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SIMGE VE KISALTMALAR

AB > Avrupa birligi

ABS : Ankaferd kanama durdurucu

AlF : Apoptoz indukleyici faktor

AMP : Adenozin monofosfat

ATP : Adenozin trifosfat

AP2 : Protein 2

AR : Androjen reseptor

APAF-1 : Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
BAX : Bcl-2 bagimli X protein

Bcl-2 : B hiicreli lenfoma 2 geni

BRCA : Meme kanserine duyarlilik

Cdks : Siklin bagimli kinazlar

cDNA : Komplementer deoksiribo nikleik asit
Cl : Kombinasyon indeksi

CKIl : Siklin bagimli kinaz inhibitorii

CREB : Siklik AMP cevap elementi baglama proteini
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO : Dimetil stlfoksit

DNA : Deoksiribonikleik asit

EGFR : Epidermal buyume faktorl reseptori
EMEM . Eagle's minimum essential medium
ERK . Ekstraseliler sinyal diizenleyici kinaz
GTP : Guanidin trifosfat

ICE : Interldkin konverting enzim



1L - Interl6kin

JAK/STAT - Janus kinase/signal-transducer and activator of transcription protein
JNK : c-Jun NH2- terminal kinaz

MAPK : Mitojenle etkilesen protein kinaz

MCF-7 : Meme kanseri hucreleri

MTT : Mitokondriyal toksisite testi

NF1 : Nikleer faktor 1

oD : Optik Dansite

P53 : Protein 53

PBS : Fosfat tamponu ¢ozeltisi

PI3K : Fosfoinozitid-3 kinaz

PPAR : Peroksizom proliferator active edici reseptori
PS - Fosfotidil serin

RAS : Rat sarcoma viriisu

RAF : Ras iligkili faktor

RNA : Ribonikleik asit

RT-PCR : Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

TNF-a : TUmor nekroz faktori- o



GIRIS VE AMAC

Meme kanseri diinya capinda kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup, 60 yas
tizeri kadinlarda tiim yeni kanser vakalarinin % 30'unu olusturmaktadir (1-6). Cerrahi islem,
koruyucu kemoterapi, hormonal terapi ve radyoterapi gibi tedavilerin yasam Omriini
tyilestirdigi ve timoriin tekrar ortaya ¢ikma riskini azalttigi gosterilse de, meme kanseri
kadinlarda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olarak kalmaktadir (1-6). Kanser teshisi konan
hastalar i¢in mevcut tedavilerdeki énemli gelismelere ve bu tedavilerin sag kalim tizerindeki
olumlu etkilerine ragmen, mevcut kemoterapi veya radyasyon tedavisi; uyku bozuklugu,
depresyon, bulanti, endise, yorgunluk ve kusma gibi ¢esitli travmatik yan etkilere neden
olmaktadir (7,8). Bu ylzden tamamlayici ve alternatif tip ile tedavide kullanilan
konvensiyonel ilaclara ek olarak, dogal bilesiklerin etkileri arastirmaya alinmustir.

Apoptoz, bir¢cok yasam evresinde dnemli bir rol oynayan normal fizyolojik bir siirectir
(9,10). Apoptozdaki bozukluklar, birgok kanser tipinde yaygin olarak gortlmektedir (9-11).
Bu nedenle apoptoz yollarinin modiilasyonu ve apoptozun kimyasal ajanlar tarafindan segici
olarak indiiklenmesi, kanser tedavisinde umut verici bir yaklagimdir (12,13).

Birgok tumor hucresi, 6rnegin; anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonlarini azaltmak
veya mutasyona neden olmak gibi, apoptozdan ka¢inmak i¢in mekanizmalar gelistirir (14-17).
Apoptoz ile sonuglanan iki sinyal yolagi vardir; ekstrinsik Oliim reseptorii yolu ve i¢
mitokondriyal yol (15-17). Bu nedenle, antikanser ilaglarin hedef noktasinda bu iki yolak
bulunmaktadir. Apoptoz yolagini hedeflemek, malign tumérlerin tedavisi icin 6nemli
kemoterapotik stratejilerden biridir ve bu yol kemoterap6Otik ajanlarin ¢ogunun hedef
noktasidir (15-17). Bu nedenle, terapotik etkinligini etkilemeden kemoterapi ve radyoterapi

dozunu azaltmanin yollarini bulmak, tiimor tedavisi i¢in 6nemli bir 6zellik olmaktadir.



Apoptozun ¢ok karmasik bir siire¢ olmasi ve ¢ok sayida sinyal molekiilii igermesi,
kanser tedavisinde apoptozun indiiklenmesindeki basarisizligin baslica nedenlerinden biridir.
Bu yiizden kullanilan yontemlere ek olarak, insan hiicreleri tizerinde biyolojik olarak aktif
olan dogal bilesiklerin etkileri arastirmaya alinmistir (18).

Kanser tedavisinde diizenli olmayan apoptozun restorasyonu, yeni kemoterapétiklerin
gelistirilmesi igin bir yaklasim olarak onerilmektedir. Bu ¢alismada; hemostatik aktivitesi ile
bilinen ve bitki ekstratlarinin karisimindan olusan ABS’nin (Ankaferd Bloodstoper) insan
meme kanseri MCF-7 hiicre hatti1 tizerine apoptotik etkisi arastirildi. ABS; Thymus vulgaris,
Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum ve Urtica dioica'dan olusan bitki
ekstratlarinin bir karisimidir. Bu bitkilerin her biri endotel, kan hiicreleri, anjiogenezis, hiicre
proliferasyonu ve hiicre aracilari iizerinde bazi etkilere sahiptir (19,20). Daha ileri Ki
calismalar i¢in baslangi¢c niteliginde olan bu calisma ile ABS’nin tek basina ve bazi
konvensiyonel ilaglarla kombinasyon halinde uygulanmasinin, sitotoksik etkisinin ortaya

konulmasi hedeflenmistir.



GENEL BiLGILER

KANSER NEDIR?

Kanser, tiimor gelisim faktorleri tarafindan yonetilen hiicrelerin anormal ¢ogalmasi ve
farklilagsmasinin neden oldugu bir hastaliktir (Sekil 1). Yiizden fazla kanser cesidi ve alt
turleri belirli organlarda bulunmaktadir. Insan tiimérlerinin ¢ogu; biiyiime sinyalleri
konusunda kendine yetme, biiyiimeyi Onleyici sinyallere duyarsiz olma, programli hiicre
oliminden kaginma, smirsiz replikasyon potansiyeli, siirekli anjiyogenez, doku istilas1 ve
metastazi igeren tiimor gelisimi sirasinda ortaya cikan alti fizyolojik 6zellikle karakterize

olmakla birlikte diinyada ikici 61im nedenidir (21).

Sekil 1. Kanser hucreleri (14)

Kanser, esasen viicuttaki tiim hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunan genlerde mutasyona
neden olarak, benign veya malign olabilir. Kanserli hiicreler viicudun belirli bir organinda

lokalize olursa, benign tiimér olarak adlandirilir, ancak bu tiimor hiicreleri diger organlara



dogru go¢ etmeye basladiginda malign hale gelir (6,7).

Kanser hucreleri, normal hiicrelerde bulunmayan asir1 biliyiime hizina sahip
hiicrelerdir. Kanser hiicrelerinde hiicreye glikoz girisi artarken, biiyiime faktorleri salgilayarak
ya da asirt DNA iretimi gergeklestirerek cogalmaya devam edebilir, bulundugu bdolgeye
yayilarak alanimi genisletebilir ve normal hiicreye fiziksel ve biyokimyasal olarak benzer
Ozelliklere sahip hale gelebilmektedir. Metastaz ise, kanser hicresinin kaynak olarak
bulundugu bolgeden ayrilarak yeni bir dokuda tekrardan olusmasi gibi bir takim farkl
Ozellikler gosterir. Kansere neden olan birgok gen mevcut oldugu gibi, bu genler izerinde de
farkli noktalarda mutasyonlar tanimlanmistir. Ayrica, ayni Kanser tiiriine sahip kisilerde
hastalik farkli bolgelerdeki genetik mutasyonlardan olabilirken, ayni genetik boélgedeki
degisimler farkli kanserlerin gelisimine de neden olabilir. Sonu¢ olarak, kanser gelisimi
anlasilmasi zor ve kompleks etkilesime sahip olan bir stirectir (7,8).

Hucreler icerisinde bulunan genetik materyalde meydana gelen mutasyonlar, hiicre
cogalmasinin artmasina yol acar. Mutasyona ugrayan hiicreler, ¢ogalip sayilarini arttirmaya
baslayarak normal hiicrelerin yerini almaya baslar ve yayilirlar. ilk siiregte gendeki bir
fonksiyon bozuklugundan dolay1 ortaya ¢ikarak, ¢esitli bolgelerinde meydana gelen hasarlarin
birikimi ile devam ederler. Olusan bu gen, mitozla gogalmayi siirdiiriip DNA yapisinda kalici
hasara yol acar ve hiicresel fonksiyonlarin yapisini degistirmeye baslayarak tiimor hiicresine
dontigiir (14-17).

Bazen de somatik genlerdeki degisimden dolayr ortaya c¢ikan ve yatkinlik yaratan
mutasyonlar, aileden kalittimsal olarak aktarilabilmektedir. Kanserlerin %10- 15’inin,
kalitimsal oldugu, yani ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi, geriye kalan %85-90°lik
kismini ise yasam boyunca canli hiicrelerdeki DNA’nin mutajenlere maruz kalmasi, hiicre
DNA’sindaki hafif progressif degisiklikler ve replikasyonda hatalar olusmasi ile meydana
geldigi diisiiniilmektedir (4,14,21). Bazen olusan bu mutasyonlardan biri, i¢inde bulundugu
hlcrenin blyumesini ve bu hiicreden tireyen bir kanser dokusunun olusmasini saglar (Sekil
2). Kanser multifaktoriyel olup, bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima, g¢evresel
faktorlerden beslenme aligkanligina ve kimyasallara kadar bir¢ok faktoér kanser olusumuna
sebep olabilir. Tim bu etkiler de, kanserin dogal bir evrimsel sure¢ oldugunu diisiindiirebilir
(14,21-23).



Etkenler ile hiicrenin
anormal ¢ogalmasi

Normal
hiicre

Tiimdriin kan Tiimoriin kan dolasim
dolasgimindan beslenmesi sistemi ile diger organlara
hiicum etmesi

Sekil 2. Kanserin yayilim (14)

Kansere neden olan genler, iki farkli baslik altinda toplanmaktadir. Bunlar; onkogenler

ve timor stpressor genlerdir.

Onkogenler

Hicre farklilagsmasi ve proliferasyonu uzerinde etkili olan genlerdir. Normal sartlar
altinda genetik degisimlerin olmadigi durumlarda, bu yapilara protoonkogenler denilmektedir.
Fonksiyonel degisiklige sebep olan mutasyonlarin gozlenmesi halinde ise, onkogen olarak
adlandirihip asir1 hiicre gogalmasina sebep olurlar (Sekil 3) (21,22). Protoonkogenlerin
onkogenlere  doniigiimii  kromozomal translokasyonlar, nokta mutasyonlari, gen
amplifikasyonu, promotor ve arttirici ilavesi sonucunda biiyiime faktorlerinin tretimi artarak
hicre bolunmesi Gzerindeki kontrol kaybolmakta, hiicre membraninda biiyime faktori
uyarisiyla baslayip ¢ekirdege ulasan sinyal ileti sistemi kontrolsiiz uyarilarak cekirdekte
transkripsiyon faktorlerinin sentezi artmakta ve hiicre kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya

devam etmektedir (23).

TUmor Supressor Genler

Hiicre proliferasyonunu baskilayan ve kontrol altinda tutan genlerdir. Etkilerini;
bozulan hiicre dongistinun strmesine engel olup, hiicre DNA'siin replikasyonu, tamiri ile
ayrilmasinin diizgiin ger¢eklesmesini saglayarak ve gerekli durumlarda hticreleri apoptozise
yonlendirerek genomun stabil kalmasimi saglar ve bdylece mutasyon oranlarmi diisiik

seviyede tutarak etki etmis olurlar (21).




Onkogenler Tiimor Suppressor Genler
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Sekil 3. Onkogenler ve timdor supressor genlerin hicreye etkisi (21)

KANSER CERRAHISi ORTAK TEDAVI YONTEMLERI

Kanser, timor olusturucu faktorler tarafindan yonlendirilen, hiicrelerin anormal
¢ogalmasma ve farklilasmasina neden olan bir hastaliktir. Kemoterapi, en 6nemli kanser
tedavi yontemlerinden biridir. Doku invazyonu ve metastaza giden, stirekli proliferasyonu ve

anjiyogenezi igeren kanser hiicrelerini hedefleyerek islev goriir (24).

Kemoterapi, kanser tedavisinin geleneksel bir yontemi olarak, genellikle sitotoksik
ajanlar kullanilarak gerceklestirilir. Radyoterapi, meme kanserinde lenf nodu metastazinin
lokal tedavisinde hayati bir rol oynamaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi, kanser tedavisinde
en yaygin yontemler olarak kabul edilmesine ragmen, bu tedavi yontemleri her zaman yararl
olmadigi gibi klinik sonuglar1 da kabul edilebilir degildir (25). Cunki, kemoterapi ve
radyoterapinin hem normal hem de tiimor hiicrelerine etkisi vardir, bu da hastada yan etkileri
olabilecegi anlamina gelir ve toksisite daima doza bagiml olarak seyreder (1-6). Bu ylizden
normal dokunun etkilenmeden kanser dokusunun tamamen yok edilmesi, tedavinin baslica
hedefidir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki kanser hastalarinin yaklagik % 50-60'1
kemoterapi ve radyasyona ek ve es zamanli olarak tamamlayici tip ad1 altinda tedaviye girmis

dogal kokenli maddeleri kullanmaktadir (1,20).



IN VITRO OLARAK KANSER ARASTIRILMASININ ONEMIi

In vitro tiimdr modelleri kanser arastirmalari ve ilag tedavileri i¢in diisiik maliyetli
tarama platformlarina izin verdigi i¢in 6nemlidir. Ancak kanserin niksetmesi, kansere bagl
Oliimlerin ¢ogunlugunun nedeni olan metastazdan dolay1 biiyiik 6l¢lide kontrolsiiz kalir.
Kanser tedavisinin ve ilerlemesinin daha iyi anlagilmasi i¢in gerekli yiiksek dogruluk ve in
vitro tiimor modellerinin fizyolojik uygunluguna ihtiyag¢ duyulmaktadir. Sonug olarak, in vitro
timor modelleri daha kompleks hale gelmis ve bunlarin ¢ikis parametreleri daha
cesitlendirilmis olup, bu modeller proliferasyon, invazyon, sitotoksite taramasi ve metastatik
kaskadin kritik basamaklarinda intravazasyon, ekstravazasyon, anjiyogenez, matriks olusumu
ve timor hiicre engeli gibi durumlar i¢in yinelenmistir (26).

TUmor hiicre biyolojisi, 3D hiicre kiiltiirii, doku miihendisligi, biyomalzeme,
mikroimalat ve mikroakiskan gelismeler in vitro tiimor modellerinde hizli ve yeni gelisim

saglamistir (26).

KANSER YOLAKLARINA GENEL BAKIS

Karsinogenezisin temelinde; hiicrenin yasamasi, bliyiimenin kontrolii ve farklilagsma
gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir araya gelmesi yer
almaktadir (27). Bu nedenle, kanserlerde ilk etkilenen mekanizma genellikle hiicre icindeki
sinyal iletim yolaklari olmakta, bunlarin problemlerinden basta kanser olmak iizere farkli
hastaliklar olusabilmektedir (28).

Hicre sinyal iletiminde, protein kinazlar aktif olarak rol alir. ATP’den substrata
eklenecek fosfat aktiflesmesini saglayarak, diger basamaklara uyarinin aktarilmasi ve devam
etmesini saglar. Protein kinazlar igerisinde yer alan onemli iletim mekanizmalarindan biri,
tirozin kinazlardir. Tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptorler, serin/treonin kinaz tizerinden
calisan Ras/Raf/MEK/MAPK gibi sistemleri kullanarak etki gosterirler (6r; Interlokin 3: IL-
3). Uyari, bu adaptér proteinler lizerinden sinyal transdiiksiyon faktorlerine iletilir. Gen
transkripsiyonunun uyarilmasi sonucunda da, apoptoz veya proliferasyon/hiicre onarimi
yapilmaktadir (29).

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii ( EGFR) / HER1 ayrica ErbB1 olarak da bilinir
ve ErbB reseptor tirozin kinazlarin ailesinin bir iyesidir ve dort farkli transmembran
reseptérinden olusur (HER1-HER4). HER1/EGFR ve HERZ2/c-erb-B2 bu aile Uyelerinden
tamamen arastirtlmig olup, bazi kanser tiirlerinin patogenezinde yer aldigi bilinen

uyelerdendir (30).



Normal hucrelerde, HER aktivasyonu streci dikkatle diizenlenerek hicre blyumesi
kontrol altinda tutulur. Kanserde HER reseptorleri, timaor hucrelerinin kontrolstiz blyiimesine
ve yayllmasina yol agarak, uygun olmayan bir sckilde aktive olabilirler (31). HER
reseptorlerinin asir1 ekspresyonu, sinyalizasyonda artisa yol acarak genetik mutasyonlar ve
ligand baglanmasi olmadan bile aktive olabilen HER reseptorlerinin Uretilmesine yol acar
(32). Timorlerin hem HER ailesi reseptorlerini hem de iligkili ligandlarini ekspre etmesi
sonucunda, tiimoriin kendi bliylimesini uyardigi bir otokrin halka meydana gelebilir (31).

Mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolu, Ras, Raf, MEK ve ERK sinyal
molekiillerini igerir. Normal olarak, hiicre dis1 biiyiime faktorleri tirozin kinaz reseptorlerine
baglanarak yolu etkiler ve MAPK yolunda sinyal molekiilleri araciligiyla kaskadin
baslamasini uyarir. Sonugta, MAPK yolaginin aktivasyonu, hiicre biiylimesi, hiicre ¢gogalmasi
ve hiicre farklilagsmasi gibi temel hiicresel islevlerin diizenlenmesinde yer alan proteinleri
kodlayan genlerin transkripsiyonuna yol acar (33,34).

RAS proteini aktivasyonu ile aktif olan RAF/MEK/ERK sinyal iletim yolu (Sekil 4),
insan kanserlerinin yaklasik %30’unda etkilendigi bilinen 6nemli bir yolaktir (33,34).

Sekil 4. RAS proteini aktivasyonu ile aktif olan RAF/MEK/ERK sinyal
iletim yolu (35)

Normal hiicrelerde sinyal iletimini yaparak, gen ekspresyonunun aktivasyonunu
saglarlar. Kanser hiicrelerinde, tirozin kinazlar veya RAS’in onkogenik aktivasyonu sonucu
MAPK sinyallesmesi siklikla artmistir. Bu MAPK yolagi, ayni1 zamanda klasik mitojenik

kaskad veya standart yolak olarak diisiiniilmektedir ve sitoplazmada bulunan bu proteinler



hiicre zariyla ¢ekirdek arasindaki sinyal mekanizmasinda 6nemlidir. Ras proteinlerinin GTP
molekllind bagladiklart ve igsel GTPaz aktiviteleri oldugu, 1980°li yillarda ortaya
cikarilmistir. Ras onkoproteinlerini aktive eden mutasyonlarin, proteinin GTPaz aktivitesini
bozarak GTP hidrolizini engelleyen mutasyonlar olduklari ve bunun sonucunda anormal
aktivitelere sahip Ras-GTP formlarinin birikerek, hiicre ¢ogalmasini tetikledikleri de
belirlenmistir (36-40).
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Sekil 5. Map kinazin yapms oldugu etkiler (38)

RAS Genleri

Bu genler ilk defa hayvanlarda tiimér olusturan Harvey (H-ras) ve Kirsten (K-ras)
sarkoma viriislerinin tiimor olusturucu o6zelliklerinden sorumlu olarak tanimlamis ve insan
hiicrelerindeki hiicresel es degerlerinin, insan tiimorlerinin gelisiminde rol oynayabilecegine
yonelik ilk ipuclarini saglamislardir. Ras gen Urlnleri, plazma zarmin i¢ yiiziinde yerlesmis
olan protein grubudur. Guanin niikleotidlerini baglayarak biylme faktorlerinden ¢ekirdege

sinyal ileti yollar1 ile aktarilan mitojenik sinyalleri diizenleyen molekiiler kontrol noktalari

olarak ¢alismaktadirlar(41,42).



KANSER ORANLARI

Tiirkiye’deki 5 Oliimden 1’i Kanserden Olmaktadir

Avrupa Birligi'nin giincel verisi olan 2011 yili incelendiginde, Avrupa’daki her dort

6limden birinin kanserden kaynaklandigi ortaya ¢ikmaktadir.

olim igindeki oranlar1 dikkate alindiginda, Tirkiye’nin 2011 yilinda % 20,7 ile bu
siralamanin 5. sirasinda yer aldigi goriilmektedir (43,44). Yas faktorii goz Oniine alindiginda

ise Avrupa’daki 65 yas alti 6liimlerden %37,1’inin, 65 yas ve Uzeri Olumlerden ise %

23,8’inin kanserden kaynaklandig: tespit edilmistir (Sekil 6) (45).

