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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

KANNABINOL VE 5-FLUOROURASIL’IN MDA-MB-453 VE HELA HUCRE
HATLARI UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Melike ERDURAN
Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

Bu ¢alisma, MDA-MB-453 ve HeLa hiicre hatlarinda CBN (kannabinol) ve 5-FU(5-
fluorourasil)’un sitotoksik, morfolojik ve molekiiler etkisi incelenmesini hedeflemekte
olup diger ¢alismalarda kanser ilaglarinin gelistirilmesine 6n c¢alisma niteligi tasimaktadir.
Kanser hem diinyada hem de iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim
sebebi olmasi agisindan 6nemli bir toplum sagligi problemidir ve beraberinde tasidigi
fiziksel rahatsizliklarin yani sira sosyal, maddi ve manevi yonleri ile miicadelesi zor bir
hastaliktir.

Kanser tedavisinde ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi gibi ¢esitli tedavi yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Fakat bu tedaviler ileri seviye kanser hastalarinda metastaz
gergeklestikten sonra tam bir ¢dziimii oldugu sdylenemez. ilag tedavisi uygulamalari da tek
basma ¢oziim degildir. Ilag tedavisi ile hastalarda ilag direnci de ortaya ¢ikmaktadir.
Kanserde ila¢ direnci, tedavinin basarisiz olmasina neden olabilir. Bu nedenle hastaligi
anlamak ve buna yonelik tedavi yontemleri gelistirmek oOnemlidir. Son zamanlarda
bitkilerin, kanser hiicrelerini nasil etkiledigine yonelik arastirmalar yapilip, farkli tedavi
yontemleri bulmak amacglanmaktadir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda bitkiler ve bilesikleri hakkinda detayli bilgi edinilebilmesi
icin daha ¢ok aragtirma yapilmasi ve bilinmeyen Ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi
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gerekmektedir. Biz bu arastirmada, bitkilerin ve bu bitkinin ilag ile kullanilmasiyla birlikte
MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt1 ve HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatt1 izerinde
etkilerini incelemeyi amacladik. Ilaglarin hiicre hatlar iizerinde etkisini belirlenmek igin
optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Migrasyon ve invazyon deneyi sonuglarina
baktigimizda CBN ve 5-FU maddelerinin hiicre hatlar1 tizerine tek basina metastazi
degisen diizeylerde engelledigi kombinasyon halinde ise hiicrelerin o6lim ile
sonu¢lanmasina neden olmustur. 3B olarak gelistirilmis hiicre hatlarina uygulanan
maddelerin 48 saat i¢inde 3B yapilarinin dagilmasina neden olmustur.

Molekiiler kenetleme ¢aligmalarina gore belirlenen proteinlerin CBN ile olan molekiiler
kenetleme sonuglarma goére baglanma enerjilerinin -5.83 kcal/mol ile -50.7 kcal/mol
arasinda oldugu belirlenmistir. Diger ilacimiz olan 5-FU ilaci ile proteinler arasinda olan
molekiiler kenetleme sonuglarina gore baglanma enerjilerinin -3.4 kcal/mol ve -24.1
kcal/mol arasinda oldugu belirlenmistir. ilaglar arasinda kurulan H baglar1 ve baglanma
enerjisi dikkate alinarak yapilan degerlendirmede CFLAR proteini ile CBN bilesigi ve 5-
FU ilaci ile birlikte en iyi kanser aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Eyliil 2024, 159 Sayfa.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Meme kanseri, Rahimagzi kanseri, Kannabinol, 5-
Fluorourasil
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ABSTRACT

MASTER'S THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CANNABINOL AND 5-
FLUOROURACIL ON MDA-MB-453 AND HELA CELL LINES

Melike ERDURAN
Kirsehir Ah1 Evran Umiversity
Health Sciences Institute

Department Of Medical Biology

Supervisor: Prof. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

This study aims to examine the cytotoxic, morphological and molecular effects of CBN
(cannabinol) and 5-FU (5-fluorouracil) on MDA-MB-453 and HelLa cell lines and serves
as a preliminary study for the development of cancer drugs in other studies. Cancer is an
important public health problem as it is the second cause of death after cardiovascular
diseases both in the world and in our country, and it is a difficult disease to combat with its
social, material and spiritual aspects, as well as the physical disorders it carries with it.

Various treatment methods such as surgery, chemotherapy and radiotherapy are used in
cancer treatment. However, these treatments cannot be said to be a complete solution for
advanced cancer patients after metastasis occurs. Medication alone is not a solution either.
Drug resistance also occurs in patients with drug treatment. Drug resistance in cancer can
cause treatment failure. Therefore, it is important to understand the disease and develop
treatment methods for it. Recently, research has been conducted on how plants affect
cancer cells and it is aimed to find different treatment methods.

As a result of the studies carried out, more research needs to be done and unknown
properties to be revealed in order to obtain detailed information about plants and their
compounds. In this study, we aimed to examine the effects of plants and the use of this
plant with drugs on the MDA-MB-453 breast cancer cell line and HeLa cervical cancer cell
line. Optimization studies were carried out to determine the effect of drugs on cell lines.
When we look at the results of migration and invasion experiments, CBN and 5-FU drugs
alone prevented metastasis on cell lines at varying levels, but in combination caused the
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cells to die. Drugs applied to 3D-developed cell lines caused the 3D structures to
disintegrate within 48 hours.

According to the molecular docking results of the proteins determined according to
molecular docking studies with CBN, the binding energies were determined to be between
-5.83 kcal/mol and -50.7 kcal/mol. According to the molecular docking results between our
other drug, 5-FU, and proteins, the binding energies were determined to be between -3.4
kcal/mol and -24.1 kcal/mol. In the evaluation made by taking into account the H bonds
and binding energy established between the drugs, it was determined that CFLAR protein
showed the best cancer activity together with CBN and 5-FU drugs.

September 2024, 159 Pages.

Keywords: Cancer, Breast cancer, Uterine cancer, Cannabinol, 5-Fluorouracil
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1. GIRIS

Kanser, normal hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalarak timor hiicrelerine doniismesi ile ¢ok
asamali bir siire¢ olarak ortaya c¢ikan hastaliktir. Kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapi ilaglari, saglikli hiicreler tizerinde toksik bir etkiye neden olmaktadir. Bu
etkiye baktigimizda ilaglarla tek basma tedavi pek miimkiin goriilmemektedir. Bu
yilizden son zamanlarda sifali bitkilerden elde edilen bilesikler 6ne ¢ikmaktadir. Kanser
hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi olan ve son birkag¢ yilda arastirmalarda ¢ok fazla 6ne
¢ikan kenevir 6ziinden elde edilen Kannabinol bilesigi kanser tedavisi i¢in umut verici
bir ¢oziim niteligindedir. Yapilan caligsmalar sonucunda Kannabinol’iin bir¢ok kanser
tipinde kotli huylu hiicreleri 6ldiirdiigii ve bunun yaninda ise tiimorleri c¢evreleyen

normal hiicreleri etkilememe olasiligi ile koruyucu etkisi oldugunu géstermistir (1).

1.1. Amacg

Calismamizin 3 ana amaci vardir;

Kannabinol bilesiginin iki boyutlu (2D) ve {i¢ boyutlu (3D) gelistirilmis meme kanseri

ve rahim agzi1 kanseri hiicrelerinde etkisinin incelenmesi (in vitro)

Kannabinol bilesigi ile 5-Fluorourasil ilacinin tek tek ve birlikte meme kanseri ve

rahim agzi1 kanseri hiicrelerine verilerek etkisinin karsilastirmali olarak bakilmasi

Kannabinol bilesiginin molekiiler kenetleme programi ile muhtemel ila¢ olma

potansiyelinin incelenmesi



2. GENEL BILGILER

2.1.Kanser Biyolojisi

Giliniimiizde kanser diinya c¢apinda en O6nemli saglik problemlerinden biri haline
gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan rapor edilen verilere gére dliimlerin
%131 kanser kaynaklidir. 2020 verileri yaklasik 10 milyon 6liimiin yani neredeyse alti
Olimden birinin kanser nedeniyle oldugu belirlenmistir. En sik goriilen kanserler
meme, akciger, kolon ve rektum ile prostat kanserleridir. Bu kanserler {ilkeler arasinda
farklilik gostermekte olsa da rahim agzi kanseri 23 tilkede en sik goriilen kanser tiirii
haline gelmistir. Meme kanseri ise son 5 yilda en yaygin kanser tiirii haline gelmistir.
Kanser kaynakli 6liimler genellikle diisiik ve orta gelirli {ilkelerde daha ¢ok goriilmekle
birlikte tiitlin kullanimi, alkol tiiketimi, sagliksiz beslenme, yas, fiziksel hareketsizlik,

hava kirliligi ve baz1 kronik enfeksiyonlar kanser olusmasina neden olmaktadir (2).

Kanser genellikle somatik hiicrelerin DNA’sinda meydana gelen genetik degisiklikler
ile hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biliylimesi ve ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Bu ¢ogalma ile hiicrelerin biiylimesini ve c¢ogalmasini kontrol eden
mekanizmalarda meydana gelen bozukluklar asir1 hiicre boéliinmesine neden olur ve
kanser olusur. Kanser vakalarinin %90-95’inin dis etkenlere, %5-10"unun ise hiicre
dongiisiinlin diizenlenmesi, hiicre sinyal yollar1 ve hiicre farklilasmasinda meydana
gelen genetik aksakliklarla iligkili oldugu rapor edilmistir (3). Ailesinde kanser
gecmisi olan kisilerde genetik mutasyonlar sonucu kalitsal olarak gegmesi ¢ok yiiksek
thtimaldir. Genellikle sigara igmek, zararli kimyasallara maruz kalmak, alkol tiiketimi,
sagliksiz beslenme, hava kirliligi, radyasyona maruz kalmak vb. gibi ¢evresel faktorler

kanser riskini artirabilir.



M Cevresel Nedenler

u Kalitsal Gegis

M Rastgele Mutasyonlar

Sekil 1.1. Kanserin nedenleri.

Kansere neden olan faktdrler sonucunda hiicrenin normal formundan tiimér hiicresi
sekline gegmesine neoplastik transformasyon denir. Kimyasallar ve radyasyon gibi
karsinojenlere maruz kalma sonucunda kanserlesme goriilmektedir. Bu kanserlesme iki
genis gen grubunda ki mutasyonlarla ilgilidir: protoonkogenler ve tiimor baskilayici
(ing.suppressor) genler. Proto-onkogenler normal biiylimeyi uyaran sinyallerin
yoklugunda hiicre biliylimesini uyarma yetenegine sahiptir. Bu genler mutasyonla
onkogenlere doniigerek biiylimenin tegvik edilmesinde genin asir1 aktif olmasina neden
olurlar. Tiimor baskilayici genler ise normal biliylimeyi sinirlar. Mutasyon ile inaktive

oldugu durumda, olagan dis1 hiicre boliinmesi gergeklesir (4).

Tiimdrlerin siiflandirilmas: iki sekilde yapilir. Kotii huylu (ing. malignant) tiimorler
ve iyl huylu (ing. benign) tiimorler. Kotli huylu (malign) timorler, kanser hastaliginin
ana nedenidir ve tedavi edilemezse ciddi saglik sorunlarina yol agabilir. Kotii huylu
tiimorler, viicutta farkli bilesenler sonucu ortaya ¢ikabilir ve bu boliimlere gore farkli

isimler alabilirler (5).

Karsinom: Epitel dokulardan yani endodermden ya da ektodermden koken alan malign
tiimdrlerdir. Kanserin %90’1m1 karsinomlardan olusur. Genellikle deri, meme, akciger
ve bagirsak gibi i¢ ve dis organlarin yiizeylerinde meydana gelirler. Karsinomlar, belirli
bir viicut yapis1 ve organa bagl olarak farkli gériintimlere sahiptir. Kanserin tiiriine ve
ilerlemesine bagl olarak farklilik gosterir. Karsinomlar iki ana tipe ayrilir; Skuamoz
Hiicre Karsinomu, epitelyal goriindiiglinden skuamdz bdolgeden ayrilir. Skuamozle
cildin yiizeylerinde, ciltte ve mukoza zarlarinda bulunurlar. Genellikle cilt, agiz, yemek
borusu ve akcigerler gibi yerlerde goriiliir. Adenokarsinom ise, epitelyal agidan bezden

goriintisten ayrilir. Adenokarsinomlar genellikle meme, prostat, pankreas, akcigerler,



kolon ve rektum gibi organlarda ortaya ¢ikar. Karsinomlar, tanisi i¢in bakteriler ve
goriintlileme testleri gibi tibbi testlerle teshis edilebilir. Tedavisi i¢in cerrahi miidahale,

radyoterapi, hedefe yonelik tedavi, immiinoterapi gibi tedavi tiirleri kullanilmaktadir

(6).

Sarkomlar (Sarkan Tiimorler): Viicudun farkli dokularindan kdken alan, genellikle bag
dokusu, kas dokusu, kemik dokusu veya yag dokusu gibi dokularda goriilmektedir. iki
ana kategoriye ayrilir; yumusak doku sarkomlart ve kemik sarkomlari. Genellikle
kemik, kas, kikirdak ve bag dokusu gibi yapilarda meydana gelir. Nadir goriilen bir
kanserdir ve genellikle yetiskinlerde degil, ¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde daha
yaygin goriiliir. Sarkomlar tedavi edilirken genellikle kisilestirilmis bir tedavi plani
gerekmektedir. Clinkii her sarkom tiirti farkli tutulabilir. Erken teshis ve tedavi

prognozunu 6nemli 6l¢iide iyilestirebilir (7).

Lenfomalar: K&6tii huylu sarkomlarin bir diger tipi olan lefomalar, lenf sistemindeki
kanserin degismesi, anormal bir sekilde biiyiiyen bir kanser tiirtidiir. Lenf sistemi, lenf
diigiimleri, lenf bezleri, dalak, kemik iligi lenf damarlarini icerir. Lenfoma bu
organlardan herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Lenfomalar iki temel tiirde
simiflandirilir; birincisi Hodgkin lenfoma, 6zel kanser hastaligi olan Reed-Sternberg
sistemi ile degisir ve genellikle lenf diiglimlerinde baslar, ikincisi Non-Hodgkin
Lenfoma, Hodgkin olmayan tiim lenfoma tiirlerini kapsayan bir hastaliktir. Tan1 ve
tedavi, lenfoma tiirii, evrenin ve yasamin genel saglik performansina bagli olarak

degismektedir (7).

Losemiler: Sarkomlarin 6zel bir sinift olan 16semiler, kandaki alyuvarlar, 16kositler ve
trombositler gibi kan kokenli malign tlimorlerdir. Tedavisi, kaybin tiirli, evresine ve
saglik performansina bagl olarak degisir. Tedavi segenekleri arasinda hedefe yonelik

tedaviler, kemik iligi nakli ve radyasyon tedavisi bulunabilir (7).

Iyi huylu (benign) tiimérler ise, viicutta genellikle yerel olarak biiyiirler ve kalict
dokulara yayilirlar. Bu nedenle malign tiimérlerden farklidirlar. Ozellikle yash
bireylerde siklikla goriilen cogu bolgesel ve kiiciik boyutlu olduklarindan dolay: kiigiik
risk olustururlar. Uzun siire boyunca belirti gdstermezler. Eger ¢evresindeki dokulara
baski yapilmaya baslanirsa agri, sislik, basing hissi, sizint1 sorunlar1 gibi belirtiler
olusmaya baslar. Iyi huylu tiimérlere en iyi 6rnek sigillerdir. Teshisi ve tedavisi igin

ultrasonografi, bilgisayarli tomografi veya manyetik rezonans goriintiilleme gibi
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prosediirlerle yapilir. Tedavi, timoriin tiiriine, boyutuna, yerine ve durumuna gore
degisiklik gosterebilir. Biyopsi tiimdriin olusumunu ve kokenini belirlemek i¢in alinan
ornektir. Sonug olarak iyi huylu tiimoérler daha az endise veren ve genellikle tedavi

edilebilen tiimorlerdir (8).

Benign tumor Malignant tumor

Tumor cells Tumor cells

Normal cells Normal cells

Sekil 1.2. Iyi huylu ve Kétii huylu tiimérlerin sematik gdsterimi (9).

Gilintimiizde kanser teshisi yapilirken en ¢ok tercih edilen yontem TNM (tlimor, nod,
metastaz) kullanilmaktadir. TNM, kanserin ne kadar yayildigim1 ve hangi evrede
oldugunu gosteren bir yontemdir. Bu yontem ile tiimoriin biiytikliigii ve bulundugu yer
belirlenir, daha sonra tiimoriin lenf nodlarima yayilma durumu ve en sonunda da
kanserin viicutta metastaz ile yayilma durumu incelenir. Bu tespitler sonucunda ise
kanserin hangi evrede oldugu belirlenmektedir. Kanserin evreleri, hangi tedavi
seceneklerinin kullanilmas1 gerektigini ve prognozunun belirlenmesinde Onemlidir.
Evreleme islemi ise, klinik ve patolojik olabilmektedir. Klinik evreleme, hastaligin
planlanmasinda ve prognoz tahminine yardimci olur. Bu evrelemede, tibbi oykii,
fiziksel muayene, goriintiileme testleri ve diger klinik bulgular temelinde yapilir.
Patolojik evreleme ise, kanserin ne kadar ilerledigini ve yayildigini, cerrahi olarak
cikarilan doku veya tiimorlerin patolojik incelenmesi ile kullanilan yontemdir. Bu
evreleme sonucunda, kanserin asamasi belirlenir. Genel olarak kanserin evreleme

asamalart;

Evre 0, kanser cevre dokulara yayilmamis ve biiyiidiikleri dokularda siirlidir. Bu
evrede kanser, genellikle yerel olarak cerrahi operasyon ile ¢ikarilabilir ve tedavi

edilebilmektedir.



Evre |, kiigiikk tiimorleri ifade etmektedir. Genellikle kanserin bagladigi dokuda
bliyiimiis fakat yakin bolgelere ve lenf diiglimlerine yayilim gostermemistir. Bu

asamada tedavi basarilidir.

Evre 2, kanserin basladigi dokuda biiyiimiis ve yakindaki lenf diiglimlerine yayilim
gostermistir. Bu evrede tedavi daha karmasik olabilir. Ancak tedavi olasiliklar

yiiksektir.

Evre 3, kanser hiicreleri geniglemis ve ¢cevre dokulara veya daha uzak lenf diiglimlerine

yayilim gostermistir.

Evre 4, kanserin viicutta diger organlara (6rnegin, karaciger, akciger, kemikler veya
beyin gibi) yayillim gosterdigi evre olarak tanimlanmaktadir. Bu asamada kanser
hiicreleri uzak bolgelere metastaz yaparak yayilmistir. Tedavi segenekleri sinirli

sayidadir. Bu evrede artik hastanin kontrolliinii saglamak amaglanir (10).

2.2.Kanserde Metastaz

Kanser hiicreleri birincil timorden baslayip, dolasimda hayatta kalarak uzak organlara
yayilmasini igeren karmasik siirece kanser metastazi adi verilir. Bir metastazin
olusmasi i¢in, kan ve lenf diiglimlerine girmis olan kanser hiicrelerinin dolasimda
hayatta kalmasi, hedef organlara ulagsmasi (tohumlanma), organin i¢ine sizmasi ve
kalict olarak biiylime gostermesi gerekir (11) (Sekil 1.3). Kanser hiicrelerinin yayilim
gostermesinde epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) siireci E-kaderin ekspresyonunda
azalma, N-kaderin ekspresyonunda artig goriilmesi en 6nemli asamalardan biridir.
Tiimor hiicrelerini besleyerek yeni damarlarin olusumu sirasinda transforme edici
bliylime faktori-B (TGF-B) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii (VEGF) gibi
molekiiller araciligiyla anjiyogenez saglarlar. Diger yandan transmembran
reseptorlerinden olan integrin gibi molekiillerin ekspresyonlarinda yaptiklart degisikler
ve selektin gibi molekiiller yoluyla trombositleri kendilerine kalkan gorevi gibi
kullanarak dolagimdaki immdiin sistem hiicrelerinden ve apoptozdan kagmay1 basarirlar.
Daha sonra ikincil organin damar sistemine ulasip proteazlar salgilayarak metastaz
olusmaya baslar (12). ikincil organlara ulasan tiimér hiicreleri yiiksek oksidatif stres,
destekleyici biiyiime faktorleri veya besin eksikligi ve dokuya 6zgli makrofajlar, dogal
oldiiriicii (NK) hiicreler, sizan T hiicreleri ve diger bagisiklik gdzetim mekanizmalari

seklindeki aktif diisman bagisiklik savunmalar1 ile ortadan kaldirilir. Hayatta kalan



yayilmis tiimor hiicreleri hareketsiz hale girebilir. Klinik goriintiilemelerde yayilmis
timor hiicreleri her zaman tespit edilemez. Bu yiizden hastalar bu hastaligin farkinda
degildir. Timoér biyiidiigiinde, organlarin diizgiin ¢alismasini engelleyebilir ve

viicudun genel fonksiyonlarini bozarak 6liimle sonuglanabilir (13).
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Sekil 1.3. Metastazin olusum basamaklar1 1: Istila 2: Anjiyogenez 3: Immiinosupresyon 4:
Metastaz (14).

Kanserde metastaz ‘tohum ve toprak’ hipotezi, kanser hiicrelerinin birincil tiimérden
ayrilarak viicudun farkli bolgelerine yayilma siirecini agiklamak i¢in kullanilan bir
benzetmedir. Bu hipotez kanserin yayilmasini ve ikincil timorlerin olusumunu
anlamak icin kullanilir. Tohum; kanser hiicrelerinin temelini temsil eder. Birincil
timorden baslar ve yayilim gostererek viicutta dolasima gecer. Tohum asamasinda
kanser hiicreleri ikincil bdlgelere yayilmamis ancak yayilma potansiyelleri vardir.
Toprak ise, viicudun diger bolgelerini temsil eder. Her bolge veya organ, kanser
hiicrelerinin tutunup biiyiiyebilmesi i¢in farkli bir toprak olusturur. Bu o bdlgenin doku
yapist, kan damar ag1, bagigiklik sistemi tepkisi ve diger faktorleri igerir (15).

Birgok kanser tiirii i¢in metastaza dordiincii evre kanser de denilmektedir. Lenfatikler
ve kan damarlari, kanser tiirleri (lenf diiglimleri, karaciger, akciger, kemik iligi ve
beyin) genellikle ortak metastatik organlara hiicre tohumlamasinin birincil yoludur.
Genetik ve epigenetik degisimlerin kombinasyonu ve konak¢i mikro cevresindeki

cesitli hiicre ortamlariyla etkilesimler, kanser hiicresinin hayatta kalmasini ve



biiylimesini belirler (16). Kanser hiicreleri onkogenlerdeki ve timor baskilayict
genlerdeki mutasyonlar nedeniyle bulunduklar1 dokulardaki kisitlamalar1 kaybetmistir.
Bu nedenle kontrolsiiz ¢ogalma ile diger dokulara yayilim gosterir. Ornegin, meme
kanseri hiicreleri meme dokusundan ayrilarak kemiklere, akcigere, karacigere veya
diger organlara yayilabilir. Ancak kanser hiicreleri birincil timdérden ayrildiktan sonra
diger dokulara hemen yerlesmeyebilir. Bunun yerine lenf diiglimlerine ve kemik iligine
yayilim gosterebilir (16). Yerel mikro ¢evre, metastazin her asamasinda 6nemli bir role
sahiptir. Birincil tiimor bolgesinde oldugu gibi kemik iliginden tiiretilen hiicrelerin
toplanmas1 metastatik hiicrenin ilerlemesi agisindan ¢ok 6nemlidir. Kanser hiicrelerinin
damar igine girdikten sonra ikincil timorde metastaz yapmalart ig¢in bir dizi hiz
siirlayict adim vardir ve bu hiicrelerin tiimor olusturma yeteneklerini etkilemektedir

(12).

