eksik
veya yanlis yapilmasi ve anormal sonuglarin yanhs yonetimidir. '



2.4, Human papillomavirus

Insan papillomaviruslan, Papillomaviridae ailesinden DNA
virtisleri olup sadece insanlan enfekte ederler. Bu virisler, proteinle cevrili
¢ift sarmal DNA genomu icerirler. DNA dizisindeki farkliliga gére 100°den
fazla HPV tipi belirlenmistir. insanlarda mukozal ve genital infeksiyonlara
neden olan 70'den fazla HPV tipi mevcuttur.®® HPV kanserojen
Ozelliklerine gére iki gruba ayrihr;

1. Grupta kanser acisindan “dustk riskli  (LR)"
enfeksiyonlara neden olan virusler yer alir. Ozellikle HPV-6 ile 11'in basta
geldigi bu virtsler dustk dereceli servikal lezyonlar ve genital sigillerin
nedenidirler.®® LR:6-11-40-42-43-44-54-61-70-72-74-81-83-84.34%

2. Grupta ise “yuksek riskli (HR)” olarak adlandirilan
kanserojen HPV tipleri yer almaktadir.®® Yiiksek riskli HPV tipleri servikal
kanserlerin ve onun 6ncisl olarak kabul edilen prekanseréz, skuamoz
intraepitelyal lezyonlarin %99.7’sin de saptanmaktadir.®**”
HR:16-18-31-33-35-39-45-52-56-58-59-67-68.%*%

Servikal kanser gelisiminde en riskli olani HPV-16
enfeksiyonudur.®® Ttum dinyada serviks kanseri olgularinin % 55‘inden
sorumludur.®® Diger yiksek riskli viris HPV-18 ise sadece skuamoz
lezyonlarda degdil serviksin glandiler lezyonlarinda da bulunmustur ve
serviks kanserlerinin %10-12’ sinde gorular.®

HPV enfeksiyonlarinin sikligi dedisik bolgelerde % 2-44
arasinda bildirimektedir.*”*® Onkolojik agidan yiiksek riskli HPV tipleri ile
enfeksiyon en sik 25 yas alti kadinlarda gérilur; daha sonra yasgla bir
azalma kaydedilir. 55 yas ve Uzerindekilerde diisuk riskli HPV tipleri daha
baskin olarak saptanmaktadir.*°



Gelismis ulkelerde cinsel olarak aktif erkek ve kadinlarin
% 50'sinden fazlasinin yasamlarinin bir déneminde en az bir HPV tipi ile
enfekte olduklari bilinmektedir.*®*' HPV, cinsel temas sirasinda direkt deri
veya mukoza temasi ile insanlara veya vertikal olarak enfekte maternal
genital traktus ile temas eden yenidodana bulasir. Dustk riskli HPV'lerin
prenatal gegisi ile yenidogan ve sut cocuklarinda rekiirren respiratuvar
papillomatozis adi verilen solunum yollarinda papillomlarin olusumu ve
solunum sikintisinin ortaya giktigi tablo gelisir.?> Bulasma olmasi icin
cinsel iligkide penetrasyon sart degildir. Genital bolgede cilt temasi bile
bulagsma igin yeterlidir. Semptomu olmayan HPV ile enfekte kisiler viriisiin
yayillmasinda énemli rol oynarlar. HPV'nin bulagmasi igin tek bir cinsel
temas bile olmasi yeterlidir ve enfeksiyon ilk cinsel temastan bir ay gibi
kisa bir stirede gelisebilir.*

2.5. Patogenez ve Gelisim Oykiisii

HPV enfeksiyonlarinin gogu asemptomatik ve gecicidir.3®*?

Pek cok kadin HPV ile enfekte olur ancak bunlardan bazilar serviks
kanserine dontigsmektedir(%10). Gigli bagisiklik sistemi bu viriisti etkisiz
kilabilmektedir."® Normal bir serviks HPV enfeksiyonuna maruz kaldiktan
sonra; oncelikle ona bagl enfeksiy6z degisiklikler gorultr, Bu degisiklikler
spontan normale geri doénebilecedi gibi dusuk grade'li servikal
intraepitelyal lezyon'a (LGSIL) doénusebilir. LGSIL olgularinin %70’
enfeksiyonu izleyen 2-3 yil igerisinde spontan gerileyerek normale
donebilir. Ancak %15'i 3-4 yil icerisinde ko-karsinojenlerin de etkisiyle
lerleyerek yiiksek grade'li servikal intarepitelyal lezyona (HGSIL)
dontsebilir. HGSIL lerin % 30-70 kadar tedavi edilmedikleri takdirde 10 yil
icerisinde invaziv kansere déniisebilir.?”
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Serviks Kanserinin Gelisimi

Normal Serviks

T Rt
HPV'ye Bagli Degisiklikler

i

Low-Grade SIL (Atipi, CINI)

K

High-Grade SIL (CIN'II. I/ CIS)

|

invaziv/Kanser

Sekil 2 : Serviks Kanserinin Geligimi

J
Tumdrin intraepitelyal sinirlardan; gikip serviks stromasina

yayildigi durumlara invaziv servikal karsinoma denir. Serviks kanseri direkt
yolla serviks stromasina yayildiktan sonra kan ve lenf yolu ile ya da
intraperitonel implantasyon yolu ile metastazlar yapabilir. En yaygin
yayihm yolu direkt yayilimdir. Yayihm endoservikste basglar ve tim
servikse, parametriyuma, vezikovajinal ve rektovajinal septalara, vajinanin
ust kismina, mesane ve rektuma yayilir. Lenf ve kan yolu ile akcigerler,
mediastinal ve supraklavikular nodlara, karacijere ve kemiklere yayilim
gordlir.”®

2.6. Taksol

Kemoterapotiklerin antineoplastik ilaglar grubundan olan
Taksol, taksanlar sinifina aittir.** Pasifik porsuk agacinin (Taxus brevifolia)
kabugundan uretilen, dogal diterpen alkoloidleri sinifindan sitotoksik bir
anti-kanser ilacidir. PAKLITAKSEL olarak da adlandinimaktadir, 464748
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Taksanlar gesitli kanser turlerinin tedavisinde ¢ok etkilidir. Bir
taksoit tirevi olan Taksol over, meme kanseri, I6semi, kigiik hiicreli
olmayan akciger ve prostat kanseri tedavisinde kombine ya da tekli tedavi
seklinde kullanilmaktadir.*®

Taksanlar, dogal kaynaklidir ve metafaza 6zgudurler. DNA
sentezini ve DNA yapisini etkilemezler.®® Mikrotubtiller iizerine olan
etkileriyle hiicre bélinmesinin metafazda durmasina ve hiicre &limine
neden olduklarindan bu sinifa ait ilaglar M dénemine 6ézgi ilaglardir.
Bunlara mitoz zehirleri ya da metafaz zehirleri de denmektedir. Taksol
hiicreler Uzerindeki etkisini vinka alkoloidler gibi mikrotilbiller izerine
yapmaktadir. Ancak vinka alkoloidler, mikrotubtillerin depolimerizasyonuna
neden olurken®', Taksol etkisini mikrotubiil depolimerizasyonunu
engelleme seklinde gostermektedir. Mikrotubullere yiiksek bir afiniteyle
baglanarak mikrotubil toplanmasini uyarmakta ve mikrotibil polimerlerini
stabilize ederek hilcre replikasyonunu durdurmaktadir.*”-5253

2.6.1. Taksol'lin Kimyasal Yapisi

Molekuler formQli Cs7Hs1NO14 'tir ve agik kimyasal adi “5
beta,20-epoksi-1, 2alfa, 4, 7beta, 10beta,13alfa-hekzahidroksitaks-11-en-
9-on,4,10-diasetat 2-benzoat-13-ester(2R,3S)-N-benzoil-3-fenilizoserin’dir,
Molekler agirhdr 853,9 daltondur.®*

Sekil 3: Taksol’iin Molekiiler Yapisi
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2.6.2. Taksol'in Etki Mekanizmasi

Alfa ve [ alt birimlerinden olugan tubulin heterodimer
polimerleri olan mikrotubdller, hiicre igcersindeki dinamik yapi birimleridir.
Bu yapilar, esas olarak hicre bolinmesi sirasinda mitotik apareyin
olusumunda rol oynamakla birlikte, hiicre ici transport, sinyal iletimi,
hareket yetenegi ve hiucre seklinin korunmasini iceren ¢ok sayida vital

interfaz reaksiyonlarindan da sorumludurlar.>*%

Taksol, hucresel tubulin yapisina baglanip, mikrotibil
depolimerizasyonunu inhibe ederek mikrotublll yapisini stabil hale
getirmektedir.*®*®%” Bunun sonucu olarak, hicrelerin G2/M fazinda

birikmesi ile hiicre siklusu bloke olmaktadir.?6%7

Boylece hicre
bélinmesini, proliferasyonunu ve migrasyonunu engelleyerek apoptozu
baslatmaktadir.®® Taksol tedavisini takiben olugan apoptozun, G2/M
fazinda birikimin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi®® ve bunun da uygulanan

. rn =

doza bagimli olarak degistigi gdsterilmistir.*

Taksol varliginda polimerize olan mikrotiibuller oldukga
kararli haldedirler ve sogduk, kalsiyum iyonlar ve anti-mitotik ilaclarla

depolimerizasyona dayanmaktadirlar.>®
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2.7. EF-24

Curcuma longa bitkisinin kdklerinden izole edilen curcumin,
zencefil ailesine ait gok yillik otsu bir bitkidir ve yaygin olarak gtiney ve
glineydogu tropikal Asya’da (Hindistan-Cin) yetistiriimektedir. Genellikle
gida Urtnlerinde  renklendirici  ve tatlandirict  baharat olarak
kullaniimaktadr.®'2

Cucumin’in gesitli calismalarda anti-oksidan, anti-inflamatuar,
immiin sistem diizenleyici ve anti-timoral etkinligi gosterilmistir.%® Ayrica
farkh tumorler Uzerinde cok gesitli mekanizmalarla anti-karsinojenik etki
gosterdigi de bildirilmistir. Inflamasyonu, hiicre proliferasyonunu, bazi
onkogenleri, timor implantasyonunu ve karsinojenlerin
biyotransformasyonunu, transkripsiyon faktorii NF-KB ve COX2 enzimini
baskiladigl, buna karsilik; glutatyon-s-transferaz enzimini aktive ettigi
cesitli caligmalar ile ortaya konmustur.64®5%5788 vyapilan aragtirmalar
sonucu dogal curcuminin kimyasal koruyucu, anti-oksidan ve benzeri
etkilerinin kanitlanmasi ile arastirmacilar benzer yapida ancak farkli
icerikteki sentetik curcumin analoglarina yt‘melmi§lerdir.69

EF-24 sentetik bir curcimin analogudur. Yapisal olarak
curcumine benzer ancak ondan daha etkili ve biyoyararlanimi daha
fazladir.”® In vitro kosullarda gesitli kanser huicrelerinin proliferasyonunun
G2/M fazinda bloke olmasina neden olur ve bunu takiben de apoptozu
uyarir. G2/M kontrol nokta proteinlerinin seviyelerinde artisa neden
olur(pp53, p53 ve p21). Ayrica tumor slipresor geni PTEN ekspresyonunu
artirdigt ve PTEN’in asin ekspresyonunun da G2/M fazinda hicre
déngisinin durdurulmasini ve apoptozu indukledigine dair calismalar
mevcuttur.”! EF-24'n trankripsiyon faktérii NF-KB'nin inhibisyonu, p38,
MAPK, Hsp70, HIF-1 ve mikrotiblller (zerine etki mekanizmalarinin
anlasiimasina yénelik calismalar mevcuttur.”>”3
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Hicre 8lumine curcuminden 10 kat daha buyik potansiyelle
neden olur. Ayrica antikanser taramalarda daha etkilidir ve kombine
kullanimi yaygin olan sisplatinden daha az toksiktir.”* Yapisal formult 3,5-
Bis(2-fluorobenzylidene)-4-piperidone dur.”

