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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
HELA HUCRE HATTINA UYGULANAN DOKSORUBISIN VE PIPERLONGUMIN'IN
MMP9, PTEN VE NOTCH1 IFADELERINE ETKISININ ARASTIRILMASI
Gonca GUZELEL
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Do¢.Dr. Duygu YASAR SIRIN

Kanser, bulundugumuz ¢agin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Goriilme siklig1 ve
Olim oraninin yiiksek olmasi nedeniyle de bir halk sagligi sorunudur. Degisen yasam ve
beslenme sartlari, yiiksek radyasyon ve en biiylik pay1 olan genetik yatkinlik kanser vakalarinin
nedenlerinden bazilaridir. Kemoterapi, kanser tedavisinde kullanilan bir yontemdir. Tiimdriin
ilagla tedavi edilmesi anlamina gelir ve kemoterapi; sinirsiz boliinme yetenegi olan kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini 6nleyerek onlar1 hasara ugratir. Adriamisin ticari adi
altinda satilan Doksorubisin bir kemoterapdtiktir. Bir antrasiklin tiirevi antibiyotik olan
doksorubisin; etkisini diger tiim antrasiklinler gibi DNA icine enterkalasyon yaparak gdsterir.
Doksorubisin'in tam etki mekanizmasi hala tamamen anlasilmamis olmakla beraber DNA ile
enterkalasyonun replikasyonu durdurdugu bilinmektedir. DNA replikasyonu sirasinda DNA
cift sarmalinin agilmasini saglayan topoizomeraz II DNA kompleksini stabilize ederek
replikasyonu inhibe eder. Doksorubisin hematolojik kanserler, ¢esitli karsinoma tipleri ve
yumusak doku sarkomalar1 gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.
Piperlongumin, Piperlongum Linn bitki tiirlerinde bulunan ve kanserli hiicre hatlarinda ve
hayvan modellerinde anti tlimorojenik aktivite gosteren alkaloid yapida dogal bir {iriindiir.
Yapilan bir¢ok ¢alisma piperlonguminin kemopreventif bir ajan olabilecegini ileri stirmektedir.
Anti-kanser etkisini GSTP1 ve/veya GSTOI1 genlerini susturarak gergeklestirdigini ileri siiren
caligmalar yani sira kanser hiicre migrasyonu, dolayisi ile metastazi engelledigini 6ne siiren
caligmalarda bulunmaktadir. Tamamlanan bu Yiiksek Lisans Tez calismasi kapsaminda
doksorubisin ve piperlonguminin serviks kanser hiicre hatti olan HeLa hiicreleri iizerine etkileri
MMP9, PTEN ve NOTCH1 gibi metastaz ve tiimorogenez ile baglantili genlerin karsilastirmali
ifade diizeyleri Ger¢gek Zamanli PCR ve bu genlerin kodladig: proteinlerin ifadeleri Western-
Blot yontemi ile degerlendirilerek arastirilmistir.

Anahtar kelimeler: HelLa, Doksorubisin, Piperlongumin, MMP9, PTEN ve NOTCH1

2021, 57 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis
THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DOXRUBICINE AND
PIPERLONGUMINE, WHICH ARE APPLIED TO HELA CELL LINE, ON MMP9, PTEN
AND NOTCH1 EXPRESSION
Gonca GUZELEL
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Dog.Dr. Duygu YASAR SIRIN

Cancer is one of the most important health problems of our era. It is also a public health problem
due to its high incidence and high mortality rate. Changing living and nutritional conditions,
high radiation and most importantly genetic predisposition are some of the causes of cancer
cases. Chemotherapy is a method used in cancer treatment. It means treating the tumor with
medication and chemotherapy; damages cancer cells, prevents from the growth and
proliferation of cancer cells, which are capable of unlimited division. Doxorubicin, sold under
the trade name Adriamycin, is a chemotherapeutic. Doxorubicin, an anthracycline derivative
antibiotic; shows its effect by intercalating into DNA like all other anthracyclines. Although
the exact mechanism of action of doxorubicin is still not fully understood, it is known that
intercalation with DNA stops replication. Doxorubisin stabilizes the DNA Topoisomerase 11
complex, which enables the DNA double helix to open during DNA replication, and inhibits
replication. Doxorubicin is frequently used in the treatment of various cancers such as
hematological cancers, various types of carcinoma, and soft tissue sarcomas. Piperlongumin is
an alkaloid natural product found in Piperlongum Linn plant species and showing anti-
tumorigenic activity in cancerous cell lines and animal models. Many studies suggest that
piperlongum may be a chemopreventive agent. In addition to studies suggesting that it achieves
its anti-cancer effect by silencing the GSTP1 and / or GSTO1 genes, there are studies suggesting
that it prevents cancer cell migration and therefore metastasis. Within the scope of this
completed Master’s Thesis, the comparative expression levels of genes associated with
metastasis and tumorigenesis such as MMP9, PTEN and NOTCHI1 in the cervical cancer cell
line HeLa cell line of doxorubicin and piperlongumin were evaluated by Real Time PCR and
the expressions of the proteins encoded by these genes by Western- Blot method. Within the
scope of this completed Master’s Thesis, the comparative expression levels of genes related to
metastasis and tumorigenesis such as MMP9, PTEN and NOTCHI1 in the cervical cancer cell
line HeLa administered doxorubicin and piperlongumin were evaluated using Real Time PCR
and the expressions of the proteins encoded by these genes by Western- Blot method.

Key words: HelLa, Doxorubicin, Piperlongumine, MMP9, PTEN and NOTCH1
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1. GIRIS

Kanser, bulundugumuz c¢agin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir ve yeni tedavi
yontemleri veya kemoterapétikler giiniimiizde en cok arastirilan konulardandir. Raj ve
arkadaslar1 piperlongumini tanmimlanmis kanser hiicresi soylarmi segici bir sekilde

oldiiriildiglinti gostermislerdir (Raj vd., 2018).

Serviks kanser hiicrelerinden elde edilen HeLa hiicre hatt1 ile yaptigimiz bu ¢alismada
doksorubisin ve piperlonguminin MMP-9, PTEN ve NOTCHI1 ifadesi ve hiicre
proliferasyonu/gocii lizerine etkileri aragtirllmigtir. Tiim hiicre tiplerinde ifade edilen ve bir
hiicre iskeleti elamani olan Aktin geni ve proteini calismada internal kontrol olarak
kullanilmistir. MMP-9, PTEN ve NOTCHI1 gen ve protein ifadesindeki degisimler internal

kontrol olarak kullanilan B-Aktin ifadesi ile karsilastirilarak degerlendirilmistir

Piplartin olarak da isimlendirilen Piperlongumin (PL), Hint alternatif tibbinda 6ksiiriik,
solunum yolu enfeksiyonlari, mide agrisi ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Yapilan
calismalarda Piperlonguminin, hematolojik, gastrointestinal, merkezi sinir sistemi {lizerindeki
pozitif etkileri belirlenmis, bununla birlikte, bu molekiiliin ¢esitli biyolojik aktiviteleri
kesfedilmistir. Piperlonguminin antiplatelet, antinosiseptif, anksiyolitik, antiarteriosklerotik,
antimikrobiyal 6zellikleri de tanimlanmistir. Kati1 timorler dahil olmak iizere ¢esitli kanser

hiicrelerinde potansiyel sitotoksik ve antitiimor 6zelliktedir (Gong vd., 2014).

Hem protein fosfataz hem de lipid fosfataz aktivitesine sahip olan bir ¢ift 6zgtlliiklii
403 aminoasitlik, 55 kD bir fosfataz olan ve 10g23.3 kromozomunda bulunan gen olan PTEN,
insan kanserinde en ¢ok degisime ugramis tiimor baskilayici genlerdendir (Yasar, 2003). PTEN
geni, endometriyal kanserde ve endometroid tipi yumurtalik kanserinde siklikla mutasyona
ugradigr bilinmektedir. Rahim agzi kanserinde ise PTEN geninin seyrek mutasyonlar

bildirilmistir.

MMP-9 da ¢esitli kanser tiirleri i¢in potansiyel bir biyobelirteg olabilecegi belirtilmistir.
Bu calismalarda MMP-9 ekspresyonunun rahim agzi kanserinde yiliksek oldugu belirlenmis
ve rahim agz1 kanserinde MMP-9 ekspresyonunun hastaligin seyrini belirlemede énemli bir

faktor oldugundan bahsedilmektedir (Huang, 2018).

Bir diger gen bolgesi olan ve hiicre gelisim ve farklilasmasini diizenleyen bir yolak olan

NOTCH sinyal yolunun son c¢aligmalarda hiicre farklilagsmasi ve proliferasyonunun yani sira



apoptotik olaylarda da rol oynadig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda NOTCHI sinyal yolunun,
spesifik MMP'leri aktive ederek endotel hiicrelerinin morfogenezini diizenledigi belirlenmistir

(Zhao vd., 2017).

Calismamizda HeLa hiicre hattina, doksorubisin ve piperlongumin 24 ve 48 saat silireyle
belirlenen dozda uygulanarak MMP9, PTEN, NOTCHI1 ve B-Aktin genleri tizerindeki etkisi
molekiiler olarak aragtirilmistir. 24 ve 48 saat sonunda HelLa hiicrelerindeki canliligin tayini
icin MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] testi yapilmistir. Belirlenen
iki farkli saat periyodu i¢cin RNA izolasyonlar1 gergeklestirilmis ve cDNA reaksiyonu
kurulduktan sonra belirlenen genlerin ekspresyon miktarini saptamak i¢in kantitatif Gergek
Zamanli PCR yontemi uygulanmigtir. Ayni zamanda 24 ve 48 saat periyotlarinin sonunda ilag
uygulamalarinin ardindan protein analizi yapilmis, MMP9, PTEN, NOTCHI1 ve B-Aktin
genlerinin protein ifadesi icin Western-Blot yontemi kullanilmistir. Bu sekilde doksorubisin ve
piperlonguminin metastaz ve tiimorogenez ile baglantili genlerin ifade diizeyleri karsilagtirilmig

ve dogal bir liriin olan piperlonguminin serviks kanseri tedavisindeki olas1 yeri irdelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serviksin Yapis1

Serviksin boyutu ve sekli kadinin yasma ve hormonal durumuna gore degisiklik
gosterir. Dogum yapmis kadinlarda bu kisim hantaldir ve dis delik (eksternal os) genis,
araliklidir. Enine bir yarik olarak goriiniir. Hi¢c dogum yapmamis kadinlarda eksternal os,
serviksin merkezindedir. Kiiciik dairesel bir acikligi andirir. Supravajinal kisim, internal
servikal os'da uterusun kas govdesi ile bulusur. Dis os’un disinda kalan serviksin bu boliimiine
ektoserviks denir. Bu kisim vajinal spekulum sirasinda goriilebilen kisimdir. Dis os'a yakin
kisitma endoserviks denilir. Serviksin bu kismini goriintiilemek icin gerilmesi veya

genisletilmesi gereklidir.

