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Ozet

Amag: Serviks kanseri, dinya capinda dordinci en yaygin
kanser olmakla birlikte jinekolojik kanserler icinde 6nde gelen
olim nedenidir. Neferin, Nelumbo Nucifera'nin tohum
embriyosundan izole edilen bir bisbenzilizokinolin alkaloididir.
Calismalar, neferinin ¢esitli insan kanser hucreleri tzerinde
antikanser etkileri oldugunu géstermistir. Neferin, kanser
hiicrelerinde cesitli mekanizmalarla apoptozu indiikleyebilir. Bu
yazida, dogal bir bilesik olan neferinin HelLa hiicreleri
tzerindeki apoptotik etkilerini géstermeyi amacladik.

Gereg ve Yontem: Bu deneysel ¢alismada 1 adet insan servikal
kanser hiicre hattt serisi ve kontrol grubu olarak 1 adet insan
embriyonik bébrek hiicre hatti serisi kullanildi. Hiicre kiltiirleri
Amerikan Tipi Kultir Koleksiyon’undan elde
edilmistir.Neferinin maksimal inhibisyon konsantrasyon dozunu
saptamak  icin  3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum
bromir testi yapildi. Apoptotik genlerin ve antiapoptotik
genlerin ekspresyon seviyeleri gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu ile tespit edildi. Calisma triplicate olarak tekrar
edildi.

Bulgular: Neferinin insan servikal kanser hicrelerinin
canliligint inhibe ettigi maksimal inhibisyon konsantrasyon dozu
20 mikromol olarak belirlendi. Ayrica, Neferin apoptotik
genlerin seviyesini arttirirken, antiapoptotik genlerin seviyesini
azaltmistir.

Sonug: Neferin insan servikal kanser hucreleri tzerinde
apoptotik genlerin expresyonunu aktive ederek apoptozisi
indiklemistir .

Anahtar Kelimeler: Apoptoz; servikal kanser;
bisbenzilizokinolin; Hel.a hiicresi.

Girig

Abstract

Introduction: Cervical cancer is the fourth most common
cancer in worldwide and the leading cause of death among
gynecological cancers. Neferine is a bisbenzylisoquinoline
alkaloid isolated from the seed embryo of Nelumbo Nucifera.
Studies have shown that Neferine has anticancer effects on a
variety of human cancer cells. Neferine can induce apoptosis in
cancer cells by various mechanisms. In this article; we aimed to
show the apoptotic effects of neferin, a natural compound on
HelLa cells.

Materials and Methods: In this experimental study, 1 human
cervical cancer cell line and 1 human embryonic kidney cell line
as a control group were used. Cell cultures were obtained from
the American Type Culture Collection. 3-4,5-dimethyl-thiazolyl-
2,5-diphenyltetrazolium bromide test was performed to
determine the maximal inhibition concentration dose of neferin.
Expression levels of apoptotic genes and antiapoptotic genes
were determined by real-time polymerase chain reaction. The
study was repeated in triplicate.

Results: The maximal inhibition concentration dose at which
neferin inhibited the viability of human cervical cancer cells was
determined as 20 micromol. Also, Neferin increased the level of
apoptotic genes while decreasing the level of antiapoptotic
genes.

Conclusion: Neferin induced apoptosis by activating the
expression of apoptotic genes on human cervical cancer cells.

Keywords: Apoptosis; cervical cancer; bisbenzylisoquinoline;
HeLa cell.

kullanilan kemoterapétikler, kanser hiicrelerinin
yant sira saglikli hicreleri de etkiler. Bu nedenle
saglikli htcreler icin daha az toksik olabilecek
bitkisel  tedavi yo6ntemleri  arastirilmaktadir.
Yizyillardir bitkisel ilaglar farmakolojik