Kanser oliimlerin %90’ indan sorumlu olan metastaz dongiisiiniin kirilmasi1 kanser
tedavisi icin biiyilk Oneme sahiptir. Metastaz basamaklar1 ile hiicre adezyon
molekiilleri ve hiicreler arasi baglanti proteinlerinin kanser metastazina yonelik
tedavilerin gelistirilmesi ve hastanin yasam siiresinin artiritlmasi i¢in hedef olarak

kullanilmas1 gerekmektedir (12) (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. Timor mikro gevre igin terapdtik stratejiler (15).

Son yillarda kanser gelisimindeki gelismeler bu siirecin molekiiler ve hiicresel

temellerinin anlagilmasinda 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. Bu nedenle arastirmacilar



mikro dizileme analizlerinden yararlanarak metastazi ve metastaza sebep olan genlerin

tanimlanmasini saglayacak deneysel yontemler kullanmiglardir (17).

2.3.Meme Kanseri

Kadinlarda goriilen en sik kanser tiirlerinden biri haline gelen meme kanseri, en 6nemli
6liim nedenlerinden biri olmas1 nedeniyle tiim diinyada giderek artan bir saglik sorunu
haline gelmistir (18). Meme kanseri, lobiil ad1 verilen siit liretim bezlerinde ve lobiilleri
meme ucuna baglayan kanallar iceren meme dokusunda baslar. Memenin geri kalani

yagli, bag ve lenfatik dokulardan olusur (19).

Her 4 kadindan 1’ine meme kanseri teshisi konulmaktadir. Evreleri incelendiginde ise
vakalarin %48,2’sinin lokalize evrede tan1 kondugu goriilmektedir (20). Genellikle yas,
aile Oykiisi, obezite, alkol kullanimi, radyasyona maruz kalma, iireme ge¢misi, tiitiin
kullanimi, gen mutasyonlar1 gibi nedenler meme kanseri riskini artiran durumlardir.
Bazi1 kalitsal yiiksek penetransli gen mutasyonlart meme kanseri riskini biiyiik 6lciide
artirmaktadir. Kansere neden olan en baskin BRCA1, BRCA2 ve PALB-2 genlerinde
meydana gelen mutasyonlardir (23). BRAC1 ve BRCA2 genleri meme kanseri
gelisimini engelleyen timor supresor genlerdir. Bu hastalarda meme kanserinin olusma
thtimali BRCA1 mutasyonu varliginda %72 iken BRCA2 mutasyonu varliginda
%69’dur (21). Bu genlerdeki mutasyonlar otozomal olarak kalitilir ve penetransi
yiiksektir. Genellikle cerceve kaymasi seklinde mutasyonlar sonucu anlamsiz ve
islevsiz protein sentezlenmektedir. Bu genlerdeki mutasyon sonucu kanser gelisme
riski 10 kat artmaktadir. BRCA1 genindeki mutasyon ile iiclii negatif meme kanseri

(TNBC), BRCAZ2 ise HER2", ER" ve PR" tipindedirler (22).

Meme kanseri belirtileri arasinda goégiiste agrisiz sislik ve kalinlasma, memenin
boyutunda ve seklinde degisiklik, ciltte ¢ukurlasma, meme ucunu ¢evreleyen deride
degisiklik, anormal veya kanli sivi gelmesi yer almaktadir. Bu gibi sikayetler olmasi
durumunda uzman doktora basvurulmasi kanserin erken evrelerde tani konulmasina
yardimct olmaktadir. Meme kanserleri viicudun diger bolgelerine de yayilim
gosterebilir. Zamanla akcigerler, karaciger, beyin ve kemiklere dogru yayilir ve bu
bolgelerde kemik agris1 veya bas agrisi gibi belirtilere neden olabilmektedir (23).
Meme kanserinde koltuk alt1 metastazlarinin varligi ve sayist en 6nemli biyobelirtegtir.

Yapilan bir arastirmada, nodal metastazi olmayan ve tedavi edilmemis hastalarin



%30’unun daha sonra hastaligin tekrarladigi ancak nodal tutulumu olan hastalarin
%50’sinin lokal tedavi ile iyilestigi belirlenmistir (24). Diger Kriterler ise timor boyutu
ve timor derecesidir (25). Son zamanlarda meme kanseri erken teshisi i¢in bu

biyobelirtegler hastalar igin yeterli olmamaya baslamistir (26).
Molekiiler ve histolojik kanitlara dayanarak meme kanseri li¢ gruba ayrilmaktadir;

- Meme kanserini eksprese eden hormon reseptérii (dstrojen reseptorii (ER") veya
progesteron reseptorii (PR")),
- Meme kanseri eksprese eden insan epidermal reseptorii 2 (HER2"),

- Uglii negatif meme kanseri (TNBC) (ER’, PR’, HER2).

TBNC ise kendi iginde alt1 gruba ayrilmaktadir; bazal benzeri-1 (BL-1), bazal benzeri
— 2 (BL-2), immiinomodiilatér (IM), mezenkimal (M), mezenkimal kok hiicre benzeri

(MSL) ve liiminal androjen reseptorii (LAR) (26).

Tablo 1.1. Meme kanseri molekiiler alt tiplerinin siniflandirilmasi (26).

Luminal A ER veya PR (+) ve HER2 (-) Ki67 < % 14
Luminal B ER veya PR (+) ve HER2 (-) Ki67 =% 14
Bazal Benzeri, Uclii (Triple) Negatif ER/PR/HERZ (-)
HER2 ER/PR (-) ve HER2 (+)
Normal Meme Benzeri Eptelyal Olmayan Hiicre Gen Ekspresyonu (+)

Meme kanserinin baglama mekanizmasi kesin degildir. En yaygin tiirii HER2’yi ifade
eden meme kanseridir. Bu kanser tiirii en ¢ok gelismis iilkelerde vakalarin %60-70’ini
olusturan yalnizca menopoz Oncesi kadinlarda goriilmektedir. Bu nedenle en sik
kullanilan tedavi hormonterapisidir. Uclii negatif meme kanseri ise en zor olan tiiriidiir.

Bu grup hastalar icin genellikle kemoterapi tedavisi uygulanmaktadir (26).

MDA-MB-453 Hiicre Hatt1

MDA-MB-453 bir insan meme kanseri hiicre dizisidir. 1976 yilinda 48 yasindaki bir
kadinin malign plevral eflizyonundan elde edilen MDA-MB-453 meme kanseri hiicre

dizisidir. Bu hiicre hatti molekiiler apokrin karsinom steroid reseptor profili sergiler;
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ERa negatif, PR negatif ve AR pozitif 6zellik gdsterir. Hiicre hattinin temel 6zelligi,
androjenlere yanit olarak artan proliferasyon, flutamid gibi anti-androjenler tarafindan
bloke edilebilmesidir. Memenin invaziv apokrin karsinomlarinin énemli bir kismini

karakterize etme egilimindedir (27).

2.3.1. Meme Kanseri Siniflandirilmasi

Meme kanseri, meme dokusundan baglayan kanser tiiriidiir ve ¢esitli tiirleri vardir.
Meme dokusundaki epitel hiicrelerden (karsinom), salgi bezlerinden (adenokarsinom)
veya nadirde olsa memedeki bag dokusu, kas ya da yag dokusundan (sarkom)
kaynaklanabilmektedir (28).

1.Histopatolojik Simiflandirma: Meme kanserimde prognozun belirlenmesi ve tedavi

stratejisinin saptanmasi i¢in timoriin derecesi, boyutu, lenf nodiillerinin durumu,
hormon reseptorleri ve HER2 durumu gibi bir¢ok klinikopatolojik degisken dikkate
alimmaktadir (29).

1.1.Duktal Karsinom In Situ (DCIS): DCIS, kanser tedavisi sadece meme kanallarinda
yer alan bir asamadir ve ¢evre dokulara invazif olmayan bir meme kanseri tiiriidiir.
DCIS invaziv meme kanserinin onciisii oldugu diistiniilmektedir. Bu asamada kanser
dokusunun biitiinii i¢ine dagilmistir. Hastalarin yarisinda en 6nemlisi BRCA1 ve
BRCA2 mutasyonlarinda genetik bir yatkinli§i vardir. Duktal karsinoma in situ ele
gelen bir kitle olmadan ortaya ¢ikar ve tarama mamografileri yoluyla bulunmaktadir.
Mamografilerde kiimelenmis makrokalsifikasyonun goriilmesi DCIS i¢in yaygindir.
DCIS hastanin 6zel tanisi tercihlerine gore kisisellestirilmis cerrahi, radyasyon tedavisi

ve hormon tedavisinin bir kombinasyonunu igerir (30).

Sekil 1.5. invaziv duktal karsinom (x10) ile yiiksek dereceli duktal karsinom in situ (30).
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1.2.Invaziv Duktal Karsinom (IDC): Invaziv duktal karsinomlarin ¢ogu goz ile
(makroskobik olarak) goriilebilen, kirli beyaz renkte, sert kivamli tiimdral lezyonlardir.
Meme kanserinin en yaygin tiirlerinden biridir. Invaziv terim olarak meme dokusundan
Ozgiir bir sekilde ¢evre dokulara yayildigini ifade eder. Memenin cesitli yerlerinde
tespit edilebilir ve meme muayenesi ve goriintiileme testleri (mamografi, ultrason,
manyetik rezonans goriintiileme) ile teshis edilmektedir. Sert bir kitle seklinde meme
dokusunda belli olmaktadir. Tedavi segenekleri arasinda cerrahi miidahale, radyoterapi,
hormon tedavisi ve hedefe yonelik tedaviler bulunabilir. Erken tan1 ¢ok 6nemlidir ve

erken teshis edilen hastalarda prognozu genellikle daha iyidir (31).
NST (Ozel bir tiirii yok, scirrhous, simpleks) %80

Mediiller karsinom %4

Miisindz (kolloid) karsinom, %2

Papiller karsinom %2

Tiibiiler karsinom %2

Kribiriform karsinom

1.3.Invaziv Lobiiler Karsinom (ILC): Meme dokusunun icine yayilan ve kanser
hiicrelerinin lobiiller olarak bilinen meme bezlerinin i¢ine yayillim gosteren meme
kanseri tiiriidiir. [lk kez 1941 yilinda Foot ve Stewart tarafindan tanimlanmistir. Ayri
bir kitle olusturmak yerine meme dokusunda kalinlagsma seklinde goriinmektedir. Diger
kanser tiirleriyle benzer oldugundan dolay1 teshisi zor olabilmektedir (32). Memenin
diger yerlerine yayilim gosterdigi icin agresif kanser tiirii olarak kabul edilir. Meme
kanseri teshisi konulduktan sonra patologlar tarafindan kanser hiicrelerinin doku
orneginin incelenmesi sonucu teshis edilmektedir. Genellikle cerrahi, radyasyon
terapisi, kemoterapi veya hormon tedavisi ile tedavi edilmektedir. Tedavisi, kanserin
evresine, boyutuna ya da diger faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Invaziv duktal karsinomdan sonra en sik goriilen ikinci histolojik tiiriidiir ve tiim meme

kanserlerinin %5-15’ini olusturmaktadir (33).
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Bazal membran Normal epitel hiicreleri Kanser hiicreleri

&
in situ kanser Invaziv kanser
Bazal membrani agsmamis Bazal membrani delip gegmis

Sekil 1.6. in situ ve invaziv meme kanseri (34).

2.Hormon Reseptér Durumu: Meme kanserli hiicrelerin dstrojen reseptorleri (ER) veya

progesteron reseptorleri (PR) tasiyip tasimadigini belirlemek i¢in yapilan bir tibbi test
sonucu olarak onem tasimaktadir. Hormon reseptorleri pozitif veya negatif olarak

smiflandirilir (35).
Ostrojen Reseptor Pozitif (ER"): Kanser hiicreleri dstrojen hormonu alabilir.
Progesteron Reseptorii Pozitif (PR"): Kanser hiicreleri progesteron hormonu alabilir.

HER 2 Pozitif: Kanser hiicreleri HER2 (Insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii 2)

adi verilen bir proteini fazla iiretir.

Triple Negatif: Kanser hiicreleri NE (ER’, PR, HER2") olarak simiflandirilir ve bu

reseptorlere tepki vermez (36).

3.Evreleme: Bu evrede kanserin ne kadar biiyiikk oldugu, lenf diigiimlerine yayilip
yayilmadigmi ve uzak organlara metastaz yapip yapmadigi belirlenir. Evreleme

genellikle I’den I'V’e kadar siralanir.

4.Genetik Smiflandirma: Bazi meme kanserleri genetik smiflandirma olarak

siniflandirilir. Ozellikle BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlart meme kanseri riskini

artirabilir.
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2.3.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, 2020 yilinda diinya ¢apinda 2,3 milyon yeni teshis konulmus ve
685.000 o6liim yasanmustir. (23). Egitim, ekonomik durum, yas, beslenme, yagsam tarzi,
cevre kosullar1 ve diger kiiltiirel uygulamalardaki farkliliklar diinya genelinde meme
kanserine neden olmaktadir. Yapilan arastirmalara gore her 4 kadindan biri meme
kanserine, 8 kadindan biri de meme kanseri hastaligt nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Ileri yastaki kadinlarda goriilme olasiligi daha yiiksek olan meme

kanseri 2018 yilinda menopoz Oncesi ve menopoz sonrast 1.4 milyon vaka tespit

edilmistir (37).

Akciger
1796 144 (18%)

Diger Kanserler
3 557 464 (35.7%)

Kolorektum
935 173 (9.4%)

Prostat Karaciger

375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pankre Mide
466 003 (4 7%) 768 793 (7.7%)

Meme
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Sekil 1.7. Kanser insidans1 ve mortalitesi farkli kanser tiirleri arasinda dagilim (23).

Meme (160)

Serviks (23)

Tiroid (1) I Uygulanamaz
| Karaciger (1) Veri yok

Sekil 1.8. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri cografi dagilimi (38).
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Kadin cinsiyeti en giiclii meme kanseri risk faktoriidiir. Meme kanserlerinin yaklasik
%0,5-1’1 erkeklerde goriilmektedir. Meme kanseri tedavisi kadinlarda oldugu gibi
erkeklerde de aymi sekli uygulanmaktadir. Diinyanin her iilkesinde ergenlikten sonra
her yasta goriilebilmektedir ve ilerleyen zamanlarda bu oran giderek artmaktadir (23).
Kiiresellesme ve biiyiiyen ekonomi nedeniyle, yiiksek gelirli lilkelerde meme kanseri

vakalarmin diistik gelirli iilkelere gore daha sik goriildiigii belirlenmistir.

Tiirkiye’de meme kanseri vaka sayis1 bakimindan diinyada ikinci sirada yer almaktadir.
Ancak tilkemizde kadinlar arasinda en sik goriilen (46,6 / 1000.000) kanser tiirtidiir.
Bununla birlikte iilkemizde 2020 yilinda 11 binden fazla insanin meme kanseri
nedeniyle hayatini kaybettigi goriilmektedir (38). Yapilan bir ¢aligmada Tiirkiye’de
bat1 bolgesinin dogu bolgesine kiyasla 2 kat fazla meme kanseri tanis1 konuldugu tespit
edilmistir. Bu durumun nedeni, her iki bolgedeki kadinlarin eslenme ve yasam tarzi

farkliliklari, emzirme siirelerinin farkli olmasindan kaynaklandig belirtilmistir (39).

Amerikan Kanser Dernegi’ne gore, 2040 yilina kadar kanser vakalarinin 28,4 milyon
olacagi diisliniilmektedir. Bu varsayim 2020 kanser yiikii ile karsilastirildiginda
yaklagik olarak %47 bir artis olacagini gostermektedir. Ulusal Kanser Kayit Programi
2018 kayitlarina gore Hindistan’da meme kanseri rahim agzi kanserini gectigi ve
yaklasik 1.62.468 yeni meme kanseri vakasi tespit edilmistir. Bati diinyasina kiyasla
Hindistan’da meme kanseri genellikle gen¢ niifusta daha sik goriildiigii belirlenmistir
(37).

2.4 Rahim Agz1 Kanseri

Diinya capinda kadinlarda en ¢ok goriilen ve dordiincii sirada yer alan rahim agzi
kanseri, 2020 yilinda 604.000 yeni vaka gOriilmiistiir. Rahim agz1 kanserinden
kaynaklanan yaklasik %90’1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde meydana gelen 342.000
0lim meydana gelmistir. Kanserin ana nedeni insan papilloma virtisii (HPV)’diir. HPV
ireme sisteminde goriilen viral enfeksiyondur ve neredeyse tiim rahim agzi kanseri
vakalart HPV enfeksiyonuna baglanmaktadir. HPV enfeksiyonlarinin ¢ogu kendi
kendine diizelebilmektedir. Ancak HPV enfeksiyonunun kronik hale gelmesi ve kanser
oncesi lezyonlarin invaziv rahim agzi kanserine ilerleme riski vardir. Normal
bagisiklig1r olan bir kadinda kanserin goriilmesi 15 ya da 20 yili alirken, tedavi

edilmemis HIV enfeksiyonu olan kadinlarda 5 ila 10 yilda gorildigii bulunmustur (40).
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E6 ve E7 HPV viral onkojenleri, HPV ile indiiklenen rahim agz1 kanserinin olusmasina
yardimci olmaktadir. Enfekte olmus kadinlarda, viral DNA konak¢1 hiicrenin
genomuyla birlesir ve lezyon olusumuna neden olur ve kanser olusumu baslar. Ayni

zamanda E6 ve E7 proteinleri p53 etkisini de inhibe ederek hiicre apoptozuna engel

olur. (41).
Degradation Apoptosis
Inhibitor

s | E6 oncoproteins bind to cellular tumor-
e suppressor protein p53
% T —<
HPV
DNA damage E7 proteins binds to pRb protein
v Replication cell .
pRb B cnzyme gene * | proliferation

over-expression

Sekil 1.9. HPV viriis genleri olan E6 ve E7’nin rahim agz1 kanserindeki etkisi (42).

HPV enfeksiyonu disinda gen mutasyonlari, sigara kullanimi, yiikksek dogum sayisi,
stirekli hormonal kontraseptif kullanimi, ko- enfeksiyon, katran bazli vajinal hijyenik
tirtinler, biyokiitle yakan sobalardan solunan duman gibi diger faktdrlerde rahim agzi
kanserinin olugsmasina neden olmaktadir. Bunlarin disinda Chalamydia trachomatis ve
Herpes simpleks viriisii tip-2 ile birlikte enfeksiyonun, bagisiklik sisteminin
baskilanmasimin ve beslenme zorluklarinin da rahim agzi kanserine neden oldugu

bulunmustur (43).
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Sexual and Reproductive factors
Early childburth
Multiple Sexual Partners

Multiple burths
HPV infection Unprotected sex
Oral contraceptive pills
Infection with high nsk HPV types. '
] Early Marriage
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90% spontaneous 10% CIN
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Cervical Smoking
cancer Risk Obesity

factors Compromised immune

80%

spontaneous

20% Cancer

clearance
svstem

fr—
Screening (No Sclccnugg_]

|

Early treatment,
good prognosis

Poor

OLNosIs

Genetic factors

Family history
Genetic polymorphisms
Alternative splicing
Micro-RNAs
TLRA signaling

Sekil 1.10. Rahim agzi1 kanserine neden olan risk faktorleri (43).

Rahim agzi kanseri, en yaygin malign tiimorlerden biridir. Hastalarin %13’{line ileri
evrede tan1 konulmaktadir. Metastatik rahim agzi kanseri genellikle Oliim ile
sonuglanmaktadir. Metastatik rahim agz1 kanserinde sagkalim %16,5 iken lokalize
rahim agz1 kanserinde bu oran %91,5’tir. Metastatik rahim agz1 kanserinin tedavisi ve
hayatta kalma oranlarina gore iki tip metastaz oldugu bulunmustur. Bunlar hematojen
metastaz ve lenfatik metastaz. Hematojen metastazi olan hastalarda 6liim riski yiiksek
iken lenfatik metastaz hastasi olanlarda bu oran daha distiktiir. Hastasinda pelvik
organlariin disindaki etkilenen bolgelerin tiimii herhangi bir lenf nodu ise metastazin
tiri lenfatik metastazdir. Hematojen metastaz ise nadir goriilmektedir. En sik
akcigerleri, kemigi, karacigeri, beyni ve diger bolgelere yayilim gdstermektedir. Floro-
2- deoksi- D- glikoz pozitron emisyon tomografisi (FDG-PET) ve PET bilgisayarl

tomografi metastazlarin tanisi i¢in kullanilan iki yontemdir (44).

Rahim agz1 kanseri erken asamalarda genellikle belirti vermemektedir. Ilerleyen
siireclerde vajinal kanama, pelvik agri, vajinal akinti veya bagirsak aliskanliklarinda
goriilen degisikliklerle de ortaya g¢ikmaktadir. En sik goriilen semptom vajinal
kanamadir. Bu kanama, adet donemi disinda veya menopoz donemlerinde meydana
gelmektedir. Rahim agzi kanseri ilerlediginde, pelvik bolgede agriya yol agabilir. Bu
agrinin artmasi biiyiik bir risk faktoriidiir. Bunun disinda vajinal akintida kanls, irinli ya

da 6zel koku gibi degisikliklere neden olmaktadir (42).
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Rahim agz1 kanseri tanisi i¢in Pap smear testi kullanilmaktadir. 1950 yilindan itibaren
Amerika Birlesik Devletleri olmak iizere gelismis tilkelerde Pap smear ile onemli
Olclide azalma goriilmektedir. Geleneksel Pap smear testini sitolojik oda kosullari,
profesyonel teknisyenler, Ornekleme ydntemi, boyama becerileri gibi faktorler
dogrulugunu etkilemektedir. Pap testi rahim agzindaki anormal olusumlarin tespit
edilmesine yardimci olur. Kanserin varligiin kesin olarak onaylanmasi i¢in rahim agzi
biyopsisi alinir. Tespit edilmesinden sonra tedavisinde rahim agzi kanserinin evresine,
olgunlagsmasina, genel saglik bakimima ve diger faktorlere bakilir. Tedavi genellikle

cerrahi miidahale ile baglar ve radyoterapi eklenir (45).

Sekil 1.11. Rahim ve rahim agzinin sematik gosterimi (46).

Hela Hiicre Hatti: Hela hiicre dizisi, Henrietta Lacks adli bir rahim agz1 kanseri
hastasinin tiimériinden elde edilen ilk insan hiicre hattidir. Henrietta Lacks 1951'de
kanserden 6lmesine ragmen, HeLa hiicre hatti kiiltiirde siirekli olarak c¢ogaltilmis ve
biyomedikal arastirmalarda en yaygin kullanilan insan hiicre dizilerinden biri haline

gelmistir (47).

Bu hiicreler, diger kanser hiicrelerine kiyasla bile anormal derecede hizli ¢ogalirlar.
Diger bir¢ok kanser hiicresi gibi, HelLa hiicreleri de telomeraz enziminin aktif bir
versiyonuna sahiptir. Telomerler siirekli kopyalanmaktadir ve bu yaslanmaya ve hiicre
6liimiine neden olan telomerlerin giderek kisalmasini onler. Boylelikle sinirsiz hiicre
boliinmesi ve Oliimsiizliige sahip bir hiicre hatti meydana gelir. HeLa hiicreleri
karyotipik olarak yiiksek derecede anormal (4n = 82) ve sitolojik olarak farkli markor

kromozomlar1 tasir. Fenotipik olarak epitel goriinlimiindedirler. Hizla biiyiir ve temas
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inhibisyonu eksikligi gosterir. HeLa hiicreleri ¢ocuk felci asisinin gelistirilmesi, HPV
ve rahim agzi kanseri arasindaki iligkinin belirlenmesi, telomerazin rolii gibi bir¢cok

caligmaya konu olmustur. (48).