Kanserden 6liimlerin toplam
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60(%)

b
«
i

50

44,2

43.p

40
30
20 -

10

I Il

b’b & &L & *’b .\'b ,b(‘ *’b *'b \, *’b *'6 *’b
¢ & & & ¢ & & 6@(\ & (-‘\ & & 09'” Q ‘o(‘ & &8
S N 4 P o& ¢ & ¢ ¥ AR ORI
) & & L)
§ S

MToplam W65- w65+

Sekil 6. Secilmis AB iilkelerinde kanserden 6liim oranlar: (45)

Ulkelerin 65 yas alt1 oranlar1 incelendiginde, Turkiye 2011 yilinda %29,5°lik oran ile
alttan 6. sirada yer almaktadir. 65 yas ve Ustii oranlar incelendiginde ise; Turkiye, 2011

yilinda %16,9’luk oranla Bulgaristan ve Romanya’nin ardindan en diisiik 3. sirada yer

almaktadir (43,44).
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Dinyada, erkeklerde ilk ¢ siray1 alan kanser tiirleri, prostat, akciger ve kolon iken
(Sekil 7), Tirkiye’de bu siralama akciger, prostat ve mesane seklinde olmaktadir. Erkeklerde
akciger kanser insidansi Tiirkiye’de yiiz binde yaklasik 69’larda olup ortalamasi ise yiiz binde
30-35’lerde yer alirken, Avrupa Birligi ortalamasi ise yiliz binde 48 civarindadir (44,45).

Meme kanseri, kadinlarda diinyada ve Tiirkiye’de en ¢ok goriilen kanser tiiriidiir (Sekil 8).

Erkekeklerde en sik gériillen kanser tiirleri (YSH-100.000)

HOiger

B Trakea, Brons Akciger
M Proctat

B FCAns

M Kolorektal

H Mide

W Larinks

Sekil 7. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri (45)

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri(YSH-100.000)

B Merme

B Tiroid

W Kolorektal

B\ Herus Korpusw

B Trakea, Brons & kciger
B mide

m Diger

Sekil 8. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri (45)
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MEME KANSERI

Meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser tipleri arasinda birinci sirada yer almaktadir
(46). Hayat boyu her 8 kadindan birinin kansere yakalanma riski oldugu bilinmektedir. Meme
kanseri, meme dokusundaki hiicrelerden gelisen kanserler olup meme dokusunun herhangi bir
yerinden kaynaklanabilir. Cogunlukla siit kanallarindan veya siit toplama kanallarinin
lobillerinden kaynaklanir. Meme kanserinin olusum kokiine bagli olarakta, duktal veya
lobiler karsinomlar olabilir Ayrica diger dokulardan kaynaklanan daha nadir mediiller,
tibiler, misindz gibi tipleri de vardir. Meme kanseri olusumunda, genetik degisiklikler ¢ok
onemlidir. Genetik yapida olusan cesitli faktorler ve normal yaslanmanin etkisiyle ortaya
¢ikan bozukluklar, kansere neden olabilmektedir. Ancak, meme kanserlerinin sadece %7-
9’luk bir kismu ailesel gegislidir. Ozellikle anne tarafinda genc yasta meme kanseri ve erkek

meme kanseri gorilmesi, ailesel bir gecise isaret edebilir (47).

Meme kanseri, esasen BRCA1 ve BRCA2 genlerinde kalitsal mutasyonlarin neden
oldugu bir hastaliktir. Aile Oykiisiide agirlikli olarak meme kanseri patofizyolojisinde rol
almaktadir. Meme kanserinin baslica nedeni, hastaligin kisisel veya aile gegmisindeki hastalik
oykiisii ile meme kanserindeki kalitsal genetik mutasyonlardir. Gen ekspresyonunda goérilen
mutasyonlar, meme kanserlerinin tiim vakalar1 arasinda yaklasik %5-10 oraninda bulunur
(7,48). Meme kanserinde rol aldig: bilinen diger faktorler arasinda; obezite, hormon tedavisi
(progestin ve Ostrojen) kullanimi, artmis meme dokusu yogunlugu, alkol kullanimi ve fiziksel
hareketsizlik sayilabilir (7,49).

Normalde hiicreler yasam dongiisiinii tamamladiktan sonra vicut icin daha fazla
gerekli olmadiklarinda apoptoza gider. Apoptoza giden yolda bu yolaklar arasinda; PI3K /
AKT yolu ve RAS / MEK / ERK yolu bulunur. Bazen bu yollarla iligkili genler mutasyona
ugrar ve bu mutasyonlar; bu yollarin siirekli olarak agik kalmasina neden olarak hucrenin
stirekli bélinmesine ve cogalmasina yol agip yasam omriiniin tamamlanmasindan sonra hicre
inttharii onlemis olur. Normalde PTEN proteini, hiicre apoptozisi sirasinda PI3K / AKT
yolagin1 kapatmaktan sorumlu proteindir. Ancak bazi durumlarda PTEN proteininde
mutasyon olabilmekte ve bu durum timor hicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina yol
acmaktadir. Bir bagka sorumlu etken, meme yag dokularinda leptinin asir1 ekspresyonunun
olmasidir. Bununla birlikte, meme kanseri dogrudan viicuttaki dstrojen seviyelerine baglidir

(48).
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APOPTOZIS

Biyolojik bilimler literatiiriinde apoptozis terimi, ilk defa Iskogyali arastirmacilar
olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre
azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmistir
(50,51).

Kerr ve arkadaslari, hicre olumlerini incelerken 6len hicrelerin  plazma
membranlart ile kaph kiigiik kiirecekilere boliindiigiinii ve bu kiireciklerin makrofajlar
tarafindan fagosite edildigini izlemistir. Ayni calismacilar, hiicrelerin bu sekilde kiigiik
parcaciklara ayrilmasimi yaprak dokiimiine benzettikleri icin, bu 6lim sekline “Apoptozis”
admi vermislerdir (50).

Apoptozise giderken, ilk baslangigta Oliim karari almis bir hiicre normal bir
hiicreden morfolojik olarak ayirt edilemez. Ancak 2 saat sonra kromatin ve sitoplazma
yogunlasir ve boyutlart kiigiiliir. Bu morfolojik degisim, hiicrenin apoptozla dleceginin ilk
isaretidir. Hiicre apoptoz karar1 alinca, PS (fosfotidil serin) plazma membraninin i¢
yiizeyinden dis ylizeyine ¢ikar ve PS’i taniyan makrofajlar apoptoza ugramis bu hiicreleri

fagosite ederek ortadankaldirir (Sekil 9).

Normal Hucre Sitozo Hucrenin disi

S, IS ]
o ||
Xy 1
srreeS i =
1 Fosfotidilserin

Apoptoz

Reseptdr

= D7 G Pﬂﬁ—)—\

”
(\f\fYV\

| Fagositik Hicre |

>

Sekil 9. Fosfotidilserinin hiicre zarimin i¢ yiiziinden dis yiiziine ¢ikarak makrofajlarca

taninmasi ve hicrenin fagosite edilmesi (52)
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Apoptoz cesitli sinyal molekiilleri tarafindan yonetilen kompleks bir mekanizmadir ve
daima bir sinyalle baslamaktadir. Bu sinyal ¢evreden gelebildigi gibi, hiicre kendi igerisindeki
bir soruna bagh olarak kendi icinden de iiretebilir (Sekil 10). Apoptotik sinyalin, hiicrenin

kendinden iiretilmesinin ¢ok sayida nedeni vardir (53).

Apoptozisin Uyarilma Nedenleri ve islevi

Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir.
Apoptozun yer aldigi durumlara bakacak olursak;
Embriyonal gelisimde 6rnegin insanlarda parmak aralarinin sekillenmesi veya goz kapaklari
arasindaki boslugun sekillenmesinde,
Siirekli ¢ogalan hiicrelerin sayisinin azaltilmasinda (6rnegin deri hiicreleri, gastrointestinal
sistem hicreleri vb),
Metamorfoza ugramis, yaslanmis ve bu nedenle fonksiyonunu kaybetmis hiicrelerin ortadan

kaldirilmasinda,
Enfekte olan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda,

Immiin hiicrelerin seciminde,
Kadinlarda menstrual siklusta endometrial hiicrelerinin yikiminda,

Hormona bagimli, dogum veya kisirlastirma sonrasi involiisyonda (Ornegin prostat, meme
dokusu hiicrelerinde doku ve organlarin kiiciilerek eski haline donmesi),

Radyasyona maruz kalan hiicrelerin yikiminda,
DNA hasari olusan hicrelerin yikiminda,

Tumoral, kansere sebep olabilecek hiicrelerin  ortadan kaldirilmast gibi  durumlarda,

apoptozis devreye girer (54).
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Sekil 10. Hiicrenin apoptoza gidisi (53)

Kanser hiicrelerinin 6zellikleri, yalnizca pozitif biiylime sinyallerinin c¢ogaltilmasi,
kontrol noktalarinin ve genlerin mutasyonu ile degil, aym1 zamanda hiicre &liimiiniin
diizensizligiyle iligkilidir. Bu 6zellikler, kanserin tedavisinde bilinmesi gereken Onemli
ozelliklerdir (55,56).

Apoptoz, ayn1 zamanda tip I programli hiicre 6liimii olarak da adlandirilir ve spesifik
uyaranlari aldiktan sonra olusan programlanmis hiicre Oliimiiniin bir seklidir. Kromatin
yogunlagmasi, niikleer par¢alanma ve hiicre hacminin azaltilmasi gibi morfolojik
degisikliklerin yan1 sira, kaspaz aktivasyonu da dahil olmak iizere DNA'nin pargalanmasi,
protein ve membran yiizeyinde biyokimyasal degisikliklerin meydana gelmesiyle olusur (56-
58).

Apoptoz, tamamlayict iki yol olan ekstrinsik ve intrinsik yol ile tetiklenebilir. Biri
olim ligandlarinin 6lim reseptorlerine baglanmasini, digeri ise (intrinsik) "mitokondriyal”
yolagi baglatir (59). Bir¢ok tiimor hiicresi, apoptozdan ka¢inmak i¢in mekanizmalar gelistirir,
Ornegin anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu veya pro-apoptotik hiicre 6liim bilesenlerinin
mutasyonu veya downregilasyonu gibi (60). Bu nedenle, apoptoz yolagini hedeflemek,
malign timorler icin 6nemli kemoterapotik tedavilerden biridir ve bu yol 6n kemoterapotik

ajanlarin ¢ogunun hiicre 6liimiinii major olarak indiikledigi yerdir (61).
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Apoptoz Stireci
Bir hiicrenin apoptozisle intihar karar1 vermesi i¢in, iki mekanizma vardir.

e Hucre icinden gelen sinyallerle meydana gelme,
e Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile baslatiima.

I¢sel olan mitokondriyal yol, dissal olan hiicre 6liim reseptdrii araciligiyla olusan
yoldur. Apoptotik yollar igsel ve digsal olarak yogun galisir. Dissal yolda ilk olarak tiimor
nekroz faktorii (TNF) ailesine ait olan membrana bagli 6lim reseptorii (DR) ile kaspaz
aktivasyonu baslatilir (62). Bu surecte belli bash ii¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bel-2
ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteinidir.

Kaspazlar: Cysteine Aspartate Specific Proteases sozciiklerinin bas harflerinden
tiretilmistir. Eski adi ile ICE (interlokin konverting enzim) ailesine dahildir. Sistein
proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar (63).

Hicrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini
allosterik regulasyon ile aktif hale getirirler. BOylece bir kaskad seklinde islemektedirler.
Apoptoziste hiicreyi parcalayan, yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler
olarak bilinmektedirler. (64).

Kaspaz aktivasyonu; ayrica monositin makrofaja farklilagmasinin yani sira eritrosit,

keratinositler, iskelet kasi, lens lif hiicrelerinin farklilagsmasinda da yer almaktadir (65-69).

FAS ve FAS Ligand: FAS ve FAS ligand, tumor nekrozis ailesinin transmembran
proteinleridir. FAS ligand FAS’a baglandiginda, hedef hicrenin 6lum olgusunu
baglatmaktadir. Bu sistem, immiin yanitin sonlandirilmasinda da énemli bir rol oynar. Timor
hlcreleri, FAS ekspresyonunun azaltilmasiyla FAS-aracili apoptozise kars1 direng kazanabilir
(70,71).

Onkogenler ve p53 gibi tumor stpressor genlerdeki mutasyonlar, FAS sinyal
islemiyle de interfere olur. Hiicrenin plazma membran ylizeyinde Fas antijenini eksprese
etmesi, sinyalin baslangicidir. Fas antijenini yiizeyinde sergileyen bu hicreler sitotoksik T-
hicrelerinin Fas ligandlar tarafindan taninir (Sekil 11) ve sitotoksik T-hicreleri de, bu

antijeni sergileyen hiicrelere gelip baglanarak apoptoz kaskadini baslatir (72).
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Sekil 11. Fas-fas ligand aracili apoptozis (73)

Apoptoz ile iliskili Hiicresel Genler
e pRb
e Fas
e Mdm2
e C-myc
e C-Jun
e Bcl-2ailesi
e P53 (74,75)

Bcl-2: Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik iyelerden olusan ve apoptozu
dizenlemede en 6nemli role sahip olan onkoprotein grubudur (Sekil 12). Bcl-2 ve Bcl-xl
apoptozu engelleme fonksiyonunu, ya kaspazlarin oncii formlarini durdurarak ya da kaspaz
akisin1 direkt olarak aktive eden apoptoz uyarici faktor (AIF) ve sitokrom-c gibi apoptogenik
faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir (76,77).

Bcl-2 ailesinde proapoptotik olanlar; Bax, Bad, Bix, Bcl-Xs’tir. Apoptozisi inhibe edenler
ise; Bcl-2 ve Bcl-x1’dir (78,79).
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Bax: Bcl-2 ailesinin bir proapoptotik iiyesidir, mitokondri aracili apoptozisi destekler.
Membran iizerinde yer alan Bax/Bc¢l2’nin orani, hiicrenin apoptoza gidip gitmedigini belirler
(80-82).

I Apoptatik Sinyal |

Defosforilasyon

Sitokrom C ( Apoptozom

v

Kaspaz Kaskadi

Sekil 12. Apoptotik sinyal ile baslayan kaspaz kaskadi (83)

(PT: permeability transition pore=gecirgenlik poru)

P53: p53 apoptozu uyarici bir proteindir. Birgok anti-timor ilag, hedef olarak hicre
DNA’sin1 segererek, p53 seviyesini arttirmaya yonelik etki eder. Bu aktivasyon, ya hasarin
tamirine ya da apoptoza yol acar (84,85).

P53 ayni zaman da Bax/Bcl-2 oranmi diizenler ve bu da hiicrenin apoptoza gidip

gitmeyecegini belirler (Sekil 13).
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Sekil 13. P53’iin etkileri (86)

HUCRE DONGUSU VE APOPTOZIS

Hiicre dongusinin boliimleri arasindaki gecis ve farkli hiicre dongiilerinde meydana
gelen islemler, hiicre i¢i sinyallerin yani sira ¢evreden gelen hiicre disi sinyallerle de
diizenlenmektedir. Hiicre dist sinyallerle hiicre donglsunin diizenlenmesine 6rnek vermek
gerekirse, hiicrelerinin ¢ogalmasina biiyliime faktorlerinin yaptig: etkidir.

Hicre buyumesi, DNA replikasyonu ve mitoz gibi hicresel slrecler, hiicre déngusi
sirasinda  farkli kontrol noktalarinda diizenlenirler. Fazlar1 goz Oniine alirsak, hiicre
dongusunde (g tane kontrol noktast vardir. Bunlar; G1, G2 ve metafaz kontrol noktalaridir
(87).

G1 evresi DNA’nin replikasyona hazirlandigi, ribozom ve diger organellerin sayisini
iki katina ¢ikardigi fazdir. Buradaki kontrol; organellerin sayisinin dogru bir sekilde artip
artmadiginin kontrolii seklindedir (88).

S evresinde; organellerin iki katina ¢gitkmasi devam eder ve ayrica yeni DNA sentezi bu
fazda gergeklesmektedir. S fazindan sonra G2 fazi gelir. G2 kontrol noktasi, replikasyon ve
diger olaylarin dogru bir sekilde olup olmadiginin kontrol edildigi yerdir. Eger bu zamana
kadar gerceklesen islemler eksikse, onarilmasi miimkiindiir ve baga doniilebilir.

G1 ve G2 fazlarmin diger bir 6nemi de, mitoz Oncesi ve sonrasi hiicreye biiylime

zamani kazandirmalaridir. Hiicre boliinmesine hazirlik asamasinda hiicre kiitlesinin iki katina
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¢ikarilmasi i¢in, hticrenin biylmesi gerekir (88).

Hicre dongusinin kontrolindeki ana rol; dizenleyici proteinlerden olan siklinlere,
siklin bagimli kinazlara (Cdks), bunlarin substrat proteinlerine, Cdk inhibittrlerine (CKI) ve
timor baskilayici gen triinleri, p53 ve pRb’ ye bagimhidir. Bu faktérler, hiicre dénglsiinin
gecis ve kontrol noktasindan sorumlu temel diizenleyici faktorlerdir. Memeli hiucrelerinin G1
kontrol noktasinda durmasi, p53 proteini ile olmaktadir. Bu protein, hasarli DNA tarafindan
¢ok hizli bir sekilde indlklenmektedir. Bir¢cok kanser turiinde, p53 proteinini kodlayan gende
mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlarin sonucu olarak p53 islevinin kaybolmasi, DNA
hasarina cevap olarak G1’de durma olay1 gerceklesmez. Boylece hasarli DNA replikasyona
ugramakta ve onarilmadan aktarilmaya devam etmaktedir. Hasarli DNA’nin bu sekildeki
kalitimi, mutasyon sikliginin ve kanser gelisimine eslik eden hiicre genomunun genel
kararsizliginin artmasina neden olur. P53 genindeki mutasyonlar, insan kanser turlerinde en
sik goriilen genetik degisikliklerdir (89,90).

Hicrenin apoptozu ve g¢ogalmasi birbiriyle iligkilidir. Bazi hiicre dongiisii
duzenleyicileri, hem hiicre bélinmesini hem de apoptozu etkileyebilir (91).

Hiicre dongiisiiniin durmasi ve apoptoz, anti-kanser ila¢ tedavisinde yer alan iki
onemli mekanizmadir (92,93). Kontrolsiiz hiicresel proliferasyon, kanserlerin ortak
Ozelliklerinden biridir ve bu ylzden hicre donglsinin bloke edilmesi, kanser hicrelerini
ortadan kaldirmak igin etkili bir yontem olarak gortlmektedir (92,94). Pek ¢ok kemoterap6tik
maddenin, hiicre dongiisiinii bazi kontrol noktalarinda durdurarak anti-proliferatif etki
gosterdigi belirtilmistir (92,95). Hiicre dongiisii aracili apoptoz kavramui, gittikge artan bir ilgi
gormektedir. Clnkl bu yol, edinilen ila¢ direncinin Ustesinden gelmek, mutajenezi azaltmak

ve toksisiteyi azaltmak i¢in bir firsat saglayabilir (92,95).

ANKAFERD

Ankaferd Bloodstopper (ABS), klinik c¢aligmalarda test edilen kirmizi kan hiicresi
fibrinojen iliskileri ile ilgili ilk lokal hemostatik ajandir (96,97). Ankaferd adi iki kelimenin
birliginden kaynaklanmaktadir: "Anka" ve "Ferd". Bati1 geleneginde Phoenix olarak bilinen
Anka, her hayvandan bir isaret tasiyan ¢ok renkli tlyleri ve insan yizline benzeyen bir ylize
sahip mitolojik bir kustur. Bir¢ok kiiltiirde ruh ve yeniden dogus sonsuzlugunu temsil eder ve
yanarak kiillerinden dogan anlamindadir. Ferd ise, essiz anlaminda Anka’nin benzersizligini
vurgulamaktadir. Ankaferd Phoenix’e tek gii¢ olarak terciime edilebilir, simdiyse modern bir
ilac olarak kendi tarihini yaratmaktadir (96).

Ankaferd Bloodstopper, geleneksel bir bitkisel karisimdir ve bu karisim, Anadolu'da
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yiizyillardir kanamay1 durdurmak i¢in lokal olarak kullanilmaktadir. ABS de bulunan bitkiler,
Thymus vulgaris (kekik), Glycyrrhiza glabra (meyan), Vitis vinifera (asma), Alpinia
officinarum (havlican) ve Urtica dioica (1sirgan) otunun bir standart karigimidir. Endotelyum,
kan hicreleri, anjiyogenez, hiicre ¢cogalmasi, damar dinamikleri ve hiicre aracilar1 tizerindeki
etkileri sayesinde, ABS artik Turkiye'de konvansiyonel anti-hemorajik onlemlere direncli
inatg1 kanamalar i¢in resmi olarak alternatif hemostatik bir tip ilaci haline gelmistir. (97).

