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OZET

Diinyada her yil yaklasik 12 milyon kisiye kanser tanisi konulmakta ve 7.6 milyon kisi
kanserden yasamini yitirmektedir. Yeni tedavi yontemleri bulunmamasi durumunda 2030
yilinda diinya genelinde 26 milyon yeni kanser vakasina ve 17 milyon 6liime ulasilacagi tahmin
edilmektedir. Tiirkiye'de ise her y1l 200 bin yeni kanser vakasinin ortaya ¢iktigini bilinmektedir.

Bas boyun kanseri erken teshis edilemediginde tedavisi ¢ok gii¢ olan bir kanser tiiriidiir ve
diger kanserlerden farkli olarak viicudun diger bolgelerine metastazinin yanisira, bulundugu
bolgede de ciddi hasarlar olusturur. Bu nedenle hastada fiziksel ve psikolojik olarak oldukca
yikict bir hastaliktir. Bas ve boyun kanserlerinin %30’unun sigara ve alkol kullanimi gibi
spesifik faktorlere uzun siire maruz kalmayla yakin iliskisi oldugu yapilan arastirmalarla ortaya
konulmustur.

Krosetin; safrana rengini veren krosinin, kimyasal yapisinin merkezini olusturan dogal bir
karotenoid dikarboksilik asittir. Cigdem ¢igeklerinde bulunur ve safrandan ekstrakte
edilmektedir. 285°C'de ergiyen kirmizi kristaller olusturur. Yapilan deneysel hayvan
modellerinde ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, krosetin antitimor ajan olarak 6nemli bir
potansiyel gostermistir. Krosetin, antioksidan 6zelliginden dolay1 serbest radikalleri baglayici
etki gostermektedir. Ayrica niikleik asit sentezini inhibe eder, biiyiime faktorleri sinyal
yolaklarin1 engelleyerek ve apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerinin biiyiiyiip gelismelerini
engeller. Krosetinin etkisi su ana kadar, meme, serviks, kolorektal, akciger, karaciger, pankreas
ve cilt kanserleri lizerinde arastirilmis ve her birinde c¢esitli etkiler gézlemlenmistir. Ayni
zamanda krosetin, kan kolesterol seviyesini dolayli olarak diigiiriir ve ateroskleroz siddetini
yani kalp krizi riskini azaltir. Bizim ¢alismamizda krosetinin etkisi bas boyun kanserinde iKi
farkli yoniiyle (timor ve metastatik olmak tizere) incelenmis ayn1 zamanda saglikli fibroblast
(HUC-F) hiicre hatt1 kontrol grubu olarak kullanilmistir. Literatiirde ilk kez yapilmis olan bu
calisma ile bas boyun kanseri hiicre hattinda krosetinin etkisi ortaya konmustur. Calismamiza
en yakin olan diger bir ¢alisma 6zefagus skuamoz kanseri iizerinde yapilmistir. Bu ¢alismada
sadece tek bir kanser hiicre hattinda krosetinin etkisini inceleyen deneyler yapilmistir.
S6zkonusu ¢alismada da bizim sonuglarimizi destekleyici sonuclar elde edilmistir.

Krosetin; ozellikle kanser hiicrelerinde apoptoza giden yolda etkili olan Bcl-2 ailesinin
ekspresyonunu etkilemektedir. Proapoptotik gen olan Bax’in ekspresyonunu artirict ve anti-
apoptotik gen olan Bcl-2’nin ekspresyonunu inhibe edici etkisi saptanmistir. Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) Bcl-2 gen ailesinde tanimlanan ve apoptozu regule eden proteindir. Bcl-2 geninde

meydana gelen hasarin, prostat, meme ve cilt kanseri gibi bir dizi kanserin nedeni oldugu tespit



edilmistir. Bax geni Bcl-2 protein ailesinin ilk tanimlanan proapoptotik iiyesidir. Bax geni
ifadesi, timor baskilayici protein olan p53 tarafindan regule edilir bu nedenle Bax, p53 aracili
apoptozda yer alir. Hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki homeostatik denge
bozuldugunda kanserlesme baslar. Anti-apoptotik genlerin ekspresyonunun artmasi ve
proapoptotik genlerin ekspresyonunun azalmasi kanserlesme ile sonuglanabilir.

Bu calismada, daha once yapilmis olan caligmalardan farkli olarak; daha once c¢alisma
yapilmamis olan UT-SCC 74A (Bas boyun kanseri primer tiimor hiicre hatti), UT-SCC-
74B(Bas boyun kanseri metastatik hiicre hatti1) ve kontrol grubu olarak HUC-F (fibroblast)
hiicre hatlar1 {izerinde arastirma yapildi ayrica sadece proliferasyon degil, MTT, migrasyon,
kaspaz3 aktivitesi analizleri yapild1 ve real time PCR analizi ile apoptoz iliskili genler olan Bax
ve Bcl-2’nin mRNA ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklikler incelendi. Diger yandan
Western Blotting ile krosetinin etkisini bu gen iirlinlerinin proteinlerini goriintiileyerek
ekspresyon farkliklart dogrulandi. Calismamiz sonucunda bas boyun kanseri iizerinde
krosetinin anti-timor etkisinin gozlemlendi. Bu sekilde farkli kanser ¢esitleri lizerinde de bu
etkilerin incelenmesinin yolu agilmis oldu ve krosetin kemoterapi ilaglar1 ile birlikte yan etkileri

azaltmak amaciyla kullanilabilir.
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ABSTRACT
[KALYONCU, Bilge]. [Investigation Of Effect Of Crocetin Extracted From Saffron On
Head And Neck Primary Cancer And Metastaic Paired Cell Lines], [Master’s Thesis],
Ankara, [2015].

Every year worldwide 12 million people are diagnosed with cancer and 7.6 million people
lose their lives to this disease. If no significant progress has been made, it is estimated that in
the year 2030 these numbers will rise to 26 million diagnoses and 17 million deaths annually.
In Turkey alone, every year 200,000 new cases of cancer develop.

The treatment of Head and Neck Cancer is difficult from other types of cancer if it is not
early diagnosed. Head and neck cancer does metastasis into other organs as well as seriuos
problems around face and head. So it causes physical and physicological problems on the
patient. Head and neck cancer generally occurs because of drinking and smoking.

Crocetin is a natural carotenoid dicarboxylic acid. It is found in Crocus Sativus flowers and
it used to make saffron extract. It has a melting point of 285°C and forms red cyrstals. Crocetin
has been shown to have significant anti-tumor potential in both in vitro (cell culture)
experiments and in animal models. Saffron is a commonly used spice and is also used as a food
coloring agent. In ancient Arab, Indian and Chinese cultures, saffron was used as an herbal
remedy for a number of illnesses including cancer. Crocetin affects the growth of cancer cells
by enhancing the anti-oxidant system, inhibiting the synthesis of nucleic acids, hindering
growth factor signalling pathways and by inducing apoptosis. To date, it has been shown to
have numerous effects on many types of cancer including those of the breast, cervix, colorectal,
lung, liver, pancreas and skin. In particular, in cancer cells it affects the expression of Bcl-2
family genes which are involved in apoptosis. It was shown that the expression of the pro-
apoptotic gene Bax was increased and expression of the anti-apoptitic gene Bcl-2 was inhibited.

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) is a Bcl-2 family protein which regulates apoptosis. The damage
which occur in Bcl-2 gene is responsible for prostate, breast and skin cancers. Bax was the first
Bcl-2 familly protein to be identified as pro-apoptotic. Bax gene expression is upregulated by
the tumor suppressor p53 and is involved in p53-mediated apoptosis. Cancer development

results from a loss of homeostatic balance between cell proliferation and apoptosis.

In our experiment, we investigated the antiproliferative effect of crocetin, which was
extracted from saffron, and search for Bax and Bcl-2 genes’ expression changes on primary and

metastatic head and neck cancer paired cell lines. We used head and neck cancer primary tumor



(UT-SCC-74A) and metastatic (UT-SCC-74B) cell lines and fibroblasts(HUC-F), investigated
the poliferation, migration, cell cycle and apoptosis of crocetin treated cells.

The cell lines were treated with different dosages of crocetin and their proliferation changes
were recorded by using CELLigence device. The result of the different concentrations of
crocetin on cell lines was showed an inverse proportion with proliferation. After crocetin
treatment on UT-SCC-74A, UT-SCC-74B and HUC-F cell lines for 24h, RNA isolations with
following cDNA synthesis were performed of the crocetin treated UT-SCC-74A, UT-SCC-74B
and HUC-F cell lines for 24h. mRNA expression changes of Bax and Bcl-2 genes were
determined and compaired with control groups. For the first time we showed that crocetin
treatment on UT-SCC-74A and UT-SCC-74B cell lines significantly increased mRNA
expression and protein expression of Bax gene and significantly decreased mMRNA expression
and protein expression of Bcl-2 when compared with expression levels of mMRNA and protein
of HUC-F cells. When we compared the results of Real time PCR and western blotting, the
changes of mMRNA expression levels and protein expression levels are parallel to each other.
The future studies should be continued on other cancer types and crocetin can be used with

chemoterapic agents and may be obtained a better way to decraese side affects.

Keywords:

Crocetin

Head and Neck Cancer
Metastasis

Bax

Bcl-2

Apoptosis
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, her gecen giin Diinya ¢apinda oran1 giderek artarak insan hayatini tehdit etmekte ve
tedavi siiresince yagam kalitesini onemli oranda diisirmektedir. Sigara ve alkol kullanimi, kot
beslenme ve HPV (Human papilloma viriis) bas ve boyun kanserlerinin baslica nedenleridir.
Bas-boyun kanserlerinde erken teshis olmadigi miiddetce tedavi basar1 orani yetersiz diizeyde
kalmaktadir. Mevcut tedavi yontemleri olan cerrahi ve kemoradyoterapideki gelismelere
ragmen sag kalim oranlarinda onyillar boyunca 6nemli bir degisim olmamistir. Ayrica
uygulanan cerrahi tedaviler yiiz, boyun, agiz i¢i, laringofarinks gibi anatomik yapilarda ciddi
deformitelere ve bunun sonucunda yutma, konugma gibi hayat kalitesini de etkileyen 6nemli
fonksiyonlarin bozulmasina neden olmaktadir.

Bilim diinyasinda yapilan kanser arastirmalarinda gesitli bitkilerin kanser iizerine etkileri
arastirilmaktadir. Bunlardan biri olan safranin da antitiimor 6zelligi farkli calismalar yapilarak
arastirilmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir. Ancak literatiide daha 6nce safran veya krosetin
ile ilgili bas boyun kanseri iizerine yapilmis bir caligma mevcut degildir.

Bu c¢aligmadaki amacimiz safran bitkisinden ekstrakte edilen dogal bir karotenoid olan
krosetin maddesinin, bas boyun kanseri primer tiimdr ve metastaz hiicre ¢ifti hatlar1 tizerindeki
antikanserojen etkisini gostermektir. Bunun yaninda ayni kisiden olusturulan primer timor ve
metastatik hiicre hatlar1 tizerindeki etkileri incelenerek metastazi 6nlemede roliiniin olup
olmadig arastirilmistir. Hedefimiz ise; bas boyun kanseri primer tiimor ve metastaz hiicre ¢ifti
hatlarina krosetin uygulanmasinin sonucunda hiicrelerin proliferasyonunu inhibe etmek ve
apoptoz oranini artirmaktir. Ayrica proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2 gen
expresyonlari incelemektir. Diger taraftan da western blotting deneyleri ile bu genlerin
tirlinlerinin de ekspresyonlarinin degisimini protein seviyesinde de teyit etmektir.

Boylece saglik sektoriinde kanser tedavisi amaciyla sentezlenecek krosetin igeren yeni
ilaclarin piyasaya ¢ikmasina katkida bulunmay1 ve kullanilan mevcut ilaglar1 krosetin destegi
ile daha etkin hale getirmeyi ve hali hazirda iilkemizde iiretilmekte olan safranin kullanim

alanlarinin yayginlastirilmasini1 amacliyoruz.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1.BAS BOYUN KANSERI

Erken teshis edildigi taktirde Bas ve boyun kanserlerinin tedavi edilebilen bir kanser
tiriidiir. Bas ve boyun kanserlerinin belirtileri genellikle ilk donemlerde ortaya ¢ikar ve fark
edilebildigi taktirde dogru ve erken teshis koyulabilir. Agiz boslugu, dudaklar, dis eti,
damak, dil, agiz tabani, burun delikleri, yiiz kemikleri ve gavresi, orofarinks, hipofarinks,
larinks, kulak kepgesi, tiikriik bezleri, burun delikleri ve ¢evresi gibi bolgelerde olusan
kanserilerin her biri bas ve boyun kanserlerine dahildir. Bas boyun kanseri gesitleri temel
olarak 5 baslik altinda toplanir (Sekil 1). Bunlar Oral kavite, nazal kavite, larinks,
hipofarenks ve tiikriik bezleri bolgelerinde olusan tiimorlerdir. Bas boyun kanserleri ¢esitli
faktorlerin etkisi altinda olusabilmektedir ve bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlarin
%3 kadar1 bilinmeyen bir bas ve boyun primer odaginda olusup boyuna metastaz oldugu

gozlemlenmektedir.

~0

Sekil 1. Bas boyun kanseri ¢esitleri



Skull—~2

M“ 2

Frontal sinus %
\‘ |
\

Ethmoid sinuses . L, S

Maxiflary sius ‘ Sphenoid sinus

fdanowds — Eardrum

~— Opening to eustachian tube

Upper jawbone

(maxila) g = Pharynix
Tongue =y — Uvula
Epiglottis 3 ~—Tonsil
‘ | — _—— Spinal cord
Lower jawbone — \ s
(mandible) - 7 - 7 Spine
Lanynx— = ’_/
Vocal cords =
Trachea
Thyroid gland —T~ W —— Esophagus

Sekil 2. Bas boyun kanserinin goriildiigii bolgelerin anatomisi [1].

2.1.1. Bas Boyun Kanseri Etiyolojisi Ve Epidemiyolojisi

Bas boyun kanserinin Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan arastirmada, iilkede tiroid harig
tutuldugunda erkeklerde taninan tiim malignansilerin %8.5, kadinlarda da 93,2’sini
olusturduklari bildirilmektedir. Yine bu iilkede her y11 400.000 dolayinda yeni vaka gozlendigi,
bas boyun kanserlerinden Oliimlerin ise her yil 14.000-16.000 civarinda oldugu rapor
edilmektedir [2].

Bas boyun kanserilerinin ortaya ¢ikmasinin altinda birgok neden olabilir. Bunlari sirayla

aciklamak gerekirse:

AlKkol ve tiitiin kullanim1: Bas ve boyun kanserleri igin en dnemli iki risk faktoriidiir. Ozellikle
ag1z boslugu, orofarenks, hipofarenks ve larenks kanserleri gelisiminde bu iki etmen olduk¢a
onemli bir yer tutar [3,4,5]. Yapilan c¢alismalarda bas-boyun kanserlerinin %85’inin temel
sebebi tiitiin igme (sigara, pipo, tiitiin ¢igneme, dumansiz tiitiin vb.) oldugu goriilmektedir [6].
Tiitiin ve alkolii birlikte kullanan kisiler ise daha biiyiik bir risk altindadir. Bag-boyun kanseri
teshisi konmus olan kisiler tiitiin igmeye devam ettiklerinde tedaviye yanit azalmakta ve yasam

stireleri kisalmaktadir [7]. Bas ve boyun kanserleri i¢in tedavi olan kisiler genellikle bas, boyun,



yemek borusu, ya da akcigerlerde yeni kanser gelisimi agisindan artmus riske sahiptirler [8,9].
Ikinci bir primer kanser ortaya ¢ikma ihtimali, orijinal kanserin yerine bagl olarak degisir fakat,
tiitlin ve alkol kullanan kisilerde daha yiiksek risk tasir [9]. Yapilan arastirmalarda tiitiin igmeye
devam eden agiz ve farenks kanserli kisilerin ikinci bir primer kanser gelistirme risklerinin de,
boyle bir aligkanligi olmayan kisilere gore 5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir [10]. Erisen
ve arkadaslar1 dudak, oral kavite ve orofarengeal kanserli olgularda yaptiklari caligmada erkek
olgularin %60’ mnin sigara, %16.7’sinin alkol kullandigini bildirmis olup ayrica olgularda sigara,

nargile ve alkolii beraber kullananlarin oran1 %57.2 saptanmistir [11].

Yas: Cogu kanser tiiriinde oldugu gibi bas-boyun kanserlerinde gériilme sikligi, yasla artar ve
hastalarin biiylik boliimii 50 yasin iistiindedir. Yapilan aragtirmalar geng¢ olgularda, 30 ya da
daha geng yaslarda, prognozun daha koti oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira bazi
aragtirmacilar prognostik 6zelliklerin g6z oniinde bulundurulmasi ile yapilan analizler sonucu
geng hastalarda yasin degil genetik yatkinlik ve immiinolojik 6zelliklerin kotii prognozdan

sorumlu oldugunu diisiinmektedirler [12,13].

Gastroozefagial reflii: Larenks veya farenks kanserli hastalar lizerinde yapilan ¢alismalarda
hastalarin %36-50’sinde gastro Ozefageal reflii oldugu tespit edilmistir [14,15,16]. Gastro
Ozefageal reflii hastaligi, midede bulunan igerigin yemek borusuna geri kagmasiyla olusan bir
hastaliktir. Bu asit oran1 yiiksek olan igerik yemek borusuna gelerek temas etmesi sonucu

yemek borusunun asitten kendini koruma 6zelliginin kaybolmasina sebep olur.

Viriisler: Herpes Simpleks Viriis Tip 1 (HSV-1)’in oral kavite yassi hiicreli kanserlerinde
mutajen rol oynayabilecegi diisiiniilmiis ve yapilan ¢alismalar sonucu oral kavite tiimdorlerinin
az bir kisminda HSV-1’in kofaktor olabilecegi bildirilmistir [17,18]. Ayrica Human Papillom
viriis (HPV) ile bas-boyun kanserleriyle, 6zellikle dil taban1 ve orofarengeal kanserlerin, HPV-
16 ile iliskili oldugunu duisiindiiren caligmalar mevcuttur [19,20]. HPV’nin bas boyun
kanserleriyle olan iliskisini ortaya koymak i¢in ¢esitli deneysel ¢alismalar devam etmektedir
[21,22]. Nazofarenks kanseri i¢in Ebstein Barr Viriisii (EBV) 6nemli bir risk faktorii olarak
belirlenmistir ancak EBV viriis enfeksiyonlarinin yalnizca bir kisminda nazofarenks kanseri
gelismesi nedeniyle nazofarenks kanserinin ortaya g¢ikmasinda sadace EBV degil farkli
faktorlerin de etkili oldugu diisiiniilmektedir [23,24]. Ayrica farkli ¢alismalara da EBV ile Tip
2-3 nazofarenks kanserleri arasinda iligski oldugu gosterilmistir [25,26].

