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OZET

Over kanseri, kadinlarda jinekolojik kanserlere bagli 6liimlerin ikinci sik nedenidir. Siklikla geg
donemde belirti verdigi i¢in hastalarin %70-80’1 ileri evrede yakalanmaktadir. Over kanseri
tedavisinin temel bilesenleri sitorediiktif cerrahi ve adjuvan kemoterapidir. Cerrahi ve adjuvan
kemoterapiye ragmen, erken evre hastaliklarda vakalarin yaklasik %25'inde, daha ileri evrelerde ise
%80'den fazlasinda niiks goriilmektedir. Over kanseri kemoterapisi i¢in birinci basamak tedavi platin
ve taksan kombinasyonudur. Sirkadiyen ritim, bedensel islevlerin 24 saatlik uyku uyaniklik dongii
siireciyle uyumlu oldugu ve sirkadiyen saat proteini/geni tarafindan kontrol edildigi dogal bir
biyolojik siirectir. Sirkadiyen ritim, beyinin 6n hipotalamusunda bulunan suprakiazmatik ¢ekirdek
(SCN) tarafindan kontrol edilen biyolojik saattir. Hiicre dongiisii, DNA hasarina cevap ve timor
baskilanmasi gibi 6nemli biyolojik yolaklar sirkadiyen ritmin kontrolii altindadir. Kemoterapdtik
ajanlar, hem saglikli hem de kanser hiicrelerinde DNA hasarina yol agarak, DNA onarim
mekanizmalarinin aktive olmasina neden olur. Kronoterapi ise bireyin sirkadiyen ritmine gore belirli
zaman araliklarinda uygulanan bir terapi tiiriidiir. Amag¢ en az yan etkiyle maksimum yanit elde
etmektir. Bu tez ¢alismasinda amacimiz sirkadiyen ritme gore farkli zaman dilimlerinde karboplatin
ve paklitaksel uygulamasinin hiicre 6liimiind arttirici etkisini fare over kanser hiicrelerinde (IDS) in
vitro ve fare ID8 hiicreleriyle olusturulacak olan deneysel over kanser modelinde in vivo sartlarda
olusup olugsmadigini belirlemektir. Sonug olarak over kanseri tedavisinde karboplatin’in paklitaksel
uygulamasina kiyasla daha etkin oldugu, bu etkinin sirkadiyen ritm gdzetilerek yapilan uygulamada
daha belirgin gozlendigi dikkati ¢ekmistir. Her iki ajanin birlikte uygulandigi gruplarda ise
sirkadiyen ritm uygulamasinin, goz ardi edilen gruba karsin ¢ok etkili olmadig, sirkadiyen ritm
gozetilerek yapilan ikili tedavide paklitaksel baskin etkinin gdzlendigi dikkati cekmistir. Bu bulgular
15181nda yapilan ¢aligmada en etkili uygulamanin sirkadiyen ritm gdzetilerek karboplatin tedavisi
oldugu kanisina varilmistir. Bu nedenle sirkadiyen ritim, tedavi etkinligi artirmak ve istenmeyen yan
etkileri azaltmak agisindan dikkate alinmalidir. Bu bulgular, kanser tedavisinde bireysellestirilmis ve
zamanlama odakli yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in bir temel olusturulabilir.
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ABSTRACT

Ovarian cancer is the second most common cause of death among gynecological cancers in women.
Due to its asymptomatic nature in the early stages, 70-80% of patients are diagnosed at an advanced
stage of the disease. The primary modalities for treating ovarian cancer include cytoreductive surgery
and adjuvant chemotherapy. Notably, despite the implementation of surgical interventions and
adjuvant chemotherapy, recurrence rates remain approximately 25% for early-stage cases and exceed
80% consisting of a combination of platinum-based agents and taxanes. Circadian rhythm is a natural
biological process that synchronizes physiological functions with the 24-hour sleep-wake cycle,
regulated by circadian clock proteins and genes. The circadian rhythm functions as a biological clock,
governed by the suprachiasmatic nucleus (SCN), which is located in the anterior hypothalamus.
Critical biological pathways such as the cell cycle, DNA damage response, and tumor suppression
are regulated by circadian timing. Chemotherapeutic agents induce DNA damage in both healthy and
cancerous cells, thereby triggering the activation of DNA repair mechanisms. Chronotherapy
emerges as an innovative approach that involves administering treatment at specific intervals, aligned
with an individual’s circadian rhythm, to maximize therapeutic efficacy while minimizing adverse
effects. In this thesis, our aim is to demonstrate the effect of carboplatin and paclitaxel administration
at different time points according to the circadian rhythm to increase cell death in mouse ovarian
cancer cells (ID8) in vitro and in vivo conditions in an experimental ovarian cancer model to be
established with mouse ID8 cells. Results indicated that carboplatin was more effective than
paclitaxel in the treatment of ovarian cancer, with this efficacy being further enhanced when the
circadian rhythm was respected. In groups receiving both chemotherapeutic agents concurrently, the
application of the circadian rhythm demonstrated limited effectiveness compared to groups where
the circadian rhythm was not accounted for. Furthermore, paclitaxel exhibited a dominant effect in
the dual treatment approach, considering the circadian rhythm. Based on these findings, it can be
concluded that the most effective therapeutic strategy, within the context of this study, involved the
administration of carboplatin while adhering the circadian rhythm. Therefore, it is imperative to
consider circadian rhythms to enhance treatment efficacy and reduce adverse effects. These findings
may inform the development of personalized and time-sensitive strategies in oncological treatment.
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1. GIRIS

Over kanseri, kadin {ireme organi olan over dokusundaki hiicrelerinin kontrolsiiz
¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan malign bir hastaliktir. 5 yillik sagkalim oran1 %50 den az olup
[1], bu yiiksek mortalitenin nedeni etkin bir tarama yonteminin olmamasi ve hastalarin tani
aninda %70-80 ileri evrede olmasidir [2]. Over kanserinde primer tedavi sitorediiktif
cerrahidir [3]. Erken evredeki bazi olgular hari¢ (evre la, gradl, grad2) tiim hastalara
kemoterapi uygulanir [4]. Adjuvan ve neoadjuvan kemoterapide karboplatin ve paklitaksel
kombinasyon tedavisi uygulanmaktadir. Kullanilan standart adjuvan kemoterapi rejimi 3-6
kiir karboplatin+paklitaksel tedavisidir [5]. Kanser tedavisinde siklikla kullanilan
kemoterapi ilaglari, kanser hiicrelerinin DNA'sina hasar vererek kanser hiicrelerini yok

etmeye ¢alisir ancak bu tip ilaglar saglikli hiicrelere de zarar verir [6].

Karboplatin, platin grubu bir kemoterapi ilacidir. Alkilleyici kanser ilaglar1 sinifindandir.
DNA baz ciftlerinin alkil gruplarina tutunarak, DNA atomlar1 arasinda ¢apraz bag
olusturarak ya da yanlis niikleotid eklenmesi sonucu mutasyonlara neden olarak DNA
replikasyonunu engeller. Sisplatinden daha az toksisiteye sahiptir. Ozellikle bulant1 ve
kusma gibi gastrointestinal yan etkiler goriilmektedir. Nefrotoksisite, norotoksisiste ve
ototoksisite ise belirgin olarak daha az goriilmektedir. Kansere karsi oldukea etkili olan
fakat yan etkileri nedeniyle kullanim siirliliklar1 bulunan karboplatin kemoterapisinin yan

etkilerini diisiirmeye yonelik stratejiler gelistirmeye yogunlasilmaktadir.

Paklitaksel ise taksol grubu bir ilagtir. Mikrotiibiilleri stabilize eder ve polimerizasyonunu
artirirken, depolimerizasyonunu engeller. Bu durum mitozun diizgiin bir sekilde ilerlemesini
engeller ve hiicrelerin boliinmesini durdurur. Major yan etkileri kemik iligi supresyonu,

gastrointestinal sistem semptomlar1 ve alopesidir.

Sirkadiyen ritim; 24 saatlik periyotta viicutta ritmik olarak meydana gelen tiim fizyolojik,
kimyasal ve molekiiler olaylar1 kapsayan giinliik biyolojik ritimdir [7]. Sirkadiyen
zamanlama sistemi, hiicre boliinme zamanini, DNA tamirini ve hiicrenin intihari ile 6limiinii
saglayan apoptozu diizenlerken ayni zamanda kanser gelisiminde rol oynayan metabolik
yolaklar ve islevler tizerinde de etkilidir [8]. Uyku, yeme aliskanliklari, kalp hizi, viicut 1s1s1
ve hormon iiretimi de dahil olmak {izere, zamana bagli biyolojik fonksiyonlarimiz1 kontrol

eden gesitli 6zel "saat-iligkili" gen vardir [9]. Cesitli doku ve organlardaki normal hiicrelerin



DNA tamirini en yiiksek diizeyde nasil ve ne zaman yaptiklarini1 bilmek, Klinisyenlerin

ilaglar1 uygulamak i¢in en ideal zamani se¢melerinde yardimci olabilir.

Kronoterapi, ilaglardan en iist diizeyde fayda gérmek ve yan etkilerini en aza indirmek igin
tedavinin giiniin belli saatlerinde uygulanmasidir [10]. Ilaglarin biyolojik saate gore hastaya
verilmesi  yani  kronoterapi ile kemoterapinin etkinligini de zamana gore
diizenlenebilmektedir. Buna kronokemoterapi adi verilir. Buna gore hiicrelerimizde DNA
onartminin zirvede oldugu zaman araliginda hastalara kemoterapi verilmesinin daha yararl
olabilecegi diigiiniilmektedir [11]. Boylece, toksik yan etkileri azaltirken kemoterapinin
giiclinii kullanmak miimkiin olabilecektir. Bu durumda, kemoterapilerde maksimum etki
gozlenirken, yan etkiler en aza indirilir [12]. Mayis 2018'de Profesér Dr. Aziz Sancar ve
ekibi tarafindan yayinlanan ¢aligmaya gore, saglikli hiicrelerde DNA tamirin en yogun
oldugu zamanda sisplatin ilacinin verilmesi, tedavi sonuglarini iyilestirebilir; yani sirkadiyen

ritme gore tedaviyi diizenlemek, kemoterapinin yan etkilerini azaltabilir [13].

Karboplatin ve paklitaksel kombinasyonunun giiniimiizde over kanser tedavisinde
sirkadiyen ritme bagli uygulamasina olan etkisini in vitro ve in vivo sartlarda arastiran bir
calismaya rastlanilmamistir. Tez c¢alismamiz, kronoterapiyi genetik temeliyle birlikte
aciklamasi agisindan onemlidir. Preklinik tez ¢alismamizda 6ncelikli hedefimiz, sirkadiyen
ritme gore farklt zaman dilimlerinde karboplatin ve paklitaksel uygulamasinin hiicre
oliimiinii arttirict etkisini fare over kanser hiicrelerinde (ID8) in vitro olarak gostermektir.
Bir diger amacimiz da, in vitro deneyler sonucu elde edilecek verilerin, fare ID8 hiicreleriyle
olusturulacak olan deneysel over kanser modelinde in vivo sartlarda da olusup olusmadigini

belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢cogalmasi ve boliinmesi ile karakterize edilen,
kompleks ve multifaktoriyel bir hastalik grubudur. Normal fizyolojik kosullarda hiicre
cogalmasi, farklilagmasi, yaslanmasi ve oOlimii siki bir sekilde genetik ve epigenetik
mekanizmalarla diizenlenir [14]. Bu siireglerin herhangi bir asamasinda meydana gelen
bozukluklar, hiicrelerin denetimsiz olarak c¢ogalmasina ve tiimor olusumuna yol agabilir.
Tilimorler benign (iyi huylu) veya malign (kotii huylu) olabilir; kanser terimi ise yalnizca malign
tlimorler i¢in kullanilmaktadir. Kanser gelisimi ¢cok asamali bir siirectir ve genellikle hiicre
dongiisiinii diizenleyen genlerde (6rnegin, onkogenler ve tiimdr supresor genler) meydana gelen
mutasyonlarla baglar [15]. Kanser hiicrelerinde genellikle DNA onarim mekanizmalari
bozulmustur; bu durum, genetik instabiliteye ve yeni mutasyonlarin birikimine zemin hazirlar
[16]. Ayrica, kanser hiicreleri apoptoz (programli hiicre O6liimii) gibi hiicresel kontrol
noktalarindan kacarak g¢ogalmaya devam edebilirler [17]. Kanser olusumunda genetik
faktorlerin yam sira, cevresel etmenler (kimyasallar, radyasyon, enfeksiyonlar) ve yasam tarzi

unsurlar (sigara, alkol, beslenme, fiziksel aktivite eksikligi) da 6nemli rol oynar [18].

Klinik acidan kanserler, bulunduklar1 organa ve koken aldiklar1 dokuya goére siniflandirilir.
Tlimoériin yayilim derecesi (lokalize, bolgesel, uzak metastaz) ve histopatolojik 6zellikleri,
hastaligin evrelemesi ve prognoz agisindan belirleyicidir. Kanser hiicrelerinin en 6nemli
ozelliklerinden biri de, metastaz yaparak primer timor bolgesinden uzak organlara
yayilabilmesidir. Bu siirecgte, tiimor hiicreleri kan, lenf ve viicut bosluklar1 yoluyla diger

doku ve organlara ulasabilirler [19].

Kanser tedavisinde temel yaklasimlar cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hedefe yonelik
tedavilerden olusur [20]. Son yillarda, bagisiklik sistemini giiglendirmeyi amaglayan
immiinoterapi uygulamalar1 da 6ne ¢ikmaktadir. Tedavi stratejileri; tiimoriin tipi, evresi,
hastanin genel durumu ve biyolojik 6zelliklerine gore bireysellestirilir [21]. Kemoterapi,
hizli ¢ogalan kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi hedeflerken, ayni zamanda saglikli hiicreler
iizerinde de toksik etki gdsterebilir. Bu nedenle, tedavi etkinligini artirmak ve yan etkileri
azaltmak amaciyla zamanlama ve kisisellestirilmis yaklasimlar giderek daha fazla 6nem

kazanmaktadir. Glinlimiizde kanser biyolojisi ve tedavisinde yasanan ilerlemeler sayesinde,



tan1 ve tedavi yontemleri siirekli olarak gelismekte ve hastalarin yasam siiresi ile kalitesi

artirtlmaya ¢alisilmaktadir [22].

2.2. Over Kanseri

Kadin genital sistem kanserleri arasinda 6liime en sik neden olan kanser tiirtidiir [23]. Jinekolojik
kanserlerin yaklasik %22 si overyan kokenlidir. Histogenetik smiflandirma, over kanserlerini
¢colomik epitelden, germ hiicrelerinden ve mezensimden kaynaklanmalaria gore siniflandirir
[24]. Over kanserinin %85-90 1 epitelyaldir (Cizelge 2.1) [25]. Over kanseri tanisi igin rezeke
edilen overin histopatolojik incelenmesi gereklidir [26]. Cogu yiiksek dereceli serdz over
kanserlerinin overden ziyade fallop tiipiiniin fimbriyal ucundan kaynaklandig1 gosterilmistir
[27]. Over kanserine yol agan faktorleri anlama konusundaki eksikligimiz ve mortalitede 6nemli

bir azalma saglayamamamiz nedeniyle arastirmalar hizla devam etmektedir.