2.4.1. Rahim Agz1 Kanseri Epidemiyolojisi

Kadinlarda en ¢ok teshis edilen iki kanser tiirlinden birinci sirada meme kanseri iken
ikinci sirada rahim agzi1 kanseri goriilmektedir. 36 iilkede rahim agzi kanseri 6liimlerin
basinda gelmektedir (49). Tiirkiye’de rahim agzi kanseri, kanserler arasinda dokuzuncu
sirada yer almaktadir. Jinekolojik kanserler arasinda ise ii¢lincli siradadir. HPV asisi
Tiirkiye’de ulusal as1 takviminde olmamakla birlikte bu as1 iicretli ve istege baglh
olarak yapilmaktadir. Tarama 30 yasinda baslar ve 65 yasa kadar 5 yilda bir
yapilmaktadir. Tiirkiye’de Pap testi ile ilgili bilgi sahibi insanlarin orani maalesef ki
diisiiktiir. Pap testinin yapilma oran1 %27’dir (50). Tiirkiye’de liniversite 6grencilerine
yapilan bir calismada, HPV ile ilgili bilgi diizeylerinin diisiik oldugu belirlenmistir.
Asilama oraninin %0.6 ile %1.5 oraninda degisiklik gosterdigi bulunmustur (51).

Incidence, females

-Nooau [ INu‘.nuuv'.u!m
Sekil 1.12. Kadinlar arasinda en yaygin kanser insidansi (38).

2020 yilinda, diinya capinda 604.000 yeni vaka ve 342.000 6liim ile kadinlarda en sik
teshis edilen kanserlerden biridir. Sahra alt1 Afrika, Melanezya, Giiney Amerika ve
Gilineydogu Asya’da rahim agz1 kanseri 6liimlerin basta geldigi iilkelerdir. En yiiksek
bolgesel insidans ve mortalite Sahra alt1 Afrika’dadir. HPV asis1 ve tarama programlari
ile rahim agz1 kanserinin neredeyse tamaminin 6nlenebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak
diisiik gelirli tilkelerde HPV agis1 ve taramast %30°dan azi, yiiksek gelirli iilkelerde de

%80’den az1 uygulanmaktadir (49). Rahim agzi kanseri taramasmin 25 yasindan
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itibaren baslanmasi ve 65 yasina kadar her 5 yilda bir kez yapilmasi onerilmektedir

(52).

Cervix uteri

Malawi
Eastern Africa b---t----

{ Malawi
Southern Africa
Middle Africa
Melanesia

Western Africa
South-Eastern Asia
South America

South Central Asia
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Central America
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Northern Europe
Southern Europe
Western Europe
Northern Africa
Northern America
Australia/New Zealand

Western Asia

60 40 20 0 20 40 60
Age-standardized (W) rate per 100,000

incidence NG Viortality

Sekil 1.13. 2020 rahim agz1 kanseri i¢in bolgeye gore 6zel insidans ve yasa standardize edilmis
6liim oranlari (38).

Cin’de yapilan bir ¢alismada, Cin’in 7 cografi bolgesinden belirli hastanelerden rahim
agz1 kanseri ve kanser oncesi HPV genotiplime caligmasi gerceklestirilmistir. Bu
calisma sonucunda rahim agz1 kanserinde en baskin ve en kansorejen HPV tiirlerinin

HPV 16 ve HPV 18 oldugu belirlenmistir (53).

2.5. Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Kanser tedavisinde kullanilan pek ¢ok tedavi bulunmaktadir. Kanserin tiirline ve
bulundugu yere gore tedavi secenekleri degisiklik gostermektedir. Bu nedenle kanser
tiirleri arasinda bazi hastalara tek bir tedavi uygulanirken, bazi hastalarda ise birden
fazla tedavi secenegi kullanilmaktadir. En sik kullanilan yontemler arasinda
kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemleri kullanilirken hormon terapisi ve biyolojik
yontemler de kullanilmaktadir. Her yontemin kendine 06zgii avantajlari ve

dezavantajlar1 olmasi kisiye 6zgii tedavilerin gelismesine neden olmustur.
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2.5.1. Kemoterapi

Kemoterapi, ila¢ kullanilarak kanser hiicrelerinin hedef almaksizin hizli boliinen tim
hiicreleri dldiiren bir tedavi yontemidir. Kemoterapi kelimesini Alman kimyager Paul
Ehrlich kullanmistir (54). Bu yontem tedavi sirasinda kanser hiicrelerinin yaninda
normal hiicrelere de zarar vermektedir. Kemoterapi, ilaglart viicudu dolasarak kanser
hiicrelerini 6ldiirmeyi veya biiyiimeyi engellemeyi amaglar. Bunun yaninda da normal
hiicrelerde zarar gormektedir. Losemi ve lenfoma gibi kanser tiirlerinde etkili bir tedavi
oldugu kanitlanmistir (55). Kemoterapide kullanilan ilaglar, alkilleyici ajanlar,
kortikosteroidler, anti metabolitler, anti tiimor antibiyotikler, mitotik metabolitler ve
topoizomeraz inhibitorleridir (56). Bu ilaglar hizla boliinen hiicreleri hedef alir ve
kanser hiicrelerinin DNA replikasyonunu veya hiicre boliinmesini engeller. Klinikte
kullanilan ilaglarin ¢esitli olmasi, ¢ok farkli etki mekanizmalarina sahip olmasi, farkli

siniflara ayrilmasi karmasikliga neden olabilmektedir.

AlKilleyici ajanlar, genellikle protein iiretimini baskilayan ajanlardir. Kararsiz bir alkil

grubu olan R-CH2" proteinler ve niikleik asitler iizerindeki niikleofilik merkezlerle
reaksiyona girer. Bu nedenle alkilleyici ajanlar R-CH2"’y1 vererek DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe eder. Bu ajanlar akciger, meme,

yumurtalik, 16semi, multipl miyelom gibi bir¢ok kanser tiiriinde kullanilmaktadir (54).

Kortikosteroidler, enfleamasyonu azaltir ve bagisiklik sistemini baskilar.

Anti _metabolitler, insan viicudunda sinyal iletimi, enzimleri baskilayarak DNA

replikasyonunu inhibe eder. Kii¢iik molekiillerin baskilanmasini saglayan 6zel kimyasal

maddelerdir. Bu maddeler hiicreyi apoptoza gonderir.

Antitiimor antibivotikler, kanserli hiicrelerin DNA ve RNA sentezini baskilar ve

hiicrenin biiylimesini yavaslatir.

Mikrotiibiiller, hiicrenin seklinin olusmasini saglayan proteinlerdir. Bu proteinler

diizgiin bir sekilde biliyiimez ve hiicre hasar goriir.

Topoizomeraz inhibitérleri, DNA’nin transkripsiyonunu engellerler ve hiicrenin

apoptoza gitmesine neden olurlar (56).
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Sekil 1.14. Cesitli kanser tiirlerinde kemoterapi sonucunda verilen klinik yanitlar (56).

Kanserin evresine, hastanin saglik durumuna ve kanserin tiiriine gore hangi ilaclarin
kullanilacag degismektedir. Kemoterapi sirasinda saglikli hiicrelerin zarar goérmesi ile
birgok yan etki olusur. Yan etkileri genellikle kemoterapik ajanlarla iligkilidir.
Kemoterapi ilaglarinin ¢ogu hizla ¢ogalan hiicrelerde aktivite gosterir. Bu nedenle
kemik iligi, gastrointestinal sistem, sa¢ folikiilleri gibi hizla ¢ogalan hiicreleri etkileme
egilimdedir (54). Yan etkiler hastadan hastaya degisebilir ve tedavide kullanilan ilaglara
gore farklilik gosterir. Mide bulantisi, kusma, sa¢ dokiilmesi, halsizlik, enfeksiyon

riskinin artmasi, cilt sorunlari, agiz yaralart gibi bir¢ok yan etki goriiliir.

Lokal ve sistemik bir hastalik olan meme kanserinde sistemik kontrolii saglamak i¢in
kemoterapi kullanilmaktadir. Luminal B grubunda olan hastalarda hormonoterapi
tedavisiyle birlikte kemoterapi de kullanilmaktadir. Genellikle kanserin daha fazla
yayilmasin1 engellemek i¢in ya da tamamen ortadan kaldirmak i¢in cerrahi tedavi
Oncesi veya sonrasinda kemoterapi uygulanmaktadir. Son zamanlarda kanserin hizla
mutasyona ugramasi sonucunda giiniimiizde cerrahi, kemoterapi veya radyoterapi
kombinasyonu seklinde kullanilmaya baslanmistir (58). Kemoterapi meme kanseri
tedavisinin bir bileseni olarak kullanilmaktadir. Genellikle doksorubisin, epirubisin,
daunorubisin, paklitaksel, sisplatin, 5-Fluorourasil gibi ilaglarin kombinasyonlari
kullanilir. Bu ilaclar meme kanseri hiicrelerini hedef alarak biiylimelerini yavaslatmay1
ve Oldliirmeyi amaglamaktadir. Meme kanseri eger metastaz yapmissa kemoterapi bu

metastazi kontrol altina almak igin kullanilir.

Rahim agz1 kanseri tedavisinde kemoterapinin yaninda genellikle cerrahi operasyon ve

radyoterapi kullanilmaktadir. Kemoterapinin rahim agzi kanserindeki amaci tlimoriin
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boyutunu kiigiiltmek ve radyoterapi veya cerrahi operasyon oncesi tiimoriin daha kolay
cikarilmasina yardimci olmaktir (59). Eger kanser rahim disindaki bolgelere yayilim
gostermisse kemoterapi ile metastaz kontrol altina alinmasina yardimci olmaktadir.
Cerrahi operasyon yapildiysa kanserin geri tekrarlamamasi i¢in kemoterapi tedavisi
kullanilmaktadir. Genellikle ilag kombinasyonlart yapilarak uygulanmaktadir.
Plantinyum bilesikleri, 5-Fluorourasil ve Paclitaxel gibi ilaglar rahim agzi1 kanseri

tedavisine 6rnek olarak verilebilir (44).

2.5.2. Radyoterapi

Radyoterapi veya radyasyon tedavisi, yiiksek enerjili X 1ginlarinin veya diger parcalarin
kullanilmasiyla kanser hiicrelerini yok etmeyi ve biiylimesini kontrol altina almayi
hedefleyen bir tedavi yontemidir. Viicudun sadece bir bolgesini hedef alarak
yapilabilecegi gibi, tiim viicudu hedef alan tedaviler de uygulanmaktadir (56). En
yaygin tiirli olan dis 1s1n radyasyon, viicudun disindaki bir makineden radyasyon
verilmesiyle olur. Kanser hiicrelerinin yakinina implantlar kullanilarak radyasyon
verilmesine dahili radyasyon terapisi veya brakiterapi denilmektedir (60). Hastanin
icine aplikatdr adi verilen cihazlar kullanilarak girip tiimorlii bolgeyi izole ederek
yapilan bir tekniktir. Rahim, prostat ve serviks kanserlerinin tedavisinde etkin sekilde

kullanilmaktadir (56).

Radyasyon tedavisi bir¢ok farkli kanser tiirlinde kullanilmaktadir. Kemoterapi ve
cerrahi gibi diger yontemlerle birlikte de kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemiyle
kanserli hiicrenin DNA’s1 zarar goriir ve bdylece hiicrelerin biiyiimesi durur ya da yok
olur. Kemoterapi tedavisi kanser hiicrelerinin yaninda saglikli hiicrelere zarar verirken,
radyasyon tedavisi genellikle lokal bir tedavi ile sadece kanserin bulundugu bdlgeyi
tedavi etmektedir. Tedavi sirasinda kanser hiicrelerinin yanindaki dokular hasar
gorebilmektedir ancak bu hasar tedavi bittikten sonra iyilesir. Radyasyon tedavisinde,
dis 151 radyasyon tedavisi 3 Boyutlu Konformal Radyoterapi (3D-CRT), Konformal
Proton Isin Radyasyon Terapi, Yogunluk Aracili Radyoterapi (IMRT), Goriintii
Rehberliginde Radyoterapi (IGRT) gibi farkli tiirleri vardir. Bu yontemlerin ortak
amaci, Oldiiriilmek istenen kanser hiicreleri tamamen 6ldiirmek ama bu sirada saglikl

hiicrelere zarar vermeden tedaviyi uygulamaktir (56).

3 Boyutlu Konformal Radyoterapi (3D-CRT), tedavi alanin1 daha hassas bir sekilde

belirlemek icin bilgisayarli tomografi taramalar1 gibi goriintiileme teknikleri
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kullanilmaktadir. Bu sayede kanserli bolgedeki tiimdrlerin sekline ve boyutlarina
bakilarak ¢evresindeki normal dokularin daha ayrintili bir sekilde goriintiilenmektedir.
Normal radyasyon tedavilerine gore daha hassas hedefleme sayesinde daha yiiksek
dozlarda radyasyon verilir ve bu sayede geleneksel radyoterapilere gore daha kisa

surmektedir.

Yogunluk Aracili Radyoterapi (IMRT), bas boyun, beyin, prostat ve meme

kanserlerinde kullanilan radyasyon tedavisinin daha da gelistirilmis bir yontemidir.
IMRT, radyasyon 1sinlarinin yogunlugunu farkli agilardan ve yogunluklarda ayarlamak
icin bilgisayar kontrolii 6zel cihazlar kullanilir. Bu kanser hiicrelerine daha yiiksek

dozda radyasyon verilmesini saglar, sagliklt dokularin korunmasina yardimeci olur.

Konformal Proton Isin Radyasyon Terapi, kanser radyasyon tedavisi i¢in protonlarin

kullanilarak kanser hiicrelerini hedefleyen gelismis bir diger tedavi yontemidir.
Protonlar fotonlara kiyasla daha fazla enerji tasir ve daha derin dokulara yayilim
gosterir. Kanserli hiicrenin sekline ve boyutuna gore radyasyon dozunu ayarlanabilir.
Bu yontem kanser hiicrelerini hassas bir sekilde hedeflemenin ve normal dokulari

korumanin bir yolunu saglar.

Goriintii Rehberliginde Radyoterapi (IGRT), kanser radyasyon tedavisinin bir tiirtdiir.

Bu yontemde radyasyon uygulamasi gergek zamanli olarak hastanin goriintiilenmesi ile
es zamanl ilerler. Bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goriintiileme, pozitron
emisyon tomografi ve ultrason gibi teknolojiler ile hastanin tedavi sirasinda ve
oncesinde goriintiilenmesi saglanir. Bu sayede kanser hedefinin anlik konumu ve
hareketi izlenir. IGRT, kanser tedavisinin etkinligini artirabilir ve normal dokulara

zarar verme riskini minimuma indirir (109).

Radyasyon tedavisinin bir diger tiirii olan brakiterapi kalic1 implantlar ve gecici dahili
radyasyon tedavisi olarak ikiye ayrilmaktadir. Kalici implantlar, radyoaktif madde
iceren minik ¢elik tohumlardir. Kapsiiller piring tanesi biiyiikliigiindedir. Radyasyon
tedavisinde radyasyonu implant alanina ve g¢evresine iletir. Bu sirada hastanin
viicuduna da radyasyon girebilmektedir. Bir diger tiir olan gecici dahili radyasyon
tedavisinde ise igne ile kateter adi verilen bir tiip ve 0Ozel aplikatdr aracilifiyla
verilmektedir. Radyasyon viicutta birka¢ dakika herhangi bir yerde kalabilir. Bu siire
hastanin durumuna gore uzayabilmektedir. Bu nedenle diger insanlarin radyasyona

maruz kalmamasi i¢in hastalar 6zel odalarda kalirlar (61).
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Meme kanserinde radyasyon tedavisi meme koruyucu cerrahi sonrasi, kanser
hiicrelerinin geri donme riskini azaltmak i¢in, biiyiikk boyutlu timdr hiicrelerinin
tedavisinde, lenf diiglimlerine yayilmis kanser hiicrelerini hedeflemede, metastatik
meme kanseri hiicrelerini kontrol altina almak ve semptomlar1 hafifletmek amaciyla
kullanilmaktadir. Tedavi sonrasinda hastalarin diizenli olarak takip edilmesi
gerekmektedir. Tedavi secenekleri hastanin kanserinin tiiriine, evresine ve kisisel saglik

durumuna bagli olarak belirlenmektedir (62).

Rahim agz1 kanserinde radyasyon tedavisi, kanserli hiicreleri hedefleyerek
bliylimelerini kontrol altina almak amaciyla uygulanmaktadir. Tedavi segenekleri
hastanin kanserinin evresine, tiirline ve kisisel saglik durumuna gore degisiklik
gostermektedir. Genellikle cerrahi operasyonun miimkiin olmadigi durumlarda
kullanilmaktadir. Bilgisayarli tomografi taramalar1 ve diger goriintiileme teknikleri
kullanilarak kanser hiicrelerini hedeflerinin ve ¢evresindeki normal dokularin hassas

haritalar1 olusturulur (63).

2.5.3. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi, kanserli hiicrenin ¢ikarilmasi, biyopsi yapilmasi veya kanserli dokunun
azaltilmasi i¢in ameliyatla yapilan tedavi yontemidir. Tek basina uygulanan bir yontem
olmasinin yaninda radyoterapi veya kemoterapi ile birlikte de kullanilmaktadir.
Gelismis kanserleri engellemek amaciyla dokudan bir parga alinip (biyopsi) tani
konulur. Cerrahi tedavi metastaz yapmamis kanserli dokularin viicuttan ¢ikarilmasinda
siklikla kullanilmaktadir. Eger cerrahi tedavi ile diger bolgelere hasar verilecegi
diistintiliiyorsa oncelikle kitlenin bir parcasi alinir, daha sonra kemoterapi veya
radyoterapi ile kitlenin kiigiiltiilmesi tercih edilir (56). Bir¢ok kanser tiirli cerrahi ile
tedavi edilmektedir. Cerrahi yalnizca tek bir yerde bulunan kati tiimorleri tedavi etmede
iyi sonug verir. Lokal bir tedavi olan cerrahi yontem, viicudun sadece kanserli kismini
tedavi eder. Losemi ya da yayilmis kanserler i¢in uygun degildir. Cerrahi Oncesi
hastalarin fiziksel muayene, goriintilleme testleri, kan testleri ve biyopsi gibi
hazirliklarin yapilmasi gerekir. Bundan sonra cerrahi stratejisi belirlenir. Bircok cerrahi
tedavi yontemi vardir. Bu tiirler ameliyatin amacina, viicudun ameliyat gerektiren
kismina, ¢ikarilacak doku miktarina, hastanin saglik durumuna ve tercihine bagl olarak

degisiklik gosterir (106).
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Lenf nodu cikarilmasi: Bazi kanserler diger dokularin lenf nodullarina metastaz yapma
egilimindedirler. Bu tedavide kanserli lenf nodullarinin ¢ikarilmasi diger dokulara
yayillmasini 6nlemek amaciyla kullanilir. Bu sayede kanserin yayilma riski azaltilmis
olur. Ornegin meme kanseri lenf nodullarina metastaz yapabilen bir kanser tiiriidiir. Bu

nedenle cerrahi miidahale ile lenf nodlar ¢ikarilir.

Tiimoriin _ ¢ikarilmasi  (Reseksiyon): Bu islemde kanserli tiimoriin tamaminin

cikarilmasi amaglanir. Bu tiir cerrahi tedavisinde tiimoriin evresi veya yerine bagl
olarak farkli adlar almaktadir. Ornegin, meme kanseri tedavisinde meme dokusunun
cikarilmast mastektomi, rahim agz1 kanseri tedavisinde rahmin ¢ikarilmasina

hysterektomi ad1 verilmektedir.

Debulking Cerrahisi: Kanserli tiimoriin tamamen ¢ikarilmast miimkiin olmadigi

durumlarda cerrahi tedavi ile tiimoriin boyutunun azaltilmasini amaglayan bir tiirdir.
Bu tedavi tiiriinde timoriin kiigiiltilmesi diger yontemlerin (kemoterapi veya
radyoterapi) daha iyi yanit vermesine yardimci olur. Ozellikle karaciger, bobrek ve

yumurtalik kanserleri gibi tiirlerde kullanilmaktadir.

Palyatif Cerrahi: Kanser bazi hastalarin yasam kalitesini ¢ok fazla etkilemektedir. Bu

nedenle palyatif cerrahi hastanin yasam kalitesini artirmak igin kullanilir. Bu tedavide
semptomlarin hafifletilmesi veya tiimoriin neden oldugu rahatsizliklarin azaltilmasi
amaciyla gergeklestirilir. Ornegin, timériin neden oldugu tikamklari agmak ya da

agriy1 hafifletmek icin tedavi edilir.

Rekonstriiktif Cerrahi: Bazi durumlarda, kanser cerrahisi sonucunda doku ve organlar

kaybedilmektedir. Bu kaybedilen doku veya organlarin onarilmasi ve yeniden inga
edilmesi i¢in rekonstriiktif cerrahi kullanilmaktadir. Meme rekonstriiksiyonu, yiiz

rekonstriiksiyonu buna 6rnek olarak verilebilir (64).

2.5.4. Hormonal Tedaviler

Hormonlar viicutta dogal olarak iiretilen proteinler ve ihtiyaca gore disaridan verilen
kimyasal maddelerdir. Uretilen hormonlar daha sonra dolasima girip endokrin sinyaller
yoluyla doku ve organlarin davraniglarin1 kontrol ederler (56). Hormonlarin bir¢ok
kansere neden oldugu ve gelisiminde rol oynadig: bilinmektedir. Hormon tedavisi,
viicutta belirli hormonlar1 uzaklastiran, bloke eden ve ekleyen bir kanser tedavi tiirtidiir,

meme ve prostat kanseri i¢in son derece etkili bir tedavidir. Diger kanser tilirleri de
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diisiik diizeyde hormon duyarliligi gostermektedir. Hormon tedavisine anti- hormonal

tedavi veya endokrin tedavi de denilmektedir (65).

Baz1 kanserler biiyiimek ve gelismek i¢in hormonlar1 kullanirlar. Bu, kanserin hormona
duyarli veya hormona bagli oldugu anlamina gelmektedir. Hormon tedavisinde kanserli
hiicrelerin biiylimesini durdurmak ve yavaslatmak i¢in viicuttaki hormon miktarin
azaltmak ya da yok etmek i¢in ilaglar kullanilir. Genellikle meme, prostat, yumurtalik
ve rahim kanserleri i¢in kullanilmaktadir. Bazi1 kanser tiirlerinde kanser hiicreleri,
bliylimelerini ve yayilmalarini kontrol eden hormonlara yanit verir. Meme kanseri
hiicreleri Ostrojen ve progesteron gibi hormonlara yanit veren hormon reseptorleri
icerebilir. Ayn1 sekilde prostat kanseri hiicreleri de testosteron ve diger androjen
hormonlarina yanit verebilir. Hormon reseptorii pozitif kanserler, bu hormonlarin

kanser hiicrelerini tesvik ettigi tiirlerdir (66).

Ostrojen, menopoz dncesi kadinlarda parafolikiiler yumurtaliklarda ve menopoz sonrasi
kadinlarda adrenallerde meydana gelen bir dizi reaksiyonun ardindan kolesterolden
sentezlenir. Menopoz 6ncesi kadinlarda ostrojen iiretimi dongiiseldir. Menopoz sonrasi
kadinlarda Ostrojen sentezinin ana yeri yag dokusudur ve sentez dongiisel kontrol
altinda degildir. Bu yilizden gevresel ve genetik faktorlere bagli olarak degismektedir.
Meme kanserinde menopoz oncesi kadinlarin %50°sinde ve menopoz sonrasi kadinlarin
da %80’ininde hormon reseptdrii pozitiftir. Immiinohistokimyasal ydntemlerle Ostrojen
(ER) ve progesteron (PR) ekspresyon seviyelerinin pozitiflik derecesi rutin olarak
Olciiliir. Hormon reseptorii pozitif olmasi durumunda ve insan epidermal biiyiime
faktorli reseptorii 2 (HER-2)’nin asir1 eksprese edilmesi halinde tek basina hormon
tedavisinin yetmeyecegi diistiniilmektedir (65). Tamoksifen, meme kanseri igin en
yaygin kullanilan hormon tedavi ilaglarindan biridir. Ostrojen reseptdrlerini bloke

ederek calisir.

