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OZET

Kanser, ¢agimizin en onemli saglik sorunlarindan birisidir. Serviks kanseri,
diinyada kadinlarda goriilen kanserler arasinda dordiincii sirada yer almaktadir. Hastaligin
tedavisi i¢in yeni ve dogal maddelerin arayisi siirmektedir. Deguelin de Mundulea
sericea’nin (Leguminosae) da i¢inde bulundugu cesitli bitkilerden izole edilen ve giiglii

sitotoksik ve kemopreventif 6zellik gésteren bir rotenoidtir.

Calismamizda deguelinin (1, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 and 300 uM) insan
serviks karsinoma (HeLa) hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri MTT yontemi ile
arastirilmistir. Deguelinin sitotoksik etkisini karsilagtirmak igin, sisplatin ve 5-FU pozitif
kontrol olarak segilmistir. Deguelinin 1Csq degerleri 24 ve 48 saat igin sirasiyla 50 uM ve
23 uM olarak hesaplanmistir. Yirmidort saat i¢in hem sisplatin hem de 5-FU’nun ICs
degeri hesaplanamazken, 48 saatte sisplatinin ICso degeri 167 uM olarak belirlenmigtir.
Deguelinin HeLa hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri ters 151k mikroskobu kullanilarak
aragtirtlmistir. Segilen 25, 50 ve 100 uM deguelin dozlarimin apoptotik hiicre Sliimiini
doza ve zamana bagli olarak arttirdigi DNA fragmentasyon yontemiyle belirlenirken; 50 ve
100 uM deguelin dozlarinin ise TP53, SURVIVIN, FAS ve KASPAZ3 gen anlatim diizeyleri
lizerindeki etkisi RT-RZR yontemi ile arastirilmistir. Deguelinin SURVIVIN gen anlatimini
azalttigi, TP53, FAS ve KASPAZ3 gen anlatim diizeylerinin ise arttig1 belirlenmistir.

Calismamizda, deguelinin insan serviks karsinoma (HelLa) hiicre dizisi iizerinde
doza ve zamana bagli olarak antiproliferatif, morfolojik ve apoptotik etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, deguelinin apoptotik siirecte gorev alan SURVIVIN gen
anlatimimi baskilayip, TP53, FAS ve KASPAZ3 genlerinin anlatim diizeylerini ise arttirdigi
gosterilmistir. Calismamizin, ileride serviks kanseri ile ilgili yapilacak farkli in vitro ve in

Vvivo ¢aligmalara 151k tutacagini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Deguelin, serviks kanseri, HeLa, sitotoksisite, apoptoz, RT-RZR.
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SUMMARY

Cancer is a terrible disease and represents one of the serious health-care issues for
the human race, demanding a proactive strategy for cure. Cervical cancer is the fourth most
common cancer in female worldwide. Finding novel and efficient compounds of natural
origin has been a major point of concern for research in the pharmaceutical sciences.
Deguelin, a rotenoid, isolated from several plant species including Mundulea sericea
(Leguminosae) has been shown to be a strong antitumor and cancer chemopreventive agent

in several mammalian cell culture systems.

The current study was thus designed to investigate antiproliferative effects of
deguelin on human cervical cancer (HeLa) cells by MTT assay. Cisplatin and 5-FU used as
positive controls in comparison to the cytotoxic activity of deguelin. HeLa cells were
treated with all agents in doses of (1, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 and 300 uM) for
24 and 48 hours. ICsp values of deguelin were estimated as 50 uM and 23 puM for 24 and
48 hours, respectively. While 1Csp values of neither cisplatin nor 5-FU were not
determined for 24 hour, cisplatin’s ICsp value was calculated as 167 uM for 48 hours. The
effects of deguelin on HeLa cell’s morphology were examined by using inverted
microscopy. To show whether the antiproliferative effect of deguelin is through apoptosis,
DNA fragmentation was measured by cell death ELISA plus kit. RT-PCR was employed to
assess the expression levels of TP53, SURVIVIN, FAS and CASPASE3. The expression of
SURVIVIN was downregulated and TP53, FAS and CASPASE3 expressions were

upregulated in deguelin-treated HeLa cells.

In our present study, we determined that deguelin shows antiproliferative,
morphological and apoptotic effects on human cervical carcinoma (HelLa) cells in a dose
and time dependent manner. Also, we demonstrated that deguelin downregulates
SURVIVIN expression and upregulates TP53, FAS and CASPASE3 expressions on HelLa
cells. We are thinking that our research will be source of further in vitro and in vivo studies

for cervix cancer.

Keywords: Deguelin, cervix cancer, HelLa, cytotoxicity, apoptosis, RT-PCR.
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1. GIRIS VE AMAC

Cok hiicreli organizmalarda, doku biitiinliigiiniin korunmasi ve canliligin saglikli bir
sekilde siirdiiriilmesi icin, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6limiiniin uygun zaman ve uygun
miktarlarda gerceklesmesi ile dengede tutulmasi gerekir. Bu dengenin bozulmasi,
canliligin saglikli isleyisini aksatabilir. Kanser hastaligi, hiicre ¢cogalmasinin artmasi ve
hiicre 6liimiiniin azalmasi seklinde bu dengenin bozulmasindan kaynaklanan bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Hastaligin gelismesi, pek ¢ok faktore bagli ve ¢ok asamali bir
stiregtir. Fakat giliniimiizde karsinojen ajanlarin artmasi ile birlikte goriilme sikligi ve
kanserle iliskili 6liimlerin sayis1 da artmaktadir. Bu sebeple kanser hastaligi ¢agimizin en

onemli saglik sorunlarindan biri haline gelmistir (Harrington, 2015)

Serviks kanseri, diinyada kadinlarda goriilen kanserler arasinda dordiincii sirada yer
almaktadir. Giiniimiizde serviks kanserinin tedavisi i¢in cerrahi miidahalenin ardindan
radyasyon tedavisi ve kemoterapi uygulanmaktadir. Fakat kullanilan kemoterapotik
ajanlarin pek ¢ok yan etkisi goriilmektedir. Bu sebeple daha az yan etkiye sahip, kanserli
hiicreler iizerinde secici sekilde diisiik dozlarda daha fazla sitotoksik etki gosteren yeni ilag

arastirmalart devam etmektedir (Manzo-Merino vd., 2014).

Son yillarda Ozellikle bitkisel kokenli ajanlarin kanserli hiicrelerin gogalmasini
baskilayici etkileri arastirilmaktadir. Deguelin, Legiiminosa familyasina ait bitkilerden
izole edilmis flavonoid kokenli bir rotenoidtir. Yapilan calismalarda, deguelinin farkli
kanserli hiicre dizileri iizerinde degisik konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasini baskilayici
etkileri in vitro olarak gosterilmistir (Li vd., 2009). Ayrica bazi normal hiicre dizileri
tizerinde diisiik toksik etki gosterdigi de belirlenmistir (Lee vd., 2010). Bu nedenle,
giinlimiizde kullanilan pek ¢ok kemoterapotik ajana gore diisiik dozlarda etki etmesi,
kanserlesme siirecinde ve kanserin erken asamalarinda premalignant hiicrelere 6zellikle

etki etmesi sebebiyle kemopreventif bir ajan oldugu ifade edilmistir (Chun vd., 2003).

Calismamizin birinci amaci; deguelinin farkli dozlarinin insan serviks karsinoma

(HeLa) hiicre dizisi iizerindeki ¢ogalmayi baskilayici etkilerinin doza ve zamana bagh
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olarak belirlenmesidir. ikinci amacimiz ise, olusan sitotoksik etkinin apoptotik hiicre

oliimii ile gerceklesip gergeklesmediginin belirlenmesidir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, tiim teknolojik gelismelere ve arastirmalara ragmen hala tiim diinyada en
onemli saglik sorunlarindan birisidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health
Organization, WHO) 6zel kanser ajansi olan Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin
(International Agency for Research on Cancer, IARC) 2012 yilinda yayinladig1 raporda
tiim diinyada kanser hastaliginin goriilme siklig1, yaygiligi ve 6liim orani agiklanmigtir.
Raporda, 14,1 milyon yeni teshis ve 8,2 milyon kanserle iligkili 6liim oldugu bildirilmistir.

Ayni raporda kanser yayginligi 32,6 milyon insan olarak duyurulmustur (IARC, 2013).

Kanser tiirlerine gore dagilima bakildiginda ise, ilk sirada yeni kanser teshislerinin
% 13’linti akciger kanseri (1,8 milyon), ardindan % 11,9 ile meme kanseri (1,7 milyon) ve
% 9,7 ile kolon kanseri (1,4 milyon) izlemektedir. Kanserle iligkili dliimlerde ise yine
akciger kanseri % 19,4 (1,6 milyon) ile ilk sirada yer alirken, % 9,1 ile karaciger (0,8
milyon) ikinci, % 8,8 ile mide kanseri (0,7 milyon) ii¢lincili sirada yer almaktadir. Ayrica
raporda, serviks kanserinin 528 000 yeni teshis ile 4. sirada yer aldig1 ve kadinlar arasinda
kanserle iligkili 6liimlerde de yine 4. sirada bulundugu belirtilmistir. Bu sebeple raporda
ozellikle gelismekte olan iilkelerde hastaligin izlenmesi ve tedavisi i¢in ulusal programda

baz1 diizenlemelerin getirilmesinin gerekliligi vurgulanmistir (IARC, 2013).

Kanser; bedensel, ¢evresel ve/veya biyolojik etkenler sebebiyle olusan karmasik
genetik bir hastaliktir. Kansere sebep olan ajanlara karsinojen denilir. Karsinojenlerin
etkisi ile genlerde meydana gelen degisim sonucunda da hiicrede kanserlesme siireci

(karsinogenez) baslamaktadir (Cooper ve Hausman, 2006).

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sonucu olusan hiicre kitlelerine tiimér adi verilir.
Olusan tiimérler davramislarina gore iki farkli sekilde isimlendirilirler. 1lki, iyi huylu olarak
bilinen benign tiimorler, genellikle ¢evredeki dokulara yayilmaktan ziyade yavas yavas
biiyiiyerek kiitlelerini arttirirlar. Diger grup ise kotii huylu olarak bilinen, genellikle hizl

bir sekilde biiyliyerek, cevredeki dokular istila eden ve uzak organlara gidip yerlesebilen



malignant tiimorlerdir. Epitel hiicrelerinden kdken alan tiimorlere karsinoma; bez epitel
hiicrelerinden kdken alanlara adenoma; kas, kemik ve bag doku gibi mezodermden kdken
alanlara sarkoma; kan ya da bagisiklik sistemi i¢inde olusanlara ise losemi ya da lenfoma
ad1 verilir (Alison, 2001).

Normal bir hiicrenin kanserli hiicreye doniistimiiniin ¢ok asamali bir siire¢ oldugu
bilinmektedir. Hiicrelerin bu siiregte, asir1 ve zamansiz c¢ogalmalarina, bagisiklik
sisteminden ka¢gmalarina ve uzaktaki dokulara ulagsarak metastaz yapmalarina yol agan
birgok genetik, metabolik ve davranissal degisiklikler gegirdikleri bilinmektedir (Merlo
vd., 2006). Tim bu degisikliklerin temelinde nokta mutasyonu, gen amplifikasyonu,
delesyon, insersiyon ve yeniden diizenlenme gibi pek ¢cok mutasyon ¢esidi bulunmaktadir
(Sekil 2.1). Bu mutasyonlar 6zellikle DNA tamirinde rol alan genler, proto-onkogenler
veya timor baskilayici genlerde meydana geldigi ve tamir edilemediginde kanserin
gelismesi s6z konusudur. Ozellikle, DNA onariminda gérevli olan genlerde herhangi bir
mutasyon meydana geldiginde karsinogenez siirecinde hizli bir gelisme goriiliir. Normalde
hiicre ¢cogalmasinin diizenlenmesinde gorev alan proto-onkogenlerin mutasyon gecirmeleri
sonucu onkogen durumuna geg¢meleri sonucu hiicre ¢ogalmasi igin asir1 protein
aktivasyonunu uyararak hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina neden olur. Timor
baskilayic1 genler ise anormal hiicrelerin ¢ogalmasinin in-aktive edilmesinde goérevlidir.
Fakat bu genlerin yapilarinda meydana gelen degisiklikler de yine kontrolsiiz hiicre

cogalmasini tetiklemektedir (Coleman ve Tsongalis 2006).
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Sekil 2.1. Kanserlesen bir hiicrenin gelisim siireci (Alberts vd., 2002)

Kanser hastaligi; gelisimi, belirtileri ve sonucglari bakimindan kisiden kisiye
farkliliklar gosterebilir. Bu farkliliklar molekiiler ve hiicresel diizeyde de goriilebilmektedir
(Merlo vd., 2006). Fakat yine de normal hiicrelere gore kanser hiicrelerinin ¢ogunda ortak
olan bazi ozellikler tanimlanmistir. Hanahan ve Weinberg’in 2000 yilinda yayinladiklar
bir derlemede ¢cogu kanser hiicrelerinde ortak olarak goriilen 6 6nemli karakteristik 6zellik

tanmimlanmustir (Sekil 2.2) (Hanahan ve Weinberg, 2000).



Blyume sinyallerinde
kendi kendine yeterlilik

Apoptozdan kagma

Siirekli anjiyogenez Doku invazyonu
& Metastaz

Sekil 2.2. Kanserlesen bir hiicrede goriilen ortak karakteristik 6zellikler (Hanahan ve
Weinberg, 2000)

< Biiyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik: Normal hiicrelerin bekleme
fazindan aktif boliinme fazina gecebilmeleri i¢in mitojenik biliylime sinyalleri
almalar1 gerekir. Fakat ¢ogu tiimor hiicresinin, normal mikro ¢evreden bagimsiz
hareket edebilmek i¢in kendilerine ait normal biiylime sinyalini taklit eden sinyaller
irettikleri bilinmektedir.

% Anti-biiyiime sinyallerine duyarsizhk: Normal doku i¢inde, homeostazin
saglanmas1 amaciyla hiicrelerin bekleme fazinda kalmalarini siirdiirmek i¢in mikro
cevreden ve etraftaki hiicrelerden anti-biiylime sinyalleri iretilmektedir. Fakat
kanserli hiicreler bu uyarilara duyarsiz kalmaktadir.

¢ Apoptozdan kagma: Homeostazin saglanmasi i¢in yaslanmis, hasar gormiis ya da

istenmeyen hiicrelerin  apoptotik hiicre oliimii ile ortadan kaldirilmasi
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gerekmektedir. Fakat kanserli hiicrelerin ¢ogunda belki de hepsinde apoptoza karsi

diren¢ ve apoptozdan kagis goriilmektedir.

Simirsiz ¢ogalma potansiyeli: Normal hiicrelerde telomer u¢ problemi sebebiyle
boliinme sinirli sayidadir. Fakat kanserli hiicrelerde aktif telomeraz enzimi
sayesinde kisalan telomer bdlgelerini siirekli tamir etmesi sebebiyle hiicrelerin

boliinmeye ve cogalmaya devam ettikleri bilinmektedir.

Siirekli anjiyogenez: Cogalan tiimor hiicrelerinde besin ve oksijen yetersizligi
basladig1 icin tiimor hiicreleri iiretmis olduklart molekiiller sayesinde yeni damar
olusumunu olarak tanimlanan anjiyogenez siirecini uyarirlar. Bu sayede artan besin

ve oksijen ihtiyaclarini karsilamis olurlar.

invazyon ve metastaz: Kanserli hiicrelerin invazyon denilen yakinlardaki dokulara
yayillma oOzelliklerinin yani sira anjiyogenez sayesinde uzaktaki doku ya da
organlara da ulasarak metastaz yapma ve oraya yerlesip yeni koloniler olusturma

0zelligini kazandiklar1 bilinmektedir.

Kanser hastaligi ile ilgili calismalar devam ederken siirekli yeni bilgiler acgiga

cikmaktadir. Bu yeni bilgilere gore Hanahan ve Weinberg 2011 yilinda kanser hiicrelerinin

karakteristiklerine iki yeni karakteristik 6zellik ilave etmis ve yaymlamiglardir (Sekil 2.3.)
(Hanahan ve Weinberg, 2011).

X/
L X4

Enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi: Normal hiicreler oksijen
varliginda, glikozu sitozolde glikoliz yoluyla piriivata, ardindan da mitokondride
karbondioksite kadar ¢evirirler. Kanser hiicrelerinde ise daha hizli enerji elde etmek
icin glikoliz enerji metabolizmas1 sinirlandirilarak glikozu hizli bir sekilde laktik
asite ¢evrilerek kullanilir.

Bagisiklhik sisteminin yikimindan ka¢gma: Kanser hiicreleri, T ve B lenfositler,
makrofaj ve dogal dldiiriicii hiicreler gibi bagisiklik sisteminin ana elemanlarindan

ve onlarin yikimindan kagabilme 6zelligine sahiptir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
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Etkinlestiren 6zellik

Sekil 2.3. Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerine yeni eklenen ozellikler
(Hanahan ve Weinberg, 2011)

Kanser, normal hiicrelerde saglikli bir sekilde isleyen boliinme, farklilasma ve
hiicre oliimii gibi mekanizmalarin bilgi ve sinyal akisinda olusan bazi aksakliklar
sonucunda, hiicrenin temel diizenleyici mekanizmalarindaki degisimlerden kaynaklandigi
icin Ozellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde degerlendirilmesi gereken bir hastaliktir
(Cooper ve Hausman, 2006). Bu noktada dikkati ¢eken en 6nemli degisim ise ¢ogalma ve
hiicre 6liimii arasindaki dengenin kaybidir. Bu kayip neticesinde hiicreler kontrolsiiz bir
sekilde cogalmaya devam etmektedir. Kanser hastaligi ile bas edebilmek i¢in molekiiler
seviyedeki bu degisimlerin aydinlatilmasi ve o noktalara miidahale edilmesi giincel tedavi
yaklagimlarmin temelini olugturmaktadir. Bu sebeple son zamanlarda yapilan molekiiler

arastirmalar, hiicre dongiisii, apoptoz ve kanser iliskisi lizerinde yogunlagmustir.



2.2. Hiicre dongiisii ve kanser

Iki hiicre boliinmesi arasindaki siire¢ hiicre déngiisii olarak isimlendirilmektedir.
Tim somatik hiicreler, pozitif ve negatif sinyaller tarafindan diizenlenen hiicre dongiisii
stirecindeki mitoz bolinme ile ¢ogalirlar. Cogalma uyarisint alan bir hiicre, sirasiyla bir
takim biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler gecirerek birbirine genetik olarak tipa tip
benzeyen iki yeni hiicre olusturur (Alberts vd., 2002).