Endoserviksten gecen endoservikal kanal, rahim boslugunu vajina ile birlestirir ve
vajinaya acildig1 i¢ kistmdan dis osa uzanir. Kadinin yasina ve hormonal durumuna gore
uzunluk ve genislik bakimindan degisiklik gosterir. Ureme cagindaki kadinlarda 6-8 mm
genisliginde olabilir. Rahim agzin1 g¢evreleyen bosluk vajinal forniks olarak isimlendirilir.
Forniksin serviks ile lateral vajinal duvarlar arasindaki kismina lateral forniks denir. Vajinanin
on ve arka duvarlar ile serviksin arasindaki kisimlar sirasiyla 6n ve arka forniks olarak

isimlendirilir (Sellors. ve Sankaranarayanan, 2003).



Fallop borusu

Sekil 2.1. Kadin iireme organlarinin sematik ¢izimi, serviksin konumu (Serviksin kadin iireme

organlari i¢cindeki konumu, 2021).

2.2. Kanser

Kanser, bulundugumuz ¢agin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Goriilme siklig1 ve
6liim oraninin yiiksek olmasi nedeniyle de bir halk sagligi sorunudur. Kanser, hiicre boliinmesi
tizerindeki kontrol noktalarindan kurtuldugunda ve kontrolsiiz proliferasyonunu takiben
baslar. Bu hiicrelerin tiimii de uygunsuz c¢ogalma gdsterir. Bu anormal hiicrelerden
olusan bir tiimor veya hiicre kiitlesi, kaynaklandig1r doku icinde kalabilir. Bu durum in sitii
kanser olarak isimlendirilir. Yakindaki dokular istila etmeye baslayan kanser ise invaziv
kanserdir. Istilact bir tiim&riin iyi huylu olmadig: sdylenir ve kétii huylu bir tiimdrden kan veya
lenf i¢ine dokiilen hiicreler metastaz yaparak yeni tiimorler olustururlar (National Institutes of

Health [NIH], 2007).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC), 14 Aralik 2020°de kiiresel kanser
durumuna iligkin yeni veriler yaymlamistir. 185 tilkede kanser insidansi ve mortalite saglayan
bir veritabani olan Globocan 2020'de 19,3 milyon yeni vaka oldugunu bildirmistir. Yas, cinsiyet
farketmeksizin 10 milyon kisi ise hayatin1 kanser yiliziinden kaybetmistir (Union for

International Cancer Control [UICC], 2020).



Meme Kanseri
2261 419 (24.5%)

Diger Kanserler
3489 618 (37.8%)

Kolorektal Kanseri
865 630 (9.4%)
Mide Kanseri
369 580 (4%) " Akciger Kanseri
Korpus Uteri Kanseri 770 828 (8.4%)

417 367 (4.5%)
Tiroid Kanseri Serviks Kanseri
448 915 (4.9%) 604 127 (6.5%)

Total : 9 227 484

Sekil 2.2. Diinya ¢apinda 2020'de kadinlarda tahmini yeni vaka sayisi (Union For International
Cancer Control [UICC], 2020).

2.2.1. Serviks Kanseri

2.2.1.1. Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

2020 Kiiresel kanser verilerine gore yilinda diinya capinda 19,3 milyon yeni kanser
vakas1 (melanom disi cilt kanseri hari¢ 18,1 milyon) tanilanmis ve yaklasik 10,0 milyon kanser
hastasinin 6liimii ile sonuglanmigtir. Diinyanin her yerinden ve her yastan kadinlardan 604,127
(%6,5) kisi 2020 yilinda serviks kanserine yakalanmistir (Union for International Cancer

Control [UICC], 2020).

Rahim agz1 kanseri, diinya ¢apinda her yil ¢ok fazla kadinin hastaliga yakalanmasiyla
ciddi bir saglik sorunudur. Vakalarin ¢ogu, etkili tarama sistemlerinin bulunmadigi daha az
gelismis tllkelerde ortaya c¢ikar. Serviks kanserinin geligimi ile iliskili diger faktorler arasinda,
geng yasta (<16 yas) baslayan cinsel aktivite, birden ¢ok cinsel partnerler, genital sigiller, HIV
ve HPV pozitifligi bulunmaktadir. Sigara i¢imi (ve belki de gevresel tiitiin dumanina maruz
kalma), 6nemli servikal displazi ve invazif rahim agzi1 kanseri i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir.
Sigara icenlerin servikal mukusunda veya epitelinde tiitiine 6zgii kanserojenler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar tanimlanmistir bunlar hiicresel DNA'ya zarar verir ve kotii huylu

tiimdr liretmek icin HPV ile beraber gorev yapabilirler (Waggoner, 2003).



Insan papilloma viriisleri (HPV) enfeksiyonu rahim agzi1 kanserinin gelisiminde merkezi
bir rol oynamaktadir. Hem konak¢1 hem de viral genetik faktorlerin, enfekte bireyler arasinda

HPV ilerlemesi riskinin 6nemli belirleyicisidir.

HPVI1e, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 ve 73 olmak lizere 14 tip yiiksek
riskli HPV vardir. HPV tip 16 ve 18 pek ¢ok yerde oldugu gibi Tiirkiye’dede servikal

kanserlerle iliskili en sik goriilen tiplerdir (Jain ve Limaiem, 2021).

2.3. HeLLa Hiicre Hatt1

HeLa hiicre dizisi, Henrietta Lacks adli bir rahim agz1 kanseri hastasinin tliimdriinden
elde edilen Oliimsiizlestirilmis ilk insan hiicre hattidir. Henrietta Lacks 1951'de kanserden
O0lmesine ragmen, HelLa hiicre hatt1 kiiltiirde siirekli olarak c¢ogaltilmis ve biyomedikal
arastirmalarda en yaygin kullanilan insan hiicre dizilerinden biri haline gelmistir (Landry vd.,

2013).

Bu hiicreler, diger kanser hiicrelerine kiyasla bile anormal derecede hizli
cogalirlar. Diger birgok kanser hiicresi gibi, HeLa hiicreleride telomeraz enziminin aktif bir
versiyonuna sahiptir. Telomerler siirekli kopyalanmaktadir ve bu yaglanmaya ve hiicre 6liimiine
neden olan telomerlerin giderek kisalmasini onler. Boylelikle sinirsiz hiicre boliinmesi ve
Olumsiizliige sahip bir hiicre hatti meydana gelir. HeLa hiicreleri karyotipik olarak yiliksek
derecede anormal ( 4n = 82) ve sitolojik olarak farkli markér kromozomlari tasir. Fenotipik

olarak epitel goriiniimiindedirler. Hizla biiyiir ve temas inhibisyonu eksikligi gosterir.

HeLa hiicreleri ¢cocuk felci agisinin gelistirilmesi, HPV ve rahim agzi kanseri arasindaki

iliskinin belirlenmesi, telomerazin rolii gibi bir¢cok ¢alismaya konu olmustur.

2.4. Piperlongumin ve Etki Mekanizmasi

Piperlongumin, ayni zamanda piplartin olarak da isimlendirilir. Piperlongumin
(PL), Hint alternatif tibbinda Oksiiriik, solunum yolu enfeksiyonlari, mide agrist ve diger
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan bir bitkidir. Uzun biberden ( Piper longum Linn) izole
edilen aktif bir alkaloiddir ve PL'nin kimyasal yapis1 iyi karakterize edilmistir. Kesif tarihi ¢ok
uzun bir slire Once olmamasina ragmen, farmakolojik Ozellikleri son yillarda ortaya

cikartlmistir (Piska, Gunia-Krzyzak, Koczurkiewicz, Woéjcik-Pszczota ve Pekala, 2018).


https://en.wikipedia.org/wiki/Telomerase

Yakin zamanda PL, hematolojik, gastrointestinal, merkezi sinir sistemi tizerindeki
pozitif etkileri gbzlemlenmistir. Bununla birlikte, bu molekiiliin ¢esitli biyolojik aktiviteleri
kesfedilmis ve antiplatelet, antinosiseptif, anksiyolitik, antiarteriosklerotik, antimikrobiyal
Ozellikleri de tanimlanmistir. Kati timorler dahil olmak lizere cesitli kanser hiicrelerinde

potansiyel sitotoksik ve antitiimor 6zelliktedir (Gong vd., 2014).

Piperloguminin tiimdr hiicresinin biiylimesini ve gelismesini engelleyen aktiviteleri,
kolon, akciger, meme, pankreas, bobrek ve prostat dahil olmak {izere bir dizi kanser hiicre
dizisine karsi sitotoksik ve sitostatik ozellikler gosteren birkag¢ kanser modelinde arastirilmis ve
cesitli hayvan modellerinde antitiimdr aktivite gosterdigi belirtilmistir. Piperlongumin'in hem
kaspaz bagimli apoptozla hem de nekroz ve otofaji yoluyla hiicre Olimiini tetikledigi

bulunmustur (Guaman, Orellana ve Ratovitski, 2017).

Sitotoksisitesi, tiimor hiicrelerinde mikromolar aralikta gézlenmistir. Ancak normal
hiicrelerde gozlenmemistir. Kantitatif proteomik yaklasimlar, redoks ve ROS homeostazini
modiile ederek oksidatif stresi diizenledigi bilinen iki giicli PL baglayict proteini
tanimlanmistir. Bunlar Glutatyon S-transferaz Pi 1 (GSTP1) ve karbonil rediiktaz 1’dir. PL,
GSTP1 ile etkilesime girdiginde, protein glutatiyonilasyonu hiicresel toksisite ile iligkili bir
siire¢ olarak tanimlanmistir. PL, G1 veya G2 / M fazinda hiicre dongiisiiniin durmasini ve
ardindan mitokondriyal bagimli apoptozu tetikler. PL ayrica otofajiyi tesvik ederek, g¢esitli

kanser hiicre dizilerinde hiicre 6liimiine aracilik eder (Gong vd., 2014).

