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ÖZET 
Amaç: Hücre hareketi, hücre bölünmesi, hücre içi madde taşınması, hücresel yapının sağlanması gibi biyolojik işlevlerde rol alan mikrotübüller, antikanser ilaçların esas hedefi konumundadır. Vinorelbin’in (Navelbin) mikrotübüller üzerinden etki gösteren moleküllerden birisidir ve çeşitli kanserlerde kemoterapötik ajan olarak kullanılmaktadır. Çalışmamızda, insan serviks kanser hücre hattı olan HeLa hücrelerine, 24 saat 5-100µM doz aralığında vinorelbin uygulaması sonunda hücrelerdeki olası apoptotik etkisini belirlemeyi amaçladık.  
Gereç ve yöntem: Vinorelbin uygulanan HeLa hücrelerinde hücre canlılığı ve apoptotik oranları belirlemek için sırasıyla XTT canlılık analizi ve floresan mikroskobunda hücrelerin karakteristik morfolojisi değerlendirildi. Vinorelbin uygulanan hücrelerde B hücresi lenfoma 2 (BCL2) ve Siklin D1 (CCND1) genlerinin mRNA ifade düzeyleri de araştırıldı. 
Bulgular: En yüksek vinorelbin konsantrasyonu olan 100μM’da hücre canlılığının 24 saat sonunda %60’ın altına düştüğü belirlendi. Apoptotik oranın %17,6 olduğu 40μM dozda aynı zamanda nekrotik oranın da 80 ve 100μM dozlara oranla oldukça az olması sebebiyle en etkili apoptotik doz olarak 40μM bulundu. Ayrıca 40μM vinorelbin uygulamasının anti-apoptotik özellikteki BCL2 ile proto-onkogen olan CCND1 genlerinin mRNA ifade edilme düzeylerinde azalmaya neden olduğu saptandı. 
Sonuç: Mikrotübül dinamiğini etkileyerek antikanser özellik gösteren vinorelbin’in moleküler düzeyde olası etki mekanizmalarının belirlenmesinin, kanser tedavisinde daha etkin yaklaşımların ortaya çıkmasında yardımcı olabileceği kanısındayız. Anahtar sözcükler: Apoptoz, BCL2, CCND1, HeLa Hücre Hattı, Vinorelbin 
SUMMARY 
Objective: Microtubules, having roles in many biological functions including cell motility, cell division, intracellular transport, cellular architecture, are major targets for anticancer drugs. Vinorelbine (Navelbin) is one of the molecules that affects microtubules and used as a chemotherapoetic agent in various cancers. In our study, we aimed to determine prospective apoptotic effect of the vinorelbine on human servical carcinoma cell line HeLa cells at 24 hours between 5-100µM dose incubation. Material and Method: For this purpose, vinorelbine treated HeLa cells, were assessed by XTT viability analysis and fluoresence microscopy to determine cell characteristic morphology. B cell lyphoma 2 (BCL2) and cyclin D1 (CCND1) genes’ mRNA expression  levels were also evaluated in vinorelbine applied cells. 



Bu çalışma, 9th International Meeting of the International Society for the Study of Xenobiotics (ISSX) Kongresi’nde poster bildirisi olarak sunulmuştur (04-08 
Eylül 2010, İstanbul, Türkiye) 
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 Results: Cell viability was found to be below 60% for the highest vinorelbine  concentration (100μM) at the end of 24 hours incubation. Apoptotic ratio was found  17.6% for the 40μM dose at the same time necrotic ratio was found lower than 80 and  100μM doses. Therefore, the most effective apoptotic dose was found to be 40μM.  Moreover, we detected that 40μM vinorelbine treatment caused a decrease in anti apoptotic BCL2 and proto-oncogene CCND1 genes’ expression levels. 
 Conclusion: We believe that determination of molecular mechanisms involving  vinorelbine which has anticancer properties by virtue of distrupting microtubule  dynamics, may lead to development of more effective approaches in cancer treatment.  Key words: Apoptosis, HeLa cell line, Vinorelbine, BCL2, Cyclin D1 

 
 