Hiicre dongiisii, boliinmeye hazirlik yapilan interfaz ile hiicresel icerigin ve genetik
materyalin iki yavru hiicreye esit olarak dagilmasi yani mitoz boéliinme olmak iizere iki
evrede incelenmektedir. Hiicre dongisiiniin saglikli bir sekilde ilerlemesi igin bazi
asamalarda kontrol edilmesi gerekmektedir. Kontroliin gergeklestigi bu noktalar, replike
olmamis ya da hatali replike olmus DNA’lara karst duyarlidirlar. Kontrol noktalarinda
belirlenen hasarli DNA’ya sahip olan hiicrelerin bdliinmesi bu sayede engellenmektedir.
Kontroliin gergeklestigi asamalar; G1/S gegisi, G2/M gegisi ve M kontrol noktalar1 olarak

isimlendirilmektedir (Vermeulen vd., 2003).

Kanserli hiicrelerde, hiicre kontrol mekanizmalarindan kagis gozlenmektedir.
Bunun en temel sebeplerinden birisi proto-onkogen veya tiimor baskilayici genlerde
meydana gelen mutasyonlardir. Insan kanserlerinin yaklasik % 90’inda pRb, % 50’sinde
ise TP53 olarak bilinen tiimor baskilayici genlerin mutasyona ugradig: bilinmektedir. Sekil
2.4’te gosterildigi gibi normalde inaktif durumda bulunan TP53 geni, herhangi bir DNA
hasarinda aktif hale gelerek p21 genini uyarir. p21 geni, hiicrenin G; fazindan S fazina
gecisini engeller. Bu sayede hasarli DNA’nin replikasyonu ve neticede yeni hiicrelere
hasarli DNA geg¢isi O6nlenmis olur. Ayn1 zamanda TP53 geni DNA tamirinde gorevli
proteinlerin transkripsiyonunu da saglar. Eger DNA hasar1 tamir edilirse hiicre dongiisii
devam eder. Ancak DNA hasari tamir edilemezse TP53 geni bax proteinini aktive ederek
hiicrenin apoptoza gitmesini saglar. Bu sayede hasarli DNA’ya sahip olan hiicre ortadan

kaldirilmis olur (Berridge, 2014) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Hiicre dongiisii ve TP53 kontrol sistemi (Berridge, 2014)

Fakat sekil 2.5’te gosterildigi gibi, TP53 geni herhangi bir mutasyon sebebiyle
gorevini yerine getiremezse hasarli DNA’ya sahip hiicre, kontrol noktalarindan kacarak

¢ogalmaya devam eder ve kanserlesme siireci hizli bir sekilde gelisebilir (Sekil 2.5)

(Berridge, 2014).

Ayrica hiicre dongiistiniin farkli fazlarindaki 6nemli proteinlerin mutasyonu yoluyla
da hiicre dongiisiiniin kontrolii bozulur ve kanser hastaligi gelisebilir. Ozellikle
kanserlesme siirecinde hiicre dongiisii ile ilgili mutasyonlarin genellikle siklin, siklin
bagiml kinaz (CDK), CDK-aktive edici enzimler, siklin bagimli kinaz inhibitorii (CKI) ve
kontrol noktas1 proteinlerini kodlayan genlerde oldugu belirlenmistir. Bu mutasyonlarin bir
ya da birkacinin hiicrede gergeklesmesi hiicre dongiisiiniin kontrolsiiz bir sekilde devam

etmesi ile sonuglanir (Garrett, 2001).
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Sekil 2.5. TP53 kontrol sisteminin devre dist kaldigi durumlarda goézlenen
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi (Berridge, 2014)

2.3. Hiicre oliimii

Hiicreler boliinerek ¢ogalmaya devam ederken ayni zamanda yaslanmis ya da
hasara ugramis hiicrelerin de yok edilmesi gereklidir. Bu hassas denge hiicre 6liimii olarak
tanimlanan ve ¢esitli mekanizmalar tarafindan diizenlenen bir siire¢ ile kontrol
edilmektedir. Hiicre oliimii o6zellikle gelisim, homeostaz ve bagisiklik sisteminin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol alan fizyolojik bir siirectir (Kiraz vd., 2016).

Biyolojik oneminden dolayr hiicre oliim cesitleri hakkinda c¢ok fazla arastirma
yapilmis ve birbirlerine benzeyen ya da farklilik gosteren pek c¢ok morfolojik ya da
biyokimyasal 6zelligin oldugu dikkat ¢ekmistir. Belirlenen her farkli 6zelligin farkli bir
hiicre oliimii ¢esidi olmadigi ya da benzer morfolojik ozelliklere sahip olup farkh
biyokimyasal olaylarin gozlendigi durumlar bilim diinyasinda bazi karisikliklara neden
olmustur. Bu sebeple ilk olarak 2005 yilinda (ardindan 2009, 2012, 2015 ve son olarak da

2018 yillarinda) diinyanin pek c¢ok yerinden hiicre Olimii caligmalarina katilan
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aragtirmacilar bir araya gelerek Hiicre Oliimii Isimlendirme Komitesini (NCCD)
olusturmuslardir. Bu komitenin amaci, hiicre 6liimii arastirmacilar1 arasinda hiicre 6limii
ve farkli Ozellikleri i¢in ortak bir kriter olusturarak terminolojik karisikliklar1 ve yanlis
kullanimlar1 6nlemektir. Hiicre 6liimii alaninda yapilan ¢alismalar ve bulunan yeni bilgiler
arttikca bu kriterlerde ve siniflandirmalarda bazi giincellemeler yapilmaktadir. Ornegin
hiicre Oliimiiniin siniflandirilmasinda ilk zamanlarda genellikle morfolojik 6zellikler
kullanilmis, sonra biyokimyasal 6zelliklere gore yeni siniflandirma yapilmis, son bilimsel
gelismeler dogrultusunda ise molekiiler 6zellikler ve mekanizmalarin 6n planda oldugu

tanimlama ve siiflandirmalar yapilmistir (Kroemer vd., 2005; Galluzzi vd., 2018).

NCDD’nin 2018 yilinda yaymladigi rapora gore, hiicre oliimii molekiiler
mekanizmalarina gore; dis apoptoz, i¢ apoptoz, mitokondriyal gegirgenlik degisimi (MPT)-
odakli nekroz, nekroptoz, ferroptoz, piroptoz, partanatoz, entotik hiicre oliimii, NETotik
hiicre 6liimii, lizozom bagimli hiicre o6liimii, otofaji bagimli hiicre 6liimii, immiinojenik

hiicre oliimii, hiicresel yaslanma ve mitotik katastrof olarak siniflandirilmistir (Galluzzi

vd., 2018).

Bu oliim tiirleri arasinda, kanserlesen hiicrelerin farkli mekanizmalarla apoptozdan
kacis1 arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Eger kanserli hiicrelerin apoptotik siirece
girmesini saglayan yeni ajanlar belirlenebilirse hastaligin tedavisinde bilyiikk bir adim
atilmig olacaktir. Bu nedenle, pek ¢ok arastirmaci bu tip yeni molekiillerin sentezi ya da

1zole edilmesi ¢calismalarimi gerceklestirmektedir.

2.4. Apoptoz

Apoptoz, istenmeyen ya da hasarli hiicrenin enerji gerektiren ve genetik olarak
kontrol edilen mekanizmalar ile kendi kendini yok etmesi olarak tanimlanmaktadir

(Elmore, 2007).
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2.4.1. Tarihgesi ve biyolojik 6nemi

1842 yilinda Carl Vogt ilk ‘dogal hiicre 6liimii’ varsayimini ortaya koymustur.
Ardindan 1858 yilinda Rudolp Wirchow dogal hiicre 6liimiiniin nekrozdan farkli oldugunu
tanimlamig ve bunu ‘nekrobiyoz’ (necrobiosis) olarak isimlendirmistir. Walther Flemming
ise 1885 yilinda dogal hiicre Sliimiiniin morfolojik degisimlerini agik¢a tanimlamis ve
bunu ‘kromotoliz’ (chromatolysis) olarak isimlendirmistir. Sonraki yaklasik 30 y1l boyunca
literatiirde bu sekilde yer almistir (Sankari vd., 2012). 1960’11 yillarda hiicre Oliimii
aragtirmalarma ilgi tekrar artmis ve 1964 yilinda Lockshin ‘programli hiicre oSlimi’
terimini kullanmistir. Bu hiicre 6limiiniin gelisim boyunca kazara olmadig1 ve birbirini

izleyen kontrollii asamalardan olustugunu ileri siirmiistiir (Locksin ve William, 1964).

Kerr ve arkadaslar1 1972 yilinda bilim diinyasina yeni bir terim kazandirmis ve
saglikli dokularda, normal gelisimde, atrofide ve tiimor gerilemesinde goriilen programli
hiicre oliimiinii ‘apoptoz’ olarak tanimlamislardir (Kerr vd., 1972). Apoptoz terimi eski
Yunanca’ da apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinin birlesmesiyle olusan ve Homeros
tarafindan sonbaharda yapraklarin dokiilmesini tanimlamak i¢in kullanilan bir sézciiktiir
(Duprez vd., 2009). 1980’li yillarin sonlarina dogru apoptozun gelisim ve hastaliklarda
onemli bir role sahip oldugu anlasilmistir. 2002 yilinda apoptoz aragtirmalarinin 3 Onciisii
olan Sydney Brenner, H. Robert Horvitz ve John E. Sulston tip ve fizyoloji alaninda
apoptoz iizerindeki ¢alismalariyla Nobel o6dili almiglardir (Sankari vd., 2012). Halen
apoptoz ve mekanizmalari ile ilgili pek ¢ok sorunun yanitini arayan bilim insanlari bu

konudaki arastirmalarini siirdiirmektedir.

Apoptoz, apoptotik genlerin aktive olmasiyla, enerji bagimli ve genetik olarak
kontrol edilen istenmeyen ya da hasarli hiicrenin kendi kendini yok etmesi olarak
tanimlanabilir. Bu hiicre oliimiinde genellikle; kromatinlerin yogunlasmasi ve parcalara
ayrilmasi, sitoplazmik organellerin yogunlagmasi, endoplazmik retikulumun genislemesi
ve hiicre hacminde kiigiilme gibi tipik morfolojik degisimler gozlenmektedir. Ayrica
plazma zarindaki degisimler ve bu sayede inflamasyonun onlenmesi ile de diger hiicre

oliim sekillerinden ayrilmaktadir (Kam ve Ferch, 2000).
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Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin i¢ dengelerinin ve gelisimlerinin
saglanmasinda onemli bir mekanizmadir. Apoptotik hiicre o6liimii; lenslerin gelisimi, i¢
kulagin sekillenmesi, kas gelisimi ve parmak arasi zarlarin ortadan kaldirilmasi gibi
gelisme doneminde organ ve dokularin yeniden diizenlenmesinde olduke¢a etkili bir
mekanizmadir. Ayrica sinir ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin sayisal olarak dengelenmesi
de yine apoptoz ile saglanmaktadir. Bunun disinda apoptozun, yetigskin organizmalarda
emzirme dénemi sonunda meme bezinin gerilemesi, ovulasyon gerilemesi, immiin sistemin

dengelenmesi gibi 6nemli siireglerde de rol aldig1 bilinmektedir (Duprez vd., 2009).

2.4.2. Morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Apoptoza ugrayan bir hiicre, diger hiicreler ile olan baglantilarini kopararak komsu
hiicrelerden ayrilir, hiicre yiizeyindeki mikrovilluslar kaybolur ve hiicre yiizeyi
yuvarlaklagir (Kam ve Ferch, 2000). Nukleusta ise hem kromatin hem de nuklear zarda
degisimler gerceklesir. Kromatin, nuklear zara dogru kayarak yogun kiimeler olusturur.
Nuklear zar saglam kalir, fakat nuklear porlar yeniden dagilir. Ayn1 zamanda nuklear
proteinlerde de degisimler goriiliir. Mitokondride DNA bozulur. Endoplazmik retikulumda
(ER) sisternalar genisler ve birbirine kaynasir. ER yapisin1 kaybeder ve mitokondri zar
biitiinliigii bozulur (Sankari vd., 2012). Apoptotik hiicrenin sitoplazmik zar1 bozulur ve
kabarciklar (blebbing) olusur. Hiicre zar1 ile c¢evrili sitoplazmik kalintilar apoptotik
cisimler olarak isimlendirilen parcalara ayrilir. Apoptotik cisimler ise fagositlerin iclerine
alinarak ortadan kaldirilirlar. Bu sayede herhangi bir inflamatuar cevap olusmaz (Atkin-

Smith and Poon, 2017).

Apoptotik hiicreler pek cok biyokimyasal degisiklik gosterir. Ornegin; pek cok
protein substratlarin pargalanmasina neden olan proteolitik enzimlerin aktivasyonu
gerceklesir. Bunlar i¢cinde apoptozun baglamasi ve devam etmesi agisindan biiyiik bir
Ooneme sahip olan kaspazlar ilk sirada yer almaktadir. Kaspaz enzimleri sayesinde
DNA’nin 180-200 baz ciftlik (bp) oligonukleozomal pargalara ayrilmasi gergeklesir
(Chowdhury vd., 2008). Ayrica transglutaminazlar, protein ¢apraz baglanmasi sayesinde

sitoplazmik proteinleri apoptotik cisimlere doniistliriir. Bunun disinda hiicre zarindaki
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fosfotidilserinin yon degistirmesi sayesinde fagositik tanima miimkiin olmaktadir (Poon

vd., 2014).

Apoptotik hiicre Oliimiiniin belirlenmesi i¢in apoptoza 6zgii bu morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amacla morfolojik, immiino-
histokimyasal, biyokimyasal, immiinolojik ve molekiiler biyolojik pek ¢ok farkli yontem

kullanilabilir.

2.4.3. Mekanizmalan

Apoptozun molekiiler mekanizmasi, insan ve diger memelileri de iceren gelismis
cok hiicreli organizmalarda evrimsel olarak olduk¢a iyi korunmustur. Besin yetersizligi,
hiicre yiizey oliim reseptorlerinin aktivasyonu, geri dontigiimsiiz DNA hasari, hiicre
dongiisiiniin bozulmasi, hiicre metabolizmasindaki hatalar, biiylime faktorleri eksikligi,
serbest radikaller, hiicre igi kalsiyum (Ca"™) artis1, 1s1 soku, viral enfeksiyon ve bakteriyal
toksinler, kimyasallar, iyonize radyasyon, direk fiziksel yaralanmalar gibi pek ¢ok
fizyolojik ve patolojik uyart apoptotik programi aktive edebilir. Bu uyarilar farkli
molekiiler mekanizmalar tizerinden apoptozu baslatir (Ghatage vd., 2012). Apoptoz siireci;
apoptozun baglatilmasi, hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu, hiicrede ¢esitli morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklerin olmas1 ve fagositoz olarak kabaca 4 asamada gerceklesir. Bu
asamalar genel olarak dis yolak, i¢ yolak, ER aracili apoptoz ve perforin/granzim olmak
tizere 4 farkli sinyal ileti yolagi lizerinden gerceklesir. Bu apoptoz yolaklar1 ve
diizenlenmesinde gorev alan molekiil ve organeller temelde farkli olsa da yolaklar arasinda
gecisler ve farkli etkilesimler Sekil 2.6’da goriildiigii gibi gerceklesebilir (Saikumar ve
Venkatachalam, 2009).
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Sekil 2.6. Apoptoz sinyal ileti yolaklar1 ve birbirleriyle etkilesimleri (Saikumar ve
Venkatachalam 2009)

2.4.3.1._Dis yolak

Apoptozun dis yolaginda, apoptozu baslatmak i¢in hiicre dis1 sinyaller kullanilir.
Hiicre 6liim sinyalleri, ki bunlar 6liim ligandlar1 olarak da bilinir, timor nekroz faktor
(TNF) siiperailesi tiyeleridir ve hiicre zarinda bulunan timoér nekroz faktér reseptor
(TNFR) siiperailesi 6liim reseptorlerine baglanirlar (Sekil 2.7). Bugiine kadar TNF ve
TNFR siiperailelerine ait olan toplam 19 ligand ve 30 reseptér tanimlanmistir (Locksley
vd., 2001).
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Sekil 2.7. Baz1 TNF siiperailesi ve TNFR siiperailesi tiyeleri ve yapilar: (Curtin ve
Cotter 2003)

TNF siiperailesi ligandlarinin ¢ogunlugu, hiicre ici N ucu ve hiicre dist C ucu
bulunan tip 2 transmembran proteinidir. Ligandlar kisa sitoplazmik bdlge ve olduk¢a uzun
bir hiicre dis1 bolge bulundururlar. Hiicre dis1 bolgeleri ¢oziilebilir molekiil tireten spesifik
metalloproteinazlar tarafindan kesilebilir. Genellikle, kesilmis ve kesilmemis ligandlar
kovalent olmayan homotrimer olarak aktif olsa da sadece bazi iiyeler heterotrimer olabilir.
Hem mebrana bagli hem de gizlenmis ligandlar normal ve malignant ¢esitli hiicreler
tarafindan ekprese edilir. TNF siiperailesi iiyelerinin ¢ogu, transmembran hiicre yiizey
proteini olarak eksprese edilir ve lokal seviyede etki ettikleri diistiniiliir. Bu stiperailenin
bazi 6nemli tiyeleri TNF-a, FasL (CD95L) ve TRAIL olarak sayilabilir (Wiens ve
Glanney, 2011).

TNFR siiperailesinin ¢ogunlugu, hiicre i¢i N ucu ve hiicre dis1 C ucu bulunan tip 1
transmembran proteinlerden olusur. Yapilari uzundur ve hiicre dis1 bolgelerinde genellikle
1-4 arasinda 6zel (hallmark) sistein aminoasiti bakimindan zengin bolge (CRDs) igerirler.
CRD’ler 3 disiilfit zincirinin {izerine katlanmis formunda korunmus 6 sistein igeren

yaklasik 40 aminoasitlik yalanci tekrarlardir (Wiens ve Glenney, 2011).
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Bugiine kadar insanda TNFR siiperailesinin 30 iiyesi tanimlanmigtir. TNFR iiyeleri

sitoplazmik sekanslarina ve sinyal 6zelliklerine gore 3 gruba ayrilmistir.