Genetik Yatkinhk: Kanserin genetik iliskili bir hastalik oldugu bilinmektedir. Kansere sebep
olan genetik anomaliler cevresel etkenlerle meydana gelebilir. Cesitli kanserojenlerle

indiiklenen genetik anomaliler bu gruba dahildir. Bas boyun kanseri hastalarinda da bu



kanserojenlerin etkisi ve genetik anomaliler arastirilmistir. Ornegin larenks kanseri hastalarinda
sigara dumaninda bulunan en 6nemli karsinojenlerden polisiklik aromatik hidrokarbonlar
aktive eden aril hidroksikarbon hidroksilaz enzim diizeyleri arastirilmistir. Bu calisma
sonucunda larenks kanserli hastalarda bu enzimin, kontrol grubundan daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Yine bas-boyun kanserli hastalardin karsijonenlerle indiiklenen kromozom

degisikliklerine daha duyarli olduklar1 belirlenmistir [27,28].

Cevresel etmenlerin genetik anomalilere sebep olmasinin yaninda ailesel genetik yatkinlik
da kanser sebebi olabilir. Egeli ve arkadaslariin gergeklestirdikleri ¢alismada bas-boyun
kanserli hasta gruplar1 ve birinci derece akrabalarinda, kontrol gruplarina gére kan lenfosit
kiltiirlerinde kromozom anomali orani ve frajil bolge ekspresyon frekanslarinin daha fazla
oldugunu gostermislerdir [29]. Bu calisma aslinda bas boyun kanserinde ailesel genetik
yatkinligin bir kanitir ve 1. dereceden bas boyun kanseri akrabasi olanlar daha fazla risk

altindadir.

Meslek: Yapilan arastirmalarda meslegi geregi nikel islemesi, aga¢ isleri ve deri sanayi gibi
sektor calisanlarinda paranazal siniis adenokanserlerinin daha sik goriildiigi belirlenmistir
[30,31]. El¢i ve arkadaslarinin arastirmasinda ise, silika ve pamuk tozlarina maruz kalan
is¢ilerde larenks kanserinin daha sik goriildiigii ortaya koyulmustur [32]. Riechelmann’in 2002
yilinda yaptig1 arastirmasi incelenildiginde kagit, lastik, tekstil, mobilya ve metal endiistrisi
calisanlarinda oral kavite ve farenks kanserlerinin goriilme riskinin fazla oldugu goriilmektedir
[28]. Ayrica ciftcilerde bas-boyun bolgesi cilt ve dudak kanserlerinin sik goriildiigi
belirtilmistir [33,34,35,36].

Radyasyon: Radyolojik incelemelerde kullanilan thorastrast ile paranazal siniis kanserleri
arasinda iligki oldugu belirlenmistir. Bunun disinda bas-boyun bdlgesine uygulanan i1sin
tedavisi ve medikal amagla radyoaktif iyot kullanimi sonrast tiroid kanserlerinin sik goriildigii
bilinmektedir. Cocukluk ¢agi tlimorleri nedeniyle uygulanan 151n tedavisi alani i¢inde sarkom
gelisebilmektedir. Ancak bu tiimorler bas-boyun bdlgesi malignitelerinin az bir bdliimiinii
olusturmaktadir [37,38]. Ultraviyole radyasyonla bas-boyun bélgesi cildi ve alt dudak

kanserleri arasinda iligki oldugu da bilinmektedir.

Diyet: Yapilan ¢alismalarda epitelyal neoplazmlara karsi beta karoten ve vitamin-A’nin
koruyucu roller istlendigini belirtilmistir [39]. Winn ve arkadaslar1 kadinlarda taze sebze ve
meyvelerden olusan diyet ile oral kavite tiimorii riskinin azaldigini saptamislardir [40]. Sigara
kullaniminin, besinlerdeki karotenoidlerin emilimini azalttigi bildirilmektedir. Bosetti ve ark

Italya ve Isvigre’de yaptiklari calismalarda yagda kizarmis yiyeceklerle larengeal kanser



riskinin arttigin1  bildirmiglerdir [41]. Tuzlanmig balik ile beslenmenin Nazofarenks
kanserlerinde bagimsiz bir risk faktorii oldugunu gosteren g¢alismalar mevcuttur [42,43].
Beslenme sekline gore demir eksikligi anemisi gelisenlerde hipofarenks kanserleri

goriilmektedir.

Etiyolojik ve epidemiyolojik c¢aligmalarin en Onemli amacit korunma ve erken taniyi
saglamaktir. Risk faktorleri gbz Oniine alindiginda bas-boyun bolgesi kanserlerinin %90-
95’inin bilinen ve dnlem almabilen karsinojenler sonucu olustugu goriilmektedir. Ozellikle
tikriik bezi ve nazofarenks disindaki bas-boyun kanserlerinin %90-95°1 tiitiin ve alkol
kullanimiyla iligkilidir. Bu durumda tiitiin ve alkol kullaniminin 6nlenmesiyle bas-boyun
kanserlerinin 6nemli bir boliimiiniin engellenebilecegi agiktir. Diyet a¢isindan tam neden sonug
bilgisi olmasa da, taze sebze ve meyvelerden olusan diyetin bag-boyun bdlgesi kanserlerinde

Onleyici rolii bilinmektedir [37,39,44,45].

2.1.2. Bas boyun kanseri belirtileri

Deri degisiklikleri: Bas boyun kanserinin en siklikla ortaya ¢ikan tiirii cilt kanserleridir. Bu
kanser tiirii erken teshis ve dogru sekilde tedavi uygulanmasi ile riskli durumlar ortaya
¢ikmadan tedavi edilebilirler. En yaygin goriilen cilt kanseri tiirii bazal hiicreli kanserdir. Bu
kanser tiirii genellikle kulak ve alin gibi giinesin 1sinlarinin en sik maruz kaldig: kisimlarda
ortaya ¢ikar ancak diger yerlerde de goriilmesi miimkiindiir ve yavas bir ilerleme davranisi
vardir. Bir de yassi hiicreli tipi vardir ki bu kanser tipi ¢ok daha hizli olarak ilerler ancak kotii
huylu olmadig1 ve erken teshis koyuldugu siirece tedavi edilebilir. Malign melanom adi verilen
tiirlin ise ¢cok daha kotii bir prognozu vardir. Prognoz tiimoriin yerlestigi yer, kanserin hangi
evrede oldugu ve tiimoriin histolojik yapisi basta olmak iizere birbirinden farklilik gdsterir.
Dudak kanserlerinde digerlerine oranla daha iyi bir prognoza sahiptir. TNM siniflandirilmasi
yardimiyla evrelendirme yapilir ve daha sonra buna gore tedavi yontemi segilerek prognoz

tayini belirlenir.

Ses degisiklikleri: Pek cok girtlak kanseri 6zellikle ses telleri seviyesinde yerlesenler ses

kisikliklarina sebep olurlar. Ug haftadan uzun siiren ses kisiklig1 girtlak kanseri belirtisi olabilir.

Agiz icindeki yara ve sislikler: Bas boyun kanserinin agiz i¢inde meydana gelen tiiriinde sislik
ve yaralar gozlenir. Bunlar ¢ogu zaman agrisiz olmakla birlikte ilerlediklerinde kanamalar

gortliir.



Yutma problemleri: Yemek borusu ve bogaz bolgelerinde goriilen kanserlerde kati
yiyeceklerin yutulmasinda zorluk meydana gelebilir. Genellikle yiyecegi yutarken bogazda

takilma seklinde goriiliir.

Tiikiiriikten kan gelmesi: Agiz, akciger veya burun bolgesinde meydana gelen kanserler
tikiirtikten kan gelmesine sebep olabilir. Ancak bu kan bir ¢ok hastalikla iliskili bir belirtidir

sabebi kanser olmayabilir.

Kulak agrisi: Kulak ve cevresindeki siirekli agri bu bolgelerde ortaya ¢ikmakta olan bir

tiimoriin sebep oldugu agr1 olabilir.

Boyunda meydana gelen sislikler: Bas ve boyun kanserleri, 6ncelikle boyun bolgesindeki lenf
bezine yayilip daha sonra viicudun farkli yerlerine metastaz yaparlar. Bu nedenle agrisiz ve

biiylime egilimi gdsteren sislikler meydana gelebilir.

2.1.3. Bas boyun kanseri i¢cin tan1 yontemleri

Bas boyun kanseri tanisinda, fizik muayene ile, timoriin lokalizasyonu, biylkligi, ¢evre
dokulara infiltrasyonu, lenf nodlarina yayilimi, kranyal sinir tutulumu degerlendirilir. Ayrica
endoskopik muayeneler gereklidir. Goriintiilemede ise en ¢ok CT ve MR kullanilir. Bunlar
disinda farkli goriintiileme yontemleri de mevcuttur. Bu yontemler asagidaki tabloda

aciklanmugtir.

Tablo 1. Bas boyun kanseri tanisinin konulmasinda kullanilan gériintiileme yontemleri [46].

Goriintiileme yontemi Aciklama

CT (computerised tomography) Gorilintiilemeye baslanmadan oOnce kan
damarlarina soliisyon enjekte edilir ve bu
sayede tiim damarlarin net bir sekilde

goriintiilenmesi saglanir.

MRI (magnetic resonance imaging) MRI yonteminde manyetik ve radyo
dalgalar1 kullanilarak goriintiileme saglanir.
Agrisiz bir yontemdir fakat hastanin belirli
bir siire cihazin silindiri i¢inde durmak

zorunda zorunda olmasi rahatsizlik vericidir.




PET (positron emission tomography)

Bu yontemde hastalara radyoaktif glikoz
solisyonu verilir ve viicudun hangi
bolgesinde daha c¢ok glikoz harcandigina
bakilarak kanser hiicrelerinin nerelerde

oldugu bulunur.

Ultrasound

Ses dalgalar kullanilarak viicut igerisindeki
herhangi bir bdlgenin  goriintiilenmesi

saglanir. Acisiz olmasi en biiyiik avantajidir.

X-Ray

Kemiklerdeki tiimor olusumunu ve hasari
belirlemek amaciyla kullanilir. Agrisiz ve

hizl1 bir yontemdir.

2.1.4. Bas boyun kanserlerinde evreleme

Evrelemede TNM evrelemesi kullanilir

Tiim bag-boyun tiimoérlerinde N ve M siniflamas1 aynidir

NO= lenf bezi tutulumu yok,

N1=3 cmden kii¢iik tek lenf bezi tutulmus

N2=3-6 cm arasinda bir veya daha fazla lenf bezi tutulmus

N3=6 cmden biiyiik bir veya daha ¢ok lenf bezi tutulmus

M1= metastaz varligi

T evresi ise lokalizasyona gore degisir

2.1.5. Bas Boyun Kanserinde Tedavi Yontemleri

En etkili tedavi yontemleri cerrahi ve radyoterapidir. Bu tiimorlerde radyoterapi, cerrahi

oncesi neoadjuvan olarak, cerrahi sonrasi adjuvan olarak kullanilabilecegi gibi, olgularin

¢ogunda primer tedavi olarak kullanilmaktadir. Kemoterapi genellikle palyasyon ya da adjuvan

olarak kullanilir. Son zamanlarda ise organ koruyucu yaklasim amaciyla ve radyoterapinin

etkinligini artiracak sekilde radyoterapi ile birlikte uygulanmaktadir.




2.1.6. Bas-Boyun Kanserlerinde Tedavi Se¢im Kriterleri

Genel tedavi segciminde bazi temel prensipler g6z oniinde bulundurularak uygun tedavi
metodu segilmelidir. Tedavinin basariyla sonuglanmasinda bu adim olduk¢a 6nemli yer tutar

(Tablo 2).
Tablo 2. Genel tedavi segim kriterleri
1. Kiiratif olmak
2. Miimkiin olabildigince fonksiyonlarin korunabilmesi

3. Kozmetik agidan kabul edilebilir olunmasi, toplum i¢inde rehabilitasyonunun
Saglanabilmesi
4. Metastatik nodal tutulumun yayginlig:

5. Uzak metastaz varligi

6. Prognostik faktorler (Timor farklilasmasi, DNA igerigi, Histolojik diferansiyasyon

derecesi, Lenf nodu kapsiil invazyonu)
7. Elde mevcut imkanlar, alternatif segenekler
8. Hasta ile ilgili 6zellikler (Yas, cinsiyet vb.)
9. Tedavi ile ilgili potansiyel komplikasyonlar (yan etkiler)
10. Tiimdriin lokalizasyonu

11. Metastatik nodal tutulumun histopatolojik tipi

Bas boyun kanserli hastalarda bir diger 6nemli konu hastalarin takipleridir. Hastalar diizenli
bir sekilde takip edilmesi, hem niikslerin hem de ikincil primer lezyonlarin erken

yakalanabilmesi igin son derece 6nemlidir [47,48,49].

2.1.7. Bas-Boyun Kanserlerinin Molekiiler Biyolojisi
Bas boyun kanserlerinin taninin koyulmasi ve nasil bir tedavi yonteminin izleneceginin
belirlenmesinde “bolge kanserlesmesi” olduk¢a 6nemlidir. Slaughter ilk kez 1953’te bolge

kanserlesmesinin tanimini yapmistir. Bu tanima gore bolge kanserlesmesi denilen kavram
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mukozal bolgelerin uzun bir siire boyunca kanserojenlere etkilesimi nedeniyle, sayica ¢ok ve
birbirinden tamamen bagimsiz bir sekilde prekanser6z ve kanseréz odaklarin olugsmasidir [50].

Bolge kanserlesmesi kavrami agiz boslugu, orofarenks, larenks ve 6zofagus bolgelerindeki
bas boyun kanserlerinde tanimlanmistir. Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesindeki
stirecinde farkli mutasyonlarin birikmesi s6z konusudur ve bu siireg bir gok basamaktan olusan
karsinojenezis (multistep carcinogenesis) adi verilen bir siiregtir. Bu Siiregte ¢esitli
onkogenlerin aktif hale gelirken ve tiimor baskilayict genler ise inaktif hale gelmektedirler. Bu
degisimden dolay1 hiicre dongiisii ve apoptoz etkilenir ve normal hiicrelerin kanser hiicresine
doniisiim stireci baglar. Normal hiicreler genetik degisikliklere ugradigi i¢in normal sartlardaki
bliylime kontroliinii kaybederek ¢ok daha hizli bir sekilde biiyiimeye baslar. Boylece
kanserlesen tek bir hiicre bile ¢ogalip klon haline déniisiir. Olusan bu klon hizli bir sekilde
boliinerek etrafinda bulunan normal mukoza hiicrelerinin yerine gegerek kanserlesmis bir bolge
olusur. Kanserojenlere uzun siireli maruz kalinmasi sonucu, solunum ve sindirim sisteminin
mukozal yiizeyinde birbirinden bagimsiz olarak farkli yerlerde ve ¢ok sayida kanserlesmis
bolgeler olusabilir. Bu yolla olusmus olan ¢esitli klonlar, zaman gegtikce yeni genetik
mutasyonlarin eklenmesi sonucu birbirinden farkli 6zellikler gosteren alt-klonlar da
olusturabilirler. Yeni mutasyonlar hiicrenin kontrolsiiz olarak biiyiliyiip boliinmesine katki
saglar ve kanserlesen bolgeler genisler. Bu siiregte olusan herhangi bir alt klon invaziv bir
kanser haline gelebilir. Bu invasiv doniisiim riski, kanserlesen hiicre sayisi ve olusan
mutasyonlarla dogru orantili olarak artar. Anlatilan bu modelde temel olarak iki tane kritik
nokta mevcuttur. Bunlarin ilki; kanserleserek belirli bir bolgeyir kapsayan ve kontrolsiiz
biiyiiyerek ¢ogalan hiicre grubunun ortaya ¢ikmasidir. Bir digeri ise; biiylimeye devam eden
klonun invaziv ve metastatik hale gelmesidir.

Bas-boyun kanserlerinin olusumunda normal hiicrenin kanser hiicresine doniismesinde etkili
olan genetik degisiklikler tanimlanmistir. Bu degisikliklerin en 6nemlisi ise 17. Kromozomda
lokalize olan tiiméor baskilayici 6zellige sahip p53 geninin inaktive olmasidir ki bu duruma bas
boyun kanserlerinde %40-70 oraninda goriiliir [51].

Ayrica premalign bolgelerde %20 oraninda p53 mutasyonu goriilmektedir [52]. p53
genindeki mutasyonun ardindan 3p, 9p, 8p ve 18q kromozom boélgelerindede mutasyonlar
olusarak, buralarda lokalize olan tiimor baskilayict genleri de inaktif hale getirirler. Boylece
daha hizla béliiniip biiyiiyen farkli alt-klonlar olusmaktadir. Ornegin bas boyun kanserlerinde
9. kromozomun kisa kolunda lokalize olan p16 (INK4) geni %50 oraninda inaktif olmus
haldedir [53].
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Timor baskilayici genler inaktive olurken ayni zamanda onkogenler de aktive olmaktadirlar.
Ancak bu durum tiimér baskilayic1 genlere gore daha az oranda gériilmektedir. Ornegin bas
boyun kanserlerinde myc, ras, neu, bcl ve int gibi onkogenlerin ekspresyonlarinin arttig
belirlenmistir [54]. Bas boyun kanserlerinin bir tiirii olan larenks kanserinde cyclin D1 de %25-
35 oraninda, EGFR da ise %25-35 oranlarinda amplifikasyon oldugu belirlenmistir [55]. Cyclin
D1 adi verilen proto-onkogen hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde énemli rol oynar. Tiimorlii

dokuda ve etrafinda bu genin amplifikasyonu %70 diizeylerindedir [56].

2.1.8. Gen Tedavisi uygulamalari

Gilinimiizde genel olarak ¢esitli kanser tiplerinde oldugu gibi, bas-boyun kanserlerinde de
gen tedavisinden yararlanilan klinik tedavi stratejilerinde artis goriilmektedir. Bu durumun
sebebi Bas boyun kanserlerinde klasik yontemler olan cerrahi miidahale, radyoterapi ve
kemoterapi protokollerinin kullanilmasidir. Giiniinmiizde ek olarak IMRT(Yogunluk ayarli
radyoterapi) teknolojisi de kullanilmaya baslanmistir. IMRT, bir ¢ok kanser tiirliniin
tedavisinde de kullanilmaktadir [57].

Simdiye kadar kullanilmakta olan klasik yontemlerde karsilasilan sorunlara karsilik genetik
ve molekiiler biyoloji alaninda yapilan bilimsel ¢alismalar sonucu son zamanlardaki getirilen
yenilikler, kanserlesme siireci ve timor olusumundaki yolaklarin aydinlatilmigtir. Ayrica
caligmalar sonucu elde edilen teorik bilgiler klinik uygulamalara da aktarilmaya baslanmustir.
Normal sartlar altinda hiicre dongiisii kontrol noktalar1 olan ve isleyisi kontrol altinda tutulan
bir sistemdir. Ancak protoonkogenler ve tiimor baskilayici genlerin mutasyona ugramalari
sonucu hiicre dongiisiiniin kontrolii kayba ugrayabilmektedir.