F O F
J O
H
EF24

Sekil 4: EF-24’{in Molekiiler Yapisi

2.8. Apoptoz

Hicre éliminde nekroz ve apoptoz olarak adlandirilan iki
temel mekanizma vardir. Dig etkilerden zarar géren hicreler nekroza, dig
veya i¢ uyart ile programli hiicre 6liumine durtilenen hiicreler ise
apoptoza yénelirler.”® Yunancada yaprak dékiimi anlamina gelen apoptoz
ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslan tarafindan tanimlanmistir.””®
Apoptoz, hiicre-i¢i ve hiicre-disi pek ¢ok sinyal tarafindan iki temel yolak
Uzerinden aktiflesen ve pek cok protein tarafindan regile edilen, kontrolli
ve programli bir hiicre 6lim strecidir.”® Fizyolojik sartlardaki cok hiicreli
organizmalarda, hem gelisim esnasinda hem de gelisimini tamamlamisg
organizmalarin homeostazinin sadlanmasinda, istenmeyen hiicrelerin yok
edilmesi igin evrimlesmis bir mekanizmadir.8%®’
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Bu mekanizma potansiyel zararli hicrelerin yok edilmesi
goérevini Ustlendijinden pek cok hastalik ile de yakindan iligkilidir. Asiri
apoptoz iskemik ve noérodejeneratif hastaliklara neden olurken, yetersiz
apoptoz otoimmiin hastaliklara ve kansere neden olabilmektedir. Apoptotik
mekanizma, fizyolojik strecte buyime faktorlerinin hlicreye ulagsamamasi
veya hiicrenin oksidatif stres, hipoksi, iyonize radyasyon, UV ya da ilag
uygulamalan gibi farkli etkenlerin etkisinde kalmasi sonucunda olusan
hasarli hiicrelerin yok edilebilmesi icin de tetiklenebilmektedir.®?

Morfolojik olarak apoptoz sireci; plazma membraninin
tomurcuklanmasi, fosfotidil serin kalintilarinin membranin dis ylzeyine
yénelmesi, hiicre buzigmesi, kromatin kondensasyonu ve hiicre igeriginin
¢oklu membran kapli parcaciklar halinde dagilarak komsu hucreler ve
fagositler tarafindan yutulmasini kapsayan bir siirectir." Morfolojik
degisimler, hiicresel butinlik ve canlihk icin gerekli olan polipeptidlerin
proteolitk yikimi ile gerceklesmektedir. Yikim slreci spesifik sistein
proteazlar olan kaspazlarin aktivitesi sayesinde meydana gelmektedir.3®
Apoptotik hiicre 6lum mekanizmasinda, hiicre igi bilesenlerin membran ile
cevrilmis apoptotik parcaciklar halinde gevre dokuya dagilmasi nedeniyle
nekrotik hiicre 6lim mekanizmasinda meydana gelen enflamasyon
olusmamaktadir.®!

Apoptoz mekanizmasinda kaspazlar kilit rol oynar. Kaspaz
protein ailesi Uyelerinin aktivasyonu ile apoptozun morfolojik siireci
gerceklestirilir.”*®*  Kaspaz = enzimlerinin  aktivitesi  apoptozun
tetiklenmesinden DNA  fragmantasyonuna, plazma membraninin
tomurcuklanmasindan, fosfolipid asimetrisinin bozulmasina kadar tim
apoptoz siirecinde yer almaktadir.”
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Sekil 5: Digsal ve igsel Apoptoz Yolaklar

Apoptoz yolaklarindan birincisi ekstrinsik (dissal) veya
sitoplazmik yolaktir, timér nekroz faktérti (TNF) reseptor ailesinin bir Uyesi
olan Fas &lim reseptorii yoluyla tetiklenir. Ikinci yolak ise intrinsik (i¢sel)
veya mitokondriyal yolaktir, uyarilinca mitokondriden sitokrom-C salinimi
ve o6lum sinyalinin aktif hale getiriimesi ile tetiklenir. Her iki yolak da
kaspazlar olarak adlandirilan sistein proteazlarin olusturdugu yikim kismi
ile sonlanir.”® Kaspazlar inaktif zimojenler olarak sentezlenirler. Apoptotik
olaylarin yikim fazinda aldiklari géreve gore de baslatici (kaspaz-2,-8,-9,
-10) ve effektér kaspazlar (kaspaz-3,-6,-7) olmak tizere 2 guba ayrilirlar.®®
Baslatict kaspaz molekillerinin efektér kaspazlari aktiflestirmesiyle hiicre
iskelet proteinleri gibi cesitli hedef molekdlleri pargalayarak hiicre slimii

gerceklesir. 3%
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Ekstrinsik yolagin aktivasyonunu cesitli yolak ve proteinler
duzenler. Transkripsiyonel olarak inaktif bir gen olan FasL genini
ayarlayan aktive edici protein 1 ve NF-KB gibi transkripsiyon faktérleri

ekstrinsik yolagin diizenleyicileridir.®®

Apoptozun temel dizenleyicileri olan Bcl-2 ailesi hem pro-
apoptotik(Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim, ve Hrk) hemde anti-
apoptotik proteinleri (Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1) icermektedir.®
Bcl-2'nin  ekspresyonunun azalmasi antikanser ilaglara karsi apoptotik
tepkiyi ylkseltirken, ekspresyonunun artmasi radyasyon terapisine ve
kemoterapotik ilaglara karsi dirence neden olur. Ayrica, yiiksek Bcl-2
ekspresyonu hiicre déngusti Go fazinda hiicrelerin yi§iimasina sebep olur
ve kemorezistansa katki saglar. Pro-apoptotik Bcl-2 Uyeleri apoptoz
destekleyici olarak davranirken, anti-apoptotik Gyeleri sitokrom-C’nin
salimini engelleyerek apoptoz énleyicisi olarak davranirlar.®® Bcl-2‘nin
intrinsik yolakta gereginden fazla ifadesi ekstrinsik kontrollii apoptozu
engeller; ters olarak da, TNFa, NF-KB‘nin ekspresyonunu yikseltir ve Bcl-

2 ailesi proteinlerin anti-apoptotik tyelerini uyarir.”®

Kaspaz aktivasyon yolaginin diger bir dizenleyicisi de X'e
bagll apoptoz baskilayici protein (XIAP) molekiludir. Kaspaz-3 ve
kaspaz-9'un inhibitéri olarak gérev yapar. Aktif kaspaz-3't baskilayarak
kaspaz kaskadinin olugmasini engeller ve béylece gok sayida kaspazin

aktivasyonu ile tetiklenen apoptotk uyari baskilanir.%

Apoptoz
mekanizmas! bu sekilde birgok protein ve yolak kontrolii altindadir.
Yolaklara ¢rnek olarak da p53, NF-KB, PI3K/Akt yolagi, ve ubikitin/

proteozom yoladi gosterilebilir.®%!
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2.9. Kaspaz-3

Sitogenetik lokasyonu 4q35.1 dir. Sistein aspartik asit
protezin bir Uyesidir. Kaspaz-3’de diJer tim kaspazlar gibi inaktif
proenzimler olarak sentezlenir.? Digsal apoptoptik sinyal iletimini baslatan
kaspaz-9 ve i¢sel apoptotik sinyal iletimini baslatan kaspaz-8 ile aktiflesen
efektér kaspazdir. Aktiflestiginde, kromatin olusumunda gérev alan
molekller, transkripsiyon faktorleri ve sinyal iletim yolaklarinda gérev alan
uyaranlarin proteolitik yikimina neden olmaktadir. DNA
fragmantasyonunda, DNAaz aktivasyonuna sebep olan kaspaz-3'in direkt
rolii oldugu distiniimektedir.®* Bu gen embriyonik dénemin 4. giiniinden
itibaren gelisimden sorumludur. Kaspaz-3'deki eksiklik ciddi nérolojik
gelisim problemlerine hatta 3 haftalik embriyoda 6lime neden

olabilmektedir,%4%°

2.10. Kaspaz-9

Apoptozun mitokondriyon yolunda gérev alan kaspazdir.
Kaspaz-9 geni 1.kromozomun p36.3 bélgesinde yerlesiktir.®® Kaspaz-9
geninde 9 ekzon bulunur ve DNA’sI yaklasik olarak 35 Kb'dir. Genel yapisi
diger kaspazlara buyuk benzerlik gosterir. Diizenleyici bolgesinde CARD
dizisi bulunur ve bdélgeler arasi ilmek yapisi bu kaspazda daha uzundur.
PKB-Akt ve ERK2 tarafindan fosforilasyonla baskilanir. Fizyolojik
konsantrasyonlarda inaktif monomer olarak bulunur ancak daha yiksek
konsantrasyonlarda dimer sekline gecerek aktiflenir. Kirpilarak degil,

adaptér proteinlerle (Apaf-1) kilmelenerek aktiflenir.®’
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2.11. Siklin D1

Siklin D1 hicre siklusunda, G1 fazindan S fazina gegiste rol
alan 6nemli bir regtilatérdir.®® 11913 kromozomunda lokalize bel-1 geninin
urintdar. Bcl-1 geninde ya da 11913 lokusunda translokasyon ya da
amplifikasyon oldugunda siklin D1'in asir ekspresyonu gergeklesir. Bu
genin asin ekspresyonu, G1 fazinin siresini kisaltarak hicresel
proliferasyon hizini artinir yani hiicrelerin devamli ve kontrolstiz olarak G1-
S fazina girmesine neden olur. Normal hiicrelere gére timéral hiicrelerde

siklin D1 ekspresyonu artar.®®

Siklin D71’'in bu sirekli kontrol edilemeyen ekspresyonu ile
sonuglanan mutasyonlar birgok kanserin gelisimine katkida bulunmaktadir.
Siklin D1’in asin ekspresyonu, meme karsinomu, mesane karsinomu ve
bag-boyunun skuaméz hicreli karsinomu gibi birgok neoplazide
gosterilmistir.**'® Tiroid tumérlerinde yapilan calismalara bakildiginda,
timér boyutu arttiginda ve lenf nodu metastazi varliginda siklin D1
ekspresyonu yiksek bulunmustur.’®% Siklin D1 ekspresyonunun bilinen
regulatorleri arasinda MAP kinaz kaskadi, NF-kB ve Wnt sinyalleri gibi

degisik faktorler yer alir. 19194
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2.12. Hel a Serviks Adenokarsinomu

Scherer tarafindan 1952 yilinda 31 yasinda zenci bir
kadindan izole edilen ilk insan kaynakl serviks epitel adenokarsinom
hiicreleridir. Hicrelerin %98’inde kiiglk telosentrik kromozomlar vardir.