Eksojen ROS fiiretim tedavisi ile oksidatif stresin indiiksiyonu artik etkili bir kanser
tedavisi olarak kabul edilebilir. Ciinkii bu yaklasim, normal hiicreleri etkilemeden kanser
hiicrelerini segici olarak oOldiiriir. Piperlongumine (PL), antikanser tedavisinde bir ROS
indiikleyicisi olarak islev goriir. Piperlunguminin ROS diizeylerini artirdigt ve normal
hiicrelerde degil, birka¢ kanser hiicre tipinde segici hiicre 6liimiinii indiikledigi gosterilmistir
(Raj vd., 2011). PL aktive ROS birikimi, JNK / ERK yolaginin aktivasyonu yoluyla kanserli

hiicrenin apoptozuna yol agar (Kumar ve Agnihotri, 2019).

Niu ve arkadaslarinin elde ettikleri sonuglarda, piperlonguminin, HeLa hiicrelerinde
eksportin 1 (XPOL1) olarak da bilinen kromozomal bakim 1 (CRM1) ile etkilesimlerini inhibe
ettigini bildirmislerdir. Tiimor baskilayici proteinlerin ¢ekirdek iginde birikmesine neden
oldugunu ve piperlonguminin kendisinin CRM1'de korunan Cys528 ile dogrudan etkilesime

girdigini gostermislerdir. Yazarlar, CRM1 mutant HelLa hiicreleri tizerindeki -etkisini



incelemiglerdir. CRM1 mutant HeLa hiicrelerinin piperlongumine diren¢li oldugunu ve bu
nedenle timor baskilayicit proteinlerin niikleer digsa aktariminin piperlongumin aracili

inhibisyonu, rahim agzi kanseri dahil kanserleri tedavi stratejiler gelistirmek icin kullanilabilir

oldugunu ileri stirmiislerdir (Niu vd., 2015).

Sekil 2.3. Piperlonguminin kimyasal yapisi (Piska vd., 2018).

2.5. Doksorubisin ve Etki Mekanizmasi

Adriamisin ticari adi altinda satilan Doksorubisin (DOX) bir kemoterapi ilacidir. DNA
replikasyonu sirasinda topoizomeraz II’1 inhibe eder ve daha sonra ¢ift iplik kopmasi sonrasinda

niikleotit zincirinin baglanmasini 6nler (Momparler, Karon, Siegel, ve Avila, 1976).

Doksorubisinin antitiimdr etkileri, mikromolekiil sentezinin, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunun, DNA baglanmasinin, ¢apraz baglanmanin, topoizomeraz IIb nin (TOPIIb)
baskilanmasi ve apoptozun indiiksiyonu ile DNA hasarinin 6nlenmesine neden olan DNA'ya
interkalasyonunu iceren mekanizmalardir. TOPIIb, replikasyon, transkripsiyon veya
rekombinasyon sirasinda DNA ipliklerini ayirir. Doksorubisin, DNA zincir aralarina girerek
DNA sentezini dnleyen bir engelleyici olarak bilinir. Doksorubisin hem kanser hem de normal
hiicreler icin toksik olmasina ragmen, her iki hiicrede de hiicre 6liimii mekanizmasi benzer
olmayabilir (Takemura ve Fujiwara, 2007). Ayn1 zamanda DOX hiicre membranina baglanir
ve membranin fiziksel 6zelliklerini degistirir boylece hiicrenin membran fonksiyonunu bozar

(Alves vd., 2017).
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Sekil 2.4. Doksorubisinin molekiiler yapisi (Alves vd., 2017).

2.6. Gen Bolgeleri

2.6.1. PTEN geni

PTEN, hem protein fosfataz hem de lipid fosfataz aktivitesine sahip olan bir g¢ift
ozgillikli 403 aminoasitlik, 55 kD biiyiikliigiinde bir fosfatazdir. 10g23.3 kromozomunda
bulunan bir gen olan PTEN, insan kanserinde en ¢ok degisime ugramis timor baskilayict
genlerdendir (Yasar, 2003). PTEN'in hem kat1 timorler hem de hematolojik maligniteler olmak
tizere birgok kanser tiirlerinden sorumlu olabilecegi ileri siirlilmiis ve PTEN’de meydana gelen

bialelik delesyon, ileri evre tiimdrler veya metastatik hastaliklara neden oldugu belirlenmistir.

PTEN geni, endometriyal kanserde ve endometroid tipi yumurtalik kanserinde siklikla
mutasyona ugradigi bilinmektedir. Rahim agzi kanserinde ise PTEN geninin seyrek

mutasyonlar1 bildirilmistir (Chu, ve Tarnawski, 2004).

Memeli PTEN proteinleri, bir N-terminal fosfataz alani ve bir C-terminal C2 alanindan
olusur. C2 alanlari, fosfolipid aracili hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonunda ve / veya fosfolipid
metabolizmasinda yer alan bir dizi proteinde bulunur. Boylece fosfolipid hedefleme motifleri
olarak islev goriirler. PTEN proteinleri arasinda C2 alaninin korunmasinin metazoanlarla
sinirlidir. PTEN'in fosfataz alani, PTP aktif sahasindaki degismez Cx5R motifi, PTP siiper aile
tiyeleri ile dnemli bir kimlik bilgisi verir. PTEN'in kristal yapis1 yakin zamanda ¢6zlilmiistiir.
Fosfataz ve C2 alanlarina ek olarak, lokalizasyon sinyalleri gérevinde birka¢ motife sahiptir.

PTEN'in C-terminal segmenti, protein-protein etkilesimlerini kolaylastirabilen iki PEST



homoloji bolgesi ve bir konsensiis PDZ baglama bolgesi (Thr / Ser-x-Val-COOH) igerir
(Maehama,, Taylor ve Dixon, 2001).

PTEN’in tiimor baskilayict aktivitesi, PI3K-AKT-mTOR yolunu negatif olarak
diizenleyen lipit fosfataza baglhdir. Bu yoldaki birinci olay Fosfoinositid 3 kinazin (PI3K)
aktivasyonudur. Bu, PDGFR, EGFR, FGFR, IGF-1R, VEGFR, IL-R, interferon reseptorleri
(IF-Rs), integrin reseptorleri ve Ras yolu gibi ¢esitli biiyiime faktorii reseptorlerinden (GFR'ler)
meydana gelebilir ve PI3K'nin ana rolii, fosfatidilinositol (4,5) P (PIP2) 'nin fosfatidilinositol
(3,4,5) P (PIP3)' e fosforilasyonudur. PIP3, Akt'yi hiicre zarinin yakininda baglar. Yer degistirir
ve burada fosfatidilinositol (3,4,5) P'ye bagimli kinaz 1 (PDK1) ve fosfatidilinositol (3,4,5) P'ye
bagimli kinaz 2 (PDK2) tarafindan fosforile edilebilir. Boylece aktive edilebilir. Akt, hiicre
hayatta kalmasini ve biiylimesini tesvik etme kabiliyetine sahiptir. Bunu asagi regiilasyon ile
saglar. Daha sonra, bir¢cok insan kanserinde PI3K / Akt yolaginin aktivasyonu gézlemlenir ve
PTEN, PIP3"i PIP2'ye defosforile ettigi icin PI3K'nin antagonistidir. PTEN mutasyonunun
neden oldugu bu PI3K / PTEN dengesizligi daha sonra insan kanserine neden olur (Romano ve

Schepis, 2012; Xu, Yang, Zhou ve Lu, 2014).

2.6.2. MMP9

Biyobelirtegler, kanser arastirmalarinda o6nemli bir yere sahiptir. Kanser
biyobelirtegleri, kanser hastaliginin teshisi ve tedavisi, tedavinin etkinligini izlemesi gibi birgok
alanda onemlidir. MMP9’da ¢esitli kanser tiirleri ig¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi

belirtilmistir.

Huang Hao, immiinokimya testleri kullanilarak 225 vakadan alinan servikal kanser
orneklerinde  MMP9 ekspresyonunu arastirmistir. MMP9 ekspresyonunun rahim agzi
kanserinde yiiksek oldugu bulunmustur. Bu c¢alisma, rahim agz1 kanserinde MMP9

ekspresyonunun hastaligin seyrini belirlemede 6nemli bir faktér oldugundan bahsetmektedir.

Bugiine kadar, 20'den fazla MMP tanimlanmistir. Tiimor hiicresinin kan damarlarina
gociinii kolaylagtiran temel membran ECM protein bozulmasindan sorumludur. MMPler
cinkoya bagimli bir endopeptidaz ailesidir. insan MMP9 geni, 20q13.12 kromozomunda

bulunur ve bu gen 13 ekson ve 12 intron igerir.

Insan MMP?9 proteini, hemopeksin benzeri alan, katalitik alan, sinyal peptidi, mentese

bolgesi ve propeptit bolgesi MMP9'un katalitik alani, fibronektin tip II (FN2) alanlari, aktif
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bolge ve ¢inko baglama boélgesinden olusur. Bu protein, iki ¢inko iyonu ve bes kalsiyum iyonu
icerir. MMP-9, ¢inkoya bagimli endopeptidazdir ve katalitik aktivitesi i¢in ¢inko iyonuna
ihtiyac duyar.

Matriks metaloproteinaz 9, yaygin olarak vaskiiler endotelyumu etkiler. Boylelikle
onemli biiylime ve hayatta kalma faktorlerinden biri olarak kabul edilen vaskiiler endotelyal

biiylime faktorii (VEGF) gibi yeni damar olusumunu uyaran gii¢lii bir faktor olarak kabul edilir.

MMP'lerin aktiviteleri, metaloproteinazlarin (TIMP'ler) doku inhibitdrleri tarafindan in
vivo kontrol edilir. TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 olarak adlandirilan 4 bilinen inhibitdr
vardir. Metaloproteinaz 1 doku inhibitérleri MMP9'u yiiksek afinite ile inhibe eder ve MMP-
TIMP dengesinin bozulmasinin bir sonucu olarak, tiimor istilasi, metastaz, anjiyogenez ve yara

iyilesmesi gibi bir dizi patojenik siire¢ meydana gelir (Huang, 2018).

