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Jinekolojik kanser tiirleri arasinda en sik rastlanan ovaryum kanseri,
kadinlarda kanser nedenli 6liim oraninda ytiksek yiizdeye sahiptir. Konulan teshis
sayist ve meydana gelen Oliim oranlarina bakildiginda gelecekte de ovaryum
kanserinin jinekolojik kanserler igerisinde en 6ldiiriicii tiimor ¢esidi olarak yerini
koruyacag diisiiniilmektedir.

Retinoidler vitamin A’nin dogal ve sentetik tiirevleri olan
hidrofobik bilesenlerdir. Hiicre farklilagmasi, hiicre ¢ogalmasi, homeostaz ve
gelisim tlizerinde etkin olarak rol almaktadirlar. Kanserli hiicrelerde kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasint inhibe etmekte, hiicre farklilasmasina neden olmakta ve
hiicrelerde apoptozu indiiklemektedirler. ATRA (All-Trans Retinoik Asit)
fizyolojik bir metabolittir. Niikleer reseptorlerine baglanarak hedef genlerin
ifadelerinde aktif olarak rol almaktadirlar. Retinoik asit tiirevleri hem in vivo da
hem de yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda ovaryum kanser hiicrelerinde
biiyiimeyi inhibe etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda retinol metaboliti olan ATRA’nin tek basina
ve klasik kemoterapétikler olan karboplatin ve paklitaksel ile kombine
kullantmiin OVCAR-3 (insan ovaryum adenokarsinoma epitel hiicre hatt1) hiicre
hatt1 lizerine olan etkileri arastirilmistir. Bu amagla sitotoksik etki belirlenmesinde
MTT (3-(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) yo6ntemi,
apoptozun degerlendirilmesinde kaspaz-3 enzim aktivitesi ve DAPI  (4-6
diamidino- phenylindole) boyama uygulanmigtir. VEGF, COX-2, IRS-1 ve Ki-67
genlerinin gen anlatim diizeylerindeki degisiklikler gergek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigi uygulanarak belirlenmistir.

ATRA’nin tek bagina doza ve zamana bagl olarak OVCAR-3
hiicre hattinda sitotoksik etki gdsterdigi, apoptozu indiikledigi, IRS-1 ve COX-2
genlerinin gen anlatim seviyelerinde azalmaya neden oldugu saptanmustir.
Karboplatin ve paklitaksel ile ikili ve {iglii kombinasyonlar halinde OVCAR-3
hiicre hattina uygulanan ATRA’nin tek basina uygulamaya gore kombinasyon
olarak daha kisa siirede hiicreler tizerinde etki gosterdigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Antineoplastik, ATRA, MTT, DAPI, Kaspaz-3, RT-PCR.
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Ovarian cancer which is the most common types of gynecological
cancer has a high percentage at the rate of death due to cancer in women.
Depending on the number of diagnosis and rates of death, it is thought that
ovarian cancer continues to be the most lethal gynecological malignancy.

Retinoids, which are natural and synthetic vitamin A derivatives,
are the hydrophobic components. They play an active role in cell differentiation,
cell proliferation, homeostasis, and development. They inhibit the uncontrolled
cellular proliferation in cancer cells, lead to cell differentiation and induce
apoptosis in cells. ATRA (All-Trans Retinoic Acid) is a physiological metabolite.
They play an active role in expression of target genes by binding to nuclear
receptors. Retinoic acid derivatives inhibit the growth of ovarian cancer cells both
in vivo and cell culture studies.

In this thesis, it is studied the effects of the metabolite of retinol
ATRA alone and in combination with conventional chemotherapeutics which are
carboplatin and paclitaxel on OVCAR-3 (human ovarian epithelial
adenocarcinoma cell line) cell line. For this purpose, MTT (3-(4,5
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) method for determination
of cytotoxic effects, caspase-3 enzyme activity and DAPI (4-6 diamidino-
phenylindole) dying for the assessment of apoptosis were applied. Changes in
gene expression levels of VEGF, COX-2, IRS-1 and Ki-67 genes has determined
with applying real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR)
technique.

Depending on the dose and time, applying ATRA alone causes
cytotoxic effects, inducing apoptosis, decreased gene expression levels of IRS-1
and COX-2 genes in OVCAR-3 cell line. Applying carboplatin and paclitaxel in
double and triple combination with ATRA in OVCAR-3 cell line effects on the
cells in a shorter time with respect to the application ATRA alone.

Keywords: Antineoplastic, ATRA, MTT, DAPI, Caspase-3, RT-PCR.
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1.GIRIS

Uygulanan cerrahi ve kemoterapi yontemlerine ragmen ovaryum kanseri
jinekolojik kanser tiirleri arasinda en yiiksek Oliim oranina sahiptir
(Pliarchopoulou ve Pectasides 2011). Ovaryum kanserinin tedavisinde 10 yildan
fazla bir siiredir paklitaksel ve karboplatin ile Dbirlikte yeni nesil
kemoterapoétiklerin birlikte kullanim, ilk tercih edilen tedavi yontemi olmustur.
Fakat bu uygulama ilerlemis ovaryum kanserinde sagkalim siiresini uzatmakta
basarisiz olmaktadir (Ledermann ve Raja 2010).

Kanser tedavileri sirasinda siklikla karsilagilan kemorezistans, kullanilan
antikanser ilaglarin siirlandirilmasina neden olmaktadir. Bu nedenden dolay1
kanser tedavisinde kullanilmak tizere siirekli yeni kemoterapétik ajanlarin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir (Zhang ve ark. 2008). Organizmada ortaya
cikan tepkiler, kullanilan ajanin etkisini sinirlandirmaktadir. Bu durumda olmasi
gereken tedavi daha az toksik ajanlarin tek baglarma ya da kombine
uygulamalarini igermektedir (Li ve ark. 2009).

Karsinogenezis; birgok genin ve yolagmn rol aldigi ¢ok asamali bir
stirectir. Bu durumda kombine ila¢ kullanim1 kanser hiicreleri lizerinde daha etkili
olmaktadir. Bugiin sitotoksik tedavide g6z Oniinde bulundurulan kriterler
arasinda;

» Hedefe yonelik, toksik olmayan ajan se¢imi,

> laglarmn daha az dozlarda kombine olarak kullanimi,

» Calisilacak tiimore uygun sitotoksik ajan belirlenmesi sayilabilmektedir
(Bono ve ark. 2003).

Sitotoksisite c¢alismalarinda hiicre hatlarinin kullanimi, olusan etkilerin
biyolojik mekanizmalarinin anlagilmasi1 acisindan daha avantajlidir. Protein
izolasyonu ile yapilan caligmalarda hedef molekiil hakkinda etki agisindan ¢ok
siirli bilgiler edinilirken, hiicre hatlarinin kullanimi, etkiye neden olan hiicre
bilesenlerini ya da yolaklarin1 da sorgulama firsatin1 vermektedir (Halis ve ark.

2007).


http://www.google.com.tr/search?hl=tr&sa=X&ei=04LdTei0IsigOpawtPoO&ved=0CCEQBSgA&q=karsinogenezis&spell=1

ATRA (All-Trans Retinoik Asit) bir vitamin A tiirevidir. Anti-fibrotik
etkiye sahip olan ATRA ayn1 zamanda enfeksiyon giderici olarak da bilinmektedir
(Segel ve ark. 2001). Yapilan Onklinik c¢aligmalarca hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasi tizerinde rol oynadigi kabul edilen ATRA, bugiin klinikte kanserden
korunma tedavilerinde siklikla kullanilmaktadir. Retinoidler, vitamin A’nin dogal
ve sentetik tiirevleri olarak bilinmektedir. Tiimdr biiylimesini, transforme olmus
malign hiicrelerdeki spesifik genleri aktive ederek ya da baskilayarak
engellemektedir (Zanardi ve ark. 2006).

Klinikte ilaglarin neden oldugu toksisite, tedavilerin biiyiikk oranda
basarisiz olmasi ve tiimor hiicrelerinin ajanlara karst duyarsizlagsmasi ile
sonuclanmaktadir. Bu sonuglardan kaginmak i¢in 6nerilen daha diisiik dozlarda ve
daha kisa siireli muamele ile ilaglarin kombine olarak uygulanmasidir.

Calismamizda retinol metaboliti olan ATRA’nin tek basina ve klasik
kemoterapotikler olan karboplatin ve paklitaksel ile kombine kullaniminin
OVCAR-3 (insan ovaryum adenokarsinoma epitel hiicre hatt1) hiicre hatti iizerine
olan etkileri arastirilmistir. Bu amagla sitotoksik etki belirlenmesinde MTT (3-
(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) yontemi, apoptozun
degerlendirilmesinde kaspaz-3 enzim aktivitesi ve DAPI  (4-6 diamidino-
phenylindole) boyama uygulanmistir. VEGF, COX-2, IRS-1 ve Ki-67 genlerinin
gen anlatim diizeylerindeki degisiklikler gercek zamanli kantitatif polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigi uygulanarak belirlenmistir.

1.1. Kanser

Kanser olusumu, kendiliginden olabildigi gibi ¢evresel etmenler
nedeniyle de olabilen gesitli genetik degisimleri iceren, kompleks, ¢ok adimli bir
stirectir (L1 ve ark. 2009).

Kanser, her yil gittik¢e biiyliyen global bir sorun haline gelmistir. Diinya
saglik orgiitine (WHO=World Health Organization) gore her y1l 11 milyon kanser
teshisi konulmakta ve bu saymin 2020 yilinda 16 milyona cikabilecegi

diisiiniilmektedir. Oliim vakalarmin 8 milyondan daha fazlas1 ya da % 13’ii direkt



kanser iligkili olarak gerceklesmektedir. Gelismis tilkelerde kanser kaynakli 6liim
orani % 20’lere ¢ikmaktadir (Zhang ve ark. 2008).

Tiirkiye’de TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2006 verilerine gore
264.103 hastaya kanser tanisi konulmustur. 2006 yili igerisinde bulunan 6liim
vakalarmin 10.774’i kanser nedenli 6liimlerdir (Giirsoy 2011).

Karsinogenez hakkinda, onkogen ve supresor genler, epigenetik, immiin
sistemdeki basarisizliklar1 kapsayan ¢esitli hipotezler one siiriilmektedir. Kanser
kok hiicre hipotezi; kanserin heterojenite ve klonal orjin gibi bazi karakteristik
Ozelliklerini baz alarak tedavi yontemlerinin gelistirilmesini iceren hipotezlerden
bir tanesidir. Kanser kok hiicreleri miyeloid, go6giis, beyin ve akciger
kanserlerinde baz1 karakteristikler belirlenerek tanimlanmistir. Bu hipotez bugiin
kabul edilen kanser teshisi, olusum mekanizmasi, tedavi segenekleri gibi mevcut
anlayiglarda biiyiik degisikleri ortaya koyabilmektedir (Li ve ark. 2009). Bugiin
uygulanan kanser terapileri, hizli boliinen hiicreleri hedef alarak timor ¢apinda
kiigiilmeyi esas almaktadir. Bu tedavi siklikla timériin metastaz1 ile
sonlanmaktadir. Bu basarisizligin en biiylik nedeni mevcut tedavi yonteminin
pasif olan kanser kok hiicresinin dldiiriilmesinde gosterdigi yetersizliktir. Ciinki
kullanilan ilaglar yiliksek oranda toksik ajanlar oldugundan, cogunlukla biitiin
organizmada toksik etkiye neden olmaktadir (Leszczynieckaa ve ark. 2001).

Jinekolojik kanserler diinyada olduk¢a Onemli bir hastalik ve oliim
oranina sahiptirler. Goriilme siklig1, ¢esitleri ve sonuglar1 toplumlara bagli olarak
farklilik gostermektedir. Jinekolojik kanserler; vulva, vajina, serviks (rahim
boynuna ait), endometriyum (uterus mukozasina ait), ovaryum tiimorlerini
kapsamaktadir. Kadinlarda goriilen kanser cesitleri arasinda % 10’luk orana
sahiptirler (Ghezzi ve ark. 2010). Daha ¢ok menopoz sonrasi donemde kadinlarda
goriilmelerine ragmen jinekolojik tiimorler daha gen¢ kadinlarda fertilite ile
iliskili etkiler gostermektedir. Uygulanan tedaviler; cerrahi yontemler, kemoterapi
yontemleri, radyoterapi yontemleri ve siklikla da bu ydntemlerin birlesimidir.
Secilecek tedavi yontemi yapilan klinik testlere ve belirlenen tiimdriin seyrine

bagli olarak uygulanmaktadir (Kehoe 2006).



1.2. Ovaryum Kanseri

Ovaryum kanseri, goriilme siklig1 agisindan jinekolojik kanserler
arasinda 2. sirada yer almaktadir. Fakat jinekolojik kanser tiirleri arasinda en fazla
6lime neden olan ovaryum kanseridir. Bu oran tiim kanser nedenli 6liim oraninin
beste biridir. Gelistirilen tedavi stratejileri ile sagkalim oraninda yiikselme
olmasina ragmen 6liim oraninin halen yiiksek oldugu belirtilmektedir (Ghezzi ve
ark. 2010).

Epitelyal ovaryum kanseri bir¢ok timor alt tipi icermektedir. Geligim
kokeni hakkindaki veriler halen yetersizdir. Ovaryum kanser tipleri arasinda en
istilaci ve tehlikeli olarak goriilen timor tipi ovaryum epiteli yiizeyinde
goriilmektedir (Rossing ve ark. 2008).

Epitelyal ovaryum tiimorleri, farkli  belirgin  o6zellikleri ile
siiflandirilmaktadirlar. Ser6z, miisin6z, endometrioid, belirgin hiicre, gecisgen,
pullu, karistk ya da farklilagmamis goriiniimlere sahip olabilmektedirler.
Timorlerin ovaryum epitel yiizeyinde meydana getirdikleri hasarlar in situ olarak
yiizey epitelyumundan ya da yiizey epitelyumunda meydana getirdikleri beze
yapilarindan saptanabilmektedir (Bell 2005).

Ovaryum kanserli hastalarin % 10’unun kanser olusumundan sorumlu
BRCA 1 ve BRCA 2 genlerinde mutasyon tasidigi saptanmistir. BRCA1/2
mutasyonuna bagli olarak olusan ovaryum kanseri diger ovaryum kanserlerinden
daha gec teshis edilebildigi icin tedavi edilebilme sans1 da daha azdir. Mutasyon
tasiyan bireylerde ovaryum kanserine yakalanma riski 10 kat daha fazladir
(Modugno 2003).

Ovaryum kanserine ilk miidahale uygun cerrahi yontemin uygulanmasi
ile baslamaktadir. Ozellikle yayiliminm alt karin ile smirli oldugu diisiiniilen
durumlarda, hastalik ilk ser6zde yayilmaya basladigindan tiim peritonal ylizeyler
dikkatlice taranmalidir. Hastalik siklikla lenfatik yol ile karin zarinin arkasinda
yayilim gostermektedir (DiaSaia ve Bloss 2003). Ovaryum kanseri birgok
kemoterapotik ajana yanit vermektedir. Bu nedenle en uygun anti-kanser
terapilerin belirlenmesinde c¢alisilabilecek ideal kanser tiiriidiir (Ledermann ve

Raja 2010). lleri diizey epitelyal ovaryum kanserinde hastalarm % 70’i ilk



baslangigta platin ve taksan temelli tedaviye yanit vermelerine ragmen, ilerleyen
donemde biiyiikk oranda diren¢ olusumu gostermektedirler. Yeni gelistirilecek

tedavi yontemleri bu nedenden dolay1 biiyiilk 6énem tasimaktadir (Teoh ve ark
2011).

1.2.1. Ovaryum kanser tedavisinde kullanilan klasik kemoterapétikler

1.2.1.1. Karboplatin

Sisplatin ve karboplatin genis antitlimor aktivitesine sahiptir. Karboplatin
alkilleyici bir ajandir ve diger alkilleyici ajanlar gibi hiicrede DNA, RNA ve
proteinlere kovalent bag ile baglanarak yapilarinin bozulmasina yol agmaktadir.
Etki mekanizmas1 sisplatin ile aymidir. Hiicrede oliim reseptoriinii uyararak
mitokondri aracili yolaklarin aktivasyonunu saglamakta ve apoptotik siirecin
baslamasina neden olmaktadir. Ovaryum, germ, boyun, akciger kanser
tedavilerinde siklikla kullanilmaktadir. Paklitaksel ile kombine uygulamasi, ileri
diizey epitelyal ovaryum kanserinde tedavinin etkisini arttirarak, hastalarda
sagkalim oranin1 yiikseltmektedir (Stewart 2007; Demir 2007; Lee ve ark. 2010).

Organizmada saglikli hiicreler, i¢inde bulunduklart mikro c¢evredeki
zararli bilesiklerden korunmak i¢in birtakim mekanizmalar gelistirmektedirler. Bu
mekanizmalarin, kanser kemoterapilerine karsi direncin ortaya ¢ikmasinin temeli
olabilecegi diisiiniilmektedir (Stewart 2007).

Ras proteinleri, hiicrede sinyal iletiminde regiilator olarak gorev
almaktadirlar. Hiicre canliligt ve hiicresel fonksiyonlar iizerindeki bu etkisi
nedeniyle kanser terapilerinde hedef molekiil olarak kullanilmaktadirlar. Aktive
olmus Ras yolaginin tiimor biiylimesi iizerine ciddi etkileri vardir. Bu proteinin
membran reseptorii olan PI-3 (fosfatidilinositol 3 kinaz) kinaza baglanmasi ile Akt
(protein kinaz B) aktive edilmis olmaktadir. Aktive edilmis Akt proteini hiicre
canliligi, hiicre cogalmasi ve tiimor hiicrelerinin migrasyonunu saglayan
molekiillerin artmasma neden olmaktadir. Insan ovaryum kanserinde ve kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserinde Akt proteininin sentezi ¢ok fazladir.

Karboplatin ve Akt inhibitorii birlikte kullanildiginda, ovaryum kanserli hiicre



hattinda, sitozoldeki Bid ve Bcl-2 seviyeleri azalmakta, kaspaz-3’iin aktive
olmasi ile hiicre apoptoza girmektedir (Lee ve ark. 2010).

Karboplatin bobrekler tizerinde ¢ok daha az toksik etkiye sahip bir platin
birlesimidir. Sisplatinin fonksiyonel grubu olan iki klorit ligandi yerine
siklobiitan-dikarboksilat icermektedir. Karboplatine duyarli ovaryum kanserli
hiicre hatlarinda apoptoz, hiicre-hiicre haberlesmesi, hiicre adhezyonu, DNA
onarimi ve hiicre ¢ogalmasini saglayan gen ifadeleri, direng gosteren hiicrelerden

farklidir (Kouno ve ark. 2007; Stewart 2007).

1.2.1.2. Paklitaksel

Paklitaksel, bir Pasifik porsugu olan taxus brevifolia’ nin kabugundan
elde edilen bitkisel bir iriindiir. Paklitakselin ovaryum kanseri, kii¢iikk hiicreli
olmayan akciger kanseri ve gogiis kanseri tedavilerinde genis kullanim alanlari
vardir (Yao ve ark. 2011).

Paklitaksel = mikrotiibiillere = baglanarak, mikrotiibiil  hareketinin
engellenmesine neden olmaktadir. Bdylece kromozomlarin  baglandig
mikrotiibiillerin yapisinda bozulmalar meydana gelmekte ve mitoz G2/M fazinda
durmaktadir (Tanaka ve ark. 2009).

Paklitakselin en biiyiik avantaji lipofilik molekiil olmasi nedeniyle
atardamardan hizlica absorbe edilebilmesidir.*‘Lee ve arkadaslari1 (2009)’” in vitro
olarak yaptiklar calismada, paklitakselin trombosit kiimelenmesi ve trombosit
aktivasyonu ile alakali sinyal yolaklar1 {izerindeki etkisini belirlemeye
calismiglardir. Paklitakselin TXA, (tromboksan A;) sentezini ve sitozolik Ca
mobilizasyonunu engelleyerek trombositlerin kiimelenmesini inhibe ettigini
belirtmislerdir. Paklitakselin bu etkisi ile kardiyovaskiiler sistem icin de
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Paklitaksel in vitro da epitelyal hiicreler iizerine anjiyogenik olarak etki
etmektedir. BOylece hiicrelerin hareket yetenekleri engellenmis olmaktadir.
Paklitakselin  diisiik konsantrasyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerin
¢ogalmalarinin inhibisyonu iizerine ¢ok etki goriilmezken, hareket yeteneklerinin

daha yiiksek oranda inhibe edildigi rapor edilmistir. Bu bulgular paklitakselin in



vivo da da endotelyal hiicreleri iizerindeki etkisini anjiyogenezi inhibe ederek
gosterecebilecegini diislindiirtmektedir (Belotti ve ark. 1996).

Paklitakselin farkli doz araliklari ile yapilan ¢alismalar sonucu gosterdigi
etkiler;

» 1 nM ve 100 uM doz araliginda, ICsp degeri alt1 dozlarin hiicrelerle 3-4
giin muamelesi sonucu goz ardi edilebilecek oranlarda hiicre biiylimesinin
inhibe edildigi fakat mitozun hig bir evrede tutuklanmadig;,

» 5-200 nM doz araliginda, hiicrelerde mitotik evrede tutuklanmaya ve hiicre
oliimiine yol agtig1,

» 3-100 uM doz arahigindaki yiiksek konsantrasyonlu uygulamalarda,
maddenin tirozin kinaz sinyal yolaklarina bagli olarak hiicreler iizerinde
olimciil etki gosterdigi fakat hiicreler lizerinde mitozu bloklayici herhangi
bir etki gostermedigi, rapor edilmistir (Blagosklonny ve Fojo 1999).

Paklitaksel bir¢cok kanser ¢esidinde oldugu gibi, epitelyal ovaryum kanser
hiicrelerinde de mikrotiibiiller iizerinden etki ederek DNA sentezini inhibe ettigi
icin apoptoza neden olmaktadir. Bu nedenden dolay1 paklitaksel, epitelyal
ovaryum kanser tedavisinde kullanilan 6nemli kemoterapdtik ajanlardandir.
Tedavinin baslangi¢ asamalarinda paklitaksel tedavisine olumlu yanitlar veren
ovaryum kanseri, hastaligin ilerleyen asamalarinda diren¢ olusumu
gostermektedir. Yapilan c¢aligmalarda PI3k/AKT yolaginda meydana gelen
degisimlerin direng olusumuna sebep oldugu rapor edilmistir (Hu ve ark. 2002).

Bir membran reseptorii olan TLR-4 (Toll benzeri reseptor) epitelyal
ovaryum kanserinde olduk¢a yiiksek oranda bulunmaktadir. Paklitakselin TLR-4
reseptorii ile ligand olusturdugu bilinmektedir. TLR-4 ¢ogunlukla MyD88 (insan
myeloid degisim faktorii 88) ilizerinden sinyalizasyona neden olmaktadir. Hiicre
hatlarinda spesifik olarak sentezlendigi bilinen MyD88’in, epitelyal ovaryum
kanser hiicrelerinde paklitaksele karsi verilen tepkide rol aldig diisiiniilmektedir.
MyD88 bakimindan negatif olan epitelyal ovaryum kanser hiicreleri 2umol/L
paklitaksel ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. Kaspaz 3 ve kaspaz-7
aktivitesine bakilan c¢alismada, hiicrelerde kaspaz-3/-7 aktivitesinde anlaml

derecede artis oldugu rapor edilmistir. Elde edilen veriler epitelyal ovaryum



kanser hiicre hattinda bulunan MyDS88 seviyesinin paklitakselin indiikledigi

apoptozla baglantili oldugunu diistindiirtmektedir (Kelly ve ark. 2006).

1.3. Apoptoz

Canlilik birbirini takip eden dogma, biiylime, iireme, yaslanma evrelerini
igerip Oliimle sonlanan bir yasam dongiisiidiir. Canlili§in siirdiiriilmesi sirasinda
organizmanin yapt ve fonksiyonunun fizyolojik gereksinimleri yerine
getirilmektedir. Bu siirecte hiicrelerin ¢ogalma ve Oliim oranlarinin denge
icerisinde bulunmasi énemli yer tutmaktadir (Oniz 2004).

Hiicrede tanimlanan baslica iki 6liim sekli vardir. Bunlardan biri olan
nekroz, ani c¢evresel degisiklikler gibi bir etmen sonucu patolojik olarak
gerceklesmektedir. Nekrozun karakteristigi  hiicrede goriilen sisme ve
pargalanmadir (Kane 1995). Toksik ajan ile muamele ya da fiziksel hasarlar
sonucu, hiicrenin ATP diizeyinin canlilik icin yeterli kalmadigi durumlarda
baslamaktadir. Morfolojik olarak nekroz sitoplazmada bosluk olusumunun
baslamasi ile karakterize edilmektedir. Plazma membraninda baslayan yikimin
ardindan hiicre icerigi disar1 ¢ikmakta ve inflamasyon baslamaktadir. Nekrozda
morfolojik olarak degisim olmakta fakat apoptozda goriilen 200 baz ciftlik DNA
fragmantasyonu goriilmemektedir (Edinger ve Thompson 2004).

Programlanmis hiicre 6limii genetik olarak belirlenmis bir siiregte
meydana gelmektedir. Gelismis ¢ok hiicreli organizmalarda programlanmis hiicre
olumi spesifik dokularda ve zamanda, kontrollii bir yol izleyerek belirli bir grup
hiicrede goriilmektedir (Hockenbery 1995). Benzer sekilde metamorfoz siireci
geciren canlilarda da birgok organin yok olmasi bu yolla ger¢eklesmektedir
(Majno ve ark. 1995).

Hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmantasyonu,
apoptotik cisim olusumu, apoptotik hiicre Oliimiinde gozlemlenen spesifik
belirtilerdendir. Hiicre kalintilar1 makrofajlar tarafindan ya da komsu hiicreler

tarafindan hizlica fagosite edilmektedir( Hockenbery 1995).