Serviks kanseri, ileti cerrahi ve tibbi tedavilere
ragmen jinekolojik kanserler arasinda halen en
olimcul kanser tirlerinden biridir. Ileri evrelerde
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etkilerinden  dolayt  hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmisgtir. Bitkisel tedavi yontemleri
kemoterapiye gore daha az yan etki profiline
sahiptir. Dogal bilesikler, kanser 6nleyici aktiviteye
sahip olabilir. Apoptoz, timér hicrelerinde hiicre
o6lumiyle sonuclanan hiicre stresinin hiicreyi yok
edici bir stirecidir. Dogal maddeler farmakolojik
etkileri ile cesitli mekanizmalar lzerinden
apoptozu indukleyebilir ve ¢esitli kanserlerde
tedavi icin kullanilabilir (1). Dogal bilesiklerden
biri olan neferin; antitimoéral, antidepresan,
antioksidan, antiinflamatuar ve noéroprotektif
Ozelliklere sahip oldugu bildirilen Nelumbo
Nucifera tohum embriyosundan elde edilen bir
bisbenzil izokinolin alkaloididir (2,3). Neferin’ in
coklu ila¢ direncini tersine ¢evirip, sisplatin gibi
kemoterapStik  ajanlarin antitimoér  etkisini
giclendirebilecegi bildirilmistir (4). Neferin, farkls
kanser hiicrelerinde apoptozu bir¢ok farklr sekilde
indtkleyebilir.  Poormina ve ark. (5) neferinin
sertbest oksijen radikalleri tzerinden akciger
kanseri htcrelerinde apoptozu indukledigini ve
p38 MAPK yolunu aktive ederken,
PI3K/AKT/mTOR yolunu down regile ederek
kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limint
baslatabilecegini bildirmislerdir. Literattrde
neferinin; meme kanseri, akciger kanseri, glioma,
serviks  kanseri, ndéroblastom  gibi  cesitli
kanserlerde  kaspaz-3,  kaspaz-9 ve  Bax
ekspresyonunun up regilasyonunu ve Bcl-2
expresyonunun down regilasyonunu saglayarak
apoptoza neden oldugu gésterilmistir (3,6-9).
Ayrica neferinin  HEP G2 hicrelerinde de,
apoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirirken,

antiapoptotik  proteinleri azaltti§t bildirilmistir
(10). Bu c¢alismada, dogal bir alkoloid olan
neferinin serviks kanseri hitcre hattt (HeLa)

tizerinde canliigi inhibe ederken ayni zamanda
g6sterdigi apoptotik etkiler arastirilmistir.

Gerecg ve Yontem

Bu deneysel c¢alisma 2019-2021 yillari arasinda
Selcuk  Universitesi ~ Tip  Fakiiltesi  Klinik
Arastirmalar Etik kurulundan 16/01/2019 tarihli
25 numarali karar1 ile Konya Ticaret Odasi
Karatay Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi. Hela
hiicrelerinde neferinin apoptoz etkilerini saptamak
amaciyla, efektif maksimal inhibisyon
konsantrasyon  dozu  (IC50)  degerlendirildi.
Apoptotik antiapoptotik  gen ckspresyon
seviyelerini  incelemek icin apoptoz  yolagi
tzerindeki intrinsik elementlere gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (qQPCR) uygulandi.

ve

Hiicre Kiltiirii: Calismamizda 1 HelLa hiicre hattt
ve kontrol grubu olarak 1 insan embriyonik
bobrek hiicre hattt (HEK293) kullanildi. Hela
hiicre hatti, Amerikan Tipi Kiultar
Koleksiyon’undan (ATCC) elde edildi. Hela
hiicresi %10 fetal bovin serumu (FBS) (Sigma-
Aldrich, Almanya) ve %5 CO; ile 37 °C' de
nemlendirilmis bir inktibatorde %1
penisilin/streptomisin  antibiyotiklerini  iceren
Dulbecco'nun Modifiye Eagle Mediumu (DMEM)
icinde kiltiire edildi. Hicreler flask ylizeyinin %80
ile %90" 1n1 kapladiginda pasajland: ve saklandu.

MTT Proliferasyon Analizi: Servikal kanser
hicresinde canlilik ve neferinin etkin IC50 dozu

icin  standart bir yoéntemle  3-4,5-dimethyl-
thiazolyl-2,5-diphenyltetrazolium  bromide test
(MTT) proliferasyon analizi yapildi. Hela

hiicreleri, 96 oyuklu plakalarda (~4.5-5x103 hiicre)
well oyugu basina 100 pl taze kiltiir besiyeri ile
ekildi. Hicreler 48 saat kultire edildikten sonta,
neferin well oyuklarina 24, 48 ve 72 saat igin
ayarlanmis dozlarda 5 pM, 10 uM, 12.5 pM, 20
uM, 225 uM, 25 puM, 30 pM ve 50 uM
konsantrasyonda muamele edildi. Neferinle
muamele edilen ve muamele edilmeyen kontrol
hicreleri, 10 pl 12mM MTT solisyonu (Sigma-
Aldrich, Almanya) ile muamele edildi ve 4 saat
boyunca 37°C' de inkibe edildi. Daha sonta
karanlik bir hiicre kuiltir ortaminda besiyeri
ortamdan uzaklastirildi. Oyuklara dimetilstlfoksit
(DMSO) 50 ul ilave edildi ve kristal mavisi
eriyikleri ¢c6zmek icin 20 dakika hafifce ¢alkalandi.