Test edilen 1385 hiicrenin timu anéploididir. %1%

p53 dizeyi duslk, retinoblastoma baskilayici gen (pRB)
seviyesi normal olarak bulunmustur.'”'% [nsan papilloma viriis 18 (HPV-
18) proteini tasimaktadir. HPV-18 ile infekte olan Hela hiicrelerinden
yiksek oranda c¢o6zinebilr APO-1/Fas antijeni salgilanmaktadir.
Poliovirisi 1 ve 2, Insan Poliovirisii 3, Adenoviriisi Tip 3,

Encephalomyocarditis viriislerine duyarlidir,'9-199110.111,112,113

Hela hucrelerinde dogal olarak dislk slperoksit dismiitaz
aktivitesi vardir. Hicre oksidatif stresin hicresel etkilerini incelemek
agisindan uygun bir modeldir.""* Sitozolik bir enzim olan acil fosfataz,
HelLa hicreleri igin gugla bir apoptoz indikleyicidir.""®  intrinsik
glukokortikoid reseptérleri bulundurur.’® Ug tip inositol trifosfat reseptér
izoformlar tespit edilmistir.""” HelLa hicrelerinde mitokondride kalsiyum
birikimi diger epitel hiicrelerine gére daha hizlidir. Mitokondri, niikleer tibiil

icine ve disina hareket edebilmektedir.''®1"°
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.1. Hel.a Hiicre Hatt

Calismamizda, T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanligr'na bagh sap Enstitisi
Madarlaga, Hicre ve Virls Bankasi Bolumi'nden alinan insan serviks
epiteloid karsinom hiicre hatti olan Hela hiicreleri (HUKUK Kayit No:
90061901) kullanild.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

o Biyoglvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)
o Buzdolabi (Argelik, Tlrkiye)
s  Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)
e  Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)
e Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)
e Otomatik 1s1 déngi cihazi (Eppendorf, ABD)
e Invert mikroskop (Zeiss, Almanya)
e Isik mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya)
e Karbondioksitli etiv (Sanyo, Japonya)
o LightCycler 480 Real-Time PCR cihazi (Roche, Aimanya)
o  Mikropipetler, 10uL, 100puL, 100pL (Bt10, Bt100, Bt1000 Biohit, CLP,
ABD)
e Mikroplaka okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices, ABD)
e Sogutmali santrifij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD)
e  Spin vorteks (Biosan, Rusya)
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3.1.3 Kullanilan Sarf Malzemeler

Hiicre dondurma ampilll (Greiner, Almanya)

Huicre kiltur flasklari, 25 cm? ve 75 cm? (Corning, ABD)
Kdultar tapleri (Corning, ABD)

Mikrosantriftj tupleri (CLP, Almanya)

Petri kabi, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD)
Pipet uglari (CLP, Almanya)

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Taksol (Sigma, Amerika)

EF-24 (Sigma, Amerika)

Dimetil sulfoksit (DMSO) (Amresco, ABD)

Etanol (Sigma, ABD)

inaktive edilmis fetal sigir serumu (FCS) (HyClone, Thermo, ABD)
Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD)

Primerler (Alfa DNA, Almanya)

RPMI-1640 besiyeri (HyClone, Thermo, ABD)

Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)

Universal Probe Library (UPL) Problarn (Roche, Almanya)

3.1.5. Kullanilan Kitler

Hucre canhligi Kiti (MTT) (Roche, Almanya)

High Pure RNA izolasyon Kiti (Roche, Almanya)

LC 480 Master Mix (Roche, Almanya)

Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya)
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3.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.1. % 10’luk RPMI-1640 Besiverinin Hazirlanisi

450 ml RPMI-1640 besiyeri icerisine, 50 ml fetal sigir serumu
(FCS), 200 mM L-glutaminden 10 ml ve son konsantrasyonu 100 [U/ml

penisilin ile 100 pg/ml streptomisin olacak sekilde hazirlandi.

3.2.2. % 1’lik RPMI-1640 Besiyerinin Hazirlanisi

495 ml DMEM besiyeri igerisine, 5 ml FCS, 200 mM L-
glutaminden 10 ml, 100 1U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin eklenerek

hazirlandu.

3.2.3. MTT Kansiminin Hazirlanmasi

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] stok soliisyonu hazirlamak igin toz halinde olan MTT 1 ml'de 5
mg olacak sekilde tartilarak distile suda ¢6zildi. Daha sonra filtreden

gecirilerek steril hale getirildi.

3.2.4. 1X PBS Cozeltisinin Hazirlanmasi

1.09 g Na;HPOy4, 0.32 g NaH;PO4 ve 9 g NaCl, tartihp 800
ml distile su igerisinde ¢ézuldikten sonra pH’si 7.4’e ayarlanip son hacim

distile su ile 1 litreye tamamlandi.
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3.3. Yontemler

3.3.1. Hicre Kulturt

Hela hucreleri, %10’'luk RPMI-1640 besiyerinde %95 nem ve
%5 CO; igeren ortamda 37 °C’de kdlture edilerek gogaltildi.

3.3.2. MTT Hiucre Canliligi Deneyi

Hicre canliligi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) kullanilarak belirlendi. Hicreler 96
kuyulu doku kiiltir kabinda her bir kuyuya 10* hiicre gelecek sekilde ekildi
ve hicrelerin yiizeye tutunmasi icin bir gece 37 °C’ de bekletildi. HelLa
hiucrelerine 24 ve 48 saat sure ile 1-100 pyM arasinda degisen dozlarda
EF-24, 1-100 nM arasinda degisen dozlarda Taksol uygulandi. Bir grup
hiicreye ise 24 saat sure ile 25 nM ve 50 nM sabit dozda Taksol ile
beraber 5 pM ve 10 uM dozlarinda EF-24 ayri ayn ve birlikte uygulandi.
Inkiibasyon siresi bittikten sonra 10 ul MTT (5 mg/ml) her bir kuyucuga
eklendi ve 4 saat sure ile inkilbe edildi. Bu slrenin sonunda, her bir
kuyucuga 100 ul DMSO eklendi ve formazan kristalleri ¢éziindiikten sonra
970 nm’ de Spectramax M3 mikroplate okuyucu (Molecular Devices, ABD)
ile élguldl. Her bir doz igin deney 5 tekrarli yapilarak ortalama absorbans
degerleri belirlendi. Elde edilen ortalama absorbans degerleri, madde
uygulamas! yaptimayan kontrole oranlanarak hticre canhh@ {izerine

ilaclarin etkisi belirlendi.
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3.3.3. Hicre Kiilturiinden Total RNA'nin Elde Edilmesi

Taksol ve EF-24 ile inkibasyon surelerinin dolmasiyla,

hiicrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanilarak,

asagdida yazili olan protokole gore biyogtvenlik kabininin iginde yapildi.

o &

10.

11.

Hucrelerin Gzerine 200 pL soguk PBS ve 400 uL Lizis tamponu
eklenip 15 saniye vortekslendi.

Filtre, toplama tUptine yerlestirilip tim karsim filtre tistiine aktarildi.
Tip 9000 rpm’de 15 saniye santrifij edildi.

Toplama tiipunde toplanan sivi atilip filtre ayni tipe tekrar yerlestirildi.
Her bir 6érnek icin 90 pL DNaz inkiibasyon tamponu steril tipe alindi
ve 10uL DNaz | eklendi. Pipetaj ile kanstirildiktan sonra karigim
filtrenin ortasina birakildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

500 pLl’lik 1. yikama ¢ozeltisi filtre Gzerine eklendi ve 8000 rpm’de 15
saniye santrifdj edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra
ayni toplama tlpu igerisine yerlestirildi.

500 pl'lik 2. yikama c¢ozeltisi filtre Uzerine eklendi ve 15 saniye 9000
rpm’de santrifiij edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra
ayni toplama tupu icerisine yerlestirildi.

200 pLl'lik 3. yikama cozeltisi filtre Gzerine eklendi ve 3 dk 13500
rpm’de santrifij edildi.

Toplama tipt atildi. Filtre, steril 1.5 mllik mikrosantriflij tipine
yerlestirildi.

Filtre Uzerine 20 pyL érnek seyreltme ¢ozeltisi eklendi ve 9000 rpm’de
1 dk santrifiij edildi.

Elde edilen RNA’larin miktarlani ve safligi “NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre” cihazinda élgllerek RT-PCR’da kullanilana kadar -

80 °C derin dondurucuda saklandi.
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3.3.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi (RT-PCR)

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga
boyunda olgllerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Primer
olarak random hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA'dan
cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve

miktarlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1 : RT-PCR tepkime karigimi.

Son Konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gére defisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4plL

dNTP 1mM 2puL

Random hekzamer primeri 60puM 2puL

RNaz inhibitorl 20 Unite 0.5pL

Transkriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 0.5pL

Total RNA 1ug 1ug olacak sekilde

cDNA sentezi icin PCR karisimi ince geperli 0.2 ml'lik tiplere
dagitildiktan sonra elde edilen total RNA eklendi.

3.3.4.1 Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR) Programi

Otomatik 1s1 déngust cihazi, Tablo 2’de belirtilen programa

ayarlanarak cDNA sentezi yapildi.

Tablo 2: Otomatik i1s1 déngiisii cihazinda uygulanan program.

Sicaklik Zanan Déngl sayisl
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters Transkripsiyon 50°C 60dk 1
Inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1

Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA ornekleri Real-Time
PCR'da kullanilana kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklandi.
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3.3.5. Gen Ifadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 genlerinin mRNA
miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) cihazi kullanilarak
belirlendi. Amplifikasyonlar 20 pL toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA,
mRNA’ya 6zgl primerler, UPL probu, LightCycler 480 Master karigimi ve
distile su kullanilarak gerceklestirildi. Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3 ve
Kaspaz-9 gen ifade miktarlarini normalize etmek icin GAPDH mRNA

duzeyi referans olarak alindi.

