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OZET

Bayrali, E. (2020). Kurkumin ve Analoglariin Direng Mekanizmalar ile Iliskili Aday
Genler ve miRNA Uzerine Etkilerinin Over Kanseri Hiicrelerinde Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Over kanseri, jinekolojik maligniteler arasinda besinci sirada olmasina ragmen mortalite
orani en yiiksek olan kanser tiiriidiir. Son yillarda, dogal iirlinler ayn1 anda birgok hedefe
ulasabildigi, kemoterapdtiklerin toksisitesini ortadan kaldirdigi ya da minimuma
indirdigi i¢in, bu iirlinlerin kemoterapotikler ile kombine edilerek kullanilmasiyla ilag
diren¢ mekanizmalarina yonelik klinik ¢aligmalara baglanmistir. Bu bilgiler 1s1ginda,
dogal  iriinlerden  kurkumin  ve  analoglarinin  (demetoksikurkumin  ve
bisdemetoksikurkumin) insan over kanseri ve sisplatine direngli over kanseri hiicre
hattinda tekli ve kombine uygulanmasi sonrasi hiicre proliferasyonu ve apoptoz
tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.

Etken maddelerin hiicre proliferasyonu iizerine etkisini incelemek amaciyla her iki
hiicre hattinda genis bir doz araliginda (1 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM, 40
uM) ve zaman diliminde (6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h) WST-1 analizi yapilmistir.
Yapilan WST-1 analizi sonucu her iki hiicre hattinda tekli ve kombinasyon
uygulamalarinin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Belirlenen en
uygun doz (1 uM) ve zaman (12.saat) araliginda tiim gruplarin apoptoz deneyleri
yapilmistir. Her iki hiicre hattinda da uygulanan etken maddelerin erken apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Ayrica bu tez projesi ile sisplatin direngli over kanseri hiicre
hattinda olas1 diren¢ mekanizmalarindan glutatyon metabolizmasi ile iligkili aday bir
genin (GSTP-1) ve mikroRNA‘nin (miR-133b) ekspresyon ¢alismasi yapilarak
kurkumin ve analoglar1 ile ilgili molekiiler mekanizma ¢aligmalarina katkida
bulunulmasi hedeflenmistir. Calismamizda, direngli over kanseri hiicre hattinda etken
maddelerin sisplatin ile kombine uygulanmasi GSTP-1 geninin ekspresyon seviyesinin
azalmasmi saglamig ve bu durum direng mekanizmasmin aydmnlatilmasina katki
sunmustur. Sisplatin diren¢ mekanizmasinda glutatyon metabolizmasinin rolii ve
miRNA arasindaki iliskinin aydinlatilmasi ile yiiksek mortalite oranina sahip over
kanserinin tedavisinde alternatif yaklasimlarin elde edilmesi amaglanmistir. Ayni
zamanda sisplatinin sitotoksik etkilerinin dogal bilesikler ile azaltilmasi ongdriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler : Over, Kanser, Kurkuminoidler, Direnclilik, Gen, Ekspresyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 35365
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ABSTRACT

Bayrali, E. (2020). The Investigation of Curcumin and Its Analogues on Candidate
Genes Associated with Resistance Mechanisms and miRNA in Ovarian Cancer Cells.
Istanbul University, Institute of Health Science, Aziz Sancar Institute of Experimental
Medicine. Master Thesis. Istanbul.

Ovarian cancer has the highest mortality rate although it ranks fifth among
gynecological malignancies. In resent years, clinical studies have been initiated on drug
mechanisms of using natural products in combination with chemotherapeutics because
of these products can reach many target simultaneously, eliminate or minimize the
toxicity of chemotherapeutics. In the light of this information, it was aimed to
investigate the effects of natural products curcumin and its analogues
(demethoxycurcumin and bisdemethoxycurcumin) on cell proliferation and apoptosis
after single and combined administration in human ovarian cancer and cisplatin resistant
ovarian cancer cell line. WST-1 analysis was performed in both cell lines in a wide dose
range (1 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM) and time period (6 h, 12 h,
24 h, 36 h, 48 h) to examine the effect of active substances on cell proliferation.
Apoptosis experiments of all groups were analysed, after determining the most
appropriate dose (1 uM) and time (12th hour) interval. It has been shown that the active
substances applied in both cell lines induce early apoptosis. In addition, with this thesis
project, it is aimed to contribute to molecular mechanism studies of curcumin and its
analogues by expressing a candidate gene (GSTP-1) and microRNA (miR-133b) related
to glutathione metabolism, one of the possible resistance mechanisms in the cisplatin
resistant ovarian cancer cell line. In our study, the combined application of active
substances with cisplatin in resistant ovarian cancer cell line led to a decrease in the
expression level of the GSTP-1 gene and this situation contributed to the elucidation of
the resistance mechanism. It is aimed to elucidate the relationship between glutathione
metabolism and miRNA in the cisplatin resistance mechanism and to obtain alternative
approaches in the treatment of ovarian cancer with high mortality. At the same time, it
was thought that the cytotoxic effects of cisplatin would be reduced by natural
compounds.

Key Words: Ovarian, Cancer, Curcuminoids, Resistance, Gene, Expression

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0.35365



1. GIRIS VE AMAC

Over kanseri, kadinlarda goriilen en sik besinci kanserdir ve en yaygin goriilen
tiirli ise epitelyal over kanseridir. Epitelyal over kanseri, jinekolojik maligniteler
arasinda mortalite orani en yiiksek olan ve sadece kadinlarda ortaya ¢ikan bir kanser
tiriidiir. Over kanserindeki en Onemli prognostik faktor, tani anindaki hastaligin
evresidir. Son yillarda teknolojinin ilerlemesi ile birlikte hizla artan yeni tedavi
seceneklerine ragmen, over kanserine bagli mortalite de 6énemli bir azalma olmamis ve
bes yillik yasam siiresi %47 diizeylerinde kalmistir (1). Over kanserinin, diger
jinekolojik kanserlerden farkli olarak, hastalarin hekime bagvurmasina sebep olacak
ertken ve 0Ozgiil uyarici belirtileri olmamasi ve etkin bir tarama yoOnteminin
olmamasindan dolayr bu hastalarin 2/3’inden fazlasi ancak evre III-IV’te tani
almaktadir (2). Ileri evre epitelyal over kanseri (EOC) hastalarinda sag kalim, cerrahi ve
kemoterapideki modern gelismelere ragmen hala kotiidiir. Kombine kemoterapi
uygulamalarmin gelistirilmesi ile platin ve taksanlarin (paklitaksel, dosetaksel) birlikte
kullantminin hastalarda sagkalimi uzattigi gézlenmistir. Ancak ¢ogu hastada 1-2 yil
icinde hastalik niiks etmektedir ve 5 yildan fazla sagkalim orani yalmizca %30'dur. Bu
sonuglara bagli olarak kemoterapdtiklerin kullanimi sirasinda ilaglara karst bir direng
mekanizmasinin gelistigi gosterilmistir (3). Klinikte kullanilan biyobelirteglere, ¢ok
sayida kemoterapotik direngli hastalar arasinda EOC’de platine direngli tiimorleri

belirlemek amaciyla 6nemli derecede ihtiya¢ vardir.

Tez projemiz kapsaminda; kurkumin ve analoglarmin (demetoksikurkumin,
bisdemetoksikurkumin) ve kemoterapi ilact olarak kullanilan sisplatinin tekli ve
kombine kullanimda olas1 antiproliferatif, apoptotik ve kemoterapétik etkilerinin in
vitro olarak duyarli ve direngli over kanseri hiicreleri iizerinde incelenmesi
amaglanmistir. Bu sayede; kemoterapi/radyoterapi tedavilerine bir alternatif olarak,
yan etkisi olmadig1 bilinen dogal bir iiriinden elde edilen etken maddelerin kanser
tedavisinde kullanilmasi1 ve eger bu etken maddeler kemoterapdtigin etkisini
potansiyalize ederse ve sinerjistik bir etkilesim goriiliirse kemoterapotik dozunun
azaltilarak yan etkilerinin dnlenmesi yada azaltilmasi hedeflenmistir. Ayrica sisplatin

duyarli ve direngli over kanseri hiicrelerinde kurkumin ve analoglarinin direng



mekanizmalarindan glutatyon metabolizmasi ile iligskili GSTP-1 ve miR-133b genlerinin

ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisinin incelenmesi amacglanmaistir.

Calismamizin Ozgiin Degeri;

» Over kanserine yonelik olarak literatiirde farkli tedavi yaklagimlarini kapsayan
bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir. Fakat literatiir bilgileri géz oniline alindiginda;
demetoksikurkumin ve bisdemetoksikurkumin’in  direncli over kanseri
hiicrelerine uygulanmast ile GSTP-1 ve miR-133b ekspresyon diizeylerinde
nasil bir degisim oldugunu inceleyen bir ¢alisma bulunmamasi c¢aligmamizi
0zglin kilmaktadir.

» Kurkumin analoglarmin kullanimimin over kanseri tedavisinde antiproliferatif ve
apoptotik etkinliginin yanisira Ozellikle direng azaltici etkinliginin olup
olmadiginin in vitro olarak arastirilmasi bu alanda yeni bir yaklasim olarak
sunulmustur.

» Literatiirde bir ilk olarak her iki hiicre hattinda 14 farkli tekli ve kombinasyon
gruplari, genis doz araligi (1 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM)
ve saat diliminde (6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h ) uygulanmustir.

» Tez projemiz kapsaminda aktif bilesenlerin kemoterapi ilaci olarak kullanilan
sisplatin ile birlikte olas: sinerjistik etkisi ve inhibitér dozu saptanmigtir. Tiim

bunlar ¢galismamizin 6zgiin niteligini arttirmaktadir.

Calismamizdan Beklenen Sonuglar ;

» Over kanseri direngli hiicre hatt1 (A2780cp) ile over kanseri duyarli hiicre hatti
karsilagtirildiginda (A2780) GSTP-1 ekspresyon seviyesinin direngli hatta artmis
olmasimni bekliyoruz.

» Kurkumin ve analoglarimin etken madde olarak uygulanmasinin ardindan
inhibisyona bagli olarak GSTP-1 ekspresyon seviyesinin azalmasini bekliyoruz.

» Projemizde kurkumin ve analoglarinin diren¢ mekanizmasina etkisini
aragtirmayl hedefledigimiz i¢in direngli hatta kurkumin-GSTP1-sisplatin
baglantis1 kurup, etken maddelerin GSTP-1 ekspresyonunu azaltarak direng
gelisimini 6nledigini Ssavunuyoruz.

» Ayrica miR-133b ekspresyon seviyesinin literatiir ile uyumlu olarak direngli

hiicre hattinda anlamli derece de azalmis olmasini bekliyoruz.



» Kombine uygulama sonrasinda sinerjistik bir etkilesim goriiliirse kemoterapotik
dozunun azaltilarak yan etkilerinin Onlenebilece§i ya da azaltilabilecegi

goriisiindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Over Kanseri

Kansere bagli 6liimlerde besinci sirada yer alan, molekiiler heterojenite 6zelligi
gosteren over kanseri, kadinlarda en fazla 6liime neden olan jinekolojik kanser tiirtidiir.
Over kanserinin patogenezi, Oncii lezyonlar1 ve biyolojisi ¢ok uzun yillar boyunca
anlagilmamis ve aragtirma konusu olmustur (4). Sekil 1-a’da gosterildigi gibi over fallop
tiipii epitelyumu, salgi hiicreleri ve siliyer hiicreler olan iki ana tip epitel hiicrelerinden
olugur. Silyer hiicreler ile yumurtanin tasinmasi, fallop tiipiin kas duvarinin
kasilmalariyla kolaylastirilir. Bazal olarak yerlestirilmis kii¢iik hiicreler, son zamanlarda

karakterize edilmis epitelyal kok veya progenitor hiicreleri gostermektedir.

Fallop Tiipii

Over

Bazal vada S . . -
O Progenitor Hiicre m Silyer Hiicre O EME Hiicresi ¥#% EMS Hicresi I Stromal Fallop Tip

Hiicresi
mmin ® 0o Salg Hiicresi @ Granilloza © r
Hicresi Oosit Stromal Over Hiicresi Hicresi Teka Hiicresi

Sekil 2-1. Over, Fallop Tiipii ve Uterusun Anatomisi ve Biyolojisi (5)



Sekil 1-b‘de yumurtalik i¢ kismi, yumurtalik korteksi/yumurtalik yiizeyi
epitelinin (OYE), yumurtalik stromal hiicrelerinin ve yumurtalik folikiillerinin oositler,
graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri gibi ¢esitli olgunlagsma asamalarindaki hiicrelerini
gosterir. Granulosa hiicreleri Ostrojenleri sentezlerken, teka hiicreleri de androjenleri
sentezler ve oosit gelisimini destekler. Sekil 1-c‘de ise endometrium; endometriyal
epitel (EME) ve endometriyal stroma (EMS) hiicrelerinden olusur. Ddllenme ve
implantasyon sirasinda, bu hiicreler embriyonun beslenmesini destekler. Bu iki hiicre
tipi;, EME ve EMS ektopik endometriyal doku da yani endometriyoziste bulunur.
Endometriyal fizyolojisi kapsamli bir sekilde incelenirken, fallop tiip epitelinin

biyolojisi ve stromasi tam olarak anlagilamamustir (5).

2.2. Over Kanseri Epidemiyoloji

Kanser insidansi ve mortalite oranlari diinya capinda artarken 2018 yilinda
295.000°den fazla kadina over kanseri teshisi konuldu ve yaklasik 185.000 kadin
hayatin1 kaybetti (6). 2000’li yillarin basindan bu yana 6liim oranlarinda yilda %2,3
oraninda azalma kaydedilirken, goriilme sikliginda ise yilda %1,6 oraninda diisiis
izlenmistir (7). Ancak, 2020 yilinda sadece Amerika’da yaklasik 22.000 yeni vaka,
14.000°ne yakin over kanserine bagli 6liim beklenmektedir (8). Genellikle spesifik
belirti gostermedigi hatta cogu zaman asemptomatik seyreden over kanseri hastalarinin
%70’den fazlas1 ise evre III ve IV’e kadar tan1 koyulamadig: i¢in 5 yillik sag kalim
orani %29’dur. Over kanseri hastalarinin sadece %151 erken evre tanis1 almakta ve 5
yillik sag kalim oran1 %92°dir. Dolayisiyla over kanseri farkindaligina ragmen ¢ok az
hastanin erken evre over kanseri tanis1 almasinin disinda, 5 yillik sag kalimda 6nemli
Olclide bir degisim izlenmemis ve genellikle sessiz katil olarak adlandirilan over

kanserinin 5 yillik sag kalimi1 %50 nin altinda kalmistir (9,10).

2.3. Over Kanseri Simiflandirilmasi
Mortfolojik ve genetik 6zellikleri agisindan birbirinden farkli olan her bir alt tipin
tanimlanmasi, risk faktorlerinin belirlenmesi; hastaligin prognozunu, tan1 ve tadavisini

etkiledigi icin biiyiik 6neme sahiptir.

Over kanseri; epitelyal (en sik goriilen), germ hiicreli ve sex-cord stromal olmak
tizere 3 temel sinifa ayrilabilir. Epitelyal over kanserinin 4 ana histolojik alt tipi vardir;
serdz, endometriyoid, miisindz ve berrak hiicreli. Serdz tiimorler ise; ileri evre serdz

karsinomlar ve erken evre ser6z karsinomlar olarak siiflandirilir (11).



2.3.1. Epitelyal Over Kanseri
Kurman ve arkadaslar1 yapilan morfolojik ve molekiiler genetik caligmalara
dayanarak epitelyal over kanserinin tek bir hastalik smifi olmadigini; tip I ve tip II

olarak iki gruba ayiran dualistik bir model dnermistir (12).

Tip I timdrler genellikle erken evrede bulunan, belirgin morfolojik farkliliklara
sahip diisiik dereceli serdz, diisiik dereceli endometriyoid, berrak hiicreli ve miisingz
karsinomlardir. Tip II timorlere kiyasla daha stabil olup, spesifik alt tiplerde belirgin
mutasyon modeli gosterirler. Tip II timorler ise daha agresif olup, hemen her zaman
ileri evrede bulunan, hizli gelisen, alt siniflandirilmada morfolojik farkliliklar daha
belirsiz olup; papiller, glandiiler ve solid paternler gosterip ve baskin paterne bagl
olarak yiiksek dereceli serdz, yliksek dereceli endometriyoid ve farklilagsmamis
karsinomlar olarak tani konurlar. Bu neoplazmalara ek olarak, tip II karsinomlarla 6zdes
epitel bilesenlerine sahip olduklart i¢in malign karigtk mezodermal tiimorler
(karsinosarkomlar) tip II kategorisine dahil edilir. Tiim epitelyal over karsinomlarinin
yaklasik %75'ini olusturduklart ve nispeten benzer morfolojik ozelliklere sahip
olduklarindan, over kanseri hastalar1 tek bir hastalik olarak kabul edilmistir. Ancak,
molekiiler genetik calismalari ve her alt tipin sergiledigi mutasyon modeli ile farkl
molekiiler yolaklar boyunca farkli yumurtalik karsinomlarinin gelistigi gosterilmistir
(12-14). Tip 1 ve tip II timorler arasindaki belirgin klinik-patolojik ve molekiiler
farkliliklar Tablo 2-1'de gosterilmistir.



Tablo 2-1: Tip I ve Tip II Karsinomlarin Klinik-Patolojik ve Molekiiler Ozellikleri

Ozellikler Tip | Tip I

Evre Siklikla Erken Evre Hemen Her Zaman Ileri Evre
Tumor Derecesi Diisiik Dereceli* Yiiksek Dereceli
Proliferasyon Aktivitesi Genellikle Diisiik Her Zaman Yiiksek
Kemoterapiye Yanit Orta Iyi (Sonrasinda Tekrar Eder)
Erken Tam Miimkiin Zorlayici

Tiimor Ilerlemesi Yavas ve sakin Hizl ve agresif

Genek Klinik Durum Iyi Kotii

Risk Faktorii Endometriyozis Yumurtlama dongiisii; BRCA Mutasyonu
Oncii Lezyon Atipik Proliferatif (Borderline) Tiimorler ~ Cogunlukla STIC
Kromozomal Kararlilik Diisiik Yiiksek

TP53 Mutasyonu Seyrek Neredeyse Her Zaman

Homolog Rekombinasyon . i
Nadiren Defektif Siklikla Defektif

Onarimmi

*Berrak Hiicreli Karsinom derecelendirmemekle birlikte genellikle ileri evre olarak kabul edilir.

STIC; Serdz Tubal Intraepitelyal Karsinom

Genetik olarak daha kararli olan Tip I timoérler KRAS, BRAF, ERBB2,
CTNNBI, PTEN ve PIK3CA'y1 igeren ancak nadiren TP53 gibi spesifik mutasyonlarla
karakterize edilir. Tip II tiimorler ise TP53 mutasyonlariin ¢ok yiiksek bir frekansina
sahip olup, tip I tiimorlerde saptanan mutasyonlar1 nadiren barindirirlar. Genetik olarak
oldukg¢a kararsizdirlar. KRAS, BRAF ve ERBB2 mutasyonlar1 diisiik dereceli serdz
karsinomlarin yaklagik {icte ikisinde goriiliirken, bu tiimdrlerde TP53 mutasyonlari
nadirdir (15). Diisiik dereceli endometrioid karsinomlar ise Wnt sinyal yolaginda,
CTNNBI (B-katenin kodlayan), PTEN ve PIK3CA7'nin somatik mutasyonlarini igeren
anomalilere sahiptir. Miisinéz karsinom orneklerinin %50'sinden fazlasi KRAS
mutasyonlarina sahiptir (16). Berrak hiicreli karsinom yiiksek oranda PIK3CA aktive
edici mutasyonlara sahip olmasi bakimindan benzersizdir. Tip II tiimdrlerin prototipi
olan yliksek dereceli serdz karsinom, c¢ok sik goriilen TP53 mutasyonlar1 (vakalarin>
%80'1) ve CCNEI (siklin E1) amplifikasyonu, ancak KRAS, BRAF, ERBB2 gibi cogu
tip I tiimorii karakterize eden nadir mutasyonlarla karakterizedir. Her ne kadar sadece az

sayida malign karistk mezodermal tiimér molekiiler olarak analiz edilmis olsa da,



cok az sayida benzer molekiiler genetik profil sergilemistir. Gegis hiicresi (Brenner)
timorlerinde ¢ok az molekiiler genetik veri oldugundan Tablo 2-1°de yer almamistir

(17).