575 nm'de absorbans, Multiskan SkyHigh
Mikroplaka Spektrofotometresi (Thermo Fisher
Scientific, ~ Waltham,  Massachusetts, ABD)

kullanilarak kaydedildi ve neferinin I1C50 dozu 20
uM olarak belirlendi.

IC50 Etken Dozunun Hiicrelere Uygulanmasi,
Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi: Hel.a
ve HEK 293 hucreleri, bir hicre kultura
ortaminda 20 pM neferin etken IC50 dozu ile
muamele edildikten 48 saat sonra tekrar isleme
tabi tutuldu. Kontrol grubu dahil tim hicre
gruplart  trizol (Sigma-Aldrich), kloroform ve
izoamil alkol yo6ntemi uygulanarak klasik RNA
izolasyon prosedirine tabi tutuldu. RNA peleti,
%75 etanol (%96, v/v) ile ¢okeltildi ve ntkleaz
icermeyen su icinde ¢6zuldi. cDNA' lar, Ureticinin
talimatlarina  gére 1 pg' ye esitlenmis total
RNA'lardan RevertAid First Strand cDNA Sentez
Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak
Ureticinin talimatlarina gére sentezlendi.
Kantitatif = Real Time PCR (qPCR):
QuantStudio™3 Real Time PCR sistemi (Applied
Biosystems) ile ti¢ kopya halinde tiim genler icin

Van Tip Derg Cilt:29, Say1:4, Ekim /2022

402



Tablo 1: qPCR analizi i¢in kullanilan primerlerin niikleotid dizileri

Gen Oligoniikleotid sekans (5'-3") Amplikasyon boyut
Bax F-CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG 155
R-CCAGCCCATGATGGTTCTGAT
Bad F-CCCAGAGTTTGAGCCGAGTG 249
R-CCCATCCCTTCGTCGTCCT
Bak F-CATCAACCGACGCTATGACTC 192
R-GTCAGGCCATGCTGGTAGAC
p53 F-CAGCACATGACGGAGGTTGT 125
R-TCATCCAAATACTCCACACGC
Bel.2 F-GGTGGGGTCATGTGTGTGG 89
R-CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC
Bel XL F-GAGCTGGTGGTTGACTTTCTC 119
R-TCCATCTCCGATTCAGTCCCT
APAF-1 F-AAGGTGGAGTACCACAGAGG 116
R-TCCATGTATGGTGACCCAT
GAPDH F-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 197

R-GGCTGTTGTCATACTTCTCAT

% Viahility

" " || | " bk

Contrdl  5uM  10uM  125uM  15uM  20uM  225uM  25uM  30uM  50uM

024Hours % W48Hours %

Sekil 1. MTT Analiz Grafigi

72Hours %

bir qPCR analizi yapildi. Bcl-2, Bel-XL, BAK,
kullanilarak degerlendirildi (Tablo 1). Bir termal
profil ve ardindan erime egrisi analiz asamalar1 15
dakika boyunca 95 °C' de, 40 déngii 95 °C' de 15
saniye, 56-60°C' de 30 saniye ve 72 °C' de 15
saniye boyunca gerceklestirildi. Karsilastirmali
ACT vyoéntemi ve housekeeping geni olarak
gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPHD), gen
ekspresyonlarinin normalizasyonunda kullanildr.

Istatistik Analiz: Istatistiksel analiz icin IBM
SPSS strim 21.0 kullanildi.  Delta delta Ct
verilerine dayanarak, analiz edilen genler icin
APAF-1, p53, BAD, BAX ekspresyonu primerleri
kontrol ve tedavi gruplart arasinda Student-t testi

Heal.

'l || Iﬁ 'l II il .

Sekil 2. Genler arasindaki eckspresyon farki ve
reaksiyona girme zamanlarina gbre kiyaslanmasi

yapild: Be/-2, Bel-X1., BAK, BAD, APAF-1, BAX,
p53  cekspresyonlarinin  duzeyleri  Livak  ve
Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen 2-2ACt
yontemi ile analiz edildi.