3.3.5.1. Siklin D1 Geninin Ifade Dizeyinin Kantitatif Analizi

Siklin D1 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmistir. Prob ve primerlerin cDNA'daki yerlesimi ise Sekil 6'da

gosterilmistir.

Siklin D1 F 5- TGTCCTACTACCGCCTCACA -3’
Siklin D1 R 5'- CAGGGCTTCGATCTGCTC -3’
16 numaral prob dizisi: 5- CTGCCTCC-3’

5" -TGTCCTACTACCGCCTCACA-3'
661 AACAACTTCCTGTCCTACTACCGCCTCACARCGCTICCTCTCCAGAGTGATCAAGTGTGAC
5'—LTGCCTCE-31
721 CCGERCTGCCICCGGGCCTGCCAGGAGCAGATCGARGCCCT GCTGGAGTCARGCCTGCGE

3" -CTCGICTAGCTTCGGGAC-5'

Sekil 6: Siklin D1 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi iizerindeki yerlegsimi (Referans: ENST00000227507 giris no’lu dizi)
Translasyon baglangi¢ niikleotidine gére numaralandinimistir.

28



3.3.5.2. PI3K Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

PI3K genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 7'de
gosterilmistir.

PI3K Forward primer: 5- CACGAGATCCTCTCTCTGAAATC -3
PI3K Reverse primer: 5- GGTAGAATTTCGGGGATAGTTACA -3’
15 numarall prob dizisi: 5’-CAGGAGAA-3’

5/ ~CACGAGATCCTCTCTCTGAAATC-3/
1584 AGAACAGCTCAAAGCRATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCAGGAGAL
5/ ~-CAGGAGAA-3'
1644 AGATTTTCTATGGAGTCACAGACACTATTGTGTAACTATCCCCGAAATTCTACCCAAATT
3/ -TGTAACTATCCCCGRAATTCTACC-5'
Sekil 7: PI3K mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000263967 giris no’lu dizi)
Translasyon baglangi¢ niikleotidine goére numaralandiriimigtir.

3.3.5.3. Kaspaz-3 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

Kaspaz-3 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri agagida
verilmistir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 8'de
gosterilmistir.

Kaspaz-3 Forward primer: 5'-TGGAATTGATGCGTGATGTT-3'
Kaspaz-3 Reverse primer: 5-TGGCTCAGAAGCACACAAAC-3’
68 numarall prob dizisi: 5'-AGGAGCAG-3’
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5" —TGGAATTGATG
241 TTGRRATATGARGTCLGGAATARARATGATCI TACRCGTGARGRAATTGTGGRAATTGATG
CGTGATGTT-3' 5" -AGGRECAG-3'
301 CGIGATGITTCTARAGRAGATCACAGCRARAGGRGCAGTTTITGTITIGTGTGCTICTGRAGE
3" ~CALLCACACGRLGACTCG
361 CATGGTGARGAAGGARTAATTTTITGGRACARL TGGRCCTGTTGACCTGRARARARATARCE
GI-5'
Sekil 8: Kaspaz-3 mRNA’sinin belirlenmesinde kullamlan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000308394 giris no’lu dizi)
Translasyon baglangi¢ niikleotidine gére numaralandirimigtir.

3.3.5.4. Kaspaz-9 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

Kaspaz-9 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 9'da

gosterilmistir.

Kaspaz-9 Forward primer: 5-CCATATGATCGAGGACATCCA-3’
Kaspaz-9 Reverse primer: 5-GACTCCCTCGAGTCTCCAGAT-3’
27 numarall prob dizisi: 5-CAGGCAGC-3'

5’ =CCATATGATC
61 CAGGTGGACCAGCTCTGGGACGBCCCTGCTEGAGCCGCGAGCTETTCAGGCCCCATATGATC

GAGGACATCCA-3' 5' -CAGGCAGC-3'
121 GAGGACATCCAGCGGGCAGGCTCTGGATCTCGGCGGGATCAGGCCAGGCAGCTGATCATA

3' -TAGACCTCTGAGCTCCCTCAG-5’

181 GATCTGGAGACTCGAGGGAGTCAGGCTCTTCCTTTGTTCATCTCCTGCTTAGAGGACACA

Sekil 9: Kaspaz-9 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi iizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000333868 giris no’lu dizi)
Translasyon baglangi¢ niikleotidine gére numaralandirnimigtir.
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3.3.5.5. GAPDH Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA'daki
yerlesimleri Sekil 10’ da gosterilmistir.

GAPDH Forward primer: 5'- AGCCACATCGCTCAGACAC -3’
GAPDH Reverse primer: 5'- GCCCAATACGACCAAATCC -3
60 numarali prob dizisi: 5'- TGGGGAAG -3’

5’ -AGCCACATCGCTCA
601 CCTCCTIGTTCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGCCACATCGCTCA

Gacac -3’
661 GACACCATGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTGGGCGCCTGGTC
5’ -TGGGGAAG -3’ 3’ -CCTARACCAGCATAACCCG-5'

Sekil 10: GAPDH mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Gizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000229239 giris no’lu dizi).

3.3.5.6. Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH
Genleri icin Real Time PCR tepkime karnsimlari

Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH genlerine
uygun verilen primer ve problar kullanilarak Real-Time PCR tepkimesi LC
cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini hazirlamak igin kullanilan

bilesenlerin miktarlari Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 3: Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH Real-Time PCR tepkime

karisimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0 - 4.7uL
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
TagMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.1uL
LC 480 Master karigimi 2.5uL
cDNA - 1uL
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3.3.5.7. Light Cycler (LC) Deney Programi

Real-Time PCR karisimlari hazirlandiktan sonra 96
kuyucuklu plate’ in her bir kuyusuna bir &érnek gelecek sekilde dagitildi ve
uzerine cDNA'ler eklendi. Plate cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 4'de
belirtilen  amplifikasyon  programi  kullanilarak PCR  tepkimesi
gerceklestirildi. Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH genleri
icin ayni program kullanildi. Reaksiyon sonucu, Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3,
Kaspaz-9 ve GAPDH genlerinin mRNA ifade dizeylerini go&steren
Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3 ve

Kaspaz-9 ifade diizeyleri GAPDH ifade diizeyine gére normalize edildi.

Tablo 4: Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH genlerinin ifade

diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR tepkime programi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
1
Déngler
Analiz Mod
nat 3 Kisim 1

Sicaklik Hedefleri

95
Hedef Sicaklik (°C) 10:00dk
inkubasyon zamani (s:dk:sn) 20.0

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn)

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Déngtler 40

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
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Program 3, Sogutma

Program Verisi Deger
Dongtler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

3.4. istatistiksel Analiz Yéntemleri

Doza ve zamana bagl olarak degisen, Siklin D1, PI3K,
Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 mRNA ifade duzeylerindeki farkliliklar “REST
(2009 V2.0.13)" istatistik programi ile karsilastirild.'®® Hiicre canlilig
oranlardaki degisimler ise “tek yonlti Anova” testiyle karsilastirildi. Veriler
“SPSS 15.0" istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. 0.05'den kiigiik

olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hela Hiicrelerinin Taksol ve EF-24’e duyarhiliginin

MTT Hiicre Canliligi Yéntemi ile incelenmesi

Taksol ve EF-24’in Hela hicrelerinin canhhgi Uzerine

etkisini belirlemek i¢in dncelikle MTT yontemi uygulandi.

Taksol ‘

——245aat |
40 ~@—-485aat |

Hicre Canhihig (%)
[=23
(=]

K InM  5nM 10nM 25nM 50nM 100nM

S o e e e e e S sivee]

Sekil 11: HelLa hiicrelerinin (10.000 hiicre/lkuyu) Taksol ile 24 ve 48 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canliik oranlari.

Hela hticrelerine 24 ve 48 saat Taksol uygulandiktan sonra
gozlenen hicre canlilik oranlart Sekil 11'de gorilmektedir. Buna gore,
25nM doza kadar Taksol'iin hicreleri doza ve zamana bagl olarak
etkiledigi ve hucre canlihklarinda azalmaya neden oldugu gézlendi. Ancak
25nM’in - Uzerindeki dozlarda Taksol'lin hiicreler (izerinde sireden
bagimsiz bir sekilde yaklasik ayni etkileri olusturdugu belirlendi. Buna
gore, her iki sire igin Taksol'in IC50 degeri 100 nM civarinda oldugu

gozlendi.
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Hucre Canhhgr (%)

100
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60 -
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EF-24

—4— 24 Saat

—i—48 Saat

K 1pM  5pM 10pM 20puM  50puM  100pM

Sekil 12: Hela hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) EF-24 ile 24 ve 48 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari,

HelLa hicrelerine EF-24 uygulamasinin 24 ve 48 saat

sonrasindaki hiicre canliligi oranlari Sekil 12'de gorlilmektedir. Buna gore

EF-24 uygulanan hucrelerin canlilik oranlarinda doza bagl bir azaima

oldugu goralda. Her iki sure igin IC50 degeri yaklaglk 10 uM EF-24
konsantrasyonunda elde edildi. Daha yiiksek EF-24 dozlarinda ise hiicre
canlihdinin %20’lere kadar distagi belirlendi.
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25 nM Taksol ve EF-24’un birlikte uygulanmasinin 24 saat sonunda Hela

hicrelerinin canlilig Gzerine etkileri ise Sekil 13'de verilmistir.

120 womses

Hilcre Canlilige (%)
#od i o
L] Q Lo ] o

K 25nM Taksol SuMEF-24  10uMEF-23 25aM Takso! 25nM Taksol
SUMEF-24 10uMEF-24

Sekil 13: Hela hiicrelerine (10.000 hiicre/kuyu) 24 saat sure ile 25nM Taksol ve EF-

24’iin tek basina ve birlikte uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik
oranlari.

Birlikte uygulama sonucunda EF-24'tin 25 nM Taksol'lin
hiicre olumu Uzerine olan etkisini daha da arttirdigi belirlendi. 25 nM
Taksol tek basina uygulandiginda hiicre canlih@ %82.5 iken, ayni dozda
Taksol ile birlikte ortama 5 uM EF-24’Gn eklenmesi bu oranin %73
seviyesine inmesine neden oldu. Benzer sekilde 25nM Taksol ile birlikte
10 uM EF-24 uygulamas! sonucunda hiicre canhlifinin %65 seviyesine

indigi gbzlendi.
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50 nM Taksol ve EF-24’tin birlikte uygulanmasinin 24 saat sonunda Hela

hiicrelerinin canhh@i Uzerine etkileri ise $Sekil 14’'de verilmistir.
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Sekil 14: Hela hiicrelerine 24 saat siire ile 50 nM Taksol ve EF-24'iin tek basina ve
birlikte uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik oranlari.

