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OZET

YUKSEK LISANS TEZi
HeLa HUCRE HATLARINDA
PRIMULA VULGARIS EKSTRAKTI YUKLU GUMUS NANOPARTIKULLERIN
BCL2, MDR1 VE p53 GEN EKSPRESYON SEVIYELERI UZERINE ETKIiSIiNIN
ARASTIRILMASI

Gamze DULKADIR

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Akin TEKCAN

Serviks kanseri diinya ¢apinda kadinlar arasinda meme kanserinden sonra en yaygin ikinci
kanser turudir. HeLa hicreleri bir insan serviks kanseri hiicre hattidir. Hela, kanserli
hiicrelerin molekiiler biyolojik 6zelliklerini incelemek amaciyla en yaygin kullanilan
model hiicre hattidir. Bu ¢alismada, Primula wvulgaris bitkisinin ¢igek ve yaprak
ekstraktlar1 yiikli giimiis nanopartikiillerinin (AgNP) HeLa hiicre hattinda hiicre
proliferasyonu ile BCL2, MDR1 ve p53 gen ckspresyon seviyeleri iizerine etkilerinin

arastirilmasi amaclandi.

Primula vulgaris bitkisinin ¢igek ve yaprak ekstraktlar yiikli AgNP ICso doz degerleri
iCELLigence ger¢cek zamanl hiicre analiz sistemiyle belirlendi. 1Csp doz belirlenmesinin
ardindan, 1Cso doz grubu (1. Grup), LDso doz grubu ( 2. Grup), Sisplatin grubu (3.Grup),
bitki ekstrakt1 yiiklenmemis AgNP doz grubu (4.Grup) ve kontrol grubu (5. Grup) olmak
tizere 5 farkli grupta BCL2, MDR1 ve p53 gen ekspresyon seviyeleri gRT-PCR yontemiyle

analiz edildi.

HeLa hiicre hatlarina; Primula vulgaris cigek ekstrakt: yiikli AgNP (PVLAGNP¢)) ilavesi
ardindan 12. saat ve 24. saatte belirlenen 1Csy degerleri sirastyla 58,39 pg/ml ve 57,65
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ug/ml’dir (r’= 1). Primula vulgaris yaprak ekstrakt: yiiklii AgNP (PVLAgNPy)) ilavesi
ardindan 12. saat ve 24. saatte belirlenen 1Csy degeri sirasiyla 42,14 ug/mive 48,50
ng/mldir (r*= 1). PVLAgNP) ve PVLAgNP(y) uygulanan HeLa hiicrelerinin 6liim
oranlarinin doza baglh olarak artis gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). PVLAgNP 1Csq doz
grubunda kontrol grubuna gore; BCL2 gen ekspresyon miktarinda 0,7 kat artis, MDR1 gen
ekspresyon miktarinda 1,2 kat artis ve p53 gen ekspresyon miktarinda 2,6 kat azalma

gozlenmistir.

Sonug olarak, PVLAgNP.y)’ lerin HeLa hiicre hatt1 lizerinde dozla orantili olarak hiicre
oliimiine neden oldugu belirlenmistir. PVLAGNP ¢, dozundaki artisla orantili olarak BCL2
ve MDR1 gen ekspresyon seviyelerindeki artiglar ilag direnci gelisimi acisindan
degerlendirilmelidir. Primula vulgaris ekstraktinin serviks kanserinin tedavisinde
kullanimi konusunda daha detayli ve in vivo arastrmalarin yapilmasina ihtiyag

bulunmaktadir.

Ocak 2021, 88 sayfa.

Anahtar Kelimeler: HeLa, Primula vulgaris, p53, BCL2, MDR1, Gen, Ekspresyon.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS
INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PRIMULA VULGARIS EXTRACT
LOADED SILVER NANOPARTICULES ON BCL2, MDR1 AND p53 GEN
EXPRESSION LEVELS IN HELL CELL LINES

Gamze DULKADIR

Kirsehir Ahi Evran University Institute of
Health Sciences Department of
Molecular Medicine

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Akin TEKCAN

Cervical cancer is the second most common type of cancer among women worldwide after
breast cancer. HeLa cells are a human cervical cancer cell line. HeLa is the most widely
used model cell line to study the molecular biological properties of cell lines cancerous
cells. In this study, it was aimed to investigate the effects of flower and leaf extracts loaded
silver nanoparticles (AgNP) of Primula vulgaris plant on cell proliferation and BCL2,

MDR1 and p53 gene expression levels in HeLa cell line.

AgNP ICs dose values of Primula vulgaris plant loaded with flower and leaf extracts were
determined by iCELLigence real time cell analysis system. After ICsy, dose determination,
IC50 dose group (1st Group), LDso dose group (2nd Group), Cisplatin added group (3rd
Group), AgNP dose group without plant extract (4th Group) and control group (5th Group)
BCL2, MDR1 and p53 gene expression levels in 5 different groups were analyzed by gRT-
PCR method. To HelLa cell lines; After the addition of AgNP loaded with Primula vulgaris
flower extract (PVLAgGNP ), the 1Csq values determined at the 12th hour and 24th hour
are 58,39 pg/ml and 57,65 pg/ml, respectively (r? = 1). Following the addition of AgNP
loaded with Primula vulgaris leaf extract (PVLAgNP(v)), the 1Csy value determined at the
12th hour and 24th hour is 42,14 pg/ml and 48,50 ug/ml, respectively (r* = 1). It was

XVi



determined that the death rate of HeLa cells loaded with Primula vulgaris flower and leaf
extract loaded with AgNP increased depending on the dose (p<0.05). According to the
control group in the AgNP dose group loaded with Primula vulgaris extract; A 0,8-fold
decrease in the amount of BCL2 gene expression, a 1,1-fold decrease in the MDR1 gene
expression amount and a 1,3-fold decrease in the amount of p53 gene expression were

observed.

As a result, it has been determined that Primula vulgaris plant inhibits the proliferation of

HeLa cells. Further studies are needed to test the clinical applicability of the study results.

January 2021, 88 Pages.

KeyWords: HelLa, Primula vulgaris, p53, BCL2, MDR1, Expression.
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1.GIRIS

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Kanser; bir hiicre, doku veya organda meydana gelen kontrolsiiz cogalmalar ile
cevresindeki hiicre, doku ve/veya organlara metastaz yaparak ilerleyen bir hastaliktir
(Baykara O, 2016). Kanser, tahmini 9,6 milyon 6liime neden olarak diinyada dnde gelen
ikinci 6liim nedeni olarak kayitlara gecmistir (Siegel R ve ark. , 2018). Diinyada her 6
oliimden 1°i kanser kaynaklidir (Fitzmaurice C ve ark., 2017). Oniimiizdeki yirmi yilda
yeni kanser vakalarinin %70 civarinda artmasi beklenmektedir (Giles GG ve ark., 2006).
Cinsiyetlere gore kanser tiirii yaygmligina bakildiginda akciger, mide, karaciger, kolorektal
ve prostat dokusunun kanserleri erkeklerde daha yaygin goriiliitken meme, akciger,
kolorektal, tiroid ve serviks kanseri kadmlarda en yaygm goriilen kanser tiirleridir

(Giiltekin M ve Boztas G, 2015).

Serviks kanseri; kadinlar arasinda meme kanserinden sonra en yaygin goriilen ve 6liime
neden olan kanser tipidir (Newton CLve ark., 2017). Diinya genelinde, serviks kanseri,
2018 yili kadin kanser oliimlerinin %7,5 ini olusturur ve her yil tahmini yeni vaka sayisi
570.000 ile kadinlar arasindameme kanserinden sonra ikinci en sik goriilen kanser tiirtidiir
(Bray F ve ark., 2018). Epidemiyolojik ¢alismalarin sonucunda temel risk faktorii Human
Papillomavirus (HPV)’dir (Howley PM, 1983). Papillomavirus ailesinden olan proteinle
cevrili ¢ift sarmal DNA’ya sahip olan bu viriisler sadece insanlar1 enfekte eden DNA
viriisleridir. Cinsel yolla bulasan bu viriis grubu aniis, penis, vajina kanserlerine ve daha
diistik oranda orofarenks ve agiz kanserlerine de neden oldugu bilinmektedir (Chaturvedi
AK, 2010). Serviks kanseri; tarama ve tedaviye olan ulasim zorlugu nedeniyle diinyada
gelismekte olan iilkelerde mortalitesi yiiksek bir kanserdir. Verilerine gore her yil serviks
kanseri nedeniyle oldugu tahmin edilen 311.000'den fazla o6liim gerceklesmekte ve
bunlarin %85'inden fazlas1 az gelismis bolgelerde meydana gelmektedir (DSO, 2018).
Serviks kanseri risk faktorleri belirlenmis olup dnlenebilir bir hastaliktir (Ozgiil N, 2011).
Bu acgidan bakildiginda, serviks kanserinin tedavisinde kullanilabilecek kemoterapdtik
etkili yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesi son derece 6nemlidir. Bu ¢alismada, Primula

vulgaris bitkisinin ¢igek ve yaprak ekstraktlar1 yiiklii glimils nanopartikiillerinin



(PVLAgNP) HeLa hiicre hattinda hiicre proliferasyonu ile BCL2, MDR1 ve p53 gen

ekspresyon seviyeleri iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Serviks Anatomisi

Kadm iireme organlar1 i¢ ve dig iireme organlar1 olmak tizere ikiye ayrilir. Dis iireme
organlar1 (vulva) perinede yerlesmis; klitoris, hymen, iiretra, biiyiik ve kiigiik dudaklardan
olusur. I¢ iireme organlari ise pelvik kavitede yer alan; vajina (hazne), rahim agz (serviks),
rahim (uterus), fallop tiipleri ve overlerden olusmaktadir. Yumurtalik ve tiipler sag ve solda
birer tane olmak tiizere toplam iki adettir (Sekil 1.1). Uterus (rahim), dort kisimdan olusur;
fundus, korpus, isthmus ve servikstir (Tagkin L, 2007).

Serviks, intrauterin hayatin 6.-7.haftalarinda meydana gelir. Uterusun alt kisminda 3-4 cm
uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde silindirik sekilli bir organdir. Biytkligi ve sekli,
kadinin yasina, yaptig1 dogum sayisina ve hormonlarma bagh olarak degisir (Robbins SL
ve ark., 2003).
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Sekil 1.1: Kadin ilireme sistemi (Lipkowitz S 2009,

https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR609921.jpg. Erisim tarihi: 26.12.2019).

2.2. Serviks Kanseri

Serviks kanseri; kadinlar arasinda meme kanserinden sonra en yaygin goriilen ve oliime
neden olan ikinci kanser tipidir (Newton CL ve ark., 2017). Diinya genelinde, serviks
kanseri, 2018 yili kadin kanser 6liimlerinin %7,5’ini olusturur ve her yil tahmini yeni vaka

sayis1 570.000 ile kadinlar arasinda meme kanserinden sonra ikinci en sik goriilen kanser


https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR609921.jpg

tiriidiir (Bray F ve ark., 2018). Serviks kanseri; tarama ve tedaviye olan ulasim zorlugu
nedeniyle diinyada gelismekte olan {ilkelerde mortalitesi yiiksek bir kanserdir.
Arastirmalara gore serviks kanserinden tahmin edilen 6liim sayis1 311.000°dir (DSO,
2018). Bu oliimlerin %85' inden fazlas1 daha az gelismis bolgelerde meydana gelmektedir
(Bray F ve ark., 2018). Serviks kanseri risk faktorleri belirlenmis olup Onlenebilir bir
hastaliktir. Serviks kanseri tiim jinekolojik kanserler arasinda iiglincii, tarama ve Onleme
yontemleri agisindan yetersiz, gelismekte olan iilkelerde ikinci sirada goriilen yaygm bir
malignhastaliktir. Yapilan etiyolojik c¢alismalarda major risk faktoriinin  Human
Papillomavirus (HPV) oldugu kanitlanmistir (Bray F ve ark., 2018). Serviks kanserinin
%99’unda HPV olgusuna rastlanmaktadir. Her HPV olgusu malignite niteligi tasimaz ve
kendiliginden diizelirken HPV16 ve HPV18 genellikle prekanserdz lezyonlarin olusumuna
neden olur ve servikal kanser ile uyumludur (Senapati R ve ark., 2016). HPV’nin HPV31,
HPV33, HPV45, HPV52 ve HPV58 tipleri yiiksek riskli HPV tiirleri iken HPV6 ve HPV11
tipleri non-onkojenik HPV tipleridir (Senapati R ve ark., 2016).

2.3. Serviks Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorii

[Ik olarak 1980’lerin basinda alman virolojist H.Hausen tarafindan HPV serviks kanseri
iliskisi tamimlanmustir. Giinimiizde HPV DNA pozitifligi taninin konmasmda yeterli
olmaktadir. HPV viriisii cinsel yolla bulasan onkojenik bir viriistiir. Cinsel yolla bulasan bu
viris grubu aniis, penis, vajina kanserlerine ve daha diisiik oranda orofarenks ve agiz
kanserlerine de neden oldugu bilinmektedir (Tablo 2.1) (Chaturvedi AK, 2010). HPV;
servikste neden oldugu degisiklikler sonunda metaplastik epitelde kalici bozukluklara yol
acmaktadir. HPV’ nin yam sira serviks kanseri i¢in risk olusturan faktorleri demografik,
davranigsal ve sekstiel faktorler ve medikal/jinekolojik faktorler olarak gruplayabiliriz
(Tablo 2.2).



Tablo 2.1: HPV pozitifligi (%) gosteren kanser tipleri (Akhan SE. 2013.https://hpv.com.tr/hpv-

tipleri-neden-oldugu-hastaliklar-turkiyede-genital-sigil-ve-rahim-agzi-kanseri-sikligi/ Erisim tarihi:
12.01.2020).