Gen tedavisi yaklasiminda amaglanan, ortaya ¢ikmis olan hastaligin genetik temelindeki
problemin diizeltilmesidir; yani kisaca normal sartlarda olmasi gereken “wild tip allel”’den elde
edilen DNA’nin herhangi bir hastaliga neden olan mutasyona ugramis olan allel’i tagiyan
hiicrelere verilerek tedavi edilmesi yani bozuk olan fonksiyonu diizeltmek i¢in normal genin
aktarilmasidir. Bu yontemle yapilan tedaviler hayvan deneylerinde basarili sonuglar elde
edilmistir. Insanda ise ilk defa 1990°da gen tedavisi uygulanmis ve giiniimiizde de cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Giiniimiizdeki verilere bakildiginda 5000’in
tizerinde hastada 400°den fazla gen tedavisi temelli protokol uygulanmistir [58].

Bilim diinyasinda gergeklestirilen c¢alismalar sonucu gen tedavisinde en ist seviyede
etkinlige sahip olan tedavi stratejileri ortaya konmustur. Bu tedavi stratejileri temel olarak dort
ana basliga ayrilmaktadir (Tablo 1). Hastaligin 6zelliklerine ve sartlara gore hangi yontemin

tedaviye uygun olacagina karar verilir ve bu yontemlerden biri segilir.
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Replasman gen tedavisi:

-Onkojen aktivasyonun inhibe
edilmesi

-Tumor baskilayici gen
aktivasyonu

intihar gen tedavisi (Genetik Tumorde anjiogenezisin inhibe
on-ilag aktivasyon tedavisi) edilmesi

immiinoterapi

Sekil 3. Bas-Boyun Kanserlerinde Gen Tedavisi Stratejileri

2.2. BCL-2 Ailesi

Kanserlerin ¢ogu farkli genetik degisimler sonucu olusur [59]. Biiylimeyi kontrol eden
genler olan onkogenler ve timdr siipresor genlerde malign transformasyon olusmaktadir.
Onkogenler normalde biiylimeyi uyaran proteinleri kodlarlar. Asir1 sentezleri, translokasyonlari
ve mutasyonlar1 sonucu malign transformasyon olusur [60]. Timor siipressor genler normalde
biliylimeyi inhibe eden proteinleri kodlarlar. Delesyonlar, transkripsiyon olmamasi ve protein
inaktivasyonu ile fonksiyon kaybina ugrarlarsa malign transformasyon olusabilir [61,62].

Ozellikle p53 geninin ve Bcl-2 ailesinin bulunmasindan sonra bu proteinlerin kanser
gelisimi {izerine etkileri incelenmis ve pek ¢ok kanserde rol oynadiklari bulunmustur. Son
yillarda ise bu proteinler ile kanserlerin prognozu arasindaki iliskiler incelenmekte ve bu

proteinlerin prognoz tahminindeki 6nemleri arastirilmaktadir.
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Sekil 4. Apoptotik ve Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesi ftyeleri hiicre Oliimiiniin  onemli
regiilatorleridirler. Bu proteinlerden bazilar1 BCL2 ve BCL-xL gibi antiapoptotik, Bazilar1 da
BAX veya BAD gibi proapoptotiktir [63].

2.2.1. Apoptoz ve BCL2 Ailesi Iliskisi

Hiicrelerde apoptosisi indiikleyen birgok yol vardir. Bu uyaranlardan herhangi birine
hiicrenin cevabi, pro- ve antiapoptotik genlerin ekspresyon miktarina ve uyaranin derecesine
gore degisir. Bazen, apoptotik uyaranlar hiicre ylizey reseptorlerine oliim indiikleyici
ligandlarin  baglanmas1 gibi sinyallerden veya sitotoksik T lenfositlerle apoptosisin
indiiksiyonuyla olugsmaktadir. T hiicreleri hasarli ya da viriisle enfekte olmus hiicreleri tanir ve
hasarli hiicreleri neoplastik hiicre olusumundan ya da viriisle enfekte olmus hiicrelerin
yayilimini 6nlemek amactyla apoptosisi baglatir [51].

Bazi durumlarda apoptosis hiicresel stresi takiben liretilen intrinsik sinyallerle baslatilir.
Hiicresel stres, radyasyon, kimyasallar ya da viral enfeksiyona maruziyetle olusabilir. Biiyiime
faktoriinlin yoksunlugu ya da oksidatif stresin bir sonucu olarak da hiicresel stres meydana
gelebilir. Genel olarak intrinsik sinyaller apoptosisi mitokondri araciligiyla gergeklestirir [52].
BCL2 proteinleri de apoptosisde yanit olarak yer alan protein ailesidir.

Bcl-2 ailesinin genleri heterodimer ve homodimer olmak {izere iki formda bulunabilirler. Bu
genlerin hangi durumda bulunduklar1 hiicrenin apoptoza egilimini belirler. Bcl-2 ailesi genleri
birbirine zit olarak ¢alisan proapoptotik ve antiapoptotik olmak iizere iki gruptan olusur. Eger

bir hiicrede proapoptotik proteinlerin ekspresyonu daha fazla gergeklesiyorsa bu hiicrenin
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apoptoza egilimi vardir. Tam tersi olacak sekilde antiapoptotik proteinlerin ekspresyon
seviyeleri daha yiiksek ise hiicrenin apoptoza egilimi daha azdir. Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
tiyeleri olan proteinler hiicrede sitozolde bulunurlar. Bu proteinler Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz
indiikleyici faktor) saliminin artmasina yol acarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik
proteinler ise mitokondrinin dis zarinda, endoplazmik retikiilimde ve c¢ekirdek zarinda
bulunurlar. Bu proteinler porlarin olusumunda goérev alirlar ve iyon transportunu saglarlar.
Hiicrede bulunan kalsiyum oranini diizenlerler. Ayn1 zamanda prokaspazlari, AlF ve sitokrom-

¢ salimimin1 engelleyerek apoptozun inhibisyonunda gorev alirlar.

2.2.2. BCL-2 ozellikleri ve kanserle iliskisi

Bcl-2 proteini Bcl-2 ailesinin antiapopitotik iiyelerinden birisidir ve normalde insan
viicudunda pek ¢ok dokuda sentez edilmektedir [64]. Gorevi apopitosisi engellemektir ve asirt
sentezi sonucu Ozellikle B hiicreli kronik lenfositik 16semi olmak iizere baz1 malignensilerde
rol oynamaktadir [65].

Bcl-2 proteini mitokondrinin dis membrani, niikleus membrani ve endoplazmik retikulum
membraninda lokalizedir [66]. Proapoptotik BCL2 proteinleri hiicresel hasar ya da stres
algilayicilar olarak gorev yaparlar. Hiicresel stresi takiben anti-apoptotik proteinlerin yer aldig1
mitokondri yiizeyinde yeniden yerlesirler [67]. Bu proapoptotik ve antiapoptotik proteinler
arasindaki iliski antiapoptotik BCL2 proteinlerinin normail fonksiyonunu bozar ve
mitokondride por olusumuna yol agarak sitokrom C’nin ve diger proapoptotik molekiillerin
intermembran bosluktan salintmini saglar. Bu bir devir seklinde apoptozom olusumuna ve
kaspaz kaskadinin aktivasyonuna yol acar [68].

Bcl-2 geni ilk kez B hiicreli folikiiler lenfomada klonlanmis bir onkogendir. Asir1 sentezi
apoptosisi engelleyerek lenfomaya neden olmaktadir [64]. Lenfoma ve losemiler yaninda
barsak, meme, akciger ve deri kanserinde de asir1 sentezi gosterilmistir [65]. Normalde
ektoserviksin skuaméz epitelinin bazal katinda bol miktarda, endoservikal hiicrelerde de bir
miktar sentezlenmektedir [69].

Bcl-2’nin serviks kanserinde normale gore daha az sentezlendigini bildiren ¢aligmalar olsa
da pek ¢ok ¢alismada invaziv kanserde ve yiiksek gradeli lezyonlarda daha fazla sentezlendigi
gosterilmistir [70,71]. Bu sonuglar Bcl-2 asir1 sentezinin serviks kanserinde rol oynadigini
diistindiirmektedir. Bel-2.nin serviks kanserinin prognozu ile iliskisine baktigimizda prognozu
etkilemedigini bildiren ¢aligmalar yaninda iyi veya kotii yonde etkiledigini bildiren ¢caligmalar
da mevcuttur [72,73].
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2.2.3. BAX Ozellikleri ve Kanserle iliskisi

BAX; Bcl-2 associated x protein anlaminda kullanilmaktadir. Proapoptotik bir proteindir.
Bcl-2 ile %43 yapist aymidir ve Bcl-2 ile homodimerler ve heterodimerler olusturabilir. Bax
predominant oldugunda apopitosis artmaktadir. Hiicre 6liim sinyali geldigi durumlarda Bax
sentezi artar ve Bcl-2.nin etkisini notralize ederek apoptosisi arttirir [74]. Normalde sitozolde
lokalizedir; apoptosis sirasinda mitokondri membranina yerlesir [75]. Iyon kanallarini agarak
Sitokrom-c salinimina neden olur ve apoptosisi saglar [76].

Bax fonksiyon kaybinin bazi 16semi ve kolon kanserlerinde rol oynadig1 gésterilmistir [77].
Servikste Bax sentezini inceleyen az ¢alisma olmasina karsin bu ¢alismalarin ¢ogunda normal
ve neoplastik dokuda Bax sentezinin farkli olmadig1 gosterilmistir [78,79]. Literatiirde Bax
proteininin serviks kanserinde prognoza etkisine baktigimizda hemen biitiin ¢alismalarda Bax
pozitifliginin iyi prognozla iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica BAX eksikliginde serviks
kanseri gelisiminin arttigi1 goriilmiistiir [80,81].

2.3.Krosetin

2.3.1. Krosetinin Kaynagi: Safran

Cigdem cigegi latince adi Crocus sativus olan ve soganli bir bitkidir. Safran ise ¢igdem

ciceginin ¢igekler aginca toplanarak kurutulan stigmalaridir. Krosetin bu kisimdan elde edilir

(Sekill).

Sekil 5. Krosetinin kaynagi olan Cigdem c¢igegi (Crocus Sativus), safran ve ekstrakte edilmis

krosetin

Safran az bulunmasi nedeniyle oldukga pahali baharattir. Ispanya, Fransa, Italya, Iran,
Hindistan, Fas, Yunanistanda safran yetistirilmektedir. Tiirkiye’de ise Safranbolu’da tiretimi

yapilmaktadir.
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Safranin igeriginde safranal, pikrokrosin, krosetin adli maddeler bulunmaktadir. Safran
baharat, ila¢ ve boya amacuyla tiiketilmekte olan bir bitkidir. Boyama 6zelligi oldukca giicliidiir
ki kendisinin yiizbin katini1 sar1 boyayabilir.

Safran uzun yillardir Uzakdogu iilkelerinde baharat cesidi olarak kullanilmaktadir ve
diinyada farkli yerlerde yetisen 80 tiirii vardir [82,83]. Safran yillardir Hindistanda baharat ve
gida renklendirme amagclar1 disinda geleneksel tedavi amaciyla da kullanilmigtir. Agr kesici,

istah diizenleyici, kalp koruyucu 6zellikleriyle bu tedavilerde 6ne ¢ikmustir.

2.3.2. Krosetinin ozellikleri ve kullanim alanlar:

Krosetin, Crocus Sativus’un safran kismindan elde edilir ve safrana rengini veren kisimdir

[84]. Dogal bir karotenoid dikarboksilik asittir. 285 °C'de ergiyen kirmizi kristaller olusturur.

Safranin baslica igerigi olan krosetinin (8,8’-diapo-8, 8’-karetionik asit) diisiik molekiiler
agirhigi (328.41 g/mol) ve simetrik bir kimyasal yapis1 vardir.7 ¢ift bag ve 4 metil grubu igerir
(Sekil 7).

Sekil 6. Krosetinin kimyasal yapist

Krosetinin antioksidan [85,86], antihiperlipidemik [87], antiarteroskleretik [88,89], kalp
koruyucu [90], karacigeri koruyucu [91] ve sinir sistemini koruyucu etkileri [92] in vitro ve in

Vvivo ¢alismalarda gosterilmistir.

2.3.3. Krosetin ve kanser iliskisi

Krosetin, yapilan deneysel hayvan modellerinde ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda bir
antitiimor ajani olarak 6nemli bir potansiyel gostermistir. Fareler iizerinde yapilan bir ¢aligmada
farkli timor tipleri iizerinde toksik etki gostererek farelerin yasam siiresini arttirdigi
gorilmistiir [93]. Ayrica farelerin mikroglial hiicrelerinde de krosetin etkisi aragtirilmig ve
norotoksik molekiillerin iiretiminde azalmaya yol agtig1 gézlemlenerek anti-inflamatuar etkisi
oldugu kanitlanmistir [94]. Krosetinin meme kanseri tizerindeki etkisinin arastirildig: farkli bir
calismada ise MDA-MB-231 kanser hiicrelerine krosetin uygulanarak proliferasyonu azalttig1

goriilmiistiir [95].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Karotenoid
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dikarboksilik_asit
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Xenograft fare modeli {izerinde yapilan farkli bir ¢alismada ise krosetinin pankreas kanseri
tizerindeki etkisi incelenmis ve kontrol grubundaki farelerle karsilastirildiginda, krosetin
tedavisi ile muamele edilmis olan farelerde, krosetinin tiimor biiylimesini inhibe ettigi
gbzlemlenmistir [96].

Krosetinin etkisi serviks, akciger ve yumurtalik kanseri iizerinde de arastirilmis ve serviks
icin HeLa, akciger kanseri i¢in A549 ve ovaryum i¢in SKOV3 hiicrele hatlar1 kullanilarak bu
hiicrelere krosetin uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonunda ise krosetinin hiicre dongiisiinde G1
kontrol noktas1 lizerinde etki gostererek kanser hiicrelerinin poliferasyonunu inhibe ettigi,
apoptoza yol acarak hiicre oliimlerinde artisa sebep oldugu sonucuna ulasilmigtir. Yine ayni
calismada, hiicre dongiistinde p53 bagimli ve p53 bagimsiz mekanizmalar arastirilmis ve her

iki durumda da krosetinin ayni etkiyi gosterildigi sonucuna varilmistir [97].

3. MATERYAL VE METOD

Bu boliimde ¢alismada yer alan deneylerin akis sirasina gore protokolleri ayrintil bir
sekilde anlatilmustir.

Calismay1 genel olarak 6zetlersek, dncelikle bas-boyun kanseri primer timor ve
metastaz hiicre hatlarina ve kontrol grubu olarak saglikli fibroblast hiicre hattina krosetin
uygulanarak, krosetinin bu hiicrelerin poliferasyonu iizerinde etkisi olup olmadigi
xCELLiegence cihazi ile incelendi. Bas boyun kanseri primer ve metastaz hiicre hatlarina
farkli konsantrasyonlarda krosetin uygulandiktan sonra, hiicrelerden RNA izolasyonu
yapildi, ardindan cDNA sentezi gerceklestirilerek Real Time PCR ile Bcl-2 ve Bax
genlerinin ekspresyonlarinda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
olup olmadigi gozlemlendi. Gen ekspresyonlarina baktiktan sonra Bax ve Bcl-2 genlerinin
tirlinleri olan proteinler de Western blotting yontemi ile goriintiilendi. Boylece Real time
ile ekspresyonlar1 incelenen genler, diger taraftan bu genlerin iiriinii olan proteinler
western blotting yontemi ile goriintiilenerek sonuglari her iki yonden de dogrulanmais oldu.

Yapilan deneylerin genel olarak 6zeti Sekil 7°de gosterilmistir.(Sekil 7)
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Sekil 7. Calismamizda kullanilan metodlarin akis semasi

3.1.Hiicre Kkiiltiirii

Deneylerde UT-SCC 74A ve 74B skuamdz hiicreli bag boyun kanseri hiicre hatlari, ayrica
kontrol grubu olarak ta HUC-F (Fibroblast) hiicre hatt1 kullanildi.

HUC-F Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri (Riken:RCB0153): HUC-F hiicre hatt1 etnik kokeni Japon
olan bir bayanin gébek kordonundan elde edilmis fibroblast hiicreleridir. Morfolojik yap1 olarak
fibroblastlarla ayni1 6zelliklere sahiptir. Hiicre kiiltiiri sartlar1 antibiyotiksiz ortamda 37° ve

%5 CO2 olarak belirlenmistir .

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri (The University of TURKU):
Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom (UT-SCC)’un farkli tiirleri mevcuttur. Calismamizda
Finlandiya’da Turku Universitesinden alinan UT-SCC-74A primer tiimér ve UT-SCC-74B
boyun metastazi kullanilmistir. UT-SCC-74A hiicre hatt1 31 yasindaki dilinin sag marjininde
SCC olan G1-G2 evresinde bir erkekten elde edilmistir (T3N1MO0). UT-SCC-74B hiicre hatt1
ileri safha boyun metastazindan elde edilmistir. Hiicre kiiltiirii sartlar1 antibiyotiksiz ortamda
37°, DMEM medyum ve %5 CO: olarak belirlenmistir. UT-SCC-74B hiicre hatti UT-SCC-
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74A’nin metastaz halidir. Primer hiicre hatt1 erkek hastanin tiimorlii boyun epitel dokusundan

hastaligin G1 evresinde elde edilmistir. Hiicre kiiltiirii sartlart UT-SCC-74A sartlar1 ile aynidir.

UTSCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinin temini konusunda yardimini esirgemeyen Reider

Grenman’a tesekkiirlerimizi sunariz.

3.1.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan medyumun hazirlanmasi

500ml DMEM/High Glukoz (HY-SH30243.01) medyumun igerisine:

50 mL FBS (Wisent- 080110 veya HY- CH30160.02)
5mL penisilin /streptomysin(HY-SV30010)
4 mL L-Glutamin (Wisent-609-065-ZL)

0,5mL Plasmocin (ant-mpt (Invivogen)

eklenerek medyum hazirlandi.

3.1.2. Hiicre ekimi

Calismaya baslamadan yarim saat once kabinin UV 15181 acilarak kabin sterilize edildi.
Kabin ve kullanilacak pipetler, ¢caligma 6ncesinde % 70’lik etanol ile temizlendi.

Stok hiicreler alinarak 37 °C’deki 1siticida 2 dakika bekletildi.

Cryovial tiiplerin etrafi alkol ile temizlenip, kapaklar1 agildu.

8 ml medyum konan falkon tiipiliniin i¢ine stok soliisyonu i¢indeki hiicreler bosaltildi..
1100 rpm 24 °C de 3 dk santrifiij edildi.