1.3.1. Apoptozun asamalari

Embriyonik evreden itibaren baslayip yasam boyu devam eden genetik
kontrol, iyonize radyasyon, kullanilan ilag ve ¢evresel etmenler, iskemi sonrasi
olusan reperfiizyon, mekanik travmalar, bakteriyemi sonrasi olusan sepsis ve
septik soklar, apoptozisin uyaricilar1 arasinda sayilan etmenlerdir. Apoptoz,
hormonlar, sagkalim sinyalizasyonunda (biiylime faktorii gibi) meydana gelen
eksiklikler, bitisik hiicre ile temas gibi hiicre dis1 uyaranlar ve iyonize radyasyon,
viral enfeksiyon, serbest radikaller kaynakli oksidatif hasar gibi hiicre ici
etmenlerce uyarilmaktadir. Apoptoz dis (eksternal) ve i¢ (internal) olmak {izere
baslica 2 yol tlizerinden ger¢eklesmektedir (Gtiltekin ve ark. 2008).

Eksternal yol ile apoptozun baslamast TNF (tiimor-nekrozis faktor
reseptor) reseptorlerinin ligantlarca aktive edilmesiyle olmaktadir. (Porter 1999).
Lenfosit ve 16kosit aktivasyonu ve migrasyonu, hiicre cogalmasi, farklilagsmasi ve
apoptoz gibi ¢ok o©nemli hiicresel etkinlikte rol almaktadir. Reseptorlerin
sitoplazmik uglarindaki DD (6lim bolgeleri) bolgeleri korunmus olarak
bulunmaktadir. Bu bolgelere uygun sitoplazmik sinyal proteinleri baglanmaktadir.
TNF reseptor ailesine mensup bir¢ok sitokin reseptorleri bu bolgeye sahiptir.
TRADD adaptoér molekiilii, reseptorleri olan TNFR1’e, FADD adaptoér molekiili
ise CD95, DR3 ve TRIAL reseptorlerine baglanarak apoptoza ve NF-¢B
sinyalizasyonuna neden olmaktadir (Baud ve Karin 2001).

Diger onemli reseptor olan Fas (CD95) bir hiicre yiizey proteinidir.
Hiicrede JNK (Jun-N-terminal kinaz) yolagmin aktivasyonundan sorumludur.
Yolagin aktive olmasi bir sinyal proteini olan Daxx (6liim alani ile ilgkili protein)
tarafindan olmaktadir. Daxx Fas’in DD bolgesine spesifik olarak baglanmaktadir.
(Yang ve ark. 1997).

Uyarilmamis reseptdriin sitoplazmik ucu DD bdlgesince sessizlestirilmis
halde bulunmaktadir. Reseptor uyarildiginda ise SODD (6lim bdlgesi
susturucusu), reseptorden ayrilmakta ve reseptore DED (6liim etkili domain)
adaptorii baglanmaktadir. Bu baglanma sonucu prokaspaz-8 aktiflestirilmekte ve
DISC (6liimii baslatan sinyalleme kompleksi) sinyalinizasyonu olusmaktadir

(Porter 1999).



Mitokondri, i¢ yolla gerceklesen apoptoz icin temel organeldir. (Oniz
2004). internal yol ile indiiklenen apoptozda sitoplazma yogunlasmaktadir.
Mitokondri apoptozu uyaran biitiin faktorleri ve sitokrom-c yi serbestlestirerek
biitiinliiglinii  kaybetmektedir. Kaspaz aktivasyonunun ardindan kromozomal
DNA’nin 180-200  baz  ¢iftlik  interniikleozomal  fragmantasyonu
gerceklesmektedir.  Hiicrenin  canliligint  silirdirmesinde  ve  metabolik
faaliyetlerinde yer alan proteinlerde parcalanmalar meydana gelmektedir
(Giiltekin ve ark. 2008). Reseptor araciligr ile aktive edilmeyen bu yolak, DNA
hasar1, metabolik stres, radyasyon, UV ya da biiylime faktorii yetersizligi gibi
nedenlerle baslamaktadir. I¢ yolla aktive olan apoptozda en o6nemli olay,
mitokondri membranindan sitokrom c¢’nin serbest birakilmasidir. Sitozole salinan
sitokrom c’ye Apaf-1( proteaz aktive edici faktér-1) baglanmaktadir.
Baglanmanin ardindan aktive olan kaspaz-9, kaspaz-3 ve Kkaspaz-7’nin

aktivasyonunu baslatmaktadir (Repnik ve Turk 2010).

1.3.2. Apoptoz genetigi

Uygulanan bir¢ok anti-tiimor ajanlarin hedefi hiicre DNA’sidir. Hedefe
ulasan ajanlar p53 seviyesinde artisa neden olarak etkilerini gostermektedirler.
Boylece hiicrede ya DNA tamiri yapilmakta ya da apoptotik siireg
baglatilmaktadir. p53 genomu koruyarak gérev yaptigindan, bu gen bolgesindeki
mutasyonlar ¢ok Onem kazanmaktadir. p53 gen bdlgesinde mutasyona sahip
hiicreler genom igerigini garanti altina alamamakta ve hiicre dongiisiinde olusan
durma sinyallerine kars1 tepkisiz kalmaktadirlar. (Altunkaynak ve Ozbek 2008).

Bcl-2 protein ailesi apoptozda rol olan en 6nemli regiilatorlerdendir. Bu
proteinlerin ekspresyonu bir¢ok tiimorde goriilmektedir. Hiicrede artan Bcl-2
miktar1 kemoterapdtik ilag ve radyasyon tedavilerine karsi direng olusumuna yol
acmaktadir. Bcl-2 seviyesi azaldiginda antikanser ilag tedavilerinin apoptotik
etkileri artmaktadir. Ayn1 zamanda hiicreleri, hiicre siklusunun Gg fazinda
bekleterek kemorezistans olusumuna neden olmaktadir. Bcl-2 ailesine mensup

proteinlerden;
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» Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk apoptoz indiikleyici
proteinler, promotor olarak etkilidirler,

» Bcl-2, Bel-Xy, Bel-W, Bfl-1 ve Mcl-1 ise apoptoz baskilayici proteinlerdir,
sitokrom-c’nin serbest birakilmasini bloke ederek apoptotik siirecin
baglamamasi igin represor olarak rol oynamaktadir (Ghobrial ve ark.
2005).

Sistein proteazlar olan kaspazlar hedef molekiilde, aspartik asitten sonra
gelen peptit bagin1 kirarak etki etmektedirler. Normalde hiicrede inaktif olarak
bulunan kaspazlar aktive edildiklerinde birbirlerini aktiflestirerek kaskad meydana
getirmektedirler. Kaspazlar ilk eksperese edildiklerinde zimojen yapidadirlar. 10
kd ve 20 kd’lik farkli uzunlukta 2 alt birime ayrildiklarinda dimerize olmakta yani
aktiflesmektedirler (Soini ve ark. 1998).

Kaspazlarin siniflandirilmasi;

Kaspaz-1 (ICE),

Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2),

Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama), niikleer inhibitér olan
deoksiriboniikleaz/DNA fragmantasyon faktor 45 (ICAD/DFF-45) ve niikleus i¢i
parcalanmayr saglayan endoniikleaz CAD/DFF-40’in  aktive edilmesini
saglamaktadir,

Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEren),

Kaspaz-5 (ICErelin, TY),

Kaspaz-6 (Mch2), apoptotik siiregte nukleusa ait laminlerin
ayristirtlmasinda gorev almaktadir,

Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1),

Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH),

Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAPS6), dolayli yoldan kaspaz-2,-6,-8 ve
-10’un direkt olarak da kaspaz-3,-7’nin aktivasyonundan sorumludur,

Kaspaz-10 (Mch4),

Kaspaz-11 (ICH-3),

Kaspaz-12 ,

Kaspaz-13 (ERICE),

Kaspaz-14 (MICE),

11



Kaspaz-3, -6 ve -7 hiicresel proteinleri parcaladigindan cellat kaspaz/
sonuglandirici kaspaz olarak da adlandirilmaktadir. Kaspaz-2, -8 (FLICE/MACH),
-9 ve -10 sinyal iletiminde ve sonuglandirici kaspazlarin aktivasyonundan sorumlu
olduklarindan baslatict kaspazlar sinifina girmektedirler (Ulukaya 2003; Oniz
2004).

1.3.3. Apoptoz belirleme yontemleri

Hiicre tarafindan bir¢cok noktada ¢ok siki olarak denetlenen apoptoz
siirecinin incelenmesinde, iligkili bir¢ok protein bulunmaktadir. Bu kaskatta
aktivator, efektor yada regiilator olarak goérev alan proteinlerin islevlerinin
tanimlanmis olmasi, apoptozun belirlenmesindeki yontem sayisini arttirmistir. Bu
durumun dezavantaji, secilecek yontemde bakilan kriter apoptoz karakteristigi
gosterirken diger bir kriterin apoptoz ile nekrozun ortiisen belirtilerinden birini
gosterebilmesidir. Segilecek olan yontem, uygulanacak Ornege ve teknigin
avantaj- dezavantajlarina dikkat edilerek se¢ilmelidir (EImore 2007).

Morfolojik  degisimlerin ~ gozlenmesi; 151k mikroskobu, floresan
mikroskobu, elektron mikroskobu araciligi ile apoptozun in vitro olarak
morfolojik degisimlerinin saptanmas1t miimkiindiir (Huerta ve ark. 2006).

Immunohistokimyal ~ yéntemler; ~ Immunohistokimyasal  apoptoz
markerlarinin  kullanim1  ¢alismalar1  kolaylastirmaktadir. C-CK18 (kirilmis
sitokeratin), c-cas-3 (kirilmis kaspaz-3), c-lam A (kirilmis lamin A), gamma
H2AX (fosforile edilmis H2AX histonu), c-PARP (kirilmis poli polimeraz), AIF
(apoptoz indiikleyici faktdr) yaygin olarak kullanilan apoptoz markerlaridir
(Holubec ve ark., 2005). Anneksin V, TUNEL yontemi, ISEL teknigi, kaspaz-3
yontemi, MP30, PARP, immunohistokimyasal olarak apoptozun belirlenmesinde
kullanilabilecek yontemlerdendir (Huerta ve ark. 2006; Alexandre ve ark. 2000).

Biyokimyasal yontemler; agaroz jel elektroforezi, western blot, flow
sitometri yontemleri kullanilarak apoptoz biyokimyasal olarak saptanabilmektedir
(Giiles ve Eren 2008, Ustiiner 2010; Overbeeke ve ark. 1998).

Immunolojik yéntemler; ELISA ve fluometrik ydntem apoptozun

immunolojik olarak belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir. Elisa yontemi ile
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hem kiiltiire hiicrelerde hemde insan plazmasinda meydana gelen DNA
fragmantasyonunun o6l¢iimii mimkiindiir. Kiiltiire edilen hiicrelerde kaspaz
aktivitesinin belirlenmesine yonelik yontemdir (Giiles ve ark. 2008; Ulukaya
2003).

Molekiiler biyoloji yontemleri; DNA microarray teknigi, hiicre ve
dokularda spesifik genleri, gen polimorfizmini, gen ekspresyonlarini, olusan
global degisimleri, inceleyen bir tekniktir. Teknigin dezavantaji, birden ¢ok veri
analizi yapilabildiginden tiim sonuglarin analizlerinin zaman almasi, ortaya
¢ikabilen kompleks sonuglarin yorumlanmasinda karsilagilan zorluklar, sonuglarin
gerektigi kadar kantitatif olmamasi1 ve pahali bir yontem olmasidir (Yoltas ve

Karaboz 2010).

1.4. Retinoidler

Vitamin A ve tiirevleri canliligin devami icin gerekli olan temel bir
vitamindir. Embriyonik gelisim doneminde, spermatogenezde, gérme ve hiicre
farklilagsmasinda 6nemli rolleri vardir (Niles 2000).

Provitamin A aktivitesine sahip karotenoidler, siit, yumurta gibi
hayvansal gidalarda, yesil yaprakli sebzelerde yiiksek miktarda absorbe edilmis
olarak bulunmaktadir. Insanda sentezi yapilmayan bu vitamin giinliik diyetle
retinol, retinil ester ya da PB-karoten olarak alinmaktadir. 500 karotenoidin
kimyasal analizleri yapilmis ve bunlardan sadece 50 tanesinin vitamin A
aktivitesine sahip oldugu saptanmistir. Sayilan besin gruplarimin % 75-85’ini
kapsayan karoten ve B-karoten gruplari vitamin A aktivitesi gostermektedir
(Carroll ve Kritchevsky 1994; Bushue ve Wan 2010).

IUPAC (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) tarafindan
vitaminlerin nomenklatiirde yer almasi teklifi ilk olarak 1960 yilinda getirilmistir.
Teklif kapsamindaki isimler arasinda retinol, retinal, retinoik asit ve 3-dehidro

analoglarida bulunmaktadir (Dixon 1983).
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Sekil 1.1. Retinoidlerin C ve H atomlarindan olusan kimyasal yapilarinin iskelet

formiilii (Dixon 1983)

Vitamin A ve kanser gelisimi arasindaki iligki, vitamin A’nin kimyasal
yapisinin  belirlenmesi ile ortaya konulmustur. Wolbach ve Howe (1925)
yaptiklar1 c¢alismada epitel hiicrelerinde vitamin A’nin, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasi tizerinde etkili oldugunu rapor etmislerdir. 1950’1li yillarin sonunda
ve 1960’11 yillarda hayvanlar lizerinde yapilan deneylerde, vitamin A eksikliginin
timor olusumuna yol actigi, giinliik diyetlerine vitamin A eklenen deney
hayvanlarinda tiimor olusumunda azalma oldugu saptanmistir. Retinoik asit ve
sentetik retinoid tiirevleri, insanda bir¢ok kanser hiicre hattinda biiylimeyi inhibe
etmekte ve apoptoza neden olmaktadir. Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalar
insanda, diisiik vitamin A/ B-karoten seviyesinin akciger, gogiis, boyun gibi birkag

kanser tiiriiniin olusumuna neden oldugunu gostermistir (Niles 2004).
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Sekil 1.2. Retinoid metabolizmasi (Blaner 2007)

Retinoidler vitamin A’nin dogal ya da sentetik tiirevleridirler. Hayvansal
organizmalarda sentezlenemeyen retinoidler, giinliik diyetle alinmaktadir.
Dolasimda retinoidler, RBP (retinoid baglayici protein); retinoik asit ise alblimine
ya da lipoprotein parcaciklarmin retinil esterlerine baglanarak tasinmaktadir.
Gidalardan alinan retinoidlerin % 95’1 retinol-RBP  olarak dolasimda
tasinmaktadir. STRAG6 (retinol baglayict protein reseptor 6), bir hiicre ylizey
reseptoriidiir, dolasimda RBP’ye bagli olarak bulunan retinoliin, plazma
membranindan ge¢cmesini saglamaktadir (Sekil 1.2). Bdylece retinol metabolize

olacagi bolgeye ulastirilmis olmaktadir (Blaner 2007).

1.4.1.Retinoik asit reseptorleri ve fonksiyonlar:

Retinoidler etkilerini niikleer retinoid reseptorlerine baglanarak
gostermektedirler. Retinoik asit RAR reseptorlerine, retinoidler ise RXR
reseptorlerine baglanmaktadir. Retinoid reseptorleri; RAR (a, B, y) ve RXR (a,
B,v) reseptorleri olmak iizere iki gesittir. Retinoliin all trans, 11-cis, 13-cis, 9,13
di-cis, 9 cis ve 11,13 di-cis olmak tizere 6 biyolojik aktif izoformu vardir.
Retinoidler ozellikle RxR reseptoriine baglanirlar ki bu reseptdr kanser

tedavilerinde ¢ok etkilidir. Retinoidler 3 ana bdlgeden olusur; hidrofobik bolge,
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baglayici linite ve ¢ogunlukla karboksilik asit ile sonlanan polar bir terminal (Arce

F ve ark. 2005; Lopez-Hernandez ve ark. 2003; Bushue ve ark. 2010).
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Sekil 1.3. Retinoik asidin gen aktivasyonu iizerine etkisi, RA, all-trans-retinoik asit; 9 cRA, 9-cis
retinoik asit; RAR, all-trans retinoik asit reseptor proteini; RXR, 9-cis-retinoik asit
reseptor proteini, mMRNA; haberci RNA, RBP; retinol baglayici protein,

TTR,; transtiretin (Wolf 1997)

Niikleer RAR reseptorlerinin gorevi, embriyonik gelisim, farklilasma gibi
farkli siire¢lerde ve farkli zamanlarda genlerin aktive edilmesini saglamaktir.
Metabolizmik faaliyetlerin siirdiiriilmesi i¢in gerekli genlerin aktivasyonu ise
RXR reseptorlerince yapilmaktadir (Sekil 1.3). Reseptorlerin sentezi her dokuda,
dokunun tipi ve bulundugu evreye gore farkli olarak sentezlenmektedir. Ornegin
RARa sentezi gelisimin her doneminde, RAR[ sentezi bobrek, akciger, kalp
gelisimi sirasinda; RARy sentezi ise cilt, kemik ve kikirdak olusumu sirasinda

olmaktadir (Wolf 1997).
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Retinoidlerin baglandiklar1 reseptorler; steroid, tiroid ve retinoid hormon
reseptOr ailesine mensuptur. Retinoik asitler promotor bolgedeki retinoide duyarl
molekiillere  baglanarak transkripsiyon faktérii gibi  goérev alip, gen
transkripsiyonunu arttirmaktadirlar. Retinoid reseptorleri lizerinde A, B, C, D, E
ve F ile boliinmiis 6 farkli bolge bulunmaktadir (Sekil 1.4). C domaini sisteince
zengin DNA’ya baglanma bolgesidir. E domaini ligand baglayici bolgedir ayrica
bu bolge gerektiginde diger farkli bir reseptor ile de dimer olusturabilmektedir

(Adamson 1996).

B Hox M H| A B (b ] E F | C{sMMH

DNA baglayic1  Ligand baglayict

domain domain

Sekil 1.4. RARa’ nin yapist ve 6 modiiler bolgesi (Adamson 1996)

Retinoik asitler niikleer reseptorler ve CRABP (hiicresel retinoik asit
baglayici proteinler)’ler araciligi ile hiicre faaliyetlerinde etkin rol almaktadirlar.
CRABP I ve CRBAP II kiiciik molekiillii proteinlerdir. % 75 benzer amino asit
dizilimine sahip, esit boyutta proteinlerdir. Yapilan ¢aligmalarda CRABP’lerin
RA’lar1 endoplazmik retikuluma tasimada gorev aldigr ve RA’larin burada ilgili
enzimlerce metabolize edildigi saptanmistir. CRABP II proteinine biitiin
dokularda rastlanmaktadir ve kontrolii RARE (retinoik asite duyarli elementler)
tarafindan yapilmaktadir. All-trans RA, 9-cis RA’ya gore CRABP II’ye ¢ok daha
yiiksek afinite ile baglanmaktadir. CRABP’ler sitozolik proteinlerdir ve niikleus
tizerinde herhangi bir etkinlige sahip degildirler. Dokularda CRABP’nin varlig
RA etkisini ve gen ifadesini etkilemektedir (Delva ve ark 1993; Delva ve ark.
1999).

Retinoidlerin uzun donemli olarak tedavilerde kullanilmasi, toksik
etkinin yaninda diren¢ olusumuna da neden olmaktadir. Retinoid baglayict
reseptorlerin ya da niikleer retinoid reseptorlerindeki fonksiyon ve ifade
anomalilikleri, retinoid metabolizmasinda meydana gelen hatalar, gibi direng

olusumuyla sonlanan bircok mekanizmanin nedeni heniiz anlasilamamistir..
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Sentetik olarakda firetilen retinoidlerde antikanser aktivite 6n plana ¢ikartilirken,
toksik etkiler yok edilmeye ¢aligmaktadir (Ortiz 2002).

Insanda goriilen kanser cesitlerinin ¢ogunda retinoliin retinil
esterlerine donilistimiinden ve retinoliin alinimindan sorumlu olan LRAT (lesitin:
retinol acil transferaz) enziminde azalma mevcuttur. Enzim yeterli seviyede
bulunmadigi i¢in tiimor hiicrelerinde retinol az seviyede bulunmaktadir. Gogiis
kanserli hiicrelerde retinoliin retinoik aside metabolize edilmesini saglayan
RALDH 2 (retin aldehit dehidrogenaz 2) enziminde hasar vardir. Ayrica timor
hiicrelerinde diisiikk seviyede bulunan retinoik asit artan Cox-2 ekspresyonuyla da
iliskilendirilmektedir. Cox-2 transkripsiyonunda rol alan retinoik asidin hiicre
icerisinde diisiik seviyede bulunmasi, kolorektal timorlerde Cox-2 sentezinde

artisa neden olmaktadir (Lotan 1996).

1.4.2. ATRA

Tablo 1.1. ATRA’nin 6zellikleri (sigma-aldrich 2011)

ATRA ATRA vitamin A’nin karboksilik

asit formudur. ATRA ve 9 cis-RA (9cis-

CH CHs CHs O retinoikasit)niikleer retinoid reseptorlerine

W baglanarak gen ifadelerini diizenleyen

3
CH; aktif metabolitlerdir. Giinliik diyetle direk
Sinonimleri olarak almamayan ATRA, o0zellikle
ATRA o , e

Vitamin A Asit embriyonik donemde hiicre biiylimesi ve

all-trans-Retinoik asit gelisimi iizerine etkilidir. Vitamin A’nin
Tretinoin : . .

Formiilii 25 yasindaki erkek birey i¢in alinmasi

C20H2802 gereken miktar1 giinliik 900 pg olarak

MZIO%(, Zilelg. /?ng;ll’hk belirlenmistir. Tolere edilebilir maksimum

doz giinliik 3000 pg’dir. Miktarin agilmasi

organizmaya zarar vermekte hatta liimciil olabilmektedir. Vitamin A nedeniyle
gerceklesen ilk 6liim 1913 yilinda bildirilmistir. Laboratuvarlarda sentetik olarak
da sentezlenen ATRA, akne gibi cilt hastaliklarinin tedavisinde ve bazi1 kanser

tiplerinde hem tedavi hemde kanserden korunma amacl kullanilmaktadir.
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Retinoid ailesine mensup olan ATRA bu nedenle ayni zamanda anti-kanser
ilaglar1 arasinda yer almaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonucu ATRA’nin
premiyelosit 16semi (APL) tedavisinde basarili sonug¢ verdigi rapor edilmistir. In
vitro ve in vivo olarak yapilan ¢alismalarda retinoidlerin, kemoterapotik ajanlarla
kombinasyon uygulamalarinda sinerjik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. ATRA
ve 13-cis-RA’nin in vitro da boyun, gogiis, ovaryum ve kronik miyelojen
l6semide, IFNa (interferon o) ile birlikte uygulanmasi olumlu sonuglar vermistir.
Retinoidlerin, sisplatin, taksol/paklitaksel, etoposid, vinoblastin, gemsitabin gibi
kemoterapoétiklerle kombinasyonu, tedavilerde siklikla kullanilmaktadir (Ortiz ve
ark. 2002; Siddikuzzaman ve Grace 2011; Alique ve ark. 2007).

Mikroarray ¢alismalart ATRA’nin hiicrelerde; farklilasma, oksidaz
aktivasyonu ve adezyon molekiillerinden sorumlu gen bdolgelerinin ifadelerinde
artisa neden oldugunu gostermektedir. ATRA ¢esitli birgok kanser hiicre hattinda
biliylimeyi durdurmakta ve farklilasmaya neden olmaktadir. Literatiirde ATRA nin
kemoterapétik ajanlarla birlikte kullanildiginda, sitotoksik etkiyi arttirdigindan
siklikla bahsedilmektedir. ATRA, zelodronik asit ile kombine edildiginde
ovaryum kanser hiicreleri iizerinde sinerjik sitotoksik etki gostermektedir. Ayrica
bu kombinasyonun apoptozu da sinerjik olarak indiikledigi rapor edilmistir (Jian
ve ark. 2011; Karabulut ve ark. 2010).

RARa reseptorlerini kodlayan gen bolgesinin yeri 1987 yilinda gen
haritasinda 17g21 olarak belirlenmistir (Siddikuzzaman ve Grace 2011).

Memelilerde gelisim i¢in 6nemli olan ATRA, embriyo gelisiminin erken
evrelerinde pankreas lizerinde de ¢ok onemli etkilere sahiptir. Retinoik asitlerin
sentezlenmesinden sorumlu Radlhl enzimi, insanda fetal donem boyunca
pankreasda pankreatik B-hiicrelerinin bulundugu bdlgede bulunmaktadir. Radlhl
enzimi retinoik asit sentezinin oldugu spesifik dokularda bulunmaktadir. Bu
bulgular retinoik asitin, pankreatik B-hiicrelerinin olgunlagmasinda rol aldigim
diisiindiirtmektedir (Ng ve ark. 2011).

Bir retinoid olan ATRA, yapilan in vitro ¢alismalarda birgok tiimor hiicre
hattinda hiicre ¢ogalmasini inhibe etmekte ve hiicrelerde farklilasmaya neden
olmaktadir. ATRA, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tedavisinde standart

kemoterapotikler ile kombine edilerek kullanildiginda olumlu sonuglar
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vermektedir. Bu nedenle ATRA’nin Paklitaksel ile birlikte uygulanmasi ile
kemoterapide daha etkin sonuglar alinacagi diistiniilmektedir (Hou ve ark. 2011).