Cizelge 2.1. Epitelyal over kanserleri histopatolojik tipleri ve goriilme oranlari

Histopatolojik Tip Dagilim (%)
Ser6z kistadenokarsinom %42
Miisindz kistadenokarsinom %12
Endometrioid karsinom %15
Berrak hiicreli karsinom %6
Indifferansiye karsinom %17
Diger %8

Over kanserinin yayilimi 4 farkli sekilde olabilir.

a) Transc¢olomik (eksfoliasyon)

En sik ve en erken yayilim yolu trans¢élomik yayilimdir. Primer yayilim seklidir ve eksfoliye

olan hiicrelerin intraperitoneal kavite yiizeylerine implantasyonu ile meydana gelir.

b) Lenfatik yayilim

Infindibulopelvik ligament aracilig1 ile paraaortik lenf nodlarina yayilim olabilecegi gibi,
parametrium ve ligamentum latum aracilig1 ile laterale dogru eksternal iliak, obtrator ve
internal iliak lenf nodlarina da yayilim olabilir. Pelvik ve paraaortik ve yayilim 6zellikle ileri

evre hastalikta ortaya ¢ikar. Nadiren round ligament yoluyla inguinal lenf nodlarina hatta



diyafragmanin ve retroperitoneal lenf nodlarinin drenaji sonucunda diyafragma seviyesinin

iizerinde, 6zellikle supraclavikular lenf nodlarina yayilim gosterebilir.

c) Direkt yayilim

Over kanserinin hizli biiyiimesine bagli olarak pelvik periton, uterus, rektosigmoid ve
tubanin igerisinde yer aldigi komsu yapilara yayilim olabilmektedir. Ileri evre tiimérlerde
asit birikebilir. Bu hem lenf kanallarinin obstriiksiyonuna bagli olarak hem de karsinomat6z
stv1 Uretimine bagli olarak gerceklesebilir. Asitin diyaframi ge¢mesi ile malign plevral

efflizyon da goriilebilmektedir.

d) Hematojen yayilim

Hematojen yayilim nadiren gozlenir. Genellikle karaciger, akciger, beyin ve bdbrekte
izlenmektedir. Malign asit, peritoneal karsinomatozis, abdomende metastatik hastalik ve

retroperitoneal lenf nodu pozitifligi uzak metastazlar i¢in risk faktorleridir.

Over tlimorlerinin evrelemesi cerrahidir. Evrelemede su anda FIGO 2014 over kanseri

evreleme sistemi kullanilmaktadir [28].

2.2.1. FIGO evrelemesi 2014

EVRE I Over veya overlerde sinirh timor

IA Tek overde siirh tiimor; Kapsiil intakt, over yiizeyinde tiimor yok, malign hiicre igeren

asit ve/veya yikama s1visi yok

IB Her iki overde sinirh tiimdr; Kapsiil intakt, over yilizeyinde tiimor yok, malign hiicre

iceren asit ve/veya yikama s1vist yok

IC Tek veya iki overde sinirli timor ve asagidakilerden birinin eslik etmesi

1C1: Intraoperatif cerrahi yayilim

1C2: Cerrahi 6ncesinde kapsiil riiptiiriiniin olmasi veya over yiizeyinde timdr bulunmasi



1C3: Asit sivisinda veya peritoneal yikamalarda malign hiicre varligi

EVREII Pelvik vayilim gosteren tek veya her iki overi iceren timor

ITA: Uterus ve/veya tubalara yayilim ve/veya implant gdsteren tiimor

I1B: Diger pelvik intraperitoneal dokulara yayilim gosteren timor

EVREIII Pelvis disinda peritoneal yvayilimin sitolojik veva histolojik olarak gOsterilmis oldugu

ve/veya retroperitoneal lenf nodlarina mestastazin oldugu tek veya her iki overi iceren timor

I11A: Retroperitoneal lenf nodu metastazi ve/veya mikroskobik ekstrapelvik peritoneal tutulum

IIIA1: Sadece retroperitoneal lenf nodlarinin pozitif olmasi (sitolojik veya histolojik

kanitlanmus)

I11AL(i): Metastaz boyutu < 10 mm

1A (ii): Metastaz boyutu> 10 mm

I11A2: Retroperitoneal lenf nodu metastazi ile birlikte veya tek basina mikroskobik

ekstrapelvik peritoneal tutulumu

IIIB: Retroperitoneal lenf nodu metastazi ile birlikte veya tek basina < 2 cm boyutunda

makroskobik ekstrapelvik peritoneal metastaz

I11C: Retroperitoneal lenf nodu metastazi ile birlikte veya tek basina> 2 cm boyutunda

makroskobik ekstrapelvik peritoneal metastaz (Karaciger/dalak kapsiil tutulumunu igerir)

EVRE 1V: Peritoneal metastazlar disindaki uzak metastazlar

IV A: Sitoloji pozitifligi olan plevral efflizyon

IVB: Abdominal kavite disindaki lenf nodlar1 ve inguinal lenf nodlar1 tutulumu da dahil olmak

tizere ekstraabdominal organ metastazlari (Karaciger/dalak parankim metastazini igerir.



Epitelyal over timorlerinin tedavisi

Ileri evre over kanseri tespit edilen ve medikal agidan stabil olan hastalarda primer tiimér ve
iligkili metastazin eksize edildigi cerrahiye debulking cerrahi (sitorediiktif cerrahi) denir [29].
Over kanserinde sitorediiktif cerrahi tipik olarak total abdominal histerektomi ve bilateral
salpingoooferektomi, total omentektomi, peritoneal yiizey ve bagirsaklardaki tiim metastatik
lezyonlarin eksizyonunu kapsamaktadir [30]. Tiim metastazlarin cerrahi olarak ¢ikarilmasi
miimkiin degilse her tiimor nodiiliinii optimal diizeye getirecek sekilde rezeke ederek tiimor
yiikiinii azaltmak hedeflenmektedir [31]. Sitorediiktif cerrahi, tiimor perfiizyonu ve biiylime
fraksiyonunun artmasi sayesinde kemoterapi ve radyoterapiye yaniti artirmaktadir. Adjuvan
veya neoadjuvan tedavide karboplatin+ paklitaksel kombine kemoterapi Onerilmektedir [32].

Onemli medikal komorbiditesi olan hastalarda tek ajan karboplatin tercih edilebilir [33].

2.3. Kemoterapi

Kemoterapi, hiicre boliinmesini engellemek ve DNA hasarini tetiklemek igin spesifik olmayan
sitotoksik hiicre i¢i ajanlar kullanan ve apoptoz baslatildiginda hiicre 6liimiine yol agabilen bir
tiir kanser tedavisidir [34]. Kanser hiicrelerinin bu ajanlara karst duyarliligi biiyiik 6l¢lide
farklilik gosterir ve bu nedenle kanser histotipi ve biyolojisine bagl olarak farkli ajanlar
kullanilir. Over kanseri tedavisinde kemoterapi, sitorediiktif cerrahi sonrasi uygulanan standart
bir yaklagimdir ve hastaligin prognozunu iyilestirmede temel rol oynamaktadir [35]. Klinik
uygulamada, platin bazli ajanlar (karboplatin veya sisplatin) ile taksan grubu ilaglarin
(paklitaksel veya dosetaksel) kombinasyonu, birinci basamak kemoterapinin temelini olusturur
[36]. Ozellikle ileri evre hastalarda bu kombinasyon, progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim
oranlarmi artirmakta olup, tekrarlayan vakalarda da platin duyarliligi tedavi stratejilerinin

belirlenmesinde 6nemli bir parametre olarak kabul edilmektedir.

Kemoterapi ajanlarmin etki mekanizmasi, ¢ogunlukla hizli boliinen hiicrelerde DNA sentezinin
ve hiicre dongiisiiniin bozulmasi iizerine kuruludur. Platin tiirevleri, DNA’ya ¢apraz baglar
olusturarak hiicre dongiisiinii durdurmakta ve apoptozu tetiklemektedir [34]. Paklitaksel ise
mikrotiibiillerin stabilizasyonu yoluyla hiicre boliinmesini engeller ve mitotik arrest meydana

getirir [37].



Bununla birlikte, kemoterapiye bagli olarak ciddi hematolojik ve non-hematolojik
toksisiteler ortaya ¢ikabilmekte; bulanti, kusma, miyelosupresyon, néropati ve alopesi gibi
yan etkiler hastalarin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir [38]. Ayrica,
kemoterapiye karsi gelisen ila¢ direnci ve yiiksek niiks oranlari, hastaligin tedavisinde

onemli bir engel teskil etmektedir.

Son yillarda, kemoterapi uygulamalarinda tedavi etkinligini artirmak ve toksisiteyi azaltmak
amaciyla sirkadiyen ritme dayali kronoterapi yaklasimlari giindeme gelmistir [39].
Sirkadiyen ritmin, hiicre dongiisii ve DNA onarimi1 gibi kemoterapiye yaniti belirleyen temel
biyolojik siiregleri diizenledigi bilinmektedir. Yapilan preklinik ve klinik c¢alismalarda,
kemoterapi ajanlarinin giiniin farkli zamanlarinda uygulanmasinin tedavi yanitinda ve
toksisite profilinde anlamli degisikliklere yol agtig1 gosterilmistir. Ozellikle platin ve taksan
ajanlarinin sirkadiyen ritme uygun sekilde verilmesi, tiimor hiicrelerinde apoptozu artirirken

saglikli dokularda toksisiteyi azaltabilmektedir [40].

Tiim bu bulgular 15181inda, kemoterapi rejimlerinin bireyin sirkadiyen ritmine gore optimize
edilmesi, over kanseri tedavisinde hem etkinligi artirmak hem de yan etkileri azaltmak i¢in

umut vaat eden bir yaklagim olarak 6ne ¢ikmaktadir.
2.3.1. Karboplatin

Hiicre siklusuna 6zgiil olmayan bifonksiyonel alkilleyici ajanlardir. Alkil gruplar1 araciligi
ile DNA ya kovalent olarak baglanarak zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olustururlar
ve DNA konfigiirasyonunu bozarak DNA replikasyonunu engellerler. Hiicreler hiicre
boliinmesi sirasinda capraz bagli DNA y1 kopyalamaya veya onarmaya calistiginda DNA
iplikcikleri kirilabilir ve apoptoz adi verilen bir tiir programlanmis hiicre 6liimiine neden
olabilir. Hiicre siklusuna spesifik olmasalar da G2 fazinda hiicre siklusunun duraklamasina
neden olmaktadirlar. Epitelyal over kanseri adjuvan ve salvage tedavisinde FDA onaylidir.
Lv. olarak kullanilir. Myelosupresyon doz sinirlayici etkisidir. Sisplatinden daha az
toksisiteye sahiptir. Gastrointestinal yan etkiler, nefrotoksisiste, nérotoksisite ve ototoksisite

daha az goriilmektedir. Karboplatin, sisplatine gore daha fazla myelosupresyon ile iligkilidir.



2.3.2. Paklitaksel

Paklitaksel, taksan grubu bir antineoplastik ajandir. Mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu
inhibe ederek bunlarin stabil kalmasini saglar ve bdylece hiicrelerin mitotik ig ipliklerini
diizgiin sekilde olusturmasini engeller. Bu durum, hiicrelerin mitozun metafaz evresinde
duraklamasina (mitotik arrest) ve sonug¢ olarak apoptozun tetiklenmesine neden olur.
Boylece kanser hiicrelerinin proliferasyonu engellenir [41]. Paklitaksel ileri evre epitelyal
over kanseri olan tiim kadinlarin primer tedavilerine toksisite veya onemli medikal
morbiditeler engel olmadikca eklenmelidir. Major yan etkileri kemik iligi supresyonu,

gastrointestinal sistem semptomlari ve alopesidir [42].

2.4. Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen terimi, circa (yaklasik) ve dies (giin) anlamina gelen iki Latince kelimenin
birlesmesinden meydana gelmis olup, yaklasik bir giinii ifade etmek i¢in kullanilir. Hiicre
donguisi, DNA hasarina cevap ve tumor baskilanmasi gibi onemli biyolojik yolaklar

sirkadiyen kontrol altindadir [43].

Bu igsel (intrensek) biyolojik saat, memelilerde hipotalamusta yer alan suprakiyazmatik
niikleusa (SCN) yerlesmis olan 6zel bir noéron toplulugu tarafindan yonetilmektedir [44].
Goze ulasan 1s1k retinal gangliyon hiicrelerinde melanopsini uyarir [45]. Melanopsin
glutamatin salimasina yol agarak membran depolarizasyonuna neden olur [46]. Ca*? sinyali
artar ve SCN’ye bir bilgi olarak gelir ve SCN’da degerlendirilerek bir osilasyon siireci
baglatir [47]. Suprakiyazmatik niikleusun baslattigi bu merkezi osilasyon hem beynin birgok
merkezinin hem de periferal organlarin 1sikla diizenlenen ritmik sirkadiyen siirecten

haberdar olmasini saglar [48].

Sirkadiyen dongiiniin bozulmas1 metabolizma, uyku-uyaniklik, endokrin diizenleme, lireme,
kardiyovaskiiler fonksiyon ve bagisiklik gibi 6nemli biyolojik siirecleri degistirir [49].
Yapilan ¢aligmalarda sirkadiyen saat mekanizmasinin hiicre dongiisii, hiicre ¢ogalmasi ve
apoptoz ile yakin bir iliski i¢inde oldugu oldugu gosterilmistir [50]. Sirkadiyen ritmin

bozulmasi, tiimdr gelisimi riskinin artmasiyla da iliskilidir [51].
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Memelilerde biyolojik saat molekiiler seviyede 9 gen/protein igermektedir: Circadian locomotor
output cycles kaput (CLOCK), Aril hidrokarbon reseptor niikleer translokator benzeri protein 1
(ARNTL) veya Beyin ve Kas ARNT-benzeri 1 (BMALL1) Bmall, Periyodl, Periyod2, Periyod3
(Perl, Per2, Per3), Kriptokroml, Kriptokrom2 (Cryl, Cry2), Timeless (TIM), CK1e [52]. Bu
molekiiller hiicresel saatte otoregiilator transkripsiyon-translasyon geri bildirim dongi
mekanizmasima sahiptir ve pozitif-negatif yonde birbirlerinin transkripsiyonuna etki ederek
transkripsiyonel bir dongii baglatirlar [44]. BMALL ve CLOCK, sitoplazmada heterodimer
olusturarak niikleusa gd¢ ederler ve Per ve Cry genlerinin transkripsiyonunu saglarlar. Per ve Cry
proteinleri kompleks halinde hiicre sitoplazmasinda gece boyunca birikir, giin i¢inde ise hiicrede
degrade olur ve boylece 24 saatlik gece/giindiiz dongiisiinde, sirkadiyen ritimle, es zamanl sekilde
ritmik dalgalanir [53]. Gece boyunca sitoplazmada biriken Per ve Cry, kazein kinaz 1 €/ (CK1
€/0) ile kompleks olusturarak niikleusa gidip kendi transkripsiyonel aktivasyonlarimi da baskilamig
olurlar. Per ve Cry’in giin i¢inde degrade olmalar1 ise bu baskilanmay1 ortadan kaldirir ve tekrar
kendilerinin transkripsiyonel aktivasyon fazina gegmelerine neden olur [53]. Bu dongiilerinin
tamamlanmasi yaklagik 24 saat siirer ve hiicresel sirkadiyen ritmin olusumunun temelini
olusturmaktadir. Dolayisiyla; geri bildirimin hiz1 ve ritmisite, bu dongiiye katilan proteinlerin
fosforilasyon durumu, stabilitesi ve niikleer lokalizasyonu ile kontrol edilir. Elde edilen ritmik
bilgi, promotdrlerinde E-kutusu veya RRE igeren saat kontrollii genlerin ritmik transkripsiyonu
yoluyla genomun geri kalanmna iletilir [54]. SKN’dan bagimsiz olarak periferal organlarda da
sirkadiyen saat genleri ritmik bir sekilde eksprese edilmektedir [48]. Farkli kanserlerde ifade

diizeyleri bozulan sirkadiyen genler Cizelge 2.2 *de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Farkli kanserlerde ifade diizeyleri bozulan sirkadiyen genler

Gen Adi ifade Degisikligi Tlgili Kanser Tiirleri Referans

CLOCK Asiri ifade, hipermetilasyon | Meme kanseri PubMed ID: 20124474 [55]

BMAL1 Disiik ifade Pankreas kanseri, PubMed ID: 36647780,

(ARNTL) hematolojik maligniteler PubMed ID: 39566400 [56,57]

PER1 Disiik ifade Meme kanseri, lenfoma, PubMed ID: 27346616 [58]
akut miyeloid 16semi

PER2 Disiik ifade Meme kanseri, lenfoma, PubMed ID: 27346616 [58]
akut miyeloid 16semi

CRY1 Asiri ifade Prostat kanseri PubMed ID: 33846572 [59]

NPAS2 Polimorfizm iliskisi Meme ve kolorektal kanser | PubMed ID: 31421905 [60]

TIMELESS | Asiri ifade Meme, servikal ve PubMed ID: 27346616 [58]
kolorektal kanser
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2.5. Kronokemoterapi

Kemoterapi ilaglarinin biyolojik saat dogrultusunda uygulanmasi, tedavi etkinliginin
zamanlamaya bagli olarak optimize edilmesini miimkiin kilar; bu yaklagim
“kronokemoterapi” olarak adlandirilmaktadir [39]. Kronokemoterapi, tedavinin tolere
edilebilirligini artirmak, tedavi planina baghligi tesvik etmek ve yasam kalitesini artirmak

i¢in ¢ok onemlidir [8].

