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OZET

Amag: Hiicre hareketi, hiicre boliinmesi, hiicre i¢i madde tasinmasi, hiicresel yapiin
saglanmasi gibi biyolojik islevlerde rol alan mikrotiibiiller, antikanser ilaglarin esas
hedefi konumundadir. Vinorelbin’in (Navelbin) mikrotiibtiller tizerinden etki gésteren
molekiillerden birisidir ve cesitli kanserlerde kemoterapotik ajan olarak kullanil-
maktadir. Calismamizda, insan serviks kanser hiicre hatti1 olan HeLa hiicrelerine, 24
saat 5-100uM doz araliginda vinorelbin uygulamasi sonunda hiicrelerdeki olas1
apoptotik etkisini belirlemeyi amacladik.

Gereg ve yontem: Vinorelbin uygulanan HeLa hiicrelerinde hticre canlilig1 ve apoptotik
oranlar1 belirlemek igin sirasiyla XTT canliik analizi ve floresan mikroskobunda
hiticrelerin karakteristik morfolojisi degerlendirildi. Vinorelbin uygulanan hiicrelerde B
hiicresi lenfoma 2 (BCL2) ve Siklin D1 (CCND1) genlerinin mRNA ifade diizeyleri de
arastirild.

Bulgular: En yiiksek vinorelbin konsantrasyonu olan 100pM’da hiicre canhiligmin 24
saat sonunda %60'1n altina dustiigii belirlendi. Apoptotik oranin %17,6 oldugu 40pM
dozda ayni zamanda nekrotik oranin da 80 ve 100pM dozlara oranla oldukga az olmasi
sebebiyle en etkili apoptotik doz olarak 40pM bulundu. Ayrica 40pM vinorelbin
uygulamasinin anti-apoptotik ¢zellikteki BCL2 ile proto-onkogen olan CCND1
genlerinin mRNA ifade edilme diizeylerinde azalmaya neden oldugu saptandu.

Sonug: Mikrotiibiil dinamigini etkileyerek antikanser ozellik gosteren vinorelbin’in
molekiiler diizeyde olasi etki mekanizmalarmin belirlenmesinin, kanser tedavisinde
daha etkin yaklasimlarin ortaya ¢ikmasinda yardimci olabilecegi karusindayiz.

Anahtar sozciikler: Apoptoz, BCL2, CCND1, HeLa Hiicre Hatti, Vinorelbin
SUMMARY

Objective: Microtubules, having roles in many biological functions including cell
motility, cell division, intracellular transport, cellular architecture, are major targets for
anticancer drugs. Vinorelbine (Navelbin) is one of the molecules that affects
microtubules and used as a chemotherapoetic agent in various cancers. In our study,
we aimed to determine prospective apoptotic effect of the vinorelbine on human
servical carcinoma cell line HeLa cells at 24 hours between 5-100uM dose incubation.
Material and Method: For this purpose, vinorelbine treated HeLa cells, were assessed
by XTT viability analysis and fluoresence microscopy to determine cell characteristic
morphology. B cell lyphoma 2 (BCL2) and cyclin D1 (CCND1) genes’ mRNA expression
levels were also evaluated in vinorelbine applied cells.
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Results: Cell viability was found to be below 60% for the highest vinorelbine
concentration (100pM) at the end of 24 hours incubation. Apoptotic ratio was found
17.6% for the 40pM dose at the same time necrotic ratio was found lower than 80 and
100pM doses. Therefore, the most effective apoptotic dose was found to be 40pM.
Moreover, we detected that 40pM vinorelbine treatment caused a decrease in anti-
apoptotic BCL2 and proto-oncogene CCNDI1 genes’ expression levels.