Stipernatant atild1 (Bu asamada hiicrelere zarar vermemeye dikkat edilmelidir).
Hiicrelerin {izerine 12 mL medyum konulur, pipetaj yapilarak hiicreler ¢6ziildii flaska
alinir ve boylece ekim gerceklestirildi.

Ekilen hiicreler 37°C, % 5 CO2 inkiibatore konuldu.

3.1.3. Medyum Degisimi

Medyum 37 °C’de 1s1tild1.

Flasktaki medyum bosaltildi.

12 mL medyum eklenir ve 37°C, % 5 CO: inkiibatore konuldu.
2-3 giinde bir medyum degistirildi.
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3.1.4. Harvest Islemi

Flasktaki medyum bosaltildi.

Flaska 10 ml 1xPBS ilave edilir ve bu sekilde varsa 6lii hiicreler uzaklastirildi1 (Bu
yikama iglemi 2 kez tekrar edildi).

3 mL tripsin-EDTA (HY-SV30031.01) eklenip 37 °C’de ve 4-5 dakika inkiibe edilerek
hiicrelerin kalkmas1 saglandi1 (Tripsin-EDTA 1s1yla aktivitesi artan bir kimyasaldir ve
hiicreleri ylizeyden kaldirir).

8 mL medyum eklenip, pipetaj yapilarak soliisyon falkon tiipe aktarildi.

1100 rpm’de 25 °C’de 6 dk. santrifiij yapildi.

Stipernatant atilarak temiz medyum eklenir ve tekrar santrifiij edildi.

Stipernatantin tamami hiicrelere zarar vermeden dikkatlice ¢ekildi.

Medyumda hiicreler ¢oziliip deneye devam edildi. (Buradan sonra hiicreler yeniden

ekilebilecegi gibi stok yapilabilir)

3.1.5. Hiicre sayim

|

10 ul Tryphan Blue, 10 ul hiicre 6rnegi ile karistirildi.
Thermo cell counter platelerine bu karigimdan 10 ul konularak okuma yaptirildi.

Bu cihaz ile ml basina hiicre sayisi ve hiicrelerin canlilik oranlari elde edilir. (Sekil 8)

Sekil 8. Biorad cell counter ile hiicre sayimi1 ve canlilik oran1 6lgiimii

3.1.6. Krosetin Muamelesi:

Ticari olarak satin alinan krosetin (02193543 MP Biomedicals, free acid from Gardenia

jasminoides ellis) DMSO igerisinde ¢oziilerek son konsantrasyon 100mM olacak

sekilde stok soliisyonu hazirlandi.
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Krosetin Mw: 328.4 g/mol oldugundan 100 mM’lik stok soliisyonu hazirlamak i¢in
101.6 uL DMSO igerisinde Smg kroseti ¢6ziildii.
Krosetinin etkinligini kaybetmemesi i¢in soliisyon -20 °C ve karanlik ortamda

saklanmalidir.

3.17. MTT
MTT deneyi Vybrant MTT Cell Proliferatiom Assay kit (V-13154) kiti kullanilarak yapildi.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

Compotent A:
12nM MTT stok soliisyonu hazirlamak igin;
5 mg MTT tiipiiniin icine steril 1 ml 1xPBS eklendi.

Mix vortexlenerek iyi bir sekilde karigmasi saglandi.

Component B:
Icinde 1 gr SDS soliisyonu olan tiipiin icine 10 ml 0.01 M HCl eklendi ve ¢dziinene dek

iyice karigmasi saglandi.

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra;

Kuyucuklarda bulunan medyum c¢ekildi ve 100ul fresh medyum koyuldu.

Uzerine 10 ul 12mM MTT soliisyonu eklendi.

37 °C’de 4 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 100 ul énceden hazirladigimiz SDS-HCI soliisyonu eklendi.
Tekrar 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi.

Varioscan cihazinda 570 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildu.

3.1.8. Xcelliegence RTCA (Gerg¢ek Zamanlh Hiicre Analiz Sistemi)

Istenilen yogunluga ulasan hiicre hatlar1 her xCeL Liegence cihazinda kullanmak igin e-
plate’lere, her kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde ekildi.

Plateler 37°C, %5 CO> igeren inkiibatoriin igerisinde bulunan xCeLLiegence cihazina
yerlestirildi.

Programa gerekli bilgiler girilerek dosya olusturulur ve okuma baslatildi.
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e 24 saat inkiibasyondan sonra platelerdek hiicrelere krosetinin farkli konsantrasyonlari
(800 uM, 600 uM, 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM ve 25 uM) ile muamele edilir ve
n=3 olacak sekilde doz uygulandi.

e Krosetin uygulamasindan sonra hiicrelerin bulundugu plateler, 37°C, %5 CO; igeren
inkiibatoriin igerisinde bulunan xCeLLiegence cihazina yerlestirilir ve cihazin okumasi
tekrar baslatildi.

e Madde uygulanmasindan sonra saglikli bir proliferasyon analizi yapilabilmesi i¢in 72
saat civar1 okuma yaptirilmalidir.

e Cihazda kurdugumuz program bittiginde analiz kismina gegilir.

3.2. TRIZOL ile Hiicreden RNA izolasyonu

Hiicrelere krosetin uygulandiktan sonra 24 saat boyunca 37 °C de inkiibasyonun

ardindan asagidaki protokol takip edilerek RNA izolasyonu yapildu.

e Medyum bosaltildi.

e [XPBS’le (2 mL) iki kez yikand.

e Her bir tabaga 1 mL TRiZOL(Invitrogen, Cat. No.15596-026) ilave edilir. Pipet
ucuyla iyice kazindi.

e 2 mL’lik ependorf tiiplere alindi.

e 200 pL kloroform (Merck, 102431) eklenir ve renk degisene kadar 2-3 dk sallandi.

e 12.000xg’de 15 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

o Ustteki seffaf kisim (siipernatant) yeni ependorf tiipe aktarildi.

e 500 pL 2-propanol(Merck, cat. No.100995) eklendi. Sallanarak karistirildi ve oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

e 12.000xg’de 10 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

e Siipernatant RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atilir. % 75°1ik etanolden(Merck, cat.
No. 100993) 1000 pL eklendi.

e Hafifce sallandi.

e 7500 xg’de 5 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

e Siipernatant atilir ve alkoliin uzaklagmasi igin 10-15 dk oda sicakliginda (buz
tizerinde) kapaklari agik olarak bekletildi.

e 100-200 puL PCR-grade DEPC(Invitrogen, 46-2224) su eklenerek RNA pipetejla

¢Ozildii.



23

e Boylece RNA bir sonraki deney i¢in hazir haldedir ve kullanilabilir.
e RNA -70 °C de saklanmaldir.

3.3.cDNA Protokolii
e Tiim RNA’lar sabit bir sayiya esitlendi. (0,5-1-2-3-4 ng gibi)
e Hesaplama islemi soyle yapildi;

Ornegin izole ettiginiz RNA degeri X=274,2 ng/pl olsun. Bunu 1 pg’ma esitlemek

istiyorsaniz,
2742 ng=0,274 png
(0,274’1 neyle garparsam 1’e esitlenir diye hesap yapilir)
0,274 x 3,65 =1,0001 png
3,65 ul = alinacak RNA miktar1
e Hesaplamalar yaptiktan sonra ¢aligmaya gecildi.

NOT: RNA ve kitin i¢inde bulunan malzemeler her zaman buzda bekletilmelidir. Enzimler
(Ribolock™RNase Inhibitor ve RevertAid™M-MuLV Reverse Transcriptase) mix’e
eklenmeden hemen 6nce -20 deki kutusunda cikarilmali, eklendikten sonra hemen yerine

konulmalidir.

e Ornek sayist kadar 1,5 ml’lik ependorf tiip ¢ikartild.

e Her tiipe ayr1 ayr1 1pul oligo(dT)1s primer konuldu.

e Her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarda RNA sirasiyla ependorf tiiplere konuldu.

e Her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarda su (kitin i¢inde mevcut) sirastyla ependorf
tiiplere konuldu (6rnegin RNA 2ul ise 11ul’ye tamamlayacak sekilde yani 9ul su
tiiplere konuldu).

e Ayrn bir temiz ependorf tiipiin i¢inde asagidaki oranlarda mix hazirlandu.

» Bir 6rnek i¢in hazirlanacak miktarlar (6rnek sayisiyla ¢arpilarak mix hazirlandi).
e 5X Reaction Buffer 4ul
e Ribolock™ RNase Inhibitor(20 u/ul) lul
e 10mM DNTP Mix 2ul
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e RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase(200 u/pl) im

e Hazirlanan mix 6rnek tiiplerinin listiine 8ul olacak sekilde dagitildi.

e Tiiplerdeki toplam voliim 20 pl olacak.
e 42 °C 60 dk inkiibasyona birakilir. Sonra 70°C de 5 dk bekletildi. Spin attirildu.
e Eldeelden cDNA lar -70 derecede saklandi.

3.4. Real Time PCR

3.4.1. BAX ve BCL2 Primerlerin Hazirlanmasi

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda 1XTE (Tris-

EDTA) eklenerek 100 pmol/mL’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. PCR isleminde kullanilmak tizere

stoktan 20 puL alinarak 80 pLL 1xTE tamponu eklendi.

Primer Sekanslari:

Tablo 3. Calismada kullanilan primerlerin sekanslari

Primer Sekans

BAXrs 5’-GTCCAATGTCCAGCCCATGA-3’
BAXras 5’-AGCTGAGCGAGTGTCTCAAG-3’
BCL-2rs 5’-CGGGAGATGTCGCCCCTGGT-3’
BCL-2 ras 5’-GCATGCTGGGGCCGTACAGT-3’
Beta Actin rs 5’-TTCCTGGGCATGGAGTCCT-3’

Beta Actin ras 5’-AGGAGGAGCAATGATCTTGATC-3’

3.4.2. Gradiyent PCR

Real-time pcr da kullanilacak olan primerlerimizin ¢alisma sicakligini bulmak igin

asagidaki soliisyonlar ve program kullanilarak gradiyent PCR yapildi.

Gradiyent PCR i¢in asagidaki soliisyonlar ile mix hazirlanir:

e NHg4 buffer (2,5 uL)

e MgCl2 (2,5 uL)

e dNTP (0,5 L)

e Primer(reverse) (0,5 uL)
e Primer(forward) (0,5 uL)
e Taq polimeraz (0,2 uL)

e Nuclease free water (16,3 uL)
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Primer datasheetlerindeki belirtilen Tm sicakliklar1 baz alinarak uygun program

olusturuldu ve gradiyent pcr yapildi.

3.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi istenen bolgenin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek icin

%2’lik agaroz jelde PCR iiriinleri yirtitiildii.

e 100mL 1XxTAE (Tris/Asetik Asit /EDTA) tamponunun igine

e 2 gragaroz (Invitrogen kat no: 16500-100g) konuldu.

e Mikrodalga firinda karistm homojen olana kadar 1sitildi.

e 1.2uL ethidium bromide (Merck, 11608.0030) ilave edildikten sonra jel kaliba
dokiilerek donmaya birakildi.

e PCR iiriinlerinden 5pL alinarak 1uL 6xLoading dye(Thermo, #R0611) ile karistirilip
kuyucuklara yiiklendi.

e Jel, 110 V’de yaklasik 15-20 dk. yiiriitiildiikten sonra UV transliminatdrde

goriintlilendi.

3.4.4. Jel Ekstraksiyonu

Jel ekstraksiyonu Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, cat. No 28704) ile yapildi.

Jel ekstraksiyonu yapilacak PCR firtinleri (20pL) kalin tarak ile hazirlanmis jele yiiklendi.
e Dimerlerin uzaklasmasi i¢in miimkiin olan en uzun siire yiiriitiildii.

e Karanlik odada bantlara bakilip, hangisinin alinacagina karar verildi.

e DNA bantlar1 bant kesici (extractor) ile dikkatlice alindi.

e Kesilen jel parcasi tartilip ependorf tiipe aktarildi.

e Ornegin; 1 Jel 40 mg = 40uL hesabima gore kag kuyucuk kesildi ise 2 ya da 3 oranda
2x40, 3x40 diistinildii.

e 6.40x0rnek sayis1 kadar QG tamponu eklendi (QIAGEN).

e 7.50°C de 10 dk. inkiibasyona birakildi.

e Jel parcalar: tamamen eriyene kadar 2-3 dakikada bir vortex yapildi. (Jel parcalar
eridikten sonra tamponun rengi sart olmali, eger turuncu ya da mor renk olusursa renk sar1
olana kadar 10puL 3M sodyum asetat eklenir.)

e Siipernatant mor kapakli spin kolona aktarildi ve 13.000 rpm’de 1dk. santrifiij

edildi.

e Alttaki toplama tiipii bosaltilip tekrar takildi.
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e Icindeki alkoliin tamamen uzaklasmasi i¢in bos olarak tekrar santrifiij yapildi.
e Spin kolon yeni ependorf tiipe oturtuldu. Toplama tiipleri atildi.

e 30uL EB buffer (QIAGEN) eklendi. 4dk. oda sicakliginda bekletildi.

e 13.000 rpm’de 1dk. santrifiijlendi. DNA degeri spektrofotometrede okutuldu.

3.4.5. Real-time PCR i¢in Standartlarin Hazirlanmasi
Jel ekstraksiyonu yapilan DNA lardan standart hazirlandi.

Primere ait jel ekstraksiyonu yaptiktan sonra spektrofotometrede konsantrasyon ve

kalite Ol¢iimii yapildi.
ORNEK:

BETA-ACTIN geninin jel ekstraksiyon sonucu:

6ng/ul - 6000pg - 60 KAT

7N\

59 ul ddH20 1ul DNA

Bu hesaplama sonucunda sulandirma katsayisi bulunarak asagida verilen miktarlarda seri

diliisyon yapildi.

| Standart 1D Standart 2 > Standart 3 D Standart 4D Standart 5_) standart 6

2 ul DNA + 10 pl stl + 10 pl st2 + 10 pl st3 + 10 ul st4 + 10 pul st5 +
118ul ddH,0 90 pl ddH20 90 pl ddH20 90 pl ddH20 90 pl ddH20 90 pl ddH20

Sekil 9. Real time PCR i¢in standartlarin hazirlanmasi

Seklinde sulandirma yapilarak standartlar caligmaya hazir hale getirildi.

3.4.6. Real-time PCR Protokolii
Real-time PCR’da kullanilan sybergreen 1siktan etkilendigi i¢in ¢aligma alani karanlik
olmali, metal bloklarda ve agsagidaki miktarlarda (bir 6rnek i¢in) calisilmalidir.

PCR i¢in agagidaki oranlarda mix hazirlandi.



e Primer(forward) (0,5 uL)

e Primer(reverse) (0,5 uL)

e CcDNA (2,5 pL)

e syber green master mix (12,5 uL)

e niiklease free water (9 uL)

Real Time PCR’da cihaza ¢alisilan gene gore program girildi.

Denatiirasyon igin 15" 94 °C,

Annealing 30" (her gen i¢in normal PCR’daki ¢alisma sicakliginin 2°C alt1 segildi).
Extention 30" 72 °C, cycle ¢alismaya gore 45 secildi.

Ayni sekilde houskeeping gen olan B-aktin ile normalize edildi.

Analizde okunan BAX, BCL2 ve B-aktin degerleri excel’e girilip oranlamalari,

ortalama degerleri hesaplanip varsa ekspresyon degisimine bakildi.

3.5.Hiicreden Protein izolasyonu

Plateteki hiicrelerin iizerinden medyumu atild1.

Hiicreler 500 pl PBS ile yikandi. (2 kez)

%90 lysis buffer + %10 proteaz inhibitor olacak sekilde bir karigim hazirlandi.
PBS c¢ekilip atildiktan sonra karigimi her vele 250ser ul paylastirildi.

+4 teki shakerda 15 dk bekletildi.

Hiicreler kazilir ve pipetle ependorflara aktarildi.

15-30 dk +4 te shakerda bekletildi.

3.6.Western Blotting

3.6.1. Proteinlerin boyanmasi

Proteinleri boyamak i¢in buffer hazirlandi.

Bufferin igerigi ve oranlari: Sample buffer (%95) + Merkaptoetanol(%5)
(Merkaptoenanol; siilfiir baglarini kirarak proteinin 3 boyutlu yapisini bozar ve
diizgiin bir sekilde akmasini saglar.)

+4’te bekleyen hiicre 6rneklerimizi alip 5 dk en yiiksek devirde santrifiij yapildi.
Stipernatant1 ependorfa alip pelletleri atildi.

Ependorflardaki o6rneklerden alarak 1 e 1 oraninda iistlerine hazirladimiz sample
bufferdan eklendi.

27
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e Heat block’ta 95 oC de 5 dk bekletildi.

e Ve bdylece protein izolasyonu agamasi tamamlanmis oldu.

3.6.2. Jel hazirlanmasi

Jel hazirlamak igin dncelikle gerekli soliisyonlar hazirlandi. Bu soliisyonlarin hazirlanmasi

asagidaki tabloda ayrintili olarak anlatilmistir.

Tablo 4. Western Blot jeli i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi

%30 ACA (akrilamid) 58 gr ACA + 2 gr N,N,metilen bis ACA + 200 mL dW

2M Tris HCL 72 gr Tris + 250 M1 dW karisimi hazirlanir ve iyice
coziindiikten sonra pH:8,8 e ayarlanir.

0.5M Tris HCL 6 gr Tris + 80 M1 dW karisimi1 hazirlanir ve iyice
coziindiikten sonra pH:6,8 e ayarlanir.

%10 APS 25 mg APS + 250uL dW karigimi hazirlanir. Bu karigim

(amonyumpersiilfat) uzun siire dayanmaz o yiizden hemen hazirlayip
kullanmaliy1z.

%10 SDS 5gr SDS tartilip 50 mL’ye dW ile tamamlanir.

(sodyumdodesilsiilfat)

e Soliisyonlar hazirlandiktan sonra running ve stacking jel olmak iizere iki ayri jel
karigimi hazirlandi.
e Jel hazirlanirken % 10’luk oranlar kullanildi.