ABS ayni zamanda protein-2 (AP2), androjen reseptori (AR), siklik AMP cevap
elementi aktif transkripsiyon faktor-1 (CREATF1), siklik AMP cevap clementi baglama
proteini (CREB) EZ2F1-5, E2F6, EGR, interferon (IFN) uyarilmis yanit elementi (ISRE),
Myc-Max, nikleer faktor-1 (NF-1), protein-53 (p53), SMAD?2 / 3, peroksizom proliferator-
aktive edici reseptor (PPAR) ve Yin-Yang (YY1) gibi hiucresel fonksiyonlarda rol oynayan
cesitli protein ve faktorlerin dizeyini belirler. Bu faktorler; hlcre déngusinin regilasyonu,
apoptozis, anjiyogenez, sinyal iletimi, inflamasyon, immuinolojik surecler ve metabolik

yolaklar gibi ¢esitli hiicresel mekanizmalarda rol oynamaktadir (98).

Ankaferd Uretim Sekli Ve Yontemi
Bitkiler toplandiktan sonra depolanir ve ayni zamanlarda olacak sekilde, Kkalitesine
gore uygun sekillerde asagidaki gibi ayrilir.
« Urticadioica (kurutulmus kok)

Vitis vinifera (kurutulmus yaprak)

Glycyrrhiza glabra (kurutulmus yaprak)

Alpinia officinarum (kurutulmus yaprak)

Thymus vulgaris (kurutulmus ot)

Bitkilerin parcalara ayrilmasi, fiziksel ve kimyasal olarak kalite kontrollerinin
yapilmasinin ardindan dolum ve paketleme islemi yapilir.

ABS ampul, tampon (Tablo 1) ve sprey (Tablo 2) formlarinda olmak tizere 3 farkli
formda hazirlanir.

1.ABS ampul 2 mL

2.ABS tampon (2.5cmx 7ecm -3 ml, 5¢cm x 7.5 cm - 10 ml, 20 cm x 20 cm — 100 ml)

3. ABS sprey (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, 200 ml)
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Tablo 1. Ampul ve tampon formda ABS i¢inde bulunma miktarlar: (97)

Etkin madde miktar:1 (mg)
Etkin madde adi Ampul Tampon
25x7cm 5x7.5¢cm 20x 20 cm
2ml 3ml 10 mi 100 ml
Urtica dioica’ 0.12 0.18 0.6 6
Vitis vinifera? 0.16 0.24 0.8 8
Glycrrhiza glabra? 0.18 0.27 0.9 9
Alpinia officinarum? 0.14 0.21 0.7 7
Thymus vulgaris® 0.10 0.15 0.5 5
! kurutulmus kok ekstresi, 2 kurutulmus yaprak ekstersi, ® kurutulmus ot ekstresi

Tablo 2. Sprey formda ABS i¢inde bulunma miktarlar: (97)

Etkin madde miktari

Etkin madde ad1 (mg/ml)
Urtica dioica’ 0.06
Vitis vinifera® 0.08
Glycrrhiza glabra® 0.09
Alpinia officinarum? 0.14
Thymus vulgaris® 0.10

! kurutulmus kok ekstresi, 2 kurutulmus yaprak ekstersi, ® kurutulmus ot ekstresi
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ABS’nin Kanama Durdurucu Ozelligi

ABS'nin hemostatik eyleminin temel mekanizmalarindan biri, ¢ok hizli baglanti
noktalar1 yaparak bir protein ag1 olusturup eritrosit agregasyonu yapmasidir. ABS; protein ag1
zenginlestirilmis kan hiicreleri ile 0Ozellikle eritrositleri, pihtilasma faktorlerini  ve

trombositleri bozmadan birincil ve ikincil hemostatik sistemi kapsar (97,99,100).

ABS’de Yer Alan Bitkilerin Ozellikleri
1. Vitis vinifera (Asma): Uziim cekirdegi ekstresi, periferal venoéz yetmezlige karst,

antioksidan olarak, varikdz venlerde, kapiller incelme, diyabetik retinopatinin de dahil oldugu
retina hastaliklari, o6dem, okiilar stres ve premenstriel sendromda pozitif etkiler
gOstermektedir. In vitro ve hayvan deneylerinde vaskiler, antioksidan, sitotoksik,
kemopreventif ve sitoprotektif etkileri gosterilmistir. Ayrica liziim g¢ekirdegi ekstresinin ¢ok
iyi olan antioksidan etkileri, aterosklerozis ve kanser gibi diger kronik dejeneratif hastaliklara
karsi koruyucu olarak Onerilmektedir. Yapilan bir in vitro c¢alismanin sonuglari,
prosiyanidinlerin hidrofilik ve lipofilik radikallerin giderilmesinde oldukga etkili oldugu
saptanmugtir. Prosiyanidinler, dikkate deger anlamda doz bagimli, anti-lipoperoksidan aktivite
gostermistir. Bu baglamda, lipozomal membranlari selasyon mekanizmasi araciligi ile radikal
temizleyici etkileri sonucunda, lipit peroksidasyonundan koruyabilmektedirler. Ayrica gesitli
aragtirmalarda; iizim c¢ekirdeginin anti-aterosklerotik, antikarsinojenik/antitimor etkileri,
antioksidan, kardiyoprotektif etkilerinin oldugu ve kollajen stabilizasyonunu saglamada etkili
oldugu ortaya konmustur (97-100).

Bir calismada, lizim g¢ekirdegi ekstresinin bazi kanser hiicrelerine kars1 sitotoksisite
gosterdigi rapor edilmistir (101).

Uzim cekirdegi ekstresinin, kemoterapétik ajanlarin toksik etkilerini diizeltebildigi
(101); testislerdeki spermatogonial hicreleri tizerine olan radyasyon hasarina Kkarsi
koruyuculuk sagladigi (102); ve asetaminofenin indiikledigi hepatik DNA hasarini, apototik
hicre 6limu ve gen ekspresyonu etkisini hafifletebildigi gibi in vitro etkilerinin oldugu,
cesitli bildiri 6zetlerinde rapor edilmistir (103).

2. Thymus vulgaris (Kekik): Akdeniz bolgesi ve komsu iilkelerinde, Kuzey Afrika ve
Asya'nin bir boliimiinde dogal olarak yetismektedir (104,105). Kekik; balgam soktirica,
antispazmodik, anthelmintik, karminatif ve diiiretik 6zellikler nedeniyle toplumda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Thymus cinsinin aromatik ve tibbi 6zellikleri, onu Diinya genelinde

en popiiler bitkilerden biri yapmaktadir. Thymus turleri; gucli antibakteriyel, antifungal,

23



antiviral ve antioksidan etkilere sahiptir (104,106). Bir¢ok farmakolojik in vitro c¢aligmada,
hem kekik esansiyel yaginin hem de bitki Oziitlerinin farmakolojik aktiviteleri ortaya
cikarilmistir (104,107).

Geleneksel tiptaki c¢esitli kekik kullanimlari ve anti kanser aktivitesine sahip
olabilecegi hipotezi gz oniine alindiginda; Thymus vulgaris biyoaktif bir bitkidir. Izole
edilerek ve tanimlanmas1 yapilarak biyoaktif onciilleri belirlenmis ve bunlarin koleraktel ve
meme kanseri hiicre biiylimesini baskiladigi, DNA-bagimli ilaglarla meme ve koleraktel
kanser hiicrelerinin kemo duyarliligini arttirdigi, apoptozisi ve hiicre dongiisiinii regiile eden
faktorlerin dizenlenmesinde rol alan intraseliler sinyal iletim yollarin1 baskiladig
belirtilmistir (107). Yapraklarnin, bilinen antioksidanlar olan alfa-tokoferol ve bitile

hidroksitoluenle kiyaslanabilir diizeyde antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (108).

3. Glycyrrhiza glabra (Meyan): Koklerinden elde edilen ekstraktin, in vitro hiicre
dizilerinde antianjiyojenik aktivite gdsterdigi  bildirilmistir. Bu bitki  kdkiiniin
antiinflamatuvar, antitrombotik, antioksidan ve antiaterosklerotik etkileri gesitli aragtirmalarla
gosterilmektedir (109-115). Ote yandan meyan kokinin mineralokortikoid etki nedeniyle,
kan basincini yiikselttigi belirlenmistir. Glycyrrhiza glabra koklerinin de antibakteriyel,
antifungal ve antiviral etkileri arastirilmistir (109-117).

Meyanin antililser olarak kullanimi, eskilerden giinlimiize kadar uzanmaktadir ve
ayrica pek cok enfeksiydz hastalik iizerinde etkilidir. Soguk alginlig1 ve grip i¢in kullanilan
preparatlarin kullanilmasinda siklikla yer alir ve bronsitin tedavisinde kullanilmaktadir (110-
114). Kortikal hormonlarin endojen iiretimini ve prolongasyonunu stimiile eden meyanin,
menapoz ve premenstriiel sikayetlerin oldugu durumlarda da kullanimmin oldugu
bildirilmektedir (115,116).

Glisirizin solisyonu ile intravendz tedavinin, kronik hepatit C olan hastalarda
hepatoseliiler karsinoma gelisimini Onledigi bildirilmistir. Hayvan deneylerinde, meyan

derivelerinin antitimor aktivitelerinin oldugu belirlenmistir (114).

Glabridin tirozin kinaz aktivitesini, stperoksit anyonu uretimini ve siklooksijenaz
aktivitesini inhibe etmek suretiyle anti-inflamatuvar etki gosterdigi de saptanmistir (116).

Meyan, kortizoliin kortizona c¢evrilmesinden sorumlu enzim olan renal 11-B
hidroksisteroid dehidrogenazi (B-HSD) inhibe eder. Kortizolin mineralokortikoid etkileri,
serum potasyum duzeylerinde azalmaya, serum sodyum diizeylerinde artisa neden olur. Bu
durum; su retansiyonuna, kilo artigina ve hipertansiyona neden olur (118).

Meyan, sitokrom P450 3A4’t in vitro olarak inhibe eder. Meyan ile birlikte bu
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enzimlerle metabolize olan ilaglarin kullanilmasi s6z konusu oldugunda, dikkatli olunmalidir.
Uzun siire yiiksek doz alinmasi (20 gr’in iizerinde ekstre ve 50 gr’in lizerinde meyan kokii);

hipokalemi, hipernatremi, 6dem, hipertansiyon ve kardiyak sikayetlere neden olur (119).

4. Alpinia officinarum (Havlhican): Zencefil ailesinin bir iiyesidir ve Glineydogu
Asya'da yaygin olarak bulunur. A. officinarum'un rizom kismi; mide agrisi, soguk ve sislik
tedavisinde geleneksel tipta kullanilmaktadir (120). Bu bitkiden iki bilesik, diarilheptanoidler
ve galangin izole edilmistir. Onceki arastirmalar A. officinarum 6zitiinin ve ana
bilesenlerinin; karaciger, akciger, meme ve noroblastoma gibi ¢ok sayida kanser hiicre
dizisinde anti kanser etkisinin oldugunu gostermistir (120-122). Bu bitkiden izole edilen
bir¢ok kimyasal bilesenden biri olan diarilheptanoidler, karakteristik bilesikler arasindadir ve
anti-platelet, antioksidan, antiproliferatif, anti-emetik, antihepatotoksik ve anti-inflamatuar
aktivitelere sahip olduklari bilinmektedir (123).

5. Urtica dioica (Isirgan): Anadolu’daki yoresel adlari; dizlagan, ¢izlagan, cizgan,
dalagan, cingar, agdalak, 1sirgt ve 1sirgan otudur. Isirgan otu, igerdigi bir¢ok farmakolojik
etkili metabolitin yan1 sira, diger tibbi bitkiden farkli olarak agirliginin % 17’sini olusturan
yuksek oranda gerilmeye dayanikli, hafif, uzun ve direncli liflere sahiptir. Bu Ozellikleri ile
1sirgan otu, hem tibbi bir bitki hem de bir lif bitkisi olarak degerlendirilmesi noktasinda buyik
bir potansiyele sahiptir. Isirgan otugiller familyasindaki bitkilerin biiyiik bir kism1 ¢ok yillik
olup, digerleri ise tek yillik gelisim gostermektedir. Genelde otsu yapiya sahip olmakla
birlikte, ¢cali formunda olanlar1 da mevcuttur. Yaprak yiizeyinde bulunan yakici tiiylerinde,
cesitli kimyasal maddeler bulunmaktadir. (124).

Urtica dioica, sahip oldugu birgok farmakolojik ve klinik etkiden dolayi ilag¢ olarak
yaygin sekilde kullanilan otlardan biridir. Urtica dioica veya 1sirgan otu, Urticaceae ailesinin
bir Gyesidir. Cok sayida kiigiik tiiyleri olan ve histamin, formik asit, asetilkolin, asetik asit gibi
yapraklar ve saplar lizerinde temas sonrasi cilt tahrisine neden olan salgilar1 vardir (125).

Urtica dioica; diyabet, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastalik, prostat kanseri gibi
hastaliklarin tedavisinde ilag olarak ¢esitli kullanim alanlarina sahiptir (126-128).

Isirganin yaprak Oziitiiniin antiinflamatuar etkiye sahip oldugu gosterilmis (126,129)
ve dahasi, bu bitki antihiperglisemik (126,130) antioksidan, antimikrobiyal, antililser ve
analjezik aktivitelere sahiptir (126,131). Onceki ¢alismalarda; Urtica dioica'nin bradikardiyal
bir etkiye sahip oldugu (126,132) ve hipotansif ve diiiretik etkilere sahip oldugu gosterilmistir

(126,133). Bunlara ek olarak yapilan bir tarama c¢alismasinda; Urtica dioica'nin havadaki
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kisimlarinin ham sulu bir Oziitiinlin, platellet agregasyonunu inhibe ettigi kanitlanmistir

(126,134).

DENEYDE KULLANILAN KEMOTERAPOTIK iLACLAR

Sisplatin

Platin bilesikleri, en ¢ok kullanilan anti-kanser ila¢ siniflarindan birini olustururlar.
Kemoterapi alan tiim kanser hastalarinin neredeyse yarisi, sisplatin, karboplatin veya
oksaliplatin ile tedavi edilmektedir (Sekil 14) (135).

H,N l
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Sekil 14. Sisplatinin molekdler (A) (136) ve kimyasal yapisi (B) (135)

Oda sicakliginda, beyaz veya sari-turuncu kristal tozdur. Suda ¢oziintirliigli azdir ve
dimetilprimanid ve N, N-dimetilformamid iginde de ¢ozliniirliigi mimkiindiir. Sisplatin,
normal sicaklik ve basing altinda kararli bir yapidadir ancak zamanla yavasga trans-izomer'e
dontigebilir (136,137).

Meme kanseri, diinya genelinde kadin dliimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Kemoterapi, malign meme kanserinin tedavisindeki tek secenektir ve hastanin yasam
Omriiniin uzamasini saglayan bir durumdur (138). Devam eden meme kanseri sorununa karsi
koymak i¢in kemoterapotik ajanlar gelistirilmistir. Bununla birlikte, ¢cogu kemoterapotik ilag
hizli bir sekilde boliinerek hasarlara neden olan hiicreleri hedefler ve bunlar "sitotoksik
ilaclar" olarak adlandirilirlar.

Sisplatin; yaygin olarak kullanilan 6nemli bir kemoterapdtik ajandir ve meme, testis,
yumurtalik, servikal, prostat, bas ve boyun, mesane, akciger ve refrakter non-Hodgkin

lenfomalar1 gibi ¢esitli malignitelerin tedavisinde kullanilir (139,140).
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Sitotoksik etki; apoptozun indiksiyonu ve sisplatinin  DNA'ya baglanarak,

replikasyonunu inhibe etmesiyle sonuglanir (Sekil 15) (137,142).
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Sekil 15. Sisplatinin etki mekanizmasi; (i) hiicresel alim, (ii) aktivasyon, (iii) DNA'nin

platinlenmesi ve (iv) apoptozise giden hticresel yol (142)

Esas olarak sisplatin kaynakli genotoksik stres, apoptoz veya kemo direncine katkida

bulunabilen ¢oklu sinyal iletim yollarin1 aktive eder (137).

Karboplatin

Kemoterapotik platin ilaglart sisplatin ve karboplatin, DNA alkilleyici ajanlar olarak
smiflandirilir (Sekil 16). Bu tiir ilaclarin ana etki mekanizmalarinin piirin DNA bazlarina
kovalent olarak baglanip, DNA adukt formlarini olusturduguna dair giiglii goriisler vardir.
Sonug olarak, bu DNA hasari ¢esitli sinyal iletim yollarin1 harekete gegirerek etki eder.
Ornegin; DNA hasarmin taninmasi ve sonrasinda onarimu, hiicre déngiisiiniin durdurulmasi ve
apoptozis gibi (143,144).

Karboplatin; temel bilesik olan sisplatin'e gére daha az nefrotoksisite, nérotoksisite ve

orotoksisiteye sahip bir sisplatin analogudur (145).
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Sekil 16. Karboplatinin kimyasal (A) (142) ve molekiiler yapisi (B) (146)

Karboplatin veya Cis-diammin (1,1-siklobutandikarboksilat) platin (I1); yumurtalik,
meme, akciger, bas ve boyun kanseri i¢in kullanilan, kemoterapdtik bir ilagtir. Karboplatin
yapisal agidan, sisplatinde var olan iki klorit ligandinin yerine, dikarboksilat ligandina sahip
olmasiyla sisplatinden ayrilir (147,148).

Karboplatin ayni reaksiyon firiinlerini in vitroda sisplatin ile esdeger dozlarda
olustursa da, daha diisiik reaktiflik ve daha yavas DNA baglanma kinetigi sergilemektedir.
Sisplatin'in aksine, karboplatin alternatif mekanizmalara duyarli olabilir. Baz1 ¢alismalar,
sisplatin ve karboplatinin sitotoksik davraniglarini siirdiiriirken, MCF-7 hiicre dizisinde farkli
morfolojik degisikliklere neden oldugunu gostermektedir (147).

Karboplatin, baglangigta monoterapide ve daha sonrada metastatik meme kanseri

hastalarinda, farkli antitiimdr ilaglarla kombinasyon halinde arastirilmistir (145).

Dosetaksel
Meme kanseri hastalarinda taksan tedavisine direng, neo-adjuvan veya adjuvan taksan
ile tedavi edilen hastalarin yaklastk % 20'sinde, meme kanserinden sonra hastaligin
niiksetmesi blydk bir klinik problem olmaya devam etmektedir. Taksan direnci ile iliskili
molekiiler degisiklikler ile tahmini belirte¢lerin tanimlanmasi ve dogrulanmasinin, taksanlarin
daha etkin bir sekilde kullanilmasina, hayatta kalma oraninin iyilesmesine, toksisite ve
maliyetlerin azalmasina neden olacagi hipotezine varilmistir (149).
Taksanlar (dosetaksel, paklitaksel), mitotik inhibitorler olup, primer ve ileri meme
kanserinin tedavisinde anahtar rol oynamaktadir (150-153).
Taksanlar, mikrotuballerin beta-tlibiilin alt Ginitesine baglanarak mitotik bir blok olusturur
ve bunlarin ayrismalarimi engeller (154). Bununla birlikte, taksanlara karsi direng taksan

tedavisi sirasinda veya sonrasinda ortaya ¢ikarak, hastanin morbidite ve mortalitesinde artisa
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neden olabilir (149).

Doksorubisin

Antrasiklin doksorubisin, insan kanserlerine kars1 genis bir spektruma sahip antitimor
ajanlar smifina ait iken (6rnegin; 16semi, meme kanseri, yumusak doku sarkomlari, ¢ocukluk
cag1 solid timorleri, agresif lenfomalar) kolon kanseri de dahil olmak Uzere, sadece birkac
kanser tiri bu ilaca cevapsizdir (155-158).

Bununla birlikte, kanser ilact olan doksorubisinin terapotik etkinligi, tiimorlerde ilag
direncinin baglangici, konjestif kalp yetmezligi ve koti timor segiciligi esliginde
kardiyotoksisite gibi ¢esitli yan etkilerle sinirhidir (155,157-160).

Secicilik eksikligini gidermek i¢in, doksorubisin ve diger anti kanser ajanlari, kanser
hiicrelerinin spesifik baglanma bolgeleriyle veya asir1 eksprese edilen reseptor araciligiyla o
bolgeye yonelecek sekilde modifiye edilmistir. Bu durumda, peptid hormonu (161), folik asit
(162), antikor (163), transferrin ve albumin ila¢ konjligatlar1 (164), tartismasiz bir rol
oynamakta ve antitimor ajanlarin alan sec¢ici verimini miimkiin kilmaktadir (155,165,166).

Yinede, bu konjugatlarin biiyiik ¢ogunlugu, kanser hicrelerinde ilag direncinin
ustesinden gelememektedir (155).

Ila¢ Kombinasyonlar1 Neden Yapilir?

Cok eski yillardan beri, ilag kombinasyonlar1 hastaliklarin tedavisinde ve aciy1
azaltmakta kullanilmaktadir. Geleneksel Cin ilaglari, 6zellikle bitkisel ilaclar, bunlarin canh
ornekleridir. Izolasyon teknolojisi ve kimyasal sentez yetenegi ilerledikge, ilag
kombinasyonlar1 daha iyi ve gelismis hale getirilerek, kapsamlar1 da genisletilmeye devam
edilmektedir (167).

Son yiizyilda, her bir ilacin tek basina ve kombinasyonlarinin doz-etki iligkilerini nicel
olarak 6lgmek i¢in girisimlerde bulunulmus ve verilen bir ilag kombinasyonunun sinerjik bir
etki kazanip kazanamayacagi saptanmistir. Biyolojik sistemler ve doz-etki modelleri son
derece kompleks oldugu i¢in, son yiizyilda ila¢ kombinasyonu analizine iliskin ¢ok sayida
model, yaklagim, hipotez ve teori ile tartismalar da olmustur (167).