Androjen, erkeklerde %90°1 testisin Leydig hiicreleri tarafindan {iretilen testosterondur.
Androjen hormonlarin prostat kanseri hiicrelerinin  biiylimesini tesvik ettigi
bilinmektedir. Hormon tedavisinde bu hormonlarin iiretimini azaltmak veya etkini yok
etmek i¢in kullanilir. Prostat kanseri i¢in kullanilan Dietilstilbestrol, tek bir ajan olarak

testosteronun hizli bir sekilde azaltilmasini saglar. (65).
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2.5.5. Immiinoterapi

1891 yilinda imnniinoterapinin babasi olarak kabul edilen Dr. William Coley, 18
yasindaki bir hastanin 6liimiinden sonra canli ve inaktif Streptococcus pyogenes ve
Serratia marcescens karigimlarinin tiimoriin gerilemesine neden olabilecegini fark
etmigtir (67). Bu strateji kanserin bagisiklik sisteminden yararlanilarak tedavi

edilmesine ve yeni stratejilerin ¢ikmasina oncii olmustur.

Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin hastaliklar1 énlemek ve bunlarla miicadele etme
yetenegini artiran ve yeniden olusturan materyallerin kullanildig1 bir tedavi yontemidir.
Kanser tedavisinde sitokinler, antikorlar ve hiicreler siklikla kullanilmaktadir. Bu tedavi
yonteminde amacg, bagisiklik sistemini kullanarak kanser hiicrelerini ortadan
kaldirmaktir. Viicudun kendi bagisiklik sistemi hiicreleri kanser hiicrelerini ortadan
kaldirabilecegi gibi bu, sentetik uyaricilar ile de yapilabilmektedir. (56). Dogustan
gelen bagisikligin aksine, adaptif bagisiklik sistemi spesifik olarak dis antijenleri
hedefleme yetenegine sahiptir ve bu Ozellik, kanser hiicrelerine karst bagisiklik
tepkisinin etkinliginde 6nemli rol oynar. Bu nedenle asilar, monoklonal antikorlar ve
kontrol noktasi inhibitorleri gibi ¢esitli immiin tedavi yontemleri gelistirilmistir.
Immiinotrapiler aktif immiinoterapi ve pasif immiinoterapiler olmak iizere ikiye
ayrilirlar. Aktif immiinoterapi, bagisiklik tepkisinin kalici ve dogrudan uyarilmasini
saglarken, pasif immiinoterapi spesifik olmasina ragmen genellikle kisa omiirliidiir

(68).

Antikor tedavilerinde, genellikle monoklonal antikorlar, konjuge monoklonal
antikorlar, ¢iplak monoklonal antikorlar ve bispesifik monoklonal antikor ajanlar
kullanilmaktadir. Antikorlar viicuda giren yabanci maddelere karst B hiicreleri
tarafindan salgilanan immiinoglobulinlerdir. Her B hiicresi 6zel bir antikor iiretir ancak
bu kanser hiicrelerini yok etmek icim yeterli degildir. Bu nedenle monoklonal
antikorlar tretilir. Hodking lenfoma, akciger, kolorektal ve meme kanseri gibi bir¢cok

kanser tiirii i¢in monoklonal antikorlar iiretilmistir (68).

Asilar, geleneksel asilara benzerlik gosterir. Tek farki kanser asilar1 kanser hiicrelerini
hedeflemektedir. Kanser asilari, immiin sistemi B veya T hiicrelerini uyararak hastaligi
engellemeyi hedeflemektedir. Buna en iyi 6rnek rahim agzi kanserine neden olan HPV

ve HBV gibi viriislere karsi tiretilen asilardir (56).
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Sitokin tedavileri, bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan tiimor olusumu gibi hiicresel
streslere yanit olarak salgilanan sitokin adi verilen haberciler salar. Salinan sitokinler,
hizli bir sekilde yayilim gostererek hedef antijenlere karsi immiin yanit iiretirler.
Sitokin tedavisinin en tipik Ornegi interlokin 2’nin metastatik kanserli hastalarda

uygulanmasidir (67).

Kontrol noktas1 inhibitorleri, en ©Onemli immiinoterapi yontemlerinden biridir.
Bagisiklik kontrol noktalari, kanser hiicreleri tarafindan bagisiklik gozetiminden
kaginmak i¢in kullanilir. ICT’ler kanser hiicrelerinin ortak inhibitdr sinyal yollarini
kesintiye ugratir ve immiin aracili tiimor hiicrelerini ortadan kaldirmaya tesvik eder

(67).

2.6. Kannabinol

Kannabinol (CBN), 1800’lerin sonlarinda, kenevir bitki ekstraktindan izole edilen hafif
derecede psikoaktif bir kanabinoiddir. Yapisi 1930 yilinda Robert Chan tarafindan
aydinlatilmis ve kimyasal sentezi 1940°ta elde edilmistir. Kenevirden tiiretilen bireysel
bilesiklerin in vivo etkilerini belirlemeye yonelik ilk temel arastirma calismalarindan
bazilar1 yapilmistir (107). CBN, M. O. 750 yilina dayanan Xinjiang- Uygur &zerk
bolgesindeki (Cin) bir mezarda bulunan ve hala yiiksek diizeyde molekiil igeren, bitki
materyalinin kesfiyle tanimlanmistir. CBN, 19. yiizyilin sonlarinda esrardan izole
edilen ilk fitokanabinoid olarak kabul edilmistir ancak talihsiz kesfi nedeniyle yapisi ile
ilgili bazi sorunlar ¢ikmistir ve 1940’a kadar tam olarak ¢oziilememistir. 19. yiizyilin
sonunda CBN ve diger fitokanabinoidleri i¢eren yogun bir regine olan kahverengimsi

~ 9

ve kat1 bir formda olan “kirmiz1 yag1” tanimlamak i¢in kannabinol adin1 kullanilmigtir

(69).

Kanabinoidler, C. Sativa L. ‘nin glandiiler tiiyleri tarafindan tiretilen reginede meydana
gelen bir C21 bilesikleri grubudur. Esrarin bilinen 420’den fazla bileseni arasindan
60’tan fazlasi kimyasal olarak terpenofenollere ait olan kanabinoidlere aittir. Genellikle
tohumlart hari¢ bitkinin tiim kisimlarinda bulunurlar. Kanabinoidin ana bilesenleri,
kannabinol (CBN), kannabidiol (CBD), A9 tetrahidrokanabinol (THC), kannabigerol ve
kannabikromen (CBC)’dir. En 6nemli temsilcisi haliisinojenik 6zelliklere sahip olan
THC’dir. Ana kanabinoidler (THC, CBD, CBN ve CBC) genellikle C. sativanin her

iireme susunda veya kiiltivarinda tespit edilir (70). Kanabinoidlerin kanser hiicre gocii,

29



istilas1 ve metastazi lizerinde Onleyici etkisi oldugu bir¢cok calisma tarafindan
belirlenmistir. Ornegin yapilan bir calismada, kanabinoidlerin meme, akciger, mide,
melanom ve karaciger bir¢ok kanserde G1/S fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina
neden olan AKT/PKB sinyal yolunu baskilayarak proliferasyonu inhibe ettigi
bulunmustur (71).

OH
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Cannabinol

Sekil 1.15. Kannabinol’iin kimyasal yapisi.

Kannabinol, Cannas sativa L.’den tiiretilen bir¢ok fitokannabinoidden biridir. Cannas
sativa L. yiizyillardir ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bitki
tarafindan iretilen kanabinoidler genis biyoaktivite araliklari ile iyi bilinen 6zel bir
bilesik grubudur. Endokanabinoidler, sentetik olarak sentezlenmis kanabinoidler ve
ozellikle kenevir bitkisinden elde edilen kanabinoidleri ifade eden fitokanabinodiler
olmak tizere birka¢ tiirii vardir. Fitokanabinoidler kanabinoid reseptorlerini aktive
ederek hiicre tipine bagl olarak hiicre cogalmasini, farklilagmasini ve 6liimiinii modiile
ettigi belirlenmistir. Fitokannabinoidlerin yapisi, karakteristik hibrit dogasi nedeniyle
kolayca tanimlanabilmektedir. Fitokanabinoid bir¢ok bitki ve mantarda tanimlanmasina
ragmen CBN, C. sativa’daki fitokanabinoidlerden biridir ve sadece esrarda
tanimlanmistir. Bu nedenle diger kanabinoid ¢esitlerinden kokeni bakimindan farklilik
gosterir (69). Fitokanabinoidlerin, biyolojik yollarin modiilasyonu yoluyla genis bir
farmakolojik profil araligina sahip oldugu ve merkezi sinir sisteminde eksitotoksisite,

oksidatif stres ile miicadele i¢in umut verici ilag adaylari oldugu belirlenmistir (72).

Kannabinol, hem CB1 hem de CB2 reseptorlerinde diisiik afiniteli bir kismi antagonist
olarak islev goren kiigiik bir fitokannabinoiddir. CBN’nin endokannabinoid sistem
(ECS) ile etkilesimini CB1 ve CB2 reseptorlerinin aktiviteleri olusturur.
Endokanabinoid sistem (ECS), endokanabinoidlerin biyolojik etkilerini kanabinoid
reseptorlerine (CBR'ler), 6zellikle G'nin iiyeleri olan CBR1 (CBI1 olarak da bilinir) ve
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CBR2'ye (CB2 olarak da bilinir) baglanarak uyguladig1 karmasik bir sinyal yoludur. Bu
sistem endokanabinoidlerin reseptorlere baglanmasiyla aktivasyonunu gosterir.
Endokanabinoidler, stresin diizenlenmesi, agr1 algisi, istah kontrolii, karakteristik
fonksiyonu, uyku diizenlenmesi ve hafiza gibi kosullarinda rol oynamaktadir. Ek olarak
endokanabinoidler bagisiklik sisteminin  fonksiyonunun diizenlenmesinde ve
inflemasyonun kontroliinde merkezi rol oynamaktadir (71). Diger iki kanabinoid olan
fitokanabinoidler ve sentetik kanabinoidler endokanabinoidlere benzer yapilar
nedeniyle ECS sistemi aracilifiyla insan hiicrelerinin biyolojik fonksiyonunu
etkilemektedirler. Bugiine kadar 120’den fazla fitokanabinoid tanimlanmistir ve CBN
diger fitokanabinoidlere gore kiiciik bir kanabinoiddir ve THC (tetrahidrokannabinol)
ve CBD (kannabidiol) gibi daha iyi bilinen kannabinoidlerle karsilastirildiginda ¢ok

daha diisiik konsantrasyonlarda mevcut oldugu anlamina gelir (73).
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Sekil 1.16. Kenevir bitkisinde fitokanabinoidlerin (6rn. CBD, THC, CBN) yaratildigi
biyosentetik ve metabolik yollar

CBN

CBG-A'dan baslayarak, bazi fitokanabinoidlerin asidik formlari, enzimatik doniisiim
yoluyla iiretilir. Oradan, dekarboksilasyon (yanma veya 1s1 ile katalize edilen) kenevir
bitkisinde bulunan en iyi bilinen metabolitleri verir. CBN, dnceden var olan asidik bir
formdan ortaya ¢ikmamasi, bunun yerine THC'nin oksidasyonu yoluyla iiretilmesi
bakimindan benzersizdir. (74). Bu oksidasyon siireci, 1siya, oksijene ve/veya 1siga

maruz kalma yoluyla gerceklesir. Raporlar siirli olmakla birlikte, CBN-A, THC-A'nin
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hidrolizi yoluyla olustugu diisiiniilen kenevir bitkisinde de ¢ok diisiik seviyelerde

Olgtlmistiir (74).
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Sekil 1.17. Kanabinoidler ve reseptorleri. AEA—anandamid; 2-AG—2- arasidonoilgliserol;
THC—A9 - tetrahidrokanabinol; CBD—kannabidiol; CBN— kannabinol; CBDV—
kannabidivarin (75).

Kanabinoid reseptorleri CB1 ve CB2, GPR55 ve ayrica katyon kanali TRPV1 ve
niikleer reseptér PPAR sunulmaktadir (75). CBN, CB1 (Ki = 211,2 nM) ve CB2 (Ki =
126,4 nM) reseptorlerini aktive eder. CBN'nin merkezi ve periferik sinir sistemi
boyunca yer alan CB2 reseptorlerine esdeger veya daha yiiksek afinitesi vardir. CB2
reseptOrlerinin  viicuttaki bagisiklik hiicrelerinde bulundugu bilinmektedir. Bu
bagisiklik hiicrelerinin, bagisiklikla ilgili kimyasal sinyallerin (6rn. sitokinler) tiretimini
azalttig1 veya CBN tarafindan CB2 agonizminin bir sonucu olarak apoptoz gecirdigi
gosterilmistir. Hiicre kiiltirinde CBN, ozellikle antibiyotige direngli bakteri
orneklerinde antimikrobiyal etkiler gosterir. CBN'nin ayrica yiiksek konsantrasyonlarda
(>20nM) bir ANKTMI1 kanal agonisti olarak hareket ettigi bildirilmistir. Ek olarak,
CBN'nin CYPA1, CYP1A2 ve CYP1B1 enzimlerini inhibe edebildigi, TRPA1 katyon
kanallari1 duyarsizlagtirabildigi ve TRPMS katyon kanallarin1 bloke edebildigi de
gosterilmistir (75).
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Tablo 1.2. Kannabinol’iin varsayilan reseptor hedefleri ve terapotik 6zellikleri (74).

Bilesigin Adi Bilinen Reseptor Varsayillan  Terapotik
Hedefleri Ozellikleri
Kannabinol -CB1 ve CB2’de - Antimikrobiyal ve

agonist, CB2’de biraz
daha yiiksek afiniteye

dair bazi1 kanitlar vardir.

- TRPV1, TRPVZ2,
TRPV3, TRPV4 ve
TRPA1’de diisiik
afiniteli agonist ancak
TRPV4’i kolaylikla

duyarsizlastirir.

- TRPM&’de antagonist

antiinflematuar/
immiinosupresif etkileri

vardir.

- Okiiler hastalik ve
epidermolizis  biilloza
tedavisinde  potansiyel

etkileri mevcuttur.

- Bildirilen noroprotektif
etkileri (diger
kanabinoidlerle birlikte
uygulandiginda

sinerjistik) vardir.

- TRP kanal aktivitesi
yoluyla agri, kasint1 ve
iltihaplanma ile ilgili

bulgular vardir.

Kanabinoidler kanserin hemen hemen her 6zelligini hedef alabildigi bilinmektedir.

Proliferasyonu inhibe ederler, inflamasyonu azaltirlar, apoptozu uyarirlar ve timor

invazivligini, anjiyogenezi ve metastazi inhibe ederler (71). Kanabinoidlerin antitimor

Ozelliklerinin yan1 sira en 6nemli etkilerinden biri, tiimorleri ¢evreleyen doniismemis

normal hiicreleri etkileme olasiliklarinin daha diisiik olmasi ve hatta koruyucu

etkilerinin olabilmesidir. Ornegin kanabinoidler, normal astroglial ve oligodendroglial

hiicreleri CB1 reseptorleri yoluyla apoptozdan korurken glioma hiicrelerinde hiicre
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Oliimiine neden olabilir. Hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalar, kanabinoidlerin

belirli tiimor tiirlerine karsi koruyucu etkilerini gostermektedir (1).

Tumor- Sustained

promoting " proliferative
inflammation o 3 L . signaling
Inhibition of
inflammation via Cell cycle arrest
STATS, NFkB, IL-1 via p21, p27 1/ 2y = 2N
reduction o ‘Q)f" = I 2
b S ol : >
Activation of CB1/ Activation of autophagy
CB2, TRPV1, via AKT/PI3K and mTOR
PPRy inhibition

Inhibition of 1
Inhibition of e GPRS55 - Stimulation of Resisting
angiogenesis Increase of AEA necrosis by increased 4 cell deatt
via VEGF and Ca®* and production ceil deatn

HIF1a decrease of ROS
-
Inducing ‘
angiogenesis Inhibition of invasion and Activation of
: metastasis via decrease of apoptosis via

MMP2 and MMP9; e @ stimulation of pro-

ICAM-1 increase

1

Activating
invasion and
metastasis

apoptotic and
inhibition of anti-
apoptotic factors

Sekil 1.18. Kanabinoidlerin kanserin farkli 6zellikleri lizerindeki etkileri.

Kanabinoid 1 (CBI), kanabinoid 2 (CB2) ve gecici reseptdr potansiyel katyon kanali
1'in (TRPV1) aktivasyonu, anandamid (AEA) seviyelerinin yani sira G-protein bagl
reseptor 55'in (GPRS55) inhibisyonunu artirir ve kanser belirtileri agisindan timor

hiicreleri tizerinde farkli etki eder. (71).

2.6.1. Kannabinol’iin Biyolojik Aktiviteleri

CBN, kenevir bitkisinde dogal olarak olusan bir kanabinoiddir. Kannabinol ile ilgili

biyolojik aktiviteler, THC ve CBD gibi diger kanabinoidlerle karsilastirildiginda daha

az arastirilmistir.

2.6.1.1. Sedatif Ozellikleri: CBN’nin hafif sedatif etkileri oldugu 6ne siiriilmektedir.
Bazi arastirmalar CBN nin rahatlamay1 ve uyusuklugu artirabilecegi gosteriyor.
Ancak bu sedatif etkinin kapsamini ve mekanizmalarimi belirlemek i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir (69).

2.6.1.2. Anti-inflamatuar Ozellikleri: CBN, diger kanabinoidler gibi anti-inflamatuar
Ozelliklere sahiptir. Arastirmalar, iltihaplanma ile iligkili durumlarda faydal

olan iltihabin azaltilmasinda potansiyel olarak yardimci olabilecegini

diistindiirmektedir (69).
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2.6.1.3. Istah Uyarimi: CBN’nin esrarda bulunan diger kanabinoidlere benzer sekilde
istah1 uyarma iizerinde etkisi olabilecegine dair bazi 6neriler vardir. Bu istahla

ilgili sorunlar1 olan kisiler i¢in potansiyel olarak faydali olabilir (69).

2.6.1.4. Agnn Giderme: THC ve CBD gibi diger kanabinoidlerle karsilastirildiginda
daha az calisilmis olsa da CBN’nin agr1 kesici 6zelliklere sahip olabilecegini

gosteren kanitlar vardir (69).

2.6.1.5. Antibakteriyel Aktivitesi: CBN’nin ve diger kanabinoidlerin antibakteriyel
etkileriyle ilgili baz1 ¢caligmalar bulunmaktadir. Novak ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢aligmada, C. sativa’nin bes farkli esansiyel yagini gram pozitif ve gram
negatif patojenlerden olusan genis bir panele karst degerlendirilmistir.
Acinetobacter calcoacetius ve Brevibakterium linens’e kars1 orta diizeyde bir
aktivite gosterdigi ve ¢ok diisiik seviyelerde CBD ve CBN tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak C. sativa bitkisinin antimikrobiyal aktivitede rol oynadigi
gostermektedir. CBN’nin diger antibakteriyel maddelere ek bir secenek
olabilecegi diistiniilmektedir ve bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir

(76).

2.6.2. Kannabinol ile Yapilan Cahismalar

Yiiksek riskli néroblastom agresif tedavisi igin yapilan bir ¢alismada ise CBN’nin AKT
yolunun inhibasyonu ve E2F1°i hedef alarak miR-34’nin yukari regiilasyonu yoluyla
ndroblastom hiicre hatlarinin hiicre proliferasyonunu, istilasin1 ve anjiyogenezini doza
bagli bir sekilde zayiflattigi bulunmustur (sekil 1.19). Sonu¢ olarak CBN’nin

noroblastoma tiimoriiniin olusumunda baskilayici bir yonii oldugu belirlenmistir (73).

Conditioned medium

Methanol 15 uM CBN 20 uM CBN

SK-N-AS (48 h)

IMR-5 (20 h)

Sekil 1.19. MTT tahlili sonucunda CBN iki noroblastoma hiicre hatt1 iizerinde doza bagl bir
sekilde proliferasyonu zayiflatmistir (73).
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Okiiler hastalik ve epidermolizis bulloza tedavisinde CBN ile yapilan preklinik

caligsmalar, miikemmel bir giivenlik profili gosterdigini ortaya koymustur.

Tablo 1.3. CBN ve CBV'nin Iyon Kanali Aktivitesi (77).

desensitization

ECy, (uM) efficacy (%) IC;, (uM)
ion channel CBN CBV CBN CBV CBN CBV
TRPVI® 6.2 6.6 <10 50 82 11.9
TRPV2" 19 3.1 74 79 15.7 32
TRPV3 5.3 3.5 72 78 9.4 1.6
TRPV4” 16.1 7.3 60 37 54 4.0
TRPAI® 0.18 0.20 243 123 0.4 0.17
TRPMS’ n/a n/a n/a n/a 0.21 0.50

CBN, tablo 1.3.’de gosterildigi gibi bir dizi TRP iyon kanaliyla aktivite agisindan
degerlendirilmistir. CBN, giiclii bir TRPAI1 agonistidir ve gli¢lii bir TRPMS8.49
inhibitoriidiir. CBN, TRPV1, TRPV3 ve TRPV4.49,102'nin aktivasyonunda ¢ok diisiik
etkinlik gosterir. Endojen stimiilasyon i¢in gerekli olandan daha diisiik seviyelerde bu
kanallarin inaktivasyonunun, yukari regiile edilmis iyonotropik kanal aktivitesinden
kaynaklanan metabolik ve kardiyovaskiiler bozukluklarin ve kanserin yani sira agri,
kasinti ve iltihaplanmanin tedavisinde potansiyel olarak avantajli oldugu One

stirilmiistiir (77).

Yapilan bir ¢alismada, fitokanabinoildlerin  yaslanan beyinle iliskilendirilen
mitokondriyal fonksiyon bozukluklar: ve hiicresel toksisiteler lizerinde koruyucu etkiler
sagladig1 bulunmustur. CBN’nin dogrudan mitokondriyi hedef alarak hiicresel oksidatif
stresi azalttig1, norol hiicrelerde intrandral - amiloidi ortadan kaldirdig1 ve oksitoz/
ferroptozu inhibe ettigi belirlenmistir. Kontrol HT22 hiicreleri 1 saat boyunca degisen
konsantrasyonlarda CBN ile 6n isleme tabi tutulup ve 5 mM glutamat islemi ve 16 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. CBN’nin 5 mM glutamat tarafindan indiiklenen

oksitoz/ ferroptoz yolunu etkili bir sekilde bloke ettigi bulunmustur (72).
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Sekil 1.20. CBN HT22 hiicrelerinde oksitaoz/ ferroptozu inhibe eder (72).

2.7. 5-Fluorourasil (5-FU)

Ik kez 1957°de sentezi yapilan 5- fluorourasil kolorektal, meme, pankreas gibi bir¢ok
kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir antimetabolit ilagtir (78).
Antimetabolitler hiicrelere girerek hiicre biiylimesi i¢in kritik olan molekiilleri taklit
etmektedir. 5-Fu, bir urasil analogudur ve urasilden farki karbon 5’e hidrojen atomu
yerine ek bir flor atomunun baglanmasiyla olusur (79), (Sekil 1.21). Kolorektal ve
meme kanserlerinin yani sira sindirim sistemi kanserinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmakta ve hala referans tedavi olarak kabul edilmektedir (80). Dogal bir
sitotoksiktir ve DNA ve RNA’ya zarar vererek hiicrelerin normal mekanizmalarini
bozmaktadir. Molekiil agirhigi 130.08 g.mol™ ve beyaz, kokusuz kristalize bir tozdur.

Kloroform, benzen ve eterde ¢éziinmeyen intraven6z olarak uygulanan bir ilagtir (81).

O

Sekil 1.21. 5- Fluorourasil’in kimyasal yapisi (82).

Antikanser etkisinin yaninda 5-FU’nun antibakteriyel (S. aureus ve S. epidermidis’e

kars1) ve antiviral etkileri baz1 ¢alismalarda belirlenmistir (79). Cesitli kanserlerde
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uygulanmasina ragmen en yiiksek etkiyi kolorektal kanserin tedavisinde gostermistir
(79). 1957'den beri kemoterapi tedavisi olarak kullanilan bir antipirimidik
antimetabolittir ve kanser hiicresi biiyiimesinin inhibisyonu ve apoptozu baslatmasi
nedeniyle adjuvan tedavilerde en sik kullanilan ilag¢lardan biri olmustur (80). 5-FU'nun
olumsuz etkileri ve diisiik biyoyararlanimi vardir ve 5-FU'nun kisa yar1 omrii ve
degisken oral biyoyararlanimina ek olarak kanserli hiicreler iizerinde %10'luk bir yanit
oran1 vardir (83). Yaygin olarak kullanilan 5-FU, farmakolojik tedavilerin diisiik
etkinligi ve hiicre 6liimii fenomenine karsi yiiksek direng gibi farkli mekanizmalar
nedeniyle kemo direng fenomenine biiyiik dlglide katkida bulunabilir (84). Genellikle
irinotekan, 16kovorin gibi kemoterapik ajanlarla birlikte kullanilir. Etkisini {i¢ farklh

mekanizma yoluyla DNA hasarini ve ardindan hiicre 6liimiinii indiikleyerek gosterir

(80).