Tablo 5. Running jel oranlari
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%4 %5 %06 %7 %38 %9 %10 %12
dw 11.86 11.26 10.6 ml | 10 mi 9.46ml | 8.84ml | 8.26ml | 7ml
ml ml
%30 24ml | 3ml 36ml [42ml |48ml [54ml |6ml 7.2 ml
ACA
2M Tris | 3.38ml | 3.38ml | 3.38ml [3.38ml | 3.38ml | 3.38 ml | 3.38 ml | 3.38 ml
%10APS | 180 uL | 180 uL | 180 uL | 180 uL | 180 uL | 180 pL | 180 uL | 180 uL
%10SDS | 180 uL | 180 pL | 180 uL | 180 uL | 180 uL | 180 uL | 180 uL | 180 uL
TEMED [20puL [20pL [20pL [20pL [20pL [20pL [20pL | 20uL

Tablo 6. Staking jel oranlari

dw 4.055 ml
%30 ACA 0.7 ml
0.5 M Tris 1.5 mi
%10 APS 50 L
%10 SDS 60 pL
TEMED 10 uL

NOT: Bu tablolardaki oranlar 2 adet jel dokmek i¢in gerekli olan oranlardir.

e Oncelikle running jel hazirland.

e Belirtilen oranlarda ¢ozeltiler birlestirildi ancak APS ve TEMED jellesmeyi saglayan

ajanlar olduklarindan dolay1 karigima en son eklendi.

e Jel karisimi iki camdan olusan kasetin arasina dikkatlice akitildi.

e Uzerine 2-propanol eklendi.

e Kuruduktan sonra propanol akitildi.

e Hazirlanan staking jel karisimi donmus haldeki running jelin iizerine akitilarak tarak

takildi.
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Iyice kuruduktan sonra tarak cikartildi ve jel running buffer ile doldurulmus tankin

i¢cine alinda.

3.6.3. Proteinlerin Jele Yiiklenmesi

Oncelikle yiikleme i¢in buffer hazirlandi.

Bufferin icerigi ve oranlari: Sample buffer (%95) + Merkaptoetanol(%5)
Merkaptoenanol; siilfiir baglarini kirarak proteinin 3 boyutlu yapisin1 bozar ve diizgiin
bir sekilde akmasini saglar.

Biz bu karisim1 2x’lik olacak sekilde hazirlanip, 1 birim bu karisimdan 1 birim hiicre
orneginden alarak calisildi.

+4’te bekleyen hiicre 6rneklerimizi alip 5 dk en yliksek devirde santrifiij yapildi.
Stipernatant1 ependorfa alip pelletleri atildi.

Ependorflardaki orneklerden alarak 1 / 1 oraninda iistlerine hazirladigimiz 6rnek
bufferdan eklenir (biz bu asamada 60 pl 6rnek 60 pl buffer kullandik).

Heat block’ta 95 °C’de 5 dk bekletildi.

Ve bdylece protein izolasyonu agamasi tamamlanmis oldu.

Proteinler Jele yiiklendi ve tank gii¢ kaynagina baglandi.

30 dk 90 V, ardindan 1 saat 20 Voltta proteinler yirtitiildii.

3.6.4. Membrana Transfer Asamasi

Nitroseliilloz membran metanol koydugumuz bir kabin igerisinde 5 dk bekletildi.

Proteinleri yiiriitiilen jel alindu.
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e Transfer buffer genis bir kabin i¢ine dolduruldu. Ve sekildeki gibi diizenek

olusturuldu.
Western Blot Setup
= Cathode

Gel cast between glass plates.

Notches cast in top of gel to receive samples,
Separated Jel
Components Nitrosliloz membran

. Filtre kagidi
Tracking Dye
Siinger

Kasetin yan yuzleri

Sekil 10. Western blotting transfer agamasi

e Transfer esnasinda asir1 1sinmay1 engellemek i¢in tankin i¢ine buz torbasi konuldu ve
100 V 1 saat boyunca proteinlerin jelden membrana transferi saglandi. (30 V
overnight, 60V 4saat, 100V-1saat se¢encklerinden biri segilebilir)

e Proteinleri jelden membrana aktardiktan sonra, membran PBS-T ye konuldu.

e Falkonda 2.5 g siittozunun iizerini PBS-T ile 50 ml ye tamamlayarak siittozu ¢6zeltisi
hazirlandi.

e Membrani PBS ten alarak siittozu ¢ozeltisi koydugumuz kutunun i¢ine konuldu.

e Membran siitozu ¢ozeltisinde oda sicakliginda shakerda 1 saat bekledi.

3.6.5. Birincil Antikorla Muamele

e Proteinleri jelden membrana aktardiktan sonra, membran PBS-T’ye konuldu.

e Falkonda 2.5 g siittozunun iizerini PBS-T ile 50 ml ye tamamlayarak siittozu ¢6zeltisi
hazirlandi.

e Membrani PBS ten alarak siittozu ¢6zeltisi koydugumuz kutunun i¢ine konuldu.

e Membran siitozu ¢ozeltisinde oda sicakliginda shakerda 1 saat bekledi.

e Ayri bir falkonda 1/1000 oraninda olacak sekilde birincil antikor karigim1 hazirlandi.

e 1 saat beklettigimiz membranimizin kutusundaki siittozu ¢ozeltisini atild1 ve 5 ml
birincil antikor ¢ozeltisinden eklendi.

e Membran ¢ozeltisiyle birlikte paketlendi.
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e +4 te overnight shakerda bekledi. (Bu asamadaki zaman ve sicaklik antibodye gore

degisebilir)

3.6.6. Yikama
o Paketler agilarak i¢indeki membran PBS-T ile dolu kaba alindu.
e Shakerda 10 dk bekletildi (bu yikama islemi PBS-T degistirerek 3 kez tekrar ediliyor)

3.6.7. likincil Antikorla Muamele
e Stok siittozu ¢ozeltisinden alinip 1/2500 oraninda ikincil antikor ¢dzeltisini hazirlandi.
e Yikama isleminden sonra membran 5 ml ikincil antikor ¢6zeltisine konuldu.

e (Oda sicakliginda 1 saat shakerda bekletildi.

3.6.8. Yikama ve Goriintiileme

e Membran 3 defa 10ar dk PBS-T ile yikand.

e Temiz bir ylizeye sera strech yayarak diiz zemin olusturuldu.

e 750:750 pul oraninda ECL ile enzim ¢ozeltisi hazirlandi.

e Membranin lizerine karanlik ortamda enzim ¢6zeltisi konularak 5 dk bekletildi.
(Burada kullandigimiz enzim ¢ozeltisi ikincil antikorlara baglanarak 1s1ma olmasini
saglar.)

e Membranlar1 CD poseti arasina alinarak goriintiilemeye hazir hale getirildi.

e Membranlar UV cihazda goriintiilendi.

3.7.Kaspaz-3 Activite Assay
e UT-SCC-74A, UT-SCC-74B ve HUC-F hiicre hatlar1 kullanilarak caspase 3 activity
Assay Kit (Roche, 120129522001) kullanilarak kaspaz-3 aktivite analizi yapildi.
e Bu deney i¢in hiicre hatlar1 6’lik wellere ekildi.
e Yeterli yogunluga ulastiklarinda kontrol gruplarina DMEM+DMSO, deney gruplarina
100uM krosetin uygulandi.Hiicreler 37 oC inkiibe edildi.

3.7.1. Ornek Hazirhg
e Bu assay i¢in 2 milyon hiicre lazimdir.
e 6 lik wellde bulunan hiicreler 6ncelikle 2 kez 1 mL 1X PBS ile yikandi.

e Daha sonra 500 ul tripsin eklenip 37 inkiibatore kaldirildi.
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5 dakika sonra hiicrelerin kalktig1 mikroskopta bakilarak gozlendikten sonra kalkan
hiicreler her well icin 1 mL medium ile 1,6 ependorf tiiplere toplandi.

1100 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

Pelletin iizerine 1mL soguk 1X PBS eklenerek hiicreler pipetajla yikandi.

300 g’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi.

Pellerin iizerine 200 ul 1X DDT eklendi ve hiicreler pipetajla ¢ozdiirtildii.

1 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

15.000 rpm’de 1 dakika santriifiij edildi.

100 -200 ul supernatant analiz i¢in ayr1 tiiplere alind1 ve -20 dolabinda saklandi.

3.7.2. Soliisyonlarin hazirlanmasi

Coating Buffer(10x): 1x yapmak i¢in 1 ml coating buffer, 9 ml ddH20 ile
¢ozildi.(Hemen kullanilmali!)

Anti-Caspase-3(20x): Kullanmadan hemen 6nce bu antibody 1:20 oraninda coating
buffer ile seyreltildi. (Vorteks yok!)

Blocking buffer: 25 ml sisesinde kullanima hazirdir.

incubation buffer(5x): 1x yapmak i¢in 50 ml incubation buffer, 200 ml ddH20 ile
sulandirildi. (+4 oC de saklanir)

DDT(100x): 1x yapmak i¢in 10 ul DDT, 990 pl incubation buffer ile ¢oziildii.(Hemen
kullanilmal1!)

Substrat solution(20x): 1x yapmak i¢in 1:20 oraninda DDT ile sulandirildi. (Hemen
kullanilmal1!)

AFC solution: 1 mM soliisyon, 1x substrat soliisyon ile diliisyonlari hazirlanarak

kullanildi. (Hemen kullanilmali!)

3.7.3. MTP Kaplama

MTP kitin i¢inden ¢ikan plate’in adidir.

Uygulama yapilacak her well’e 100 ul anti-caspase 3 Coating solution eklendi.
MTP yapiskan bir folyo kapak ile sikica kaplanir ve 37 de 1 saat inkiibe edildi.
Coating soliisyonu ¢ekildi ve wellere 200 ul Blocking buffer eklendi.

MTP yapiskan kapak ile sikica kapatildi. 15-25 te 30 dakika inkiibe edildi.
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Blocking buffer tamamen c¢ekildi ve weller 3 kez 200 ul 1X Incubation buffer ile

yikandi.

Boylece platedeki kuyucuklar kaplanmis oldu.

3.7.4. Proteaz Aktivitesi Analizi

Well’lere 100’er ul 6rnekler ve pozitif control eklendi ve MTP {izeri yapiskan folyo ile

kaplandi.
1 saat 37 derecede inkube edildi.

Ornekler tamamen cekilerek weller 3 kez 200 ul 1X Incubation buffer ile yikandh.

Well’lere 100ul 1X Substrate Solution eklendi.

Florometrik okuma yapildi. Buna okumaya TO denir. Okuma i¢in excitation filter 370-

425nm ve emisyon filter 490-530nm. (maximaex:400 em:505)

MTP iizeri yapiskan folyo ile sikica kapatildi ve 37 de 2 saat inkiibe edildi.

2 saat sonra tekrar 6l¢iim yapildi. Buna da T1 denir. T1 deki degisim hesaplandi.

3.7.5. Kaspaz-3 Aktivite Analiz
AFC bu boliimde taze olmalidir.

Asagidaki sekilde Subtrate Solution ile dilue edildi.

50 mikromolar i¢in; 25ul AFC + 475ul Substrate Solution

Daha sonra bu karisimdan standartlar hazirlandi:

o

o

o

o

o

o

S50mikromolar standart i¢in: 250ul AFC

25mikromolar i¢in: 125ul AFC + 125 ul Substrate Solution
10mikromolar i¢in: 50ul AFC + 200ul Substrate Solution
Imikromolar i¢in: Sul AFC + 245 ul Substrate Solution
0.5mikromolar igin: 5 ul AFC + 495 ul Substrate Solution

0 mikromolar i¢in: 200 ul Substrate Solution

Daha sonra bu standartlardan her birinden 2 well olacak sekilde 100 ul eklendi.

Florumetrik 6l¢iim yapildi. Excitation filter: 370-425 emision filter: 490-530

(maximaex:400 em:505)
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1 2 3 4 h (i1 7 a 9 i |1 12

A |Bl [Bl |P1 |Pi

B |52 |Sa

C |5t |Sb

D |sc [sc

E [sd [sa

F [se [se

G |sf |Sf

H |po |Po P40 | P40

Sekil 11. Kaspaz 3 assay plate dizayni. (Bl=Blank, Sa= 50 uM standart, Sb=25 uM standart,
Sc=10 uM standart, Sd=5 uM standart, Se=1 uM standart, Sf=0 pM standart, PO= pozitif
kontrol, P1,P2,P3..-P40= 6rnekler)

3.7.6. Sonuclarin Analizi

Florometrik okuma ile alinan sonuglar olan TO ve T1 degerleri kullanilarak asagida verilen

denklem 1 ye gore her 6rnek icin ayr1 ayr1 AFU degerleri hesaplandi.

Denklem 1.

AFU= (Sample FU at T1- Blank FU at T1)- (Sample FU at TO- Blank FU at TO)

Daha sonra standartlarin florometrik okuma degerleri excele girildi, grafik cizilerek grafigin

egimi hesaplandi.
Kaspaz 3 aktivitesi asagidaki denklem 2 kullanilarak her 6rnek icin hesaplandi.
Denklem 2.

Kaspaz3 aktivitesi= (AFU/120)/egim
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3.8.Deneylerde Kullamilan Cihazlar

e Santrifiij cihaz1 (Niive Bench Top Centrifuge)

e Su banyosu (Memmert Benmari)

e Pipet tabancasi (Thermo Scientific)

e Mikroskop (Leica DM IL LED)

e Giic¢ kaynagi (Electronic ballast)

e Steril hiicre kiiltiirii kabini (Biosafety Cabinet Class || Thermo Scientific)

e Gergek zamanl hiicre analizi cihazi (xCeLLigence DP Real Time cell analyzer,Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany)

e Hiicre sayim cihazi (Biorad cell counter)

e Hassas terazi (Shimadzu AUWD unibloc)

e Kati otoklav (Niive Steamart)

e Sivi otoklav (Niive Steamart)

e Floresan okuyucu (Thermo Varioscan)

e Thermal cycler (Techne TC3000X )

e Otomatik Pipetler (Gilson pipetteman)

e Spektrofotometre (Shimadzu Biospec nano)

e Buz makinasi (Scotsman)

e Vorteks (VWR Galaxy ministar)

e (CO2 inkiibator (Sanyo MCO 18A)

e Mikrosantrifiij (VWR Galaxy 14D)

e -20 Derece Dondurucu (Bosch)

e -80 Derece Dondurucu (Sanyo)

o Jel elektroforezleri (Cleaver Scientific)

e Ultra saf su cihaz1 (Thermo scientific easy pure)

e Mikrodalga firin (Samsung TDS)

e Distile su cihazi (Thermo scientific barnstead)

e [sitmali manyetik karistiricilar (VWR)

e Molecular imaging Gériintiileme sistemi (Vilber Lourmant) Kamera attagmanli
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Hiicrelere Krosetin Uygulanmasinin Hiicre Canlihigina Etkisi

UT-SCC-74A, UT-SCC-74B ve fibroblast hiicrelerine krosetin uygulanmasinin
ardindan 24 saat sonra mikroskop goriintiileri alind1. Bu goriintiilere bakildiginda
krosetinin artan konsantrasyonlarinda kanser hiicrelerinin 6liim oraninin arttig1

goriilityor. Ancak fibroblast hiicrelerinde ¢ok belirgin farkliliklar gozlenmemistir.

Control 100uM crocelin 250uM crocetin 500uM crocetin

Sekil 12. Bas boyun kanseri timor hiicrelerine (UT-SCC-74A) farkli krosetin

konsantrasyonlarinin uygulanmasindan 24 saat sonra hiicrelerin goriintimleri

Control 100uM crocetin 250uM crocetin S500uM crocetin

Sekil 13. Bas boyun kanseri metastaz hiicrelerine (UT-SCC-74B) farkli krosetin

konsantrasyonlarinin uygulanmasindan 24 saat sonra hiicrelerin goriintimleri

Control 100uUM crocetin 250uM crocetin S00uM crocetin
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Sekil 14. HUC-F (Fibroblast) hiicrelerine farkli krosetin konsantrasyonlarinin

uygulanmasindan 24 saat sonra hiicrelerin goriiniimleri

4.2. MTT deneyi sonug¢lari

8 15
@

pleTo]

[J]

- 1
e

O

2

2 05
o)

(]

2

- 0
E CONTROL 100pM 250uM 500uM
R

[Tp]

H74A mM74B Fibroblast

Krosetin dozlari (LM)

Sekil 15. UT-SCC-74A, UT-SCC-74B ve HUC-F hiicre hatlarinda yapilan MTT testi

sonuglari

MTT sonuglarina bakildiginda hiicre hatlarina uygulanan krosetin konsantrasyonu
arttikca hiicre canliliginin azaldigini goriiyoruz. Ancak HUC-F hiicreleri UT-SCC-
74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarina gore krosetinden daha az oranda etkilenmistir.
En belirgin azalig en yiiksek doz olan 500 pM krosetin konsantrasyonunda
goriilmiistiir. 100 uM krosetin HUC-F hiicrelerinin canlilik oranini etkilemezken, bas
boyun kanseri primer tiimér (UT-SCC-74A) ve metastaz (UT-SCC-74B) hiicre

hatlarinin canliligini belirgin bir oranda diistirmistiir.

4.3.xCELLigence fle Gercek Zamanh Hiicre Analizi Sonuclari
4.3.1. Hiicre Sayis1 Belirlemek icin Yapilan Gercek Zamanh Hiicre Analizi

sonuglari (Titrasyon Deneyi)

Oncelikle xCELLigence cihazinin platelerinin herbir kuyucuguna sayica ne kadar
yogunlukta hiicre ekersek daha i1yi bir biiylime grafigi elde edecegimizi anlamak i¢in krosetin

uygulamaksizin sadece hiicreler ekilerek titrasyon deneyi yapildi.



39

10.0

e oW
o o

~
o

Cell Index
& wmoom
= @ o

w
=

2.0

Time {in Hour)

Sekil 16. UT-SCC-74A hiicrelerinin (Kirmiz1 5000, yesil 10000, mavi 20000 hiicre/kuyucuk

ekildi) ger¢ek zamanl hiicre analiz grafigi.

Bu analiz sonucu en iyi biiyiime grafiginin kuyucuk bagina 10000 hiicre ektigimizde elde
edigini goriiyoruz. Boylece UT-SCC-74A hiicre hatt1 icin deneyde kullanacagimiz hiicre
konsantrasyonu 10000 hiicre/kuyucuk olarak belirlenmistir. Ciinki 20000 hiicre/kuyucuk
ektigimizde hiicre yogunlugu ¢ok hizli bir sekilde ve 5000 hiicre/kuyucuk ektigimizde ise cok
yavas arttigini goriiyoruz. Ayrica bu grafik sonucu krosetin uygulama saatinin ise 24. Saat
olduguna karar verilmistir. Ciink{i biiylime grafiginin artis kismina baktigimizda son 1/3’lik

kisminin basina denk gelen zaman araligi madde uygulanmasi i¢in en uygun zaman araligidir.

Cell Index
in

i o

=M
in o

=

Time (in Hour)

Sekil 17. UT-SCC-74B hiicrelerinin (Kirmiz1 5000, yesil 10000, mavi 20000 hiicre/kuyucuk

ekildi) gergek zamanl hiicre analiz grafigi.
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Bu analiz sonucu en iyi biiyiime grafiginin kuyucuk basma 10000 hiicre ektigimizde elde
edigini goriiyoruz. Boylece UT-SCC-74B hiicre hatt1 i¢in de deneyde kullanacagimiz hiicre
konsantrasyonu 10000 hiicre/kuyucuk olarak belirlenmistir. Ciinkii 20000 hiicre/kuyucuk
ektigimizde hiicre yogunlugu ¢ok hizli bir sekilde ve 5000 hiicre/kuyucuk ektigimizde ise ¢ok
yavas arttigimi1 goriiyoruz. Bu grafik sonucunda da krosetin uygulama saatinin ise 24. Saat

olduguna karar verilmistir.