KANSER TiPi HPV POZITIFLIGI %
Serviks Kanseri >099,7
Anal ve Perianal Kanser >75
Vulvar Kanser >50
Vaginal Kanser >50
Penil Kanser >50

Orofaringeal Kanser 25

Osefagus Kanser 10-35
Cilt Kanseri 50-80



https://hpv.com.tr/hpv-tipleri-neden-oldugu-hastaliklar-turkiyede-genital-sigil-ve-rahim-agzi-kanseri-sikligi/
https://hpv.com.tr/hpv-tipleri-neden-oldugu-hastaliklar-turkiyede-genital-sigil-ve-rahim-agzi-kanseri-sikligi/

Tablo 2.2: Serviks Kanseri I¢in Risk Olusturan Faktérler (Kaur H ve Verschraegen CF, 2012).

Demografik Ozellikler

Davramssal ve Seksiiel Ozellikler

Medikal/Jinekolojik Faktorler

Ileri yas (40-55 yas arasi)

Cok eslilik

Erken yasta gebelik

Irk (Siyah kadinlar)

Partnerin partner sayisinin fazla

olmasi

Cinsel yolla bulasan hastalik
Oykiisti (HIV)

Diisiik sosyo-ekonomik diizey

Kiigiik yasta cinsel iligki

(16 yas ve 6ncesi)

Cok fazla dogum (multiparite)

Diisiik egitim diizeyi

Sigara

HPV enfeksiyonu

(HPV-16/HPV18)

Uzun siireli dogum kontrol hapi

kullanma

flk gebelik ve dogum yasinimn 17

ve altinda olmasi

2.4. Human Papillomavirus (HPV)

Sadece insanlar1 enfekte eden, Papillomaviridae ailesinden olan DNA viriisleridir (Ramael
M ve ark., 2004). Gen dizilimlerindeki farkliliklara gore 200’den fazla HPV tipi oldugu

bilinmektedir. HPV genetik yapis1 sekil 2.2°de gosterilmistir. DNA yapisina gore

siniflandirildiklari igin diger viriislerin aksine genotipleri numaralandirilir (De Villiers EM

ve ark., 2004). Klinik olarak ii¢ grupta incelenir. Bunlar; serviks kanseri agisindan diisiik
riskli olan HPV’ler (Tip-6, Tip-11, Tip-40, Tip-42, Tip-43, Tip-44, Tip-54, Tip-55 ve Tip-
62), serviks kanser agisindan olas1 yiiksek riskli olanlar (Tip-26, Tip-53 ve Tip-66) ve

serviks kanseri acisindan yiiksek riskli HPV’ler (Tip-16 ve Tip-18 en sik goriilmek iizere
Tip-31, Tip-33, Tip-35, Tip-39, Tip-45, Tip-51, Tip-56, Tip-58, Tip-59, Tip-68, Tip-73 ve
Tip-82) olarak incelenmektedirler (Trottier H ve ark., 2009; Bouvard V ve ark.,2009).
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Sekil 2.1: insan Papilloma Viriis (HPV) genetik yapis1 (Howley PM, 1983).

Insan Papillomaviriis, en énemli bulas sekli cinsel aktivite (vajinal, oral, anal) olsa da
kontamine yiizeylerden, ciltlerdeki lezyonlardan ve dogum kanalindan olmak iizere
dogrudan veya dolayli olarak bulas1 goriilmektedir (Milde-Langosch K ve ark., 2000).
Virjinlerde (bakire kadin) HPV enfeksiyon oram1 %14.8’dir (Pao CC, ve ark., 1993).
Yapilan arastirmalarda seks hayati aktif olan kadinlarin %75’inde HPV pozitiftir. Cinsel
yolla bulasta en dnemli iki faktdr partner sayis1 ve enfeksiyonun alindigi yastir.ilk cinsel
iligki yasmin erken olmasi, HPV enfekteligi ve ilerleyen zamanlarda gelisecek malign
lezyonlar agisindan 6nem tagimaktadir (Cancer Research 2016; American Cancer Society
2017a). HPV enfeksiyonlu kadmlarin yas araliklarna goére yiizdelik dagilimlar: asagidaki
sekilde gosterilmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Yas araligina gére HPV Enfeksiyonlu Kadinlarin Yiizdelik Dagilimi (Bahmanyar ER ve
ark., 2012).

HPV enfeksiyonlarinin geneli semptomsuz, gecici ve degisken klinik tablo gosterebilir
(Ramael M ve ark., 2004). Klinik tablonun degiskenligi; HPV viriisiiniin tipinden (6zellikle
Tip-16 ve Tip-18 invaziv karsinomla iliskilidir), lezyonun yerlestigi bolgeden, kisinin
bagisiklik diizeyinden (gebe ve immiin yetmezliginde daha agir seyreder) ve epitel
dokunun yapisindan (serviksin degisim bdlgesindeki epitelyum, HPV’nin onkojenik
etkilerine daha yatkindir) etkilenir (Bosch FX ve ark., 2002). Cogu HPV enfeksiyonu
asemptomatiktir ve tan1 sadece HPV DNA testi ile konulmaktadir. Genital sigiller birkag
ayda meydana gelirken kanser olusumu uzun yillar siirebilmektedir. Genital HPV
enfeksiyonu ti¢ klinik agsamadan meydana gelir. Latent, subklinik ve klinik donemleridir
(Milde-Langosch K ve ark., 2000).

HPV, dogal immuniteyi engelleyen bazi mekanizmalara sahip oldugundan enfeksiyona
kargt immun yanit, genellikle diger viral enfeksiyonlara kiyasla daha ge¢ gelisir. Yiiksek
riskli HPV enfeksiyonlarinda enfeksiyonun tamamen giderilmesi i¢in yaklagik 16-18 ay
gerekirken disiik riskli HPV enfeksiyonlarina karsi on aylik bir siire yeterli olmaktadir
(Avct GA ve Bozdagi G., 2013).



2.5. HPV Enfeksiyonu Tanisinda Kullamlan Yontemleri

HPV enfeksiyonu tanisinda kullanilan yontemler molekiiler olmayan teknikler ve

molekiiler teknikler olmak iizere ikiye ayrilir (Avci1 GA ve Bozdagi G, 2013).

i. Molekiiler Olmavyan Teknikler

Ciplak gozle muayene
Kolposkopi
Sitoloji ve Histoloji

ii.  Molekiiler Teknikler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Hybrid Capture testi
HPV mRNA’sinn belirlenmesi (Avci GA, Bozdagi G, 2013).

2.6. HelLa Serviks Adenokarsinoma Olusum Siireci

Genellikle transforma alani denilen, rahim agzindaki tek bir bdlgede, bolgede baslayan
kanser Onciisii lezyon (premalign lezyon), cervical intraepithelial neoplasia (CIN) olarak
adlandirilir. Rahim agzmin iist dokusunda tuttugu derinlige gore smiflandirilir (Middleton
K ve ark., 2003). Epitel dokunun %25’i tutulmus ise CIN1 (hafif displazi), %50’si tutulu
ise CIN2 (orta derece displazi), %751 tutulu ise CIN3 (agir displazi) olarak siniflandirilir.

CIN3 evresindeki lezyon zamanla serviks kanserini olusturmaktadir (Origoni M ve ark.,
2014) (Sekil 2.3).



Normal HPV enfeksiyonu CIN1 CIN2 CIN3 Invaziv
epitel koilositoz karsinoma

Low-grade squamous intraepithelial lesion High-grade squamous intraepithelial lesion
ASCUS/LSIL) (HSIL)

Regresyon

Sekil 2.3: Servikal karsinogenez progresyonu (Solomon D ve ark., 2002).

2.7. Servikal Kanserin Molekiiler Mekanizmasi

Iki viral onkoprotein olan E6 ve E7; HPV enfeksiyonun servikal kanserde énemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Viral genom, konagin genomu ile entegre oldugu zaman E6 ve E7
up-regiile olmakta ve hiicre sinyal yolundaki kritik proteinlerin regiilasyonu bozulmaktadir.
Ornegin p53 ve pRb gibi iki dSnemli supresor proteini inhibe olmaktadir (Oyervides-Munoz
MA ve ark., 2018) (Sekil 2.4). Lau ve arkadaslari; E7’yi igeren DNA timér viriis
onkogenlerinin cGASSTING DNA-duyarli yolaga baglanip bu bdlgeyi baskiladigini
aciklamiglardir (Lau L ve ark., 2015). Bunun yani sira; PI3K yolaginin kilit proteini olarak
gorev yapan PIK3CA, KRAS ve EGFR’de mutasyona neden oldugu kanitlanmistir (Wright
AA ve ark.,, 2013). Giiniimiizde serviks kanserinin tedavisinde cerrahi miidahale,
radyoterapi ve platin bazli (sisplatin ve tedavi kombinasyonlar1 gibi) kemoterapi
kullanilmaktadir (Bhatla N ve ark., 2018).
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Papillomavirus
(~7,900 bp)

« o

i o E2
E4
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Sekil 2.4: HPV DNA genomu (Munoz N ve ark., 2006).

Erken bolge genleri; E6, E7, El, E2, E4, E5, gec bolge genleri; L1, L2’dir. Kontrol
bolgeleri; URR, LCR VE NCR’dir. EL: replikasyondan, EZ2: replikasyon ve
transkripsiyonun regiilasyonundan, E4: Viral (VLP) serbestlesmeden, E5: transformasyon
ve EGF aktivasyonundan sorumludur. iki énemli erken proteinden biri olan E6: p53’e
baglanarak onkojenik transformasyonu saglar. Hiicre i¢inde, p53’iin ubiquitin yolu ile
yikilmasint saglar. Proapoptotik Bax proteinin yikilmasini saglar. E7 ise pRb’ye
baglanarak onkojenik transformasyonu gergeklestirir. Hiicre iginde Rb (retinoblastom)
azalisina neden olur. Siklin A ve E’yi stimiile eder. Sonug olarak E6 ve E7 tiimor supresor
gen olan p53 ve Rb’nin fonksiyonlarmi bozarak kanser gelisimine neden olur (Onan M,
2013).

2.8. Serviks Kanseri Belirtileri

HPV enfeksiyonlar1 genellikle semptomsuz, kendiliginden diizelen, gegici, belirti vermez
veya bagka bir hastaliga neden olmazlar. Ancak HPV’nin sik goriilen tipleri olan Tip-16 ve
Tip-18’in sebep oldugu enfeksiyonlar kanser oncesi lezyonlara neden olabilirler (Aver GA
ve Bozdagi G, 2013). Bu lezyonlar tedavi edilmezlerse serviks kanserine kadar
ilerleyebilirler. Siire¢ genellikle uzun ve belirtisiz geligir. Kanser belirtileri lezyonlar belirli

bir agamaya gelip kanserojen dokular1 olusturduklar1 ve metastaz yaptiklar1 ileri bir
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asamaya gelindiginde ortaya ¢ikar. Serviks kanserinde genel olarak su belirtiler goriilebilir

(American Cancer Society, 2015);

- Menstriiasyon (adet) donemleri arasinda diizensiz kan lekesi veya hafif kanama

(normalden daha uzun siirmesi),

- Menopoz sonrasi diizensizlikler (lekelenme veya kanama),

- Cinsel iliski esnasinda agr1,

- Cinsel iligki sonras1 kanama,

- Anormal vajinal akint1 (kotii kokulu,sulu, pembe, soluk ve devamli akintr)

(American Cancer Society, 2015),

Mesane, bagirsak, akciger veya karacigere yayilmis cok ileri diizey serviks kanseri

olgularinda ise su belirtiler goriiliir (Kaur H ve Verschraegen CF, 2012);

- Sirt agrist

- Kemik agris1 ve kiriklar

- Yorgunluk, bitkinlik

- Vajinadan idrar ve diski kagagi
- Bacak agris1

- Istah kayb1

- Pelvik agr1

- Sigmis ayaklar

- Kilo kayb1 (Kaur H ve Verschraegen CF , 2012)

2.9. Serviks Kanseri Evreleri

Tedavi sekline ve gidisatina karar vermek i¢in kanserleri evrelemek standart bir yoldur.

Serviks kanseri evreleri asagidaki gibidir ( Tiirk Jinekolojik Onkoloji Dernegi, 2020):

Evre I: Kanserli doku olusumu serviksle sinirlidir. IA ve IB olarak iki alt grupta evrelenir.

IA; sadece biyopsi ile goriilebilenmikroskobik kanserdir. IB ise; ¢iplak gozle goriilebilen
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kanser evresidir. Kanser boyutuna gore iki alt grupta evrelenir. IB1: 4 cm’den daha kiigiik

kanser dokusunu olustururken, IB2; 4 cm’den daha biiyiik kanser olusumudur.
Evre 11: Serviksin yakimindaki yumusak dokuya veya vajina kubbesine yayilim vardir.

Evre Ill: Pelvik yan duvarlarinda tutulum, ayaklarda sisme veya idrar torbasina idrar

akiginin blokesi bu evrede goriiliir.

Evre 1V: Kanserin; idrar torbasi, karaciger, akciger ya da rektum gibi daha uzak organlara

metastaz yaptig1 evredir (Tiirk Jinekolojik Onkoloji Dernegi, 2020).

2.10. Serviks Kanseri Tan1 Yontemleri

Uzun bir preklinik doneme sahip olmasi serviks kanserine erken tani imkani saglamaktadir.
Serviksin premalign kosullar1 semptomlara neden olmadigi i¢in uygun bir tarama testi ile
erken tan1 konulabilir. Erken tanida amacg; asemptomatik bireylerde yiiksek dereceli
lezyonlar1 saptamak ve tedavi ederek hastaligin ilerlemesini 6nlemektir (NG ve ark., 2017).