Conclusion: We believe that determination of molecular mechanisms involving
vinorelbine which has anticancer properties by virtue of distrupting microtubule
dynamics, may lead to development of more effective approaches in cancer treatment.
Key words: Apoptosis, HeLa cell line, Vinorelbine, BCL2, Cyclin D1

Serviks (rahim agz1) kanseri, kadin kanserleri arasinda
ikinci sirada yer almaktadir. Diinyada yilda 493.000 kisi
serviks kanser tanisi almakta ve 274.000 kisi hayatin kay-
betmektedir (1). Ortalama goriilme yas1 52'dir, ancak 35-
39 ve 60-64 yas araliginda goriilme sikliginda belirgin bir
artis bulunmaktadir (2). Tirk populasyonunda goriilme
siklig1 (%5,31) bakimindan serviks kanseri onuncu sirada

yer almaktadir (3).

Mikrotiibiil dinamigini baskiladig1 bilinen yaygin ola-

rak kullanilan ilaglarin bir grubu vinka alkoloidleridir. Bu

molekiiller, mikrotiibiil stabilitesini bozarak, metafaz
anafaz gecisini engeller. Mitoz béliinmenin bu sekilde
baskilanmas1 apoptozu uyarir. Bir vinka alkoloidi olan
vinorelbin gesitli kanserlerde kemoterapdtik ajan olarak
kullamilmaktadir (4). Vinorelbin, diisiik toksisitesi ve artan
degerlerdeki etkinligiyle klinikte en ¢ok kabul goren vinka
alkoloididir (Sekil 1). Bu bilesik, kiiciik hiicre dis1 akciger
kanseri, metastatik meme kanseri ve ovaryum kanseri
tizerine etkilidir. Ayrica Ozofajiyal kanser, lenfoma ve

prostat kanseri i¢in de timit vericidir (5-7).

Sekil 1.

Vinorelbin'in kimyasal yapis1



Apoptoz, normal hiicre biiyiimesi ve homeostazisi igin
gerekli bir siirectir. Apoptoz siiresince, hiicrelerde, hiicre
ve membran biiziilmesi, kromatin yogunlasmasi, niikleer
ve sitoplazmik agin dagilimi, DNA'nin pargalara ayril-
masi ve membran tomurcuklanmas: gibi sitoplazmik ve
niikleer degisimler goriiliir (8). Apoptozun kontroliindeki
anormallikler kanser gelisiminde 6nemli rol oynar (9).
Apoptoz ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilmektedir.
Bunlardan biri de anti-apoptotik bir protein olan bcl2
proteinini sifreler (10). BCL2 ailesinin yiiksek derecede
korunmus bir {iyesi olan bcl2 proteini apoptozun 6nemli
bir diizenleyicisi olup (11) aymi zamanda hiicreleri
apoptozdan korudugu belirlenen ilk gen olma 6zelligini
de tagimaktadir (12). Aktif Bcl2 mitokondriden sitokrom C
salmimini ve kaspazlarin aktivasyonunu engeller (13,14).
BCL2 geninin ifadesindeki artis cesitli kanserlerde goz-
lenmistir (15-22). Siklinler ve siklin bagimli kinazlar
(CDKs), DNA sentezi ve hiicre boliinmesinde 6nemli rol
oynarlar. Bu molekiillerin islevlerindeki degisimler hiicre
boliinme kontroliiniin bozulmasi1 ve sonrasinda kanser
gelisimi ile sonuglanabilir (23). Bu molekiillerden biri olan
CCND1, hiicre boliinme doéngiisiinde memeli hiicrele-
rinde G1/S faz1 gegisini diizenlemektedir (24). CCND1'in
fazla ifade edilmesi de cesitli kanserler ile iligkili bulun-
mustur (25-27).