50 nM Taksol tek basina uygulandiginda hiicre canliligi %63
iken, ayni dozda Taksol ile birlikte ortama 5 uM EF-24'0n eklenmesi bu
oranin %70 seviyesine ¢ikmasina neden oldugu buna kargin 50nM Taksol
+ 10 pM EF-24 uygulamasinin ise hicre canliliini %57 seviyesine
indirdigi  gézlendi. Ancak EF-24'in tek basina uygulanmasi, birlikte
uygulamaya oranla daha etkili sonuglar ortaya ¢ikardi. Sirasiyla 5 uM ve
10 uM EF-24’Uin tek basina uygulamasi sonucunda hticre canliiginin % 51
ve % 45 seviyelerine indigi gdzlendi.
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Bu durum EF-24’Gn Taksol ile birlikte kullaniminin
antagonistik bir etki yarattigint géstermektedir. Ayrica Taksol'Uin dusuk
dozda (25 nM) uygulandidi zaman ortama eklenen EF-24 ile etkisinin
arttigini ancak daha yiksek konsantrasyonda Taksol uygulandigi zaman,
EF-24'Gn  varliinin  Taksol'in  etkisini ortadan kaldirabilecegini

gostermektedir.

4.2. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 genlerinin ifade
dizeyinin kantitatif degerlendiriimesi igin Light Cycler cihazi kullanildi.
Hela hicre hattindan elde edilen cDNA’larda Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3
ve Kaspaz-9 ile bu genlerin normalizasyonu igin secilen GAPDH genlerine
6zgul primerler ve UPL LNA problan kullanilarak mRNA ifade dizeyleri
calisildi.

Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH genlerinin
mRNA duzeyinde ifadelerini kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR

tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 15'de gosterildi.
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Sekil 15: Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH genlerinin mRNA
diizeyinde ifadelerini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon egrileri. Siklin D1,
PI3KA, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve GAPDH genlerinin Real Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal
izlenmektedir.

Goreceli gen ifadesi sonuclari REST programi kullanilarak
‘Pfaffl’ matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida
belirtilmistir.

E (hedef)ACt (kontrol-arnek)

E (referans) ACt (kontrol-dmek)

Esitlikte belirtlen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan
sinyalin esik degeri gectigi andaki déngll sayisini ifade etmektedir. Ct
degeri tepkimenin basinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktar ile ters
orantilidir. ACt deg@eri ise kontrol ile érneklerin Ct degerleri arasindaki farki
gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade

oranini gostermektedir.
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4.3. Gen ifade Diizeylerinin Karsilastiriimasi

4.3.1. Taksol ve EF-24’Un’ Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3 ve

Kaspaz-9 Genlerinin ifade Duzeylerine Etkisi

Hela hicre hattinda Taksol ve EF-24 uygulanmasindan
sonra Siklin D1, PI3K, Kaspaz-3, Kaspaz-9 genlerinin ifade diizeylerinin
doza bagli olarak karsilastirmali degerlendirmesi yapildi. Bu genlerin
mRNA ifade duzeylerini belirlemek icin kantitatif Real-time PCR yontemi
kullanildi.

Hela hiicreleri, Taksol ve EF-24 ile ayr ayr ve birlikte
inktibe edildikten sonra kontrol ile karsilastirildiinda genel olarak hiicre
¢ogalmasindan sorumlu olan Siklin D1 ve PI3K genlerinin mRNA'larinda
azalma oldugu gdzlendi. Ancak EF-24’in tek basina uygulamasi sonucu
hicrelerdeki SiklinD1 ve PI3K mRNA dizeylerinde gérilen azalmanin
birlikte uygulamaya oranla daha fazla oldugu gézlendi (p<0.05). 10 uM
EF-24 inkilbasyonu sonucunda Siklin D1 mRNA ifade diizeyinin yaklagik 3
kat, PI3BK mRNA dizeyinin ise 2.6 kat azaldidi gézlendi (p<0.05) (Sekil16
ve 17). Tek basina 25 nM Taksol uygulamasindan sonra ise siklin D1 ve
PI3K mRNA duzeylerindeki duststn anlaml duzeyde olmadigi (p>0.05)
gozlenirken 50 nM Taksol uygulamasinda ki siklin D1 ve PI3K’nin mRNA
dizeylerindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0.05). 25 nM Taksol + 10 uM EF-24 konsantrasyonunda Siklin D1 ve
PI3K mRNA diizeylerinin yaklasik 2 kat azaldigi gézlendi (p<0.05) (Sekil16
ve 17). Ayni sekilde 50 nM Taksol ile birlikte 10 uM EF-24 kullaniimasi
sonucunda siklin D1 ve PI3K mRNA duzeylerindeki diiststinde yaklasik 2
kat oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil16 ve 17).
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SiklinD1 SiklinD1

12

mRNA Ifade orant
mRNA Hade oram

Sekil 16: Hela hiicrelerine 24 saat Taksol ve EF-24 uygulanmasi sonrasinda
SiklinD1 geninin mRNA ifade diizeyindeki degigiklik. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyine gore normalize edildi. *; p<0.05.

PI3K PI3K

mRANA fade oram
mRNA ifade orani

Sekil 17: Hela hiicrelerine 24 saat Taksol ve EF-24 uygulanmasi sonrasinda PI3K
geninin mRNA ifade diizeyindeki dedisiklik. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH
mRNA ifade diizeyine gére normalize edildi. *; p<0.05.

Proliferasyondan sorumlu genler diginda, Taksol ve EF-24'(in
apoptozda aktif rol oynayan kaspaz-9 ve kaspaz-3 genlerinin mRNA

ifadelenme dizeyleri Gizerine etkileri de incelendi (Sekil18 ve19).
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Taksol ve EF-24'in ayn ayn ve birlikte kullaniimasi
sonucunda kontrol ile karsilastirildiginda, kaspaz-9 ve kaspaz-3 mRNA
ifadelenme diizeylerinde genel olarak artis gézlendi. Ancak EF-24'uin tek
basina uygulamas! sonucu hicrelerdeki kaspaz-9 ve kaspaz-3 mRNA
duzeylerinde gorilen artisin birlikte uygulamaya oranla daha fazla oldugu
gozlendi (p<0.05). Bu sonuglara gére en yiksek kaspaz-3 ve kaspaz-9
mRNA ifadelenmesi 10 yM EF-24 uygulamasi sonrasinda elde edildi
(p<0.05). 10 pM EF-24 uygulamasi ile kaspaz-3 mRNA ifade duzeyinin
yaklagik 3 kat arttigi, kaspaz-9 mRNA dizeyinin ise yaklagik 2.5 kat artti§1
bulundu (Sekil18 ve 19). Ayrica tek basina 25 nM Taksol uygulamasindan
sonra kaspaz-3 ve kaspaz-9 mRNA dizeylerindeki artigin anlamli diizeyde
olmadigr gérulirken (p>0.05) 50 nM Taksol uygulamasinda ki kaspaz-3 ve
kaspaz-9' un mRNA diizeyindeki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (p<0.05).

Proliferasyondan sorumlu genlerde gorldagu gibi, ilaglarin
birlikte kullaniimasi ile kaspaz-9 ve kaspaz-3 mRNA diizeylerindeki artisin
tek bagina uygulanan EF-24’e gére daha az oldugu da belirlendi. 25 nM
Taksol + 10 uM EF-24 konsantrasyonunda kaspaz-3 mRNA diizeyinin
yaklasik 2 kat arttigl kaspaz-9 mRNA duzeyinin ise 1.8 kat arttidi belirlendi
(p<0.05) (Sekil18 ve19). Ayrica 50 nM Taksol ile birlikte ortama 10 uM EF-
24 eklenmesi sonucunda kaspaz-3 mRNA diizeyinin 2.2 kat artti§i kaspaz-
9 mRNA dizeyinin ise 2.1 kat arttidi belirlendi (p<0.05).

Taksol ve EF-24 kombinasyonunun tek basina 25 nM Taksol
ile karsilastinldiinda, kaspaz-3 ve kaspaz-9 mRNA ifadelenmesinde
artisa neden oldugu goruldi. Bu kombinasyonun tek basina 50 nM Taksol
ile karsilagtirildiginda ise kaspaz-3 ve kaspaz-9 mRNA ifadelenmelerinde

anlaml diizeyde artisa neden olmadigi gézlendi (p>0.05).
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Bu durum dustk Taksol konsantrasyonunda EF-24 ile birlikte
elde edilen hicre canliligi oranlarinin daha da dustk gikmasini aciklarken,
ylksek Taksol ve EF-24 uygulandiginda elde edilen etkinin Taksol'iin tek
basina etkisine oranla neden daha az oldugunu gosterebilir (Sekil18
ve19).

Kaspaz-9 Kaspaz-9

Iy ~
~ n

mRNA ifade oram
-

mRNA fade orant
-
w
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Sekil 18: HeLa hiicrelerine 24 saat Taksol ve EF-24 uygulanmasi sonrasinda
kaspaz-9 geninin mRNA ifade diizeyindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyine g6re normalize edildi. *; p<0.05.

Kaspaz-3 Kaspaz-3

mRNA ifade oramt
mRNA ifade oram

Sekil 19: Hela hiicrelerine 24 saat Taksol ve EF-24 uygulanmasi sonrasinda
kaspaz-3 geninin mRNA ifade diizeyindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyine gére normalize edildi. *; p<0.05.
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MTT deneyinden elde edilen sonuglara bakildiginda bu iki
ilacin birlikte kullaniminin antagonistik bir etki yarattigi gézlendi. Bu
sonuglar ile paralel olarak yapilan mRNA analizinde de Taksol ve EF-24’
un birlikte uygulanmasinin, tek basina EF-24 uygulamasina gére kaspaz-3
ve kaspaz-9 genlerinin ifadelenmesinde daha az etkili oldugu gézlendi.
Ayni sekilde birlikte uygulamanin, tek basina EF-24 uygulamasina gére
proliferasyondan sorumlu genlerin baskilanmasinda da daha az etkili
oldugu gérildi. Bu sonuglar bize bu ilaglarin antagonistik etki

gdstermesinin nedenini agiklayabilir.
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5. TARTISMA