Erken tanida kullanilan iki yontem vardir;

e Smear Testi: Serviks ve vajen epitelinden dokiilen normal hiicreler ve hastalik
nedeni ile degismis hiicrelerin incelenmesini temel alan testtir. Pap smear testi ile
preinvaziv ve kanserdz donemdeki hiicreler endoservikal kanalda saptanmakta vebu
asamadaki kanser tedavisi ile hiicreler kanser olusturmadan gelisim

onlenebilmektedir (Demirgdz Bal M, 2014, Canavan TP ve Doshi NR, 2000).

e HPV testi: Mevcut servikal tarama testleri igerisinde en objektif ve tekrarlanabilir
olanidir. HPV DNA testinin serviks kanseri ile iliskisi kanitlanmis ve kanser
vakalarinn  %99,9° unda pozitifligi goriilmiistir (Baran M, 2013). Son
yillardasitolojik tarama yontemlerine oranla HPV DNA testinin daha duyarli
oldugu belirlenmistir (Orenli G, 2015).
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3. SERVIKS KANSERI GENETIGI

3.1. Apoptoz

Apoptoz; ilk defa 1972 yilinda A. Wyllie tarafindan tanimi yapilmistir. Bu tanim
morfolojik ve biyokimyasal olarak diger hiicre 6liimlerinden farkli oldugunu hiicrenin
kendi 6limiine programl bir sekilde katilmasini ifade eder (Irvine AE ve ark., 2002).
Embriyonik gelisim ve doku homestazi i¢in gerekli bir mekanizmadir (Kerr JF ve ark.,
1972). Basta DNA hasar1 olmak {izere bir¢ok uyarana fizyolojik bir yanit olusturur
(Sperandio S, 2000). Bir¢ok hastaligin seyrinde 6nemli rol oynar. Parkinson, tipl diyabet,
hepatit C ve miyokard infarktiisii (MI) gibi hastaliklarda apoptoz hizlanirken kanserlerde
ve otoimmiin hastaliklarda yavasladigi tespit edilmistir (Tomatir AG, 2003)

Apoptoz; hiicre i¢i proteaz grubu olan kaspazlarin aktivasyonu sonucu meydana gelir
(Boatright KM, 2003). Hiicre 6liimii siirecinde baslatic1 (kaspaz-2, 8, 9, 10) ve yiiriitiicii
(kaspaz-3, 6, 7) kaspazlar rol oynar. Kaspazlar; DNA hasari, growth faktor eksikligi veya
sitokin yoklugu gibi hiicre ici sinyallerde ya da hasar gormiis hiicrelere yanit olarak hiicre

dis1 6liim indiikleyici sinyaller tarafindan aktive olur (Pompei LM ve ark., 2015).

Apoptoz, intrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik olmak iizere iki yolla gergeklesir (Sekil
3.1).

e Intrinsik yol; farkl tipte hiicresel strese yanit vermek i¢in kullanilir. BCL2 protein
ailesi tarafindan diizenlenir. Hiicresel stresle aktive olan intirinsik yol BH3
homolojisi olan proapoptotik proteinler apoptotik BCL2 proteinini inhibe eder.
Boylece; BAK/BAX oligomerizasyonu, mitokondri permeabilizasyonu saglanir,
sitokrom C ve SMAC/DIABLO salinimi baskilanir. Sitokrom c, kaspaz-9 ve APAF-
1 ile kompleks olusturur ve baslatici olan kaspaz-9’un aktivasyonu gergeklesir.
Kaspaz-9 vyiiriitiicli kaspazlar1 (kaspaz-3, 6 ve 7) aktive eder ve programli hiicre
oliimii indiiklenir (Pompei LM ve ark. 2015; Buzin A ve ark., 2015).

e Ekstrinsik yol; Oliim ligand: tarafindan liim reseptérii aktive edilir. Oliim
reseptorii 6liimii indiikleyen sinyal kompleks (DISC) ile kompleks olusturur ve

baslatici kaspazlardan olan kaspaz-8 ve kaspaz-10’unu aktive eder. Her iki kaspaz
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yiriitiicii kaspaz olan kaspaz-3’iin aktivasyonunu gerceklestirir (Zhang XJ ve ark.,
2015).

Ot Ligands

Ol Reseptiei ‘ . '

Ekstrinsik ' ' ol BH3-o - dicresel Stres
Yol _L
ui'i) Intrinsik
¢ Yol

(cﬂ.o} v@
JLC

\ a»v )

)i

=

Tacre limd

Sekil 3.1: intrinsik ve Ekstrinsik Apoptoz Yollar1 (Zaman S, 2014).

3.2. BCL2 Gen Ailesi

BCL2 bir proto-onkogendir ve apoptozu engelleyici protein kodlar. Bu gen ilk defa B

hiicreli lenfomada 14. ve 18. kromozomlar arasindaki translokasyon kirilma noktalarinda

kesfedilmistir (Tsujimoto Y, 1985). BCL2 ailesi hem BAX, BAK, BAD, BCL-Xs, BID, BIK,
BIM ve HRK gibi proapoptotikleri hem de BCL2, BCL-XL, BCL-W, BFL-1 ve MCL-1 gibi

apoptotik proteinlerinden olusmaktadir (Sengupta P, 2017 ). Pro veya anti-apoptotik

islevlerine ve homoloji derecesine gore ii¢ grupta smiflandirilirlar. BCL2 ailesinin anti-

yer alir.

apoptotik iiyeleri endoplazmik retikulum, mitokondri veya niikleer membran ile iliskili

proteinlerdir. Endoplazmik retikulum, golgi aygit1 ve mitokondri de ise proapoptotik iliyeler

gosterilmektedir (Kale J, 2018).
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Tablo 3.1’de BCL2 gen ailesi ve hiicre ici lokasyonlar1 detayli olarak



Tahlo 31 RClI?2 Gen Ailesi  ve Hiicre ici T.okasvonlar (Kale 1 2018),
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BCL2 ekspresyonunda azalma antikanser ilaglara karsi apoptotik tepkiyi yiikseltirken
ekspresyonunun artmasi radyasyon terapisine ve kemoterapotik ilaglara karsi dirence
neden olur. Bunun yani sira, yiiksek BCL2 ekspresyonu hiicre dongiisiiniin Gy fazinda
hiicrelerin birikmesine neden olur ve kemorezistansi artirir. Proapoptotik BCL2 iiyeleri
apoptoz destekleyici olarak ¢alisirlarken anti-apoptotik iiyeler sitokrom C’nin salimini
engeller ve apoptozu Onleyici olarak calisirlar. BCLZ2’nin intrinsik yolakta over-

ekspresyonu ekstrinsik kontrollii apoptozu baskilar (Li JP ve ark., 2015).
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3. 3. MDR1

Multidrug Resistance (MDR1) geni; ABCBI1 geni olarak da adlandirilir. Gen lokasyonu
7q21°dir ve 28 ekzonu kapsamaktadir. Transmembran tasiyici bir gen olan P-glikoproteini
(P-gp) kodlar (Ueda K ve ark., 1987). P-glikoprotein hem bir¢ok ilacin hiicre digina
tasinmasinda hem de metabolizma atiklarinin hiicre disina tasinmasinda 6nemli rol oynar
(Sakaeda T ve ark., 2005; Schwab EM ve ark. 2003). P-gp; kanser hiicrelerinde gen
ifadesinin yiikselmesi ve kemoterapi ilaglarina karsi gelisen kemoterapotik direng fenotipi
sonucu kesfedilmistir. Giincel bilgilerde P-gp’nin GIS boyunca ilag emilimini etkiledigi,
idrar ve safra yoluyla ila¢ atiklarinin atilimini sagladigi ve ilaglarin kan beyin bariyerine
giris-cikislarda engel oldugu bilinmektedir. Yani P-gp, sadece kanser hiicrelerine ¢ogul ilag
direnci saglamanm yani sira normal dokulardaki birgok ilacin farmakokinetigini de
etkilemektedir (Schwab EM ve ark., 2003). MDR1 gen lokasyonu Sekil 3.2°de

gosterilmistir.

™ Moo e T T T o T T T T e T B B T T e T o T T e T B R TR R
: : ] ERE - B T B B - o T s T vt TR TR s T
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Sekil 3.2: MDR1 gen lokasyonu (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ ABCB1#location) Erisim Tarihi
25.12.209.

P-gp ekspresyonu ya da inhibisyonu, insanlarda bazi hastaliklarla iliskidir ve duyarliligi
artirmaktadir. Viral immiin yetmezlik sendromu yani HIV de bu hastaliklardan biridir.
HIV’de; P-gp ekspresyonu HIV proteaz inhibitorleri bagirsakta emilimi ve beyin
bariyerlerinden gecisi sinirlandirarak viriisiin kaliciligina katkida bulundugu bilinmektedir.
P-gp’nin bloke edilmesi ise bazi ilaglarin MSS’ye girigsine sebep olur (Sekil 3.3). MDR1
gen bolgesinde polimorfizm ilk olarak kanserli hiicrelerde yapilan ¢aligmalarla tespit
edilmis ve daha sonra, tiim MDR1 kodlama bdlgesi detayli olarak belirlenmistir (Marzolini
C ve ark., 2004). Arastirmalarda MDR1 gen bolgesinde 50’den ¢ok SNP belirlenmistir.
MDR1 gen bolgesinde yer alan polimorfizmler P-gp aktivitesini ve gen regiilasyonunu

diizenleyerek yapisal diizenlemeleri yapar (Wang LH ve ark., 2013).
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Sekil 3.3: MDR1’in roliiniin gosterimi (Cario E, 2017).

3.4. p53 Geni

p53 geni; 17. kromozomun p kolunda yerlesen (17p13.1) bir tiimor supresor bir gendir.
DNA sentez ve tamiri, gen transkripsiyonu ve apoptoz gibi nemli biyolojik aktivitelerde
gorev alir. Bircok kanserin temelini p53 gen mutasyonu olusturmaktadir (Yamada Y,
1991). Normal kosullarda inaktif halde bulunan p53 geni DNA hasar1 ile aktiflesir. p53
geni DNA transkripsiyonu tizerinde etkisi bulunan bir¢ok genin ekspresyonunu diizenler.
p53 baglanma bolgesi (PBS) igeren genlere yaban tip p53 geni baglanir ve biiyliimeyi
baskilayan genlerin ekspresyonunu uyarir. Mutasyona ugramig p53 geninde biiylimeyi
baskilayan genlerin ekspresyonunda azalma ya da engelleme meydana gelir. BCL2, p21,
bax genleri ve GADD-45 (Growth arrest and DNA damage) bu genlerin bir kagini
olusturmaktadir (Kastan MB ve ark., 1991).

Hiicre proliferasyonu hiicre dongiisii boyunca kontrol altinda tutulur (Vermeulen K ve ark.,
2003). Hiicre dongiisiiniin kontrolii protein kinazlar ve siklinler olmak ftizere iki grup
Ozellesmis proteinler ile saglanmaktadir. Hiicre dongiisiinde gorev alan proteinkinazlar,
siklin bagiml kinazlar olarak adlandirilirlar ve Cdk ile gosterilir. Siklin’e baglandiklarinda

aktivasyonu gerceklesen protein kinazlar, hedef proteinlerin yapisinda bulunan serin,
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threonin veya tirozin aminoasitlerine fosfat (P) grubu baglayarak hedef proteinin
aktivitesini degistirirler (Vermeulen K ve ark., 2003). Cdk-siklin kompleksleri tarafindan
fosforlanan hedef proteinler ile hiicre dongiisii kontrolii saglanmig olur. Fosfor grubunun
baglanmasi ile aktif hale gegen protein gorevini tamamladiktan sonra protein fosfotaz
enzimi tarafindan baglandig1 fosfor grubundan ayrilarak defosforilasyon gergeklesir.
Boylece hedef protein tekrar inaktif hale geger (Bates S ve Vousden KH, 1999). Hiicre
dongiisti G1, S ve G, olmak {izere ii¢ evrede kontrol edilir. Her evrede gorev alan siklin ve
siklin bagimli kinazlar (Cdk) vardir (Sekil 3.4). p53’in hiicre dongiisiindeki gorevleri sekil

3.5’te gosterilmistir.

STAR @@

@

Sekil 3.4: Siklin bagimli kinazlar (Cdk) ve siklinler (William PK ve ark., 2004).

Hiicre dongiisiinde gegisleri tetikler. Retinoblastoma (Rb) fosforilasyon ile aktiflesen bir
tumor supresordiir. Siklin A ve B1-2, siklusta maksimum diizeye ulasir ve S ve G2 fazlari
esnasinda ve mitoza gecisi diizenlerler.Siklin D1-Cdk4 kompleksi G1 progresyonunu
diizenler. Siklin E-Cdk2 kompleksi S fazina girisi kontrol eder. Siklin A-Cdk2 kompleksi S
fazinin diizenlenmesini control eder. Siklin B-Cdk1 kompleksi mitozu kontrol eder. Siklin
DI, E ve A p21’in G1 fazindan S fazmna gegisindeki engelleyici etkisini kontrol eder
(Sakaguchi T. ve ark., 1998).
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Sekil 3.5: p53°iin hiicre siklusundaki yeri (Ulukaya E. 2001).
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p21 proteinin artmasi cdk’nin kendi substratlarin1 fosforile etmesini onler. DNA hasar1
olusumu ile hiicre dongiisiinde S fazma gecis durdurulur ve DNA hasarmin giderilmesi
saglanir. G1 evresinde dongliniin durmasi i¢in p21 gereklidir.p21 bakimndan eksik olan
hiicrelerde DNA hasar1 sonrasi hiicre dongiisiit G1 evresinde durmaz (Schmid M ve ark.,
2001). Eger hiicredeki hasar tamir edilemeyecek kadar biiyiikse p53 apoptozu uyararak
hasarli hiicreler 6liir (Pompei LM ve ark., 2015).

UV 1smlar, hiicresel metabolizma, zararli kimyasallar veya hatali DNA eslenmesi gibi
DNA iizerinde meydana gelebilecek herhangi bir hasara karsi p53 geni aktifleserek
DNA’y1 mevcut hasara karsi korur (Bieging KT ve ark., 2014). DNA hasar1 uyarani ile
aktiflesen p53 geninin yanit mekanizmasi sekil 3.6’da gosterilmistir. DNA hasar1 ile

aktiflesen p53 geni hasara; 1) hiicre dongiisliniin durdurulmasi, 2) DNA’nin yeniden
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yapilandirilmasi, 3) programli hiicre 6liimii (apoptozis), 4) hiicre yaslanmasi olarak karsilik
verir (Bieging KT ve ark., 2014)

j\”g{‘;cute DNA damage } Hyperproliferative signals
AK , l
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(CHK1 and/or CHK2) —— 520 @ s

—7

5>
Gl G2 — ‘ ! Y e
e p WSy P @

| Cell cycle arrest DNA repair ‘ Apoptosis Senescence‘

Sekil 3.6: DNA hasar1 uyaram ile aktiflesen p53 geninin yanit mekanizmasi (Bieging KT ve ark.,
2014),

3. 5. Primula Vulgaris

Bitkiler, bircok medeniyetler tarafindan bir¢ok hastalifa karsi geleneksel bir ilag olarak
kullanilmaktadir (Majid A ve ark., 2014). Primula vulgaris, Primula cinsine ait ¢i¢ekli bir
bitkidir ve 400 ile 500 aras1 tiirden olusmaktadrr (Ozkan MT ve ark., 2017).Cesitli

calismalarda farkli Primula tiirlerinin sitotoksik etkisi arastirilmistur.