Bu bilgiler 1s1§1nda, mikrotiibiil yapisin1 bozarak kan-
ser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyen vinorelbin'in bu
etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 ortaya
¢ikartmay1 amagladik. Bundan dolayi, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde etkin rol oynayan CCNDI1 geni ile
antiapoptotik &zellikte olan BCL2 geninin mRNA ifade
diizeylerine etkisininin olup olmadigini 24 saat siire ile
farkli dozlarda vinorelbin uygulanan insan serviks kanser

hiicre hatt1 olan HeLa hiicrelerinde arastirdik.
GEREC ve YONTEM
Hiicre Hatt1

Calismamizda insan servikal kanser hiicre hatlarindan
olan HeLa serisi kullanildi. Bu hiicreler, igerisinde %10
fetal dana serumu (FCS), 200mM L-glutamin ve 100U/ml
Penisilin ve 200ug/ml streptomisinli RPMI besiyerinde,
37°C’de %5’lik CO2’li ortamda kiiltiire edildi.
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XTT Yontemi

HeLa hiicreleri, 96 kuyucuklu kiiltiir tabakalarinin her
bir kuyucugunda 1x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Hiic-
reler son konsantrasyon 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 uM olacak
sekilde 24 saat vinorelbin (Stok konsantrasyon: 12.8 mM,
Pierre Fabre) uygulandi. Ayni1 zamanda hi¢ ila¢ uygulan-
mayan bir grup hiicre de kontrol grubunu olusturdu. Her
tekrarlanda.
canlilig1 “Cell
Proliferation Kit II (XTT)” (Roche, Almanya) kullanilarak
degerlendirildi. Kiiltiir siiresinin dolmasiyla hiicrelere
XTT ¢ozeltisi (2,3-bis [2 — metoksi — 4 — nitro — 5 -
sulfofenil] — 2H - tetrazolyum - 5 — karboksianilid tuzu)

bir konsantrasyon igin deney {i¢ kez

Vinorelbinin  hiicre lzerine etkisi

eklenip 4 saat beklenildi. Siire sonunda 490nm dalga bo-
yundaki absorbans degerleri mikroplaka okuyucu (BioTek
ELx800, ABD) ile saptandi. Kontrole gore absorbans de-

gerleri oranlanarak sitotoksisite belirlendi.
Apoptozun Morfolojik Degerlendirilmesi

HeLa hiicreleri, 5uM-100uM araliginda degisen doz-
larda vinorelbin ile 24 saat inkiibe edildikten sonra, canls,
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin oranlari, hiicreler
Akridin Oranj (AO)/ Etidyum Bromidir (EtBr) ile boyanarak
floresan mikroskobunda (Olympus BX-50, Japonya) sayi-
larak belirlendi. Stok AO ve EtBr boyalar1 son konsantras-
yonu 100pg/ml olacak sekilde fosfat tamponunda (PBS)
hazirlandi. Hiicre kiiltiir siiresinin dolmasi ile hiicreler
3’er ul AO ve EtBr ile boyanarak floresan mikroskobunda
incelendi. AO canl1 hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yesil renkte
gorlinmesini saglarken, etidyum bromiir nekrotik hiicrele-
rin gekirdeklerinin kirmizi renkte goriinmesine neden
olur. Apoptotik hiicreler ise karakteristik parcalanmis
niikleus goriiniimii ile turuncunun degisik tonlar1 sek-
linde gozlenir (28). Her bir vinorelbin dozu igin deney 3
kez tekrarlanarak ortalama canli, apoptotik ve nekrotik

hiicre sayilar1 belirlendi.
RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

HeLa hiicreleri 20 ve 40uM’lik dozlarda vinorelbin ile
24 saat inkiibe edildikten sonra “High Pure RNA Isolation
Kit” (Roche, Almanya) kullanilarak, iiretici firmanin 6n-
gordiigli protokole gore RNA izolasyonu yapildi. Elde
edilen RNA’lar spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000,
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NanoDrop Technologies, ABD) 260 nm dalga boyunda
oOlciilerek pl/pg degerleri belirlendi. Primer olarak random
hekzamerler kullanilarak “Transcriptor First Strand cDNA
Sentez Kiti” (Roche, Almanya) ile 1ug total RNA’dan {ire-
tici firmanin protokolii takip edilerek cDNA sentezi ya-
pildi.