Serviks (rahim ağzı) kanseri, kadın kanserleri arasında ikinci sırada yer almaktadır. Dünyada yılda 493.000 kişi serviks kanser tanısı almakta ve 274.000 kişi hayatını kaybetmektedir (1). Ortalama görülme yaşı 52’dir, ancak 3539 ve 60‐64 yaş aralığında görülme sıklığında belirgin bir artış bulunmaktadır (2). Türk populasyonunda görülme sıklığı (%5,31) bakımından serviks kanseri onuncu sırada yer almaktadır (3). 
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Şekil 1.    Vinorelbin’in kimyasal yapısı 
 


Mikrotübül dinamiğini baskıladığı bilinen yaygın olarak kullanılan ilaçların bir grubu vinka alkoloidleridir. Bu moleküller, mikrotübül stabilitesini bozarak, metafaz anafaz geçişini engeller. Mitoz bölünmenin bu şekilde baskılanması apoptozu uyarır. Bir vinka alkoloidi olan vinorelbin çeşitli kanserlerde kemoterapötik ajan olarak kullanılmaktadır (4). Vinorelbin, düşük toksisitesi ve artan değerlerdeki etkinliğiyle klinikte en çok kabul gören vinka alkoloididir (Şekil 1). Bu bileşik, küçük hücre dışı akciğer kanseri, metastatik meme kanseri ve ovaryum kanseri üzerine etkilidir. Ayrıca özofajiyal kanser, lenfoma ve prostat kanseri için de ümit vericidir (5‐7). 