&
|

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 18. HUC-F hiicrelerinin (Kirmizi 5000, yesil 10000, mavi 20000 hiicre/kuyucuk ekildi)

gercek zamanli hiicre analiz grafigi.

Bu analiz sonucunda da digerlerinde oldugu gibi en iyi biiyiime grafiginin kuyucuk bagina
10000 hiicre ektigimizde elde edigini goriiyoruz. Boylece HUC-F hiicre hatt1 i¢in de deneyde
kullanacagimiz hiicre konsantrasyonu 10000 hiicre/kuyucuk olarak belirlenmistir. Ancak bu
grafik sonucunda madde uygulama i¢in uygun olan saatin farkli oldugunu gériiyoruz. Diger
hiicre hatlarina gore ¢ok daha kisa siirede maksimum cell indeksine ulagmigtir. HUC-F hiicre

hatt1 i¢in krosetin uygulama saatinin 8. Saat olduguna karar verilmistir.

4.3.2. Krosetinin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Etkisini Gosteren Gercek Zamanh

Hiicre Analizi Sonuclari

UT-SCC-74A, UT-SCC-74B ve HUC-F hiicreleri xCELLiegence cihazinin platelerine

ekilerek ardindan krosetin uygulandi ve ger¢ek zamanli hiicre analizi yapildu.



41

Cell Index
@ ©
(=] (=]

i
=

[y
=4

=
[=1

Time (in Hour)

Sekil 19. UT-SCC-74A hiicrelerinin (Mavi(Kontrol), kirmizi(100uM), yesil (250 uM),
pembe(500uM) krosetin uygulandi) gercek zamanli hiicre analiz grafigi.
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Sekil 20. UT-SCC-74B hiicrelerinin(Pembe(Kontrol), kirmizi(100uM), yesil (250 puM),
mavi(500uM) krosetin uygulandi) gercek zamanl hiicre analiz grafigi.

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hattinda krosetinin farkli konsantrasyonlarin
etkisi belirlenmistir. Bu grafiklere bakildiginda uygulanan krosetin dozu arttik¢a hiicre

proliferasyonun azaldig: goriilmektedir.
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4.3.3. ICS50 degerinin belirlenmesi

xCELLigence analizlerinin sonucuna gore bundan sonraki western blotting ve Real time
PCR agamalarinda kullanmak i¢in krosetinin etkili oldugu degeri bulmak gerekiyordu. Bu

nedenle krosetinin hiicreleri en ¢ok 6ldiirdiigli degerin yaris1 olan IC50 degeri belirlendi.

S =¥ AT VGadines oYL o )
a Curve Data Calculation Fesubs

DRC {C1vs comc)
30 arevels Sigmaoudtyl dose-sespan
pound Mamw (RO

Time #5754

20 Vel CLE2 Q201 E1 0261 +
s 000099564214

; poare | 00023

Cob Index

Log of concentration (M) I

Sekil 21. xCELLigence cihazinin programinda IC50 degerinin hesaplanmasi.
4.4 Krosetinin Etkisini Gosteren Western Blotting Sonuclari

UT-SCC-74A, UT-SCC-74B ve fibroblast hiicreleri hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilerek
krosetin uygulanmasinin ardindan western blotting yapmak iizere proteinleri izole edildi ve

western blotting yontemi ile krosetinin BAX, BCL-2 ve beta aktin protein seviyelerine etkisi

gozlemlendi.
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4.4.1. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda Krosetinin BAX Ve BCL-2 Proteinlerine Olan
Etkisinin Western Blotting Sonuglari

Z
(@]

O

Befa actin [ gmi—————
g

100pM CROCETIN 1
100pM CROCETIN 2
100uM CROCETIN 3

CONT 2
CONT 3

UT-SCC-74A BAX UT-SCC-74A BCL-2
3 1,2
2,5 F
— =
4 1,p8 3
z 2 2 08
[} C
2 3
‘S 1,5 o 0,6
5 o
= o
= 1 o 04
s oD
047
0,5 0,2
0 0
control crocetin control crocetin

Sekil 22. UT-SCC-74A Hiicre hattinda krosetinin BAX ve BCL-2 protein seviyelerine olan

etkisinin gosterildigi western blotting sonuglari

UT-SCC-74A hiicrelerinden izole edilen proteinlerle yapilan western blotting sonuglarina
bakildiginda BAX proteinin seviyesinin kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde arttigini,

BCL-2 protein seviyesinin ise ayn1 sekilde azaldigin1 goriiyoruz.
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4.4.2. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda Krosetinin BAX Ve BCL-2 Proteinlerine Olan
Etkisinin Western Blotting Sonuglari
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Q Q (@]
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BAX . - - G G

BCL2 | M -~ = »

UT-SCC-74B BAX UT-SCC-74B BCL-2
1,2
1,077 1,6 1,411
i 1 - — 1
g 0,8 % b2
>
] ! 0,656 Q
s i 1 0,812
g 06 S 08
° 15
S 04 5 06
< X 04
[as] < )
0,2 [a) 02
0 0
control crocetin control crocetin

Sekil 23. UT-SCC-74B Hiicre hattinda krosetinin BAX ve BCL-2 protein seviyelerine olan

etkisinin gosterildigi western blotting sonuglari

UT-SCC-74B hiicrelerinden izole edilen proteinlerle yapilan western blotting sonuglarina
bakildiginda BAX proteinin seviyesinin kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde arttigini,

BCL-2 protein seviyesinin ise ayni sekilde azaldigini goriiyoruz.
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4.4.3. Fibroblast Hiicre Hattinda Krosetinin BAX Ve BCL-2 Proteinlerine Olan
Etkisinin Western Blotting Sonuglari

100uM CROCETIN 1
100pM CROCETIN 2
100pM CROCETIN 3

CONT 1
CONT 2
CONT 3

o
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—
Q
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|
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1 0,6
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0,8 0,739 —— 3 05 ——
5 ()
207 - =
= 3 04
206 2
— C
<05 © 03
2 2
5 0 =02
%03 a7
@ 0
0,2 @ 0,1
0,1
0 0

control crocetin control crocetin

Sekil 24. Fibroblast Hiicre hattinda krosetinin BAX ve BCL-2 protein seviyelerine olan

etkisinin gosterildigi western blotting sonuglari

HUC-F (Fibroblast) hiicrelerinden izole edilen proteinlerle yapilan western blotting
sonuglarina bakildiginda BAX proteinin seviyesinin kontrol grubuna kiyasla az bir miktarda
sekilde arttigini, BCL-2 protein seviyesinin ise ayn1 sekilde azaldigin1 goériiyoruz. Ancak UT-
SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarina gore bu degisim ¢ok az miiktarlarda gergeklesmistir.
Kanserli hiicre hatlarinda ¢ok daha belirgin bir fark gézlenmistir. Bu sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirilmistir ve saglikli hiicrelerle kanser hiicreleri aralarindaki BAX, BCL-2

protein seviyeleri degisimi istatistiksel olarak anlamlidir p<0,5.
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4.5 Krosetinin Etkisini Gosteren Real-Time PCR Sonuglari
45.1. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda Krosetinin BAX Ve BCL-2 Ekspresyonlarina
Olan Etkisinin Real-Time PCR Sonuclari

UT-SCC-74A BAX UT-SCC-74A BCL-2
5 5 1,4
2 g 12
o 4 o
> > 1
(%] (%]
g3 208
v w04
x< 1 ~
, 0,2
2 ] g ”
0 Q o
kontrol 100 uM kontrol 100 uM
Krosetin konsantrasyonu Krosetin Konsantrasyonu

Sekil 25. UT-SCC-74A Hiicre hattinda krosetinin BAX ve BCL-2 genlerinin ekspresyon

seviyelerine olan etkisinin gosterildigi Real-time PCR sonuglari

UT-SCC-74A hiicrelerinde real time sonuglarina bakildiginda BAX ekspresyonunun kontrol
grubuna kiyasla 4 kat kadar arttigini, BCL-2 ekspresyonunun ise ayni sekilde belirgin miktarda

azaldiginm goriiyoruz. Bu artis ve azalis hiicrelerin apoptoza gittiginin 6nemli bir gostergesidir.

4.5.2. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda Krosetinin BAX Ve BCL-2 Ekspresyonlarina
Olan Etkisinin Real-Time PCR Sonuglari

UT-SCC-74B BAX UT-SCC-74B BCL-2

0,8
0,6

0,4
1 )
] "
0

kontrol 100 uM kontrol 100 uM
Krosetin Konsantrasyonu Krosetin Konsantrasyonu

BAX ekspresyonu
N
BCL-2 ekspresyonu

Sekil 26. UT-SCC-74B Hiicre hattinda krosetinin BAX ve BCL-2 genlerinin ekspresyon

seviyelerine olan etkisinin gosterildigi Real-time PCR sonuglari
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UT-SCC-74B hiicrelerinde real time sonuglarina bakildiginda BAX ekspresyonunun kontrol
grubuna kiyasla 3 kat kadar arttigini, BCL-2 ekspresyonunun ise ayni sekilde yaklasik 3 kat

azaldiginmi goriiyoruz. Bu artis ve azalis hiicrelerin apoptoza gittiginin dnemli bir gostergesidir.

4.5.3. Fibroblast Hiicre Hattinda Krosetinin BAX Ve BCL-2 Ekspresyonlarina
Olan Etkisinin Real-Time PCR Sonuclar1

HUC-F BAX HUC-F BCL-2
_ L2
c 1,15 _ 15
9 11 2
%) o 1
¢ 1,05 &
> o
W 0,95 - g0
Z 09 b
«@ k | 100 pM a0
ontro_ W O kontrol 100 uM
Krosetin Konsantrasyonu @ Krosetin Konsantrasyonu

Sekil 27. HUC-F(Fibroblast) Hiicre hattinda krosetinin BAX ve BCL-2 genlerinin ekspresyon

seviyelerine olan etkisinin gosterildigi Real-time PCR sonuglari

HUC-F hiicrelerinde real time sonuglarina bakildiginda BAX ekspresyonunun kontrol
grubuna kiyasla arttigini, BCL-2 ekspresyonunun ise azaldigini gériiyoruz. Ancak bu degisimin
UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinde oldugu kadar fazla bir oranda degil, ¢ok daha az
oranda oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve saglikli
hiicrelerle kanser hiicreleri aralarindaki BAX, BCL-2 gen ekspresonlart degisimi istatistiksel

olarak anlamlhidir p<0,5.

4.6.Krosetinin Kaspaz-3 Aktivitesine Olan Etkisini Gosteren Sonuglari

Kaspaz-3 Assay sonucunda florometrik 6l¢iim sonucu elde edilen standartlarin degerleri
kullanilarak standart egrisi ¢izildi(Sekil 24). Bu egrinin egimi kaspaz-3 aktivitesi

hesaplarken kullanildi.
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Caspase 3 assay standart grafigi
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Sekil 28. Kaspaz-3 assay standart egrisi

4.6.1. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda Krosetinin Kaspaz-3 Aktivitesine Olan Etkisi

UT-SCC-74A hiicre hattindaki
Kaspaz-3 aktivitesi degisimi

0,0035
0,003
0,0025
0,002
0,0015
0,001

oo
0

kontrol 100 uM krosetin

Kaspaz-3 aktivitesi

Krosetin konsantrasyonu

Sekil 29. UT-SCC-74A hiicre hattindaki kaspaz3 aktivitesi degisimi

UT-SCC-74A hiicrelerinde yapilan kaspaz-3 assay sonuglarina bakildiginda kaspaz-3
aktivitesinin kontrol grubuna gore belirgin miktarda arttifin1 gériiyoruz. Bu artis bas boyun
kanseri primer timor hiicrelerinin krosetin etkisiyle apoptoza gidisinin indiiklendiginin

gostergesidir.
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4.6.2. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda Krosetinin Kaspaz-3 Aktivitesine Olan Etkisi

UT-SCC-74B hicre hattindaki
Kaspaz-3 aktivitesi degisimi
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0,002

o
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7
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Sekil 30. UT-SCC-74B hiicre hattindaki kaspaz3 aktivitesi degisimi

UT-SCC-74B hiicrelerinde yapilan kaspaz-3 assay sonuglarina bakildiginda kaspaz-3
aktivitesinin kontrol grubuna gore belirgin miktarda arttigin1 goriiyoruz. Bu artig bas boyun
kanseri metastaz timor hiicrelerinin krosetin etkisiyle apoptoza gidisinin indiiklendiginin

gostergesidir.

4.6.3. HUC-F Hiicre Hattinda Krosetinin Kaspaz-3 Aktivitesine Olan Etkisi

HUC-F hiicre hattindaki
Kaspaz-3 aktivitesi degisimi
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Sekil 31. HUC-F hiicre hattindaki kaspaz 3 aktivitesi degisimi

HUC-F hiicrelerinde yapilan kaspaz-3 assay sonuglarina bakildiginda kaspaz-3 aktivitesinin
kontrol grubuna gore bir miktar arttigini goriiyoruz. Ancak bu artig kanser hiicrelerindeki kadar
fazla bir oranda degildir. Bu artig bas boyun kanseri primer tiimdr ve metastaz hiicrelerinde de,
saglikli fibroblast hiicrelerinde de krosetin etkisiyle apoptoza gidisinin indiiklendiginin
gostergesidir ancak kanser hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesi ¢ok daha fazla bir oranda artis
gostermektedir. Bu sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve saglikli hiicrelerle kanser

hiicreleri aralarindaki kaspaz 3 aktivitesi degisimi istatistiksel olarak anlamlidir p<0,5.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, iizerinde ¢ok fazla arastirma yapilan, giiniimiize kadar bir¢ok bilim adaminin
tizerinde durdugu bir hastaliktir. Latince’de yengec¢ anlamina gelen “crab” sozciigiinden
tiretilmistir. Bu hastalik basladig1 bolgeden diger organlara yayildiginda Yunanli hekim
Hipokrat bu tanimlamay1 yapmistir [99]. Kanser, hiicrelerin farklilagarak kontrolsiiz, anormal
ve agir1 derecede ¢ogalip bir kitle ve tiimor olusturmasidir. Kanserin bir¢ok cesidi vardir ama
hepsi anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesiyle baglamaktadir. Kontrolsiiz biiyiime 6zelligi
kazanarak tiimdr olusturan kanser hiicreleri timorden ayrildiklarinda, kan veya lenf dolagimina
katilarak viicudun farkli bolgelerine metastaz yaparlar ve farkli bolgelerde tiimdr kolonileri
olustururarak biiyimeye devam ederler. Kanserin sebepleri ¢evresel etkenler veya genetik
yatkinlik olabilir. Yani sigara, kimyasallar, radyasyon, beslenme gibi dis kaynakli sebepler
kansere yol actigi gibi, kalitsal mutasyonlar, hormonlar, immiin kosullar ve genlerdeki
mutasyonlar da kansere yol agmaktadir. Bu faktorler birlikte kansere neden olabilecegi gibi tek

baslarina da kansere sebep olabilirler [100].

Amerika’da yapilan arastirmaya gore, kanserin en ¢ok karsilagilan ikinci 6liim sebebi oldugu
belirtilmistir. Hayatlar1 boyunca erkeklerin yarisinda ve kadinlarin iicte birinde kanser
hastaliginin goriilebilecegi belirtilmistir. Giliniimiizde de milyonlarca insanin kanserli oldugu

ve oncesinde kanser oykiisiine sahip oldugu belirtilmistir [101].

Calismamizda alternatif tipta kullanilan dogal bir bilesen olan krosetinden faydalanilmaistir.
Bitkilerden elde edilen bazi 6zler kanserden koruyucu ajanlarin gelismesi amaciyla
kullanilmaktadirlar. Safrandan elde edilen bilesenlerin antitiimor etkisi oldugu ve anti-kanser
ajan1 olarak kullanilan ilaglarin yan etkilerini azalttigi bilinmektedir. Yapilan farkl
caligmalarda kanser tedavisinde sitotoksisitesi diisiik maddelerin kanser iizerindeki etkileri ve
hedefe yonelik tedaviler arastiriimaktadir. Hedefe yonelik tedaviler i¢inde hiicre 6liimiinde rol
oynayan genler incelenmis, bunlar iizerine ¢alismalar yapilmistir. Ornegin hiicre 6liim tiirii olan
apoptoz yolaginda gorevli Bel-XL, Bcl-2 gibi anti-apoptotik genleri hedef alan inhibe edici
kiigiik molekiillerin klinik 6ncesi deneme asamasinda oldugu belirtilmistir. Giiniimiizde bu
sekilde arastirmasi siirdiiriilen molekiil oldugu gibi tedavide kullanilan molekiiller de
mevcuttur. Anti-apoptotik olan Bcl-2 {izerine fosforilasyonla etki edip, meme kanseri

hiicrelerini apoptoza gotliren Doksitaksel de buna 6rnek gosterilebilir [102]. Bu ilaglarin
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kemoterapik ilaglarla kullaniminin tedaviyi etkin hale getirdigi ¢alismalarda belirtilmistir [103].
Bu tarz bir¢ok calisma olmakla birlikte bu c¢alismalarin tamamen c¢are olmadigi, saglikl
hiicrelere zarar vermeyen sitotoksik etkisi az olan ilaglar olmadigi belirtilmistir. Farkli yolaklar
esas alinarak yapilan c¢alismalar da dahil olmak iizere bu ¢alismalarin yetersiz oldugu
sitotoksisitesi diisiik maddelerin tedavide arandigi bildirilmistir [104]. Bu c¢alismada da
krosetinin yukarida anlatilan apoptoz yolaklarinda etkili olan genler iizerindeki etkisi incelendi
ve apoptoza olan etkisi arastirildi. Daha 6nceki yapilan ¢aligmalarda bitkisel tedavinin saglikli
hiicrelere zarar vermedigi tespit edilmistir. Halk arasinda birg¢ok bitki hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkilerin yapraklari, kokleri, govdeleri, meyveleri, bitkilerden elde edilen
yaglar1 hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’iince yapilan
calismada diinyadaki niifusun %80’inin saglig1 i¢in geleneksel tedaviye giivendigi tespit
edilmistir [105]. Bitkilerin tedavi amagh kullanimlarinin insanlik tarihiyle birlikte basladigi,
binlerce yil dncesinden bitkilerin tedavi ediciliginden faydalanmaya basladigi kaynaklarda
belirtilmistir. Halk arasinda kullanilanan bitkilerin Anadolu’da da yaygin oldugu ve bunun

giiniimiize kadar geldigi bildirilmistir.