1. Grup: Sitoplazmik ucunda 6liim bélgesi (Death Domain-DD) bulunduran Fas,
TNF-R1, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2 ve DR6 birinci gruptur. Oliim bolgesi
iceren reseptorlerin ilgili ligandlan ile aktivasyonu Fas iliskili 6lim bolgesi (Fas
Associated Death Domain, FADD) ve TNFR iligkili 6lim bolgesi (TNFR
associated death domain, TRADD) gibi hiicre i¢i 6liim bolgesi i¢eren adaptorlerin
devreye girmesine yol agar. Bu molekiiller sirasi ile kaspaz kaskadinin

aktivasyonuna ve apoptozun uyarilmasina neden olur.

2. Grup: Bu reseptorler sitoplazmik kuyruklarinda bir ya da daha fazla TNFR iligkili
faktor (TRAF) etkilesimli motif (TIMs) igerirler. TIM igeren TNF reseptorlerin
aktivasyonu TRAF ailesi iiyelerinin devreye girmesine ve niiklear faktor «B
(NF«xB), Jun N-terminal kinaz (JNK), p38, ekstraselliiler sinyal iligkili kinaz (ERK)
ve fosfotidilinozital-3-kinaz (PI3K) gibi c¢esitli sinyal ileti yolaklarinin

aktivasyonuna yol acar.

3. Grup: Sitoplazmik ucunda fonksiyonel hiicre i¢i sinyal bolgesi ya da motifi
icermeyen reseptorlerdir. Bu reseptdr grubu hiicre i¢i sinyaller saglayamasa bile
diger iki reseptor ve ilgili ligadlarinin sinyalleri ile etkili bir sekilde yarigir. Bu
sebeple, bu tuzak reseptorler diger TNF reseptdr sinyal ileti yolaklarinin

aktivasyonunu engelleyerek fonksiyon gosterirler (Dempsey vd., 2003).
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Sekil 2.8. FAS ve FASL yapisi (Wajant vd., 2003)

Insan FAS geni 9 ekzon bélgesi icerir ve kromozom 10°da tek lokusta eksprese
edilir. FasL oliim ligandi, Fas 6liim reseptoriine baglandiginda apoptozun baslamasi igin
sinyal ileti yolagi aktive olur (Sekil 2.8). Sekil 2.9’da gosterildigi gibi, ligand reseptor
baglanmasi, reseptoriin ii¢lii yap1 kazanmasi ve reseptoriin 6lim bdlgesi ile adaptor protein
arasinda homofilik etkilesimler olusmasini saglar ve sonucta adaptor protein hiicre
membraninda yerlegir. FADD’in 6liim ilerletici bolgesi prokaspaz 8’e baglanir. Ligand,
reseptor ve prokaspaz 8 baglanmasi Oliim baslatict sinyal kompleksi (death-inducing
signaling complex, DISC) olarak bilinir. DISC sonra toplanmaya ve prokaspaz 8’1 aktive
etmeye baslar. Enzimin aktive olmus formu yani kaspaz 8, ilerletici kaspaz ya da diger

ilerletici molekiilleri keserek apoptozu baslatir (Wajant vd, 2003; .Li ve Yuan, 2008)
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Sekil 2.9. FAS aracili apoptotik hiicre 6liim yolagi (Wajant vd, 2003; .Li ve Yuan,
2008)

2.4.3.2. ig yolak

Apoptozun i¢ yolagi genel anlamda, DNA hasar1 ve sitotoksik muamele gibi ¢esitli
hiicre i¢i uyarilar tarafindan aktive edilen, Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan kontrol edilen ve

mitokondrinin aracilik ettigi apoptotik sinyal ileti yolagidir (Wu vd., 2018).

[k olarak insan B hiicreli lenfomada (B cell lymphoma/leukemia-2) tanimlanan
Bcl-2 ailesi {iyeleri, apoptoz siirecinde Ozellikle mitokondri zar gegirgenliginin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bugiine kadar Bcl-2 ailesinin 25 iiyesi tanimlanmuistir.
Bu proteinler sitoplazma, mitokondri, diiz endoplazmik retikulum ve periniikleer zarlarda
bulunurlar. Sekil 2.10.°da gosterildigi gibi Bcl-2 homoloji (BH) bdlgesi olarak
isimlendirilen 4 bdlgeden en az birine sahiptirler. Pro- ve anti- apoptotik etkilerine ve BH

bolgeleri bulundurma durumlarina gore 2 gruba ayrilirlar (Pihan vd., 2017) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Bcl-2 ailesi tiyeleri (Kuwana vd., 2003)

Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi: Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri ¢oklu bolge effektor
(multidomain effector) proteinleri ve BH3-only proteinleri olarak iki alt sinifa ayrilirlar.
Coklu bolge effektor proteinleri Bax, Bak ve Bok/Mtd‘dir. BH 1-2-3 boélgelerini tasirlar ve
aktive olduklarinda mitokondri dis membran gegirgenligi (MOMP) olarak bilinen
mitokondri dis zarinin biitlinliiglinii bozan degisiklige sebep olurlar. Bu sekilde dis
mitokondri membran gegirgenliginin artisi ise, pro-kaspaz 9’un aktivasyonunu saglayan ve
apoptozomun bir pargasi olan sitokrom c’nin salinimina sebep olur (Cichorek, 2008).
BH3-only proteinleri ise Bim, Bid, Bad, Bik, Bmf, Blk, Hrk/DP5, Nip3, BNip3/Nix, Puma
ve Noxa’dir. Bu proteinler, sadece BH3 bdlgesi icerirler. BH3-only proteinleri apoptozu
baglatmak icin anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanir ve onlarin gorevlerini yeniden
diizenlerler. BH3-only protein sinyalleri mitokondriyal apoptotik yolagin baslamasi i¢in

onemlidir (Cichorek, 2008).
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Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi: Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri; Bel-2, Bel-XL, Bcel-w ve
Myc-1’dir. Bu proteinler, 4 BH bolgesinden dordiinii tasirlar ve apoptozu baskilarlar. Bu
anti-apoptotik proteinlerin hepsi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi eslerini inaktive ederek ve
mitokondriyal dis membran biitiinliigiinii koruyarak hiicre sag kalimini diizenlerler. Anti-
apoptotik proteinler mitokondriden sitokrom c¢ ve endoplazmik retikulumdan kalsiyum

(Ca™) iyonlarinin disar1 ¢tkmasini engellerler (Cichorek, 2008)
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Sekil 2.11 Bcl-2 ailesi tarafindan apoptozun diizenlenmesi (Gewies, 2003)

Homeostatik dengenin oldugu durumlarda anti-apoptotik Bcl-2 ailesi {iiyeleri
mitokondriyal hasara sebep olan Bax ve Bak gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerini
engelleyerek mitokondri Dbiitiinliiglinii  stirdiirtir. Hiicresel stres oldugunda BH3-only
proteinleri aktive olur ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerine karsi koyar. Neticede bax ya
da bak’in engellenmesi ortadan kalkar ve bax benzeri faktorler konformasyonel degisime
ugrarlar, dis mitokondri zarlarina gomiiliirler ve burada gecirgenlik degisimini tesvik
edererek kanal sekli degisimi ile sitozole sitokrom c ve apoptojenik faktorler salinimina yol
acar (Suhaili vd., 2017). Sonra sitokrom c, Apaf-1 ve ATP ile birleserek prokaspaz-9 un

aktivasyonunda gorevli apoptozom olarak bilinen bir platform sekillenir (Yuan ve Akey,
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2013). Aktif kaspaz-9, apoptotik hiicre Oliimiiniin ilerletilmesinde kritik 6neme sahip
kaspaz-3,-6 ve -7 gibi sonraki ilerletici kaspazlar1 aktive eder (Zamaraev vd., 2017)(Sekil
2.11). Buna ilaveten, diger pro-apoptotik proteinler hiicresel intihar mekanizmasina katkida
bulunmak igin mitokondriden salinir. Ornegin, Smac/Diablo, X baglantili apoptoz inhibitor
protein (XIAP), hiicresel apoptoz inhibitor protein (CIAP1) ve cIAP2 gibi apoptoz inhibitor
proteinlerin aktivasyonuna kars1 koyar. Smac/Diablo nun XIAP’ a baglanmasi kaspaz -9, -
3 ve -7 nin engelleyici etkilesimini ortadan kaldirir. cIAP1 ve cIAP2 XIAP 1n tersine direkt
olarak kaspazlar1 engelleyemezler. Ozellikle, TNFR1’in yeniden gérev almasima yol agan
TRAF?2 ile etkilesirler. O noktada, TNF’nin uyardigi RIP1’in ubikitinizasyonuna aracilik
eden NFxB aktivasyonuna Kkatkida bulunur. Antiapoptotik genlerin NFxB aracili
ekspresyonu cIAP1 ve cIAP2’nin antiapoptotik fonksiyonuna neden olabilir (Duprez vd.,
2009).

2.4.4.Apoptozun ilerletilmesi ve diizenlenmesi

2.4.4.1. Kaspazlar

Apoptoz ister dis yolak ister i¢ yolak ile baslatilsin apoptozun ilerletilmesinden
kaspazlar sorumludur. Kaspazlar sistein proteaz ailesi iiyeleridir. Aktif merkezlerinde
sistein amino asidi tagimalar1 ve hedef proteinlerini aspartik asit birimlerinden kesmeleri
sebebiyle ‘sistein-bagimli aspartat-spesifik proteaz (cysteine-dependent aspartate-specific
proteases=Caspase) olarak isimlendirilmislerdir. Kaspazlar proteazlar arasinda en ¢ok
Ozgillik gosteren enzimlerdir. Kesinlikle aspartik asitten sonra substratlarini
kirmaktadirlar. Aspartik asidin Onilindeki 4 aminoasit (tetrapeptit) komposizyonu ve
bunlarin ii¢c boyutlu yapisi oOzgiilliklerinde 6nemli etkiye sahiptir. Bugiine kadar,

memelilerde 14 farkli kaspaz tiyesi tanimlanmistir (Sekil 2.12, Gewies, 2003).
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Sekil 2.12. Kaspaz ailesi iiyeleri (Chang ve Yang, 2000)

Tiim kaspazlar amino asit sekanslari, yapilar1 ve substratlar1 yoniinden benzerlik
gostermektedir. Sekil 2.13’de gosterildigi gibi kaspazlar amino ucu bolgesi (prodomain),
biiyiik alt-birim ve kii¢iik alt-birim olmak {izere {i¢ 6nemli bolge bulundurmaktadir. Aktif
merkez, biliylik alt-birimde yer almaktadir. Aktivasyon bu bolgeler arasindaki peptit
baglarinin kirilmasi ve daha sonra biiyiik ve kiiclik alt-birimlerin birleserek heterodimer
olusturmasi sayesinde gerceklesir. Bu heterodimerlerin de birlesmesiyle iki aktif merkez
iceren bir tetramerik yap1 olusarak aktif kaspaz dimeri meydana gelmektedir (Donepudi ve
Grutter, 2002).
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Sekil 2.13. Kaspazlarin aktivasyonu (Donepudi ve Grutter, 2002)

Kaspaz aktivasyonunda baslica ii¢ mekanizma vardir;
a) Baglatic1 bir kaspaz tarafindan proteolitik kesim sonucu aktivasyon
b) Yakin indiikleme (induced proximity)

¢) Holoenzim olusumu

[lerletici kaspazin baslatic1 kaspaz tarafindan proteolitik kesimi sonucu aktivasyonu
oldukca etkin bir mekanizmadir. Yakin indiikleme mekanizmasinda ise birgok kaspaz-8
molekiilii bir araya gelerek birbirlerini ¢apraz bigimde aktive ederler. Holoenzim olarak
aktivasyonda ise sit-c ve ATP-bagimli Apaf-1 oligomerizasyonu, prokaspaz-9’un bu
komplekse katilmasina olanak vererek apoptozom adi verilen yapiyr olusturur. Kaspaz-
9’un bu yolla aktivasyonu proteolitik olarak degil, kompleksin bi¢im degistirmesiyle
saglanir (Donepudi ve Grutter, 2002).

Kaspazlar aktivasyon mekanizmasina ve kaspaz kaskadindaki gorevlerine gore
baslatic1 kaspazlar ve ilerletici (efektor) kaspazlar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Baslatici

kaspazlar; kaspaz -2, -8, -9 ve -10 olmak iizere ilerletici kaspazlari aktive eden
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proteazlardir. Ilerletici kaspazlar olarak bilinen kaspaz -3, -6 ve -7 ise hiicre icinde pek ¢ok
farkli substrati pargalayarak apoptozun ilerletilmesinde gorevlilerdir (Zamaraev vd., 2017).
Ilerletici kaspazlar, hiicre ¢esidine 6zgii olarak hiicre icinde sitoplazmik proteinler (aktin, B
katenin, intermediate filament protein keratin 18), niikleer proteinler (lamin A, lamin B,
NuMA), DNA metabolizmasi ve tamir proteinleri (PARP, DNA topoizomeraz), protein
kinazlar (MAPK, ERK, Akt ), sinyal ileti yolagi proteinleri (fosfoipazlar) ile hiicre
dongiisii ve gogalmasinda gorevli proteinler (p21, p27, pRb) olmak iizere pek ¢ok substrati
keserek apoptoza 6zgii morfolojik ve biyokimyasal degisiklige sebep olurlar (Chowdhury
vd., 2008).

2.4.4.2.Apoptoz Inhibitorleri

Apoptoz inhibitorleri (IAPs), dogal bagisiklik ve immiinite, hiicre ¢ogalmasi, hiicre
gbcli ve apoptoz gibi cesitli biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesi ile ilgili protein
ailesidir. Insan genomu IAP ailesinin 8 iiyesini kodlar. Protein-protein etkilesimi igeren,
yaklagik 70 birimlik 1 ya da 3 ¢ift 6zel N-terminal baculoviral IAP tekrar (BIR) bolgesi
bulundurmasiyla karakterizedir. BIR’larin ana bileseni, tek ¢inko iyonunu diizenleyen
Cys/His motifi birligidir. Cogu IAP baglanma motifi (IBMs) olarak isimlendirilen
korunmus bir tetrapeptid motifi baglayan hidrofobik girinti seklindedir. IBM’ler bazi
kaspaz ve IAP antagonistlerinin alt iinitelerinin N uglariin sonunda bulunurlar. Boylece,
hidrofobik BIR girintisi sadece aktif kaspazlara baglanabilir (Mita vd., 2008, Mohamed vd,
2017)(Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Memeli IAP ailesi tiyeleri

SURVIVIN, tek BIR bolgesi iceren IAP ailesi iiyelerinin en kii¢iigiidiir. ilk kez 1997
yilinda Ambrosini G. vd. tarafindan kesfedilmistir. SURVIVIN geni, kromozomun 17925
bolgesinde bulunur. Gen 14,7 kb uzunlugunda ve 16,5 kDa agirliginda 142 aminoasitlik
survivin proteinini kodlar (Sekil 2.15). S SURVIVIN’in embriyonik ve fetal gelisim
stiresince ve cesitli kanser hiicrelerinde eksprese edildigi bildirilmistir. Diger apoptoz
inhibitér proteinlerin aksine SURVIVIN farklilasmis normal dokularda eksprese
edilmemektedir (Mita vd., 2008)
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Sekil 2.15. SURVIVIN’in sematik ve atomik yapilart a) SURVIVIN’in sematik
yapist. (DD: dimerizasyon bdlgesi, BIR: Baculoviris tekrar bolgesi, PBD: protein
baglanma bolgesi NE: nuklear u¢ (export)) b) SURVIVIN’in atomik yapisi (Perry
vd., 2017).

SURVIVIN’in ana fonksiyonu hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozun
baskilanmasidir. SURVIVIN’in apoptozun baskilanmasindaki rolii; aktif kaspaz — 3, - 7 ve -
9¢ a baglanarak onlarin bozulmasini saglamasidir. Ayrica yapilan ¢alismalarda survivinin
kaspaz -3 iizerinden FAS aracili hiicre 6limiinii baskiladigi rapor edilmistir (Mohamed vd.,

2017).

IResistance to Fas-mediated cell death

Phosphorylation pRb

Cell cycle entry

CELL SURVIVAL

Sekil 2.16. SURVIVIN’in FAS aracili apoptotik hiicre 6liimiinii baskilama
mekanizmasi (Suzuki vd., 2000)
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Sekil 2.16°da gosterildigi gibi SURVIVIN’in nukleusa gecmesi Fas uyarmmi ve
hiicre déngiisiine baglidir. SURVIVIN birde hiicre dongiisii diizenleyicisi CDK4 ile etkilesir
bu da CDK2/siklin E aktivasyonuna ve Rb fosforilasyonuna yol agar. Survivin/CDK4
komplesinin sekillenmesinin sonucu olarak p21 CDK4 ile kompleksinden salinir ve Fas
aracili hiicre 6liimiinii baskilamak i¢in mitokondriyal prokaspaz-3 ile etkilesir. Boylece;
SURVIVIN FAS aracili hiicre dliimiinii kaspaz 3 iizerinden baskilamis olur (Suzuki vd.,
2000).