Apoptoz, normal hücre büyümesi ve homeostazisi için gerekli bir süreçtir. Apoptoz süresince, hücrelerde, hücre ve membran büzülmesi, kromatin yoğunlaşması, nükleer ve sitoplazmik ağın dağılımı, DNA’nın parçalara ayrılması ve membran tomurcuklanması gibi sitoplazmik ve nükleer değişimler görülür (8). Apoptozun kontrolündeki anormallikler kanser gelişiminde önemli rol oynar (9). Apoptoz çok sayıda gen tarafından kontrol edilmektedir. Bunlardan biri de anti‐apoptotik bir protein olan bcl2 proteinini şifreler (10). BCL2 ailesinin yüksek derecede korunmuş bir üyesi olan bcl2 proteini apoptozun önemli bir düzenleyicisi olup (11) aynı zamanda hücreleri apoptozdan koruduğu belirlenen ilk gen olma özelliğini de taşımaktadır (12). Aktif Bcl2 mitokondriden sitokrom C salınımını ve kaspazların aktivasyonunu engeller (13,14). BCL2 geninin ifadesindeki artış çeşitli kanserlerde gözlenmiştir (15‐22). Siklinler ve siklin bağımlı kinazlar (CDKs), DNA sentezi ve hücre bölünmesinde önemli rol oynarlar. Bu moleküllerin işlevlerindeki değişimler hücre bölünme kontrolünün bozulması ve sonrasında kanser gelişimi ile sonuçlanabilir (23). Bu moleküllerden biri olan CCND1, hücre bölünme döngüsünde memeli hücrelerinde G1/S fazı geçişini düzenlemektedir (24). CCND1’in fazla ifade edilmesi de çeşitli kanserler ile ilişkili bulunmuştur (25‐27). 
Bu bilgiler ışığında, mikrotübül yapısını bozarak kanser hücrelerinin çoğalmasını engelleyen vinorelbin’in bu etkisinin altında yatan moleküler mekanizmaları ortaya çıkartmayı amaçladık. Bundan dolayı, hücre döngüsünün ilerlemesinde etkin rol oynayan CCND1 geni ile antiapoptotik özellikte olan BCL2 geninin mRNA ifade düzeylerine etkisininin olup olmadığını 24 saat süre ile farklı dozlarda vinorelbin uygulanan insan serviks kanser hücre hattı olan HeLa hücrelerinde araştırdık. 
GEREÇ ve YÖNTEM 
Hücre Hattı 
Çalışmamızda insan servikal kanser hücre hatlarından olan HeLa serisi kullanıldı. Bu hücreler, içerisinde %10 fetal dana serumu (FCS), 200mM L‐glutamin ve 100U/ml Penisilin ve 200μg/ml streptomisinli RPMI besiyerinde, 
37oC’de %5’lik CO2’li ortamda kültüre edildi. 
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XTT Yöntemi 
HeLa hücreleri, 96 kuyucuklu kültür tabakalarının her bir kuyucuğunda 1x104 hücre olacak şekilde ekildi. Hücreler son konsantrasyon 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 μM olacak şekilde 24 saat vinorelbin (Stok konsantrasyon: 12.8 mM, Pierre Fabre) uygulandı. Aynı zamanda hiç ilaç uygulanmayan bir grup hücre de kontrol grubunu oluşturdu. Her bir konsantrasyon için deney üç kez tekrarlandı. Vinorelbinin hücre canlılığı üzerine etkisi “Cell Proliferation Kit II (XTT)” (Roche, Almanya) kullanılarak değerlendirildi. Kültür süresinin dolmasıyla hücrelere XTT çözeltisi (2,3‐bis [2 – metoksi – 4 – nitro – 5 sulfofenil] – 2H – tetrazolyum – 5 – karboksianilid tuzu) eklenip 4 saat beklenildi. Süre sonunda 490nm dalga boyundaki absorbans değerleri mikroplaka okuyucu (BioTek ELx800, ABD) ile saptandı. Kontrole göre absorbans değerleri oranlanarak sitotoksisite belirlendi. 
Apoptozun Morfolojik Değerlendirilmesi 
HeLa hücreleri, 5μM–100μM aralığında değişen dozlarda vinorelbin ile 24 saat inkübe edildikten sonra, canlı, apoptotik ve nekrotik hücrelerin oranları, hücreler Akridin Oranj (AO)/ Etidyum Bromür (EtBr) ile boyanarak floresan mikroskobunda (Olympus BX‐50, Japonya) sayılarak belirlendi. Stok AO ve EtBr boyaları son konsantrasyonu 100μg/ml olacak şekilde fosfat tamponunda (PBS) hazırlandı. Hücre kültür süresinin dolması ile hücreler 3’er μl AO ve EtBr ile boyanarak floresan mikroskobunda incelendi. AO canlı hücrelerin çekirdeklerinin yeşil renkte görünmesini sağlarken, etidyum bromür nekrotik hücrelerin çekirdeklerinin kırmızı renkte görünmesine neden olur. Apoptotik hücreler ise karakteristik parçalanmış nükleus görünümü ile turuncunun değişik tonları şeklinde gözlenir (28). Her bir vinorelbin dozu için deney 3 kez tekrarlanarak ortalama canlı, apoptotik ve nekrotik hücre sayıları belirlendi. 
RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 
HeLa hücreleri 20 ve 40μM’lık dozlarda vinorelbin ile 
24 saat inkübe edildikten sonra “High Pure RNA Isolation Kit” (Roche, Almanya) kullanılarak, üretici firmanın öngördüğü protokole göre RNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede (NanoDrop ND‐1000, NanoDrop Technologies, ABD) 260 nm dalga boyunda ölçülerek μl/μg değerleri belirlendi. Primer olarak random hekzamerler kullanılarak “Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti” (Roche, Almanya) ile 1μg total RNA’dan üretici firmanın protokolü takip edilerek cDNA sentezi ya‐
pıldı. 
RT‐PCR Yöntemi ile BCL2 ve CCDN1 mRNA’larının Kantitatif Ekspresyonu İfadesi 
Elde edilen cDNA örneklerinden, hücre çoğalması ile apoptotik yolaklarda görevli olan CCDN1 ve BCL2 genlerinin mRNA ifade düzeyleri, niceleyici Real‐Time PCR yöntemi ile Light Cycler 480 (Roche Diagnostik, Almanya) cihazı kullanılarak belirlendi. Araştırılan genlerin cDNA’larına özgül olan primer dizileri ve “Universal Probe Library (UPL)” numaraları Tablo I’de verilmiştir. Amplifikasyonlar 20μL toplam tepkime hacmi içerisinde; cDNA, mRNA’ya özgü primerler, UPL probu, LightCycler TaqMan Master karışımı (Roche, Almanya) ve distile su kullanılarak gerçekleştirildi. CCDN1 ve BCL2 gen ifade düzeylerini normalize etmek için GAPDH mRNA düzeyi referans olarak alındı. Her bir konsantrasyon için deney üç kez tekrarlandı.  
İstatistiksel Analizler 
Hücre canlılığı, apoptoz ve nekrotik oranlardaki değişimler “tek yönlü Anova” testiyle SPSS 15.0 istatistik programı kullanılarak değerlendirildi. Vinorelbin dozlarına bağlı olarak değişen, CCDN1 ve BCL2 mRNA ifade düzeylerindeki farklılıklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programı ile karşılaştırıldı (29). 0,05’den küçük olan p de‐
 