Aragtirmacilar son zamanlarda 5-FU’nun ana kanser karsit1 etkilerinin sadece DNA
tizerindeki yikic1 etkilerinden kaynaklanmadigini diisiintiyorlardi. Ancak yapilan
caligmalar sonucunda 5-FU’nun rRNA Onciisiinii yanlis konumlayip rRNA’nin
transkripsiyonunu ve olgunlagsmasini engelledigi bulmustur. Bu {iridin'in psddoiiridine
dontisiimiinii inhibe ettigi ve bu durumun sonucunda psddoiiridin igeren tRNA, mRNA

ve snRNA'nin kusurlu ve islevsiz hale geldigi belirlenmistir (79).

2.7.1. 5-Fluorourasil’in Etki Mekanizmasi

5-FU, urasil ile aynt mekanizmayr kullanarak kolaylastirilmis difiizyon yoluyla
hiicrelere girer. DNA ve RNA sentezini inhibe ederek etki gosterir. 5-FU etkisini {i¢
farkli mekanizma yoluyla gosterir. Bu sitotoksik etkiler, 5-FU’nun florodeoksiiiridin
monofosfat (FAUMP), floroiiridin trifosfata (FUTP) ve florodeoksiiiridin trifosfata

(FuUTP) doniistiiriillmesiyle hiicrelerde iiretilen farkli metabolitlerin sonucudur (80).

5-FU direncinin mekanizmast ana metabolitleri TS (timidilat sentaz), DPD

(dihidroprimidin dehidrojenaz) ve TP (timidin fosforilaz)’dir.

TS, DNA onarmmi ve replikasyonu i¢in ¢ok dnemli olan timidilatin de nova sentezini
katalize eder. dUTP ve dTTP arasindaki dengesizlik, diger deoksiniikleotid
seviyelerinde bozulmaya neden olur. Bu durum, DNA sentezini ve onarimini énemli

Ol¢iide engeller. Sonug olarak, 5-FU igeren DNA'nin onarimi, urasil-DNA glikozilaz
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(UDGQG) gibi enzimler tarafindan etkili bir sekilde yapilamaz hale gelir. Sonug¢ olarak

DNA hasar1 ortaya ¢ikar ve hiicre 6liimiine neden olur.

TP’nin floropirimidin bazli tedavide rolii karmagiktir. Tiimdr dokusunda TP, 5-FU’nun
FdU’ya doniisiiniini hizlandirarak 5-FU’nun etkili bir sekilde aktive olmasini saglar

(78).

5-Fluorourasil katabolizmasina ilk katilan dihidroprimidin dehidrojenaz (DPD), 5-
FU’yu pargalayan ana enzimdir ve esas olarak karacigerde bulunur (79). 5-FU
uygulanmasindan sonra hizli bir sekilde hiicrelere girer ve urasil gibi insan niikleozid

tastyicist (WNT1 ve hNT2) tarafindan hiicrelere taginir (79).

5-Fluorourasil, ii¢ ana aktif metabolite doniistiiriiliir: florodeoksiiiridin monofosfat

(FAUMP), florodeoksiiiridin trifosfat (FAUTP) ve florouridin trifosfat (FUTP) (85).
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Sekil 1.22. 5-FU ve floroprimidin yapilar1 (5’DUMP, 5’FdUTP ve S’FUTP) (78).

Florodeoksiiiridin monofosfat (FAUMP) timidilat sentaz1 (TS) ve timidin olusumunu
inhibe ederek DNA onarimini ve replikasyonunu bozar (85). 5-FU aktivasyonunun ana
mekanizmasi, kofaktor olarak fosforibozil pirofosfat (PRPP) ile dogrudan orotat
fosforiboziltransferaz (OPRT) ve iiridin kinaz (UK) veya iiridin fosforilazin (UP) siral
etkisi yoluyla floroiiridin (FUR) yoluyla dolayli olarak floroiiridin monofosfata
(FUMP) doniisiimdiir. FUMP daha sonra florouridin difosfata (FUDP) fosforile edilir;
bu, ya aktif metabolit florouridin trifosfata (FUTP) fosforile edilebilir veya
riboniikleotit rediiktaz (RR) ile florodeoksiiiridin difosfata (FAUDP) doniistiiriilebilir.
Buna karsilik, FAUDP, sirasiyla aktif metabolitler FAUTP ve FAUMP'yi olusturmak

icin fosforile edilebilir. Alternatif bir aktivasyon yolu, 5-FU'nun daha sonra timidin
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kinaz (TK) tarafindan FAUMP'ye fosforillenen florodeoksiiiridin'e (FUDR) timidin

fosforilaz katalizli doniisiimiinii icerir (85).
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Sekil 1.23. 5-Fluorourasil metabolizmasi (85).
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Sekil 1.24. 5-Fluorourasil aktivesinin modiilasyonu (85).

Son 60 yildir kanser tedavisinde 5-FU'nun 6nemli bir etkisi olmasina ragmen, son
zamanlarda ila¢ direnci 5-FU'nun kullanimini 6nemli dl¢tide sinirlamaktadir. Yapilan
bircok caligmada tiimorlerin ilag direncinin iistesinden gelebilecek mekanizmalari

belirlenmeye baglanmistir. 5-FU direnci 6nlemek ve azaltmak i¢in kemoterapide ¢esitli
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modiilasyonlar Onerilmistir (79). 5-fluorourasilin  (5-FU) antikanser aktivitesini

artirmak i¢in aragtirilan bazi stratejilerin 6zeti asagidaki gibidir.

- Lokovorin (LV), 5,10-metilen tetrahidrofolatin (CH2THF) hiicre i¢i havuzunu arttirir,
boylece florodeoksiiiridin monofosfat (FAUMP) tarafindan timidilat sentaz (TS)

inhibisyonunu arttirir.

- Enilurasil ve urasil, 5-FU'nun DPD aracili bozulmasini inhibe eder. Metotreksatin
(MTX) fosforibozil pirofosfat (PRPP) diizeylerini artirarak 5-FU aktivasyonunu

arttirdigr distiniilmektedir.

- Interferonlarin (IFN'lerin) timidin fosforilaz (TP) aktivitesini arttirdig1, 5-FU
tedavisinin neden oldugu akut TS indiiksiyonunu ortadan kaldirdigir ve 5-FU aracili

DNA hasarini arttirdig: bildirilmistir.

- Kapesitabin , karboksilesteraz ve sitidin deaminazin ardisik etkisiyle karacigerde 5'-
deoksi-5-fluorouridine (5'DFUR) dondstiiriilen bir 5-FU 6n ilagtir . 5'DFUR, TP
tarafindan 5-FU'ya doniistiiliir (85).

Ana kemoterapotik ajan olan 5-FU, dogal olarak olusan biyoaktif bilesenlerle
kombinasyonu, olumsuz yan etkileri azaltmanin yeni yollarindan biridir. Uguz ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada 5-FU ve melatonin’in birlikte sican pankreas
kanser modeli AR42J hiicreleri lizerinde uygulanmasi sonucunda kanser hiicrelerinin
mitokondriyal membran depolarizasyonuna ve ROS iiretimini indiikleyerek apoptozun

artmasina neden oldugu bulunmustur (86).

Yapilan bir ¢aligmada, 5-FU ve Cgo nanopartikiiliiniin tek tek ve birlikte kullanilmasiyla
MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. Zamana ve
doza baglt olarak 5-FU’nun MCF-7 hiicre canliligi lizerinde inhibe edici etkisinin
oldugu ve Cgp nanopartikiiliiniin MCF-7 hiicreleri iizerinde bir etkisinin olmadigi
goriilmustir. 5-FU + Cgo birlikte kullanilmasi sonucunda ise hiicreler {izerinde
sitotoksik etkisi oldugu belirlenmistir. Ayrica TIGAR proteininin ifadesini

indiikleyerek hiicrelerin apoptoza gitmesine yardimci oldugu bulunmustur (87).
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2.8. Molekiiler Kenetlenme (Docking) Calismalar

Molekiiler kenetlenme c¢alismalarinda etken maddenin hedef bolgeye baglanip,
muhtemel ilag olabilme potansiyeli arastirilmaktadir. Bu ¢alismalarda ligand ve hedef
proteinlerin  birbirine baglanabilmesi icin belirli konformasyonlarda olmalari
gerekmektedir. Bu sebeple molekiillerin veri bankalarindan pdb dosya formatiyla
indirilen ti¢ boyutlu yapilar1 kullanilir. Bu ydntemde, {i¢ boyutlu yapis1 belli olan 44
ligand-protein baglanma enerjileri hesaplanip, ligandin hedef bolgedeki pozisyonu
tespit edilir. Molekiiler kenetlenmede DOCK, GOLD ve FlexX gibi bazi1 yazilimlar
kullanilmaktadir (88).

Molekiiler kenetlenme c¢aligsmalarinda {i¢ temel basamak vardir. Birinci asamada, hedef
protein ve etken maddenin ii¢ boyutlu yapisi belirlenir. ikinci asamada, bilgisayar
yazilimlari ile protein-ligand baglanma enerjileri skorlanir. Son asamada ise skorlanan

baglanma enerjileri siniflandirip, baglanma bolgeleri goriintiilenmektedir (89,90).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Hiicre Hatlan1

MDA-MB-453 ve HeLa hiicre hatlar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tibbi

Farmakoloji laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal ve Reaktifler

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal ve reaktifler.

Kullanim Amaci

Kimyasal ve Reaktifler

Uriin Firma Adi

Hiicrelerin Rutin
Bakim

RPMI-1640 Medium
Fetal Bovin Serum (FBS)
Gentamisin
Tripsin- EDTA

Phosphate Buffered saline
(PBS)

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil
Amresco®, ABD

Hiicre inavazyon
Analizleri

Giemsa Cozeltisi
Metanol (%100)

Formaldehit (%37)

Merck, Almanya
Tekkim, Tiirkiye

Tekkim, Tirkiye

Calismada Kullanilacak
Maddeler

Kannabinol (CBN)

5-Fluorourasil (5-FU)

Migrasyon Deneyi

Giemsa Blue
Metanol

Formaldehit

Merck, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya
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3.1.3. Makine ve Techizat

Tablo 3.2. Calismada kullanilan makine ve techizatlar.

Kullanim Amaci

Makine ve Techizat

Uriin Firma Ad

Hiicresel calisma

CO2 inkiibatér
Laminar akiml1 kabin
Inverted mikroskop
Mikroskop makinesi

Stereo mikroskop

Niive EC 160, Tiirkiye
Niive MN 090, Tiirkiye
BAB, Tiirkiye
Leica, Almanya

Leica, Almanya

Molekiiler Calisma Vorteks IKA® Vortex, ABD
Mini Santrifiij Cihazi Niive NF 024, Tiirkiye
Santrifiij Cihazi Niive NF 400, Tiirkiye
Hassas Terazi KERN, Almanya
Malzeme Buzdolabi (+4 °C) Vestel, Tirkiye
Depolanmasi
Buzdolabi (-20 °C) Vestel, Tiirkiye
Buzdolab1 (-80 °C)
Diger Cihazlar Masa Ustii Bilgisayar Hewlett Packard (Hp),
ABD
Diziistii bilgisayar
Lenova intel core i5
3.2.YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
3.2.1.1.MDA-MB-453 ve Hela Hiicre Hatlarimn ki Boyutlu Olarak Gelistirilmesi

Calismada iki hiicre hatt1 da ayn1 sekilde gelistirilmistir. %10 (v/v) Fetal Bovin Serum
ve %1 (v/v) Gentamisin antibiyotigi eklenmis RPMI-1640 besiyerinden 12 mL alinip
75 cm?’lik flask igine eklenmistir. Daha sonra -80 °C’de bulunan dondurulmus haldeki
hiicreler ¢ozdiiriilerek besiyeri i¢ine 1 mL ilave edilmistir. Hiicreler, 37 °C ve %5 CO,
olarak ayarlanmis inkiibatore kaldirilmigtir. Hiicreler gelisip, flask ylizeyinin %80
oraninda kaplayacak hale geldik¢e pasajlama deneysel caligmalara devam edilmistir.

Ardindan hiicre canlilig1 tripan mavisi ile degerlendirildi.
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Sekil 2.1. MDA-MB-453 ve HeLa Hiicre Hatlarinin 2D olarak gelistirilmesi.

3.2.1.2. MDA-MB-453 ve HeLLa Hiicre Hatlarimmin Sitotoksisite Analizi

Iki boyutlu ve {i¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen MDA-MB-453 ve HeLa hiicre
hatlarina, Kannabinol ve 5-Fluorourasil maddelerinin ayri ayr1 ve kombinasyon halinde

belirli dozlarda sitotoksisite analizi gergeklestirildi.

12 kuyucuklu plakalara tabaninin %801 kaplayacak sekilde hiicre sayimi yapilmig iki
hiicre hattiyla ve temiz medium ile 1000 mL’ye tamamlayarak ekim yapildi. 37°C’de
%35’lik CO; inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi. Daha sonra hesaplamasi yapilmis
olan CBN bilesigi ve 5-FU ilacinin dozlar1 ekim yapilarak hiicrelere verildi. Hiicrelerin
24 — 48 — 72. saatlerdeki fotograflar1 ¢ekildi.

Tablo 3.3. CBN ve 5-FU maddelerinin hiicreler i¢in doz optimizasyonu.

CBN 5-FU
1uM 1uM
5uM 2,5 uM
10 uM 5uM
25 uM 10 uM
50 uM 50 uM
100 uM 100 uM
200 uM
300 uM
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3.2.1.3. MDA-MB-453 ve HeLa Hiicre Hatlarimin Yara lyilestirme (Migrasyon)
Deneyi

Iki hiicre hattinda da metastatik kabiliyetini belirlemek icin hiicre gd¢ analizi
yapilmistir. Bu deneyin amaci, hiicre tiplerinin kendiliginden ne kadar iyi go¢ ettigini
veya kullanilan ilaglara nasil tepki verebilecegini ve ona dogru yonsel olarak goc

edebileceginin anlagilmasini saglamaktir (91).

Ik olarak 12 kuyucuklu bir plaka icerisinde her kuyucuga yaklasik 2x10° hiicre ekimi
yapilmistir ve 37°C’de %5’lik CO; inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizeyi kapladig1 gézlemlenmistir ve 10 pL pipet ucu
yardimiyla tek bir hamlede hiicreye ¢izgi cekilmistir. (92). Yara acilan hiicreler
belirlenen dozlarda maddeler verilmistir ve tekrardan inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda maddeler uygulanmus hiicreler 24, 48, ve 72 saat sonunda kontrol
grubu ile kiyaslanarak, maddelerin yaray1 kapatmadaki etkisi belirlemek i¢in inverted
mikroskop altinda yaranin fotografi c¢ekilmistir. Image] programi kullanilarak

degerlendirilmistir (93).

3.2.1.4. MDA-MB-453 ve HeLa Hiicre Hatlarimin invazyon Deneyi

Invazyon deneyi, hiicrelerin invazyon yetenegini belirlenmesi metastatik fenotip icin
onemli deneylerden biridir. Bu deney ile maddelerin verilen hiicrelerin ¢ekirdek
yapilarinin degisimlerini belirlenir. Hiicreler 12 kuyucuklu bir plaka igerisinde her
kuyucuga yaklasik 2x10° hiicre ekimi yapilmistir ve 37°C’de %5’lik CO,
inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tabanin %80’
hiicreler ile kaplaninca belirlenen dozlarda maddeler hiicrelere verilmistir. Bir giin
sonra plaka igerisindeki kirli besiyeri cekilir ve PBS ile yikanir ve PBS alinir.
Kuyucuklarin iizerine 1 mL %10 formaldehit ile 2 dakika muamele edilerek hiicrelerin
tabana sabitlenmesi saglanmaktadir. Daha sonra formaldehit ¢ekilir ve PBS ile yikanir.
500 mL Giemsa boyasi kuyucuklara eklenir. Ustiinii hi¢ 151k almayacak sekilde
aliminyum folyo ile kapatilip 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Son olarak 20
dakika sonra Giemsa boyasi uzaklastirilip iki kez PBS ile yikanmigstir. Boyama islemi 3
giin boyunca yapilarak 24, 48 ve 72 saat fotograflar1 c¢ekilmistir. Image] programi

kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.1.5. MDA-MB-453 ve HeLa Hiicre Hatlarimin U¢ Boyutlu (3B) Gelistirilmesi

MDA-MB-453 ve HeLa hiicre hatlar1 ii¢ boyutlu olarak gelistirilmesi asili damlama
yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Yaklagik 10.000 hiicre/mL steril bir petri
kapagina sekilde goriildiigii gibi (sekil 2.2.) 10 mL kadar birakilmistir. Su kaybini
onlemek i¢in petri kabinin alt kismina steril PBS eklenmistir. Petri kutulari, 37°C’de
%5 CO;, inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona birakilmigtir (94).

Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinin 3B gelistirilmesi.

Hiicre hatlarinin asili damlama yonteminde kiiresel olarak etkin bir sekilde biiylime
saglanmasi i¢in her giin kuyucuklara 5 mL taze besiyeri dikkatlice eklenmistir.
Hiicreler bekledigi siire boyunca kiiresel sekil alarak 200-300 mikron boyuta ulagmistir.
Inkiibasyon sonrasi 3B olusmus hiicrelere farkli konsantrasyonlarda optimizasyon
calismasi yapilarak belirlenen doz miktarlar1 10 mL verilmistir ve fotograflari

¢ekilmistir.

3.2.1.6. Molekiiler Kenetlenme (Docking) Calismasi

Molekiiler kenetlenme c¢alismasi, protein hazirligi, ligand hazirhigi ve kenetlenme
hesaplamasi olmak {izere 3 basamakta gerceklestirilecektir.

3.2.1.6.1. Protein Hazirhg:

Calismada gen ekspresyon diizeyleri sonucuna gore apoptotik kanser yolaklarinda etkili

oldugu tespit edilen proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari protein veri bankasindan pdb dosya
formatinda indirilecektir (Sekil 2.3.) (https://www.rcsb.org/)
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Sekil 2.3. Protein veri bankas: (https://www.rcsb.org/).

3.2.1.6.2. Ligand hazirhg:

QTOF-LC/MS analizi sonucunda belirlenen metabolitlerin {i¢ boyutlu yapilari,
PubChem veri bankasindan pdb dosya formatiyla indirilecektir (Sekil 2.4.)
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

m Matianal Library of Medicine

Pu b@hem i

Explore Chemistry

Sekil 2.4. Kimyasal molekiillerin veri bankasi (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.2.1.6.3. Kenetlenme hesaplamasi

Protein ve ligandin ii¢ boyutlu yapilari AutoDock (ADT) programi kullanilarak
calistinllarak program araciligiyla oncelikle protein yapisindaki sular kaldirilip, polar
hidrojen baglar eklenecektir. Daha sonra Kollman ve Gasteiger yiikleri tiim yapiya
dagitilacaktir. Hazir hale getirilen protein pdbqt formatinda kaydedilip, daha sonra

ligand molekiiliiniin torsiyon kokleri ve torsiyon sayilari belirlenecektir. Ligand da
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pdbqt formatinda kaydedilip, daha sonra ligand ve protein yapilar1 bir araya getirilip,
siirlart bir kutucuk i¢ine alinmig ve grid parametreleri girilecektir. En son asamada,
hesaplama islemini baglatmak i¢in Windows komut sistemine gerekli komut girilip,

baglanma enerjileri (kcal/mol) belirlenecektir (Sekil 2.5.) (Sekil 2.6.) (Sekil 2.7.) (110).
Hesaplama iglemini baglatmak i¢in gerekli komut:

1vina.exe --config config.txt --log log.txt --out ligand_out.pdbqt

Hesaplama sonundaki skorlama sonuglarini bélmek icin gerekli komut:

[1vina_split --input ligand_out.pdbqt
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Sekil 2.5. Molekiiler kenetlenme uygulamasindan goriintii.
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Sekil 2.6. Molekiiler kenetlenme uygulamasindan goriintii.

B¥ Command Prompt - o ®

Sekil 2.7. Molekiiler kenetlenme uygulamasindan goriinti.

Molekiillerin etkilesimleri ve olusturduklart hidrojen (H) baglart Molegro Molecular

Viewer programi ile goriintiilenecektir.

Molekiiler dinamik (MD) simiilasyon analizi Ligand ve protein kompleksinin
simiilasyonu WebGro iicretsiz yazilimi kullanilarak gerceklestirilecektir. Ligand ve
protein kompleksi arasindaki stabilitenin kontrol edilmesi amaciyla 50 nanosaniye (ns)

boyunca MD simiilasyonu yapilacaktir (95).

50



4. BULGULAR

4.1.Bulgular

4.1.1. iki Boyutlu MDA-MB-453 Hiicre Hatt:

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt1, 12°li kuyucuklara ekim yapilip tabanin %801
kaplandiktan sonra (Tablo 3.2.) maddeler belirlenen dozlarda 1mL besiyeri igine
hesaplanarak hiicrelere verildi. Daha sonra 24, 48 ve 72. saat araliklarla hiicrelerin

yapist incelenmek igin fotograflari ¢ekildi.

Sekil 3.1. MDA-MB-453 hiicre hatt1 20x ve 10x morfolojik goriintiisii.

A: MDA-MB-453 kontrol 24. Saat (20x) B: MDA-MB-453 kontrol 48. Saat

Sekil 3.2. iki boyutlu olarak gelistirilmis MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt1 (4x
mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 kontrol 24. Saat B: MDA-MB-453 kontrol 48. Saat C: MDA-MB-453 kontrol 72. Saat
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4.1.1.1. 10 pM CBN Sonuglan

MDA-MB-453 meme kanseri hiicresine 10 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48
ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.3. 10 uM CBN verilmis iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatt1 (4x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453, 10 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 10 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 10 uM 72. Saat
4.1.1.2. 25 uM CBN Sonuglari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 25 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.4. 25 uM CBN verilmis iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatt1 (4x mikroskop
goriintiisil).

A: MDA-MB-453, 25 M 24. Saat B: MDA-MB-453 25 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 25 uM 72. Saat
4.1.1.3. 50 uM CBN Sonuglari
MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 50 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,

48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.5. 50 uM CBN verilmis iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatt1 (4x mikroskop
goriintiisil).

A: MDA-MB-453, 50 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 50 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 50 uM 72. Saat
4.1.1.4. 100 pM CBN Sonugclar:
MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 100 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,

48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.6. 100 uM CBN verilmis iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatti (4x mikroskop
goriintiisi).

A: MDA-MB-453, 100 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 100 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 100 uM 72. Saat
4.1.1.5. 1 uM 5-FU Sonuglar

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 1 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.




Sekil 3.7. 1 puM 5-FU verilmis iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatti (4x mikroskop
gOriintiisii).

