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OZET
BAZI MiKRORNA’LARIN APOPTOTIK SURECTEKI ROLU

Burcu AKYILDIZ
Biyokimya Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022

Danisman: Prof. Dr. Zerrin SELLER

Diinya genelinde kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim nedeni olarak
ikinci sirada yer almaktadir. Giiniimiizde aktif olarak kanser tedavisinde uygulanan
yontemlerden birgogu kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelere de zarar vermesinden
dolay1 yeni arastirmalar kanser tanisinda ve tedavisinde hedef molekiil olarak
kullanilabilecek yeni biyobelirteglerin kesfedilmesine yoneliktir.

Bu tez kapsaminda hsa-miR-455-3p’nin Wnt/B-katenin sinyal yolu tizerindeki
etkisine bakilarak, B-katenin inhibitorii (cardamonin) varliginda ve yoklugunda hsa-miR-
455-3p’nin SKOV-3 hiicrelerinde gog, proliferasyon ve apoptotik etkileri incelenmistir.
Cardamonin ile inkiibe edilen SKOV-3 hiicrelerinin farkli dozlarda hsa-miR-455-3p
transfeksiyonu sonrasinda hiicre proliferasyon ve go¢ oranlari ger¢cek zamanli hiicre
analiz sistemi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar; miRNA transfeksiyonu ve
cardamonin uygulamasi yapilan hiicre grubundaki go¢ ve proliferasyon oranlarinin diger
hiicre gruplarina kiyasla anlamli bir azalisin oldugunu gostermistir. Akridin
oranj/Etidyum bromiir boyama sonuglari, hsa-miR-455-3p transfeksiyonu yapilan hiicre
grubu ile inhibitoér uygulanan hiicre grubunda apoptotik hiicre sayisinda belirgin bir artis
oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, yapilan kombine hsa-miR-455-3p ekspresyonunun uyarilmasi ve -
katenin inhibisyonu sonrasinda, SKOV-3 ovaryum hiicrelerinin g6¢ ve hiicre
proliferasyonunun inhibe edildigi ve bu kombine uygulamanin hiicre apoptozu iizerinde
uyarict bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, hsa-miR-455-3p’nin B-katenin
aktivasyonunun baskilanmas ile birlikte SKOV-3 hiicreleri {izerine anti-kanser etki
gosterdigi goriilmektedir. Bu sonuglar, hsa-miR-455-3p’nin sinyal yollari {izerindeki etki
mekanizmasinin tam olarak belirlenmesi ile birlikte mortalite orami yiiksek olan
yumurtalik kanserinde tedaviye yonelik ilag gelistirme agisindan fayda saglayabilecektir.

Anahtar Sézciikler: hsa-miR-455-3p, Yumurtalik kanseri, B-katenin, Apoptoz.



ABSTRACT
THE ROLE OF SOME MIRNAS IN THE APOPTOTIC PROCESS

Burcu AKYILDIZ

Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022

Supervisor: Prof. Dr. Zerrin SELLER

Worldwide, cancer is the second leading cause of death after cardiovascular
diseases. Since many of the methods actively used in cancer treatment today damage
healthy cells as well as cancerous cells, new research is aimed at discovering new

biomarkers that can be used as target molecules in the diagnosis and treatment of cancer.

In this thesis, migration, proliferation and apoptotic effects of hsa miR-455-3p on
SKOV-3 cells in the presence and absence of B-catenin inhibitor (cardamonin) were
examined by looking at the effect of hsa-miR-455-3p on the Wnt/B-catenin signaling
pathway. Cell proliferation and migration rates were investigated by real-time cell
analysis system after different doses of hsa-miR-455-3p transfection of SKOV-3 cells
incubated with cardamonin. Obtained results; showed that there was a significant
decrease in migration and proliferation rates in the cell group treated with miRNA
transfection and cardamonin compared to other cell groups. Acridine orange/Ethidium
bromide staining results showed a significant increase in the number of apoptotic cells in

the hsa-miR-455-3p transfected cell group and the inhibitor applied cell group.

As a result, it was determined that the migration and cell proliferation of SKOV-3
ovarian cells were inhibited after the stimulation of hsa-miR-455-3p expression and
inhibition of B-catenin, and this combined application had a stimulating effect on cell
apoptosis. It appears that hsa-miR-455-3p has an anti-cancer effect on SKOV-3 cells by
suppressing B-catenin activation. These results, together with the exact determination of
the mechanism of action of hsa-miR-455-3p on signaling pathways, may provide benefits

in terms of drug development in ovarian cancer with a high mortality rate.

Keywords: hsa-miR-455-3p, Ovarian cancer, [3-catenin, Apoptosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, biiyiime 6zellikleri bozulmus, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan ve apoptotik
aktivitelerini kaybetmis hiicrelerin meydana getirdigi bir hastaliktir. Bu hastalik, somatik
genetik hastaliklarin en yaygin ve ayni zamanda da en komplike olanidir (Yokus ve

Cakir,2012).

Bir¢ok tilkede kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra oliim sebebi olarak kanser
karsimiza ¢ikmaktadir. Genel olarak, diinya genelinde kanser insidansi hizli bir sekilde
artig gostermekte (Sung vd., 2021) ve niifusun biiyiimesi, yaslanmasi ve kanser riskinin
artmasina neden olacak sekilde yasam tarzinin benimsenmesi 6liim oranlarini da biiyiik
oOlgtide artirmaktadir. Sekil 1.1.’de Uluslararast Kanser Aragtirma Ajansi’nin 2020 y1ili

diinya kanser istatistiklerinin grafigi gosterilmistir.

H020'de dinya capinda her iki cinsiyette, her yagtan tahmini yeni vaka sayist 2020°deki tahmini 8llim sayisi, diinya capinda, her Ik cinslyette, her yagtan
Meme
1261 419 (11.79%)

Akeiger
1796 144 (1894)

Abciger
2206771 (11.49) Diger kanserler
Dir kansed 3032 768 (30.504) Kolorektum
{l nserier
S 319384 (46t 035 173 (0.4%)
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Sekil 1.1. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst 2020 yuli tahmini yeni kanser ve 6liim vakalart (http-1).

Diinya Saglik Orgiitii, Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi’'min diinya kanser
istatistiklerine gore, 2020°de her iki cinsiyette ve her yasta teshis edilen tahmini yeni
kanser vakasi 19.3 milyon olarak belirlenmis ve en fazla goriilen kanser tiplerinden olan
meme kanseri ilk sirada yer alirken ikinci sirada akciger kanseri oldugu gosterilmistir.
Yine her iki cinsiyet ve her yasta 6liim sayis1 yaklasik 10 milyon olarak belirlenmis ve
oliim orani en yiiksek olan akciger kanseri, kanser dliimlerinin 6nde gelen nedeni olmaya

devam etmistir (Sekil 1.1).



Kanser artig hizinin bu sekilde devam etmesi durumunda, diinya niifusunun artis
gostermesine Ve niifustaki yaslanmanin meydana gelmesine bagh olarak, 2040 yilinda
2020’ye karsilik gelen tahmini vaka sayisinin %47 oraninda artacagi tahmin edilmektedir.
Diistik insani gelisme endeksli iilkelerde bu oranin %95, orta insani gelisme endeksli

tilkelerde ise %64 oraninda olacagi tahmin edilmistir (Sung vd., 2021).

Kanseri tedavi etmek amaciyla gilinlimiizde uygulanan bir¢cok yontem ve
kemoterapotik ilacin, kanserli hiicrelere zarar verdigi gibi ayn1 zamanda saglikli dokulara
da zarar vermesi nedeniyle son yillarda yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ve tanida
fayda saglayacak yeni hedef molekiillerin kesfine yonelik bilimsel ¢alismalarin sayisinda
onemli artis olmustur. Bu tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde hedef molekiil olarak
mikroRNA’larin (miRNA’larin) son yillarda 6n plana ¢iktigi ve bu alanda yapilan

caligmalarin her gegen giin artis gosterdigi bilinmektedir.

miRNA’lar kisa kodlanmayan RNA’lar olarak bilinmektedir ve ilk kez
Caenorhabditis elegans’ta (C.elegans) kesfedilmistir (MacFarlane ve Murphy, 2010).
Transkripsiyon sonrasinda gen ekspresyonunun diizenlenmesinde modiilator olarak islev
gostermektedir. Buna bagli olarak da hiicre biiylimesi, hiicre farklilagmasi, hiicre
boliinmesinin diizenlenmesi ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol oynamaktadir.
Onkogenik ve tiimor baskilayici olarak iki gruba ayrilabilen miRNA’larin degismis
ekspresyon diizeyleriyle kanserde invazyon, metastaz ve ilaca diren¢ gibi olaylarla

yakindan iliskili oldugu belirlenmistir (Khan vd., 2019).

Yapilan ¢aligsmalarla bir¢ok kanser tiirlinde oldugu gibi yumurtalik kanserinde de
miRNA’larin anormal ekspresyon sergiledigi gozlenmistir. Ayn1 zamanda yumurtalik
kanseriyle ilgili Wnt/B-katenin gibi sinyal yollarinin ekspresyonunu da miRNA’larin
modiile ettigi belirlenmistir (Ghafouri-Fard vd., 2020).

miRNA’larin tedavi amaciyla kullanilabilmesi ve islevsel olarak Oneminin
anlasilabilmesi i¢in gen ifadelerinin farkli diizeylerde nasil diizenlendiginin tespit
edilmesi gerekmektedir. Yumurtalik kanserine karsi olarak onemli Olgiide tedavi
stratejileri bulunmasina ragmen liim oraninin yiiksek olmasi hastaligin erken evrede
tespit edilemiyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Diinya iizerinde her y1l bir¢ok kadina
yumurtalik kanseri tanist kondugu gilinlimiizde miRNA’lar sadece hastaligin tani,

prognoz ve erken teshis edilmesinden degil molekiiler esashi tedaviler i¢in de dnemli bir



biyolojik belirte¢ olabilecegi diistiniilmektedir. Bunlara bagli olarak da yumurtalik
kanserinde etkili ve spesifik olan miRNA’larin tespit edilmesi ve hangi hiicresel

yolaklarda hangi isleve sahip olduklarinin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasinda mimik-hsa-miR-455-3p transfeksiyonu ile elde edilmis
transfekte SKOV-3 hiicrelerinin B-katenin inhibitorii cardamonin ile farkli zaman
araliklarinda muamele edilmesinden sonra ger¢cek zamanli hiicre analiz yontemi ile hiicre
gb¢ oraninin ve hiicre proliferasyon diizeylerinin belirlenmesi, akridin/oranj boyama
yontemi ile morfolojik degisimlerin ve apoptotik hiicre oranlarmin tespit edilmesi

amaclanmustir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Kanser

Normal gelisim sirasinda, viicuttaki genetik sistemler biiytime ve 6liim sinyallerine
yanit olarak hiicre yasami ve Olimi arasindaki dengeyi diizenlemektedir. Kanserde
genellikle bu dengeyi kontrol eden mekanizmalarda meydana gelen hatalarda ortaya
cikmaktadir (Lodish vd., 2003). Kanser viicuttaki hiicre veya hiicre grubunun kalitsal
veya cevresel faktorlere bagli olarak kontrol edilemeyecek sekilde ¢cogalmasiyla meydana
gelmektedir. En ayirt edici 6zelliklerinden bir tanesi degisen metabolizmasidir. Enerji
iretiminde yer alan metabolik yollar timoriin biiyltime gereksinimlerini karsilayarak hizla
boliinen kanser hiicrelerinin biliytimesini desteklerken, tlimoriin ilerlemesini ve metastatik

yayilmasini azaltan metabolik sinyallesmeyi de azaltmaktadir (Nagarajan vd., 2016).

Bir hiicrenin kanserlesme siirecine onkogenez veya karsinogenez denmektedir ve
bu kanser olusum siirecinin faktorlerin etkisi altinda oldugu bilinmektedir. Cogu kanser
tipi, genlerin karsinojen maddeler tarafindan degistirilmesi ya da genlerin onarilmasinda
ve kopyalanmasinda meydana gelebilecek hatalar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Genetik
olarak hasarli hiicreler boliindiigiinde bu hasar yavru dollere iletilmektedir. Ancak
nadiren de olsa tek bir gendeki hasar kanserin baslamasina neden olmaktadir (Lodish vd.,
2003).

Coklu genlerde olusan mutasyonlar giderek daha hizli ¢ogalan hiicrelerin
olugsmasina ve sonunda hiicre gruplariin bir tiimoére doniigmesine neden olmaktadir.
Bazen bu birincil timdérlerden gelen hiicreler yeni bolgelere gé¢ etmekte (metastaz) ve en
biiyilik saglik etkisine sebep olan ikincil tiimdrleri olusturmaktadir (Lodish vd., 2003).

Sekil 1.2.°de kansere neden olan degisiklikler gosterilmistir.



buyime sinyallerinde
kendi kendine yeterlilik

buyume karsiti sinyale
karsi duyarsizhik

Surekli
anjiyogenez

| Doku invazyonu ve
__ metastaz

Sekil 2.1. Kansere neden olan hiicrelerde meydana gelen degisiklikler (Lodish vd., 2003)

Sekil 2.1.de gosterildigi gibi, agresif kanser fenotipinin ortaya ¢ikmasinda bazi
hiicresel ozelliklerin degismesi gerekmektedir. Bu ozellikler, anjiyogenezin olusmasi,
apoptozdan kaginma, biiylime karsit1 sinyallere karsi olusan duyarsizlik, siirsiz cogalma
potansiyeli, biiyiime sinyallerindeki kendi kendine yetebilirlik ve doku invazyonu sonrasi

metastaz olarak sayilmaktadir (Lodish vd., 2003).

Metastaz genellikle hematojen yayilma seklinde tanimlanmaktadir. Bununla
birlikte ikincil tiimorler, viicut bosluklar1 veya lenfatikler yoluyla yayilma
gostermektedir. Kanserli hiicreler saglikli hiicrelere gére mutasyonlara ve fenotipik
kaymalara daha yatkindirlar. Buna bagl olarak tiimor hiicreleri, belirli dokulardan bazal
metabolizmalara veya endotelyal hiicrelere secici olarak baglanabilir ve daha kolay istila
edebilmektedir. Metastazi kontrol eden genler, tiimor olusumunu etkilemeden metastazi
inhibe ederler. Bu genlere 6rnek olarak; kadherin 11, kaspaz 8, bag doku bilyiime faktorii
ve gelsolin verilebilir. Bu baskilayicilarin varligi, metastatik potansiyelin kanser

hiicrelerine tamamen bagli olmasina karsi ¢ikmaktadir (Eccles ve Welch, 2007).

Cevresel olarak maruz kaldigimiz bir¢ok etken de kansere sebebiyet vermektedir.

[laglar, baz1 alfatoksinler, yagl yiyeceklerin yani sira sigara, alkol, kémiir tozu ve



asbestos gibi kimyasallar ve radyasyon, giines 15181, mekanik darbeler ve 1s1 gibi fiziksel

etkenler bu ¢evresel faktorlere 6rnek gosterilebilmektedir (Yokus ve Cakar, 2012).

2.1.1. Kanserde genler

Onkogenler ve tiimor baskilayici genler dahil olmak iizere genlerde meydana gelen
belirli mutasyonlar kanserin nedeni olarak tanimlanmaktadir ve kanser genetigi de
degisen protein ekspresyonlar1 ve anormal gen ekspresyonlarina odaklanmistir (Park ve

Han, 2019).

Biyolojik  siirecin  anahtar diizenleyici faktérii olan  proto-onkogenler
(Kontomanolis vd., 2020), hiicrelerin sinyal iletim mekanizmasinda gorevli pek cok
proteinin sentezinden ve ayrica hiicre biiylimesi, ¢cogalmasi ile farklilagsmasini kontrol
ederek ayn1 zamanda apoptozun baskilanmasinda islev gésteren proteinlerin sentezinden

sorumludurlar (Yokus ve Cakir, 2012).

Bu genler hatali ifade edildiginde ya da mutasyona ugradigi durumda onkogenik
hale gelmektedir. Proto-onkogenlerin onkogen aktivasyonuna neden olan genetik
degisiklikler nokta mutasyonu, kromozomal translokasyonlar, amplifikasyon artisi
seklindedir. Bugiine kadar yaklasik 50 ila 60 onkogen tanimlanmistir. Hiicrenin
boliinmesini uyaran sinyallerin hiicre zarindan ¢ekirdege gecisini saglayan G-proteini
tirtinde bir proto-onkogeni (RAS) insan tiimorlerinde mutasyona ugramistir. Tirozin
kinaz1 kodlayan proto-onkogen (BRAF), transkripsiyon faktorii (Myc), mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK), serin/treonin protein kinaz (AKT), sikline bagimli protein

kinaz 4 (CDK4) onkogenlere 6rnek olarak verilebilmektedir (Kontomanolis vd., 2020).

Normal hiicrelerde kanser gelisimini engellemek icin tiimor baskilayici genler de
bulunmaktadir. Bu genlerin inaktive olmasi ya da meydana gelebilecek bir mutasyon
kansere sebebiyet vermektedir. Retinoblastoma protein (RB), hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde gerekli olan genlerin ekspresyonunu uyarmaktadir ve E2F transkripsiyon

faktorlerini baskilayip G1-S faz gecisini diizenlemektedir (Kontomanolis vd., 2020).



2.2. Yumurtahk Kanseri

Yumurtalik kanseri her y1l diinya genelinde yaklagik 313.959 yeni kanser vakasi ve
yaklasik 207.252’lik bir 6liim sayzsi ile jinekolojik maligniteler i¢inde kanser 6liimlerinin
onde gelen nedenleri arasinda yer almaktadir. 2020 verilerine gore yumurtalik kanserinde
insidans ve Oliim sayisinin en yiiksek olarak Cin’de oldugu tespit edilmistir ve onu
takiben sirastyla Hindistan ve Amerika izlemektedir. Ulkemizde ise yumurtalik

kanserinde bilinen 4059 yeni vaka sayist ve 2730 6liim sayisi belirlenmistir (http-1).