Bu calismada ginimizde over kanseri, meme kanseri,
I6semi, kiglk hicreli olmayan akciger ve prostat kanseri gibi birgok
kanser tedavisinde kullanilan, Taxus brevifolia adli agacin kabuklarindan
elde edilen dogal bir alkoloid olan Taksol ile Curcuma longa bitkisinin
kéklerinden izole edilen curcumin anologlarindan biri olan EF-24

ku!lanllmlst” 45,46,47,48,49,61,62,70,121,122,123

Curcuminin  gesitli  calismalarda  anti-oksidan, anti-
inflamatuar, immin sistem dUzenleyici ve anti-timoral etkinligi
gosterilmistir.®® Ayrica farkli timérler tizerinde cok cesitli mekanizmalarla
antikarsinojenik etki gosterdigi de bildirilmisgtir. Inflamasyonu, hiicre
proliferasyonunu, bazi onkogenleri, timér implantasyonunu ve
karsinojenlerin biyotransformasyonunu, transkripsiyon faktériic NF-kB ve
COX2 enzimini baskiladigi, buna karsilik; glutatyon-s-transferaz enzimini

aktive ettigi cesitli calismalar ile ortaya konmusgtur,®°9:26.67.58

Yapilan bir calismada Curcuminin HelLa hicrelerinin
proliferasyonunu doza bagl olarak inhibe ettigi, ayni zamanda kaspaz-3
ekspresyonunu artinp bcl-2 ve bcl-xI ekspresyonlarinida azaltarak

apoptozu indikledigi gosterilmistir. "2,

Yine Hela hicrelerinde in vitro ve in vivo curcumin
sitotoksisitesinin ve apoptotik etkisinin arastinldigi  bir calismada,
curcuminin doz ve zamana bagll olarak ¢ogalmayi inhibe ettidi ve bu
etkinin apoptoz ile oldugu gdsterilmistir. Ayni zamanda curcuminin sadece
in vitro dedil in vivo olarakda etkili bir antikanser ajan oldugu

bildirilmistir.'*
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Yapilan arastirmalar sonucu dogal curcuminin kimyasal
koruyucu, antioksidan ve benzeri etkilerinin kanitlanmasi ile aragtirmacilar
benzer yapida ancak farkli igerikteki sentetik curcumin analoglarina
yénelmislerdir.®® EF-24 sentetik bir curcimin analogudur. Yapisal olarak
curcumine benzer ancak ondan daha etkili ve biyoyararlanimi daha
fazladir.” In vitro kosullarda cesitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunun
G2/M fazinda bloke olmasina neden olur ve bunu takiben de apoptozu
uyarir. G2/M kontrol noktasi proteinlerinin seviyelerinde de artisa neden
olur(pp53, p53 ve p21).”"

EF-24’0n ovaryum kanser hicre canliigi tzerine etkilerini
belirlemek igin yapilan bir ¢alismada, sisplatin direncli ve sisplatin duyarli
hicreler 24 ve 48 saat EF-24’Un farkli konsantrasyonlariyla muamele
edilip hicre canliliklari MTT ile incelendidinde, her iki hiicre grubunda da
hiicre proliferasyonunun EF-24 tarafindan doza bagli olarak inhibe edildigi
gozlenmigtir. Ayrica EF-24’'Un, 24 ve 48 saat inkilbasyonu sonucunda
gozlenen hiicre canlilik oranlarinda énemli bir fark olmadigi gézlenmistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda, normal hiicrelerle kiyaslandiginda
kanser hicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmede EF-24'in ¢ok daha etkili
oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda EF24’Un zamana bagh olarak G2/M
fazinda hucre dongusuniun duraklamasini uyardigi ve bunun yanisira
G2/M hicre doéngusuni diizenleyen faktérlerden siklinB1, siklinA, siklinD1,
Cdc2 ve Cdc25C'nin ifadelenmelerinin de zamana bagli olarak azaldig:
gosteriimigtir. EF24'Gn sisplatin direngli kanser hicrelerinde kaspaz
kaskadi aracilifiyla apoptozu indikledigi de gdzlenmistir. Ayrica EF24'tn,
insan ovaryum kanser hucrelerinde PI3K/Akt yolaginin negatif yénde
regile edilmesine neden olan PTEN ekspresyonunu da artirdi§i

gosterilmistir.”
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Mitoz ya da metafaz zehirleri olarak da bilinen Taksol ise,
mitoz boélinme sirasinda hicresel tubulin yapisina baglanip, hicre
bélinmesi ve diger hucresel fonksiyonlarda 6nemli bir kademe olan
mikrotibul depolimerizasyonunu inhibe ederek mikrottbtl yapisini stabil
hale getirmektedir.®>*®°" Bunun sonucu olarak, hiicrelerin G2/M fazinda
birkmesi ile hiicre siklusu bloke olmaktadir.®®%” Yani mikrotubtllerin
tubulinlere déniigmesini ve mitoz béliinme sirasinda olusan i ipliklerinin
yikimini engellerler ve hiicre béliinmesini durdururlar.® Boylece hiicre
bélinmesini, proliferasyonunu ve migrasyonunu engelleyerek apoptozu

baglatirlar,?%81%

Taksol'in tesvik ettigi hiicre dlumiinin apoptozla oldugu ve

bunun da uygulanan doza bagimli olarak degistigi gésterilmistir.®

HL-60 hicrelerinde yapilan bir calismada Lovastatin ve
Taksol'in kombine kullaniminin hicre biylmesi Uzerine sinerjitik etki
gosterdigi gézlenmistir. Lovastatin’in, hiicre doéngisinin G2/M fazinda
duraklamasiyla Taksol tarafindan induklenen apoptozu, artirdigi rapor
edilmistir.'?” Buna karsin Hepatoseliiler karsinoma(Hep-G2) huicrelerinde
yapilan bir ¢alismada ise Lovastatin’in, curcumin ile kombine kullaniminin,
ayri ayri uygulanmasina oranla tim dozlarinda antagonistik bir etki

gosterdigi rapor edilmistir.'?®

5637 mesane kanser hucrelerinde yapilan bir galimada,
6zellikle kirmizi Gziimde bol bulunan dogal bir bilesik olan Resveratrol ile
Taksol'lin 48 saat ayri ayr ve kombine kullanimlarinin etkileri incelenmis
ve bunlann birlikte kullanimlarinda Resveratrol'in  Taksol'e karsi
antagonistik bir etki gosterdigi rapor edilmistir. Ayni zamanda Taksol ile
induklenmis DNA fragmentasyonunun Resveratrol ile azaldigi da bu

galismanin bulgulari arasinda yer almaktadir.'?
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Taksol'e duyarli ve Taksol'e direngli ovaryum kanser
hiicrelerinde yapilan bir calismada, mitotik kinesin (Eg5) inhibitérii olan
HR22C16 ve analogu HR22C16-A1'in her ikisininde, hiicre canhhgini
inhibe ettigini gésterilmistir. Ayni zamanda HR22C16-A1 ve Taksol gibi iki
anti-mitotik ajanin tek tek ve kombine uygulaniminin hicre 6limu tzerine
gosterecegi etkiler de arastirlmis ve bu iki ilacin birlikte kullaniminin

antagonistik bir etkiye neden oldugu gésteriimistir.™*°

A549, MCF-7, PA1 ve WiDr insan kanser hticre hatlarinda
yapilan bir c¢alismada, Taksol ve 5-Fluorourasil arasindaki sitotoksik
etkilesimin kullanim sekline bagimh oldugu gésterilmistir. Hicreler, 24 saat
Taksol uygulamasini takiben 24 saat 5-Fluorourasil inkilbasyonuna pes
pese maruz kaldiklarinda bu iki ilacin birbirlerinin etkisini arttirdig:
gozlenmistir. Ancak bu 2 ilacin kombine uygulanmasinda veya ardisik
olarak 24 saatlik 5-Fluorourasil uygulamasini takiben 24 saatlik Taksol
uygulamasina maruz kalan hicrelerde ise antagonistik bir etkinin

gorildugu bildirilmistir. "

Mikrotubdl dinamigi, hiicre proliferasyonunda énemli bir rol
Ustlenirken, mikrotiibtl dinamiginin inhibisyonu ise birgok anti-mitotik

bilesigin anti-tumér etkilerinin mekanistik temeli olarak gérinmektedir. %2

Yapilan ¢alismalarin sonuglarina gére, mikrotibul agi hem
hicre  siklusu hem de apoptozdaki mekanistik bilesenleri
tamamlamaktadir. Bu nedenle Taksol'lin hem hicre siklusu hem de
apoptozun Uzerine ¢oklu etkilerinin olmasi sasirtici degildir.*® Bu nedenle
elde edilen veriler 1s1ginda etkili bir antikanser ajan olan Taksol'lin tek
hedefi tubulin yapisi degildir. Ayni zamanda, anti-apoptotik bc/-2 proteinine

de baglanmaktadir.'®
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Bu nedenle Taksol, bélinen hiicrelerin ortadan kaldiriimasi
uzerine ¢ift yonla bir rol Gstlenmektedir. Birincisi, toplanmis mikrotubdlleri
stabilize etmesi ve boylece mitozu duraksatmasidir. Ikincisi de, bcl-2 i

inhibe etmesi ve apoptozun ilerlemesine izin vermesidir.™

Bu c¢alismamizda Hela hicrelerinin  Taksol ile
muamelesinden sonra hiicre proliferasyonundan ve apoptozdan sorumlu
genlerinin mRNA duzeyleri incelendi. HeLa hicrelerinin, 25nM ve 50nM
Taksol ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda kontrol grubuyla
karsilagtinldiginda genel olarak Taksol'in artan dozlarda, hiicre
¢ogalmasindan sorumlu siklinD1 ve PI3K genlerinin mRNA dizeylerinde
disise neden olurken, apoptotik ozellikteki kaspaz-3 ve kaspaz-9
genlerinin mRNA dizeylerinde ise bir artisa neden oldugu gézlenmistir.
Hucre proliferasyonundan sorumlu genlerde gézlenen dususle Taksol'iin
mikrotiballer  Gzerindeki  etkisini  gbstererek  hiicre  déngusuni
duraklattigini, apoptotik genlerde gérilen artislada Taksol'iin apoptozu

indiikledigini séyleyebiliriz.

Ayrica bu apoptotik genlerin ifadelenmesindeki artis, apoptoz
islemini bloke edecek ya da ilerlemesine engel olacak herhangi bir
etkilesimin de gerceklesmedigini dasindurebilir. Bu bulgular Taksol'iin
kanser hicrelerinin ortadan kaldiriimasi tGzerine ¢ift yénli bir rol tstlendigi

goérusinu desteklemektedir.