2.4.4.3.TP53

TP53 geni 17. kromozom da bulunur ve 53 kDa molekiiler agirliga sahip p53
proteinini kodlamaktadir (Sekil 2.17). TP53; DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin kontrold,
genomik kararliligin saglanmasi, kromozom ayrilmasinin diizenlenmesi, gen ifadesinin
diizenlenmesi, yaslanma ve programli hiicre 6liimii gibi bir¢ok hiicresel olayda rol oynayan
timor baskilayict bir gendir (Sekil 2.18). TP53, bu islevlerini ya transkripsiyon faktorii
olarak ilgili genlerin transkripsiyonlarin1 diizenleyerek ya da diger proteinler veya

dogrudan DNA ile fiziksel olarak etkileserek gergeklestirmektedir.
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Sekil 2.17. TP53 geninin yapisi (Berridge, 2014)
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Sekil 2.18. TP53 proteininin fonksiyonlar1 (Berridge, 2014)

TP53 proteini, DNA hasar1 ve onkojenik transformasyon sonucu aktive olmaktadir.
Kaspaz -3, -7, -8 ve -9 enzimlerini de aktive ederek apoptozu uyarir ve kanser olusumunu
engeller. /n vivo ve in vitro kosullarda ubikitin-proteazom yolu tarafindan yikildig
bilinmektedir. Cesitli genlerin ifade diizeylerini kontrol eden bir transkripsiyon faktorii
olan TP53 hiicre dongiisiiniin normal bir bigcimde seyretmesini saglamaktadir. Eger
hiicrede normal olmayan bir durum varsa hiicre dongiisi TP53 tarafindan
durdurulmaktadir. TP53 hiicresel stres durumunda apoptozu tetiklemektedir. Strese
girmeyen, hasara ugramamis hiicrelerde TP53 protein konsantrasyonu belirlenemeyecek
kadar azdir ve sitoplazmada tutularak cekirdege girisi Onlenir. Normal gelisim sirasinda
gergeklesen apoptozda gorev almayan TP53 tiimor baskilayici geni gesitli kanserlerde
mutasyona ugramaktadir. Tim kanserlerin %50'sinden fazlasinda TP53 mutasyonu
goriilmektedir (Berridge, 2014)
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2.5. Serviks Kanseri

2.5.1. Tamimi ve epidemiyolojisi

Serviks (rahim agz1), uterusun vajinanin st kismi ile birlestigi bolgedir. Serviksin
dis yiizeyi ¢ok katli yassi epitel (skuamoz) hiicrelerden olugsmakta olup ektoserviks olarak
adlandirilir. Ektoserviks cesitli dis etkenlere karsi dokuyu korumaktadir. Serviksin ig
yiizeyi ise endoserviks olarak adandirilir ve salgt yapict (glanduler) epitel hiicreler ile
kaplhidir. Endoserviks ve ektoserviksin ge¢is kisminda tarnsformasyon zonu olarak
adlandirilan bir bolge vardir. Bu bolge, yeni yassi silindirik epitel siir1 olarak da
adlandirilan silindirik epitel ile yass1 epitel arasi degisime ugramis hiicrelerden
olusmaktadir (Sekil 2.19). Servikal karsinogenezin biiyiik bir kisminin bu bdlgedeki
mitototik aktivitesi yiiksek ve degisime ugramis bu hiicrelerde basladigi bilinmektedir.
Servikal kanserlerin yaklasik % 90’1 skuamdz epitelden kdken alir ve bunlar skuamoz
hiicre Kkanserleri olarak adlandirilirlar. Kalan % 10’luk kisim ise glanduler epitel

hiicrelerinden ortaya ¢ikan adenokarsinomlardir (WHO, 2014).

’ 3 / \% fundus

korpus
l internal os
4 i
- 'f“‘ endoserviks
3cm serviks servikal kanal

{ } eksternal os

vajina ektoserviks

Sekil 2.19. Dogurganlik yasindaki kadinlarda serviks yapist ve olgiileri (WHO,
2014)

Serviks kanseri, diinyada kadinlar arasinda en yaygin goriilen dérdiinctii, tiim kanser
tiirleri arasinda ise yedinci sirada yer almaktadir. Diinya saghk orgiitiiniin 2012 yilinda
yayinladigl rapora gore; tiim diinyada 528 000 (tiim kanserlerin % 12’si) yeni teshis

koyulmus ve 266 000 (tiim kanserlerin % 7.5°1) serviks kanseri ile iliskili 6liim rapor
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edilmistir. Serviks kanseri teshisleri ve Oliimlerinin yaklasik 10°da 9’u az gelismis

bolgelerde kaydedilmistir (IARC, 2012).

2.5.2. Risk faktorleri ve molekiiler biyolojisi

Timor gelisimi ¢ok asamali bir siirectir. Dolayisiyla bir¢cok faktor kanser
olusumuna neden olabilmektedir. Bu etkenlerden birisi de viriislerdir. Virlisler gerek
hayvanlarda gerekse insanlarda tiimor olusumuna sebep olabilmektedir. Insan papilloma
viriisii serviks kanserinin gelismesinde rol oynayan bir viriis olarak tespit edilmistir

(Tummers ve Van Dr Burg, 2015).

Insan papilloma viriisii (HPV); Papovaviridae ailesinden, kiigiik, zarfsiz, 45-50 nm
boyutlarinda, yaklasik 8000 bg’lik, halkasal yapili ve ¢ift zincirli DNA’dan olusan bir
DNA virtistidiir (Jiang ve Yue, 2014). HPV’ler yiiksek risk olusturan (HR-HPV) ve diisiik
risk olusturanlar (LR-HPV) olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir. Yiiksek risk olusturan
gruptan HPV-16 ve HPV-18 ozellikle serviks kanseri ile iliskilendirilmektedir. Tim
HPV’ler ayn1 genomik organizasyona sahiptir ve E1, E2, E4, ES, E6, E7 (erken) ile L1 ve
L2 (geg) olmak iizere 8 protein kodlarlar (Lagunas-Martinez vd., 2010).

HPV konak genomuna katilirken erken bolge genlerinden E2 geninde delesyon
olusur ve E2 eksprese edilemez. E2’nin yoklugunda E5, E6 ve E7 ekspresyonu
artmaktadir. ES dis apoptozda gorevli Fas ve TRAIL gibi hiicre 6liim yolaklarmi engeller.
E7 ise pRb gibi anti-apototik proteinlerin bozulmasini uyarir. E6 bax ve bak gibi pro-
apoptotik proteinlerin degredasyonuna yol acarken aymi zamanda da IAP’larin
ekspresyonunu uyarir (Fuentes-Gonzales vd., 2013). Bunun yan sira E6, p53 proteinlerini
bozarak hiicre dongiisiinin durdurulmasi1 ve apoptozu engelleyerek proliferasyonun
kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasina sebep olur (Sekil 2.20). Artan proliferasyonla birlikte DNA
hasar1 birikir ve sonugta aktive olmus onkogenler, kromozomal kararsizlik, viral ve
hiicresel DNA’nin metilasyonu, telomeraz aktivasyonu, hormonal ve immunogenetik
faktorler, transforme olmus hiicreleri olusturur (Lagunas-Martinez vd., 2010). Sonra
hiicreler enfekte oldukca proliferasyon artar ve yayilma gerceklesir. Ardindan ge¢ bolge

genlerinin ekspresyonu baslar. Viral genom ¢ogalir ve yapisal proteinleri olusturur.
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Boylece olusan viral partikiiller ¢cogalarak yiizeyden diger dokulari enfekte etmektedir
(Jiang ve Yue, 2014). Serviks kanserinde olusum siireci 10-20 yildir; bununla birlikte bazi
lezyonlarin bir kag yil igerisinde kanser olusturdugu da goriilmistiir. (Lagunas-Martinez
vd., 2010).

A)

PARP active
PRC, ADN-PK, XIAP,
CAD

*  APOPTOSIS
-

Sekil 2.20. HPV proteinlerin katildigi apoptotik sinyal yolaklari. A) HPV genomu,
B) HPV proteinlerin apoptotik sinyal yolaklar1 tizerindeki etkileri (Fuentes-
Gonzales vd., 2013)

Ayrica, Herpes simpleks virus (6zellikle HSV-2) enfeksiyonlarinin da papilloma
viruslar ile sinerjistik rol oynayarak servikal karsinoma olusumunu tetikledigi
diistiniilmektedir. HPV ile enfekte serviks epitelinin malign transformasyonunda bagisiklik
sistemi yanitinin da O6nemli oldugu diistiniilmektedir. HIV enfeksiyonu gibi bagisiklik
sistemin baskilandigi durumlarda servikal displazi ve invazif kanser riski, bagisiklik
sisteminin baskilanma derecesi ile iliskili olarak arttig1 belirlenmistir. Insan 18kosit antijen
(Human Leukocyte Antigen-HLA) genlerindeki polimorfizmlerin de HPV ile iliskili

servikal neoplazi olusumunda risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir (Chelimo vd., 2013).
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Epidemiyolojik ¢aligmalar gostermektedir ki; serviks kanserinin gelismesinde HPV
ile birlikte baz1 g¢evresel etmenler de rol oynamaktadir. Bunlar; sigara kullanimi, oral

gebelik onleyici ilag kullanimi, cinsel iliski ve seksiiel davranis, sosyoekonomik diizey ve

diyet olarak siralanabilir (Chelimo vd., 201; Louie vd., 2009).

2.5.3. Serviks Kanseri Tan1 ve Tedavisi

Servikal kanserde, erken donemde ortaya g¢ikan semptomlar postkoital kanama,
asiklik kanama, kanli ve kotli kokulu akinti; ge¢ donemde ortaya ¢ikan semptomlar ise
bacak ve kasik agrilari, fistiiller (servikovajinal, veziko-vajinal, serviko-rektal, rekto-
vajinal), bobrek fonksiyon bozukluklari, alt ekstremitede 6dem, anemi ve kilo kayb1 olarak
sayilabilir. Servikal displazi veya karsinoma in situ durumunda iken teshis edilen
kanserlerde tedavi basarisi yiiksek olabilmekle birlikte metastaz durumunda tedavi
giiclesir. Serviks etrafinda bulunan genis kan ve lenf damarlar1 ag1 ve bobreklerden idrar
torbasina ilerleyerek rahim agzina c¢ok yakindan gegen idrar yollari, serviks kanseri
hiicrelerinin rahim agzinda yerlestikten sonra derinlere dogru ilerleyerek komsu doku ve
organlara yayilmasini kolaylastirir. Tlerlemis olgularda yayilan kanser hiicreleri, bobrek ve
idrar kanallarinda tikanmalar meydana getirerek, bobreklerde anormal genislemeler
(hidronefroz)’e, idrar kanallarinda sisme ve genislemeler (hidroureter)’e neden olur

(Aydmer vd., 2016; WHO, 2014; Andrea vd., 2012).

Servikal kanserin tedavisinde; kanserin derecesi ve evresi 6nemli rol oynar. Tedavi
lokal ya da sistemiktir. Lokal tedaviler; bir bdlgedeki kanser hiicrelerinin cerrahi
yontemlerle ya da radyasyon ile temizlenmesidir. Sistemik tedavi ise; viicudun diger
kisimlarina yayilmis olan anormal hiicreleri kontrol altina almak i¢in uygulanir. Hastaligin
iyilesme orani; kanserin tipi ve yerlesimi, evresi, metastaz hizi, hastanin yas1 ve genel

durumu ve tedaviye yanit verip vermedigiyle ilgilidir (WHO, 2014).

Gilinimiizde servikal kanser tedavisinde, cerrahi, radyasyon tedavisi ve kemoterapi
kullanilmaktadir. Kullanilan tedavi yontemlerinin pek ¢ok dezavantaji vardir. Cerrahi
uygulamalarin ardindan kanamalar ve kramplar gozlenmektedir. Uterusun kaybedildigi

durumlarda ise hastalarda psikolojik travmalar ortaya ¢ikabilmektedir. Radyasyon tedavisi



35

ise yogun bir yorgunluk hissi olusturmakla beraber sa¢ dokiilmesi, ciltte kizarma, kuruma,
kasinma ve gevsemeye neden olur. Siddetli ve uzun siireli diare ile idrara ¢ikma sirasinda
act hissedilmesi, radyasyon tedavisinin diger yan etkileridir. Kemoterapi ise kan hiicreleri,
kil kokii ve sindirim sistemi hiicreleri gibi siklikla boliinen hiicreleri de etkilediginden
olumsuz pek ¢ok yan etki olusturmaktadir. Ayrica kemoterapiden etkilenen kan hiicreleri,
hastanin enfeksiyonlara yatkinlagmasina, halsizlik hissetmesine ve yaralarinda kanama
siiresinin uzamasina neden olurken, sa¢ kokii hiicrelerinin hasar goérmesiyle saglarin
kaybedilmesi de psikolojik problemler yaratabilir. Sindirim sistemi hiicrelerinin
kemoterapoétiklerce etkilenmesi sonucunda ise kusma, mide bulantisi ve istahsizlik gibi yan

etkiler goriilmektedir (WHO, 2014 Sabuncuoglu ve Ozgiines, 2010).

Giiniimiizde serviks kanserinin tedavisinde en yaygin kullanilan ilag sisplatindir.
Sisplatin, DNA-platin birlesimi sebebiyle DNA’ya hasar vererek sitotoksik etki
gostermektedir (Pectasides vd., 2008). Bu sebeple kanserli hiicrelerin yani sira normal
hiicreler iizeirnde de sitotoksik etki gostermekte ve buna bagli olarak hastalarda pek ¢ok
yan etki goriilmektedir. Ayrica hiicrelerde sisplatine karsi direng gelismesi tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Bunun yani sira sisplatin ile 5-FU adjuvan terapi olarak siklikla
kullanilmaktadir. Fakat yapilan arastirmalarda sisplatin ve 5-FU kombine verildiginde bile
hastalarin 5 yillik sag kalimlarinin ancak % 9 oldugu bildirilmistir. Dahasi, bu kombine
tedavi yaklasgiminin hastalarda l6kopeni, ototoksisite ve norotoksisite gibi ana problemlere
sebep oldugu belirtilmistir (Kaern vd., 1999). Bu sebeple serviks kanserinin tedavisi i¢in
kanserli hiicreler iizerinde diisiik dozlarda giiglii sitotoksik etki gdsteren fakat normal

hiicreler tizerindeki sitotoksisitesi az olan yeni maddelerin arayisi stirmektedir.

2.6. Deguelin

Kanser, tiim teknolojik gelismelere ve arastirmalara ragmen hala tiim diinyada en
onemli saglik sorunlarindan birisidir. Kanseri dnleme ve tedavi etme amaciyla pek ¢ok
bilimsel ¢aligma yapilmaktadir. Bu konuda kimyasal sentezlenen maddelerin disinda son
zamanlarda bitkiler tarafindan {iretilen dogal maddelerin farkli kanserli hiicrelerin
¢ogalmasi iizerindeki etkileri oldukca dikkat ¢ekmistir (Nobili vd., 2009). Deguelin de,

Mundulea sericea’nin da i¢inde bulundugu Leguminosae familyasina ait gesitli bitkilerden
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izole edilebilen, rotenoid kokenli bir sekonder metabolit olup (Sekil 2.20), in vivo ve in
vitro calismalarda diisiik dozlarda degisik kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyerek

kemopreventif ve kemoterapotik etki gosterdigi belirlenmistir (Murillo vd., 2002).

Kemopreventif ajanlar kanserin erken evrelerinde ve ilerleme asamalarinda etki
ederken, kemoterapdtik ajanlar karsinogenezin geg¢ ve agresif agsamalarinda etki etmektedir.
Dolayisiyla kemopreventif ajanlarin kemoterapoétiklere gore daha az toksik olmasi, daha
giivenli alternatifler olabilecegini diisiindiirmektedir. Deguelin ile yapilan gesitli in vivo ve
in vitro c¢alismalarda farkli kanser hiicrelerinde kemopreventif 6zelliginin oldugu da
belirlenmistir. Dahasi, cogu kemopreventif ajanlarin potansiyel adjuvan kemoterapotik

ajan olarak diistiniilebilecegi de bildirilmistir (Garewal, 1991; Sekil 2.21).

Yapilan in vivo ¢alismalarda A/J farelerine viicut agirligina gore 10 giin boyunca
5,0 ya da 10,0 mg/kg dozlarinda verilen deguelinin akciger kanser olusumunu engelledigi
belirlenmistir (Yan vd., 2005). Bunun disinda 2 ve 4 mg/kg deguelinin Sprague-Dawley
farelerinde farmokokinetik ve kemopreventif o6zellikleri (Udeani vd., 1997; 2001)

belirlenmistir.

Deguelin ile ilgili yapilan gesitli in vitro ¢alismalarda ise; U937 16semi (Liu vd.,
2005), Jurkat lenfoma hiicrelerinde (Shu vd., 2008; Chen vd 2009), insan kolon kanser
(HT29) hiicrelerinde (Murillo vd., 2002), karaciger kanseri (HepG2) hiicrelerinde (Lee vd.,
2008), gastrik kanser (MKN-28, SNU-484 ve AGS) hiicrelerinde (Lee vd., 2010), insan
meme kanseri (SKBR-3 ve MCF-7) hiicrelerinde, insan premaliganant ve malignant
bronsiyal epitel (HBE) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser (NSCLC) hiicrelerinde
(Jin vd., 2007) disiik dozlarda ¢ogalmay1 baskilayici etkileri rapor edilmistir.
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Sekil 2.21. Deguelin’in kimyasal formiilii (Hall ve Lotan, 2004)

Ayrica, deguelinin pek c¢ok kanserli hiicre dizisi iizerinde in vitro yapilan
arastirmalarda Wnt sinyal yolag: (Murillo vd., 2002), Bcl-2 ve survivin (Chen vd., 2009),
p21, p53 ve survivin ile Akt ve NFxB sinyal ileti yolaklart (Eva vd., 2007),
cyclooxygenase-2 (Lee vd., 2004), 1s1 sok protein (hsp90) (Oh vd., 2007), apoptoz
inhibitorleri (Peng vd., 2010) ve apoptozun baslatilmasi ve ilerletilmesinde gorevli pek ¢cok
farkli yolagin diizenlenmesi yoluyla hiicre ¢ogalmasini durdurdugu ya da apoptotik hiicre

Olumiinii uyardig belirlenmistir.

Buna ilaveten kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétikler ile birlikte kombine
deguelin uygulamalarinin kemoterapdtiklerin  sitotoksik etkilerini arttirdigt da farkl
caligmalarda rapor edilmistir (Peng vd., 2007). Ayn1 zamanda yapilan farkli bir ¢alismada
ise deguelinin meme kanseri hiicrelerinde radyoterapi uygulamalarinda radyaterapiye

duyarlilig1 arttirdigi da rapor edilmistir (Yiv vd., 2008).

Deguelin ile ilgi yapilan pek ¢ok in vivo ve in vitro arastirma gosteriyor ki; deguelin
degisik kanser hiicrelerinde farkli yolaklar {izerinden seg¢ici olarak ¢ogalmay1 baskilayarak,
hiicre dongiislinii durdurarak, apoptozu uyararak, anjiyogenezi engelleyerek, sagkalim
sinyal yolaklarin1 engelleyerek ve kanser olusumunu Onleyerek kemopreventif ve
kemoterapotik 6zellikler géstermesi sebebiyle umut vaad eden bir maddedir. Biz de
aragtirmamizda deguelinin insan serviks kanseri hiicre dizisi (HeLa) iizerindeki ¢cogalmay1
baskilayict ve apoptozu uyarict etkilerini ve bu etkilerin olast mekanizmasini arastirmayi

amagliyoruz.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel calismamizin hiicre kiiltiirli, hiicre ¢cogalmasinin baskilanmasi ve hiicre
oliimiinii belirleme asamalar1 Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii; Hiicresel Arastirma Laboratuvari’nda, gen ekspresyonlarinin
belirlenmesi asamasi ise Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma

Enstitiisii; Genetik Laboratuvari’nda yapilmstir.