2.3.2. Tleri Evre Seréz Karsinom

fleri evre serdz karsinom (HGSC), tiim epitelyal over kanserlerinin %75ini
olusturan en yaygin over kanseri tiiriidiir. 45 ile 65 yas arasindaki kadinlari siklikla
etkilemekle birlikte hemen hemen her zaman derece IIl veya IV de tani alan genel
prognozu kotii olan bir karsinomdur. Tanmi alan olgularin ¢ok az1 (< %10) overde
smirhdir. Epitelyal over kanserlerinin kokeni ve patogenezi yapilan bir¢cok ¢aligmaya
ragmen hala bulunamamistir. HGSC’nin patogenezinde en yaygin goriis ise yumurtalik
yiizey epitelinden ya da kortikal inkliizyon kistlerinden gelismis olmasiydi ancak
yumurtalik da tatmin edici bir oncii lezyon bulunamadi. Serdz tiimdrler diisiiniildiigii
gibi kortikal inkliizyon kistlerinden gelisse bile yumurtalik yiizey epitelinden metaplazi
islemi ile degil tubal implantasyon (miilleryan tip) yolu ile gergeklesebilir. Yapilan
molekiiler genetik caligmalarda 6ncili lezyonun “serdz tubal intraepitelyal karsinom”
(STIC) adi verilen fallop tiipiiniin fimbrial bolgesinde bilinmeyen bir epitelyal karsinom
oldugu gosterilmistir (18,19).

2.3.3. Erken Evre Seroz Karsinom

Erken evre serdz karsinom (LGSC); tiim over kanserlerinin %5 ‘inden daha azim
olusturup ileri evre serdz karsinomdan farkli klinik ve molekiiler 6zelliklere sahiptir.
HGSOC ile karsilastirildiginda, LGSOC gen¢ kadinlarda ortaya ¢ikma egiliminde ve
daha iyi prognoza sahiptir. III ve IV derece 5 yillik sag kalim HGSC i¢in % 32,1 iken
LGSC i¢in % 54,2°dir. Ancak; HGSC gibi LGSC*nin yaklasik %70’1 tan1 aldiginda ileri
evrededir (20,21). LGSOC'lar genellikle ser6z borderline tiimorlerden (SBOT) koken
alip ve yiiksek oranda BRAF, KRAS mutasyonlarina sahiptir. LGSOC'lar daha fazla
Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve TP53 ekspresyonuna sahiptir.
Kiimiilatif arastirmalar mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolunun erken
evre serdz karsinomun patagonezinde rol oynadigimi gostermektedir. Patogenezde
hormonal roliin etkisi yiiksek olabilecegi i¢cin de menopoz 6ncesi LGSC gelisimi
artmaktadir. LGSOC'lar genellikle ser6z borderline tiimorlerde (SBOT) ortaya ¢ikar ve
yiiksek oranda BRAF (%0-33, ortalama %5) ve KRAS (%19-55) mutasyonlar1 goriiliir.



Avyrica arastirmalar NRAS mutasyonlarinin LGSC gelisiminde onkojenik bir gen

olabilecegini diisiindiirmektedir (22,23).

Tablo 2-2: Erken Evre Seroz Karsinom ile ileri Evre Seroz Karsinomun Karsilastiriimasi

Erke Evre Seroz Karsinom Tleri Evre Seroz Karsinom
Tan1 alindiginda Ortalama Yag 55 Yas 63 Yas
Goriilme Siklig1 %6-10 70%
Toplam Sag Kalim 99 Ay 57 Ay
5 Yillik Sag Kalim* 75% 40%
Kemosensitivite** %23.1 %90.1
Oncii Lezyon Papiller Tubal Hiperplazi STIC
Risk Faktorleri Endometriyozis Diisiik Dogum Sayisi
Molekiiler Mutasyon KRAS, BRAF, ERBB2, NRAS TP53 ve BRCA

2.3.4. Endometriyoid Karsinom

Tim epitelyal over kanserlerinin %35 ile %10’unu olusturan endometrioid
karsinom; siklikla 50°li ve 60°‘lh yas grubundaki kadinlar1 (ortalama 57 yas)
etkilemektedir (24). Endometrioid over karsinomlarinin énemli bir kismi (%10-50)
endometriozisden, yaklasik %?20’si endometriyal kanserle ilisklidir. Ultrasonda
genellikle kist sivisinin diisiik seviyeli ekojenitesi veya kati kitleleri olan biiyiik, tek
tarafli, multilokiiler kati1 tiimdrlerdir. Serdz karsinomlardan farkli olarak ¢ogunlukla
erken evrede tanimlanir ve ¢ok daha iyi prognoz ozelligi gosterirler (25). Lynch
sendromu ile iligkili oldugu bilinen endometriyoid over karsinomu igin gesitli gen
mutasyonlart kaydedilmistir (26). Endometrioid karsinomlar siklikla WNT sinyal
yolunda (CTNNB1), PI3K yolunda (PIK3CA ve PTEN) ve SWI/SNF kompleksinde
(ARID1A) mutasyonlar barindirir. En yaygin goriilen mutasyon ise PTEN somatik

mutasyonudur (27).

2.3.5. Miisin6z Karsinom

Miisindz karsinomlar, epitelyal over kanserlerinin %2-4Unii olusturan nadir
histolojik alt tiptir (28). Primer miisin6z tiimorlerin gériilme sikligi ¢ok yaygin olmasa
da iyi huylu kistadenomlar, miisin6z borderline tiimorler (atipik proliferatif miisinéz
timorler) ve miisind0z adenokarsinomlar olarak  siiflandirilirlar.  Miisin6z

adenokarsinomlar da iyi huylu, kotii huylu ve borderline adenokarsinomlar olarak genis
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bir yelpazede morfolojik 6zellik gosterirler. Hastalar ¢ogunlukla erken evrede tani alip
cerrahi miidahale sonrasi ¢ok iyi prognoz gosterirler. Tiim miisinéz karsinomlar i¢in de
miisindz borderline tiimorler, en yiiksek sagkalim oranina sahipken (5 yil > %095),
tekrarlayan veya metastatik miisindz karsinomlarin prognozu kétiidiir. Yeni nesil
dizileme yontemi kullanilarak yapilan c¢aligmada vakalarin %65’inden fazlasinda
KRAS aktive edici mutasyon saptanmis, miisindz karsinomlarda en sik goriilen tek
molekiiler genetik degisiklik olarak gosterilmistir. P16 tiimor baskilayici proteinini
kodlayan CDKN2A geni ayrica borderline tiimdrlerde ve adenokarsinomlarda

mutasyona ugramaktadir (29-31).

2.3.6. Berrak Hiicreli Karsinom

Berrak hiicreli karsinom, etnik popiilasyona bagli olarak degisen insidans
oranlari ile benzersiz klinik, histopatolojik ve genetik 6zellikler gosterir. Genellikle Bati
tilkelerinde goriilme siklig1 az iken Asya’da genis dagilim gosterir (32). Berrak hiicreli
karsinom i¢in yapilan ¢alisma da insidans oranlarinin beyazlarda %4,8, siyahlarda %3,1
ve Asyalilarda 9%11,1 oldugu gosterilmistir. Diinya genelinde insidansdaki bu
farkliliklarin nedenleri ise heniiz bilinmemektedir (33). Berrak hiicreli karsinom; bol
miktarda berrak sitoplazma ve hobnail hiicreleri igeren glikojen ile dolu hiicrelere
sahiptir. Tubiilokistik, papiler, solid paternler igerebilir. Endometriotik kist i¢inde siliyer
hiicrelerden gelisim gosterir. Genellikle erken evre (I )‘de tan1 konuldugu i¢in prognozu
tyidir. Ancak ileri evrede prognoz katiilesir ve standart kemoterapi tedavisine direng
gelisir (34). Sugiyama ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma da evre III berrak hiicreli
karsinom tanisi alan hastalarin genel sag kalimlariin evre III serdz adenokarsinomlu
hastalardan dikkate deger Ol¢lide daha kotii oldugu gosterilmistir (35). Molekdiler
genetik  Ozellikleri icinde kromatin yeniden bi¢imlenme SWITCH/Siikroz
Nonermentable kompleksinin bir alt birimi olan ARID1A, berrak hiicreli karsinomlarin
yaklagik yarisinda mutasyona ugramasi ve inaktive etmesi ile dikkat ¢ekmektedir.
ARID1A kaybi, PI3K yolunun aktivasyonu ile iligkili oldugu ve proliferasyonu
destekledigi diisiiniilmektedir. Bir hepatosit transkripsiyon faktdrii olan HNFIB ise
epigenetik mekanizmalar yoluyla berrak hiicreli karsinomlarda asir1 eksprese edilir.

HNF1B’nin asir1 ekspresyonu proliferasyonu arttirir, hiicre gé¢tinii bastirir, aerobik
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glikoliz ve glikojen birikimini destekler, boylece berrak hiicreli karsinomlarin biiyiik
Olclide fenotipleri belirlenir. PIK3CA mutasyonlari, MET ve HER2 amplifikasyonlari
da siklikla goriilen diger genetik degisikliklerdir (36,37).

2.4. Over Kanseri Risk Faktorleri

Over kanserinin etiyolojisi hala belirsizligini korumakta ve giincel arastirma
konusu olarak yerini almaktadir. Karin agrisi, karin sisligi, idrar sikligi, bagirsak
hareketliligi, erken tokluk ya da doygunluk hissi gibi belirgin ve spesifik olmayan
belirtiler gosterdigi i¢in hastalara erken tani koyulabilmesi agisindan risk faktorlerini
tanimlamak biiylik 6nem tasimaktadir (38). Tablo 2-3°‘de ifade edilen genetik ve aile
Oykiisiiniin dahil oldugu degistirilmesi miimkiin olmayan risk faktorleri ile yasam sekli,
sigara kullanim1 gibi degistirilebilir risk faktorlerinin tanimlanmast  dogru
yonlendirilmis saglik hizmetinin alinmasin1 ve hastaligin erken tanisina olanak

saglamaktadir (39).

Tablo 2-3: Over Kanseri Risk Faktorleri

Degistirilebilir Faktorler Degistirilemeyen Faktorler
Sigara BRCAL1/BRCA2 Mutasyonu
Horman Replasman Tedavisi Aile Oykiisii

Beslenme Faktorii Lynch Sendromu

Ovulasyon Dongiisii

Endometriyozis

Irk

Over kanseri gelisiminde en giiglii risk faktorii, ailede meme ve over kanseri
Oykiisli olmasidir. Kalitsal meme ve over kanseri sendromu olarak bilinen bu genetik
baglanti, tiimor baskilayic1 genler olan BRCA1 ve BRCA2‘nin mutasyonlar ile
iliskilidir. BRCA mutasyonlar1 neredeyse her zaman over tiimorlerinin serdz histolojik
alt tipinde goriiliir. Birinci derece akrabalarda tan1 konmus, bir ya da daha fazla meme

ve over kanseri Oykiileri; yasam boyunca over kanseri gelisme riskini yaklasik %40-50
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oraninda arttirmaktadir (40). Ayrica ailede erken baslangi¢li kolon ya da endometriyal
kanser Oykiisii, gastrointestinal ve genitoiiriner sistemin ¢oklu malignite gostermesi ile
karakterize Lynch sendromu da over kanseri gelisme riski ile iligkilidir. DNA onarim
genleri olan MSH2, MLHI, PMS1 ve PMS2‘de meydana gelen mutasyonlar ile
genomik kararsizlik sonucu over kanseri gelisim riski %10 ile %13 oraninda

artmaktadir (41).

Diger bir faktor ise yapilan klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar da gosterildigi
gibi yumurtalik epiteli hormonal yanitta hedef organ oldugu icin hormonal denge
bozuldugunda kadinlarda jinekolojik kanser gelisme riski artmaktadir. Yiiksek diizeyde
kargilanmamis Ostrojene uzun siire maruz kalinmasi, homeostazinin progesteron
hormonu ile dengelenmemesi ile meme, endometriyal ve over kanseri gelisme riski
artmaktadir (42). Postmenapoz dénemde o6zellikle 5 yildan fazla hormon replasman
tedavisi alan kadinlarin, progesteron ile karsilanmamis Ostrojen hormonuna maruz
kalmas1 nedeni ile over kanseri riski artmistir (43). Benzer sekilde birden fazla dogum
Oykiisli olan kadinlarin hi¢ dogum yapmamis kadinlara kiyasla over kanseri gelisme
riskine kars1 koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Bir veya daha fazla ¢ocuk sahibi
olan kadmlarin azalan Gstrojen seviyeleri ile iligkili olarak over kanseri riskinde de
azalma kaydedilmistir. Hi¢ dogum yapmamis kadinlara kiyasla bir, iki, {i¢ kez hamilelik
gecirmis kadinlarin  sirasiyla %28, %43, %54 oraninda daha az risk tasidigi
gosterilmistir (44,45).

Emzirme ve hamilelik doneminde over ylizey epitelinin fizyolojik dinlenmesine
olanak saglayan ge¢ici ovulayonun durmasi benzer sekilde over kanserine karsi
koruyucu etki gostermektedir. Emzirme siiresi ile iliskili olarak 6 aydan daha az emiren
kadinlarin %21, 6 ay ile 12 ay arasinda emziren kadinlarin %28 ve son olarak 13 aydan
daha uzun siire emziren kadinlarin %33 oraninda over kanseri gelisme riskini
azaltmaktadir. Hamilelik sirasinda yiiksek seviyede seyreden progesteron hormonunun,
Ostrojenin kanserojenik etkisini inhibe etmesi, programlanmis hiicre 6liimiinii arttrmasi
da ayrica over kanseri gelismesine karsi koruyucu etki gostermektedir (46). Hatta
yapilan caligmalarda BRCA mutasyonlar1 ile over kanseri gelisme riskine sahip
kadinlarda bile dogurganlik ve ¢oklu dogumun over kanseri gelisme riskinde dnemli

Olciide azalma gosterilmistir (47).
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Overin ylizey epitel hiicreleri, over kanseri riskini etkileyen folikiil uyarici
hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH) gibi diger ilireme hormonlarindan
etkilenmektedir. Ovulasyonun siirekli olmas1 durumunda, over siirekli olarak FSH ve
LH‘a maruz kalir ve boylece FSH ve LH’1n direk kanserojen etkisi ile ya da dolayl
olarak dstrojen konsantrasyonunun artmasini stimiile ederek over kanseri gelisme riskini
arttirmaktadir (48). Bu nedenle; hamilelik, emzirme, erken menapoz, ¢oklu dogum, oral
kontraseptif kullanimi gibi ovulasyonun azaldigi durumlar over kanseri riskini
azaltirken, kisirlik, diisiik dogurganlik, erken menarj ve ge¢ menapoz over kanseri
riskinin artis1 ile iliskilidir. Ozellikle 10 yil oral kontraseptif kullamimi hem genel
popiilasyon da hem de BRCAI1 ile BRCA2 mutasyonuna sahip kadinlar da %50

oraninda over kanseri gelisme riskini azaltmaktadir (49).

Endometriyozis, uterus boslugunun disinda yaygin olarak overler, fallop tiipleri
ve pelvik peritonda endometriyum benzeri doku, stroma, bez varligi ile karakterize,
kronik, Ostrojen bagimli, ilerleme gosteren bir hastaliktir. Premenopoz donemdeki
kadinlar arasinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olan endometriyozis ile yapilan
kapsamli ¢aligmalara ragmen patogenezi ve Oncii lezyonu hala tartisma konusudur.
Malign transformasyona doniisme 6zelligi belirgin olan endometriyosiz; kisirlik, ge¢
menapoz gibi artmis risk ve oral kontraseptif kullanimi, tubal ligasyonla azalmis risk
faktorleri gibi over kanseri ile ¢ok sayida benzerlige sahiptir (50). Yaklasik 500.000
kadinla yapilan meta-analizle endometriyozis, over kanseri riskinde artig ile
iligkilendirilmis ve vakalarin genellikle yavas biiyliyen, daha az invaziv, diisiik dereceli
timorler oldugu gosterilmistir (51). Over kanseri gelisim riskinin kistlerin malign
transformasyonu, SWI/SNF ailesinde yer alan ARID1A genindeki mutasyon ve bunun
sonucunda BAF250a ekspresyonun kaybi ile iliskilendirilmistir (52). Endometriyozise
bagl over kanserine yol agan iki potansiyel redoks dengesinin bozulmasi ile iligkili
senaryo onerilmistir. Ilki, endometriyozis de tekrarlayan kanamalar sonucu hemoglobin,
demir ve hem ekstraselliiler ortama salinir. Artan reaktif oksijen lriinleri ile hiicre
hasarma neden olarak sonugta DNA hasarma bagli mutasyonlar gelisir. Ikincisi ise
tiimor ortamin1 destekleyecek siirekli antioksidan tiretimidir. Her iki olasilik da redoks
dengesinin bozulmasi ve PIK3CA, PTEN, ARIDIA mutasyonlarinin gelismesi
hastaligin malign trasformasyonu ile iligkilendirilmistir. Endometriyozis hastaligina
sahip kadinlarin %5-10’ununda over kanseri birlikteligi gosterilmis olmasinin yaninda

over kanseri riskini 1,2 ile 1,8 kat arttirdigi gosterilmistir (53). Ancak prognozu nasil
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etkiledigi, hangi vakalarin daha yiiksek risk tasidigr ve mutlak risk faktoriiniin hangi

oranda oldugu net olmamakla birlikte daha genis caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Over kanseri gelisme riski genetik mutasyonlar kadar etkilemese de etnik siif
da risk faktorii olarak degerlendirilmektedir. Beyaz kadinlarda over kanseri insidansi
100.000°de 12,2 iken Ispanyol kadmnlarda 100.000°de 10,6 Asya ile Pasifik Adalar
bolgesinde 100.000° de 9,5 siyahi kadinlarda 100.000’de 9,4’ dir. G6zlenen insidans
farkliliklarinin muhtemel cok faktorlii nedenleri olabilecegi diisiiniilmekle birlikte,
siyahi kadinlarin insidansindaki diigiikliik yapilan calismalardaki vaka sayisinin az

olmasidir (54).

Degistirilebilir risk faktorlerini olusturan sigara kullanimi, sadece miisindz tip
over karsinomlarin gelisme riskini arttirmaktadir. Yapilan caligmalarda sigara icen
vakalarda invaziv miisindz kanser riski %30-50 oraninda artarken, borderline miisindz
tiimorlerde %80-130 gibi ciddi risk artis1 bulunmustur. Ancak serdz kanser gelisme riski
ile sigara kullanimi arasinda bir iligki bulunmamakla birlikte endometrioid ve berrak
hiicreli kanserlerin gelisme riski %20 daha az bulunmustur. Bu ¢alisma sigara i¢cenlerin
endometriyal kanser gelisme riskinin azalmasi ile tutarl olup, sigara i¢enlerin idrar da

diisiik ostradiol diizeyleri ile agiklanmaktadir (55)(56).