Curcuminin, insan skuaméz hicreli akciger karsinomu H520
hicrelerinin buylmesini inhibe ettigi ve kullanilan kemoterapétik ajan
vinorelbin ile sinerjik etki yaptigi gosterilmistir. iki ajanin da mitokondriden
sitokrom-C salinimini saglayip kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitesini arttirdigi

gosterilmistir. 34

49



Ayrica bu ajanlarin Bax ve Bcl-XI ekspresyonunu artirip Bcl-2
ve Bcel-X(L) ekspresyonunu azaltarak apoptoza neden oldugu bildiriimistir.
Tek basina verildiklerinde, vinorelbin H520 hiicrelerinde %38 apoptoza
neden olurken, curcuminin %23,7 apoptoza yol actigi gértimustur. Ancak
kombine uygulandiklarinda curcumin ile 6n tedavi, vinorelbinin neden
oldugu apoptozu %61,3 dizeyine ¢ikarmistir. Bu bulgular, curcuminin in
vitro olarak H520 hicrelerde vinorelbinin kemoterapétik etkinligini artiran

muhtemel etkili adjuvan bir kemoterapétik oldugunu géstermektedir.'*

Bu galisma ile uyumlu olacak sekilde ¢alismamizda, serviks
kanser hucre hatti olan Hela hiicrelerinde vinorelbin ile ayni grupta yer
alan ancak mikrotibuller Gzerindeki etkileri farkhi olan diger bir ilacin
Taksol'in, curcumin analogu olan EF-24 ile ayn ayri ve kombine
kullaniminin  yarattigi etkiler incelendi. Taksol, vinorelbin'in aksine
mikrotubl depolimerizasyonunu inhibe eden bir kematerapétik ajandir. 24
saat sure ile 25nM ve 50nM Taksol ile 5 uM ve 10 uM EF-24 ayrn ayri ve
birlikte inkibe edildiginde tek basina uygulanan Taksol’lin artan dozlarda,
apoptotik 6zellikteki kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin mRNA dizeylerinde

artisa neden oldugu gézlendi.

Ancak bunlarin kombine uygulanmalar farkli sonuglarin
gézlenmesine neden oldu. Ornegdin 25nM Taksol'in, 5 pM ve 10 pM EF-24
ile kombine uygulamasi kontrol grubuna ve tek bagina ayni dozda Taksol
uygulanmasina karsi daha fazla etki gosterirken, EF-24'Un tek basina
uygulanmasina gére ¢ok daha dstk bir etki géstermektedir. 25 nM Taksol
+ 10 pM EF-24 konsantrasyonunda kaspaz-3 mRNA dizeyinin 2 kat
(p<0.05) arttigi kaspaz-9 mRNA duzeyinin ise 1.8 kat (p>0.05) arttid
belirlendi.
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50nM Taksolin 5 pyM ve 10 uM EF-24 ile kombine
uygulamasi kontrol grubuna gére daha fazla etki gostermekte ancak tek
basina Taksol uygulanmasina oranla, 50 nM Taksol + 5 uyM EF-24
uygulanmasi daha disik bir etki géstermektedir. 50nM Taksol + 10 M
EF-24 ile kombine uygulandidinda kaspaz-9 mRNA dizeyinin 2.1 kat
arttigi (p>0.05), kaspaz-3 mRNA dizeyinin ise 2.2 kat arttigi (p<0.05)

belirlendi.

Sonug olarak Taksol ve EF-24 kombinasyonunun tek basina
dusik doz Taksol (25nM) ile karsilastirildiginda, kaspaz-3 ve kaspaz-9
mRNA ifadelenmesinde artisa neden oldugu gozlenirken, tek basina
yiksek doz (50nM) Taksol ile karsilagtirildiginda ise kaspaz-3 ve kaspaz-9
mMRNA ifadelenmelerinde anlamli diizeyde bir artisa neden olmadiginin
gozlenmesi, bu iki ilacin birlikte kullaniminin yiiksek dozda Taksol
varliginda Hela hicrelerinde apoptotik genlerin aktivasyonunda
antagonistik bir etkiye neden oldugunu géstermektedir. Bunun yanisira tek
bagina EF-24 uygulamasinin, kombine uygulamaya oranla kaspaz-3 ve
kaspaz-9 seviyelerinde daha fazla artisa neden oldugunun gézlenmesi de
bu iki ilacin birlikte kullaniminin apoptotik genlerin aktivasyonunda

antagonistik bir etkiye neden oldugunu géstermektedir.

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada
hiicre proliferasyonunu inhibe eden kemoterapétik bir ajan olan vinblastin
ile curcumin ve Taksol'iin ayri ayn ve kombine uygulamalarinin etkileri
incelenmistir. 8uM curcumin ile 2nM ve 3 nM vinblastinin her biri tek
bagina uygulandiginda ayn ayn %26, %22 ve %24 oraninda MCF-7
hiicrelerinin proliferasyonunu baskilarken bunlarin kombine uygulamalari

hiicre proliferasyonunu %44 ve %51 oraninda baskilamaktadir.'®®
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Ayni sekilde 8 uM curcumin ile 2 nM Taksol'iin her biri tek
basina uygulandidinda MCF-7 hicrelerinin proliferasyonunu ayi ayn %26
ve %13 oraninda inhibe ederken bunlarin kombine uygulamalari ise hiicre
proliferasyonunu %9 oraninda baskilamaktadir. Curcumin, vinblastinle
kombine kullaniminda MCF-7 hiicre proliferasyonunun inhibisyonunda
sinerjitik bir etki gosterirken, Taksol ile kombine kullaniminda antagonistik

bir etki gosterdigi bildirilmistir.'*®

Bu calismayla benzer sekilde, HelLa hicrelerinde Taksol ve
EF-24'Gn ayrn ayn ve kombine uygulamalari sonucunda hiicre
proliferasyonundan sorumlu genlerin mRNA ifade dizeyleri incelendiginde
genel olarak kontol grubuna gére bir azalma oldugu gézlendi. Ancak EF-
24’0n tek basina uygulamasi sonucu hticrelerdeki siklinD1 ve PI3K mRNA
dizeylerinde gérilen azalmanin birlikte uygulamaya oranla daha fazla
oldugu gozlendi. 10 uM EF-24 inkibasyonu sonucunda siklinD1 mRNA
ifade dluzeyinin yaklasik 3 kat, PI3K mRNA dizeyinin ise 2.6 kat azaldigi
gozlendi. Tek basina 25 nM Taksol uygulamasindan sonra ise siklinD1 ve
PI3K mRNA duzeylerindeki distsiun anlamli dizeyde olmadidi (p>0.05)
ama 50 nM Taksol uygulamasinda ki siklinD1 ve PI3K'nin mRNA
duzeylerindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlend:i
(p<0.05).

llaglarin birlikte kullaniimasi ile siklinD1 ve PI3K mRNA
duzeylerindeki dustsin tek basina EF-24'e gore daha az oldugu
belirlendi. 25 nM Taksol + 10 yM EF-24 konsantrasyonunda siklinD1 ve
PI3K mRNA dizeylerinin yaklasik 2 kat azaldigi gézlendi (p<0.05). Ayni
sekilde 50 nM Taksol ile birlikte 10 pM EF-24 kullaniimasi sonucunda
siklinD1 ve PI3K mRNA dizeylerinde goérulen diuststnde yaklasik 2 kat

oldugu belirlendi.
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Sonug olarak Taksol ve EF-24 kombinasyonunun tek basina
duslk doz Taksol (25nM) ile karsilastirildiginda, hiicre proliferasyonundan
sorumlu genlerin mRNA ifadelenmesinde daha etkili bir dusiise neden
oldugu gbzlenirken, tek basina vyiksek doz (50nM) Taksol ile
kargilagtirildiginda ise bu genlerin mRNA ifadelenmelerinde anlamli
dizeyde bir distise neden olmadiginin goézlenmesi, bu iki ilacin birlikte
kullanimlarimin - yiksek dozda Taksol varliinda, Hela hicrelerinin
proliferasyonunun inhibisyonunda antagonistik bir etkiye neden oldugunu
gostermektedir. Bunun yanisira EF-24’ Un tek basina uygulandiginda,
hicre proliferasyonu tzerinde Taksol'le kombine uygulanimina gére daha
etkili oldugunun goézlenmesi de bu iki ilacin birlikte kullanimlarinin

antagonistik bir etkiye neden oldugunu géstermektedir.

BT-474 ve SK-BR-3-hr meme kanseri hiicrelerinde yapilan
bir ¢aligmada, Herceptin ve curcuminin kombine kullaniminin hicre
canliiginda etkin bir sekilde azalma gdsterdigi bildiriimistir. Ancak SK-BR-
3-hr hiicrelerinde bu kombine uygulama, sinejitik ya da antagonistik bir etki
gostermezken BT-474 hucrelerinde herceptin ve curcuminin kombine

uygulaniminin, doza bagli olarak farkli etkiler gosterdigi bildirilmistir. ">

0,1-10 pg/mL’a kadarki farkli konsantrasyonlardaki herceptin
ile farkli dozlarda (5,10 ve 15 pg/mL) ki curcuminin kombine uygulamalari
sinerjitik ya da katki saglayici bir etki gosterirken, ayni dozlardaki curcumin
ile 10 pg/mL herceptin’in kombine uygulamasi antagonistik bir etki
gostermistir. Yani distk doz herceptin ile curcuminin uygulamasinda
sinerjitik bir etki gozlenirken, ylksek dozda ki herceptin’le curcuminin

kombine uygulamasinda antagonistik bir etki gézlenmistir. >
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Benzer sekilde HelLa hiicrelerinde Taksol ve EF-24'{in tek tek
ve kombine kullanimlarinin 24 saat sonrasindaki hiicre canlihigi tizerine
etkileri incelendi. Sirasiyla 5 pM ve 10 yM EF-24'Un tek basina
uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin %51 ve %45 seviyelerine indigi,
ayrica daha yuksek EF-24 dozlarinda hiicre canliliginin %20’lere kadar

disttgi de belirlendi.

25 nM Taksol tek basina uygulandidinda hicre canlihig
%82.5 iken, 50 nM Taksol tek basina uygulandiginda ise htcre canliliginin
%63 oldugu belirlendi. Birlikte uygulama sonucunda EF-24’iin, 25 nM
Taksol'tin hiicre 8lumu tzerine olan etkisini daha da arttirdigi belirlendi. 25
nM Taksol tek basina uygulandiginda hicre canliigi %82.5 iken, ayni
dozda Taksol ile birlikte ortama 5 pM EF-24’tin eklenmesi bu oranin %73
seviyesine inmesine neden olurken, 10 M EF-24’tin eklenmesi hiicre
canliliginin %65 seviyesine inmesine neden oldugu goézlendi. EF-24'un tek
basina uygulanmasi, birlikte uygulamaya oranla daha etkili sonuglar ortaya

cikardi.

50 nM Taksol tek basina uygulandiginda hticre canhh§: %63
iken, ayni dozda Taksol ile birlikte ortama 5 uM EF-24’Gin eklenmesi bu
oranin %70 seviyesine gikmasina neden oldugu buna kargin 50nM Taksol
+ 10 uyM EF-24 uygulamasinin ise hicre canliigini %57 seviyesine
indirdigi gozlendi. Bu durum Taksol'in diisik dozda (25 nM) uygulandid
zaman ortama eklenen EF-24 Ile etkisinin arttigini, daha yiiksek
konsantrasyonda Taksol uygulandi§i zaman ise EF-24'Gn varliinin
Taksol'tin etkisini ortadan kaldirabilecegini géstermektedir. Bu da yiksek
dozda Taksol'in, EF-24 varhi§inda antagonistik bir etkiye neden oldugunu

g6stermektedir.
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Genel olarak bulgulanimiz antikanser etkisi bilinen Taksol'tin
yanisira EF-24'Gn de tek basina in vitro olarak anti-kanserojen etkili
oldugunu gésterdi. Ancak bu iki ilacin birlikte kullanimlarinin, EF-24'tin tek
basina uygulamasina gére daha az etkili oldugu da gérildi. Bu nedenle
bu iki ilacin HelLa hicreleri Gizerinde antagonistik bir etki yarattigi da

bulgularimiz arasinda yer almaktadir.