2.6.3. NOTCH1

Hiicre gelisim ve farklilagsmasini diizenleyen bir yolak olan NOTCH sinyal yolu, ¢cogu
¢ok hiicreli organizmada mevcut olan yiiksek oranda korunmus bir hiicre sinyal sistemidir.
Memelilerde Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 olarak adlandirilan dort farkli Notch reseptorii
NOTCH geni tarafindan kodlanmaktadir. NOTCH reseptorleri transmembran protein ailesinin
tiyeleri olarak epidermal biiylime faktorii benzeri (EGF) tekrarlardan olusan hiicre disi1 bir alan
ve farkl1 alan tiirlerinden olusan bir hiicre i¢i alan dahil olmak iizere yapisal 6zellikleri paylasir.
NOTCH sinyal yolaginda, NOTCH reseptoriiniin komsu hiicreye baglanmasi ile hedef hiicre
ile arasinda sinyal aligverisini saglanmaktadir. NOTCH aktivitesi organ olusumu ve
morfogenezde rol oynayarak farklilasma, cogalma ve apoptozu etkilemektedir (Yagc1 ve

Glines, 2017).

Son ¢alismalar NOTCH sinyalinin hiicre farklilasmasi1 ve proliferasyonu yani sira
apoptotik olaylarda da rol oynadigini gdstermistir (Pagie, Gérard ve Charreau, 2018; Bae, Kim
ve Lee, 2017).

NOTCH yolag ilk olarak Drosophila melanogaster'de tanimlanmis ve beyin gelisimi
ile iligkili bir gen oldugu i¢in NOTCH fonksiyonu insandan daha ¢ok oOzellikle model
organizmalarda yogun olarak c¢alisilmistir (Shen, ve Sun, 2017). Notch reseptorlerinin
ligandlar1 trans-Golgi aginda kesilmekte ve hiicre ylizeyine bir heterodimer olarak

sunulmaktadir.
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NOTCH sinyal yollarindaki bozulmanin birgok kanser tipi ile iligkisi belirlenmis ayrica
Alzheimer hastalig1 gibi bir¢ok hastalikla ilisgkili bir faktdr oldugu ileri siiriilmektedir (Hu vd.,
2016). NOTCHI1 ifadesinin baskilanmasinin servikal kanser hiicrelerinin invazyonunu azalttig
gosterilmistir. Bu nedenle servikal kanser gelisiminin baskilanmasi i¢in hedef genler arasinda

goriilmektedir (Pang vd., 2010).

NOTCHI1 sinyal yolunun, spesifik MMP'leri aktive ederek endotel hiicrelerinin

morfogenezini diizenledigi belirlenmistir (Zhao vd., 2017).
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3. MATERYAL METOD

Calismanin tamami HeLa hiicre hatlar1 kullanilarak yiiriitiilmiistiir. HeLa hiicrelerine
oncelikle hiicrelerin %50’sini dldiirebilecek (IC50) dozlarin belirlene bilmesi i¢in doksorubisin
ve piperlungumin 0, 24 ve 48 saat stireyle uygulanmistir. IC50 degerleri belirlendikten sonra
MTT analizleri, AO/PI boyamalar, Ger¢ek Zamanli PCR ve western-blot analizleri uygulama
yapilan kiiltiirler ve hi¢ ila¢ uygulanmayan kontrol gruplarinda 0, 24 ve 48. saatlerde

gergeklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Cihazlar

Biyogiivenlik kabini (Class II), Niive, Tiirkiye
Buzdolabi, Profilo, Tiirkiye

CO; etiiv, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
Calkalayicili su banyosu, Niive, Tiirkiye

Derin dondurucu -200C, Vestel, Tiirkiye

Distile su cihazi, GFL, Almanya

Gergek zamanli PCR sistemi, Applied biosystems fast 7500, ABD
Isisal dongiileme cihazi, Techne TC5000, ingiltere
Invert mikroskop, Olympus, Almanya

Kirik buz makinasi, Fiocchetti, Italya

Mini mikrosantrifiij, Cleaver, Gliney Kore

Neubauer lami, Marienfeld, Almanya

Otoklav, Hirayama, Japonya

Otomatik pipet seti, Axygen axypet, Kanada
Sogutmalr santrifiij, Niive, Tiirkiye

Vorteks, WiseMix, Kore

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Amfoterisin B, Multicell, Kanada

Etanol, Sigma, ABD

Fetal S1g1ir Serum (FBS), Multicell, Kanada
L-glutamin, Multicell, Kanada
Penisilin/Streptomisin, Sigma, ABD
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DMEM , Sigma, ABD
Tripan mavisi, Fluka, ABD

Doksorubisin, Ko¢ak Farma, TR

Piperlungumin,

3.3. Kullanilan Kitler

3.3.1. Hiicreden RNA izolasyon Kiti

Kitte var olan yikama soliisyonu II igerisine 60 ml %100 EtOH ilavesi, lizis solusyonu
icerisine %1 P-merkaptoetanol (B-ME) ilave edilerek kullanima hazir hale getirildi. Kit

icerisindeki yikama soliisyonu I oldugu gibi kullanildi.

3.3.2. cDNA reverse transkripsiyon Kiti
Kit igerisinde;
e 10x Ters transkriptaz soliisyonu 1 ml,
e Ters transkriptaz enzimi 100pl,

e dNTP 100 Mm,

e 10x Random primer 1 ml bulunmaktadir.

3.3.3. Gerg¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyon Kiti

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu Kkiti igerisinde;
2x Tag-Man gen ekspresyon master karigimi,

e AmpliTaq Gold DNA polimeraz,

Urasil-DNA glikozilaz,

dNTP,

ROX pasif referans,

Optimize edilmis tampon bilesenleri,
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20x Tag-Man gen ekspresyon tayin kiti,

e ki adet isaretsiz primer (1x primer final konsantrasyonu 900 nM ve 20x stok primer

konsantrasyonu 18uM),

e Bir adet FAM TM boya ile isaretlenmis Tag-Man prob MGB (1x final konsantrasyonu
250 nM, stok konsantrasyonu SuM),

e Tag-Man gen ekspresyon assayleri 1 adet 6-VIC® boyas ile isaretlenmis Taq-Man
MGB prob (1x final konsantrasyonu 250 nM, 20x stok konsantrasyonu 5uM’dir)

icermektedir.
3.4. Kullanmilan Besiyeri

3.4.1. DMEM ( Sigma, ABD)

e 9% 10 fetal sigir serum
e %1 L-glutamin
e 100 pg/ml Penisilin — streptomisin

e 100 pg/ml Amfoterisin B

500 ml steril DMEM bulunan beher icerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin, 5 ml

Penisilin-streptomisin ve 5 ml amfoterisin B ilave edildi (Cherng ve ark. 1996).
3.5. Kullamilan Soliisyonlar

3.5.1. %70 Etanol

70 ml etanol tizerine 30 ml distile su ile tamamlandi.
3.6. Yontemler

3.6.1. Hiicre Kiiltiiri

Serviks kanseri hiicresi olan HeLa hiicre hatt1 kullanildi. -80 °C’de kriyotiip igerisinde
bulunan HeLa hiicreleri sicak su banyosunda ¢ozdiiriildii. Coziilen hiicrelerin {izerine 5 ml

besiyeri ilave edilerek 1200 rpmde 1 dk santrifiij edildi.
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Hiicreler %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Penisilin streptomisin ve L glutamin
ekledigimiz DMEM igerisinde kiiltiire edildi. Hiicreleri kiiltiire etmek i¢in 25 cm? yiizey alanina
sahip T-25 hiicre kiiltiirii kaplar1 kullanildi. Hiicreler bulunduklari flasktaki cogalma durumuna
bakilarak pasajlandi. Pasajlama isleminde hiicrelerimiz adherent 6zellikte olduklar1 igin 2 ml
tripsin ile muamele edildi. Flask yiizeyinden otomatik pipet ile toplanan hiicreler santrifiij tiipii
icerisine alindi. Tripsini inaktif etmek i¢in 3 ml DMEM eklenerek 1300 rpmde 3 dk santrifiij
edildi. Elde edilen pellet, Sml DMEM besiyeri bulanan yeni bir flask igerisinde inkiibasyona
birakildi.

3.7. ila¢ Uygulanmas

Iki adet 60 mm petriye kontol grubu icin serviks kanseri hiicresi olan HeLa hiicre
hattinin ekimi yapildi. Doksanalti kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina AO/PI boyama ve MTT
hiicre canlilik analizi igin 3.2 x 10 hiicre ekimi yapilarak bu kiiltiirlere cizelge 3.1.’de verilen
dozlarda piperlungumin ve doksorubisin uygulamasi gerceklestirildi. Uygulamalar ii¢ tekrar

olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. IC50 dozlariin belirlenmesi amaci ile kullanilan piperlongumin ve doksorubisin

dozlar.

Piperlongumin | Doksorubisin

(uM) (nM)
50 uM 500 nM
75 uM 750 nM
100 uM 1000 Nm
125 uM 1500 Nm
150 uM 1750 Nm
175 uM 2000 Nm

3.8. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] Hiicre Canlhihk

Analizi

Bu yontemde MTT formazana indirgenir. Bu sirada olusan renk kolorimetrik olarak

Olciiliir. Olusan formazan miktarindan canli hiicre sayisina ulasilir. Doksorubisin ve

16



piperlonguminin belirlenen miktar araligindaki morfolojik degisimleri gdzlemlemek amaciyla
MTT analizi gerceklestirildi. Olusturulan 24, 48 saatlik kiiltiirler MTT analizi sonucu 570 nm
dalga boyunda okundu, doksorubisin ve piperlongumin konsantrasyonlarmin HeLa hiicre hatti
tizerindeki etkin doz miktar1 degerlendirildi. Alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiiri plakalarina RNA
izolasyonu ve protein izolasyonu i¢in ekimi yapilan hiicrelere belirlenen etkin dozlarda ilag¢

uygulamasi gergeklestirildi.

3.9. AO (Acridine Orange) /PI (Propidium Iodide) Boyama

Acridine orange canli hiicrelerin ¢ekirdeklerini yesil, cansiz hiicrelerin ¢ekirdeklerini

ise kirmizi renkli goriiniim almasini saglayan hiicre canliligi boyasidir.