Over kanseri gelisim riskini etkileyebilecek diyet faktorleri igin bir¢ok calisma
yapilmis olsa da dogrudan herhangi bir risk olusturacak gida veya gida gruplar
tanimlanamamistir. Meyve, sebze tiiketimi, A, C, E vitaminleri, folat, karotenoidler
dahil olmak {izere mikro besin alimi ile over kanseri arasinda belirgin bir risk faktori
olusacak sonu¢ bulunamamistir (56). Laktozun; glukoz ve galaktoza hidrolize olmasi,
galaktozun ise oositlere toksik olabilecegi seklinde kurulan hipotez ise yapilan
calismalarla 10 g laktoz basina %4’liikk risk olusturabilecegi gosterilmis olsa da baska
bir kohort ¢alismada laktoz alimi ile over kanseri riski arasinda bir iliski bulunamamistir
(57). Diisiik enlemde bulunan {ilkelerin giines 1sigindan D vitaminin alinmasinin
azalmasi ile bu iilkelerdeki yiiksek over kanseri arasinda bir iligki kurulmus olsa da
yapilan ¢alisma da herhangi bir risk faktori bulunamamistir. Ancak, 25-Hidroksi D
vitaminin genetik biyobelirteclerini kullanarak Mendel rasgele analiz ile 25-Hidroksi D
vitamin de 20 nmol / L azalma i¢in ileri evre serdz over kanser de %54 oraninda 6nemli

bir risk artis1 bulunmustur (58).
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2.5. Over Kanseri Evreleme ve Tan1 Yontemleri

Kanser hastalarina erken taninin konulabilmesi ve uygun tedavinin miimkiin
olan en kisa siirede planlanmasi icin ilk ve en 6nemli adim evrelemedir. Uluslararasi
Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) over kanseri evreleme sistemini ilk kez

1973'te yaymlamis ve en son 2014’de revize etmistir (59).

Evre I over kanseri ¢ok iyi sagkalim oranina sahip olmasina ragmen hastalarin
evre III ve IV gibi ileri evrede tan1 almasindan dolay1 ¢ok nadir goriilmektedir. Evre I
over kanseri icin Tablo 2-4’de gosterildigi gibi FIGO evreleme sisteminde yapilan en
Oonemli giincelleme, sistemin artitk over tiimorlerinin fallop tiiplinii ve peritoneal
kokenlerini toplu olarak dikkate almasidir. Ayrica tiimor riiptiiriiniin varhigi, evre IC

diisiindiirmeli ve peritoneal yikama yapilmalidir (60).

Tablo 2-4: FIGO Evreleme Sistemi Evre | Over Kanseri

Evre I : Tiimdr over ya da fallop tiipiinde sinirlidir.

IA : Timor kapsiilii bozulmamis ve tek bir over ya da fallop tiipiinde sinirlidir. Over ve fallop

tiip ylizeyinde tiim6r bulunmazken asit yikamalarin i¢inde de malign hiicre yoktur.

IB : IA’ dan farkli tiimoériin her iki over de ya da fallop tiipiinde sinirli olmasidir.

IC : Tiimdr tek over de ya da her iki overde ya da fallop tiipii ile sinirliyken asagidaki

Ozellilerden herhangi birini tasir

IC1: Operasyon sirasinda cerrahi dokiilme

IC2 : Over ya da fallop tiip yiizeyindeki tiimor kapsiiliiniin yirtilmasi

IC3 : Asit ve periton yikamalarinda malign hiicre bulunmasi

Evre II timdrler, tim over karsinomlarinin %10°nu olusturan kii¢iik ve heterojen bir
grup olmakla birlikte hala tanimlanmalar1 zordur ve kotii prognoz 6zelligi gosterirler.
Tablo 2-5’deki over disina ya da tubal pelvik organlar disina ekstansiyon ya da metastaz
varlig1 olabilir ya da yakin organlara sadece ekstansiyon olup metastaz izlenmeyebilir

(60,61).
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Tablo 2-5: FIGO Evreleme Sistemi Evre Il Over Kanseri

Evre II : Over ya da fallop tiiplinde sinirl1 olan tiimdre primer peritoneal tiimor ya da pelvik

ekstansiyon eslik eder

ITA : Uterus, fallop tiipleri ya da overlere implantasyon ya da ekstansiyon

I1B : Periton i¢ine diger pelvik dokulara ekstansiyon

IIC : 1988 evreleme sisteminde yer almasina ragmen 2014’de ¢ikarildi.

Over kanseri vakalari, gogunlukla tan1 aldiklarinda evre III’de bulunan ileri evre
serdz karsinomlar olup bunlarin %84 {inii evre IIIC olusturur. Bu tiimoérler karakteristik
olarak ince ve kalin bagirsak ylizeyleri, diyafram, karaciger ve dalagin periton ylizeyleri
dahil olmak tizere Tablo 2-6’da gosterildigi gibi hem pelvik hem de karin peritonu
iceren yiizeyler boyunca yayilim gosterir. Asit bulgusu vakalarin lgte ikisin de
goriiliirken lenf nodu metastazi hastalarin ¢ogunda vardir (62). Lenf nodu metastazi
evre I hastalarin %9’unda izlenirken evre I, 111, IV‘de ise sirasi ile %36, %55, %88 dir
(63).

Tablo 2-6: FIGO Evreleme Sistemi Evre 111 Over Kanseri

Evre III : Tiimdr over ve fallop tiiplerinin disinda peritona, retroperitoneal lenf diiglimlerine

metaztaz yapmigstr.

IIIA : Retroperitoneal lenf nodlarina metastaz olsun veya olmasin pelvisin 6tesinde mikroskobik

periton tutulumu izlenir.

I11B: Retroperitoneal lenf nodlarina metastaz olsun veya olmasin, en biiylik boyutta 2 cm'ye

kadar pelvisin 6tesinde makroskopik periton metastazi izlenir.

IIIC : Retroperitoneal lenf diigiimlerine metastaz olsun veya olmasin en biiyiik boyutta 2 cm’

den biiyiik pelvisin 6tesinde makroskobik periton metastazi
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Evre IV over kanseri, Tablo 2-7’de yer aldigi gibi uzak metastaz olarak
tanimlanir. Hastalarin %12 ila %21’ine parankimal karaciger ya da dalak metastaz1 ya
da ekstra abdominal metastaz ile tani konur. Tiimoriin omentumdan dalak ya da
karacigere ekstansiyon gdstermesi olan evre IIIC ile izole parankimal metastaz varligi

olan evre IVB birbirinden ayrilmasi dnemlidir (64).

Tablo 2-7: FIGO Evreleme Sistemi Evre 1V Over Kanseri

Evre IV : Peritoneal metaztazin disinda uzak metaztazin varligi

IVA : Pozitif sitoloji ile plevral efiizyon

IVB : Parankimal metaztaz dahil karaciger, dalak veya ekstra abdominal organlara uzak

metastaz

2.5.1. Tanm da Gériintiileme Yontemlerinin Rolii

Ultrason, over ve overe komsu organlarda goriilen kitlelerin 1lk
degerlendirilmesinde ve yiiksek riskli hastalarin taramasinda kullanilan 6nemli bir
yontemdir. Morfolojik 6zellikler kullanilarak iyi huylu ve kotii huylu lezyonlar ayirt
edilebilir (65). Endovajinal ultrason %100 duyarlilik, %83 o6zgiillik ile morfolojik
skorlama yaparak lezyonlarin ayiriciligimi saglar (66). Malignite riskinin nicel
degerlendirilmesinin yapilabilmesi i¢in; ultrason muayenesi, menapoz durumu ve serum
kanser antijeni (CA-125)’nin sonuglarmi igeren malignite indeksinden (RMI)
yararlanilir. RMI i¢in ultrason da izlenen multiokiiler kist, metastaz, asit varligi,
bilateral over lezyonlariin varligi, solid yap1 6zelliklerinden herhangi birinin olmasi 1
puan, hicbir 6zelligin goriillmemesi 0 puan, 2 veya daha ¢ok 6zelligin varligi 3 puan
olarak belirlenir. Menapoz durumu i¢in eger kadin hasta premenapozal dénemde ise 1
puan, postmenapoz doneminde ise 3 puan olarak degerlendirilir. Ultrason puani,
menapozal puan ve son olarak hasta serum CA-125 degeri carpilarak RMI skoru
hesaplanir. RMI skorunun 200’den yiiksek olmasi1 malignite i¢in belirginken; ultrason
da malignite 6zellikleri olmayan hastalarin, menapozal durumlar ile serum CA-125
degerine bakilmaksizin RMI skoru 0 olarak degerlendirilir. RMI skor yonteminde {i¢

boyutlu ultrason eklendiginde ise 6zgiilliigi %99 oranina ulagmaktadir. Ancak peritona
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metastaz varliginda diger tan1 yontemlerine kiyasla duyarlilik %69°a kadar diismektedir.
Ayrica ultrason paternlerinin operatdre bagli olmast ve bulgulari gizleyen bagirsak gazi

gibi smirlayici 6zellikleri vardir (67,68).

Bilgisayarli tomografi (BT), tekrarlayan over karsinomlarinin tanisinda ve tiimoriin
tedaviye yanitim1 izlemek i¢in siklikla kullanildig1 gibi over kanseri evrelemesinde de
kullanilir. Ayrica BT, peritona metastaz yapan 1 cm den biiyiik tiimdr implantlarini
%83-93 oraninda duyarlilik ile tespit edebilirken, 1 cm den kiigiik implantlar1 saptamada
duyarlilk %25-50 oranina diiser. Ozellikle over kanseri olan kadmlarda siklikla
karsilagilan yiiksek miktarda asit varliginda bile kullanimi yararlidir (69). Ek olarak
ileri evrede over kanseri hastalarinin primer sitorediiktif cerrahisinden yararlanip
yararlanamayacagini belirleyerek gereksiz ameliyat gegirecek hasta sayist minimize

edilmesine olanak saglar (70).

Manyetik rezonans goriintileme (MRG), yag ve kan iiriinleri i¢eren lezyonlar
kolayca ayirt edebilmesinin yaninda BT ve ultrasonda goriilen belirsiz lezyonlarin da
tanimlanmasmi saglar (70). Iyi huylu ve kotii huylu lezyonlart %83-91 dogruluk
orantyla ayirt edebilirken ayn1 zaman da konvansiyonal ve sarmal BT gibi evrelemede
de kullanilabilir. Nitelikli yumusak doku kontrast ¢oziinirliigii nedeni ile pelvik
organlarin overe yapti§i invazyonun tanimlanmasina olanak saglar. MRG, timdriin
cerrahi olarak ¢ikarabilirligini tahmin edebilmek icin %95 duyarlilik, %70 6zgiinliik ve
%88 dogruluk oranina sahipken bu oranlar BT igin siras1 ile; %55, %86 ve %63 diir.
Ancak tekrar eden over tiimorlerinin tanimlanmasinda BT ile MRG arasinda anlamli bir

fark goriilmemistir (71).

Pozitron emisyon tomografisi (PET)/BT, over kitlelerini tanimlamak ig¢in smirl
Ozelliklere sahiptir ayrica corpus luteum Kkistleri ya da gastrointestinal aktivite gibi
inflamasyon siireglerinde yanlis pozitif bulgular goriilebilir. Bu sebeple over
timorlerinin tanisindaki kisitlamalarin yaninda radyasyon tedavisinin planlanmasi,

bolgeye 6zgii tedavi seceneklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (60).

2.6. Over Kanseri Tedavisi

Over kanseri tedavisine yaklasim, oncelikle hastaligin tanisi alinmadan veya
ileri evre tanis1 konulmadan hastaligin 6nlenebilir segeneklerini igerir. Tanimlanan risk
faktorleri ile iligkili olarak hastalik onlenemez ise daha sonraki asama tani konmus

hastalarin tedavi se¢enceklerini igermektedir. Over kanseri risk faktorleri 2.4 boliimiinde
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de bahsedildigi gibi ovulasyonun azaldigi durumlar da over kanseri gelisim riski onemli
Olciide azalmaktadir. Dolayisiyla hastalik tanisi almadan ¢oklu gebelik, emzirme, oral
kontraseptif kullanimi, histeroktemi ameliyati, fallop tiiplerin ya da overlerin cerrahi
olarak ¢ikarilmasi gibi bir ¢ok sekilde over kanseri gelisimi engellenebilmektedir.
Ayrica BRCA somatik mutasyon tastyicisi olan kadinlarda profilaktik bilateral
salpingo-ooferektomi ameliyati over kanseri gelisim riskini %80’nin {izerinde bir oranla
azaltmaktadir. Diger bir Onleyici tedavi segenegi olan inflamatuar yanitla iligskilendirilen
karsinogenezin, anti inflamatuar ilaglarla koruyucu etkisi goriisii kisith ¢aligsmalara
sahiptir. Bazi ¢alismalar giinliik diisik doz aspirin kullaniminin hi¢ kullanmayan
hastalara gore over kanseri riskinin azalttigini gostermis olsa da bazi ¢aligmalarda over

kanseri gelisim riski ile aspirin kullanimi arasinda bir iliski bulunamamstir (15).

Onleyici tedavi seceneklerinin disinda over kanseri tanisi almis hastalar icin ise
kemoterapi ve cerrahi tedavisinin bir ¢ok kombinasyonu mevcuttur. ileri evre over
kanseri tanis1 alan hastalarin timor nodiillerinin ¢ap veya kalinligmmin 1 cm’den az
olmast durumunda ideal tedavi, tiimdr hacminin kiiciiltiilmesi olan debulking
cerrahisidir. Ancak tiimdr boyutu biiyiik olan ya da rezidiiel tiimdrlerin cerrahisinin,
tedavinin etkinligine olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir. Tiimor mikro cevresine
perfiizyonu engelleyerek doku hasar1 olusmasina dolayisiyla hiicre hasar olasiliginin
artmasina ayrica ¢oklu ilag direncine sahip klonlarin biiylimesine imkan tanimaktadir.
Dolayisiyla debulking cerrahisinin fayda saglayip saglayamacagini belirlemek i¢in daha
az invaziv, yasam kalitesinin iyilesmesi ile iliskili laparoskopik ameliyatlar
uygulanmas1 uygun olabilir. Her debulking cerrahi sonrasi ii¢ adjuvan tedavi dongiisii
dahil olmak iizere en az alti ay tedavinin devam etmesi Onerilmektedir (72). Over
kanseri tedavisinde cerrahi miidahale ile beraberliginde ya da cerrahi sonrasi tedavi
secenekleri i¢inde taksanlar, alkilleyici ajanlar ile kombinasyon halinde sisplatin gibi
platin bazli bilesikler kemoterapinin 6nemli basamagidir. Platin kemoterapisi, ilk olarak
1965 yilinda sisplatinin (Cis-Diamindikloroplatinyum (11)) Escherichia Coli hiicre
boliinmesini tesadiifen engellemesinin goriilmesiyle kesfedilmistir. 1970 yilinda
sisplatinin kanser hiicrelerinin boliinmesi lizerine etkisi hayvan c¢alismalarinda da
dogrulanmis, ardindan hizlica klinik denemeler yapilmis ve testis, mesane, over
kanserinin tedavisinde kullanilmak iizere Federal ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir. 30 yili askin siiredir klinik pratikte kullanilmakta olan sisplatin

monoterapide bazi solid tiimorleri ve %90’ nin {izerinde iyilesme orani ile testis
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kanserinde kullanilmaktadir (73). Ileri evre over kanserinde ise diren¢ gelisim
mekanizmalart nedeni ile nadiren kullanilmis olup bazen yasl hastalarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu yiizden ileri evre over kanserinin tedavisinde oldugu gibi sisplatin
yaygin olarak mitotik ig diizenegini bloke eden ve hiicre boliinmesini durduran bir
tiiblilin hedefi olan karboplatin ve paklitaksel kombinasyonuyla tedavi edilir. Sisplatin
ayrica dudak, agiz, dil, burun, bogaz, ses telleri, yemek borusu ve soluk borusunun bir
kismini igeren bas ve boyun kanserinin birincil basamak kemo-radyasyon tedavisinde
kullanilir. Radyasyon Tedavisi Onkoloji Grubu (RTOG) programi tarafindan en uygun
tedavi rejimi; sisplatin ile geleneksel radyoterapinin biitlinlesik olarak sirasiyla 1., 22.
ve 43. giinlerde 100 mg/m? olarak uygulanmas1 6nerilmektedir. Ek olarak dosetaksel ve
flurourasil ilaclar1 ile kombinasyon halinde ilerlemis bas ve boyun kanseri tedavisinde
kullanilabilir. Kansere bagli 6liimlerin en sik nedeni olan akciger kanserinin ve 6zellikle
ileri evre III ve IV kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisinde kullanilan en
popiiler neoplastik ilag olan sisplatin ayrica sarkomlarin, prostat kanserinin, lenfomanin
tedavisinde de kullanilmaktadir (74). Ancak uzun siireli sisplatine maruziyet sonrasi
nefrotoksisite, ototoksisite, gastrointestinal toksisite, norotoksisite, hipomagnezemi,
hipokalsemi ve kemik iliginin baskilanmasi gibi yan etkiler ortaya g¢ikmakta ve
tedavinin kisitlanmasindaki en 6nemli faktoér olan ilag direngliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Ozellikle, ileri evre over kanseri hastalar1 sisplatin tedavisinin baslangicinda tedaviye
duyarlilik gosterse de hastalarin % 60‘indan fazlas1 kemoterapi sonrasi tekrarlayan over
kanseri teshisi almakta ve ilaca direngli timdr hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi nedeni ile
basarili bir tedavi olanag1 ortadan kalkmaktadir. Boylece ilag direnci, over kanserinin

tedavisinde 6nemli bir zorluk olmaya devam etmektedir (72,75).

2.6.1. Sisplatin ve Diren¢ Mekanizmalari

Sisplatin, hiicre i¢i etki mekanizmasini hiicre igi ile hiicre dis1 arasindaki klor
konsantrasyonunun farkli olmasi sonucu gostermektedir. Damar igine uygulanan
sisplatin yapisinda bulunan klor iyonlar: ile kanda yaklasik 100 mM konsantrasyon da
bulunan klor iyonlar1 ile birlikte dolasirken hiicre igine girdiginde hiicre i¢i klor
konsantrasyonu yaklasik 4 mM’a diismektedir. Dolayisiyla sisplatin hiicre i¢inde klor
iyonlarmi kaybederek su ile etkilesime gegmekte ve aqua formun da pozitif yiikli hal

almaktadir. Sekil 2-2°de gosterildigi gibi hiicre iginde pozitif yiiklii sisplatin niikleofilik
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molekiiller olan DNA, RNA ve proteinler ile niikleofilik ataklar gerceklestirir. Diger
platinlestirici ajanlar gibi sisplatin de daha ¢ok DNAy1 sitotoksik hedef olarak kullanip
DNA ‘ya baglanirken guanozin ve adenozin imidazol halkalarinin N7 atomlarini tercih
eder. DNA’nin c¢apraz iki zincirinin arasina ya da tek bir zincir arasinda girerek DNA
replikasyonunu, RNA transkripsiyonunu engeller, hiicre dongiisiinii G2 fazinda

durdurur ve programlanmis hiicre 6liimiine neden olarak etki gosterir (76).