Sonug olarak EF-24’Un glglu bir antikanser ajan olarak
kullanilabilecegi ve dusik dozda Taksol ile birlikte Taksol'iin etkisini
artirabilecegi  gérlmektedir. Ayrica bulgulanmiz  bu sekilde bir
kombinasyonun klasik kanser tedavisi sirasinda kullanilan Taksol'e karsi
daha etkili bir tedavi secenegi olabilecegini dustundurmustir. Ancak
ylksek dozda Taksol ile birlikte EF-24 kullaniminin Taksol'tin etkisini

ortadan kaldirabilecegi de gézden kagirilmamalidir.
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6. Sonug

Bu tez galigmasinda Taksol ve EF-24’Un farkli dozlarda tek
tek ve kombine olarak Hela hiicre hatti Gizerine olan etkileri arastirildi. ilag
uygulamasi sonrasinda 24. ve 48. saatte hiicre kiltlrleri sonlandirilarak
hicrelerin canlilk oranlari MTT yontemi kullanilarak belirlendi. Ayrica,
Taksol ve EF-24’un hicre proliferasyonu ve apoptozla ilgili genlerin ifade

dizeylerini belirlemek icin kantitatif Real-time PCR yéntemi kullanildi.

Calismamizda Taksol ve EF-24’Un artan konsantrasyonlarda
hicre canliiginda azalmaya neden oldugu gértldi. 25 nM Taksol tek
basina uygulandiginda hiicre canliigl %82.5 iken, 25 nM Taksol + 10 M
EF-24 kullaniimasi ile bu oranin %65 seviyesine indigi gozlendi. 50 nM
Taksol tek basina uygulandiginda hiicre canlligi %63 iken, 50 nM Taksol
+ 10 pM EF-24 kullaniimasi ile bu oranin %57 oldugu géraldi. Bunun
disinda EF-24'Gn tek basina uygulanmasi, birlikte uygulamaya oranla
daha etkili sonuclar ortaya ¢ikardi. Sirasiyla 5 uM ve 10 uM EF-24'tin tek
basina uygulamasi sonucunda hiicre canhhginin %51 ve %45 seviyelerine

indigi gozlendi.

Cahsmamizda farkh dozlarda Taksol ve EF-24’lin tek tek ve
kombine uygulanmasiyla, genel olarak hiicre proliferasyonunda gorevli
olan Siklin D1 ve PI3K genlerinin mRNA diizeylerinde azalma oldudu,
apoptotik 6zellikteki kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin mRNA dizeylerinde
ise artma oldugu goézlendi. Ancak, tek basina EF-24 uygulanmasinin

kombine uygulamaya oranla daha etkili oldugu gértldi.
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10 pM EF-24 inkiibasyonu sonucunda Siklin D1 mRNA ifade
duzeyinin yaklasik 3 kat, PI3K mRNA dizeyinin ise 2.6 kat azaldig
belirlendi. 25 nM Taksol + 10 uM EF-24 konsantrasyonunda ise siklin D1
ve PIBK mRNA dizeylerinin yaklasik 2 kat azaldigi gézlendi. Ayni sekilde
10 uM EF-24 inkubasyonu sonucu kaspaz-3 mRNA ifade duzeyinin
yaklasik 3 kat, kaspaz-9 mRNA dlzeyinin ise yaklasik 2.5 kat artti§
bulundu. 25 nM Taksol + 10 uM EF-24 konsantrasyonunda kaspaz-3
mRNA dlzeyinin yaklasik 2 kat, kaspaz-9 mRNA dizeyinin ise 1.8 kat
arttigi belirlendi.

Sonug olarak MTT deneyinden elde edilen sonuglara
bakildiginda bu iki ilacin birlikte kullaniminin yiksek dozda Taksol
varliginda antagonistik bir etki yarattigi gézlendi. Bu sonuglar ile paralel
olarak mRNA analizinde de tek basina EF-24 uygulamasinin birlikte
uygulamaya goére apoptotik genlerin aktivasyonunda ve proliferasyondan
sorumlu genlerin baskilanmasinda daha ¢ok etkili oldugu gézlendi. Ayrica
disik doz Taksol ile EF-24 kombinasyonu, kaspaz-3 ve kaspaz-9
genlerinin mRNA ifadelenme dlzeylerinde artisa neden olurken, yiiksek
doz Taksol ile kullanilan EF-24 kombinasyonu bu etkiyi géstermedi. Bu
durum dustuk Taksol konsantrasyonunda EF-24 ile birlikte elde edilen
hicre canliligi oranlarinin daha da disik gikmasini agiklarken, yiksek
dozda Taksol ile EF-24 uygulandiginda elde edilen etkinin Taksol'in tek

basina etkisine oranla neden daha az oldugunu gésterebilir.
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Sonug olarak Taksol gibi klasik kematorapotik ajanlarin
yaninda, Uzerinde birgok calisma yapilarak etkinligi gosterilmis olan
curcumin gibi molekillerin ve bu molekillerin yeni gelistirilien EF-24 gibi
daha etkili analoglaninin kanser (zerine etkilerinin arastiriimasi
gerekmektedir. Ayrica bu molekillerin uyardigi ya da baskiladig! sinyal
yolaklarinin ~ tanimlanmasi  ve  kanser  hucrelerinin  apoptoza
yonlendiriimesinde daha etkili olabilecek kemoterapétik ajanlarin

tasarlanmasi ve gelistiriimesine imkan taniyacaktir.
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7. OZET

EF-24’Gn, Taksol'in olusturdugu apoptotik ve anti-proliferatif

cevabi Uzerine etkilerinin HelLa hiicre hattinda arastiriimasi.

Mikrotiibil stabilizatorleri olarak kullanilan  molekdller,
mikrotibll dinamiginde meydana getirdikleri degisiklikten dolayi
metafaz/anafaz gecisini engellerler ve hiicreleri apoptoza ydnlendirirler. Bu
molekullerden biri olan Taksol gesitli kanserlerde kemoterapétik bir ajan
olarak kullaniimaktadir. Cesitli kanser calismalarinda kullanilan diger bir
kemoterapétik ajan da curcuminin sentetik anologlarindan biri olan EF-24
dar. EF-24’Gn in vitro kosullarda c¢esitli kanser hicrelerinin hicre
proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu uyardi§i bilinmektedir. Bu
calisma ile Taksol'in ve EF-24'ln serviks kanseri hiicre hatti olan HelLa
hicreleri Uzerindeki apoptotik ve anti-proliferatif etkisi ile hicre
déngusuniun ilerlemesinde etkin rol oynayan siklin D1 ve PI3K genleri ile
apoptotik yolakda gorevli olan kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin mRNA

ifade duzeyleri Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi amaglandi.

Calismamizda Taksol ve EF-24'tin farkli dozlarda tek tek ve
kombine olarak HelLa hiicre hatti Gzerine uygulanmasi sonrasinda 24. ve
48. saatte hlcre kulturleri sonlandinlarak hiicrelerin canlilik oranlari MTT
yéntemi kullanilarak belirlendi. Ayrica, Taksol ve EF-24’Gin hicre
proliferasyonu ve apoptozla ilgili genlerin mRNA ifade dizeylerini

belirlemek icin kantitatif Real-time PCR ydntemi kullanildi.
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Calismamizda tek basina EF-24 ve Taksol uygulamasinin,
hiicre canhhdini artan konsantrasyonlarda dustrdugl goézlendi. Bu
ilaglarin  birlikte kullanimlarinin  ise ozellkle tek basina EF-24
uygulamasina oranla hicre canliiini daha az disurdagtu ve birlikte
uygulamanin antagonistik bir etkiye neden oldugu goézlendi. Ozellikle
yuksek doz Taksol ile birlikte kullanilan EF-24'tn Taksol'un etkisini
azalttigl, disik doz Taksol ile birlikte kullanilan EF-24’Gn ise Taksol'Un
etkisini arttirdigi calisma sonunda goésterildi. Ayni sekilde mRNA
analizlerinden elde edilen verilere goére birlikte uygulama sonucu kaspaz-3,
kaspaz-9, siklin D1 ve PI3K mRNA diuzeylerine bakildiginda da bu

sonuclar destekleyici bulgular elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Gen Ifadesi, Apoptoz, Serviks Kanseri, Taksol, EF-24
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8. SUMMARY

Investigation of the EF-24’s effect on Taxol 's apoptotic and

anti-proliferative response in HelLa cell line

The molecules used as stabilizers of microtubules inhibit
metaphase and anaphase transition and direct the cells to apoptosis due
to the change in microtubule dynamics. Taxol is one of these molecules
which is used as chemotherapeutic agent in various cancer types. Another
chemotherapeutic agent used in a variety of cancer studies is EF-24, one
of the curcumin’s synthetic analogues. EF-24, under in vitro conditions, is
known to stimulate apoptosis of various cancer cells by inhibiting cell

proliferation.

In this study, we aimed to research the apoptotic or anti-
proliferative effect of Taxol and EF-24 on Hel.a cells , Cyclin D1 and PI3K
genes which play a crucial role in cell cycle progression and the effects of
caspase-3 and caspase-9 genes in charge in apoptotic pathway on the

MRNA expression levels.

In our study, after Taxol and EF-24 were implemented on
Hela cell line both individually and combined, their cell cultures were
ended in 24 and 48 hours’ time. The cell viability rates were determined by
MTT method. In addition, quantitative real-time PCR method was used to
determine the levels of mMRNA expressions genes related to cell

proliferation and apoptosis of Taxol's and EF-24's .
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In our study, we observed that when EF-24 and Taxol were
applied separately, the viabilty of cells decreased in increasing
concentrations. However, when these drugs were used together, it has
been observed that the viability of cells decreased less-especially
compared with the application of EF-24 alone- and that when they were
used together they were creating an antagonistic effect. At the end of the
study, it has been shown that especially EF-24 used with a high dose of
Taxol decreased the effect of Taxol, EF-24 used with a low dose of Taxol
increased the effect of Taxol. Similarly, according to the data obtained
from mRNA analysis, as a result of the use of those drugs together, as we
look to the levels of caspase-3, caspase-9, cycline D1 and PI3K mRNA,

supporting symptoms have been obtained.

Key Words: Gene expression, Apoptosis, Cervix Cancer, Taxol, EF-24
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