PI boyasi cansiz hiicrelerin hiicre duvarindan gegerek niikleik asitlerini boyar ve

floresan kirmizi bir goriintii almalarini saglar. Hiicre canliligin1 degerlendirmede kullanilir.

3.10. Hiicre Sayim

RNA izolasyon asamasindan Once kiiltiirii yapilan hiicrelerin sayimi yapildi. HeLa
hiicrelerinin bulundugu flask 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra 1100 rpm'de 5
dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Pellet lizerine 2 ml besiyeri eklendi. Siispande edilen
hiicrelerden steril eppendorf icerisine 100 pl aktarildi ve ilizerlerine 100’er pl tripan mavisi
eklendi. Olusan karisimdan 10 pl neubauer lamina alindi ve hiicre sayimi gergeklestirildi. RNA

izolasyonuna 9.5x10° hiicre sayisina sahip hiicreler ile baslanildi.

3.11. Hiicreden RNA izolasyonu (Pure Link, Ambion Kit)

e Hiicreden RNA izolasyonuna 9.5x10° hiicre ile baslanildi.
e Flask icersindeki hiicreler 15 ml steril santrifiij tiipiine aktarildi ve +4 °C 2000 g hizda

5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi.

e Lizis soliisyonu igerisine 0,6 ml B-merkaptoetanol eklendi ve hiicre pelleti dagilana

kadar pipetaj yapildi.
e Hiicreler maksimum hizda 2 dakika santrifiij edildi.
e Siipernatant yeni steril eppendorf tiipe aktarildi. Uzerine siipernatant miktar1 kadar

%70’1lik EtOH eklendi ve vortekslendi.
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3.12.

700 pl 6rnek filtreli kolon bulunan koleksiyon tiipiine alindi.
12000 g hizda 15 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipiinde biriken atik kisim dokiildii.

Ve ornek bitene kadar filtreli kolonda santrifiij islemi tekrar edildi.

Filtreli kolon {izerine yikama soliisyonu I eklendi. 12000 g hizda 15 saniye oda

sicakliginda santrifiij edildi.
Filtreli kolon yeni steril eppendorf tiipline yerlestirildi.

500 ul EtOH eklenmis yikama soliisyonu I, filtreli kolon iizerine ilave edildi. 12000 g

hizda 15 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda eppendorfta biriken atik bosaltildi.

Eppendorf tiip 12000 g hizda 1-2 dakika oda sicakliginda bos olarak santrifiij edildi.

Filtredeki atigin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.
Filtreli kolon yeni steril eppendorf tiipe yerlestirildi.

Filtreli kolon tizerine 50 pl RNA icermeyen steril distile su eklendi. Oda sicakliginda
12000 g de 2 dakika santrifiij edildi.

Filtreli kolon ependorf tizerinden uzaklastirildi.

[zolasyon bitiminde eppendorf tiipte 50 pl miktarinda total RNA elde edildi.

RNA Miktarmnin ve Safliginin Belirlenmesi

260 ve 280 nm dalga boylarinda total RNA izolasyonun miktarinin ve safliginin

belirlenmesi igin absorbans dl¢iimleri yapildi. Ornek igerisindeki protein miktar: hesaplamasi

yapildi. Standart grafikte ornegin verdigi absorbans degerine karsilik olarak gelen pl/ml

cinsinden Bovine Serum Alblimin (BSA) miktar1 6rnegin igerisindeki protein miktarini

vermektedir (Sekil 8.9.).
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3.13. Western Blot

3.13.1. Elektroforez

3.13.2. Kullanilan Soliisyonlar

3.13.2.1. Ayristirma Jeli Tamponu

181,65 g Tris Baz tartilarak son konsantrasyon 1,5 M olacak sekilde 800 mL steril bi
distile su ile icerisinde ¢oziildii. Tamponun pH’1 1 M’lik asit ile pH’1 8,8’e ayarlandi. Cozelti

1000 mL’ye steril bi distile su ile tamamlandi1 ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.13.2.2. Yiikleme Jeli Tamponu

60,55 g Tris baz tartilarak son konsantrasyon 0,5 M olacak sekilde 800 mL steril bi
distile igerisinde ¢oziildii. Tamponun pH’1 1 M asit ile 6,8’e ayarlandi. Cozelti 1000 mL’ye

steril bi distile su kullanilarak tamamlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.13.2.3. 10X Elektroforez Tamponu

15 g Tris Baz ve 94 g Glisin tartilarak 500 mL steril bi distile su icerisinde ¢oziildi. 50
mL %10 SDS ( Sodyum Doedesil Siilfat) eklenerek ¢ozeltinin son hacmi steril bi distile su ile
1000 mL’ye ayarland.

3.13.24. 2X Yiikleme Tamponu

I mL Gliserol, 3 mL %10 SDS, 20 uLL Bromfenol mavisi ve 0,5 mL B-Mercaptoetanol;
15 mL’lik tiipe alindi. Enjektor yardimi ile 0,22 uM por biiyiikliigiinde filtreden gecirilerek
partikiillerden arindirildi ve ayni zamanda sterilize edildi. Kii¢iik hacimlerde -20 °C’de

muhafaza edildi.

3.13.2.5. Akrilamid

29 g Akrilamid ve 1 g N’N’ bis 100 mL steril bi distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Isiktan

muhafaza etmek i¢in aliminyum folyoya sarilarak 4 °C’de saklandi.
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3.13.2.6. %10 SDS

10 g SDS tartilarak steril bi distile su ile ¢oziilerek pH 7,2 ye ayarlandi. Oda sicakliginda

muhafaza edildi.

3.13.2.7. %10 APS ( Amonyumpersiilfat)

10 g APS, 100 mL bi distile suda ¢oziildii. 4 °C’de muhafaza edildi.

3.13.3. Jel Hazirhg

Ornekler iki farkli yogunluktaki ayristirici jel ve yiikleme jelinde elektroforetik olarak

yiiriitiildi. Yiikleme jeli ile 6rnek icindeki tiim proteinlerin ayni zamanda ayristirma jeline

aktarilmasi saglanarak 6rneklerin yiikleme stireleri arasindaki fark en aza indirilir.

3.13.3.1. %7’lik Aynistirma Jeli

%9 ddH-0O

3,73 mL %30 Akrilamid

4 mL 1,5 M Tris (pH 8,8)

160 uL %10 SDS

160 uL %10 APS

16 uL TEMED (N°’N’N’N’-Tetrametiletilendiamine)

Tiip icerisinde karistirildi. TEMED jelin donmasini ¢ok hizlandirdigi igin tiip icerisine

jel dokiilmeden hemen 6nce eklendi.

3.13.3.2. %6’k Yikleme Jeli

5,3 ddH20

2 mL %30 Akrilamid
2,5 mL Tris (pH 6,8)
100 pL %10 SDS
100 pL %10 APS

10 uL TEMED

Tip igerisinde karistirildi.

TEMED en son ¢ozelti igerisine eklendi.
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3.13.4. Orneklerin Hazirh@

-20 °C’de muhafaza edilen 6rnekler ¢oziilerek vorteklendi. 6 pL 6rnek iizerine 10 pL

boya ve 24 uL steril tiip su eklenerek 100 °C’de 10 dk protein yapisini bozmak i¢in inkiibe

edildi.

3.13.4.1. islemler

3.14.

Distile su ile temizlenen camlar platformda sikistirilarak, iki cam arasina sirasi ile
ayristirma jeli sonrasinda yiikleme jeli dokiildii. Yiikleme jeli {izerine Orneklerin

yiiklenecegi alanlar1 belirlemek amaciyla tarak konularak jeller donduruldu.

Jel platformu tanka yerlestirildi ve 1X Elektroforez Tamponu yiikleme jelindeki

kuyucuklar1 gegene kadar tank icerisine eklendi.
Daha 6nceden protein konsantrasyonu hesaplanmig drnekler kuyucuklara yiiklendi.

Ornekler, gii¢ kaynag1 80 volt ve amper 45 mA olacak sekilde ayarlanarak yiiriitiildii.

Membrana Transfer

3.14.1. Kullanilan Soliisyonlar

3.14.1.1. 1X Protein Transfer Tamponu

3 g Glisin ve 5 g Tris tartilip 800 mL steril distile suda ¢ozdiiriildii. Uzeri 1000 mL’ye

Metanol ile tamamlandi.

3.14.1.2. islemler

Yiiriitme isleminden sonra proteinlerin jelden PVDF (Polivinildifluorid) membrana
aktarim islemi gergeklestirilmesi icin cam plakalar elektroforez tankindan alinip

icerisinde 1X Protein transfer tamponu bulunan bir kaba alind1.
Camlar dikkatlice ayrildi.

Kuyucuklarin bulundugu yiikleme jeli kesilerek atildi ve kalan ayrigtirict jel filtre

kagidinin tizerine alindi.
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— Jel lizerine metanolle 1slatilmis mebran koyuldu.

— Jel ve membran arasinda kalabilecek hava kabarciklar1 analizi etkileyecegi i¢in, jel

yerlestirilirken hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi.
— Membran lizerine tekrar filtre kagid1 yerlestirildi

— Transfer tamponu ile iyice emdirilmis iki slinger arasina sikistirilarak sandvi¢ modeli

gergeklestirildi.

— Sandvig transfer tankina jel kismin tankin anot tarafina, membranin ise katot tarafina

gelecek sekilde yerseltirildi. Tank igerisine transfer buffer eklendi.

— Bir gece siireyle 4 °C’de 40 volt, 60 mA’da transfer gergeklestirildi.

3.15. Antikorla Isaretleme

3.15.1. Kullamlan Soliisyonlar

3.15.1.1. Blocking Soliisyon

Kit igerisinde bulunan;
e 5 mL ultra filtre su
e 2 mL Blocker / Diliient ( Part A)
e 3 mL Blocker / Diliient (Part B) kullanilarak hazirlandi.

3.15.1.2. Primer Antibody Diliient

Kit i¢erisinde bulunan
e 7 mL Ultra filtre su
e 2 mL Blocker / Diliient (Part A)
e 1 mL Blocker / Diliient (Part B) kullanilarak hazirland.

3.15.1.3. islemler

— Membranlar dikkatlice temiz petrilere alindi.
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— Memranin {izerini kaplayacak sekilde Blocking Soliisyonu koyularak 1 saat oda

sicakliginda inkiibe edildi.