Demir ve arkadaslarinin yurittiikleri bir ¢alismada Primula vulgaris ¢igek ekstraktmnin
insan serviks kanseri (HeLa) hiicreleri Ttizerindeki sitotoksik etkilerini ve olas1
mekanizmalarini incelemislerdir. Primula vulgaris yaprak ekstrakti HeLa hiicrelerine kars1
hiicre dongiilerini S fazinda durdurdugunu ve konsantrasyona bagl bir sekilde
mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak normal fibroblast hiicrelerine kiyasla
apoptotik hiicre sayisini indiikleyerek segici sitotoksik etkiler sergiledigini goérmiislerdir.
Yapilan bu ¢alisma Primula vulgaris ¢igek ekstraktinin ¢ogalmaya kars1 etkisini koyan ilk

calisma olmustur (Demir S ve ark., 2018).
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Ozkan ve arkadaslarmin yiiriittiikleri ¢alismada ise fenolik bilesikler agisindan zengin
Primula vulgaris o6ziitliniin, stinnet derisi fibroblast hiicrelerinde H,0, ile indiiklenen
oksidatif DNA hasar1 iizerindeki koruyucu etkisini arastwrmislardir. Primula vulgaris
ekstraktinin kuyruklu yildiz tahlili ile oksidatif DNA hasar1 iizerindeki etkisini
incelemislerdir. Bu ¢alisma da Primula vulgaris ekstresinin fenolik kompozisyonu,
antioksidan ve antigenotoksik etkisi iizerine yapilan ilk ¢alisma olmustur (Ozkan MT. ve

ark., 2018).

3.6. Sisplatin ve Serviks Kanseri Tedavisi

Ilerlemis veya yineleyen serviks kanseri tanis1 konulan hastalar kétii prognoza sahiptirler
ve hastalarin %20’sinden azi1 bir y1l hayatta kalabilmektedir (Moore D.H. ve ark., 2004).
Sisplatinin antitiimor etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Viicut sivilarma ve
tiim dokulara hizli dagilmasma ragmen kan-beyin bariyerine gecisi zordur. Viicutta beyin

omurilik sivisinda (BOS) ¢ok az miktarlarda bulunur (Ruggiero A. ve ark., 2013).

Sisplatin; bakteri biiylimesini engelleyen, kiigiik molekiillii platin bilesiginden olusan
kemoterapétik bir ajandir.Oda sicakhiginda beyaz veya koyu sari/turuncu renkte Kristal
tozdur. Suda iyi ¢oziinmez. Normal sicakliklarda ve basing altinda stabil olarak bulunur.
Hiicre disinda inaktif olarak bulunan sisplatin hiicreye girdiginde aktiflesir. Sitoplazmada
sisplatin tizerinde bulunan klor atomlari ile su molekiilleri yer degistirir. Béylece herhangi
bir niikleofil ile reaksiyona girebilecek giiclii bir elektrofil olusur. Sisplatin, piirin
kalmntilar1 tizerindeki N7 reaktif merkezine baglanarak kanser hiicrelerinde DNA hasarina
neden olur ve hiicre biiyiimesini engelleyerek, apoptoza neden olur (Sekil 3.7) (Johnstone
TC ve ark., 2014).

Sisplatin; germ hiicreli tiimorler, sarkom, lenfoma ve karsinoma gibi bir¢ok kanser tiiriine
kars1 etkilidir. Sisplatin, yaygin olarak kullanilan veya gdgiis, testis, yumurtalik, servikal,
prostat, bas ve boyun, mesane, akciger ve refrakter Hodgkin dis1 lenfomalar dahil olmak
lizere c¢esitli malignitelerin tedavisinde Onemli bir kemoterapotik ajandir. Ayrica
carboplatin, paklitaksel ve bevacizumab ile beraber kombinasyonel tedavide siklikla

kullanilmaktadir (Marquina ve ark., 2018).

[k olarak 1844°te M.Peyrone tarafindan sentezlendi ve kimyasal yapis1 1893°te A. Werner

tarafindan agiklandi. 1965°te Rosenberg’in gozlemleri sonucu platin ag elektrotlarinin bazi
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elektroliz iriinlerinin Escherichia coli bakterisindeki hiicre boliinmelerini engelledigi

gozlemlendi (Rosenberg B ve ark., 1965).
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Sekil 3.7: Kanser tedavisinde sisplatinin molekiiler mekanizmasinin semas:1 (Dasari S ve

Tchounwou PB, 2014).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. MATERYAL

4.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

RPMI-1640 medyum (HyClone ™'ot: AE28955304)

FBS (Fetal Bovin Serum Capricorn scientific Lot: CP18-2144)
Penicilin-Streptomycin Solution (HyClone™"ot:SV30010)

Trypsin-EDTA (HyClone™ Lot:CP18-2218)

DMSO (Diemthyl sulfoxide Lot: 8K57494)

WizPrep™ Total RNA Mini Kit (Tissue) (Wizbiosolutions Lot:2D0718-26)
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (thermoscientific Lot:
00645333)

8. SensiFAST™™SYBR No-ROX Kit (Lot: SF581-B066180)

9. 2-Mercaptoethanol (for synthesis Germany Lot: S7573840 910)

10. Laminar Akimh Kabin (Alpina Bio190 Biyogiivenlik Kabini Class II 187 cm)
11. Karbondioksit (CO,) Etiivii (n-biotek NB-203XL)

12. Steril tek kullanimlik T-75 cm? Flask (Lot: 9020711, Germany)

13. 15 cm santrifiyj tiipleri (Isolab, non-steril, Germany, Lot: CTPPN9015002)
14. 50 cm santrifiyj tiipleri (Isolab, steril, Germany, Lot: CTPPN9015001)

15. Otoklav (Alp)

16. Everest Ultrasonic CleanEx 401

17. Santriflij cihaz1 (Hettich Santrifiigen Universal 320 R)

18. Mikro-santrifiij cihaz1 (Microfuge 20R centrifuge, Beckman Coulter)

19. -20 Derin Buzdolab1 (Siemens)

20. Buzdolabi (Siemens)

21. -80 Derin Dondurucu (Thermo Scientific Forma 700 Series)

22. qPCR (LightCycler® 480 I1)

N o g b~ w Dnh e

23. Isiticili Manyetik Karistirict (Everest Ultrasonic)

24. Inverted Faz Kontrast Mikroskop (Olympus Corporation)
25. Elektronik Pipet Seti (Thermo)

26. Pipet Ucu (Thermo)

27. Etiiv (Memmert IN110)
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28. Mikrovoliim Spektrometre (Jenway Genova Nano)

29. iICELLigence Sistemi (ACEA Biosciences)

30. 225 mm Cam pipet (ISOLAB Lot: 002.R.0)

31. E-Plate L8 (ACEA Lot: 20160348)

32. Beyaz 96 Kuyucuklu Plate (LightCycler 480 Lot:16021520)

33. PCR tiip 0,2 ml (ISOLAB Lot:PCPPS8002001)

34. Filtre 33mm (MILLEX-HA Lot: R4PA22811)

35. Nuclease Free Water (Thermo Scientific,Litvanya Lot: 00660702)
36. Yikama Sisesi 500ml (ISOLAB Lot: WBPEN5500002)

4.2. YONTEM

4.2.1. Hiicre ve Ozellikleri

HeLa (ATCC® CCL-2™) epitel hiicrelerden ve adenokarsinomalardan tiirevlenen insan
servikal kanser hiicre hattidir (Lucey BP ve ark., 2009). Calismamizda, Baskent
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dalindan temin edilen insan serviks

epiteloid karsinom hiicre hatt1 olan HeLa hiicreleri kullanild.

4.2.2. Bitki Materyali ve Yesil Sentez Yontemiyle Sentezlenmis Primula Vulgaris
Yiiklii Nanoparcaciklarin Eldesi

Bu ¢alismada kullanilan Primula vulgaris bitki 6rnekleri 2019 yili ilkbahar mevsiminde
Samsun’un Salipazari ilgesinden Molekiiler Tip Ana Bilim Dali yiiksek lisans 6grencisi
Burcu Yazici tarafindan toplanan toplanmustir. Ilgenin konum bilgisi sekil 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.1: Primula vulgaris bitkisinin toplandig: bolge.

4.2.3. Primula Vulgaris Yiiklii Giimiis Nanopartikiillerin (PVLAgNPs) Sentezi

10 ml Primula vulgaris ekstraktina kademeli olarak gesitli konsantrasyonlarda (10 *ila 107
M) 90 ml AgNOs; soliisyonu eklendi. Daha sonra 24 saat isiksiz (25 ° C) saklandi.
Ardindan makroskopik olarak numunelerin renginin kahverengiye dondiigi goriildii. Renk
degisimi, AgNP'lerin olusumunu kanitlar. Indirgenmis AgNPs ¢ozeltileri falkon tiiplerine
aktarildi ve 4500 rpm'de 1 saat santrifiijlendi. Santrifiijlemeden sonra (Beckman Coulter,
Microfuge 20R), falkon tiipleri lizerindeki sivi kisim atildi ve tiipiin dibinde biriken 1slak
katt numune eppendorf tiiplerine aktarildi PVLAgNPs numuneleri liyofilizasyon
(Labconco, Freezone Plus) isleminden sonra kati olarak elde edildi. Hiicre kiiltiirii
calismalar1 i¢in, ¢iceklerin ve yapraklarin her birinden elde edilen 25 mg PVLAgNP
tartildi, voliimetrik siselere ilave edildi ve son hacim saf su ile 50 ml'ye tamamlandi.
Boylece, 500 pg/ml konsantrasyonda PVLAgNPs ¢ozeltileri elde edildi. Cozeltiden 500
ug/ml konsantrasyonda farkli dozlar (25 ile 125 pg/ml) kullanildi ve hiicrelere 2 tekrarla
uygulandi. Nihai hacimler, hiicre ortami ile 600 plI' ye tamamlandi. Sekil 4.2°de
PVLAgNP’ler gosterilmistir.
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Sekil 4.2: PVLAgNP’ler.

4.2.4,. HeLa Hiicre Hatt1 Kiltirii

Hiicre kiiltiriine baslamadan 6nce; RPMI-1640 (+25mM HEPES,+L-Glutamine)
medyumu+ %10 Fetal Bovin Serum (FBS)+ %1 Penisilin/Streptomisin igeren besiyeri
steril sartlarda UV kabin igerisinde hazirlandi. Sekil 4.3’de hiicre kiiltiirii deneyinin
yapildigr kabin gosterilmistir. Sekil 4.4’de besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan

malzemeler gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Hiicre kiiltiirii deneylerinin yapildig1 kabin.

Sekil 4.4: Besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler. Soldan saga dogru; Penisilin-

Streptomisin soliisyonu (PBS), Fetal bovine serum (FBS), RPMI-1640 Medium.

Dondurulmus hiicreler kademeli olarak ¢6ziilerekhazirlanmis olan besiyeri ile birlikte T-75
cm®lik flask igerisine steril cam pipetler yardimyla her flaskta 15 ml besiyerini

ge¢meyecek sekilde alindi. Hiicrelerin flaska ekiminin ardindan hiicrelerin durumlari invert
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mikroskop ile kontrol edildi ve ardindan flasklar 37 °C’de %5 CO; igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicrelerin zemine yapismasini gézlemlemek igin invert
mikroskopta ilk goriintiileme yapildi. Sekil 4.5’de ekim iglemi sonrasi hiicrelerin invert
mikroskopta ilk goriintiileri gosterilmistir (x10). Hiicre kiiltiirii besiyeri 2 giin ara ile hiicre
cogalma durumuna gore degistirildi. Sekil 4.6’da bir giinlik HeLa hiicrelerinin invert

mikroskopta goriintiileri verilmistir (x40).

Sekil 4.5: Ekim islemi sonrasi hiicrelerin invert mikroskop altinda goriintiisii (x10).

Sekil 4.6: HeLa hiicrelerinin invert mikroskopta gériiniimii (x40, 1.Giin).
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4.2.5. HeLa Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

Flask yiizeyindeki hiicre yogunlugu %80-90’a ulasinca hiicreler klasik tripsinojen yontemi
ile pasajlandi. Sekil 4.8’de ekimin dordiincii giiniinde %100 doluluga ulasmis HelLa
hiicrelerinin invert mikroskopta goriintiisii verilmistir (x40). Kiiltiir flask: igerisindeki
besiyeri uzaklastirildi.75 cm®’lik kiiltiir flask1 igerisine 5 ml tripsin-EDTA (etilen diamin
tetra asetik asit) ilave edildi ve hiicreler %5 COziceren inkiibatorde 5 dk bekletildi. Invert
mikroskopta hiicrelerin yiizeyden tamamen kalktigi goriildii. Tripsin-EDTA’nin hiicrelere
zarar vermesini onlemek amaciyla tripsin-EDTAnin iki kat1 (10ml) kadar (2:1) besiyeri
eklenerek tripsinin etkisi inaktif hale getirildi. Flask icerisindeki kalkmis halde bulunan
hiicreler besiyeri (10ml) ve tripsin (5ml) icerigi ile 15 ml’lik falkon tiiplerine alindi. 10
dk’da 1200 rpm’de santrifiij edildikten sonra supernatant kisim ¢oken hiicrelerden
uzaklastirildi. Pellet tizerine 2 ml besiyeri eklendi. Yavas, dikkatli ve nazik bir sekilde
pipetaj yaparak pelletin ¢oziinmesi saglandi. Diger deneylerin gergeklestirmek ve yeterli
miktarda hiicre eldesi saglamak icin alt pasajlar yapilarak iiretildi. Hiicreler yaklasik olarak
bes gilinde bir pasajlandi. Sekil 4.7°de iki giinlik HeLa hiicrelerinin invert mikroskopta

goriintlisii (x40) verilmistir.