Birden fazla ilacin kullanimi; birden fazla hedefi, birden fazla alt popilasyonu veya
birgok hastalig1 ayn1 anda hedefleyebilir. Farkli etki mekanizmalarina veya etki yontemlerine
sahip birden fazla ilacin kullanimi, tek bir hedefe veya bir hastaliga karsi direk etki
gosterebilir ve daha etkili bir sekilde tedavi edebilir (167).

Sinerjizmde olusabilecek olumlu sonuglar sunlardir; terapotik etkinin etkinliginin
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arttirllmasi, toksisiteyi dnlemek i¢in dozaji azaltmak fakat ayni etkinligin arttirilmasi veya
surdurtlmesi, ilag direncinin olusmasini en aza indirgemek veya yavaslatmak ve konakei
aleyhine hedefe karsi (veya sinerjizm etkisi) secici sinerjizm saglamak (veya toksisite
antagonizmasi). Bu terapotik yararlarindan dolayi, ilag kombinasyonlar1 yaygin sekilde
kullanilmakta ve AIDS dahil olmak (izere kanser ve bulasici hastaliklar gibi 6limcul
hastaliklarin tedavisinde 6nde gelen bir segenek haline gelmektedir (167).

Kombinasyonlarin sinerjistik etkilerini incelemek tizere; medyan etki denklemi ve
kombinasyon indeksi denklemlerine gore iki veya daha fazla ilacin aditif, sinerjistik veya
antagonistik etki gosterip gostermedigini otomatik olarak analiz eden CompuSyn programi
kullanildi. Bu program, Chou tarafindan ortaya konan CI (kombinasyon indeksi) prensibine
dayanarak ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikan veriyi genel
olarak ti¢ sekilde verir: CI degeri; ilag kombinasyonlarinin aditif etkilerini belirlerken (Cl=1
oldugunda aditif etki), beklenen aditif etkiden daha fazla etkiye sahipse antagonizmi (CI>1),
beklenen aditif etkiden daha az etkiye sahipse de sinerjistik etkiyi (Cl<1) ifade etmektedir
(167).

Bizde arastirmamizda; kullanilan hiicrelerin LDso degerlerini bulduktan sonra, ilaglar
farkli dozlarda kombine ederek 72 saatlik hiicre kiiltiirii inkiibasyonu sonucunda ¢ikan yiizde

canlilik oranlarint CompuSyn programina girerek, sinerji bulunan kombinasyonlar1 belirledik.

Tablo 3. iki ilacin hiicre Kiiltiirlerinde kombine kullaniminin
sinerjistik -aditif-antagonistik sitotoksik etkilerini

belirlemede kullanilan CI degerleri

CI (kombinasyon indeksi) Kombine sitotoksik etki
<0.1 Cok kuvvetli sinerjizm
0.1-0.3 Kuvvetli sinerjizm
0.3-0.7 Sinerjizm
0.7-0.9 Hafif sinerjistik etki
09-11 Aditif etki
>1.1 Antogonizm
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GEREC VE YONTEMLER

Hucre Kulturu

Hiicre kiiltiirli, deney siiresince hiicrelerin inkiibatdrde ¢ogaltilarak yetistirilmesi
islemidir. Calismada kullanilan hiicrelerimizi Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve
Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezinden (TUTAGEM) edindik. MCF-7 insan meme
kanseri hiicre dizileri, 37°C’de etiive konup ¢6ziilene kadar bekletildi. Kriyovialdeki hiicre
suispansiyonu, icerisinde 3 ml besiyeri bulunan 25 cm?’lik flasklara aktarildi ve hiicrelerin 1
giin boyunca flaska yapismasini bekledikten sonra, flakstaki DMSO’lu besiyeri uzaklastirilip
3 ml taze besiyeri konuldu. 37°C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
hiicre besiyeri ortami yenilenerek, hiicrelerin biiylimeleri saglandi. Flasklar, her gin
mikroskop altinda kontrol edildi (Sekil 17).

Sekil 17. MCF-7 hicrelerinin mikroskopta gorinimu
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Hicreler biiyiik oranda konfluent olduklarinda, tripsinizasyon isleminden (bu islemde
flasktaki besiyeri dokulerek 3 ml tripsin koyup inklibayonda 10 dk bekletildi) sonra hiicreler
flasktan alinip steril polipropilen konik dipli tiipe aktarildi ve 2000 rpm’de 2,5 dk santrifij
edildikten sonra tist s1vi kismi alindi. Kalan pelet, 2 ml besiyeriyle stispanse edildikten sonra

icinde 4 ml besiyeri bulunan daha buyik hacimli 75 cm?lik flakslara aktarildi. Bu sekilde

hiicrelerin istenilen sayiya ulasincaya kadar ¢ogalmalari saglandi ve hiicre kiiltiirii pasaj

islemlerinin tiimii laminar akim kabinlerinde gergeklestirildi.

Kullanilan Besiyerleri, Sivilar ve Hiicrelerin Uretilmesi
MCF-7 hicre dizisi i¢in; icerisinde %5 Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (D-

PBS), (ATCC® 30-2200TM) 30 ml, penisilin ya da streptomisinden 6 ml, 200 ml Dulbecco's

Modified Eagle's Medium (DMEM) ATCC ® 30-2002™, 200 ml Eagle's Minimum Essential
Medium (EMEM) ATCC® 30-2003™, 200 ml F-12K Medium (Kaighn's Modification of

Ham's F-12 Medium) (ATCC® 30-2004™) ve 6 ml L-Glutamin Solisyonu (200 mM ATCC®
30-2214TM) iceren bir besiyeri olusturuldu. Flakslara ekilen hicreler, besiyeri icerisinde

%5°lik CO?’li inkiibatorde 37°C"de killtire edildi.

Ilaclarin Hazirlanmasi

Karboplatin (Kogak Farma, 450 mg/45 ml inflzyon igin soliisyon igeren flakon),
doksorubisin (Farmar, 50 mg/25 ml enjektabl solusyon iceren flakon), sisplatin (Kocak
Farma,10 mg/20 ml inflizyon icin konsantre sollisyon iceren flakon) ve dosetaksel (Sanofi
Aventis, 20 mg infiizyon i¢in konsantre soliisyon igeren flakon) antikanser ilaglari, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Kemoterapi ilag Hazirlama Unitesi’nden temin edildi. Her bir ilag;
onceden tanimlanan ve in vitro kosullarda hiicre tiremesini engelleyen en diisiik olacag:
diistiniilen konsantrasyonlari baz alinarak, ilk konsantrasyon degerinin hep yar1 degerleri

olacak sekilde 1/2 oraninda diliisyon oraniyla dozlar uygulandi.

Uygulanan Ila¢ Gruplar

a. Kontrol grubu (ilagsiz grup)

b. Sadece ABS igeren grup

c. Sadece anti-kanser ilag iceren grup (Karboplatin/Sisplatin/Doksorubisin/
Dosetaksel)

d. Aym anda anti-kanser ilagc+ABS (Karboplatin+ABS/Sisplatin+ABS/
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Doksorubisin+ABS/Dosetaksel+ABS)
e. 1k once anti-kanser ilag sonra ABS eklenen grup (1.Karboplatin 2.ABS/
1.Sisplatin 2.ABS / 1.Doksorubisin 2.ABS / 1.Dosetaksel 2.ABS)
f. Ik 6nce ABS sonra anti-kanser ila¢ eklenen grup (1.ABS 2.Karboplatin / 1.ABS
2.Sisplatin / 1.ABS 2.Doksorubisin / 1.ABS 2.Dosetaksel)
ABS’nin ve kemoterap6tik ilaglarin MCF-7 hucreleri Uzerindeki LDso, hiicrelerin
%>50’sini inhibisyona gotiren doz, degerleri spektrofotometrik olarak bulunduktan sonra,
hiicreler LDso degerlerinin 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, ve 1/16 konsantrasyonlarinda (maksimum 7
ayr1 doz) ABS ile; 6nce ABS sonra ilag, once ilag sonra ABS ve ABS ile ilaglar ayn1 anda
olacak sekilde kombine edildi. Chou tarafindan ortaya konan CI prensibine dayanarak;
ilaclarin kombinasyon halinde uygulanmasi sonucunda ortaya c¢ikan, sinerjizmin en ¢ok
goriildiigii kombinasyonlar, hiicresel apoptozis ve hiicre proliferasyonunu ilgilendiren in vitro

deneylerle analiz edilerek, apoptoz ve gen ifade ¢aligmalar1 yapildi.

Alet ve Malzemeler

Spektrofotometre (Ratastie 2,FI-01620 Vantaa, Finlandiya)
-150° C dondurucu (Panasonic/MDF-1156-PE, Japonya)
Mixing blok (MB-102,Cin)

Sogutmali santrifiij (Hermle/Z326K, Almanya)

Vorteks (MX-S. Dragon Lab)

75 cm? hiicre kiiltiirii flask1 (USA)

Hiicre kulttrd plate (Nest Biotech, Cin)

Kabin (Ferrara, italya)

CO2 Inkubat6r (Panasonic Healthcare Co., Japonya)
Mikroskop (Nikon Eclipse TS100)

Sanrifuj (Pro-Research, Centurion Scientific Ltd., UK)
Derin dondurucu (Vestel)

Buzdolabi1 (Vestel)

Otomatik pipet (Eppendorf, Almanya)

Cam malzemeler (Deney tipleri, balon jojeler, beherler v.b)
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Hucre Canhlik Testi

Bu yontem, MTT (mitokondriyal toksisite testi) boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak
absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek
mavi-mor renkli, suda ¢dziinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin bir
belirteci olarak kabul edilir ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger, yasayan hiicre sayisi
ile iligkilendirilir

(Sekil 18) (168,169).

Sekil 18. MTT testi uygiulamasindan sonra MCF-7 hucrelerinde

olusan formazon Kkristallerinin goriiniimii

MCF-7 meme kanseri hicrelerinin, 96 kuyucuklu petriye ekimleri yapildi ve 24 saat

boyunca hiicrelerin ylizeye yapigmasi i¢in beklendi.

1. [lk olarak LD50 degerlerini bulmak icin yaptigimiz uygulamada; hazirladigimiz farkl
dozdaki kematorapik ilaglar ve ABS, 24 saat sonunda platelere uygulandi ve 24 saat sonunda
bosaltilip taze besiyeri konulup 72 saat boyunca inkiibe edildi. Kombinasyonlarda ise; once
ABS sonra ila¢g uygulamasinda; 24 saat sonra ABS uygulandi ve 24 saat sonunda bosaltilip
taze besiyeriyle birlikte ila¢c uygulamas1 yapildi. ilag uygulamasinda da 24 saat beklettikten
sonra, plate bosaltilip taze besiyeri konulup 72 saat boyunca inkiibe edildi. Once ilag¢ sonra
ABS uygulamasinda; 24 saat sonra ila¢ uygulandi ve 24 saat sonunda bosaltilip taze
besiyeriyle birlikte ABS uygulamasi yapildi. ABS uygulamasinda da 24 saat beklettikten
sonra, plate bosaltilip taze besiyeri konulup 72 saat boyunca inkiibe edildi. Ayni1 anda ABS ve
ilag uygulamasinda; 24 saat sonra ABS ve ila¢ uygulamasi ayni anda yapildi. 24 saat
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beklettikten sonra, plate bosaltilip taze besiyeri konulup 72 saat boyunca inkiibe edildi.
2. Ardindan 20 pul MTT ¢ozeltisi, her bir kuyucuga eklendi ve hiicreler 37°C'de, %5 CO2

ortaminda 2 saat stireyle inkiibasyona birakildi.

3. MTT ayiract eklenmis besiyeri, hiicrelerden ¢ekildi ve her kuyucuga 200 ul DMSO
maddesi ilave edildi. Plaka, oda sicakliginda 5 dakika siireyle karanlikta inkiibe edildi (Sekil
19).

4.  Mikroplaka okuyucusunda, optik yogunluk (OD) 492 nm'lik bir referans dalga boyunda

absorbans oOlculerek tespit edildi.

Sekil 19. MTT uygulamasindan sonra genel plate goriiniimii

Tali Goriintii Tabanh Sitometre Analizi

Tali sitometre ile apoptoz tayin ¢alismalari, Annexin VV Apoptosis Detection Kit-APC
eBioscience kullanilarak kit prosediiriine gére yapildi. Bu yontemde; apoptotik hiicreler yesil
floresan, 6li hiicreler kirmizi ve yesil floresan (sar1 olarak gozlenir), canli hiicreler ¢ok az
floresan gosterirler. Yontem, apoptoz sirasinda Annexin-V ve membran biitiinliigli bozulmus
hiicre i¢ine giren Propidiumiyodid (PI) floresan boyalarinin molekiillere baglanmasi ile
apoptotik/nekrotik hiicrelerin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Apoptotik hiicre 6limi

sirasinda; hiicre membraninin i¢ ylizeyinden dis yilizeyine donen bir membran fosfolipidi olan
fosfatidil serin molekiillerinin Ca*? iyonu varliginda floresan boya Annexin-V ile baglanmasi

sonucunda apoptotik hiicre 6lim yiizdesi belirlenmektedir. Saglikli hiicrelerde; hlcre icine
giremeyen, membrandan ge¢emeyen ve DNA’ya baglanamayan PI boyasi ise, hiicre membran

biitiinliigliniin bozulmasi ile hiicre icine gegerek DNA’ya baglanarak nekrotik hiicre 6lim
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yiizdesini belirtmektedir. TALI sitometre ile apoptoz tayin ¢aligmasi icin 24 kuyucuklu plaga,
1 ml besiyeri ile birlikte yaklasik 100.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.
Hiicrelerin ¢ogalma durumlarina gore, 1-2 gun karbondioksitli inkibatérde inkibasyona
birakildi. Bir &nceki calismada belirlenen siireler ile uygulama yapildi. Inkiibayon siiresi
sonunda, 24’li kuyucuklu plaklardaki besi yeri uzaklastirildi. Bu kuyucuklara 1 ml tripsin
EDTA eklendi, 10 dakika inkiibe edildi ve hiicreler toplanarak ependorf tiiplere alindi. Tipler
700 rpm devirde, 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonunda, Ustteki tripsin ve

siipernatant tamamen c¢ekilerek uzaklastirildi ve tiip dibine ¢oken hiicreler analiz igin
kullanild.
1. Tupun dibinde kalan hiicrelere, 200 pl 1X Annexin binding buffer konuldu.

2. Bukarigimin her 100 pl’si i¢in, 5 pl Annexin V konularak vortekslendi.
3. 20 dk karanlikta bekletildi.
4. 750 g’de 2 dk santrifiij edildi ve tstte kalan kisim uzaklastirildi.

5. 100 ul 1X Annexin binding buffer eklenerek vortekslendi.

6. Bu karisima, 1 pl TALI® Propidium Iodide (PI) soliisyonu katilarak karanlik ortamda
1-5 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda, tiipler icerisindeki karisimdan 25 pl almarak TALI icin

hazirlanan 6zel lamlara dokiildii ve TALI apoptoz analiz programi ile okundu.

RNA izolasyonu

MCF-7 hiicre kaltirinden total RNA izolasyonu icin, Total RNA PureLink® RNA
Mini Kit (Life Sciences) kullanilarak RNA kit protokoliinde yer alan basamaklar izlendi.

1. Hiicrelerin kaldirilmasi islemi, lysis tamponu ile yapildi. Hiicreler kaldirildiktan
sonra tuplere konuldu.

2. Ardindan (1:1) oraninda %70’lik etanol konuldu.

3. Vortekslenerek, karisim filtre konulan ependorf tiipe alind1.

4. 12000 g’de 20 sn oda sicakliginda santrifiijlendi. Filtreli kisim bagska bir tiipe
alind.

5. 700 pl yikama tamponu I (Wash buffer I) eklendi. Oda sicakliginda 12000 g’de 15
sn santrifdj edildi.

6. Filtreli kisim bagska bir tiipe alind1.

7.Filtrenin tizerine 500 pl yikama tamponu II (Wash buffer II) eklendi.
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8. Oda sicakliginda 12000 g’de 15 sn santrifiij edildi.

9. Alttaki kisim dokiildii ve filtrenin tlizerine tekrardan 500 pl yikama tamponu I1
(Wash buffer I1) eklendi.

10. 12000 g’de 2.30 dk oda sicakliginda santrifiijlendi.

11. Filtreli kistm 1.5 mI’lik ependorf tiiplerine alinarak 50 ul RNAaz free water
eklendi.

12. Maksimum hizda oda sicakliginda 2 dakika santrifijlendi.

13. Filtre cikarilarak atildi ve elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safligi

olgalda.

Izolasyonu gerceklestirilen RNA’larin kalitesi ve miktarlar1, spektrofotometre (NanoQ
OPTIZEN) ile olciimleri yapilarak sonuglar ng/ul belirlendi. Olgiimleri gergeklestirilen
RNA’lar ile ilgili hesaplamalar yapildi ve RNA miktarlan esitlendi. ArdindanRT-PCR’da
kullanilana kadar, -80°C*lik derin dondurucuda saklandi.

MCF-7 hiicre kiiltiiriinden izole edilen RNA miktarlart Qubit® Fluorometer
(Invitrogen) ile belirlendi ve High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) kullanilarak PCR sartlari; 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dakika ve 85°C’de 5dk
inkiibe edilerek cDNA’ lar sentezlendi.

Real Time-PCR (RT-PCR) Calismalari

DNA amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin dlgiilmesi
ile kantitatif sonug¢ verebilen bir PCR yontemidir. Cift zincirli DNA’ya baglandiklar1 zaman
floresan sinyal veren SYBR Green boyasi kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artis1,

floresans miktar1 ile 6l¢tlmektedir.

MCEF-7 hiicre hattinda; p53 ve Bcl-2, Bax, Sitokrom-c, Apaf-1 ve Kaspaz-9 apoptoz
yolak proteinlerinin sentezinden sorumlu gen ekspresyonlari, RT-PCR yontemi ile analiz
edildi. Gen ekspresyon caligmalarinda, “RNA izolasyonu” boliimiinde aciklandigi sekilde
izole edilen RNA’ lardan elde edilen cDNA’ lar kullanildi. Bu cDNA’lar, RT-PCR’ da SYBR
Green qPCR Mastermix protokoliine uygun olarak cogaltildi ve asagida siraladigimiz

primerleri kullanilarak, gen ekspresyonlari belirlendi.

Bcl-2 F: (5> ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA -3°)
R: (57 ACAGTTCCACAAAGGCATCC -3°)

pS3 F:(5°CACGAGCGCTGCTCAGATAGC-3’)
R: (5’ACAGGCACAAACACGCACAAA-3’)

37



Kaspaz-9 F:(5'-GAGTCAGGCTCTTCCTTTG-3")
R: (5'- CCTCAAACTCTCAAGAGCAC-3"

Bax F:(5’-TTCATCCAGGATCGAGCAGA-3’)

R: (§’-GCAAAGTAGAAGGCAACG-3’)

Sitokrom-c F:(5'-AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATTTACA-3")

R: (5-TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAGA-3")

Apaf-1 F:(5-GATATGGAATGTCTCAGATGGCC-3)
R: (5-GGTCTGTGAGGACTCCCCA-3)

Diizeltme faktoru olarak GAPDH: F (5’-TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3) ve R
(5’-TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3") primerler1 kullanildi. Eldeki syber green mix,
cDNA ve primerlar RT-PCR’da PCR program: 1 dongii 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C
olarak, bunu takiben, 40 dongu denatiirasyon (95°C 15 s) ve uzatma (60°C‘de 1 dk) ile
cogaltild.

Istatistiksel Analiz

MTT yontemi ile en az 7 farkli dozda olacak sekilde, ABS ile kemoterapotik
ilaglarin ve kombinasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki olasi etkisi ve % canlilik
oranlari mikroplaka okuyucu ile belirlendi. ABS ve ilaglarin MCF-7 hiicreleri zerindeki
LDso degerini bulmak iginde, lojistik regresyona alternatif olarak bir veya daha fazla
aciklayict degiskenin kategorik bir yamit degiskeni iizerindeki etkisini bulmak icin
kullanilan probit analizi yapildi. Student’s t testi kullanarak elde edilen verilerin analizi,
JMP istatistik programi ile yapildi ve ABS’nin, ilaglarin ve kombinasyonlarin
konsantrasyona bagli olarak hiicre canhilik degerini gosteren grafikler elde edildi.
[statistiksel onem, p<0.05 olarak kabul edildi.