Kronoterapétikler ilk olarak 1970'lerin basinda kanser arastirmalarinda kesfedilmistir. Bir
krono-kemoterapdotik ¢alismada, tiim farelere 24 saatlik bir siire boyunca toplam 240 mg/kg
arabinosil sitozin (ara-C) verilmistir. Endojen sirkadiyen salinimlara dayali tedavi grubuna,
her {i¢ saatte bir standart 30 mg/kg yerine, farelerin en toleransl oldugu déngiiniin baslarinda
en yiiksek dozlar verilmistir (yani, ilk dort doz, 24 saatlik dongiideki son dort dozdan iki kat
daha yiiksekti). Kronoterapotik tedavi grubundaki fareler 6nemli dl¢liide daha uzun siire
hayatta kalmakla kalmamis, ayni zamanda daha yiiksek kemoterapi dozlarina
toleranshiydilar; bagka bir deyisle, uygulama siiresinden yararlanmak daha etkili bir tedavi

tretmistir [61].

Buna gore hiicrelerimizde DNA onariminin zirvede oldugu zaman araliginda hastalara
kemoterapi verilmesinin daha yararli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bdylece, toksik yan
etkileri azaltirken kemoterapinin giiciinii kullanmak miimkiin olabilecektir. Bu durumda,

kemoterapilerde maksimum etki gozlenirken, yan etkiler en aza indirilir [62].

Cogu kanser ilaci etkisini, tiimor hiicrelerinde DNA hasar1 olusturarak gerceklestirdiginden
dolay1 sirkadiyen ritim ve DNA hasar1 arasindaki iliski daha net sekilde ortaya

konuldugunda kronokemoterapinin de kullanimi yayginlasacaktir [63].

Kemoterapdtik  ilaglarin - yam1  swra  kurtarma ajanlarinin - kronobiyolojik  olarak
uygulanmasinin koloni uyaric1 faktorler, biiyiime faktorleri, sitokinler ve diger biyolojik
tedavilerin faydasini artirmasi muhtemeldir [40]. Kanser hastalarinda bazen sirkadiyen

zaman yapisinin degistigi goriilmektedir [8].

Bugiine kadar yapilan klinik ¢aligmalar, kemoterapinin sirkadiyen ritimlere gére optimal

zamanlamasinin toksisiteyi azaltabilecegi ve daha doz yogun bir tedavinin uygulanmasina
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olanak saglayabilecegi yoniindeki klinik oncesi bulgular1 dogrulamistir [64]. Birkag
prospektif randomize ¢alismada, sirkadiyen temelli kemoterapi verilen ileri metastatik over,
mesane ve bobrek kanseri olan hastalarda daha iyi bir objektif yanit oran1 ve/veya sagkalim
gostermistir [57]. Bu klinik kanitlara ragmen, kanser kronoterapisinin insan kanser
tedavisinin sonuglarini iyilestirmek icin rutin bir arag olarak kabul edilmesi i¢in hala birgok
sorunun ¢oziilmesi gerekmektedir. Hayvan verilerine dayanarak, ilk ila¢ uygulamasi normal
ve timdr dokularinda hiicre bdlinmesinin spontan sirkadiyen ritimlerinde bozukluklara
neden olabilir veya olmayabilir. Bu durum teorik olarak hedef hiicrelerin ila¢ duyarliliginda
bir degisiklige yol agabilir. Siirekli ¢oklu giin inflizyonu ve aralikli tedavilerle yapilan ve
tekrarlanabilir sirkadiyen ve giinliik sonug farkliliklar1 gosteren klinik ¢alismalar, bu teorik
olasilig1 bir dereceye kadar hafifletmektedir [65]. Ayrica, ilaglar ayni tedavi dongiisiinde
kombinasyon halinde verildiginde, birbirlerinin optimal uygulama zamanlamasi {izerinde
karmasik etkilere sahip olabilirler. Ilerlemis over, endometrium veya mesane kanseri
tedavisi vakalarinda ii¢ veya daha fazla ilacin kombinasyonundan olusan birka¢ tedavi

dongiistiniin kullanilmasi yaygindir [39].

Apoptoz

Apoptoz, hiicrelerin fizyolojik olarak programlanmis bir sekilde 6lmesini saglayan ve
organizmada doku homeostazinin korunmasinda merkezi bir rol oynayan kontrollii bir hiicre
oliim mekanizmasidir [66,67]. Embriyonik gelisim siirecinde apoptoz, hiicre sayisinin
diizenlenmesi, gereksiz ya da hatali farklilagmig hiicrelerin elimine edilmesi ve diizgiin organ
morfogenezinin saglanmasi agisindan kritik dSneme sahiptir. Ozellikle parmaklarin olusumu
sirasinda interdijital hiicrelerin temizlenmesi gibi morfogenetik olaylarda apoptoz belirleyici

bir siiregtir [67,68].

Yetiskin bireylerde ise apoptoz, hiicre yenilenmesi ve dokusal biitlinliigilin stirdiiriilmesi ile
birlikte, bagisiklik sisteminin olgunlasmasi, inflamatuar siire¢lerin sonlandirilmasi ve DNA
hasari, oksidatif stres veya onarilamaz hiicresel disfonksiyon gibi gesitli i¢sel ve dissal
uyarilara yanit olarak hasarli hiicrelerin eliminasyonu gibi ¢ok sayida fizyolojik ve

patofizyolojik olayin diizenlenmesinde aktif rol alir [68,69].

Apoptoz, molekiiler diizeyde baslica iki yolak araciligiyla gergeklestirilir: intrinsik

(mitokondriyal) ve ekstrinsik (Sliim reseptdrii aracili) yolaklar. Intrinsik yolak, genotoksik
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stres, oksidatif hasar, DNA mutasyonlar1 veya mitokondriyal disfonksiyon gibi hiicre i¢i
sinyallerle aktive olur ve mitokondri dis membran permeabilitesinin artmasi sonucu
sitokrom c¢’nin sitozole salinmasi ile kaspaz kaskadinin baglatilmasina yol agar. Bu siirecte
Bcl-2 ailesi proteinleri, pro- ve anti-apoptotik iiyeleriyle mitokondriyal gecirgenligi kontrol
eder [68-70]. Ekstrinsik yolak ise Fas (CD95), TNF-a reseptorii gibi hiicre ylizeyindeki 6liim
reseptorlerinin ligandlarina baglanmasiyla aktive olur ve kaspaz-8’in etkinlesmesi yoluyla
apoptotik siireci baslatir [69-71]. Her iki yolak da sonunda yiiriitiicii kaspazlarin (6zellikle

kaspaz-3, -6 ve -7) aktive olmasiyla karakterize edilen hiicre 6liimiine yol agar.

Bu siireclerin bozulmasi; kanser, otoimmiin hastaliklar, ndérodejeneratif hastaliklar ve
enfeksiyonlar gibi bir¢ok hastaligin etiyopatogenezinde rol oynamaktadir. Bu nedenle
apoptoz mekanizmalarimin detayli olarak anlasilmasi, hem temel hiicre biyolojisi hem de

yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir [58-71].

Apoptoz ve Kanser

Apoptoz, karsinojeneze kars1 dogal bir hiicresel savunma mekanizmasi olarak gérev yapar.
Bu nedenle, malign neoplazmlarda apoptozun diizenleyici sinyal yolaklarinda siklikla
genetik ve iglevsel bozukluklar meydana gelir [15]. Ayrica, birgok kemoterapétik ajan hiicre
Oltimiinii apoptoz yoluyla indiiklediginden, bu yolaklarin saglamligi, tedavi etkinligini
belirleyen temel faktorlerden biridir. Apoptotik sinyal iletiminde yer alan molekiiler
bilesenler - 6liim reseptorleri (Fas, TRAIL-R), Bcl-2 ailesi proteinleri (antiapoptotik: Bcl-2,
Bcl-xL; proapoptotik: Bax, Bak), kaspazlar, apoptoz inhibitor proteinleri (IAP'lar) ve timor
baskilayicilar (p53) giiniimiizde kemoterapotik ve hedefe yonelik tedavi ajanlariin temel
hedefleri arasinda yer almaktadir [72]. Ozellikle Bcl-2 ailesi iiyelerinden antiapoptotik
proteinlerin asir1 ekspresyonu ya da proapoptotik proteinlerin baskilanmasi, kemoterapiye
kars1 hiicresel direng gelisimine yol actigi i¢in, bu proteinlerin hedeflenmesi antikanser

tedavi stratejileri agisindan biiylik 6nem tagimaktadir [71,73].

Apoptoz siirecinin ana yiiriitiiciilerinden olan kaspazlar da bu baglamda énemli hedeflerdir.
Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-8 ve kaspaz-9), ekstrinsik ve intrinsik yolaklar araciligiyla
apoptozun baslatilmasinda gorev alirken; efektor kaspazlardan kaspaz-3, hiicrenin
morfolojik olarak apoptoza girmesiyle iligskili kromatin kondensasyonu, DNA

fragmentasyonu ve sitoplazmik organel yikimi gibi olaylar yiiriitiir [74]. Yapilan ¢esitli
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deneysel ve klinik calismalarda, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3 ekspresyonunun
artirilmasinin kemoterapi ile indiiklenen apoptotik yanit giiclendirdigi ve timor hiicrelerinin
ilaglara duyarliligini artirdigi gosterilmistir [75,76]. Bu nedenle, apoptoz sinyal yolaklarinda
kaybedilen fonksiyonlarin, aday terapdtik ajanlar araciligiyla yeniden aktive edilmesi,

direncli kanser alt tiplerinde etkili bir strateji olarak degerlendirilmektedir.

ID8 fare epitelyal over kanseri hiicre hatti

ID8 fare epitelyal over kanseri hiicre serisi, Ozellikle epitelyal over kanseri (EOC)
caligmalarinda sikca kullanilan immortalize edilmis bir murin (fare) hiicre hattidir. ID8 hiicre
hatt1, ilk kez Roby ve ark. tarafindan tanimlanmistir [77]. Bu hiicre hatti, C57BL/6 disi
farelerinin normal over epitelyal hiicrelerinden tiiretilmistir. Hiicreler uzun siireli in vitro
kiilltire maruz birakilarak spontan transformasyonla immortalize edilmistir. Bu
transformasyon sonucu, 1D8 hiicreleri epitelyal morfoloji, tiimor olusumu potansiyeli ve in
vivo transplantasyonla timor olusturabilme yetenegi kazanmustir [78,79]. Bu hiicre serisi,
bagisiklik sistemi bozulmamis fare modellerinde tiimér mikrogevresini ve bagisiklik
yanitlarini incelemek i¢in olduk¢a uygundur. Temel bilimsel arastirmalarda ve preklinik ilag
testlerinde yaygin olarak kullanilmakta, timor bagisikligi, DNA onarim mekanizmalart,

anjiyogenez ve immiinoterapdtik yanitin modellenmesinde kritik rol oynar [77-79].
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Resim 2.1. ID8 hiicrelerinin morfolojik goriintiisii [80]



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullamilan Geregler
3.1.1. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

e Terazi (Precisa)

e (Coklu manyetik karigtirict (IKA)

e Ultrasonik su banyosu (Bandelin electronic)

e Sogutmali santrifiij (Hettich)

e Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectra Max M3, Molecular Devices)
e Tip Calkalama Cihaz1 (Vortex; REAMIX 2789)
e Derin dondurucu, -80°C (Sanyo)

e Derin dondurucu, -30°C (Sanyo)

e Buzdolab1 (Argelik)

e Biyogiivenlik Kabini (CLANLAF VFRS 1206)
e Karbondioksit Etiiv (Sanyo)

¢ Invert mikroskop (Zeiss)

e Inkiibator NUVE EN 500, Tiirkiye)

e Mikropipet seti 10-100-1000 pl (Brand)

e Spin Vorteks (Biosan)

e Kuru 1sitict blok (Biosan)

¢ Laminar flow kabini (Danlaf)

e Mikropipetler

o Spektrofotometre (NanodropND-1000)

e Beher (10 ml’lik)

e Manyetik balik

o Santrifijj tlipleri (50 ml ve 15 mI’lik)

e Ependorf (1,5 ve 2 ml’lik)

e Steril pipet uclari

e Steril 6’lik well plate

o Steril 96’11k well plate

e 25cm275 cm? steril hiicre kiiltiirti flasklart

15
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1 ml’lik steril insiilin enjektori

Bistiiri (21 Numara)

Pens (ISOLAB 105mm)

Patoloji numune toplama kabi1 (30 ml)

Hiicre kiiltiir flasklar1 (SPL, 96 kuyucuklu)

Light Cycler® 480 real-time PCR system (Roche)

3.1.2. Kullanilan Kkitler ve hiicre hatti

Cytotoxicity Detection Kit Plus (LDH), Roche

Pierce BCA Protein Assay Kit, (Thermo Scientific)

SensoLyte® Homogeneous AFC Caspase-3/7 Assay Kit, (Anaspec)
TriReagent RNA Isolation solution (peqGOLD TriFast)
Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit (Roche)

ID8 Fare Meme Kanser Hiicre Hatt1 (Sigma-Aldrich, SCC145)

3.1.3. Kullanmilan kimyasallar

Paklitaksel (Sigma-Aldrich)

Karboplatin (Sigma-Aldrich)

Etanol (CH3sCH20H, EtOH, Merck)
2-Propanol (Sigma Aldrich)

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; HyClone)
Fetal S1gir Serumu (FBS; HyClone)
L-glutamin (HyClone)
Penisilin-Streptomisin (HyClone)
Amfoterisin B (HyClone)

Tripsin (Biological Industries)

MTT (Sigma-Aldrich)

Dimetil siilfoksid (DMSO, Sigma-Aldrich)
RIPA Buffer (Thermo Fisher)
Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF, Merck)
PBS solution (Gibco)
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o Ketamin (Pfizer)

3.1.4. Kullamilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

PBS cozeltisinin hazirlanmasi

10 mM NaH2PO4/NazHPO4 ve 100mM NaCl karisimimin distile suda ¢oziildiikten sonra,
pH= 7.5 olacak sekilde HCI kullanilarak ayarlanmistir. Hazirlanan soliisyon +4 C°de

muhafaza edilmistir.