Sekil 4.7: HeLa hiicrelerinin invert mikroskopta goriintiisii (x40, 2. Giin).
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Sekil 4.8: %100 doluluga ulasmis HeLLa hiicre hattinin invert mikroskopta goriintiisti (x40, 4. Giin).

4.2.6. ICELLingence Sistemi ile Hiicre Sayisinin Optimizasyonu

iICELLigence, maddelerin hiicre iizerindeki sitotoksik etkilerin, hiicre c¢ogalmasi ve
Olimiiniin gergcek zamanl olarak istenilen siireler ile takip edilmesini saglayan gelismis bir
hiicre analiz sistemidir (Tirker Sener L ve ark., 2017). Sekil 4.9’da iCELLigence sistemi
ve hiicre canliligi takibi gosterilmistir.iCELLigence sistemi i¢in en uygun Hela hiicre
sayisini belirlemek amaciyla thoma lamimnda hiicre sayim islemi yapildi. Her kuyuya 1x10%,
2x10* ve 3x10* hiicre/ml hiicre konarak hiicre canliligli optimizasyonu yapildi. Sekil
4.10°da e-platelerin kuyularma hiicre ve besiyeri ekim islemi gosterilmistir. Sekil 4.11°de
gostermis oldugumuz HeLa hiicre canlilig1 optimizasyonunda iCELLigence sistemi i¢in €n
uygun hiicre sayismin  2x10*  hiicre/ml  oldugu  belirlenmistir. Hiicre sayisinin
belirlenmesinin ardindan PVLAgNP’ lerin molekiiler ve kimyasal etkilerini arastirdigimiz
her bir madde i¢in muamele saati, uygun dozu ve en uygun cevap alinacak hiicre indeksi

zamani belirlendi.
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Sekil 4.9:

Sekil 4.10: iCELLingence sistemine yiiklenecek e-plate kuyucuklarina hiicre ve besiyeri ekimi.
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Sekil 4.11: iCELLigence sisteminde HeLa hiicre canliligi optimizasyonu.Yesil: 10.000 hiicre/ml,
Kirmizi: 20.000 hiicre/ml, Mavi: 30.000 hicre/ml.

4.2.7. iICELLigence Sisteminde HeLa Hiicrelerine PVLAgNP’lerin Uygulanmasi

Pasaj islemi tamamlanan hiicreler sayimi yapildiktan sonra E-plate’in kuyucuklarinin her
birine 250 ul besiyeri eklendi. E-plate’ler iCELLigence sistemine konularak sistemin
elektrik baglantis1 kontrol edildi ve arka plan 6l¢iimii yapildi. Arka plan 6l¢iimiinden sonra
her kuyucukta 20.000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekim islemi gereklestirildi. Hiicrelerin
zemine ¢Okmesini saglamak i¢in toplamda 30 dk oda sicakliginda plateler bekletildi. 30
dk’nin sonunda plateler tekrar sisteme yerlestirildi ve 96 saat boyunca her 15 dk’da bir
Ol¢lim yapacak sekilde sistem baslatildi. 20. saatte madde ilaveleri yapilmak {izere plateler
sistemden ¢ikarildi.Birinci plate’in ilk iki kuyucuga 25 pg/ml, 3. ve 4. kuyucuga 50 pg/ml,
5. kuyucuga 75 pg/ml, 6. ve 7. kuyucuga 100 pg/ml, 8. kuyucuga 125 pg/ml Primula
vulgaris bitkisinin ¢igeginden elde edilen ¢igek 6ziitii ve toplamda 450 ul besi yeri olacak
sekilde madde ilavesi yapild1. ikinci plate’in ise ilk iki kuyucuguna 25 pg/ml, 3.kuyucuga
50 pg/ml, 4 kuyucuga 75 pg/ml, 5.kuyucuga 100pg/ml, 6. kuyucuga 125 pg/ml Primula
vulgaris bitkisinin yapragindan elde edilen yaprak oziitii eklendi. ikinci platede son iki
kuyucuga higbir etken madde eklenmedi kontrol grubu olarak degerlendirmede kullanildi.

Sekil 4.12°deki gibi e-plate tizerindeki kuyucuklara madde ilavesi tamamlandiktan sonra
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plate sistem igerisine yerlestirilerek deneye devam edildi. 96 saat boyunca yapilan hiicre

indeksi olgtimleriyle 1Csq degerleri belirlendi.

Kuyucuklar 1.PLATE 2PLATE

A 25 pg/ml

P.vulgaris ¢igek oziitii

B 25 pg/ml

P.vulgaris ¢igek oziitii

50 pg/ml

P.vulgaris yaprak 6ziitt

100 pg/ml

P.vulgaris yaprak oziitii

100 pug/ml

P.vulgaris ¢igek oziitii

G 100 pug/ml

P.vulgaris ¢igek oziitii

H 125 pg/ml

P.vulgaris ¢igek 6ziitii

Sekil 4.12: E-plate dizayni.
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4.2.8. RNA Izolasyonu

4.2.8.1. RNA Izolasyonu Oncesi ve Sonrasi Kullanilan Cihazlar

1. Buzdolabi (Isvigre, Roche LightCycler 480)

2. -80 Derin Dondurucu (ABD, Thermo Scientific)
3.
4
5

Mikrosantrifiij (ABD, Beckman Coulter, Microfuge 20R)

. UV Kabin (Alpina Bio190 Biyogiivenlik Kabini Class II 187 cm)

. Thermo Scientific™ Finnpipette™

4.2.8.2. RNA lzolasyonu I¢in Kullamlan Kimyasal Maddeler

N o a &~ w D

Wizprep™ Total RNA Mini Kit (Tissue)
RL Buffer — Homejenizator Soliisyonu
W1 Buffer — Yikama Tamponul

W2 Buffer - Yikama Tamponu2
RNase-Free Water

B-mercaptoethanol

%70 Ethanol

Toplam RNA hiicrelerden Wizprep' ™ Total RNA Mini Kit (Tissue) protokoliine gére izole

edildi.

© o N o g B~ w DN

[EEN
o

Hiicrelerin iizerine 500ul RL Buffer ve 5 plB-mercaptoethanol eklendi ve pipetaj

yapilarak homojenize edildi.

Siispansiyon 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

Filtreli tiip, toplayici tiipiin {izerine konuldu.

Ependorf tiipiindeki sivi, filtreli tiipe aktarildi.
13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Filtreli tiip atild1.

Toplama tiipiine 400 pl %70 etanol eklendi ve 5 dk pipetajla yavasga karigtirildi.

Toplama tiipii santriflij tiipii ile birlestirildi.

800 pl’lik karigim santrifiij tliptine alind1 ve 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

. Santriflij tliptine 100ul DNase I soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 10 dk

bekletildi.
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11. Santrifiij tiipiine 500 ul W1 Buffer eklendi ve 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi
ve altta kalan stvi kisim dokiildii.

12. Santrifiij tlipiine 600 ul W2 Buffer (etanol eklenmis olan) eklendi. 13.000 rpm’de 1
dk santrifiij edildi. Altta kalan s1v1 kisim dokiildii.

13. Santriflij tiiptine 600 pl W2 Buffer eklendi 13.000 rpm2de 1 dk santrifiij edildi
dipteki s1vi kisim dokiildi.

14. 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

15. Yeni 1.5 ml’lik tiipe santrifiij tiipli birlestirildi.

16. 50 pl RNase-Free water eklendi ve oda sicakliginda 1 dk bekletildi.

17. 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

18. Santrifiij tlipti atild1.

19. izole edilen total RNA’lar kullamlana kadar -80°C ‘de saklandi.

4.2.9. RNA’nin Kalitatif Tayini

Bu c¢alismada RNA’nin kalite Olciimii icin Jenway Genova cihazi kullanildi. Cihaz
acilisinda Oncelikle RNA analiz kismi secildi, ardindan dalga boyu (260/280)
secildi.Glivenli bir 6l¢iim i¢in saf su ile kor bakildi.RNA’dan 2 ul pipet ile alindi. Cihazin

sensOr kismina eklenip elde edilen RNA’nin kalitesine bakildi.

4.2.10. Total RNA’dan cDNA Sentezi

Toplam RNA’dan cDNA thermoscientific RevertAid H Minus First Strand cDNA

Synthesis Kit kullanilarak sentezlendi.

4.2.10.1 Total RNA’dan cDNA Sentezi Oncesi ve Sonrasi Kullanilan Kimyasallar

5X Reaction Buffer

RiboLock RNase Inhibitor

10 mM dNTP Mix

RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase

Primer

o ok~ w N PF

Nuclease- free water
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4.2.10.2.Total RNA’dan cDNA Sentezinde Uygulanan Protokol

1. 1Cspdoz, LDso doz, Sisplatin, AgNP ve kontrol grubu olmak iizere toplamda 5 grupta
yuriittiiglimiiz arastrmamizda; Primer + RNA + Su karisimitotalde 12ul olacak sekilde

buz tlizerinde karistirildi.
1.grup 1Csp: 6 ul RNA + 1pl Primer+ 5 plsu
2.grup LDsg: 6 ul RNA + 1ul Primer+ 5 plsu
3.grup Sisplatin: 6 ul RNA + 1ul Primer + 5 pl su
4.grup AgNP: 5 ul RNA + 1ul Primer+ 6 ul su
5.grup Kontrol Hiicre: 5 pl RNA + 1ul Primer+ 6 plsu

oranlarinda totalde 12 ul olan karisim 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi. ikinci asamaya
gecildi.

2. Karigimin tizerine 5X Reaction Buffer 4 ul + RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1 ul
+ 10 mM dNTP Mix 2 ul+ RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200
U/ul) 1 pul eklenerek totalde 20 pl olan yeni bir karisim elde edildi.

3. Karisim nazikge karistirildi ve santriftij edildi.

4. Yenikarisim 25°C°de 5 dk, 42°C’de 60 dk inkiibe edildi.

5. Sentezlenen cDNA’lar -20°C’de ¢alisilincaya kadar sakland.

4.2.11. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) Analizi

Roche LightCycler 480 cihazinda kantitatif olarak gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) reaksiyonuna alindi. Her grup i¢in PCR cihazinda 3 tekerriir
calisildi. Calismada Roche LightCycler 480 1l gPCR cihazina uygun SensiFAST™ SYBR"®
No-ROX kiti kullanilarak basic relative quantification analizi yapilarak BCL2, MDR1 ve
p53 genlerine ait anlatim seviyeleri belirlendi (Sekil 4.13). Calisma; PVLAGNP ) 1Cso doz
grubu (1.grup), PVLAgNP, LDsy doz grubu (2. grup), sisplatin grubu (3. grup), Cicek
ekstrakt1 yiiklii olmayan AgNP grubu (4. grup) ve Kontrol hiicre grubu (5. grup) olmak
tizere toplam 5 grup tizerinde yiirttiildi (Sekil 4.14; Sekil 4.15; Sekil 4.16).
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4.2.11.1. SensiFAST™ SYBRR No-ROX Kit Prosediir

1. Her bir kuyucuga toplamda 20 pl SensiFAST™ SYBRR No-ROX pul’lik PCR mastermix
hazirlandi. 10 pl SensiFAST™ SYBR™ No-ROX Mix+ 10uM forward primer (0,8 pl) +
10 uM reverse primer (0,8ul) + 1,4 ul cDNA + 7 ul H,0 karistirilarak 20 ul mastermix
hazirlandu.

2. 96 kuyucuklu e-plate’in kuyucuklarma BCL2-F/R, GAPDH-F/R, MDR1-F/R ve p53-
F/R ile toplam 20 pI’lik karisim eklendi.

3. E-plate 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. cDNA ve mastermixin dibe c¢okmesi
saglandu.

4. E-plate 3 adimli dongiisiinii ayarladigimiz qPCR’a yerlestirildi ve analiz baslatildi.

Yaklasik bir buguk saat sliren reaksiyonun ardindan spesifik gen iiriinlerinin varligi basic
relative quantification analizi ile dogruland: veelde edilen BCL2, MDR1 ile p53 genlerine
ait Ct degerleri GAPDH diizeylerine gore normalize edildi.Sistem {izerinden elde edilen C;
degerleri kullanilarak 2™*““ metodu ile degisim farkliliklar1 analiz edildi. BCL2, MDR1 ve
p53 genlerine ait anlatim oranlar1 referans gen olarak kullanilan GAPDH ile oranlanarak
hesaplandi. BCL2, MDR1 ve p53 gen analizlerinde kullanilan primerlerin baz dizilimleri
tablo 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.13: Roche LightCycler 480 Il Sistemi.
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Tablo 4.1: BCL2, MDR1 ve p53 Gen Ekspresyon Analizinde Kullanilan Primerlerin Baz

Dizilimleri.
BCL2-F 5>-TGT TTT GAG AGC GTC AAC CG-3’
BCL2-R 5’- TCA GGT AGA GGC CGC ATG CTG-3’
GAPDH- F 5-GTCGTATTG GGC GCC TGG TCA-3’
GAPDH- R 5’- GCC AGC ATC GCC CCACTT GAT-3
MDR1- F 5-AAC TTC TAT CCC ACC CGA CGG-3
MDR1- R 5’- GTA CTG CAG TCA AAC AGATGG TT-
35
p53-F 5’- CAC GAG CGC TGC TCA GAT AGC-3’
p53-R 5’- ACA GGC ACA AAC ACG CAAAA-3°
43454 50,201 —
i GAPDH  —— e
B4 == | s
31 464 — | ®mm -
b T BCLY 2 2 BCL2]
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2 15484 /i 2 10m
1‘?3 / 1;% GAPDH -
3454 5.0
i il 07 — St
5 10 15 3 0 3 40 5 10 15 2 = El 5
BA524 57.904 _ _—
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51524 294 ;
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TI524 I 27504 BrL2 |
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Sekil 4.14: BCL2 gen ekspresyon ¢aligsmasi pik profillerinin gosterimi.
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Sekil 4.15: MDR1 gen ekspresyon ¢alismasi pik profillerinin gosterimi.