ATRA ve retinoik asit izoformlar1 ndronal farklilagsmay1
indiiklediklerinden, in vitro da noéroblastom farklilasma modellerinde siklikla
kullanilmaktadirlar. Fizyolojik konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde noritik siirece giren hiicre sayisinda artma meydana geldigi ve
hiicrelerde genel olarak biiyimenin durdugu belirgin bir bi¢imde goriilmektedir.
ATRA, c-Jun N-terminal kinaz ve fosfatidilinositol 3-kinaz gibi protein kinazlar1
hizlica aktive etmektedir. Protein kinaz aktivasyonu sinir hiicrelerinde hizlica
degisime neden olmaktadir. Ayrica retinoik asit, fosfotaz-1, protein fosfotaz 2A
ve protein fosfotaz 2B gibi mitozu aktive edici protein fosfotazlar1 da aktive
etmektedir (Mandili ve ark. 2011).

Birgok tiimor ¢esidinde hiicrelerin farklilasmasini saglayan ATRA,
insanda beyin tiimor hiicrelerinde de farklilasmaya neden olmaktadir. Yapilan
calismada, beyin tiimoér hiicrelerinde farklilasma siireci boyunca RXR a ve p21°e
ait mRNA seviyesinde artis oldugu rapor edilmistir (Qing-xi Liu ve ark. 2011).

Akut promiyelositik 16semi (APL) tedavisinde siklikla kullanilan ATRA
ayni zamanda hiicreler lizerinde az toksisite gosteren bir molekiildiir. Bir retinoid
tirevi olan 13-Ccis-RA’nin, esit dozlarda APL tedavisinde ATRA kadar etkili
olmadigi rapor edilmigti. ATRA kullanildigi tedavilerde hizlica etkisini
gostermekte ve tedaviden birkag giin sonra yar1 omriinde onemli miktarlarda
azalma meydana gelmektedir (Reynold ve ark. 2003).

Vitamin A ve retinoidler servikal hiicre biiylimesinde de etkindirler.
Yapilan klinik c¢alismalar, cesitli retinoidlerin serviks kanser hiicrelerinde
biliylimeyi engelledigini gdstermektedir. HPV viriisiiniin neden oldugu serviks
kanserinde serumda bulunan ATRA seviyesinde azalma oldugu rapor edilmistir
(Siddikuzzaman ve Grace 2011).
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1.5. Sitotoksisite

Satiga siiriilen ilaglarin % 90’min pazardan geri cekilmesinin ve
gelistirilen ilaglarin 3’te birinin klinik faz denemelerde basarisizliga ugramasinin
altinda yatan neden toksisitedir. Onerilen ¢dziimlerden birisi klinik denemelere
geemeden Once ilaglarin toksik olmadiginin kesinlestirilmesidir. Hiicre hatti
kullanilarak yapilan in vitro sitotoksisite ¢aligmalari, test maddelerinin sitotoksik
etkilerinin en iyi tanimlanmasina paralel olacak sekilde yapilmaktadir (Langdon
ve ark. 2010).

Kanser tedavisinde yeni ajanlarin gelistirilmesinde kullanilan yontemler
bazen zaman ve malzeme sarfindan daha ileriye gitmemistir. Literatiir taramasiyla
hiicre hatlarinda daha 6nce denenmemis ajanlarmn in vitro olarak denenmeye
baslanmasi klinik denemelere gecildiginde basarisiz sonuglar alinmasina neden
olmustur. Tiimdr biyolojisi ve molekiiler mekanizmalarin anlasilmasiyla birlikte

bazi kriterler gbz oniline alinmaya baglanmistir (Bono ve ark. 2003).

1.5.1. Sitotoksisite calismalarinda hiicre Kiiltiirlerinin kullanilmasi

Hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda ilag
bilesenlerinin hiicre igerisine ne kadarmin hangi sartlarda alinacagmin ve de
hiicresel ¢evrede nasil hareket edeceklerinin taramasi yapilabilmektedir. Boylece
bilesenin hedef proteine baglanmasini tetikleyen ya da engelleyen mekanizmalar
gozlemlenebilmekte ve buna alternatif segeneklerle caligmaya yon
verilebilmektedir. Yiksek duyarlilik gosterilen sitotoksik bir ajanin neden
olabilecegi maksimum ve minimum zararlar bu c¢aligmalar sayesinde
tanimlanabilmektedir (Halis ve ark. 2007).

Sitotoksisite taramalar1 farkli tlirlere ait hiicreler lizerinde ya da ayni tiire
ait farkli hiicre hatlar1 kullanilarak uygulanabilmektedir. Boylece temel hedefe
kadar birgok sonug¢ in vitro olarak toksisite bakimindan karsilastirilarak
incelenmis olmaktadir (Langdon ve ark. 2010).

Hiicre canliligi ve proliferasyonunun saptanmasinda kullanilmak {izere

gelistirilmis birkag yontem vardir. Bu yoOntemlerin uygulanmasi esnasinda
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kullanilmak tizere tasarlanmig 96 kuyucuklu plakalar birgok 6rnegin ayni anda ve
hizlica analizleri agisindan ¢ok kullanigshdir. ELISA plate okuyucu ya da
mikrotiterplate kullanilarak 6rneklerin  kolorimetrik ya da 1sima tayinleri
yapilabilmektedir. Sitotoksisitenin belirlenmesi, hiicre 6liimii ya da proliferasyonu
gibi farkli parametrelerde Ol¢iim yapilarak saptanabilmektedir. Sitotoksisitenin
belirlenmesinde, LDH aktivitesinin Olglimii, MTT testi, notral red ve ATP
Olclimiine bagh teknik, en ¢ok kullanilan yontemler arasinda sayilabilmektedir

(Weyermann ve ark. 2005).

1.5.2. Kanser tedavisinde hedeflenen mekanizmalar ve yeni ilag¢

kombinasyonlari

Timor hiicre ¢ogalmasi, motilite, invasyon ve metastazdaki molekiiler
mekanizmalarin anlasilmasi, tedavideki hedeflerin tanimlanabilmesine olanak
saglamaktadir. Bu anlamda kanser tedavisinde farkli hedeflerin belirlenmesi, yeni
selektif ilag bulusunda ve gelistirilmesinde anahtar rolii oynamaktadir. Spesifik
mutasyon, belirlenmis proteinler ya da sinyal yolaklar1 gibi etki etmesi diisiiniilen
durumlar igeren hasta grubunun belirlenmesi yeni ilaclarin uygulanmasinda atilan
ilk adimdir ( Broxterman ve Georgopapadakou 2005).

Timor damar sistemi hedeflendiginde, Bevacizumab gibi anti-VEGF
monoklonal antibodylerin ya da VEGF R2’ yi bloke eden ajanlarin sitotoksik
tedavilerde kombinasyon olarak kullanilimi ile kan akisinin normalizasyonunun
saglanmakta, sitotoksik ajanlarin hedefe daha iyi ulagabildigi diisiiniilmektedir
(Willett ve ark. 2004).

Tlimor-stroma etkilesimi sonucu hiicrelerinin sinyalizasyonu CAM
(hiicre adezyon molekiilleri) kaynakli ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol
oynamaktadir. Ovaryum kanser hiicrelerinde meydana gelen cisplatine diren¢ bu
duruma ornek olarak verilebilmektedir. Aktiflesen Akt ve B-katenin yolaklari
vasitasiyla adipositlerde salinan sinyal sonucu kollajen tip VI olusumunun,
cisplatin direncinde rolii vardir (Damiano ve ark. 1999; Broxterman ve

Georgopapadakou 2005; lyengar ve ark. 2005).
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1.6.Cahsmada Kullanilan OVCAR-3 Hiicrelerinin Ozellikleri

OVCAR-3 yiiksek metaztas yetenegine sahip, ilag rezistansini gosteren
insan ovaryum kanser hiicre hattidir. Bu yiizden bir¢ok antikanser ajanin etki ve
mekanizmalarinin ¢alisilmasinda uygun bulunmaktadir (Karabulut ve ark. 2010).
Hiicreler anormal karyotipe sahiptirler. Adriamisin, melfalan ve sisplatine karsi
direng gostermektedirler. Hem kiiltiire edilen hiicrelerde hemde ksenogreflerde
Ostrojen ve androjen reseptorleri belirlenmis olup ksenogref modeller, insan
ovaryum karsinomasinin 17-beta-estradiol ile muamelesi sonucu progesteron
reseptorlerinin indiiklendigini gostermektedir. Ayrica hormon reseptorlerinin
varligt hormonal tedavi ¢alismalart1 icinde kullanilabilmesine olanak

saglamaktadir (Hamilton ve ark.1983).

1.7.Calismada Kullanilan Yontemler

1.7.1. Mitokondriyal aktiviteye bagh MTT testi

MTT teknigi Mossman tarafindan 1983 yilinda gelistirilmis, in vitro
hiicre kiiltlir aragtirmalarinda en sik kullanilan biyolojik tayin ydntemlerinden
birisidir. Sar1 renkli ¢Oziinebilir tetrazolium tuzu, yasayan hiicrelerdeki
mitokondriyal dehigrogenaz enzimi tarafindan, mor renkli ¢oziinemeyen formazan
kristallerine doniistiirilmektedir. MTT testi, hiicre canlilifini ve metabolik
aktiviteyi Olg¢en, hizli, kantitatif, tekrarlanabilir, kolorimetrik bir testtir (Cetin ve
Bullerman 2005).

[lag duyarliiginin belirlenmesinde kullanilan MTT testi yeni antikanser
ilag taramalarinda kullanilmaktadir (Campling ve ark. 1991).

Hiicreler ilagh ya da ilagsiz medyum igerikleri ile inkiibasyona
birakilmaktadir. Hiicre replikasyonun ya da ilag indiiklii hiicre oliimiiniin
gerceklesebilmesi i¢in hiicreler yeterli siirede inkiibasyona maruz kalmalidirlar.
MTT (3-(4,5dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) soliisyonu
ilave edilen hiicrelerede olusan formazan kristallerinin ¢oziilebilmesi igin DMSO
(dimetilsiilfoksit) ilave edilmektedir. Ardindan 540 nm’deki absorbanslari
Olciilmektedir (Carmicheal ve ark. 1985).
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1.7.2. DAPI boyama (Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme)

DAPI (4-6 diamidino- phenylindole), ilk olarak Dann ve arkadaslar
tarafindan sentezlenmistir (Bonnet ve ark. 1984).

DAPI bilesikleri polifosfatazlara ve DNA gibi linear polimerlere yiiksek
spesifite gostererek baglanabilmekte ve floresan 1s1ma yapmaktadir. DAPI ¢ift
zincirli DNA’da A-T igeren eslesme bolgelerine oncelikli olarak baglanmaktadir.
DAPI sitoflorometrik DNA probu olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Mycoplasma DNA’larina baglanarak hiicre Kkiiltiirlerinde kontaminasyonun
belirlenmesinde sitokimyasal prob olarak kullanilabilmektedir (Bonnet ve ark.
1984; Coleman ve ark. 1979).

DAPI ayrica dimerik ve polimerik tiibilinlere farkli afiniteler gostererek
baglanabilmektedir. Boylece DAPI, goriintiilenmesinde de kullanilabilmektedir
(Bonnet ve ark. 1984).

1.7.3. Kaspaz-3 elisa kolorimetrik testi

Internal ve ekstarnal yolla baslayan apoptozda ortak olan, kaspaz-3’iin
aktive edilmesidir. Apoptoz varliginin saptanilmasi calisilan hiicre ya da dokuda,
kaspaz-3 aktivasyonu ya da apoptozise neden olan ajanin kaspaz-3’i aktive edip
etmedigi bu yontem ile belirlenebilmektedir. Monoklonal antibadi kullanim1 hem
aktive olmus kaspaz-3 hemde diger biitiin kaspazlar i¢in immunositokimyasal,
immunohistokimyasal, ELISA ve flow sitometrik analizlere olanak saglamaktadir
(Ghobrial ve ark. 2005; Ulukaya 2003; Huerta ve ark. 2006).

Yontemin esas1 aktif kaspaz-3’lin goriintiilenebilecegi bir substrat ile
baglanmasidir. Kullanilan sentetik substratlar flurojenik veya kromojenik gruplar
baglanmis uygun peptitlerdir. Hazirlanan lizatlarin veya hiicre fraksiyonlarinin
protein igerikleri kontrol edilmektedir. Uygun flurojenik veya kromojenik
gruplarin bagl oldugu substratlar en son olarak ortama eklenmektedir (Kaufmann

ve ark. 2008).
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1.7.4. PCR ve RT-PCR yontemi

PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) teknigi ile istenilen DNA bolgesinin
cok sayida kopyasi elde edilebilmektedir. 1970’lerde DNA’larin kiiciik parcalara
kesilmesini saglayan endoniikleazlarin kesfi ile istenilen DNA bolgesine uygun
isaretli oligoniikleotid kullanilarak, kopya olusturmak olanakli hale gelmistir. Bu
yontem molekiiler biyologlara oldukca kolaylik saglamaktadir. 10 kb (kilobaz)’a
kadar uzunlukta olan bolgelerin ¢ogaltilabildigi PCR yontemi ile 40 kb’a kadar
olan bolgelerin de ¢ogaltilabilmesi miimkiindiir (Mullis 1990; Birben 2006).

Kopyasi yapilacak DNA bdlgesi, kopyalanilacak bolgenin baslangici ve
sonunu belirten primerler, DNA polimeraz enzimi, yeni zincir sentezinde
kullanilacak niikleotid trifosfatlar, DNA-pol i¢in gerekli ortami saglayan tampon
¢ozelti, PCR’1n temel bilesenlerini olusturmaktadir (Birben 2006).

PCR tekniginin temel olarak 3 asamasi vardir;

Denatiirasyon, c¢ogaltilmak istenilen gen bolgesinin bulundugu DNA, 94-
95°C°de tutularak, ¢ift sarmal yapisinin agilmasi saglanmaktadir (Masny ve
Plucienniczak 2003).

Primerlerin  baglanmasi; reaksiyon sicakligi 55-600C’ye disiiriiliir,
primerler agilan DNA bolgelerinde karsilik gelen yerlere baglanmaktadir. Bu
asamanin siliresi kopyalanmak istenilen bdlgenin baz uzunluguna bagli olarak
degismektedir (Innis ve Gelfand 1990).

Primer uzamasi; Taq DNA polimeraz enzimi vasitast ile zincir lizerine
baglanan primerler uzatilmaktadir. Taq DNA polimeraz enziminin optimal
calisma sicakligi 70-75°C oldugundan kopyalanacak bdlgenin ¢ogaltilmasi bu
sicaklik araliginda yapilabilmektedir (Barnes 1994).
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Sekil 1.5. PCR reaksiyonunun sematik olarak gosterilmesi (Birben 2006)

Denatiirasyon, primer baglanmasi ve primerlerin uzamasindan olusan
islemler dizisi bir PCR dongiisiinii ifade etmektedir (Sekil 1.5). Kalip DNA
kopyasinin elde edilebilmesi icin PCR dongiisii 25-40 kez tekrarlanmaktadir. 40
dongiiniin iistiine ¢ikildiginda spesifik olmayan baglanmalar olabileceginden PCR
sonuglarinin hatali olma riski ¢ok fazladir (Innis ve Gelfand 1990).

PCR sonucunda elde edilen kopya DNA’lar poliakrilamit jelde veya
agaroz jelde yuritilmektedir. Ayrica {rlinlerin miktar1 yapilan kapiler
elektroforez ile de belirlenebilmektedir. (Heid ve ark. 1996).

PCR teknigi, DNA dizi analizi ve DNA haritalamasinda, insan genom
projesi arastirmalarinda, adli tip drneklerinin genetik olarak degerlendirilmesinde,
DNA parmak analizinde, doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesinde,
gen ifadelerinin kargilastirilmasinda ve tohum safliginin belirlenmesi gibi birgok
alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Birben 2006).

Yontemin dezavantajlari arasinda iiriinlin beklenenden az alinmasi ya da
hi¢ alinamamasi, primerlerin yanlis baglanmasi gibi teknik hatalarin yani sira,

teknigin pahali olmasi, ¢ok 1yl egitim almis personel gerekliligi ve
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kontaminasyondan dolay1 yanlis sonuglar alinabilmesi sayilabilmektedir (Yilmaz
ve Devran 2003).

Bir¢ok alanda kullanilan PCR tekniginde ciddi anlamda sinirlamalar
bulunmaktadir. DNA dizisinin c¢ogaltilmas1 ardindan meydana gelen {iriin
miktarinin 6l¢iimii olduk¢a zordur. Bu smnirlama 1992 yilinda Higuchi ve
arkadaslarinin gergek zamanli PCR’1 gelistirmeleri ile ortadan kalkmistir (Kubista

ve ark. 2006).

1.7.5. RT-PCR

RT-PCR yonteminde temel olan iki bilesen vardir; bunlardan ilki, 5'— 3
ekzoniikleaz aktivitesine sahip Taq polimeraz enzimidir. Isiya dayanikli olan Taq
polimeraz enzimi Thermus aquatiqus’dan elde edilmistir. 3' — 5'ekzoniikleaz
aktivitesi olmayan enzim, sentezi baglatabilmek icin primerlere (hedef diziye
baglanma Ozelligine sahip kisa DNA pargasi) ihtiya¢ duymaktadir. Hedef
bolgenin sentezi primerin serbest olan 3" hidroksil grubuna baglanan d NTP’ler ile
5 — 3' yoniinde gerceklestirilmektedir. Ikinci bilesen ise isaretli oligoniikleotit
problardir. Kullanilan bu problarin 6zelligi kirilma esnasinda floresan sinyal
yaymalaridir (Devrim ve Kaya 2004; Giulietti ve ark. 2001).

RT-PCR (Real-Time polimeraz zincir reaksiyonu) teknigi timor
markerlarinin saptanmasinda kullanilmaktadir. Bu teknik ile ilgilenilen gen
bolgesi kopyalarinin sayisal degerlere doniistiiriilerek Ol¢iilmesi miimkiin hale
gelmistir(ChangXin ve ark. 2008; Livak ve Schmittgen 2001).

Gen anlatim seviyelerinin Ol¢iilmesi, gen fonksiyonu hakkinda cok
onemli bilgiler saglamaktadir. Hata orani sifir olan bir 6l¢iim ile hiicre ya da doku
tipi saptanabilmekte ya da genin ifade edildigi yer, bireye 6zgiin gen ifade
seviyeleri gibi biyolojik o6zellikler belirlenebilmektedir. Northen blot gibi
analizlerle ulagilmaya c¢alisilan gen ifadelerinin seviyeleri hem giivenilirlikleri
acisindan hem de ¢cok zaman almalari agisindan dezavantajlara sahiptirler.

Bu teknikle, az miktar 6rnekle ¢alisilabilmektedir. Tekrar edilebilme ve ayni anda
birden fazla gen c¢esidi i¢in sonu¢ alinabilme agisindan diger yontemlerden ¢ok

daha avantajhidir (Fraga ve ark. 2008).
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Tablo 1.2. PCR gesitleri (Y1lmaz ve Devran 2011; Fraga 2008; Chang Xing 2008; Birben 2006)

PCR TiPi HEDEF UYGULAMA AVANTAJ DEZAVANTAJ
Klasik DNA DNA dizilerinin | Az miktarda | Baslangigta
cogaltilmasi DNA’dan cok | pahali ekipman
miktarda iirtin | gereksinimi
alinabilmesi
Real Time DNA Gen anlatim | Tekrar edilebilir ve | Pahalibir
seviyelerinin birden fazla gen | tekniktir, ¢ok
Olciilmesi, timor | ¢esidi igin sonug | iyi egitimalmis
markerlarinin almabilme personel
saptanmast gerektirir
Multiplex DNA Viriisve Cok sayida hedef | Hassasiyeti ve
viroidlerin gen ayni anda | Ozginligi
genlerinin cogaltilabilmektedir | diisiiktiir
¢ogaltilmasinda
kullanilmaktadir
Nested DNA Ilkgogaltma PCR tekniginden | Ilk  ¢ogalma
isleminde bir set | daha hassastir sonrasi Uriiniin
digprimer diger tiipe
kullanilarak tasimmast
hedef nedeniyle
molekiilden daha yanlis  pozitif
uzun daha sonra sonugalma
kullanilan bir i¢ ihtimali var
primerle ikinci
bir tiip icerisinde
hedeflenen bolge
¢ogaltilmaktadir
Reverse MRNA, Hedef RNA’dan | Tim RNA’lardan | Kontaminasyon
Transkripsiyon tRNA, viral | 6nce c DNA elde | baglanarak  hedef | riski, hatali
RNA veya | edilmekte bolgeye sonug
viroid RNA | ardindan, klasik | ulasilabilmektedir
PCR yontemi ile
bu bolge
¢ogaltilmaktadir
Kantifikasyon metotlart
Rolatif Kantifikasyon
Ekspresyondaki  rolatif  farkliliklarin ~ belirlenmesinde  kullanilan

yontemlerden birisi PCR {irlinlerindeki ilk 6nemli artis noktasi olarak kabul edilen

rolatif Cy (threshold cycle) yaklasimidir. Bu metotda farkli deney gruplarindan

elde edilen Ct verilerindeki farklar baz alinmaktadir (Walker 2001).
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Rastgele Se¢imli Kantifikasyon

Karsilagtirllmak istenilen ornekler i¢in uygulanan PCR teknigi boyunca,
ortaya ¢ikan herhangi bir egrinin yada sonucun baz alinarak, ornekler arasi
farkliliklarin belirlenmesidir. Bu yontemde genellikle kullanilan metot, PCR
reaksiyonu boyunca olusan iirliniin kopya sayisi ile ayn1 PCR reaksiyonu boyunca
olusan standart bir kopya sayisinin karsilagtiritlmasidir (Walker 2001).

Mutlak Kantifikasyon

Bu metotda kullanilan standardi bilinen bir kopya sayisidir. Bu DNA
kantifikasyonu ise bir plasmid ya da gen fragmentine ait amplikonunun UV
spektroskopi ya da diger yontemler kullanilarak olgiilmesi ile belirlenmektedir.
Eger RNA ise eksternal total RNA’nin ters transkripsiyon PCR gibi uygun bir

yontem uygulanarak standart miktar 6l¢timiiniin yapilmasidir (Walker 2001).

1.7.5.1. Kantitatif Real-Time PCR yontemi

Bilim ve tip alaninda kullanilan en 6enmli tekniklerden biri olan Real
Time PCR ile niikleik asitlerin analizleri yapilabilmektedir. Bu teknik 80’li
yillarin ortasinda Kary Mullis ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Teknigin
bilinen PCR yonteminden farki, istenilen DNA dizilerinin es zamanli olarak
cogaltilarak miktarin belirlenebilmesidir. Amplifikasyon basamaklar1 floresans
boya ve problar yardimi ile goriintiilenebilmekte, iiriin miktar analizi de
yapilabilmektedir. Klasik PCR yontemi bu anlamda istenilen DNA dizisinin
cogaltilmasi, iirlin analizinin yapilmasi gibi birgok sinirlamalara sahiptir (Kubista
ve ark. 2006).

Yontem hiz, verimli {irlin alinabilme ac¢isindan, diger kuantifikasyon
yontemleri olan nothern-blot, riboniikleaz koruma testi (ribonuclease protection

assay) gibi tekniklerden daha avantajlidir (Vandesompele ve ark. 2002).

1.7.5.2. Real-Time PCR i¢in kullamilan problar

Real-Time PCR sistemleri, reaksiyondaki PCR iiriin miktar1 ile sistem

icerisinde kullanilan belirleyici bir floresan boyadan alinan boya miktar
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arasindaki oranti esasina dayali olarak calismaktadir. DNA ile tliplere eklenen
problar, baglanmanin ardindan floresan 1s1ma yaymaktadir (Sekil 1.6) (Kubista ve
ark. 2006).

Sekil 1.6. DNA’ya baglanmamis ve baglanmis problar (Kubista ve ark. 2006)
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Sekil 1.7. Dizi-spesifik olmayan boyalar (Kubista ve ark. 2006)
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Sekil 1.8. A) Molekiiler beacon, B) Tagman prob, C) hibridizasyon probu (Kubista ve ark.2006)
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Floresan 1simanin saptanmasi, RT-PCR tekniginde iirlinlerin
belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir metotdur (Sekil 1.7 ve Sekil 1.8) Bu
amagla dizi spesifik problar yada dizi spesifik olmayan etiketlemeler
kullanilabilmektedir (Kubista ve ark. 2006).

1.7.5.3. Dizi spesifik olmayan floresan boyalar

Sentezlenen PCR fiiriinlerinin saptanmasinda kullanilan floresansa dayali
yontemlerden biri DNA baglayict bir boya olan SYBR Green I kullanimidir.
SYBR Green I, cift zincirli DNA’ya baglanabilme 6zelligindedir. SYBR Green
istenmeyen dizilere de baglanma gosterebildiginden, iirlin miktarinin
belirlenmesinde hatali sonuglar alinmasina neden olabilmektedir. SYBR Green |
kullanimi, fluorogenik prob kullanimina gore ¢ok daha basit ve ucuzdur. Fakat
fluorogenik problar ¢ok daha duyarli ve spesifik olarak baglanmay1
gerceklestirmektedir (Yin ve ark. 2001; Walker 2001; Pfaffl 2000).

1.7.5.4. Dizi spesifik floresan problar

FRET (floresan rezonans enerji transferi) PROBLARI

FRET problarinda, verici florofordan alic1 florofora enerji iletilmektedir.
Verici  floroforun mavi 1sikla  uyarilimi  sonucunda enerji  transferi
gerceklesmektedir. Beklenilen sonucun alinabilmesi i¢in verici ve alict molekiil
aras1 uzaklik uygun olmali, alic1 ve vericinin absorbsiyon ve yayilim spektrumlari
benzer olmal1 ve de verici ile alicinin dipol gegisleri miimkiin oldugunca birbirine
paralel olmalidir (Weighardt 2011).