Yumurtalik kanseri, fallop tiiplinde ve yumurtalik yiizeyinde yer alan hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde g¢ogalmasiyla olusan bir kanser tiiriidiir. Yumurtalik kanserinin

biiyiik bir kismi yiizey epitel tipinde olan karsinomlardir (Wang vd., 2005).

Yumurtalik kanserinde 6liim oranlarinin bu kadar yiiksek olmasinin nedenlerinin
basinda III. ve IV. evrede teshis edilmesi yani hastaligin klinik bulgularinin genellikle
geg evrelerde ortaya ¢ikmasi ile erken teshis edilememesi gelmektedir (Elsherif vd.,
2019). %80’den fazla epitelyal yumurtalik vakasi, tiimdriin periton bosluguna ve iist karin
organlarina yayildigi asamada teshis edilmektedir (Kuroki ve Guntupalli,2020). Bu
nedenle 5 yillik sagkalim orani evre I hastaligi olanlarda %75 iken, evre IV hastaligi
olanlarda bu oran %15’¢ diismektedir. Yani hayatta kalma durumu biiyiik 6l¢iide tanidaki

hastaligin evresine bagli bulunmaktadir (Elsherif vd., 2019).

2.2.1. Yumurtalik kanserinin alt tipleri

Yumurtalik kanseri tek bir hastalik degil, ayirt edilebilen molekiiler, genetik ve
morfolojik ozellikleriyle siniflara ayrilan heterojen bir tiimér grubundan olusmaktadir
(Smolle vd., 2013). Bu kanser tiirii histolojik farklilasmalara gore {i¢ gruba ayrilmaktadir.
Bunlar epitelyal, germ hiicreli timor ve 6zel stromal hiicreli tiimoérler seklindedir
(Kroeger ve Drapkin, 2017). Bunlarin her biri iyi huylu ya da kétii huylu neoplazmalara
neden olmaktadir. Epitelyal yumurtalik kanseri yumurtalik kanserlerinin yaklasik %90
kadarin1 olusturmaktadir ve epitelyal yumurtalik kanseri de kendi i¢inde yiiksek dereceli
ser6z yumurtalik kanseri (HGSOC), berrak hiicreli kanser, miisinéz kanser, diisiik
dereceli ser6z yumurtalik kanseri (LGSOC) ve endometrioid kanser olarak alt tiplere
ayrilmaktadir (Elsherif vd., 2019).

Epitelyal yumurtalik kanseri molekiiler genetik anormalliklere ve klinik

davraniglara gore tip I ve tip II epitelyal tiimdrler ayirmaktadir (Toss vd., 2015). Tip I
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timorler, yavas bir sekilde daha uzun bir siirede gelisme gostermekte ve rutin muayeneler
sirasinda tesadiifen saptanmaktadir (Smolle vd., 2013). Endometrioid kanseri, berrak
hiicreli kanseri, LGSOC, Brenner tiimdrleri ve miisinoz kanseri tip I epitelyal yumurtalik
kanseri i¢inde yer almaktadir (Elsherif vd., 2019). Ayrica tip I tiimorler, genetik olarak
daha stabildirler ve en sik goriilen mutasyonlar1 B-katenin, KRAS, BRAF ve PTEN’dir
(Toss vd., 2015).

Tip II tiimorler, agresiftir ve ileriki evrelerde teshisi yapilmaktadir. Epitelyal
timorlerin yaklasik %70’lik kismini tip II tiimorler olusturmaktadir. Ayni1 zamanda
yiksek genomik kararsizliga sahip tiimoérlerdir. HGSOC, yumurtalik karsinosarkomu,
farklilasmamis karsinomlar ve yiliksek dereceli endometrioid karsinom tip II tiimorler
icinde yer almaktadir (Elsherif vd., 2019). Tip II tiimore sahip olan hastalarin yaklasik
%95’inde mutasyona ugrayan gen p53 genidir (Toss vd., 2015).

2.2.2. Risk faktorleri

Kadinlarda yumurtalik kanseri riski, genel poptilasyonda %1.3 - %1.9 oraninda iken
BRCAL geninde meydana gelen mutasyon sonucunda bu kansere yakalanma riski %45
olarak degismektedir (Menon vd., 2018).

2.2.2.1. Genetik egilim / aile gecmisi

Yumurtalik kanseri riskinin yasam tarzi, tireme gibi faktorlerle iligkili oldugu
diistiniilse de, risk faktorleri arasinda en giiglii olan faktor aile Oykiisiidiir (Andrews ve
Mutch, 2017). Yani ailede yumurtalik kanseri Oykiisiiniin olmasi riskin arttigim
gostermektedir. Kalitsal kosullar yumurtalik kanserinin %5-25 kadarini olusturmaktadir
(Menon vd., 2018). Kalitsal kanserlerin biiyiik oranda BRCA genlerindeki
mutasyonlardan kaynaklandigi bilinmektedir. Bu genle alakali mutasyonlarin ¢ogu
yiiksek dereceli seréz tiimorlere neden olmaktadir. Yine DNA uyumsuzlugu onariminda
rol oynayan genlerde mutasyonun meydana gelmesiyle olusan Lynch Sendromu (LS) da
yumurtalik kanseri riskini artirmaktadir (Andrews ve Mutch, 2017). Ayrica birinci derece
akrabada yumurtalik kanseri tanisi varsa bu kisilerde yumurtalik kanserine yakalanma

riski 3 kat fazla olmaktadir (Elsherif vd., 2019).



2.2.2.2. Yumurtlama

Yumurtalik kanserinin yumurtlama ve adet dongiisii ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Bir kadinda tamamlanan daha fazla sayidaki yumurtlama dongiisi,
yumurtalik kanseri riskinin ¢ok daha fazla oldugunu gostermektedir. Bunun nedeninin
ovulasyon sirasinda fallop tiiplerinin proinflamatuar yanitinin  olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu durumda adet doneminin erken baslamasi, gebelik, dogum kontrol
kullanim1 ve emzirme gibi ovulasyonu kesintiye ugratan faktorlerin yumurtalik kanseri

riskini azaltacag bilinmektedir (Stewart vd., 2019).

2.2.2.3. Endometriozis

Endometriozis ile iliskili olan yumurtalik kanseri daha ¢ok geng yastaki kadinlarda
gelisim gosterme egilimine sahiptir (Stewart vd., 2019). Yapilan bir vaka-kontrol
caligmasinda endometriozis sonrasi ekzojenin ya da hiperdstrojenizmin yumurtalik
kanserinin baslamasinda etkili bir risk faktorii oldugunu belirtmistir (Zanetta vd., 2000).
Genel olarak daha iyi prognoz gosterdigi bilinmektedir. Ancak lezyonlarin alinmasinin
yumurtalik kanseri gelisimini azaltacagina yonelik bir kanit bulunmamustir (Stewart vd.,

2019).

2.2.2.4. Viicut olgiisii ve fiziksel aktivite

Yapilan arastirmalarda viicut 6lglisti ile yumurtalik kanseri arasinda iliski oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada obezitenin yumurtalik kanseri iizerinde 6liim
riskini artirarak hayatta kalma durumunu azalttigi belirlenmistir (Bandera vd., 2017).
Viicutta yaglanma ve periferik dokularda androjen doniisiimiindeki artis durumu
yumurtalik kanseriyle iligkilidir (Momenimovahed vd., 2019). Yapilan baska bir
calismada obez kisilerin hormonal mekanizmasinin hem yumurtalik kanseri riskini artirip

hem de 6liim oraninda bir artisa neden oldugu belirtilmistir (Leitzmann vd., 2009).

2.2.2.5. Alkol ve sigara

Yiiksek miktarlarda alkol tiiketimi, lireme sorunlar1 ve menstriiel anormalliklere

neden olmaktadir. Buna ragmen alkoliin yumurtalik kanseri riskini artirdigina dair ¢cok az

kanit bulunmaktadir (Andrews ve Mutch, 2017).

Sigara kullaniminda menapoz 6ncesi ve sonrasi donemde i¢ilmesinin yumurtalik

kanseri riskini etkilemedigi disiiniilmektedir. Ancak yapilan bir ¢aligmada miisindz



timor riskini belli Olglide artirmasima ragmen diger over kanseri tiirlerinde iligkisi

olmadigi belirlenmistir (Marchbanks vd., 2000).

2.2.3. Yumurtalik kanserinde etkili olan genler

Kalitsal yumurtalik kanserinin yaklasik olarak %23 yani beste birinden fazlasi
kalitsal kosullardan olugmaktadir. Bu kanser tiiriiniin yaklagik %65-85’inde gdzlenen
anormallikler BRCA genlerinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir
(Toss vd., 2015).

BRCA1 ve BRCA2, homolog rekombinasyon yolu ile DNA onarimini diizenleyen
ve genomun biitlinliigiinii korumasinda biiyiik bir role sahip olan proteinlerdir (Kroeger
ve Drapkin, 2017). Aym1 zamanda bu genler apoptoz ve hiicre dongiisii kontrolii i¢cinde
hayati 6nem tagimaktadir. Yumurtalik kanseri i¢in yasam boyunca olusan riskler BRCA1
mutasyonlu kadinlarda %35-46 arasi iken, bu oran BRCA2 mutasyonu kadinlarda %13-
23 arast ve Lynch Sendromlu kadinlarda %3-20 arasinda degismektedir (Elsherif vd.,
2019).

BRCA1 ve BRCA2 genleri 1990’11 yillarin baginda tanimlanmais ve sirasiyla 17q ve
13q kromozomlarinda yer aldig1 belirlenmistir. Olduk¢a biiyiik ve seksen bin baz ¢iftini
kapsayan genlerdir (Andrews ve Mutch, 2017). BRCA genlerindeki mutasyonlar tiim
HGSOC’lerin %15-20’sini olusturur ancak BRCA agindaki homolog rekombinasyon ve
islev bozuklugu HGSOC’nin yaklasik yarisinin homolog rekombinasyona dahil olan
genlerde meydana gelen degisiklikleri barindirmasiyla birlikte daha yaygin hale geldigi
bilinmektedir (Kroeger ve Drapkin, 2017).

Bu genlerin mutasyonu olan kadinlarda alt tipler arasinda en fazla yiiksek dereceli
seroz adenokarsinom goriilmektedir. BRCA1 ve 2 germ hatti mutasyonlarma sahip
kadinlarda teshis edilme durumu ileri evrelerde goézlenmekte, ancak ileri evrede
gbzlenmesine ragmen tedaviye daha iyi yanit verildigi bilinmektedir. Bunun yaninda
tedaviye kars1 kazanilan diren¢ hem sporadik HGSOC hem de kalitsal HGSOC igin tipik
bir durumdur. HGSOC’nin dort molekiiler alt tipi tanimlanmustir. Bunlar C1/mezenkimal,
C2/immiinoreaktif, C3/4/farklilasmis ve C5/proliferatiftir. BRCA1 ile iligkili olan
kanserlerin C2’ye ait olma olasilig1 daha yiiksek iken BRCA2 tiimérleri bunlardan ayirt
edilememektedir (Andrews ve Mutch, 2017).
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Yiiksek dereceli ser6z yumurtalik kanserinin ayirt edici 6zelliklerinden biri, timor
baskilayic1 gen olan p53°teki evrensel mutasyonlarin varligidir. p53 geninin en yaygin
mutasyon bolgesi, DNA baglama alanidir ve bu genin mutasyonu fallop tiipii salgi

hiicrelerinin transformasyonunda bilinen ilk molekiil olaydir (Kroeger ve Drapkin, 2017).

Li-Fraumeni Sendromu bu genin mutasyonlar1 ile meydana gelen otozomal
dominant kanser sendromudur. p53 stres sinyallerine yanit olarak aktif hale gelmektedir
ve apoptoz, hiicre proliferasyonu ile ilgili transkripsiyon faktdriinii kodlamaktadir. insan
kanseri arasinda en sik mutasyona ugrayan gen olarak bilinmektedir ve epitelyal
yumurtalikta bu oran %47 civarindadir. p53 mutasyonlarinda gelisen tiimorler, daha koti
hayatta kalma orani, radyasyona ve kemoterapiye kars1 yliksek direng ile fazla niiks orani

ile karakterize olan tiimorlerdir (Toss vd., 2015).

Yumurtalik tiimorii vakalarinin ¢ogundaki genetik anormallikler biiyiik oranda
BRCA genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda uyumsuz onarim
genleri, ¢ift zincir kiriklarmin onarilmasinda yer alan DNA onarim proteini (RAD51
rekombinaz), kontrol noktasi kinaz 2 (CHEK2) ve p53 geni kalitsal yumurtalik
kanserinde mutasyona ugramis diger genlerdir. Kalitsal yumurtalik tiimorijenezi
mekanizmasina en az 16 genin dahil oldugu bilinmekte, ancak bazi mutasyonlar hala

belirsizligini korumaktadir (Toss vd., 2015).

2.2.4. Klinik bulgular

Yumurtalik kanseri semptomlarinin her gecen giin farkindaligimin artmasina
ragmen, semptomlarin Ongoriicii degeri diisiik olabilmektedir. Genel popiilasyona
bakildiginda kadinlar arasinda yumurtalik kanseri riskleri ve semptomlar1 hakkinda
farkinda olma durumu oldukca diisiiktiir. Yumurtalik kanseri olanlarin tanidan en az

birka¢ ay dnce semptom gosterecegi diistintilmektedir (Gajjar vd., 2012).

Yumurtalik kanseri semptomlarini belirlemek i¢in yapilan calismalar sonucunda en
yaygin semptom siskinlik veya artan karin boyutu ile karin veya pelvik agr1 belirtilmistir
(Dilley vd., 2020). Yumurtalik kanserini teshis etmek adina yapisal, gastrointestinal ve
abdominal semptomlara esit Onem verilmesi gerektigi Onerilmektedir. Goff ve
arkadaglarinin (2000) gelistirdigi semptom indeksine gore dort semptomun Onemli
oldugu kabul edilmistir ve bunlar karin boyutunda artig/siskinlik, karin/pelvik agrisi,

yeme giicliigli ve hizli doyma hissi ile acil ve sik sekilde idrara ¢ikma istegidir. Ayrica

11



vajinal kanama, degisen bagirsak aliskanliklari, vajinal akintit ve hazimsizlik diger
semptomlar arasinda yer almaktadir (Gajjar vd., 2012). Semptomlara bakildiginda
kadinlarin  yarisindan fazlasinin  karin  semptomlar1 seklinde sikayet gosterdigi

bilinmektedir (Dilley vd., 2020).

2.2.5. Tedavi yontemleri

Yumurtalik kanseri tedavisi su anda geleneksel olarak oncelikle etkilenen dokunun
cerrahi islemle kiigiiltiilmesi ya da alinmasi ve sonrasinda uygulanan kemoterapi islemidir
(Stewart vd., 2019). Ancak uygulanan bu tedavilere ragmen niiks orani oldukca ytiksektir.
Nedeni ise vakalarin %70’lik kisminin ge¢ evrede teshis edilmesidir. Meydana gelen
olumsuz prognoz da kemoterapi direncinin erken gelisiminden kaynaklanmaktadir. Cogu

hastanin hayatin1 kaybetmesi durumu da niiks yiiziinden olmaktadir (Smolle vd., 2013).

BRCA1/2 genlerindeki mutasyonla iliskili kanserleri olan hastalar, tanimlanabilen
germ hattt mutasyonu olmayan hastalara gére daha uzun sagkalima sahip olma egilimi
gostermektedir. Bu kanserlerin, DNA hasarina yol acan platin bazli kemoterapiye daha
duyarli oldugu bulunmustur (Andrews ve Mutch, 2017). Cerrahi islemlerden 6nce timor
ylikiinii azaltmak amaciyla neoadjuvan tedavisi uygulanmaktadir. Paklitaksel ve
karboplatin kombinasyonu yumurtalik kanseri i¢in birincil kemoterapi tedavisi olarak

kalmaktadir (Stewart vd., 2019).

Son zamanlarda alternatif onarim yollarini bloke eden Poli-ADP-Riboz-Polimeraz
(PARP) inhibitorleri adi verilen ilaglar gelistirilmistir (Andrews ve Mutch, 2017). PARP
inhibitorleri baz eksizyon onarimini bloke ederek DNA tek zincir kiriklarinin birikmesine
yol agmaktadir. Normal hiicrede bu zincir kiriklar1 timor baskilayict BRCA1/2 sayesinde
onarilmaktadir. Bunlarin yoklugunda ise hiicre 6liimii gézlenmektedir. Bu yiizden PARP

inhibitorleri islevsiz DNA onarimi olan tiimor tedavisi i¢in uygun ilaglardir (Smolle vd.,

2013).

Sitorediiktif cerrahisi sonrasinda gelisme gosteren epitelyal kanserleri olan hastalar
icin intraperitoneal tedavi uygulanmaktadir. Bu yontem, hasta sagkalimini artirmak
amactyla umut vaat eden bir yontem olarak bilinmektedir. Tedavide, karin duvarinda
kiiclik bir kesi atilir ve kateter deri altt dokusundan gecirilerek kemoterapotik ilaglar
kaviteye yerlestirilmektedir. Ilk evre hastalarda bu ameliyatin yapilmasi énerilmektedir.

Bu ameliyattan sonra ise kemoterapi verilmesi onerilmektedir (Stewart vd., 2019).
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Tiimdrlerin immiinolojik olarak yikilmasi timor reddini ortaya ¢ikarmak igin kritik
noktada modiile edilebilen ve hedeflenen koordineli bir siireci olusturmaktadir.
Yumurtalik kanseri kanser immiinoterapisinin bagarili olarak uygulanmasindaki engel,
immiinosupresif timdr mikroortamidir. immiinoterapi ile hastalarda ¢ok sayida tiimére
Ozgii T hiicresi iretilmesine karsin, bu T hiicreleri tiimdr hedeflerini kolayca yok

edebilmektedir (Odunsi, 2017).

Yumurtalik kanseri heterojen dogasi nedeniyle farkli tiimor molekiillerini
hedefleyen tedavilere verilen yanitlarda bireyler arasinda farklilik gostermektedir.
Sonucta yumurtalik kanseri hastalarinda daha fazla bireysel tedavilerin uygulanmasini
kolaylastirmak i¢in hastaligin gelismesi ve tedavi miidahalesinde belirli molekiillerin
rollerinin desifre edilmesi, bir¢ok fenotipik arastirma yapilmasi1 gerektigini

gostermektedir (Yang vd., 2020).