43122 50,201
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Sekil 4.16: p53 gen ekspresyon ¢aligmasi pik profillerinin gosterimi.

4.3. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

PVLAQNPc.v)’lerin hiicreler iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla; iCELLigence

sisteminin madde ilavesinden sonra ¢aligma siiresi boyunca ger¢ek zamanli olarak her 15

dk’da bir hesaplamis oldugu hiicre indeks degerlerinin farkli ¢alisma gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak karsilastirilmasinda “SPSS
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21.0 Paket Programi” kullanilmistir. Cicek




ve PVLAgNPy,’lerin farkli dozlarda 12 ve 24 saat boyunca elde edilen hiicre indeks
degerleri ile kontrol hiicre grubundan 12 ve 24 saat boyunca elde edilen hiicre indeks
degerlerinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasinda parametrik olmayan bir test olan
“Mann  Whitney U” testi kullanilmistir. Sonuglar p<0,05 anlamhilik diizeyinde

-AA Ct
2 C

degerlendirilmistir. Gen ekspresyon sonuglarinin degerlendirilmesinde metodu

kullanilmuistir.
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5. BULGULAR

5.1. ICso Doz Hesaplama

ICs0; hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitor konsantrasyonudur
(Battaloglu Inang, 2013). iCELLigence sisteminde ekimi yapilan HeLa hiicrelerine 20.
saatte madde ilavesi yapildi. Madde ilavesinin yapilmasindan 12 ve 24 saat sonra (yani
kiiltliriin 32. ve 44. saatleri) Sigmoidal dose response (variable slope) yontemiyle 1Csg
degeri hesaplanmistir. PVLAGNP ) igin hesaplanan ICsq degeri sirasiyla 58,39 pg/ml ve
57,65 pg/ml olarak belirlenmistir (r°=1) (Sekil 5.1; Tablo 5.1). PVLAgNP() i¢in
hesaplanan 1Cso degeri ise; sirasiyla 42,14 pg/ml ve 48,50 pg/ml olarak belirlenmistir (r
2=1). Normalizasyon siiresi 20.saatten itibarendir (Sekil 5.2; Tablo 5.1).

Normalized Cell Index

\

\

e

Log of concentration (M)

Sekil 5.1: iCELLigence sisteminde PVLAgNP ¢, HeLa hiicrelerinin ICso doz hesaplama ¢aligmast.
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Normalized Cell Index

AN

\\

Log of concentration (M)

Sekil 5.2: iCELLigence sisteminde PVLAGNP ) HeLa hiicrelerinin ICs doz belirleme galismasi.

Tablo 5.1: PVLAgNP ¢.v) madde ilavesinin 12. ve 24. saatlerinde hesaplanan 1Cs, sonuglart.

ICso (ng/ml)
12. Saat 24. Saat
PVLAgNP 58,39 57,65
PVLAQGNP v, 42 14 48,50

5.1.1. PVLAgNP¢)’lerin HeLa Hiicreleri Uzerinde 1Cs Doz Belirleme Calismasi

HeLa hiicrelerine; 25, 50, 75 ve 100 pg/ml dozlarda PVLAgGNP ¢ ’ler e-plate iizerindeki
kuyucuklara eklenmistir (Sekil 5.3). Hiicre canliligi optimizasyon grafigine bakildiginda
PVLAQNP ) madde ilavesi yapilan HeLa hiicrelerinde; 50 pg/ml iizeri PVLAGNP ¢, dozu
HeLa hiicreleri i¢in Oliimciil seyretmektedir. Grafikte 25 pl’'nin ve kismi olarak
50ug/mP’nin kontrol hiicre grubu ile aymi paralellikte ¢ogalmaya devam ettiklerini
gozlemliyoruz. Kontrol hiicre grubu ile 25, 50, 75 ve 100 ug/ml PVLAgGNP ¢ ile yapilan
ICso caligmasinda 12 saat maruz birakilan hiicre indeks degerlerinin istatistiksel
karsilastiriimalart yapildi (Tablo 5.2). Buna gore, kontrol grubuna gére PVLAGNP¢) 25
pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml ve 100 pg/ml dozlar istatistiksel olarak anlamh seviyede HeLa
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hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurarak Oliimiine neden olmustur (p<0.05). Yine, kontrol
hiicre grubu ile 25, 50, 75 ve 100 pg/ml PVLAGNP ¢ ile yapilan ICsq ¢alismasinda24 saat
maruz birakilan hiicre indeks degerlerinin istatistiksel karsilastirilmalarineticesinde;
kontrol grubuna gére PVLAGNP ) 25 pg/ml, 50 pg/ml, 75 ug/ml ve 100 pg/ml dozlari
istatistiksel olarak anlamli seviyede HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurarak 6liimiine

neden olmustur (p<0.05).

Normalized Cell Index

12. saat 24. saat

Sekil 5.3: iCELLigence sisteminde PVLAgNP, HeLa hiicrelerinin hiicre canlilig1
optimizasyonu. Turkuaz: Normal hiicre, Kirmizi: 25 pg/ml, Yesil: 50 pg/ml, Mavi: 75 ug/ml,
Pembe: 100 ug/ml
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Tablo 5.2: PVLAgNP ¢ ile yapilan ICs ¢aligmasinin 12 ve 24. saat sonrasi sonuglari.

25 pg/mi 50 pg/ml 75 pg/ml 100 pg/mi Normal
4. SAAT 0,9937 0,8685 0,8684 0,6438 1,0624
8. SAAT 0,9736 0,8353 0,6695 0,5906 1,0298
12. SAAT 0,8789 0,7825 0,6205 0,5698 0,94
16. SAAT 0,7643 0,7201 0,6032 0,5525 0,8343
20. SAAT 0,6905 0,6688 0,5673 0,5387 0,7555
24. SAAT 0,6487 0,6296 0,5424 0,5312 0,7079

5.1.2. PVLAgNPy)’lerin HeLa Hiicreleri Uzerinde ICso Doz Belirleme Calismasi

HeLa hiicrelerine; 25, 50 ve 75 pg/ml dozlarinda PVLAQNPvy’lerin ICsodoz belirleme
caligmasi sonuglarimiza gore; 25 pg/ml PVLAgGNP(v)” maddesinin HeLa hiicreleri lizerinde
oldiiriicti bir etkisi olmadigi, hiicrelerin kontrol hiicre grubu ile ayni paralellikte ¢gogalmaya
devam ettigi goriilmektedir (Sekil 5.4). Kontrol hiicre grubu ile 25, 50 ve 75 ug/ml
PVLAgNP(y) ile yapilan ICso calismasinda 12 saat maruz birakilan hiicre indeks
degerlerinin istatistiksel karsilastirilmalar1 yapildi. Buna gore; kontrol grubuna gore
PVLAgNPx) 25, 50 ve 75 pg/ml dozlari istatistiksel olarak anlamli seviyede HeLa
hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurarak oliimiine neden olmustur (p<0.05). Yine, 24 saat
PVLAQNPy)’ye maruz birakilan hiicrelerin 25, 50 ve 75 pg/ml dozlarinda kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli seviyede HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurarak

Oliimiine neden olmustur (p<0.05).
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Normalized Cell Index

24. saat

Sekil 5.4: iCELLigence sisteminde PVLAgGNP ) HeLa hiicrelerinin ve etken madde eklenmeyen

HeLa hiicrelerinin hiicre canliligi optimizasyonu. Pembe: Normal hiicre, Kirmizi: 25ug/ml, Yesil:

50 pg/ml ve Mavi: 75 pg/ml.

Tablo 5.3: PVLAgGNP v, ile yapilan ICs; ¢alismasinin 12 ve 24. saat sonrasi sonuglari.

25 ng/ml 50 ng/mi 75 ng/ml Normal
4. SAAT 0,9391 0,7936 0,5629 1,0647
8. SAAT 0,9607 0,5431 0,5 1,0451
12. SAAT 0,9187 0,496 0,4705 0,9776
16. SAAT 0,8565 0,5189 0,4518 0,8834
20. SAAT 0,7908 0,5299 0,4192 0,805
24. SAAT 0,7429 0,5253 0,3816 0,7591
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5.2. LDsg Doz Hesaplama

LDsp; belirli bir siire igin bir maddenin eklenmesi ya da yutulmasi ile bu maddenin test
edilmis bir populasyonun yarisint 6ldiirdiigi doz degeridir (Adamson RH, 2016). LDso
degeri toksisite ile ters orantiidir. PVLAgQNP) LDso degeri; 75,55 pg/ml olarak

belirlenmistir.

LD50 Doz Hesaplama

00

] L™

[ ]

Sekil 5.5: LDsy doz hesaplama (https://www.aatbio.com/tools/Id50-calculator).

5.3. gRT-PCR Sonuglan

Calisma; PVLAgQNP¢) ICso doz grubu (1.grup), PVLAgGNP¢) LDso doz grubu (2. grup),
sisplatingrubu (3. grup), Cicek ekstrakti yiiklii olmayan AgNP grubu (4. grup) ve Kontrol
hiicre grubu (5. grup) olmak iizere toplam 5 grup tizerinde yiiriitiildi. Gruplara ait ortalama

Ct degerleri Tablo 5.4’de verilmistir.
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Tablo 5.4: Roche LightCycler 480 Il sistemi ile analiz edilen genlerin ortalama C;degerleri.

Genles ICso Dozu C;  LDsp Dozu C;  Sisplatin C, AgNP C, Kontrol C,
BCL2 21,31 20,82 25,29 22,72 18,86
MDR1 25,33 20,01 17,17 23,14 17,62
p53 24,64 25,32 21,69 23,41 21,57
GAPDH 14,94 19,38 14,70 15,95 19,18

5.3.1. BCL2 Gen Ekspresyon Sonuclari

ICso doz grubunda BCL2 gen ekspresyon miktarinda kontrol grubuna gore 0,7 kat artis
meydana gelmistir (Tablo 5.5; Sekil 5.6). AgNP doz grubunda BCL2 gen ekspresyon
miktarinda kontrol grubuna gore 0,8 kat azalma gorilmiistiir (Tablo 5.5; Sekil5.6).
Sisplatin doz grubunda BCL2 gen ekspresyon miktarinda kontrol grubuna gore 1,3 kat
azalma gorilmistir (Tablo5.5; Sekil5.6). LDsy doz grubunda BCL2 gen ekspresyon
miktarinda kontrol grubuna goére 16,9 kat artis gézlenmistir (Tablo 5.5; Sekil5.6).

5.3.2. MDR1 Gen Ekspresyon Sonuclari

ICs0doz grubunda MDR1 gen ekspresyon miktarinda kontrol grubuna gore 1,2 kat azalma
meydana gelmistir (Tablo 5.5; Sekil 5.6). LDsy doz grubunda MDR1 gen ekspresyon
miktarinda kontrol grubuna gére 6,5 kat artis gézlenmistir (Tablo 5.5; Sekil 5.6). Sisplatin
doz grubunda MDR1 gen ekspresyon miktar1 kontrol grubuna gore 0,3 kat artis
gozlenmistir (Tablo 5.5; Sekil 5.6). AgNP doz grubunda MDR1 gen ekspresyon miktarinda
kontrol grubuna gore 1,1 kat azalma gériilmistiir (Tablo 5.5; Sekil 5.6).

5.3.3. p53 Gen Ekspresyon Sonuglari

ICso doz grubunda p53 gen ekspresyon miktarinda kontrol grubuna goére 2,6 kat azalma
meydana gelmistir (Tablo 5.5; Sekil 5.6). Sisplatin doz grubunda p53 gen ekspresyon
miktarinda kontrol grubuna gore 1,4 kat azalma goriilmistiir (Tablo 5.5; Sekil 5.6).AgNP

doz grubunda p53 gen ekspresyon miktarinda kontrol grubuna goére 1,3 kat azalma
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meydana gelmistir (Tablo 5.5; Sekil 5.6). LDsy doz grubunda p53 gen ekspresyon
miktarinda kontrol grubuna gore 1,6 kat artis gozlenmistir (Tablo 5.5; Sekil5.6).

Tablo 5.5: Goreceli gen ekspresyon sonuglari.

Genler 1C50 Doz Grubu AgNP Grubu Sisplatin Grubu  LD50 Doz Grubu
BCL2 0,7 -0,8 -1,3 16,9
MDR1 -1,2 -1,1 0,3 6,5
p53 -2,6 -1,3 -1,4 1,6

6

M Bcl-2 Gene

= MDR-1

= p53

-8

Sekil 5.6: Goreceli gen ekspresyon verilerinin log2 tabaninda gosterimi.
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6. TARTISMA

Bu caligmada, HelLa hiicre hatlarinda PVLAQNP’lerin hiicre ¢cogalmasi ile BCL2, MDR1 ve
p53 gen ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi incelenmistir. Timorler degisik fenotiplerde
ve degisik metastatik Ozelliklerde olabilmektedir (Pozo-Guisado ve ark., 2002).
Calismamizda, insan serviks kanseri HeLa hiicre hatt1 kullanilmistir. Serviks kanseri, dii-
nyada kadinlar arasinda meme kanserinden sonra ikinci siklikta goriilmektedir (Bray F ve
ark., 2018). 2018 yilinda diinya genelinde kadnlar arasinda kansere bagli 6liimlerin
%7,5’s1 serviks kanseri kaynakli olmakta ve her yil tahmini yeni vaka sayis1 570.000°dir
(Bray F ve ark., 2018). Birgok gelismis tilkede serviks kanseri nedeniyle ortaya ¢ikan mor-
bidite ve mortaliteyi azaltmak amaciyla etkin tani, tedavi ve tarama stratejileri arastirilmak-
tadir. Serviks kanserinin tedavisinde etkili tedavi stratejilerinin gelistirmesi hastaliga bagh

oliimleri azaltmak agisindan 6nemlidir (Chen XF ve ark., 2016).