A: MDA-MB-453 1M 24. Saat B: MDA-MB-453 1M 48 Saat
4.1.1.6. 5 pM 5-FU Sonugclar

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 5 uM 5-FU ilaci verildikten sonra 24, 48
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.8. 5 pM 5-FU verilmis Iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatt1 (4x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 5uM 24. Saat B: MDA-MB-453 5uM 48 Saat

4.1.1.7. 10 uM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 10 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.9. 10 uM 5-FU verilmis iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatt1 (4x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 10 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 10 M 48 Saat
4.1.1.8. 50 uM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 50 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.
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Sekil 3.10. 50 pM 5-FU verilmis Iki Boyutlu MDA-MB-453 hiicre hatt1 (4x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 50 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 50 uM 48 Saat

4.1.2. MDA-MB-453 Hiicre Hatt1i Migrasyon Deney Sonuglari
Calismamizda MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt112’1i kuyucuklara ekim yapilip

tabanin %801 hiicreler ile kaplandiktan sonra (tablo 3.2) maddeler belirlenen dozlarda
ImL besiyeri i¢ine hesaplanarak hiicrelere verildi. Daha sonra 3.2.1.5.’de anlatildig
sekilde yara acildi. Yaranin acildig1 an 0. Saat olarak belirlendi. Ila¢ uygulanan hiicre

hattina yara acikligi 24, 48 ve 72. Saatlerde degerlendirildi.
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Sekil 3.11. Kontrol MDA-MB-453 Migrasyon deneyi sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 kontrol 24. Saat B: MDA-MB-453 kontrol 48. Saat C: MDA-MB-453 kontrol 72. Saat
4.1.2.1. 25 uM CBN Sonuglari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 25 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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goriintiisii).

A: MDA-MB-453 25 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 25 1M 48. Saat C: MDA-MB-453 25 M 72. Saat
4.1.2.2. 50 pM CBN Sonugclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 50 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,

48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

e PA

Sekil 3.13. 50 uM CBN verilmis MDA-MB-453 Migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintiisi).

A: MDA-MB-453 50 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 50 M 48. Saat C: MDA-MB-453 50 uM 72. Saat
4.1.2.3. 100 pnM CBN Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 100 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

57



goriintiisi).

A: MDA-MB-453 100 M 24. Saat B: MDA-MB-453 100 M 48. Saat C: MDA-MB-453 100 uM 72. Saat
4.1.2.4. 5 uM 5-FU Sonuclar
MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 5 pM 5-FU ilaci verildikten sonra 24, 48 ve

72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.15. 5 uM CBN verilmis MDA-MB-453 Migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 5 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 5 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 5 uM 72. Saat
4.1.2.5. 10 pM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 10 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48
ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.16. 10 uM CBN verilmis MDA-MB-453 Migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintiisi).

A: MDA-MB-453 10 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 10 M 48. Saat C: MDA-MB-453 10 uM 72. Saat
4.1.2.6. 50 pM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 50 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48
ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.17. 50 uM CBN verilmis MDA-MB-453 Migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 50 pM 24. Saat B: MDA-MB-453 50 M 48. Saat C: MDA-MB-453 50 uM 72. Saat
4.1.2.7.100 pM CBN + 1 uM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 100 uM CBN ve 1 uM 5-FU verildikten
sonra 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.




Sekil 3.18. 100 uM CBN + 1 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Migrasyon deneyi sonuglari
(10x mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 100 pM+1 pM 24. Saat B: MDA-MB-453 100 pM+1 pM 48. Saat C: MDA-MB-453 100 pM+1 pM 72. Saat
4.1.2.8. 200 uM CBN + 2 uM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 200 uM CBN ve 2 uM 5-FU verildikten
sonra 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

% b

syon dene

yi sonuglari

(10x mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 200 uM+2 pM 24. Saat B: MDA-MB-453 200 uM+2 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 200 pM+2 uM 72. Saat

4.1.2.9. 300 uM CBN + 5 uM 5-FU Sonugclari
MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 300 uM CBN ve 5 uM 5-FU verildikten

sonra 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.20. 300 uM CBN + 5 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Migrasyon deneyi sonuglari
(10x mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 300 uM+5 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 300 pM-+5 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 300 uM+5 uM 72. Saat

4.1.3. MDA-MB-453 invazyon Deney Sonuclar:

Kanser hiicrelerinin metastaz yeteneginin arastirilmast i¢in invazyon yontemi
kullanilmaktadir. Calismamizda, MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina uygulanan

maddelerin invazyon yetenegine etkisi boyama deneyi yapilarak goriintiilenmistir.
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MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt1 12°li kuyucuklara ekim yapilip tabaninin
%80’1 kaplandiktan sonra (tablo 3.2) maddeler belirlenen dozlarda 1mL besiyeri i¢ine

hesaplanarak hiicrelere verildi. Daha sonra 3.2.1.6.’de anlatildig1 sekilde boyama

yapilmistir. Boyama her 24 saatte bir yapilarak fotograflar: ¢ekildi.

Sekil 3.21. Kontrol MDA-MB-453 Hiicre Hatti Invazyon Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisil).

A: MDA-MB-453 kontrol 24. Saat B: MDA-MB-453 kontrol 48. Saat C: MDA-MB-453 kontrol 72. Saat
4.1.3.1. 25 pM CBN Sonugclan

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 25 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.22. 25 uM CBN verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisi).

A: MDA-MB-453 25 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 25 1M 48. Saat C: MDA-MB-453 25 uM 72. Saat
4.1.3.2. 50 uM CBN Sonuglari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 50 uyM CBN maddesi verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekll 3 23. 50 uM CBN Verllrms MDA-MB-453 Invazyon Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 50 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 50 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 50 uM 72. Saat
4.1.3.3. 100 pM CBN Sonuclari
MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 100 uM CBN maddesi verildikten sonra 24,

48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.24. 100 uM CBN‘ verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisil).

A: MDA-MB-453 100 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 100 M 48. Saat C: MDA-MB-453 100 uM 72. Saat
4.1.3.4. 1 pM 5-FU Sonugclan

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 1 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve
72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.25. 1 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisi).

A: MDA-MB-453 1 pM 24. Saat B: MDA-MB-453 1 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 1 M 72. Saat
4.1.3.5. 5 uM 5-FU Sonugclan

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 5 pM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve
72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢gekildi.

Sekil 3.26. 5 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 5 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 5 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 5 uM 72. Saat
4.1.3.6. 10 uM 5-FU Sonugclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 10 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48
ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.27. 10 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 10 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 10 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 10 uM 72. Saat
4.1.3.7.100 pM CBN + 1 uM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 100 uM CBN bilesigi ve 1 uM 5-FU ilaci
verildikten sonra 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekll 3 28 100 uM CBN + 1 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deney Sonucu (10x
mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 100 uM CBN + 1 uM 5-FU 24. Saat B: MDA-MB-453 100 uM CBN + 1 uM 5-FU 48. Saat C: MDA-MB-453
100 uM CBN + 1 M 5-FU 72. Saat

4.1.3.8. 200 pM CBN + 2 uM 5-FU Sonugclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 200 uM CBN bilesigi ve 2 uM 5-FU ilaci
verildikten sonra 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.29. 200 uM CBN + 2 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deney Sonucu (10x
mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 200 uM CBN + 2 uM 5-FU 24. Saat B: MDA-MB-453 200 uM CBN + 2 uM 5-FU 48. Saat C: MDA-MB-453
200 uM CBN + 2 pM 5-FU 72. Saat

4.1.3.9. 300 uM CBN + 5 uM 5-FU Sonuclari

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina 300 uM CBN bilesigi ve 5 uM 5-FU ilaci
verildikten sonra 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.30. 300 pM CBN + 5 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 Invazyon Deney Sonucu (10x
mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 300 uM CBN + 5 uM 5-FU 24. Saat B: MDA-MB-453 300 uM CBN + 5 uM 5-FU 48. Saat C: MDA-MB-453
300 uM CBN + 5 uM 5-FU 72. Saat

4.1.4. MDA-MB-453 3-Boyutlu Deney Sonuclari

Hiicrelerin 3B olarak gelistirilmesinde asili damlama yontemi kullanilmistir. Yaklagik
10.000 hiicre/mL steril bir petri kutusunun kapagina sekilde goriildiigii gibi 10 mL
kadar hiicre birakildi. Su kaybinin olmamasi i¢in petri kutusunun alt kismina steril PBS
eklendi. Petri kutular1 37 °C’de, %5 CO2 inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda 3B olarak gelistirilmis hiicrelere belirlenen konsantrasyonlarda
(tablo 3.2) maddeler verildi ve yeniden inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
CBN’nin ve 5-FU ilacinin ayr ayr1 ve kombinasyon halinde hiicrelerin kiiresel yapisi

tizerindeki etkileri 24, 48 ve 72 saat fotograflari ¢ekilerek degerlendirildi.

Sekil 3.31. Kontrol MDA-MB-453 Hiicre Hatti 3Boyutlu Deneyi Sonucu (10x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 kontrol 24. Saat B: MDA-MB-453 kontrol 48. Saat C: MDA-MB-453 kontrol 72. Saat
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4.14.1. 100 uM CBN Sonuglari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt1 ekimi yapildi ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 100 pM
CBN verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.

A | ' B
Sekil 3.32. 100 uM CBN verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x mikroskop
gOriintiisii).

A: MDA-MB-453 100 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 100 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 100 pM 72. Saat

4.1.4.2.200 pM CBN Sonuclari
Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre

hatt1 ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 100 pM
CBN verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

.- . A -
Sekil 3.33. 200 uM CBN verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x mikroskop
gOriintiisi).

A: MDA-MB-453 200 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 200 pM 48. Saat C: MDA-MB-453 200 uM 72. Saat

4.1.4.3. 300 pnM CBN Sonuglari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt1 ekimi yapild: ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 100 uM
CBN verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.34. 300 uM CBN verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x mikroskop
goriintiisii).

A: MDA-MB-453 300 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 300 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 300 uM 72. Saat

4.1.4.4. 1 pM 5-FU Sonuclar

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt:1 ekimi yapildi Ve inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 1 uM 5-
FU ilag verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.35. 1 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).
A: MDA-MB-453 1 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 1 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 1 uM 72. Saat
4.1.4.5. 2 uM 5-FU Sonuglar

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt1 ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 2 pM 5-
FU ilag verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.
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Sekil 3.36. 2 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).
A: MDA-MB-453 2 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 2 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 2 uM 72. Saat
4.1.4.6. 5 uM 5-FU Sonuglar:

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt1 ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 5 uM 5-
FU ilag verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

: g B % ; C
Sekil 3.37. 5 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).
A: MDA-MB-453 5 uM 24. Saat B: MDA-MB-453 5 uM 48. Saat C: MDA-MB-453 5 uM 72. Saat

4.1.4.7.100 pM CBN + 1 uM 5-FU Sonuclari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt1 ekimi yapild: ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 100 uM
CBN bilesigi ve 1 uM 5-FU ilact verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi
altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.38. 100 uM CBN + 1 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x
mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 100 uM CBN + 1 M 5-FU 24. Saat B: MDA-MB-453 100 uM CBN + 1 uM 5-FU 48, Saat C: MDA-MB-453
100 uM CBN + 1 uM 5-FU 72. Saat

4.1.4.8. 200 pM CBN + 2 uM 5-FU Sonuclarn

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt1 ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 200 uM
CBN bilesigi ve 2 uM 5-FU ilact verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi
altinda goriintiileri ¢ekildi.

|

Sekil 3.39. 200 uM CBN + 2 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x
mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 200 uM CBN + 2 M 5-FU 24. Saat B: MDA-MB-453 200 uM CBN + 2 uM 5-FU 48. Saat C: MDA-MB-453
200 pM CBN +2 pM 5-FU 72. Saat

4.1.4.9. 300 pnM CBN + 5 uM 5-FU Sonuclari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatt1 ekimi yapild: ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 300 uM
CBN bilesigi ve 5 uM 5-FU ilac1 verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi
altinda gortntiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.40. 300 uM CBN + 5 uM 5-FU verilmis MDA-MB-453 3B Deney Sonucu (10x
mikroskop goriintiisii).

A: MDA-MB-453 300 uM CBN + 5 uM 5-FU 24. Saat B: MDA-MB-453 300 uM CBN + 5 uM 5-FU 48. Saat C: MDA-MB-453
300 uM CBN + 5 uM 5-FU 72. Saat

4.15. 1ki Boyutlu HeLa Hiicre Hatt1
HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hatti, 1 hafta boyunca 10x mikroskop altinda incelendi.
1 hafta sonunda HeLa hiicreleri flask tabaninin %80’ini hiicreler ile kapladig1

belirlendikten sonra tripsin-EDTA kullanilarak hiicrelerin tabandan kaldirip 12’li
kuyucuklara ekim yapildi.

12°1i kuyucuklara ekim yapilip tabanin %80’1 kaplandiktan sonra (tablo 3.2) maddeler

belirlenen dozlarda 1mL besiyeri i¢ine hesaplanarak hiicrelere verildi. Daha sonra 24,

48 ve 72. Saat araliklarla hiicrelerin yapisi incelenmek i¢in fotograflar ¢ekildi.

-/’2?: S § i .“tk

Sekil 3.41. iki boyutlu olarak gelistirilmis HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hatt1 (4x mikroskop
goriintiisil).

A: HeLa kontrol 24. Saat B: HelLa kontrol 48. Saat C: HelLa kontrol 72. Saat
4.15.1. 10 pM CBN Sonuclan

HelLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 10 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve

72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.42. 10 uM CBN verilmis Iki Boyutlu HeLa hiicre hatt1 (4x mikroskop gériintiisii).
A: HeLa, 10 uM 24. Saat B: HeLa 10 uM 48. Saat C: HeLa 10 pM 72. Saat
4.1.5.2. 50 pM CBN Sonuclari

HelLa rahim kanseri hiicre hattina 50 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.43. 50 pM CBN verilmis iki Boyutlu HeLa hiicre hatt1 (4x mikroskop goriintiisii).
A: HeLa, 50 pM 24. Saat B: HeLa 50 uM 48. Saat C: HeLa 50 uM 72. Saat

4.1.5.3. 100 pnM CBN Sonuglari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 100 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48
ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.

0
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Sekil 3.44. 100 uM CBN verilmis Iki Boyutlu HeLa hiicre hatt1 (4x mikroskop gériintiisii).

A: HeLa, 100 uM 24. Saat B: HeLa 100 uM 48. Saat C: HeLa 100 uM 72. Saat

71



4.1.5.4. 1 pM 5-FU Sonuglar

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 1 pM 5-FU ilaci verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.45. 1 uM 5-FU verilmis Iki Boyutlu HeLa hiicre hatt1 (4x mikroskop goriintiisii).
A: Hela, 1 uM 24. Saat B: HeLa 1 pM 48. Saat
4.1.5.5. 2,5 uM 5-FU Sonuglari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 2,5 uM 5-FU ilaci verildikten sonra 24, 48 ve
72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.46. 2,5 uM 5-FU verilmis Iki Boyutlu HeLa hiicre hatt1 (4x mikroskop goriintiisii).

A: HeLa, 2,5 uM 24. Saat B: HeLa 2,5 uM 48. Saat

4.1.5.6. 5 pM 5-FU Sonugclan

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 5 pM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.
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Sekil 3.47. 5 uM 5-FU verilmis iki Boyutlu HeLa hiicre hatt1 (4x mikroskop goriintiisii).
A: HeLa, 5 uM 24. Saat B: HeLa 5 uM 48. Saat
4.1.5.7.10 pM 5-FU Sonuglan

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 10 pM 5-FU ilaci verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.48. 10 uM 5-FU verilmis iki Boyutlu HeLa hiicre Hatt: (4x mikroskop goriintiisii).
A: Hela, 10 uM 24. Saat B: HeLa 10 pM 48. Saat
4.1.5.8. 50 uM 5-FU Sonuclari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 50 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.




Sekil 3.49. 50 uM 5-FU verilmis iki Boyutlu HeLa hiicre Hatti (4x mikroskop goriintiisii).

A: HeLa, 50 uM 24. Saat B: HeLa 50 uM 48. Saat

4.1.6. HeLa Hiicre Hatt1 Migrasyon Deney Sonuclari

Calismamizda HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hatti12°li kuyucuklara ekim yapilip
tabanin %801 hiicreler kaplandiktan sonra (tablo 3.2) maddeler belirlenen dozlarda
ImL besiyeri icine hesaplanarak hiicrelere verilmistir. Daha sonra 3.2.1.5.°de
anlatildig1 sekilde yara acildi. Yaranin agildigi an 0. Saat olarak belirlendi. Ilag
uygulanan hiicre hattina yara acikligi1 24, 48 ve 72. Saatlerde degerlendirildi.

Sekil 3.50. Kontrol HeLa Migrasyon Deney Sonuglar1 (10x mikroskop goriintiisii).
A: HeLa kontrol 0. Saat B: HeLa kontrol 24. Saat C: HeLa kontrol 48. Saat D: HeLa kontrol 72. Saat
4.1.6.1. 10 uM CBN Sonuglari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 10 pM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve

72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sékil 3;51. 10 pM CBN Verilmi HeLa Migrasyon eneyi .-sonuglarl (10x mikrskop
goriintiisi).

A: HeLa 10 pM 24. Saat B: HeLa 10 pM 48. Saat C: HeLa 10 uM 72. Saat
4.1.6.2. 25 uM CBN Sonuglar

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 25 pM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve
72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.52. 25 uM
goriintiisil).

A:HeLa 25 pM 24. Saat B: HeLa 25 uM 48. Saat C: HeLa 25 pM 72. Saat
4.1.6.3. 50 pM CBN Sonugclar

HelLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 50 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve
72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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igrasyon deneyi sonuglart (10x mikroskop

<

Sekil 3.53. 50 uM CBN verilmis HelLa M

goriintiisi).
A: HeLa 50 uM 24. Saat B: HeLa 50 uM 48. Saat C: HeLa 50 uM 72. Saat
4.1.6.4. 100 pM CBN Sonuclari
HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 100 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48

ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

goriintiisi).
A: HeLa 100 pM 24. Saat B: HeLa 100 pM 48. Saat C: HeLa 100 pM 72. Saat
4.1.6.5. 1 uM 5-FU Sonuglari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 1 pM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.

Sekil 3.55. 1 uM 5-FU verilmis HeLa Migrasyon deneyi sohugiarl (10x mikroskop goriintiisii).
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A:HeLa 1 uM 24. Saat B: HeLa 1 uM 48. Saat C: HeLa 1 uM 72. Saat

4.1.6.6. 2,5 pM 5-FU Sonugclari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 2,5 uM 5-FU ilaci1 verildikten sonra 24, 48 ve

72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.56. 2,5 uM 5-FU verilmis HelLa Migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop
goriintiisii).

A: HeLa 2,5 uM 24. Saat B: HeLa 2,5 uM 48. Saat C: HeLa 2,5 pM 72. Saat
4.1.6.7. 5 uM 5-FU Sonuclar:

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 5 uM 5-FU ilact verildikten sonra 24, 48 ve 72.

Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

A:Hela 5 uM 24. Saat B: HeLa 5 uM 48. Saat C: HeLa 5 uM 72. Saat

4.1.6.8. 10 uM 5-FU Sonuclari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 10 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.58. 10 uM 5-FU verilmis HeLa Migrasyon deneyi sonuglart (10x mikroskop
gOriintiisii).

R ¥

A: HeLa 10 pM 24. Saat B: HeLa 10 pM 48. Saat C: HeLa 10 uM 72. Saat

4.1.6.9. 50 uM 5-FU Sonuclari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 50 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.59. 50 uM 5-FU verilmis HeLa Migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintiisi).

A: HeLa 50 uM 24. Saat B: HeLa 50 pM 48. Saat C: HeLa 50 uM 72. Saat
4.1.6.10. 10 uM CBN + 1 uM 5-FU Sonuclari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 10 uyM CBN + 1 uM 5-FU verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.60. 10 uM CBN + 1 uM 5-FU verilmis HeLa Migrasyon deneyi sonuglari (10x
mikroskop goriintiisii).

A:HeLa 10 uM CBN + 1 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 10 pM CBN + 1 pM 5-FU 48. Saat C: HeLa 10 uM CBN + 1 uM 5-FU 72.
Saat

41.6.11. 10 pM CBN + 5 uM 5-FU Sonuclari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 10 uyM CBN + 5 uM 5-FU verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

; N,v.?;dl&; :5 4 N

Sekil 36 10 uM CBN + 5 uM S-FU Veriimis HelLa Migrasyon deneyi sonugcl
mikroskop goriintiisii).

&

an (10x

A: HeLa 10 uM CBN + 5 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 10 pM CBN + 5 uM 5-FU 48. Saat C: HeLa 10 uM CBN + 5 uM 5-FU 72.
Saat

4.1.6.12. 10 uM CBN + 10 uM 5-FU Sonuglari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 10 uM CBN + 10 uM 5-FU verildikten sonra
24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.62. 10 uM CBN + 10 uM
mikroskop goriintiisii).

A:HeLa 10 uM CBN + 10 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 10 pM CBN + 10 pM 5-FU 48. Saat C: HeLa 10 uM CBN + 10 uM 5-FU
72. Saat

4.1.7. HeLa invazyon Deney Sonuglar

Kanser hiicrelerinin metastaz yetene8inin arastirtlmasi i¢in invazyon ydntemi
kullanilmaktadir. Calismamizda, HeLa rahim agzi1 kanseri hiicre hattina uygulanan

maddelerin invazyon yetenegine etkisi boyama deneyi yapilarak goriintiilendi.

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hatt1 12’li kuyucuklara ekim yapilip tabaninin %80’i
kaplandiktan sonra (tablo 3.2) maddeler belirlenen dozlarda 1mL besiyeri igine
hesaplanarak hiicrelere verildi. Daha sonra 3.2.1.7.°de anlatildigi sekilde boyama

yapildi. Boyama her 24 saatte bir yapilarak fotograflart ¢ekildi.

A: Hela kontrol 24. Saat B: HelLa kontrol 48. Saat C: HeLa kontrol 72. Saat

4.1.7.1. 10 uM CBN Sonuglar

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 10 pM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve

72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 364 10 uM CBN Ver11m1§ HeLa Invézyon Deney Sonuglarl (4x mlkroskop goruntusu)

A: HeLa, 10 uM 24. Saat B: HeLa 10 uM 48. Saat C: HeLa 10 uM 72. Saat
4.1.7.2. 25 pM CBN Sonuclari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 25 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve
72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

et . o
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Sekll 3. 65 25 uM CBN Verllmls HeLa Invazyon Deney Sonuc;larl (4x mikroskop goruntusu)

A: HelLa, 25 uM 24. Saat B: HeLa 25 uM 48. Saat C: HeLa 25 pM 72. Saat

4.1.7.3. 50 pM CBN Sonuglari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 50 uM CBN maddesi verildikten sonra 24, 48 ve
72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekll 3 66 50 uM CBN Verllmls HeLa Invazyon Deney Sonug:larl (4x mlkroskop goruntusu)

A: HeLa, 50 pM 24. Saat B: HeLa 50 uM 48. Saat C: HeLa 50 pM 72. Saat
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4.1.7.4. 1 pnM 5-FU Sonuglan

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 1 uM 5-FU ilaci verildikten sonra 24, 48 ve 72.

Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

ﬂ{'! Qg.#\%“
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Sekll 3 67 1 uM 5-FU verilmis HeLa Invazyon Deney Sonug:larl (4x mlkroskop goruntusu)

A:HeLa, 1 uM 24. Saat B: HeLa 1 uM 48. Saat C: HeLa 1 pM 72. Saat
4.1.7.5. 5 uM 5-FU Sonuclar

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 5 pM 5-FU ilaci verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

A:HeLa, 5 uM 24. Saat B: HeLa 5 pM 48. Saat C: HeLa 5 uM 72. Saat

4.1.7.6. 10 pM 5-FU Sonuclari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 10 uM 5-FU ilac1 verildikten sonra 24, 48 ve 72.
Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekll 3.69. 10 uM 5-F U Verllmls HeLa Invazyon Deney Sonug:larl (4x mikroskop goruntusu)

A: HeLa, 10 uM 24. Saat B: HeLa 10 uM 48. Saat C: HeLa 10 puM 72. Saat

4.1.7.7. 10 pM CBN + 1 pM 5-FU Sonuclar

HelLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 10 uM CBN + 1 uM 5-FU verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekll 3 70 10 pM CBN + 1 uM 5-FU verilmis HeLa Invazyon Deney Sonucu (4x mlkroskop
goriintiisii).