RT-PCR Yontemi ile BCL2 ve CCDN1 mRNA'larinin
Kantitatif Ekspresyonu ifadesi

Elde edilen cDNA o6rneklerinden, hiicre ¢ogalmasi ile
apoptotik yolaklarda gorevli olan CCDN1 ve BCL2 genle-
rinin mRNA ifade diizeyleri, niceleyici Real-Time PCR
yontemi ile Light Cycler 480 (Roche Diagnostik, Almanya)
cihazi kullanilarak Dbelirlendi. Arastirilan genlerin
cDNA’larina 6zgiil olan primer dizileri ve “Universal
Probe Library (UPL)” numaralar1 Tablo I'de verilmistir.
Amplifikasyonlar 20uL toplam tepkime hacmi igerisinde;
cDNA, mRNA’ya 6zgii primerler, UPL probu, LightCycler
TagMan Master karisimi (Roche, Almanya) ve distile su
kullanularak gergeklestirildi. CCDN1 ve BCL2 gen ifade
diizeylerini normalize etmek i¢cin GAPDH mRNA diizeyi
referans olarak alindi. Her bir konsantrasyon i¢in deney

¢ kez tekrarlandi.
istatistiksel Analizler

Hiicre canliligi, apoptoz ve nekrotik oranlardaki degi-
simler “tek yonlii Anova” testiyle SPSS 15.0 istatistik
programi kullanilarak degerlendirildi. Vinorelbin dozla-
rina baglt olarak degisen, CCDN1 ve BCL2 mRNA ifade
diizeylerindeki farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik
programu ile karsilastirildi (29). 0,05'den kiigiik olan p de-

TabloI. Real Time PCR’da kullanilan primerler ve UPL problar

gerleri istatistiksel acidan anlaml olarak kabul edildi.
BULGULAR

HeLa hiicrelerinin 24 saat vinorelbin ile inkiibasyonu
sonucunda elde edilen hiicre canlilifina ait iligkin bulgu-
lar Sekil 2’de verilmistir. Buna gére HeLa hiicrelerinin
canliliklarinda, artan vinorelbin konsantrasyonuna bagh
dereceli bir azalma belirlendi. En yiiksek vinorelbin kon-
santrasyonu olan 100pM'da hiicre canliligmmin %60’ al-
tina diistiigii gozlendi. Her ne kadar bu dozda gozlenen
apoptotik hiicrelerin ortalama degerleri en yiiksek goriilse
de (Tablo II) (Sekil 4), en yiiksek nekrotik artisin eslik et-
tigi sitotoksik bir durum da gozlenmistir. Hiicre canlili-
ginda gozlenen bu azalmanin 80 ve 100uM'lik dozlarda
daha keskin bir diisiise neden oldugu XTT analiz sonugla-
rimiz ile de Ortiismektedir (Sekil 2).

Vinorelbinin HeLa hiicrelerinin canlilik oranlarinda
neden oldugu azalmanin apoptotik hiicre dliimiinden mi
yoksa nekrotik hiicre 6liimiinden mi kaynaklandigini an-
lamak amaciyla hiicreler AO/EtBr boyamas: sonrasinda
floresan mikroskobunda sayilarak degerlendirildi (Sekil
3). Floresan mikroskobunda yapilan analizin sonuglari
Tablo II ve Sekil 4'te goriilmektedir. HeLa hiicrelerine 24
saat vinorelbin uygulandiginda 5uM ve 10uM konsant-
rasyonda belirlenen apoptotik hiicre ortalama degerleri-
nin, kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda istatiksel aci-
dan anlamli bir fark olusturmadig goriildii (p>0,05). Buna
karsin daha yiiksek dozlarda (20-100uM) vinorelbin uy-
gulamasinda ise elde edilen apoptotik ortalama degerleri-

nin anlamli oldugu bulundu (p<0,05).

Gen Forward Primer Reverse Primer UPL Prob
No.