20 mM stok Karboplatin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Molekiiler agirligi 371.3 g/mol olan karboplatinin, 1.346 ml 20 uM olacak sekildeyken,

asagidaki yogunluk-molarite formiiliine gore hesaplanarak;

1uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 30 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM, 250 uM, 250 uM,
300 uM, 500 uM, 750 uM ve 1000 uM olacak sekilde PBS iginde ¢o6ziilerek hiicreye

uygulanirken derisimin %0,2 konsantrasyonunu gegmeyecek duruma ayarlanmstir.

10 mM stok Paklitaksel cozeltisinin hazirlanmasi

Molekiil agirligi 853.9 g/mol olan paklitakselin, 1.171 ml 10 mM olacak sekildeyken,
yukarida verilen yogunluk molarite formiiliine gére hesaplanarak 10 nM, 25 nM, 30 nM, 50
nM, 75 nM, 100 nM, 250 nM, 300 nM, 500 nM, 750 nM, 1 uM, 2 uM ve 5 uM olacak
sekilde PBS ig¢inde ¢oziilerek hiicreye uygulanirken derisimin %0,2 konsantrasyonunu

geemeyecek duruma ayarlanmistir.

%4 FBS iceren viiksek glukozlu DMEM besiyerinin hazirlanmasi

Onceden 1s1 ile inaktive edilmis 20 ml fetal dana serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), daha
sonra 5 ml 100 unit/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin, 500 pl amfoterisin B, 5 pg/ml
insulin, 5 pg/ml transferrin ve 5 ng/ml sodyum selenit ile desteklenmis ve 2 mM L-Glutamin
kullanilarak toplam hacim 500 ml olacak sekilde yiiksek glukoz iceren DMEM besiyeri

hazirlanmstir.
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MTT soliisyonu hazirlanmasi

PBS i¢inde 5mg/ml olacak sekilde 5 ml MTT stok soliisyonundan 1 ml’de 5 mg olacak

cOzdiirilmiistiir.

Kaspaz-3/7 substrat soliisyonu hazirlanmasi

Kaspaz-3/7 substrat1 (iiretici yonergesi igerik A) 50ul, 1 M 200ul DTT (E igerigi), 4.75ul

Analiz Tamponu (D igerigi) ¢cozdiiriilerek toplam hacim 5 ml olacak sekilde hazirlanmustir.

3.2. Metod ve Yontemler

Tezde kullanilan metodlar ID8 fare over kanseri hiicreleri ile in vitro ve ID8 hiicreleri ile
olusturulan allograft deneysel over kanseri fare modeli olusumu ile yapilan in vivo deneyler
olmak iizere calismamiz genel olarak iki asamadan olusmaktadir. Yapilacak deneysel

caligmalarda asagida belirtilen yontemler kullanilmistir.

3.2.1. In vitro deneyler

Hiicre kiiltiiri

Calismamizda IDS8 fare epitelyal over kanseri hiicre serisi ile ¢alisilmistir. Hiicre serisi,
Sigma-Aldrich firmasindan (SCC145) ticari olarak temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii, 2 mM
glutamin, %4 FBS, antibiyotikler (100 unit/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin), 5 pg/ml
insulin, 5 pg/ml transferrin ve 5 ng/ml sodyum selenit ile desteklenmis yiiksek glukoz iceren
DMEM besiyerinde %5 CO2’li 37 °C nemlendirilmis ortamda gergeklestirilmistir. Hiicreler
2-6 pasajdan sonra log fazindayken deney basamaklarina gegilmistir. Karboplatinin (1-1000
uM) ve paklitakselin (10 nM-5 pM) ¢esitli konsantrasyonlari tek baslarina ve birlikte 24 ve

48 saat siiresince 1D8 hiicrelerine uygulanmistir.

Hiicre canlilig1 analizi

ID8 hiicrelerine karboplatin ve paklitaksel farkli konsantrasyon ve siirelerde tek baslarina ve
birlikte uygulanmalarinin hiicre canliligina olan etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil tetrazolyum bromiir) yontemi ile belirlenmistir. Boylelikle, ajanlarin tek baslarina ve
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birlikte uygulanmalari sonucu ICso konsantrasyonlari belirlenmistir. Calismamizda
kullanilacak karboplatin ve paklitaksel fosfat buffer saline (PBS) ile konsantrasyonlarina
uygun hacimlerde ¢ozdiiriilmiistiir. Kiiltiir ortaminda PBS’in son konsantrasyonunun % 0.1'1

gegmemesine dikkat edilmistir.

Hiicreler 96°lik kiiltiir kaplarina, her bir kuyuda 2x10* olacak sekilde ekilerek bir gece
inkiibasyona birakilmis ve ardindan hiicrelere degisen konsantrasyonlarda karboplatin ve
paklitaksel uygulanmistir. Karboplatin ve paklitaksel uygulamasi sonrasi belirlenen
inkiibasyon siireleri sonunda, kuyular 100 pl taze besiyeri ile degistirilerek her bir kuyuya
MTT calisma soliisyonundan 10 pl/kuyu (5 mg/mL) olacak sekilde ilave edilmistir. 4 saat
37 °C ve %5 COz2 igeren ortamda inkiibasyon sonunda olusan formazan kristalleri 100 pl
DMSO ile ¢oziilmiistiir. Coziinen kristallerin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda
ELISA mikroplaka okuyucuda (Spectramax M3 plate reader, Molecular Devices, Silicon
Valley, California, ABD) okutulmustur. Negatif kontroller sifir absorbans degeri olarak

kullanilmistir. Deney tiim konsantrasyon ve siireler i¢in 6 kez tekrarlanmustir.

Sitotoksisite analizi

Karboplatinin ve paklitakselin tek baslarina ve birlikte uygulanmalarinin ID8 hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkisinin olup olmadiginin belirlenmesinde, hiicreden salinan laktat
dehidrojenaz (LDH) diizeyi kullanilmistir. ID8 hiicreleri, 96 kuyulu kiiltiir kaplarinda her bir
kuyuya 2x10* hiicre gelecek sekilde ekilmistir. Bir gece inkiibasyonun ardindan karboplatin
ve paklitaksel belirlenecek konsantrasyon ve siirelerde hiicrelere uygulanmustir. inkiibasyon
stireleri dolduktan sonra kiiltiir ortamindan 100 pL besiyeri alinip 96 kuyulu mikroplakanin
her bir kuyusuna eklenmistir. Ardindan, her bir kuyuya 100 uL taze hazirlanmis reaksiyon
karisimi eklenerek, 1siktan uzak bir ortamda, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra ELISA okuyucu cihaz ile 490-492 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri okunmustur. Elde edilen absorbans degerlerinden kor kontroliin absorbansi
cikartildiktan sonra, ilaglarin sitotoksisite degerinin yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmistir [Sitotoksisite (%) = (6rnek abs. — diisiik kontrol abs. / yiiksek kontrol abs. —

diisiik kontrol abs.) x 100]. Deney tiim konsantrasyon ve stireler i¢in 3 kez tekrarlanmistir.
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3.2.2. In vivo deneyler

Deneysel over kanser fare modeli

Bu calisma Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirma
Merkezinde (GUDAM), ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalt
Arastirma Laboratuvar ile Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calisma kosullar1 ve hayvan

modelinin olusturulmasi i¢in en uygun model olarak C57BL/6 fareler kullanilmistir.

Calismamizin in vitro asamasini olusturan hiicre canliligi (MTT yo6ntemi) ve sitotoksisite
(LDH) deney sonuclarinin degerlendirilmesi ve literatiiriin gozden gegirilmesi ile birlikte,
karboplatin ve paklitaksel’in in vivo uygulama konsantrasyonlari belirlenmistir. Proje
dnerimizin in vivo asamasinda, hiicre kiiltiirii ydntemi ile gogaltilan ID8 hiicreleri, (5x10°/
0,2 ml PBS i¢inde) serum igermeyen DMEM besiyeri icinde C57BL/6 farelere uygulanip
deneysel fare over kanser modeli olusturulmustur. Calismamiza baslamadan 6nce, deneysel
over kanser modelinin olusturulmasi, in vitro deney sonuglarimiz ve literatliriin gézden
gecirilmesi sonucu belirlenen ajanlara ait konsantrasyonlarin deney hayvani iizerindeki
etki/etkilerinin belirlenmesi amaciyla 6n ¢alisma yapilmis ve kosullarin optimizasyonu
saglanmistir. Buna gore, her bir grupta 2 fare (n=2), toplamda 16 fare ile 6n ¢alisma

yapilmasi planlanmistir.

Calismamizda 6-8 haftalik 20-30 gr agirliginda 80 adet disi C57BL/6 fare kullanilmigtir.
Fareler, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi (GUDAM) nden temin edilmistir. Hayvan deneyleri Gazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinarak yapilmistir (G.U.ET-21.065). 80 adet
farenin kilolar1 ortalama olacak sekilde 8 farkli gruba ayrilarak gruplandirilmistir. Fareler,
GUDAM’da deney oncesi ve deney siiresince serbest yem ve su ile beslenerek
barindirilmigtir. Deney gruplarinin yarisinin (n=40) tiim deneysel islemleri farelerin
sirkadiyen ritmine (12 saat aydinhik:12 saat karanlik) uygun olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Deney gruplarinin kalan yarisinin (n=40) tiim deneysel islemleri ise
sirkadiyen ritmin senkronize edilmesinin ardindan (12 saat karanlik:12 saat aydinlik)
gerceklestirilmistir. Farelerin senkronizasyonu, deneyler 6ncesinde en az 3 hafta boyunca ve

deneyler siiresince aydinlik-karanlik dongiisii ve diger 6nemli ¢evresel kosullarin kontrolii
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ile saglanmistir. Aydinlatma rejimi, ~100 liiks 151k yogunlugu ile 12 saat aydinlik (1s1kl1
08:00 - 20:00 arasi) ile doniisiimlii olarak 12 saat karanlik (karanlik 20:00 - 08:00 arasi)
seklinde yapilmustir [65] (Resim 3.1).

Resim 3.1. Sirkadiyen ritmi korunmus ve sirkadiyen ritmi degistirilmis C57BL/6 farelerin
deneysel barinma kosullarinin fotograflari (A)12 saat aydinlik / 12 saat karanlik
(dogal 151k) dongiisiine maruz birakilarak sirkadiyen ritmi korunmus olan
C57BL/6 fareleri ile ile; (B) 12 saat karanlik / 12 saat aydinlik dongiisiine maruz
birakilarak sirkadiyen ritmi degistirilen C57BL/6 fareleri goriilmektedir.
Aydmlatma rejimi ~100 liiks 151k yogunlugu ile 12 saat aydinlik (1s1kl1 08:00 -
20:00 arasi) ile doniisiimlii olarak 12 saat karanlik (karanlik 20:00 - 08:00 aras1)
olacak sekilde yapilmistir [65]

In vitro olarak ¢ogaltilacak olan IDS hiicre siispansiyonu (5x10°/ 0,1 ml PBS iginde) serum
icermeyen DMEM besiyeri i¢inde, her bir farenin peritoneal bosluga 30 gauge igneli bir
Hamilton siringasi kullanilarak intraperitoneal (i.p.) olacak sekilde enjekte edilmistir.
Kontralateral overe, cerrahi teknige herhangi bir doku tepkisini hesaba katmak i¢in esdeger
miktarda PBS enjekte edilmistir. Fareler, sonraki 24 saat boyunca yakindan izlenerek
iyilesmelerine izin verilmistir. Hayvanlar tartildiktan sonra haftada iki kez saglik
degerlendirmeleri yapilmistir. Literatiire gore 8-10. giiniin sonunda tiimér palpe edilip,
yaklasik boyutu 100 mm? oldugunda 6tenazi gerceklestirilmistir [81,82]. Tiimor gelisimi
belirlenen fareler, rastgele bir sekilde 8 deneysel gruba ayrilmis ve her bir grupta 10 hayvan

(n=10) olacak sekilde diizenlenmistir.
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Gruplar: 1) Sham Grubu 1, 2) Sham Grubu 2, 3) Aydmnlik dongiide tek basina karboplatin
uygulanan grup, 4) Karanlik dongiide tek basina karboplatin uygulanan grup, 5) Aydinlik
dongiide tek basina paklitaksel uygulanan grup, 6) Karanlik dongiide tek basina paklitaksel
uygulanan grup, 7) Aydinlik dongiide karboplatin ve paklitaksel uygulanan grup, 8) Karanlik
dongiide karboplatin ve paklitaksel uygulanan grup

Grup | - Sham grubu 1: ID8 fare over kanseri hiicreleri ile over kanser modeli olusturulmus
ve PBS verilen grup. Hayvanlara her dort giinde bir kez olmak iizere PBS i.p. olarak sabah

9:00’da 16 giin siiresince verilmistir (n=10).

Grup Il — Sirkadiyen dongiisii degistirilmis sham grubu 2: Senkronizasyon sonrasi dongiileri
degisen farelere ID8 fare over kanseri hiicreleri ile over kanser modeli olusturulmus ve PBS
verilen grup. Hayvanlara her dort giinde bir kez olmak tizere PBS i.p. olarak sabah 9:00°da

16 giin siiresince verilmistir (n=10).

Karboplatin ve Paklitaksel’in ¢ozdiiriilmesi i¢in PBS kullanilacagindan ve bu ajanlarin
farelere verilis yontemi (i.p. enjeksiyon) ve verilis siireleri ayn1 olmakla birlikte sirkadiyen
ritm farkliligindan dolay: farkli saat dilimlerinde uygulanmasi nedeniyle ¢alismamizda 2

farkli sham grubu kullanilmasi gerekliligi dogmustur.

Grup Il - Tek basina Karboplatin uygulanan grup: 1D8 fare over kanseri hiicreleri ile over
kanser modeli olusturulmus ve karboplatin ile tedavi edilmis grup. Hayvanlara her dort
giinde bir kez olmak tizere 16 mg/kg karboplatin [83] i.p. olarak sabah 9:00°da 16 giin

stiresince verilmistir (n=10).

Grup IV - Sirkadiyen dongiisii degistirilmis tek basina Karboplatin uygulanan grup:
Senkronizasyon sonrasi dongiileri degisen farelere ID8 fare over kanseri hiicreleri ile over
kanser modeli olusturulmus ve karboplatin ile tedavi edilmis grup. Hayvanlara her dort
giinde bir kez olmak tizere 16 mg/kg karboplatin [83] i.p. olarak sabah 9:00°da 16 giin

stiresince verilmistir (n=10).