3.1.Hiicre Kiiltiiria

3.1.1. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi

Epitelyal kokenli insan servikal karsinoma (HeLa) hiicreleri kiiltiire alinan ilk
Olumsiiz insan hiicre dizisidir. 1951 yilinda, 31 yasindaki Henrietta Lacks isimli bir
hastadan, rahim kanseri siiphesiyle, John Hopkins Hastanesi’nde Doktor George Gey
tarafindan alinan biyopsi Orneginin hiicre kiiltlirii laboratuvarinda kiiltiire edilmesiyle
cogaltilmigtir (Caverly 2012). O giinden itibaren de kiiltiir ortaminda iiretilmeye devam
edilmektedir. Halen biyoloji, tip ve ilag gelistirilmesi gibi in vitro bir¢cok alanda model

hicre olarak kullanilmaktadir.

Calismamizda daha onceden Amerikan Kiiltiir Koleksiyon’ undan satin alinan
HeLa hiicre dizisi kullanilmistir. Dondurulan Hela hiicreleri, oda 1sisinda ¢oziildiikten
sonra % 10’luk fetal dana serumu (FBS, Sigma) ve % 1’lik penisilin-streptomisin
antibiyotik ¢6zeltisi (Sigma) igeren Dulbecco’nun modifiye ettigi Eagle Medium (DMEM,
Sigma) besi ortami i¢inde 5 dakika, +4 °C ve 1200 devir/dakikada santrifiij (Eppendorf)
edilmistir. Santrifiij sonunda tiiplin tabanina toplanan hiicreler, 5 mL taze besi ortami
igeren 25 em? lik kiiltir kabma aliarak 37 °C’de, % 5 CO, ve % 95 nem igeren
karbondioksitli inkiibatorde (Thermo) Kkiiltiire edilmistir. Belirli araliklarla hiicrelerin
cogalma durumlan takip edilerek yaklasik % 80-90 yogunluga ulastiklarinda, 75 cm?’lik

kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Hiicreler haftada bir pasajlanmis ve besi ortamu iki giinde bir
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degistirilerek kiltiirlin devamliligi saglanmistir. Hiicrelerin ¢ogalmalari, canliliklart ve

morfolojik yapilart diizenli bir sekilde takip edilmistir

3.1.2. Hiicrelerin deneye alinmasi

Deneye alinacak hiicrelerin Oncelikle ters 151tk mikroskobunda (Nikon, TS100)
yogunluklar1 kontrol edilmistir. Hiicreler yaklasik olarak % 80-90 yogunluga ulastiklarinda
deneye alinmistir. Ilk olarak kiiltiir kabindaki tiim besi ortami pipet yardimi ile cekilerek
uzaklastirilmistir. Ardindan kiiltir kabina 3 mL % 0,25’lik tripsin-EDTA (Sigma)
soliisyonu koyularak inkiibatorde 5 dakika bekletilmistir. Siire sonunda ters 1s1k
mikroskobunda hiicrelerin durumu kontrol edilmis ve tiim hiicrelerin kiiltiir kabinin
tabanindan ayrildigr gozlemlendikten sonra tripsinin hiicrelere zarar vermemesi igin
aktivitesini sonlandirmak amaciyla icerisinde 9 mL besi ortami bulunan santrifiij tiipiine
aliarak 5 dakika, +4 °C ve 1200 devir/dakikada santrifiij yapilarak hiicrelerin tiipiin
dibinde toplanmasi saglanmistir. Ustteki sivi, altta 1 mL birakilarak pipet yardimiyla
uzaklagtirllmig ve birkag pipetleme islemi ile dipteki hiicrelerin kalan sivi i¢inde homojen

hale gelmesi saglanmaistir.

3.1.3. Hiicrelerin saymm

Calismada kullanilan yontemlere gore deneye alinacak hiicre sayist farklidir. Bu
sebeple hiicrelerin deneye alinmadan 6nce mutlaka sayilmasi gerekir. Bu amagla kullanilan
en yaygin yontem tripan mavisi ile hiicrelerin boyanmasi ve sayilmasidir. Tripan mavisi
yontemi, zar gecirgenligi kaybolan 6lii hiicrelerin boyay1r i¢lerine alarak mavi renkte
goriinmesi ve bu hiicrelerin sayilarak total ve canli hiicre sayisinin hesaplanmasi esasina
dayanmaktadir (Freshney, 2000). Santrifiij tiipiindeki 1 mL hiicre siispansiyonundan sayim
icin 0,2 mL alinarak iizerine 0,3 mL Hanks’mn dengelenmis tuz soliisyonu (HBSS, Sigma)
ve 0,5 mL tripan mavisi (Sigma) koyulduktan sonra 5 dakika karanlik ortamda
bekletilmistir. Siire sonunda 10 pL 6rnek hiicre sayim cihazinda (Cedex XS, Innovatis)

sayllmstir.
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3.1.4. Hiicrelerin kiiltiir kaplarina ekilmesi

Calismamizda, deguelin dozlarmin hiicre ¢ogalmasi Tlizerindeki etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarima 100 pL besi ortami igerisinde 1x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmistir. Kiiltiir kaplar1 inkiibatoére kaldirildiktan

sonra hiicrelerin tabana tutunmasi i¢in 24 saat beklenmistir.

3.1.5. fla¢ dozlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Toz halde satin alinan deguelin (Cayman), dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma) i¢inde
¢oziilerek 50 mM ana stok ¢oOzeltisi hazirlanmis ve -20 °C’de saklanmustir. Literatiir
taramasi sonucunda 1, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM deguelin dozlarinin
uygulanmasina karar verilmistir. Deguelin dozlari, ana stogun besi ortami ile
seyreltilmesiyle her deney oncesinde taze bir sekilde hazirlanarak uygulanmistir. Ayrica
deguelin dozlar1 uygulanmayan sadece besi ortami iceren gruplar ise negatif kontrol grubu
olarak kullanilmistir. Calismada denenen en yiiksek doz olan 300 uM deguelin dozu iginde
bulunan DMSO’nun etkisini belirlemek amaciyla birde ¢o6ziici kontrol grubu

hazirlanmstir.

Calismamizda deguelinin etkisini kiyaslayabilmek i¢in giiniimiizde serviks
kanserinin tedavisinde geleneksel kemoterapétik ajan olarak kullanilan sisplatin (Sigma)
(1, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM) ve 5 florourasil (5-FU, Sigma) (1, 10, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM) dozlar1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Pozitif
kontroller DMSO igerisinde ¢oziilerek 50mM anastok hazirlanmis ve deneyde uygulanacak

olan dozlar her deney 6ncesinde taze olarak uygun seyreltmelerle hazirlanmustir.

Hiicreler 100 pL igerisinde hazirlanan deguelin ve pozitif kontrol dozlar ile 24 ve

48 saat siireyle inkiibe edilmistir.
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3.2. Mitokondriyal aktiviteye dayal hiicre ¢ogalmasinin belirlenmesi

Deguelinin, hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in kolorimetrik ve
kantitatif bir metot olan ve ilk kez Mossmann tarafindan tanimlanan 3-(4,5-dimetiltriazol-
2-il)-2,5 difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi kullanilmigtir (Mossmann, 1983). Sar1
renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT hiicre igerisine alindiginda, hiicre mitokondrisinde
bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi yardimiyla formazan tuzlarina doniistiiriiliir (Sekil
3.1). Suda ¢oziinemeyen mavi-mor renkteki formazan zardan gecemedigi i¢in hiicre i¢inde
toplanir. Uygun organik ¢oziiciiler (DMSO, izopropanol vb.) kullanilarak bu formazan
tuzlart ¢oziinebilir ve olusan mor renkli boya konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
Olgtilebilir (Berridge vd., 2005). Elde edilen absorbans canli hiicre sayisi ile
iligkilendirilebilir. Ciinkii hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi mitokondrinin saglamligi ve

metabolik aktivitesi ile dogrudan baglantilidir.

MTT yontemi; hizli, kolay, diisiik maliyetli, hassas, giivenilir ve ¢ok sayida 6rnek
ile c¢alisabilme imkanmi1 sagladigi igin hiicre canliligi, c¢ogalmasi ve sitotoksisite

calismalarinda ¢ogunlukla tercih edilen bir yontemdir (Vellonen, 2004).

CH;
CH; Q CH,
S
NG N N=—N
O~E 0K
N +2H N—N
©
Br HBr
MTT MTT formazan

Sekil 3.1. MTT’ nin kimyasal yapis1 ve formazana dontigsmesi (Stockert vd., 2012)
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Deguelin, sisplatin ve 5-FU’nun farkli konsantrasyonlarinin ilave edildigi kiltiir
kaplar1 inkiibasyon siireleri sonunda, her bir kuyucuga 20 uL MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL,
Sigma) ilave edilerek 4 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda kiiltiir kaplarmin igerikleri
bosaltilmis ve formazan tuzlarinin ¢oziinmesi i¢in 100 pL. DMSO koyularak, 5 dakika
karanlik ortamda bekletilmistir (Sekil 3.2). Ardindan 550 nm dalga boyunda

spektrofotometre cihazinda (BioTek) dl¢lim yapilmistir.

24 saat 48 Saat

K 1 10 25 50 75 100 150 200 250 300 K K 1 10 25 50 75 100 150 200 250 300 K
100 150 200" 250" i e _ ittt o et

- . 7 N ~ 3 ’ \
/ A / 4 y J

XY

Sekil 3.2. HeLa hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca uygulanan deguelin dozlarinin
spektrofotometre cihazinda okunmadan onceki mor renkli formazan tuzlarinin
goruntisu

Canli hiicrelerdeki aktif mitokondrilerde olusan formazan {iriinii canlt hiicre sayisi
ile dogrudan iligkili oldugu i¢in, ila¢ uygulanmayan kuyucuklardaki negatif kontrol
hiicrelerinin optik yogunluguna gore ilag uygulanan kuyucuklardaki hiicrelerin canl hiicre

yiizdeleri hesaplanmistir. Bu hesaplama i¢in asagidaki formiil kullanilmistir (Cao, 2010).

flag uygulanan her bir kuyucuktaki absorbans degeri x 100

Negatif kontrol kuyucugundaki absorbans degeri
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3.3. Hiicre morfolojisi iizerindeki etkilerin belirlenmesi

Canlilar1 olugturan hiicrelerin sekilleri kdken aldiklar1 dokuya, bulunduklari
bolgeye ve gorevlerine gore 6zellesmistir. Hiicrenin seklini belirleyen ve koruyan yapi
hiicre ici iskelet elemanlaridir (Thery ve Bornens, 2006). Boliinme siireci veya hiicre i¢i ya
da disindan gelen bir takim uyarilar sebebiyle hiicre morfolojisinde degisiklikler
gerceklesebilir. Bunlar normal hiicre seklinin degismesi veya hiicrenin boyut olarak
kiiciilmesi seklinde olabilir (Cadart vd., 2014). Tiim bu degisimler mikroskobik inceleme
ile gbzlemlenebilmektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda uygulanan farkli maddelerin de
deneye alinan hiicrelerin morfolojisinde bir takim degisikliklere sebep oldugu

belirlenmistir (Paluch ve Heisenberg, 2009; Elliot ve Ravichandran, 2016).

Calismamizda, uygulanan deguelin dozlarinin HeLa hiicre morfolojisi lizerindeki
degisiklikleri incelemek amaciyla 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 100 pL besi ortami
icerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmis ve hiicrelerin tabana
tutunmasi icin 24 saat beklenmistir. Deguelin dozlarinin, hiicre morfolojisi iizerindeki 24
ve 48 saatlik etkileri, ters 151k mikroskobunda incelenerek morfolojik degisiklikler

Kameram 21 programi araciligiyla goriintiilenmistir.

3.4. Hiicre oliimiiniin belirlenmesi

Deguelinin, hiicre ¢ogalmasi ve morfolojik etkileri doza ve zamana bagh olarak
degerlendirildikten sonra, belirlenen etkinin apoptotik hiicre olimii ile gergeklesip
gerceklesmedigini incelemek amaciyla Hiicre Oliimii Belirleme ELISA kiti (Roche)
kullanilmistir. Bu kit, hiicre lizatlarinin sitoplazmik boliimlerindeki tek- ve/veya ¢oklu-
niikleozomlarin spesifik olarak belirlenmesi prensibine dayanir. Kitin iginde bulunan
streptavidin kapli kuyucuklara hiicre lizati, anti-histon-biyotin ve anti-DNA-peroksidaz
koyularak inkiibe edilir. Bu inkiibasyon siiresinde anti-histon antikoru niikleozomlardaki
histon elemanlarina baglanir ve biyotin aracilifiyla da streptavidin kapl kuyucuga tutunur.
Ayni zamanda anti-DNA-peroksidaz antikoru ise niikleozomlardaki DNA ile reaksiyona

girer. Immiino-komplekse tutunmus peroksidaz sayesinde niikleozomlarin miktari
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kantitatif olarak belirlenir. Peroksidaz ise ABTS substrati sayesinde spektrofotometrik

olarak odlgtilebilir (Sekil 3.3).

O O
Q()\O’U‘ O o O
\ Streptavidin Anti-histon- Niikleozom iceren Anti-DNA- ABTS substrat
Kultir kabinin biyotin ornekler peroksidaz
duvari

Sekil 3.3. Hiicre dliimii belirleme kitinin ¢aligma prensibi

Calismamizda, hiicre Oliimiinii belirleme yontemi icin 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarma 100 pL besi ortamu igerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapilmistir. Kiiltiir kaplari inkiibatore kaldirildiktan sonra hiicrelerin tabana tutunmasi igin
24 saat beklenmistir. Deguelinin, MTT yonteminden elde edilen sonuglar1 dogrultusunda
hiicre o6liimiiniin belirlenmesi i¢in 25, 50 ve 100 uM dozlar1 seg¢ilmistir. Belirlenen
deguelin dozlarmin HeLa hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulamasinin ardindan hiicre

olimii belirleme kiti iiretici firmanin talimatlarina gore uygulanmstir.

Kiiltiir kaplar1 10 dakika 200 g’de santrifiij edildikten sonra iistte kalan siipernatant
atildiktan sonra her bir kuyuya apoptotik hiicre 6liimiinii belirlemek i¢in 200 pL liziz
tamponu ilave edilerek karanlik ortamda 30 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda 96
kuyucuklu kiiltiir kaplar1 tekrar 200 g’de 10 dakika daha santrifiij edilmistir. Secilen
kuyulardaki icerik alinarak (20 pL) streptavidin kapli kuyucuklara konularak {izerine anti-
histon-biyotin ve anti-DNA-peroksidaz antikorlari igeren reaktifler eklenmistir. Bu kiiltiir
kaplar1 oda sicakliginda 300 devir/dakika calkalanarak 2 saat bekletilmistir. Bu siiregte
anti-histon-biyotin antikoru histonlara ve streptavidin kapli kuyucuklara tutunurken, anti-
DNA-peroksidaz ise niikleozomlar arasindaki DNA’ ya tutunmustur. Ardindan ortamda
kalan bilesenleri uzaklastirmak i¢in 3 defa yikama islemi yapilmistir. Ardindan 100 pL
ABTS ilave edilmis, 10-20 dk bekledikten sonra ABTS Stop soliisyonu eklenmistir.
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Peroksidazlar, ABTS substrati sayesinde 405-490 nm dalga boyunda spektrofotometrede
dl¢iilmiistiir (Sekil 3.4). immiinokomplekslere tutunmus olan peroksidazlarin dl¢iilmesiyle
niikleozom miktar1 kantitatif olarak belirlenmistir. Hiicrelerdeki DNA pargalanma miktari
asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Kor; 20 pL inkiibasyon tamponu + 80 pL antikor
igeren reaktif tamponundan olusmaktadir (Catalano vd., 2004).

Zenginlestirme (Enrichment) Faktorii: (Doz-Kor)/(Kontrol-Kor)

ISCTTTT T N

Sekil 3.4. HeLa hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca uygulanan deguelin dozlarinin
spektrofotometre cihazinda okunmadan 6nceki goriintiisii

3.5. Gen anlatim diizeylerinin belirlenmesi

Deguelinin, apoptotik gen anlatim diizeylerine etkisini belirlemek amaciyla gercek
zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemi kullanilmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonu, DNA’ nin istenilen bir parcasinin primer denilen 15-20 niikleotidlik bir
oligoniikleotit dizisi kullanilarak sicakliga dayanikli polimeraz enzimi yardimu ile in vitro
olarak c¢ogaltilmasidir (Broeders vd., 2014). Molekiiler calismalarda yaygin olarak tercih
edilen bir yontem olmasi sebebiyle teknolojik gelismeler bu yontemin hizla gelismesine ve
farkl: tilirlerinin kullanima sunulmasina yol agmistir. Son dénemlerde pek ¢ok arastirmaci
tarafindan tercih edilen tiiri gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
sistemleridir. Bu sistem, her bir dongiide yeterli miktarda {iriiniin verdigi floresan 1s13a
bagli olarak reaksiyonu ve olusan iirlinii es zamanli olarak sonuna kadar takip etme imkani
saglamaktadir (Sekil 3.5). Genis bir uygulama alani, daha az kontaminasyon riski,

6zgiinliik, 10" kat daha fazla hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve daha az zamanda sonug
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alabilme gibi avantajlar1 sebebiyle pek cok laboratuvarda giivenle kullanilmaktadir.
Hiicrelerde rolatif gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ¢aligmalarinda siklikla tercih

edilen bir yontemdir (Broeders vd., 2014; Mocellin vd., 2003).