2.3. p-Katenin
2.3.1. Yapusi ve islevleri

B-katenin, 96 kDa agirliginda ve 782 aminonasitten olusmus bir proteindir.
Yapisinda on iki adet korunmus tekrar bolgesi bulunmaktadir. a-heliks seklinde olan {i¢
boyutlu konformasyonu pozitif yiiklii oluklardan olusmaktadir. Ayni1 zamanda [3-katenin
bir¢ok biyomolekiil i¢inde baglanma bolgesine sahip bir proteindir. CTNNBL geni
tarafindan B-katenin proteini kodlanmaktadir. Hiicre adezyonunda gorevli E-kaderin ile
hiicre iskelet elemanlarindan a-aktin arasinda koprii gorevi géormektedir (Donmez vd.,

2011).

Whnt, hem B-katenin bagimli (kononik Wnt) hem de B-katenin bagimsiz (kanonik
olmayan Wnt) sinyal yollarin1 diizenlemede sorumlu B-kateninin bas diizenleyicisi olarak
bilinmektedir (Shang vd., 2017). Sistein bakimindan zengin glikoprotein olan Wnt’ler,
hiicre dis1 matrikse salgilanan ve hiicreler ile reseptor aracili sinyallesmeyi de aktive

edebilmektedir (Pai vd., 2017).

Whnt/B-katenin sinyali, genetik stabilite, ¢cogalma, gog, farklilagma, kok hiicre
yenilenmesi ve apoptoz gibi temel hiicresel islevleri diizenlemektedir. Bu sinyal yolunun
aktivasyonu i¢in B-katenin temel bir bilesendir (Pai vd., 2017). Bu yolun anormal
aktivasyonu c¢ekirdekte B-katenin birikimine neden olur ve c-Myc gibi bir¢ok onkogenin

transkripsiyonunu diizenlemektedir. Bu durumun sonucunda da yumurtalik kanseri,
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akciger kanseri, kolon kanseri ve pankreas kanseri gibi bir¢ok kanserin karsinojenezine

neden olmaktadir (Shang vd., 2017).

2.3.2. Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi

Wnt ligandlarinin olmasi durumunda B-katenin sinyali aktif hale gelmektedir
(Nguyen vd., 2019). Bir Wnt sinyali olmadigi durumda sitoplazmik serbest B-katenin
seviyeleri diisiik tutulmaktadir (Valenta vd., 2012).

Bu sinyal mekanizmasi Wnt proteininin hiicre zarma ulasarak burada bulunan
Frizzled (Fzd) transmembran reseptorii ve diisiik yogunluklu lipoprotein ile ilgili
reseptorler 5 ve 6 (LRP5/6) baglanmasi ile baglamaktadir (Dénmez vd., 2011). Wnt,
reseptorlin  sistein bakimindan zengin alanina baglanmakta (Pai vd., 2017) ve bu

baglanma B-katenin yikim kompleksinin inhibisyonuna neden olan birgok molekiiler

olay1 baslatmaktadir (Valenta vd., 2012). Sinyal mekanizmasi Sekil 2.2.°de
gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Wnt p-katenin sinyal yolu mekanizmasi (Pai vd., 2017).
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Baglanma sonrasinda hiicre zarinda baslamis olan sinyalin sitozole aktarimi
gerekmektedir. Bu aktarim islemi iki basamakta ger¢ceklesmektedir. Basamaklardan biri
Dishevelled (DVL) proteininin fosforillenmesi iken ikinci basamakta LRP5/6
reseptoriiniin ~ fosforillenmesini  olusturmaktadir. Bu fosforillenme reaksiyonlari
reseptorlerde meydana gelen konformasyonel degisimlerin etkisinden meydana
gelmektedir. Bu sekilde sinyal hiicre zarindan sitozole aktarilmis olmaktadir ve bu

sinyalin hedefi artik yikici komplekstir.

Yikict kompleks pB-katenin yikimindan sorumlu olan bir komplekstir ve Wnt
sinyalinin baglamas1 durumunda inaktif hale gegmektedir. Inaktif hale gecen ve dagilan
yikict  kompleksin  fB-katenin  fosforileme durumu da ortadan kalkmaktadir.
Fosforillenmemis B-kateninin bir kismi hiicre zarinda hiicre baglantilarinda gorev alirken
bir kismi da sitoplazmada birikme gostermektedir. Biriken bu B-kateninler ¢ekirdege
girmekte ve olusan sinyali c¢ekirdege ulastirmaktadir (Donmez vd., 2011). Cekirdege
girdikten sonra B-katenin T hiicresi faktorii (TCF)/ lenfoit gii¢lendirici faktorler (LEF)
iiyeleri ile bir kompleks olusturmakta ve Groucho denilen transkripsiyonel baskilayicinin
yerine gegmektedir. Aktif olan bu -katenin/TCF kompleksi sonrasinda hedef genlerinin
transkripsiyonunu baslatabilmektedir (Nguyen vd., 2019).

Sinyalin inaktif durumunda ise Wnt, reseptorlere baglanma gésterememektedir ve
buna bagli olarak da DVL proteini ile LRP5/6 reseptorii fosforillenememektedir. Boylece
yikict kompleks inaktif duruma gecememekte ve aktif formda kalmaktadir. Kompleks -
katenine sikica baglanmistir. Bu kompleks adenomatéz poliposis koli (APC), AXIN,
glikojen sentaz kinaz -3 (GSK-3B) ve kazein kinaz 1 (CK1) biyomolekiillerinden

olusmaktadir.

Baglanma sonrasinda énce CKla enzimi ile sonra GSK-3f3 enzimi tarafindan -
katenin fosforillenmesi ger¢eklesmektedir. Bu fosforillenme islemi yikim igin bir etiket
gorevi gérmektedir. Buna bagli olarak par¢alanmig B-katenin ¢ekirdege giris yapamaz ve

sinyal yolu inhibisyonu ger¢eklesmis olur. (D6nmez vd., 2011).

2.3.3. Hiicre-hiicre baglanmasindaki rolii

B-katenin hiicresel farklilasma ve ¢ogalmadan sorumlu olan genlerin
transkripsiyonunu aktive etmekte ve Wnt sinyal yolunda etkisi bulunmaktadir (Brembeck

vd., 2006). Bir Wnt uyaranin olmamasi durumunda -katenin hiicre-hiicre baglantilarinin
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bir bileseni seklinde zarin sitoplazmik kisminda yer almaktadir (Valenta vd., 2011). B-
katenin zarda E-kaderin aracili hiicre yapismasini kontrol etmekte ve bu baglanti
molekiillerinin aktin hiicre iskeleti ile etkilesiminde arac1 gorevine sahip olmaktadir. Bu
iki islevi de regiile edebilmekte ve bu sayede hiicre-hiicre baglantisinin kaybina ve Wnt

hedef genlerinin artan transkripsiyonuna neden olmaktadir (Brembeck vd., 2006).

B-katenin ve kaderin etkilesimi yapicidir ve tek izole edilis hiicrede bile yapisma
gostermeden bagimsiz olarak meydana gelmektedir. Olduk¢a dinamik olan bu kaderin-
katenin kompleksinin, kaderin aracili hiicre baglanma kaybi gostermesi durumunda [-
katenin salinim1 ve buna bagli olarak da sinyalleme aktivitesi desteklenmektedir (Valenta
vd., 2011).

2.3.4. Wnt/ g-katenin ve kanser

Whnt/B-katenin sinyal yolunun deregiile olmasi , gesitli kanser tiirlerinin baslayip
ilerlemesi ile iliskisi bulunmaktadir (Zhang ve Wang, 2020). Yine Wnt reseptorlerinin
anormal olarak aktive olmasi, akciger, meme, kolon ve kemik iligi gibi ¢ok fazla dokuda
timor olusumunu tetiklemektedir. Bu sinyal ¢ogu durumda gogii ve hiicre istilasini
artirarak timoriin metastaz gostermesini tesvik etmede, hiicre gogiinii engelleyip daha
diistik proliferasyon indeksi de saglamaktadir. Wnt/B-kateninin bu durumu aslinda
karmasiklig1 daha da artirmaktadir. Wnt/p-katenin sinyallesmesi tiimér immiinolojisinin

diizenlenmesine de katki saglamaktadir (Shang vd.,2017).

B-katenin sinyalinin aktive olmasi, ¢esitli tiimorlerin olusumunda rol oynamaktadir
ve aktive olmus B-katenin formu farkli hiicre tiplerinde hiicre gogiinii indiiklemektedir
(Miiller vd., 2002). Karsinogenezde B-kateninin artis gosteren transkripsiyonel aktivitesi,
E-kadherin aracili hiicre yapismasi kaybiyla iliskilendirilmektedir. B-katenin ve E-
kadherin etkilesiminde meydana gelen kayip, epitelyalden mezankimal gegisi tesvik
ederek B-katenin transkripsiyonel aktivitesini artirarak sonugta hiicre gd¢iinii
artirabilmektedir (Debelec-Butuner vd., 2014).

2.3.5. Wnt/ p-katenin ve yumurtahk kanseri

Wnt/B-katenin sinyal yolu tiim yumurtalik kanseri alt tipleri ve kanser kok
hiicrelerinde (CRC) karsinogenezde aktif role sahip bulunmaktadir. Yapilmig aragtirmalar
yumurtalik kanserinde kanser kok hiicrelerinin metastaz ve tiimor niiksiiyle iliskili

oldugunu gostermektedir. P-katenin genindeki mutasyonlari siklikla, endometrioid
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yumurtalik karsinomlar1 barindirmaktadir. Diger alt tiplerinde ise nadir olarak
goriilmektedir. Wnt/p-katenin hedef genleri tiimor progresyonunda erken donemde aktif
hale gelen ‘stemness/proliferasyon grubu’ ve geg evre tiimdrlerde eksprese ‘EMT/yayilim
grubu’ seklinde iki grup altinda toplanmaktadir. Bu hedef genler hiicre proliferasyonu ve
apoptozu diizenleyerek kanserin baslayip devam etmesine neden olmaktadir (Arend vd.,

2013).

2.3.5.1. Yumurtalik kanseri Wnt/f3-katenin sinyal yolunda meydana gelen degisimler

Epitelyal yumurtalik kanserinde yer alan Wnt/B-katenin sinyal yolunda meydana
gelen en yaygin genetik degisiklik B-katenin geni olan CTNNB1’de goriilmektedir. Bu
gende olusan mutasyonlar -katenin birikmesine ve hedef genlerin transkripsiyonunun
artmasina neden olmaktadir (Nguyen vd., 2019). Bunlar disinda yikim kompleksinde de
AXIN, APC, GSK-3f bilesenlerinde ¢esitli mutasyonlar tespit edilmistir. pB-katenin
bozunmasi i¢in dnemli olan bu yikim kompleksi bilesenlerinin islevsel olmayan hale
gelmesi hiperaktif p-katenin sinyaline neden olmakta ve buna bagli olarak da onkogenezi
yonlendirdikleri bilinmektedir (Nguyen vd., 2019).

Wnt ligandlar1 olan Fzd ve LRP5/6’da meydana gelen mutasyonlarda Fzd
ligandinin Fzd 1 ve Fzd 5 olan iki alt tipinin epitel yumurtalik kanserinde arttigi
belirlenmistir (Arend vd., 2013).

Whnt/B-katenin sinyali, bazi reseptorleri i¢in Wnt ligandlar1 ile rekabet halinde
olabilmekte ve Wnt aktivasyonunu engelleyecek negatif diizenleyiciler tarafindan kontrol
edilmesi saglanmaktadir. Bu diizenleyicilerin gosterdigi anormal seviyeler, Wnt/p-
katenin aktivite diizensizligi ve epitelyal yumurtalik kanseri gelisimi ile

iliskilendirilmistir (Nguyen vd., 2019).

2.3.6. Cardamonin ile g-katenin inhibisyonu

Alpinia tiirtinden ekstrakte edilmis cardamonin bir kalkondur ve kimyasal olarak
(E)-2',4'-hidroksi-6'-metoksi kalkon olarak bilinmektedir. Molekiil formiilii C16H14O4’tiir.
Kalkonlar pek ¢ok bitki yapraginda, kokiinde ve meyvesinden bulunmaktadir
(Ramchandani vd., 2020). Bu da diyetle halihazirda bulunmus bitkilerden dogal olarak
meydana gelme avantajin1  gostermektedir (Gongalves vd., 2014). Sekil 2.3.’te

cardamoninin molekiiler yapis1 verilmistir.
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Sekil 2.3. Cardamonin molekiiler yapist

Cardamonin patojenleri hedefleyip bagisiklik sistemini modiile etmede gorevli bir
kalkondur. Cardamonin yumurtalik kanseri, meme, akciger, 16semi, kolon ve mide gibi
birgok insan kanserinde etkili oldugu arastirmalar sonucunda belirlenmistir
(Ramchandani vd., 2020; Lu vd., 2018; Shrivastava vd., 2017; Zhou vd., 2019).
Yumurtalik kanserinde cardamoninin, apoptozu indiikledigi ve mTOR, Bcl-2 ve survivin
seviyelerini azaltarak SKOV-3 ve A2780 hiicre hatlarinda anti-proliferatif etki gosterdigi
belirlenmistir. Yine G2/M fazindaki hiicre dongiisiiniin durmasina neden olmus ve

sisplatin ile tedavide daha giiglii bir kanser 6nleyici oldugu kanitlanmistir (Niu vd., 2018).

Cardamoninin Wnt/p-katenin, sinyal doniistiirlicii ve transkripsiyon aktivatorii 3
(STAT-3) ve NF-kB gibi sinyal yollarin1 hedefleyip anti-timor aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu yollarin zayiflatilmis olmasi kemoterapotik ajanlarla veya tek basina

hiicre dongiisiinii durdurup hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Ramchandani vd., 2020).

2.4. Apoptoz

Viicutta hiicre ¢gogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda belli bir denge bulunmaktadir.
Hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptoz, istenmeyen, yaslanmis ve zararli olan

hiicrelerin programli olarak oldiiriilmesini esas alan bir 6liim seklidir (Kaya vd., 2012).

Apoptoz mekanizmasi olduk¢a karmasik ve pek cok sinyal yolunu iceren bir
mekanizmadir (Pistritto vd., 2016). Bu mekanizma hiicre tipi ve uyarana gore farklilik
gosterebilmektedir. Apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaranlar onkogenler, tlimor baskilayici

genler ve biliylime faktorleri iken, diger uyaranlar sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum
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miktarinda artis, timor nekroz faktor (TNF), Fas/FasL aktif olmasi ve p53 geninin aktif
olmasidir (Tomatir, 2003).

Apoptotik hiicreler morfolojik olarak hiicre dis1 kisimda fosfotidilserinin (PS) zara
maruz kalmasi durumu, plazma zarinda meydana gelen tomurcuklanma, kromotin
yogunlagmasi, DNA parcalanmasi ve sitoplazmik hiicre biiziilmesi gostermektedir.
Plazma zar1 ise toplam siire¢ boyunca saglam olarak kalmaktadir. Genellikle de apoptotik
cisimcikler olusmadan Once fagositik hiicreler apoptotik hiicreleri yutmaktadir (Pistritto

vd.,2016).

2.4.1. Apoptozun diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesinde Bcl-2 ailesi, kaspazlar, p53, kalsiyum ve sitokrom c
gibi proteinlerin biiyiik rol oynadigi bilinmektedir. Hem igsel hem de dissal apoptotik
yolu diizenleyen proteinler kaspazlardir (Goldar vd., 2015). Kaspazlar olarak bilinen
sistein proteazlari spesifik olarak aspartat kalintilarinda susbtrat proteini par¢alamaktadir.
Baslatic1 ve efektor olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir. Baslatic1 apoptotik kaspazlar
(kaspaz-2, 8, 9) dimerizasyon ile indiiklenen aktivasyon igin gerekli adaptor protein ile
etkilesime girmektedir. Bu etkilesim bir kez oldugunda baslatici kaspazlar efektor
kaspazlar1 par¢alamaktadir. Efektor kaspazlarin (kaspaz-3, 6, 7) dimerizasyon kaynakli
aktive olmada adaptor proteinlere ihtiyaglar1 yoktur. Aktive olmus efektor kaspazlar bir
dizi protein substratini parcalayarak hiicresel bilesenlerin sonrasinda par¢alanmasina

neden olmaktadir (Matsuura vd., 2016).

2.4.2. i¢sel apoptototik yolak

Bu yolak farkli stres kosullarina yanit olarak mitokondriyal diizeyde hiicre i¢i
sinyallerle saglanmaktadir. I¢sel apoptotik yolun baslamasindaki tetikleyiciler, hipoksi
onarimi1 olmayan genetik hasarlar, oksidatif stres ve yliksek sitozolik kalsiyum

konsantrasyonlaridir (Pistritto vd., 2016).

Mitokondriden sitokrom ¢ salinmasi ile ve mitokondriyal dis membran
gecirgenligini (MOMP), apoptoz proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ve baslatici
kaspaz-9 ile apoptozom olusumunu ve sonrasinda da kaspaz-3’iin aktivasyonunu igeren
bir yolaktir. Sitokrom ¢ salinmasi Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W gibi apoptotik iiyeler ile negatif

diizenlenirken, Bak, Bax, Bim, Puma gibi pro-apoptotikler tarafindan pozitif
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diizenlenmektedir. Bax ve Bak apoptozun merkezi efektorleridir (Carneiro ve El-Deiry,
2020).

Apoptotik uyarilmanin ardindan Bax ve Bak aktif hale gecer ve dis mitokondriyal
membrana girip sitokrom ¢, SMAC/DIABLO, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi
proteinlerin salinimina sebep olmaktadir. Sonrasinda sitozolde Apaf-1 ile etkilesime
girmekte ve apoptozom denilen kompleksi olusturmaktadir. Apoptozom olusumu da
kaspaz-9 aktivasyonuna neden olarak sonrasinda kaspaz-3 aktive edilmektedir. Boylece

yikima neden olan kaspaz kaskadi baslatmaktadir (Goldar vd., 2015).