KAN [CT]= 100 mM W Na Sisplatin

Sitoplazma [CT] =4 mM > e /u
Pt
w” Na
H,O l — -
HN oﬂ
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HN o \c
-\poptoz }
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WA %]
Pt —
i No RNA Transknpsn onu X

Sekil 2-2: Sisplatinin Etki Mekanizmasi (76)

Ancak over kanseri hastalar1 baslangicta %70 oranla sisplatine yanit vermis olsa da sekil
2-3’de gosterildigi gibi hiicre igine ilag aliminin azalmasi, hiicre disina ilag verilmesinin
artmasi, glutatyon metabolizmasi, ila¢ detoksifikasyonu, programlanmig hiicre
Olimiinlin inhibisyonu, DNA vyanlis eslesme tamir mekanizmalari, bakir tasinma
sistemin de meydana gelen degisiklikler ile sisplatin direnci ortaya ¢ikmaktadir. Tek bir
diren¢ mekanizmasi goriilebilecegi gibi birden fazla direng mekazmasi ile birlikte de

goriilebilmektedir (77).
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2.7. Over Kanseri ve Diren¢ Mekanizmalar1 Arasindaki Iliski

Sisplatine direngli hiicrelerde goriilen azalmis sisplatin birikiminden sorumlu
mekanizma hiicre i¢ine ila¢ girisinin azalmasi, hiicre digina ilag ¢ikisinin artmasi ya da
her ikisinin birlikteligi olabilmektedir. Pasif difiizyon ya da kolaylastirilmis tasima ile
hiicre icine giris yapan sisplatinin tasinmasi, bakir tasiyici-1 (CTR1) tarafindan
diizenlenir. Maya CTRI1 geninde gerceklesen bir delesyonun over kanseri hiicre
hatlarinda sisplatin direnci gerceklesmesi ve hiicre i¢inde biriken sisplatinin azalmasi ile
sonu¢lanmistir. Bakir tasinimindan sorumlu ATP7A’nin over kanserinde asir1 eksprese
oldugu, sisplatinin niikleer DNA ile etkilesimini engelleyerek direng gelisimini
indiikledigi gosterilmistir. Sisplatinin sitotoksisitesi temelde DNA iizerine eklenti
olusturarak, DNA hasar1 olusturmaya dayandigi i¢in hasar sonrasi hiicrede DNA tamir
mekanizmalar1 denge olusturmak adma devreye girer. DNA yapisina verilen hasarin
tiiriine bagl olarak farkli DNA tamir mekanizmalari, olusan lezyonlar1 onarmakta ya da
DNA iizerindeki eklentileri uzaklastirmaktadir. DNA hasarinin onarilmasindaki ana
mekanizma niikleotid eksizyon onarim (NER) sistemidir. NER yolag1 agirlikli olarak
hiicresel DNA’daki sisplatin-DNA baglantilarinin  onarimindan sorumlu olup bu
yolaktaki bir ¢ok protein de bu amagla gorev yapmaktadir. Bu proteinlerden biri olan
eksizyon tamiri c¢apraz tamamlama grubu 1 (ERCCI)’in yiikksek mRNA
ekspresyonunun, sisplatin kaynaklit DNA hasarin1 tamir etme kapasitesinin artmasiyla
iliskili oldugu, boylece ilaca direng kazandirdigir bir¢ok over kanseri hiicre hattinda

gosterilmistir. Ayrica, hem hiicre hatlarinda hem de farelerde ERCC1 antisens
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vektorleri kullanan transfeksiyon deneylerinin sonucunda platin ajanlarma karsi
duyarliligin artmis oldugu gosterilmistir (78,79). Diger bir DNA onarim mekanizmasi
olan DNA yanlis eslesme tamir mekanizmasinda (MMR) ger¢eklesen sapma, platinyum
bazli ilaglarda diren¢ gelisimine neden olabilmektedir. Souliotis ve arkadaslar
tarafindan yakin zamanda yapilan bir calismada DNA yanlis eslesme onarim
mekanizmasinda yer alan hMLHI1 promotor geninin hipermetilasyonu, sisplatinin
apoptozu indiiklemesini engelleyerek, direng gelismesine neden olmaktadir. Yapilan
calismada sisplatine duyarli over kanseri ile direngli over kanseri hiicre hatlari
incelenmis, duyarli over kanseri hiicre hattinda ¢ok daha yiiksek seyiyede intrinsik DNA
hasar1 bulunmustur (79,80). Over kanseri diren¢ mekanizmalar1 igerisinde 25°den fazla
onkogenin; biiylime faktorii reseptorlerinin, sinyal molekiillerinin, transkripsiyon
faktorlerinin, hiicre dongiisii diizenleyicileri, apoptoz diizenleyicilerinin ekspresyonunu
etkileyerek diren¢ gelisimine katki sagladiklar1 gosterilmistir. Yapilan biyoinformatik
calismalar ile hiicre dongiisiinde énemli bir onkogen olan NEK2’nin over kanserinde
ila¢ direnci gelismesine hiicre dongiisii ve mikrotiibiiller aracilig1 ile neden olabilecegi

bildirilmistir (81).

Over kanseri diren¢ mekanizmalar1 icerisinde yer alan redoks sistemlerinde
glutatyon (GSH), indirgeyici bir ajan ve bir antioksidan molekiil olmasinin yaninda
hiicre farklilagmasi, proliferasyon ve apoptoz gibi hiicresel siire¢lerde de ¢ok dnemli rol
oynamaktadir. GSH'1n, ilag aliminin azaltilmasi ve hiicre i¢i ila¢ detoksifikasyonu ile
inaktivasyonunun artmasi, artan DNA onarimi ve apoptoz ilacin neden oldugu oksidatif
stresin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla hem sisplatin hem de karboplatine
kars1 dirence aracilik ettigi bilinmektedir. Spesifik olarak over kanserinde, yiiksek GSH
seviyeleri veya Glutatyon S-Transferaz P1 (GSTP-1) aktivitesini sisplatin veya
karboplatin direnci ile iliskilendirilmistir (82). Sawers ve arkadaglar1 A2780 over
kanseri hiicrelerinde GSTP-1'in stabil silinmesinin hem sisplatin hem de karboplatine
duyarlilig1 6nemli 6lcilide ve secici olarak arttirdigini géstermistir (83). Ayrica; Chen ve
arkadaglar1 miR-133b'nin asir1 ekspresyonunun, glutatyon ve ¢oklu ilag¢ direng protein 1
(MDR1) ekspresyonunu azaltarak hem sisplatin hem de paklitaksele karsi over kanseri

hiicresi duyarliligini arttirdigini gostermistir (84).
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2.8. GSTP-1 ve miRNA-133b

Glutatyon S-Transferaz (GST) enzim ailesi glutatyonlu antikanser ilaglar da dahil olmak
tizere ksenobiyotiklerin konjugasyonunu Kkatalizleyen faz Il detoksifikasyon enzim
ailesidir. GST enzimleri primer yapilarina, substrat spesifitelerine, kimyasal
afinitelerine ve kinetik davraniglarina gore alfa (o), mii (p), pi (n), sigma (o), teta (6),
kappa (x), zeta (0) ve omega (m) olarak gruplandirilir ve bu zengin alt siniflara gore de
bircok elektrofilik ve hidrofobik bilesigin daha kolay atilabilen, daha az toksik
metabolitlerin doniistimiinii katalizlerler. GST enzim ailesi sinifina ait olan GSTP-1"de
bircok toksik bilesigin antioksidan TUglii peptit olan GSH ile konjuge ederek
eliminasyonunu kolaylastiran polimorfik faz II enzimidir (85). Hiicre sitozoliinde
bulunan bu enzim ailesi tiyol gruplar1 icermekte ve hiicre i¢ine girerek klor iyonlarini
kaybeden sisplatin i¢in niikleofilik hedef haline gelmektedirler. Kronik olarak sisplatine
maruz kalan over kanser hiicrelerinde tiyol gruplart igeren GSH konsantrasyonlarinin
artmasi, hedef DNA ile etkilesim icinde olmasi gereken sisplatinin antitimor
aktivitesinin diismesine neden olmaktadir. GST nin ila¢ direnci tizerindeki roliinii iki
sekilde aciklamak miimkiindiir; I|: Enzimin ve ilag direng proteinlerinin
ekspresyonlarindaki artis, timor hiicresine antikanser ajanin girmesiyle birlikte hiicre
icinde GST enziminin ifadesinde ve GSH diizeyinde artis olmaktadir (86). Anastasia ve
arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklar1 bir caligmada, ilag direngli tiimorlerde asiri
ekspresyon gosteren antiapoptotik protein olan GSTP-1’in sisplatin baglayan protein
olarak rolii arastirildiginda, sisplatinin GSTP1-1’in glutatyon transferaz aktivitesi i¢in
bir substrat olmadigini, bunun yerine GSTP1-1 GSH konjugasyon aktivitesi elde
ederken protein alt birimlerin ¢apraz baglanmasi ile sonuclanan iki ¢oziicli tarafindan
erisilebilen sisteinlerin yardimu ile sisplatini etkisizlestirdigi ve ayirdigi gosterilmistir.
Ayrica, GSTP1-1’in ¢-Jun N-terminal kinaz’a (JNK) baglanarak downstream apoptoz
sinyali i¢in gerekli olan JNK fosforilasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (87). GST ler
elektrofilik substratlar {izerine GSH’1n niikleofilik atagini1 katalizleyerek, GSH’in SH
grubu ile ilgili bilesiklerin elektrofilik bdlgelerini notralize ederek bunlarin hiicresel
makromolekiiller lizerine olan reaktifliklerini azaltmaktadirlar. Sitoplazmada hidrolize
edilerek 2 su molekiilii kazanan sisplatin, siilfiir (tiyol) iceren GSH ile reaksiyona
girebilecektir. Hiicre i¢inde antioksidan olarak gorev yapan GSH, sitoplazma ve
niikleusta sisplatin ile baglanarak GSH-sisplatin kompleksleri olusturur. Boylece tekli-

adductlarin ¢apraz baglar olusturmasi engellenir ve sitotoksik etkiler azaltilmis olur.
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GSH-X pompast GSH-sisplatin komplekslerini ATP bagimli mekanizma ile hiicre
disina tasir ve enzimin ila¢ direncindeki rolii agiklanmis olur. II: Enzimin sinyal
iletimindeki roliinde ise GSH metabolizmasi serbest oksijen seviyeleri ile iligkilidir.
Nrf2 olarak adlandirilan eritroid kaynakli niikleer faktor 2, antioksidan
metabolizmasinda bir transkripsiyon faktoriidiir. GST’ler Nrf2 aktivasyonu ile {iretilir
ve bu yolagin ekspresyonundaki degisiklikler sisplatin direnci ile iliskili olabilmektedir

(88).
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Sekil 2-4: Sisplatin inaktivasyonu (88)

Sisplatinin antitimor aktivitesinin diismesi ve ilaca direncli klonlarin varligi nedeni ile
cogu over kanseri hastasi tekrar eden tiimorler ile hastaliga yenik diigmektedir. Ayrica
baslangigta tedaviye yanit veren hastalarin zamanla bir ya da birden fazla gelisen direng
mekanizmalart nedeni ile uzun dénemde tedaviden yanit alinamamakta ve 5 yillik
yasam Omrii hala daha %50°nin altinda kalmaktadir. Dolayisiyla hastalar alternatif
tedaviye yonelmekte ve kemoterapinin yan etkilerinden uzaklasabilecek tedavi

secenekleri aramaktadir (89).

MikroRNA'lar (miRNA'lar), protein kodlama kapasitesi olmayan kisa (~ 19-24 nt) RNA
molekiilleri olup post translasyonel regiilasyonda 6nemli rol oynamaktadir. Bu protein
kodlamayan RNA molekiilleri kendi niikleotid dizilerinin 5’ ile tamamlayicist olan hedef
mRNA’larin 3’ ¢evrilmemis bolgesi (3'UTR) arasina baglanip translasyonel baskilama
veya mRNA yikimi ile transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunun diizenlenmesini
gergeklestirirler. Ancak her zaman inhibe edici veya gen regiilasyonunun baskilanmasi

ile iligkili olmadiklar1 da bilinmelidir. Nadir durumlarda, hiicre dongiisiine ve
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kofaktorlere bagli olarak miRNA, mRNA ¢evirisini aktive edebilir, bdylece protein
seviyesini diizenleyebilir (90) Ilk miRNA molekiilii, 1993 yilinda Lee ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmis ve bugiine kadar yaklasik 2600 insan miRNA's1 kesfedilmistir.
MiRNA’larin gen translasyonu iizerinde biiyilik etkileri oldugu ve tiim insan gen
cevirisinin %50'den fazlast miRNA tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. Her miRNA,
cok sayida hedef geni diizenleyebilir ya da tam tersi, ayn1 hedef gen, karmagik bir ag
olusturarak cesitli miRNA tiirleri tarafindan diizenlenebilir. Boylece miRNA'lar hiicre
farklilasmasi, proliferasyon, stres tepkisi, metabolizma, hiicre dongiisii, apoptoz ve
anjiyogenez dahil bir cok dongilide yer alip, kanser dahil ¢ok ¢esitli insan hastaliklarinda
rol oynayabilir (91). ilk kez 2002 yilinda Croce ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada
kanser ile miRNA’nin iliskisi gosterilmistir. Yapilan calisma ile kronik lenfositik
16semide siklikla silinen bir bolge olan 13q14.3’de Leu2 geninin ekson 2 ve ekson 5
arasinda miR-15a ile miR16’nin disregiilasyonu belirlenmis olup bu iki mikroRNA'nin
bir timor baskilayict aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (92). Yapilan bu ilk
calismadan sonra normal dokuya kiyasla kanserli dokuda ekspresyonu bastirilan ya da
tam tersi kanserli dokuda asir1 eksprese olan bir cok miRNA kesfedilmis ve 2004
yilinda Calin ve arkadaglari genomik bolgelerdeki miRNA’larin yarisinin kanserde
siklikla degistigini gosteren miRNA haritasin1 yaymlamislardir (93). MiRNA’larin
sadece ekspresyonlarindaki degisiklikler kansere yol agmadig1 gibi biyosentezinde rol
oynayan Drosha ve Dicer enzimlerinin ekspresyonlarindaki ya da fonksiyonlarindaki
degisikliklerde kansere neden olan baska bir mekanizmadir. Ornegin over kanseri
hastalarinin % 39’unda Drosha ve Dicer ekspresyonlarinda azalma bulunmustur (94).
Ayrica miRNA’larin, epigenetik kontrolden sorumlu enzimlerin ekspresyonunu
degistirerek hiicresel metilasyon durumunun kontroliinde de rol alabilecekleri birkag yil
once akciger kanserinde ex-novo DNA metiltransferazlar DNMT3a ve DNMT3B
ekspresyon kontroliinden miR-29 ailesinin sorumlu oldugunun gosterilmesi ile
tanimlanmis oldu (95). MiRNA’nin transkripsiyon diizenlenmesi ile olan iligkisini
aciklamak i¢in en sik genetik mutasyona neden olan tiimdr baskilayict gen p53 ile miR-
34 iliskisi 6rnek verilebilir. P53, miR-34 ailesinin transkripsiyonunu uyararak apoptoz
ve yaslanmayi indiikler ayrica over kanseri hastalarinin yiiksek ¢ogunlugunda p53, miR-

34 ailesinin asagi regiilasyonunu indiiklemektedir (96).
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Gen ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi gibi ¢ok onemli hiicre
fonksiyonlar1 agiklanmis olan miRNA’lar ayrica kanser tedavilerinin en Onemli
kisitlamasi olan ilag direngliliginde de dokuya 06zgli olarak farkli fonksiyonlari
bildirilmistir. Over kanserinde ilag duyarlilii ile dolayl olarak iliskilendirilen miR-
27a’nin 16semi de ilag direnglilifinde dogrudan rol oynamasi gibi miRNA’lar tek bir
fonksiyonel rol ile agiklanamamaktadir. Ayrica kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserinde oldugu gibi ila¢ direncliliginde ilacin hedefi olan molekiin ekspresyonunu da
etkileyebilir. Anjiyogenez inhibitorii bevacizumab'in hedefi olan vaskiiler endotelyal
biliylime faktori A, miR-126 tarafindan dogrudan hedeflenerek bevacizumaba direngli
hiicrelerde miR-126 restorasyonu, ila¢ duyarliligini geri kazandirir. Dolayisiyla
miRNA’lar ila¢ direncliliginde yer alan proteinleri hedefleyerek ya da ilacin hedefledigi
molekiilleri modiile ederek dokuya spesifik ila¢ direncliligini arttirabilecegi gibi ilag

duyariligina da etki edebilir (97).

Son yillarda yapilan bir ka¢ c¢alisma, miRNA’nin redoks sistemler {izerinde de
diizenleyici rolii olabilecegini gostermis ancak ila¢ direncliligi ile iligkisinin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag duyulmustur. Bu anlamda miR-133b
detoksifikasyon enzimi olan GSTP-1 ile iliskilendirilerek sisplatin direncinde roli
oldugu diisiinilmiistiir. Chen ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada sisplatine direngli
akciger hiicrelerinde miR-133b ve sisplatinin ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Direngli hiicre hattinda sisplatinin up-regiile oldugu gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada
miR-133b’nin apoptozu tesvik ederek sisplatine direngli insan akciger hiicre hatti;

NSCLC hiicrelerinin sisplatin kemosensitivitesini arttirdigi gosterilmistir (98).

2.9. Over Kanseri ve Kemoterapotik fla¢ Direncliliginde Dogal Uriinlerin Onemi
Son yillarda sarimsak, zencefil, soya, zerdecal, sogan, domates, turpgiller, biberler ve
yesil ¢cay gibi dogal diyet bilesenlerine ait etken maddelerin kemopreventif 6zellikleri
kesfedilmis ve yeni tedavi stratejisi olarak terapdtik potansiyelleri arastirilmaya
baslanmigtir. Dogal kaynaklardan elde edildikleri i¢in farmakolojik olarak giivenli olan
etken maddelerden genistein, resveratrol, likopen, kapsaisin, kurkumin, 6-gingerol,
ellagic asit, iirsolik asit, krisin, silymarin, anetol ve katekinler klinik yanit1 arttirmak
ayni zamanda kemoterapdtiklerin toksisitesini ortadan kaldirmak ya da en azindan

minimuma indirmek amaciyla klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir (99).
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Bu dogrultuda, tedavi stratejisi icin dogal bilesiklerden kurkumin ve analoglarinin
antikanserojenik ve kemopreventif 6zellikleri son déonemde ilgi ¢ekici ¢alisma konulari
arasinda yer almaktadir. Ozellikle son yillarda gesitli 6zellikleri nedeni ile en ¢ok
incelenen dogal tiirevli terapétik iriinler arasinda yer alan kurkumin [1,7-Bis (4-
hidroksi-3-metoksifenil) -1,6-heptadien 3,5 dion], zencefil ailesine (Zingiberaceae) ait
cok yillik otsu bir bitki olan kurkuma longa'nin birincil biyolojik aktif kurkuminoididir.
Genellikle zerdegal olarak bilinen kurkuma longa, Giiney Asya, Hindistan ve
Endonezya'ya 0zgli olmakla birlikte agirlikli  olarak  Giliney Hindistan'da
yetistirilmektedir (100). Kurkuma longa’dan elde edilen diger iki kurkuminoid ise Sekil
2-5’de gosterilen demetoksikurkumin (DMC) ve bisdemetoksikurkumin (BDMC) dir.
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Sekil 2-5: Kurkuma Longa Bitkisinin Etken Maddeleri. A: Kurkumin, B:

Demetoksikurkumin, C: Bisdemetoksikurkumin

Kurkuma longa ayrica bir takim ugucu yaglar (6rn. zingiberon, atlanton ve tumerone),
sekerler, regineler ve proteinler icerse de sadece %3-5 oraninda kurkuminoidleri
icermekte bunun disinda anti-enflamatuar ve anti-proliferatif aktiviteye sahip bilinen
higbir ajan icermemektedir. Kurkuminoidler, iki alfa ve beta doymamis karbonil grubu
yoluyla baglanan iki metoksillenmis fenolden olusmakta ve terpen tiirevleri bakimindan
zengin olup agirhikli olarak monosiklik seskiterpenler, turmeron ve zingibren gibi

oksijenli tiirevler icerirler (101).