Kombinasyonlardaki canlilik yiizde degerleri; sinerjistik, additif ya da antagonistik
etkilerini saptamak uzere, veriler CompuSyn programina aktarildi. CompuSyn’de hesaplanan
doz etki degerlerinde en ¢ok sinerjizm gosteren kombinasyon degerleri, gen analizinde
kullanild1. Konsantrasyonlar arasindaki gen ifadelerinin anlamli olup olmadig, student’s t
testi ile arastirildi. Sonuglar, en az 3 paralel ¢alismanin ortalamasi + standart hata olarak ifade

edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli fark olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinde ABS ve Kemoterapétik ilaclari LDso

Degerlerinin Bulunmasi

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine, gesitli konsantrasyonlarda ABS tek basina
uygulandi. Yaptigimiz ¢alismada; ABS’nin en diisiik dozu olan 1.125 pl’de dahi, istatistiksel
olarak anlamli diizeyde insan meme kanseri MCF-7 hucrelerinin 6lumine neden oldugu
gosterilmistir. Probit analizi ile ABS nin MCF-7 hiicreleri ile yaptigimiz MTT deneyinden
elde edilen verilerin degerlendirilmesi, ABS nin LDsg degerinin 13 pl oldugunu gostermistir.
Yaptigimiz ilag etkilesim c¢alismalarinda da; bu LDsg degeri temel alinmistir. ABS
uygulamasindan 72 saat sonra, MCF-7 hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. MCF-7 hiicre dizisinde ABS uygulandiktan 72 saatlik inkiibasyon

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine; ¢esitli konsantrasyonlarda karboplatin tek
basina uygulandiginda, kontrole gore 6.25 -1600 uM arasindaki dozlarinda anlamli diizeyde
insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu gosterilmistir. Probit analizi
ile karboplatinin MCF-7 hiicreleri ile yaptigimiz MTT deneyinden elde edilen verilerin

degerlendirilmesi, karboplatinin LDso degerinin 63.14 pM oldugunu gdstermistir. Yaptigimiz

sonrast MTT metoduyla saptanan doz-% canhhk egrisi

ilag etkilesim caligmalarinda da, bu LDso degeri temel alinmustir (Sekil 21).

40




KARBOPLATIN

100 4 % -

a0 - i { ! L3
20 -
70 -
50 - w EEE
50 +
a0 - g R
30 -
20 -

10 - ORE Lo

i L

%6 CAMLILIK

Karboplatin (pM)

***: p<0.0001, **: p<0.001, *: p<0.01, kontrol grubuna gore karsilagtirma

Sekil 21: MCF-7 hiicre dizisinde karboplatin uygulandiktan 72 saatlik inkiibasyon
sonrast MTT metoduyla saptanan doz-% canhlik egrisi

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine; ¢esitli konsantrasyonlarda sisplatin tek basina

uygulandi. Yaptigimiz ¢alismada, sisplatinin en disiik dozu olan 0.33 uM’da dahi,

istatistiksel olarak anlamli diizeyde insan meme kanseri MCF-7 hucrelerinin 6limine neden

oldugu gosterilmistir. Probit analizi ile sisplatinin MCF-7 hiicreleri ile yaptigimiz MTT

deneyinden elde edilen verilerin degerlendirilmesi, sisplatinin LDso degerinin 2.85 pM

oldugunu gostermistir. Yaptigimiz ilag etkilesim caligmalarinda da, bu LDso degeri temel

alimmistir. Sisplatin uygulamasindan 72 saat sonra, MCF-7 hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. MCF-7 hiicre dizisinde sisplatinin uygulandiktan 72 saatlik inkiibasyon

sonrast MTT metoduyla saptanan doz-% canhlik egrisi

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine; gesitli konsantrasyonlarda doksorubisin tek

basina uygulandi. Yaptigimiz ¢alismada, doksorubisinin en diisiik dozu olan 0.078 uM’da

dahi, istatistiksel olarak anlamli diizeyde insan meme kanseri MCF-7 hcrelerinin 6limine

neden oldugu gosterilmistir. Probit analizi ile doksorubisinin MCF-7 hiicreleri ile yaptigimiz

MTT deneyinden elde edilen verilerin degerlendirilmesi, doksorubisinin LDsp degerinin 5.1

uM oldugunu géstermistir. Yaptigimiz ilag etkilesim ¢aligmalarinda da, bu LDsp degeri temel

alinmistir. Doksorubisin uygulamasindan 72 saat sonra, MCF-7 hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. MCF-7 hucre dizisinde doksorubisin uygulandiktan 72 saatlik inkiibasyon

sonrast MTT metoduyla saptanan doz-% canhlik egrisi

MCF-7 insan meme kanseri hicrelerine; gesitli konsantrasyonlarda dosetaksel tek
basina uygulandi. Yaptigimiz ¢aligmada, dosetakselin en diisiik dozu olan 9.375 uM’da dahi,
istatistiksel olarak anlamli diizeyde insan meme kanseri MCF-7 hucrelerinin 6limine neden
oldugu gosterilmistir. Probit analizi ile sisplatinin MCF-7 hiicreleri ile yaptigimiz MTT
deneyinden elde edilen verilerin degerlendirilmesi, dosetakselin LDso degerinin 9.3 uM
oldugunu gostermistir. Yaptigimiz ilag etkilesim caligmalarinda da, bu LDso degeri temel
alimmistir. Dosetaksel uygulamasindan 72 saat sonra, MCF-7 hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. MCF-7 hicre dizisinde dosetakselin uygulandiktan 72 saatlik inkiibasyon

sonras1t MTT metoduyla saptanan doz-% canhlik egrisi

MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin ABS ve Kemoterapétik Ilaclar

Arasindaki Etkilesimin Arastirilmasi

Karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve dosetakselin ABS ile kombinasyonlarinin
hiicre canliligt analizleri gerceklestirildi. Bu analizde; Chou’nun protokoliine gore
karboplatin, sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4,
1/8 ve 1/16LDso konsantrasyonlari kombine edildi. Kombinasyonlarin sinerjistik etkilerini
incelemek (izere; medyan etki denklemi ve kombinasyon indeksi denklemlerine gore iki veya
daha fazla ilacin aditif, sinerjistik veya antagonistik etki gosterip gdstermedigini otomatik
olarak analiz eden CompuSyn programi kullanildi.

ABS’nin  kemoterap6tik ilaclarla kombinasyonu 3 sekilde gergeklestirildi.
Birincisinde, ABS ve ilaglar ayn1 anda uygulandi. Ikincisinde, kuyucuklara 6nce ABS
uyguland1 ve 24 saat inkiibasyonun ardindan kemoterapétik ilag uygulandi. Uglinciistinde ise,
kuyucuklara 6nce kemoterap6tik ila¢ uygulandi ve 24 saat inkiibasyonun ardindan, ABS
uygulanarak etkilesimi incelendi.

llaglarla 24 saat inkiibasyonun ardindan, platelerden ilagh medium tamamen

uzaklastirild1 ve platelere taze medium eklendi. 72 saat inkiibasyon sonrasinda, hiicre canlilig
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MTT metodu ile degerlendirildi. Elde edilen veriler, CompuSyn programina girilerek

kombinasyonlarin CI degerleri hesaplandi.

Once ABS Sonra Karboplatin (1.ABS 2.Karboplatin)

Once ABS ardindan karboplatin uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerine, karboplatin
ve ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlari1 sirasiyla
kombine edildi (Sekil 25). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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*: p<0.0001, kontrol grubuna gore karsilastirma

Sekil 25. Once ABS sonra karboplatin kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDsg’ye denk gelen 0.81 pl
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 3,94 uM konsantrasyonda karboplatinin hicre
canliligina etkisi %87,40 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%91,23 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,5 ve 7,88 UM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %84,5 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %73,44 oraninda saptandi. 1/4LDsgp’ye
denk gelen 3,25 pul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 15,75 pM konsantrasyonda

karboplatinin hiicre canliligina etkisi %65,38 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
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canliligina etkisi %18,2 oraninda saptandi. 1/2LDso’ye denk gelen 6,5 pul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 31,5 pM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi
%57,20 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %17,7 oraninda
saptand1. 1LDso’ye denk gelen 13 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %45,70 ve 63 UM
konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %43,23 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %16,28 oraninda saptandi. 2LDso’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 126 yuM konsantrasyonda karboplatinin hiicre
canliligina etkisi %28,57 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%15,01 oraninda saptandi. 4LDsg’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77
ve 252 pM konsantrasyonda karboplatinin hicre canliligina etkisi %16,32 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %7,46 oraninda saptandi.

MCF-7 hiicre hattina yapilan 6nce ABS sonra karboplatin kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda (1/16LDsg kombinasyonu haric), hiicre canliligini istatistiksel olarak
anlamlt seviyede diisiirdii. Veriler, CompuSyn programima girilerek kombinasyonlarin CI

degerleri ve sinerjizm gosterdikleri kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 4).

Tablo 4. Once ABS sonra karboplatin kombinasyonunun CI degerleri

fla¢c Konsantrasyonlari Cl (Kombinasyon Yorum
indeksi)
4LDso: ABS (52ul)+Karboplatin (252uM) 0.86962 Hafif sinerjistik etki
2LDso: ABS (26ul)+Karboplatin(126uM) 1.03932 Aditif etki
1L Dso: ABS (13ul)+Karboplatin (63 puM) 0.57834 Sinerjizm
1/2LDso: ABS (6.5ul)+Karboplatin (31.5uM) 0.32328 Sinerjizm

1/4LDso: ABS (3.25ul)+Karboplatin
(15.75uM) 0.16814 Kuvvetli sinerjizm

1/8LDso: ABS (1.625ul)+Karboplatin
(7.88uM) 1.38729 Antagonist

1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Karboplatin
(3.94uM) 3.04162 Antagonist
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Once Karboplatin Sonra ABS (1.Karboplatin 2.ABS)

Once karboplatin ardindan ABS uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerine, karboplatin
ve ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla
kombine edildi (Sekil 26). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise
sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).

100 -

% CANLILIK
i [=)] 2]
=] (=] =]

)
L]
I

kontrol  1/16LD50 1/8L050 1/4LD50 1/2L050  1LDS0 2L050 41050

H ABS H KARBOPLATIN H 1.KARBOPLATIN 2.ABS

*: p<0.0001, kontrol grubuna gore karsilastirma

Sekil 26. Once karboplatin sonra ABS kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDsg’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 3,94 uM konsantrasyonda karboplatinin hiicre
canliligina etkisi %87,40 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%68,06 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 7,88 uM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %84,5 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %55,62 oraninda saptandi. 1/4LDso’ye
denk gelen 3,25 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 15,75 uM konsantrasyonda
karboplatinin hiicre canliligina etkisi %65,38 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %15,32 oraninda saptandi. 1/2LDso’ye denk gelen 6,5 ul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 31,5 uM konsantrasyonda karboplatinin hicre canliligina etkisi

%57,20 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %14,5 oraninda
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saptand1. 1LDso’ye denk gelen 13 pl ABS’nin hiicre canliligmna etkisi %45,70 ve 63 uM
konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %43,23 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %15,15 oraninda saptandi. 2LDsg’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 126 uM konsantrasyonda karboplatinin hicre
canliligia etkisi %28,57 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%14,04 oraninda saptandi. 4LDsg’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77
ve 252 pM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %16,32 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %7,03 oraninda saptandi.

MCEF-7 hiicre hattina yapilan 6nce karboplatin sonra ABS kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdi. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 5).

Tablo 5. Once karboplatin sonra ABS kombinasyonunun CI degerleri

Ila¢ Konsantrasyonlari Cl (Kombinasyon Yorum
Indeksi)
4LDso: ABS (52pl)+Karboplatin (2521M) 0.80938 Aditif etki
2LDso: ABS (26p1)+Karboplatin (126pM) 0.95296 Aditif etki
1LDso: ABS (13pl)+Karboplatin (63 pM) 0.52610 Sinerjizm

1/2LDso: ABS (6.5pl)+Karboplatin (31.5uM) 0.24831 Kuvvetli sinerjizm

1/41LDso: ABS (3.25ul)+Karboplatin Kuvvetli sinerjizm
(15.75uM) 0.13345
1/8LDso: ABS (1.625ul)+Karboplatin Sinerjizm
(7.88uM) 0.57461
1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Karboplain Sinerjizm
(3.94uM) 0.51899

Aym Anda Karboplatin+ABS (AA Karboplatin+ABS)
Ayni anda karboplatintABS uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerine, karboplatin ve
ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla kombine

edildi (Sekil 27). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
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sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise
sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 27. Aym1 anda ABS+karboplatin kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDsg’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 3,94 uM konsantrasyonda karboplatinin hicre
canliligina etkisi %87,40 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%75,36 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 7,88 UM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %84,5 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %69,33 oraninda saptandi. 1/4LDso’ye
denk gelen 3,25 pul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 15,75 uM konsantrasyonda
karboplatinin hiicre canliligina etkisi %65,38 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %22,52 oraninda saptandi. 1/2LDso’ye denk gelen 6,5 ul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 31,5 pM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi
%S57,20 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %18,86 oraninda
saptandi. 1LDso’ye denk gelen 13 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %45,70 ve 63 pM
konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliigina etkisi %43,23 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %16,18 oraninda saptandi. 2LDsg’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 126 pM konsantrasyonda karboplatinin htcre
canliligma etkisi %28,57 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi

%15,43 oraninda saptandi. 4LDso’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77
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ve 252 pM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %16,32 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %11,14 oraninda saptanda.

MCF-7 hiicre hattina yapilan, ayn1 anda ABS+Karboplatin kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede diistirdii. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 6).

Tablo 6. Aym anda karboplatin+ABS kombinasyonunun CI degerleri

fla¢ Konsantrasyonlar (Komt(>:i rl1asyon Yorum

Indeksi)

4LDso: ABS (52ul)+Karboplatin (252uM) 1.42029 Antagonist

2L Dso: ABS (26pl)+Karboplatin (126pM) 1.07723 Aditif etki

1LDso: ABS (13ul)+Karboplain (63 M) 0.57373 Sinerjizm

1/2LDso: ABS (6.5pl)+Karboplain (315uM) | 0.35259 Sinerjizm

1/4LDso: ABS (3.25ul)+Karboplain Kuvvetli sinerjizm

(15.75uM) 0.22599

1/8LDso: ABS (1.625pul)+Karboplain Antagonist
(7.85uM) 1.10857

1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Karboplain Aditif etki
(3.94uM) 0.77634

Once ABS Sonra Sisplatin (1.ABS 2.Sisplatin)

Once ABS ardindan sisplatin uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerine, sisplatin ve
ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla kombine
edildi (Sekil 28). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 28. Once ABS sonra sisplatin kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDsg’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,178 uM konsantrasyonda sisplatinin hicre
canliligina etkisi %85,05 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canlilifina etkisi
%88,11 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canlilifina etkisi
%69,56 ve 0,356 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi %82,74 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %79,53 oraninda saptandi. 1/4LDso’ye
denk gelen 3,25 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 0,712 uM konsantrasyonda
sisplatinin hiicre canliligima etkisi %83,07 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %23,15 oraninda saptandi. 1/2LDso’ye denk gelen 6,5 ul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 1,425 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi
%67,54 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %26,81 oraninda
saptand1. 1LDso’ye denk gelen 13 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %45,70 ve 2,85 uM
konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi %57,87 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %20,07 oraninda saptandi. 2L Dso’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligma etkisi %21,21 ve 5,7 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre
canliligina etkisi %35,88 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canlilifina etkisi
%19,09 oraninda saptandi. 4L.Dsp’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77
ve 11,4 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi %17,28 olurken, bu dozlarin

kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %13,78 oraninda saptandi.
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MCF-7 hiicre hattina yapilan dnce ABS sonra sisplatin kombinasyonlar1, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdii. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri
kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 7).

Tablo 7. Once ABS sonra Sisplatin kombinasyonunun CI degerleri

Tlac Konsantrasyonlari CI (Kombinasyon Yorum
Indeksi)

4LDso: ABS (52ul)+Sisplatin (11.4uM) 1.53907 Antagonist

2LDso: ABS (26pl)+Sisplatin (5.7 pM) 1.19592 Antagonist

1L Dso: ABS (13ul)+Sisplatin (2.85 uM) 0.64129 Sinerjizm

1/2LDso: ABS (6.5ul)+Sisplatin (1.425uM) 0.49196 Sinerjizm
1/4LDso: ABS (3.25ul)+Sisplatin (0.712uM) 0.19713 Kuvvetli sinerjizm

1/8LDso: ABS (1.62pul)+Sisplatin (0.356uM) 1.82387 Antagonist

1/16LDso: A(Eélslg(gﬁﬁ)‘“)*SiSp'a“” 1.91834 Antagonist

Once Sisplatin Sonra ABS (1.Sisplatin 2.ABS)

Once sisplatin ardindan ABS uygulamasi yapilan MCF-7 hicrelerine, sisplatin ve
ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla kombine
edildi (Sekil 29). Chou protokoline gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 29. Once sisplatin sonra ABS kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 pl
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,178 pM konsantrasyonda sisplatinin hiicre
canliligina etkisi %85,05 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canlilifina etkisi
%77,61 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 pul ABS’nin hiicre canlilifina etkisi
%69,56 ve 0,356 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi %82,74 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %67,61 oraninda saptandi. 1/4LDso’ye
denk gelen 3,25 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 0,712 uM konsantrasyonda
sisplatinin hiicre canliligma etkisi %83,07 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %21,16 oraninda saptandi. 1/2LDso’ye denk gelen 6,5 ul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 1,425 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi
%67,54 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %18,26 oraninda
saptandi. 1LDsg’ye denk gelen 13 pl ABS’nin hiicre canliligia etkisi %45,70 ve 2,85 uM
konsantrasyonda sisplatinin hiicre canlilifina etkisi %57,87 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %18,29 oraninda saptandi. 2L.Dso’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligma etkisi %21,21 ve 5,7 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre
canliligina etkisi %35,88 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%18,15 oraninda saptandi. 4L.Dso’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77
ve 11,4 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canlilifina etkisi %17,28 olurken, bu dozlarin

kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %11,58 oraninda saptandi.
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MCF-7 hiicre hattina yapilan once sisplatin sonra ABS kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdii. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 8).

Tablo 8. Once Sisplatin sonra ABS kombinasyonunun CI degerleri

Cl
Ila¢ Konsantrasyonlar (Kombinasyon Yorum
Indeksi)
41 Dso: ABS (52pl)+Sisplatin (11.4puM) 1.22903 Antagonist
2LDso: ABS (26pl)+Sisplatin (5.7 uM) 1.11443 Antagonist
1LDso: ABS (13pl)+Sisplatin (2.85 uM) 0.56325 Sinerjizm
1/2LDso: ABS (6.5pl)+Sisplatin (1.425uM) | 0.28086 Kuvvetli sinerjizm
1/4LDso: ABS (3.25ul)+Sisplatin (0.712uM) 0.17297 Kuvvetli sinerjizm
1/8LDso: ABS (1.62ul)+Sisplatin (0.356pM) | 0.89400 Hafif sinerjistik etki
1/16LDso: ABS (0.812pl)+Sisplatin Hafif sinerjistik etki
0.79913
(0.178uM)

Aym Anda Sisplatin+ABS (AA ABS+Sisplatin)

Ayni anda sisplatintABS uygulamast yapilan MCF-7 hcrelerine, sisplatin ve
ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla kombine
edildi (Sekil 30). Chou protokoliine goére ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 30. Aym1 anda ABS+sisplatin kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,178 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre
canliligina etkisi %85,05 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canlilifina etkisi
%380,14 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 0,356 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi %82,74 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %68,15 oraninda saptandi. 1/4LDso’ye
denk gelen 3,25 pul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 0,712 uM konsantrasyonda
sisplatinin hiicre canliligima etkisi %83,07 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %15,36 oraninda saptandi. 1/2LDsp’ye denk gelen 6,5 pul ABS’nin hiicre
canliligma etkisi %58,52 ve 1,425 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canlilifina etkisi
%67,54 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %15,10 oraninda
saptand1. 1LDso’ye denk gelen 13 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %45,70 ve 2,85 uM
konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi  %57,87 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %18,29 oraninda saptandi. 2L.Dsp’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 5,7 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre
canliligina etkisi %35,88 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canlilifina etkisi
%13,03 oraninda saptandi. 4L.Dso’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77

ve 11,4 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi %17,28 olurken, bu dozlarin
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kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %11,59 oraninda saptandi.

MCF-7 hiicre hattina yapilan, ayn1 anda ABS+Sisplatin kombinasyonlar1, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdii. Veriler,

CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 9).

Tablo 9. Aym anda Sisplatin+ABS kombinasyonunun CI degerleri

. Yorum
Ila¢c Konsantrasyonlari Cl (Iéﬁg]ek;(lsniilsyon
4LDso: ABS (52uul)+Sisplatin (11.4uM) 1.23106 Antagonist
2L Dso: ABS (26pl)+Sisplatin (5.7 pM) 0.71529 Hafif sinerjistik etki
1LDso: ABS (13ul)+Sisplatin (2.85 uM) 0.43425 Sinerjizm
1/2LDso: ABS (6.5ul)+Sisplatin (1.425uM)|  0.25975 Kuvvetli sinerjizm
1/4LDso: ABS (3.25pl)+Sisplatin Kuvvetli sinerjizm
o 0.11103
1/8LDso: ABS (1.62pl)+Sisplatin Aditif etki
(0.3561M) 0.91977
1/16LDso: ABS (0.812ul)+Sisplatin Aditif etki
(0.178uM) 0.95215

Once ABS Sonra Doksorubisin (1.ABS 2.Doksorubisin)

Once ABS ardindan doksorubisin uygulamas1 yapilan MCF-7 hiicrelerine,
doksorubisin ve ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlari
sirasiyla kombine edildi (Sekil 31). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde

uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist,

Cl<1 ise sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 31. Once ABS sonra doksorubisin kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,3125 UM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre
canliligina etkisi %86,2 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%84,62 oraninda saptandi. 1/8LD50’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 0,625 pM konsantrasyonda doksorubisinin hicre canlihigma etkisi %80,52
olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %55,6 oraninda saptandi.
1/4LDso’ye denk gelen 3,25 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 1,25 pM
konsantrasyonda doksorubisinin hiucre canliligina etkisi %74,28 olurken, bu dozlarmn
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %15,13 oraninda saptandi. 1/2LDsg’ye denk gelen
6,5 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %58,52 ve 2,5 uM konsantrasyonda doksorubisinin
hicre canliligina etkisi %62,13 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%14,83 oraninda saptandi. 1LDsg’ye denk gelen 13 pul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%45,70 ve 5 uM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %55,73 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %14,09 oraninda saptandi. 2LDso’ye denk
gelen 26 pul ABS’nin hiicre canlihigina etkisi %21,21 ve 10 pM konsantrasyonda
doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %41,9 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligima etkisi %9,47 oraninda saptandi. 4LDsp’ye denk gelen 52 pl ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %8,77 ve 20 uM konsantrasyonda doksorubisinin hicre canliligina etkisi
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%30,95 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %7,64 oraninda
saptandi.