— Inkiibasyondan sonra distile su ile yikanan membran iizerine hazirlanan Primer
Antibody Diliient icerisine Antibodyler eklendi (B-Aktin, PTEN, MMP9, NOTCH1). 2

saat membran ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi.
— Calkalayicidan alinan membranlar distile su ile yikandi.
— Yikanan membranlar kitte bulunan Sekonder Antibody ile 2 saat muamele edildi.

— Inkiibasyon sonrasi membran ortamdaki zayif baglanan proteinlerin uzaklasmasi

amaciyla anti wash solution ile 15 dk yikandi.
— Pens ile el degmeden alinan membran kurutma kagidina konularak fazla suyu alindi.

— Kaset icerinine alinan Membran iizerine kemiiliminisans cklendi ve 5 dk oda

sicakliginda inkiibe edildi.

— Dabha sonra iizerine film membran yerlestirildi, kaset sikica kapatildi ve 1-8 dk sonunda

film banyo edilerek sonuglar goriintiilendi.

3.16. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu; ilag uygulanmamis ve belirli periyotlarda

ilaca maruz kalan HeL a hiicrelerinden elde edilen RNA'lar kullanildi.

Kimyasallar kullanilmak iizere -20°C‘den kullanilmak iizere buz igerisine alindi. Taq
DNA polimeraz -20°C’de sivi halde bulunur ve Tag DNA polimerazin yapisi sicakliktan
etkilenmektedir. Oda kosullarinda eritilen PCR bilesenleri vortekslendi. Karisim islemleri buz
icerisinde gerceklestirildi. Master karigimi olusturan bilesenlerin miktar1 c¢izelge 3.2.°de
gosterilmistir. Birinci basamak olarak buz icerisindeki steril ependorflara dH>O eklendi. Daha
sonra karisima en son Taq DNA polimeraz olmak {izere diger bilesenler eklendi. Dokuz tane
steril ependorf icerisine 20’ser ul karisimdan konularak iizerlerine 20°ser ul kalip RNA’lardan
eklendi. Islemden sonra eppendorf tiipler kisa siireligine vortekslendi. Ornekler 1s1sal dongii
cihazina yerlestirildi. Ornekler termal polimeraz zincir cihazinda cizelge 3.3.’de gdsterilen

sicaklik ve siirelere tabii tutuldu.
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Cizelge 3.2. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in gerekli reaksiyon karigimi.

RNaz ihhibitorii ile RNaz inhibitorii olmadan
10x Buffer 2,0 2,0
25 ANTP mix (100 mM) 0,8 0,8
Random Primer 2,0 2,0
Multiscribe Revers 1,0 1,0
Transkriptaz
RNaz inhibitor 1,0 -
dH20 3,2 4,2
Total reaksiyon hacmi 10 ul 10 ul
Cizelge 3. 3. Termal Sicaklik Dongii Cihaz1 Uygun Sicakliklari
Birinci Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik °C 25 37 85 4
Zaman 10 dk 120 dk 5dk 0

3.17. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Calisma iki tekrarli olarak gerceklestirildi. Ilag uygulamasi yapilmayan HeLa hiicre
hattindan elde edilen cDNA ornekleri calismanin kontrol grubu icin kullanildi. Kiiltiire
ettigimiz ilag uygulanmamis HeLa hiicrelerinden elde edilen cDNA o6rneklerinden 2'ser pl
alinarak buz igerisindeki steril ependorflara eklendi. Farkli zaman periyotlarinda ilaca maruz
birakilmis hiicreler i¢in de steril ependorflara 2'ser pl eklendi. Her bir gen bolgesine 6zgi kit

kulanildi. Cizelge 3.4’ de gosterilen reaksiyon karisimi olusturuldu.

Oncelikle master karisim, gen spesifik kit, dH,O steril bir ependorf icerisine alindi.
Cizelge 3.4.’de belirtilen miktarlarda karisim olusturuldu. Olusturulan karistmdan 18 pl 96
kuyucuklu mikroplaklara yerlestirildi. Uzerlerine ilgili cDNA 6rneklerinden 2'ser ul eklendi.
Plakanin iizeri optik kaplayici ile kaplandi. Plaka maksimum hizda oda sicakliginda 30 sn

santrifiij edildi. Applied Biosystems Fast 7500 gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
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cihazi igerisine plaka yerlestirildi ve cizelge 3.5.°de gosterilen uygun PCR kosullarinda
calisild.

Cizelge 3.4. Gergek zamanli PCR bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon Icerigi Miktar (ul)
cDNA 20
Master mix 100
Gen Ozgiil Assay 10
dH:20 70
Toplam 200

Cizelge 3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in gerekli sicaklik ve zaman.

PZR
Basamak UDG Amplitaq Gold, UP 20 Dongi
inkiibasyonu | enzim aktivasyonu
Denatiirasyon Baglanma
Zaman 2 dk 10 dk 15 sn 1 dk
Sicaklik (°C) 50 95 95 60
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4. BULGULAR

4.1. MTT Hiicre Canhilik Analizi

T75 flasklarda ¢ogaltilan HeLa hiicreleri %90 konfluent hale geldikten sonra tripsin ile
muamele edilip kaldirilarak MTT analizlerini gerceklestirmek iizere 10000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 gozli kiiltiir kaplarina ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
piperlongumin ve doksorubisinin IC50 dozlarin1 belirleyebilmek amaci ile bu kiiltiirlere ¢izelge
3.1.’de verilen miktarlarda piperlongumin ve doksorubisinin uygulanarak 24 saat inkiibe

edilmistir. Uygulamalar {i¢ tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerden ilaglar pipetaj ile uzaklastirilmis ve MTT
sollisyonu eklenerek 4 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda olusan tetrazolyum
tuzlarinin ¢dziinmesi ve reaksiyonun durmasi igin iizerlerine DMSO eklenerek ELIZA
okuyucuda 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lgiim gerceklestirilmistir. Herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol grubu 6rneklerden elde edilen optik densite (OD) degeri %100
canlilik kabul edilerek tiim uygulama gruplarinda % Canlilik=OD test grubuX100/0D kontrol
grubu formiiliine gore % canlilik hesaplanmistir. Cizelge 4.1°de piperlongumin uygulamasi
sonucu elde edilen % canlilik diizeyleri ve sekil 4.1.’de bu verilere ait grafik verilmistir. Cizelge
4.4.’te doksorubisin uygulamasi sonucu elde edilen % canlilik diizeyleri ve sekil 4.2.’de bu

verilere ait grafik verilmistir.

Cizelge 4.1. Piperlongumin uygulamasi sonucu belirlenen % canlilik diizeyleri

Uygulama | % Canhlik
PL50 81,9
PL75 73,0
PL100 66,9
PL125 67,1
PL150 67,2
PL175 59,9
Kontrol 100
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Sekil 4.1 Piperlongumin uygulamasi sonucu belirlenen % canlilik diizeylerine ait grafik

Cizelge 4.2. Doksorubisin uygulamasi sonucu belirlenen % canlilik diizeyleri

Uygulama | % Canhlik
D500 78,9
D750 70,7
D1000 69,4
D1500 62,4
D1750 61,4
D2000 58,4
Kontrol 100
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Sekil 4.2. Doksorubisin uygulamasi sonucu belirlenen % canlilik diizeylerine ait grafik

4.2. Akridin Oranj/Propidium iyodit Boyama Sonuglar

Yapilan MTT analizi sonuglarinin teyiti ve saptanan hiicre 6liimlerinin apoptotik olup
olmadiginin belirlenmesi amaci ile piperlongumin ve doksorubisin uygulanan tiim 6rneklerde
AO/PI boyama yapilmistir. Yapilan AO/PI boyamalara ait resim Sekil 4.3’te goriilmektedir.
Uygulama dozu arttik¢a hem piperlongumin hem de doksorubisin uygulanan 6rneklerde hiicre
6limiiniin arttig1 saptanmistir. 100 uM piperlongumin ve 1000 nM doksorubisin uygulanan
kiltiirlerde MTT analizi sonrasinda hiicre canlilig1 sirasi ile %66,9 ve %69,4 bulunmustur.
Ancak AO/PI boyamalarda bu dozlarin iizerinde hiicre ¢ogalmasininda baskilandigi ve dolayisi
ile hiicre sayisinin azaldig1 tespit edilmistir. Calismanin bundan sonraki agsamalarinda 100 uM
piperlongumin, 1000nM doksorubisin ve 100 uM piperlongumin + 1000nM doksorubisin
kombine olacak sekilde uygulama yapilmistir. Sekil 4.4.’te kontrol grubu 100 pM
piperlongumin, 1000nM doksorubisin ve 100 uM piperlongumin + 1000nM doksorubisin

kombine olarak yapilan uygulamalara ait AO/PI boyamalar1 verilmistir.
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Sekil 4.3. Artan dozlarda piperlongumin ve doksorubisin uygulanan hiicre kiiltiirlerine ait

AO/PI boyama. Yesil boyanan canli hiicreleri, ¢ekirdegi kirmizi boyanan hiicreler 6lmekte olan

hiicreleri gostermektedir.

29



Kontrol

PL100

Sekil 4.4. Kontrol, 100 pm piperlongumin, 1000nm doksorubisin ve 100 pm piperlongumin +

1000nm doksorubisin kombine olarak yapilan uygulamalara ait AO/PI boyamalart.
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4.3. Kantitatif Gercek Zamanh PCR Analizi Sonuclar:

Calismanin devaminda Kantitatif Real Time PCR ve Western blot analizlerinde MTT
analizleri ve AO/PI boyamalar ile belirlenen ve ¢izelge 4.3.te gosterilen deney gruplarina 0,
24 ve 48 saat siireyle100 uM piperlongumin, 1000 nM doksorubisin ve 100 uM piperlongumin

+ 1000nM doksorubisin kombine olarak uygulanmistir.