Insanligm varolusundan itibaren bitkiler cesitli hastahiklarm tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir. Son yillarda ise bitkilerden elde edilen etken maddelerin 6zellikle insan
kanserlerinin tedavisinde kullanimlar1 ve hiicreler tizerinde etkilerinin arastirilmalari
yayginlasmaktadir (Christou L ve ark., 2001, Mukherjee ve ark., 2001, Pezzutto, 1997).
Giiniimiizde, bitkisel kaynakli etken maddelerin kanser hiicre hattlarinda antiproliferatif
etkileri oldugu yoniinde ciddi bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Bitkilerden elde edilen etken
maddelerin kanserli hiicreler yaninda, kardiyovaskiiler hastaliklar, prostat, depresyon,
enflamasyon ve agr1 gibi hastaliklarin tedavilerinde kullanilabilecekleri ile ilgili literature
giderek daha da zenginlesmektedir (Iris BFF ve Sissi WG, 2011). Hem yesil bitki ekstrakti
hem de mikroorganizma kullanilarak yiiriitiilen bir calismada, canli hiicrelerin metal
iyonlarin1 indirgeyerek toksik maddelerin toksisite oranlarini azalttigi gézlemlenmistir
(Saifuddin N, 2008). 19. yy'dan beri bitki ekstraktlarinin metal iyonlarmni indirgeme
ozellikleri bilinmekte fakat indirgeme ajanlarinin dogal mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. Yesil bitki ekstrakti ya da bitki dokusunun metal tuzlarini indirgedigi
ongorilmektedir (Ciftci H ve ark, 2021). Primula vulgaris ekstraktinda ¢ozelti renginin
saridan kahverengiye donmesi Ag iyonlarinm tek bir adimla indirgenmesiyle meydana
gelir. Sonug olarak Ag iyonlarmnm ve bitki ekstraktinin i¢cinde bulundugu sivinin renginin
degismesi ile AgNP’lerin sentezi ger¢eklesmis olur (Kalimuthu K ve ark., 2008, Sastry M

ve ark., 1998). Cesitli ¢alismalarda farkli Primula tiirlerinin sitotoksik etkisi arastirilmistir
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(Demir S ve ark.,2019). Literatiirde; HeLa hiicre hatlarinda Primula vulgaris ekstraktmnin
gen ekspresyon seviyeleri lizerine etkisini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasi bu anlamda HeLa hiicre hatlarinda Primula vulgaris ekstrakti yikli giimiis
nanopartikiillerin BCL2, MDR1 ve p53 gen ckspresyon seviyeleri iizerine etKisini

arastirmay1 amaglayan ilk ¢aligma olma 6zelligindedir.

Programli hiicre 6liimii anlamina gelen apoptoz (Irvine AE ve ark., 2002), hiicrelerde DNA
hasar1 basta olmak lizere pek¢ok biyokimyasal veya fizyolojik olaya yanit olarak ortaya
cikabilmektedir (Sperandio S, 2000). Parkinson, tipl diyabet, hepatit C ve Milgibi
hastaliklarda apoptoz hizlanirken kanserlerde ve otoimmiin hastaliklarda yavasladig: tespit
edilmistir (Tomatir AG, 2003). Demir ve arkadaslarmm Primula vulgaris cgicek
ekstraktmin insan serviks kanseri (HeLa) hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerini ve olas1
mekanizmalarini inceledikleri ¢alismada; Primula vulgaris ¢igek ekstraktmin normal
fibroblast hiicrelerine kiyasla HeLa hiicrelerinde konsantrasyona bagl bir sekilde
mitokondriyal membran potansiyelini azaltigini, hiicre siklusunun S fazinda durmasini
saglayarak secici bir sitotoksik etki ortaya ¢ikardigini1 ve apoptotik hiicrelerin sayisinin
arttigin1 belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alisma Primula vulgaris ¢igek ekstraktinin HeLa
hiicre hatlar1 tizerinde antiproliferatif etkisini ortaya koyan ilk calismadir (Demir S. ve ark.,
2018). Primula vulgaris bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin yesil sentez yoluyla elde
ettigimiz AgNP’lerin farkli konsantrasyonlara sahip ekstraktlarinin gercek zamanl hiicre
analiz sistemi ile 96 saatlik periyotta HelLa hiicre hatt1 iizerine antiproliferatif etkilerini
degerlendirdigimiz bu ¢alismada; PVLAgNPyve PVLAgNPy)’lerin HelLa hiicre hatti
iizerine doza baglh sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir. 96 saat boyunca yapilan
olgiimlere gore; PVLAGNP¢)’lerin 12 ve 24.saatteki ICso degerleri sirasiyla 58,39 pg/ml
ve 57,65 pg/ml olarak belirlenirken, PVLAgNPyy’lerin 12 ve 24. saatteki ICso degerleri
sirastyla 42,14 ug/ml ve 48,50 pg/ml olarak tespit edilmistir. Primula vulgaris bitkisinin
yapraklarindan dimetil siilfoksit kullanilarak elde edilen ekstraktin insan kolon (WiDr),
akciger (A549), karaciger (HepG2), meme (MCF7), ve prostat (PC-3) kanser hiicrehatlar1
iizerine etkilerinin arastirildigibir caliymada; tiim kanserli hiicre hatlar1 {izerinde segici bir
sekilde sitotoksik etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslar ve 1Csg degerini 191,8-375,3
pg/ml olarak belirlemislerdir (Demir S. ve ark., 2018). Turan ve arkadaslar1 Primula
vulgaris bitkisinin yaprak ekstraktlarinin insan akciger (A549), karaciger (HepG2), meme
(MCF-7), prostat (PC-3) ve kolon (WiDr) kanser hiicre hatlar1 tizerinde normal fibroblast

hiicrelerine kiyasla sitotoksik etkileri oldugunu ortaya koymus ve bes kanser hiicre hattinda
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ICso degerinin 133,3-253,8 pg/ml arasinda degistigini saptamuslardir (Turan I ve ark.,
2017). Ozkan ve arkadaslarmin Primula vulgaris ekstraktmin fenolik bilesik orani ile
antioksidan 6zelligini belirlemek ve insan fibroblast hiicre hatlarinda Primula vulgaris
ekstraktmin H0O; ile indiiklenmis DNA hasarini 6nleyip dnlemedigini saptamak amaciyla
gerceklestirdikleri calismada; bitki ekstresinde kumarik asit ve rutinin yogunlukla
bulundugunu belirlemislerdir (Ozkan MT ve ark., 2018). Primula vulgaris ekstrakt:
antioksidan 6zellikli fenolik bilesiklerce ¢ok zengindir. DNA hasarina neden olarak malign
transformasyon siireclerini  baslatma potansiyeline sahip metil metanosiilfonat,
doksorubisin ve H,0O, gibi genotoksik ve teratojen 6zelliklere sahip kimyasal maddelere
karst1 primula wvulgaris gibi bitkilerin ekstraktlarinin tedavi amaciyla kullanilip
kullanilamayacagmin belirlenmesi son derece dnemli sonuglar dogurabilecektir. Ozkan ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda hidrofobik karakterli, sitoplazma icerisine kolayca difiize
olarak hidroksil radikallerinin transformasyonuna neden olan H;O;’nin fibroblast
hiicrelerinde  DNA kiriklarina neden oldugu belirlenmistir. DNA kirig1 olusturulan
fibroblast hiicre kiiltiirlerine Primula vulgaris ekstrakti ilavesiyle doza bagh olarak %16-32
oraninda DNA kiriklarinda azalmalarm oldugu belirlenmistir (Ozkan MT ve ark., 2018).
Literatiir bilgileri 1518mda, Primula vulgaris ¢igek ve yaprak ekstraktlarinin HeLa hiicre
hatlar1 iizerine proliferasyon profilleri ile ilgili bulgularimiz daha 6nce gerceklestirilen
caligmalarla uyumlu goriinmektedir. Bu agidan bakildiginda, Primula vulgaris ¢icek ve
yaprak ekstraktlarinin  kanserli hiicreler iizerinde antiproliferatif etkileri oldugu

goriilmektedir.

Bungu ve arkadaslarmin (2006) yilinda yiiriittikkleri ¢alismada, Tulbaghia violacea
bitkisinin yaprak ve sogan ekstrelerinin HeLa, MCF-7 ve WHCO3 hiicre hatlarinda 24 ila
48 saat arasinda apoptozu indiikledigi belirlemislerdir (Bungu L ve ark., 2006). Ozcan
Arican ve arkadaslarmin aci ¢igdem (Colchicum umbrosum S. ve Colchicum baytopiorum
C) bitki ekstrelerinin HeLa hiicre hatlar1 tizerinde antitiimoral etkilerini arastirdiklari
calismalarinda; Colchicum baytopiorum bitkisi ekstresinin 0,1 mg/ml konsantrasyonunda
yaklagik 48 saat icerisinde apoptozu indiikledigini belirlemislerdir (Ozcan Arican G ve
ark., 2010). Xu ve arkadaslarmin Actinidia valvata Dunn bitkisinden elde ettikleri
korosolik asitin HeLa hiicreleri ilizerinde sitotoksik etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada;
korosolik asitin hiicreler iizerinde antiproliferatif etkisi oldugu saptanmigtir (Xu Y ve ark.,

2009).
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Apoptoz, 6liim liganlari ile tetiklenen dis (ekstrinsik) 6liim yolagi ve mitokondri yolu ile
gerceklesen i¢ (intrinsik) &liim yolaklar: olmak iizere iki yolla ger¢eklesmektedir. Intrinsik
yolakta apoptozun baglatilmasi i¢in kaspaz kaskadin aktif hale gelmesi i¢in sitokrom ¢’nin
sitozole salimmas1 gerekir. Apoptozda ilk evre olan sitokrom c¢’nin salinmasi, BCL2 aile
tyeleri tarafindan pozitif ve negatif olarak ayarlanmaktadir. Yine, mitokondriyal
gecirgenligin diizenlenmesi ve growth faktdr eksikligi, hiicrede kalsiyum (Ca*?) iyonunun
miktarindaki artig, DNA hasar1 gibi hiicre i¢in stres olusturan uyarilara cevap olarak olusan
intrinsik  mitokondriyal yolagin  diizenlenmesi BCL2 gen ailesi tarafindan
gerceklesmektedir ( Frenzel A ve ark., 2009; Lalier L ve ark., 2007). BCL2 aile grubundan
BCL2, BCL-XL, BCL-Wve MCL-1 anti-apopitotik iken, BAX, BAK, BID, BIK, BIM ve BAD
gibi genler pro-apopitotik 6zelliktedir (Wittmann S ve ark., 2003; Yin X ve ark., 2003).
Sitokrom c¢’nin salmimi ile birlikte apoptozom olusur ve kaspaz kaskad aktivasyonu
meydana gelir. Oliim reseptorlerinin aktiflesmesi ile bid proteini t-bidolarak kaspaz-8
araciligiyla intrinsik apoptoz yolagi aktiflesir. Bid proteini intrinsik ve ekstrinsik 6lim
yolaklar1 arasinda koprii gorevi olusturur (Frenzel A ve ark., 2009; Levine B ve ark., 2008;
Tang DG ve Kehrer JP, 2007). BCL2 gen aile iiyelerinden BAX, uyarilara kars1 apoptozu
tetikler. BAX geninde meydana gelen bir mutasyon c¢esitli ilaglara kars1 apopitotik cevabi
ortadan kaldirmaktadir (O’connor S ve ark., 2003). Gottardi ve arkadaslar1 malignant CD5"
B hiicrelerinde apoptoz kontrol mekanizmasini aragtirarak BCL2 gen ailesinin anlatimina
bakmislardir. RT-PCR sonuglarmda malignant CD5" B hiicrelerinde bax geninin
ekspresyonunun arttigini, cok az ornekte ise BCL-XS gen ekspresyonunun azaldigini
saptamiglardir (Gottardi D ve ark., 1996). BCL2 ve BCL-XL; kaspaz-3 ve kaspaz-7
tizerinde negatif diizenleyici etkileri ile apoptozu engellemektedir (Chang HY ve Yang ,
2000). BCL2 proteinlerindeki mutasyonlar, tiimor hiicrelerinin kemoterapi veya
radyoterapiye olan hassasiyetlerini etkiler. BCL2 geninin overekspresyonu sonucunda
hiicre gelisimi yavaslar ve hiicre Olimii gerceklesir, anti-apopitotik fonksiyonlarda
durmaktadir (Zhivotovsky B ve Orrenius S, 2009). Sitorus ve arkadaslari, retinoblastomada
gerceklesen apoptozun farkli yolaklarinda rol oynayan genlerin ekspresyonlarini
arastrmiglardir. Calismalarinda 19 hastadan 10 tanesi goz i¢i tiimorii, 9 tanesi goz dist
tiimori olarak 6rnek almmis ve calisilmistir. Cesitli timorlerde apoptozun siddeti ile BCL2
gen ekspresyonu ters orantili olmasina ragmen iki grup arasindaki farklilik anlamli
bulunmamuistir. Tiimorlerin hepsinde BCL2 gen ekspresyonu asir1 artarken apoptotik hiicre

sayisinda da artig tespit edilmistir. Hatta, 11 timdérde BCL2 geninin ekspresyonunun
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olmadig1 ve bunlardan 4 tanesinde apoptoz belirgin olarak tespit edilememistir. Calismanin
sonunda asir1 BCL2 ekspresyonunun her zaman apoptozu baskilamadigi sonucuna
varilmistir (Sitorus RS ve ark., 2009). Ozcan Arican ve arkadaslarinmn (2010) yaptiklar aci
¢igdem (Colchicum umbrosum S. ve Colchicum baytopiorum C.D) bitki ekstrelerinin HeLa
hiicreleri lizerine anti-tlimoral etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada BCL2 ailesine ait genlerin
ekspresyon durumlarma bakilmis ve MCL-1, BCL-X gen ekspresyonlarinda kontrol
grubuna kiyasla artis oldugunu, BAX, BAK, BIK ve BFL-1 gen ekspresyonlarm devam
ettigi ama BCL2 gen ekspresyonunun olmadigini tespit etmislerdir (Ozcan Arican G ve
Dagdeviren O, 2010). Literatiir verileri 1s1ginda, apoptoz miktar1 ile BCL2 gen
ekspresyonunun ters orantili oldugunu ifade edebiliriz. Calismamizda, BCL2 gen
ekspresyonu Primula vulgaris ¢igek ekstrakti yiiklii ICsp Ve LDsp doz gruplarinda sirasiyla
0,7 ve 16,9 kat artarken, sadece AgNP ve sisplatin uygulanan HeLa hiicrelerinde BCL2 gen
ekspresyonu sirasiyla 0,8 ve 1,3 kat azalmistir. Buradan hareketle, PVLAgNP ) 1Cs5o Ve
LDso doz gruplar ile ekstrakt yiiklii olmayan sadece AgNP uygulanan gruplar arasinda
BCL2 gen ckspresyonu seviyelerinde fark olmasi bitki ekstraktinin etkilerini
gostermektedir. Anti-apopitotik BCL2 gen ekspresyonunun PVLAQGNP ¢, dozunun artigina
bagl olarak artig gosterdigi belirlenmistir. Bu durum, ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi
ile gergeklestirdigimiz ve PVLAQNP ¢y dozunun artisina bagli olarak hiicre dliimiiniin artis
gosterdigi sonuglarimizla uyum gostermemektedir. PVLAGNP¢) dozuna bagli HeLa
hiicrelerinin  6liim oran1 artmakta ve beklenilenin aksine BCL2 gen ekspresyonu
seviyesinde de artig goriilmektedir. BCL2 gen ekspresyonundaki artigla ilgili sonuglarimizi;
apoptozu indiikleyen kemoterapotik etkinin inhibisyonuna neden olan BCL2 ve BCL-XL
gen ekspresyon miktarlariimn artiglarla ilgili bilgilerle (Giilyenli ve Bakar, 2019) birlikte

degerlendirmek yerinde olabilecektir.