 
Tablo I.   Real Time PCR’da kullanılan primerler ve UPL problar 
ğerleri istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edildi. 
BULGULAR 
HeLa hücrelerinin 24 saat vinorelbin ile inkübasyonu sonucunda elde edilen hücre canlılığına ait ilişkin bulgular Şekil 2’de verilmiştir. Buna göre HeLa hücrelerinin canlılıklarında, artan vinorelbin konsantrasyonuna bağlı dereceli bir azalma belirlendi. En yüksek vinorelbin konsantrasyonu olan 100μMʹda hücre canlılığının %60’ın altına düştüğü gözlendi. Her ne kadar bu dozda gözlenen apoptotik hücrelerin ortalama değerleri en yüksek görülse de (Tablo II) (Şekil 4), en yüksek nekrotik artışın eşlik ettiği sitotoksik bir durum da gözlenmiştir. Hücre canlılığında gözlenen bu azalmanın 80 ve 100μMʹlık dozlarda daha keskin bir düşüşe neden olduğu XTT analiz sonuçlarımız ile de örtüşmektedir (Şekil 2).  
Vinorelbinin HeLa hücrelerinin canlılık oranlarında neden olduğu azalmanın apoptotik hücre ölümünden mi yoksa nekrotik hücre ölümünden mi kaynaklandığını anlamak amacıyla hücreler AO/EtBr boyaması sonrasında floresan mikroskobunda sayılarak değerlendirildi (Şekil 3). Floresan mikroskobunda yapılan analizin sonuçları Tablo II ve Şekil 4’te görülmektedir. HeLa hücrelerine 24 saat vinorelbin uygulandığında 5μM ve 10μM konsantrasyonda belirlenen apoptotik hücre ortalama değerlerinin, kontrol hücreleri ile karşılaştırıldığında istatiksel açıdan anlamlı bir fark oluşturmadığı görüldü (p>0,05). Buna karşın daha yüksek dozlarda (20‐100μM) vinorelbin uygulamasında ise elde edilen apoptotik ortalama değerlerinin anlamlı olduğu bulundu (p<0,05).  

	Gen 
	Forward Primer 
	Reverse Primer 
	UPL No. 
	Prob 

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

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

	GAPDH 
	5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 
	5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’ 
	60 
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Tablo II. Vinorelbin uygulanmış HeLa hücrelerinde gözlenen canlı, apoptotik ve nekrotik hücre ortalama değerleri 
	Vinorelbin Konsantrasyonu 
	Canlılık  
(%) 
	Apoptoz  
(%) 
	Nekroz  
(%) 
	p değeri * 

	Kontrol 
	94,7 
	2,1 
	3,2 
	- 

	5µM 
	87,5 
	7,5 
	5,1 
	0,136 

	10µM 
	83,8 
	9,7 
	6,5 
	0,064 

	20µM 
	80,7 
	12,1 
	7,2 
	0,024* 

	40µM 
	72,9 
	17,6 
	9,4 
	0,007* 

	80µM 
	60,4 
	18,7 
	20,9 
	0,008* 

	100µM 
	56,4 
	21,8 
	21,8 
	0,004* 


*Ortalama apoptoz ile kontrol değerlerinin karşılaştırılması (p<0,05) 
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Şekil 2. Vinorelbin uygulanmış HeLa hücrelerinin 24 saat süre sonundaki doza bağlı XTT analizi sonuçları 

 
 