29

2.10. Kurkumin ve Analoglarimin Antikarsinojenik ve Kemoterapotik Ozellikleri
Kurkumin, transkripsiyon faktorleri, enzimler, hiicre dongiisii proteinleri, reseptorler,
hiicre ylizeyi adezyon molekiilleri, nérotransmitterler gibi ¢esitli molekiiler hedefleri
kullanarak metabolik sendrom, deri hastaliklari, kanser, bagirsak iltihabi, depresyon,
artrit, yagl karaciger hastaligi ve norodejeneretif hastaliklara karsi antioksidan, anti-
enflamatuar, antiapoptotik 6zellik gostermektedir (102). Cok genis yelpazede molekiiler
hedefleri kullandig1 i¢in 6zellikle kanser ¢alismalarinda ilgi ¢ekici bir konu haline gelen
kurkumin, kanserin gelisimi ve ilerlemesinde anahtar rol oynayan NF-KB ve STAT3
sinyal yollarini inhibe eder. Eprin Tip-B Reseptor 2 onciisii, HDAC4, kalmodulin ve
ADEM10 dahil olmak iizere yiiksek oranda ifade edilen bir transkripsiyon faktorii Sp-1'i
inhibe ederek metastazin Onlenmesine aracilik etmektedir. Ayrica birkag¢ hiicre dist
matris bileseninin ekspresyonunu arttirarak ve fokal yapisma kinaz (FAK) ve CD24
ekspresyonunun fosforilasyonunu inhibe ederek de kanser olusumunu, gogiinii ve
istilasin1 onleyerek antikanser 6zelligi gostermektedir (103). Her ne kadar zerdegaldan
izole edilen kurkuminoidlerin %77 ini kurkumin olustursa da %17 demetoksikurkumin
(DMC) ve %3 bisdemetoksikurkumin (BDMC) dogal analoglar olarak yerini
almaktadirlar (104). Kurkumin ile benzer kimyasal yap1 gésteren DMC’nin son yillarda
onemli terapotik ozellikleri gosterilmistir. DMC’nin benzen halkasina bagli olan
metoksi grubu olmayisi kurkuminden daha kararli kimyasal yapisini ortaya ¢ikarmus,
boylece daha stabil ve aktif formunu olusturmustur. Yapilan calismalar ile bir ¢ok
molekiiler hedefi kullanarak tiimor olusumunu, tiimor gelisimini ve tiimoriin ileri evreye
ilerlemesini azaltarak maligniteyi inhibe ettigi gosterilmistir. Hiicre boliinmesi ve
apoptoz ile ilgili genlerin ifadesinde 6nemli rol oynayan NFkB’nin inaktivasyonu
apoptoz ve hiicre Sliimiinii indiiklemekteyken, DMC ile muamele edilen GBM 8401
hiicrelerinin NFkB aktivitelerinde inhibisyon izlenmistir. Ayrica Bcl-2 ekspresyon
seviyelerini azaltarak, kaspaz-9, kaspaz-3 ve sitokrom c ekspresyon seviyerini arttirarak
deri kanserinde apoptozu indiiklemektedir. Over kanseri hiicrelerinde muamele
edildiginde ise IRS2-PI3K—-Akt yolagin1 inaktive ederek antikanser ozelligini
gostermektedir (105,106). In vitro galismalarin yani sira DMC’nin kanser gelisimi ve
bliylimesinde kritik 6neme sahip olan anjiogenezi inhibe ettigi in vivo olarak
gosterilmistir. Matris metaloproteinaz-9 [MMP-9]'un degradasyonu araciligi ile
herhangi bir toksisite gostermeden fare aortunda kapiler anjiogenezin inhibisyonu

gosterilmistir (107).
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Kurkumin 111 olarak adlandirilan BDMC’nin ise tiimor hiicrelerinin invazyonunu ve
metastazin1 engellemesi genel olarak ii¢ molekiiler mekanizma ile anlagilabilir. Tlk
olarak hiicresel seviyede hiicre dongiisiiniin baskilanmasi BDMC ile muamele edilen
over kanseri hiicrelerinin G1 fazinda durmasi ile agiklanabilir. Molekiiler seviyede ise
BDMC; matris metaloproteinaz enzimlerinin ve {irokinazin ekspresyonlarini inhibe
ederek tiimoriin invazyonunu engellemektedir. Ek olarak akciger, mide ve meme
kanseri dokularinda yiiksek eksprese olan ICAM-1 ve VCAM-1'n oksidadif stres
aracili1 ile BDMC tarafindan doza bagimli olarak inhibe edilmektedir. Son yillara ait
caligmalarin kapsaminda, kurkumin ve analoglarinin antikarsinojenik ve kemoterapdtik
etkinligini gosteren molekiiler mekanizma c¢alismalari bulunmasma ragmen, gen
ifadesinin diizenlemesinde kritik rol oynayan miRNA ekspresyonu ile ilgili ¢ok az

calisma bulunmaktadir (108).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Cihazlar

Laminar Flow Class II Kabin (Nuaire), CO2 Inkiibatér (Thermo Electro
Corporation), Beckman Coulter vi.CellITM XR (Cell viability analyser), Floresan faz-
kontrast invert mikroskop, Dijital Kamera CCD peltier, Santrifiij, (Hettich, rotina 38),
Vortex, Sivi azot tanki (371t), Isitici banyo, Buzdolabi1 (Beko), Multiscan Spectrum
(Thermo), FACSCalibur (BD Biosciences), Stratagene MX3005 Real Time PCR

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

RPMI 1640 (Biochrome), Fetal Bovine Serum (Biochrome), Tripsin /EDTA %
0,25 (Gibco), Penisilin/Streptomisin (Gibco), sisplatin, L-Glutamin, Vi-Cell Reagents
(Beckman Coulter), Dimetil stilfoksit (Sigma), FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit | (BD), Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche), PBS Dulbecco’s (Gibco), 96

well plates (Greiner), 6 well plates (Greiner), Cell Culture Flasks 75 cm? (Greiner).

3.3. Kullanmilan Soliisyonlar
3.3.1. RPMI 1640 Besiyeri

500 ml’lik total hacimde %10 FBS igeren besiyeri hazirlamak i¢in ; 50 ml FBS,
5 ml Penisilin/Streptomisin (%1), 5 ml L-Glutamin (%1), 440 ml RPMI 1640 steril filtre

kabi igerisinde vakumdan gecirilerek hazirlanmstir.

500 ml’lik total hacimde %3 FBS iceren besiyeri hazirlamak i¢in ; 15 ml FBS, 5
ml Penisilin/Streptomisin (%1), 5 ml L-Glutamin (%1), 475 ml RPMI 1640 steril filtre

kab1 icerisinde vakumdan gecirilerek hazirlanmistir.

Hazirlanan besiyerler +4°C’de saklanmustir.

3.3.2. Dondurma Besiyeri
%10 FBS iceren besiyerden 900 pl (%90), 100 ul DMSO (%10) 1 ml olarak taze
hazirlanmistir. Dondurma besiyeri ve hiicre ¢ozeltisi 1:1 oraninda kriyoviale ilave

edilecegi i¢in gerekli hacimler taze olarak hazirlanip -20°C’de saklanmustir.
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3.3.3. PBS (Fosfat Tuz Tamponu) Hazirlanmasi
Tablet seklinde olan PBS ; 100 ml steril deiyonize su ile ¢ozdiiriilerek filtre kabi

igerisinde vakumdan gegirilerek hazirlanmis ve +4°C’de saklanmuistir.

3.3.4. Kurkumin ve Kurkuminoidlerin Hazirlanmasi
Etken maddeler kurkumin, DMC ve BDMC 1 ml %5 DMSO igeren besiyerde
(200 pul DMSO + 800 pl Besiyeri) ¢cozdiiriilmiis ve ana stok olarak hazirlanip +4°C’de

saklanmistir.

3.3.4.1. Kurkumin ve Kurkuminoidlerin Ana Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
Kurkumin : Molekiiler agirligi 368,38 g/mol olan kurkumin 36,838 mg tartilarak 1ml
%5 DMSO igeren besiyerde ¢ozdiiriiliip ana stok konsantrasyonu 100 mM olacak

sekilde hazirlanmustir.

DMC : Molekiiler agirligi 338,36 g/mol olan DMC 16,918 mg tartilarak 1 ml %5
DMSO igeren besiyerde ¢ozdiiriiliip ana stok konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde

hazirlanmistir.

BDMC : Molekiiler agirligi 30,833 mg olan BDMC 15,416 mg tartilarak 1 ml %5
DMSO igeren besiyerde ¢ozdiiriiliip ana stok konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde

hazirlanmustir.

Hazirlanan ana stok etken maddeler uygun seyreltme oranlart ile 1 uM, 5 uM, 10 uM,

15 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM olacak sekilde hazirlanmistir.

3.3.5. Sisplatin Ana Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
Molekiil agirligr 30,001 mg olan sisplatin 1 ml %5 DMSO igeren besiyerde

¢Ozdiirtiliip 100 mM olacak sekilde hazirlanmistir.

Hazirlanan ana stoktan uygun seyreltme oranlari ile 1 uM, 5 uM, 10 uM, 15
uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM olacak sekilde dozlar hazirlanmistir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii

Zerdecalin etken maddesi olan kurkumin ve analoglar1t BDMC ile DMC’nin
sisplatine direngli over kanseri hiicre proliferasyonuna etkilerinin belirlenmesi ve bu
etken maddelerin apoptotik etkinliginin belirlenmesi amaciyla A2780cp over kanseri
hiicre hatt1 ve kontrol olarak A2780 over kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatlar

ECACC (European Collection of Cell Cultures) firmasindan temin edilmistir.
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Over kanseri hiicre soylart RPMI 1640, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin,
%1 L-Glutamin igeren besiyerinde 37°C ve %5 CO2 ortaminda kiiltiire edilmistir.

3.4.1. Hiicre Cozme
S1v1 azotta (-196 °C) 2 ml kriyovial icerisinde bulunan hiicreler ¢ikarilarak 37°C

su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmiistiir.

3.4.2. Hiicre Ekme

Dondurma besiyeri igerisinde bulunan DMSQO’dan hiicreleri uzaklastirmak igin
su banyosunda ¢ozdiiriilen hiicreler aspire edilerek besiyer i¢ine aktarilmis ve tek hiicre
siispansiyonu haline getirilmistir. Hiicre siispansiyonu 6 dakika 1500 rpm’de santrifiij
edilmis, siipernatant hizlica dokiilerek, pellet 1 ml besiyerde sulandirilmistir. Beckman
Coulter Vi-Cell Otomatik Hiicre Sayim cihazinda hiicre sayimi gergeklestirilmistir.
Hiicre sayimi sonrasi uygun plate yada kiiltiir flaskina ekim yapilmistir. Hiicreler
mikroskopta incelendikten sonra g¢ogalmalart i¢in 37°C, %5 CO2 igeren inkiibatdre
kaldirilmigtir. Kiiltiir kab1 her giin invert mikroskop ile kontrol edilmis, 2 gilinde bir
besiyeri degistirilmistir. Hiicreler konfluent olduklar1 giin tripsinlenerek pasajlama

islemi uygulanmistir.

3.4.3. Hiicre Alt Kiiltiirleme

Hiicreler pasajlanabilmeleri i¢in hiicre kiiltliir flasklarinin yada platelerinin
yiizeyini tamamen kaplamis olmalidir (Konfluent en az %80 olmali1). Konfluent plate ya
da flasklarin tizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmistir. Hiicreler serumdan
uzaklastirllmak i¢in +4°C’den ¢ikarilan soguk PBS ile yikanmis ve ardindan aspire
edilerek uzaklastirilmistir. Hiicreler tripsinin aktivite gosterdigi 37°C’de 2-5 dakika
inkiibe edilmistir. 6 well-plate i¢cin 2 ml tripsin, 12 well plate i¢in 1 ml tripsin, 24 well
plate i¢in 0,5 ml tripsin, T-25cm flask i¢in 3 ml tripsin, T-75 flask i¢in 5 ml tripsin
uygulanmistir. Hiicreler mikroskopta kontrol edilip, adherent Ozellikteki epitel
hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigi izlendiginde; tripsin, hacminin en az iki kati
serumlu besiyeriyle inhibe edilmistir. Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu
haline getirilmis ve bir falkon tiipe aktarilmistir. Tiipe 2-3 ml daha besiyeri ilave
edilerek hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant
uzaklastirilmistir. Hiicreler 1 ml besiyerinde sulandirilmis ve Beckman Coulter Vi- Cell

Otomatik ~ Hiicre @~ Sayim  cihazinda  hiicre  saymm  gergeklestirilmistir.
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Hiicre sayimi sonrasi pasajlama oranlari belirlenerek hiicreler uygun platelere ya da
flasklara ekilmistir. Kiiltiir kab1 her giin invert mikroskop ile kontrol edilmis ve hiicreler
konfluent olduklar1 giin tripsinlenerek pasajlama islemi ya da dondurma islemi

uygulanmustir.

3.4.4. Hiicre Dondurma

Kiiltiir flaski tizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmistir. Hiicreler
serumdan uzaklastirilmak i¢in soguk PBS ile yikanmis ve ardindan aspire edilerek
uzaklagtirllmigtir. Hiicreler tripsinin aktivite gosterdigi 37°C’de 2-5 dakika inkiibe
edilmistir. Hiicreler mikroskopta kontrol edilip, adherent 6zellikteki epitel hiicrelerin
flask ylizeyinden ayrildig1 izlendiginde; tripsin, hacminin en az iki kati serumlu
besiyeriyle inhibe edilmistir. Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline
getirilmis ve bir falkon tiipe aktarilmustir. Tiipe 2-3 ml daha besiyeri ilave edilerek
hiicre silispansiyonu 1500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant
uzaklagtirllmistir. Hiicreler 1 ml besiyerinde sulandirilmis ve hiicre sayimmi
gerceklestirilmistir. Taze hazirlanan dondurma medyumu 1:1 oraninda kriyoviale hiicre
cozeltisi ile karanlikta damla damla eklenmistir. Dondurma tiipleri, igerisinde
izopropanol bulunan dereceli sogutma kab1 Mr.Frosty icine yerlestirilerek -80°C’de 24

saat birakilmis ardindan s1v1 azot tankina aktarilmstir.

3.5. Hiicre Sayimi

Hiicre ekme, alt kiiltiirleme, dondurma asamalarinda kullandigimiz “Beckman
Coulter Vi-Cell” Otomatik Hiicre Sayim cihazinda 6lgme kabina 400 pl taze besiyeri,
hiicre siispansiyonundan 100 pl aktirlarak 1:5 oraminda sulandirilmistir. Tripan
Mavisinin 6lii hiicre membranlarin1 boyayarak canli hiicre ve yiizde total hiicre sayisinn

hesaplanabildigi bu cihaz ile hiicre sayim1 gerceklestirilmistir.

3.6. WST-1 Yontemi ile Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Tetrazolyum tuzlar1 aktif mitokondri tarafindan siiksinat tetrazolyum rediiktaz
enzimi ile elektron alarak indirgenir ve bdylece tetrazolyum halkasi kirilarak formazana
doniisiir. Bu doniisiim beraberinde renk degisimini de getirir. Olii hiicreler ise
tetrazolyum tuzlarmi indirgeme yeteneklerini kaybettikleri i¢in herhangi bir renk
degisimi gosteremezler. Bu sekilde hiicre sayisindaki bir artis, formazan olusumunu

da arttirmakta ve kiiltiirdeki hiicre sayisi ile direk bir korelasyona sahip olmaktadir.
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WST-1 deneyi i¢in A2780 ve A2780cp hiicreleri 100 pl’de 1x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde 96-kuyu platelere ekilmistir. Ardindan hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi i¢in 24 saat beklenilmistir. Mikroskopta ¢ogalan ve farklilagsmaya baslayan
hiicreler gozlemlendikten sonra kurkumin, DMC, BDMC ve sisplatin hazirlanan doz
araliginda (1 pM, 5 uM, 10 uM, 15 puM, 20 uM, 30 uM, 40 uM ) 3 tekrar seklinde
A2780 ve A2780cp hiicre hattina uygulanmstir (109,110). Hiicre proliferasyonu, Cell
Proliferation Reagent WST-1 kiti (Roche) kullanilarak analiz edilmistir. Her kuyucuga
8ul  WST-1  (2-(4-Iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum
sodyum tuz) bilesigi eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibasyondan sonra, 6’nci1, 12’nci,
24’{incii, 36’nc1, 48’inci saatlerde 440 nm (referans dalgaboyu 630 nm) Ol¢limleri

Multiscan spektrofotometre cihazindan alinmistir (Roche WST-1 protokolii).

Tablo 3-1: Deney Gruplarimin Dizayni

Kontrol Grubu

Hiicrelere higbir madde uygulanmadi.

A2780, A2780cp

Deney Grubu 1

Kurkumin (CUR)

A2780, A2780cp

Deney Grubu 2

Demetoksikurkumin (DMC)

A2780, A2780cp

Deney Grubu 3

Bisdemetoksikurkumin (BDMC)

A2780, A2780cp

Deney Grubu 4

Sisplatin (CIS)

A2780, A2780cp

Deney Grubu 5

CUR+CIS

A2780, A2780cp

Deney Grubu 6

DMC+CIS

A2780, A2780cp

Deney Grubu 7

BDMC+CIS

A2780, A2780cp

Deney Grubu 8

CUR+DMC

A2780, A2780cp

Deney Grubu 9

CUR+DMC+CIS

A2780, A2780cp

Deney Grubu 10

CUR+BDMC

A2780, A2780cp

Deney Grubu 11

CUR+BDMC+CIS

A2780, A2780cp

Deney Grubu 12

CUR+DMC+BDMC

A2780, A2780cp

Deney Grubu 13

CUR+DMC+BDMCH+CIS

A2780, A2780cp

3.7. Anneksin V-FITC Yontemi ile Apoptoz Tayini
Apoptotik  hiicrelerin  tespitinde memran

fosfotilserinin apoptotik siiregte; plazma membraninin sitoplazma kismimna bakan ig

yiizeyinden membranin dis yiizeyine ¢ikmasi kullanilmaktadir. Anneksin V, hiicrenin

fosfolipitlerinden  biri  olan
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dis ylizeyine c¢ikan fosfotidilserine baglanarak, apoptoza ugramis hiicrelerin tespitine
olanak saglamaktadir. Akan hiicre 6lger yontemi ile FITC-Anneksin kompleksi ve hiicre
yiizeyindeki fosfotidilserin orani dlgiilebilmektedir. Anneksin-V ile nekrotik hiicrelerin
baglanmasinin engellenmesi ic¢in ikinci boya olarak propidyum iyodiir (PI)

eklenmektedir.

Anneksin V deneyi igin A2780 ve A2780cp hiicreleri 3 ml’de 3x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde 6-kuyu platelere ekilmistir. A2780 ve A2780cp hiicrelerinin ¢ogalmast
ve farklilasmasi i¢in 24 saat beklenilmistir. Mikroskopta hiicreler incelendikten sonra 1
uM kurkumin, DMC, BDMC ve sisplatin sekil 3-1°de belirtildigi gibi kombinasyonlar
ile A2780 ve A2780cp hiicrelerine uygulanmistir. 12.saat’de uygulanan dozlar aspire
edilerek uzaklagtiritlip 2 ml soguk PBS ile yikanmistir. Hiicreler tripsinizasyon
isleminden sonra tek hiicre silispansiyonu seklinde 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler 100 pl Ix Binding Buffer’da
cozdiiriilerek deney tiiplerine aktarilmistir. Her tiipe 5 pl FITC anneksin V ve 5 ul PI
(propidyum 1iyodiir) eklenmistir. Tiipler vortekslendikten sonra 25°C’de 10 dk
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi her tiipe 400 ul 1x Binding
Buffer eklenerek akan hiicre dlgerde (FACSCalibur BD) analiz edilmistir.