Taq Polimeraz
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Sekil 3.5. Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ¢alisma prensibi
(Mocellin vd., 2003)

Gen anlatim diizeylerinin belirlenmesi i¢in ise, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 500
uL besi ortamu igerisinde 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmustir. Kiiltiir
kaplar1 inkiibatore kaldirildiktan sonra hiicrelerin tabana tutunmasi ig¢in 24 saat
beklenmistir. Deguelinin, (TP53, SURVIVIN, FAS, KASPAZ 3) gen anlatim diizeyleri
tizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi i¢in 25 ve 100 uM dozlar secilerek 24 ve 48 saat

stireyle uygulanmigtir.
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3.5.1. RNA izolasyonu

Hiicrelerden total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti (Ambion) kullanilarak
iiretici firmanin talimatlarina gore yapilmistir. Kitin i¢inden ¢ikan liziz tamponuna 1 mL’
ye 10 pL 2-merkaptoetanol eklenmis ve her gruba hiicre miktarina gore 300 pL bu liziz
tamponundan eklendikten sonra pipet ile karigtirilip tiiplerine aktarilmistir. Hiicre lizatina
ayn1 miktarda % 70’ lik etanol eklenmis ve vorteks iizerinde ¢alkalanmistir. Igerik, filtreli
tiiplere aktarilmis ve oda 1sisinda 15 saniye 12,000 g’ de santrifiij (Eppendorf) yapilmistir.
Ardindan yikama tamponu 1 ve yikama tamponu 2 ile 3 defa yikama islemi yapilmistir.
Daha sonra sadece filtre 12,000 g’ de 1-2 dakika santrifiij yapilmis ve filtre yeni bir tiipe
yerlestirilmistir. Sonra filtreye 50 pL RNaz icermeyen su konulmus ve oda 1sisinda 1
dakika bekletilmistir. Siire sonunda 2 dakika 12,000 g’ den yiiksek devirde santrifii
yapilmistir. Bu esnada filtrede bulunan RNA su ile birlikte tiipte toplanmistir. Elde edilen
RNA’ larin miktar ve kalitelerinin 6lgtimii Nanodrop cihazi (Thermo Nanodrop 1000) ile
yapilmistir. Her 6rnek 10 pL’ de 1 ug RNA olacak sekilde sulandirilmistir. RNA 6rnekleri
-80 °C’ de depolanmastir.

3.5.2. cDNA sentezi

Calismamizda Moloney Murine Leukemia Virus (MMLYV) ters transkriptaz enzimi
kullanilarak total RNA’ lardan mRNA molekiillerinin DNA komplamenterleri (cCDNA)
sentezlenmistir. Her ornege 1 pL random primer eklenerek 70 °C’ de 10 dakika

bekletilmistir. Bu esnada cDNA sentezi i¢in gerekli karigim hazirlanmistir.

cDNA reaksivon karisimi:

Reaksiyon karisim Konsantrasyon (nL) Nihai miktar
M-MLV tampon o X 4 uL
25 mM dNTP karigimi 10 mM 2uL
0,1 mM Dithiothreitol (DTT) 0,1 mM 1 ulL
Ters transkriptaz 200 U/uL 1 uL
RNaz inhibitor 20 U/uL 1 uL

dH,0
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Bu karisim ilk hazirlanan 6rnek karisimina eklendikten sonra 25 °C’ de 10 dakika,
42 °C’ de 60 dakika ve 70 °C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda elde edilen
cDNA molekiilleri polimeraz zincir reaksiyonu asamasinda kalip olarak kullanilmistir.

cDNA ornekleri -20 °C’ de depolanmastir.

3.5.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

cDNA’ lar1 elde edilmis olan genlerin anlatim diizeylerindeki degisiklikler
Universal Prob Library (UPL) problar1 kullanilarak kantitatif es zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi ile incelenmistir. Bu reaksiyon i¢in gerekli tiim bilesenleri i¢inde

bulunan karisim hazirlanmstir.

RT-PZR reaksivon karisimi:

Reaksiyon karisimi Konsantrasyon (uL) Nihai miktar
dH,0 1,8 uL
Primer F 10 pikomol 0,5 uL
Primer R 10 pikomol 0,5 uL
Master karisim (LC480) 2X 5ul
Prob 10 uM 0,2 uL

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in cihaza 6zgli 96 kuyucuklu kabin islem yapilacak
her bir kuyucuguna 8 puL bu karisimdan konulmus ve iizerine 2 pL. ¢cDNA o&rnekleri
eklenmistir. Calismamizda tim hiicrelerde gen anlatimi oldugu bilinen CYPAL geni
referans gen olarak degerlendirilmistir. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonu (Roche

LightCycler 480 System) gerceklestirilmistir.



RT-PZR programi:

95 °C’ de 11 saniye — 1 dongii
95 °C’ de 10 saniye

60 °C’ de 10 saniye ~— 45 dongii
72 °C’ de 1 saniye

40 °C’ de 10 saniye - 1 dongii
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Gen anlatimlarinin degerlendirilmesinde her gen i¢in 1s1manin basladigi Ct degeri

kullanilmistir. Housekeeping genin Ct degerinden hedef genlerin Ct degerleri ¢ikartilarak

ACt degeri hesaplanmistir (ACt = Cthousekeeping — Clhedef gen). Elde edilen ACt degerinden her

genin kendisine ait kontrol grubunun ACt degeri ¢ikarilarak AACt degeri elde edilmistir
(AACt = ACtneget gen — ACthedef gen kontrol). Ardindan elde edilen AACt degeri ile 27!

degerleri hesaplanmis ve istatistiksel analizler yapilmistir. Calismada kullanilan
primerlerin listesi ¢izelge 3.1 de gosterilmistir.
Cizelge 3.1. Primer dizileri
L % Prob
GEN DIZI Uzunluk Tm
GC No
F: 5’TCTGCTTCAAGGAGCTGGA-3’ 19 59 |53
SURVIVIN 36#
R: >’ AAAGTGCTGGTATTACAGGCGTA-3’ 23 60 |43
F: 5>CCCCAGCCAAAGAAGAAAC-3 19 59 |53
TP53 58#
R: 5’AACATCTCGAAGCGCTCAC-3’ 19 59 |53
F: 5’GTGGACCCGCTCAGTACG-3’ 18 60 | 67
FAS 60#
R: 5’TCTAGCAACAGACGTAAGAACCA-3’ 23 59 |43
F: SCTGGTTTTCGGTGGGTGT-3’ 18 59 |56
KASPAZ3 34#
R: 5’CCACTGAGTTTTCAGTGTTCTCC-3’ 23 60 | 48
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3.6. istatistiksel Analizler

Calismamizda uygulanan her bir deney birbirinden bagimsiz olarak 3 defa tekrar
edilmistir. Deney gruplar arasindaki farkliliklar, Statistics Program for Social and Science
12.0 (SPSS) istatistik programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan
Tukey’ in ¢ok yonlii karsilastirma ydntemiyle degerlendirilmistir. ilag uygulanmayan
negatif kontrole gore % 50 oraninda hiicre 6liimiine neden olan doz hesaplanarak 1Cs
degeri olarak kabul edilmistir. DNA fragmentasyon orani Zenginlestirme faktoriine gore
hesaplanmistir. Istatistiksel olarak degerlendirilen verilerin grafikleri Microsoft Excel

(Office 2010) programi yardimiyla ¢izilmistir.

Rolatif mRNA diizeyleri ACt metoduna gore hesaplanmistir. Negatif kontrol ve
dozlar arasindaki rolatif anlatim diizeylerindeki farkliliklar t-testi ile karsilastirilmistir.
Istatistiksel analizler GraphPad Prism V ile yapilmis ve grafikler ¢izilmistir. Tiim
analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Cizilen grafiklerde

istatistiksel anlamliliklar uygun isaretlerle gosterilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Serviks kanseri, diinyada kadinlarda goriilen kanserler arasinda dordiincii sirada yer
almaktadir. Glinlimiizde serviks kanserinin tedavisi i¢in cerrahi miidahalenin ardindan
radyasyon tedavisi ve kemoterapi uygulanmaktadir. Fakat kullanilan kemoterapotik
ajanlarin pek ¢ok yan etkisi goriilmektedir (WHO, 2014). Bu sebeple daha az yan etkiye
sahip, kanserli hiicreler iizerinde segici sekilde diisiik dozlarda daha fazla sitotoksik etki
gosteren yeni ilag arastirmalar1 devam etmektedir. Bilimsel ve teknolojik gelismelerin hizla
arttig1 giiniimiizde kanserle ilgili ¢aligmalar 6nem kazanmakta ve sayisi giinden giine daha

da artmaktadir.

Son yillarda kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engellemek i¢in yapilan ¢alismalarda,
ozellikle bitkisel kokenli maddelerin arastirilmasi oldukga popiilerdir. Deguelin de
Legiiminosa familyasina ait farkli pek ¢ok bitkiden izole edilmis flavonoid kokenli bir
rotenoidtir. Deguelinin farkli kanser hiicre dizileri tizerinde diisiik dozlarda sitotoksik
etkiye sahip oldugu c¢alismalarla rapor edilmistir (Murillo vd., 2002). Yapilan literatiir
calismasinda deguelinin insan serviks karsinoma (HelLa) hiicre dizisi iizerindeki doza ve
zamana bagl sitotoksik ve apoptotik etkileri ile ilgili ayrintili herhangi bir calisma

olmadig belirlenmistir.

Bu c¢alismamizda ilk olarak deguelinin HeLa hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkilerini MTT yontemi ile arastirdik. Ardindan deguelinin HelLa hiicre morfolojisi
tizerindeki etkilerini ters 11k mikroskobu yardimiyla inceledik ve goriintiiledik.
Deguelinin, HeLa hiicrelerindeki apoptotik etkilerinin aragtirilmasi i¢in DNA
fragmentasyon elisa yontemini kullanildik. Son olarak da deguelinin HeLa hiicrelerinde
TP53, SURVIVIN, FAS ve KASPAZ3 gen anlatim diizeyleri iizerindeki etkisini RT-PZR

yontemi ile arastirdik.
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4.1. Deguelinin HeLa Hiicre Cogalmas1 Uzerindeki Etkileri

Calismamizda, 1, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM deguelin dozlarinin
24 ve 48 saatte HeLa hiicreleri tizerindeki ¢cogalmay1 baskilayici etkilerinin belirlenmesi

amaciyla ile MTT yontemi uygulanmistir.

Deguelinin, 24 saatte 1 ve 10 puM dozlarinda ¢ogalmayr baskilayici etki
goriilmezken (p>0,05); 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM dozlarinda sirastyla %
30, 51, 52, 55, 56, 58, 58 ve 60 oraninda HeLa hiicre ¢ogalmasini baskiladigi belirlenmistir
(p<0,001, Sekil 4.1). Elde edilen veriler incelendiginde, 50 pM dozundan sonraki tiim
dozlarda sitotoksik etkinin ayni oranda sabit bir sekilde devam ettigi ve dozlar arasinda
anlaml bir farkliligin olmadig1 saptanmistir. Kontrole gére % 50 oraninda sitotoksik etki

gosteren doz olarak ICsp degeri, 24 saatte 50 uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.1. Deguelinin dozlarimin HeLa hiicreleri iizerindeki 24 saatlik cogalmay1
baskilayici etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol;
DMSO: Coziicii kontrol; ***: p<0,001).
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Denenen tiim deguelin dozlarinin HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasini 48 saatte anlamli
bir sekilde baskiladigi goriilmiistiir (p<0,001; Sekil 4.2). Uygulanan dozlarin sirasiyla % 9,
28, 54, 81, 85, 85, 85, 86, 87 ve 87 oraninda hiicre ¢cogalmasini azalttig1 belirlenmistir.
Istatistiksel veriler incelendiginde, 50 uM dozundan sonraki tiim dozlarda sitotoksik
etkinin ayni1 oranda sabit bir sekilde devam ettigi ve dozlar arasinda anlamli bir farkliligin
olmadig1 saptanmistir. Deguelinin ICsp degeri 48 saat i¢in 23 uM olarak hesaplanmistir.
Ayrica en yliksek doz i¢inde bulunan DMSO miktarinin her iki muamele siiresinde de

hiicre yasam oraninda herhangi bir degisime neden olmadig: belirlenmistir (p>0,05; Sekil
4.2).
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Sekil 4.2. Deguelinin dozlarmin HeLa hiicreleri {izerindeki 48 saatlik cogalmay1
baskilayici etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol;
DMSO: Coziicii kontrol; ***: p<0,001).

Bu sonuglar dogrultusunda; deguelinin HeLa hiicrelerinin canlilik oranlarini doza

ve zamana bagli olarak baskiladigi belirlenmistir.

Benzer sekilde Li vd., deguelinin 16semi igin terapétik etkilerini belirlemek

amaciyla yaptiklar1 ¢alismada; deguelinin Jurkat hiicreleri iizerindeki ¢ogalmayi
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baskilayici etkilerini MTT yontemi ile belirlemislerdir. Calismaya gore 5-160 nM deguelin
0, 12, 24, 48 ve 72 saat siireyle Jurkat hiicreleri ile muamele edildiginde deguelinin hiicre
cogalmasini doza ve zamana bagl olarak azalttig1 gosterilmis ve 24 saat i¢in ICsp degeri

43,73 + 0,35 nmol/L olarak hesaplanmistir (Li vd., 2009).

Lee vd., ise 2008 yilinda 3 farkli karaciger kanseri hiicre dizisi (HepG2, Huh-7 ve
SK-Hepl) iizerinde 72 saat siireyle uygulanan 0,01-100 uM deguelin dozlarinin ¢ogalmay1
baskilayict etkilerini MTT yontemi ile arastirildiginda deguelinin doza bagl olarak
karaciger kanseri hiicre dizilerinin ¢ogalmasini baskiladigir ve ICsg degerlerinin sirasiyla

0,62; 0,74 ve 4,99 uM olarak hesaplandigini rapor etmislerdir (Lee vd., 2008).

Lee vd., 2010 yilinda deguelinin mide kanseri ilizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla SNU-484, AGS ve MKN-28 gastrik kanser hiicre dizileri ile deguelini 72 saat
stireyle muamele ettikten sonra MTT yontemi uygulamiglar ve ICso degerinin sirastyla
0,45; 1,38 ve 0,06 uM olarak hesaplamislardir. Sonucta deguelinin doza bagli olarak

gastrik kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigini belirlemislerdir (Lee vd., 2010).

Hafeez vd., 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ERK1 ve ERK2 SiRNA ile trasfekte
edilmis HeLa hiicreleri ilizerinde deguelinin 1, 5, 10, 20 ve 40 uM dozlarinin 24 saatlik
etkisi MTT yoOntemi ile belirlemis ve sonugta deguelinin dikkate deger sekilde HeLa hiicre

¢ogalmasini baskiladigr bulunmustur. Calismada ICsp degeri hesaplanmamistir (Hafeez
vd., 2016).

Chun vd., 2003 yilinda deguelinin akciger kanseri i¢in potansiyel kemopreventif
etkilerini belirlemek amaciyla premalignant ve malignant insan bronsiyal epitel hiicreleri
tizerinde deguelinin c¢ogalmayr baskilayict etkilerini MTT yontemini kullanarak
arastirmiglardir. Deguelinin premalignant ve malignat HBE hiicreleri lizerinde doza ve
zaman bagli olarak cogalmayr baskiladigi belirlenmistir. Akciger kanserinin erken
evrelerinin modeli olan premalignant HBE hiiceleri degueline karsi en duyarli hiicreler
olarak belirlenmistir. 107 M deguelin 1 ginde ¢ogalmayr % 67,1 oraminda baskiladig:
hesaplanmistir. Ayrica ayni ¢alismada deguelinin ¢ogalmayr baskilayici etkisinin geri
déniisiimlii olup olmadigin belirlemek amaciyla, premalignant hiicreleri 107 M deguelin

ile 1-3 giin muamele edildikten sonra deguelin bulunmayan medyum ile ek olarak 5 giin
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daha kiiltiire edilmis ve taze medyumla inkiibe edilen hiicrelerde ¢ogalmanin azalmaya
devam ettigi goriilmiistiir. Dolayisiyla deguelinin hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkisinin

geri dontistimsiiz oldugu rapor edilmistir (Chun vd., 2003).

Farkli kanserli hiicre dizileri iizerinde denenen deguelinin hiicreler {izerinde
gostermis oldugu sitotoksik etkinin farkli dozlarda olmasi hiicrelerin farkli olmasindan,
deneye alinan hiicre sayisindaki farkliliklardan ve uygulama siirelerinin farkliligindan

kaynaklanmaktadir.

Serviks kanserinin tedavisi i¢in giinimiizde gerek tek gerekse de kombine
kemoterapi uygulamalarinda ¢ogunlukla kullanilan kemoterapdtik ilag sisplatindir.
(Pectasides vd., 2008) Bizim de ¢alismamizda deguelinin sitotoksik etkisini kiyaslamak

icin pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilmistir.

Calismamizda denenen 1, 10 ve 25 uM sisplatin dozlarinin 24 saatte herhangi bir
sitotoksik etkisi goriilmezken (p>0,05); 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM dozlarinin
HeLa hiicre canliligini sirastyla % 21, 22, 23, 28, 32, 34 ve 34 oraninda azalttig
belirlenmistir (p<0,001, Sekil 4.3). Sisplatinin 24 saat siire ile denen dozlarinda kontrole

gore ¢ogalmay1 % 50 oraninda baskilayan dozu (ICsp) hesaplanamamustir.
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Sekil 4.3. Sisplatin dozlarmin HeLa hiicreleri iizerindeki 24 saatlik ¢ogalmayi
baskilayict etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol;
DMSO: Coziicii kontrol; ***: p<0,001).

Sisplatinin 48 saat siire ile uygulanmasi sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde ise, 1 uM dozunda herhangi bir etki goriillmezken (p>0,05); 10 uM
dozundan itibaren hiicre canliligin1 % 13 (p<0,01); 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300
UM dozlarinda ise sirasiyla % 22, 29, 34, 40, 48, 53, 60 ve 64 oraninda azalttig1
belirlenmistir (p<0,001, Sekil 4.4). Sisplatinin ICsy degeri 48 saatte ise 167 uM olarak
hesaplanmistir. Ayrica sisplatinin denenen en yiiksek dozunun ¢oziiciisii olarak kullanilan
DMSOQO’in her iki muamele siiresinde de hiicre yasam oraninda herhangi bir degisiklige

neden olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.4 Sisplatin dozlarinin HeLa hiicreleri iizerindeki 48 saatlik ¢ogalmay1
baskilayici etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol;
DMSO: Coziicii kontrol; *: p<0,05; ***: p<0,001).