MCF-7 hiicre hattina yapilan, 6nce ABS sonra doksorubisin kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede diistirdii. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 10).

Tablo 10. Once ABS sonra doksorubisin kombinasyonunun CI degerleri

Cl
fla¢ Konsantrasyonlari (Kombinasyon Yorum
indeksi)
4LDso:ABS (52pl)+Doksorubisin (20uM) 0.61733 Sinerjizm
2LDso: ABS (26pl)+Doksorubisin (10uM) 0.40301 Sinerjizm
1LDso: ABS (13pl)+Doksorubisin (5 pM) 0.33789 Sinerjizm
1/2L.Dso: ABS (6.5ul)+Doksorubisin (2.5uM) 0.18112 Kuvvetli sinerjizm

1/4LDso: ABS (3.25ul)+Doksorubisin

(1.25uM) 0.09297 Gok kuvvetli sinerjizm

1/8LDso: ABS (1.625ul)+Doksorubisin
(0.63uM) 0.47744 Sinerjizm

1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Doksorubisin
(0.31uM) 1.59554 Antagonist

Once Doksorubisin Sonra ABS (1.Doksorubisin 2.ABS)

Once doksorubisin ardindan ABS uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerine,
doksorubisin ve ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlari
sirasiyla kombine edildi (Sekil 32). Chou protokoline gore ilaglarin kombinasyon halinde
uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist,

CI<1 ise sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 32. Once doksorubisin sonra ABS kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 pl
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,3125 uM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre
canliligina etkisi %86,2 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%38,12 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 0,625 pM konsantrasyonda doksorubisinin hicre canlihigma etkisi %80,52
olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %37,26 oraninda saptandi.
1/4LDso’ye denk gelen 3,25 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 1,25 uM
konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %74,28 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %23,7 oraninda saptandi. 1/2LDsp’ye denk gelen
6,5 ul ABS’nin hiicre canliligma etkisi %58,52 ve 2,5 uM konsantrasyonda doksorubisinin
hicre canliligina etkisi %62,13 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%19,67 oraninda saptandi. 1LDso’ye denk gelen 13 pul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%45,70 ve 5 uM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %55,73 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %20,37 oraninda saptandi. 2LDso’ye denk
gelen 26 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 10 pM konsantrasyonda
doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %41,9 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligima etkisi %10,59 oraninda saptandi. 4LDsp’ye denk gelen 52 pul ABS’nin hiicre

canliligina etkisi %8,77 ve 20 UM konsantrasyonda doksorubisinin hicre canliligina etkisi
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%30,95 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligima etkisi %10,03 oraninda
saptandi.

MCEF-7 hiicre hattina yapilan énce doksorubisin sonra ABS kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede diistirdii. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 11).

Tablo 11. Once doksorubisin sonra ABS kombinasyonunun CI degerleri

fla¢ Konsantrasyonlar Cl (ﬁz?e?::iisyon Yorum
4L Dso:ABS (52ul)+Doksorubisin (20uM) 0.86762 Hafif sinerjistiketkd
2L Dso: ABS (26pl)+Doksorubisin (LOpM) 0.46494 Sinerjizm
1LDso: ABS (13ul)+Doksorubisin (5 uM) 0.56609 Sinerjizm
1/2LDso: ABS (6.5u1)+Doksorubisin (2.5uM) 0.26903 et sinerjizm
1/4LDso: ABS (3.25ul)+Doksorubisin 017771 Kuvvetli sinerjizm
(1.25uM) '
1/8LDso: ABS (1.625ul)+Doksorubisin 0.19202 Kuvvetli sinerjizm
(0.63uM) '
1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Doksorubisin 0.10034 Gok kuvvetli sinerjizm
(0.31uM) '

Ayni Anda Doksorubisin+tABS (AA ABS+Doksorubisin)

Ayn1 anda doksorubisintABS uygulamasi yapilan MCF-7 hicrelerine, doksorubisin
ve ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlari sirasiyla
kombine edildi (Sekil 33). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 33. Aym1 anda ABS+doksorubisin kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDsg’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,3125 uM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre
canliligina etkisi %86,2 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%31,61 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 0,625 pM konsantrasyonda doksorubisinin hicre canlihigma etkisi %80,52
olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %25,53 oraninda saptandi.
1/4LDso’ye denk gelen 3,25 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 1,25 pM
konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %74,28 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun htcre canliligina etkisi %20,85 oraninda saptandi. 1/2LDsp’ye denk gelen
6,5 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %58,52 ve 2,5 puM konsantrasyonda doksorubisinin
hicre canliligina etkisi %62,13 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%20,71 oraninda saptandi. 1LDsg’ye denk gelen 13 pul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%45,70 ve 5 uM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %55,73 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %18,57 oraninda saptandi. 2LDsg’ye denk
gelen 26 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 10 pM konsantrasyonda
doksorubisinin hucre canliligina etkisi %41,9 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligima etkisi %15,02 oraninda saptandi. 4LDsp’ye denk gelen 52 pul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %8,77 ve 20 uM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi

%30,95 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %12,36 oraninda
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saptandi.

MCF-7 hiicre hattina yapilan ayn1 anda ABS+Doksorubisin kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdi. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 12).

Tablo 12. Aymi anda doksorubisin+ABS kombinasyonunun CI degerleri

i C.I Yorum
Ila¢ Konsantrasyonlari (Kombinasyon
Indeksi)
41 Dso:ABS (52ul)+Doksorubisin (20uM) 1.13595 Antagonist
2L.Dso: ABS (26pl)+Doksorubisin (10uM) 0.73687 Hafif sinerjistik etki
1LDso: ABS (13ul)+Doksorubisin (5 M) 0.49525 Sinerjizm

1/2LDso: ABS (6.5l)+Doksorubisin (25uM) | 0.29011 Kuvvetli sinerjizm

1/4L.Dso: ABS (3.25ul)+Doksorubisin

Kuvvetli sinerjizm

(1.25uM) 0.14649
1/8LDso: ABS (1.625ul)+Doksorubisin Cok kuvvetli sinerjizm
0.09982
(0.63uM)
1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Doksorubisin Gok kuvvetli sinerjizm
0.07113
(0.31uM)

Once ABS Sonra Dosetaksel (1.ABS 2.Dosetaksel)

Once ABS ardindan dosetaksel uygulamas: yapilan MCF-7 hiicrelerine, dosetaksel ve
ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla kombine
edildi (Sekil 34). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 34. Once ABS sonra dosetaksel kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDsg’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,58 UM konsantrasyonda dosetakselin hicre
canliligina etkisi %74,63 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%31,27 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 1,16 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi %61,46 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %25,67 oraninda saptandi. 1/4LDsg’ye
denk gelen 3,25 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 2,33 uM konsantrasyonda
dosetakselin hiicre canliligina etkisi %58,55 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %21,05 oraninda saptandi. 1/2LDsp’ye denk gelen 6,5 pul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 4,65 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi
%54,86 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %21,1 oraninda
saptandi. 1LDsp’ye denk gelen 13 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %45,70 ve 9,3 pM
konsantrasyonda dosetakselin hlcre canliligina etkisi %47,7 olurken, bu dozlarmn
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %11,34 oraninda saptandi. 2LDsg’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 18,6 uM konsantrasyonda dosetakselin hiicre
canliligia etkisi %45,03 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%09,57 oraninda saptandi. 4LDsgp’ye denk gelen 52 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77
ve 37,2 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi %33,2 olurken, bu dozlarin

kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %7,4 oraninda saptandi.
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MCF-7 hiicre hattina yapilan 6nce ABS sonra dosetaksel kombinasyonlari, 72 saat

inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdi. Veriler,

CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 13).

Tablo 13. Once ABS sonra dosetaksel kombinasyonunun CI degerleri

. Cl (Kombinasyon Yorum
Ila¢ Konsantrasyonlari Indeksi)
4L.Dso: ABS (52ul)+Doseteksel (37.2uM) 0.53800 Sinerjizm
2LDso: ABS (26}l)+Dosetaksel (18.6yM) 0.36794 Sinerjizm
1LDso: ABS (13pl)+Dosetaksel (9.3uM) 0.22716 Kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (6.5pul)+Dosetaksel (4.65M) 0.26522 Kuvvetli sinerjizm
1/4LDso: ABS (3.25pl)+Dosetaksel (2.33uM) | 0.13216 Kuvvetli sinerjizm
1/8LDso: ABS (1.625ul)+Dosetaksel (1.16pM) 0.09060 Cok kuvvetli sinerjizm
1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Dosetaksel 0.06457 Cok kuvvetli sinerjizm

(0.58pM)

Once Dosetaksel Sonra ABS (1.Dosetaksel 2.ABS)
Once dosetaksel ardindan ABS uygulamas: yapilan MCF-7 hiicrelerine, dosetaksel ve
ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla kombine

edildi (Sekil 35). Chou protokoline gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi

sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<1 ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 35. Once dosetaksel sonra ABS kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 pul
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,58 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre
canliligina etkisi %74,63 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%26,38 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 1,16 uM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi %61,46 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %25,19 oraninda saptandi. 1/4LDso’ye
denk gelen 3,25 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 2,33 uM konsantrasyonda
dosetakselin hiicre canliligina etkisi %58,55 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %20,44 oraninda saptandi. 1/2LDso’ye denk gelen 6,5 ul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 4,65 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi
%54,86 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligmna etkisi %18,6 oraninda
saptandi. 1LDsp’ye denk gelen 13 pl ABS’nin hiicre canliligina etkisi %45,70 ve 9,3 uM
konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi %47,7 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %16,14 oraninda saptandi. 2LDsg’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 18,6 uM konsantrasyonda dosetakselin hticre
canliligima etkisi %45,03 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%16,65 oraninda saptandi. 4LDso’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77
ve 37,2 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi %33,2 olurken, bu dozlarin

kombinasyonunun hucre canliligina etkisi %11,28 oraninda saptandi.
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MCF-7 hiicre hattina yapilan 6nce dosetaksel sonra ABS kombinasyonlar1, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdi. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 14).

Tablo 14. Once dosetaksel sonra ABS kombinasyonunun CI degerleri

fla¢ Konsantrasyonlar (Ko.mki:lasyon Yorum
Indeksi)
4LDso: ABS (52ul)+Dosetaksel (37.2uM) 0.90199 Aditif etki
2LDso: ABS (26pl)+Dosetaksel (18.6uM) 0.75307 Hafif sinerjistik etki
1LDso: ABS (13pl)+Dosetaksel (9.3uM) 0.36105 Sinerjizm
1/2 LDso: ABS (6.5pl)+Dosetaksel (4.65M) 0.22026 Kuvvetli sinerjizm

1/41 Dso: ABS (3.25pl)+Dosetaksel (2.33uM) 0.12646 Kuvvetli sinerjizm

1/8LDso: ABS (1.625ul)+Dosetaksel (1.16uM) | 008783 | oK Kuvvetlisinerjizm

1/16LDso: ABS (0.8125p1)+Dosetaksel (0.58uM)|  0.04746 | SOK kuvvetli sinerjizm

Aym Anda Dosetaksel+ABS (AA ABS+Dosetaksel)

Ayni anda dosetaksel+ABS uygulamasi yapilan MCF-7 hicrelerine, dosetaksel ve
ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla kombine
edildi (Sekil 36). Chou protokoliine gore ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan veri; CI=1 oldugunda aditif etki, CI>1 ise antagonist, CI<l ise

sinerjizm seklinde degerlendirildi (167).
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Sekil 36. Aym1 anda ABS+dosetaksel kombinasyonu

Grafik incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda; 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 pl
ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77 ve 0,58 puM konsantrasyonda dosetakselin hiicre
canliligina etkisi %74,63 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%25,27 oraninda saptandi. 1/8LDso’ye denk gelen 1,625 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi
%69,56 ve 1,16 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi %61,46 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %21,49 oraninda saptandi. 1/4LDsg’ye
denk gelen 3,25 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve 2,33 uM konsantrasyonda
dosetakselin hiicre canliligina etkisi %58,55 olurken, bu dozlarim kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisi %17,31 oraninda saptandi. 1/2LDsp’ye denk gelen 6,5 pul ABS’nin hiicre
canliligina etkisi %58,52 ve 4,65 UM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi
%354,86 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %16,61 oraninda
saptand1. 1L Dso’ye denk gelen 13 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %45,70 ve 9,3 uM
konsantrasyonda dosetakselin hiicre canlihigmma etkisi %47,7 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %16,59 oraninda saptandi. 2LDsg’ye denk gelen 26
ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %21,21 ve 18,6 uM konsantrasyonda dosetakselin hticre
canliligina etkisi %45,03 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
%14,45 oraninda saptandi. 4LDsg’ye denk gelen 52 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %8,77

ve 37,2 uM konsantrasyonda dosetakselin hiicre canliligina etkisi %33,2 olurken, bu dozlarin
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kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %11,75 oraninda saptandi.

MCF-7 hiicre hattina yapilan, ayn1 anda ABS+Dosetaksel kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede disiirdi. Veriler,
CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri ve sinerjizm gosterdikleri

kombinasyon degerleri bulundu (Tablo 15).

Tablo 15. Aym anda dosetaksel+ABS kombinasyonunun CI degerleri

ila¢c Konsantrasyonlari Cl (ﬁﬁ?elij;?yon Yorum
ALDso: ABS (52pl)+Dosetaksel (37.2uM) 0.95006 Aditif etki
2L Dso: ABS (26pl)+Dosetaksel (18.6uM) 0.62142 Sinerjizm
1LDso: ABS (13pl)+Dosetaksel (9.3uM) 0.37478 Sinerjizm
1/2 LDso: ABS (6.5pl)+Dosetaksel (4.65M) 0.18769 Kuvvetli sinerjizm

1/4LDso: ABS (3.25pul)+Dosetaksel (2.33uM) 0.09940 Gok kuvvetli sinerjizm

1/8LDso: ABS (1.625pl)+Dosetaksel (1.16uM)|  0.06822 Gok kuvvetli sinerjizm

1/16LDso: ABS (0.8125ul)+Dosetaksel
(0.58uM)

0.04412 Gok kuvvetli sinerjizm

MCF-7 Hiicre Hattinda Tek Olarak Uygulanan ABS, Karboplatin, Sisplatin,

Doksorubisin ve Dosetakselin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

MCEF-7 hiicrelerinde kontrol ve madde uygulamasi yapilan gruplarda belirlenen canli,
o6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile Anneksin V, Propidyum iyodiir (PI) floresan yogunlugu
ve hiice boyutu histogramlari Sekil 38 ve 39°da verilmistir. Sekil 37°de goriildiigi gibi kontrol
grubunda %93 oraninda canli, %4 6l ve %3 apoptotik hiicre oldugu saptanmistir. Kontrol
grubunda %3 olan apoptotik hiicre oraninin ABS uygulamasi ile %57 e ylikseldigi, olii hiicre
oraninin ise kontrole yakin olarak %35 oraninda kaldig1 saptanmistir. Karboplatin uygulamasi
yapilan hiicrelerde apoptotik hiicre %53, sisplatin uygulamasinda %21, doksorubisin

uygulamasinda %29, dosetaksel uygulamasinda ise %19 oraninda saptanmustir.

68



A B
B MCF-7 KONTROL MCF-7 ABS
o . 8% 1ﬂ [
0% |
ol 0%
0%+ 57%
B0% | Bl% -
50% + 20% T
anw L A%
W ¢ W% |-
0% |
W
% - 4 3% 0% - 5%
0% 0% —
CANLI AL APOPTOTIK CANLI aLd APQPTOTIK
c . D . .
MCF-7 KARBOPLATIN MCF-7 SISPLATIN
100% 100% -
o ok -
2%+ B)%
0%+ 0%
0% 53% 0% L
5% 0% -
% 0% -
ool 0 - 19% nx%
R+ i
w - o | H B
0% || -
0l APOPTOTIK Gl APOPTOTIK
E E R
MCF-7 DOKSORUBISIN MCF-7 DOSETAKSEL
100% |
90%
80% | 3%
0% |
60%
50%
40%
ﬁ 19%
4l S}
0% [
CANLI 4L APOPTOTIK CANLI 4L APQPTOTIK

Sekil 37. MCF-7 hiicre serisinde tali goriintii tabanh sitometri kullanilarak Anneksin
V ve Propidyum Iyodiir ile boyandiktan sonra saptanan canh, 6lii, apoptotik
hicrelerin yuzdesi. A:Kontrol, B: ABS, C: Karboplatin, D: Sisplatin, E:
Doksorubisin, F: Dosetaksel uygulamasi
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Sekil 38. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canl, apoptotik, hiicre goriintiileri.

Annexin V (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmizi) floresan yogunlugu. A:

Kontrol, B: ABS, C: Sisplatin uygulanmasi
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Sekil 39. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canh, apoptotik, hiicre géruntuleri.

Annexin V (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmizi) floresan yogunlugu. A:

Karboplatin, B: Doksorubisin, C: Dosetaksel uygulanmasi
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MCF-7 Hiicre Hattinda Once ABS Sonra Karboplatin, Sisplatin, Doksorubisin ve

Dosetaksel Uygulamasimin Hiicre Canhiigi Uzerine Etkisi

MCF-7 hucrelerinde; 6nce ABS sonra karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve
dosetaksel uygulamasi yapilan gruplarda belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile
Anneksin V, Propidyum iyodiir (PI) floresan yogunlugu ve hiice boyutu histogramlar1 Sekil
41 ve 42‘de verilmistir. Once ABS sonra karboplatin uygulamasi yapilan hiicrelerde;
apoptotik %47, once ABS sonra sisplatin uygulamasinda %39, 6nce ABS sonra Doksorubisin

uygulamasinda %38 ve dnce ABS sonra Dosetaksel uygulamasinda %14 olarak saptanmistir

(Sekil 40).
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Sekil 40. MCF-7 hiicre serisinde tali goriintii tabanh sitometri kullamilarak Anneksin
V ve Propidyum Iyodiir ile boyandiktan sonra saptanan canl, 6lii, apoptotik
hiicrelerin yiizdesi. A: Once ABS sonra karboplatin, B: Once ABS sonra
sisplatin, C: Once ABS sonra doksorubisin, D: Once ABS sonra dosetaksel

uygulamasi
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Sekil 41. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canli, apoptotik, hiicre goriintiileri.

Annexin V (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmizi) floresan yogunlugu. A:

Once ABS sonra karboplatin, B: Once ABS sonra sisplatin uygulamasi
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Sekil 42. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canli, apoptotik, hiicre goriintiileri.
Annexin V (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmizi) floresan yogunlugu. A:

Once ABS sonra doksorubisin, B: Once ABS sonra dosetaksel uygulamasi
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MCF-7 Hiicre Hattinda Once Karboplatin, Sisplatin, Doksorubisin ve Dosetaksel

Sonra ABS Uygulamasinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

MCF-7 hcrelerinde; dnce karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve dosetaksel sonra
ABS uygulamas: yapilan gruplarda belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile
Anneksin V, Propidyum iyodiir (PI) floresan yogunlugu ve hiice boyutu histogramlar1 Sekil
44 ve 45‘te verilmistir. Once karboplatin sonra ABS uygulamasi yapilan hiicrelerde; apoptotik
%20, oOnce sisplatin sonra ABS uygulamasinda %21, 6nce Doksorubisin sonra ABS
uygulamasinda %36 ve dnce Dosetaksel sonra ABS uygulamasinda %33 olarak saptanmistir

(Sekil 43).
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Sekil 43. MCF-7 hiicre serisinde tali goriintii tabanh sitometri kullanilarak Anneksin
V ve Propidyum iyodiir ile boyandiktan sonra saptanan canl, 6lii, apoptotik
hiicrelerin yuzdesi. A: Once karboplatin sonra ABS, B: Once sisplatin sonra
ABS, C: Once doksorubisin sonra ABS, D: Once dosetaksel sonra ABS

uygulamasi
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Sekil 44. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canli, apoptotik, hiicre goriintiileri.