Degredesyon Problart (TagMan Prensibi)

PCR firiinlerini belirlemek i¢in floresansa dayali yontemlerden birisi 5’
ve 3’ uclar1 florokrom maddelerle isaretlenmis prob kullanilmasidir. Tasarlanmis
bu problarin 5’ ucunda haberci florokrom (6-carboxyfluorescein=6-FAM),3’
ucunda ise baskilayict florokrom (6-carboxy-tetramehyl-rhodamine=TAMRA)

bulunmaktadir. Prob, hedef molekiilde primerlerin baglandigi bolgenin ortasina
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baglanmakta ve kalip zincir ile prob arasindaki hibridizasyon sona erinceye kadar
haberci  florokromun sinyalizasyonu baskilayici  florokorm tarafindan
baskilanmaktadir (Sekil 1.8.B). Tag DNA polimeraz enziminin probu 5’ ugtan
yikmaya bagslamas1 ile serbest kalan haberci florokrom 1s1ma yapmaya
baslamaktadir (Grove 1999).

Molekiiler Beacon (ikaz)

Bu DNA problar1 halka ve govde yapist icermektedir. Halka yapisi ile
spesifik hedefine baglanan probun 5’ ve 3’ uclari, haberci ve sondiiriicii boyalara
kovalent olarak baglanacak sekilde tasarlanmistir. Hedefe uygun komplementer
varliginda probun halka yapisi agilarak hedef ile hibridize olmaktadir (Sekil
1.8.A). Halka yapis1 kapandiginda haberci ve sondiiriicii uglar yakinlagmakta ve
haberci tarafindan yayilan tiim fotonlar sondiiriicii tarafindan emilmektedir
(Weighardt 2011).

Bu yontemler disinda spesifik prob sekanslarini igeren scorpion prob

aileleri de yapilacak ¢alismaya uygun olarak kullanilabilmektedir (Weighardt
2011).

1.8. Cahsmada Anlatim Seviyeleri Incelenen Genler; 18S r RNA, COX-2,
VEGF, IRS-1 ve Ki-67

1.8.1. 18S rRNA

Ribozom yapilarinin % 60’1n1 olusturan r RNA’lar, 6karydtik hiicrenin
% 80-85’ini meydana getirmektedirler. rRNA’lar niikleolusdaki 13, 14, 15, 21 ve
22. kromozomlarin satellit saplarindaki DNA bdlgelerinden kopyalanmaktadirlar.
Bu gen bdlgelerinin transkribe ettigi 45 S’lik RNA oOnciil RNA’dir ve bu
RNA’dan 5.8, 18S ve 28 S’lik rRNA’lar olusturulmaktadir. 1.9 kb uzunluga sahip
olan 18S rRNA, ribozomun kii¢iik alt biriminin olusturulmasindan sorumludur
(Giines 2003).

Gen ifadelerinin belirlenmesinde kontrol grubu olarak sekeeping genler
kullanilmaktadir. Segilen bu genlerin transkripsiyon diizeylerinin deneysel

kosullardan etkilenmedigi diistiniilmektedir. 18S rRNA, gen anlatim seviyelerinin
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incelenmesinde siklikla kullanilan housekeeping genlerden birisidir. Kantitatif
RT-PCR yonteminde 18S rRNA, karsilagtirilan diger housekeeping genlere gore,
deney kosullarindan en az etkilenmekte ve daha az bozulmaya ugramaktadir (Al-

Bader ve Al-Sarraf 2005; Lossos ve ark. 2003).

1.8.2. COX-2

COX (siklooksijenaz) enzimi arasidonik asidin prostoglandinlere
dontigimiinii saglamaktadir. COX enziminin bugiin tanimlanmis iki izoformu
bulunmaktadir (Fu ve ark. 2004). COX-1 ve COX-2 enzimleri benzer protein
yapilaria sahiptirler fakat ayr1 genler tarafindan sentezlenmektedirler. Her ikisi
de farkli biyolojik fonksiyonlarda gorev almaktadirlar (Pires ve ark. 2010). COX-
1 enzimi temel olarak sentezlenen bir enzimdir. Fakat COX-2 enzim sentezi,
biiylime faktdrleri, sitokinler ve timor promotorler aracilig ile indiiklenmektedir.
Insanda birgok tiimér tipinde COX-2 ifadesinin oldukga arttigi rapor edilmistir
(Fu ve ark. 2004).

Prostoglandinler aragidonat metabolizmasi sonucu olusmaktadirlar.
Sentezlendikleri memeli  dokularinda  bir¢ok  metabolik  aktivitelere
katilmaktadirlar. Vazokonstiriiksiyon, trombosit aktivasyonu ya da inhibisyonu,
immiinolojik degisimler o6zelliklede immiinosiipresyon rol aldiklart biyolojik
aktiviteler arasindadir. Tiimor gelisimi ve biiylimesi lizerine etkileri vardir. Hem
normal dokularda hem de timorlii dokularda sitotoksik ajanlara, iyonize
radyasyona karsi verilen tepkilerde gorev almaktadirlar. COX enzimi hiicre
zarinda bulunan fosfolipidlerden arasidonik asit olusumu buradan da
prostaglandin yapiminda goérev almaktadir. COX-2 enzimi prostaglandinlerin
prekiirsorii olan PGH2 (prostoglandin H2)  olusumunda hiz kisitlayici bir
enzimdir. PGH2 tromboksan gibi diger bir¢ok endojen molekiillerin onciisiidiir
(Dempke ve ark. 2001).

Hiicre kiiltiirlerinde ve fareler lizerinde yapilan kanser ¢alismalar1 COX-2
ekspresyonundaki artigin;

» malignant fenotipinde birgok degisime neden oldugunu,

» diizensiz hiicre bliyiimesi ve proliferasyonuna yol agtigini,
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» olusturduklar1 kan damarlar1 sayesinde apoptozisden kagabilme ve
metastaz yetenegi kazandiklarini,

» konagin, immiin sisteminin gézetiminden kagabilme yetenegi kazandirdigi
belirtilmektedir (Rizzo 2010).

Kolorektal adenomada COX-2 ckspresyonu % 40 artis gosterirken,
adenokarsinom vakalarinda bu oran % 80’dir. Bu nedenle kolorektal kanser
vakalarinda non steroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAID)’in kullanimi ¢ok
yaygindir (Strillacci ve ark. 2009).

COX-2’nin tiimorlerdeki fazla ekspresyonu VEGF miktarinda artisa
neden oldugundan anjiyogeneze neden olmaktadir. Ayrica COX-2 ekspresyonu
goriilen bazi tiimor tiplerinde agresif bir fenotip olusumu goézlemlenmektedir.
Gogiis, kolon ve diger tiimorlerde COX-2 ekspresyonu olumsuz prognoza neden
olmaktadir. Epitelyal ovaryum kanserinde %31’den %89’a varan sentezinin
oldugu yapilan immiinohistokimyasal ¢alismalarca belirlenmistir. Artan COX-2
ifadesi ile VEGF, kilcal damar olusumu, tiimor biiylimesi ve anjiyogenez arasinda
istatiksel bir baglanti bulunmaktadir. Bu nedenden dolayi epitelyal ovaryum
tiimorlerinde goriilen VEGF ifadesindeki artigin neden oldugu anjiogenezin COX-
2 ile baglantili oldugu diisiiniiliirken; COX-2 artis1 ile epitelyal bliylime faktorii ya
da p53 seviyeleri arasinda bir baglanti olmadigi rapor edilmistir (Méric ve ark.
2006; Menczer 2009).

Paklitaksel gibi mikrotiibiillere etki eden ajanlarmm, COX-2 ve
prostoglandin biyosentezi iizerinde artisa neden oldugu diisliniilmektedir. Bu
durum paklitakselin kanser tedavisindeki etkinliginin azalmasina neden
olabilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmalar artan COX-2 ifadesinin kemorezistans
ve ¢oklu ilag direnci olusumu arasinda baglanti oldugunu gostermektedir
(Menczer 2009).

Ileri seviyedeki ovaryum kanser hastalarinda goriilen sisplatin direncinin
nedenleri tam olarak anlasilamamistir. Bir¢ok farkli mekanizmanin bu direng
tizerinde etkili oldugu diigiiniilmektedir. COX enzim miktarinin ovaryum timor
hiicrelerinde yiiksek seviyelerde bulunmasi, platin temelli ilaglara gdsterilen

direncin en 6nemli sebebi olarak gosterilmektedir (Barnes ve ark. 2007).
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Yapilan arastirma sonuglart endometriyal kanser tiirlerinde COX-2
seviyesinin timorlin histolojik sinifi ile baglantili oldugunu gdstermektedir.
Yapilan c¢alisgmalarda COX-2 seviyesinin; miisinéz dokularda, seréz ve
endometroid dokulara oranla daha az oldugu rapor edilmektedir. Son zamanlarda
yapilan farkli birkag arastirmada artan COX-2 seviyesinin radyasyon ve
kemoterapi tedavisine cevap vermeyen, agresif yayilim gdsteren ovaryum
kanserlerinin belirlenmesinde marker olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir

(Athanassiadou ve ark. 2008).

1.8.3. VEGF

VEGF (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii) homodimerik yapida,
heparin baglayici bir glikoproteindir (Steoltzing ve ark. 2003). VEGF dokularda
mitojenik aktivite gostererek anjiyogenezisi uyarir ve vaskiiler permiabiliteyi
arttirir.  Anjiyojenez ¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullarda gelisen bir
olusumdur. Fizyolojik olarak anjiyojenez embriyonik gelisim sirasinda, yara
iyilesmesinde, menstriiel siklusda meydana gelmektedir (Ria ve ark. 2003).

VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
plesenta biiyiime faktoriinden olusmaktadir. Karakteristik 6zellikleri en iyi bilinen
VEGF-A’dir. VEGF-A’nin en az 4 izoformu bulunmaktadir. VEGF 165 ve VEGF
121 hiicreler tarafindan sentezlenirken, VEGF -189 ve VEGF- 205 hiicrelere bagh
olarak ifade edilmektedir. VEGF- 165 bir¢cok tiimor hiicresinde sentez
edilmektedir. VEGF-121, VEGF-165 ve VEGF-189 kotii prognoz ve vendz
yayilmas1 gosteren kolorektal kanser tiirlerinde goriilmektedir (Steoltzing ve ark.
2003).

Molekiiliin biyolojik aktivitesi temel olarak 3 reseptor araciligiyla
gerceklestirilmektedir; VEGF-R; (flt- 1 ), VEGF-R; (flk-1 / KDR ), VEGF-R3
(flt-4). Bu reseptorler tirozin kinaz yapisinda olup VEGF-R; ve R, endotelyal
hiicrelerinin tlizerindeyken, VEGF-R3 lenf damarlar1 iizerinde bulunmaktadir
(Steoltzing ve ark. 2003).

Timor hiicrelerinde p53 gen mutasyonu, IL-13,IL-6,IL-1B3, IL -10,
FGF4( fibroblast biiylime faktorii-4), PDGF(trombosit tiirevi biiyiime faktorii),
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TGF- B(bliylime faktorii- B), IGF-1(insiilin benzeri biliyiime faktorii-1), TNF-a
(timor nekrozis faktdr- o) gibi bircok faktor tarafindan VEGF ifadesi
diizenlenmektedir (Ria ve ark. 2003).

Timorlerde ve kollajen doku hastaliklarinda goriilen anjiyojenez
patolojiktir. Onkolojide giiniimiizde anti-anjiyojenik tedavi yaklasimlar
gelistirilmektedir ki burada amag tiimorlii dokunun etrafinda damar yapiminin
engellenerek etkili ve spesifik bir tedavi yaklagimidir (Gulli 2004). Timorlerde
damar sistemi normal damar sisteminden farklidir. Diizensizdirler ve 6zellikle
olustuklar1 alandaki dagilimlari heterojendir. Dagilimlarindaki bu heterojenite
ilacin hedefe diizensiz bir sekilde ulagmasina neden olmaktadir. Ayrica timor
damar sisteminde arteriyor, kapiller ya da veniiller gibi diizenli bir olusum da
bulunmamaktadir. Tiimor dokusunda birbirleriyle iletisimi olmayan hiicreler
arasinda bosluklar genistir ve damar sistemleri normal dokulardakine oranla ¢ok
daha fazla sizma gostermektedir. Yapilan son calismalar timor endotelyal
hiicrelerin sitogenetik yapilarinda andploidi, multiple kromozomal diizensizlik
gibi anomalilikler oldugunu gostermektedir. Biitiin bunlar antianjiyogenik
terapilere karst direng olusumuna neden olabilecek etmenler igerisinde
sayilabilmektedir (Ferrara 2010).

Kanser tedavisinde kabul edilmis yontemlerden birisi VEGF yolagina ait
inhibitér kullanimidir (Yu ve ark. 2011). Hayvan modelleri {izerinde yapilan
caligmalarda VEGF/VEGFR dongiisiiniin farkli yolaklar iizerinden uzun siireli
bloke edilmesi, tiimor anjiyogenezini durdurmaktadir (Larsen ve ark. 2011).

Antianjiyogenik VEGF hedefli ajanlara 6rnek olarak bevacizumab, anti-
VEGF immiinoglobiilin G (IgG), Fc-sitokin reseptdr molekiilleri (VEGF-Trap,
KH902/903) verilebilmektedir. Bu ajanlar hedef molekiillere baglanarak VEGF
etkisini ortadan kaldirmaktadir (Teng ve ark. 2010).

COX-2’nin  VEGF seviyesi tlizerine olan kritik Onemi literatiirde
belirtilmektedir. COX-2 ve VEGF ifadelerinin es zamanli oldugu durumlarda,
VEGF ekspresyonu COX-2 tarafindan indiiklenmektedir (Lin ve ark. 2010).

TNF ailesine mensup TWEAK (apoptoz indiikleyici tiimor nekroz faktor)
hiicre ¢cogalmasi, anjiyogenez ve apoptozisde gorev almaktadir. TWEAK, Fnl4

(indiiklenebilir fibroblast biiylime faktorii-14)’line baglanarak bir¢cok timor
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cesidinde timdr yayilimina ve anjiyojeneze neden olmaktadir. Ayn1 zamanda
TWEAK, NF-KB (niikleer faktor kapa B) yolaginin da aktivasyonuna neden
olmaktadir. Yapilan ¢alismada VEGF-A’nin Fnl4 gen ifadesini arttirdigini ve
endotelyal hiicrelerde biiylime iizerinde etkili oldugu saptanmistir. NF-KB ile
indiiklenen VEGF’in ovaryum kanserinde fazla sentezlenmesinin metastaza ve
anjiyogeneze neden oldugu rapor edilmistir (Dai ve ark. 2009).

Epitelyal ovaryum kanseri ile yapilan bir¢ok calismada serum ve
peritonal sividaki VEGF miktarinin tiimér belirteci olarak kullanilabilecegi rapor
edilmistir.  VEGF konsantrasyonlart hastaligin  evresi hakkinda  fikir
verebilmektedir. Epitelyal ovaryum kanserinin erken evrelerinde 6l¢iillen VEGF
miktar1 azdir. Hefler ve ark. yaptiklar1 ¢calisma sonucu serumda bulunan VEGF
konsantrasyonu ile hastaligin asamasi arasinda bir iliski olmadigini rapor

etmislerdir (Bizzo ve ark. 2010).

1.8.4. IRS-1

Insiilin ve insiilin biiyiime faktorleri (IGF) birgok biyolojik aktivitelere
katilmaktadirlar. Insiilin reseptdr proteinler (IRS proteinleri)’inin 4 farkl1 substrat:
vardir; IRS-1, IRS-2, IRS-3 ve IRS-4. IRS proteinleri bir¢ok sinyal yolaginin
koordinasyonunda gérev almaktadir. PI-3 kinaz — Pkb/Akt ve Grb-2/Sos — Ras
kaskadinin olusumundan sorumludur (Rui ve ark. 2002).

Insiilin ve IGF- 1 reseptorleri diger biiyiime reseptorleri ve sitonkinler
gibi hiicre disindaki ligand baglantilar1 vasitasi ile hiicre i¢indeki tirozin kinaz
aktivitesini kontrol etmektedirler (White 2002).

IRS proteinleri hiicre i¢i katalitik reaksiyonlara katilmazlar ancak bir¢cok
domain etkilesimi ve fosforilizasyon tepkimelerinde rol oynamaktadirlar. IRS- 1
ve IRS-2 yaygin olarak eksprese edilmekte, IRS-4 ekspresyonu ise timiis, beyin,
bobrek ve B-hiicreleri ile siirhidir. Her IRS proteininin COOH bdélgeleri tirozin
fosforilasyon bolgesi igerir ve terminaldeki bu bolge ile cesitli sinyal yolaklarini
aktive edilmektedir (White 2002).

IGF-IR tiimor hiicrelerinde, hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi,
anjiogenezis ve metastaz iizerinde etkilere sahiptir. IGF-1R’nin liganlar1 IGF- 1

ve IGF-2’dir. IGF-1R ekstraseliler domainine baglanan ligand, reseptor

37



otofosforilizasyona neden olarak aktiflesmektedir. Adaptor molekiiller olan IRS-
1 ve IRS-2 tirozin fosforilizasyonun ardindan sinyal yolaginin baslamasina neden
olmaktadirlar. Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3 K)/Akt ve Ras-Raf-MEK-ERK1/2
sinyal yolaklarinin baglamasina neden olmaktadirlar (Mukohara ve ark. 2009).

Gogiis kanserinde IGF-1R’in hedeflenmesi tedavi yontemi olarak
sayilabilmektedir. IGF-1R’nin inhibe edilmesi hiicre biiyiimesini durdurmamakta
fakat kemoterapik ajanlarin etkinligini arttirmaktadir. Ayrica hiicrelerin
migrasyon yetenegini de azaltmaktadir. Bununla beraber in vitro olarak gogiis
kanserli hiicre hattinda yapilan c¢aligmada, IGF-1R reseptoriiniin inhibisyonu
yiiksek seviyelerde ifade edilen IGF-1R ve IRS-1 seviyelerinde sinirlanmaya
neden olmaktadir (Mukohara ve ark. 2009).

IGF ailesi tiyeleri olan IGF ligandlari, spesifik IGF baglayici proteinler
ve IGF reseptorleri epitelyal ovaryum kanser tiirlerinde fazlasiyla
sentezlenmektedir. Tavsan ovaryum mezoteryal hiicre kiiltiirii ile yapilan
calismada, IGF reseptorlerinin asir1  sentezlenmesinin  malignan hiicre
transformasyonuna yol actig1 rapor edilmistir (Lu ve ark. 2006).

IGF-I birgok epitelyal orjinli tiimor hiicre de sentezlenmemektedir. Fakat
noroektodermal ve ovaryum kanser tiirlerinde sentezinin oldugu belirlenmistir.
IGF’lerin ovaryum kanserli hiicre biiyiimesinde etkin rol aldig1 digiiniilmektedir.
Ovaryum kanser tiirlerinde salinan insiilin benzeri biliyliime faktor reseptori I
(IGF-IR)’e  yonelik hedef tedavi belirlenmesinin  umut verici oldugu
diistiniilmektedir. Cilinkii bu reseptor apoptozu baskilayan yolaklar1 aktive
etmekte, hiicre cogalmasimi arttirmakta, hiicre sagkalimini sagliyacak yeni
yolaklarin olusumuna neden olmaktadir. IGF-IR’nin fosforillenmesinin ve
aktivasyonunun engellenmesinin, ovaryum kanserinde hiicre biiylimesini

engelledigi rapor edilmistir (Yee ve ark. 1991; Gotlieb ve ark. 2006).
1.8.5. Ki-67 geni
Proliferasyonun Olgiilmesine yonelik ilk yontem tiimorli dokuda

mitojenik figiirlerin varliginin tespitidir. Fakat bu teknik hem uygulanabilirligi

hem de tekrarlanabilirligi agisindan zordur ve ¢ok fazla sayida hiicreye ihtiyag
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duyulmaktadir. 1983 yilinda, insan niikleer antijeni Ki-67’ye duyarli bir
monoklonal antibadi tanimlanmistir. Nonhiston niikleer bir protein olan Ki-67,
345 ve 395 kilodalton agirliginda 2 birimden olusan kompleks bir molekiildiir. Ki-
67 proteini bir proliferasyon belirleyicisidir. G1, S, G, ve M gibi hiicre siklusunun
aktif evrelerinde olusumu gozlenmektedir. Yani ge¢ G sathasindan itibaren biitiin
fazlarda eksprese edilmektedir. Gy fazinda hiicrede bulunmadigindan biiyliyen ve
bliylimeyen hiicreler arasi farkin saptanmasinda yardimer bir proteindir. Timor
proliferasyon analizlerinde Ki-67 kullanimi olduk¢a yaygindir (Potemski ve ark.
2006; Moles ve ark. 2010).

Ki-67 genellikle tiimor hiicrelerinde %1-6 oraninda, yayilma hizi yiiksek
olan kanser tiirlerinde ise %44 oraninda sentezlenmektedir. Yiikselmis Ki-67
sentezi genellikle lenf nodlarina yayilma gosteren tiimor tiplerinde goriilmektedir
(Bast ve ark. 2004).

Ovaryum tiimorlerinde Ki-67, p53 ve pl6 sentez oranlari oldukca
fazladir. Yaptiklar1 ¢alismalarda, Ki-67 sentezinin hiicrelerin G, S, G, ve M
fazlarindan her birinde etkin olarak rol aldigi rapor edilmistir. Ovaryum kanseri
lizerine yapilan c¢alismalarda Ki-67 miktar1 ile hiicre ¢ogalma belirleyicisi olan
diger markerlarin arasinda baglanti oldugunu rapor edilmistir. Ki-67 miktar
hastaligin asamasi ise ters orantiya sahiptir. Elde edilen bu sonuglar ovaryum
kanserinde artmis Ki-67 sentezinin metaztas asamasinda olan tiimér tiplerinde
yiiksek oldugu sonucunu ortaya ¢ikartmistir (Buchynska ve ark. 2007; Sakai ve
ark. 1999).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

RPMI 1640 with L-glutamine (Sigma), MEM Non-essential amino acid
solution (Sigma), Sodium Pyruvate solution (Sigma), Insulin (Sigma), Tripsin-
EDTA solution (Biological Industries), Sodyum bikarbonat (Sigma), % 3,7
Formaldehit (Merck), Dimethyl Sulfoxide (Riedel de Haen), MTT (Sigma), DAPI
(Sigma), Caspase-3 kiti (Chemicon APT165), Paklitaksel (TAXOL)(Sigma),
Carboplatin (Sigma), ATRA (VESONEIT)(Sigma), RNeasy protect cell mini
kit(Qiagen), Quantitect Reverse Transcriptase Kit (Qiagen), Custom human real-
time PCR assays Ki-67 hedef gen PP-HU-600 (Qiagen), Custom human real-time
PCR assays COX-2 hedef gen PP-HU-600 (Qiagen), Custom human real-time
PCR assays VEGF hedef gen PP-HU-600 (Qiagen), Custom human real-time
PCR assays IRS-1 hedef gen PP-HU-600 (Qiagen), Human probe gene detection
kit 18S rRNA Referans Gen HK-PP-Hu600 (Qiagen), Siv1 azot.

2.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm?lik ve 75 cm®lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar, cam
meziirler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), 250, 500 ve 1000 ml’lik
Durham siseleri, 10 mI’lik tek kullanimlik pipetler, Steril polipropilen santrifiij
tiplert (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron

capinda), Thoma lami, ependorf tiip, filtreli tipler.

2.3. Kullanilan Aletler

Sogutmal1 ve yiiksek devirli santriflij (Heraus), kuru hava sterilizatorii
(Niive), Otoklav, Derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik karistirici,
CO2 inkiibatorii (Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik
pipetler, kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza Cihazi
(ELx808-IU, Bio-Tek), fluoresan mikroskobu (Olympus BX50), inverted
Mikroskop (Olympus 1X71), 12 Kanalli mikropipet (eppendorf), dagitict pipet
(eppendorf). Rotor-Gene Q Series Software Version 2.0.2 (Corbett Research), CG
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palm-cycler (CG1-96), Nano Drop-1000 spectrophotometor, Vorteks (velp
scientifica).

2.4. OVCAR-3 Hiicre Kiiltiirii

OVCAR-3 hiicreleri ATCC (Amerikan Type Culture Collection)’dan satin
alimmistir. OVCAR-3 hiicreleri, inaktiflestirilmis % 20’lik Fetal Bovine Serum
(Sigma), RMPI-1640 (Sigma), MEM Non-essential amino acid solution (Sigma),
Sodium Pyruvate solution (Sigma), Penicilin-Streptomycin (Sigma), Insiilin
(Sigma) ve % 7,5 NaHCOj3 iceren besiyerinin bulundugu 75 cm?lik flasklarda %
95’lik hava ve % 5’lik CO2’lik gaz ortaminda, 37°C’deki Heraus CO,

inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir.

2.5. Test Maddelerinin Dozlarimin Hazirlanmasi

2.5.1 Karboplatin dozlarinin hazirlanmasi

Karboplatin (Sigma) DMSO (dimetil siilfoksit) igerisinde ¢oziilerek 50
uM, 100 puM, 150 uM’lik dozlar halinde hazirlanmistir.

Madde icin belirtilen diliisyonlar, her ¢alisma i¢in yeniden hazirlanmistir.
Karboplatin DMSO igerisinde ¢oziindiigiinden, negatif kontrol grubu i¢in ¢oziicii

madde DMSO kullanilmistir.

2.5.2. ATRA dozlarmmin hazirlanmasi

ATRA (Sigma) DMSO igerisinde ¢oziilerek 10 uM, 30 uM, 50 uM, 70
M, 90 pM, 150 puM, 180 uM, 210 puM, 250 pM, 270 pM’lik halinde
hazirlanmustir.

Madde i¢in belirtilen diliisyonlar, her ¢alisma i¢in yeniden hazirlanmistir.
ATRA, DMSO igerisinde ¢oziindiigiinden, negatif kontrol grubu i¢in ¢oziicli
madde DMSO kullanilmistr.
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2.5.3. Paklitaksel dozlarmin hazirlanmasi

Paklitaksel (Sigma) DMSO igerisinde ¢oziilerek 0,312 nM, 0,625 nM,
1,25 nM, 25 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM ve 100 nM’lik dozlar halinde
hazirlanmistir.