Halen kullanilan ilaglar arasinda da birgok ilacin bitki kokenli oldugu ifade edilmistir.
tilkemizde ti¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede bulunmasindan dolay1 bir¢ok farkli ¢esit
bitkiye ev sahipligi yapmaktadir. Terapotik amagcla ¢esitli bitkiler kullanildigi ve bunlarin
sayisinmn 20.000 oldugu Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bildirilmistir. Ik ¢aglardan
kalan arkeolojik bulgular insanlarin besin elde etmek ve saglik sorunlarini gidermek igin

oncelikle bitkilerden faydalandigin1 gostermektedir [106].

Safran Hititler zamanindan beri Anadolu'daki insanlar tarafindan baharat ve ila¢ olarak
kullanilmaktadir ve tedavi edici bir¢ok ozellige sahiptir. Bu bitkinin bir¢ok kullanim alani
oldugu gibi antikanserojen etkisinin de mevcut olduguna dair ¢aligmalar yapilmistir. Safranin
farkli yerlerde yetisen 80 tiirii vardir [107,108]. Safranin toksisitesi de bir¢ok arastirmaci
tarafindan incelenmistir. Fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda safranin kayda deger bir toksik

etkisi bulunmadig1 sonucuna varilmistir [109].

Krosetin, safrandan elde edilmis dogal bir bilesen olup yapilan deneysel hayvan
modellerinde ve hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda bir antitimor ajani olarak énemli bir potansiyel
gostermistir. Fareler iizerinde yapilan bir calismada farkli tiimor tipleri tizerinde toksik etki
gostererek farelerin yasam siiresini arttirdign goriilmiistiir [93]. Ayrica farelerin mikroglial
hiicrelerinde de krosetin etkisi arastirilmig ve ndrotoksik molekiillerin tiretiminde azalmaya yol

actig1 gozlemlenerek anti-inflamatuar etkisi oldugu kanitlanmistir [94]. Krosetinin meme
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kanseri tizerindeki etkisinin arastirildigi farkli bir c¢alismada ise MDA-MB-231 kanser
hiicrelerine krosetin uygulanarak proliferasyonu azalttig1 goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da
krosetin bag boyun kanseri hiicre hatlarina uygulandiginda artan dozlarla orantili bir sekilde
proliferasyonu azalttig1r gézlenmistir. Proliferasyon deneyimiz meme kanseri ile yapilan bu
caligsmayla ortiismektedir.

Ayrica bagka bir ¢alismada pakreas kanseri hiicreleri olan MIA- PaCa-2, BxPC3, Capan-1
ve ASPC-1 hiicre hatlarina krosetin uygulanan bir diger ¢calismada, BAX, BCL gibi apoptoz
iliskili proteinler ve hiicre dongiisiinii etkileyen CyclinB gibi protein seviyelerindeki degisim
incelenmis ve krosetinin BAX ekspresyonunu arttirdigi, BCL2 ekspresyonunu azalttigi
belirtilmistir. BAX ve BCL2 gen ekspresyon seviyelerini bas boyun kanserinde inceledigimiz
bizim caligmamizda da ayn1 sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle krosetin uygulanmasinin diger
kanser tiirlerinde gosterdigi benzer etkiyi, yaptigimiz calisma sonucu bas boyun kanseri
tizerinde de gosterdigini sdyleyebiliriz [95].

Krosetinin etkisi serviks, akciger ve yumurtalik kanseri iizerinde de arastirilmis ve serviks
icin HeLa, akciger kanseri i¢cin A549 ve ovaryum i¢in SKOV3 hiicrele hatlar1 kullanilarak bu
hiicrelere krosetin uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonunda ise krosetinin hiicre dongiisiinde G1
kontrol noktasi tizerinde etki gostererek kanser hiicrelerinin poliferasyonunu inhibe ettigi,
apoptoza yol acarak hiicre oliimlerinde artisa sebep oldugu sonucuna ulasilmistir. Yine ayni
calismada, hiicre dongiistinde p53 bagimli ve p53 bagimsiz mekanizmalar arastirilmis ve her
iki durumda da krosetinin ayn1 etkiyi gosterildigi sonucuna varilmigtir [97].

Sheng Li ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma bu konudaki yayinlanan son ¢aligmalardan biridir
ve 0zafagus kanserinde krosetinin antitimor etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada da bizim
calismamizla Ortlisen sonuglar elde edilmistir. Krosetinin artan dozlarla uygulandiginda, hiicre
canliligini azalttigin1 belirlemislerdir ayrica protein diizeyinde yaptiklari ¢alismada BAX’in
krosetin uygulamasi sonucu artis gosterdigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da BAX,
ehem gen ekspresyonu diizeyinde hem de protein diizeyinde incelenmis ve krosetinin etkisiyle
artist gozlenmistir, ayrica BAX’a zit calisan BCL-2 de aymi sekilde incelenmis ve gen
ekspresyonlarinda ve protein seviyelerinde diisiis gozlenmistir. Diger taraftan Sheng Li ve
arkadaglarinin ¢aligmasinda migrasyon deneylerinde kontrol grubuna gore krosetinin hiicre
migrasyonunu yavaslattigini gostermislerdir [110].

Tiim bu caligmalara bakildiginda hedef secilen bu bitki iizerinde birgok calisma
yapilabilecek bir bitkidir. Yapilan ¢aligmalarda krosetinin kanser hiicre hatlarinda hiicreleri
apoptotik yolagi kullanarak 6liime gotiirdiigii bildirildiginden bu ¢aligmada da bu yolak hedef

alinmis, caligmalar buna gore siirdiirtilmiistiir.
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Apoptoz regiilasyonunun Bcl-2 gen ailesi ile saglandigi belirtilmistir. Bu ailenin yirmi tiyesi
vardir ve Bax proapoptotik gendir, Bcl-2’de apoptoz inhibitériidiir, antiapoptotiktir [111].
Proapoptotik proteinler, Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) saliminin artmasina
yol agarak apoptozu indiikler. Antiapoptotik proteinler ise mitokondrinin dis zarinda,
endoplazmik retikiilimde ve ¢ekirdek zarinda bulunurlar. Bu proteinler porlarin olusumunda
gorev alirlar ve iyon transportunu saglarlar. Hiicrede bulunan kalsiyum oranini diizenlerler.
Ayn1 zamanda prokaspazlari, AIF ve sitokrom-c salinimimi engelleyerek apoptozun
inhibisyonunda gérev alirlar [112]. Sitoplazmaki sitokrom ¢ apoptozun en son basamaginda rol
alirken, AIF dogrudan yogunlasan kromatine ve parcalanan g¢ekirdege yonelir [111-113].
Hiicrenin yasamini ya da 6liimiinii belirleyen énemli bir kap1; mitokondrinin dis membranidir.
Bu membrandaki kanalllarin agilip kapanmasinda anti-apoptotik ve pro-apoptotik genler
gorevlidir. Baz1 anti-apoptotik sinyaller dis mitokondriyal membran kanallarin1 kapali tutmaya
calisirken bazilar1 tersine pro-apoptotik 6liim sinyalleri de bu kanallar1 agmak i¢in galigir.

Bax ve Bcl-2 genleri ile su ana kadar yapilan bir¢cok caligmada farkli maddelerin kanser
hiicrelerinde etkisi incelenirken bu genlerin apoptoz tizerindeki rolleri aragtirtlmigtir [114,115].
Ve yapilan calismalar Bel-2 ve Bax genlerinin hiicre proliferasyonu ve apoptozda kilit rol
oynadiklarint gostermektedir [116,117]. Krosetin de hiicrelerde apoptoz yolaklarinda etkili olan
Bcl-2 ailesinin expresyonunu etkilemektedir. Farkli ¢aligmalarda krosetinin, proapoptotik gen
olan Bax’in expresyonunu artirict ve antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin expresyonunu inhibe

edici etkisi saptanmustir [118].

Calismamizda bas-boyun kanseri primer tiimoér ve metastaz hiicre hatlarina krosetin
uygulanarak, bu hiicrelerin poliferasyonu, migrasyonu, hiicre dongilisii ve apoptoza gidis
oranlari iizerinde etkisi olup olmadig1 incelendi. Oncelikle farkli dozlarda krosetin ile muamele
edilen bas boyun kanseri hiicre hatlarinin proliferasyonlarindaki degisim incelendi.
Proliferasyon deneyleri xCELLigence cihazi ile yapildi ve krosetinin artan dozlar
uygulandiginda proliferasyonun orantili bir sekilde azaldig1 gozlemlendi.

Bas boyun kanseri primer ve metastaz hiicre hatlarina farkli konsantrasyonlarda krosetin
uygulandiktan sonra, krosetin uygulanmis ve kontrol grubu hiicrelerinden RNA izolasyonu
yapildi, ardindan cDNA sentezi gergeklestirilerek Real Time PCR yapilarak gen
ekspresyonlarindaki degisime bakildi. Sonucunda ise krosetinin apoptozda yer alan
proapoptotik bir gen olan BAX’in gen ekspresyonu diizeyinde ve ayni zamanda protein
diizeyinde artisina sebap oldugu ve anti-apoptotik gen olan BCL-2’nin ise hem gen ekspresyon

diizeyinde hem de protein seviyeleri diizeyinde diisiise neden oldugu belirlendi. Real time PCR
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ile Bcl-2 ve Bax genlerinin ekspresyonlarinda kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi. Gen ekspresyonlarina baktiktan sonra Bax ve
Bcl-2 genlerinin iiriinleri olan proteinler de ayrica izole edilerek western blotting yontemi ile
goriintiilendi. Béylece Real time ile ekspresyonlarina bakilan genler, diger taraftan bu genlerin
tirtinii olan proteinler western blotting yontemi ile goriintiilenerek sonuglart her iki yonden de
dogrulamis olduk.

Diger yandan kontrol gruplarinda ve krosetin uygulanmis gruplarda apoptoz yolaginda
olduk¢a 6nemli role sahip bir protein olan kaspaz3 aktiviteleri incelendi. Kaspaz3 aktivitesi
analizinin sonucunda krosetinin kaspaz3 aktivitesini arttirdigi goriildii. Tiim bu sonuglar
krosetinin, hiicreleri apoptoza gotiirdiigiiniin 6nemli bir gdstergesidir. Ayn1 zamanda elde
ettigimiz sonuclarimiz, literatiirdeki krosetinin farkli kanser hiicre hatlarina olan etkilerinin
incelendigi caligmalara bakildiginda bu ¢alismalardan elde edilen sonuglarla 6rtiismektedir. Bu
calismada literatiiirdeki diger ¢aligmalardan farkli olarak kanser hiicre hatlarinin yaninda bir de
kontrol olarak saglikli hiicre hatt1 olan HUC-F(fibroblast) hiicre hatt1 da kullanild:

Tiim bu caligmalar 151831nda krosetinin apoptotik etkisini bag boyun kanseri timor ve metastaz
hiicre hatlarinda gézlemlerken, daha az oranda da olsa HUC-F hiicre hattinda da goriildii. Ancak
tiim deneylerdeki kanser hiicre hatlar1 ve saglikli hiicre hattindaki krosetinin etkisini gosteren
sayisal degerler kullanilarak istatistiksel olarak incelendi ve tiim deneyler i¢in aradaki fark
istatiksel olarak anlamli p<0.05 bulundu. Yapilacak daha genis ¢alismalar ile apoptotik
yolaktaki diger genler de incelenerek bu ¢alisma ilerletilebilir.

Sonugta bu calismada dogal bir bilesen olan krosetinin bas-boyun kanseri tedavilerinde
daha etkili tedavilerin bulunabilecegine isaret olabilecegi gosterilmistir. Krosetinin ilerleyen
calismalarda da kemoterapik ilaglarla birlikte kullanilabilecegi, yan etkilerinin azaltilabilecegi
ongoriilmektedir. Yapilan bu calisma iilkemizin de ilerlemesine sebep olacaktir. Ciinkii
krosetinin elde edildigi safranin kaynag1 olan Crocus sativus lilkemizde yetisen oldukca degerli
bir bitkidir. In vitro’da baslayan bu galisma in vivo asamaya da gegcirilerek ilerletilebilir,
sonrasinda tedavi amaciyla kullanilabilir. Bu caligmada ileriki calismalar i¢in basamak

olusturmaktadir.



10.

11.
12.

13.

14.

55

6. KAYNAKLAR

imgarcade.com/galleryforheadandneckanatomy (alint1 tar. 04.05.15)

Million, R.R., Cassisi, N.J., Mancuso, A.A., (1994). Management of Head and Neck
Cancer: A Multidisciplinary Approach Lippincott (Sf.311-320), Philadelphia.

Boffetta, P., Hecht, S., Gray, N., Gupta, P., Straif, K., (2008). Smo-keless tobacco and
cancer, The Lancet Oncology, 9(7):667—675.

Blot, W.J., McLaughlin, J.K., Winn, D.M., et al., Smoking and drinking in relation to
oral and pharyngeal cancer, Cancer Research, 1988;48:3282.

Gandini, S., Botteri, E., lodice, S., et al. (2008). Tobacco smoking and cancer: a meta-
analysis, International Journal of Cancer,122(1):155-164.

Shopland, D.R., Burns, D.M., Garfinkel, L., et al. Monograph 8: Changes in cigarette-
related disease risks and their implications for prevention and control. Bethesda:
National Institutes of Health, National Cancer Institute, NIH Pub. No 97-4213,1997.
Stevens, M.H., Gardner, J.W., Parkin, J.L., et al. (1983) Head and neck cancer
survival and lifestyle change, Arc Otolaryngol Head Neck; 109(11):746-9.

Chuang, S.C., Scelo, G., Tonita, J.M., et al. (2008). Risk of se-cond primary cancer
among patients with head and neck cancers: a pooled analysis of 13 cancer registries.
International Journal of Cancer, 123(10):2390-2396.

Do, K.A., Johnson, M.M., Doherty, D.A., et al.(2003). Second primary tumors in
patients with upper aerodigestive tract cancers: joint effects of smoking and alcohol,
Cancer Causes and Control, 14(2):131-138. United States.

Des Rochers, C., Dische, S., Saunders, M.1.(1992). The problem of cigarette smoking
in radiotherapy for cancer in the head and neck, Clinical Oncology, 4(4):214-6.
Cancer Facts and Figures (2012). American Cancer Society, Atlanta, GA.

Devesa, S.S., Blot, W.J., Stone, B.J., et al.(1995). Recent cancer trends in the United
States. J Natl Cancer Inst ;87:175-82.

Mork, J., Moller, B., Glattre, E., (1999). Familial risk in head and neck squamous cell
carcinoma diagnosed before the age of 45: a population- based study. Oral
Oncology;35:360-7

Donald, P.J., Marijiuna, (1986). Smoking-possible cause of head and neck carcinoma
in young patients, Otolaryngol Head Neck Surgery;94:517.


http://www.imgarcade.com/galleryforheadandneckanatomy%20(alıntı

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

56

Galli, J., Cammarota, G., Calo, L., et al.(2002). The role of acid and alkaline reflux in
laryngeal squamous cell carcinoma, Laryngoscope;112(10): 1861-5.

El-Serag, H.B., Hepworth, E.J., Lee, P., et al.(2001). Gastroesophageal reflux disease
is a risk factor for laryngeal and pharyngeal cancer, Am J Gastroenterology,96:2013-8.

Fey, S.J., Larsen, P.M.(1998) DNA viruses and human cancer, Cancer Letters;41:1.

Shilitoe, E.J., Hwang, C.B., Silverman, S. Jr., et al.(1996). Examination of oral cancer
tissue for the presence of he proteins ICP4,ICP5,ICP6,ICP8 and gB of her-pes simplex
viriis type 1, J Natl Cancer Inst;76:371.

Chaturvedi, A.K., Engels, E.A., Pfeiffer, R.M., et al. (2011). Human papillomavirus
and rising oropharyngeal cancer incidence in the United States, Journal of Clinical
Oncology;29(32):4294-4301.

Gillison, M.L., D’Souza, G., Westra, W., et al.(2008). Distinct risk factors profiles for
human papillomavirus type 16-positive and human papillomavirus type-16 negative
head and neck cancers, Journal of the Natio-nal Cancer Institute;100(6):407—420.
Brachman, D.G., Graves, D., Vokes, E., et al.(1992). Occurence of p53 gene deletions
and human papilloma viriis infection in human head and neck cancer. Cancer
Research;52:4832.

Almadori, G., Galli, J., Cadoni, G., et al.(2002). Human papillomavirus infection and
cyclin D1 gene amplification in laryngeal squamous cell carcinoma: biologic function
and clinical significance, Head Neck ;24:597-604.

Ringborg, U., Henle, G., et al.(1983). Epstein-Barr Virus-specific serodaignostic tests
in carcinomas of the head and neck, Cancer;52:1237.

Ning, J.P., Yu, M.C., Wang, Q.S., et al.(1990). Consumption of salted fish and other
risk factors for nasopharyngel carcinoma (NPC) in Tianjin, a low-risk region for NPC
in the People’s Republic of China, J Natl Cancer Inst;82:291.

Epstein, M.A.(1986). Vaccination against Epstein-Barr viriis: current progress and
future strategies, Lancet;1:1425.

Zeng, Y., (1985). Seroepidemiological studies on nasopharyngeal carcinoma in China,
Adv Cancer Research;44:121.

Barton, R.T., Hogetveit, A.C.(1990). Nickel-related cancers of the respiratory tract.
Cancer;45:3061.



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

57

Riechelmann, H.,(2002). Occupational exposure and cancer of the oral cavity and
pharynx, Laryngorhinootologie;81(8):573-9

Egeli, U., Ozkan, L., Tunca, B., et al.(2002). The relationship between genetic
susceptibility to head and neck can-cer with the expression of common fragile sites,
Head Neck;2(6):591-8.

Barton, R.T., Hogetveit, A.C.,(1980). Nckel-related cancers of the respiratory tract,
Cancer;45:3061.

Riechelmann, H.(2002). Occupational exposure and cancer of the oral cavity and
pharynx, Laryngorhinootologie;81(8):573-9.

Elci, O.C., Akpinar-Elci, M., Blair, A., et al.(2002). Occupational dust exposure and
the risk of laryngeal cancer in Turkey, Scand J Work Environ Health; 28:278-84

Rafferty, M.A., Fenton, J.E., Jones, A.S.(2001). The history, aetiology and

epidemiology of laryngeal carcinoma, Clinical Otolaryngol;26:442-6

Chan, C.K., Gee, J.B.L.(1988). Asbestos exposure and alryngeal cancers: an analysis
of the epidemiologic evidence, J Occup Med;30:23.