Annexin V (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmizi) floresan yogunlugu. A:

Once karboplatin sonra ABS, B: Once sisplatin sonra ABS uygulamasi




A
Hucre boyutu Hucre boyutu
- -
B I
§ :
e e
- | B |
= =
Py ® o o = “ o
Hiicre boyutulum) Hicre boyutulpm] il
< : Hilcre boyutu m ax
7 Hicre boyutu min/max - -
- Seydmeg hicreler S/ & A bt 5/ &0
Propidyum iyodir floresan Propidyum iyodir floresan
arm | ¥y
= 7
: 5
P B
:5 =]
= =
|
oy i -
e Flaresan| RFU] — Flaresan| RIFU]
- RFU =g Fa— RFU g5
- flaresan Y7 RPU . Tlarezzn 81 BFU
[ e T rarean
Annexin V Floresan AnnexinV Floresan
L
: :
a
z :
3 2
x
- am s
- Flar=szn| RFU] RFU =i -~ [Flaresan| RFL) AF e
- -
- flaresan 152 BFU - Tianesan 304 RFU
o oo g Yool

Sekil 45. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canli, apoptotik, hiicre goriintiileri.
Annexin V (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmiz1) floresan yogunlugu. A: Once
doksorubisin sonra ABS, B: Once dosetaksel sonra ABS uygulamasi.
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MCF-7 Hiicre Hattinda ABS ile Ayn1 Anda Uygulanan Karboplatin, Sisplatin,

Doksorubisin ve Dosetakselin Hiicre Canhliga Uzerine Etkisi

MCF-7 hicrelerinde; ABS ile aym1 anda madde uygulamasi yapilan gruplarda

belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre ylizdeleri ile Anneksin V, Propidyum iyodiir (PI)

floresan yogunlugu ve hiice boyutu histogramlart Sekil 47 ve 48°de verilmistir. Ayn1 anda

ABS+Karboplatin uygulamasi yapilan hiicrelerde; apoptotik %27, aynt anda ABS+Sisplatin

uygulamasinda %16, ABS+Doksorubisin uygulamasinda %24 ve ayn1 anda ABS+Dosetaksel

uygulamasinda %28 olarak saptanmustir (Sekil 46).
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Sekil 46. MCF-7 hiicre serisinde tali gérintt tabanh sitometri kullanilarak Annexin

V ve Propidyum iyodiir ile boyandiktan sonra saptanan canl, dlii, apoptotik
hicrelerin ylzdesi. A: Aym anda ABS+karboplatin, B: Aym anda ABS+
sisplatin, C: Aym anda ABS+doksorubisin, D: Aym1 anda ABS+dosetaksel

uygulamasi
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Sekil 47. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canli, apoptotik, hiicre goruntuleri.

Annexin v (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmizi) floresan yogunlugu. A:

Aym anda ABS+karboplatin, B: Ayni1 anda ABS+sisplatin uygulamasi
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Sekil 48. MCF-7 hiicre hattinda, tali sitometre canli, apoptotik, hiicre gortntuleri.

Annexin V (yesil) ve propidyum iyodiir (kirmizi) floresan yogunlugu. A:

Aym anda ABS+doksorubisin, B: Aym1 anda ABS+dosetaksel uygulamasi
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Tek ve Kombine Olarak Uygulanan ABS, Karboplatin, Sisplatin, Doksorubisin

ve Dosetakselin Gen Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

Calismada; MCF-7 hiicre hatlarinda materyal ve yontem kisminda anlatildig sekilde
izole edilen RNA’lardan elde edilmis olan cDNA’lar kullanilarak, gen ifadelerinde meydana
gelen degisimler RT-PCR metodu ile saptanmistir. ABS ile ilaglarin kombinasyon verileri,
CompuSyn programina girildi. Cl degerleri ve sinerjizm gosterdikleri kombinasyon degerleri
bulunarak, ¢ok kuvvetli sinerjizm gosterilen kombinasyon gruplarimin genler iizerine etkisi
arastirtldi. MCF-7 hucrelerinde; uygulamalarin yapildigi gruplarin kontrol grubuna gore
belirlenen genlerin ifadelerinde meydana gelen degisiklikler, 3 tekrar olmak {izere ¢alismaya

alindi ve istatistiksel degerlendirmeleri Student’s t testi ile yapildi.

Bax Gen ifadesi

MCF-7 hiicre hatlarinda; endojen kontrol olarak GAPDH’in kullanildigt RT-PCR
analizi sonuglarina gore, kombine halinde uygulanan ABS, karboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin bax gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler verilmistir.

Analiz sonuglarina gére; ABS ve karboplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
incelendigi bax gen ifadesinde en belirgin artigin ayn1 anda ABS+karboplatin uygulanmasinda
kontrole gore 3,8+0,51 kat olarak belirlendigi, bunu o6nce karboplatin sonra ABS
uygulanmasinin kontrole gore 3,4+0,39 Kat ile takip ettigi saptanmis olup, kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir (p<0.0001) (Sekil 49). Diger uygulama
gruplarinda ise, kontrole gore anlamli bir farkin olmadigi (p>0.05), ama gruplarin kendi
arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark olusturdugu gozlenmistir (p<0.05, p<0.01,
p<0.0001).
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*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.0001, kontrol grubuna goére ve gruplar arasinda karsilastirma

Sekil 49. ABS-karboplatin kombinasyonlarimin bax gen ifadesi Uzerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve sisplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi bax gen ifadesinde, en belirgin artisin sisplatin uygulanmasinda kontrole gore
2,95+0,24 kat olarak belirlendigi, bunu 6nce ABS sonra sisplatin uygulanmasinin kontrole
gore 1,73+0,097 kat ile takip ettigi saptanmistir (Sekil 50). Ancak, uygulama gruplarinda

kontrole gore ve gruplarin kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi

(p=0.05) gozlenmistir.
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Sekil 50. ABS-sisplatin kombinasyonlarinin bax gen ifadesi Gizerine etkisi
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Analiz sonuglaria gore; ABS ve doksorubisinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi bax gen ifadesinde, en belirgin artisin Once doksorubisin ardindan ABS
uygulanmasinda kontrole gore 5,39+0,04 kat olarak belirlendigi, bunu 6nce ABS sonra
doksorubisin uygulanmasinin kontrole gore 4,03£0,13 kat ile takip ettigi saptanmis olup,
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (p<0.0001) (Sekil 51). Diger
uygulama gruplarinda ise, kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 (p>0.05), ama gruplarin

kendi arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturdugu goézlenmistir (p<0.0001).
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***: p<0.0001, kontrol grubuna gére ve gruplar arasinda karsilagtirma

Sekil 51. ABS-doksorubisin kombinasyonlarimin bax gen ifadesi Gizerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve dosetakselin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi bax gen ifadesinde, en belirgin artisin 6nce dosetaksel sonra ABS uygulanmasinda
kontrole gore 3,6+0,44 kat olarak belirlendigi saptanmis olup, kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli fark gozlenmistir (p<0.0001) (Sekil 52). Diger uygulama gruplarinda ise,
kontrole gore anlamli bir farkin olmadigi (p>0.05), ama oOnce dosetaksel sonra ABS
uygulamasinin diger uygulama gruplarina gore de istatstiksel olarak anlamli oldugu

gbzlenmistir (p<0.05, p<0.01, p<0.0001).
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*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.0001, kontrol grubuna gore ve gruplar arasinda karsilagtirma

Sekil 52. ABS-dosetaksel kombinasyonlarmin bax gen ifadesi Uzerine etkisi

APAF-1 Gen Ifadesi

MCF-7 hiicre hatlarinda; endojen kontrol olarak GAPDH’in kullanildigt RT-PCR
analizi sonuglarina gore, kombine halinde uygulanan ABS, Kkarboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin APAF-1 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler
gosterilmistir.

Analiz sonuglarina gore; ABS ve karboplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigt APAF-1 gen ifadesinde, en belirgin artisin ayni anda ABS+karboplatin
uygulanmasinda kontrole gore 3,8+0,16 kat olarak belirlendigi saptanmis olup, kontrole gére
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 53). Bu gruptan sonra, énce
karboplatin sonra ABS uygulamasinda kontrole gore 2,36+0,23 kat artig gozlenmis ancak
diger uygulama gruplariyla birlikte kontrole gdre anlamli bir farkin olmadigi (p>0.05) ve

gruplarin kendi arasinda da istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturmadigi gozlenmistir

(p>0,05).
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Sekil 53. ABS-karboplatin kombinasyonlarimin APAF-1 gen ifadesi Gzerine etkisi

Analiz sonuglarina goére; ABS ve sisplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin

yapildigt APAF-1 gen ifadesinde, en belirgin artigin sisplatin uygulanmasinda kontrole gore
3,4+0,14 kat olarak belirlendigi, bunu 1,95+0,39 Kkat ile tek basina ABS uygulamasinin takip

ettigi saptanmug (Sekil 54), ancak diger uygulama gruplariyla birlikte kontrole gore anlaml

bir farkin olmadigi (p>0,05) ve gruplarin kendi arasinda da istatistiksel olarak 6nemli bir fark

olusturmadig1 gézlenmistir (p>0,05).
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Sekil 54. ABS-sisplatin kombinasyonlarinin APAF-1 gen ifadesi tGzerine etkisi
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Analiz sonuglarina gore; ABS ve doksorubisinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigt APAF-1 gen ifadesinde, en belirgin artisin 6nce ABS sonra doksorubisin
uygulanmasinda kontrole gore 3,25+0,28 kat olarak belirlendigi, bunu 2,06+0,51 kat ile 6nce
doksorubisin sonra ABS uygulamasinin takip ettigi saptanmis (Sekil 55), ancak diger
uygulama gruplariyla birlikte kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 (p>0.05) ve gruplarin
kendi arasinda da istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturmadigi gézlenmistir (p>0.05).

4.0
35
=
£ 30
&
~ U 15
o
WL w
g2 20
a %
& 15
g
— 1,0
0’5 .
0,0
Kontrol Doksorubisin - Doksorubisin+ABS 1.ABS 1.Doksorubizin
2.0oksorubizin 2.ABS

Sekil 55. ABS-doksorubisin kombinasyonlarimin APAF-1 gen ifadesi tzerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve dosetakselin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigt APAF-1 gen ifadesinde, en belirgin artisin 6nce dosetaksel sonra ABS
uygulanmasinda kontrole gore 2,7+0,44 kat olarak belirlendigi, bunu 1,95+0,39 kat ile tek
bagima ABS uygulmasinin takip ettigi saptanmis (Sekil 56), ancak diger uygulama gruplartyla
birlikte kontrole gore anlaml: bir farkin olmadigi (p>0.05) ve gruplarin kendi arasinda da

istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturmadig1 gézlenmistir (p>0.05).
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Sekil 56. ABS-dosetaksel kombinasyonlarinin APAF-1 gen ifadesi Uzerine etkisi

BCL-2 Gen ifadesi

MCF-7 hucre hatlarinda; endojen kontrol olarak GAPDH’in kullanildigit RT-PCR
analizi sonuglarina gore, kombine halinde uygulanan ABS, karboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin Bcl-2 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler verilmistir.

Analiz sonuglarina gore; ABS ve karboplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi Bcl-2 gen ifadesinde, en belirgin artisin ABS uygulanmasinda kontrole gore
1,75+0,11 kat olarak belirlendigi saptanmis olup (Sekil 57), diger uygulama gruplariyla
birlikte kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 (p>0.05) ve gruplarin kendi arasinda da

istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturmadigi gézlenmistir (p=>0.05).
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Sekil 57. ABS-karboplatin kombinasyonlariin Bel-2 gen ifadesi Gizerine etkisi
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Analiz sonuglarina gore; ABS ve sisplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 Bcl-2 gen ifadesinde, en belirgin artisin ABS+sisplatin uygulanmasinda kontrole
gore 1,9+0,02 kat olarak belirlendigi saptanmis olup (Sekil 58), diger uygulama gruplariyla
birlikte kontrole gore anlamli bir farkin olmadigi (p>0,05) ve gruplarin kendi arasinda da

istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturmadig1 gézlenmistir (p>0.05).
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Sekil 58. ABS-sisplatin kombinasyonlarimin Bel-2 gen ifadesi Uzerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve doksorubisinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi Bcl-2 gen ifadesinde, en belirgin artisin ayn1 anda ABS-+doksorubisin
uygulanmasinda kontrole gore 2,81+0,36 kat olarak belirlendigi, bunu 6nce doksorubisin
sonra ABS uygulanmasimin kontrole gore 2,71+0,07 kat, 6nce ABS sonra doksorubisin
uygulamasi ise 2,69+0,08 kat artarak kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmistir (p<0.01) (Sekil 59). Diger uygulama gruplarinda ise, kontrole gore anlamli bir

farkin olmadigi (p>0.05) ve gruplarin kendi arasinda da istatistiksel olarak 6nemli bir fark

olusturmadigi gézlenmistir (p>0.05).
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Sekil 59. ABS-doksorubisin kombinasyonlarmin Bcel-2 gen ifadesi Uzerine etkisi

Analiz sonuglarma gore; ABS ve dosetakselin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi Bcl-2 gen ifadesinde, en belirgin artisin ABS uygulanmasinda kontrole gore
1,75+0,11 kat olarak belirlendigi saptanmig olup (Sekil 60), diger uygulama gruplariyla
birlikte kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 (p>0,05) ve gruplarin kendi arasinda da

istatistiksel olarak onemli bir fark olugturmadigi gézlenmistir (p=>0,05).
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Sekil 60. ABS-dosetaksel kombinasyonlarinin Bel-2 gen ifadesi Gizerine etkisi
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Kaspaz-9 Gen ifadesi

MCF-7 hiicre hatlarinda; endojen kontrol olarak GAPDH’in kullanildigt RT-PCR
analizi sonuglarma gore, kombine halinde uygulanan ABS, karboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin kaspaz-9 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler
verilmisgtir.

Analiz sonuglarina gore; ABS ve karboplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 kaspaz-9 gen ifadesinde, en belirgin artisin tek basina karboplatin uygulanmasinda
kontrole go6re 73,7+1,04 kat olarak belirlendigi, bunu aymi anda ABS+karboplatin
uygulanmas1 kontrole gore 15,9+0,16 kat, 6nce karboplatin sonra ABS uygulamasi1 10,5+0,18
kat, once ABS sonra karboplatin uygulamas: 9,6+0,17 kat, tek basina ABS uygulamasinda ise
6,95+1,2 kat artarak takip ettigi saptanmis olup, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmistir (p<0.0001) (Sekil 61). Gruplarin da kendi arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
fark olusturdugu goézlenmis (p<0.01, p<0.0001), ancak karboplatinin tek basma arttirdig
ifadeyi ABS uygulamasinin azalttifi ve kombinasyonlardaki artisin tek basina karboplatin

uygulamasina gore 6nemli derecede azaldig1 gézlenmistir.

ok

| 8 o ok |
I I

ERE

20,0 | |ttt | |
I
—_ 70,0
&
. Ea" 60,0
1]
28 so0
= ,
o
Q = TS
= 400
= E | ook
2 =00 | |
20,0 EE $
PET = ok P
10,0 - =
I
0,0
Kontrol ABS Karboplatin kKarboplatin+ABS 1.ABS 1.Karboplatin
2.Karboplatin 2.ABS

**: p<0.01, ***: p<0.0001, kontrol grubuna gore ve gruplar arasinda karsilagtirma
Sekil 61. ABS-karboplatin kombinasyonlarimin Kaspaz-9 tGizerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve sisplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin

yapildig1 kaspaz-9 gen ifadesinde, en belirgin artisin 6nce ABS sonra sisplatin
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uygulanmasinda kontrole gore 18,5+0,03 kat olarak belirlendigi, bunu tek basma sisplatin
uygulanmasinin kontrole goére 16,5+0,17 kat, 6nce sisplatin sonra ABS uygulamasinin
15,4+0,17 kat, tek basina ABS uygulamasmin 6,95+1,2 kat (p<0.0001), aymi anda
ABS+sisplatin ugulamasinin 4,94+0,19 kat artarak kontrole gore (p<0.01) istatistiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu gozlenmistir (Sekil 62). Gruplarinda kendi arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir fark olusturdugu gézlenmistir (p<0.0001).
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Sekil 62. ABS-sisplatin kombinasyonlarimin Kaspaz-9 tizerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve doksorubisinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 kaspaz-9 gen ifadesinde, en belirgin artisin ayni anda doksorubisin+ABS
uygulanmasinda kontrole gore 54,9+0,12 kat olarak belirlendigi, bunu 6nce ABS sonra
doksorubisin uygulamasinin kontrole goére 50,5+0,32 kat, tek basmma doksorubisin
uygulamasinin 43,96+0,26 kat, 6nce doksorubisin sonra ABS uygulamasinin 9,7+0,03 kat, tek
basina ABS uygulamasinin ise 6,95+1,2 kat ile takip ettigi saptanmis olup kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir (p<0.0001) (Sekil 63). Gruplarin kendi arasinda
da istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturdugu gézlenmistir (p<0.01, p<0.0001).
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**: p<0.01, ***: p<0.0001, kontrol grubuna gore ve gruplar arasinda karsilastirma
Sekil 63. ABS-doksorubisin kombinasyonlariin Kaspaz-9 tzerine etkisi

Analiz sonuclaria gore; ABS ve dosetakselin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi kaspaz-9 gen ifadesinde, en belirgin artisin 6nce ABS sonra dosetaksel
uygulanmasinda kontrole g6re 23,7+0,36 kat olarak belirlendigi, bunu aym1 anda
ABS+dosetaksel uygulamasinin kontrole gore 16,1+0,36 kat, 6nce dosetaksel sonra ABS
uygulamasimnin 16,02+0,28 kat, tek basina ABS uygulamasmin 6,95+1,2 kat ve tek basina
dosetaksel uygulamasinin 6,27+0,12 kat ile takip ettigi saptanmis olup kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (p<<0.0001) (Sekil 64). Gruplarin kendi arasinda
da istatistiksel olarak oOnemli bir fark olusturdugu go6zlenmis (p<0.0001) ve birlikte
kombinasyonlarinin tek baslarina olan uygulamalarma gore gen ifadesini 6nemli Olciide

arttirdigt belirlenmigtir.
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**%*: p<0.0001, kontrol grubuna gore ve gruplar arasinda karsilagtirma
Sekil 64. ABS-dosetaksel kombinasyonlarinin Kaspaz-9 Uzerine etkisi

P53 Gen Ifadesi

MCF-7 hiicre hatlarinda; endojen kontrol olarak GAPDH’in kullanildigi RT-PCR
analizi sonuglarina gore, kombine halinde uygulanan ABS, karboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin p53 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler verilmistir.

Analiz sonuglarina gore; ABS ve karboplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigi p53 gen ifadesinde, en belirgin artisin ayn1 anda ABS+karboplatin uygulanmasinda
kontrole gore 18,76+0,3 kat olarak belirlendigi, bunu tek bagina ABS uygulamasinin kontrole
gore 5,93+0,54 kat ve once karboplatin sonra ABS uygulamasinin da 5,2+0,5 kat ile takip
ettigi saptanmis olup kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (p<<0.0001)
(Sekil 65). Diger uygulama gruplarinda ise, kontrole gore anlamli bir farkin olmadigi
(p>0.05), ama gruplarin kendi arasinda ozellikle ayn1 anda ABS-+karboplatin uygulamasinin

diger gruplara gore (p<0.0001) istatistiksel olarak onemli bir fark olusturdugu gézlenmistir.
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*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.0001, kontrol grubuna gére ve gruplar arasinda karsilastirma
Sekil 65. ABS-karboplatin kombinasyonlarinin p53 gen ifadesi Gizerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve sisplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 p53 gen ifadesinde, en belirgin artisin tek basina sisplatin uygulanmasinda kontrole
gore 11,97+0,42 kat olarak belirlendigi bunu tek basina ABS uygulamasinin kontrole gore
5,9310,54 kat ile takip ettigi saptanmis olup, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmistir (p<0.0001) (Sekil 66). Diger uygulama gruplarinda ise, kontrole gére anlamli bir
farkin olmadigi (p>0.05), ama gruplarin kendi arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
olusturdugu gozlenmistir. Tek basina uygulamalarinda, hem ABS hem de sisplatin kontrole
gore anlaml artis gosterirken, kombinasyonlarinin p53 gen tizerine etkisinda azalma oldugu

gozlenmistir.
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*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.0001, kontrol grubuna gére ve gruplar arasinda karsilastirma
Sekil 66. ABS-sisplatin kombinasyonlarinin p53 gen ifadesi Uzerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve doksorubisinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildigit p53 gen ifadesinde, en belirgin artisin 6nce ABS sonra doksorubisin
uygulanmasinda kontrole gore 7,47+0,2 kat olarak belirlendigi, bunu tek basma ABS
uygulamasinin kontrole gore 5,93+0,54 kat ve ayn1 anda ABS+doksorubisin uygulamasinin
kontrole gore 5,45+0,37 kat ile takip ettigi saptanmis olup, kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli fark gozlenmistir (p<0.0001) (Sekil 67). Diger uygulama gruplarinda ise, kontrole
gore anlamli bir farkin olmadig1 (p>0.05), ama gruplarin kendi arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark olusturdugu gozlenmistir. Sekil 67°ye bakildiginda, tek basina doksorubisin
uygulamasinin gen {izerinde anlamli bir artisa sebep olmadigi, ancak ABS ile birlikte

uygulanmalarinda gen ifadesini arttirdig belirlenmistir.
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Sekil 67. ABS-doksorubisin kombinasyonlarmin p53 gen ifadesi Uzerine etkisi

Analiz sonuclaria gore; ABS ve dosetakselin tek ve kombine olarak uygulamasinin

yapildigi p53 gen ifadesinde, en belirgin artig tek basina ABS uygulamasinda kontrole gore

5,93+0,54 kat ile saptanmis olup, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir

(p<0.0001) (Sekil 68). Diger uygulama gruplarinda ise, kontrole gore anlamli bir farkin

olmadigi (p>0.05), ama tek basina ABS uygulamasinda diger uygulama gruplarina goére

istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlenmistir (p<0.05, p<0.01, p<0.0001 ). Sekil

68’e bakildiginda, dosetaksel uygulamasmin ABS’yi baskiladigi ve kombinasyonlarda

istatistiksel olarak 6nemli bir artigin olmadig1 gézlenmistir (p=>0.05).
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*:p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.0001, kontrol grubuna gore ve gruplar arasinda karsilastirma

Sekil 68. ABS-dosetaksel kombinasyonlarinin p53 gen ifadesi Uzerine etkisi
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Sitokrom-C Gen ifadesi

MCF-7 hiicre hatlarinda; endojen kontrol olarak GAPDH’in kullanildigit RT-PCR
analizi sonuglarma gore, kombine halinde uygulanan ABS, karboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin sitokrom-c gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler
verilmistir.