Madde icin belirtilen diliisyonlar, her g¢alisma i¢in yeniden
hazirlanmistir. Paklitaksel, DMSO igerisinde ¢oziindiigiinden, negatif kontrol
grubu i¢in ¢6ziicii madde DMSO kullanilmistir.

2.6. Kullanilan Arag¢ ve Gerecin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi
soliisyonlar aliiminyum folyolara sarih olarak otoklavda 121 °C, 1,5 atm/Hg
basingta 20 dakika, baz1 cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siire ile steril edilerek kullanilmastir.
Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 mm aralikli seliiloz nitrat filtreden gegirmek

suretiyle steril edilerek kullanilmistir.
2.7. Yontem
2.7.1. Hiicre kiiltiirii

OVCAR-3 hiicreleri 75 cm?lik flasklarda, yetistirilmis ve % 95 hava ve
% 5 COy’li gaz ortaminda ve 37° C’deki CO; inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir.

2.7.2. Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

2.7.2.1. In Vitro sitotoksisite testi (MTT Testi)

Uygun kosullarda c¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini % 70
oraninda kapladiklari zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmigtir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lam1 yardimiyla 3
kez sayilarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarmin her kuyucugunda 5000

hiicre olacak sekilde % 20 FBS igeren besiyerinde siispansiyon haline getirildikten
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sonra hiicre kiiltiirii plakalarma 0,2 ml hiicre siispansiyonu aktarilmistir.
Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama aligmasi igin 37°C’de 48 saat inkiibe
edilmislerdir. 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri
plakalarin ters cevrilmesi siiretiyle uzaklastirilmistir. Hiicrelerin iizerine test
maddelerinin  sitotoksik etkilerini belirlemek {izere maddelerin istenen
konsantrasyonlarini iceren taze besiyerleri ilave edilip 12, 24, 48 ve 72 saat
37°C°de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

Karboplatinin belirlenen dozlar1 hazirlanmistir. Karboplatin i¢in ¢oziicii
olarak DMSO kullanilmistir. DMSO oran1 % 1’1 gegmeyecek sekilde ve final
konsantrasyonlart; 50 uM, 100 uM, 150 uM, olmasi saglanarak hazirlanmistir.

ATRA igin ¢oziicii olarak DMSO kullanilmistir. ATRA’nin belirlenen
dozlar1 hazirlanmistir. DMSO oram1 % 1’1 gecmeyecek sekilde final
konsantrasyonlarinin; 10 uM, 30 uM, 50 uM, 70 uM, 90 uM, 150 uM, 180 uM,
210 uM, 250 uM, 270 uM olmasi saglanmistir.

Paklitaksel i¢in belirlenen dozlar hazirlanmistir. Coziicli madde olarak
DMSO kullanilmigtir.  DMSO oran1  %I1’1 ge¢cmeyecek sekilde final
konsantrasyonlart; 0,312 nM, 0,625 nM, 1,25 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM
ve 100 nM olmas1 saglanarak hazirlanmistir.

ATRA & Karboplatin kombinasyonunda; ATRA’nin 50 uM, 150 uM ve
250 pM dozlan ile Karboplatinin 50 ve 100 pM’lik dozu kullanilmigtir. Maddeler
hiicrelere ayn1 anda verilmigtir. DMSO oram1 %1°1 ge¢gmeyecek sekilde final
konsantrasyonlart ATRA i¢in 50 uM, 150 uM, 250 uM Karboplatin i¢in 50 ve
100 uM olmasi saglanarak hazirlanmistir.

ATRA & Paklitaksel kombinasyonunda; ATRA’nin 50 uM, 150 uM ve
250 uM’lik dozlart ile Paklitakselin 2,5 nM’lik ve 100 nM’lik dozlari
kullanilmistir. Maddeler hiicrelere aynm1 anda verilmistir. DMSO orant %11
gecmeyecek sekilde final konsantrasyonlart ATRA i¢in 50 uM, 150 uM ve 250
puM, Paklitaksel i¢in 2,5 nM ve 100 nM olmas1 saglanmustir.

Karboplatin & Paklitaksel kombinasyonunda; Karboplatinin 50 vel00
uM, Paklitakselin 2,5 ve 100 nM’lik dozu kullanilmigtir. DMSO orami %1’
gecmeyecek sekilde final konsantrasyonlari Karboplatin i¢in 100 pM ve

Paklitaksel icin 2,5 nM olmasi1 saglanmuistir.
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ATRA & Paklitaksel & Karboplatin kombinasyonunda ATRA’nin 50
uM, 150 uM ve paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ve Karboplatinin 50 uM ve 100
uM’lik dozlari kombine edilmistir. DMSO orant %1°i gegmeyecek sekilde final

konsantrasyonlar hazirlanarak hiicrelere ayni anda verilmistir.

2.7.2.2. MTT olgiimii

Test maddeleri ile 12, 24, 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerden
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmstir. Hiicreler 5 mg/ml * MTT
soliisyonu ile canli hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu MTT boyasinin
suda c¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi i¢in 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi uzaklastirilmistir. Canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢6ziinmesi igin her bir
kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmigstir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri
ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmugstur. Test maddesi ile muamele
edilmeyen hiicre canlilik orant % 100 olarak kabul edilerek deney hiicrelerinin
canlilik oranlar1 yilizde olarak ifade edilmistir. Hiicrelerin, deney setlerinde her test
maddesi dozu i¢in 8 paralel halinde ekildigi deneyler, birbirinden bagimsiz olarak
3 kez tekrarlanmistir. MTT  deneylerinin  sonuglarmin  istatistiksel
degerlendirmesinde SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) programi
kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey
testi uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05

kabul edilmistir.
2.7.3. Apoptoz tespiti
2.7.3.1. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme (DAPI boyama)
6’11 plakalara yerlestirilen steril lameller tizerine ekilen OVCAR-3
hiicreleri 48 saat lamellerin iizerine yapigmalari igin 37°C’de % 5 CO, igeren
inkiibatorde kiiltiire edilmislerdir. Sitotoksisite testleri sonunda belirlenen etkili

dozlar lameller iizerine yapisan hiicrelere 12 saat siiresince uygulanmislardir. Bu

siire sonunda lameller PBS (PBS: 137 uM NacCl, 2.7 uM KClI, 15 uM KH,PO,, 8
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uM NaHPOg; Ph 7.3)’de ¢Oziinmiis olan %3.7°lik paraformaldehit ¢ozeltisi ile
37°C’de 15 dakika tespit edilmislerdir. Tespit isleminin ardindan lameller 3 kez
PBS ile yikanarak, 30 dakika 37 °C’de 1mg/ml DAPI (4°6-diamidino—2
fenilindol) ile karanlik ortamda inkiibe edilmislerdir. Lameller daha sonra PBS ile
yikanarak kapatilmig ve fluoresan mikroskobunda incelenerek fotograflari

cekilmisgtir.

2.7.3.2. Kaspaz-3 deneyi

Hiicreler; ATRA, Karboplatin, Paklitaksel ile tek baslarina ve
kombinasyonlar1 halinde 12 ve 24 saat muamele edilmistir. Intraselliiler
igeriklerinin toplanmasi amaci ile lizis edilmislerdir. Hiicreler, hiicre igerikleri
toplanmak tizere kitin satin alindig1 firmanin yontemine gore lizis edilerek deney
gerceklestirilmigtir (Caspase-3 Kiti (Chemicon APT165)). Hiicre lizatlar1 pozitif
kontrol amaci ile renkli iseret molekiilii olan p-nitroalanine (pNA) ile konjuge
olan kaspaz-3 spesifik peptit ilave edilmesi ile proteaz aktivitesi igin ayrica test
edilmislerdir. Kaspaz-3 tarafindan peptidin kirilmasi ile ortama salinan
kromotofor pNA spektrofotometrik olarak 96’1 plakalarda Eliza mikroplate
okuyucu ile 405 nm dalga boyunda okutulmustur. Hiicre lizatlarinda kaspaz
enzimatik aktivitesinin seviyesi, direkt olarak renk reaksiyonu ile dogru orantili
olarak degerlendirilmektedir.

Deney sonucunda sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS
programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc
olarak Tukey testi uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri

olarak p<0.05 kabul edilmistir.

2.7.4.Real-Time PCR
2.7.4.1. RNA izolasyonu

» Hiicreler 24 saat siiresince maddelerle muamele edildikten sonra
sipernatanla birlikte, PBS, PBS-EDTA, tripsin yardimu ile santrifijj tlipline

toplanmistir. Thoma lami kullanilarak sayilan 4x10° hiicre, kullanilmak
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tizere alinip 1250 rpm’de 6 dakika santrifiijj edilmis, siipernatan
uzaklagtirilmastir.

» Hiicrelerin {izerine Buffer RTL plus + Beta merkaptoetanol karisimi
konarak yavas yavas pipetlenmis ve genomik DNA’y1 tutan kolonlara
konularak 10 000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Boylece genomik
DNA’nin kolonda kalmas1 saglanmistir.

» Alttaki genomik DNA’nin bulunmadigr lizatin iizerine 350 pl %70’lik
etanol ekleyerek pipetlenmis ve pembe renkli kolonlara konarak 10 000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

» Altta kalan siv1 atilarak kolona 700 ul RW1 eklenmis, 15 sn 10 000 rpm de
santrifiij edilmis ve siv1 yine dokiilmiistiir.

» Kolonlarin iizerine 500 pl Buffer RPE konulmus, 14 000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir.

» Kolonlar yeni bir toplama tiipliniin {izerine koyularak ayni islem
tekrarlanarak 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

» Kaolon yeni bir toplama tiipiine koyulmus, hicbir sey eklemeden kurumasi
icin 14 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

» Kolon yeni temiz ependorf tiipii igerisine yerlestirildikten sonra iizerine
40ul RNAse Free Water tam orta kisima gelecek sekilde dikkatlice
eklenmis ve 10 000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir.

> Ustteki kolon atilarak, altta kalan RNA’lar nano dropta 6lgiilmiis ve real
time PCR i¢in islem yapilana kadar (-80)°C’de saklanmustir.

» RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla izole edilen RNA
nanodrop cihazinda spektrofotometrik olarak ol¢lilmiis 1 ngr DNA ya

ulasacak sekilde DNAse, RNAse free su ile seyreltilmistir.
2.7.4.2. cDNA sentezi
cDNA sentezi i¢in, toplam hacim 20 ul olacak sekilde reaksiyon

hazirlanmistir (Tablo 2.1). ¢cDNA sentez islemi palm cycler cihazinda 20 dakika
da yapilmistir (Sekil 2.1).
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Tablo 2.1. cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim igerigi

Karisim Miktar (ul)
Quantiscript reverse | 1
transcriptase
Quantiscript reverse | 4
transcriptase Buffer
Reverse transcriptase primer | 1
mix
RNA 14
Toplam 20
RMNA kangimi
aDMA wipeout buffer
RMaze-free su
CG palm cycler
(CG1-96)
cihazinda 42°%C'de
2 dakika
inkibasyon
cDMA sentezi icin

L]
|

]

ilaves

hazirlanan karigimin

42°C" de 15 dakika inkiibasyon

CQuantiscript reverse
transcriptase inaktivasyonu
icin 95°C'de 3 dakika
inklbasyon

Sekil 2.1. cDNA sentezi asamasi (QuantiTect Reverse Transcription Handbook,QIAGEN 2009)
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Tablo. 2.2. RT-PCR i¢in miks igerigi

Karisim Miktar( pl)
Primer prob 1
Master Mix 10
RNase Free Water 4
Cdna 5
Toplam 20

PCR islemi, 95° C’de 15 saniye, 50° C’de 30 saniye, 73° C’de 15

saniyeden olusan 50 ¢evrim sonunda tamamlanmistir (Sekil 2.2).

93% Cde 13 saniye -]
73%C7de 15 sanive

50° C*de 30 sanive, /

Sekil 2.2. RT-PCR, 1 dongii

Tablo 2.3. RT-PCR teknigi ile genlerin ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer Adi1 | Forward Primer Reverse Primer

18S rRNA | 5-ATCAACTTTCGATGGTAGTCG-3’ 5"-TCCTTGGATGTGGTAGCCG-3’
COX-2 5’ TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT-3’ | 5’-AGATCATCTCTCTGCCTGAGTATCTT-3’
IRS-1 5-GTCCTAACCGCAACCAGAGTG-3’ 5’-CCTTGACCAAATCCAGGTCTATG-3’
VEGF 5’-GCTCTACCTCCACCATGCCA-3’ 5°-CACCACTTCGTGATGATTCTGC-3’
Ki-67 5’-GCAGCCCGTGTAACTGGAATGA-3’ 5"-GTCTTCTAGAGCCTGGGCCTT-3’

Calismamizda PCR {irlinlerinin saptanabilmesi i¢in dizi spesifik floresan

problar kullanilmistir.
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Sonuclarin degerlendirilmesi

Hedefin konsantrasyonu hedefin belli bir referansa orani olarak ifade
edilir. Bu metot ile hedef ve referans genin konsantrasyonlarini belirleyebilmek
icin her ikisine ait standart egrilerin kullanimina ihtiya¢ duyulur. Calismamizda
RT-PCR sonuglarimizi yorumlarken, hedef genlerimizin konsantrasyon degerini
referans genin konsantrasyon degerine oranlayarak elde ettigimiz sonuglarin

kontrol grubuna gore ne kadar degistigi incelenmistir.

2.7.5. Mikroskopi

Hiicreler inverted Olympus IX71 mikroskobunda incelenmislerdir.

2.7.6. Fotografi

Kiiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan Uygun goriintiileri

Olympus DP72 kamera kullanilarak fotograflanmistir.
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3.BULGULAR

Bu c¢alisma, ATRA’nin tek basma ve klasik kematerapdtiklerle
kombinasyonunun OVCAR-3 hiicre kiiltiirii tizerinde sitotoksik ve apoptotik
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

ATRA, karboplatin ve paklitakselin tek baslarina ve kombinasyonlarinin,
OVCAR-3 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmistir.
Muamele siiresi bitiminde MTT verilerek ELISA plate okuyucusunda elde edilen
veriler degerlendirilmistir.

Apoptozun belirgin 6zelligi olan niikleus par¢alanmasini gozleyebilmek
amactyla s6z konusu maddelerin belirlenen dozlar1 hiicreler lizerinde denenmis ve
DAPI boyama yapilmistir. Elde edilen sonuglar Olympus BX50 mikroskobu ile
incelenmis ve Olympus DP70 kamera kullanilarak fotograflandirilmistir.

ATRA, karboplatin ve paklitaksel ile tek basina ve kombine olarak
muamele edilmis OVCAR-3 hiicre hattinda, kaspaz-3 aktivitesinin saptanabilmesi
icin Kaspaz 3 Elisa kolorimetrik testi uygulanarak, apoptotik etkiler belirlenmistir.

ATRA, paklitaksel ve karboplatin tek baslarma ve kombinasyonlar
halinde OVCAR-3 hiicre hattina uygulanmistir. Muamelelerin gen diizeyinde
meydana getirdigi etkileri saptamak amaciyla Ki-67 (kinaz inhibitér-67), VEGF
(vaskiiler endotel biiyiime faktorii), COX-2 (siklooksijenaz-2) , IRS-1 (insiilin
reseptor substrat-1) ve 18S rRNA genlerinin anlatim diizeyleri rt-PCR yo6ntemi

kullanilarak saptanmistir.
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3.1. MTT Testi

3.1.1. ATRA’nin OVCAR-3 hiicre hatti iizerine sitotoksik etkileri

ODMSO 1ul/ml
BATRA 10 uM
OATRA 30 uM
OATRA 50 uM
BATRA 70 uM
OATRA 90 uM

BATRA 150 uM

OATRA 180 uM

Hiicre Canhhg: (%'de kontrol)

BATRA 210 uM

BEATRA 250 UM

OATRA 270 uM

Zaman (giin)

Sekil 3.1.1. ATRA’nin OVCAR-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi,
(*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 gostermektedir, Anlamlilik degeri

p<0,05

24 saat muamele sonunda ATRA’nin 10 uM’lik doz uygulamasi sonucu
hiicre canlilig1 oran1 % 83’diir (Sekil 3.1.1). 30 uM’lik muamele sonucu hiicre
canliligi % 56, 50 pM’lik muamelesi sonucu ise % 53’diir. 70 uM’lik uygulama
hiicre canlilig1 iizerinde % 43 azalmaya neden olurken 90 uM’lik uygulamada ise
hiicre canliliginda meydana gelen azalma oran1 % 48’dir. ATRA 150 uM’lik dozu
hiicre canligininda % 52 azalmaya neden olmustur. 180 uM’lik muamele sonucu
hiicrelerin canlilik orant % 49 iken, 210 uM ve 250 uM’lik uygulamalarda %
45°dir. ATRA’ nin ¢aligmamizda uygulanan en yiliksek dozu olan 270 puM ile
muamelesi hiicre canliligini % 58 oraninda azaltmistir. 48 saat sonunda 10 pM’lik
doz uygulanmasinda hiicre canlilig1 % 32 iken, 30 uM’lik doz hiicre canlilifinda
% 78 azalmaya neden olmustur. 50 uM’lik dozda hiicre canliliginda % 82 azalma
gozlenmistir. ATRA 70 uM ve 90 uM’lik uygulamalarinda hiicre canlilik oran1 %
18°dir. 150 uM’lik muamelede canlilik oran1 % 17 iken, 180 uM’ Ik doz
uygulamasinda hiicrelerin canlilik orant % 20°dir. 210 ve 250 uM’lik doz

araliginda hiicre canliliklarinda % 72 oraninda azalma olmustur. 270 uM’hik
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dozunun muamelesi sonucu ATRA, hiicre canliligint % 80 oraninda azaltmustir.
72 saatlik farkli derisimlerdeki ATRA ile muamelede 10 uM’lik uygulamada
hiicre canliligi % 23 iken, 30 uM’lik uygulama sonucu % 19°dur. 50-150 pM
aras1t uygulanan ATRA dozlar1 hiicre canliligimi %82 azaltmistir. 180 uM’lik
muamele sonucu hiicre canliligt % 17 iken, 210- 270 pM doz araliginda
hiicrelerdeki canlilik oran1 % 16’ dir. ATRA ‘nin 24 saat igin belirledigimiz ICsg
degeri 150 uM’dur.

3.1.2. Karboplatin’in OVCAR-3 hiicre hatti iizerine sitotoksik etkileri

120 ~
=)
£ 100 - El
s —F
2 801 . BDMSO ( 1ulml )
ge * *
< 601 B Karboplatin 50uM
= 3
=T 1)
= 40+ + _
3 . .. OKarboplatin 100 pM
2 20~ — -
3 OXKarboplatin 150 puM
: 0 T T 1
1 2 3
Zaman ( giin )

Sekil 3.1.2. Karboplatin’in OVCAR-3 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi, (¥) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari

gostermektedir, Anlamlilik degeri p<0,05

Karboplatinin tez ¢alismasinda uygulanan dozlar1 yapilan literatiir
calismasi sonucunda segilmistir. ““Smith ve ark. (2005)” OVCAR-3 hiicre hattina
24 saat boyunca muamele ettikleri karboplatin i¢in ICsq degerini 22.2 uM olarak
belirlediklerini rapor etmislerdir.

24 saatlik uygulamada, Karboplatinin uygulanan 50 uM ’lik dozunda
hiicre canlilig1 % 68’dir (Sekil 3.1.2). 100 uM’lik derisimde hiicre canliliginda %
46 azalma olurken, 150 uM’lik uygulama sonucu hiicre canlilifi oran1 % 53’djir.

48 saatlik Karboplatin ile muamele sonuglar1 soyledir; 50 pM’lik doz %

65 hiicre canliliginda azalmaya neden olurken, 100 uM’lik doz uygulamast % 66
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oraninda hiicre canliligini azaltmistir. 150 uM’lik muamele sonucu hiicre canlilig
% 20’dir.

72 saat sonunda uygulanan Karboplatinin biitiin dozlarinda kontrole gore
anlamli azalmalar gozlenmistir. Bu oran 50 uM’ da % 19, 100 uM’da % 19 ve
150 uM’lik dozu ile muamelesinde % 17°dir. Calismalar sonucunda karboplatinin

24 saatlik muamelesi i¢in sectigimiz ICso degeri 100 uM’dur.

3.1.3. Paklitaksel’in OVCAR-3 hiicre hatti iizerine sitotoksik etkileri

BDMSO 1 pl/ml
B Paklitaksel 0,312 1M
4 OPaklitaksel 0,625 nM
OPaklitaksel 1,25 nM
W Paklitaksel 2,5 nM

Hiicre canlihg (%' de
Kontrol)

. OPaklitaksel 5 nM
* mPaklitaksel 10 nM
g L L, OPaklitaksel 50 nM
m mPaklitaksel 100 nM
1 2 3
Giin

Sekil 3.1.3. Paklitaksel’in OVCAR-3 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile

degerlendirilmesi, (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 géstermektedir,

Anlamlilik degeri p<0,05

Paklitaksel’in tez ¢aligmasinda uygulanan dozlar1 yapilan literatiir
caligmas1 sonucunda se¢ilmistir. ‘‘Smith ve ark. (2005)’” OVCAR-3 hiicre hattina
24 saat boyunca muamele ettikleri paklitaksel i¢in ICso degerini 1.4 nM olarak
belirlediklerini rapor etmislerdir.

Paklitaksel’in 0,312 nM ile 24 saatlik muamelesi sonunda hiicre canlilik
orant % 61°dir (Sekil 3.1.3). 0,625 nM’lik doz uygulamasinda hiicrelerdeki
canlilik oram1 % 56 iken, 1,25 nM’lik uygulamada bu oran % 43’diir.
Paklitaksel’in 2,5 nM’lik doz uygulamasi hiicre canlilifinda % 44 oraninda
azalmaya neden olur iken, 5 nM’lik doz uygulamasi sonucunda hiicre canliligit %

59 azalmistir. 10 nM’lik derisimin uygulanmasi sonucu 24 saat sonundaki hiicre
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canliligi % 41 iken, 50 nM’lik doz uygulamas: ile hiicre canlilifindaki azalma %
55’dir. 100 nM’lik doz derisimi hiicre canliligint % 57 azalmistir.

Paklitaksel’in 48 saat muamelesinde; 0,312 nM’lik doz uygulamasinda
hiicrelerdeki canlilik orant % 29, 0,625 nM’lik doz uygulamasinda hiicrelerdeki
canlilik oran1 % 28, 1,25 nM’lik doz uygulamasinda hiicre canliligt % 16 iken 2,5
nM’lik dozunda bu oran % 34’dur. 5 nM’lik derisimin uygulanmasi hiicre
canliligt % 81 azalirken, 10 nM’lik doz uygulamasinda bu oran % 83’diir.
Belirtilen siire igerisinde OVCAR-3 hiicrelerinin 50 nM ve 100 nM’lik Paklitaksel
derisimleri uygulamalar1 sonucundaki hiicre canlilik oran1 % 18’dir.

Paklitaksel’in 72 saat sonunda OVCAR-3 hiicre canlilig iizerine etkileri;
0,312 nM’lik doz ile muamelesi sonucu hiicre canliligi oram1 %11 iken, 0,625
nM’lik derisiminde bu oran %12 ’dir. 1,25 nM’lik doz uygulamas1 sonucu hiicre
canlilig1r % 9°dur. Paklitaksel’in 2,5 nM’lik dozunun uygulamasi hiicre canliligt %
90 azaltirken, 5 nM’lik doz uygulamasinin ardindan hiicre canliligindaki azalma
orant % 89’dur. 10 nM’lik derisiminin uygulanmasi sonucu hiicre canlilig1 oranm
% 9 iken ve 50 nM’lik ve 100 nM’lik derisimleri hiicre canliligmmi % 89
azaltmistir. Paklitakselin 24 saat i¢in belirledigimiz ICsp degeri 2,5 nM’dur.
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3.1.4. ATRA & Paklitaksel kombinasyonunun OVCAR-3 hiicre hatti

uizerine sitotoksik etKileri

120 ODMSO 1pl/ml
= 100 + I BATRA 50uM & Paklitaksel
£ - 2,50M
=]
280 1| [xn OATRA 50 uM & Paklitaksel 100
= nM
£ 60 A
- OATRA 150 uM & Paklitaksel 2.5
%ﬂ M
3 40 1 BATRA 150 uM & Paklitaksel
- Fx .t 100 nM
5 20 - s
= L Dr OATRA 250 pM & Paklitaksel 2,5
e -
0 i
1 5 3 BATRA 250 uM & Paklitaksel
Zaman 100 nM

Sekil 3.1.4. ATRA & Paklitaksel kombinasyonunun OVCAR-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin
MTT testi ile degerlendirilmesi, (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar

gostermektedir, Anlamlilik degeri p<0,05

ATRA’nin 50 uM’lik dozu ile paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun 24 saat
muamelesi sonucu hiicre canliligi % 73°diir (Sekil 3.1.4). ATRA’ nin 50 puM’lik
dozu ile paklitakselin 100 nM’lik dozunun uygulanmasi hiicre canliligin1 % 28
azaltmistir. ATRA’nin 150 pM’lik dozu ile paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun
birlikte uygulanmast sonucu hiicrelerdeki canlilik orant % 87°dir. ATRA nin 150
uM’lik dozu ile paklitakselin 100 nM’lik dozu hiicre canliligini % 27 azaltmstir.
ATRA’nin 250 puM’lik dozu ile paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun muamelesi
sonucu hiicre canlilig1 % 87°dir. ATRA nin 250 uM’lik dozu ile paklitakselin 100
nM’lik dozu hiicre canliligini % 10 azaltmistir. Kombinasyonda uygulanan
ATRA’nin 50 uM’dozu tek basina uygulandiginda OVCAR-3 hiicre canliligini 24
saat muamele sonunda % 47, 150 uM’dozu tek basma % 48 azaltmistir. 250
uM’lik doz uygulamasinda ise hiicre canlilifi % 46°dir. Kombinasyonda
kullanilan paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ise hiicre canliligin1 % 44 azaltirken 100
nM’lik dozu % 57 azaltmistir. Secilen dozlarla olusturulan ATRA&Paklitaksel
kombinasyonun ilk 24 saatlik muamelesi hiicre canliliklar1 {izerinde maddelerin

tek basina gosterdigi kadar etki gostermemistir.
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Kombinasyonun 48 saat boyunca uygulanmasi sonucunda, ATRA’ nin 50
uM’lik dozu ile paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile muamele sonunda hiicre
canliligt % 25 iken, ATRA’nin 50 pM’lik dozu ile paklitakselin 100 nM’lik
uygulamasi hiicre canliligim1 % 76 azaltmistir. ATRA nin 150 uM’lik dozu ile
paklitakselin 2,5 nM’lik doz uygulamasi sonucu hiicre canlilik orant % 23’diir.
ATRA’nin 150 uM’lik dozu ile paklitakselin 100 nM’lik doz uygulamasi sonucu
hiicre canlilik oram1 % 22°dir. ATRA’nin 250 uM’lik dozu ile paklitakselin 2,5
nM’lik dozunun uygulanmasi sonucu hiicre canliligi % 23 iken, ATRA’nin 250
uM’lik dozu ile paklitakselin 100 nM’lik doz ile muamelesi hiicre canliligini % 78
azaltmistir. ATRA 50 pM, ATRA 150 uM ve ATRA 250 uM OVCAR-3
hiicrelerine 48 saat boyunca uygulandiginda hiicre canliliklar1 {izerinde meydana
gelen azalma oranlart sirasi ile % 82, %83 ve % 71°dir. Paklitakselin 2,5 nM’lik
dozu hiicre canlilig1 iizerinde 48 saat muamele sonrast % 66 azalmaya neden
olurken 100 nM’lik doz uygulamasi sonucu hiicre canlilik orani % 18’dir.
Maddelerin belirtilen dozlar1 tek baslarina hiicreler tizerinde kombinasyon halinde
uygulanmalariyla benzer sitotoksik etki gostermistir.