CCND1 5'- TGTCCTACTACCGCCTCACA -3’ 5- CAGGGCTTCGATCTGCTC -3’ 16

BCL2 5-AGTACCTGAACCGGCACCT-3 5-GGCCGTACAGTTCCACAAA-3’ 75

GAPDH 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3 60
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Tablo II. Vinorelbin uygulanmis HeLa hiicrelerinde gozlenen canli, apoptotik ve nekrotik hiicre ortalama degerleri

Vinorelbin Canlilik Apoptoz Nekroz p degeri *
Konsantrasyonu (%) (%) (%)

Kontrol 94,7 2,1 3,2 -
5uM 87,5 7,5 51 0,136
10uM 83,8 9,7 6,5 0,064
20uM 80,7 12,1 7,2 0,024*
40uM 72,9 17,6 9,4 0,007*
80uM 60,4 18,7 20,9 0,008*

100pM 56,4 21,8 21,8 0,004*

*Ortalama apoptoz ile kontrol degerlerinin karsilagtirilmas: (p<0,05)

100

80 A
70 1
60 A
50 A
40 4
30 A
20 A

% Canli

0 T T T T T T

Vinorelbin Konsantrasyonlari

Kontrol SuM  10puM 20uM 40 M 80 uM 100 puM

Sekil 2. Vinorelbin uygulanmis HeLa hiicrelerinin 24 saat stire sonundaki doza bagli XTT analizi sonuglar1

20 ve 40uM vinorelbin uygulandiginda hiicrelerdeki
BCL2 ve CCDN1 mRNA'larmin ifade edilme durumlarin-
daki degisikligi inceledigimizde ise, 20uM Vinorelbin uy-
gulamasinin CCDN1 mRNA ifade diizeyini kontrole gore
1,5 kat arttig1 (p<0,05), BCL2 geninin mRNA ifade diize-

yindeki gozlenen degisikligin ise anlamli bir farklilik
olusturmadig bulundu (p>0,05) (Sekil 4). 40uM vinorelbin
uygulandiginda ise kontrole gore BCL2 geninin mRNA
ifade diizeyi 7,3 kat, CCDN1 geninin mRNA ifade diize-
yinin ise 2 kat azaldig1 saptandi (p<0,05) (Sekil 5).
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Sekil 3. 24 saat stire ile Vinorelbin uygulanmis HeLa hiicrelerinde apoptozun morfolojik olarak gosterilmesi

A: Kontrol, B: 40 uM Vinorelbin. Yesil renkte goriilen hiicreler canli hiicreleri (1), kirnuzi renkte goriilen hiicreler nekrotik hiicreleri
gostermektedir (3). Apoptozun asamasina gére degisik sekillerde boyanims olan apoptotik hiicreler ise 2 numara ile gosterildi.

100

80 \‘\
; ™~
60 \

—,

50 ——Canlilik (%)

40 Apoptoz (%)

—dr—Nekroz (%)
30

% Canhlik-Apoptotik-Nekrotik

10

0 T T T T T |
Kontrol  5pM 100puM  20pM  40pM  80pM 100 pM

Vinorelbin Konsantrasyonlari

Sekil 4. 24 saat vinorelbin uygulanmasi sonrasi akridin oranj (AO) ve etidyum bromdir (EtBr) ile boyanmis HeLa hiicrelerinin canli,
apoptotik ve nekrotik yiizdesel oranlar1
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1,6

14

1,2

0,8 ——

mRNA ekspesyon dizeyi

0,2 +—

Kontrol 20uM 40uM

Vinorelbin Konsantrasyonlari

BCL2
X W CCND1

Sekil 5. 24 saat stirecince 20 ve 40uM vinorelbin uygulanmis HeLa hiicrelerinde BCL2 ve CCND1 mRNA ifade diizeyleri

p<0,05

TARTISMA

Istomin ve ark yaptiklar1 bir calismada, vinorelbin uy-
gulanmis olan HeLa hiicrelerinin baslangictaki hiicre sayi-
simin yarisini Oldiirmek icin gerekli olan dozun 48 saat
siire igin 7,4ng/ml (= 9,4uM) oldugu belirlenmistir (30).
Calismamizda ise hiicrelerin yarisini 6ldiirmek igin gerekli
olan dozun 24 saat i¢in daha yiiksek oldugunu bulduk. Bu
farkliligin nedenleri ilacin uygulama siirelerinin ayni ol-

mamas, degisik kiiltiir kosullar1 ve hiicre sayilar1 olabilir.