Bulgular

MTT analiz sonuglart kullanilarak neferinin IC50
dozu 48 saat boyunca 20 puM olarak belirlendi
(Sekil-1). Hel.a hiicrelerinde neferin
uygulamasindan sonra antiapoptotik genlerde (Bcl-
2 ve Bcl-XL) down regiilasyon, apoptotik genlerde
(BAK, APAF-1, p53, BAD ve BAX) up regiilasyon
tespit edildi (Sekil-3). Uyguladigimiz neferin
sonrast en yiksek gen ekspresyon degisiklikleri
BAK, APAF-1, p53 ve BAD tzerinde oldu. (Sekil-
4). APAF-1"de 3 kat, BAK’ta 4.8 kat, p53 ‘te 5.4
kat, BAD’da 3.5 kat artts oldugu gosterildi.
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Fold Change (2"-AACt)

50
45
a0
35

30 26,91117229

25
20

15

10 8,102391153

5
0,16343626
0 o

BAK APAF-1 BCL-2

5

P53

41,96554272

11,10753411

2,916962151
0,466236331
—_—

BAD BAX BCL-XL

Sekil 3. Artis ve azalig gOsteren genlerin kantitatif degigiklikleri 0 ve 1 arasindaki degerler: down regtlasyonu

gbstermektedir.

Fald Change Log?2

APAF-1

a

Sekil 4. Artis ve azalis gésteren genlerin kalitatif degisiklikleri

Tartigma

Serviks kanseri jinekolojik kanser tirleri arasinda
mortalite ve morbiditesi yiiksek bir kanserdir.
Saglikli hiicreler icin daha az toksik olabilecek
bitkisel tedavi yontemleri arastirilmaktadir. Bitkisel
tedavi yoéntemleri kemoterapiye gére daha az yan
etki profiline sahiptir. Bitkisel ajanlar farmakolojik
Ozellikleri nedeniyle hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir M. Neferin, Nelumbo
Nucifera'nin tohumlarindan elde edilen dogal bir
alkaloiddir. Calismamizda Neferin’in, Hela hicre
hatlarinin canlibigini 4z vitro olarak inhibe ettigi
tespit edildi. Neferinin IC50 dozu 48 saat boyunca
20 uM konsantrasyonunda HelLa hiicrelerinin
canliligina karst giicli bir etkisi oldugu gosterildi.
Neferin antiapoptotik genleri down regiilasyon
yaparken, apoptotik genlerde up regtilasyon yaptigt
saptandi. Apoptoz, hiicre biylimesi ve Slimini
dengeleyen ve hedefe yonelik kanser tedavisinde
kullanilabilen programlanmis bir hicre élimidur
(11).  Apoptotik  siirece  mitokondri  veya
endoplazmik retikulum aracilik edebilir. Bcl-2
ailesinin bir protein sinifit bu olaylari kontrol eder.

Mitokondriyal membranin gecirgenligi yoluyla
sitokrom ¢ saltiminin  dizenlenmesinde  rol
oynayan proapoptotik proteinler (BAK, BCL-10,
BAX, BAD, BID, BIM, BIK, HRK) ve
antiapoptotik proteinler (BCL-2, BCL-X, BCL-W,
BF-1, BCL-XL, B-XS, BCL-W, BAG) apoptoz
gelisiminde 6nemlidir (12). Ayrica p53'un Bcl-2
protein ailesinin tyelerini dizenledigi
gbsterilmistir. p53, proapoptotik bir protein olan
Bax'in transkripsiyonunu dogrudan indikleyerek
apoptoz gelisiminde rol aldigi bildirilmistir (13).
Calismamizda apoptozda yer alan proapototik
proteinlerin ve p53 gen ekspresyonu artmis olup
antiapoptotik  proteinlerin  gen  ekspresyonu
azalmis oldugu saptandi. Neferin’ in Hela
hiicreleri tzerinde apoptotik etkisi oldugu tespit
edildi. Kemoterapotik ajanlar tarafindan apoptoz
indiksiyonu, kanser tedavisi i¢in en etkili
yontemlerden biri olmustur. Sitotoksik ajanlara
yanit olarak gelisen apoptozis hedeflenen kanser
tedavisinde yararli bir ara¢ haline gelmistir. Dogal
bilesikler dusiik yan etki profili ve daha az
kemoterapi direnci gelistirmesi nedeniyle, farkli
mekanizmalarla apoptozu indikleyerek kanser