ATRA, paklitaksel kombinasyonunun 72 saat muamelesi sonunda hiicre
canlilik oranlar;

ATRA 50 uM & Paklitaksel 2,5 nM i¢in% 12,

ATRA 50uM & Paklitaksel 100 nM i¢in % 9,

ATRA 150uM & Paklitaksel 2,5 nM i¢in % 8,

ATRA 150uM & Paklitaksel 100 nM i¢in % 13,
ATRA 250 uM & Paklitaksel 2,5 nM % i¢in 10,
ATRA 250 uM & Paklitakselin 100 nM i¢in % 11°dir.

Kombinasyonda uygulanan ATRA’nin 50-150 uM’dozlar1 tek baslarina
uygulandiginda OVCAR-3 hiicre canliligin1 72 saat muamele sonunda % 82, 250
uM’lik doz uygulamasinda ise hiicre canliligi %84 azalmistir. Kombinasyonda
kullanilan paklitakselin 2,5 nM’lik dozu hiicre canliligint % 90 azaltirken 100
nM’lik dozu % 89 azaltmistir. Maddelerin secilen dozlar1 ile kombinasyon
uygulamalar1 da 72 saat sonunda, hiicreler lizerinde tek baglarma etki ettikleri

kadar sitotoksik etki gostermistir (Sekil 3.1.1, 3.1.3 ve 3.1.4).
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3.1.5. ATRA & Karboplatin kombinasyonunun OVCAR-3 hiicre hatti

uizerine sitotoksik etKileri

140 @DMSO 1ul/ml

= 1y *
E 120 £ BATRA 50 uM&
2 100 Karboplatin 50 pM
= 1 OATRA 50 uM&
3 80 4 . . Karboplatin 100 uM
g L OATRA 150 uM&
2D 60 - N Karboplatin 50 uM
g . BATRA 150uM&
3 40 - R Karboplatin 100 uM
e * % OATRA 250 uM&
2 20 o Karboplatin 50 uM
= BATRA 250 uM&

0 T Karboplatin 100 uM

1 2 3
Zaman (giin)

Sekil 3.1.5. ATRA & Karboplatin kombinasyonunun OVCAR-3 hiicreleri {izerindeki etkisinin
MTT testi ile degerlendirilmesi, (*) isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar:

gostermektedir, Anlamlilik degeri p<0,05

ATRA’nin 50 pM’lik dozu ile karboplatinin 50 pM’lik dozunun 24 saat
muamelesi hiicre canliligi {izerinde bir etkiye neden olmamistir (Sekil 3.1.5).
ATRA’nin 50 pM’lik dozu ile karboplatinin 100 uM’lik dozunun uygulanmasi
hiicre canliligin1 % 30 azaltmistir. ATRA’nin 150 uM’lik dozu ile karboplatinin
50 uM’lik dozunun birlikte uygulanmasi hiicre canliligini azaltici bir etki
gostermemistir. ATRA’nin 150 pM’lik dozu ile karboplatin 100 uM’lik dozu
hiicre canliligin1 % 14 azaltmistir. ATRA nin 250 uM’lik dozu ile karboplatin 50
uM’lik dozunun muamelesi sonucu hiicre canlilik oraninda bir degisim
olmamistir. ATRA’nin 250 uM’lik dozu ile karboplatin 100 uM’lik dozu hiicre
canliligint % 14 azaltmistir. ATRA ve karboplatinin farkli dozlar ile olusturulan
kombinasyonlar 24 saat muamele sonunda, hiicre canliliklar {izerine maddelerin
tek basina uygulanmalari kadar etki gostermemistir.

ATRA’nin 50 uM’lik dozu ile karboplatinin 50 pM’lik dozunun 48 saat
muamelesi sonucu hiicre canliligt % 69°dur. ATRA’nin 50 uM’lik dozu ile
karboplatinin 100 uM’lik dozunun uygulanmasi hiicre canliligini % 30 azaltmstir.

ATRA’nin 150 pM’lik dozu ile karboplatinin 50 uM’lik dozunun birlikte
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uygulanmasi hiicre canlilifi % 73’diir. ATRA’nin 150 pM’lik dozu ile karboplatin
100 uM’lik dozu hiicre canliligint % 67 azaltmistir. ATRA nin 250 uM’lik dozu
ile karboplatin 50 pM’lik dozunun muamelesi sonucu hiicre canlilik oram1 %
43°diir. ATRA’nin 250 uM’lik dozu ile karboplatinin 100 nM’lik dozu hiicre
canliligint % 74 azaltmistir.

ATRA’nmm 50 uM’lik dozu ile karboplatinin 50 uM’lik dozunun 72 saat
muamelesi sonucu hiicre canliligt % 51°dir. ATRA’ nin 50 puM’lik dozu ile
karboplatinin 100 puM’lik dozunun uygulanmasi hiicre canliligint % 87 azaltmistir.
ATRA’nin 150 pM’lik dozu ile karboplatinin 50 pM’lik dozunun birlikte
uygulanmasi hiicre canliligint % 69 azaltmistir. ATRA’nin 150 uM’lik dozu ile
karboplatin 100 uM’lik dozu hiicre canliligini % 88 azaltmistir. ATRA’nin 250
uM’lik dozu ile karboplatin 50 uM’lik dozunun muamelesi sonucu hiicre canlilik
orant % 12’dir. ATRA’nin 250 uM’lik dozu ile karboplatin 100 uM’lik dozu
hiicre canliligint % 88 azaltmistir. ATRA ve karboplatinin kombinasyonda
kullanilan dozlarinin tek basina uygulamasi hiicreler {izerinde daha fazla

sitotoksik etki gostermistir (Sekil 3.1.1, 3.1.2 ve 3.1.5).

3.1.6. Karboplatin & Paklitaksel kombinasyonunun OVCAR-3 hiicre

hatti iizerine sitotoksik etkileri

120

- ODMSO 1ulml
'E' 100 4 I -
2 BXarboplatin 50 puM &
~ 80 1 Paklitaksel 2,5 nM
= * * x
i 60 * OXKarboplatin 50 puM &
- Paklitaksel 100 nM
p=11)
% 40 A oK. .
= R arboplatin 100 pM &
ot * * Paklitaksel 2.5 nM
5 20 - 2 i
= “ * K% .
= BXKarboplatin 100 pM &

0 Paklitaksel 100 nM

1 2 3

Zaman (giin)

Sekil 3.1.6. Karboplatin & Paklitaksel kombinasyonunun OVCAR-3 hiicreleri tizerindeki etkisinin
MTT testi ile degerlendirilmesi, (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari

gostermektedir, anlamlilik degeri p<0,05
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OVCAR-3 hiicre hattina farkli dozlarda uygulanan Paklitaksel &

Karboplatin kombinasyon uygulamasi sonrasi hiicrelerin canlilik oranlari, 24 saat

sonunda;

Karboplatin 50 uM & Paklitaksel 2,5 nM igin % 54,
Karboplatin 50 uM & Paklitaksel 100 nM igin % 66,
Karboplatin 100 uM & Paklitaksel 2,5 nM i¢in % 66,
Karboplatin 100 uM & Paklitaksel 100 nM igin % 67 dir,

48 saat sonunda;

Karboplatin 50 uM & Paklitaksel 2,5 nM igin % 22,
Karboplatin 50 uM & Paklitaksel 100 nM igin % 23,
Karboplatin 100 uM & Paklitaksel 2,5 nM ig¢in % 19,
Karboplatin 100 uM & Paklitaksel 100 nM igin % 17’dir,
72 saat sonunda;
Karboplatin 50 uM & Paklitaksel 2,5 nM igin % 15,
Karboplatin 50 uM & Paklitaksel 100 nM i¢in % 12,
Karboplatin 100 uM & Paklitaksel 2,5 nM i¢in % 9,
Karboplatin 100 uM & Paklitaksel 100 nM igin % 9’dir.

Farkli dozlar kullanilarak hiicrelere zamana bagli olarak uygulanan

Karboplatin & Paklitaksel kombinasyonu 48 ve 72. saat uygulamalarinda,

maddelerin tek baglarina getirdikleri sitotoksik etkiden daha fazla etkili
olmuslardir (Sekil 3.1.6).
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3.1.7. ATRA & Karboplatin & Paklitaksel kombinasyonunun OVCAR-3

hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkileri

ODMSO 1ul/ml

120 EATRA 50 pM
OATRA 150 uM

100 A OATRA 250 uM

B Karboplatin 50 pM
OKarboplatin 100 pM
B Karboplatin 150 pM
60 OPaklitaksel 1,25 nM
W Paklitaksel 2,5 nM

40 - @ Paklitaksel 5 nM

Hiicre canhhg ( %'de kontrol )

OATRA 50uM & Karboplatin
100pM

OATRA 50uM & Karboplatin
100uM & Paklitaksel 2.5nM

BATRA 150uM & Karboplatin
100uM

BATRA 150uM & Karboplatin

1 100pM & Pakfitaksel 2,5nM

a i
Zaman ( 12 saat) gﬂ;iﬁl;nzlgm{ &

Sekil 3.1.7.a. ATRA, Karboplatin ve Paklitakselin tek baslarina ve kombinasyonlarinin OVCAR-3
hiicreleri iizerindeki 12 saatlik etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi, (*) isareti

kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir, Anlamlilik degeri p<0,05

Kanser kemoterapisinde kombinasyon ila¢ kullanilmasinin amaci,
organizmanin hizli béliinen saglikli hiicrelerinin zarar gérmemesidir. Bu nedenle
ya kemoterapotik ajanlarin etkisiz dozlart kombine edilerek muamele siiresi
uzatilmakta ya da etkili dozlari kombine edilerek muamele siireleri
kisaltilmaktadir. Biz g¢alismamizda belirledigimiz maddelerin 1Cso degerlerini
kombine ederek 12 saat muamele sonunda hiicrelerde meydana getirdigi apoptotik
etkileri belirledik. Sectigimiz dozlar 12 saat boyunca tek baglarina hiicreler
tizerinde sitotoksik etki gostermediler (Sekil 3.1.7.a). Ayrica olusturdugumuz

kombinasyonlarin hiicreler lizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek amaci ile,
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hiicreleri kombinasyonlar ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele ettik (Sekil
3.1.7.b ve Sekil 3.1.7.c).

ATRA, Karboplatin ve Paklitakselin tek baslarina ve kombinasyonlari
halinde OVCAR-3 hiicreleri ile 12 saat boyunca muamele edilmislerdir. Elde
edilen verilere gore 12 saat boyunca muamele sonunda OVCAR-3 hiicrelerinin
canliliklar izerinde belirgin bir azalma gézlenmemistir.

ATRA’nin 50 uM’lik dozu ile muamelesi OVCAR-3 hiicre sayisininda
onemli bir azalmaya neden olmamustir.

ATRA’nm 150 pM’lik doz uygulamasi sonucu OVCAR-3 hiicrelerinin
hiicre canlilik oran1 % 90,

ATRA’nin 250 pM’lik dozu ile muamelesi sonunda OVCAR-3
hiicrelerinin hiicre canlilik oranm1 % 89,

Karboplatinin 50 uM’lik doz uygulamasi sonucu OVCAR-3
hiicrelerindeki hiicre canlilig1 % 88,

Karboplatinin 100 uM’lik dozu ile muamelesi sonunda OVCAR-3
hiicrelerinin hiicre canlilik oran1 % 86,

Karboplatinin 150 pM’lik doz wuygulamast sonucu OVCAR-3
hiicrelerindeki hiicre canlilig1 % 85,

Paklitakselin 1,25 nM’lik dozu ile muamelesi sonunda OVCAR-3
hiicrelerinin hiicre canlilik orani % 80,

Paklitakselin 2,5 nM’lik doz uygulamasi sonucu OVCAR-3
hiicrelerindeki hiicre canliligi % 87,

Paklitakselin 5 nM’lik dozu ile muamelesi sonunda OVCAR-3
hiicrelerinin hiicre canlilik orani % 90,

ATRA’nin 50 uM’lik dozu ile Karboplatinin 100 pM’lik dozunun,
OVCAR-3 hiicrelerine birlikte uygulanmasi sonucunda hiicre canlilik oran1 % 79,

ATRA’nin 50 pM’lik dozu ile Karboplatinin 100°’lik dozu ve
Paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun, OVCAR-3 hiicrelerine birlikte uygulanmasi
sonucunda hiicre canlilik oram1 % 74,

ATRA’nin 150 puM’lik dozu ile Karboplatinin 100 pM’lik dozunun,
OVCAR-3 hiicrelerine birlikte uygulanmasi sonucunda hiicre canlilik orant %

79’dur (Sekil 3.1.7.a).
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120 ODMSO 1wml

BATRA 50uM &
100 1 I Karboplatin 100pM

OATRA 50pM &
Karboplatin 100puM &

* Paklitaksel 2.50M

OATRA 150uM &

60 * Karboplatin 100puM

[#a]
(=]
!

BATRA 150uM &
Karboplatin 100puM &
Paklitaksel 2,5 nM

OKarboplatin 100pM &
Paklitaksel 2,5 nM

Hiicre canlihg ( %'de kontrol )

BATRA 50uM & Paklitaksel
2,5 1M

1 > 3 OATRA 150uM &
= Paklitaksel 2.5 nM

Zaman ( giin )

Sekil 3.1.7.b. ATRA, Karboplatin, Paklitaksel kombinasyonunun OVCAR-3 hiicreleri
tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi, (*) isareti kontrol grubuna

gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

ATRA 50 pM ve Karboplatin 100 uM ayn1 anda OVCAR-3 hiicreleri 24
saat, 48 saat ve 72 saat muamele edilmistir. Zamana bagl olarak ilk 24 saatte
OVCAR-3 hiicrelerinde hiicre canliligi oran1 % 84’diir. 48 saat sonunda hiicre
canliliginda % 52 azalma goriilirken, muamelenin 72. saatinde OVCAR-3
hiicrelerinin hiicre canliliginin oranit % 21 dir.

ATRA 50 pM, Karboplatin 100 pM ve Paklitaksel 2,5 nM aym anda
OVCAR-3 hiicreleri ile muamele edilmistir. Muamelenin ilk 24 saatinde
OVCAR-3 hiicrelerinde goriilen canlilik orani % 84’diir. 48. saat sonunda
kombinasyon uygulamasi hiicre canliligint % 57 azalmistir. 72. saat sonunda
OVCAR-3 hiicrelerinin hiicre canlilik oran1 % 21°dir.

ATRA 150 uM ve Karboplatin 100 pM’lik dozlar1 birlikte OVCAR-3
hiicre hatt1 lizerine 24 saat, 48 saat ve 72 saat siire ile muamele edilmistir. 24
saatlik muamele sonunda OVCAR-3 hiicrelerinde hiicre canlilik orant % 70’dir.

48. saatin sonunda hiicrelerin canlilik oranlarinda % 65 azalmistir.
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Kombinasyonun 72 saatlik uygulamasi sonunda hiicrelerin canlilik oranlar1 %
17°dir.

ATRA 150 uM, Karboplatin 100 uM ve Paklitaksel 2,5 nM ayn1 anda
OVCAR-3 hiicre hattina 24 saat, 48 saat ve 72 saat siire ile uygulandiginda
zamana bagli olarak hiicre canlilig1 iizerine etki ettigi saptanmistir. Muamelenin
ilk 24 saatinde OVCAR-3 hiicrelerinde goriilen canlilik oran1 % 34’diir. 48. saat
sonunda kombinasyon uygulamasi hiicre canliligi % 70 azalmistir. 72. saat
sonunda OVCAR-3 hiicrelerinin hiicre canlilik orani % 15°dir.

Karboplatin 100 pM’1 ve Paklitaksel 2,5 nM’1 es zamanli olarak
OVCAR-3 hiicreleri iizerine 24 saat, 48 saat ve 72 saat siire ile uygulanmigtir.
Muamelenin ilk 24 saatinde OVCAR-3 hiicrelerinde goriilen canlilik oram1 %
67°dir. 48. saat sonunda kombinasyon uygulamasi hiicre canliligm1 % 66
azaltmistir. 72. saat sonunda OVCAR-3 hiicrelerinin hiicre canlilik orani %
26’drr.

ATRA 50 pM ve Paklitaksel’in 2,5 nM’lik dozlar1 birlikde OVCAR-3
hiicre hatt1 lizerine 24 saat, 48 saat ve 72 saat siire ile muamele edilmistir. 24
saatlik muamele sonunda OVCAR-3 hiicrelerinde hiicre canlilik oran1 % 46’dur.
48. saatin sonunda hiicrelerin canlilik oranlarindaki azalma orami % 58’dir.
Kombinasyonun 72 saatlik uygulamasi sonunda hiicrelerin canlilik oranlar1 %
24°tiir.

ATRA 150 uM ve Paklitaksel’in 2,5 nM’lik dozlar1 ayn1 anda OVCAR-3
hiicreleri ile muamele edilmistir. Muamelenin ilk 24 saatinde OVCAR-3
hiicrelerinde goriilen canlilik oran1 % 57°dir. 48. saatin sonunda hiicrelerin
canlilik oranlarindaki azalma oram1 % 62°dir. 72. saat sonunda OVCAR-3
hiicrelerinin hiicre canlilik oran1 % 17°dir (Sekil 3.1.7.b).
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Sekil 3.1.7.c. ATRA, Karboplatin, Paklitaksel kombinasyonunun OVCAR-3 hiicreleri
tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi, (*) isareti kontrol grubuna

gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir, anlamlilik degeri p<0,05

Kombinasyonlarin dozlara ve zamana bagli olarak OVCAR-3
hiicrelerinin hiicre canliliklar1 {izerine meydana getirdigi azalmalar, 24 saat
muamele sonunda;

ATRA 50 uM& Karboplatin 50 uM& Paklitaksel 2,5 nM % 34,
ATRA 150 uMé& Karboplatin 50 pM& Paklitaksel 2,5 nM % 37,
ATRA 50 uM& Karboplatin 100 pM& Paklitaksel 2,5 nM % 43,
ATRA 150 uMé& Karboplatin 100 uM& Paklitaksel 2,5 nM % 45°dir.
48 saat muamale sonunda;
ATRA 50 pM& Karboplatin 50 pM& Paklitaksel 2,5 nM % 56,
ATRA 150 uM& Karboplatin 50 pM& Paklitaksel 2,5 nM % 61,
ATRA 50 uM& Karboplatin 100 uM& Paklitaksel 2,5 nM % 67,
ATRA 150 uM& Karboplatin 100 uM& Paklitaksel 2,5 nM % 67°dir.
72 saat muamele sonunda;
ATRA 50 uM& Karboplatin 50 uM& Paklitaksel 2,5 nM % 82,
ATRA 150 uM& Karboplatin 50 puM& Paklitaksel 2,5 nM % 85,
ATRA 50 pM& Karboplatin 100 uM& Paklitaksel 2,5 nM % 87,
ATRA 150 uM& Karboplatin 100 uM& Paklitaksel 2,5 nM % 88’dir
(Sekil 3.1.7.c).
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Kombinasyonlarda uygulanan ATRA’nin 50 pM’dozu tek basina
uygulandiginda OVCAR-3 hiicre canliligini1 24 saat muamelede % 47, 48 ve 72
saat muamelede %82 azaltmistir. ATRA’min 150 uM’dozu 24 saat muamele
sonunda %52 hiicre canliligina neden oldugu i¢in ¢alismamizda ICsq degeri
olarak secilmistir. 48 ve 72 saatlik muamele sonunda ATRA 150 puM’lik doz
uygulamasi hiicre canlihgini % 82 azaltmistir. Ikili kombinasyonlarda kullanilan
ATRA’nin 250 puM’lik dozu hiicre canliligini ilk 24 saat uygulamada % 54, 48
saat sonunda % 72, 72 saat uygulama sonunda % 82 azaltmistir (Sekil 3.1.1).

Calismamizda kombinasyonlarda karboplatinin 50 uM ve 100 uM’lik
dozlar1 kullanilmigtir. 50 uM’lik dozu ile muamele sonrasinda OVCAR-3 hiicre
canliliklar1 24 saat i¢in % 68, 48 saat i¢in % 35, 72 saat i¢in %19°dur. 100 uM’lik
doz ile muamele sonunda 24 saat sonunda hiicre canliliginda goriilen azalma
miktar1 % 46, 48 saat sonunda % 66, 72 saat sonunda ise % 81°dir (Sekil 3.1.2).

Kombinasyonlarda kullanilan paklitaksel dozlar1 2,5nM ve 100 nM’dur.
Paklitakselin 2,5 nM’lik uygulamasi hiicre canliligini 24 saat sonunda % 44, 48
saat sonunda % 66, 72 saat sonunda ise % 90 azaltmistir. 100 nM’lik doz
uygulamasi hiicre canlilik oranlarini 24 saat sonunda % 57, 48 saat sonunda % 82,
72 saat sonunda ise % 89 azalmistir (Sekil 3.1.3).

Yaptigimiz ¢alismada Karboplatin & Paklitaksel kombinasyonu sekil
3.1.4’te gosterildigi gibi OVCAR-3 hiicreleri lizerinde diger kombinasyonlara
gore daha yiiksek sitotoksik etki gostermistir.

Calismamizda ATRA & Karboplatin & Paklitaksel kombinasyonu
hiicreler lizerinde, ATRA & Paklitaksel ve ATRA & Karboplatin
kombinasyonlarindan daha ytiksek sitotoksik etki gostermistir.

ATRA’nin ICsg degeri olarak belirledigimiz 150 uM’lik dozu ile daha az
etkili olarak sectigimiz 50 uM’lik dozu, ¢alismamizda belirlenen karboplatin ve
paklitakselin 1Csy degerleri ile kombine edilerek, kombinasyonlarin hiicreler
tizerindeki apoptotik etkileri ve belirledigimiz genlerin anlatim seviyeleri

tizerindeki etkileri incelenmistir.
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3.2. DAPI Boyama Sonuglari

Apoptotik etkinin belirlenmesi i¢in kaspaz-3 yontemi ve DAPI boyama
teknigi kullanilmistir. Kaspaz-3 testi hiicrelere 12 ve 24 saatlik iki grup halinde
uygulanmistir. DAPI boyama ile 12 saatlik muamele sonunda maddelerin hiicreler

tizerinde tek basina ve kombinasyon olarak olusturduklar etkiler belirlenmistir.

a.kontrol b. DMSO control

c.1. ATRA 50 pM c.2. ATRA 90 pM

Sekil.3.2.1. OVCAR-3 hiicrelerinin DAPI boyamalari. a.Kontrol, b.DMSO, ¢.1.ATRA 50 uM,
.2.ATRA 90 pM, Olgii birimi:20 pm
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20 UM

c.3. ATRA 150 pM c.4. ATRA 180 pM

c.5. ATRA 250 pM d.1. Karboplatin 50 pM

d.2. Karboplatin 100 pM d.3. Karboplatin 150 pM

Sekil.3.2.2. OVCAR-3 hiicrelerinin DAPI boyamalari, ¢.3. ATRA 150 uM, c.4.Atra 180 uM,
c.5. Atra 250 uM, d.1.Karboplatin 50 uM, d.2. Karboplatin 100 uM,
d.3. Karboplatin 150 uM, Olgii birimi:20 um
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e.l. Paklitaksel 1,25 nM e.2. Paklitaksel 2,5 nM

o, .
h. ATRA 50 uM & Karboplatin 100 pM &

g. ATRA 50 pM & Paklitaksel 2,5 nM Paklitaksel 2.5 nM

Sekil.3.2.3. OVCAR-3 hiicrelerinin DAPI boyamalari, e.1.Paklitaksel 1,25 nM, e.2. Paklitaksel 2,5
nM, e.3. Paklitaksel 5 nM, f. ATRA 50 uM & Karboplatin 100 uM, g. ATRA 50 uM &
Paklitaksel 2,5nM,h.ATRA 50uMé&Karboplatin 100uM&Paklitaksel 2,5 nM,Ol¢ii birimi:20um
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20 IR . . 20 Vm

1. ATRA 150 pM & Karboplatin 100 pM i. ATRA 150 pM & Paklitaksel 2,5 nM

Jj- Karboplatin 100 pM & Paklitaksel 2,5 nM | k. ATRA 150 uM & Karboplatin 100 pM &
Paklitaksel 2,5 nM

Sekil.3.2.4. OVCAR-3 hiicrelerinin DAPI boyamalari, 1.ATRA 150 uM & Karboplatin 100 uM,
i. ATRA 150 uM & Paklitaksel 2,5 nM, j. Karboplatin 100 uM&Paklitaksel2,5 nM,
k. ATRA 150 uM & Karboplatin 100 uM & Paklitaksel 2,5 nM

ATRA, Karboplatin ve Paklitakselin tek baslarina ve kombinasyonlarinin
OVCAR-3 hiicreleri tiizerinde getirdigi apoptotik etkilerin morfolojik olarak
saptanabilmesi icin hiicreler maddeler ile 12 saat boyunca muamele edilmis ve
DAPI boyama yapilmistir. Hiicrelerde meydana gelen apoptotik badi ve
bleppingler sar1 oklarla gosterilmistir.