2.4.3. Dissal apoptototik yolak

Ikinci bir 6liim yolu olan digsal apoptotik yolakta 6liim reseptdrleri olarak bilinen
hiicre zar1 proteinleri ile apoptozu baslatmaktadir (Carneiro ve El-Deiry, 2020). Oliim
reseptorleri, apoptozu indiikleme sinyalinde biiylik 6neme sahip 6liim alan1 (DD) olarak

adlandirilan hiicre i¢i protein-protein etki alan1 olusmaktadir (Pistritto vd.,2016).

Fas Ligandi (Fas-L), TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) ve tiimor
nekroz faktérii (TNF) transmembran reseptorlerinin (FAS, TNFR, DRS5) hiicre disi
alanina baglanmaktadir. Ligandin reseptére baglanmasi ile 6liim reseptorleri hiicre igi
6liim alan1 yoluyla TNF reseptorii ile iligkili 61iim alan1 (TRADD) ve Fas ile iligkili 61iim
alanina (FADD) karsilik gelen protein motifi ile baglanma gostermektedir. Bu proteinler

baska bir protein etkilesim alan1 olan 6liim etki alanina (DED) sahiptir (Goldar vd., 2015).

FADD’mm DED bolgesi ile etkilesime giren prokaspaz-8 de bu DED alanin
icermektedir. Pro-kaspaz-8’in aktive olabilmesi i¢in 6liimii indiikleyen sinyal kompleksi
(DISC) olugsmaktadir ve sonrasinda kaspaz-8 aktif hale ge¢gmektedir. Bu aktivasyon
sonrasi da hiicre i¢i yapilarin ve ¢ekirdegin hasar gérmesi yoluyla hiicre 6liimiine neden

olacak efektor kaspazlar aktive edilmektedir. (Goldar vd., 2015).

2.4.4. Apoptoz ve yumurtalik kanseri

Korunmus apoptotik siireglere ragmen kanserli hiicreler pro-apoptotik hiicre 6limii
bilesenlerini inaktif hale getirip anti-apoptotik molekiilleri degistirerek apoptozu inhibe

etmek amagli mekanizmalar gelistirmektedir (Binju vd., 2019).

Pro-apoptotik  proteinlerin  seviyelerinde meydana gelen degisiklikler

kemosensitivite ve kemorezistans olarak yumurtalik kanseri bazli ¢aligmalarin ortak

20



noktasi olmaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 aile iiyeleri tarafindan kanser hiicreleri, hayatta
kalma mekanizmalara aracilik edip timdr ilerlemesine izin vermektedir. Bcl-2
yumurtalik kanseri hiicrelerinde ilag direncini artirma ve hayatta kalma ile
tanimlanmaktadir. Yumurtalik kanseri patolojisinde IAP yapilan ¢alismalarla belirgin
hale gelmistir. Apoptozu diizenleyen IAP ailesinden X’e bagli apoptoz inhibitorii (XIAP)
bu diizenlemeyi kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9’u inhibe ederek gergeklestirmektedir
(Al-Alem vd., 2019).

Yumurtalik kanserinde TAP’larin deregiile edildigi ve yumurtalik kanserinde
XIAP’1in kemo-direncinde rol oynadigi belirlenmekte ve buna bagli olarak da XIAP’in
inhibe olmasinin, platine direng gdsteren yumurtalik kanseri hiicrelerinde in vitro ve in
vivo olarak artan apoptoza yol agan bir mekanizma oldugu bilinmektedir (Binju vd.,
2019).

Kiigtik molekiillii inhibitor olan TW-37’nin Bcl-2 {izerindeki inhibitor etkisi oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan bir calismada yumurtalik kanserinde sisplatin ile uyarilmis
olan apoptozu artirmada etkisinin olup olmadigi arastirilmis ve SKOV-3 hiicrelerinde
yiiksek Bcl-2 seviyelerine sahip hiicrelerde kombine sisplatin ve TW-37"nin tedaviden

sonra hiicre biiylimesini 6nemli 6l¢lide azalttigini tespit etmislerdir (Wang vd., 2015).

2.5. MikroRNA (miRNA)
2.5.1. Tanim

Enerji metabolizmasini yoneten temel mekanizmalardan birisi gen ekspresyonunun
transkripsiyonel diizenlenmesidir. Bu diizenlemeye katilan ve mikroRNA (miRNA)
olarak adlandirilan birgok RNA smifi bulunmaktadir (Wei ve Wong, 2013). Okaryotik
DNA’larin %9011k bir kism1 RNA’ya transkribe olmakta (Giizelgiil ve Aksoy, 2015) ve
yaklasik %1.5 kadar1 protein kodlanmasindan sorumlu bulunmaktadir (Karaarslan ve
Serin, 2016). Proteine ¢evrilmesi olmayan RNA’lar kodlamayan RNA’lar olarak
adlandirilmaktadir. Kodlamayan RNA’lar diizenleyici ve yasam i¢in gerekli
kodlanmamis RNA olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Yasam i¢in gerekli olanlar tiim
dokularda bulunup bu dokularda bircok islevi gerceklestirirken, gen ifadesini diizenleyen
kodlamayan RNA’larda niikleotit sayisina gore kisa ve uzun kodlamayan RNA’lar olarak
ikiye ayrilmaktadir (Giizelgiil ve Aksoy, 2015). Simdiye kadar yaklasik olarak 2500 insan
miRNA’s1 bulunmustur (Kim ve Croce, 2021).
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Kisa kodlamayan RNA sinifinda yer alan miRNA’lar, Caenorhabditis elegans’ta
(C.elegans) 1993 yilinda Lin-4 adiyla yapilan ¢alisma sonucunda kesfedilmistir (Lee vd.,
1993). Yaklasik 18-25 niikleotit uzunlugunda, mesajc1t RNA (mRNA) bozunmasini tesvik
edip ya da mRNA translasyonunu inhibe edip, transkripsiyon sonrasinda gen

ekspresyonunu modiile etme yetenegine sahip RNA’lardir (de Sousa vd., 2019).

miRNA’lar insan genomunda X kromozomu iizerinde kiimelenmis sekilde ya da
tek olarak lokalize olmuslardir. Y kromozomu iizerinde miRNA tespit edilmemistir
(Cmar ve Dursun, 2016). miRNA’lar insan genomunun %1-5’lik kismini olusturmakta
ve protein kodlayan genlerin de yaklasik %30 kadarini diizenledigi bilinmektedir
(MacFarlane ve Murphy, 2010). miRNA’lar agirlik olarak toplam RNA miktarinin
yaklasik %0.01’ini temsil etmektedir. Toplam RNA miktarlarinda bu kadar kiiciik bir
kismi olustururken miRNA’larin say1 olarak ¢ok olmasinin nedeni mRNA’lara gore
miRNA’larin daha diisiik molekiil agirligina sahip olup daha az ¢esitli olmalarindan

kaynaklanmaktadir (Pritchard vd., 2015).

miRNA’lar tarafindan gerceklestirilen diizenleme hiicre ya da organa 6zgiidiir ve
organizmanin metabolik durumu ve stresine bagimli, ayn1 zamanda ekspresyon seviyeleri
ile de iliskilidir. Bu biyolojik 6zellikler miRNA’larin sadece ekspresyonlarint degil,

ayrica biyoyararlanim ve aktivitelerini de gostermektedir (de Sousa vd., 2019).

Bu nedenle miRNA’larin gelisim, apoptoz, bagisiklik tepkisi ve hiicre farklilasmasi
gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol oynadigi bilinmektedir (Wei ve Wong, 2013).

miRNA’larin bir diger onemli 6zelligi ise yiizlerce mRNA’y1 tek bir miRNA
hedefleyebilmekte ve bu sekilde tiim protein aglar1 diizenlenebilmektedir. Ya da tam tersi
bir mRNA birka¢ miRNA tarafindan hedeflenebilmektedir. Bu durumlara gore sonucta
miRNA’lar ve diger faktorler belirli mRNA’da baglanma bolgesi i¢in rekabet
gosterebilmektedir (de Sousa vd., 2019).

2.5.2. miRNA biyogenezi

Insanda miRNA biyogenezi, hem niikleus hem de sitoplazmada gergeklesen iKi
asamal1 bir siirectir. miRNA geni 6nce dncii miRNA’ya sonrasinda da miRNA dubleksine
islenecek olan birincil miRNA {iretimi i¢in kopyalanmaktadir (MacFarlane ve Murphy,

2010). Sekil 2.4.”te miRNA biyogenezi gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. miRNA biyogenezi (Wei ve Wong, 2013)

Birincil miRNA’nin (pri-miRNA) Dicer’e bagmmli oncii miRNA (pre-miRNA)
dontistimii ¢ekirdekte gerceklesmektedir. pre-miRNA’nin olgun miRNA’ya doniismesi
ve RNA ile indiiklenen susturucu kompleks (RISC) ile miRNA’nin birlesmesi olaylar1 da

sitoplazmada gerceklesmektedir.

RNA polimeraz Il veya Il tarafindan baslatilan transkripsiyon ile (Wei ve Wong,
2013) pri-miRNA sentezlenmektedir. pri-miRNA’larin 5' ucunda yedi metilguanozin
(M7G) bashgr ve 3' ucunda ise poliA kuyrugu yer alir ve tek iplikli bir yapiya sahiptir
(Giizelgiil ve Aksoy, 2015). pri-miRNA tamamlayici bolgesi bir firkete halkas1 meydana
getirmektedir (Wei ve Wong, 2013). Bu islem mikroislemci kompleks tarafindan
yapilmaktadir ve 70 niikleotit uzunlugunda bir ya da birden fazla pre-miRNA’ya
dontisim gerceklesir. Bu kompleks Drosha ve DiGeorge sendromu kritik bolge 8
(DGCRS) olarak isimlendirilen protein alt birimlerinden olusmaktadir. Drosha katalitik
alt birim seklinde fonksiyon gosterirken, DGCR8 RNA yapisini1 tanimaktadir (Cinar ve
Dursun, 2016).

Olgun miRNA’ya doniisiim i¢in pre-miRNA’lar niikleer transport reseptdr olan

Exportin 5 ile ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmaktadir. Sitoplazmada RNAaz |11 ailesinde
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yer alan Dicer enzimi trans-aktivasyon yanitt RNA baglayici protein (TRBP) veya protein
kinaz R’nin protein aktivatorii (PACT) ile birleserek firkete halkasi kesilmektedir
(Giizelgiil ve Aksoy, 2015).

Dicer enziminin pre-miRNA yapisinda yer alan 3' ¢ikintiya baglanabildigi helikaz
domain, PAZ domain ve c¢ift zincir RNA baglayan RNA domain, iki riboniikleaz III
katalitik domaini gibi domainler yer almaktadir. Bu sayede Dicer pre-miRNA’y1 tanir ve
pre-miRNA govdesi iki Dicer katalitik domain bolgesi olan RIIIDa ve RIIIDb ile
etkileserek miRNA dubleksi helikaz domaini ile agilmaktadir.

Acilan ipliklerden biri tamamlayici, biri ise kilavuz ipliktir. Tamamlayict iplik
yikima ugrarken kilavuz iplik RNA baskilanmasinda fonksiyon gostermektedir. miRNA
kesimine onciiliik eden yapi1 ise RISC, Argonaute (AGO), TRBP ve PACT proteinlerinin
bir araya gelmesiyle olugmaktadir. Bu kompleks hedef mRNA ile olgun miRNA’y1 bir
araya getirmede kullanilmaktadir. Kilavuz iplik RISC kompleksine girer ve hedef
MRNA’ya ilerler. Hedef mRNA, 3' UTR bolgesi olgun miRNA’nin S5'ucuyla
etkilesmektedir. Hedef mRNA’ya miRNA’lar ya tam olarak ya da kismi olarak eslesme
gostermektedir. Kismi eslesme durumunda hedef mRNA translasyonel olarak

baskilanirken tam eslesmede hedef mRNA degrede olmaktadir (Cinar ve Dursun, 2016).

miRNA biyogenezi, hiicre ve ¢evrelerinin fizyopatolojik durumuna duyarl olarak
hiicresel foksiyonun kontrolii dahilinde ¢ok daha siki ve karmasik sekilde diizenlenen
stiregler seklinde goriinmektedir. DNA diizeyinde, tek niikleotit polimorfizmleri (SNP)
histonlarin asetilasyon veya metilasyon mekanizmalar1 ile epigenetik olarak
transkripsiyon kontrolii miRNA’larin diizenlenmesinin ilk seviyesini olusturmaktadir (de

Sousa vd., 2019).

2.5.3. miRNA ve apoptoz
Apoptozun birgok miRNA tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Bu hedef mMRNA

iizerine hareket ederek gen ekspresyonunu kontrol etme seklinde gerceklesmektedir ve

bu da translasyonel baskilama ya da mRNA bozunmasiyla sonug¢lanmaktadir (Su vd.,
2015).

miRNA’lar apoptotik sinyallemede rol oynayan bir veya daha fazla mRNA’y1
hedefleyebilmektedir. Ayni zamanda bazi miRNA’lar pro-apoptotik olarak hareket
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ederken bazt miRNA’lar da anti-apoptotik olarak hareket etmektedir. insan tiiméorlerinde
pro-apoptotik miRNA’larin azalan ekspresyon diizeyleri veya anti-apoptotik
miRNA’larin artan ekspresyon diizeyleri, kemorezistans ve apoptoz esigi ile

iliskilendirilmistir (Lima vd., 2011).

Kanser gelisiminde, apoptozun diizenlenmesinde birgok miRNA’nin kritik dneme
sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir (Li vd., 2012). Ornegin miR-27a/b ve
miR-23a/b’nin apoptozom kompleksinde yer alan Apaf-1’i hedefledigi ve bu sayede
noronlarin apoptoza olan duyarliligini degistirdigi belirlenmistir (Chen vd., 2014). Yine
miR-24’{in XIAP hedefleyip kanser hiicresinde apoptoza direng gdstermesini saglamakta

etkili oldugu belirlenmistir (Xie vd., 2013).

Yine i¢sel apoptotik yolda miR-492 ile yapilan ¢alismada, bu miRNA’nin dogrudan
Bcl-XL’yi hedefledigi ve apoptozu uyararak kolorektal kanser hiicrelerinin yasayabilir

olmasini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigi saptanmistir (Nakano vd., 2010).

Dissal apoptotik yolda ise yapilan bir ¢alismada, miR-185 ile transfekte edilen
SKOV-3 yumurtalik kanseri hiicre hattinin TRAIL aracili apoptoza kontrol hiicrelerine
kiyasla daha duyarli oldugu tespit edilmistir (Imam vd., 2010). Oliim reseptdrii olan
CD95’1n tiimor progresyonu sirasinda asagi regiile edildigi ve bu durumunda apoptotik
hiicre Olimiiyle sonuglandigi bilinmektedir. Aymi sekilde miR-200 ailesinin

ekspresyonununda kanser hiicrelerinde asagi regiile edildigi belirlenmistir (Peter, 2019).

Sonugta dokularda spesifik miRNA ekspresyonlarinin fizyolojik modiilasyonu ile
apoptozu ve ER stresi durumunda hiicrenin kaderini belirlemede bu yapiin 6nemli

oldugu yapilan ¢aligsmalarla kanitlanmstir.

2.5.4. miRNA ve kanser

Kanser gelisimine miRNA’larin katilmasi tiimor hiicresinin doniisiimiinden
metastaza ve tedaviye dirence kadar pek ¢ok ana yol igermektedir (Pileczki vd., 2016).
Ayrica ¢oklu mRNA’lar1 hedefleme yetenekleri, sinirsiz replikasyon potansiyeli,
proliferatif sinyallerde kendi kendine yetebilme gibi kanser belirtilerine miRNA’lar dahil
olmaktadir (Kim ve Croce, 2021).

Kanserle iligkili miRNA’lar hedeflerinde genlerin tiimor olusumundaki rollerine

gére 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar onkogenik miRNA’lar ve tiimor baskilayici
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miRNA’lardir (Cmar ve Dursun, 2016). Onkogenik miRNA’lar tiimor baskilayici
genlerin susturulmasi ve metastazini tesvik ederek kanserin ilerlemesinde biiyiik bir role
sahipken, tiimdr baskilayict miRNA’lar onkogenleri kodlayan ve onkogenik mRNA’larin

cevirisini bastirarak mRNA’lar1 hedeflemekte ve tiimor ilerlemesini inhibe etmektedir
(Mollaei vd., 2018).

miRNA ekspresyonunda meydana gelen degisimlerin nedenleri translokasyon,
amplifikasyon ve delesyon gibi genomik anomaliler olabilmektedir (Cinar ve Dursun,
2016). Kanserde miRNA diizensizligi ile ilgili olarak ilk kez 2002 yilinda kronik
lenfositik 16semide miR-15 ve miR-16’da olusmus bir kiimenin tanimlandigi
bildirilmistir ve bu miRNA’lar Bcl-2 genini hedefleyip apoptotik bir yanit
olusturmuslardir (Calin vd., 2002).

Normal fizyolojik miRNA’lar geri besleme devrelerinin bir parcasidir ve
tamponlama etki araciligi ile de biyolojik siireclerin daha saglikli ve saglam olmasini
saglamaktadir. Bundan dolay1 fizyolojik a¢idan optimal sinirlardan farkli olarak eksprese
edilen proteinlerin iiretimini azaltarak gen ekspresyonunun kesinligini artirmaktadir

(Jansson ve Lund, 2012).

Epitelyal mezankimal gegis (EMT) diizenleyicisi olarak miR-200 ailesi ZEB1/2
gibi EMT indiikleyen faktorii baskilayarak kanser metastazi ve istilasini inhibe ettigi

yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir (Kim vd., 2011).