3.8. miR-133b ve GSTP-1 Genlerinin Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

3.8.1. Total RNA izolasyonu

Kurkumin ve kurkuminoidlerin diren¢ mekanizmalari ile iliskili aday genler olan
GSTP-1 ve miR-133b‘nin gen ekspresyon seviyelerinin gosterilmesi i¢in Oncelikle
miRNA ve total RNA izolasyonu, The NucleoSpin® miRNA izolasyon Kkiti
kullanilarak, protokoliin 6ngdrdiigli metot ile yapilmistir. Boylece niikleaz enzimlerinin
inhibe edildigi ortamda miRNA’nin ve total RNA’nin olabildigi en saf haliyle DNA ve
proteinlerinden ayrilmasi saglanmistir. Santrifiijleme asamasi dahil olmak iizere tim
asamalar oda sicakliginda (18-25°C) gerceklestirilmistir. Izolasyon basamaklarina
baslamadan 6nce; yikama tamponu MW2 ve RNaz icermeyen rDNase hazirlanmstir.
12 ml yikama tamponu MW?2 iizerine toplam hacim 50 ml olacak sekilde 48 ml %96-
100’lik etanol eklenmistir. Hazirlanan yikama tamponu oda sicakliginda bir yil
saklanabilmektedir. RNaz icermeyen rDNaz hazirlamak i¢in; kit iginde bulunan 2 adet
rDNaz sisesinin her birine 3 ml reaksiyon tamponu ilave edilerek oda sicakliginda bir

dakika inkiibe edilir. rDNaz’1 tamamen ¢6zmek i¢in hafifce girdap yapilir, mekanik
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hasara hassas olan rDNaz i¢in giiclii calkalamadan uzak durulur. Hazirlanan ¢ozelti
aligotlanarak 6 ay boyunca -20 de saklanabilmekle birlikte {i¢ den fazla dondurup
¢Oziilmeden kaginilmalidir. Total RNA izolasyonu i¢in ilk adim, denatiire edici tuzlar ve
beta-merkaptoetanol igeren Lizis tamponu ile hiicre materyalinin lizis ve stabilize

edilmesidir.

Hiicreler kiiltiir ortamindan uzaklastirilip fosfat tamponu ile yikanir,
tripsinizasyonun ardindan santrifiijleme yapilarak her bir 6rnek materyalin 5x10° hiicre
olacak sekilde hesaplanir (baslangi¢ ornek materyali, 10%dan daha az hiicre
icermelidir). Uzun santrifliy ve yikama asamalar1 ekspresyon seviyelerini
degistirebilecegi dikkate alinmalidir. Hiicreleri lizis edebilmek i¢in 300 pl Buffer ml
eklenir oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir. Hiicrelerin lizis edilmesinden sonraki
asama homojenizasyondur. Lizati i¢eren Ornek materyali mor halkali NucleoSpin®
filtre kolonuna yiiklenerek 11.000’de 1 dakika santrifiij edilir. Boylece lizat materyali
¢oziinmemis kalintilardan arindirilarak viskosite azaltilmig olur. Bir sonraki asama da
300 pl’lik lizatin iizerine 150 pl %96-100’liik etanol eklenerek 5 saniye vorteks yapilir,
boylece biiyiik RNA ile DNA’larin baglanabilecekleri ortam hazirlanmig  olur,
Vorteksin ardindan 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

Ornek, mavi halkali NucleoSpin® RNA kolonuna yiiklenerek 1 dakika 11.000 g
de santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasi kolonun {ist kism1 biiyilk DNA ve RNA igerirken,
kolonun alt kisminda kiigilk RNA ve protein igermektedir. Kolonun iist kismi yeni bir
NucleoSpin® RNA kolonuna yiiklenirken alt kisim saklanir. 350 pl tampon MDB, mavi
halkali1 biiyik RNA ve DNA’lart igeren NucleoSpin® RNA kolonuna eklenerek
11.000 g de 1 dakika santrifiij yapilir ve tuz giderme asamasi tamamlanmis olur. Bir
sonraki asama DNA’nin parcalanmast i¢in 100 ul rDNase, NucleoSpin® RNA
kolonunun silika memranmi {izerine ilave edilir. Kiicik RNA ve proteinleri igeren
kolonun alt kismindan izolasyona devam edilirken DNA’nin pargalanmasi i¢in oda
sicakliginda en az 15 dakika inkiibe edilir. Ilk asama olarak proteinleri ¢oktiirmek icin
300 pl tampon MP eklenir, 5 saniye vortekslenir. 11.000 g de 3 dakika santrifiij sonrasi
protein pelleti goriiniir hale gelmis olur. Protein pelleti elde edilmis olsa bile kalan
kalintilar1 giderebilmek i¢in beyaz halkali NucleoSpin® Protein uzaklastirma kolonuna
siipernatant yiiklenerek 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 kolon

uzaklastirilarak alt akis ile devam edilir. Bir sonraki asama kii¢iik RNA’larin



38

baglanmasini saglamak i¢in 800 ul tampon MX akis iizerine ilave edilerek 5 saniye
vortekslenir. Boylece kiiciik RNA’lar1 igeren bir 6rnek kolon ile daha 6nceki agsama da
elde ettigimiz biiyiik RNA’lar ayr1 ayr1 kolonda elde edilmis olur. Her iki kolon paralel
olarak ayn1 asamalardan gegerek yikama adimlarina tabi tutulur. {lk yikama igin 600 ul
tampon MW1 ile 11.000 g’de 30 saniye santrifiij yapilirken, ikinci yitkamada 700 pl
tampon MW?2 ile 11.000 g’de 30 saniye santrifiij yapilir. Son yikama adimi igin 250 pl
tampon MW2 ile 11.000 g’de 2 dakika yapilir. Yikama asamalarinin her birinde
santrifiij sonrasi alt akis ile devam edilmistir. Son agsama ise elde edilen RNA’nin uygun
konsantrasyon da olmasi i¢in ayristirtlmasidir. Yiiksek konsantrasyon igin 30 pl, orta
konsantrasyon ve {irlin i¢in 50 pl, yiiksek iirtin igin 100 pl RNAaz igermeyen su ilave
edilerek 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan 11.000 g’de 30 saniye
santrifiij yapilir.

3.8.2. RNA Miktarmmn Belirlenmesi

30 ul RNAaz icermeyen su ilave edilerek tamamlanan miRNA ve total RNA
orneklerinin safliklarim1  kontrol etmek ve konsantrasyonlarini hesaplamak i¢in
spektrofotometrik cihaz olan NanoDrop kullanildi. Her bir 6rnekten 1 pl yiiklenmis ve
260 nm optik dansitede RNA konsantrasyonu hesaplanmig, 260/280 nm dalga
boyundaki optik dansitede ise RNA safligi kontrol edilmistir. 260/280 nm dalga
boyundaki optik dansite sonuc¢larinin 1.9 ile 1.8 arasinda olmasma dikkat edilerek
protein ya da DNA kontaminasyonu varlig1 engellenmistir. 260 nm optik dansitede elde

edilen RNA konsantrasyonlari ise 1 pl’ de 10 ng olacak sekilde esitlenmistir.

3.8.3. cDNA Eldesi ve Saklanmasi

Izole edilen total RNA &rnekleri FIREScript™ cDNA synthesis MI1X with Oligo
(dT) and Random primers kullanilarak ¢cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. -80’de saklanan
Total RNA o6rnekleri ilk olarak Tablo 3-2 ‘de ifade edildigi gibi 65-70 °C’de 5 dakika
inkiibe edilerek denatiirasyon islemi gerceklestirildikten sonra buz {lizerinde bekletilerek

Tablo 3-3’de yer alan reaksiyon karisimi hazirlanmistir.
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Tablo 3-2: Total RNA-cDNA Denatiirasyon Ortami

Icerik Miktar (ul)
RNAZz icermeyen su 8.5 ul
RNA Template 1l

Random Primer 0.5 ul

Toplam da 10 pl hacimde hazirlanan RNA 6rnegi ile random primer karigimi 70
°C’de 5 dakika denatiire edildikten sonra 6rnekler buz iizerine yerlestirilerek reaksiyon

karigimi1 hazirlanir.

Tablo 3-3: Total RNA-cDNA Reaksiyon Ortami

Icerik Miktar (ul)
RNAZz icermeyen su 3ul
SCRIPT RT Tamponu 4 ul
dNTP Karigimi 1 ul
DTT Stok Slisyonu 1 ul
RNaz Inhibitérii 0.5 pul
SCRIPT Reverz Transkriptaz 0.5 pl

Tablo 3-3’de yer alan igerikler niikleaz icermeyen mikrosantrifiij tiipiine ilave
edildikten sonra yavasca pipetaj yapilarak homojen reaksiyon karigimi hazirlanmistir.
10 pl reaksiyon karigimi ile 10 pl denatiirasyonu tamamlanan primer ve RNA karigimi

0,2’ lik mikrosantrifiij aktarilarak karistirilir. Toplam reaksiyon hacmi 20 pl olan
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karistm Veriti™ Thermal Cycler’ a (Thermo Fisher Scientific) yiiklenmis 50°C 60
dakika, 40°C 10 dakika ve 4°C oo olacak sekilde isleme tabi tutulmustur. Boylece tiim
genoma ait cDNA‘lar elde edilmis ve reaksiyon sonucunda ornek basina 20 pul cDNA

elde edilmistir.

3.9. miR-133b ve GSTP-1 Gen Ekspresyonunun Kantitatif Real Time PCR
(Q- RT-PCR) ile Tespit Edilmesi

Elde edilen 6rnekler uygun primerler ve 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR
Mix Plus kullanilarak Strategene Mx3005P real time PCR cihaz1i ile kantitatif
degerlendirilmistir. ~ Kantitatif Real Time PCR degerlendirilmesi sirasinda
normalizasyon amaci ile U6 ve B-Aktin (Housekeeping genler) gen ekspresyonundan
faydanilmigtir. Negatif kontrol reaksiyonu, template hari¢ tiim bilesenleri igerecek
sekilde hazirlanmistir. Tim Ornekler ii¢ tekrar olacak sekilde test edilmistir. PCR
ornekleri i¢in 2°4ACT denklemine gore ¢alisma gruplar arasinda hedef genlerin transkript

miktarinin kag kat arttigi hesaplanmistir (111).

3.10. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel Yontemler
Istatistiksel analiz GraphPad Prism6 kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol
grubuna gore farkli gruplar arasindaki anlamlilik diizeyi, grup karsilastirmasi i¢in
Ogrenci t testi ile belirlendi. p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim
veriler lic bagimsiz deneyin ortalama + standart sapmast (SD) olarak sunuldu. Hiicre
tiplerinin ICso degerleri arasindaki farki analiz etmek igin absorbans degerleri, kurkumin
ve analoglarinin 0 konsantrasyonunda, hiicrelerin % 100'liniin canli oldugu varsayimiyla
yiizdelere cevrildi. Degerler ayarlandiktan sonra Iki Yonli Anova uygulandi ve

istatistiksel anlamlilik belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 Yontemi ile Hiicre Canlhihigi-Sitotoksisite Sonuclar:

Kurkumin, DMC, BDMC ve sisplatinin over kanseri hiicre hatti A2780 ile
sisplatine direngli over kanseri hiicre hattt A2780cp iizerine etkilerini gozlemlemek
amaciyla genis bir doz araligin da (1 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM)
ve saat diliminde (6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h ) 3 tekrar seklinde uygulanan WST-1
sonuglar1 agagidaki gibidir.
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Sekil 4-1: A2780cp Hiicre Hatti Uzerinde Kurkumin'in Doz ve Zaman Bagimh olarak
Hiicre Canhlig Uzerine Etkisi

Sisplatine direngli over kanseri hiicre hattinda A2780cp; kurkumin muamelesi
sonrast sekil 4-1°de goriildiigii gibi ilk 6 saat de ilk doz olan 1 puM’de hiicre canlilig
%80’nin altina diismiis, 6. saat sonrasi hiicre canliligindaki azalma ¢ok ciddi
hizlanmistir. 12. saat diliminde yapilan hiicre sitotoksisite deney sonuglarmma gore
uygulanan en diisiik 1 uM dozda hiicre canliligt %50’ye yaklagsmistir. Kurkumin’in
A2780cp hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde yari-maksimum inhibisyon
konsantrasyonu olan IC50 degeri; elde edilen konsantrasyonun % 50’sinin inhibisyona

neden oldugu dozu ifade eder ve sirasi ile; 38,30, 12,95, 11,40, 15,02, 0,82 uM’dir.



Tablo 4-1: A2780cp Hiicre Hattinda Uygulanan Kurkumin’in Istatistiksel Veri Analiz
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Sonugclar
6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 71,42 <0,0001 55,11 | <0,0001 49,08 | <0,0001 55,99 | <0,0001 25,76 | <0,0001
+ + + + +
1,007 0,576 0,481 0,905 0,115
5uM 65,22 <0,0001 54,24 | <0,0001 47,61 <0,0001 52,97 | <0,0001 25,66 | <0,0001
+ + + + +
0.1192 2,45 2,446 3,379 0,603
10 uM 70,38 <0,0001 45,89 | <0,0001 48,87 | <0,0001 50,56 | <0,0001 22,63 | <0,0001
+ + + + +
0.2385 0,503 0,091 1,066 0,709
15uM 62,53 <0,0001 48,29 | <0,0001 43,36 | <0,0001 51,52 | <0,0001 22,46 | <0,0001
+ + + + +
0.2385 0,454 0,091 0,480 0,115
20 uM 68,80 <0,0001 47,93 | <0,0001 43,36 | <0,0001 52,19 | <0,0001 21,33 | <0,0001
+ + + + +
0.3578 0,377 0,182 0,061 0,115
30 uM 64,51 <0,0001 44,73 | <0,0001 44,25 | <0,0001 47,94 | <0,0001 20,83 | <0,0001
+ + + + +
0,4519 3,270 1,102 0,061 0,252
40 uM 63,27 <0,0001 41,10 | <0,0001 44,77 | <0,0001 40,95 | <0,0001 20,9 | <0,0001
+ + + + +
0.7083 2,893 0,445 0,532 0,300
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Sekil 4-2: A2780 Over Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerinde Kurkumin'in Doz ve Zaman
Bagimh olarak Hiicre Canlhihgi Uzerine Etkisi

Over kanseri hiicre hattinda A2780, Sekil 4-2’de izlendigi gibi kurkumin
uygulanmasi sonrasi 6. saat de tiim dozlarda hiicre canlilig1 kontrol ile paralel seyretmis
ve 12. saatler de ise tlim dozlarda canlilik yavas yavas azalmaya baslamistir. 36 h ve 48
h’ler i¢inde en diisiik dozdan itibaren hiicre canlilig1 % 50°nin altina inmeye baslamstir.
A2780 hiicre hattinda kurkumin muamelesi sonras1 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde elde
edilen IC50 degerleri siras1 ile; 41,89, 40,65, 6,26, 5,63 uM’dir.



Tablo 4-2: A2780 Hiicre Hattinda Uygulanan Kurkumin’in Istatistiksel Veri Analiz
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Sonuclari
6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 95,96 90,78 <0,0001 74,79 | <0,0001 | 44,22 | <0,0001 | 43,78 | <0,0001
+ 0,0009 + + + +
1,159 0,555 0,271 0,093 0,273
5uM 99,22 84,24 <0,0001 73,98 | <0,0001 | 42,21 | <0,0001 | 43,72 | <0,0001
+ 0,9336 + + + +
2,176 4,746 0,000 0,153 0,182
10 uM 102,80 80,24 <0,0001 75,70 | <0,0001 | 36,80 | <0,0001 | 37,42 | <0,0001
+ 0,0548 + + + +
0,669 4,746 0,682 0,141 1,530
15uM 97,00 65,81 <0,0001 67,11 | <0,0001 | 37,21 | <0,0001 | 32,80 | <0,0001
+ 0,0353 + + + +
0,167 1,455 1,634 0,701 2,888
20 uM 95,94 65,69 <0,0001 65,85 | <0,0001 | 37,21 | <0,0001 | 32,54 | <0,0001
+ 0,0021 + + + +
0,502 1,277 0,271 0,772 0,328
30 uM 102,60 58,78 <0,0001 63,05 | <0,0001 | 34,71 | <0,0001 | 32,38 | <0,0001
+ 0,0831 + + + +
3,343 1,111 0,313 0,812 0,182
40 uM 110,62 61,33 <0,0001 61,60 | <0,0001 | 32,13 | <0,0001 | 32,17 | <0,0001
+ <0,0001 + + + +
2,214 0,757 0,156 0,484 0,636
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Sekil 4-3. A2780cp Hiicre Hatt1 Uzerinde DMC’nin Doz ve Zaman Bagimh olarak Hiicre
Canhhi@ Uzerine EtkKisi

Sisplatine direngli over kanseri hiicre hattinda A2780cp; DMC muamelesi
sonrast sekil 4-2’de goriildiigii gibi 6. saat de erken dozlarda hiicre inhibisyonu ¢ok az
izlenmis olup, hatta 5 uM dozda hiicre proliferasyonu devam etmistir. Ancak, 12. saat
itibari ile 1 uM’da hiicre canliligi dramatik sekilde azalarak DMC uygulamasinda
kurkumine gore ¢ok daha keskin bir hiicre canliliginda inhibisyon izlenmistir. A2780cp
hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde DMC muamelesi sonrasi elde edilen
IC50 degerleri; 36,81, 3.94, 5,12, 5,23, 0,36 uM’dir.