Calismamizda yine serviks kanserinin tedavisinde kemoterapotik ajan olarak
kullanilan 5-FU (Cadron, vd., 2007) ikinci pozitif kontrol olarak segilmistir. Denenen 1, 10
ve 25 uM 5-FU dozlarinin, 24 saatte HeLa hiicre canlilig1 {izerinde herhangi bir etkisi
gbzlenmezken (p>0,05); 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM dozlarinda sirastyla % 15,
21, 23, 24, 27, 28 ve 28 oraninda hiicre canliligini1 azalttig1 belirlenmistir (p<<0,001, Sekil
4.5). Sisplatine benzer sekilde, 24 saatte denenen tiim 5-FU dozlarinda da kontrole gore

¢ogalmay1 % 50 oraninda baskilayan dozu (ICsp) hesaplanamamustir.
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Sekil 4.5. 5-FU dozlarmin HeLa hiicreleri ilizerindeki 24 saatlik g¢ogalmayi
baskilayici etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol;
DMSO: Coziicii kontrol; ***: p<0,001).

48 saatte 5-FU’in 1 uM dozunda HeLa hiicre canlilig1 iizerinde herhangi bir etki
goriilmezken (p>0,05); 10 uM dozunda hiicre canliliginin azalmaya basladig1 (p<0,05); 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 uM dozlarinda ise sirasiyla % 23, 27, 30, 34, 37, 40, 40
ve 44 oraninda hiicre canliligini azalttigi hesaplanmistir (p<0,001, Sekil 4.6). Bununla
beraber hiicre canliligini azaltmasina ragmen 48 saatte de 5 FU’nun 1Cso degeri
hesaplanamamigtir. Ayrica 5-FU’in denenen en yiliksek dozunun ¢oziiciisii olarak
kullanilan DMSO’nun her iki muamele siiresinde de hiicre yasam oraninda herhangi bir

degisime ugratmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.6. 5-FU dozlarmin HeLa hiicreleri ilizerindeki 48 saatlik g¢ogalmayi
baskilayici etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol;
DMSO: Coziicii kontrol; *: p<0,05; ***: p<0,001).

Yapilan literatiir tarama c¢alismasinda farkli antikanser ajanlarla kombine olarak
denenmis fakat bu ajanlar tek baslarina hiicre dizilerine verilip hiicre canliligi Gistiindeki
etkileri deguelin ile karsilastirilarak arastirilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda ilk kez
serviks kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan iki farkli kemoterapotik ajan ile
deguelinin sitotoksik etkileri doza ve zamana bagl olarak karsilastirilmistir. Sonug¢larimiz
degerlendirildiginde, deguelinin serviks kanseri hiicreleri lizerinde giinlimiizde hastaligin
tedavisinde kemoterapotik ajan olarak kullanilan sisplatin ve 5-FU’ e gore daha giiclii

sitotoksik bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir.
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4.2. Deguelinin HeLa Hiicre Morfolojisi Uzerindeki Etkileri

Hiicre morfolojisinde yapisal olarak goriilen bazi1 degisiklikler bize hiicrede
molekiiler ve hiicresel diizeyde bazi degisimlerin oldugunu gostermektedir. Calismamizda
bu amagla deguelinin HeLa hiicrelerinde morfolojik olarak herhangi bir degisiklige sebep
olup olmadigi arastirilmistir. Epitelyal morfolojiye sahip HeLa hiicreleri farkli deguelin
dozlan ile inkiibe edildikten 24 ve 48 saat sonra ters 1sik mikroskobu ile incelenmistir.

Morfolojik ve sayisal degisiklikler ters 151k mikroskobu yardimiyla goriintiilenmistir.

Uygulanan 1 ve 10 pM deguelin dozlarinin, kontrol grubu (Sekil 4.7) ile
karsilastirildiginda, morfolojik ve sayisal olarak Hela hiicrelerinde 24 saatte herhangi bir
degisiklige neden olmadigi gozlenmistir. Morfolojik ve sayisal degisikliklerin 25 pM
dozundan itibaren basladig1 ve doz artisina bagli olarak hiicre morfolojisinde ve sayisinda

degisikliklerin arttig1 belirlenmistir.

Deguelinin 25 pM dozunda kontrol grubu hiicreleri ile kiyaslandiginda hiicrelerin
tipik epitelyal morfolojilerini kaybedip; daha yuvarlak sekil aldiklar1 ve hiicreler arasindaki
baglantilarin  azaldigi ve hatta hiicrelerin birbirlerinden ayrilmaya basladig
gozlemlenmistir (Sekil 4.8). Deguelinin 50 (Sekil 4.9) ve 75 uM (Sekil 4.10) dozundan
itibaren ise hiicre sayisinin kontrol grubuna goére neredeyse yar1 yariya azaldigi ve
hiicrelerin yuvarlak bir sekil aldig1 tespit edilmistir. Deguelinin 100 uM dozundan itibaren
morfolojik degisikliklerin benzer sekilde devam ettigi gozlemlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.7. HeLa hiicrelerinin kontrol grubunun 24 saatteki morfolojik goriintiisii.
Olgii birimi: 50pum.

Sekil 4.8. HeLa hiicreleri tizerinde 25 uM deguelin dozunun 24 saatteki morfolojik
etkilerinin griintiisii. Olgii birimi: 50pum.
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Sekil 4.9. HeLa hiicreleri tizerinde 50 pM deguelin dozunun 24 saatteki morfolojik
etkilerinin goriintiisii. Olgii birimi: 50pum.

Sekil 4.10. HeLa hiicreleri tizerinde 75 puM deguelin dozunun 24 saatteki
morfolojik etkilerinin gériintiisii. Olgii birimi: 50um.
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Sekil 4.11. HeLa hiicreleri tizerinde 100 pM deguelin dozunun 24 saatteki
morfolojik etkilerinin goriintiisii. Olgii birimi: 50pm.

Deguelinin, HelLa hiicreleri iizerinde 48 saatteki morfolojik  etkileri
degerlendirildiginde; 1 uM dozunda kontrole (Sekil 4.12) gore morfolojik ve sayisal olarak
herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Hiicre sayisindaki azalma ve morfolojisindeki
degisikliklerin 10 uM dozundan itibaren basladig tespit edilmistir (Sekil 4.13). Benzer
sekilde 25 uM deguelin dozunda hiicrelerinin sayisindaki belirgin azalis devam ederken,
hiicre morfolojilerinin de bozuldugu tespit edilmistir. 24 saatte oldugu gibi hiicreler
arasindaki baglantilarin azaldigi ve hiicrelerin birbirlerinden ayrildigr gozlenmistir (Sekil
4.14). 50 uM dozundan (Sekil 4.15) itibaren artan tiim dozlarda (75 (Sekil 4.16), 100
(Sekil 4.17), 150, 200, 250 ve 300 puM) hiicre sayisinin iyice azaldigi ve hiicre
morfolojilerinin de tamamen bozuldugu goriilmiistiir. Fakat bu iist dozlar kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise, morfolojik olarak herhangi bir farklilik gézlenmedigi i¢in iist dozlarin

fotograflar1 konulmamastir.
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Sekil 4.12. HeLa hiicrelerinin deguelin uygulanmamis kontrol grubunun 24 saatteki
morfolojik goriintiisii. Olgii birimi: 50um.

Sekil 4.13. HeLa hiicreleri iizerinde 10 uM deguelin dozunun 48 saatteki
morfolojik etkilerinin gériintiisii. Olgii birimi: 50um.
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Sekil 4.14. HeLa hiicreleri tizerinde 25 pM deguelin dozunun 48 saatteki
morfolojik etkilerinin goriintiisii. Olgii birimi: 50um

Sekil 4.15. HeLa hiicreleri iizerinde 50 uM deguelin dozunun 48 saatteki
morfolojik etkilerinin goriintiisii. Olgii birimi: 50um
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Sekil 4.16. HeLa hiicreleri tizerinde 75 pM deguelin dozunun 48 saatteki
morfolojik etkilerinin goriintiisii. Olgii birimi: 50um

Sekil 4.17. HeLa hiicreleri iizerinde 100 puM deguelin dozunun 48 saatteki
morfolojik etkilerinin goriintiisii. Olgii birimi: 50um



67

Yapilan literatiir arastirmasinda deguelinin HelLa ya da farkl: hiicreler tizerindeki
morfolojik etkilerine dair herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Calismamizda,
deguelinin HeLa hiicre morfolojisi lizerindeki doza ve zamana bagli etkisi ilk kez

gosterilmistir.

Yapilan mikroskop incelemelerinde hiicrelerin apoptoza benzer morfoloji
gosterdigi belirlenmistir. Bu hiicreler daha yiiksek mikroskop biiyilitmelerinde ayrintili
olarak incelendiginde, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°de goriildiigii gibi, hiicrelerin biziildigi,
hiicre zarlarinda kabarciklarin ve apoptotik cisimlere benzer yapilarin olustugu

gozlenmistir (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

Sekil 4.18. 24 saat 75 uM deguelin dozu ile muamele edilen hiicrelerin zarlarinda
olusan kabarciklarin ve apoptotik cisimciklere benzer yapilarin goriintiisii. (Olgii
birimi: 50um, — hiicre zarinda goriilen apoptoza benzer kabarciklar, 200X)
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Sekil 4. 19. 24 saat 75 uM deguelin dozu ile muamele edilen hiicrelerin zarlarinda
olusan kabarciklarin ve apoptotik cisimciklere benzer yapilarin daha ayrintili
goriintiisii. (Olgli birimi: 50pum, — hiicre zarinda goriilen apoptoza benzer
kabarciklar, 400X)

Yapilan pek ¢ok aragtirmada, apoptoza 6zgii morfolojik degisiklikler tanimlanmis
ve Sekil 4.20’de gosterildigi gibi, apoptoza ugrayan hiicrelerin apoptozun asamasina gore
sirasiyla biiziilme, membranda kabarcik olusumu ve ardindan apoptotik cisimlerin olusumu
gibi karakteristik morfolojik 6zellikler gosterdigi rapor edilmistir (Elliott ve Ravichandran,
2016; Atkin-Smith ve Poon, 2017).

Apoptoz agamasi Baglama Erken Orta Geg
Saat 0-2 saat 24 saat 412 saat 12-24 saat

é ; : Q /A \
{ |
! i
\ 7/
Sekil 4. 20. Apoptotik siirecte hiicrelerde goriilen morfolojik degisiklikler

Ters 151k mikroskobu ile yapilan inceleme sonuglarima gore deguelin epitelyal

morfolojiye sahip HeLa hiicrelerinin say1 ve morfolojilerini doza ve zamana bagli olarak
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degisiklige ugratmis ve apoptoza benzer morfoloji goriilmiistiir. Ancak, bu degisikliklerin
apoptotik hiicre o6liimii sebebiyle olup olmadigi apoptozu belirlemeye yonelik farkl
yontemlerle arastirilmalidir. Bu sebeple ¢alismamizin bir sonraki asamasinda deguelinin

apoptotik etkileri aragtirilmistir.

4.3. Deguelinin HeLa Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Apoptotik hiicre 6limiini diger hiicre 6liim yontemlerinden ayiran spesifik bazi
Ozellikler vardir. Bunlar arasinda kromatin kondensasyonu, DNA fragmentasyonu, hiicre
zarinda kabarcik olusumu ve apoptotik cisimlerin olusumu sayilabilir. Apoptotik hiicre
Oliimiiniin belirlenmesi i¢in bu karakteristik 6zelliklere dayali morfolojik, biyokimyasal,
molekiiler biyolojik ve genetik birgok yontem bulunmaktadir (Taatjes vd., 2008). Biz de
caligmamizda deguelinin neden oldugu apoptotik hiicre 6liimiinii DNA fragmentasyonunun
Olclimiine dayali kolorimetrik bir yontem olan hiicre 6liimiinii belirleme kiti kullanarak

arastirdik.

Calismamizda, deguelinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi amaciyla, HelLa hiicre
yasam orant lizerinde baskilayici etkisi oldugu belirlenen ii¢ farkli deguelin dozu (25, 50 ve

100 uM) secilmistir.

HeLa hiicrelerinde 24 saatte goriilen DNA fragmentasyonu oraninin, deguelin
uygulanmayan kontrole gore 25, 50 ve 100 uM dozlarinda sirasiyla 2,2; 4,5 ve 5,6 kat
arttig1 hesaplanmustir (p<0,001, Sekil 4. 21).
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3k X

DNA Fragmentasyon oram
w

Kontrol 25 50 100

Deguelin Dozlan1 (uM)

Sekil 4.21. Secilen deguelinin dozlarinin HeLa hiicreleri tizerindeki 24 saatlik DNA
fragmentasyon oranlar1. (K: Kontrol; ***: p<0,001).

HeLa hiicrelerinde 48 saatte goriilen DNA fragmentasyonu orani ise, kontrole gore
kiyaslandiginda 25, 50 ve 100 uM dozlarinda sirasiyla 3,5; 55 ve 6,3 kat arttigi
saptanmustir (p<0,001, Sekil 4.22).

DNA Fragmentasyon oram
w

K 25 50 100

Deguelin Dozlan (uM)

Sekil 4.22. Secilen deguelinin dozlarinin HeLa hiicreleri tizerindeki 48 saatlik DNA
fragmentasyon oranlar1. (K: Kontrol; ***: p<0,001).

Secilen deguelin dozlarinin hem 24 hem de 48 saatte apoptotik hiicre Sliimiinii

arttirdig1 kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda tespit edilmistir. Fragmentasyona ugrayan
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DNA oranmnin 48 saatte daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu nedenle deguelinin hiicre
Olimiiyle benzer sekilde doza ve zamana bagli olarak apoptotik hiicre O6limiinii de

arttirdig1 belirlenmistir.

Shu vd.’nin yapmis oldugu ¢alismada 24 ve 48 saat siire ile uygulanan deguelinin
(10, 20, 40 ve 60 nmol/L) Jurkat hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri akim sitometri,
DNA fragmentasyon kiti ve Hoechst 33258 boyama yontemleri ile doza ve zamana bagh
olarak aragtirllmistir. Calismanin sonuglarinda deguelinin doza bagli olarak Jurkat
hiicrelerinde apoptozu uyardigi rapor edilmistir (Shu vd., 2008). Farkli bir ¢aligmada ise
deguelinin premalignant ve malignant insan bronsiyal epitel hiicreleri iizerindeki apoptotik
etkileri TUNEL, DNA fragmentasyon kiti ve Annexin V akim sitometrisi ile
degerlendirilmis ve deguelinin apoptotik hiicre 6liimiinii uyardigi gosterilmistir (Chun vd.,
2003).

Lee vd., 2010 yilinda yaptiklar1 ¢calismada 24 saatte deguelinin (0,1; 1; 2,5; 5 ve 10
uM) gastrik kanser hiicreleri (SNU-484) iizerindeki apoptotik etkilerini belirlemek i¢in
morfolojik olarak DAPI ve TUNEL yontemlerini, akim sitometri analizi i¢in ise Annexin
V metodunu uygulamiglardir. Arastirma sonucunda deguelinin SNU-484 hiicrelerinde
G2/M fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptotik hiicre Sliimiinii uyardigini

belirlemislerdir (Lee vd., 2010).

Yapilan bu c¢alismalar da gostermektedir ki; deguelin farkli hiicre dizilerinde
apoptotik hiicre Oliimiinii tetiklemistir. Calismamizda da bu calismalara benzer sekilde

deguelinin HeLa hiicrelerinde apoptotik etkiye sebep oldugu tespit edilmistir.

4.4. Deguelinin HeLa Hiicreleri Gen Anlatim Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

Deguelinin apoptotik etkilerinin belirlenmesinin ardindan bu etkinin molekiiler
diizeyde hangi genler ve yolaklar {izerinden gergeklestigini saptamak i¢in TPS33,
SURVIVIN, FAS ve KASPAZ3 gen anlatim diizeyleri gercek zamanli kantitatif polimeraz

zincir reaksiyonu yontemi ile aragtirilmistir.
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Serviks karsinogenez siirecinde, yliksek risk olusturan HPV tiplerinden E6’nin,
TPS53 proteinlerini bozarak hiicre dongiisiinii durdurdugu ve ayni zamanda apoptozu
engelleyerek proliferasyonun kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasina sebep oldugu
bildirilmistir (Lagunas-Martinez vd., 2010). Yapilan arastirmalarda serviks kanseri
hiicrelerinde TP53 gen anlatimimin diisiik oldugu ve hastalifin gelismesinde 6nemli bir
yere sahip oldugu gosterilmistir (Cardosa vd., 2017). Dolayisiyla TP53 gen anlatim
diizeyinin arttirllmasi serviks kanseri tedaviisnde potansiyel bir yontem olabilir. Bu
sebeple ¢alismamizda HeLa hiicrelerinde deguelinin TP53 gen anlatim diizeyi lizerindeki

etkisi doza ve zamana bagli olarak arastirilmistir.

Cizelge 4.1. RT-PZR sisteminde TP53 gen anlatim sonuglari

Relatif gen
Muamele Standart
L Doz anlatim diizeyi p degeri
suresi sapma
(%)

25 uM 23,57 +0,5608 0,0401
24 saat

100 uM 33,44 +0,5774 0,0055

25 uM 23,98 +0,5774 0,0107
48 saat

100 uM 50,00 +0,5774 < 0,0001

HeLa hiicrelerine uygulanan 25 ve 100 uM deguelinin TP53 gen anlatim diizeyini

24 saatte sirastyla 2,04 (p<0,05) ve 2,89 (p<0,01) kat arttirdig; 48 saatte ise sirasiyla 1,23
(p<0,05) ve 2,56 (p<0,001) kat arttirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.1;Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Deguelinin HeLa hiicrelerinde TP53 gen anlatim diizeyleri lizerindeki
etkisi. (@) 24 saat; b) 48 saat; K: Kontrol; *:p<0,05; **: p<0,01; ***:p<0,001).

Sonucta calismamizda deguelinin Hela hiicrelerinde TP53 gen anlatimini doza
bagl olarak arttirdig1 ilk kez belirlenmistir. Bununla beraber goriilen artisin ilk 24 saatte

oldugu, zamana bagli olarak etkinin artmadigi belirlenmistir.

Calismamizda elde edilen bulgularimizi destekler sekilde Eva vd. tarafindan 100
nM deguelinin K562 ve U962 16semi hiicrelerinde 6 ve 24 saatteki TP53 gen anlatim
diizeyi RT-PZR yontemi ile arastirilmistir. Sonugta deguelinin TP53 gen anlatimini
arttirdigini rapor edilmistir (Eva vd., 2007).

Yapilan farkli caligmalarda kanserli hiicrelerde diisik TP53 ekspresyonunun
yanisira yiiksek SURVIVIN ekspresyonu belirlenmistir. Mirza vd., tarafindan SURVIVIN ve
TP53 arasinda hem mRNA hem de protein seviyesinde ters bir iligki oldugu bildirilmistir
(Mirza vd., 2002).