Onkogenik transkripsiyon faktorii olan Myc, birgok miRNA’nin promotor
bolgesini baglamaktadir ve miR-17-92 kiimesi Myc’yi yukar regiile etmekten sorumlu
miRNA kiimesi olsa da (Dews vd., 2006), Myc’nin aktivitesindeki ana etki, miRNA
ekspresyonunu bastirmaktir (Chang vd., 2009). miR-21 geni de onkogenik miRNA’lar
arasindadir. Bu miRNA basta meme, akciger, mide, kolon olmak iizere tiim kanserlerde

asir1 eksprese ettigi bilinmektedir (Hayes vd., 2014).

p53 transkripsiyonel kontrolii altinda olan miRNA’larda bulunmaktadir. p53 hiicre
dongiisii ve apoptozun diizenlenmesinde biiyiik bir role sahiptir. p53 tarafindan miR-34
indiiksiyonu hiicre biiylimesinde negatif diizenleme gostermistir (Janssons ve Lund,
2012). Bu sonuglarda yola ¢ikarak proliferatif hastaliklardan biri olan kanserin olusumu
ve metastazinda miRNA’larin onkogenik hemde tiimor baskilayici olarak biiyiik bir

oneme sahip oldugu goriilmektedir.
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2.5.4.1. Yumurtalik kanserinde miRNA’lar

Hem in vitro hem de in vivo yapilan ¢caligmalar yumurtalik kanserinde miRNA’larin
anormal ekspresyonlar gosterdigini belirtmektedir. Bu anormal ekspresyon, bu hiicreleri
normal yumurtalik hiicresi 6rneklerinden ayirmaktadir. Ayni1 zamanda lenfovaskiiler,

histotip ve organ invazyonu yumurtalik yiizeyinin tutulumu ile de iliskilendirilmektedir
(Ghafouri-Fard vd., 2020).

Birgok miRNA yumurtalik kanserinde farkli roller iistlenmektedir. Yumurtalik
kanserinde miR-200, miR-200a ve miR-200b normal dokulara gore daha yiiksek
ekspresyon gosterirken, miR-140 ve miR-145 kanserli dokularda daha diisiik ekspresyon
gostermektedir (Chen vd., 2019).

Yine miR-145 ve miR-16, yumurtalik kanseri dokularinda asagi regiile
edilmektedir (Chen vd., 2019).

miR-221-3p ise epitelyal yumurtalik kanserinin gogiinii ve proliferasyonunu
bastirmak adina ARF4’ii hedefleyerek yumurtalik kanserinde tiimor baskilayici role sahip
oldugu belirlenmistir (Wu vd., 2017).

Yumurtalik kanseri dokularim1 degerlendirmek amaciyla yapilmis bir ¢alismada
mMiR-155 ekspresyonunun yukart regiile edildigi ve onkogenik etki gosterdigi
belirlenmistir (lorio vd., 2007).

2.5.5. Wnt/B-katenin sinyal yolunda miRNA’lar

Birgok metastatik kanser hiicresinde Wnt/fB-katenin sinyalinin, asag1 ya da yukar1
regiilasyonuna sebep olan miRNA’lardan etkilendigi bilinmektedir (Lei vd., 2020).
Yapilan caligmalar sonucunda kanser gelisiminde Wnt/B-katenin sinyal yolaginin ve

miRNA gen regiilasyonu arasinda iliski oldugu belirlenmistir.

Kanserde miRNA’nin diizensizlik gostermesi Wnt sinyalinin aktivitesini
uyarmaktadir. miRNA’lar ligand/reseptor ile iligkili proteinleri, Wnt yolu transkripsiyon
faktorlerini, B-katenin etkilesen kompleksini ve ¢oklu Wnt sinyal yolu bilesenlerini
hedefleyerek Wnt yolunu birden ¢ok seviyede bastirabilmektedir ya da aktive

edebilmektedir.
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Ayrica Wnt aktivasyonu, B-kateninin TCF/LEF’e baglanma gostermesi sonrasinda
miRNA ekspresyonu artis gostermektedir ve B-kateninin bu baglanma sonrasinda hiicre
proliferasyonunu, kanser hiicresi metastazini, hiicre gogiinii ve kemo direnci destekleyen
asag1 akis gen ekspresyonlarini etkin hale getirerek sinyale doniigmesini saglamaktadir.
B-katenini modiile edip Wnt sinyal yolunu baskilama yetenegine sahip bircok miRNA
bulunmaktadir (Peng vd., 2017).

miR-200a E-kaderini baskilayabilen proteinler olan ZEB1/2’nin mRNA’larini
hedefleyerek B-katenine baglanabilmek amaciyla E-kaderin miktarint artirip hiicre
olusumunu da indiikledigi belirlenmistir (Korpal vd., 2008). Yapilan baska bir ¢alismada
mide kanserinde miR-630"un Wnt/B-katenin sinyal yolagimi aktive edip mide kanseri
EMT’sini inhibe ettigi belirtilmistir (Li vd., 2018).

Yumurtalik kanserinde de Wnt/B-katenin sinyal yolagi {izerinde etkili olan
miRNA’lar bulunmaktadir. Ornegin; yumurtalik kanserinde miR-338-3p Wnt/B-katenin
sinyalini azaltarak kanserin bilylimesini ve metastazini baskilayabilecegini gdstermistir
(Zhang vd., 2019). Yine miR-214’iin asir1 ekspresyonu yumurtalik kanseri hiicresinde -
katenin, c-Myc ekspresyonlarini baskilamistir ve bu da miR-214’tin B-katenin yolunu

hedefleyerek tiimor baskilayici role sahip oldugunu gostermektedir (Liu vd., 2018).

Yapilan baska bir ¢alisma ise, glikojen fosforilaz B'nin (PYGB) miR-133a-3p
tarafindan diizenlendigi ve miR-133a-3p, PYGB'in 3’ ucuna dogrudan baglanma
gosterdigi ve miR-133a-3p’nin kanserli hiicrelerde gog, proliferasyon ve istila durumunu

baskiladigini gostermistir (Zhou vd., 2019).

2.6. miR-455 ve Etki Mekanizmasi

miR-455, birgok tiirde eksprese edilebilen ve ¢ok yiiksek oranda korunmus RNA
smifidir. Oncii dizisi insan kollajen tip XXVII alfa 1 zinciri (COL27A1) geni tarafindan
kopyalanmaktadir. Insanda iki sekilde ifade edilmektedir. Bunlar miR-455-3p ve miR-
455-5p’tir. miR-455 adipogenez, Alzheimer hastaligi, preeklampsi ve amyotrofik lateral
skleroz gibi birgok hastalik iizerinde etkiliyken 6zellikle kanser tizerindeki etkisi olduk¢a
onemlidir (Kumar ve Reddy, 2019).

Yapilan ¢alismalarda miR-455’in ektopik ekspresyon sergilemesi sonucu mide,

pankreas ve yumurtalik gibi bir¢cok kanser tiirlinde hiicre gociiyle iliskili oldugu
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belirlenmistir (Yamada vd.,2018). Hiicre gocii, metastaz ve tiimdr invazyonu sirasinda
meydana gelen karmasik bir siirectir (Baczynska vd., 2016). miR-455’in yukari
regiilasyonuyla farkli kanser tiirlerinde hiicre gogiinii inhibe ettigi ve timor baskilayici

rol tistlendigi tespit edilmistir.

Pankreas kanserinde yapilan bir calismada DLEU 2’nin dogrudan miR-455’e
baglandig1 ve bu baglanma sonrasinda da hiicre biiylimesi ve hiicre istilasin1 6nemli
oOl¢iide baskiladig belirlenmistir (Xu vd., 2019). Yine meme kanserinde yapilan bagka bir
caligmada, Ui¢lii negatif meme kanserinde miR-455’in yiiksek seviyede ifade edildigi
belirlenmis ve miR-455-3p ctoposid ile indiiklenen EI24 genine baglanarak hiicre
proliferasyonunu, hiicre go¢iinii ve hiicre istilasini destekledigini gostermistir (Li vd.,

2017).

Epitelyal yumurtalik kanserinde yapilan bir ¢calismada ise miR-455’in dogrudan
Notchl genini hedefledigi belirlenmis ve Notchl’in ifadesinin diizenlenmesiyle de
epitelyal yumurtalik kanserinde proliferasyonu ve invazyonu modiile edip timor

baskilayici oldugu tespit edilmistir (Xu vd., 2017).

Doku homeostazini saglamada 6nemli bir sinyal yolu olan Notch’nin dort tane
memeli reseptorii (Notchl, Notch2, Notch3 ve Notch4) ve bes tane ligandi (Delta 1, Delta
3, Delta 4, Jagged1 ve Jagged 2) tanimlamistir (Balint vd., 2005). Tiim Notch reseptorleri,
ankirin tekrarlari, C-terminal PEST alan1 ve bir RAM alaninda olusan hiicre i¢i bolgeye
ve epidermal biiylime faktorii benzeri tekrarlardan olusmus bir dis alana sahiptir.
(Ishiguro vd., 2017). Notch sinyali, hiicre i¢i alanin boliinmesi, ¢ekirdege transloke
olmasini ve hemen ardindan hedef gen traskripsiyonunun aktivasyonunu belirtmektedir.

Notch reseptdrii ligand baglanmasi ile metaloproteaz aracili boliinmeye daha duyarli hale

gelebilmektedir (Balint vd., 2005).

Wnt ve Notch sinyal yollar1 ayrica hiicre boliinmesinin polaritesi, hiicre biiylimesi
ve hiicre kaderi gibi biyolojik siireclerde de yer almaktadir. Wnt sinyal yolunda yer alan
B-katenin Notchl hiicre i¢i alaninin (NICD) seviyesini ve transkripsiyonel aktivitesini
diizenleyebilme yetenegine sahiptir. Notchl ve NICD ile baglanan B-katenin ubikitin
bagimli mekanizma ile rekabet ederek Notchl ve NICD seviyelerini yiikseltmektedir (Jin
vd., 2009).
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Glikojen sentaz kinaz 3B ve presenilin sitoplazmik seviyede Wnt ve Notch
sinyallemesini karsilamak i¢in hareket eden proteinlerdir (Jin vd., 2009). Presenilinler,
zar diizleminde Notch proteinleri ve amiloid oncii proteinleri (APP) parcalamaktan
sorumlu molekiiler mekanizmanin bir par¢asini olusturmakta ve Wnt/p-katenin sinyal

yolunun diizenlenmesine katilmaktadirlar (Strooper ve Annaert, 2001).

Yumurtalik kanseri hiicrelerinin iglevlerinde - katenin sinyallemesinin yer alarak
Notch ile etkilestigi bilinmektedir. Notch ve Wnt sinyal yollarinin inhibe olmasi
durumunda hiicre proliferasyonunun bozuldugu belirtilmektedir. - katenin ve Notch
sinyali i¢cin DAPT inhibitorii kullanilmis ve hiicre ¢ogalmasi ile Wnt / B-katenin sinyal
yolu ayni Ol¢iide azalmaktadir. Sonugta yumurtalik kanserinde Notch ve B-katenin
sinyalleri hiicre gogiinii ve proliferasyonunu saglamak icin birlikte ¢alistiklar1 ve ayrica
Wnt sinyalinin olmadigi durumda Notch ligandinin yukar: regiile edilerek bu durumlari

kismen basarabildigi belirlenmistir (Bocchicchio vd., 2019).

Yumurtalik kanserinde miR-455’in dogrudan Notchl genini hedefleyip bu genin
diizenlenmesiyle de tiimor baskilayici olarak rol oynadigi bilinmekle birlikte Wnt/ -
katenin yolu {izerindeki uyarici ve baskilayici etkisi heniiz bilinmediginden, bu tez
calismasinda miR-455 transfekte edilen SKOV-3 hiicre hattinda Wnt/ 3-katenin yolunun

hiicre gogii, hiicre proliferasyonu ve hiicre apoptozu iizerindeki etkileri arastirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Hiicre Hatti

SKOV-3 (insan ovaryum adenokarsinoma) hiicre hatti Anadolu Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.2. Materyaller

3.2.1. Kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler

isim

Sirket

25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklart
24 ve 96 kuyulu plakalar

CIM-Plaka

E-Plaka

Cardamonin

hsa-miR-455-3p

MTT Boyasi (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide)

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Fetal Sigir Serumu (FBS)
Penisilin/Streptomisin

Tripsin

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)

Etil alkol
Opti-MEM
Etidyum bromiir

Akridin oranj

Nest, Cin

Sarstedt, Almanya
Roche, San Diego, CA
Roche, San Diego, CA
Santa Cruz, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Applichem, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Detsan, Tiirkiye

Gibco, USA
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
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3.2.2. EKipmanlar

Tablo 3.2. Ekipmanlar

Ekipmanlar Sirket

Steril CO; inkiibatorii Hera Cell 240 Thermo Scientific, Almanya
Otoklav ALP, Japonya

Sogutmali santrifiij Heraheus, Almanya
Floresan mikroskop Leica DMI 4000B, Almanya
Azot tank1 Taylor Wharton, Almanya
Buzdolabi Argelik, Tirkiye

Derin dondurucu (-20°C) Argelik No Frost, Tiirkiye
Distile su cihazi Niive, Tirkiye

Hassas terazi Ohaus, Isvigre

Inverted mikroskop Leica, Almanya

Laminar kabin Heal Force, Cin

Sterilizator Niive FN 500, Tiirkiye

Su banyosu Niive BM 302, Tiirkiye
Vorteks Yellowline, Belgika
DNA/RNA UV kabini UVT-B-AR Biosan, Tiirkiye

xCELLIGENCE Gergek Zamanl Hiicre Analiz Roche, Almanya

Sistemi

Dondurucu (-80°C) New Brunswick Scientific, ABD
Etiiv Niive, Tiirkiye

Calkalayic Biometra WT17, Almanya
Enzim baglh immunosorbent yontem okuyucu BioTek EIx800, US

(ELISA)

pH metre Thermo Scientific, Singapore
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3.2.3. Kullanilan ticari Kitler

Tablo 3.3. Kullanilan ticari kitler

Isim Sirket

Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon kiti Invitrogen, ABD

3.2.4. Kullamilan bilgisayar programlari

Tablo 3.4. Kullanilan bilgisayar programlart

Isim Sirket
ChemDraw Ultra 12.0 PerkinElmer, Amerika Birlesik Devletleri
Graphpad Prism 8 Amerika Birlesik Devletleri
RTCA Software 2.0 Roche, Almanya
BioTek Gen5 Data Analysis Software BioTek, US
3.3. Metodlar

3.3.1. Kullanmilan maddelerin hazirlanmasi
3.3.1.1. Cardamonin bilesiginin ¢ozdiiriilmesi ve hazirlanmasi

Ana stok ¢6zelti konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde cardamonin maddesinin
tartim1 hassas terazide yapilmistir ve tartilan cardamonin miktar1 saf DMSO
(dimetilsiilfoksit) i¢inde ¢Ozdiiriilmiistiir. Daha sonraki ara stok konsantrasyonlar1 (10
mM ve 1 mM) %10 FBS iceren DMEM besiyeri igerisinde hazirlanmistir. Etkili
konsantrasyonu belirleme c¢alismalari i¢in 5-100 pM/ml cardamonin konsantrasyonlari
%10 FBS’li DMEM besiyerinde hazirlanarak kullanilmistir. Coziicli konsantrasyonu en

yiiksek %0.1 olarak alinmustir.

3.3.1.2. miR-455in stok konsantrasyonunun hazirlanmasi

20 pM’lik stok soliisyon i¢in 5 nmol mimige, 250 pL niikleaz icermeyen su
eklenmis ve diizgiin bir karisim saglanmasi amaciyla ¢ozelti vortekste kisa bir siire
karistirilmistir. Deneylerde 2 uM mimik konsantrasyonu kullanilmstir.
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Kullanilan miRNA en fazla 3 kere dondurulup ¢ozdiiriilebildiginden kullanim
kolaylig1 saglamak i¢in niikleaz igermeyen ependorf tiirlerine, her bir tiipte 10 pL miRNA
mimik soliisyonu olacak sekilde boliinmiistiir. Hazirlanmig ependorf tiipleri -20°C’de

saklanmuistir.

3.3.2. Hiicre kiiltiri

SKOV-3 hiicreleri %10 fetal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-
glutamin igeren DMEM besiyerinde %5 CO2’l1 inkiibatorde 37 °C’de kiiltiir ortaminda
tutulmus ve g¢ogalmasi saglanmistir. Kiltiir kabi %80 oraninda hiicre yogunluguna
ulagtiginda (~2-3 giin) 1x tripsin soliisyonu ile 1:3 ile 1:6 oranlarinda alt kiiltiirlere

alinarak hiicrelerin bliylimesi saglanmustir.

3.3.3. Sitotoksisite Belirleme Testi
3.3.3.1. MTT yéntemi ile Cardamoninin ICso dozunun belirlenmesi

Sitotoksisite, canli hiicrelerdeki toksik etkiyi ifade eden bir kavramdir. Toksik etkisi
oldugu diisiintilen bir maddenin, uygun olan hiicre kiiltiiri ortaminda, hiicre ¢ogalma
oranini degerlendirmek ve hiicresel metabolizmadaki degisiklikleri belirlemek amaciyla

analizleri yapilmaktadir.

MTT yontemi, hiicre canliligini, hiicre proliferasyonunu ve sitotoksisiteyi
belirlemek i¢in sikga tercih edilen analiz yontemlerinden biridir. Bu analiz yonteminde
MTT (3-4,5- dimethylthiaol-2)-2,-5diphenyltetrazolium bromide) boyasinda bulunan
tetrazolyum halkasi, aktif mitokondriyal fonksiyona sahip hiicrelerde mitokondriyal
dehidrogenaz enzimi ile formazana doniisir ve mor renk degisimi canli hiicreler
tarafindan gdzlenebilmektedir. Olii hiicreler ise bu aktif mitokondriyal fonksiyona sahip
olmadiklarindan indirgeme Ozelliklerini  kaybetmektedir ve renk degisimi

gbézlenmemektedir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde
ekilmis ve 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda besin ortami
degistirilerek hiicrelere 5-100 pM/ml konsantrasyon araliginda cardamonin inhibitor
uygulamasi 24 ve 48 saat siire ile yapilmistir. Analiz siirelerinin sonunda her bir kuyucuga
20 pl MTT boyast hiicrelere ilave edilmis ve 3 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sliresinin sonunda besi yeri uzaklastirilmis ve olusan formazan kristalleri ¢ozmek i¢in 100

pL DMSO eklenmistir. Karanlik ortamda plakalar yaklasik 10 dakika lineer ¢alkalayicida
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karistirtlmistir. Son olarak spektrofotometrik mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga
boyunda okumasi yapilmistir. Okuma sonucunda belirlenmis olan absorbans degerleri
hiicre canlilik degerleri olarak kabul edilmistir. Hiicrelerin %50 inhibisyonunu gdsteren
deger 1Cso degeri olarak kabul edilmistir ve Graphpad Prism 8 yazilimi kullanilarak

hesaplanmugtir.