ATRA’nin 50 uM’lik dozu hiicre sayisinda azalmaya neden olmamistir
fakat hiicrelerde az miktarda apoptotik badi olusumu goriilmistir (Sekil 3.2.1.
c.l),
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ATRA’nin 90 puM’lik dozu hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur.
Hiicrelerde doz uygulamasina bagli olarak apoptotik badi olusumu gozlenmistir
(Sekil 3.2.1.c.2),

ATRA’nin 150 uM’lik dozu hiicre sayisinda belirgin miktarda artisa
neden oldugu gozlenmistir. Hiicrelerde apoptotik badi olusumu gozlenmistir
(Sekil 3.2.2.c.3),

ATRA’nin 180 uM’lik doz ve 250 uM’lik doz muamelesi sonucu hiicre
sayisinda azalma olmustur, hiicrelerde apoptotik badi olusumu gézlenmistir (Sekil
3.2.2.c.4 ve Sekil 3.2.2.c.5),

Karboplatin 50 uM’lik dozu hiicre sayisinda belirgin olarak azalmaya
neden olmustur, muamelesi sonucu apoptotik badi olusumlar1 gozlemlenmistir
(Sekil 3.2.2.d.1),

Karboplatin 100 pM’lik dozu hiicre sayisinda azalma olmustur ve
apoptotik badi olusumu gézlemlenmistir (Sekil 3.2.2.d.2),

Karboplatin 150 puM’lik dozu ile muamele sonucunda OVCAR-3
hiicrelerinde apoptotik badi olusumu goézlemlenmistir (Sekil 3.2.2.d.3),

Paklitakselin 1,25 nM’lik dozu ile muamele sonucunda apoptotik badi
olusumlari gézlenmistir (Sekil 3.2.3.e.1),

Paklitakselin 2,5 nM’likve 5 nM’lik dozu ile muamele sonunda apoptotik
badi olusumlar1 gozlenmistir, Paklitakselin 5 nM’lik dozu ile muamele hiicrelerde
daha fazla apoptotik badi olusumuna neden olmustur (Sekil 3.2.3.e.2 ve Sekil
3.2.3.e.3),

ATRA’nin 50 uM ’lik dozu ve Karboplatinin 100 pM’lik dozu hiicrelere
birlikte muamele edilmis ve apoptotik badi olusumu gozlenmistir (Sekil 3.2.3.1),

ATRA’nin 50 pM ’lik dozu ve Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu hiicrelere
birlikte muamele edilmis ve hiicrelerde oldukc¢a fazla sayida apoptotik badi
olusumuna neden oldugu gozlenmistir (Sekil 3.2.3.9),

ATRA’nin 50 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 pM’lik dozu ve
Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu birlikte muamele edildiginde hiicrelerde apoptotik
badi olusumu gozlenmistir, bu oranin ATRA’nin 50 uM ’lik dozu ve Paklitakselin
2,5 nM’lik dozu ile kombinasyonundan daha az oldugu saptanmistir (Sekil 3.2.3.h
ve Sekil 3.2.3.9),
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ATRA’nin 150 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 pM’lik dozunun
hiicrelere uygulanmasi sonucunda hiicrelerde apoptotik badi olusumu gézlenmistir
(Sekil 3.2.4.1),

ATRA’nin 150 uM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu hiicrelere
birlikte uygulandiginda diger kombinasyon uygulamalarina karsin daha az
apoptotik badi gozlendigi goriilmiistiir. Aynt sonu¢ OVCAR-3 hiicrelerine
uygulanan Karboplatinin 100 uM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile
kombinasyonunun muamelesinde de gortilmiustiir (Sekil 3.2.4.1. ve Sekil 3.2.4.j),

ATRA’nin 150 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 uM’lik dozu ve
Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu birlikte muamele edildiginde hiicrelerde apoptotik
badi olusumu gézlenmistir (Sekil 3.2.4.k).

Tek basina OVCAR-3 hiicreleri ile yapilan doza bagli uygulamalarda
ATRA’nin en az apoptotik badi olusumuna yol agtig1 goriilmiistiir. Karboplatinin
150 uM’lik dozu ve Paklitakselin 5 nM’lik dozu tek basina yapilan uygulamada
en etkindir. Kombinasyon uygulamalar1 arasinda DAPI boyama sonucu en fazla
apoptotik badi olusumu, ATRA’nin 150 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 uM’lik
dozu ve Paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun birlikte uygulandigi kombinasyon,
ATRA’nin 50 uM ’lik dozu ve Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile uygulanan
kombinasyon ve ATRA’nin 150 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 uM’lik dozunun
birlikte uygulandigi kombinasyonlar olarak saptanmistir (Sekil. 3.2.4.1, Sekil
3.2.3.h ve Sekil 3.2.4.1).
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3.3. Kaspaz 3 Elisa Kolorimetrik Testi

300 oDMSO

BEATRA 50 pM
OATRA 90 puM
OATRA 150 puM
BATRA 180 uM

OATRA 250 uM

]
=]
=]

B Paklitaksel 1.25 nM
OPaklitaksel 2.5 nM
150 W Paklitaksel 5 nM

B Karboplatin 50 uMhM
OKarboplatin 100 pM

100 OXarboplatin 150 pM

Kaspaz-3 aktivitesi ( %'de kontrol )

BATRA 50uM & Karboplatin 100puM
BATRA 50uM & Paklitaksel 2.5 nM
50
B Karboplatin 100uM & Paklitaksel 2.5 nM

BATRA 150uM & Karboplatin 100uM

OATRA 150uM & Paklitaksel 2,5nM

1 OATRA 50uM & Karboplatin 100puM &
Paklitaksel 2 5nM

OATRA 150uM & Karboplatin 100pM &
Paklitaksel 2.5nM

inkiibasyon zamam ( 12 saat)

Sekil 3.3.1. OVCAR-3 hiicrelerinin ATRA, Paklitaksel ve Karboplatin ile tek baglarina ve
kombine olarak 12 saatlik muamelesi sonucunda elde edilen Kaspaz-3 sonuglari, (*)
isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 gostermektedir, Anlamlilik degeri

p<0,05

Maddelerle muamele siiresi bitiminde kaspaz-3 aktivitesindeki
degisimler kontrol grubu baz alinarak saptanmistir. Kontrol grubunun kaspaz-3
aktivitesi % 100 olarak kabul edilmistir.

OVCAR-3 hiicreleri ile 12 saat boyunca muamele edilen ATRA’nin
uygulanan 50 uM, 90 uM, 150 uM, 180 uM ve 250 uM’lik dozlarinin her
birisinde kaspaz-3 aktivitesi saptanmistir. ATRA’nin 90 uM’lik dozu ile 150
uM’lik dozlart OVCAR-3 hiicre hattinda yakin oranda kaspaz-3 aktivesi
gostermektedir. Caligmada kullandigimiz ATRA’nin en yiiksek dozu olan 250

uM’lik derisimi en fazla kaspaz-3 aktivitesi gostermistir.
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ATRA’nin doza bagh olarak 12 saat muamelesi sonucu OVCAR-3
hiicrelerinde neden oldugu kaspaz-3 aktivitileri kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde;

ATRA’nin 50 uM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 53,

ATRA’nin 90 uM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 56,

ATRA’nin 150 uM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 84,

ATRA’nin 180 uM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 64,

ATRA’nin 250 uM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 93 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.3.1).

Hiicrelere uygulanan Paklitaksel, kaspaz-3 aktivitesini uygulanan doz
derisimiyle dogru orantili olarak artmistir. Paklitakselin doza bagli olarak 12 saat
muamelesi sonucu OVCAR-3 hiicrelerinde neden oldugu kaspaz-3 aktiviteleri
kontrol grubuna gore degerlendirildiginde;

Paklitakselin 1,25 nM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 62,
Paklitakselin 2,5 nM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 78 ,
Paklitakselin 5 nM’lik doz uygulamasinda kaspaz-3 aktivitesi % 129 artmustir.

Karboplatinin belirlenen dozlart OVCAR-3 hiicre hatt1 ile 12 saat

boyunca muamele edildiginde kontrol grubuna gore kaspaz-3 aktiviteleri ;
Karboplatinin 50 uM’lik doz uygulamasinda % 129 ,
Karboplatinin 100 uM’lik doz uygulamasinda % 80,
Karboplatinin 150 uM’lik doz uygulamasinda % 73 artmustir (Sekil 3.3.1).

Maddelerin kombinasyonlarinin OVCAR-3 hiicreleri ile 12 saat
muamelesi sonucu, kontrol grubuna gore meydana gelen kaspaz-3
aktivitelerindeki artis;

ATRA’nin 50 uM’lik dozunun Karboplatinin 100 uM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 82,

ATRA’nin 50 puM’lik dozunun Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 72,

Karboplatinin 100 uM’lik dozunun Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 59’dur.

ATRA’nin 150 pM’lik dozunun Karboplatinin 100 pM’lik dozu ile birlikte

uygulanmasi sonucu % 75,

73



ATRA’nin 150 uM’lik dozunun Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 59,

ATRA’nin 50 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 uM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5
nM’lik dozu ile birlikte uygulanmasi sonucu % 104,

ATRA’nin 150 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 puM’lik dozu ve Paklitakselin
2,5 nM’lik dozu ile birlikte uygulanmasi sonucu % 147’dir.
ATRA’nin 50 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 uM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5
nM’lik dozu hiicrelere birlikte uygulandiginda, uygulanan ikili kombinasyonlara
oranla daha fazla kaspaz aktivitesi gostermistir. Atra 150 uM’lik dozu,
Karboplatinin 100 uM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu hiicrelere birlikte
uygulandiginda kaspaz-3 aktivitesinde onemli oranda artis oldugu saptanmistir

(Sekil 3.3.1).

300 ODMSO

BATRA 50 uM

*

l . OATRA 90 pM
OATRA 150 pM
BATRA 180 puM
OATRA 250 pM
mPaklitaksel 1,25 nM
OPaklitaksel 2.5 nM

* *

150 + * W Paklitaksel 5 nM

B Karboplatin 50 pM

OKarboplatin 100 uM
100 +H

Kaspaz-3 aktivitesi ( %'de kontrol )

OKarboplatin 150 uhM

BATRA 50uM & Karboplatin 100puM
BATRA 50uM & Paklitaksel 2.5 nM

B Karboplatin 100uM & Paklitaksel 2.5 nh

BATRA 150uM & Karboplatin 100puM

OATRA 150uM & Paklitaksel 2.5nM

1

. OATRA 50uM & Karboplatin 100uM &

Inkiibasyon zamamni ( 24 saat) Paklitaksel 2.5nM

OATRA 150uM & Karboplatin 100pM &
Paklitaksel 2.5nh

Sekil 3.3.2. OVCAR-3 hiicrelerinin ATRA, Paklitaksel ve Karboplatin ile tek baglarina ve
kombine olarak 24 saatlik muamelesi sonucunda elde edilen Kaspaz-3 sonuglari, (*)

isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 géstermektedir, Anlamlilik degeri
p<0,05

ATRA, Karboplatin ve Paklitaksel tek baglarina ve kombinasyonlar
halinde OVCAR-3 hiicre hattina 24 saat siireyle uygulanmistir. ATRA’nin
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uygulanan 150 uM’lik dozu ile 180 uM’lik dozu benzer kaspaz-3 aktivitesi
gostermisken, ATRA’nin 250 puM’lik doz uygulamasi hiicre hattinin kaspaz-3
aktivitesinde Onemli oranda artis meydana getirdigi saptanmistir. Doza bagl
olarak ATRA ile muamele sonucunda kontrol grubuna gére kaspaz-3 aktivasyon
oranlari;

ATRA’nin 50 uM’lik doz uygulamasinda % 29,

ATRA’nin 90 uM’lik doz uygulamasinda % 58,

ATRA’’nin 150 uM’lik doz uygulamasinda % 60,

ATRA’nin 180 uM’lik doz uygulamasinda % 12

ATRA’nin 250 uM’lik doz uygulamasinda % 159°dur.

Paklitakselin doza bagli olarak 24 saat muamelesi sonucu OVCAR-3
hiicrelerinde neden oldugu kaspaz-3 aktivitileri kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde;

Paklitakselin 1,25 nM’lik doz uygulamas1 kaspaz-3 aktivitesini % 18,

Paklitakselin 2,5 nM’lik doz uygulamasi kaspaz-3 aktivitesini % 45,

Paklitakselin 5 nM’lik doz uygulamasi kaspaz-3 aktivitesini % 59 oraninda
arttirmistir.

Karboplatinin belirlenen dozlart OVCAR-3 hiicre hatt1 ile 24 saat
boyunca muamele edildiginde kontrol grubuna gore kaspaz-3 aktivitelerini ;

Karboplatinin 50 uM’lik doz uygulamasi % 16,

Karboplatinin 100 uM’lik doz uygulamas1 % 43,

Karboplatinin 150 uM’lik doz uygulamasi % 34 oraninda arttirmistir (Sekil
3.3.2).

ATRA’nin 150 pM’lik dozu ile Paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun ayni
anda hiicrelerle muamelesinde kaspaz-3 aktivitesinin ileri derecede arttirmistir.
ATRA ve Paklitakselin kombinasyon olarak uygulanmasi1 tek baslarina
uygulandiklarindan daha yiiksek kaspaz-3 aktivitesi meydana getirmistir.
ATRA’nin 50 pM’lik dozu, Karboplatinin 100 pM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5
nM’lik dozunun ayni anda hiicrelere uygulanmasi sonucu kaspaz-3 aktivitesinde
ilaglarin tek baslarina meydana getirdiklerinden daha yiiksek kaspaz-3 aktivitesi
meydana getirdigi saptanmistir. S6z konusu kombinasyonun OVCAR-3

hiicrelerinde meydana getirdigi kaspaz-3 aktivitesi ATRA’nin 150 uM’lik dozu,
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Karboplatinin 100 puM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun
kombinasyon olarak meydana getirdigi kaspaz-3 aktivitesinden daha yiiksek
orandadir. Uygulanan kombinasyonlarin kontrol grubuna goére OVCAR-3
hiicreleri tizerinde meydana getirdikleri kaspaz-3 aktivasyonlarindaki artig orani ;
ATRA’nin 50 puM’lik dozunun Karboplatinin 100 pM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 14,
ATRA’nin 50 uM’lik dozunun Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 78,
Karboplatinin 100 uM’lik dozunun Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 106,
ATRA’nin 150 uM’lik dozunun Karboplatinin 100 puM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 46,
ATRA’nin 150 uM’lik dozunun Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ile birlikte
uygulanmasi sonucu % 151,
ATRA’nin 50 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 pM’lik dozu ve Paklitakselin 2,5
nM’lik dozu ile birlikte uygulanmasi sonucu % 113,
ATRA’nin 150 uM’lik dozu, Karboplatinin 100 uM’lik dozu ve Paklitakselin
2,5 nM’lik dozu ile birlikte uygulanmasi sonucu % 107°dir (Sekil 3.3.2).
ATRA’nin uyguladigimiz en yiliksek dozu olan 250 uM’lik dozu ile 24

saat muamele edilen OVCAR-3 hiicrelerinde meydana gelen kaspaz-3
aktivitesi,12 saat muameleye oranla daha yiiksektir. ATRA, Karboplatin ve
Paklitakselin diger tiim tekli uygulamalarinda ve kombinasyonlarinda saptanan
kaspaz-3 aktivitelerinin 12 saatlik uygulamalarda daha yiiksek oldugu
saptanmugtir (Sekil 3.3.1 ve Sekil 3.3.2).

3.4. RT-PCR Bulgular

OVCAR-3  hiicreleri 24 saat boyunca ATRA, Paklitaksel ve
Karboplatinin farkli dozlar1 ve kombinasyonlar1 ile muamele edilmistir.
Sentezlenen cDNA 06rnekleri kalip olarak kullanilarak Ki-67, COX-2, VEGF,
IRS-1 ve 18s rRNA gen primerleri ile RT-PCR yapilmistir. Elde edilen gen
triinleri  Rotor-Gene Q Series Software Version 2.0.2 kullanilarak

goriintiilenmistir.
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Sekil 3.4.2. Test maddelerinin uygulandig1 6rneklerde IRS-1 genine ait amplifikasyon egrileri

78



110

100 1

90 1

80 1

70+

60

50+

Fluorescence

40

301

20

104

g' 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

50

Sekil 3.4.3. Test maddelerinin uygulandig: 6rneklerde VEGF genine ait amplifikasyon egrileri
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Muamele edilen ATRA’nin 50 pM’lik dozu, aktivasyon durumlarina
bakilan genlerin seviyelerinden Ki-67 gen anlatim seviyesinde kontrol grubuna
gore % 36 azalmaya neden olmustur (Tablo 3.4.1).

ATRA’nin 90 uM’lik doz uygulamasi aktivasyonu incelenen genlerden
IRS-1 gen ifadesinde, kontrol grubuna gore % 73 oraninda azalma gdstermistir,
Ki-67 ifadesinde % 57 ve COX-2 geninin anlatim seviyesinde de azalmaya neden
olmustur (Tablo 3.4.1).

ATRA’nin 150 uM’lik doz uygulamasi, IRS-1 gen ifadesini % 85
oraninda ve COX-2 gen ifadesinde de kontrol grubuna oranla azaltmistir (Tablo
3.4.1).

Muamele edilen ATRA’nin 180 uM’lik dozu, aktivasyon durumlarina
bakilan gen seviyelerinden COX-2’nin ifadesinde azalma meydana getirmistir,
Ki-67 gen ifadesini % 87, VEGF gen ifadesini ise % 97 oraninda azaltmistir
(Tablo 3.4.1).

ATRA’nin 250 uM’lik dozu; IRS-1 gen ifadesini % 90, Ki-67 gen
ifadesini % 47, VEGF gen ifadesini % 92 oraninda azaltmistir. Kontrol grubuna
gore COX-2 gen ifadesinde de azalmaya neden olmustur (Tablo 3.4.1).

OVCAR-3 hiicreleri ile muamele edilen Karboplatinin 50 uM’lik doz
uygulamasi, anlatim seviyesine bakilan genlerden COX-2 gen ifadesinde
azalmaya neden olurken, VEGF gen ifadesinde de yiiksek oranda azalmaya neden
oldugu saptanmigtir (Tablo 3.4.1).

Karboplatinin 100 pM’lik ve 150 uM’lik doz uygulamalari, COX-2 gen
ifadesi lizerinde azalmaya neden olmustur (Tablo 3.4.1).

Paklitakselin 1,25nM’lik doz uygulamast OVCAR-3 hiicrelerinde IRS-1
gen ifadesinde % 90 oraninda inhibasyona neden olurken, Ki-67 gen ifadesinde
%60 oraninda azalmaya neden olmustur. COX-2 gen ifadesinde de azalma
meydana getirmistir (Tablo 3.4.1).

Paklitakselin 2,5 nM’lik doz uygulamas: sonucunda; IRS-1 gen
ifadesinde % 76, Ki-67 gen ifadesinde % 52 azalma saptanmistir. COX-2 gen
ifadesinde de azalma meydana getirmistir (Tablo 3.4.1).
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Paklitakselin 5 nM’lik dozu ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde,
VEGF geninin ifadesinde % 77 oraninda azalma saptanmistir. COX-2 gen
ifadesinde de azalma meydana getirmistir (Tablo 3.4.1).

ATRA’nin 150 uM’hik dozu, Paklitakselin 2,5 nM’hik dozu ve
Karboplatinin 100 uM’lik dozlari ile kombinasyon muamelesi sonucu, hiicrelerin
COX-2 gen aktivasyonnunu neredeyse inhibe etmistir. ATRA’nin 50 pM’lik
dozu, Paklitakselin 2,5 nM’lik dozu ve Karboplatinin 100 puM’lik dozlarmin
kombinasyon olarak uygulanmasi sonucu; IRS-1 gen ifadesinde % 56, COX-2
geninin ifadesinde % 57, VEGF gen ifadesinde % 73 azalma meydana geldigi
saptanmustir (Tablo 3.4.1).

ATRA’nin 50 uM’lik dozu ile Karboplatinin 100 uM ’lik dozunun
kombinasyonu sonucu; VEGF gen ifadesinde % 8 oraninda, IRS-1 gen ifadesinde
ise % 39 oraninda azalma goriilmistiir (Tablo 3.4.1).

ATRA’nin 150 pM’lik dozu ile Karboplatinin 100 pM’lik dozunun;
Paklitaksel 2,5 nM ile Karboplatin 100 uM ’lik dozunun ve ATRA 50 uM’lik
dozu ile Paklitakselin 2,5 nM’lik dozlarinin kombine muamelesi sonucu COX-2
gen ifadesinde kontrol gruplarma gore azalma meydana geldigi belirlenmistir
(Tablo 3.4.1).
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Tablo 3.1. ATRA, karboplatin ve paklitakselin tek baslarina ve kombine olarak uygulamalarinin
Ki-67, VEGF, COX-2, IRS-1 ve 18S rRNA gen ifadelerinde meydana getirdigi

degisiklikler
No | Ornek ismi IRS- Ki- COX- VEGF/18s
1/18srRNA 67/18srRNA 2/18srRNA SrRNA

1. Kontrol 0,001616 0,001624 6,2063E-07 0,004757
2. Coziicii kontrol 0,025629 0,37593 7,5388E-05 0,114314

(DMSO)
3. ATRA 50 uM 9,53E-05 0,001039 7,7704E-05 7,44E-05
4, ATRA 90 uM 0,000439 0,001033 1,0423E-06 9,98E-05
5. ATRA 150 uM 0,000236 0,004851 2,4767E-05 1,83E-05
6. ATRA 180 uM 0,001959 0,002032 5,4853E-06 0,000155
7. ATRA 250 uM 0,000164 0,000868 1,9575E-05 0,000364
8. Karboplatin 50 uM 0,003429 0,008836 3,6474E-05 0,00104
9. Karboplatin 100 uM 1,54E-08 4,98E-06 1,7337E-07 9,86E-07
10. | Karboplatin 150 uM 0,001875 9,4E-06 0,0012664 9,26E-06
11. | Paklitaksel 1,25 nM 0,000156 0,000656 1,6682E-06 1,56E-07
12. | Paklitaksel 2,5nM 0,000382 0,000774 2,5938E-06 7,48E-06
13. | Paklitaksel 5 nM 0,002912 0,007906 0,0111973 0,001112
14. | ATRA150pM&Paklitaksel 2,5nM | 0,049286 0,504493 7,4961E-05 0,25796
15. | ATRA150uM&Paklitaksel 2,5nM

& Karboplatin 100 uM 0,005442 0,015627 0,0001193 0,017507
16. | ATRAS0uM& Paklitaksel 2,5nM

& Karboplatin 100 pM 0,000704 1 3,9551E-06 0,001307
17. | Paklitaksel2,5nM&Karboplatin100

uM 0,004043 0,023154 3,638E-06 0,010723
18. | ATRA 50pM &

Karboplatin100 pM 0,000981 0,003289 7,7325E-06 0,004372
19. | ATRA150uM& Karboplatin 100

uM 0,002616 0,015541 5,1174E-06 0,017064
20. | ATRA50puM& Paklitaksel 2,5nM 0,063645 | 0,060045 |0,0114587 | 0,064075
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4.TARTISMA VE SONUC

Hiicre kiiltiirleri, yeni ilag adaylarinin etkilerinin belirlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Yeni ila¢ adaylarmin bilinen ya da etki etmesi diisiiniilen
molekiiler hedefler iizerinde neden olduklar etkiler boylece belirlenebilmektedir.
Gelistirilmis kanser ilag bilesenlerinin hiicre fenotipinde meydana getirdigi
degisiklikler nedeni ile yenilenen tiimor biyiimesi, klinik uygulamalarda
beklenmeyen sonuglarin alinmasina neden olmaktadir. Klinikte goriilen bu
sonuclarin nedenlerinin tahmin edilebilmesi i¢in insan tek tabakali kanser hiicre
hatlariin kullanimi olduk¢a yaygindir ve dnemli bir belirleyicidir. Calismalar
farkli hiicre hatlar1 lizerinde yapilmaktadir. Bu durum primer tiimérlerde meydana
gelen genomik degisimler hakkinda genis veritabani olusumunu saglamaktadir.
Boylece hedeflenen inhibitdre yonelik tepkilerin belirlenmesi klinik bulgularin
aciklanabilmesine de olanak saglamaktadir (Gullbo ve ark 2011).