20 ve 40μM vinorelbin uygulandığında hücrelerdeki BCL2 ve CCDN1 mRNA’larının ifade edilme durumlarındaki değişikliği incelediğimizde ise, 20μM Vinorelbin uygulamasının CCDN1 mRNA ifade düzeyini kontrole göre 
1,5 kat arttığı (p<0,05), BCL2 geninin mRNA ifade düzeyindeki gözlenen değişikliğin ise anlamlı bir farklılık oluşturmadığı bulundu (p>0,05) (Şekil 4). 40μM vinorelbin uygulandığında ise kontrole göre BCL2 geninin mRNA ifade düzeyi 7,3 kat, CCDN1 geninin mRNA ifade düzeyinin ise 2 kat azaldığı saptandı (p<0,05) (Şekil 5). 
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Şekil 3.    24 saat süre ile Vinorelbin uygulanmış HeLa hücrelerinde apoptozun morfolojik olarak gösterilmesi 
A: Kontrol, B: 40 µM Vinorelbin. Yeşil renkte görülen hücreler canlı hücreleri (1), kırmızı renkte görülen hücreler nekrotik hücreleri göstermektedir (3). Apoptozun aşamasına göre değişik şekillerde boyanmış olan apoptotik hücreler ise 2 numara ile gösterildi. 
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Şekil 4.     24 saat vinorelbin uygulanması sonrası akridin oranj (AO) ve etidyum bromür (EtBr) ile boyanmış HeLa hücrelerinin canlı, apoptotik ve nekrotik yüzdesel oranları 
İnsan servikal kanser HeLa hücrelerinde Vinorelbin’in apoptotik etkisi             
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Şekil 5.    24 saat sürecince 20 ve 40µM vinorelbin uygulanmış HeLa hücrelerinde BCL2 ve CCND1 mRNA ifade düzeyleri 