3.3.4. Hiicrelere mMiRNA’nin transfekte edilmesi ve BLOCK-IT Alexa-Fluor

Kirmiz1 Floresan Kontrolii ile goriintiilleme yapilmasi

Hiicredeki spesifik miRNA’nin ekspresyon seviyesinin stimiile edilmesi amaci ile
hiicreler endojen miRNA molekiillerini taklit etmek amaciyla tasarlanmis hsa-miR-455-

3p’nin mimigi ile transfekte islemine tabi tutulmuslardir.

Transfeksiyon ve goriintiileme i¢in 24’°liikk plakalar kullanilmistir. Birinci giin her
bir kuyuda 4.5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat sonra hiicreler %60-80 yogunluga ulastigindan mimik hsa-miR-455-
3p’nin transfeksiyonu yapilmistir. Transfeksiyon igin Lipofectamin RNAIMAX
Transfeksiyon Kiti (Invitrogen, ABD) kullanilmustir. iki ayr1 ependorf tiipii alinmis ve
birinde Opti-MEM ortaminda kit prosediirine uygun miktarlarda Lipofectamin
RNAIMAX seyreltilirken bir digerinde yine Opti-MEM ortaminda hsa-miR-455-3p
seyreltilmistir. Sonrasinda RNA igerigi ile lipofectamin RNAIMAX icerigi karistirilmis
ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra hiicrelere miRNA-
lipit kompleksi ilave edilerek 3 giin inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Transfeksiyondan
24 saat sonra medium ortami PBS ile degistirilerek BLOCK-IT Alexa-Fluor kirmizi
floresan kontrolii ile miRNA transfeksiyon verimliligi floresan mikroskobunda N2.1

filtre ile gbzlemlenmistir.

3.3.5. xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi (RTCA) ile hiicre go¢iiniin
kantitatif olarak belirlenmesi
Deney i¢in xCELLigence gergek zamanli hiicre analizi (RTCA) cihaz1
kullanilmistir. RTCA cihaz1 ile temel hiicre kiiltiirii ortaminda son derece hassas
empedans teknolojisi ile migrasyon (goc), proliferasyon ve sitotoksisite gibi hiicre bazli

testlerin gercek zamanli analizi yapilmaktadir.

Cardamonin inhibitér varliginda ya da yoklugunda hsa-miR-455-3p transfekte
edilmis SKOV-3 hiicrelerinin go¢ yetenegi kantitatif olarak test edilmistir. Deneyler
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inkiibator ortaminda gergeklestirilmis ve bu sayede in vitro ortamda tiretilmis olan hiicre
yanitlarindan siirekli ve tam olarak veri profili elde edilmistir. Deneyin birinci giinii CIM-
Plaka’nin her iki boliigine %10 FBS iceren DMEM besi ortami eklenerek cihaza
yerlestirildikten sonra bir saat inkiibasyona birakilmistir. Deneyin baslatilmasindan 24
saat sonra, 18.07 uM/ml (ICs) ve 5 uM/ml (IC20) cardamonin konsantrasyonlari hiicre
gruplarma eklenmistir ve hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra
inhibitorli besi ortami uzaklastirilarak hiicreler serumsuz ve antibiyotiksiz besi ortamina
alinmig ve hsa-miR-455-3p mimik transfeksiyonu ger¢eklestirilmistir. hsa-miR-455-3p
transfeksiyon asamalar1 Lipofektamin RNAIMAX transfeksiyon kitindeki talimatlara
uyarak yukarida anlatildig1 gibi (Baslik: 3.3.4.) gerceklestirilmistir. Elde edilen kantitatif
sonuglar RTCA Software cihazindan normalize hiicre indeksinin zamana kars1 verilmis
grafikleri olarak alinmistir. Deneyler ii¢ bagimsiz deney seklinde yapilmistir ve elde
edilen bir deney sonucu tezin “Bulgular ve Sonuglar” kisminda verilmis olmakla birlikte

tekrar deney sonug grafikleri EK-1a ile EK-1b’de verilmistir.

3.3.6. xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi (RTCA) ile hiicre

proliferasyonunun kantitatif olarak belirlenmesi

RTCA cihazi kullanilarak yapilan deneyde cardamonin inhibitorii varliginda ya da
yoklugunda hsa-miR-455-3p mimik ile transfekte edilmis SKOV-3 hiicrelerinin
proliferasyon diizeyleri arastirilmistir. E-plakalara 8x10° hiicre ekimi yapildiktan sonra
18.07 uM/ml (ICs0) ve 5 uM/ml (IC20) cardamonin hiicre gruplarina eklenmis ve hiicreler
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde, inhibitdr hiicrelerden
uzaklastirilmis ve hiicre gruplart mimik hsa-miR-455-3p ile Lipofectamine RNAiMax
transfeksiyon kiti kullanilarak transfeksiyon islemine tabi tutulmustur. Transfeksiyon
sonrasindaki hiicrelerin besi ortamlar1 degistirilmis ve iki giin daha inkiibasyona
birakilarak cihazdan hiicre indeks olgtimleri alinmistir. 120 saat boyunca her 15 dakikada
bir hiicre indeks Ol¢iimii alinmistir. Her uygulama sonrasi hiicreler 151tk mikroskobu
altinda gbzlenmis ve bagimsiz yapilan {i¢ deney tekrarindan birinin 151k mikroskobundaki
hiicre goriintiileri ve RTCA kantitatif sonuglar1 tezin “Bulgular ve Sonuglar” kismina

eklenmistir. Diger RTCA tekrar deney sonug grafikleri EK-2a EK-2b’de verilmistir.
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3.3.7. Akridin Oranj (AO) ve Etidyum Bromiir (EB) boyama ile apoptozun

belirlenmesi

Bu yontem ile canli ve apoptotik hiicreler arasinda ayrim yapilabilmekte ve niikleus
ile hiicre membranindaki apoptoza bagli olarak meydana gelen degisiklikler hakkinda
bilgi alinmaktadir. EB, membran biitiinliigii bozulan hiicreleri boyarken, AO ise hem
apoptotik hem de canli hiicreleri boyayabilmektedir. Canli hiicreler yesil renk ile
boyanma gosterirken erken apoptotik olan hiicreler yesil renkli fakat niikleuslarda niikleer
fragmantasyon ve kromotin kondensasyonu gostermektedirler. Geg apoptotik dénemde

olan hiicreler ise EB ile turuncu renge boyanmis olarak goriilmektedir (Avci vd., 2013).

24 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 4.5x10* hiicre ekilmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra 18.07 uM/ml (ICso) ve 5 uM/ml (IC20) cardamonin
inhibitér dozlar hiicreye verilmis ve tekrar 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu
stirenin de sonunda mimik hsa-miR-455-3p transfeksiyonu Lipofectamine RNAiMax
transfeksiyon Kiti kullanilarak yapilmistir. Transfeksiyonun 24 saat sonrasindaki
apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in 50 pg/ml EB ve 100pug/ml AO boyalar1 hazirlanmaistir.
Ayni konsantrasyonda hazirlanmis olan boyalar 1:1 oraninda karistirilarak her bir kuyuya
eklenmis ve 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda iki kez PBS ile
yikima yapilarak en son yine PBS ortaminda floresan mikroskopta FITC filtresi ile

hiicrelerin goriintiilenmesi yapilmustir.

3.3.8. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz tek yonlii Anova ve ¢ift kuyruklu Student T-testi kullanilarak
Graphpad Prism 8.0 programinda yapilmistir. Ug bagimsiz tekrarin sonuglari ortalama +
standart ortalama hata (SEM) olarak belirtilmistir ve 0.05’ten kiigiik olan p degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE SONUCLAR
4.1. Sonuclar

4.1.1. Cardamonin bilesiginin SKOV-3 kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi
SKOV-3 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda cardamonin (5, 10, 20, 40, 50, 100

uM/ml) ile 24 ve 48 saat inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Daha sonra hiicre ortamina
MTT boyasi eklenerek 3 saat siire ile 37°C’de inkiibasyona birakilmislardir. Siire
bitiminde olusan formazan tuzlart DMSO ile ¢6zdiirtilerek, ELISA Reader cihazinda renk
degisim siddeti 540 nm A her bir kuyunun okumasi yapilmistir. Hiicre canliligi, kontrol
hiicre grubu %100 kabul edilerek hesaplanmistir. Cardamoninin 24 ve 48 saatteki 1Csg ve
IC20 degerleri Graphpad Prism8 programi ile belirlenmistir. Ug bagimsiz deney ve her bir
deney ise n=3 tekrarli sekilde yapilmustir. Istatistiksel analiz one-way ANOVA ile kontrol
grubuyla kiyaslama yapilarak elde edilmistir. SKOV-3 hiicrelerinde cardamonin ile 24 ve
48 saatlerdeki 1Csp ve 1C2o degerleri Tablo 4.1.”de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Cardamonin bilesiginin SKOV-3 hiicre hattindaki 24 ve 48 saatlerdeki ICsy ve 1Cy
konsantrasyon degerleri

Saatler 1Cso0 1C20
24 Saat 18.07 uM/ml 5 uM/ml
48 Saat 10.35 pM/ml 2.99 uM/ml

Cardamonin bilesigine 24 ve 48 saat maruz birakilan SKOV-3 hiicrelerinin % canlilik
degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin istatistiksel olarak kontrol grubuyla

karsilastirilmast Sekil 4.1.°de grafiklerde gosterilmistir.

38



24 SAAT SKOV-3 48 SAAT SKOV-3

150 150
- il = 100~
x x
= =
] sl c
o S0 8 50—
0- 0-
> 2 0 O O D
S S 0PRSS
s N

Konsantrasyon pM/ml Konsantrasyon uM/ml

Sekil 4.1. Cardamonin bilesiginin MTT testi ile SKOV-3 hiicrelerinde 24 ve 48 saat sonrasindaki canliltk
(%) oranlari. Canliltk verileri ortalama + SEM dir. (Her zaman diliminde ve her
konsantrasyon grubunda n=3). Analiz tek yonlii Anova ile ** p < 0,05 *** p < 0,001 **** p
< 0,0001. Grafik ii¢ bagimsiz deney ortalamasini gostermektedir.

Ayrica 24 ve 48 saatlerdeki cardamonin dozlarina bagh hiicre canliligimin (%)
say1sal verisi Tablo 4.2.”de belirtilmistir.

Tablo 4.2. Cardamonin konsantrasyonlarina gore 24 ve 48 saatteki ortalama + SEM degerleri

Cardamonin 24 Saatteki Ortalama = SEM 48 Saatteki Ortalama + SEM
Konsantrasyonlari (uM)
0 100 100
5 74.65+0.7101 56,89+ 2,514
10 59,45+ 4,442 53,23+ 11,33
20 55,16+9,153 47,30+ 10,78
40 31,66+ 1,910 16,56+ 3,622
50 23,38+ 2,524 6,638+ 1,123
100 16,68+ 1,137 4,343+ 10,8281
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Yapilan MTT testinde SKOV-3 hiicrelerinin cardamonine 24 saatlik maruz
birakilmas1 sonucunda hiicre canlilik degerleri doza bagli olarak anlamli bir azalma
gostermistir. Test edilmis cardamonin konsantrasyonlart (>40 uM) araliginda 24 saatlik
zamanda hiicre canliliginin %50’nin altina diistiigii tespit edilmistir. SKOV-3
hiicrelerinin cardamonin ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda ICsp dozu 18.07 uM/ml
olarak belirlenmistir (Tablo 4.1.). Kontrol grubuna gore kiyaslama yapildiginda tiim

konsantrasyon araliklar istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p< 0,05).

48 saatlik cardamonine maruz birakilmasi sonucunda da 24 saatlik uygulama
sonucunda oldugu gibi benzer olarak hiicre canliliginda konsantrasyon artigina bagl
sekilde anlaml1 bir azalma tespit edilmistir. Ozellikle 20 pM cardamonin uygulamasi
sonrasinda SKOV-3 hiicre canliigi 47,30 + 10,78 olarak bulunmustur ve
konsantrasyonunun 100 puM’a ¢ikarilmasi ile hiicre canliliginda 4,343+ 0,8281’°ye
diistiigt tespit edilmistir (Sekil 4.1. ve Tablo 4.2.). 48 saat cardamonin ile inkiibasyon
sonrasinda SKOV-3 hiicreleri {izerine 1Csp konsantrasyonunun 10.35 pM/ml oldugu
bulunmustur (Tablo 4.1.). Kontrol grubuna gore yapilan kiyaslamada da tim

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis belirlenmistir (p<0,05).

4.1.2. hsa-miR-455-3p transfeksiyonu ve BLOCK-iT Alexa-Fluor kirmiz floresan

kontrolii ile goriintillenmesi

SKOV-3 hiicrelerinin 24°liik plakalara ekimi yapildiktan sonra 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon islemi sonrasinda Lipofectamine RNAiMax transfeksiyon kiti
ile  bir plakaya hsa-miR-455-3p, diger plakaya aym:  hsa-miR-455-3p
konsantrasyonlarinda Alexa-Fluor kirmiz1 floresan kontrolii paralel olarak transfekte
edilmis ve hiicreler 24 veya 72 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siireleri sonrasi
Alexa-Fluor ile transfekte edilen kontrol hiicre grubu 1x PBS ortamina alinmis ve
floresan mikroskobu N2.1 filtresi ile transfeksiyon verimliligi kirmizi boyayi igine almig
olan hiicreler sayilarak hesaplanmistir. Alexa-Fluor Red ile boyanmis 24 veya 72 saatteki

N2.1 fitre ve 151k hiicre goriintiileri sirasiyla Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4.2. SKOV-3 hiicreleri farkli konsantrasyonlardaki BLOCK-iT Alexa-Fluor kirmizi floresan ile 24
saat transfeksiyonu. Gortintiilere 20 x veya 40 % biiyiitmede hem floresan mikroskobu hem de 151k

mikroskobu kullanilarak elde edilmistir.

20X 40X 20X 40X

Sekil 4.3. SKOV-3 hiicreleri farkli konsantrasyonlardaki BLOCK-IT Alexa-Fluor kirmizi floresan ile 72
saat transfeksiyonu. Goriintiiler 20 % veya 40 % biiyiitmede hem floresan mikroskobu hem de 11k

mikroskobu kullanilarak elde edilmistir.
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Goriintiileme isleminden sonra BLOCK-iIT Alexa-Fluor kirmizi floresan boyasini
absorbe eden hiicrelerde transfeksiyon isleminin gergeklestigi kabul edilmistir ve
transfeksiyonun oldugu hiicreler sayilarak, toplam hiicre sayisina boliiniip 100 ile
carpildiktan sonra transfeksiyon verimliligi (%) hesaplanmistir. Hem 20x hem de 40x%
goriintiilerde hiicrelerdeki transfeksiyon verimliligi Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.’te
belirtilmistir.

Transfekte olan hiicre sayist 4.1)

Transfeksiyon verimliligi (%) = Toplam hiicre sayist %X 100

Tablo 4.3. 24 saat BLOCK-iT Alexa-Fluor kirnizi floresan ile tranfeksiyon islemi sonrasinda SKOV-3

hiicrelerinin 20 % ve 40 % gériintiilerindeki hiicre sayimi ile hesaplanan transfeksiyon

verimliligi
Konsantrasyon (nM) 20x% Goriintii Transfeksiyon 40x Goriintii Transfeksiyon
Verimliligi Verimliligi
5 %25 %37.93
20 %40.57 %41.66
50 %70.96 %77.27

Tablo 4.4. 72 saat BLOCK-IT Alexa-Fluor kirmizi floresan ile tranfeksiyon iglemi sonrasinda SKOV-3

hiicrelerinin 20% ve 40x goriintiilerindeki hiicre sayimi ile hesaplanan transfeksiyon

verimliligi
Konsantrasyon (nM) 20x% Goriintii Transfeksiyon 40x Goriintii Transfeksiyon
Verimliligi Verimliligi
5 %25 %39.28
20 %42.35 %40
50 %62 %78

SKOV-3 hiicrelerinin 24 saat boyunca 5nM konsantrasyonunda BLOCK-iT Alexa-
Fluor kirmiz1 floresan boyasi ile transfeksiyonu sonrasinda transfeksiyon verimliligi 25
iken, konsantrasyonun 20 nM ¢ikarilmast ile verimlilik yiizdesi 40.57 bulunmustur (Tablo
4.3.). Test edilen en yiiksek konsantrasyonda (50 nM) ise, transfeksiyon verimliligi %

70.96 olarak bulunmustur. SKOV-3 hiicrelerinin BLOCK-IiT Alexa-Fluor kirmizi
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floresan boyasi ile transfeksiyon verimliligi konsantrasyona bagli olarak artis gostermistir

(Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.).

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek transfeksiyon verimliligine ulasilan 50 nM
konsantrasyon, mimik hsa-miR-455-3p’nin SKOV-3 hiicrelerine transfeksiyonu igin
secilmis olup, 50 nM hsa-miR-455-3p ile hiicreler transfekte edildikten sonra hiicre gog

orani, hiicre proliferasyonu ve erken apoptoz hiicre sayisi belirlenmistir.

hsa-miR-455-3p transfekte edilmis SKOV-3 hiicrelerinin morfolojik degisimlerinin
belirlenmesi igin 151k mikroskobuyla goriintiilleme yapilmistir. Goriintiiler 20x ve 40x
biiylitme ile gosterilmistir. hsa-miR-455-3p transfekte edilmis hiicrelerin goriintiileri
Sekil 4.4.’te verilmistir.