Tablo 4-3: A2780cp Hiicre Hattinda Uygulanan DMC’nin istatistiksel Veri Analiz
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Sonuclari
6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 92,31 <0,0001 35,29 <0,0001 39,22 <0,0001 38,53 <0,0001 16,72 <0,0001
+ + + + +
0,893 2,562 2,161 0,831 0,094
5uM 111,38 <0,0001 36,26 <0,0001 40,37 <0,0001 38,68 <0,0001 16,63 <0,0001
+ + + + +
0,278 2,627 0,189 0,231 0,125
10 uM 87,68 <0,0001 | 32,006 | <0,0001 37,69 <0,0001 38,66 <0,0001 16,20 | <0,0001
+ + + + +
0,578 0,794 0,959 0,350 0,170
15 uM 74,63 <0,0001 32,42 <0,0001 34,80 <0,0001 34,92 <0,0001 16,66 <0,0001
+ + + + +
0,893 1,331 0,341 0,723 0,295
20 uM 52,59 <0,0001 32,70 <0,0001 33,27 <0,0001 32,60 <0,0001 17,18 <0,0001
+ + + + +
2,085 1,452 0,189 0,417 0,047
30 uM 49,16 <0,0001 35,43 <0,0001 32,46 <0,0001 33,23 <0,0001 16,66 <0,0001
+ + + + +
1,735 0,363 2,000 0,644 0,142
40 uM 46,57 <0,0001 30,53 <0,0001 28,04 | <0,0001 33,48 <0,0001 16,09 <0,0001
+ + + + +
1,628 1,695 1,556 0,791 0,283
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Sekil 4-4: A2780 Over Kanseri Hiicre Hatti Uzerinde DMC'nin Doz ve Zaman
Bagimh olarak Hiicre Canhih@ Uzerine Etkisi

Over kanseri hiicre hattinda A2780 sekil 4-4’de goriildiigii gibi DMC ile
muamele sonrast 1 pM 6. saat de inhibisyon izlenmemis, tiim dozlarn ilk 6 saatinde
A2780cp direncgli hiicre hattina oranla ¢ok daha yavas bir inhibisyon izlenmistir.
A2780cp de 12.saatde tiim dozlarda izlenen dramatik diisiis bu hatta izlenmemis, hiicre
canliliginin %50°nin altina diismesi 24 h‘de neredeyse tiim dozlarda izlenmistir. A2780
hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde DMC muamelesi sonrasi elde edilen
IC50 degerleri; 70,06, 18,03, 8,56, 2,98, 1,16 uM’dur.
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Tablo 4-4. A2780 Hiicre Hattinda Uygulanan DMC’nin Istatistiksel Veri Analiz Sonuclar1

6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean=+ | p Degeri | Mean=+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 97,74 0,6939 73,88 <0,0001 49,79 | <0,0001 | 29,78 | <0,0001 28,07 | <0,0001
+ + + + +
0,700 0,987 0,385 0,484 0,190
5uM 76,39 <0,0001 63,68 <0,0001 43,40 | <0,0001 | 31,05 | <0,0001 25,98 | <0,0001
+ + + + +
0,825 1,508 0,385 0,075 0,435
10 uM 80,39 <0,0001 55,72 <0,0001 42,82 | <0,0001 | 34,28 | <0,0001 25,82 | <0,0001
+ + + + +
8,390 2,249 0,00 1,00 0,285
15uM 82,71 <0,0001 52,36 <0,0001 43,66 | <0,0001 | 32,19 | <0,0001 26,37 | <0,0001
= == Ee + +
0,126 3,365 0,810 1,732 0,190
20 uM 69,42 <0,0001 51,36 <0,0001 39,79 | <0,0001 | 33,72 | <0,0001 26,26 | <0,0001
+ + + + +
3,377 10,829 1,259 0,149 1,120
30 uM 71,31 <0,0001 50,00 <0,0001 39,12 | <0,0001 | 31,52 | <0,0001 27,35 | <0,0001
+ + + + +
1,239 0,00 0,145 0,037 2,802
40 uM 76,47 <0,0001 | 41,04 <0,0001 34,59 | <0,0001 | 31,95 | <0,0001 27,46 | <0,0001
+ + + + +
2,211 0,646 0,145 0,074 3,607
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Sekil 4-5: A2780cp Hiicre Hatti Uzerinde BDMC’nin Doz ve Zaman Bagimh
Olarak Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

Sisplatine direngli over kanseri hiicre hattinda sekil 4-5’de izlenen BDMC
uygulanmasi ilk 6 h de tiim dozlarda proliferasyonun artmig olmasi bakimindan A2780
hiicre hattindan ayrilmaktadir. BDMC uygulama sonrasi; 12. saat de ilk dozdan ileri
dozlara kadar ani bir diisiis ile %50 canliligin inhibisyonu belirgin bir sekilde
izlenmistir. A2780cp hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde BDMC
muamelesi sonrasi elde edilen IC50 degerleri; 13,51, 20,54, 0,96, 3,34, uM’dur.
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Tablo 4-5: A2780cp Hiicre Hattinda Uygulanan BDMC’nin Istatistiksel Veri Analiz

Sonuclari
6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean= | p Degeri | Mean= | p Degeri | Mean= | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 111,35 | <0,0001 54,54 | <0,0001 61,76 | <0,0001 26,61 | <0,0001 35,64 | <0,0001
+ + + + +
7,748 4,040 2,859 1,019 0,797

SuM 103,72 | <0,0001 50,84 | <0,0001 58,93 | <0,0001 28,04 | <0,0001 33,85 | <0,0001
+ + + + +

0,323 1,171 0,100 0,164 1,967

10 uM 110,42 | <0,0001 55,18 | <0,0001 56,45 | <0,0001 23,93 | <0,0001 32,24 | <0,0001

+ + + + +
0,645 1,303 0,100 2,305 0,601
15uM 124,39 | <0,0001 43,36 | <0,0001 56,40 | <0,0001 22,83 | <0,0001 30,01 | <0,0001
+ + + + +
3,635 0,709 0,346 1,418 0,797
20 uM 127,74 | <0,0001 50,06 | <0,0001 57,78 | <0,0001 21,72 | <0,0001 33,07 | <0,0001
+ + + + +
4,881 0,981 1,927 1,357 1,189
30 uM 116,57 | <0,0001 41,51 | <0,0001 51,55 | <0,0001 23,79 | <0,0001 30,75 | <0,0001
+ + + + +
0,323 0,964 0,346 0,107 0,530
40 uM 111,73 | <0,0001 45,45 | <0,0001 48,09 | <0,0001 22,83 | <0,0001 29,22 | <0,0001
+ + + + +

0,00 0,364 0,00 0,107 0,859
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Sekil 4-6: A2780 Over Kanseri Hiicre Hatti Uzerinde BDMC'nin Doz ve Zaman Bagimh
Olarak Hiicre Canhlign Uzerine Etkisi

BDMC’nin Sekil 4-6’da gosterildigi gibi A2780 over kanseri hiicre hattinda
uygulanmasi hiicre canlilig1 iizerine etkisini ilk 6 saat i¢cinde gostermistir. 20 uM, 30
UM ve 40 uM dozlarda 6 h ile 12 h arasinda sitotoksisite farklari izlenirken ilk dozlarda
anlamli olgiide farklilik izlenmemistir. Ilk dozlar olan 1 uM, 5 uM ve 10 pM’da
canliligin %50 nin altina diismesi i¢in daha uzun zaman diliminde (36 h, 48 h) muamele
edilmesi gerekmistir. A2780 hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde BDMC
muamelesi sonrasi elde edilen IC50 degerleri; 45,77, 17,39, 13,47, 5,43, 1,76 uM’dr.



Tablo 4-6: A2780 Hiicre Hattinda Uygulanan BDMC’nin Istatistiksel Veri Analiz
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Sonuclari
6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 68,66 <0,0001 | 72,21 <0,0001 51,18 | <0,0001 | 40,21 | <0,0001 36,72 | <0,0001
+ + + + +
0,436 5,572 0,191 0,750 3,364
5uM 69,81 <0,0001 | 70,69 <0,0001 54,17 | <0,0001 | 39,91 | <0,0001 26,74 | <0,0001
+ + + + +
0,330 9,107 0,096 0,117 1,998
10 uM 66,47 <0,0001 | 63,04 <0,0001 52,46 | <0,0001 | 39,91 | <0,0001 24,12 | <0,0001
+ + + + +
0,330 8,237 0,191 0,512 1,484
15uM 65,61 <0,0001 | 50,32 <0,0001 48,81 | <0,0001 | 32,07 | <0,0001 27,17 | <0,0001
+ + + + +
0,165 1,510 0,670 0,522 0,570
20 uM 75,04 <0,0001 | 44,13 <0,0001 45,32 | <0,0001 | 3516 | <0,0001 26,26 | <0,0001
+ + + + +
0,165 0,00 0,507 2,399 1,853
30 uM 78,09 <0,0001 | 42,61 <0,0001 44,05 | <0,0001 | 35,60 | <0,0001 27,48 | <0,0001
+ + + + +
1,003 3,424 0,191 0,610 1,364
40 uM 57,90 <0,0001 | 42,20 <0,0001 42,23 | <0,0001 | 28,58 | <0,0001 26,66 | <0,0001
+ + + + +
0,719 0,350 0,253 0,176 0,631
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Sekil 4-7: A2780cp Hiicre Hatti Uzerinde Sisplatin’in Doz ve Zaman Bagimh
Olarak Hiicre Canlih@ Uzerine EtKisi

Sisplatine direncli hiicre hatt1 A2780cp’de, sisplatin uygulanmasi beklendigi gibi
hiicre canliliginda tiim dozlarda ve zaman diliminde %50’nin altina diismesine izin
vermeyerek, herhangi bir etken madde ve sisplatin uygulanmamis kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda direngli hiicre hatti profiline sahip oldugu istatistiksel olarak da
anlamli gosterilmistir. A2780cp hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h
diliminde sisplatin muamelesi sonrast elde edilen IC50 degerleri; 673,9, 55,49,

35,11, 41,26, 124,4 uM’dr.



Tablo 4-7: A2780cp Hiicre Hattinda Uygulanan Sisplatin’in Istatistiksel Veri Analiz
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Sonuclari
6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean= | p Degeri | Mean= | p Degeri | Mean= | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 85,71 <0,0001 70,20 | <0,0001 69,26 | <0,0001 64,02 | <0,0001 81,566 | <0,0001
+ + + + +
3,383 0,225 3,726 1,037 1,152
5uM 100,62 | <0,0001 73,92 | <0,0001 | 66,05 <0,0001 67,39 | <0,0001 80,54 | <0,0001
+ + + + +
5,452 0,179 1,541 0,963 0,622
10 uM 80,45 <0,0001 72,97 | <0,0001 65,09 | <0,0001 62,86 | <0,0001 79,59 | <0,0001
+ + + + +
6,777 0,314 2,053 1,025 2,584
15 uM 100,12 | <0,0001 72,50 | <0,0001 67,14 | <0,0001 61,64 | <0,0001 82,82 | <0,0001
+ + + + +
3,913 0,179 1,027 1,639 0,549
20 uM 108,27 | <0,0001 83,03 | <0,0001 65,22 | <0,0001 68,48 | <0,0001 88,18 | <0,0001
+ + + + +
1,128 1,786 1,238 0,724 0,948
30 uM 98,62 <0,0001 66,45 | <0,0001 62,28 | <0,0001 71,34 | <0,0001 87,20 | <0,0001
+ + + + +
2,641 0,594 0,474 0,947 1,110
40 uM 90,47 <0,0001 67,11 | <0,0001 60,71 | <0,0001 68,41 | <0,0001 80,827 | <0,0001
+ + + + +
6,623 1,537 1,852 1,754 1,658
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Sekil 4-8: A2780 Over Kanseri Hiicre Hatti Uzerinde Sisplatin'in Doz ve Zaman
Bagimh Olarak Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

Sisplatinin, direng gostermeyen over kanseri hiicre hattinda uygulanmasi sonrasi
tiim dozlarda ilk 6 saat igerisinde baglayarak hiicre canliligini inhibe etmeye baslamistir.
Literatiirle uyumlu olarak 6zellikle 5 pM’dan baslayarak 24 h ve sonras1 muamelede
ciddi hiicre proliferasyonunda inhibisyon izlenmisir. A2780 hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24

h, 36 h, 48 h diliminde sisplatin muamelesi sonrasi elde edilen IC50 degerleri; 64,06,
36,87, 12,2, 6,49, 3,33 uM’dur.



Tablo 4-8: A2780 Hiicre Hattinda Uygulanan Sisplatin’in Istatistiksel Veri Analiz
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Sonuclari
6. Saat 12. Saat 24. Saat 36. Saat 48. Saat
Mean+ | pDegeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri | Mean+ | p Degeri
SD SD SD SD SD
1uM 91,61 <0,0001 | 75,86 <0,0001 56,81 | <0,0001 | 44,76 | <0,0001 39,10 | <0,0001
+ + + + +
1,199 1,221 0,558 2,361 0,197
5uM 82,44 <0,0001 | 70,60 <0,0001 52,44 | <0,0001 | 43,75 | <0,0001 34,18 | <0,0001
+ + + + +
1,149 4,034 1,543 0,917 0,372
10 uM 82,09 <0,0001 | 70,66 <0,0001 50,53 | <0,0001 | 40,91 | <0,0001 31,00 | <0,0001
+ + + + +
1,765 1,146 0,628 2,465 2,106
15uM 79,53 <0,0001 | 74,23 <0,0001 46,26 | <0,0001 | 39,78 | <0,0001 28,92 | <0,0001
+ + + + +
1,645 4,496 1,726 0,537 1,490
20 uM 73,74 <0,0001 | 68,54 <0,0001 46,85 | <0,0001 | 34,05 | <0,0001 30,83 | <0,0001
+ + + + +
1,092 4,785 2,519 0,757 0,628
30 uM 71,86 <0,0001 | 62,03 <0,0001 39,65 | <0,0001 | 31,69 | <0,0001 27,82 | <0,0001
+ + + + +
2,052 0,846 0,482 0,537 2,654
40 uM 66,49 <0,0001 | 50,09 <0,0001 38,62 | <0,0001 | 28,80 | <0,0001 32,45 | <0,0001
+ + + + +
1,595 3,101 0,554 0,661 0,177
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Sekil 4-9: A2780cp Hiicre Hattinda 1 pM Doz-12. Saatte Sisplatinli Kombinasyon

Gruplarimin Hiicre Canlihig iizerine Etkisi

A2780cp hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde Cur+Cis, BDMC+Cis,
DMC+Cis, Cur+BDMC+Cis, Cur+DMC+Cis, Cur+BDMC+DMC+Cis muamelesi
sonrast IC50 degerleri ; 1,049, 0,70, 1,04, 1,21, 1,85, 1,31 uM’dur.
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Sekil 4-10: A2780cp Hiicre Hattinda 1 pM Doz-12. Saatte Kombinasyon Gruplarinin
Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

A2780cp hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde Cur+DMC, Cur+BDMC,
Cur+DMC+BDMC muamelesi sonrasi IC50 degerleri ; 1,14, 1,34, 1,46 uM’dur.
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Sekil 4-11: A2780 Hiicre Hattinda 1 uM Doz-12. Saatte Sisplatinli Kombinasyon

Gruplarinin Hiicre Canhlig Uzerine Etkisi

A2780 hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde Cur+Cis, BDMC+Cis,
DMC+Cis, Cur+BDMC+Cis, Cur+DMC+Cis, Cur+BDMC+DMC+Cis muamelesi
sonrast IC50 degerleri ; 0,91, 1,08, 0,7, 0,84, 0,75, 0,66 uM’dur.
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Sekil 4-12: A2780 Hiicre Hattinda 1 pM Doz-12. Saatte Kombinasyon Gruplarinin

Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

A2780 hiicre hattinda 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde Cur+DMC, Cur+BDMC,
Cur+DMC+BDMC muamelesi sonrasi IC50 degerleri ; 0,97, 0,65, 1,15 uM’dur.
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Yaymnlanan daha onceki ¢aligmalar da tutarli ICsp sonucu alinamadigini gosterilmistir
(112,113). 1-100 pM’a kadar degisen konsantrasyonlar da A2780 i¢in ICso degeri, gerek
sisplatin direngli, gerekse duyarli over kanseri hiicre hatlarmin ne kadar degisken

davranig ve cevaplara sahip oldugunu gostermektedir.

Over kanserine direngli A2780cp hiicre hattinda uygulanan tiim kombinasyon
gruplarinin 12. saat diliminde 1 puM doz‘da hiicre proliferasyonuna etkisi Sekil 4-9,
Sekil 4-10’da gosterilirken over kanseri hiicre hatti A2780’de uygulanan tiim
kombinasyon gruplarmin 12. saat dilimi 1 puM doz’da hiicre proliferasyonuna etkisi
Sekil 4-11, Sekil 4-12°de gosterilmistir. Her iki hiicre hattinda da uygulanan 1 pM
dozun canlilik tizerine etkisi 12. saat de kontrol grubuna gore toksik etki olusturmadan

inhibisyon gostermektedir.
4.2 Anneksin V-PI ile Apoptotik Degerlendirmeler

Anneksin V deneyi icin A2780 ve A2780cp hiicreleri 3 ml’de 3x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde 6-kuyu platelere ekilmis, hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasi icin 24
saat beklenilmistir. WST-1 sonuglarina gore 12. saat’de erken doz 1 pM’da tim
kombinasyon gruplarinin hiicre canliligina toksik etki olusturmadan inhibisyon
gosterdikleri belirlenmistir. Akan hiicre 6lger yontemi ile hiicre 6liimlerinin apoptoz-

nekroz analizi tiim kombinasyon gruplari i¢in 12. saat ve 1uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4-13: A2780cp Hiicre Hattinda 12h - 1pM Konsantrasyonda Apoptoz-Nekroz Tayini
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Sekil 4-14: A2780cp Hiicre Hattinda Sisplatinli Kombinasyon Gruplarimin 12h - 1pM

Konsantrasyonda Apoptoz-Nekroz Tayini
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Over kanserine direngli hiicre hatti A2780cp i¢in kurkumin, DMC, BDMC’nin
ve kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasi 12.saat de Anneksin V-PI deneyi ile hiicre
O0lim mekanizmasinin nekroz olmadigi gosterilmistir. Sekil 4-13 ile Sekil 4-14’de
gosterildigi gibi tiim gruplarda erken apoptotik Oliim izlenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kurkumin ile DMC’nin %10 oranin da BDMC’nin ise %15 oranin da
erken apoptoza gittigi gosterilmistir. Sadece kurkumin-DMC-BDMC kombinasyonu
yaklagik %2 oraninda diisiik erken apoptoz orani gosterirken diger tiim kombinasyon

gruplarini %20 oraninda erken apoptotik 6zellik gdstermektedir.
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Sekil 4-15: A2780 Hiicre Hattinda 12h - 1uM Konsantrasyonda Apoptoz-Nekroz Tayini
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Sekil 4-16: A2780 Hiicre Hattinda Sisplatinli Kombinasyon Gruplarinin 12h-1pM

Konsantrasyonda Apoptoz-Nekroz Tayini

Over kanseri hiicre hattinda tekli ve kombinasyon gruplarinin 1 uM doz ile 12. saat muamele
sonras1 Sekil 4-15 ile Sekil 4-16’da gosterildigi gibi neredeyse tiim gruplarda benzer oranda erken
apoptoza gidis izlenmistir. A2780cp hiicre hattindan farkli olarak gruplar aras1 erken apoptotik oran
A2780 hiicre hattinda ciddi farkliliklar gostermemektedir. Kontrol grubuna goére yaklasik %20

oraninda erken apoptoza gidis izlenmistir.
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4.3. GSTP-1 ve miRNA-133b Genine iliskin Real Time PCR Sonuclari

Diren¢ mekanizmasi ile iliskilendirilen GSTP-1 geni ve miR-133b’nin sisplatine
direngli hiicre hatt1 iizerinde tekli ve kombinasyon gruplarinin 12.saatte 1 uM doz
uygulanmasinin ardindan Sekil 4-18 ile Sekil 4-19°da gen ekspresyonundaki kat
degisiklikleri gosterilmistir.
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Sekil 4-17: A2780 ve A2780cp Hiicre Hattinda Herhangi Etken Madde Uygulamasi
Olmadan GSTP-1 ve miR-133b mRNA Ekspresyonundaki Kat Degisimleri

Over kanseri hiicre hatti A2780 ile sisplatine direngli over kanseri A2780cp hiicre
hattinda kurkuminoidler ve sisplatin muamelesi olmadan Sekil 4-17°de ifade edildigi
gibi GSTP-1 ve miR-133b ekspresyonu incelenmistir. miR-133b’nin A2780cp hiicre
hattinda 0,98 kat azalma izlenirken, GSTP-1 geninde 0,75 kat azalma izlenmistir.
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E GSTP-1
miR-133b

MRNA Ekspresyonu (2°24CT

Sekil 4-18: A2780cp Hiicre Hattinda 12. Saat ve 1 pM Dozda Uygulama Sonras1 GSTP-1
ile miR-133b’nin mRNA Ekspresyonundaki Kat Degisimleri

Sisplatine direncli A2780cp hiicre hattinda kurkumin, DMC, BDMC ile sisplatin
eklenmemis ikili ve U¢lii kombinasyonlarin Sekil 4-18’de gosterildigi gibi GSTP-1
ekspresyonlarina bakildiginda; kurkuminin tekli muamelesi sonras1t GSTP-1 genindeki
ekspresyon degisikligi herhangi bir madde uygulanmayan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 1,5 kat arttirirken, DMC’nin tekli uygulanmasi 0,05 kat artis1 ile
sonuglanmistir. BDMC ise 0,09 katlik GSTP-1 geninin ekspresyonunda azalma
gostermistir. CUR+DMC, CUR+BDMC ve CUR+DMC+BDMC kombinasyonlar1 ise
siras1 ile 0,07, 0,24, 0,08 kat GSTP-1 ekspresyonunda azalma izlenmistir. miR-133b
ekspresyonundaki degisikliklere baktigimizda ise kurkumin, DMC, BDMC ile muamele
sonrasi sirasi ile kontrol grubuna gore 0,36, 0,15, 0,27 kat oraninda ekspresyonda
azalma izlenmistir. Kombinasyon gruplarinda ise CUR+DMC 0,94 kat azalma
gosterirken CUR+DMC+BDMC 0,23 kat ekspresyonda azalma gosterir. CUR+BDMC

muamele sonrasi ise 0,03 kathik artis izlemistir.
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miR-133b

mMRNA Ekspresyonu (2-44CT)

Sekil 4-19: A2780cp Hiicre Hattinda 12. Saat ve 1 pM Dozda Uygulama Sonras1 GSTP-1
ile mMiR-133b’nin mRNA Ekspresyonundaki Kat Degisimleri

Sisplatine direncli hiicre hattt A2780cp sisplatin ile kombine edilmis etken
maddeler ise Sekil 4-19°da gosterildigi gibi ekspresyon diizeylerinde her iki gen iginde
gecerli olmak iizere istatistiksel olarak anlamli kat diisiisleri izlenmistir. CUR+CIS,
DMC+CIS, BDMC+CIS kombinasyonlar: siras1 ile GSTP-1 geninde 0,99, 0,64, 0,76
kat ekspresyonda anlamli derecede azalma gosterirken ; miR-133b geninde ise sirast ile
0,54, 0,56, 0,62 kat azalma izlenmistir. GSTP-1 geninde CUR+DMC+CIS,
CUR+BDMC+CIS, CUR+DMC+BDMC+CIS kombinasyonlarinin ekspresyondaki
030, 0,39, 0,21 kat azalma istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir.
CUR+DMC+CIS, CUR+BDMC+CIS, CUR+DMC+BDMC+CIS kombinasyonlarinin
miR-133b geninde swras1 ile 0,62, 0,58, 0,74 kat eckspresyonda azalma ile

sonuglanmistir.