MDR1 (P-gp veya ABCBL1); ABC proteininin en iyi tagiyicisi olarak bilinir. ABC ailesinin
bilinen en karakteristik 6zellikleri ATP baglamalaridir (Gottesman MM ve Pastan I, 1993).
MDRZ1’in genis substrat 6zgiilligii ve tasiyici fonksiyonu kanser kemoterapisinde bazen
problemlere neden olur (Noonan ve ark., 1990; Roninson 1992).Uzun siire kemoterapi
ilaglarma maruz kalma MDR1’in transkripsiyonel aktivasyonunu baskilar. Kanser hiicreleri
tizerinde artan MDR1 ekspresyonu 6nemli miktarda antikanser ilaglarin hiicre disina
pompalanmasina neden olur (Yuen AR ve Sikic Bl, 1994). Bir¢ok antikanser ilag MDR1
icin substrat 6zelligi tagir. Bu nedenle ¢ok fazla sayida antikanser ilag uygulamasi malign

hiicrelerde MDR1 aktivitesini kolayca baskilayabilir (Marzolini C. ve ark., 2004). Kugawa
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F ve ark. calismalarinda HelLa hiicre hattin1 kullanarak MDR1 substrat/inhibitorlerinin
analizini yaptiklar1 c¢alismada HeLa hiicrelerine PBK-CMV/MDR veya pBK-CMV
plazmidi ekleyerek ve 4 hafta boyunca yiliksek oranlarda (2mg/ml) G418 se¢imi
yapilmistr. MDR1 c¢cDNA’nin entegrasyonunu dogrulamak amaciyla bazi HeLa hiicre
kolonlarindan DNA saflastirilmis ve PCR i¢in sablon olarak kullanilmis.Caligmada E2 ve
E3 klonlar1 agik bir sekilde PCR verdigini gézlemlemislerdir. Calismanm sonucunda,
PBK-CMV vektorii olmayan kontrol HeLa hiicre hatlarinin western blotlanmasinda
intrinsik MDR1 ekspresyonu tespit edilmemistir (Kugawa F ve ark., 2009). Kalsiyum
baglayici bir protein olan Sorcin indiiklemesinin ortadan kaldirilmasi HeLa hiicrelerinde
MDR1 ekspresyonunda azalisa neden olur.S6z konusu calismada HeLa hiicreleri ve
MDRZ1’i asir1 eksprese eden HeLa hiicre grubunun bir alt hatti olan Hvr100-6 {izerinde
sorcin protein indiiklemesi {izerinde c¢aligmiglardir. Hvr100-6’y1, HelLa hiicre hattini
vinblastin siilfata asamali olarak maruz birakilmasiyla elde etmislerdir. cDNA mikrodizin
analizi ile 148 genin gen ve protein ekspresyon seviyelerini analiz etmislerdir. Hela
hiicreleri ve MDR1’i asir1 ekspreseeden Hvrl00-6 hiicreleri karsilastirildiginda Cy5 / Cy3
(47) ve Cy3 / Cy5 (7) oranlarmin ikiden fazla oldugunu tespit etmislerdir. 93 gende
ekspresyon seviyelerinde artis olurken sadece bir (Pleiomorphic adenoma gene-like 1)
gende ekspresyon seviyesinde azalma oldugunu saptamiglardir. Sorcin, ilag direngli timor
hiicrelerinde veya MDR1 cksprese eden ¢esitli lenfositlerde artan ekspresyon
gostermektedir (Kawakami M ve ark., 2007). Twistl ve MDR1 ekspresyonlar1 arasinda
pozitif bir korelasyon kanitlayan Zhu ve arkadaslar1 Twistl’in HeLa hiicrelerinin
biiylimeleri iizerine engeleyici etkili oldugunu saptamiglardir. Twistl’i susturmanin HelLa
hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkisini Annexin-V ve PI ¢ift boyama yontemi ile
incelemislerdir. Apoptotik hiicrelerin %48.14’tinde, kontrol hiicrelerin ise %12,86’sinda
Twistl saptanmistir. Sonu¢ olarak Twistl’in azalan ekspresyonu HeLa hiicrelerinde
biiylimeyi engelledigi ve apoptozu tesvik ettigi saptanmustir (Zhu K ve ark., 2011). MDR1
ekspresyonundaki artis serviks kanserinde goriilmektedir. Ayrica serviks kanserli MDR1
gen ekspresyonu negatif olan bireylerin yasam Omriiniin pozitif olanlara gére daha uzun
oldugu belirlenmistir (Yang F ve ark., 2017). Yine, baska bir ¢caligmada invaziv karakterli
ve apoptoz orani diisiik serviks kanserli hastalarda MDR1 ekspresyon seviyesinin arttigi
belirtilmektedir (Park SY wve ark., 2018). MDR1 gen ekspresyonunun artmast
kanserlesmede olumsuz bir prognostik faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Han J ve ark.,

2012). Insan kanserlerinde MDR1 gen ekspresyonundaki artis kemoterapétik ilaglara karg
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gelisen ilag direnci ile de siklikla iligskilendirilmektedir (Liu F ve ark., 2010).
Calismamizda, 1Csp doz grubu ve sadece AgNP uygulanan grupta MDR1 ekspresyon
seviyelerinin kontrol grubuna gore sirasiyla 1,2 ve 1,1 kat azaldigi belirlenmistir. Sisplatin
uygulanan grupta MDR1 ekspresyon seviyesinde bir degisiklik olmazken, LDsy doz
grubunda MDR1 ekspresyon seviyesi 6,5 kat artmistir. Sonuglarimiz liteartiir verileri
is1gmda degerlendirildiginde; PVLAQNP(¢)’lerin dozunun artmasina bagli olarak HeLa
hiicre hatlarinda ila¢ direnci gelistigi goriilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla 1Csy doz
grubunda MDR1 ekspresyon seviyesi 1,2 kat azalmisken, LDsy doz grubunda MDR1

ekspresyon seviyesinin 6,5 kat artmas1 bu fikrimize 6nemli bir dayanak olusturmaktadir.

p53; kanserde apoptoz yolaginda artis gdsteren tiimor baskilayict bir proteindir. BCL2 ve
p53 apoptozun kontroliinii saglayan énemli iki gendir. p53; DNA hasarlarina tepki olarak
hiicre 6liimiinii baglatir. DNA hasarlarinda normal hiicrelerde p53 diizeyinde artis meydana
gelerek hiicre dongiisii G1 fazinda bloke edilir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile DNA
hasar1 giderilir ve S fazina ge¢meden sorun ortadan kaldirilmaya c¢aligilir. Eger hiicrede
meydana gelen hasar biiylik boyutlarda ise hiicre apoptoza girer (Offer H ve ark., 2002).
p53 geninde meydana gelen bir mutasyon tiimor hiicrelerinde olusan DNA hasarlariin
hasarli DNA kalib1 kullanilarak DNA ¢ogalmasi baslar (Schmid M ve Carson DA, 2001).
Lu ve arkadaslari, serviks kanser hiicrelerinde VTRNA2-1-5p inhibisyonu ve inhibisyonun
hiicre apoptozuna ve artan p53 ekspresyonuna neden oldugunu kamtlamuslardir. Ug
servikal epitelyal hiicre hattinin (HeLa, SiHa ve HS), western blot yontemi ile THC
tarafindan p53 ekspresyonlarini degerlendirmislerdir.Bu hiicre hatlarinda ilk olarak
VTRNAZ2-1-5p ekspresyon seviyeleri belirlenmis ve sonug olarak H8 (HPV16 olan insan
servikal mukozal epitelyum hiicre ¢izgisi)’de HeLa ve SiHa epitelyum hiicrelerine oranla
daha yiiksek seviyelerde VTRNA2-1-5p saptanmistir.Toplam protein miktarlar
esdegerken (50 pg), H8 hiicrelerindeki g¢esitli p53 izoformlarmnin seviyesi SiHa ve HeLa
hiicrelerinde bulunan p53 sayisindan daha yiiksek bulunmustur. Sonug olarak VTRNA2-1-
5p’nin artan ekspresyonu rahim agzi kanseri dokusu ve hiicrelerinde, p53 ekspresyonunda
azalisa neden olmaktadir (Lu K ve ark., 2015). Serviks kanserinde Sisplatin kullanilarak
yiriitiilen bir ¢aligmada ise, sisplatinin E6 ekspresyonunu onemli 6lgiide azaltirken p53
ekpresyon seviyesinde artis sagladigi tespit edilmistir (Gadek JW ve Horkya M, 2006).
Normal serviks dokusunda p53 ekspresyonu negatiftir (Wang P ve ark., 2018). Serviks
kanseri olan 78 kisi iizerinde yapilan bir caligmada 48 hastada p53ekspresyonu pozitifken

30 hastada p53 ekspresyonu negatif seyretmistir. Radyoterapi hastalarda p53 ekspresyon
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seviyesinde artis saglamaktadir (Wang P ve ark., 2018). Serviks kanserinde RT sonrasi
hiicrelerde G1 fazinda dongiiniin durmasi ve apoptozun meydana gelmesi p53 ekspresyon
seviyesindeki artig ile meydana gelmektedir (Kumar D ve ark., 2016). Serviks kanseri
hastalarinda % 6,6 seviyesinde seyreden p53 ckspresyon seviyesi RT sonrast % 13,9

oranina yiikselerek kanser hiicrelerinin apoptoza egilimlerini artirir (Su X ve ark., 2016).

Calismamizda, 1Cso, AgNP ve Sisplatin doz gruplarinda p53 gen ekspresyon seviyeleri
kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 2,6 ; 1,3 ve 1,4 kat azalma oldugu belirlenmistir. LDsg
doz grubunda ise; kontrol grubuna kiyasla p53 gen ekspresyon seviyesinde 1,6 kat artis
oldugu saptanmistir. Bu bilgiler 1s1¢inda bir timor slipressor gen olan p53’iin
ekspresyonunda anlamli bir artisa neden olmayan PVLAQNP)ICso dozunda Hela
hiicrelerinde apoptoza neden olmazken, LDsy dozundaki p53 gen ekspresyon artisi kanser

hiicrelerinde apoptoza neden olmaktadir.
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7. SONUC

Calismamizda, Hela hiicrelerinin gergek zamanli analizine imkan veren iCELLigence
sisteminin klasik yontemlere oranla daha az hataya yer vermesi ve hassasiyetinin yiiksek

olmasi sonuglarimizin giivenilirligini artirmaktadir.

PVLAQNP ¢.v)’lerin HeLa hiicre hatt1 lizerinde dozla orantili olarak hiicre 6liimiine neden

oldugu belirlenmistir.

Calismamizda, BCL2, MDR1 ve p53 gen ekspresyonlarinin ICsp Ve LDsg doz gruplarinda
sadece AgNP verilen gruplara goére farklhiliklar gostermesi, Primula vulgaris cicek

ekstraktlarinin hiicreler {izerinde 6zgiin bir etkisinin oldugunu ortaya koymaktadir.

PVLAgNP), dozundaki artigla orantili olarak BCL2 ve MDR1 gen ekspresyon
seviyelerindeki artiglar hiicreler iizerinde bir ilag direnci gelismis olabilecegini
diisiindirmektedir. S6z konusu ve muhtemel etkiden sorumlu hiicresel mekanizmalarin
aydinlatilmasi1 serviks kanserinin tedavisi amaciyla kullanilabilecek yeni bitkisel kokenli

ilaglarin gelistirilmesine katki saglayabilecektir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonucglar, yeni ve daha etkili anti-timoral ajanlarin
bulunmasinda iilkemizde yetisen endemik tiirlerin arastirilarak ¢alisilmasmnin énemini bir

kez daha ortaya koymaktadir.

PVLAgNP’lerin serviks kanseri hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisinin hangi mekanizmalar
tizerinden gerceklestigini belirleyebilmek i¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Primula vulgaris’in yapisinda bulunan etken maddelerin daha ileri c¢alismalarla
tanimlanmasi, serviks kanserinin tedavisinde kullanimi konusunda daha detayli ve in vivo

arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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