Cizelge 4.3. Deney gruplari, uygulama siiresi, yapilan uygulama ve uygulanan piperlongumin

ve doksorubisin miktarlar

Grup | Uygulama Uygulama Uygulama Miktan
No Siiresi
1 0 Saat Kontrol -
2 24 Saat Kontrol -
3 24 Saat Piperlongumin 100 uM
4 24 Saat Doksorubisin 1000nM
5 24 Saat Piperlongumin + Doksorubisin 100 uM + 1000nM
6 48 Saat Kontrol -
7 48 Saat Piperlongumin 100 uM
8 48 Saat Doksorubisin 1000nM
9 48 Saat Piperlongumin + Doksorubisin 100 uM + 1000nM

Tiim deney gruplarinda toplam 9 6rnekte RT-qPCR deneyleri gergeklestirilmis; MMP-
9, PTEN ve NOTCHI gen ifadeleri ayn1 6rnege ait internal kontrol gen olarak kullanilan (-
aktin ifadesine gore normalize edilmistir. MMP-9 ve NOTCH1 gen ifadeleri saptanabilecek
diizeyin altinda kalmis ve amplifikasyon egrileri olusturulamamustir. Sekil 4.5. ve 4.6.’da
sirastyla PTEN ve B-aktin genlerine ait amplifikasyon egrileri x ekseninde dongii sayist ve y

ekseninde Rn degeri olacak sekilde gosterilmistir.
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Sekil 4.5. PTEN genine ait amplifikasyon egrisi. X: dongii sayisi, Y: rn degeri
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Sekil 4.6. B-aktin genine ait amplifikasyon egrisi. X: dongii sayisi, y: rn degeri

32



Tiim orneklerde Rn degerleri belirlendikten sonra kontrol grubu (Grup 1) referans
alinarak tim Orneklerdeki gen ifadesi diizeyi hesaplanmistir ve goreceli miktar (relative
quantity: RQ) degeri olarak tabloda verilmistir (Cizelge 4.4.). Grup 1 referans 6rneklerinde
RQ=1 yani gen ekspresyon diizeyi %100 (RQ=1) kabul edilerek deney gruplarina ait

orneklerdeki gen ifadesi degisimi kat cinsinden belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Ger¢ek Zamanli PCR sonucu elde edilen B-Aktin, MMP9, NOTCH1 ve PTEN gen
ifadelerine ait RQ degerleri

Grup
No B-Aktin MMP9 NOTCH1 PTEN

1 1 1 1 1

2 1 1,1 1,1 1,5
3 1 X * 0,5
4 1 * X 0,4
5 1 * * 0,5
6 1 1,2 1,1 1,2
7 1 * * 0,01
8 1 * * 0,64
9 1 * * 0,68

Yapilan hesaplamalar sonucunda 24 saat kontrolii olan grup 2°de MMP-9 gen ifadesi
%10 (RQ=1,1), NOTCHI1 gen ifadesi %10 (RQ=1,1) artmis ve PTEN gen ifadesinin ise %50
(RQ=1,5) artmis oldugu belirlenmistir. Sadece piperlonguminin 24 saat uygulandigi grup 3°de
MMP-9 ve NOTCH1 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Bu grupta PTEN
gen ifadesi ise (RQ=0,5) %50 oraninda azalmistir. Sadece doksorubisinin 24 saat uygulandigi
grup 4’de MMP-9 ve NOTCHI1 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Bu grupta
PTEN gen ifadesi ise (RQ=0,42) %58 oraninda azalmistir. Piperlongumin ve doksorubisinin
kombine olarak 24 saat siireyle uygulandig grup 5’te MMP-9 ve NOTCHI1 gen ifadesi
saptanabilecek diizeyin altinda kalmis, PTEN gen ifadesi (RQ=0,47) ile %53 oraninda
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azalmistir. 48 saat kontrolii olan grup 6’da MMP-9 gen ifadesi %20 (RQ=1,2), NOTCHI gen
ifadesi %10 (RQ=1,1) artmis ve PTEN gen ifadesinin ise %20 (RQ=1,2) artmis oldugu
belirlenmistir. Sadece piperlonguminin 48 saat uygulandigi grup 7°’de MMP-9 ve NOTCHI1 gen
ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Bu grupta PTEN gen ifadesi ise (RQ=0,01)
%99 oraninda azalmistir. Sadece doksorubisinin 48 saat uygulandigi grup 8’de MMP-9 ve
NOTCHI gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Bu grupta PTEN gen ifadesi ise
(RQ=0,64) %36 oraninda azalmistir. Piperlongumin ve doksorubisinin kombine olarak 48 saat
stireyle uygulandig1 grup 9°da MMP-9 ve NOTCHI1 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda
kalmis, PTEN gen ifadesi (RQ=0,65) ile %35 oraninda azalmistir (Cizelge 4.4.).

4.4. Western-Blot Analizi Sonuclari

Tiim deney gruplarinda toplam 9 ornekte western-blot deneyleri gerceklestirilmis;
MMP-9, PTEN ve NOTCH]1 proteinlerinin ifadeleri ayn1 6rnege ait internal kontrol gen olarak
kullanilan B-aktin ifadesine gore normalize edilmistir. Western-blot analizinde tiim deney
gruplarindan esit miktarda protein ile analize baslamak amaciyla protein miktar tayini
yapilmustir. Protein miktar tayini BSA kullanilarak olusturulan standart egri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Standart egri olusturulmasinda BSA seri olarak sulandirilmistir (Cizelge

4.5.). Elde edilen standart grafik sekil 4.7.’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Protein standart olusturulmasinda kullanilan BSA konsantrasyonlari ve

spektrofotometrik dl¢tim ile elde edilen OD degerleri

Protein oD
(ng)

10 0,023
125 0,196
500 0,449

2000 0,737
3000 0,946
4000 1,26
6000 1,892

18
16
1,4

1,2

08
0,6
0,4

0,2

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Sekil 4.7. BSA standart grafik

Tiim 6rneklerde protein miktar1 belirlendikten sonra 100mg/kuyucuk olacak sekilde jele

yiiklenen proteinler elektroforez sonrasinda iligkili antikorlar ile isaretlenerek goriintiilenmistir
(Sekil 4.8).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, bulundugumuz ¢agin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Goriilme siklig1 ve
Olim oraninin yliksek olmasi nedeniyle de bir halk sagligi sorunudur. Degisen yasam ve
beslenme sartlari, yiliksek radyasyon ve en biiylik pay1 olan genetik yatkinlik kanser vakalarinin
nedenlerinden bazilaridir. Kemoterapi, kanser tedavisinde kullanilan bir yontemdir. Tiimoriin
ilacla tedavi edilmesi anlamina gelir ve kemoterapi; sinirsiz boliinme yetenegi olan kanser
hiicrelerinin biliylimesini ve ¢ogalmasini dnleyerek onlar1 hasara ugratir. Adriamisin ticari adi
altinda satilan Doksorubisin de bir¢ok kanserin tedavisinde siklikla kullanilan bir
kemoterapotiktir. DNA replikasyonu sirasinda topoizomeraz II ve DNA kompleksinin
stabilizasyonunu saglayarak replikasyonu inhibe eder ve hiicre bdliinmesini 6nler (Momparler

vd., 1976).

Piperlongumin, Piperlongum Linn bitki tlirlerinde bulunan ve kanserli hiicre hatlarinda
ve hayvan modellerinde anti timorojenik aktivite gosteren alkaloid yapida dogal bir tirlindiir.
Yapilan bir¢ok calisma piperlonguminin kemopreventif bir ajan olabilecegini ileri siirmektedir
(Karki, Hedrick, Kasiappan, Jin ve Safe, 2017; Chen, Kuo et al. 2018, Wang, Jiang et al. 2019).
Gong, L. ve arkadaslarinin yaptigi c¢aligmada; piperlonguminin hiicre dongiisiiniin G2/M
fazinda durmasini saglayarak hiicrelerin apoptoza gitmesini sagladigi ayrica doz ve zaman
bagimli olarak hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) akiimiilasyonunu sagladigi gosterilmistir.
Ayni ¢alisma diisiik doz piperlongumin ile cisplatin veya paclitaxel kombine tedavisinin over
kanseri hiicrelerinde biiylimeyi durduran sinerjistik etkisi oldugunu ileri siirmektedir (Gong vd.,
2014). Benzer sekilde oral kanser hiicrelerinde timdr olusumu, hiicre migrasyonu, invazyon,
proliferasyon yetenegi, kemoterapotik ve radyoterapi hassasiyetinin degerlendirildigi bir

caligmada piperlonguminin anti-tiimor etkisi vurgulanmaktadir (Chen vd., 2018).

Calismamizda hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasinin belirlenebilmesi amaci ile MTT analizi
ve bu analiz sonuglarmin teyiti, ayrica saptanan hiicre 6liimlerinin apoptotik olup olmadiginin
belirlenmesi amaci ile piperlongumin ve doksorubisin uygulanan tiim Orneklerde AO/PI
boyama yapilmistir. Yapilan MTT analizi ve AO/PI boyamalarda uygulama dozu arttik¢ca hem
piperlongumin hem de doksorubisin uygulanan 6rneklerde hiicre 6liimiiniin arttig1 saptanmistir.
100uM piperlongumin ve 1000nM doksorubisin uygulanan kiiltiirlerde MTT analizi sonrasinda
hiicre canlilig1 sirasi ile %66,9 ve %69,4 bulunmustur. Ancak AO/PI boyamalarda bu dozlarin

tizerinde hiicre ¢ogalmasinin da baskilandigir ve dolayis: ile hiicre sayisinin azaldigi tespit
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edilmistir. Bu veriler literatiirle uyumlu bir sekilde piperlonguminin anti-timor etkisini

gostermistir.

Matriks metalloproteinaz (MMP)’lar ekstraselliiler matriks (ESM) bilesenlerini yikima
ugratan, Zn"" ve Ca""a bagimli 28’den fazla enzim bulunduran proteaz kaynakli bir nétral
endopeptidaz ailesidir (REEL, 2006). Tiirlerine gore endotel hiicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, T lenfositler, trombositler, kondrositler, keratinositler,
epitel hiicreleri, mezansimal hiicreler, notrofiller, trofoblastlar, osteoblastlar gibi oldukea cesitli
hiicre tipi tarafindan eksprese edilirler. Organizmada fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde

MMP aktivitesi rol oynar (REEL, 2006; Karaarslan vd., 2016).