SURVIVIN ilk kez 1997 yilinda tanimlanan apoptoz inhibitdr protein (IAP) ailesinin
bir iiyesidir. Embriyonik ve fetal gelisim siiresince ve ¢esitli kanser hiicrelerinde gen
anlatim bildirilmistir. Diger apoptoz inhibitdr proteinlerin aksine SURVIVINin farklilagmis
normal dokularda gen anlatimi olmadigi rapor edilmistir (Ambrossini vd., 1997). Aym
zamanda, Espinosa vd. 2006 yilinda yaptiklari galismada insan normal serviks hiicrelerinde
ve insan servikal kanser hiicrelerindeki SURVIVIN gen anlatim diizeylerini karsilastirmis
ve sonugta normal hiicrelerde SURVIVIN anlatimi tespit edilemezken serviks kanser

hiicrelerinde agik bir sekilde SURVIVIN anlatiminin yiiksek oldugu rapor edilmistir
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(Espinosa vd., 2006). Dolayisiyla serviks kanserinde SURVIVIN gen anlatimmin

baskilanmast hastaligin tedavisi igin potansiyel bir yontem olabilir.

Bu sebeple

calismamizda deguelinin HeLa hiicrelerinde SURVIVIN gen anlatim diizeyi iizerindeki

etkisini doza ve zamana bagl olarak arastirilmistir.

Cizelge 4.2. RT-PZR sisteminde SURVIVIN gen anlatim sonuglar1

Relatif gen
Muamele Standart
L Doz anlatim diizeyi p degeri
suresi sapma
(%)

25 uM 3,16 +(0,05781 0,0024
24 saat

100 uM 2,79 + 0,08095 0,0013

25 uM 3,00 +0,2838 0,0059
48 saat

100 uM 1,97 +0,05779 < 0,0001

HeLa hiicrelerine uygulanan 25 ve 100 uM deguelinin SURVIVIN gen anlatim

diizeyini 24 saatte sirasiyla 1,5 (p<0,01) ve 1,8 (p<0,01) kat azalttigi; 48 saatte ise sirasiyla
1,5 (p<0,05) ve 2,3 (p<0,001) kat azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.24).

2

Survivin mRNA Rélatif Anlatim Duizeyi

O

)

25
Deguelin Dozlar (uM)

Survivin mRNA Roélatif Anlatim Duzeyi

T ot T
25 100

Deguelin Dozlari (uM)

Sekil 4.24. Deguelinin HeLa hiicrelerinde survivin gen anlatim diizeyleri lizerindeki
etkisi. (@) 24 saat; b) 48 saat; K: Kontrol; **: p<0,01; ***:p<0,001).
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Sonu¢ olarak calismamizda, deguelinin HelLa hiicrelerindeki SURVIVIN gen
anlatim diizeyini doza bagli olarak azalttigi, fakat zamana bagli olarak anlamli bir

degisiklik yapmadig1 saptanmaistir.

Benzer sekilde Peng vd. meme kanseri hiicre dizileri (SK-BR-3 ve MCF-7)
tizerinde deguelinin hiicre ¢ogalmasini baskilayici ve apoptotik etkilerini arastirmiglar ve
deguelinin meme kanser hiicrelerinde segici bir sekilde ¢ogalmay1 baskiladigi ve apoptozu
uyardigini belirlemislerdir. Ardindan RT-PZR yo6ntemi ile 10-100 nM deguelinin meme
kanseri hiicrelerinde SURVIVIN gen anlatim diizeyini azaltarak apoptozu uyardigini rapor
etmiglerdir (Peng vd., 2007).

Ito vd.’nin 2010 yilinda yaptig1 baska bir ¢alismada ise, deguelinin insan 16semi
hiicrelerinde (KUT-1 ve MT-2 hiicre dizileri)y RT-PZR yéntemiyle SURVIVIN gen
anlatimimi azaltarak hiicre ¢ogalmasini baskiladigi bildirilmistir (Ito vd., 2010). Farkli bir
caligmada ise Jin vd., deguelinin akciger karsinogenezi boyunca insan bronsiyal epitel
hiicrelerin malignant hiicrelere déniisiimiinde SURVIVIN anlatiminin  uyarilmasini
arastirmuslardir. Sonugta SURVIVIN’in premalignant ve malignant HBE ve NSCLC
hiicrelerinin  yasamsal ve tiimorijenik potansiyelinde kritik role sahip oldugunu
bulmuslardir. Bu ¢aligma bizim ¢alismamizin sonuglarini desteklemesinin yaninda birde,
deguelinin SURVIVIN gen anlatimimi azaltmasinin, sadece genetik diizeyde degil protein
seviyesinde de western blot yontemini uygulayarak dl¢tilebildigini gostermesi agisindan da

Onem arz etmektedir (Jin vd., 2007).

Hiicrede, apoptoz yolaklar1 ve diizenlenmesiyle ilgili pek ¢ok mekanizma oldugu ve
bunlarin birbirleriyle farkli iligkiler iginde oldugu ¢esitli caligmalarda gosterilmistir.
Ornegin Miiller vd. 1998 yilinda yaptiklar1 calismada FAS reseptdr geninin ilk intronunda
TP53 duyarli bir bolge tanimlanmis ve FAS reseptor anlatiminin arttirtlmasi igin TP53
anlattiminin da gerekli oldugu rapor edilmistir. Calismada FAS yolagmi aktive eden
antikanser ilaclarin etkisini gdsterebilmesi icin TP53 anlatiminin da gerekli oldugu
belirtilmistir (Miiller vd., 1998). Ayrica serviks karsinogenez siirecinde etkili HPV’nin E5
geni aracilifiyla apoptotik hiicre oOliimiiniin FAS yolagmi baskiladig bildirilmistir
(Fuantes-Gonzales vd., 2013). Bunun disinda Das vd. 2000 yilinda yayinladiklari

aragtirmada i¢inde serviks kanserinin de bulundugu jinekolojik kanserlerde FAS gen
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anlatim diizeyinin diisik FASL gen anlatim diizeyinin ise yiiksek oldugunu rapor

etmiglerdir (Das vd., 2000). Yani, serviks kanserinin gelismesinde FAS aracili apoptozun

baskilanmasi, FASL ekspresyonu ile degil FAS reseptor ekspresyonu ile iliskilendirilmistir.

Ayni1 zamanda farkli bir ¢calismada ise; serviks kanserinin olugsmasi ve gelismesi siirecinde,

SURVIVIN ve FASL ekspresyonunun arttign fakat FAS ekspresyonunun azaldig

gosterilmistir (Wu vd., 2012) Dolayisiyla serviks kanserinin tedavisi i¢in apoptotik yolagin

uyarilmasinda FAS gen anlatiminin arttirilmasi potansiyel bir yontem olabilir. Bu sebeple

calismamizda deguelinin Hela hiicrelerindeki FAS gen anlatim diizeylerine etkisini

arastirilmistir.

Cizelge 4.3. RT-PZR sisteminde FAS gen anlatim sonuglari

Relatif gen
Muamele Standart
L Doz anlatim diizeyi p degeri
suresi sapma
(%)

25 uM 7,93 +0,6176 0,4803
24 saat

100 uM 16,15 +0,5774 0,0004

25 uM 14,76 +0,5774 0,0009
48 saat

100 uM 21,61 +0,5774 < 0,0001

HeLa hiicrelerine uygulanan 25 ve 100 uM deguelinin FAS gen anlatim diizeyini

24 saatte sirastyla 1,1 (p>0,05) ve 2,2 (p<0,001) kat arttirdig1; 48 saatte ise sirasiyla 1,6
(p<0,001) ve 2,4 (p<0,001) kat arttirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.3; Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Deguelinin HeLa hiicrelerinde FAS gen anlatim diizeyleri iizerindeki
etkisi. (@) 24 saat; b) 48 saat; K: Kontrol; ***:p<0,001).

Sonuglarimiza gore deguelinin HeLa hiicrelerinde, FAS gen anlatim diizeyini doza
bagli olarak arttirdig1 ilk kez belirlenmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda deguelinin
FAS gen anlatim diizeyleri iizerindeki etkilerine dair herhangi bir arastirmaya
rastlanamamistir. Dolayisiyla ¢alismamiz deguelinin HeLa hiicrelerinde dis apoptotik
yolagin baslatilmasindan sorumlu TNF ailesi iiyelerinden biri olan FAS gen anlatim

diizeyini arttirdigin1 gostermesi agisindan dnemlidir.

KASPAZ3 apoptozun onemli Dbelirteglerinden biri olup, spesifik hiicre igi
substratlar1 keserek apoptozun ilerletilmesinden sorumludur. Son olarak ¢alismamizda,

deguelinin HeLa hiicrelerinde ilerletici KASPAZ3 gen anlatim diizeyi tizerindeki etkileri de

arastirilmastir.



Cizelge 4.4. RT-PZR sisteminde KASPAZ3 gen anlatim sonuglari
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Relatif gen
Muamele Standart
L Doz anlatim diizeyi p degeri
siiresi sapma
(%)

25 uM 0,75 +0,05783 0,9157
24 saat

100 uM 1,45 +0,05779 0,0004

25 uM 1,07 +0,05776 0,0076
48 saat

100 uM 2,33 +0,05777 <0,0001

Deguelinin 25 ve 100 uM dozlarinin KASPAZ3 gen anlatim diizeyini 24 saatte

sirastyla 1,0 (p>0,05) ve 2,0 (p<0,001) kat arttirdigi; 48 saatte ise sirasiyla 1,4 (p<0,01) ve
3,1 (p<0,001) kat arttirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Deguelinin HeLa hiicrelerinde KASPAZ3 gen anlatim diizeyleri
tizerindeki etkisi. ( a) 24 saat; b) 48 saat; K: Kontrol; **: p<0,01; ***:p<0,001).

Calismamizin sonuglarinda, deguelinin HeLa hiicrelerinde KASPAZ3 gen anlatim

diizeyini doza ve zaman bagli olarak arttirdig ilk kez belirlenmistir.

Benzer sekilde Ito vd. yaptig1 calismada immiinblot yontemiyle deguelinin KUT-1

ve MT-2 hiicrelerinde kesilmis (clevaged) kaspaz 3 seviyesi arastirilmistir. Sonugta
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deguelinin en az 24 saatte KUT-1 ve MT-2 hiicrelerinde KASPAZ3 kesilmesi yoluyla
apoptozu uyardigi rapor edilmistir (Ito vd., 2010). Farkli bir ¢caligmada ise Lee vd. mide
kanseri (SNU-484) hiicrelerinde western blot yontemi ile deguelinin KASPAZ9 ve
KASPAZ3 yolaklar tizerinden apoptozu uyardigini bildirmislerdir (Lee vd., 2010). Bu

sonuglar bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Ancak, Peng vd. deguelin ile muamele edilen insan meme kanserli hiicrelere (SK-
BR-3 ve MCF-7) kaspaz aktivite 6l¢iimli yapmislardir. Sonugta deguelinin yalniz basina
KASPAZ3 aktivitesini arttirmadigi, fakat dokdorobisin ve doksateksel ile birlikte kombine
sekilde uygulandiginda kemoterapotik ajanlarin KASPAZ3 aktivitelerini ¢ok arttirdigini
bildirmislerdir. Sonugta deguelinin meme kanserli hiicrelerin kemoterap6tik ajalara karsi
duyarliligin1 zenginlestirdigini rapor etmislerdir. Calismamiz ile bu sonuglar birbirini
tamamen desteklememektedir. Ciinkii bizim sonuglarimizda deguelinin Hela hiicrelerinde
KASPAZ3 gen anlatim diizeyini arttirdig1 belirlenmis fakat bu ¢aligmada deguelinin meme
kanserli hiicrelerde KASPAZ3 aktivitesini arrtirmadigi bildirilmistir. Caligmalar arasindaki
bu farklilik oncelikle kullanilan yontemlerin farkliligindan kaynaklanabilir. Aynit zamanda
denenen hiicreler de birbirinden farklidir. Her hiicre grubunda farkli ajanlarla farkli
mekanizmalar aktiflesebilir. Yani HelLa hiicrelerinde deguelinin etki mekanizmasi
KASPAZ3 iizerinden, meme kanseri hiicrelerinde ise farkli bir mekanizma tiizerinden
gergeklesebilir. Bunun yani sira kaspaz enzimlerinin aktivasyonlart hizli bir sekilde
gerceklesip kisa siire i¢inde kaspazlarin inaktif oldugu bilinmektedir. Bu yiizden ¢aligmada

belki de kaspazlarin aktif oldugu siire yakalanamamis olabilir.

Tiim verilerimiz degerlendirildiginde, ¢alismamizda deguelinin doza ve zamana
bagli olarak HeLa hiicre c¢ogalmasini baskildigi, HeLa hiicrelerinde morfolojik
degisikliklere sebep oldugu ve DNA fragmentasyonunu arttirarak apoptozu uyardigi ilk
kez belirlenmistir. Bunun yani sira, deguelinin HeLa hiicrelerinde SURVIVIN gen anlatim
diizeyini azalttigi, TP53, FAS ve KASPAZ3 gen anlatim diizeyini ise arttirdigi ilk kez
gosterilmistir (Sekil 4.27).
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DEGUELIN (-) DEGUELIN (+)

SURVIVIN |,

SURVIVIN 1 Hela
TP53 2 . P53
FAS & hiicresi FAS 1

KONTROLSUZ
HUCRE
COGALMASI

APOPTOZ

Sekil 4.27. Deguelinin Hela hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin olasi
mekanizmast

Sonugcta, serviks kanserinin gelismesi ve ilerlemesinde kritik 6neme sahip yiiksek
SURVIVIN gen anlatimi deguelin sayesinde azalmistir. Ayrica yine serviks karsinogenez
stirecinde anahtar rol oynayan diisiik TP53, FAS ve KASPAZ3 gen anlatimlari ise artmugtir.
Deguelinin HeLa hiicrelerinde apoptozu uyarmas1 SURVIVIN, TP53, FAS ve KASPAZ3
gen anlatimlarim1 yeniden diizenlenmesi ve birbirleriyle etkilesimleri sayesinde

gerceklesmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser, hala tiim diinyada en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Teknolojik
gelismelere ve aragtirmalara ragmen hala teshis ve tedavisinde tam olarak sonug
allmamamakta ve bu nedenle 6liimle sonug¢lanan hastaliklar grubunun basinda gelmektedir.
Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri igerisinde serviks kanseri dordiincii sirada yer
almaktadir. Farkli tedavi yontemleri gelistirilmis olmasina ragmen hastaligin tedavi edilme
oranlarina bakildiginda yeterli diizeyde olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle hastaligin
tedavisinde daha etkili, yan etkileri az yeni kimyasal maddelerin/ajanlarin arayigi halen

devam etmektedir.

Bitkilerin yapilarinda bulundurduklar farklt madde ve metabolitler sayesinde degisik
kanser hiicre dizilerinin ¢ogalmasini baskiladig1 yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur.
Gilintimiizde pek c¢ok arastirmact bu tip maddeleri izole ederek sitotoksik etkilerini

arastirmaktadir.

Bizde ¢alismamizda, bitkisel kokenli deguelin maddesinin HelLa hiicre dizisi
tizerindeki doza ve zamana bagh antiproliferatif etkilerini MTT yontemi ile arastirdik.
Ardindan deguelinin HeLa hiicre morfolojisi iizerindeki etkilerini ters 11tk mikroskobu
yardimiyla goriintiiledik. Deguelinin HeLa hiicrelerindeki apoptotik etkilerinin
aragtirilmast icin DNA fragmentasyon ELISA yontemini kullandik. Son olarak da,
deguelinin HeLa hiicrelerinde TP53, SURVIVIN, FAS ve KASPAZ3 gen anlatim diizeyleri
tizerindeki etkisini RT-PZR yontemi ile arastirdik.

Deguelinin doza ve zamana bagli olarak sitotoksik, morfolojik ve apoptotik hiicre
Olumiini arttirdig1 ilk kez belirlenmistir. Bununla beraber apoptozla baglantili 4 farkli gen
anlatim diizeyinin de doza bagl olarak SURVIVIN de azalma; TP53, FAS ve KASPAZ3
genlerinde ise artma seklinde yeniden diizenlendigi ilk kez gosterilmistir. Ayrica 2 farkli
kemoterapotik ajanla karsilastirildiginda deguelinin HeLa hiicrelerinde daha giiglii

sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ilk kez incelenmistir.
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Farkli g¢alismalarla deguelinin normal serviks hiicreleri tzerindeki sitotksik ve

apoptotik etkilerinin de arastirilmasinin gerekli oldugunu diistinmekteyiz.

Ayrica deguelinin farkli kemoterapétik ilaglarla kombine olarak verilmesi ile

kemoterapoétik ajanlarin etkinligini artirip arttirmadigi baska bir arastirma konusu olabilir.

Bunun disinda ¢alismamizda deguelinin gen anlatim diizeyleri iizerinde etkili oldugu
belirlenen genlerin, aktif proteinlere doniisiip doniismediginin belirlenmesi i¢in protein

diizeylerindeki etkilerinin de arastirilmasi faydali olabilir.

Calismamizda TP53 ve FAS gen anlatimlarinin birlikte artmasinin serviks kanserinin
tedavisi i¢in umut verici olmastyla birlikte deguelinin molekiiler mekanizmasini ¢6zmek
icin farkli gen anlatim ifadelerinin ve bunlarin birbirleriyle etkilesimlerinin ileri metodlarla

arastirilmasi ¢alismaya acgik bir konudur.

Deguelinin giiclii hiicre ¢ogalmasimni baskilayici ve apoptotik etkilere sahip

olmasindan dolay1 kemoterapotik ilag olarak gelistirilebilir oldugunu disiinmekteyiz.

Dahas1 serviks karsinogenez silirecinde HPV tarafindan baskilanan TP53 gen
anlatiminin deguelin tarafindan arttirilmasi, deguelinin serviks kanserinin olugma ve/veya
gelisme silirecinde kemopreventif etki gosterebilecegini diisiindlirmektedir. Bu sebeple
deguelinin serviks kanseri i¢in kemopreventif etkilerinin de arastirilmasmin faydali

olabilecegini diistinmekteyiz.

Verilerimizin serviks kanseri ile ilgili ileride yapilacak olan ¢esitli in vitro ve in vivo
caligmalarda, apoptotik molekiiler mekanizmalarin gelistirilerek yeni tedavi stratejileri

tasarlanmasina onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.
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