A:HeLa 10 pM CBN + 1 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 10 pM CBN + 1 uM 5-FU 48. Saat C: HeLa 10 upM CBN + 1 uM 5-FU 72.
Saat

4.1.7.8. 10 pM CBN + 5 uM 5-FU Sonuclari

HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 10 uyM CBN + 5 uM 5-FU verildikten sonra 24,
48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.7 1 10 uM CBN + 5 pM S-FU Verllmls HeLa Invazyon Deney Sonucu_(‘4x mlkroskop
goriintiisii).

A: HeLa 10 uM CBN + 5 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 10 uM CBN + 5 uM 5-FU 48. Saat C: HeLa 10 uM CBN + 5 uM 5-FU 72.
Saat

4.1.7.9. 10 uM CBN + 10 uM 5-FU Sonugclari

HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 10 pM CBN + 10 uM 5-FU verildikten sonra
24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.

Sekll 3.72. 10 uM CBN +10 uM 5-FU Verllmls HeLa Invazyon Deney Sonucu (4x mlkroskop
goriintiisil).

A:HeLa 10 uM CBN + 10 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 10 uM CBN + 10 pM 5-FU 48. Saat C: HeLa 10 uM CBN + 10 uM 5-FU
72. Saat

4.1.8. HeLa 3 Boyutlu Deney Sonuglari

Hiicrelerin 3B olarak gelistirilmesinde asili damlama yontemi kullanilmistir. Yaklagik
10.000 hiicre/mL steril bir petri kutusunun kapagina sekilde gortildigi gibi 10 mL
kadar hiicre birakildi. Su kaybinin olmamasi igin petri kutusunun alt kismina steril PBS

eklendi. Petri kutular1 37 °C’de, %5 CO2 inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda 3B olarak gelistirilmis hiicrelere belirlenen konsantrasyonlarda
(tablo 3.2) maddeler verilmis ve yeniden inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
CBN bilesigi ve 5-FU ilacinn ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde hiicrelerin kiiresel

yapist lizerindeki etkileri 24, 48 ve 72 saat fotograflari ¢ekilerek degerlendirildi.
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Sekil 3.73. Kontrol HeLa Hiicre Hatt1 3Boyutlu Deneyi Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: Hela kontrol 0. Saat B: HelLa kontrol 24. Saat C: HelLa kontrol 48. Saat D: HeLa kontrol 72. Saat

4.1.8.1. 10 uM CBN Sonugclari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatti
ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 10 uM CBN
maddesi verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.74. 10 uM CBN verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: Hela 10 uM 24. Saat B: HeLa 10 pM 48. Saat C: HeLa 10 uM 72. Saat
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4.1.8.2. 25 uM CBN Sonuclari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatti
ekimi yapildi ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 25 uM CBN
maddesi verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.75. 25 uM CBN verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: HeLa 25 pM 24. Saat B: HeLa 25 pM 48. Saat C: HeLa 25 uM 72. Saat

4.1.8.3. 50 pM CBN Sonuglari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatt
ekimi yapildi ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 50 uM CBN
maddesi verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri gekildi.

A b : ‘ :
Sekil 3.76. 50 uM CBN verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: HeLa 50 uM 24. Saat B: HeLa 50 pM 48. Saat C: HeLa 50 uM 72. Saat

4.1.8.4. 100 pM CBN Sonuglari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatti
ekimi yapildi ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 100 uM CBN
maddesi verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.77. 100 uM CBN verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: HeLa 100 pM 24. Saat B: HeLa 100 uM 48. Saat C: HeLa 100 pM 72. Saat

4.1.8.5. 2,5 uM 5-FU Sonuclari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatti
ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 2,5 uM 5-FU
ilac1 verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda gérintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.78. 2,5 uM 5-FU verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: HeLa 2,5 uM 24. Saat B: HeLa 2,5 uM 48. Saat C: HeLa 2,5 puM 72. Saat

4.1.8.6. 5 pM 5-FU Sonugclan

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatti
ekimi yapildi ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 5 pM 5-FU
ilac1 verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda gérintiileri ¢ekildi.
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Sekil 3.79. 5 uM 5-FU verilmig HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A:HeLa 5 uM 24. Saat B: HeLa 5 uM 48. Saat C: HeLa 5 uM 72. Saat

4.1.8.7. 10 pM 5-FU Sonuglar
Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatti
ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 10 uM 5-FU

ilac1 verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri ¢ekildi.

Y

¥
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Sekil 3.80. 10 pM 5-FU verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop goriintiisii).

A: HeLa 10 pM 24. Saat B: HeLa 10 pM 48. Saat C: HeLa 10 uM 72. Saat

4.1.8.8. 10 uM CBN + 2,5 uM 5-FU Sonuclar:

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatt
ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 10 uM CBN +
2,5 uM 5-FU verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri

cekildi.
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Sekil 3.81. 10 uM CBN + 2,5 uM 5-FU verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop
goriintiisil).

A: HeLa 10 uM CBN + 2,5 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 10 uM CBN + 2,5 uM 5-FU 48. Saat C: HeLa 10 uM CBN + 2,5 uM 5-FU
72. Saat

4.1.8.9. 20 uM CBN + 5 pM 5-FU Sonuclari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatti
ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 20 uM CBN +
5 uM 5-FU verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda gorintiileri ¢ekildi.

Sekil 3.82. 20 uM CBN + 5 uM 5-FU verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop
goriintiisii).

A:HeLa 20 uM CBN + 5 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 20 pM CBN + 5 pM 5-FU 48. Saat C: HeLa 20 uM CBN + 5 uM 5-FU 72.
Saat

4.1.8.10. 30 puM CBN + 10 uM 5-FU Sonugclari

Petri kutusu kapagina asili damlama yontemi ile HelLa rahim agz1 kanseri hiicre hatti
ekimi yapild1 ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 30 uM CBN +
10 uM 5-FU verilerek 24, 48 ve 72. Saat 10x mikroskop lensi altinda goriintiileri
cekildi.
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Sekil 3.83. 30 uM CBN + 10 uM 5-FU verilmis HeLa 3B Deney Sonucu (10x mikroskop
goriintiisii).

A: HeLa 30 pM CBN + 10 uM 5-FU 24. Saat B: HeLa 30 uM CBN + 10 uM 5-FU 48. Saat C: HeLa 30 uM CBN + 10 pM 5-FU
72. Saat

4.1.9. Molekiiler Kenetlenme ve Molekiiler Dinamik Simiilasyon Calismalari

Molekiiler kenetleme calismalari, son yillarda c¢esitli hastaliklara sebep olan
mekanizmalarin belirlenmesi ve buna bagli olarak ilag tasarimi arastirmalarinda 6nemli

bir rol oynamaktadir.

Molekiiler kenetleme ¢aligmalari, bir molekiil veya molekiiler kompleksin yapisal
ozelliklerini ve etkilesimlerini incelemek i¢in kullanilan bir dizi hesaplama ve
modelleme teknigini ifade eder. Bu etkilesimlerin anlagilmasi, ila¢ tasarimi siirecinde
potansiyel inhibitdrlerin belirlenmesine ve tasarlanmasma yardimer olur. Ozellikle
giiclii inhibitorlerin tasarimi, bir hastalifin temel nedenlerini hedefleyen etkili
tedavilerin gelistirilmesine yardimer olmaktadir. Caligmalar, biyolojik sistemlerde ilag
etkilesimlerini, protein-protein etkilesimlerini, protein-ligand etkilesimlerini veya
kimyasal reaksiyon mekanizmalarini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve
bu caligmalar hedef molekiiliin yapisin1 ve etkilesimlerini daha iyi anlamamiza,
biyolojik siire¢lerin temel mekanizmalarini kesfetmemize, ila¢ tasarimi siirecinde yeni
bilesiklerin gelistirilmesine rehberlik etmemize yardimci olmaktadir. Bu yontemler,

modern ilag kesfi ve gelistirilmesinde temel rol oynamaktadir.

Calismamizda kenevir bitkisinden elde edilen CBN bilesiginin ve kanser tedavisinde
kullanilan 5-FU ilacin kanser gelisiminde rol oynayan apoptotik proteinler ile
etkilesimleri degerlendirilmistir. Proteinler ve ligandlar arasindaki baglanma enerjileri

Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1.

Protein ve ligandlar arasindaki baglanma enerjileri (kcal/mol).

Protein (H. sapiens) | Ligand | Seamdock program | Swisdock program | Binding Energy
(kcal/mol). (kcal/mol). Autodock
Vina(kcal/mol).

AKT1 CBN -6.8 -7.22 8.3
(6BUV) 5-FU | -5.1 -6.12 -4.9

BAG1 CBN 9.3 -7.22 7.6
(3FZM) (3FZH) 5-FU | -5.4 -5.90 5.4

BAX CBN -7 -6.36 7.3
(3PK1) 5-FU | -4.9 -6.31 -4.0

BCL2 CBN -7 -7.36 6.9
(8HTS) 5-FU | -4.6 6.20 39
BCL2A1 CBN 7.1 -6.57 7.4
(6MBB) 5FU | -45 6.05 39
BCL2L1 CBN -8.5 -7.27 9.1
(6DCO) (6DCO) 5-FU | -5.4 -6.26 -4.7
BCL2L10 CBN 7.2 -6.90 76
(4B4S) 5-FU | -4.4 -5.83 -3.5
BIRC3 CBN -6.6 - 6.4
(2UVL) 5-FU | -5 - -45
BIRC5 CBN -8.6 - 6.7
(1XOX) 5-FU | -4.9 - 4.8
BIRC6 CBN 7.4 -6.80 8.1
(3CEG) 5-FU | -5.2 -6.12 5.1

BRAF CBN -8.9 - 9.3
(2Y4l) (SVR3) 5FU | 5.2 5.80 47

CD27 CBN -9.2 -5.83 7.2

(13J9) 5-FU | -5.6 -5.54 4.1
CD40LG CBN -6.5 -6.46 6.8
(1ALY) 5-FU | -45 -5.56 4.1
CFLAR CBN -50.7 -6.47 -
(2N5R) (3H13) 5-FU | -24.1 -6.09 -
DAPK1 CBN -8.3 -6.23 8.7
(5AUT) 5-FU | -4.6 -5.98 -4.3

FAS CBN -6.4 -6.74 -7.0
(3MX7) 5-FU | -4.2 -6.01 -36

HRK CBN 7.7 -7.27 8.4
(7POU) 5-FU | -45 -6.08 5.3
IGFIR CBN -8 -7.76 7.2
(5E1S) 5-FU | -4.6 -5.95 -4.0

IL10 CBN 7.3 -7.02 75
(IM4R) 5-FU | -4.9 -5.79 -4.0
MCL1 CBN 7.3 -6.70 -
(6QBC) 5FU | -5.1 -5.81 -
NAIP CBN -6.8 - 76
(2VM5) 5-FU | -4.7 - 4.4
NFKB1(7LFC)(7TRG | CBN -6.5 -6.52 77

5 swiss) 5-FU -4.7 -6.11 -3.7
RIPK2 CBN 95 6.79 8.7
(6FU5) (6GGS) 5-FU | -5.6 -5.88 5.4

TNF CBN 7.4 7.22 7.7
(3B93) 5-FU_ | 46 5.76 45

XIAP CBN -6.9 - 75
(1TFQ) 5-FU | 42 - 3.4

91




Tablo 4.2. Protein ve ligand arasindaki en yiiksek baglanma enerjisinin programlar arasinda
karsilagtirilmasi.

CBN 5-FU
Autodock Vina program BRAF -9.3 kcal/mol RIPK2-BAG1 -5.4 kcal/mol
(kcal/ mol)
Seamdock program CFLAR- 50.7 kcal/mol CFLAR- 24.1 kcal/mol
(kcal/ mol)
SwissDock program IGF1R- 7.76 kcal/mol BAX - 6.31kcal/mol
(kcal/ mol)

Tablo 4.3. Protein ve ligand arasindaki en diisiik baglanma enerjisinin programlar arasinda
karsilagtirilmasi.

CBN 5-FU
Autodock Vina program BIRC3 6.4 kcal/mol XIAP -3.4 kcal/mol
(kcal/ mol)
Seamdock program FAS -6.4 kcal/mol FAS- XIAP -4.2 kcal/mol
(kcal/ mol)
SwissDock program CD27 -5.83 kcal/mol CD27 -5.54 kcal/mol
(kcal/ mol)

Yukarida verilen ¢gizelgeye gore en yiiksek baglanma enerjisi CFLAR proteini ile CBN
ve 5-FU ligandi arasinda sirasiyla -50.7 kcal/mol ve -24.1 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. En diisiik baglanma enerjisinin ise CBN ve 5-FU ligandlar igin

sirastyla -6.4 kcal/mol ve -4.2 kcal/mol ile FAS proteini arasinda oldugu belirlenmistir.

Ligand ve hedef protein arasindaki hidrojen (H) baglari, molekiil etkilesimlerde kritik
bir rol oynar. Bu hidrojen baglari, proteinin dogru bir sekilde katlanmasini saglar ve
ligandin spesifik bir sekilde baglanmasini kolaylastirir.  Molekiiler kenetleme
caligmalarinda bu hidrojen baglarinin varligini ve etkilerini anlamak i¢in 6nemlidir. Bu
nedenle molekiiler kenetlenme ¢aligmalarinda elde edilen baglanma enerjilerinin yani
sira protein ve ligand arasinda kurulan hidrojen baglarmin da O6nemli oldugu

bilinmektedir. Bu baglarin analizi, ligandin hedef proteine baglanma yetenegini
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anlamak ve ila¢ tasarimi gibi uygulamalarda en iyi sekilde kullanmak i¢in 6nemlidir.
Caligmada CBN ligandinin BIRC3, NFKBI1 ve TNF proteinlerinin baglanma enerjileri
Autodock uygulamasina bakarak sirasiyla 9.0 kcal/mol, 7.7 kcal/mol ve 7.7 kcal/mol

olmasina ragmen H baglarinin olmadigi belirlenmistir.

5-FU ligandinin en yiiksek H bagi CFLAR ve NFKB1 proteinleri arasinda oldugu

belirlenmistir.

Tablo 4.4. CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen Baglari.

Protein | Ligand Binding Position Number of Hydrogen
Bonds
AKT1 CBN
(6BUU)
Hidrojen Bag yok.
5-FU
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
L156(A) O
E234(A) OE2
Y437(A) O
N Mah(} O
BAG1 CBN
(B3FZM)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
0 D10(A) OD1
0 D366(A) O
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglari.

5-FU hydrogen bond
Ligand atom Receptor
Y15(A) O
D199(A) OD2
T204(A) O
T204(A) OG1
oDz MaN() N
NaN({) O
Mal() O
MNaN() O
Mal() O

0G1 MNaN() O

BAX CBN "
(3PK1) <

hydrogen bond
Ligand atom Receptor

o} E225(C) OE2

5-FU hydrogen bond

L
5 5 y Ligand atom  Receptor
Yy ™ b E225(A) OE2
Q229(A) OE1
Q229(A) OE1
F273(A) 0
H277(A) ND1
E225(C) OE1
E225(C) OE2
E225(C) OE2
ND1 MaN() O

BCL2 CBN
(8HTS)

hydrogen bond
Ligand atom Receptor

o Y202(A) O
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

5-FU
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
WATE(A) O
E179(A) O
BCL2A | CBN
1
(6MBB)
hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
0] E48(A) OE1
0 KAB(A) NZ
5-FU hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
D15(A) OD1
Q13(A) OE1
Q18(A) OE1
Q25(A) O
P26(A) O
G29(A) O
N MaN(j O
N NaN() O
BCL2L | CBN /)
1
(6DCO)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
0 S18(A) 0G
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

5-FU hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
Y101(A) CH
D107{A) O
D107(A) O
L10&(A) O
S110{A) O
S110(A) OG
OH NaMN() N
BCL2L | CBN
10
(4B4S)
hydrogen bond
L;?;':'d Receptor
Y73(B)
9 OH
o} R44(A) NE
5-FU
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
S19(A) O
R21(A) O
R21(A) O
R99(A) O
M NaM() O
N NaM{) O
BIRC3 | CBN 7
(2UVL) Vi)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
o] Y283(B) O
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

5-FU N hydrogen bond
HES Rscoptor
N24%HE)
oo
Y2E2(B) OH
Y282(8) OH
DIZ96(E)
oo
CIZ96(E)
oo
DIZ98(E]
ooz
o Mabii N
HH2 Nab(i 0
OH HMaki) O
BIRC5 | CBN .
(1XOX)
hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
o] Q92(A) OE1
5-FU
~
N hydrogen bond
< :-4& Ligand atom Receptor
LM ? d
8 (& S K91(A) O
SedsWl ol &
wJ’\//\. -{' X £
i)~
i)
BIRC6 | CBN - o
e -
AT >
(3CEG) STt
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
o] E4618(B) OE1




Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

5-FU
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
E4599(B) OE1
E4518(B) O
T4619(B) OG1
Q4715(B) OE1
) 0G1 MNaN(} O
BRAF CBN
(241)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
(o] CT42(B) O
5-FU
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
Q46(C) OE1
P124(C) Q
P124(C) O
G202(C) O
E203(C) OE2
1204(C) O
CD27 CBN
(1339)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
(o} E198(A) OE1
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

5-FU
hydrogen bond
L;%g;d Receptor
E198(A)
OE1
E198(4)
OE1
Y¥216(A) O
N218(A) O
CD40L | CBN
G
(1ALY)
hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
o] Y172(A) OH
5-FU hydrogen bond
Ligand atom Receptor
T135(A) OG1
T135(A) 0G1
P244(A) O
0G1 MaN() N
NE2 MaN() N
N MaN() O
CFLAR | CBN
(2N5R)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
o VI(AIN
o] R3(A) O
0] R3(A) O
o] R3(A) NH2
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

5-FU hydrogen hond

Ligand atom  Receptor
V1i(A) 0
VI(A) O
VI(A) 0
R3(A) O
R3(A) O
R3(A) O

D5(A) OD1
05(A) OD2
DS(A) OD1
D5(A) OD2
D5(A) OD1
D5(A) 0D2
D5(A) OD2
D5(A) OD2
Hi NaN() N
Hi NaN{) N
Di Nal() 0
H1 NaN( 0

DAPK1 | CBN
(5AUT)

hydrogen bond
Ligand atom Receptor

o} K42(A) NZ

5-FU hydrogen bond
Ligand atom Receptor
Y208(A) OH
S215(A) O
P216(A) O
P216(A) O
L218(A) O
E235(A) O
E237(A) OE2

OH NaN(} O
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglari.

FAS CBN
(3MX7)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
o} DAY O
5-FU
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
L79(A) O
181(A) O
K84(A) O
KB4{A) O
IGFIR | CBN
(5E1S)
hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
(0] M107T9(A) N
5-FU hydrogen bond
Ligand atom Receptor
T1055(A) O
T1055(A) O
T1055(4) OG1
C1056(A) SG
V1274(A) O
V1274{A) O
S1275(4) O
E1281(A) OE2
) OG1 NaM() O
N NaM() O
1SG NaM() O
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

IL10 CBN
(IM4R)
hydregen bond
Ligand atom  Receptor
o] E77(B) OE2
0 K78(B) NZ
5-FU hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
M35(A) O
N176(A) O
AITT(A) O
1179(A) OT2
TTO(B) ©
Dy1(B) O
oT2 NaN() O
MCL1 CBN
(6QBC)
weak hydrogen bond
Ligand atom Receptor
c S33(H) 0G
5-FU
hydregen bond
Ligand atom Receptor
833(H) 0G
S50(H) 0G
Q99(H) CE1
oG NamM() N
oG NaN({) O
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglari.

NAIP | CBN
(2VM5)

Hidrojen Bag yok.

5-FU hydrogen bond

Ligand atom  Receptor
R148(A) O
Y156(A) OH
Y156(A) OH
T189(A) O

CH NaN() O

N NaN() O

NE NaN{) O

NH2 NaN{) O

NFKB1 | CBN
(TLFC)

Hidrojen Bag yok.

5-FU hydrogen bond

Ligand atom Receptor
V312(A) 0
V312(A) 0
T313(8) O
GI14{A) O

D316(A) OD1

D316(A) D1
T319(A) OG1
N352(A) O
N352(A) OD1
A355(A) 0
Q1360(A) OE1

oG1 MNaN() O
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Tablo 4.4(devam). CBN

ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler

ile aralarindaki Hidrojen

Baglar.
RIPK2 | CBN
(6FU5)
hydrogen bond
Ligand atom  Receptor
0 T95(B) OG1
5-FU hydrogen bond
Ligand atom Receptor
F75(A) O
FT5(A) O
IT8(A) O
NE NaM() N
MNH1 NaM() N
NH1 NaN(} O
TNF CBN
(3B93)
Hidrojen Bag yok.
5-FU

hydrogen bond
Ligand atom Receptor
G137(A) 0
N135(C) O
N135(C) OD1
G137(C) 0
G137(C) 0
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Tablo 4.4(devam). CBN ve 5-FU Ligandlarin Apoptotik Proteinler ile aralarindaki Hidrojen
Baglar.

XIAP CBN
(1TFQ)
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
o] Q333(A) OE1
5-FU
hydrogen bond
Ligand atom Receptor
D264(A) OD1
D264(A) OD1
A285(A) O
A285(A) O
R286(A) O
NH1 MaM() O

Yapilan bir calismada, CBD, CBG ve CBN’nin Epidermal biiylime faktorii reseptorleri
(EGFR) iizerindeki baglanma afinitesini ve inhibitér Ozellikleri arastirilmistir.
Molekiiler kenetleme calismalarina gére CBN’nin inhibitér aktivitesinin diger iki
bilesige gore daha zayif oldugu bulunmustur. CBD ve CBG’nin EGFR-TK’ye yiiksek
baglanma afinitesine sahipken CBN’nin diger bilesiklere gore daha diisiik afiniteye
sahip oldugu bulunmustur. Calismada yapilan hesaplamali analiz sonucunda
kannabinoidlerin bir hidroksil grubu ile EGFR-TK’nin Thr766, GIn767 vr Met769’u
arasindaki hidrofobik etkilesimin ve hidrojen baginin, li¢ kanabinoidin EGFR-TK nin
aktif bolgesine stabil bir sekilde yerlestirilmesini sagladigi bulunmustur (105).

CBN bilesigi ve 5-Fu ilacinin hedef proteinlerle birlikte baglanma enerjisi tek tek
enerjileri online docking programi swissdock, seamdock ve autodock kullanilarak test
edilmistir. ikili ligand baglanirken dnce birinci ligand proteine baglayarak daha sonra
diger kimyasalin bu kompleks yapiya baglanma enerjisine bakilmistir ve tek basina

baglanma enerjileri karsilastirilmalar1 Tablo 3.5’te gosterilmistir.

105



Tablo 4.5. Serbest ikinci ligandin protein-ligand kompleksine baglanma enerjisi ile ligandin tek

baglanma enerjisinin karsilagtirilmasi.