20X 24 S 41X 04 St X (2 50) 40X 72 S

1 \[ (2P
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- :
’ :
. . |
0 by \

Sekil 4.4. hsa- miR-455-3p transfekte edilmis SKOV-3 hiicrelerinin 24 ve 72 saatteki isik mikroskobu
goriintiileri (20% ve 40%).
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hsa-miR-455-3p transfekte edilmis 151k mikroskobu goriintiilerine bakildiginda hsa-
miR-455-3p transfeksiyonu SKOV-3 yumurtalik kanseri hiicrelerinde tiim konsantrasyon
degerlerinde ve her iki zaman diliminde de herhangi bir morfolojik degisiklige neden

olmadig, hiicrelerin morfolojilerini korudugu gézlenmistir (Sekil 4.4.).

4.1.3. Cardamonin inhibitoriiniin ve hsa-miR-455-3p transfeksiyonun hiicre gocii

uizerine etkisi

SKOV-3 hiicrelerinin gog¢ yetenegi iizerine [-kateninin ve hsa-miR-455-3p
miRNA’nin agir1 ekspresyonunun roliiniin belirlenmesi amaci ile hiicreler dncellikle 24
saat cardamonin ile (18.07 uM/ml (ICs) ve 5 puM/ml (IC)) RTCA sisteminde
inkiibasyona birakilmislardir. Daha sonra cardamonin ile muamele edilen ya da
edilmeyen hiicreler mimik hsa-miR-455-3p miRNA ile transfekte edilmislerdir. Deney
ve kontrol hiicre gruplarmin gog¢ yetenekleri 72 saat boyunca RTCA sisteminde
gozlemlenmistir ve plakalarin tabaninda yer alan altin elektrotlardaki elektrik
empedansinda meydana gelen degisimlerin Ol¢limii alinmistir. Bu empedans, yayilim
gostermis olan hiicrelerin sayisini hesaplayan hiicre indeksi (CI) degeri seklinde ifade
edilmistir. Analiz sonuclarit RTCA Software programinda normalize edilmis ve CI
degerleri belirlenmistir. Kontrol hiicre grubuna inhibitor ya da transfeksiyon uygulamasi
yapilmamuis olup, sadece hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Veri grafikleri Graphpad Prisim
8 programi kullanilarak elde edilmistir. Istatistiksel analizlerde kontrol grubuna gére
kiyaslama tek yonlii Anova, ikili karsilagtirmalar student-t test ile yapilmistir. Sekil
4.5.’te normalize hiicre indeksi degerlerinin 24, 48 ve 72 saat i¢in birlestirilmis grafigi ve
Sekil 4.6.’da RTCA cihazindan alinan hiicre gogiiniin normalize CI degerinin zamana

kars1 grafigi verilmistir.
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Sekil 4.5. SKOV-3 hiicre gégiintin normalize hiicre indeksi degerleri.

Normalized Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4.6. SKOV-3 hiicrelerinin CIM-plakalarda cardamonin variiginda ve hsa-miR-455-3p transfeksiyonu
sonrasinda hiicre gogii oranlari. Deneyler ti¢ bagimsiz tekrar seklinde ve her bir deneyde n=2

olarak yapilmigtir.

Elde edilen sonuglar, SKOV-3 hiicrelerinin 18.07 uM/ml (ICsq) cardamonin ile
muamelesi sonrasinda hiicre go¢ oranmin kontrol hiicre grubuna goére %50 oraninda
inhibe edildigini gostermistir. Cardamonin konsantrasyonu 5 pM/ml (IC20)’ye

diisiiriildiiglinde ise, hiicre goclinde %40 oraninda bir inhibisyonun gergeklestigi tespit
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edilmistir (Sekil 4.5.). Buna gore, sitotoksik olmayan (5 puM/ml) cardamonin
konsantrasyonu ile B-kateninin inhibe edilmesi, SKOV-3 hiicrelerinin go¢ yetenegini de

anlamli bir sekilde inhibe ettigi belirlenmistir.

SKOV-3 hiicrelerinin mimik hsa-miR-455-3p miRNA ile transfeksiyonu
sonrasinda cardamonin varliginda ve yoklugunda hiicre go¢ orami Sekil 4.7.°de

gosterilmistir.

Mormalized Cell Index

00 200 40.0 60.0 80.0 100.0 1200

Tieme {in Hour)

Sekil 4.7. SKOV-3 hiicrelerinin CIM-plakalarda hsa-miR-455-3p uygulama gruplarimin normalize CI ve

zamana karsi grafigi

SKOV-3 hiicreleri ICs0 (18.07 uM/ml) ya da ICz (5 uM/ml) cardamonin ile 24 saat
muamele sonrasinda mimik hsa-miR-455-3p miRNA ile transfekte edildikten sonra hiicre
gb¢ orani tespit edilmistir (Sekil 4.7.). Transfeksiyon isleminden 24 saat sonra transfekte
ve cardamonin uygulanmis deney hiicre gruplarinda hiicre gogli %80 oraninda inhibe

olmustur.

Transfeksiyondan sonraki 48 ve 72 saatlerde ise kontrol hiicre grubu diginda kalan
deney hiicre gruplarinda go¢ orani negatif degerlere diismiistiir. Elde edilen sonuglar,
SKOV-3 hiicrelerinin gé¢ oranlarinda inhibisyon gozlenmis olmasina ragmen istatistiksel
analizler deney hiicre gruplarinin varyanslari arasinda anlamli bir farkin olmadig: (p>

0.05) tespit edilmistir.
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4.1.4. Cardamonin inhibitoriiniin ve hsa-miR-455-3p transfeksiyonunun hiicre

proliferasyonu iizerine etkisi

SKOV-3 hiicre hatti E-plaka iizerine ekilmis ve 24 saat hiicre tutunmasin
saglamak icin RTCA sisteminde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda hiicreler 18.07 uM/ml (ICso) ve 5 uM/ml (IC20) cardamonin ile 24 saat muamele
edilmiglerdir. Daha sonra, cardamonin ile muamele edilen ya da edilmeyen hiicre gruplari
mimik hsa-miR-455-3p miRNA ile transfekte edilmis ve sonraki ti¢ giin siire ile RTCA’da
CI degerleri Olgiilmiistiir. Deneyin analiz sonuglar1t RTCA software programinda
cardamonin eklenmis siireye gore normalize edilip CI degerleri tespit edilmistir. Kontrol
hiicre grubuna transfeksiyon veya inhibitér uygulamasi yapilmamistir. Kontrol grubu
%100 kabul edilerek 24, 48, 72 ve 96 saatlere gore alinmisg CI degerlerinden hiicre
proliferasyon oranlar1 hesaplanmistir. Sonuglar ii¢ bagimsiz deney seklinde ve her
deneyde iki kuyunun ortalamasi alinarak verilmistir. RTCA cihazindan alinan normalize

CI’e kars1 zaman grafigi Sekil 4.8.’de verilmistir.

.........
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Sekil 4.8. SKOV-3 hiicrelerinin E-plakalarda cardamonin ve hsa-miR-455-3p uygulamast ile hiicre

proliferasyonu tizerine etkisi.

RTCA software programinda cardamonin eklenen siireye gore elde edilen veriler
normalize edilmis ve hiicre indeksine karsi zaman grafigi ¢izilerek elde edilmistir. Sekil
4.8.’de goriildiigii gibi cardamonin uygulanan ve mimik hsa-miR-455-3p miRNA
transfeksiyonu yapilan hiicre gruplarinin proliferasyon diizeyleri (miR-455-3p transfekte
hiicre grubunun CIl: 1.1988, cardamonin varliginda 1Cso+hsa-miR-455-3p transfekte
hiicre grubunun CI: 1.1580, cardamonin varliginda 1Cx+hsa-miR-455-3p transfekte

hiicre grubunun CI: 1.2181, cardamonin varliginda [Cso CI:1.5488, cardamonin
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varliginda 1Cy CI: 1.1108) kontrol hiicre grubuna (Cl: 1.8746) gore diisiik seviyede
dlciilmiistiir. Ozellikle 48. saat ve sonrasinda elde edilen bulgular, hsa-miR-455-3p
transfekte edilen ve cardamoninin varliginda (cardamonin varliginda 1Cso+hsa-miR-455-
3p transfekte hiicre grubunun proliferasyon orani=65.03, cardamonin varliginda
IC20t+hsa-miR-455-3p transfekte hiicre grubunun proliferasyon orani=68.5) kombine
uygulanmasinin kontrol hiicre grubuna gore hiicre proliferasyon oraninda 6nemli

derecede diisiis gozlenmistir.

Istatistiksel analiz ve hiicre proliferasyon oranlarina gore grafik ¢izimi Graphpad

Prism 8 programinda yapilmis ve Sekil 4.9.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. SKOV-3 hiicrelerine cardamonin inhibitorii ve hsa-miR-455-3p transfeksiyon uygulamasinin
hiicre proliferasyonu tizerine etkisi. Hiicre proliferasyon oranlari ortalama £SEM dir. Analiz

tek yonlii Anova ile *p< 0,05 **p<0,01 ***p<0,001

24 saat cardamonin uygulamasi sonrasinda hiicre proliferasyon orani1 cardamonin

konsantrasyona (ICso cardamonin varliginda hiicre proliferasyon orani= 88.29 ve 1Cx
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cardamonin varliginda hiicre proliferasyon orani= 91.5) bagh olarak kismen diisiis
gostermistir. Ancak, elde edilen veriler istatiksel olarak anlamli bulunmamuistir. Kontrol
hiicre grubuna gore (Cl: 1.4064) SKOV-3 hiicrelerinin mimik hsa-miR-455-3p miRNA
ile transfeksiyonu sonrasinda hiicre proliferasyonunda (Cl: 1.0609) 6nemli diizeyde bir
diistis gozlenmistir. Mimik hsa-miR-455-3p miRNA’nin transfeksiyonu sonrasinda hiicre
proliferasyon orani kontrol grubuna gore %30 oraninda bir azalma gozlenmistir (Sekil

4.9).

Kombine farkli dozlarda cardamonin ICsp ve IC2 ve mimik hsa-miR-455-3p
miRNA  transfeksiyonu  yapilmis hiicre grubunun proliferasyon diizeyinde
konsantrasyonuna bagimsiz bir sekilde %35 oraninda bir diisiis tespit edilmistir. Aym
sekilde, cardamonin uygulamasi yapilmis ancak mimik hsa-miR-455-3p miRNA ile
transfekte edilmemis SKOV-3 hiicrelerinin proliferasyon oran1 %25 oraninda azalmistir
(p<0,05). Istatistiksel analizde student t-testi ile gruplarin ikili karsilastirmalari
yapildiginda varyansi kiyaslayan F testi 0.05’ten biiyiik oldugu i¢in kiyaslanan ikili
gruplarin esit standart sapmaya sahip olmas1 istatistiksel olarak anlamlilik olmadigim

gostermistir.

Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra, deney hiicre gruplarmin proliferasyon
oranlar1 (MiR-455-3p ile transfekte edilen hiicrelerin proliferasyon orani= 73.98,
cardamonin [Cso+hsa-miR-455-3p ile transfekte edilen hiicrelerin proliferasyon
oran1=65.55, cardamonin [Cy+hsa-miR-455-3p ile transfekte edilen hiicrelerin
proliferasyon orani=68.61, cardamonin ICso hiicrelerinin proliferasyon orani= 65.34,
cardamonin 1Cy hiicrelerinin proliferasyon orani= 72.50) kontrol hiicre grubuna gore
belirgin bir azalma gostermektedir (p<0,05). Cardamonin ve mimik hsa-miR-455-3p
ekspresyonu SKOV-3 hiicre proliferasyonu iizerine potent bir inhibitér etkisi

gostermistir.

Transfeksiyon isleminden 72 saat sonra ise, hsa-miR-455-3p transfekte edilmis
hiicrelerin proliferasyon orani 73.92 olarak bulunurken kontrol hiicre grubunun
proliferasyon oranina kiyasla %27 oraninda bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.9.).
Cardamonin varliginda ve hsa-miR-455-3p transfekte edilmis hiicre grubunun
proliferasyon orani1 %60 seviyelerindedir. Yalnizca SKOV-3 hiicrelerinin cardamonin ile
muamele edilmesi hiicre proliferasyon oraninda %30-35 oraninda bir azalmaya neden
olmustur (p<0,05).
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SKOV-3 hiicrelerinin hem hiicre gog¢ii hem de proliferasyon oranlar1 yalnizca
cardamonin ve mimik hsa-miR-455-3p miRNA ile transfekte edilen hiicre gruplarinda
onemli diizeyde diisiis gézlenmistir. Kombine uygulama diger hiicre gruplarina kiyasla

SKOV-3 kanser hiicreleri iizerine potent inhibitdr etki gdstermistir.

Her uygulanan islemden 24 saat sonra her deney hiicre grubundan 1sik mikroskobu
goriintiileri alinmigtir. 20 biiyiitmede goriintiileme yapilmistir. Goriintiiler Sekil 4.10. ve

Sekil 4.11.”de verilmistir.
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Sekil 4.10. ICs ve |Cx dozlarinda cardamonin uygulanmis E-plakalarda SKOV-3 hiicrelerinin 20 %

biiyiitmede 151k mikroskobu goriintiileri (Uygulamanin 24. ve 48. Saatleri gosterilmistir.)
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Sekil 4.11. Cardamonin varliginda ve hsa-miR-455-3p transfeksiyonu uygulanmig E-plakalarda SKOV-3

hiicrelerinin inkiibasyon siirelerinin 20 % biiyiitme 151k mikroskobu gériintiileri

Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.”de gosterildigi gibi transfeksiyon uygulanmis hiicrelerin
kontrol grubuna ve sadece inhibitér uygulamasina kiyasla hiicre sayisinda bir azalma
oldugu goriilmektedir. Hem cardamonin varliginda hemde hsa-miR-455-3p transfekte
edilmis SKOV-3 hiicre sayisinin diger tim deney hiicre gruplarina ve kontrol hiicre
grubuna gore daha az oldugu goriilmektedir. Transfeksiyonun 72. saatinde ise, hiicre
proliferasyonundaki azalmanin transfeksiyonun 24. saatine kiyasla goriintiilerde ¢ok daha
fazla oldugu belirlenmistir. Bu goriintiilerde transfeksiyonun {igiincii giiniinde gozlenen

proliferasyondaki yaklasik %40 oranindaki azalmay1 destekler niteliktedir.

4.1.5. Akridin oranj/etidyum bromiir boyama ile apoptozun belirlenmesi

Apoptotik hiicreler akridin oranj/etidyum bromiir boyama yontemi ile yapilmustir.
SKOV-3 hiicreleri 24 kuyulu plakalara ekildikten 24 saat sonra ICso (18.07 uM/ml) ya da
IC20 (5 uM/ml) cardamonin hiicre ortamia eklenmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde,
cardamonin i¢eren besi yeri hiicrelerden uzaklastirilarak, mimik hsa-miR-455-3p miRNA
ile hiicreler 24, 48 veya 72 saat transfekte edilmislerdir. Her inkiibasyon siiresi sonrasinda
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hiicreler 1:1 oraninda hazirlanan akridin oranj + etidyum bromiir boya karigimi1 (AO/EB)
ile (50 pg/ ml etidyum bromiir ile 100 pg/ ml akridin oranj) 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra floresan mikroskopta (Leica DMI 4000B, Almanya) FITC filtresi
kullanilarak goriintiileme islemi yapilmistir. Sekil 4.12.-4.14.’de zamana bagli olarak

SKOV-3 hiicrelerinde meydana gelen apoptotik degisimler verilmistir.

Sekil 4.12. Cardamonin varliginda ve miRNA-455-3p transfeksiyon uygulamasindan 24 saat sonra AO/EB
ile boyanmis SKOV-3 hiicrelerinde canli ve apoptotik hiicre goriintiileri (Kalin ok: canly hiicre,
noktali ok: apoptotik hiicre, diiz ok: membran kabarmasi, oval ug¢lu ok:kromotin

kondensasyonunu gostermektedir)
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Sekil 4.13. Cardamonin varliginda ve miRNA-455-3p transfeksiyon uygulamasindan 48 saat sonra AO/EB
ile boyanmig SKOV-3 hiicrelerinde canli ve apoptotik hiicre goriintiileri (diiz ok: membran
kabarmasi, oval u¢lu ok:kromotin kondensasyonu, kesikli ok: erken apoptoz, noktall ve kesikli

ok: nekroz, kesikli ve oval u¢lu ok: ge¢ apoptotik hiicreyi gostermektedir)

Sekil 4.14. Cardamonin variiginda ve miRNA-455-3p transfeksiyon uygulamasindan 72 saat sonra AO/EB
ile boyanmis SKOV-3 hiicrelerinde canli ve apoptotik hiicre goriintiileri (kalin ok: canly hiicre,
noktalr ok: apoptotik hiicre, kesikli ok: erken apoptotik hiicre ve kesikli ve oval u¢lu ok: geg

apoptotik hiicreyi gostermektedir)
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Yapilan hiicre sayimlari sonrasinda cardamonin varliginda ve miRNA-455-3p
transfeksiyonu uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonraki canli ve apoptotik hiicreler

yiizde olarak hesaplanmistir. Tablo 4.5.”de bu yiizde oranlar1 verilmistir.