MMP ifadesi; genlere ait transkripsiyon mekanizmasini manipule edebilen faktorlerin
etkisi ile g¢esitli fizyolojik ve/veya patolojik sartlar altinda, dokularin yeniden modellenmesi
esnasinda artabilmektedir. Buna bagli olarak da MMP’lerin {iretimi, MMP inhibitorleri olan
TIMP’lerin tiretiminden fazla olabilmektedir. Sonu¢cta MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki denge
bozulabilmekte ve bozulan bu dengenin MMP’nin aktivitesi yoniinde artmasi ile ESM
kontrolsiiz bir sekilde yikilmaktadir (REEL, 2006; Wei vd., 2015; Iulita vd., 2019). MMP
familyasina ait proteinlerin ¢ogu, hiicre dis1 proteinazlarla boliindiigiinde aktive olan veya aktif
olmayan proproteinler olarak salgilanan ve jelatinazlar sinifinda yer alan MMP-9, jelatinaz B
(GELB); kolojenaz tip IV-B (CLG4B) ve Metafizeal Anadysplasia -2 MANDP2 isimleri ile de
bilinmektedir. Ozellikle timdr invazyonun proteoliz basamaginda ¢ok biiyiik 6nem arz eden ve
92 kDa olan MMP-9, tip-4 kolajen bazal membranin yapisinda en fazla olan kolajenlerden olup,
tip-4 kolajeni pargalamaktadir. Bu nedenle migrasyon ve metastaz ile yakindan iliskilidir.
Yaptigimiz RT-qPCR analizi sonucunda 24 saat kontrolii olan grup 2’de MMP-9 gen ifadesi
%10 (RQ=1,1) olarak belirlenmistir. Sadece piperlonguminin 24 saat uygulandig1 grup 3’de
MMP-9 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Benzer sekilde sadece
doksorubisinin 24 saat uygulandigi grup 4’de ve piperlongumin ve doksorubisinin kombine
olarak 24 saat siireyle uygulandig grup 5’te MMP-9 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda
kalmistir. 48 saat kontrolii olan grup 6’da MMP-9 gen ifadesi %20 (RQ=1,2) olarak saptanmis
ve gen ifadesinin artmis oldugu belirlenmistir. Ancak Sadece piperlonguminin 48 saat
uygulandig1 grup 7°de ve piperlongumin ve doksorubisinin kombine olarak 48 saat siireyle
uygulandig1 grup 9°da MMP-9 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir (Cizelge
4.4.). Tim gruplarda gen ifade degisimi saptanirken yapilan western-blot ¢calismasi sonucunda
MMP-9 protein ifadesinin devam ettigi goriilmiistiir. Bu durum daha uzun siireli piperlongumin

ve doksorubisin uygulamalarinda protein ifadesinin de degisecegini diislindiirmektedir.
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Fosfotidilinositol 3-kinaz /protein kinaz B sinyal yolagi (PI3K/Akt sinyal yolu), hiicre
sagkalimi, ¢cogalmasi, farklilasmasi, endositoz ve vezikiil trafigi, metabolizmasi ve konukc¢u
enflamatuar tepkileri gibi ¢esitli konak hiicre sinyal transdiiksiyonlarinin ana
diizenleyicilerinden biridir. Aktif Akt, ¢esitli hiicresel uyaranlarla PI3K'nin asag1 akisindaki
(upregiilasyonu) hiicre sinyallesmesinde merkezi bir rol oynar. Substratlar1 olan Bad, kaspaz-
9, glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3B), mTOR ve bir¢ok transkripsiyon faktoriinii konrol
etmektedir. Akt aktivitesinin bozulmasi, tip 2 diyabet ve kanser dahil olmak iizere ¢esitli
hastaliklarin patofizyolojik nedenleri arasindadir (Nakayama, Inoue, Naito, Nakayama ve
Ohara, 2015). Kanser iizerine yapilan arastirmalara paralel olarak, diger alanlardaki
arastirmalarda, normal hiicre fonksiyonunda PI3K sinyal yolaginin katalitik ve diizenleyici

rolleri ortaya ¢ikarilmistir (Fruman vd., 2017).

PI3K, PTEN tarafindan negatif yonde kontrol edilmektedir. Aktive olmus PI3K,
fosfotidilinositol 4,5-bifosfat1 (PIP2) fosforile ederek fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3)
meydana getirir. Bu reaksiyon PTEN fosfatazi tarafindan regiile edilmektedir. Akt
fosforilasyonundaki artis, PTEN geninde mutasyon oldugunda da gozlenir. PTEN, pek cok
protein iizerinde etkisi olan ¢ift yonlii fosfataz enzimi olmakla birlikte, hiicre i¢in asil islevi
PI3K’in negatif diizenleyicisi gibi c¢alisarak, PIP3’iin PIP2’e defosforilasyonunu
gerceklestirmektir (Myers ve Tonks,1997; Tamura vd., 1998). PTEN gen ifadesindeki kaybin,
Akt aktivitesinin artistyla dogrudan iligkili oldugu iyi bilinmektedir (Stambolic vs., 1998).
Yaptigimiz RT-qPCR analizi sonucunda 24 saat kontrolii olan grup 2°de PTEN gen ifadesinin
1se %50 (RQ=1,5) artmis oldugu belirlenmistir. Sadece piperlonguminin 24 saat uygulandig1
grup 3’de PTEN gen ifadesi (RQ=0,38) %62 oraninda azalmistir. Sadece doksorubisinin 24
saat uygulandigt grup 4’de PTEN gen ifadesi (RQ=0,42) %358 oraninda azalmistir.
Piperlongumin ve doksorubisinin kombine olarak 24 saat stireyle uygulandigi grup 5’te PTEN
gen ifadesi (RQ=0,47) ile %53 oraninda azalmistir. 48 saat kontrolii olan grup 6’da PTEN gen
ifadesinin %20 (RQ=1,2) artmis oldugu belirlenmistir. Sadece piperlonguminin 48 saat
uygulandigr grup 7°de ise PTEN gen ifadesi (RQ=0,01) %99 oraninda azalmistir. Sadece
doksorubisinin 48 saat uygulandigr grup 8’de PTEN gen ifadesi (RQ=0,64) %36 oraninda
azalmistir. Piperlongumin ve doksorubisinin kombine olarak 48 saat siireyle uygulandig: grup
9’da PTEN gen ifadesi (RQ=0,65) ile %35 oraninda azalmistir (Cizelge 4.4). Tiim gruplarda
gen ifade degisimi saptanirken yapilan western-blot ¢aligmasi sonucunda PTEN protein
ifadesinin baz1 deney gruplarinda devam ettigi ancak sadece piperlongumin ve piperlongumin

ve doksorubisinin kombine uygulandigi gruplarda tamamen durdugu gézlenmistir (Sekil 4.8.).
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Bir kanser hiicre hatt1 olan HeLa’da tiimor baskilayici PTEN gen ve protein ifadesinin azalmasi
beklenebilecek bir durumdur ancak tedavi sonrasi gézlenen azalma tedavide istenen bir sonug
olmayacaktir. Piperlonguminin tedavi amacli kullaniminda dikkat edilmesi gereken bir
kimyasal oldugunu gostermektedir. Normal hiicrelerde PTEN degisimine neden olup olmadigi

teyit edilmelidir.

Hiicre kaderini diizenleyen bir yolak olan Notch sinyal yolu, ¢ogu cok hiicreli
organizmada mevcut olan yiiksek oranda korunmus bir hiicre sinyal sistemidir. Memeliler,
NOTCHI1, NOTCH2, NOTCH3 ve NOTCH4 olarak adlandirilan dort farkli NOTCH
reseptoriine sahiptir. Tek gegigli bir transmembran reseptdor olan NOTCH reseptorii ile
sinyalizasyon organ olusumu ve morfogenezde rol oynayarak farklilasma, ¢ogalma ve apoptozu
etkilemektedir (Yagct ve Giines, 2017). Son calismalar NOTCH sinyalinin hiicre farklilasmasi
ve proliferasyonu ile apoptotik olaylarda rol oynadigini kanitlanmistir (Pagie, Gérard ve
Charreau, 2018; Bae, Kim ve Lee, 2017). NOTCHI1 sinyal yolagindaki hatalarin birgok insan
kanseri ile iligkisi bildirilmistir (Hu vd., 2016). Ayrica NOTCHI sinyal yolunun, spesifik
MMP'leri aktive ederek endotel hiicrelerinin morfogenezini diizenleyen vaskiiler endotel
bliylime faktorli sinyalinin asagisinda etki ettigi gosterilmistir (Zhao vd., 2017). Bizim
yaptigimiz c¢alismada 24 saat kontrolii olan grup 2’de NOTCHI1 gen ifadesi %10 (RQ=1,1)
artmis oldugu belirlenmistir. Sadece piperlonguminin 24 saat uygulandig: grup 3’de NOTCH1
gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Sadece doksorubisinin 24 saat uygulandigi
grup 4’de NOTCHI1 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Piperlongumin ve
doksorubisinin kombine olarak 24 saat siireyle uygulandigi grup 5°’te NOTCHI1 gen ifadesi
saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. 48 saat kontrolii olan grup 6’da NOTCHI1 gen ifadesi
%10 (RQ=1,1) artmis oldugu belirlenmistir. Sadece piperlonguminin 48 saat uygulandig: grup
7°de NOTCHI1 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmistir. Sadece doksorubisinin 48
saat uygulandig1 grup 8’de NOTCHI gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmustir.
Piperlongumin ve doksorubisinin kombine olarak 48 saat siireyle uygulandigr grup 9’da
NOTCHI1 gen ifadesi saptanabilecek diizeyin altinda kalmigstir. Tiim gruplarda gen ifade
degisimi saptanirken yapilan western-blot calismasi sonucunda NOTCHI1 protein ifadesinin
kismen devam ettigi goriilmiistiir. Bu durum daha uzun siireli piperlongumin ve doksorubisin

uygulamalarinda protein ifadesinin de degisecegini diistindiirmektedir.

Tamamlanan bu yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda bir serviks kanseri hiicre hatti

olan HeLa hiicrelerinde piperlonguminin tek basina ve doksorubisin ile kombine
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kullanildiginda hiicre porliferasyonu ve canliligina etkisi degerlendirilmistir. Yaptigimiz
literatiir taramalarinda HelLa hiicrelerinde piperlonguminin tek basina ve doksorubisin ile
kombine kullanildiginda MMP-9 PTEN ve NOTCHI gen/protein ifadesi iizerine etkisini
bildiren bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamiz piperlonguminin hiicre migrasyonu ve
dolayis1 ile metastaz lizerine ve anti-tiimdr etkisinin MMP-9, PTEN ve NOTCHI1 gen ve protein

ifadesi belirlenerek degerlendirildigi ilk ¢aligma olarak literatiire degerli bir katki saglamistir.
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