Grup V - Tek basina Paklitaksel uygulanan grup: 1D8 fare over kanseri hiicreleri ile over

kanser modeli olusturulmus ve paklitaksel ile tedavi edilmis grup. Hayvanlara her dort giinde
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bir kez olmak tizere 20 mg/kg paklitaksel [83] i.p. olarak sabah 9:00’da 16 giin siiresince

verilmistir (n=10).

Grup VI - Sirkadiyen dongiisii degistirilmis tek basina Paklitaksel uygulanan grup:
Senkronizasyon sonrasi dongiileri degisen farelere ID8 fare over kanseri hiicreleri ile over
kanser modeli olusturulmus ve paklitaksel ile tedavi edilmis grup. Hayvanlara her dort giinde
bir kez olmak tizere 20 mg/kg paklitaksel [83] i.p. olarak sabah 9:00’da 16 giin siiresince

verilmistir (n=10).

Grup VII - Karboplatin ve Paklitaksel 'in birlikte uygulandigr grup: 1D8 fare over kanseri
hiicreleri ile over kanser modeli olusturulmus ve karboplatin ve paklitaksel ile tedavi edilmis
grup. Hayvanlara her dort giinde bir kez olmak tizere 16 mg/kg karboplatin [83] i.p. olarak
16 giin siiresince ve yine her dort giinde bir kez olmak iizere 20 mg/kg paklitaksel [83] i.p.
olarak sabah 9:00°da 16 giin siiresince verilmistir (n=10).

Grup VII - Sirkadiyen dongiisii degistirilmis Karboplatin ve Paklitaksel in birlikte
uygulandig: grup: Senkronizasyon sonrasi dongiileri degisen farelere ID8 fare over kanseri
hiicreleri ile over kanser modeli olusturulmus ve ve karboplatin ve paklitaksel ile tedavi
edilmis grup. Hayvanlara her dort giinde bir kez olmak iizere 16 mg/kg karboplatin [83] i.p.
olarak 16 giin siiresince ve yine her dort giinde bir kez olmak {izere 20 mg/kg paklitaksel

[83] i.p. olarak sabah 9:00°da 16 giin siiresince verilmistir (n=10).

Tiimor biiyiikliigii haftada iki kez kaliper ile ol¢iilerek tiimor hacmi standart formiil ile
hesaplanmistir: Genislik? X uzunluk / 2. Viicut agirhigmdaki degisiklikler her hafta
Olclilmiistiir. Deney siiresi sonunda farelere, ketamin ve ksilazin anestezisi altinda
intrakardiak kan alma ydntemiyle dtenazi uygulanmistir. Otenazi sonrasi hayvanlardan kan

ve tiimor dokularmin yani sira, karaciger, akciger, bobrek ve kalp dokulart da alinmistir.

Aktif Kaspaz-3/7 seviyesinin belirlenmesi

Timor dokusundan elde edilen lizatlardan, farelere uygulanan karboplatin ve paklitaksel’in
apoptotik yolagin onemli bir belirteci olan aktif kaspaz-3 miktarima olan etkilerinin
belirlenmesi ig¢in SensoLyte® Homogeneous AFC Caspase-3/7 Assay (AnaSpec) Kkiti

kullanilmistir. Oncelikle her bir gruptan farelerin ovaryum tdmdr dokularindan protein
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izolasyonu gergeklestirilmistir. Dokular 50-100 mg olacak sekilde eppendorf tiiplere
konulduktan sonra 500 pL soguk RIPA lysis tamponu (tampon igerisine %]1°1 proteaz
inhibitorii Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) eklenerek) eklenmis ve homojenizator
yardimiyla mekanik olarak pargalanmistir. Lizat 13.500 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek,
istte kalan silipernatant baska bir mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve analiz giinii

kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen lizatlatin i¢indeki protein miktarlarinin belirlenmesi igin BCA Protein Assay Kit
kullanilmistir. Tk 5nce BSA (bovine serum albumin) ile farkli konsantrasyonlarda (0; 0,125;
0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg/mL) standartlarin hazirlanmasi gergeklestirilmistir. Standartlarin
hazirlanmasi sirasinda ultra saf su kullanilmistir. Tiim standartlar ve ornekler 3 tekrarh
olacak sekilde 96 kuyulu kiiltiir kabma konulmustur. Kit igerisinde bulunan A ve B
cozeltileri 50:1 oraninda hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi standartlarin ve
orneklerin bulundugu her kuyuya toplam hacim 100 pl olacak sekilde eklenmistir. 37 °C’de,
30 dak. inkiibe edildikten sonra 562 nm dalga boyunda Spectramax M3 cihazi ile okuma
yapilmustir. Elde edilen absorbans degerleriyle BSA i¢in bir standart egrisi olugturulmus ve
bu egri lizerinden her bir hiicre lizatinin igindeki protein miktarinin belirlenmesi
gerceklestirilmistir.

Protein miktar1 belirlenmis 6rneklerden SensoLyte® Homogeneous AFC Caspase-3/7
Assay (AnaSpec) kitindeki protokol geregi her ornekten 150 pl alinip igerisine 50 pl
substrat soliisyonu eklenmistir. Substrat soliisyonun hazirlanmasi i¢in gerekli bilesenler

Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. 96 kuyulu kiiltiir kab1 i¢in Kaspaz-3/7 substrast soliisyonu hazirlanmasi (100

kuyu igin)
Bilesenler Hacim
Kaspaz-3/7 substrat1 (Igerik A) 500 pl
1 M DTT (igerik E) 200 pl
Analiz tamponu (i¢erik D) 4.75 ul
Toplam hacim 5mL

Substrat soliisyonu eklenmesinden sonra kiiltiir kab1 151k gormeyecek sekilde karistiriciya
yerlestirilmis ve 1 saat boyunca karistirmaya devam edilmistir. Siire sonunda floresan
yogunlugu eksitasyon/emisyon= 380/500 nm (Ex/Em) dalga boylarinda olacak sekilde

Olctim yapilmstir.
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Dokularin Histopatolojik olarak incelenmesi

Gruplar arasinda yapisal farkliliklar1 151k mikroskobik diizeyde incelemek amaciyla, siire
bitiminde alinan ovaryum dokular1 % 10 nétral formalinde 72 saat tespit edildikten sonra
rutin histolojik takip islemlerinin gegirilerek parafin bloklar elde edilmistir. Hazirlanan
paraffin bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alinmistir. Alinan kesitler etiivde 63
°C’de 2 saat deparafinize edildikten sonra % 100, % 96, % 80, % 70, % 50, azalan alkol
serilerinden gecirilmistir. 10 dk akar suda yikandiktan ve alkol uzaklastirildiktan sonra
Harris Hematoksilen soliisyonunda 10 dk tutularak akar suya alinmigtir. 10 dk akar suyun
altinda boyanin fazlasi uzaklastirilarak % 1°lik HCI soliisyonunda 1-2 dip yapildiktan sonra
kesitler tekrar akar suda yikanmistir. Lamlar, fazla su uzaklastirildiktan sonra 10 dk Eozin
solisyonunda bekletilmistir. Fazla boyay1 uzaklasgtirmak amaciyla 10 dk akar suda
yikandiktan sonra kurutularak % 50, % 70, % 80, % 96, % 100 artan alkol serilerinden
gecirilmis ve suyun kesitlerden uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan 45 dk ksilolde
bekletildikten sonra entellan ile kapatilmis ve elde edilen preparatlar Leica DCM 4000
(Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak

resimlendirilmistir.

Karboplatin ve paklitakselin tiimor dokulari lizerindeki gen ifade diizeylerine etkisi

RNA Izolasyonu ve Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) yéntemi

Deneklerden elde edilen tiimor dokusu, steril serum fizyolojik ile yikandiktan sonra DNaz
ve RNaz free 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak hizli bir sekilde sivi azot iginde
dondurulduktan sonra analizlerin yapilacagi giine kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza
edilmistir. Doku Orneklerinden Chomczynski ve ark. tarafindan tanimlanan, guanidin
isothiocyanate/phenol-kloform metodunun modifikasyonu sonucu olusan Trizol (Invitrogen,
ABD) kullanilarak homojenizatér yardimi ile homojenize edilmis ve dokudan total RNA
izolasyonu elde edilmistir [84]. Apoptozda gorev alan genlere ve sirkadiyen ritm genlerine
ait mRNA ifade diizeylerinin belirlenmesi igin dncelikle tamamlayict DNA (CDNA) eldesi
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in, “QuantiTect Reverse Transcription kit” cDNA sentez kiti
protokolii uygulanmis ve otomatik 1s1 dongii cihazinda asagida 6zetlenen deney basamaklari
gerceklestirilmistir. RNA 6rnekleri ile random hegzamerler kullanilarak 65 °C’de 10 dakika

bekletildikten sonra karisima revers transkriptaz enzimi, enzim tamponu, RNaz inhibitori,
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dNTP karisimi, DTT (dithiothreitol) eklenip sirasiyla, 29 °C’ de 10 dakika, 48 °C’ de 60
dakika ve 85 °C’ de 5 dakika inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA’lar analiz edilene kadar -
20 °C’ de saklanmustur.

Kantitatif Real Time PCR yéntemi

Gen ifade diizeyi ¢alismalar1 kantitatif Real-time PCR (qPCR) ydntemi ile CFX Connect™
Real-Time PCR System (Bio-Rad Laboratories, USA cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Sirkadiyen ritm ve hiicre 6liimii’nde gorev alan ilgili genlerin mRNA ifade diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla, ilgili genlerin mRNA’larina 6zgii primer giftleri kullanilarak CFX
Connect™ Real-Time PCR System cihazinda cogaltilmistir. Cogaltilan PCR dizisinin
Ozgiinlligiinii belirlemek ic¢in prob dizisi kullanilmistir. Her bir 20 pL’lik reaksiyona 5 pL
cDNA, Light Cycler® 480 Probes Master karisimindan 4 pL, 0.2 pL prob, herbir primerden
0.5 pL ve steril distile su eklenerek reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra, PCR kosullar
optimize edilmistir. ifade diizeylerinin normalizasyonu igin housekeeping bir gen olan Beta
actin (Actb) mRNA seviyeleri referans olarak alinmistir. Sonuglar Actb mMRNA seviyeleri
ile normalize edilerek belirlenen genlere ait ifade diizeyi kantitatif olarak belirlenmistir.
Gene 6zgii primer dizileri Cizelge 3.2’de ve Real-time PCR tepkimesi karigimini hazirlamak
i¢gin kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.3’de verilmistir. Relatif gen ifadelenmesi

sonuglar “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplanmistir [85,86].

Cizelge 3.2. Gen spesifik qPCR primer dizileri

Gen Forward primer (5’- 3°) Reverse primer (5’- 3°)
Bcl-2 GTCCCGCCTCTTCACCTTTCAG GATTCTGGTGTTTCCCCGTTGG
Bcel-xL AACATCCCAGCTTCACATAACCCC GCGACCCCAGTTTACTCCATCC
Bax GCGTGGTTGCCCTCTTCTACTTTG AGTCCAGTGTCCAGCCCATGATG
Bak AAGGTGGGCTGCGATGAGTCC GGGTCTCCTGTTCCTGCTGGTG
Casp3 AGATACCGGTGGAGGCTGACT TCTTTCGTGAGCATGGACACA
Perl CGCCTCCTTGCTACAGGTACAT GGTAGGAACAGCCAGAGGTTTC
Per2 TGTGTGCTTACACGGGTGTCCTA ACGTTTGGTTTGCGCATGAA
Clock CACCGACAAAGATCCCTACTGAT TGAGACATCGCTGGCTGTGT
Bmall CAACCTTCCCGCAGCTAACA TCCGCGATCATTCGACCTAT
Cryl CCTCTGTCTGATGACCATGATGA CCCAGGCCTTTCTTTCCAA
Cry2 AGGGCTGCCAAGTGCATCAT AGGAAGGGACAGATGCCAATAG
Actb TGACAGGATGCAGAAGGAGA GCTGGAAGGTGGACAGTGAG

Actb: Beta actin; Casp3: Caspase 3; Per: Period; gPCR: quantitative real-time PCR; PCR: polimeraz zincir
reaksiyonu
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Cizelge 3.3. Actb, Bcl-2, Bel-xL, Bax, Bak, Casp3, Perl, Per2, Clock, Bmall, Cryl ve Cry2
gen ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH.0 - 4.7 ul
Prob Master mix (X10) 1X 1.4 ul
25 mM MgCl, 4 mM 1.2 ul
Primer F 10 pmol/ul 0.5 ul
Primer R 10 pmol/ul 0.5 ul
TagMan prob 10 pmol 0.1 ul
cDNA - 2 ul

CFX Connect™ Real-Time PCR System deney programi

Nicel gercek zamanli PCR karigimlart hazirlandiktan sonra 96 kuyulu mikroplakalara
dagitildiktan sonra, {izerine dnceden elde edilen cDNA’lar eklenmistir. Mikroplakalarin
lizeri seffaf kapatici ile ortiildiikten sonra, mikroplakalar CFX Connect™ Real-Time PCR
System cihazma yerlestirilmistir. Cizelge 3.4’te belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirilmistir. Bcl-2, Bel-xL, Bax, Bak, Casp3, Perl, Per2,
Clock, Bmall, Cryl, Cry2 ve Actb genleri i¢in ayni program kullanilmistir. Reaksiyon
sonucu, hedef genlerin mRNA ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri

belirlenmistir.

Cizelge 3.4. PCR amplifikasyon programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)
Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)
Program verisi Deger
Dongiiler 50
Analiz Modu Cogalma
Sicakhik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10sn 10:00dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 20.0
Program 3. Sogutma
Program Verisi Deger
Déongiiler 1
Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon Zaman (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hiza (°C/sn) 20.0
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Istatistiksel analizler

Hedeflenen genlerin mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)”
istatistik programi ile karsilastirilmistir [85]. Veriler, “tek yonlii Anova” testiyle
karsilagtirilmis ve “SPSS 24.0” istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bulunan gruplarda farkliligin hangi
gruplar arasinda oldugunu belirlemek amaciyla Tukey c¢oklu karsilagtirma testi
kullanilmistir. Biitiin istatistiksel analizlerde *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 bulunan p

degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Karboplatin ve Paklitaksel’in Hiicre Canlihgina Etkisi

ID8 hiicre canliligt MTT deneyi ile belirlenmistir (Sekil 4.1). ID8 hiicreleri 24 ve 48 saat
boyunca karboplatin ve paklitaksel ile muamele edilmistir. 24 ve 48 saat boyunca paklitaksel’in
25-5000 nM konsantrasyonlarimin IDS hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca tek bagina uygulanmasi
hiicre canliliginda hafif bir azalmaya yol agmistir (p<0.05). 24 ve 48 saat boyunca karboplatin
uygulanmast 5 pM'ye kadar olan konsantrasyonlarda hiicrelerin canlihigmi degistirmemistir
(p>0.05). Karboplatin'in 5-75 uM konsantrasyonlarinin ID8 hiicrelerine 24 saat boyunca tek
basina uygulanmasi hiicre canliliginda hafif bir azalmaya yol agmis (p<0.05), ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda (100-1000 uM) ise anlaml diizeyde azalma goriilmiistiir (p<0.001).
Paklitaksel ve karboplatin kombine uygulamalarinin hiicre canlihig1 iizerindeki etkileri Sekil 4.1'de
gosterilmistir. 24 ve 48 saatlik uygulamadan sonra, en diisiik hiicre canlilig1 (sirastyla %54,49 ve
%46,80) 100 uM Karboplatin ve 100 uM paklitaksel kombine tedavisinde gozlenmistir.
Paklitaksel ve karboplatin’in kombine uygulamalari, ajanlarin tek baslarina kullanimina kiyasla

hiicre canliliginda daha fazla azalmaya yol agmustir.