66

5. TARTISMA

Over kanseri erken evre de tam1 konulmasii engelleyen spesifik belirtileri
olmamasi1 ve hastaligin seyrinin kotii olmasi sebebi ile en fazla 6liime neden olan
jinekolojik kanser tiiriidiir. Over kanserinin en Oliimciil jinekolojik malignite
kazanmasinin 6nemli nedeni ise ila¢ diregliliginden kaynakli hastaligin niiks etmesi ve
etkili tedavi segeneklerinin kisitlanmig olmasidir (114). Son yillarda, dogal iiriinler ayn1
anda bircok hedefe ulasabildigi gibi diren¢ mekanizmalar ile iliskili kemoterapdtik
ajanlarin diisiik dozda etkinligini arttirdigi i¢in bu iriinlerin kemoterapéotikler ile
kombine edilerek kullanilmasina yonelik klinik ¢alismalara baglanmistir. Dogal
bilesikler i¢cinde curcuma longa bitkisinin rizomundan elde edilen polifenolik bilesikler;
antioksidan, antitoksik, anti-enflamatuar, antikanserojen, potansiyel kemoterapotik ve
kemopreventif ozelliklere sahip olmalarindan dolay1r en yaygin incelenen aragtirma

konularindan biridir (115).

Polifenolik bilesiklerden kurkumin, DMC ve BDMC transkripsiyon faktorlerini,
biliylime faktorlerini, sitokinleri, enzimleri ve diger gen {irlinlerini molekiiler hedef
olarak kullanarak ¢oklu sinyal yolaklari araciligi ile aktivitelerini gergeklestirirler.
Kurkuminin Fankoni Anemisi/Meme Kanseri (BRCA) yolagini inhibe ederek CAOV3
ve SKOV3 over kanseri hiicrelerini apoptoza indiikleyerek sisplatine duyarli hale
getirmesi etki mekanizmasinin nasil genis olduguna dair 6rnek olabilmektedir. BRCA1
proteinin Fankoni yolaginda 6nemli bir bilesen oldugu ve hatta BRCAI1 proteinin
kendisinin bir Fankoni anemi geni oldugu kesfedilmesi ile kalitsal meme ve over
kanseri hastalarinda siklikla mutasyona ugrayan bu genin over kanserinde incelenmesi
dikkat ¢ekmistir. Deborah Chirnomas ve arkadaslarinin yaptiklar1 arastirmada FANCD2
proteininin mono-ubikitinasyonunu inhibe ettigini ve sonu¢ olarak apoptotik hiicre
Olimii yoluyla over kanseri hiicre hatlarin1 sisplatine duyarli hale getirdigini
gostermistir. Kurkumin’in FA/BRCA yolagini inhibe ederek sisplatin duyarliligini
indiiklemesi diisiik dozda (5-10 umol/L) sitotoksisite deneyleri ile gosterilmistir (116).
Bu calismalara ek olarak Nathan ve arkadaslari da kurkuminin sisplatine direngli over
kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunun inhibisyonunu ve apoptoz yoluyla
sisplatine duyarli over kanseri gelisimini indiikledigi gosterilmistir. Ayni calisma

igerisinde kurkuminin G2/M fazim1 durdurarak, p53 fosforilasyonunu ve aktive
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kaspaz-3 kaskadim1 ve ardindan PAPR bozunmasini arttirdign  gosterilmistir.
Kurkumin’in ayrica p38 mitojenle aktive olan protein kinazlarin (p38 MAPK)
fosforilasyonunu arttirdigt ve AKT’ nin fosforilasyonunu inhibe ettigi ayni ¢alismada
bulunmustur (117). Ek olarak, bazi raporlar, kurkuminin, otolog IL-6 iiretimini inhibe
ederek over kanseri hiicreleri CAOV3 ve SKOV3'e karst sisplatini duyarli hale

getirebilecegini gostermistir (118).

Jiaojiao Zhao ve arkadaglar1 ise artemisinin tiirevi ve aktif metaboliti olan
dihidroartemisinin (DHA) ile kurkuminin kombinasyonunun, over kanseri SKOV3
hiicrelerinde sinerjik olarak hiicre canliligini azalttigini, hiicre dongiisiinii durdurdugunu
ve hiicre apoptozunu indiikledigini gostermistir. DHA ile kurkuminin farkh
konsantrasyonlarda SKOV3 over kanseri hiicre hatti ilizerinde antitimér etkilerini
belirlemek icin CCK-8 deneyi yapilmistir. Hiicre canliligi lizerine etkisi incelendiginde
DHA ile kurkumin doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini inhibe ettigi,
kombinasyon denemelerinde ise sinerjistik etki gostererek canliligi onemli Olcilide
azalttigr gosterilmistir. DHA ve kurkumin konbinasyonunun antitiimor 6zelliklerini
kesfetmek i¢in yapilan hiicre apoptozu deneyinde ise DHA veya kurkuminin tek basina
tedavisinin SKOV3 hiicrelerinde sinirli apoptoza neden oldugu, DHA ve kurkuminin
birlikte uygulanmasi ge¢ apoptoz ile sonuglanmistir. Apoptoz ile iligkili proteinlerin
western-blot analizi yapildiginda ise, pro-apoptotik protein Bax’in ekspresyon
seviyesinin neredeyse degismedigini, DHA ve kurkumin kombinasyonu ile muameleden
sonra Bcl-2 aktivitesinin, etken maddelerin tek tek muamele edilmesi ve muamele
edilmemis kontrollere kiyasla belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda,
ge¢ apoptozun bir belirteci olan kaspaz-3’iin ekspresyonunda bir degisiklik izlenmemis,
DHA ile kurkuminin tekli yada kombinasyon halinde indiiklenen hiicre apoptozunun
kaspaz-3 yolundan bagimsiz olabilecegi gosterilmistir. Bu veriler birlikte ele
alindiginda, DHA ve kurkumin kombinasyonunun, 6zellikle ileri evre yash hastalarda

over kanserinin tedavisi i¢in giiglii bir antikanser stratejisi olabilecegini gostermistir
(119).

Ayrica Jing Zhang ve arkadaslarinin sisplatine direncgli over kanseri hiicre hatti
iizerinde yaptiklar1 calismada; mRNA, protein, uzun kodlanmayan RNA igeren
eksozomlar gibi hiicre dis1 vezikiillerin sisplatine direngli A2780cp over kanseri hiicre

hattinda salinabilecegini gostermislerdir. Uzun kodlanmayan RNA’lar ig¢inde en fazla



68

eksprese olan MEG3 proteini over kanseri hiicre hatlarinda ekspresyonunda diisiis
izlenmistir. Yapilan ¢aligmada, A2780cp over kanseri hiicre hatt1 ile sisplatine duyarlt
over kanseri hiicre hattinda hiicre dis1 vezikiillerin farkli ekspresyonu gosterilerek
diren¢ mekanizmasi ile iligkilendirilmistir. Ardindan her iki hiicre hatt1 1 uM 24 h’de
kurkumin ile muamele edilmis ve SKOV3, OVCAR-3 over hiicre hatlar1 da A2780cp ile
A2780 hiicre hatlarina dahil edilerek 1 pM 36 h’de kurkumin muamelesi
gerceklestirilmistir. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu sonuglarina gore tiim
hiicre hatlarinda MEG3 ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. MEG3 proteini DNA
metilasyonunda promoter olarak gorev aldigi icin metilasyonu inhibe edici ajan
kullanilarak MEG3 proteinin ekspresyonu artmistir, Kurkumin sonrasi sisplatin

direncinin indiiklenmesinde azalma izlenmistir (120).

Kurkuma longa’nin kurkumin digindaki etken maddelerinden biri olan BDMC
ile yapilan ¢alismada over kanserine karsi antikanser etkinligi gosterilmistir. Haifeng
Pei ve arkadaslariin yaptiklari ¢alismada ¢esitli BDMC konsantrasyonlari ile muamele
sonrast 6 h, 12 h, 24 h’de over kanseri hiicre hatti SKOV-3"iin proliferasyonu {izerine
etkisi incelenmistir. BDMC’nin doza ve zamana bagli olarak anti-proliferatif etkisi
belirlenerek 12 h‘de 10 uM doz uygulamasinin over kanseri hiicrelerinde %50 oraninda

proliferasyonlar1 engellendigi gosterilmistir (108).

Kurkumin’e benzer sekilde tiimor hiicrelerinde invazyon ve metastazin
inhibisyon aktivitesine sahip olan DMC ise Yodkeeree S ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada adezyon molekiilii olan ICAM-1 ve kemokin reseptor 4 (CXCR4)’lin
ekspresyonunun regiilasyonu ile MDA-MB-231 hiicrelerinde invazyon ve metastaz
inhibisyonu yaptig1 bulunmustur. Yapilan ¢alismada; 24 saat boyunca 15 pM DMC ile
muamele edilen hiicrelerin fibronektin ve laminine baglanmasi sirasiyla %21 ve %44
oraninda azalirken, 20 uM DMC ile muamele edilen hiicrelerde de ICAM-1 ve
CXCR4’in protein seviyeleri anlamli 6l¢lide azalmistir (106). Son ¢aligmalar ile
DMC’nin IRS2/PI3K/Akt yolagin1 baskilamasi ile over kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada DMC
ile muamele sonras1 SKOV3 hiicrelerinde miR-551a’nin ekspresyonunda artis izlenmis
olup, artan miR-551a ekspresyonunda over kanseri hiicrelerinde proliferasyonu inhibe

ederek, hiicre apoptozu indiiklenmistir (110).
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Yapilan bu caligmalara ilave olarak tez projemiz kapsaminda sisplatine direngli
over kanseri hiicre hatti A2780cp ile sisplatine duyarli hiicre hatt1i A2780 iizerinde
muamele edilen kurkumin, DMC ve BDMC’nin antikanserojenik ve antiproliferatif
Ozellikleri genis bir doz aralig1 olan 1uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM, 40
uM’da ve 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h diliminde gosterebilmek amaciyla WST-1 testi
yapilmistir. Genis doz ve zaman aralifinin yani sira tekli ve kombine uygulanan 14
farkli deney grubu ile ayn1 anda ¢alisan baska bir ¢alismanin olmamasi tez projemiz i¢in
6zglinliik olusturmaktadir. Her iki hiicre hattinda da kurkumin, DMC, BDMC ile ikili ve
iclii kombinasyon gruplarinin muamelesi hi¢ bir etken madde uygulanmayan kontrol
grubuna kars1 hiicre canliliginda inhibisyon gdstermistir. Ozellikle erken doz ve erken
saat dilimi olan 1pM ve 12. saat de tiim gruplarda hiicre proliferasyonu tizerine %50’ye
yaklagan inhibisyonlar izlenmistir. A2780 hiicre hattinda ilk 6 saat sonrasi hiicre
canliligr yavasca inhibe olmaya baslamis 12. saatde %50 inhibisyona yaklasmisken,
sisplatine direngli over kanseri hiicre hattinda 6. saat sonrasi 12. saate inkiibasyonun
ulagmasi ile dramatik bir sekilde canlilik inhibe olmustur. Her iki hiicre hattinda da tiim
gruplarin hiicre canliligmi inhibe ederek antikanser 6zellik gostermesi literatiir ile
uyumlu iken 1 uM doz biriminde gosterilmesi ise farklilik kazandirmistir (121). Ayrica
uygulanan etken maddeler gen diizeyinde neden olduklar1 degisiklikler ile sisplatin
direncinin kirilmasini indiikleyerek duyarlilifa neden olmustur. Ozellikle sisplatin ile
kombine edilen gruplardaki gen ekspresyonundaki degisiklikler sisplatin direncinde

dogal bilesiklerin yeri agisindan 6nemli bir katk1 saglamistir.

Hiicre proliferasyon testinin ardindan belirlenen 1 uM doz ve 12. saat diliminde
tiim gruplar ile Anneksin V-PI ile apoptoz deneyi gergeklestirilmis ve etken maddeler
ile muamele sonrasi direngli ve duyarli over kanseri hiicre hattinda erken apoptoz
bulgular1 elde edilmistir. Literatiir ile uyumlu olarak kurkumin, DMC, BDMC’nin
hiicreler iizerinde erken apoptozu indiikledigi gosterilirken, kombinasyon gruplarinin da
erken apoptoza hiicreleri indiikledigi tez calismamiz dogrultusunda gosterilmistir (122).
Ozellikle sisplatine direngli hiicre hattinda sisplatin ile kombine edilen etken maddelerin
A2780cp hiicrelerini erken apoptoza iletmesi direnglilik mekanizmasi ile apoptotik

proteinler iliskisinde yeni klinik ¢caligmalar gerektiginin de onciisii olmaktadir.

Calismamizda kurkumin ve analoglarinin diren¢ mekanizmasina etkisini,

glutatyon metabolizmasinda yer alan GSTP-1 geni ve bu genin iligkili oldugu miR-133b
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tizerinden agiklamaktayiz. Literatiire baktigimizda miR-133b; hiicre proliferasyonu,
apoptoz, migrasyon ve invazyonu modile eden Ozellikle gastrik, mide ve kolon
kanserlerinde downregiile oldugu gosterilmis bir miRNA’dir. Chen ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢alismada miR-133b’nin Bcl-w ve Akt-1 ekspresyonunu azaltarak mide
kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve apoptozu azalttigi gosterilmistir (123).
Guo ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada gastrik kanserde miR-133b’nin timor
supresor rolii oldugunu, hiicre migrasyonunu ve metastazi arttiran bir protein olan
Fascin Actin-Bundling Protein-1 (FSCN1)’in ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir
(124). Sonug¢ olarak miR-133b kanser proliferasyonu ve metastazinda kritik bir role
sahiptir. miR-133b’nin tiimo6r olusumundaki 6neminin yani sira ila¢ direncinde de
potansiyel islevi ile ilgili calismalar bulunmaktadir. Ozellikle miR-133b ile GSTP-1’in
sisplatin direnci 1ile ilgkisini Chen ve arkadaglar1 akciger kanseri iizerinde
gostermektedir. miR-133b sisplatine direngli A549 ve H1299 akciger kanseri hiicre
hattinda direnglilik gostermeyen akciger kanseri hiicre hattina kiyasla siras1 ile 2,3 kat
ve 3,5 kat ekspresyonda diisiis gostermektedir. Ayrica GSTP-1 protein ekspresyonunun
her iki sisplatin direngli hiicre hattinda da up-regiile oldugu gosterilmistir (98).

Tez projemiz kapsaminda elde ettigimiz gen ekspresyon sonuglar1 hem literatiir
uyumu ile hem de heyecan verici katkilariyla over kanserinde direnglilik
mekanizmalarima dikkat c¢ekmistir. Sisplatine direngli over kanseri A2780cp ile
direnclilik gostermeyen over kanseri hiicre hattinda A2780 miR-133b’nin gen
ekspresyonu incelendiginde literatiir ile uyumlu olarak sisplatine direngli hiicre hattinda
0,98 kat azalma izlenmistir (125). Sisplatin ile kombine etken maddeler ile sisplatin
olmadan tekli ve kombine etken maddelerin gen ekspresyonunda neden oldugu
degisiklikler ise heyecan vericidir. Kurkumin, DMC ve BDMC’nin sisplatine direncli
hiicre hattinda tekli ve kombine uygulanmasi sonrast GSTP-1 geninde 0,07, 0,08, 0,15
ya da 0,27 katlik azalmaya neden olurken; etken maddelerin sisplatin ile kombine
edilmesi GSTP-1 geninde 0,99, 0,76, 0,74 kat gibi daha fazla ekspresyonda diismeye
neden olmaktadir. Sekil 2.4’de over kanserinde Glutatyon S- Transferaz enzim ailesinin
sisplatine tiyol gruplar1 baglayarak klor molekiillerinin baglanmasii engellemesi ve
diren¢ gelisimine neden oldugu gosterilmektedir. Dolayisiyla sisplatine direngli hiicre
hattinda  sisplatin  ve etken maddelerin kombinasyonlar1 sonucu GSTP-1
ekspresyonunun azalmasi direng¢ gelisimini engellemis olmakla birlikte validasyon igin

cok daha ileri klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sonug olarak; sisplatine direncli over kanserinde kurkumin ve analoglarinin
sisplatin ile kombine uygulanmasinin ardindan diren¢ mekanizmalarini aydinlatmak
amaciyla GSTP-1 geni ile miR-133b iliskisi agisindan ¢alismamiz 6rnek teskil etmekte
ve Ozglnlik gostermektedir. miR-133b geninin, sisplatine direngli over kanserinde
ekspresyonun azalmis olmast 2015 yilinda Shuo Chen ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada gosterilmis ve elde ettigimiz gen ekspreSyonu calismamizda da konfirme
edilmistir (84). Sisplatine direng¢li over kanserinde artmis GSTP-1’in ekspresyonunun
hem kurkuminoidler ile muamele sonras1 azalmas1 hem de sisplatinle kombine edilmis
kurkuminodlerle belirgin azalmasi direngliligi kirdigimizi istatistiksel olarak anlamli
sonuclarimiz ile desteklemektedir. Ancak miR-133b’nin etken maddeler ile muamele
sonrasi ekspresyonundaki diisiisiin devam etmesini agiklamak i¢in GSTP-1-miR-133b-
sisplatin iliskini agiklayacak fonksiyon g¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Over
kanserinde sisplatin direnci ile iliskili GSTP-1 geninin hedef mikroRNA 6zelligi
gosteren miR-133b’nin biyobelirte¢ olarak kullanilmast i¢in hem fonksiyon hemde

protein ¢aligmalarini igeren genis klinik arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

Gelisen diren¢ mekanizmalar1 nedeni ile yiiksek mortalite oranlarina sahip over
kanserinin tedavisinde sisplatinle kombine kullanim da diren¢ gelisimini kiracak dogal
bilesiklerin varligi bu anlamda umut vericidir. Elde ettigimiz sonuglar igerisinde
kombinasyon gruplarinin direnglilik ile iliskisi goz oniine alindiginda klinik kullanimda
ozellikle BDMC ve DMC ile zenginlestirilmis preperatlarin gerekliligi sisplatin direnci
gosteren over kanseri hastalarinin tedavisi i¢in alternatif bir yaklagim sunmaktadir.
Ancak boyle bir yaklagimin in vivo ve klinik ¢alismalar dogrultusunda elde edilecek

sonugclar ile desteklenmesi gerekmektedir.
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