Insan T hiicresi lenfoma hiicre hatlarinda ve fare 15-
semi hiicrelerinde vinorelbinin mitokondri aracili igsel
(31,32).

Apoptotik cevabin kontroliinde is goren bir molekiilii sif-

apoptotik yolagr aktive ettigi belirlenmistir
releyen BCL2 geninin mRNA ifadesinin mikrotiibiil he-
defleyen ajanlarla diizenlenerek kemoterapdtik yanitla
iligkilendirilmesi  ¢esitli calismalarla desteklenmistir
(33,34). BCL2'nin asin ifade edilmesinin apoptozu gecik-
tirdigi, bir¢cok hiicre ve dokuda in vivo ve in vitro olarak
gosterilmistir (35-38). @rnegin yapilan bir c¢alismada,
primer meme kanseri hiicrelerine vinorelbin’i de igeren
dort farkli klasik kemoterapi ajani uygulamasi sonucunda,

hiicrelerinin kemoterapiye duyarliligi ile BCL2 geninin

ifade edilmesi arasinda negatif korelasyon oldugu bulun-
mustur. Ustelik, BCL2nin antiapoptotik etkisinden dolay1,
BCL2 pozitif olan meme kanseri hiicrelerinin kemoterapi
ilaglarma direng gosterebilecegi gosterilmistir. BCL2 ba-
kimindan pozitif olan meme kanseri hiicrelerinde gozle-
nen c¢ogalmay1 baskilayici etkinin, vinorelbin uygulandi-
ginda diger kemoterapi ajanlarina (5-florourasil, epiru-
bisin adriyamisin, diamindiklorplatinyum) oranla daha
fazla oldugu bulunmustur. Ancak bu ¢alismada kullanilan
kemoterapi ajanlarinin BCL2 geninin ifade edilmesi
tizerine bir etkisinin olup olmadig: arastirlmamustir (39).
Mikrotiibiil hedefleyen ajanlar, Bcl2 fosforilasyonunu ya
da molekiiliin ifadesinin azalmasimi uyararak, hiicrede
apoptoza neden olduklar: i¢in tedavide yer almaktadir
(40-42). Calismamizda, yiiksek dozlarda (>40uM) apop-
totik hiicrelerin oraninda artis olmasmna ragmen c¢ok
yliksek bir oranda da hiicrelerin nekroza girdigini
mRNA ifade

diizeylerine iliskin deneylerimizi sitotoksik etki gozlenen

gozlemledik. Bundan dolayi, edilme
80 ve 100uM dozlar1 dahil etmeyip, istatiksel olarak an-
lamli buldugumuz 20 ve 40uM dozlar1 hedefledik. Yapilan
bir calismada, insan kii¢iik hiicre disi karsinom hiicre hatti

olan A549 ve meme kanser hiicre hatt1 olan MCF7 hiicrele-
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rine vinorelbin uygulamasimn, Bcl2 protein miktarinda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (43). Bizde, benzer
sekilde BCL2 mRNA ifade diizeyinin vinorelbin uygula-
masindan (40uM) sonraki 24 saat i¢inde 7,3 kat azaldigin
belirledik.