Paclitaxel
Carboplatin

(a) ‘ (b) '

Carboplatin+ Paclitaxel

(c) _ ‘

Sekil 4.1. 5-100 uM Karboplatin (a), 1-100 uM Paklitaksel uygulanmis ID8 hiicrelerinin (b) 24 ve
48 saatlerde hiicre canlihigi. 24 ve 48. saatlerde Karboplatin ve Paklitaksel
kombinasyonunun (c) secilen konsantrasyonlarinin ID8 hiicre canlilig1 {lizerindeki
etkileri. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda *p<0.05; Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda **p<0.01; Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ***p<0.001; Carb: Karboplatin; Pac: Paklitaksel
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4.2. Paklitaksel ve Karboplatin’in Sitotoksisite Uzerine Etkisi

Karboplatin ve Paklitaksel'in ID8 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri LDH salinim
deneyi ile degerlendirilmistir. Karboplatin ve paklitaksel’in 24 saat siire ile tek baslarina ve
birlikte uygulanmalar1 ID8 hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olmamustir (p>0.05). Ancak,
48 saat siire ile tek baslarina ve birlikte uygulanmalar1 ID8 hiicrelerinde sitotoksisiteye neden
oldugu belirlenmistir (p<0.05; p<0.001). Sonuglarimiz Karboplatin ve Paklitaksel'in
kombine tedavisinin ID8 hiicrelerinde Karboplatin ve Paklitaksel'in tek baslarina sitotoksik

etkilerini 6nemli dl¢iide azalttigini gostermektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Karboplatin ve/veya Paklitaksel'in ID8 hiicrelerinde LDH salinimi ile belirlenen
sitotoksisite tizerindeki etkisi. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmigtir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda *p<0.05; Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda **p<0.01; Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ***p<0.001

4.3. Viicut Agirhiklar: ve Tiimor Hacimlerinin Degerlendirilmesi

Tiimorler tedavilerin sonunda 8 gruptan toplanmustir (Resim 4.1(A) ve 4.1(B)). Kontrol gruplari
ile tedavi gruplart karsilastirildigi zaman, tedavi gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla viicut
agirliklarinda 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir (p>0.05, Sekil 4.3 (A)). Haftalik tiimor hacmi
Olciimlerinde ise tek bagina karboplatin uygulanan grup (G3), sirkadiyen dongiisii degistirilmis tek
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basina karboplatin uygulanan grup (G4) ile tek basina paklitaksel uygulanan grup (G5), kontrol
grubu ile karsilastirildigi zaman istatistiksel anlamlilik tespit edilmemistir (p>0.05, Sekil 4.3 (B)).
Ancak, sirkadiyen dongiisti degistirilmis tek basina paklitaksel uygulanan grup (G6), karboplatin
ve paklitaksel’in birlikte uygulandig1 grup (G7) ve sirkadiyen dongiisii degistirilmis karboplatin
ve paklitaksel’in birlikte uygulandigi grup (G8) kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman timor
hacminde istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmustur (p<0.05, Sekil 4.3 (B)). Sham kontrol
gruplartyla karsilastinldiginda, tek basma karboplatin uygulanan (G3), sirkadiyen dongiisii
degistirilmis tek basina karboplatin uygulanan (G4) ile tek basina paklitaksel uygulanan (G5)
gruplarindaki timor hacim ytizdesi sirastyla (%83.75, %71 ve %68) daha diisiik oldugu ancak tiim
bu degisikliklerin anlamli diizeye ulagsmadigi goriilmiistiir (p>0.05). Buna karsilik, sirkadiyen
dongiisii degistirilmis tek basina paklitaksel uygulanan (G6), karboplatin ve paklitaksel’in birlikte
uygulandigi (G7) ve sirkadiyen dongiisii degistirilmis karboplatin ve paklitaksel’in birlikte
uygulandig1 (G8) gruplardaki tiim6r hacmi yiizdesinin (sirasiyla %57.23, %53.14 ve %45.08)
sham kontrol gruplarina kiyasla anlaml diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (p<0.05, Sekil 4.3).

Grup 1
Grup 2

Grup 3

Grup 5
Grup 6

Grup 7

=i _ 7 e s 2

Resim 4.1. ID8 hiicresi tastyan C57BL/6 farelerin temsili fotografi (A). Deney sonunda
gruplardan ¢ikarilan tiimor dokularinin fotograflar1 (B). Grup 1: ¢6ziicii kontrolii
(PBS ile tedavi); Grup 2: ¢oziicii kontrolii (PBS ile tedavi, dongiiler senkronize
edildi); Grup 3: karboplatin ile tedavi edildi; Grup 4: karboplatin ile tedavi edildi,
dongiiler senkronize edildi; Grup 5: paklitaksel ile tedavi edildi; Grup 6:
paklitaksel ile tedavi edildi, dongiiler senkronize edildi; Grup 7: karboplatin ve
paklitaksel ile tedavi edildi; Grup 8: karboplatin ve paklitaksel ile tedavi edildi,
dongiiler senkronize edildi. PBS, fosfat tamponlu salin
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Sekil 4.3. Paklitaksel ve/veya Karboplatin’in C57BL/6 farelerinde haftada bir kez 6l¢iilen
viicut agirliklar1 (A) ve tiimér hacimleri (B) iizerindeki etkileri. Olgiimler haftada
bir kez gergeklestirilmistir. Grup 1: Coziicii kontrolii (PBS ile tedavi); Grup 2:
Cozici kontrolii (PBS ile tedavi, dongiiler senkronize); Grup 3: karboplatin ile
tedavi; Grup 4: karboplatin ile tedavi, dongiiler senkronize; Grup 5: paklitaksel
ile tedavi; Grup 6: paklitaksel ile tedavi, dongiiler senkronize; Grup 7:
karboplatin ve paklitaksel ile tedavi; Grup 8: karboplatin ve paklitaksel ile tedavi,
dongiiler senkronize. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda *p<0.05; Kontrol
gruplari ile karsilastirildiginda **p<0.01; Kontrol gruplari ile Karsilastirildiginda
***n<0.001. PBS, fosfat tamponlu salin
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4.4. Tiimor Dokularinda Paklitaksel ve Karboplatin’in Kaspaz-3/7 Seviyelerine In

Vivo EtKisi

Paklitaksel ve karboplatin’in tiimér dokularinda apoptoz varligmi dogrulamak i¢in kaspaz-3/7
aktivite seviyeleri belirlenmistir. Kaspaz-3/7 aktivite seviyeleri, senkronizasyon sonrasi dongiileri
degisen farelere karboplatin (G4) ve paklitaksel (G6)’in tek bagina uygulandigi gruplar ile normal
dongiiye sahip olan karboplatin (G3) ve paklitaksel (G5)’in tek basma uygulandigi gruplarda
kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde arttig1 goriilmiistiir (p<0.05). Ancak, senkronizasyon
sonras1 dongiileri degisen farelere karboplatin (G4) ve paklitaksel (G6)’in tek bagina uygulandig
gruplar ile normal dongiiye sahip olan karboplatin (G3) ve paklitaksel (G5)’in tek basma
uygulandig1 gruplara kiyasla kaspaz-3/7 aktivite diizeyinin artmasina ragmen bu artigin anlaml
olmadigr goriilmiistiir (p>0.05). Ek olarak, kaspaz-3/7 aktivite diizeyinin kombine gruplarinda
kontrol gruplarma kiyasla dnemli Olgiide arttigi belirlenmistir (p<0.01, p<0.001). Ayrica,
senkronizasyon sonrasi dongiileri degisen farelere karboplatin ve paklitaksel uygulanan grupta
(G8) normal dongiiye sahip olan karboplatin ve paklitaksel uygulanan gruba (G7) kiyasla kaspaz-
3/7 aktivite diizeyinin anlamli 6l¢tide arttig1 goriilmiistiir (p<0.05; Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Paklitaksel ve/veya Karboplatin’in tiimor dokularindaki kaspaz-3/7 aktivite
seviyeleri lizerindeki etkileri. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmistir. Gosterilen sonuglar ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Kontrol
gruplar ile karsilagtirildiginda *p<0.05; Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
*#p<0.01; Kontrol gruplan ile karsilastirildiginda ***p<0.001; G7 grubu ile
karsilastirildiginda 7p<0.05. G1: Grup 1; G2: Grup 2; G3: Grup 3; G4: Grup 4;
G5: Grup 5; G6: Grup 6; G7: Grup 7; G8: Grup 8
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4.5. Hematoksilen - Eozin Sonuclar:

Deneysel kanser olusturulan ve PBS uygulanan sham kontrol gruplarinda, over genelinin
timor dokusundan olustugu ilgi gekmistir. Tiimor dokusunda yer yer fibroz bantlar olustugu
gozlenmistir. Kortekste az sayidaki folikiiliin kapsiil altina sikigsmis goriintiisii dikkati
¢ekerken, mevcut tim folikiillerin de dejenere oldugu belirlenmistir. Timor hiicre
gruplarinin arasinda yer yer hiyalin madde birikimi ve kapiller dilatasyon ilgi ¢ekmistir

(Resim 4.2).

Resim 4.2. (A) Deneysel kanser modeli olusturulan sham kontrol grubu. Kortekste farkli
gelisim evrelerindeki folikiiller (*), medulla (M), kapillerler (1) normal
yapilar1 ile ayird edilmektedir. (B) Deneysel kanser modeli olusturulan
sirkadiyen dongii uyumlu sham kontrol grubu. Over genelinde timor dokusu
(#), timor dokularinin arasinda fibroz batlar (F), Kortekste az sayida dejenere
folikiiller (*), kapiller dilatasyon (1) ve yer yer hiyalin madde birikimi ()
dikkati gekmektedir (Hematoksilen - Eosin X100)

Deneysel kanser modelinde paklitaksel uygulanan grupta (Resim 4.3 (A)), over timor
yayginliginin goreceli azaldigi dikkati ¢ekmistir. Bu grupta gelisimin gesitli asamalarinda
gozlenen folikiiller, kanser grubuna kiyasla olduk¢a fazlaydi. Ancak bu grupta da 6zellikle
antral folikiillerde dejeneratif degisiklikler devam ediyordu. Tiimor yayilimmin organin
medullar boélgesinde yogun olmakla birlikte perifolikiiler alanda da kismi varligi dikkat
¢ekmistir. Kapiller dilatasyonun bu bu grupta da belirgindi. Yer yer interselliiler hiyalin
birikimi de izlenmistir. Deneysel kanser modelinde sirkadiyen dongii uyumlu paklitaksel
uygulanan grupta (Resim 4.3 (B)), sirkadiyen ritim gozetilmeden uygulama yapilan gruba
benzer histomorfolojik goriiniim dikkat ¢ekmistir. Bu grupta da medullada daha yogun

olmakla birlikte perifolikiiler alanda da tiimér hiicrelerinin varlig1 belirgindi. Ozellikle antral
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folikiillerde dejenerasyon ilgi ¢ekiciydi. Kapiller dilatasyon ve hyalin birikim belirgindi
(Resim 4.3).

Resim 4.3. (A) Deneysel kanser modelinde Paklitaksel uygulanan grup. Timor dokusunun
(#) genel olarak medulla bolgesinde yogun olmakla birlikte perifolikiiler
alandada varlig1 izlenmektedir. Kortekste folikiillerin (*) goreceli arttigr ancak
cogunun dejenere oldugu, kapiller dilatasyon (1) ve yer yer hiyalin madde
birikimi (v) dikkat ¢ekmektedir. (B) Deneysel kanser modelinde sirkadiyen
dongli uyumlu Paklitaksel uygulanan grup. Timor dokusunun (4) medullada
yogun olmakla birlikte perifolikiiler alanda da oldugu goriilmektedir. Kortekste
farkli gelisim evrelerindeki folikiillerin (*) dejeneratif degisiklige sahip
olduklari izlenirken, kapiller dilatasyon (1) hiyalin madde birikimi (v) belirgin
olarak izlenmektedir (Hematoksilen — Eosin X100)

Deneysel kanser modelinde karboplatin uygulanan grupta (Resim 4.4 (A)), timér alaninin
medulla ile smirlandig1 goriilmiistiir. Kortekste gelisimin farkli evrelerindeki folikiiller
izlenmistir. Folikiillerde yogun dejenerasyon izlenmese de yer yer sekilsel bozukluk
gosterdikleri belirgindi. Medullada kapiller dilatasyon ve azalmig interseliiler hiyalin
birikimi goriilmistiir. Deneysel kanser modelinde sirkadiyen dongii uyumlu Karboplatin
uygulanan grupta (4.4 (B)), over genelinde tiimoér yayilimimin son derece sinirlandigi,
medullada dar bir alanda varlig1 dikkat ¢ekmistir. Kortekste farkli gelisim evrelerinde ¢ok
sayida folikiil ayirt edilmistir. Folikiillerin, sirkadiyen ritim goz ardi edilerek Karboplatin
uygulanan grupla karsilastirildiginda, sekilsel dejeneratif degisikligin ortadan kalktig1 dikkat
cekmistir. Kapiller dilatasyonun bu grupta géreceli azaldig1 gézlenmistir. Interseliiler hiyalin

madde birikimi izlenmemistir (Resim 4.4).
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Resim 4.4. (A) Deneysel kanser modelinde Karboplatin uygulanan grup. Tiimér dokusunun
(®#) medulla bolgesinde sinirlandigi izleniyor. Kortekste farkli gelisim
evrelerindeki folikiillerin (%) yer yer sekilsel bozukluk gostermekle birlikte
normal yapida olduklar1 dikkati ¢ekerken, kapiller dilatasyon (1) ve azalmis
miktarda hiyalin madde birikimi () goriilmektedir. (B) Deneysel kanser
modelinde sirkadiyen dongii uyumlu Karboplatin uygulanan grup. Timor
dokusunun (4) genel olarak medulla bélgesinde yogun olmakla birlikte
perifolikiiler alandada varligi izlenmektedir. Kortekste folikiillerin (*) géreceli
artti@1 ancak gogunun dejenere oldugu, kapiller dilatasyon (1) ve yer yer hiyalin
madde birikimi () dikkat cekmektedir (Hematoksilen — Eosin X100)

Deneysel kanser modelinde paklitaksel ve karboplatin’in birlikte uygulandig1 grupta (Resim
4.5 (A)), timor hiicreleri belirginligini kaybederken, over dokusu normal histomorfolojik
Ozelligi ile ay1rt edilmistir. Kortekste ¢ok sayida folikiil gézlenmistir. Ancak 6zellikle antral
folikiillerin, kontrol grubundan ayricalikli olarak dejeneratif o6zellik gosterdigi ilgiyi
cekmistir. Kapiller dilatasyonun bu grupta azaldig1 gériilmiistiir. Interseliiler hiyalin madde
birikimi izlenmemistir. Mevcut bulgular kanser modelinde ortak ila¢ kullaniminda
karboplatin’in baskin etkide oldugunu gostermistir. Deneysel kanser modelinde sirkadiyen
ritim gozetilerek paklitaksel ve karboplatin uygulanan grupta (Resim 4.5 (B)), timér
alaninin medullar bolgede sinirli kaldigi dikkati ¢ekmistir. Kortekste folikiiller belirgin
olarak izlenirken, sirkadiyen ritim gozetilmeden paklitaksel uygulanan gruba benzer
histomorfolojik goriintim dikkati ¢ekmistir. Ancak bu grupta antral folikiillerde
dejenerasyonun goreceli azaldig1, normal histolojik yapiya sahip antral folikiillerin de varlig
ilgi ¢ekicidir. Dejenere folikiillerde graniiloza katmaninda interseliiler 6dem, antruma
hiicresel dokiilme ve graniiloza katman kalinliginda degisimler belirgin olarak izlenmistir.
Bu grupta kapiller dilatasyonun azaldig1 da belirgin olarak gdzlenmistir. interseliiler hiyalin

madde birikimi izlenmemistir (Resim 4.5).