p<0,05  
 
 
TARTIŞMA 
Istomin ve ark yaptıkları bir çalışmada, vinorelbin uygulanmış olan HeLa hücrelerinin başlangıçtaki hücre sayısının yarısını öldürmek için gerekli olan dozun 48 saat süre için 7,4ng/ml (= 9,4μM) olduğu belirlenmiştir (30). Çalışmamızda ise hücrelerin yarısını öldürmek için gerekli olan dozun 24 saat için daha yüksek olduğunu bulduk. Bu farklılığın nedenleri ilacın uygulama sürelerinin aynı olmaması, değişik kültür koşulları ve hücre sayıları olabilir. 
İnsan T hücresi lenfoma hücre hatlarında ve fare lösemi hücrelerinde vinorelbinin mitokondri aracılı içsel apoptotik yolağı aktive ettiği belirlenmiştir (31,32). Apoptotik cevabın kontrolünde iş gören bir molekülü şifreleyen BCL2 geninin mRNA ifadesinin mikrotübül hedefleyen ajanlarla düzenlenerek kemoterapötik yanıtla ilişkilendirilmesi çeşitli çalışmalarla desteklenmiştir (33,34). BCL2’nin aşırı ifade edilmesinin apoptozu geciktirdiği, birçok hücre ve dokuda in vivo ve in vitro olarak gösterilmiştir (35‐38). Örneğin yapılan bir çalışmada, primer meme kanseri hücrelerine vinorelbin’i de içeren dört farklı klasik kemoterapi ajanı uygulaması sonucunda, hücrelerinin kemoterapiye duyarlılığı ile BCL2 geninin ifade edilmesi arasında negatif korelasyon olduğu bulunmuştur. Üstelik, BCL2ʹnin antiapoptotik etkisinden dolayı, BCL2 pozitif olan meme kanseri hücrelerinin kemoterapi ilaçlarına direnç gösterebileceği gösterilmiştir. BCL2 bakımından pozitif olan meme kanseri hücrelerinde gözlenen çoğalmayı baskılayıcı etkinin, vinorelbin uygulandığında diğer kemoterapi ajanlarına (5‐florourasil, epirubisin adriyamisin, diamindiklorplatinyum) oranla daha fazla olduğu bulunmuştur. Ancak bu çalışmada kullanılan kemoterapi ajanlarının BCL2 geninin ifade edilmesi üzerine bir etkisinin olup olmadığı araştırılmamıştır (39). Mikrotübül hedefleyen ajanlar, Bcl2 fosforilasyonunu ya da molekülün ifadesinin azalmasını uyararak, hücrede apoptoza neden oldukları için tedavide yer almaktadır (40‐42). Çalışmamızda, yüksek dozlarda (>40μM) apoptotik hücrelerin oranında artış olmasına rağmen çok yüksek bir oranda da hücrelerin nekroza girdiğini gözlemledik. Bundan dolayı, mRNA ifade edilme düzeylerine ilişkin deneylerimizi sitotoksik etki gözlenen 80 ve 100μM dozları dahil etmeyip, istatiksel olarak anlamlı bulduğumuz 20 ve 40μM dozları hedefledik. Yapılan bir çalışmada, insan küçük hücre dışı karsinom hücre hattı olan A549 ve meme kanser hücre hattı olan MCF7 hücrelerine vinorelbin uygulamasının, Bcl2 protein miktarında azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (43). Bizde, benzer şekilde BCL2 mRNA ifade düzeyinin vinorelbin uygulamasından (40μM) sonraki 24 saat içinde 7,3 kat azaldığını belirledik.  
Etkisini mikrotübüller üzerinden göstererek hücre bölünmesinde metafazdan anafaza geçişi engellediği bilinen vinorelbin molekülünün (4), aynı zamanda CCND1 ifadesini azaltarak hücre döngüsünün G1/S geçişini de engelleyebileceği osteosarkoma hücre hattı olan HOS’da gösterilmiştir (44). Çalışmamızda, vinorelbin HeLa hücrelerine düşük dozda (20μM) uygulandığında CCND1 ifadesini azaltmadığı, buna karşın yüksek dozda (40μM) uygulandığında kontrole göre 2 kat azalmaya neden olduğunu belirledik (p<0,05). Bu durum vinorelbinin yüksek dozlarda G1/S geçişini engellediğini fakat düşük dozlarda ise böyle bir etkiyi oluşturamadığını göstermektedir. Dolayısı ile 20μM vinorelbin CCDN1 geninin mRNA ifade düzeyinde 1,5 katlık bir artışa neden olmuştur. Bir başka deyişle, düşük doz (<40μM) vinorelbin uygulaması normalde gözlenen metafaz/anafaz geçişinin engellenmesi için yeterli değildir. İnsan lenfosit hücrelerinde yapılan bir çalışmada 0,5 ‐ 2μg/ml (0,64mM – 2,56mM) gibi çok yüksek dozlarda vinorelbin uygulamasının, yapısal kromozom bozukluğuna neden olmadığı ancak lenfositlerde sayısal kromozom kusurları oluşturduğu, hücrelerdeki kardeş kromatid değişimi miktarında artışa neden olduğu ve mitotik indeksin arttığı bildirilmiştir (45). Mitotik indeksteki artışın nedeni araştırıcılar tarafından incelenmemesine karşın yüksek dozdaki bu uygulamanın lenfositlerdeki metafaz/anafaz geçişinin engellemesi nedeniyle mitoz aşamasında olan hücrelerin birikmesi neden olmuş olabilir. Dolayısı ile kemoterapide kullanılan ilaçların düşük ve yüksek dozlarda sergiledikleri farklı etkilerin belirlenmesi, moleküler mekanizmalarının tanımlanması daha etkili tedavi yaklaşımları ve ajanların geliştirilmesi için önem taşımaktadır. 
Sonuç olarak, çalışmamız, insan serviks karsinom (HeLa) hücre hattında vinorelbin’in 24 saat için yüksek konsantrasyonlarda (>40μM) apoptotik etkinin yanında nekrotik etkiye de neden olduğunu göstermiştir. Diğer bir deyişle, HeLa hücreleri için 24’üncü saat ve 40μM’ın en uygun apoptotik doz olduğunu ve hücrede kayda değer bir sitotoksisite yaratmadığını belirledik. Üstelik, antiapoptotik gen olan BCL2 ile hücre döngüsünün ilerlemesinde rol alan CCND1 genlerinin mRNA ifadesindeki azalma vinorelbin’in kanser tedavisindeki önemini göstermektedir. Diğer bir yandan, 24 saat vinorelbin uygulamasına ek olarak diğer sürelerde vinorelbin uygulamalarının da araştırılması, bu ilacın moleküler etkilerinin anlaşılması için daha verimli olabilecektir. Ayrıca elde ettiğimiz apoptotik oranların akım sitometrisi ile mRNA ifade değişikliklerinin ise western blot yöntemi ile protein düzeyinde araştırılması verilerin daha güçlü olmasına imkan verecektir. Vinorelbin’in HeLa ve diğer kanser hücre hatlarındaki etkisinin belirlenmesi, daha etkin tedavi seçeneklerinin bulunmasına yol açabileceği gibi ilaç uygulamalarından sonra aktifleşen sinyal yolaklarının moleküler düzeyde tanımlanması bu yolaklara özgül olabilecek yeni moleküllerin tasarlanmasına ve kanser tedavisinde daha başarılı yaklaşımların ortaya çıkmasına katkı sağlayabilecektir.  
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