Van Tip Derg Cilt:29, Say1:4, Ekim/2022

404



tedavisinde kullanilabilir (1). Neferin servikal
kanser tedavisinde apoptotik ve hiicre canliligini
inhibe edici etkileriyle, daha az yan etki profili
saglayarak farmakolojik tedavide kullanilabilir.
Dassari ark.  (14) neferinin HEK-293
hiicrelerine minimum toksik etkiler g&sterdigini
ortaya koymuslardir. Neferin’ in antitimoral etki
mekanizmast  net  tanimlanmamistir.  Serbest
oksijen radikalleri, otofaji ve apoptozun énemli bir
rol aldigi disinilmektedir. Yapilan calismalarda,
neferinin akciger, meme ve serviks kanserinde
kaspaz 3, kaspaz 9 ve BAX ekspresyonunu
artirarak  ve Bcl-2  ekspresyonunu  azaltarak
apoptoza neden oldugu rapor edilmistir (3,6,8).
Dassari ve ark. (14) neferinin, HelLa ve SiHa
servikal kanser hiicrelerinde Bax, kaspaz 3 ve
kaspaz 9’ un up regilasyonu ve Bcl-2’ yi down
regiile  ederek apoptozu  aktive  ettiklerini
bildirmislerdir. Ayrica apoptozu bloke eden p53 ile
iliskili E6 onkoproteini down regile edildigini
bildirmislerdir. Eid ve ark. (8) neferin ile
mitomisin kombinasyon tedavisinin, tek basina
verilen mitomisin tedavisine gére apoptozu daha
fazla indikledigini bildirmislerdir. Kombinasyon
tedavisinin Bax, kaspaz 3 ve Bad protein
seviyelerini daha fazla arttirdigint ve Bcl-2 protein
seviyelerinini daha fazla azalttigini géstermislerdir.
Ayrica bu calismada neferinin Hela disindaki
farkli servikal kanser hiicre dizilerinde de ayni
apoptotik etkiyi gostererek; antitimér etkisinin

ve

HeLa  hiicre  dizisine  6zgii  olmadigin
bildirmislerdir. Bu calismamizda, literatir ile
uyumlu olarak Hela hicrelerinde neferinin

intrensink yol ile proapoptotik gen ekspresyonunu
(BAK, APAF-1, P53, BAD, BAX) arttirdigini ve
antiapoptotik gen ekspresyonunu (Bcl-2, Bel-XL)
azaltugini  belirledik  (Sekil -3, Sekil -4).
Calismamizda tek tip servikal kanser hiicre hatt1 ile
calisilmasi, tek merkezli calisma olmast,apoptoziste
extrensenk yolun arastirilmamasi gibi kisitliliklar
mevcuttur. Bu calisma farklt hiicre kiltir hatlari
ile cok merkezli olarak desteklenmesi durumunda
daha degerli olacak literatiire  katkida
bulunacaktir.

ve

Calisma Sinirlamalari:

Calismamizda tek tip servikal kanser hiicre hattt
Hela ile c¢aligilmas: diger serviks kanser htcre
hatlari kullanilmamasi (SiHa vb .) tek merkezli
calisma olmast , apoptoziste extrensenk yolun
arastirtlmamasi apoptoziste  annexin Vv
yonteminin  kullanilmamas:  gibi  kisitliliklar
mevcuttur. Bu calisma farkli hicre kaltir hatlar
ile cok merkezli olarak desteklenmesi ve
apoptozisin farkli mekanizmalarla gosterilmesi

ve

durumunda daha degerli olacak ve literatiire

katkida bulunacaktir.
Sonug

Neferin’in servikal kanser hicrelerinde canlilig
inhibe ettigini, basta p53 gibi timoér supressor
apoptotik genlerin expresyonunu arttirarak anti-
proliferatif ~ etkilere  sahip  oldugunu  ve
antiapoptotik  genleri down  regile ettigini
gbsterdik. Bu bulgular, neferinin serviks kanseri
hiicrelerine karst potansiyel anti-proliferatif ve
apopitotik aktiviteye sahip farmakolojik bir bilesik
olabilecegini gostermekle birlikte, ayni zamanda
yeni servikal kanser tedavilerinin gelistirilmesi i¢in
potansiyel ~ bir  hedef  olabilecegini  ortaya
koymustur.

Etik Onam: Etik kurul izni, Selcuk Universitesi
Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik kurulundan
16/01/2019 tarihli 25 numarali karart ile
alinmistir.

Cjikar Catismast: Yazarlarin bu calisma ile ilgili
herhangi bir ctkar catismast yoktur.

Finansal Destek: Bu calisma Konya Selguk
Universitesi BAP projesi kapsaminda finanse
edilmistir.

Yazar Katkilari: Konsept (GS), Tasarim (GS, TD,
DB), Veri Toplama ve/veya Isleme (GS, TD,
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