Resim 4.5. (A) Deneysel kanser modelinde paklitaksel ve karboplatinin birlikte uygulandigi
grup. Timor dokusunun (4) belirginligini ve yayginligini kaybettigi ilgiyi
cekiyor. Kortekste farkli gelisim evrelerindeki folikiillerin (%) varligi, ancak yer
yer dejeneratif degisiklige sahip olduklari izlenirken, azalmis kapiller dilatasyon
(1) goriilmektedir. (B) Deneysel kanser modelinde sirkadiyen dongii uyumlu
paklitaksel ve karboplatinin birlikte uygulandigi grup. Tiimor dokusunun (4)
medulla bolgesinde sinirlandigi izlenmektedir. Kortekste gézlenen ¢ok sayidaki
folikiilde (*) dejenerasyonun goreceli azaldigi goriiliirken, kapiller
dilatasyonda da (1) azalma ilgiyi cekmektedir (Hematoksilen — Eosin X100)

Sonug olarak kanser tedavisinde karboplatin’in paklitaksel uygulamasina kiyasla daha etkin
oldugu, bu etkinin sirkadiyen ritm gozetilerek yapilan uygulamada daha belirgin gézlendigi
dikkati c¢ekmistir. Her iki ajamin birlikte uygulandigi gruplarda ise sirkadiyen ritm
uygulamasinin, géz ardi edilen gruba karsin ¢ok etkili olmadigi, sirkadiyen ritm gozetilerek
yapilan ikili tedavide paklitaksel baskin etkinin gozlendigi dikkati ¢ekmistir. Bu bulgular
1s18inda yapilan calismada en etkili uygulamanin sirkadiyen ritm gozetilerek Karboplatin

tedavisi oldugu kanisina varilmistir.

4.6. Paklitaksel ve Karboplatin’in Apoptoz ve Sirkadiyen Ritm ile iliskili Genlerin In
vivo mRNA Seviyelerine Etkisi

Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xL, Casp3, Perl, Per2, Clock, Bmall, Cryl ve Cry2 genlerinin mRNA
ifade diizeyleri qPCR analizi ile degerlendirilmistir. Bax mRNA diizeyinin senkronizasyon
sonras1 dongiileri degisen farelere karboplatin (G4)’in tek basina uygulandigi grupta normal
dongiiye sahip olan karboplatin (G3)’in tek basina uygulandigi gruba ve kontrol gruplarina
kiyasla arttig1 goriilmekle birlikte bu artisin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Bak ve
Casp3 mRNA ifade diizeylerinin G3 ve G4 gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlaml
diizeyde arttig1 goriilmiistiir (p<0.05). Ancak, Bak ve Casp3 mRNA ifade diizeylerinin G4

grubunda G3 grubuna kiyasla anlaml1 diizeyde arttig1 goriilmekle birlikte bu artisin anlamli
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olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Bax, Bak ve Casp3 mRNA ifade diizeylerinin
senkronizasyon sonrasi dongiileri degisen farelere paklitaksel (G6)’in tek basina uygulandigi
grupta normal dongiiye sahip olan Paklitaksel (G5)’in tek basina uygulandigi gruba kiyasla
arttig1 goriilmekle birlikte bu artisin anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Bax, Bak ve
Casp3 mRNA ifade diizeylerinin G5 ve G6 gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlamh
diizeyde arttig1 goriilmiistiir (p<0.05). Yine, Bax, Bak ve Casp3 mRNA ifade diizeylerinin
kombine gruplarda kontrol gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide arttigi (p<0.05), ancak
senkronizasyon sonrast dongiileri degisen farelere Karboplatin ve Paklitaksel uygulanan
grupta (G8) normal dongiiye sahip olan Karboplatin ve Paklitaksel uygulanan gruba (G7)
kiyasla Bax, Bak ve Casp3 mRNA ifade diizeylerinin arttig1 goriilmekle birlikte bu artisin
anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Bcl-2 ve Bcl-xL mRNA ifade diizeylerinin G3 ve G4 gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla
azalig goriilmekle birlikte bu azalisin anlamli olmadig gériilmiistiir (p>0.05). Yine Bcl-2 ve Bcl-
xL mRNA ifade diizeylerinin G5 ve G6 gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla azalis goriilmekle
birlikte bu azaligin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Bcl-2 ve Bcl-xL mRNA ifade
diizeylerinin G7 ve G8 kombine gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldig
(p<0.05), ancak G8 grubunda G7 grubuna kiyasla Bcl-2 ve Bcl-xLL mRNA ifade diizeylerinin

azaldig1 goriilmekle birlikte bu azalisi anlamli olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).
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Sekil 4.5. Karboplatin ve/veya Paklitaksel 'in apoptoz ve sirkadiyen ritm ile iligkili mRNA
ifade diizeyleri lizerindeki etkileri. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmistir. Gosterilen sonuglar iic bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Kontrol
gruplar ile karsilastirildiginda *p<0.05. G1: Grup 1; G2: Grup 2; G3: Grup 3;
G4: Grup 4; G5: Grup 5; G6: Grup 6; G7: Grup 7; G8: Grup 8
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Perl, Per2, Clock ve Cry2 mRNA ifade diizeylerinin G3, G4, G5 ve G6 gruplarinda kontrol
gruplarina kiyasla artis goriilmekle birlikte bu artisin anlamli olmadig goriilmiistiir
(p>0.05). Perl, Per2, Clock ve Cry2 mRNA ifade diizeylerinin G7 ve G8 kombine
gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla onemli 6lgiide arttigi (p<0.05), ancak G8 grubunda
G7 grubuna kiyasla Per1, Per2, Clock ve Cry2 mRNA ifade diizeylerinin arttig1 goriilmekle

birlikte bu artisin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Bmall mRNA ifade diizeyinin G3, G4, G5 ve G6 gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla
azalis goriilmekle birlikte bu azaligin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Bmall mRNA
ifade diizeyinin G7 ve G8 kombine gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla énemli 6lciide
azaldig1 (p<0.05), ancak G8 grubunda G7 grubuna kiyasla Bmall mRNA ifade diizeyinin
azaldig gortilmekle birlikte bu azaligin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Cryl mRNA
ifade diizeyinin G3 ve G4 gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla azalis goriilmekle birlikte
bu azalisin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Yine Cryl mRNA ifade diizeyinin G5
ve G6 gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlamli diizeyde azalis oldugu goriilmiistiir
(p<0.05). Cryl mRNA ifade diizeylerinin G7 ve G8 kombine gruplarinda kontrol gruplarina
kiyasla 6nemli Ol¢iide azaldigi (p<0.05), ancak G8 grubunda G7 grubuna kiyasla Cryl
mRNA ifade diizeyinin azaldig1 goriilmekle birlikte bu azalisin anlamli olmadig:

gorilmistiir (p>0.05).
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5. TARTISMA

Over kanseri, kadin tireme sisteminde bulunan yumurta hiicrelerinin kontrolsiiz ¢cogalmasindan
kaynaklanan 6liimciil bir kanser tiiriidiir ve jinekolojik kansere bagli oliimlerin 6nde gelen
nedenlerinden biridir [26]. Over kanserinin prognozu, hastaligin evresine, histolojik tipine,
tiimor derecesine ve hastanin genel saglik durumuna bagl olarak degisebilir. Tedavi protokolii
sitorediiktif cerrahi ve adjuvan kemoterapidir. Sitorediiktif cerrahi total abdominal histerektomi
ve bilateral salpingoooferektomi, bulky lenf nodlarinin diseksiyonu, total omentektomi ve
peritoneal yiizeyler ve tiim metastatik lezyonlarin rezeksiyonunu kapsar [87]. Erken evredeki
bazi olgular hari¢ (evre la, gradl, grad2) tiim hastalara kemoterapi uygulanir. Genellikle
Karboplatin ve Paklitaksel gibi platin bazli ajanlar standart tedavi protokoliinii olugtururken, bu
ajanlarin uygulanmasi neoadjuvan (cerrahiden 6nce) veya adjuvan (cerrahiden sonra) olabilir.
Kemoterapi, over kanseri tedavisinde malign hiicrelerin DNA'sina dogrudan hasar vererek hiicre
6liimiinii tetikleyen temel yaklasimlardan biridir. Ancak kemoterapétik ajanlar saglikl hiicreleri
de hedef alabilmekte, bu durum sistemik toksisiteye ve hastanin yasam kalitesinde belirgin
diistise neden olmaktadir [88]. Ayrica, zamanla gelisen kemoterapi direnci, tedavi basarisini
sinirlandiran  6nemli bir engel teskil etmektedir [89]. Yeni kemoterapdtik ajanlar ve
kombinasyon stratejileri gelistirilerek tedavi segenekleri ¢esitlendirilmeye c¢alisilsa da,
geleneksel kemoterapi uygulamalarinda ilaglarin  biyolojik ritimlerden bagimsiz sekilde
uygulanmast 6nemli bir smirlilik olusturmaktadir. Kemoterapi, kanser hiicrelerinin DNA
yapisini hedef alarak sitotoksik etki gostermeyi amaclarken, ayn1 zamanda saglikli hiicrelerde
de ciddi hasarlara yol agabilmekte ve bu durum hastalarda yaygin yan etkilerin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle, kemoterapotik ajanlarin uygulanma zamaninin optimize edilmesi
amaciyla gelistirilen kronokemoterapi yaklasimi, son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir.
Kronokemoterapi, ilag uygulamasini hastanin sirkadiyen ritmine uyumlu sekilde zamanlayarak
hem tiimoér hiicrelerinde duyarlilig: arttirarak maksimum etkinlik saglanmasini, hem de saglikli
hiicrelerde olusabilecek toksik etkilerin en aza indirilmesini hedeflemektedir [39]. Bu amagla bu
tez ¢aligmasinda, fare over kanser modelinde karboplatin ve paklitaksel’in sirkadiyen ritme baglh

olarak in vitro ve in vivo etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Sirkadiyen ritim; hiicre dongiisii, DNA onarim mekanizmalari, ilag metabolizmas1 ve apoptoz
gibi bircok temel biyolojik siireci diizenlemektedir. Cesitli preklinik ve klinik ¢alismalar, bazi
kemoterapi ajanlarmin giliniin belirli saatlerinde uygulandiginda daha yiiksek timor hiicre

oldiiriictliigii ve daha diisiik sistemik toksisite ile iligkilendirilebilecegini gostermektedir [8]. Bu
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nedenle, bazi kemoterapétik ajanlarin biyolojik saate duyarli olarak farkli zaman dilimlerinde
daha etkili oldugu gosterilmistir [90]. Ornegin, platin bazli ajanlarin gece saatlerinde
uygulandiginda miyelosupresyon riskini azalttigi, ancak antitimor etkinligini korudugu
bildirilmistir [91]. Bu nedenle, over kanseri gibi kemoterapiye bagiml tedavi protokollerinde
kronoterapdtik yaklagimlar, hem tedavi basarisini artirabilecek hem de hastalarmn yasam

kalitesini iyilestirebilecek potansiyel bir strateji olarak degerlendirilmektedir [92].

Karboplatin ve Paklitaksel, farkli hiicresel hedeflere etki eden kemoterapdtik ajanlar olup,
kombine kullammlarmm daha etkili ve kapsamli bir antitimér yanit saglayacagi
diistinilmektedir. Ancak caligmamizda elde ettigimiz bulgular, bu iki ajanin birlikte
uygulanmasimin, ID8 over kanseri hiicrelerinde her iki ilacin da tek basina gosterdigi sitotoksik
etkinin anlamh diizeyde azaldigim gostermektedir. Ozellikle sirkadiyen ritme uygun olarak
yapilan tedavi uygulamalarinda, kombinasyonun beklenen sinerjistik etkisinin ortaya ¢ikmadigi,
aksine etkilerin birbiriyle dengelenerek toplam tedavi etkinliginin azaldigi gézlenmistir. Bu
sonug, Printezi ve arkadaglarmin (2022) kronomodiile kemoterapi ile ilgili sistematik
derlemesinde sunulan bulgularla paralellik gostermektedir. S6z konusu derlemede, farkli
kemoterapi ajanlarinin sirkadiyen ritme uygun olarak uygulanmasinin toksisiteyi azaltabilecegi,
ancak tedavi etkinliginin ilag kombinasyonlarinda karmasik bir hal alabilecegi vurgulanmistir
[93]. Dolayisiyla, ¢alismamizda da saptandigi {izere, karboplatin ve paklitaksel’in birlikte
uygulanmasmin sirkadiyen ritme bagl olarak tek basina uygulanan ilaglara kiyasla daha az
sitotoksik etki yaratmasi, kronomodiile kemoterapi uygulamalarinda ila¢ kombinasyonlarinin
dikkatle degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, tedavi rejimlerinin
kisiye ve biyolojik ritme 6zgii olarak yeniden tasarlanmasinin gerekliliine isaret etmektedir.
Ancak literatiir taramasi yapildigi zaman mevcut ¢alismalarin higbirinin, in vitro ve in vivo
modellerde paklitaksel ve karboplatin uygulamasini sirkadiyen ritme goére kronoterapdtik
zamanlama ile degerlendirmedigi goriilmiistiir [94-96]. Bir ¢alismada, paklitaksel + karboplatin
+ 5-FU kombinasyonunda kronomodiile uygulamanin etkili olabilecegine yonelik retrospektif
klinik analiz sunulmasina ragmen, ¢alisma sadece hasta verileri lizerine yapilmis olup preklinik
model icermedigi goriilmiistiir [97]. Yine benzer sekilde yapilan bir bagka deneysel model
calismasinda A2780 xenograft fare modelinde paklitaksel ve karboplatin’in birlikte
uygulanmasmin tiimor kiiciiltiicii etkisi, erken FDG/FLT-PET ile dogrulanmistir. Fakat bu
caligma ilag zamanlamasinin sabah/aksam seklinde karsilastirilmadigi ve standart araliklarla doz
uygulamasi yapilan bir ¢alismadir [98]. Ortotopik fare modellerinde (HeyA-8, SKOV3.ipl)
yapilan bir baska calismada ise paklitaksel ve karboplatin’in birlikte tam doz uygulandiginda
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tiimor kontroliiniin ve sagkalim artisinin oldugu, ancak kronoterapi tiirii zamanlama stratejisinin

uygulanmadigi gortlmiistiir [99].