Tablo 4.5. SKOV-3 hiicrelerine ait AO/EB boyama sonucunda elde edilen canli ve apoptotik hiicre sayisi

(%)
Gruplar 24. SAAT 48.SAAT 72.SAAT
Canh Apoptotik Canh Apoptotik Canh Apoptotik
Hiicre(%) Hiicre (%) Hiicre(%) Hiicre (%) Hiicre(%) Hiicre (%)
Kontrol %82.5 %17.5 %91.58 %8.42 %94.74 %5.26
miR-455-3p %58.32 % 41.68 %55.76 %44.24 %53.9 %46.1
I1Cs0+miR-455-3p %37 %63 %63 %37 %44.5 %55.5
1C20+miR-455-3p %68.5 %31.5 %66.7 %33.3 %49.4 %50.6
1Cso %16.67 %83.33 %57.9 %42.10 %52.3 %47.7
I1C20 %65 %35 %62 %38 %40.9 %59.1

SKOV-3 hiicrelerinin AO/EB boyama goériintiileri ve bu goriintiilerden elde edilen
canli veya apoptotik (erken apoptotik + ge¢ (nekrotik) apoptotik) hiicre sayilar1 (Tablo
4.5.) degerlendirildiginde kontrol hiicre grubunun 24 saat inkiibasyon sonrasinda
apoptotik hiicre oran1 %17.5 olarak en yiiksek degere ulasmis olup, inkiibasyon siiresinin
uzamasi ile apoptotik hiicre sayisinda (48 saat sonra %8.42 ve 72 saat sonra %5.26)
azalma goriilmistiir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda, (18.07 uM/ml) 1Csg cardamonin
varhiginda ve hsa-miR-455-3p ile transfekte edilmis hiicre grubundaki apoptotik hiicre
sayist %63 olarak diger gruplara kiyasla daha yiiksek olarak bulunmustur. Ancak, en
yiiksek apoptotik hiicre sayist %83.33 ile sadece (18.07 uM/ml) 1Cso cardamonin
uygulamas1 sonrasinda tespit edilmistir. Hiicre morfolojilerine bakildiginda o6zellikle
hiicrelerin membranlarinda meydana gelen bir degisiklik olan membran kabarmasi ve
hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen kromatin kondensasyonu gozlenmistir (Sekil 4.12.-
14.).
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48 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda tiim deney hiicre gruplarinin apoptotik hiicre
sayilarinda bir miktar diislis olmasina ragmen silirenin 72 saatte c¢ikarilmasi ile
cardamoninin diisiik konsantrasyonu (5 uM/ml) zaman bagli olarak apoptotik hiicre
sayisinda artisa (%59.1) neden olmustur. Bununla birlikte (18.07 puM/ml) 1Cso
cardamonin varliginda ve hsa-miR-455-3p ile transfekte edilmis hiicre grubunda ise %

55.5 oraninda apoptotik hiicre sayisi belirlenmistir.

Elde ettigimiz onciil apoptotik hiicre verileri 6zellikle 1Cso dozunda cardamonin
varligindaki hiicre grubunda ytiiksek oranda hiicrelerin apoptoza gittigini gostermektedir.
Yine cardamonin varliginda ve hsa-miR-455-3p ile transfekte edilmis hiicre grubunda ise
apoptotik hiicre sayis1 %50 nin iizerinde bulunmustur. Ancak, apoptotik hiicrelerin daha

ileri deneysel ¢aligmalar ile karakterize edilmesi gerekmektedir.
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5. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Kiiresel anlamda, yumurtalik kanseri jinekolojik kanserler arasinda mortalitesi en
yiiksek kanserlerden birisidir. Bu kanser tiiriinde mortalitenin bu kadar yiiksek olmasinin
nedenlerinin basinda gec evrede teshis edilmesi gelmektedir. Giiniimiizde bir¢ok tedavi
yumurtalik kanseri i¢in aktif olarak kullanilmaktadir. Bu tedaviler tam bir iyilesme igin
degil yasam siiresini uzatmak i¢in kullanilan tedavilerdir. Ayrica tedavilerde kullanilan
ilaglarin birgogu kanserli hiicrelerin yaninda saglikli olan hiicrelere de sitotoksik etki
yarattigindan tedavilerde yeni biyobelirte¢lerin kullanilmasi igin yapilan ¢ok sayida

bilimsel arastirma devam etmektedir.

Bu biyobelirteglerden biri olan miRNA’lar, mRNA’larin translasyonunu
yonetmekte ve transkripsiyon sonrasinda gen ekspresyonunu diizenlemektedir (Khan vd.,
2019). Hiicre boliinmesi ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik siirecte yer alan miRNA’lar
onkogenik ve tiimor baskilayict olarak iki gruba ayrilmaktadir. Epitelyal yumurtalik
kanserinde tiimor baskilayici olarak yer alan miR-455’in Notch1 geninin dogrudan hedefi
oldugu belirlenmis ve bu genin ekpresyonunun diizenlenmesiyle de epitelyal yumurtalik
kanserinde hiicre proliferasyonu ve invazyonunu diizenlemede tiimor baskilayici olarak

rolii dogrulanmustir (Xu vd., 2017).

Bu tez c¢alismasinda hsa-miR-455-3p’nin  Wnt/B-katenin yolu {izerindeki
baskilayici ya da uyarict etkisini arastirmak amaciyla B-katenin inhibitoriiniin varligi ve
yoklugunda hsa-miR-455-3p transfekte edilmis SKOV-3 hiicrelerinde hiicre gogii,

proliferasyonu ve apoptoz oranlarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Calismamizda Oncelikle B-katenin inhibitorii olan cardamoninin sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla SKOV-3 hiicrelerine MTT testi uygulanmis ve 1Csg ile 1C2 dozlari
belirlenmistir. Daha sonrasinda mimik hsa-miR-455-3p ile SKOV-3 hiicreleri transfekte
edilerek miRNA-455-3p’nin ekspresyon seviyesi stimiile edilmistir. Cardamonin
varhiginda ve yoklugunda ya da hsa-miR-455-3p ile transfekte edilen ya da edilmeyen
hiicre grup modelleri olusturularak hiicre gocii oranlari, hiicre proliferasyonu ve

erken/gec apoptotik hiicre sayilar1 belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramas1 sonrasinda, 2018 yilinda Shi ve digerleri tarafindan
yapilan bir caligmada cardamoninin  mTOR inhibisyonu ve otofaji {izerindeki

mekanizmasi arastirilmis ve SKOV-3  hiicrelerinde hiicre canliligr testi yine
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konsantrasyona ve zamana bagli olarak SKOV-3 hiicre canliligin1 énemli dl¢iide inhibe

ettigi tespit edilmistir (Shi vd., 2018).

SKOV-3 hiicrelerinde cardamonin tarafindan indiiklenen proliferasyon inhibisyonu
ve otofajide DAP1’in etkinligi arastirilmis ve cardamonin ile yapilan hiicre canliliginin
tespitinde konsantrasyona bagli bir sekilde dnemli Olgiide inhibisyona neden oldugu

belirlenmistir (Nie vd., 2020).

2020 yilinda yapilan bir calismada ise, cardamonin inhibitérii varliginda hiicre
dongiisii  paternleri ve yumurtalik kanseri hiicrelerinde apoptotik tepkileri
degerlendirilmis ve SKOV-3 hiicrelerinde cardamonin dozuna bagli olarak 6nemli dlgiide
inhibisyona neden oldugu tespit edilmis ve 24 saat sonrasinda cardamonin ICso degeri

32.84 uM, 48 saat sonra ise 8.10 uM olarak belirtilmistir (Ruibin vd., 2020).

Bu ¢alismada, SKOV-3 hiicreleri iizerine cardamoninin 24 saat sonrasinda ICso
degeri 18.07 uM ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda ICsp degeri 10.32 uM olarak
hesaplanmistir. Elde ettigimiz sonuglar 6zellikle 48 saatteki ICso dozu literatiirde yer alan

calismalar ile ortiismektedir.

Golgi proteini 73’iin hepatoselliiler kanserde proliferasyon ve apoptotik etkisine
bakildig: bir ¢alismada golgi proteini 73’e kars1 sentezlenen gizli RNAi transfeksiyonu
yapilmis ve transfeksiyon verimliligi BLOCK-IiT Alexa-Fluor Kirmizi Floresan ile
dogrulanmistir. Bu c¢alismada transfeksiyon verimliliginin en yiiksek oldugu
konsantrasyon degeri yapilan diger deneysel asamalarda kullanilmistir. Ayn1 zamanda
transfeksiyon sonrasi hiicre morfolojisi incelenmis ve hiicrelerin iizerinde siRNA’larin

bir degisiklige neden olmadig1 goézlenmistir (Zhang vd., 2014).

Yine 2016 yilinda Jurcevic ve digerleri endometriyal adenokarsinomunda
belirledikleri miRNA kiimesinin farkli ekspresyonlarin1 dogrulamak ve miR-34a’nin
DLL1 ve Notch1 genlerindeki diizenleyici etkisini incelemek igin yaptigi calismada miR-
34a i¢in transfeksiyon verimliligi belirlemede BLOCK-iT Alexa-Fluor Kirmizi Floresan

kontrolii kullanilmustir.

Bu tez ¢alismasinda da ii¢ farkli konsantrasyonda miR-455-3p’nin transfeksiyon
verimliligi ile paralel olarak ayni konsantrasyonda BLOCK-iT Alexa-Fluor Kirmizi

Floresan kontroliiniin transfeksiyonu yapilarak tespit edilmistir. Alexa dizisi, herhangi bir
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gene homoloji gostermediginden ve hiicreye girisinden kaynakli hiicresel olaylari
indiiklemediginden tercih edilmistir. Transfeksiyon verimliliginin en yiiksek oldugu
konsantrasyon 50 nM olarak tespit edilmistir. SKOV-3 hiicrelerinin transfeksiyon sonrasi
hiicre morfolojilerine bakildiginda morfolojik olarak herhangi bir degisikligin olmadig1

gozlenmistir.

Yapilan arastirmalar sonucunda miR-455-5p ile miR-455-3p’nin ektopik
ekspresyon ile birgok kanser tiiriiniin gé¢ ve proliferasyonu inhibe ettigi tespit edilmistir

(‘YYamada vd., 2018).

Ning ve digerlerinin 2017 yilinda yayimladigi ¢alismada insan mide kanserinde
MiR-455in yukari regiilasyonu sonucu hiicre gogiinii onemli 6lgiide inhibe ettigi ve asagi

regiilasyonu ile de hiicre gociinii destekledigi belirlenmistir (Ning vd., 2017).

Yine pankreas kanserinde miR-455’in etkisine bakildig1 bir ¢alismada miR-455-
3p’nin TAZ yoluyla Wnt/B-katenin sinyalini kisitladig1 ve tiimor baskilayici olarak islev
gosterdigi belirlenmistir. Bu miRNA’nin asir1 ekspresyonunun hiicre gogii ve EMT yi
inhibe ettigi, TAZ n asir1 ekspresyon gostermesi ile de miR-455-3p’nin etkisini tersine

cevirdigi belirlenmistir (Zhan vd., 2020).

SKOV-3 hiicrelerinde miR-455-3p’nin translipoprotein 4’1 hedefledigi ve bu hiicre
hattinda hiicre gog¢ii, proliferasyonu ve EMT’yi inhibe ettigini gézlenmistir. Normal ve
yumurtalik kanseri hiicrelerini kiyaslama yaparak yumurtalik kanserinde yag asidi
baglayict protein 4’tin ekspresyonunu artirarak miR-455-3p’nin  ekspresyonunu
azalttigin1 belirlenmistir. Ayrica miR-455-3p’nin asir1 eksprese edilmesiyle SKOV-3
hiicre hattinda hiicre go¢iiniin 6nemli 6l¢iide inhibe edildigi gosterilmistir (Tingting vd.,
2019).

Bu tez ¢alismasinda ise, cardamonin inhibit6rii ve/veya miR-455-3p’nin yumurtalik
kanseri tizerindeki metastatik etkisini belirlemek i¢in RTCA sistemi ile hiicre gé¢ orani
arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, cardamonin varliginda ve miR-455-3p transfekte
edilmis kombine hiicre grubunda 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre gé¢ oraninin diger
tiim hiicre gruplarina gore daha yiiksek oranda inhibe oldugu tespit edilmistir. Zamana

bagli olarak hiicre go¢ oraninin inhibisyon diizeyinde artis oldugu belirlenmistir.
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miRNA’larin yumurtalik kanserinde hiicre proliferasyonu {izerinde inhibe edici

etkisini gosteren bir¢ok yayin bulunmaktadir.

Bunlardan biri olan An ve digerlerinin 2020 yilinda miR-454’iin yumurtalik
kanserindeki roliinii arastirmak ic¢in yaptiklar1 ¢alismada E2F6’nin miR-454’ilin
hedefledigi oldugu, OVCAR3 ile SKOV-3 hiicrelerinde bu miRNA’nin asir1 eksprese
edilmesinin hiicre proliferasyonunu inhibe edip apoptozu destekledigi bulunmustur. EK
olarak yumurtalik kanserinde Wnt/B-katenin ve Akt/mTOR sinyal yolaklarinin miR-454
tarafindan inhibe edildigi belirlenmistir (An vd., 2020).

Yine Yang ve digerlerinin 2019 yilindaki bir ¢alisgmasinda miR-802’ye bagl
epitelyal yumurtalik kanseri patogenezi arastiritlmis ve CCKS8 tahlili ile SKOV-3 ve
OVCARS3 hiicre hatlariin negatif kontrole kiyasla miR-802’nin asir1 ekspresyonunun
proliferasyonu inhibe ettigi belirlenmistir. Bunun yaninda bu miRNA’nin asir

ekspresyonunun apoptoz hizini da arttirdig1 goriilmiistiir (Yang vd., 2019).

miR-455’in Notchl genini hedefledigi bilinmektedir. miR-455 transfeksiyonu
OVCAR-3, CAOV-3 hiicrelerine yapilarak miR-455 ekspresyonunun yukari regiilasyonu

saglanmig ve bu sayede hiicre ¢ogalmasini engelledigi saptanmistir (Xu vd., 2017).

Bu tez c¢alismasinda ise cardamonin inhibitorii ve miR-455-3p’nin hiicre
proliferasyonu etkisi RTCA sistemi ile arastirilmis olup, sadece mimik miR-455-3p ile
transfekte edilmis hiicre grubu ya da cardamonin uygulanmis hiicre grubuna kiyasla
cardamonin varliginda ve mimik miR-455-3p ile transfekte edilen kombine hiicre
grubunda proliferasyonun yiiksek oranda baskilandigi tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar, cardamonin varliginda ve miR-455-3p’nin ekspresyonunun uyarilmast SKOV-
3 hiicreleri lizerinde anti-proliferatif etkiye sahip olarak ovaryum kanserine yonelik
alternatif bir tedavi yonteminin gelistirilmesi i¢in umut verici 6n bir ¢alisma oldugunu

gostermektedir.

mMiRNA transfeksiyonu ile birlikte kanserli hiicrelerde apoptotik oranin
belirlenmesinde ve apoptoza bagli olarak hiicrelerde meydana gelen morfolojik

degisiklikleri belirlemek i¢in bir¢ok ¢alismada AO/EB boyama tercih edilmistir.

Tao ve digerlerinin 2019°da bu alanda yaptiklar1 bir ¢alismada miR-92a’nin mide

karsinom hiicrelerinde apoptoza katkida bulundugunu gostermis ve miR-92a inhibitor-
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negatif kontrol ve inhibitdr ile transfekte edilmis SGC7901 hiicrelerinin AO/EB ile
boyanmasi saglanmistir. miR-92a inhibitdr grubu %50’nin iizerinde apoptotik hiicre
oranina sahip iken ve inhibitor-negatif kontrol grubu ise %5’ten daha az bir apoptotik

orana sahip oldugu belirlenmistir (Tao vd., 2019).

Yine 2021 yilinda Wei ve digerleri tarafindan miR-101’in yumurtalik kanserinde
terapotik potansiyeli ve roli arastirilmisti,. OVACAR-3 hiicrelerinde miR-101
transfeksiyonunun hiicre canliliginda onemli 6lciide diisiise neden olmustur. Bunun
altinda yatan mekanizmay1 anlamlandirmak i¢in hiicrelere negatif kontrol ve miR-101
transfekte edilerek AO/EB boyama yapilmis ve asir1 eksprese miR-101"in apoptotik hiicre
Oliimiintin aktivasyonuna yol agtigr gozlenmistir. Ayrica Annexin V/PI boyama ile
apoptotik hiicre ylizdeleri hesaplanmistir. Sonuglar kesin anlamda miR-101’in apoptozu

tetikledigini gostermistir (Wei vd., 2021).

Bizim ¢alismamizda SKOV-3 hiicre hattinda cardamonin ve/veya miR-455-3p’nin
AO/EB boyama ile apoptotik hiicre oran tizerine etkileri belirlenmistir. Cardamonin
varliginda ya da yoklugunda ve miR-455-3p ile transfekte edilen ya da edilmeyen hiicre
gruplarinda olusan apoptotik hiicreleri hem floresan mikroskop ile goriintiilenmis hem de
hiicre sayimi yapilmistir. SKOV-3 hiicrelerinde transfeksiyon ile miR-455-3p
ekspresyonunun uyarilmasinin apoptotik hiicre oraninda bir artisa neden oldugu
belirlenmistir. Cardamonin ve miR-455-3p transfeksiyonunun beraber uygulandig: hiicre
grubunda ise apoptotik hiicre oraninda diger hiicre gruplarina kiyasla daha fazla artis
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gére cardamonin varliginda miR-455-3p’nin
transfeksiyonu SKOV-3 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve apoptozu

tetikledigi belirlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan deneysel ¢aligmalar; cardamonin uygulamasi ile birlikte
mMiR-455-3p’nin ekspresyonunun uyarilmasinin SKOV-3 hiicreleri iizerinde anti-kanser
etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Bundan dolayr kombine uygulamanin SKOV-3
hiicreleri ovaryum kanserinde terapdtik bir hedef olabilme potansiyeli bulunmaktadir. Bu
hipotezin desteklenebilmesi i¢in miR-455-3p’nin inhibitérii varhiginda hiicre
proliferasyonu ve apoptotik hiicrelerin oraninin arastirilmasi ve bununla birlikte apoptotik

mekanizmanin belirlenmesi gerekmektedir.
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EK-1a. Gergek Zamanli Hiicre Analizi (RTCA) Cihazinda Yapilan Hiicre Go¢ii Birinci
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EK-1b. Gergek Zamanl Hiicre Analizi (RTCA) Cihazinda Yapilan Hiicre Gogii Ikinci
Deney
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EK-2a. Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizi (RTCA) Cihazinda Yapilan Hiicre Proliferasyonu
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EK-2b. Gergek Zamanli Hiicre Analizi (RTCA) Cihazinda Yapilan Hiicre Proliferasyonu
Ikinci Deney
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