Etkisini mikrotiibiiller iizerinden gostererek hiicre
boéliinmesinde metafazdan anafaza gegisi engelledigi bili-
nen vinorelbin molekiiliiniin (4), ayn1 zamanda CCND1
ifadesini azaltarak hiicre dongiistiniin G1/S gecisini de
engelleyebilecegi osteosarkoma hiicre hatti olan HOS da
gosterilmistir (44). Calismamizda, vinorelbin HeLa hiic-
relerine diisiik dozda (20pM) uygulandiginda CCND1
ifadesini azaltmadigi, buna karsin yiiksek dozda (40uM)
uygulandiginda kontrole gore 2 kat azalmaya neden ol-
dugunu belirledik (p<0,05). Bu durum vinorelbinin ytiiksek
dozlarda G1/S gegisini engelledigini fakat diisitk dozlarda
ise boyle bir etkiyi olusturamadigini gostermektedir. Do-
layist ile 20pM vinorelbin CCDN1 geninin mRNA ifade
diizeyinde 1,5 katlik bir artisa neden olmustur. Bir bagka
deyisle, diisiik doz (<40puM) vinorelbin uygulamasi nor-
malde gozlenen metafaz/anafaz gegisinin engellenmesi
igin yeterli degildir. Insan lenfosit hiicrelerinde yapilan bir
calismada 0,5 - 2pg/ml (0,64mM - 2,56mM) gibi ¢ok yiik-
sek dozlarda vinorelbin uygulamasinin, yapisal kromo-
zom bozukluguna neden olmadigr ancak lenfositlerde
sayisal kromozom kusurlar1 olusturdugu, hiicrelerdeki
kardes kromatid degisimi miktarinda artisa neden oldugu
ve mitotik indeksin artti1 bildirilmistir (45). Mitotik in-
deksteki artisin nedeni arastiricilar tarafindan incelenme-
mesine karsin yiiksek dozdaki bu uygulamanin lenfosit-
lerdeki metafaz/anafaz gegisinin engellemesi nedeniyle
mitoz agamasinda olan hiicrelerin birikmesi neden olmus
olabilir. Dolayist ile kemoterapide kullanilan ilaglarin dii-
siikk ve yiiksek dozlarda sergiledikleri farkl etkilerin be-
lirlenmesi, molekiiller mekanizmalarinin tanimlanmasi
daha etkili tedavi yaklasimlar: ve ajanlarin gelistirilmesi

icin onem tagimaktadar.

Sonug olarak, ¢alismamiz, insan serviks karsinom (HeLa)
hiicre hattinda vinorelbin’in 24 saat icin yiiksek konsant-
rasyonlarda (>40uM) apoptotik etkinin yaninda nekrotik
etkiye de neden oldugunu gostermistir. Diger bir deyisle,
HeLa hiicreleri igin 24’tincii saat ve 40pM’in en uygun

apoptotik doz oldugunu ve hiicrede kayda deger bir

sitotoksisite yaratmadigini belirledik. Ustelik, antiapop-
totik gen olan BCL2 ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde
rol alan CCND1 genlerinin mRNA ifadesindeki azalma
vinorelbin’in kanser tedavisindeki ©nemini gostermek-
tedir. Diger bir yandan, 24 saat vinorelbin uygulamasina
ek olarak diger siirelerde vinorelbin uygulamalarinin da
aragtirilmasi, bu ilacin molekiiler etkilerinin anlagilmast
igin daha verimli olabilecektir. Ayrica elde ettigimiz
apoptotik oranlarin akim sitometrisi ile mRNA ifade
degisikliklerinin ise western blot yontemi ile protein dii-
zeyinde arastirilmasi verilerin daha giiglii olmasina imkan
verecektir. Vinorelbin’in HeLa ve diger kanser hiicre hat-
larindaki etkisinin belirlenmesi, daha etkin tedavi sece-
neklerinin bulunmasina yol acabilecegi gibi ilag¢ uygula-
malarindan sonra aktiflesen sinyal yolaklarinin molekiiler
diizeyde tanimlanmas: bu yolaklara 6zgiil olabilecek yeni
molekiillerin tasarlanmasina ve kanser tedavisinde daha
basarili yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina katki saglayabile-

cektir.
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