Literatiirde over kanserinde paklitaksel ve karboplatin kombinasyonunun belirli saatlerde
uygulanarak degerlendirildigi herhangi bir faz ¢alismasi da bulunmamakla birlikte, Kanabrocki
ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada tek vaka raporunda, over hastasinda adriamisin ve cis-
platin sabah/aksam, ardindan 6gle saatlerinde Taksol uygulamasinin CA-125 diizeylerinde
diistise neden oldugu goriilmiistiir [100]. Yine yapilan bir baska faz 3 ¢alismasinda, haftalik
paklitaksel ve 3 haftada bir uygulanan karboplatin tedavisinin daha iyi yasam kalitesi ve daha az
toksik etki ile iligkilendirildigi goriilmiistiir [101]. Sharma ve arkadaslarinin yaptiklari bir diger
calismada ise, platin direngli tekrarlayan over kanseri hastalarinda genisletilmis haftalik doz
yogunlugu yaklasiminin umut verici sonuglar verdigi ve hastalarda olusan yan etkilerin tolere

edilebilir diizeyde oldugu goriilmiistiir [102].

Calismamizda sirkadiyen ritme uygun olarak karboplatin ve paklitakselin birlikte uygulandig:
gruplarda Perl ve Per2 mRNA ifade diizeylerinin kontrol gruplarina gore kiyasla anlamli bir
artis izlenmistir. Ozellikle sirkadiyen ritme uygun olarak karboplatin ve paklitakselin birlikte
uygulanan grubunda senkronizasyon sonrasi dongiisii degismesine ragmen Perl ve Per2 mRNA
ifade diizeylerindeki artig dikkat ¢ekicidir. Bu bulgu, kemoterapinin hiicre diizeyinde sirkadiyen
saat genlerini etkileyebilecegini ve bu etkinin ritim degisikliginden bagimsiz olarak da ortaya
cikabilecegini diistindiirmektedir. Wang ve arkadaslarmin calismasinda gece vardiyasinda
calisan hastalarda Perl ve Per2 genlerinin mRNA ifade diizeylerinin azaldigi, buna karsilik
programlanmig hiicre Oliimiiyle iliskili bazi belirteclerin ve bagisiklik sistemiyle iligkili
proteinlerin (IL-6, PD-1, PD-L1) mRNA ifade diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica, bu
degisimlerin PI3K/Akt sinyal yolunu ve bagisiklik faktorlerini etkileyerek kemoterapiye karst
olumsuz etki yarattig1 da rapor edilmistir [103]. Caligmamizda ise, her iki kemoterapi uygulama
kosulunda da (karboplatin ve paklitakselin birlikte uygulanan ve sirkadiyen ritme uygun olarak
karboplatin ve paklitakselin birlikte uygulanan gruplarda), Perl ve Per2 mRNA ifade
diizeylerinde artis izlenmesi, bu genlerin kemoterapiye duyarlilikta olumlu bir rol
oynayabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte, literatiirde Per genlerinin hiicre
dongiisiinde ve tiimor baskilanmasinda 6nemli islevlere sahip oldugu, Per kaybmin pl6
aktivasyonunu ve sirkadiyen hiicre dongiisii gecisini ortadan kaldirarak timor hiicrelerinde
kontrolsiiz ¢ogalma ve ilag direnci gelisimine yol agabilecegi gosterilmistir [103]. Bizim

caligmamizda saptanan Perl ve Per2 mRNA ifade diizeylerindeki artis, 6zellikle kombinasyon
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tedavisi uygulanan gruplarda (hem normal hem de sirkadiyen ritmi degistirilmis kosullarda) ilag

direnciyle miicadelede ve tiimor kontroliinde potansiyel bir avantaj sunabilir.

Sirkadiyen ritimdeki bozukluklara hiicrenin cevab1 DNA hasar1 seklinde olmaktadir. Apoptoza
duyarliligin artmas1 kanser tedavisinin etkinliginde farkliliklara neden olabilmektedir. Cry1/2
(sirkadiyen ritmi diizenleyen genler) ve p53 (tiimor baskilayict gen) mutasyonu olan tiimorler,
sadece p53 mutasyonu olan tiimorlere gore kemoterdpatik ilaglara daha duyarhidir [104].
Tedavide Cry gen baskilayicilart kullanimi kemoterapinin etkinligini artirabilmektedir [105].
Bizim ¢alismamizda, karboplatin ve paklitaksel’in birlikte uygulandigi ve sirkadiyen ritme
uygun olarak karboplatin ve paklitakselin birlikte uygulandig: gruplarda kontrol grubuna gore
Cryl mRNA ifade diizeyi azalmistir. Bu gen ifadesinin ve aktivitelerinin degerlendirilmesi
kanser tedavisinin hem etkinligini artirmak hem de bireysel tedavi stratejilerini optimize etmek

icin potansiyel firsatlar sunabilir.

Calismamzda Bmall mRNA mRNA ifade diizeyinin karboplatin ve paklitaksel’in birlikte
uygulandig: ve sirkadiyen ritme uygun olarak karboplatin ve paklitakselin birlikte uygulandig:
gruplarda kontrol gruplarina kiyasla 6nemli 6lglide azaldig1, ancak sirkadiyen ritme uygun olarak
karboplatin ve paklitaksel’in birlikte uygulandig: grupta karboplatin ve paklitaksel’in birlikte
uygulandig gruba kiyasla Bmall mRNA ifade diizeyinin azaldig1 goriilmekle birlikte bu azaligin
anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, Bmall geninin kemoterapiye yanit ve sirkadiyen
ritimle iligkili biyolojik stireclerdeki roliinii vurgulayan literatiirle uyumludur. Tang ve
arkadaglarinin dil skuamoz hiicreli karsinom (TSCC) {izerine yaptiklar1 calismada, Bmall mMRNA
ifade diizeylerinin tiimor dokularinda azaldigi ve bu azalisin tiimor gelisimini tesvik ettigi
gosterilmigtir.  Aym1  ¢alismada, Bmall'in overekspresyonunun hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigi, ayrica paklitaksel tedavisine duyarliligi artirdig
bulunmustur. Bu bulgular, Bmall'in tiimor baskilayici bir gen olarak islev gordiigiinii ve
kemoterapi etkinligini artirabilecegini gostermektedir [106]. Benzer sekilde, Niu ve arkadaglarimin
kolorektal kanser hiicrelerinde yaptiklar1 galismada, Bmal1'in pirimidin metabolizmasi yoluyla 5-
fluorourasil (5-FU) etkinligini artirdigi gosterilmistir. Bu ¢alisma, Bmall'in kemoterapiye
duyarlilig1 artirict bir rol oynayabilecegini ve sirkadiyen ritme dayali tedavi stratejilerinin dnemini
vurgulamaktadir [107]. Ayrica, Guo ve arkadaslarmn kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) iizerine yaptiklari ¢aligmada, immiin kontrol noktast inhibitérlerinin (ICIs) sirkadiyen
ritme gore uygulanmasinin tedavi etkinligini etkiledigi gosterilmistir. Bu caligmada, sabah

saatlerinde uygulanan ICIs tedavisinin tiimér biiytimesini daha fazla inhibe ettigi ve bu etkinin
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BMALL ve PER2 mRNA ifade diizeyinin artisiyla ve PD-L1 seviyesinin azalmasi ile iliskili
oldugu bulunmustur [108]. Bu literatiir bulgulari, ¢alismamizda gozlemlediginiz Bmall mRNA
ifade diizeyindeki azalma ile uyumludur ve Bmall'in over kanseri tedavisinde kemoterapiye yaniti
etkileyebilecek Onemli bir biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. Sirkadiyen ritmin
bozulmasi, Bmall mRNA ifade diizeyini daha da azaltarak kemoterapi etkinligini olumsuz yonde
etkileyebilir. Bu nedenle, Bmall'in mMRNA ifade diizeylerinin izlenmesi ve sirkadiyen ritme uygun
tedavi zamanlamalarinin belirlenmesi, over kanseri tedavisinde daha etkili ve kisisellestirilmis

yaklasimlar gelistirilmesine katki saglayabilir.

Over kanseri gibi malign timorlerde apoptoz diinya ¢apinda kanser tedavisi tizerinde énemli bir
etkiye sahiptir. Ozellikle kemoterapi ve radyoterapi kanser hiicrelerini hedef alarak apoptozu
indiiklemeyi amaglar. Kaspazlar apoptozda rol oynayan enzimlerdir. Kaspaz-3/7 aktivasyonu
kanser hiicrelerinin apoptoz yoluyla dSlimiinii tesvik edebilir. Bu sebeple over kanserinde
kullanilan ilaglarin kaspazlarin aktivitesini artirmasi beklenmektedir. Kronokemoterapi tiimor
hiicrelerinin en hassas oldugu dénemde verilirse Kaspaz-3/7 nin daha etkili bir sekilde aktive
edilmesi saglanabilir. Caligmamizda Kaspaz-3/7 aktivite seviyeleri, senkronizasyon sonrasi
dongiileri degisen farelere karboplatin ve paklitaksel’in tek basina uygulandigi gruplar ile
normal dongiiye sahip olan karboplatin ve paklitaksel’in tek basina uygulandigi gruplarda
kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde arttig1 goriilmiistiir. Ayrica, senkronizasyon sonrast
dongiileri degisen farelere karboplatin ve paklitaksel uygulanan grupta normal dongiiye sahip
olan karboplatin ve paklitaksel uygulanan gruba kiyasla kaspaz-3/7 aktivite diizeyinin anlamli
olgiide arttigi goriilmiistiir. Ozellikle sirkadiyen ritmin degistirildigi kosullarda uygulanan
karboplatin ve paklitaksel’in, kaspaz-3/7 aktivitesini artirdigi ve bu etkinin normal dongiide
tedavi edilen gruplara kiyasla daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Bu durum, kemoterapi
yanitinda biyolojik ritmin dikkate alinmasinin, tedavi basarisini artirabilecek 6nemli bir strateji
olabilecegini diistindiirmektedir. Bu sonuglar, literatiirdeki bazi c¢aligmalarla paralellik
gostermektedir. Ornegin, Albuquerque ve arkadaslarinin 2023 yilinda yayinladigi bir ¢alismada,
sirkadiyen ritmin paklitaksel tedavisinin etkinligi lizerindeki etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada,
paklitaksel'in belirli zaman dilimlerinde uygulanmasinin, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinde
artisa yol actigi ve bunun da apoptozu uyardigi gosterilmistir. Ayrica, Bmall geninin
susturulmasinin, paklitaksel'in hiicre i¢i alimini ve apoptozu azalttigi bulunmustur [109]. Bu
bulgular, sirkadiyen ritmin kemoterapi etkinligi iizerinde 6nemli rol oynadigin1 ve tedavi

zamanlamasinin optimize edilmesinin tedavi bagarisini artirabilecegini gostermektedir.
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Caligmamzda, kronokemoterapinin over kanseri tiimor dokusunda anlaml morfolojik degisikliklere
yol agtifi gbzlenmistir. Sirkadiyen ritme uyumlu olarak uygulanan kemoterapi, timér yayilimini
belirgin sekilde smirlandirmus, kortekste normal folikiil yapilarmm korunmasini saglamis ve
dejeneratif degisikliklerin azalmasina neden olmustur. Ayrica, tiimér dokusunda fibroz bantlar,
hyalin madde birikimi ve kapiller dilatasyon gibi patolojik bulgularin da azaldigi izlenmistir. Bu

degisiklikler, tiimor invazivitesinin azalmasina ve tedaviye yanitin artmasina isaret etmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda da, kemoterapi sonrasi over kanseri tiimor dokularinda benzer
sekilde stromal fibrozis, hyalin degisiklikler ve vaskiiler degisiklikler gibi cesitli histopatolojik
bulgularin tedavi yanmitinin degerlendirilmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir [110]. Ayrica,
giincel bir ¢alismada, tiimorle iligkili fibrozisin over kanserinin invazyonu ve peritoneal
yayiliminda rol oynadig1, stromal yapinin ve fibroz bantlarm yeniden diizenlenmesinin tiimoriin
agresifligiyle dogrudan iliskili olabilecegi gosterilmistir [111]. Bu nedenle, sirkadiyen ritme
uygun zamanlanmig kemoterapinin tiimér dokusunda olusturdugu olumlu morfolojik

degisiklikler, hastalarin prognozu agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu tez calismasmin bazi kisitliliklart da bulunmaktadir. Oncelikle, elde edilen sonuglar bir
hayvan modeli (ID8 fare over kanser hiicreleri) temelinde degerlendirilmistir; bu nedenle
bulgularin insan kanser biyolojisine dogrudan genellenmesi kisithdir. Ayrica, sadece belirli doz
ve zaman araliklarinda ¢alisilmis olup, farkli dozlarin ve alternatif kemoterapi ajanlarinin etkileri
degerlendirilmemistir. Caligmada yalnizca belirli sirkadiyen gen ifade diizeyleri ve apoptoz
belirtegleri incelenmistir, diger potansiyel hiicre 6liim yolaklar: analiz edilememistir. Ayrica,
sirkadiyen ritmin insanlardaki fizyolojik ve cevresel etkilerle ¢ok daha karmasik oldugu
unutulmamalidir. Tiim bu nedenlerle, bulgularimizin translasyonel potansiyelinin

degerlendirilmesi ve klinik uygulamalara entegrasyonu i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Sonu¢ olarak, calismamizda elde edilen bulgular, kemoterapi zamanlamasmin klasik
uygulamalara gore optimize edilmesiyle, tedavi etkinliginde anlaml artiglar saglanabilecegini
gostermektedir. Ancak, arastrmamizin hiicre ve hayvan modeli ile sinirli olmasi, insanlarda
dogrudan benzer sonuglarin elde edilebilecegi konusunda temkinli olunmasini gerektirmektedir.
Sonuglarimiz, paklitaksel ve karboplatin’in sirkadiyen ritme uygun sekilde uygulanmasi over
kanser tedavisi i¢in umut verici bir terapotik strateji olabilir. Son olarak, paklitaksel ve
karboplatin’in  gelecekteki calismalarda farkli over kanseri modellerinde arastirilmasi

Onerilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bulgularimiz, kemoterap6tik ajanlarin etkinliginin yalnizca uygulanan ilacin tiiriine degil,
ayn1 zamanda uygulama zamanlamasinin biyolojik ritme uygunluguna da bagli olabilecegini
gostermektedir. Ayrica ¢alismamiz paklitaksel ve karboplatin gibi kemoterapi ajanlarinin
uygulanma zamanlamasinin, over kanseri tedavisinde tiimdr yaniti ve apoptoz
mekanizmalar tizerinde anlamli bir etki olusturabilecegini ortaya koymaktadir. Sirkadiyen
ritme uygun sekilde planlanan kemoterapotik uygulamalar, hem molekiiler diizeyde apoptoz
yanitin1 artirmakta hem de timor dokusunda morfolojik iyilesmeler saglayarak tedavi

etkinligini olumlu yonde etkileyebilmektedir.

Gelecekteki arastirmalarda, farkli kanser tiirleri ve ¢esitli kemoterapi kombinasyonlarinda
kronokemoterapinin etkinligi incelenmeli, klinik caligmalar ile laboratuvar bulgulari
dogrulanmalidir. Uzun dénem sagkalim, niiks oranlar1 ve yasam kalitesi gibi parametreler
tedavi zamanlamasi acisindan degerlendirilmeli, bireysellestirilmis tedavi yaklasimlarinda
hastalarin sirkadiyen biyolojisi mutlaka dikkate alinmalidir. Sonuglarin translasyonel
degerinin ortaya konmasi igin ileri molekiiler analizlere ve klinik faz ¢aligmalarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢ercevede, kemoterapi uygulamalarinin biyolojik saat ritmine gore
diizenlenmesi, over kanseri ve diger malignitelerde daha etkili ve yan etkisi diisiik tedavi

protokollerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.
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