Bat1 {ilkelerinde ovaryum kanseri, jinekolojik kanserler arasinda 2.
yiiksek 6liim oranina sahiptir (Schlosshauer ve ark 2009). Cerrahi miidahale ve
kemoterapi sonrasinda hastaligin tiim evrelerinde % 45 sagkalim, ilerlemis
evrelerinde ise % 30 sagkalim goriilmektedir. Erken evrelerinde ovaryum kanseri,
cerrahi miidahaleleri takip eden platin ve taksan igeren kemoterapiye karsi
duyarhdir. Fakat ileri derecede ovaryum kanseri goriilen kadinlarda, hastalik
tekrar etmekte ve ilave bir tedaviyi gerektirmektedir (Modesit ve Parsons 2010).
Ikinci etapda tedavi platin icerikli bilesikler ile gemcitabine, topotecan, etoposide,
S5-flourouracil ve kombinasyonlariyla devam etmektedir (Schlosshauer ve ark.
2009).

ATRA, 9-cis retinoik asit gibi vitamin A analoglari, klinikte bir¢ok
dermotolojik, hematopoietik ve kanser tedavilerinde kullanilmaktadirlar

Kemoterapotik ajan olarak kullanilabilen ATRA nin;

» AP-1 (aktivasyon protein-1) aktivitesini represe edilerek,
» TGF-p gibi supresor biiyiime faktorlerini indiikleyerek,
» G fazina spesifik olan gen ekspresyon diizenlemelerini yaparak, etki ettigi

bilinmektedir (Sherman ve ark. 2011).
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Retinoik asitler epitelyal dokularda gelisim ve onarimdan sorumludur.
Baz1 kanser hiicrelerinde de ¢ogalmayi ve hiicre gelisimini engellemektedir.
Retinoik asitler akciger, 16semi, cilt, gogiis, prostat, ovaryum kanseri gibi birgok
kanser tiirlinde hem tedavi hemde koruma amacl kullanilmaktadir. Fakat halen
retinoik asitlerin kanser hiicre biiyiimesini nasil inhibe edebildigi anlagilamamistir
(Um ve ark. 2001).

Retinoik asitler anti tiimor etkilerini tiimor hiicrelerinin farklilagsmasini
indiikleyerek  gostermektedirler. Farklilasmayi niikleusdaki retinoik asit
reseptorleri ve retinoid X reseptorleri araciligi ile ya da sitoplazma da bulunan
hiicresel retinoik asit baglayic1 proteinler iizerindeki gen ekspresyonlarina etki
ederek gergeklestirmektedirler. Boylece metabolizmalar1 ve hiicreye alinimlari
degismektedir. Retinoidlerin etkiledigi bir¢ok reseptér ve gen ekspresyon
yolaklari, retinoidlerin birgok hiicresel siiregte etkin olarak rol aldiginin
gostergesidir. ‘‘Carter ve Bellido (1999)’” RL92-2 (Endometriyum kanser hiicre
hatt1) ile yaptiklar1 calismada retinoik asitlerin tirozin fosfatlayici proteinleri
inhibe ettigini rapor ettigi bulgularina dayanarak sinyal iletiminden sorumlu
tirozin kinazlarin anti-kanser ila¢ gelisiminde hedef olarak alinabilecegi rapor
etmislerdir.

““‘Carpentier ve ark. (1998)’” yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, HL60 hiicre
hattinda normal sartlar altinda ATRA’nin farklilasmay:1 indiikledigini fakat
apoptoza neden olmadigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde 9-cis retinoik asit de
HL60 hiicrelerinde bazi spesifik kiiltiir sartlar1 altinda apoptozu indiiklemektedir.
Mekanizmast tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte ATRA’nin etoposide,
camptothecin ve actinomycin~D gibi antikanser ilaglarinda apoptoz indiikleme
etkisini inhibe ettigi diisliniilmektedir. Ancak ATRA’nin hiicrede apoptoz
inhibitérii olan bcl-2 konsantrasyonunu azalttigi rapor edilmistir. Kiiltir
ortaminda goriilen apoptoz ayni zamanda biriken kiiltiir bilesenleri nedeniylede
olabilmektedir. Kiiltiir kosullarinda goriilen parametrelerdeki degisimin olduk¢a
genis olmasi nedeni ile yapilan ¢alismalar tekrarlanabilir olmayabilmektedir. Bu
durumda her yeni calismada farkli bir sonu¢ elde edilebilmesi miimkiindiir.
Normal kiiltiir sartlarinda azalan FCS miktarinin, hiicrelerde apoptozu indiikledigi

bilinmektedir. ATRA ile muamele edilen hiicrelerden diisiik FCS oranina sahip

86



hiicre hatlarinda apoptozun arttigi rapor edilmistir. Elde edilen bu sonug
“‘Carpentier ve ark. (1998)’tarafindan ATRA’nin plazma proteinlerine baglanma
ozelligi ile aciklanabilmektedir. Diisiik FCS’li ortamda serbest kalan ATRA,
apoptozu daha yiiksek oranda indiikleyebilmektedir. FCS konsantrasyonunun
yiiksek oldugu kiiltiir kosullarinda, serbest kalan ATRA miktar1 diiseceginden
indiiklenebilen apoptoz oranida azalmaktadir.

ATRA, gogiis kanseri, akciger kanseri gibi birgok kanserli hiicre hattinda
apoptozisi indiiklemektedir. ‘“Ye ve ark. (2004)’’, MCF-7 (gogiis kanserli hiicre
hatt1) ve  MGC80-3 (mide kanser hiicre hatt1) hiicre hatlarinda ATRA’nin
hiicrelerin biiyiimesini inhibe ettigini MTT yontemi ile saptamiglardir. ATRA ile
muamele edilen hiicrelerde apoptoz belirtileri olan, niikleus kondensasyonunun ve
kromatin fragmantasyonunun DAPI boyama ile ag¢ik olarak goriildigiini
bildirmislerdir.

ATRA ovaryum kanser hiicre biliylimesini, hiicre siklusunu GO0/G1
fazinda tutuklayarak durdurmaktadir. RAR ve RXR-a reseptorlerinin niikleusda
fazla eksprese edilmesi ovaryum hiicre hattinda ATRA’ya kars1 direncin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Fields ve ark., 2007).

Kemoterapotikler viicudu istila eden c¢esitli parazit ya da
mikroorganizmalara karsi kullanilan ajanlardir. Organizmanin kendi hiicrelerinden
olusan tiimor hiicreleri, normal dokulardaki hiicrelerden farkli morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikler tasidiklarindan kanser tedavisinde de kemoterapotiklerden
yararlanilmaktadir. Kanser tedavilerinde kemoterapinin temel ilkesi normal doku
hiicrelerinden hizl1 ¢ogalma gostermesi gibi secici bir 6zellik baz alinarak uygun
ajanin se¢imidir. Organizmanin saglikli dokularma hasar vermeden, belirlenen
timorli doku hiicreleri {izerinde gerektigi kadar toksik etki olusturabilmektir.
Kanser tedavilerinde kullanilan bir¢ok ilag, reseptor ya da mitokondri aracili
yolaklara etki ederek apoptoz mekanizmasi iizerinden hedef kanser hiicrelerini
oldiirmektedir. Mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen degisim
sonucu sitokrom-c, mitokondriden salinmakta ve kaspazlar aktive edilmektedir.
Kemoterapide kullanilan ajanlardan olan sisplatin, etoposid, doksorubisin gibi
ajanlar Fas aktivasyonuna neden olarak bircok tiimor hiicre hattinda apoptoza

neden olmaktadir (Diilger 2011; Vermeulen ve ark. 2005).
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Ovaryum kanserli hiicrelerde anjiyogenez, hiicre canliligi, hiicre
bliylimesi ve metastaz gibi biyolojik olaylarin mekanizmalarinin anlasilmasi
lizerine yeni nesil tedavilerde bu siire¢ler hedef alinarak farkli ajanlarin
uygulanmaya baslanmasi s6z konusudur. Ovaryum kanserinde cerrahi
midahelenin ardindan, hastalifin tekrar ilerlemesini engellemek i¢in uygulanan
yontem kemoterapi ile devam etmektir. Yillardir karboplatin ve paklitaksel
kombinasyon  olarak  ovaryum  kanserinde, = kemoterapi  tedavisinde
kullanilmaktadir. Hastaligin bu kombinasyona optimum yanitlar verdigi yapilan
caligmalarca desteklenmektedir (Pliarchopoulou ve Pectasides, 2011; DiSaia ve
Bloss 2003).

MTT testinin en biiyiikk avantaji basit ve hizli bir yontem olmasidir.
llaglarin birden fazla konsantrasyonlar: ayni anda calisilabilmektedir. Hiicre
proliferasyonu ya da dliimiine neden olan birgok etmen belirlenebilmektedir. Elde
edilen veriler bircok farkli yontemin de uygulabilirligine 151k tutmaktadir
(Campling ve ark, 1991).

Calismamizda OVCAR-3 hiicre hattina ATRA’nin farkli dozlar tek
basmna ve klasik kemoterapdtikler ile kombine uygulanarak arastirilmistir.
Hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesinde MTT testi kullanilmaistir.
ATRA, OVCAR-3 hiicre hatt1 {izerinde doza ve zamana bagl olarak sitotoksik
etki gostermistir. ATRA nin MTT testi sonuglari dogrultusunda segilen dozlari,
apoptotik etkinin saptanabilmesi icin OVCAR-3 hiicreleri ile 12 saat muamele
edilmistir. Muamele sonrasi apoptoz belirtecleri olan apoptotik badi olusumlari
DAPI boyama yapilarak gézlemlenmis ve fotograflanmistir.

Karboplatinin ve Paklitakselin tez c¢alismasinda uygulanan dozlar
yapilan literatlir ¢alismasi sonucunda secilmistir ‘‘Smith ve ark. (2005)”
OVCAR-3 hiicre hattina 24 saat boyunca muamele ettikleri karboplatin i¢in ICs
degerini 22.2 uM, Paklitaksel i¢in 1.4 nM olarak belirlediklerini rapor etmislerdir.
Tez caligmamizda 24 saat muamele sonunda Karboplatin ve Paklitaksel i¢in 1Cs
degerleri sirast ile 100 pM ve 2.5 nM olarak belirlenmistir. 1Cso degerleri
arasindaki bu farkliligin uygulanan hiicre sayisinin ve maddesiz inkiibasyon
zamaninin farkli olmasina bagliyoruz. ‘‘Smith ve ark. (2005)’’ nin, 96’11 plakaya

ektikleri  hiicre  sayist 3500  (hiicre/kuyucuk), bizimki ise 5000
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(hiicre/kuyucuk)’dir. Ayn1 zamanda ‘Smith ve ark. (2005)’’ yaptiklar1 ¢calismada
hiicreleri maddesiz 24 saat inkiibasyona birakmislardir, bizim c¢alismamizda ise
hiicreler maddesiz olarak 48 saat inkiibasyona birakilmisdir.

Apoptoz, gelismis organizmalarda hasar gormiis, infekte edilmis,
hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasi igin gergeklestirilen kontrollii hiicre
Olimiine verilen isimdir. Hiicre tarafindan genetik olarak kontrol edilen bu
mekanizma, organizmanin gelismesinde, dokularda dengenin saglanmasinda ve
immiin sistemin etkisini gostermesinde islevsel olan temel siiregtir. Bu nedenden
dolay1r mekanizmada meydana gelen bir aksaklik, patolojik bir¢ok durumun ortaya
¢ikmasina, otoimmunite de dejeneratif bir¢ok diizensizligin belirmesine ve kanser
gelisimine neden olmaktadir (Adams 2003).

Mitokondriyal membranda meydana gelen permeabilite (MMP)
degisimleri hiicre 6liimii iizerinde ¢ok dnemli rol oynamaktadir. MMP internal yol
ile baglayan apoptozun ya da apoptotik olmayan diger hiicre oliimleri igin
yolaklarin geri doniisiimsiiz olarak baslatilmasindan sorumludur. Stres kosullari
altinda hiicrede olusan letal ve yasamsal sinyaller mitokondri membranlarinca
belirli diizeylerde alinmaktadir. Eger letal sinyaller baskinsa membran
gecirgenliginde gerekli diizenlenmeler yapilarak katastrofik tepkimelerin
baslatilmasi saglanmaktadir. Boylece hiicrenin 6liimii ile sonlanacak olaylar dizisi
baslatilmis olmaktadir (Galluzzi ve ark. 2009).

Kaspaz-3 apoptozda siklikla aktive edilen Oliim proteazidir. Hiicre
yasami i¢in hayatsal 6nem tasiyan bir¢ok proteinin kirilmasinda gorev almaktadir.
Hiicrede kaspaz-3’iin aktive edilmesi sitokrom c salinimi ile baglantili ya da
baglantisiz olarak gerceklesebildigi gibi kaspaz-9 aktivasyonu ile de
olabilmektedir. Beyinde gelisim ve doku dengesinin saglanmasinda
gerceklestirilen programli hiicre oOliimlerinde kaspaz-3 aktivasyonu siklikla
gerceklesmektedir. Bir¢ok dokuda ve de hiicre hatlarinda da kaspaz-3 aktivasyonu
hiicre Oliimiinden sorumlu tutulmaktadir. Kaspaz-3 apoptozun Onemli
belirteclerindendir ve aktive oldugu belirlenen tiim hiicrelerde apoptotik kromatin
kondensasyonu ve DNA fragmantasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle kaspaz-
3 hiicre biitiinliigliniin bozulmasinda esas olan proteazdir (Porter ve Jénicke

1999).
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“Ekber ve ark. (2006)” U-937 (losemili hiicre hatti-monoblast)
hiicreleri ATRA’ nin 100uM’lik dozu ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonucu
yiiksek kaspaz-3 aktivitesi gosterdigini rapor etmislerdir.

OVCAR-3 hiicreleri ile 12 saat ve 24 saat boyunca muamele edilen
ATRA’nin ¢alismamizda kullandigimiz her doz uygulamasinda, kontrole gore
anlaml kaspaz-3 aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Kullandigimiz ATRA nin en
yiiksek dozu olan 250 uM’lik derisimi 24 saat muamele sonunda ¢ok yiiksek
kaspaz-3 aktivasyonu gostermistir.

Ovaryum kanserinde hiicre biiyiimesini inhibe etmek i¢in denenmis
kemoterapétik yelpazesi ¢ok genistir. En yaygin olarak kullanilan alkilleyici ve
platin tiirevleri olan paklitaksel ve sisplatin kullanimidir (Fields ve ark. 2007).
Cisplatin ve analoglar1 (CDDP) ileri ovaryum kanser tedavilerinde kullanilan
standart kemoterapdtiklerdir. Bugilin etki mekanizmasi en iyi bilinen ajanlardir
(Zhong ve ark 2007). Maalesef ilaca karsi edilen direng, hastalarda tedavinin
etkisiz kalmasina neden olmaktadir ( Fields ve ark. 2007).

Karboplatin tek basina ovaryum kanser tedavilerinde kullanilan bir
ajandir. Alkilleyici bir ajan olan karboplatin DNA sarmallarina baglanmaktadir.
DNA replikasyonuna engel olarak apoptozise neden olmaktadir (Schlosshauer ve
ark. 2009).

Ovaryum kanseri erken teshisde cerrahi miidahelenin ardindan
paklitaksel ~kemoterapisine karst duyarlidir. Fakat ilerlemis ovaryum
kanserlerinde, hastaligin tekrar1 goriillmektedir. Bu durumda yeni bir tedavi
seklinin uygulanmas1 gerekmektedir (Modesit ve Parsons 2010).

Calismamizda kanser tedavilerinde siklikla kullanilmakta olan ve klasik
kemoterapoétikler olarak bilinen Karboplatin ve Paklitaksel doza ve zamana baglh
olarak OVCAR-3 hiicre hattina uygulanmistir. Zamana bagli olarak ajanlarin
hiicreler tizerinde sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. Her iki ajanin MTT testi
sonucuna bakilarak secilen dozlarinin meydana getirdigi apoptotik etkilerin
morfolojik olarak saptanmasi amaciyla DAPI boyama yapilmistir. Boyama
sonucu apoptotik badi olusumlar1 gozlemlenmis ve fotograflanmistir. Dozlarin

zamana bagli olarak olusturduklart kaspaz-3 aktiviteleri Caspase 3 Elisa
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kolorimetrik kitler kullanilarak saptanmis ve kontrol grubuna goére anlamli
sonugclar elde edilmistir.

Kanser kemoterapisinde amag etkili bir tedavi ile hastalifin tamamen
ortadan kaldirilabilmesidir. Kemoterapik uygulamalar1  gelistirmek i¢in
onerilerden birisi de toksik ajanlarin kombine kullanilmasidir (Villasana ve ark.
2010).

Literatiirde OVCAR-3 hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarda, hiicre hattinin
platin tiirevli ajanlara ve Paklitaksele kars1 gosterdigi direncden siklikla
bahsedilmektedir. Ilaglarin hiicre hattina olan etkilerini arttirmak icin farkli ajanlar
yada inhibitorlerle kombinasyon uygulamalart yapilmaktadir. ‘‘Schlosshauer ve
ark. (2009)”” TOV-112D, A2780, ES2, OV90, SKOV3 ve OVCAR-3 hiicreleri
tizerinde Karboplatin ve Rapamycin tek baslarina ve kombinasyon olarak
uygulamislar ve OV90, SKOV3 ve OVCAR-3 hiicre hatlarinin karboplatine karsi
direncli oldugu saptamislardir. Fakat Rapamycin ve Karboplatinin kombine olarak
uygulandiklar1 c¢aligsmada, tek basina uygulanan ajanlara oranla biiylik 6l¢iide
biliylimenin biiyiik 6l¢iide inhibe edildigini gézlemlemislerdir. Ayrica A2780 ve
PA-I hiicrelerinde kombinasyon uygulamanin apoptotik hiicre sayisini arttirdigini
rapor etmislerdir.

Calismamizda ATRA, karboplatin ve paklitaksel sitotoksik etkilerin
belirlenmesi, apoptotik etkilerin morfolojik olarak saptanabilmesi, muamele
sonucu oOlusan kaspaz-3 aktivitesinin saptanabilmesi ic¢in ayr1 ayri ve
kombinasyon olarak OVCAR-3 hiicre hatt1 ile zamana ve doza bagli olarak
muamele edilmistir. Kombinasyon olarak uygulanan ajanlar hiicre canliligim
inhibe etmistir. Ajanlarin muamele sonucu OVCAR-3 hiicre hattinda kaspaz-3
aktivitesini arttirdigt saptanmustir. Apoptotik belirtegler olan kromozom
yogunlasmasi, apoptotik badi olusumu DAPI boyama ile saptanmustir.

Tedaviye gosterilen direng, ovaryum kanserinin metastazina neden olarak
6liimle sonuglanmaktadir. Ovaryum kanserinin olusum mekanizmasina ait bir¢gok
nokta artitk aydinlatilmis iken, metaztaziyla ilgili mekanizalar heniliz tam
anlagilamamaktadir. Genler iizerinde yapilan c¢alismalar sonucu ovaryum
kanserlerinde, hiicre migrasyonu ve invazyonuna eslik eden molekiiler yolaklara

ulagilabilecegi beklenmektedir (Dai ve ark., 2009).
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VEGF tiimor indiiklii anjiojenezde en oOnemli faktorlerden birisidir.
Endotelyal hiicre canliligin1i ve proliferasyonunu saglamaktadir, vaskiiler
permeabiliteyi arttirmaktadir. Artmis VEGF ekspresyonu bir¢ok ovaryum kanser
hiicre hattinda ve farkli asamalardaki kanser biyopsilerinde goriilmektedir (Dai
ve ark., 2009).

VEGF ovaryum kanserinde de olmak iizere bircok kanser tiirtinde fazlaca
eksperese edilmektedir. Anjiogenezis, ovaryum tiimdr biiylimesi ve metastazinda
temel olarak rol almaktadir. ileri asamalardaki ovaryum kanser vakalarinda
yiiksek VEGF ekspresyonu ve yogun kilcal damar olusumu gozlenmektedir.

*“ Zhang ve ark. (2007)” CDDP (sisplatin ve analoglari) ile muamele edilen
A2780 ve OVCAR-3 hiicre hatlarinda, VEGF ekspresyonun azaldigini rapor
etmislerdir.

Artmis COX-2 ifadesinin insanda biitiin ovaryum kanser dokularinda
goriilmeyebilir. Ozellikle ilerlemis vakalarda ve tedaviye cevap vermeyen
ovaryum tiimor dokularinda COX-2 sentezi artmaktadir. Literatiirde platin
bilesiklerinin COX-2 inhibisyonuna etki mekanizmalar1 hakkinda tutarli bir veri
bulunmamaktadir. COX-2 ifadesi bazi tiimor cesitlerinde sitotoksik ajanla
muamelenin ardindan artabilmektedir. ‘‘Bijman ve ark. (2008)’’ yaptigi
calismada, WiDR (insan kolon kanserli hiicre hatti) hiicrelerinde sisplatin ile
muamele sonras1 COX-2 protein diizeyinde artma gozlemlenirken, Celecoxib ve
Docetaxel ile muamelede protein ekspresyon seviyesinde herhangi bir artig
gozlenmemistir. Ayn1 ¢alismada insan ovaryum kanseri hiicre hatlart (A2780,
OVCAR-3, H134 ve IGROV-1) ile de galisiimig fakat COX-2 protein sentezine
rastlanmamuistir.

“Reyes ve ark. (2006)” OVCAR-3 hiicrelerini 72 saat boyunca 70 uM
ve 100 uM Celecoxib ile muamale etmislerdir. Yiiksek dozlardaki Celecoxib ile
muamele hiicre canlilig1 iizerine inhibitor etki gosterirken, hiicre proliferasyon
marker1 sayilan Ki-67 seviyesinde azalma oldugu belirtilmistir.

IGF-IR, IGF sinyali ile kanserli hiicrelerde mitojenik etkinin
arttirtlmasindan sorumludur. IRS-1 ve IRS-2 IGF’in hiicre igerisinde iletiminde

rol almaktadir (Banudavi ve ark. 2010).
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R1507 bir anti IGFR-1R antibadisidir. IGF-1R fonksiyonunun blok
edilmesi i¢in kullanilan antagonistik antibadiler ve kii¢iik molekiillii tirozin kinaz
reseptorleri, hastalarda ¢ok umut verici bir tedavi yontemidir. IGF-1R
sinyalizasyonu tiimor hiicrelerinin kemoterapi yada diger antikanser ajanlara karsi
duyarsizlasmasina neden olmaktadir. Son zamanlarda faz-1 klinik denemelerde
olumlu sonuglar alinan R1507 anti-IGFR-1R antibadisi ile tek basina muamelede
ilerlemis Ewing’s sarkomu gosteren 4 hastada olumlu sonuglar gostermistir
(Rikhof ve ark. 2009).

Paklitaksel, epitelyal ovaryum kanser tedavisinde ¢ok siklikla kullanilan
bir kemoterapotik ajandir. Etkisini mikrotiibiillerin depolimerizasyonuna neden
olarak gostermektedir. Prostoglandin endoperoksidaz sentaz (PES) enzimi,
siklooksijenaz (COX)’a baghh olarak arasidonik asidin prostoglandinlere
par¢alanmasindan sorumlu olan enzimdir. Yapilan calismalara gore taksanlar,
apoptotik hiicre oliimiinii bel2’ye bagl olarak indiiklemektedir. ‘‘Munkarah ve
ark (2003)” yaptiklar1 ¢alismada endotelyal ovaryum kanserinde COX-2
ifadesinin bcl2 ifadesi ve azalmis apoptoz orani ile baglantili oldugunu ve
taksanlarla birlikte kullanilan COX-2 inhibitoriiniin  apoptoz miktarimni
arttirabilecegini rapor etmislerdir. Artan COX-2 miktari, taksanlarin sitotoksik
etkilerini inhibe etmektedir.

Calismamizda ATRA ve klasik kemoterapotiklerden olan karboplatin ve
paklitaksel OVCAR-3 hiicreleri ile farkli dozlarda tek baglarina 24 saat boyunca
uygulanmiglardir. Muamele sonrast hedeflenen gen ifade seviyelerindeki
degismeler rt-PCR yontemi ile belirlenmeye ¢alisilmistir. ATRA tek bagina COX-
2 ve IRS-1 gen ifadesinde azalmaya neden olurken, karboplatin COX-2 gen ifade
seviyesini azaltmistir. COX-2’nin ifade seviyesinde etkin olan paklitakselin IRS-1
ve Ki-67 gen anlatim diizeylerinde de azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.
ATRA ve kulladigimiz klasik kemoterapotikler ikili ve l¢lii kombinasyonlar
halinde de OVCAR-3 hiicreleri ile muamele edilmis ve 24 saat sonundaki gen
ifade seviyelerine bakilmistir. Uygulanan ikili ve iicli kombinasyonlar Cox-2
geninin ifadesinde azalmaya neden olmustur. ATRA nin 50 uM’1, karboplatinin
100 uM’lik dozu ve paklitakselin 2,5 nM’lik dozunun kombinasyon olarak

uygulamas1 IRS-1 ve VEGF ekspresyon diizeylerinde azalmaya neden olmustur.
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ATRA 50 pM ve karboplatin 100 pM’lik derigimlerinin uygulandigr ikili
kombinasyonda IRS-1 ve VEGF gen anlatim seviyelerinde azalma goriilmiistiir.
Ajanlarin tek baglarina uygulanmasi, kombinasyonlarina oranla ekspresyon
seviyelerinde daha yiiksek oranda azalmaya neden olmustur.

Yaptigimiz ¢alismada vitamin A tiirevlerinden olan ATRA nin, yiiksek
dozlarmin tek bagina OVCAR-3 hiicre hattinda zamana bagh olarak etki
gosterdigi  saptanmustir. Karboplatin ve Paklitaksel ile kombinasyonunda
OVCAR-3 hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak biiyiime inhibe edilmis ve
apoptoza neden olmustur. Sonuglarimiz Atranin klasik kematerapdtikler ile
olusturulacak c¢oklu ilag kombinasyon tedavisi i¢in umut verici oldugunu
desteklemektedir. Ilag etkileri ve kombinasyonlarindaki etkilesimleri in vivo
sistemlerde daha farkli olabileceginden, sonuglar hayvan deneylerince

desteklenmelidir.
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