Protein Ligand Autodock Vina | Protein-Ligand Serbest Autodock Vina

(Kcal/mol) kompleksi ikinci (Kcal/mol)
Ligand

CD40LG | CBN -6.8 CD40LG+5-FU CBN -6.7

(1ALY)

CD40LG | 5-FU 4.1 CD40LG+CBN 5-FU -4.3

(1ALY)

CD27 CBN 7.2 CD27 +5-FU CBN -8.3

(1339)

CD27 5-FU -4.1 CD27 +CBN 5-FU -4.4

(1339)

1L10 CBN -1.5 IL10 +5-FU CBN -8.0

(1IM4R)

IL10 5-FU -4.0 IL10 +CBN 5-FU -4.4

(IM4R)

XIAP CBN -75 XIAP +5-FU CBN -7.3

(1TFQ)

XIAP 5-FU -34 XIAP +CBN 5-FU -3.5

(1TFQ)

BIRC5 CBN -6.7 BIRCS5 +5-FU CBN -6.4

(1XOX)

BIRCS5 5-FU -4.8 BIRC5 +CBN 5-FU -4.8

(1XOX)

NAIP CBN -7.6 NAIP +5-FU CBN -7.4

(2VM5)

NAIP 5-FU -4.4 NAIP +CBN 5-FU -4.2

(2VM5)
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Tablo 4.5(devam). Serbest ikinci ligandin protein-ligand kompleksine baglanma enerjisi ile
ligandin tek baglanma enerjisinin karsilastirilmasi

TNF CBN 7.7 TNF +5-FU CBN -8.1
(3B93)

TNF 5-FU 45 TNF +CBN 5-FU -4.6
(3B93)

BIRC6 | CBN -8.1 BIRC6 +5-FU CBN -8.4
(3CEG)

BIRC6 | 5-FU 5.1 BIRC6 +CBN 5-FU -4-4
(3CEG)

BAG1 | CBN -7.6 BAGL +5-FU CBN 7.7
(3FZM)

BAG1 | 5-FU 5.4 BAG1 +CBN 5-FU 5.1
(3FZM)

FAS CBN -7.0 FAS +5-FU CBN -7.0
(3BMX7)

FAS 5-FU -3.6 FAS +CBN 5-FU -3.8
(3BMX7)

BAX CBN 7.3 BAX +5-FU CBN 7.4
(3PK1)

BAX 5-FU -4.0 BAX +CBN 5-FU 4.4
(3PK1)

BCL2L1 | CBN 7.6 BCL2L10 +5-FU | CBN 7.7
0 (4B4S)

BCL2L1 | 5-FU -3.5 BCL2L10 +CBN | 5-FU -3.6
0 (4B4S)

AKT1 | CBN 7.4 AKT1+5-FU CBN -8.1
(6BUU)

AKTL | 5-FU 4.2 AKT1+CBN 5-FU -4.9
(6BUU)
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Tablo 4.5(devam). Serbest ikinci ligandin protein-ligand kompleksine baglanma enerjisi ile
ligandin tek baglanma enerjisinin karsilastirilmasi

DAPK1 | CBN -8.7 DAPK1+5-FU | CBN -8.7
(5AUT)
DAPK1 | 5-FU 4.3 DAPK1+CBN | 5-FU 4.7
(5AUT)
IGFIR | CBN 7.2 IGF1R +5-FU CBN -8.2
(5E1S)
IGFIR | 5-FU -4.0 IGF1R +CBN 5-FU -3.8
(5E1S)
BIRC3 | CBN -9.0 BIRC3 +5-FU CBN -6.6
(2UVL)
BIRC3 | 5-FU 4.2 BIRC3 +CBN 5-FU -4.4
(2UVL)
BCL2L1 | CBN 9.1 BCL2L1+5-FU | CBN -8.7
(6DCO)
BCL2L1 | 5-FU 4.7 BCL2L1+CBN | 5-FU -4.8
(6DCO)
RIPK2 | CBN 8.7 RIPK2 +5-FU CBN -10.0
(6FU5)
RIPK2 | 5-FU 5.4 RIPK2 +CBN 5-FU -5.3
(6FU5)
BCL2A1 | CBN 7.4 BCL2A1 CBN -7.6
(6MBB)
+5-FU
BCL2Al | 5-FU -3.9 BCL2A1 +CBN | 5-FU -3.8
(6MBB)
NFKB1 | CBN 7.7 NFKB1 +5-FU | CBN 7.4
(TLFC)

Tablo 4.5(devam). Serbest ikinci ligandin protein-ligand kompleksine baglanma enerjisi ile
ligandin tek baglanma enerjisinin karsilastirilmasi
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NFKB1 | 5-FU -3.7 NFKB1 +CBN | 5-FU -38
(TLFC)
HRK CBN -8.4 HRK +5-FU CBN -8.0
(7POU)
HRK 5-FU 5.3 HRK +CBN 5-FU -5.0
(7POU)
BCL2 CBN -8.9 BCL2 +5-FU CBN 8.2
(8HTS)
BCL2 5-FU -4.9 BCL2 +CBN 5-FU 4.3
(8HTS)
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5. TARTISMA

Bir¢ok kanabinoid ¢esidi, kanabinoid reseptorleri veya diger iliskili reseptorler ile
etkilesime girerek antikanser o6zellikler gostermektedir (96). CBN bilesiginin yapilan
caligmalar sonucunda anti inflamatuar, antibakteriyel antitimor gibi tibbi 6zelliklerinin
oldugu bulunmustur (45). Yapilan bu ¢alismada, zayif psikoaktif kanabinoid ¢esidi olan
CBN’nin diinyada ve iilkemizde en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden olan meme ve rahim
agz1 kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki antikanser etkisi incelenmistir. Boylece {izerine
cok fazla galisma yapilmamis olan kenevir bitkisinden elde edilen CBN bilesigi ve
bunun yaninda meme, pankreas kanserinde kullanilan 5-fluorourasil ilacinin ayr1 ayri
ve birlikte kullanilarak antikanser etken maddesi olabilme potansiyeli arastirilarak

kanser tedavisinde kullanim imkani1 vurgulanmaya ¢alisilmistir.

Sonuglarimiz, CBN’nin MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt1 ve HeLa rahim agzi
kanseri hiicre hattinin biliylimesini inhibe ettigini gostermistir. Calismanin ilk
asamasinda maddelerimize optimizasyon c¢alismasi yaparak kanser hiicre hatlari
tizerindeki dozlar belirlenmistir (Tablo 3.2.). Daha sonra belirlenen dozlar MDA-MB-
453 ve HeL a hiicre hatlar1 iizerinde degerlendirilmistir. Kenevir bitkisinden elde edilen
kanabinoidler kanser hiicre gocii, istilas1 ve metastaz1 iizerinde etkili oldugu birgok
calisma ile belirlenmistir. Ancak kanabinoidin ana bilesiklerinden olan ve koékeni
bakimindan farklilik gosteren CBN ile ilgili kanabinoid ¢esitlerine gore antikanser
etkisi olduguna dair ¢ok az calisma yapilmistir. Bizde bu ¢alismamizda Schoeman ve
ark., yapmis oldugu c¢alisma olan CBN’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri
hiicre hatlar1 iizerinde sinerjistik antikanser potansiyel degerlendirmesini baz alarak
caligmamizda meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-453 ve rahim agzi kanseri
hiicre hatt1 olan HeLa tizerindeki etkisini arastirdik (97). CBN ilacinin antiproliferatif
etkisi ilk defa 1975 yilinda Munson ve ark. tarafindan yapilan bir calismada CBN’nin
akciger adenokarsinom hiicre biiylimesini inhibe ettigini gostermistir. 20 giin boyunca
art arda CBN ile tedavi edilen farelerde primer timor boyutunun kiigiildiigii
belirlenmistir (98). Bizde bu ¢alismada CBN’nin MDA-MB-453 meme kanseri hiicre

hatt1 ve HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisini arastirmayi
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amagladik. Yaptigimiz ¢aligma sonucunda CBN’nin her iki hiicre hatt1 {izerinde de
doza bagl olarak etkisinin oldugu belirlenmistir. MDA-MB-453 hiicre hatt1 tizerine 50
uM CBN’nin etkili oldugu goriilmiistiir. Bu degerler HelLa hiicre hatt1 {izerinde de
denenmis ve bu hiicre hatt1 iizerinde de 50 uM’de 72. Saat sonunda etkisini gosterdigi
belirlenmistir. CBN’nin MDA-MB-453 hiicre hattinda HeLa hiicre hattina kiyasla
hiicre ¢ogalmasint daha fazla etkiledigi hiicre Oliimlerinin daha ¢ok oldugu
goriilmiistiir. Tez ¢alismamizda kullandigimiz 5-fluorourasil ilaci genellikle kolorektal,
pankreas ve meme kanseri tedavilerinde kullanilan bir ilagtir. 5-FU kisa yar1 6mrii ve
degisken oral biyoyararlanimina sahip ve cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir kemoterapi ajanidir. DNA sentezini inhibe ederek kanser
hiicrelerinin biiyiimesini engeller ve kanserli hiicreler iizerinde %10’luk bir yanit
oranina sahiptir. Bu nedenle genellikle irinotekan, l6kovorin gibi diger ilaclarla birlikte
kullanilmaktadir (80). Saglikli hiicrelerin iizerinde de toksik etkiye neden olmaktadir.
Bundan yola ¢ikarak 5-FU ilacinin yaninda toksik etkiye sahip olan ilaglar yerine
antikanser etkiye sahip CBN bilesigi ile kanser hiicreleri tizerindeki etkisini arastirdik.
Bunun yaninda genellikle kemoterapi ilaglarinin etkilerinin 2B ve 3B olusturulmusg
hiicre hatlarinda kiyaslandig1 gériilmiistiir. 5-Fu ilacinin Ilk basta tek basmna daha sonra
kombinasyon halindeki etkilerini gézlemledik. Calismamizda 5-FU ilact MDA-MB-
453 ve HeLa hiicre hatlari lizerinde 48. Saat sonunda 1 uM dozunda etkili oldugu
gozlemlendi. 5-FU ilacinin her iki hiicre hattinda da hiicreleri tamamen 6ldiirdiigii ve
besiyeri igerisinde yiizdiigii goriilmektedir. ki maddeyi karsilastirdigimizda 5-FU nun
CBN maddesine gore 48. Saatte etkisini daha iyi gosterdigi belirlenmistir. Dolaysiyla
5-FU ilacinin kullanildig1 kolorektal kanser hiicre hatlarinin yani sira meme ve rahim

agz1 hiicre hatlarinda da etkili oldugunu soyleyebiliriz.

Kanser hiicrelerinin hareketliliginin belirlenmesinde kullanilan in vitro calismalarda
migrasyon ve invazyon Ozelliklerinin belirlenmesi Onem tagimaktadir. Yaptigimiz
migrasyon deneyinde Oncelikle MDA-MB-453 ve HeLa hiicre hatlarina 2.2.5.1.°de
anlatildig1 gibi yara agilmistir. Ilag uygulanmis hiicrelerin yara agiklign 24, 48 ve 72.
Saatlerdeki degisimleri degerlendirilmistir. HeLa hiicre hattinin MDA-MB-453 hiicre
hattina gore yaray1 kapatma siirecinde gdzlenen farkin, HeLa hiicre hattinin daha hizl

cogalma ozelliginden kaynaklandig1 sOylenebilir.

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattinda metastaz yetenegini en iyi baskilayan 5-

FU ilact olmustur. 5-FU ilac1 5 uM doz ile 48 saat i¢cinde yara c¢ekilen yerlerdeki
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hiicrelerde direk oliimler gézlemlenmistir. CBN nin ise en diisiik doz 25 uM 72 saatte
hiicreler aras1 gogii engelledigi 100 uM uygulanan hiicrelerde ise 72. Saat sonra
hiicreler direk Oliim ile sonuglandiglr goriilmektedir. Kombinasyon halinde verilen
maddelerinin sonunda ise 100 uM CBN + 1 uM 5-FU ilac1 48 saat sonra hiicrelerin

direk 6liime gotiirerek hiicreler besiyeri i¢inde ylizdigli gézlemlenmistir.

HeLa hiicre hattinda yapilan migrasyon deneyi sonuglarina baktigimizda ise CBN nin
kontrol ile kiyasladigimizda 10 pM’de hiicreler arasindaki metastaz yetenegini
engelledigi goriilmektedir. Fakat 5-FU ilacinda en yiiksek doz olan 50 uM’de 72. Saat
sonunda hiicreler arasi gog¢iin hala devam ettigi goriilmektedir. CBN ve 5-FU
kombinasyonu sonucunda hiicrelerde 10 uM CBN + 10 uM 5-FU 48. Saat sonunda
hiicre gogiinii engelledigi ve 72 saat sonunda hiicreleri direk Oliime gotlirdigii
goriilmektedir. Yapilan deney sonucunda CBN’nin her iki hiicre hatt1 olan MDA-MB-
453 ve HeLa hiicrelerinde de 72 saat sonra hiicrelerin direk dliimle sonu¢landirdigi, 5-
FU ilacinin ise HeLa hiicre hattina kiyasla MDA-MB-453 hiicre hattinda daha etkili

oldugu gozlemlenmistir.

Invazyon deneyi kanser hiicrelerinin metastaz yeteneginin arastirlmasinda kullanilan
bir diger in vitro ydntemdir. invazyon deneyleri genellikle migrasyon deneyleri ile
birlikte degerlendirilir. Calismamizda invazyon deney sonuglar1 migrasyon deneyi ile
paralel olarak ayni oldugu goézlemlenmistir. MDA-MB-453 hiicre hattinda kontrol ile
kiyaslandiginda CBN’nin en diisiik doz 25 pM’de 48. Saatte etkisinin oldugu
gorilmektedir. Ayni sekilde 5-FU ilact 1 uM’de 48. saatte etkisini goOstermistir.
Kombinasyon sonuglarina baktigimizda verilen dozlarin 48. Saatte etkili oldugu ve 300
uM CBN + 5 uM 5FU ilacinin 24. Saatte etkisini gostermistir. Sonug olarak hiicrelere
maddeler kombinasyon seklinde verildiginde birbirlerinin etkilerini artirdigi ve 24 saat
sonunda etki gosterdigi goriilmektedir. HeLa hiicre hatti1 invazyon deneyinde kontrol ile
karsilastirdigimizda 25 uM CBN maddesinin 72. Saatte etkisini daha ¢ok gosterdigi, 1
uM 5-FU ilacinin da 48. Saatte etkisini gosterdigi gdzlemlenmistir. Kombinasyon
halinde verilen maddelerin tek basina verilen 5-FU ilacina kiyasla daha az hiicre 6liimii
gorildiigli belirlenmistir. Bunun sonucunda 5-FU ilaci HeLa hiicre hattinda tek basina
daha etkili oldugu kombinasyon halinde 72 saat sonra etkisini gosterdigi ve CBN’nin 5-
FU ilacma kiyasla daha az etkisinin oldugu bu nedenle de ilaglarin hiicrelere etki

mekanizmasinin farkli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda diiz ylizeyde 2B hiicre kiiltiirii deneyleri kullanilarak
calismalar yiiritiilmektedir. 2B caligsmalar sayesinde bir¢cok arastirma yapilmis ve
arastirmalara katki saglamistir. Ancak 2B caligmalarin arastirmalarda kesin sonug elde
etmede dezavantajlar1 vardir. 2B hiicre kiiltiirleri, hiicrelerin dogal ortamlarindan farkli
bir yiizeyde biiylimelerini gerektiren bir durumdur. Ancak hiicreler dogal ortamlarinda
3B bir yap1 igerisinde etkilesim halindedir. Bu nedenle hiicre etkilesimlerini, hiicreleri
dogal fonksiyonlarin1 tam olarak yansitmayabilir. Kanser hiicrelerinde 3B kiiltiirler,
tiimor hiicrelerinin davranislarin1 ve hiicre ile olan etkilesimlerini, tedaviye olan
tepkilerini 2B kiiltiirlere oranla daha iyi modelleyebilmektedir. 3B hiicre kiiltiirii
hiicrelerin dogal ortamlarint daha yakindan incelememize ve daha dogru ve giivenilir
sonuclar elde etmemizi saglar (99). Bu calismamizda 2B hiicre kiiltiiriine ek olarak
hiicrelerimizi 3B olarak gelistirdik ve ilaglarimizin kanser hiicreleri iizerindeki

etkilerini arastirdik.

Calismada 3.2.1.7.’de anlatildig1 gibi hiicreler asili damlama yontemi kullanilarak 3B
olarak gelistirilmistir. MDA-MB-453 meme kanseri ve HelLa rahim agzi kanseri hiicre
hatlarma CBN bilesigi ve 5-FU ilac1 tek tek ve kombinasyon halinde uygulanmistir. flk
olarak MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattina higbir ila¢ uygulanmamis hali
3.30.da verilmistir. Daha sonra hiicreye CBN bilesigi uygulanarak degisimleri
gozlemlenmistir. Sonuglara baktigimizda MDA-MB-453 hiicre hattinin  kiirese
yapilarinda herhangi bir dagilma gériilmemistir. in vitro deney kosullarinin MDA -MB-
453 hiicre hattinda 24 48 ve 72 saat boyunca gelisiminde olumsuz etkiye neden
olmadig1 saptanmistir. Hiicre {izerine belirlenen dozlarda 100 pM CBN’nin
verilmesiyle 48 saat sonra kiiresel yapilarinin bozulmaya basladigi, 200 uM CBN
verilmesiyle 24 saat i¢inde kiiresel yapilarinin bozulmaya basladig1 goriilmektedir. 5-
FU ilacinin MDA-MB-453 hiicre hattinda etkisine baktigimizda, 1 uM 5-FU ilacinin 24
saat icerinde hiicrenin kiiresel yapisinin bozuldugu gozlemlenmistir. Kombinasyon
seklinde uygulandiginda ise hiicrelerin kiiresel yapilarinin 24 saat i¢cinde bozulmaya
basladig goriilmektedir. Ayni islemler HeLa hiicre hatt1 {izerinden tekrar yapilmistir ve
CBN’nin ve 5-FU ilacinin 48 saat i¢inde hiicrelerin kiiresel yapilarini bozmaya
basladig1 belirlenmistir. Kombinasyon seklinde uyguladigimizda hiicre kiiresel
yapilarinin 24 saat icinde bozulmaya bagsladigi gozlemlenmistir. 3B olarak
olusturulmus her iki hiicre hattinda da kontrol grubunda da 24 ve 48 saat siire igerisinde

bir degisim olmazken, CBN MDA-MB-453 hiicre hatti HeLa hiicre hattina gore
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dogrudan hiicrelere etki ederek oldiiriicti etki gostermistir. 5-FU ilact ise, MDA-MB-
453 hiicre hattinda daha etkili oldugu HeLa hiicre hattina daha az etki gosterdigi
gozlemlenmistir. Calisma sonucunda da ilag kombinasyonlar1 seklinde verilmesiyle
etkilerini artirdiklar1 sdylenebilir. Bunun sonucunda da iki ilacin farkli etki
mekanizmalart oldugu ve hiicre hattina gore degiskenlik gosterdigi, Olim
mekanizmalarmin farkli olabilecegini diisliindiirmektedir. CBN’nin diger hiicre
hatlarinda da etkisini arastirildigi ¢alismalar vardir. Bir ¢alismada, CBN’nin glioma
hiicrelerinde antitiimor aktivite gosterdigi bulunmustur. CBN, hiicre proliferasyonunu
azaltarak ve tiimor hiicrelerinin invazyonunu engelleyerek etkisini gostermistir. Bunun
sonucunda, CBN’nin beyin kanseri tedavisinde potansiyel bir ajan olarak
kullanilabilecegi arastirma sonucunda belirlenmistir (100). Farkli arastirmalar
sonucunda CBN maddesinin diger kannabinoidler ile kombinasyon halinde etkisine

bakilmistir.

Calismamizin son asamasinda CBN ve 5-FU maddelerinin belirlenen proteinler
tizerinde molekiiler kenetleme ¢alismasi yapilmistir. CBN ve 5-FU maddelerinin hedef
proteinlere birlikte baglanma enerjisi ile tek tek baglanma enerjileri online docking
programi swissdock ve seamdock kullanilarak test edilmistir. Ikili ligand baglanirken
once kimyasallardan biri proteine baglanmis, daha sonra diger kimyasalin bu kompleks

yaptya baglanma enerjisine ve baglanma pozisyonuna bakilmistir.

Belirlenen proteinlerin CBN ile olan molekiiler kenetleme sonuclarina goére baglanma
enerjilerinin-5.83 kcal/mol ile -50.7 kcal/mol arasinda oldugu belirlenmistir. Diger
ilacimiz olan 5-FU ile proteinler arasinda olan molekiiler kenetleme sonuglarina gore
baglanma enerjilerinin-3.4 kcal/mol ve -24.1 kcal/mol arasinda oldugu belirlenmistir.
llaglar arasinda kurulan H baglar1 ve baglanma enerjisi dikkate alinarak yapilan
degerlendirmede CFLAR proteini CBN ve 5-FU maddeleri ile en iyi antikanser aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglara bakarak bitkiden elde edilen bilesik olan
CBN, apoptotik proteinler ile etkilesime girerek inhibitdr ya da aktivator olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda maddelerin kombinasyon halinde uygulanmasi ile RIPK2 proteinine
CBN ve 5-FU’nun baglanma enerjileri saptanmistir. RIPK2 (serin/treonin/tirozin-
protein kinaz 2) proteini, Dogal ve adaptif bagisiklik tepkilerinin modiilasyonunda

onemli rol oynamaktadir (101). Protein kinaz aktivitesi, NOD1 ve NOD2 sinyal yollar1
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icin vazgecilmezdir (102). NOD2-RIPK2 kanser ve diger otoimmiin hastaliklarda
Oonemli bir sinyal yoludur (108). Src tirozin kinazi, guanin degisim faktori
ARHGEF2'nin  tirozin fosforilasyonunu etkileyerek NOD2'nin  NF-kappa-B
aktivasyonunu tetikler (103). RIPK2 ise NF-kappaB'nin giiglii bir aktivatoriidir ve
cesitli uyaranlara yanit olarak apoptozis indiikleyicisidir. (104). Bu nedenle RIPK2
proteinini hedef alan bir yaklasim kanser tedavisi igin etkili bir yol olarak
diistiniilmektedir. Calismada 6zellikle RIPK2+5-FU kombinasyonunun CBN ile olan
baglanma enerjisi son derece yiiksek oldugu goriilmektedir. Bundan dolayr RIPK2
proteinine ilaglarin yiiksek baglanma enerjisi goOstermesi kanser olusumunun
engellenmesi agisindan son derece énemlidir. Daha sonra yapilacak olan c¢alismalarla
hedefe yonelik ilag gelistirme uygulamalari icin CBN bilesiginin kanser tedavisinde

umut verici bir ajan olacagi diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada tilkemizde en sik goriilen kanser tiirlerinden olan meme ve rahim agzi
kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak daha o©nceki calismalarla antikanser ozelligi
olabilecegi diisiiniilen CBN bilesiginin kemoterapi ilaciyla birlikte kullanilarak
antikanser etkisi incelenmistir. Boylece bitkilerden elde edilen CBN bilesiginin etken
maddesi olabilme potansiyeli incelenerek kanser tedavisinde kullanim imkamn

vurgulanmaya ¢aligilmistir.

Calismamizin ilk agsamasinda CBN ig¢in optimizasyon ¢alismasi yapilarak kanser hiicre
hatlar1 iizerindeki oldiiriicii degerleri belirlenmistir. CBN ve 5-FU ilacinin tek basina ve
birlikte uygulandiginda MDA-MB453 ve Hela hiicre hatlarinin sitotoksik etkisinin
oldugu goézlemlenmistir. Diger yapilan ¢alismalar g6z Oniine alindiginda CBN’nin
meme ve rahim agzi kanserinde de etkili oldugu goriilmiistiir. ila¢ kombinasyonu

uygulamalarinda ise hiicre cogalmasini engelledigi gortilmektedir.

Calismada elde edilen sonuglar CBN bilesiginin meme kanseri ve rahim agzi kanser
tiirlerinin tedavisinde antikanser etken madde olarak kullanilabilecegini gostermistir.
Son yillarda yapilmis c¢aligmalar, kemoterapi gibi tedavilerin olumsuz etkilerini
azaltmak amaciyla antikanser ilaglar ile bitkilerden elde edilen bilesiklerin birlikte
kullanilmasimin faydali olabilece§ini ortaya cikarmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada
incelenen CBN bilesiginin hem tek basina hem de kemoterapi ilaglariyla birlikte
kullanilarak kanser tedavi siirecinde en az yan etkiyle basarili sonuglar elde edilmesine
yardimcr olabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica, kanser siirecinde bitki kaynakli
bilesiklerin etkili oldugu mekanizmalarin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha fazla
calisma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismada ila¢ gelistirme siirecinin klinik
Oncesi agamasi olarak uygulanan ila¢ etken maddesinin kesfedilmesi, bilgisayar

destekli ¢aligmalar yapilarak zamandan ve is giiclinden tasarruf edilmistir.

Sonug olarak bitkilerden elde edilen bilesiklerin kullanimi kanserin 6nlenmesine katki

saglayarak olusan olumsuzluklarin en aza indirilmesinde yardimci olacaktir. Bunun
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yaninda bitki kaynakli bilesikler, geleneksel tedavi yontemleri uygulanmasi sonucunda

olusan yan etkilerin hafifletilmesi i¢inde iyi bir alternatif tedavi olarak goriilmektedir.
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