Zheng, W., Blot, W.J., Shu, X.O. et al.(1992). Diet and other risk factors for laryngeal
cancer in Shangai, China, Am J Epidemiology; 136:178-91

Muscat, J.E., Wynder, E.L.,(1992). Tobacco,alcohol, asbestos and occupational risk

factors for laryngeal cancer,Cancer;69:2244-51

Clayman, G.L., Lippman, S.M., Laramore, G.E., Hong, W.K., (2000). Neoplasms of
head and neck. In: Bast, Kufe, Pollock, Weichselbaum, Holland, Frei, editors. Cancer
medicine. 5th ed, London: BC Decker Inc., 2000; 1173-220

Ron, E.(1998). Lonizing radiation and cancer risk; evidence from epidemiology,
Radiat Res; 150(5Suppl):S30-41

Mayne, S.T., Lippman, S.M.(2001). Retinoids, carotenoids, and micronutrients. In:
De Vita VT, Hellman S, Ro-senberg SA, editors, Cancer: principles and practise of
oncology., 6th edition, JB Lippin-cott, 2001;575-89, Philadelphia.

Winn, D.M., Ziegler ,R.G., Pickle, L.W., et al.(1984). Diet in the etiology of oral and
pharyngeal cancer among women from the southern United States, Cancer
Research;44:1216

Bosetti, C., La Vecchia, C., Talamini, R., et al.(2002). Food groups and laryngeal
cancer risk: a case-control study in Italy and Switzerland, Int J Cancer ;20:355-60



42.

43.

44,

45.

46.
47.

48.
49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

58

Connors, J.M., Jacops, C.,(1987). Nasopharyngeal carcinoma: relationship to Epstein-
Barr viriis and treatment with interferon. In: Jacops C, editor. Cancers of the head and
neck. Martinus Nijhoff ;167-75, Boston.

Yu, M.C.(1990). Diet and nasopharyngeal carcinoma, FEMS Microbiol Immunology
;2(4):235-42

Koh, H.K., Kannler, C., Geller, A.C.(2001), Cancer prevention: preventing tobocco-
related cancers. In: De Vita VT, Hellman S, Rosenberg SA, editors. Cancer: Priciples
and practice of oncology. 6th edition. JB Lippincott; 549-60, Philadelphia.

Baden, E.(1987). Prevention of cancer of the oral cavity and pharynx, CA Cancer J
Clin ;37:49.

Understanding head and neck cancer(2012). Cancer council NSW

Batsakis, J.G.(1999). Tumors of the head and neck: Clinical and pathological
considerations. 2nd ed. Baltimore: Williams and Wilcons, London.

Kaya, S.(2002). Larenks hastaliklari, 1. Baski, Bilimsel tip yayinevi, Ankara.
Ballenger, J.J.(1991). Disease of the Nose, Throad, Ear, Head and Neck. Lea and
Febiger, Philadelphia.

Braakhuis, B.J., Tabor, M.P., Kummer, J.A., Leemans, C.R., Brakenhoff, R.H.(2003).
A genetic explanation of Slaughter's concept of field cancerization: evidence and
clinical implications, Cancer Research; 63(8):1727-30. (PMID: 12702551)

Nadal, A., Cardesa, A.(2003). Molecular biology of laryngeal squamous cell
carcinoma, Virchows Arch ; 442(1):1-7. (PMID: 12536308)

Sozzi, G., Miozzo, M., Donghi, R., Pilotti, S., Cariani, C.T., Pastorino, U., Della
Porta, G., Pierotti, M.A.(1992). Deletions of 17p and p53 mutations in preneoplastic
lesions of the lung, Cancer Res ;52(21):6079-82. (PMID: 1394234)

Gleich, L.L., Salamone, F.N.(2002). Molecular genetics of head and neck cancer,
Cancer Control ;9(5):369-78. (PMID:12410176)

Field, J.K., Spandidos, D.A., Stell, P.M., Vaughan, E.D., Evan, G.I., Moore,
J.P.(1989). Elevated expression of the c-myc oncoprotein correlates with poor
prognosis in head and neck squamous cell carcinoma, Oncogene, 4(12):1463-8.
(PMID:2687767)

Mobley, S.R., Liu, T.J., Hudson, J.M., Clayman, G.L.(1998). In vitro growth
suppression by adenoviral transduction of p21 and p16 in squamous cell carcinoma of
the head and neck: a research model for combination gene therapy, Arch Otolaryngol
Head Neck Surg ;124(1):88-92. (PMID: 9440786)



56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

1zzo, J.G., Papadimitrakopoulou, V.A., Li, X.Q., Ibarguen, H., Lee, J.S., Ro, J.Y., El-
Naggar, A., Hong, W.K., Hittelman, W.N.(1998). Dysregulated cyclin D1 expression
early in head and neck tumorigenesis: in vivo evidence for an association with
subsequent gene amplification, Oncogene; 17(18):2313-22. (PMID: 9811462)
Vinita Takiar, MD, PhD, Dominic Ma, BS, Adam S. Garden, MD, Beth M. Beadle,
MD, PhD, Clifton D. Fuller, MD, PhD, Gary B. Gunn.,(2015), Tumor Control and
Toxicity Outcomes for Head and Neck Cancer Patients Re-Treated With Intensity-
Modulated Radiation Therapy (IMRT)—A Fifteen-Year Experience, Oncology,
Uzun, L. Beder, L.B., (2004). Bas-boyun kanserlerinde gen tedavisi uygulamalari,
KBB-Forum;3(3).

Tung, I., Zergeroglu, S., Daylan, B.H., Aydogdu, T., Mollamahmutoglu, L.(2004).
Serviks Kanserlerinde BCL-2 ve BAX Protein Expresyonlari ve Prognostik
Faktorlerle Korelasyonu, Tiirk Jinekolojik Onkoloji Dergisi, Cilt 7, Say. 4,140-148.
Bishop, J.M.(1991). Molecular themes in oncogenesis, Cell ;64:235-48.

Levine, A.J.(1993). The tumor supressor genes, Annu Rev Biochemistry ; 623-51.
Knudson, A.G.(1998). Antioncogenes and human cancer, Proc Natl Acad Sci
USA;90:10914-21.

Vaux, D.L., Gry, S., Adame, J.M.(1998). Bcl-2 gene promotes haemopoietic cell
survival and cooperates with c-myc to immortalize pre-B cells. Nature ;335:440-2.
McDonnell, T.J., Beham, A., Sarkiss, M.(1996). Importance of the Bcl-2 in cell death
regulation, Experentia;52:1008-17.

Goping, I.S., Gross, A., Lavoie, J.N., et al.(1998). Regulated targeting of BAX to
mitochondria, J Cell Biology;143:207-15.

Bernecker, O.Y., Huq, F., Heist, E.K.(2003). Podesser, B.K., Hajjar, R.J., Apoptosis in

heart failure and the senescent heart, Cardiovasc Toxicol; 3(3):183-90.
Mayer, R.J.(2003). From neurodegeneration to neurohomeostasis: the role of
ubiquitin, Drug News Perspect ; 16(2): 103-8.

Mc Cluggage, G., Mc Bride, H., Maxwell, P.(1997). Immunohistochemical detection
of p53 and Bcl-2 proteins in neoplastic and non-neoplastic endocervical glandular
lesions, Hum Pathology; 28:309-15.

Ferrandina, G., Mozetti, S., Marone, M.(2000). Bcl-2, Bax, bcl-x expressions in

neoplastic and normal cervical tissue, Cancer letters; 155(1):19-27.



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

60

Bryhova, S., Brychta, T., Kotrsova, L.(2000). Expression of Bcl-2 in dysplastic and
neoplastic cervical lesions in relation to cell proliferation and HPV infection.
Neoplasma; 47(3):143-7.

Jain, D., Srinvasaon, R., Patel, F.D., Kuman, J.(2003). Evaluationof p53 and Bcl-2
expression as prognostic markers in invasive cervical cancer stage 1.b/I11 patients treated
by radiotherapy, Gynecol Oncology;88(1):22-8.

Harima, Y., Oka, A., Napata, K.(1998). Bax and Bcl-2 expression predict responce to
radiotherapy human cervical cancer, Gan To Kogaku Ryoha ;25(9): 1273-7.

Oltvai, Z.N., Miliman, C.L., Korsmeyer, S.J.(1993). Bcl-2 heterodimerizes in vivo
with a concerved homolog, Bax , that accelerates programmed cell death, Cell;74:609.
Gross, A., Jockel, J., Wei, M.C.(1998). Enforced dimerization of Bax results in its
translocation, miyochondrial dysfunction and apopitosis, EMBQOJ;17:3878-85.
Jurgensmeier, J.M., Xie, Z., Deveraux, Q.(1998). Bax directly indures release of
cytochroma C from isolated mitochondria, Proc Natl Acad Sci USA;95:4997-5002.
Maijerink, J.P., Mensink, E.J., Wang, K. et al.(1998). Heamatopoietic malignancies
demont rate loss-of-function mutations of Bax, Blood ;91:2991-7.

Giarnieri, E., Moncihi, R., Pisani, T.(2000). Msh-2,MIh-1, Fhit, p53, Bcl-2, Bax
expressions in invasive and in situ squamous cell carcinoma of the uterine cervix,
Clinical Cancer Research ;6(9):3600-6.

Mozetti, S., Ferrandina, G., Morore, M.(2000). Expression of Bcl-2,Bax and bcl-xI in
endometrial and cervical tissue, Cancer Detect Prev ;24(6):536-41.

Harima, Y., Harima, K., Shikata, N.(1998). Bax and Bcl-2 expression predict response
to radiotherapy in human cervical cancer, J. Cancer Res Clin ;124(9):503-10.

Harima, Y., Nagata, K., Harima, K.(2000). Bax and Bcl-2 protein expression
fallowing radiation therapy versus radiation plus thermoradiotherapy in stage I11B
cervical cancer, Cancer ;88(1):132-8.

Abdullaev, F.I., Espmosa-Aguirre, J.J.(2004). Biomedical Properties of Saffron and Its
Potential Use In Cancer Therapy And Chemoprevention Trials, Cancer Detection and
Prevention, 28(6): 426-432.

Giaccio, M.(2004). Crocetin from Saffron: An Active Component of an Ancient
Spice, Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 44(3): 155-172.

Million, R.R., Cassisi, N.J., Mancuso, A.A.(1994). The unknown primary. Million,
R.R., Cassisi, N.J. (editorler). Management of Head and Neck Cancer: A
Multidisciplinary Approach Lippincott, pp. 311-320 , Philadelphia



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

61

Ordoudi, S.A., Befani, C.D., Nenadis, N., Koliakos, G.G., Tsimidou, M.Z.(2009).
Further examination of antiradical properties of Crocus sativus stigmas extract rich in
crocins. J Agric Food Chem; 57: 3080-6.

Kanakis, C.D., Tarantilis, P.A., Pappas, C., Bariyanga, J., Tajmir-Riahi, H.A.,
Polissiou, M.G.(2009). An overview of structural features of DNA and RNA
complexes with saffron compounds: Models and antioxidant activity, J Photochem
Photobiol; 95: 204-12.

Lee, LA, Lee, J.H., Baek, N.I., Kim, D.H.(2005). Antihyperlipidemic effect of crocin
isolated from the fructus of Gardenia jasminoides and its metabolite Crocetin, Biol
Pharm Bull; 28: 2106-10.

Zheng, S., Qian, Z., Tang, F., Sheng, L.(2005). Suppression of vascular cell adhesion
molecule-1 expression by crocetin contributes to attenuation of atherosclerosis in
hypercholesterolemic rabbits, Biochem Pharmacol; 70: 1192-9.

He, S.Y., Qian, Z.Y., Wen, N., Tang, F.T., Xu, G.L., Zhou, C.H.(2007). Influence of
Crocetin on experimental atherosclerosis in hyperlipidamic-diet quails, Eur J
Pharmacol ; 554: 191-5.

Cai, J., Yi, F.F., Bian, Z.Y. et al.(2009). Crocetin protects against cardiac hypertrophy
by blocking MEK-ERK1/2 signalling pathway, J Cell Mol Med; 13: 909-25.

Dhar, A., Cherian, G., Dhar, G., Ray, G., Sharma, R., Banerjee, S.K.(2005). Molecular
basis of protective effect by crocetin on survival and liver tissue damage following
hemorrhagic shock, Mol Cell Biochem; 278: 139-46.

Ahmad, A.S., Ansari, M.A., Ahmad, M., Saleem, S., Yousuf, S., Hoda, M.N., et al.
(2005). Neuroprotection by crocetin in a hemi-parkinsonian rat model, Pharmacology,
biochemistry, and behavior; 81: 805-13.

Narr, S.C., Pannikkar, B., Pannikkar, K.R (1991). Antitumor activity of saffron (Crocus
Sativus), Cancer Letters, 1;57(2).

Nam, K.N., Park, Y.M., Jung, H.J., Lee, J.Y., Min, B.D., Park, S.U., Jung, W.S., Chu,
K.H., Park, J.H., Kang, I., Hong, J.W., Lee, E.H.(2010). Anti-inflammatory Effects Of
Crocin And Crocetin In Rat Brain Microglial Cells, Europan Journal of Pharmacology
;648(1-3):110-6.

Dimitra, G., Chryssanthi, Fotini, N., Laman, latrou, G., Pylara, A., Nikos, K.,
Karamanos, Cordopatis, P.(2007). Inhibition of Breast Cancer Cell Proliferation by
Style Constituents of Different Crocus Species, Anticancer Research, 27: 357-362.



62

95. Dhar, A., Mehta, S., Dhar, G., Dhar, K., Banerjee, S., Veldhuizen, P., et al.(2009).
Crocetin Inhibits Pancreatic Cancer Cell Proliferation And Tumor Progression In A
Xenograft Mouse Model, Molecular Cancer Therapy, 8: 315-23.

96. Zhong, Y., Shy, F., Zheng, X., Wang, Q., Yang, L., Sun, H., He, F., Zhang, L., Lin, Y.,
Qm, Y., Liao, L., Wang, X.(2011). Crocetin Induces Cytotoxicity And Enhances
Vincristine-Induced Cancer Cell Death Via P53- Dependent And Independent
Mechanisms, Acta Pharmacologica Sinica, 32: 1529-1536.

97. Gibson, U.E., Heid, C.A., Williams, P.M.(1996). A novel method for real time
quantitative RT-PCR, Genome Res; 6:995-1001.

98. Bustin, S.A.(2000). Absolute quantification of mRNA using realtime reverse
transcription polymerase chain reaction assays, J Mol Endocrinology;25:169-93.

99. Lyons AS, P. R. (1978). Medicine: An Illustrated History. New York: Harry N. Abrams

Publishers:

100.American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2014. . Atlanta: American Cancer
Society2014.2012

101. Major  Research  Advances in  Cancer Treatment, Prevention and
Screening,www.cancer.net/patient. 2009, 2012.

102.Docetaxel: a review of its use in metastatic breast cancer. Drugs, 65: 2513-2531 Lyseng-
Williamson, K. A. ve Fenton, C. (2005).

103.Gianni, L., Pienkowski, T., Im, Y. H., Roman, L., Tseng, L. M., Liu, M. C., Lluch, A,
Staroslawska, E., de la Haba-Rodriguez, J., Im, S. A., Pedrini, J. L., Poirier, B., Morandi,
P., Semiglazov, V., Srimuninnimit, V., Bianchi, G., Szado, T., Ratnayake, J., Ross, G. ve
Valagussa, P. (2012).

104. Efficacy and safety of neoadjuvant pertuzumab and trastuzumab in women with locally
advanced, inflammatory, or early HER2-positive breast cancer (NeoSphere): a
randomised multicentre, open-label, phase 2 trial. Lancet Oncol, 13: 25-32 143. Li, F.,
Zhao, C. ve Wang, L. (2014).

105. Molecular-targeted agents combination therapy for cancer: developments and
potentials. Int J Cancer, 134: 1257-1269 144. Parasuraman, S., Thing, G. S. ve Dhanaraj,
S. A. (2014).

106. Polyherbal formulation: Concept of ayurveda. Pharmacogn Rev, 8: 73-80 145.
Faydaoglu, E. v. S., M.S. . (2011).



63

107. ABDULLAEV, F.I., ESPINOSA-AGUIRRE, J.J., Biomedical Properties of Saffron
and Its Potential Use In Cancer Therapy And Chemoprevention Trials, Cancer Detection
and Prevention, 28(6): 426-432, (2004).

108. GIACCIO, M., Crocetin from Saffron: An Active Component of an Ancient Spice,
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 44(3): 155-172, (2004).

109. DIMITRA, G., CHRYSSANTHI, FOTINI, N., LAMARI, IATROU, G., PYLARA A,
NIKOS, K., KARAMANOS, CORDOPATIS, P, Inhibition of Breast Cancer Cell
Proliferation by Style Constituents of Different Crocus Species, Anticancer Research, 27:
357-362, (2007).

110. SHENG LI, SHENG JIANG, WEI JIANG, YUE ZHOU, XIU-YIN SHEN, TAO
LUO, LING-PING KONG, HUA-QIAO WANG, Anticancer effects of crocetin in
human esophageal squamous cell carcinoma KYSE-150 cells, Oncology Letters,

111. Nagata, S. (1997). Apoptosis by death factor. Cell, 88: 355-365

112. Kaneda, K., Kashii, S., Kurosawa, T., Kaneko, S., Akaike, A., Honda, Y., Minami, M.
ve Satoh, M. (1999). Apoptotic DNA fragmentation and upregulation of Bax induced by
transient ischemia of the rat retina. Brain Res, 815: 11-20

113. A.G., T. (2003). Apoptoz: Programl1 Hiicre Oliimii. Tiirkiye Klinik T1p Bilimleri: 499-
508

114. ZEESTRATEN, E.C., BENARD, A., REIMERS, M.S., SCHOUTEN, P.C., LIEFERS,
G.J.,, VAN DE VELDE, C.J.,, KUPPEN, P.J., The Prognostic Value of
the Apoptosis Pathway in Colorectal Cancer: A Review of the Literature on Biomarkers
Identified by Immunohistochemistry, Biomark Cancer, 4;5:13-29, (2013).

115. ZHU, M., HONG, D., BAO, Y., WANG, C., PAN, W., Oridonin induces
The Apoptosis Of Metastatic Hepatocellular Carcinoma Cells Via A Mitochondrial
Pathway, Oncology Letters, 6(5):1502-1506, (2013).

116. THOMAS, S., QUINN, B.A., DAS, S.K. et al., Targeting the Bcl-2 Family for Cancer
Therapy, Expert Opin Ther Targets, 17: 61-75, (2013).

117. LOW, IL.C., KANG, J., PERVAIZ, S., Bcl-2: A Prime Regulator of Mitochondrial
Redox Metabolism In Cancer Cells, Antioxid Redox Signal, 15: 2975-2987, (2011).

118. GUTHEILA, W., REEDB, G., RAYC, A., ANANTD, S., DHAR, A., Crocetin: an
Agent Derived from Saffron for Prevention and Therapy for Cancer, Current
Pharmaceutical Biotechnology, 13;173-179, (2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeestraten%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benard%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reimers%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schouten%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liefers%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liefers%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20de%20Velde%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuppen%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hong%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bao%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pan%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179549