Analiz sonuglarina gore; ABS ve karboplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 sitokrom-c gen ifadesinde, en belirgin artisin ayn1 anda ABS+karboplatin
uygulanmasinda kontrole gore 2,78+0,3 kat olarak saptanmis olup, kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli fark gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 69). Diger uygulama gruplarinda ve gruplarin

kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 (p>0.05) gézlenmistir.
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*: p<0.05, kontrol grubuna gore karsilastirma
Sekil 69. ABS-karboplatin kombinasyonlarimin Sitokrom-c gen ifadesi Uzerine etkisi

Analiz sonuclarina gore; ABS ve sisplatinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 sitokrom-c gen ifadesinde, en belirgin artis tek basina sisplatin uygulanmasinda
kontrole gore 5,18+0,3 kat olarak saptanmis olup, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenmistir (p<0.0001) (Sekil 70). Diger uygulama gruplarinda kontrole gére anlamli
bir farkin olmadigi (p>0.05), ancak tek basina sisplatin uygulamasinin diger uygulama
gruplariyla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu gézlenmistir (p<0.0001). Tek
basina sisplatin uygulamasi anlamli bir artis yapmis olsa da, ABS uygulamasi sisplatinin
etkisini baski altina almig ve kombinasyonlarinda kontrole gore anlamli bir artis

gbzlenmemistir (p=0.05).
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**%*: p<0.0001, kontrol grubuna gére ve gruplar arasinda karsilastirma
Sekil 70. ABS-sisplatin kombinasyonlarimin Sitokrom-c gen ifadesi tGzerine etkisi

Analiz sonuglarina gore; ABS ve doksorubisinin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 sitokrom-c gen ifadesinde, en belirgin artisin ayni anda ABS-+doksorubisin
uygulanmasinda kontrole gore 2,7+0,3 kat olarak, bunu 6nce ABS sonra doksorubisin
uygulamasinin 2,64+0,3 kat ile takip ettigi saptanmis olup, kontrole goére istatistiksel olarak
anlamli fark (p<0.05) gozlenmistir (Sekil 71). Diger uygulama gruplarinda ve gruplarin kendi

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi (p>0.05) belirlenmistir.
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*: p<0.05, kontrol grubuna gore karsilastirma

Sekil 71. ABS-doksorubisin kombinasyonlariin Sitokrom-c gen ifadesi Uzerine etkisi
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Analiz sonuclaria gore; ABS ve dosetakselin tek ve kombine olarak uygulamasinin
yapildig1 sitokrom-c gen ifadesinde, biitiin uygulama gruplarinda kontrole gore bir miktar
artisin oldugu, ancak istatistiksel olarak uygulamalarin tek basina ve kendi aralarinda

istatistiksel olarak bir farkin olmadigi (p>0.05) g6zlenmistir (Sekil 72).
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Sekil 72. ABS-dosetaksel kombinasyonlarinin Sitokrom-c gen ifadesi Gizerine etkisi
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TARTISMA

Kanser, yayilan ve tahrip edici bir yapiya sahip ve kokeni olan bolgeden cesitli
organlara yayilma potansiyeli olan bir hastaliktir. Bu hastalik, 2014'te Amerika Birlesik
Devletleri'nde sunulan 585.720 o&liimle sonuglanan kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
dunyadaki ikinci 61um nedenidir (170-172). Cerrahi mudahele, kemoterapi ve radyoterapi gibi
agresif tedaviler kanserin ilerleyisini kontrol etmek i¢in olagan metotlar arasinda bulunur ve
malignan evrelerinin tedavisinde tek basina veya farkli kombinasyonlar halinde kullanilir
(170,173). Bunlarin arasinda kemoterapi; komplikasyonlari ve sistemik yan etkileri nedeniyle
cogunlukla tolere edilemeyen en agresif tedavilerden biridir. Bu nedenle, miimkiin olan en az
yan etkiye sahip etkili tedavileri bulmak isteyen arastirmalara olan ilgi artmaktadir. Bu da
dogal kaynak kokenli maddelerin, glvenli ve toksik olmayan antitumér ve antiproliferatif
etkileri lizerine galismalar yapilmasina yol agmistir (170,174-176)

Yeni ilaglara duyulan ihtiyag, dogal kaynakli olan ajanlarin olasi antikanser
Ozelliklerini degerlendirecek ¢alismalari dogurmustur. Cesitli biyoaktiviteye sahip dogal
urtnler, farmasotik potansiyeli olan yeni etkenler icin énemli bir kaynak haline gelmistir.
Tumoér blyldmesini, anjiyogenezi ve yan etkileriyle birlikte metastazlart inhibe etme
Ozelliklerine sahip olan bitki Ozleri, antikanser terapotik etkenler olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir (177). Bu aktivitenin biiylik kismi, kanserojenleri inaktive etme,
anjiyogenezi inhibe etme, hiicre ¢gogalmasin1 durdurma veya apoptozu indiikleme kapasitesini
gosteren bu 6ziitlerin temel bilesenleri olan flavonoidlerden kaynaklanmaktadir (10,177).

Meme kanseri kemoterapisinin en blyuk sorunu, kullanilan sitotoksik ilaglarin
toksisitesidir (177,178). Bununla birlikte, bitkiler ve bitkilerden tiiretilmis {iriinlerin kanserin

tedavisinde ve stirecinde etkili ve glivenli olduklarinin etkisi ortaya konulmustur. Bir¢ok
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dogal {iirlin ve analoglari, gii¢lii antikanser bilesenleri olarak tanimlanmistir (178,179).

ABS’nin bilesenlerinin ferdi olarak bir¢ok biyolojik aktivitelerinin yani1 sira, farkli da
olsa 6zgiin kanser hiicre dizileri lizerinde antiprolifertatif etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir.
Her ne kadar ferdi antikanser aktivitesinden bahsedilecek olsa da, entofarmokolojik olarak
bitkiler ya bir karisim halinde ekstre edilerek ya da ferdi ekstratlarin karigimlar1 hazirlanarak
tedavi amagli kullanilmaktadir. Hemen her dogal madde, ferdi aktivite belirteci olarak
fonksiyonel testlerden gecmstir. Dogal madde arastirmalarinin  yeni hedefi ise
etnofarmokolojik formillerde hazirlanma sirasinda gelisen kimyasal reaksiyonlarda veya
sonrasinda spontan olarak gelisen kimyasal reaksiyonlarda meydana gelebilecek aktif
molakdllerin tespit edilmesidir. Toksisitesi azaltilmis ve etkinligi arttirilmis antikanser
tedavisi gelistirilmesine yonelik ¢alismalarimiz i¢erisinde ABS’yi hedeflememizin nedeni ise,
her ne kadar hemostatik olarak bu karisim lizerinde bircok calisma bulunsa da, bazi kanser
hastalariin aldiklar1 konvansiyonel tedavi sirasinda kullandiklart bitkisel ekstrat karisim ABS
ile olumlu yanitlar aldiklar ile ilgili duyumlarimizdir. ABS ile ilgili bu ilk adim ¢aligmasinda,
once ABS’nin in vitro antikanser aktivitesinin varligmm belirlenmesi, takibinde
konvansiyonel antikanser ilaglarla etkilesiminin in vivo ¢alisma Oncesi degerlendirilmesi ve
muhtemel potansiyel fonksiyonunun hiicre 6lim sekli ve apoptik gen ekspresyonlari ile
molekiiler diizeyde irdelenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda ilk olarak MCF-7 hucrelerinde ABS, karboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin tek olarak uygulamalarinda LDsg degerleri belirlenmistir. Elde
edilen verilere bakildiginda, hiicrelerin %50’sinin canli kaldig1 doz LDso, ABS igin 13 pL,
karboplatin icin 63.14 pM, sisplatin i¢in 2.85 uM, dosetaksel i¢in 9.3 UM, doksorubisin igin
5.1 uM olarak belirlenmistir.

ABS ile ilgili yapilan ¢aligmalarda; farkli konsantrasyonlarda ABS'nin insan lenfosit
kiiltiirii izerindeki sitotoksik etkisinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda %5 diliisyon oraninda
ABS’de 2.124+0.12 pM ve %12,5 diliisyon oraninda ABS’de 2,62+0.1 uM (180), yapilan
baska bir ¢alismada ABS’nin mycobacterium tuberculosis izolatlarina kars1 in vitro etkinligi
arastirilirken, bulunan MIKso degeri (minimum inhibisyon konsantrasyonu) 10.94 pg/ml
olarak saptanmistir (181). Calismamizda ABS LDsp dozu, 13 pL olarak bulunmustur.
Calismamiz, ABS’nin solid kanserler iizerindeki etkisinin ve konvansiyonel ilaglarla
etkilesimini irdelemesi agisindan ilktir (Sekil 20).

Karboplatinin LDso dozu, in vitro olarak meme kanseri tizerine yapilan ¢alismada 50
pug/ml (182), MCF-7 hiicrelerinde ila¢ birikimi ve ROS seviyelerindeki artisa karboplatinin

toksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada 250 pM (183), meme kanserinde karboplatin
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duyarliligmin arastirildigi baska bir ¢alismada 24 saatlik inhibisyon sonrast 224.4 uM, 72
saatlik inhibiyon sonrasi ise 8.6 UM (184) olarak bulunmustur. Calismamizda karboplatin
dizeyi 63.14 uM olarak (Sekil 21) belirlemistir. Sisplatinin LDso dozu, meme kanseri
hlcrelerinde zoledronik asitle sisplatinin etisinin arastirildigi ¢alismada 8 uM (185), kiglk
hiicreli akciger kanseri hiicrelerinde fototerapi ve sisplatinin sinerjistik etkisinin aragtirildigi
calismada 1.25 uM (186), p53 geni ilizerinde apigenin ile sisplatinin sitotoksik etkisinin
arastirtldigt MCF-7 hicrelerinde 5 uM (187) olarak bulunmustur. Calismamizda sisplatin
LDso dozu 2.85 uM olarak (Sekil 22) bulunmustur. Doksorubisin LDso dozu, meme kanseri
lizerine yapilan bir calismada 2,5 pg/ml (188), insan meme karsinom hucrelerinde
doksorubisinin sitotoksik etkisinin ve Uzum gekirdegi ekstratinin sinerjitik antikanser etkisinin
arastirildigi ¢alismada 25-100 nM (189), doksorubisinin damnakantal ile kombinasyonunun
meme kanseri hiicresine etkisinin arastirildigi ¢alismada 0.55+0.02 pg/mL (190) olarak
bulunmustur. Calismamizda doksorubisinin LDsp dozu 5.1 pM olarak (Sekil 23)
belirlenmistir. Dosetaksel LDso dozu, microrna-3646'nin gsk-3p/B-catenin sinyalizasyon
yolunda insan meme kanseri hucrelerindeki dosetaksel direncine katkisinin arastirildigi
caligmada 45.58 uM (191), insan serumu paraoksonaz-1 faaliyetini azaltmak icin antikanser
ajanlarmin kullanildig1 bir ¢alismada 0.665 mM (192), prostat kanser hiicrelerinde dosetaksel
sitotoksisitesi tizerine glufosfamidin kemomoddilator etkilerinin arastirildig bir ¢alismada PC-
3 hicrelerinde 3.08£0.4 nM ve LNCaP hiicrelerinde 1.46+£0.2 nM (193) olarak bulunmustur.
Calismamizda dosetaksel LDsp dozu 9.3 uM olarak (Sekil 24) bulunmustur. Buldugumuz
sonuglar; farkli hiicre tipleri ve uygulama siirelerinde uygulanmasi nedeniyle, degisiklik
gostermekle birlikte literatiir verileriyle uyum gostermektedir.

Calismamizin ikinci asamasinda ABS ile kemoterapi ilaglarinin etkilesiminin
belirlenmesi icin; ABS kemoterapi ilaglarindan Once, kemoterapi ilaglarindan sonra ve
kemoterapi ilaglartyla ayn1 anda olmak {izere uygulamalar1 yapilmistir.

ABS ile karboplatin etkilesimini aragtirdigimizda; 6nce ABS sonra karboplatin
kombinasyonunda 1/4LDso’ye denk gelen 3,25 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve
15,75 uM konsantrasyonda karboplatinin hiicre canliligina etkisi %65,38 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %18,2 oraninda saptanmis (Sekil 25) ve
kombinasyon en iyi 1/4LDso’ye denk gelen degerlerde kuvvetli sinerjizm gostermis olup
(Tablo 4), CI degeri 0.11134 olarak hesaplanmistir. Once karboplatin sonra ABS
kombinasyonunda yine 1/4LDso’ye denk gelen degerlerde ¢ok kuvvetli sinerjizm gostermis
olup, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %15,32 oraninda saptanmis (Sekil

26) ve CI degeri 0.08874 olarak hesaplanmistir (Tablo 5). Aym anda karboplatin+ABS
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kombinasyonunda 1/4LDso’ye denk gelen degerlerde kuvvetli sinerjizm gostermis olup, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %22,52 oraninda saptanmis (Sekil 27) ve
CI degeri 0.14883 olarak hesaplanmistir (Tablo 6).

ABS ile sisplatinin etkilesimlerini arastirdigimizda; 6nce ABS sonra sisplatin
kombinasyonunda 1/4LDso’ye denk gelen 3,25 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve
0,712 uM konsantrasyonda sisplatinin hiicre canliligina etkisi %83,07 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %23,15 oraninda saptanmis (Sekil 28) ve
kombinasyon en iyi 1/4LDso’ye denk gelen degerlerde kuvvetli sinerjizm gostermis olup, CI
degeri 0.19713 olarak hesaplanmustir (Tablo 7). Once sisplatin sonra ABS kombinasyonunda
yine 1/4LDso’ye denk gelen degerlerde kuvvetli sinerjizm goéstermis olup, bu dozlarin
kombinasyonunun hicre canliligina etkisi %21,16 oraninda saptanmis (Sekil 29) ve CI degeri
0.17297 olarak hesaplanmistir (Tablo 8). Ayni anda sisplatintABS kombinasyonunda yine
1/4LDso’ye denk gelen degerlerde kuvvetli sinerjizm gostermis olup, bu dozlarin
kombinasyonunun hicre canliligina etkisi %15,36 oraninda saptanmis (Sekil 30) ve CI degeri
0.11103 olarak hesaplanmistir (Tablo 9).

ABS ile doksorubisinin etkilesimlerini arastirdigimizda; énce ABS sonra doksorubisin
kombinasyonunda 1/4LDsg’ye denk gelen 3,25 ul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %61,51 ve
1,25 pM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %74,28 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %15,13 oraninda saptanmis (Sekil 31) ve
kombinasyon en iyi 1/4LDsp’ye denk gelen degerlerde ¢cok kuvvetli sinerjizm gostermis olup
(Tablo 10), CI degeri 0.09297 olarak hesaplanmistir. Once doksorubisin sonra ABS
kombinasyonunda 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 ul ABS’nin hiicre canliligia etkisi %87,77
ve 0,3125 pM konsantrasyonda doksorubisinin hiicre canliligina etkisi %86,2 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %38,12 oraninda saptanmis (Sekil 32) ve
kombinasyon en iyi 1/16LDso’ye denk gelen degerlerde ¢ok kuvvetli sinerjizm gostermis olup
(Tablo 11), CI degeri 0.10034 olarak hesaplanmistir. Ayni anda doksorubisin+ABS
kombinasyonunda yine 1/16LDso’ye denk gelen degerlerde ¢ok kuvvetli sinerjizm gostermis
olup, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %31,61 oraninda saptanmis (Sekil
33) ve Cl degeri 0.07113 olarak hesaplanmistir (Tablo 12).

ABS ile dosetakselin etkilesimlerini aragtirdigimizda; 6nce ABS sonra dosetaksel
kombinasyonunda 1/16LDso’ye denk gelen 0.81 pul ABS’nin hiicre canliligina etkisi %87,77
ve 0,58 pM konsantrasyonda dosetakselin hicre canliligina etkisi %74,63 olurken, bu
dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %31,27 oraninda saptanmis (Sekil 34) ve

kombinasyon en iyi 1/16LDso’ye denk gelen degerlerde ¢ok kuvvetli sinerjizm gostermis olup
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(Tablo 13), CI degeri 0.06457 olarak hesaplanmistir. Once dosetaksel sonra ABS
kombinasyonunda yine 1/16LDso’ye denk gelen degerlerde ¢ok kuvvetli sinerjizm gostermis
olup, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %26,38 oraninda saptanmis (Sekil
35) ve CI degeri 0.04746 olarak hesaplanmistir (Tablo 14). Aymi anda dosetaksel+ABS
kombinasyonunda yine 1/16LDso’ye denk gelen degerlerde ¢ok kuvvetli sinerjizm gostermis
olup, bu dozlarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi %25,27 oraninda saptanmis (Sekil
36) ve CI degeri 0.04412 olarak hesaplanmistir (Tablo 15).

MTT sonuglarina gore; yukarida belirtilen doz gruplarmin en etkili sonuglari
verdikleri ve en iyi sinerjistik etkiye sahip olan gruplar olup, dnce ABS’nin sonra ilaglarin,
once ilaclarin sonra ABS’nin ve ayn1 anda ABS+ilaclar seklinde yapilan kombinasyonlardan
tek basina yapilan uygulamalara gore ¢ok daha etkili sonuglar alindigir gosterilmistir. MTT
sonuglar1 sonucunda; CompuSyn programindan ¢ikan verilere gore CI degerleri baz alinarak
kombinasyonlarda en kuvvetli sinerjizmin gorildigii degerler dikkate alindiginda, gen ifadesi
tizerinde yaptigimiz deneylerden elde edilen sonuglar ile anlamli bir iliski oldugu
saptanmistir.

Apoptozis veya programlanmis hiicre 6liimii, mutasyon, DNA hasar1 veya anormal
cogalma gosteren hiicreleri uzaklastiran 6nemli bir hiicresel koruma mekanizmasidir. DNA
hasari, onkogen ekspresyonlar1 ve hipoksi gibi farkl stres tiirleri apoptotik sinyal yollarimni
indUkleyebilir. Bu yolaklardaki en énemli faktorlerden biri, p53 tlimor stpressor proteinidir
(194). Aktivasyon iizerine, stres uyarimlari ile p53, hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir
ve hiicrelerde ya hiicre dongiisiiniin durmasi ya da apoptozis gergeklesir. P21'den p53'e dogru
olan aktivasyon, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durdurulmasi ile sonuglanir (194). Ayrica
p53'e bagimli apoptoz sirasinda, p21'in p53'e transkripsiyonunun Myc tarafindan
bastirilabilecegi gosterilmistir (194). Diger yandan, p21'in farkli stres tipleri ve g¢esitli
hiicresel baglamlarda apoptozu p53'den bagimsiz olarak uyardigina dair kanitlar1 vardir (194).

Apoptozis surecinin diger 6nemli bir kontrol noktasi, pro-apoptotik (Bax) ve anti-
apoptotik (Bcl-2) tiyelerin oranidir. Kaspaz yolu ve mitokondriyal disfonksiyon bu kontrol
noktasmin akis yolunda bulunur. Bu nedenle, bu iki molekiil arasindaki oranin apoptozu
belirlemek icin degisimlerini bulmak énemlidir (194).

Mitokondriden sitozole serbest birakilan sitokrom c, apoptozis siirecinin yurGttlmesini
tetikler (195,196). Apoptozom yolagini kontrol eden énemli adimlardan biri, sitokrom c'nin
salinmasidir. Hem enerji hem de kaspazdan bagimsiz olarak goriilen, hizli ve muhtemelen
geri dondiiriilemez bir siirectir (195). Sitokrom ¢ekirdekte apositokrom c olarak kodlanir ve

olgun protein haline gelmek i¢in heme ile birlestigi mitokondrinin dis zar1 boyunca tasmnir
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(195). Sitokrom c, mitokondrinin dis ve i¢ zarlar1 arasindaki boslukta bulunur. Bel-2 ailesi
uyeleri, sitokrom c salinmmin diizenlenmesinde gorevlidir. Bu proteinler, dis veya ig
mitokondriyal membrandaki gecirgenlik porlarini etkiler ve bdylece hiperpolarizasyon ve
gecirgenlik gecisini indiiklemis olurlar (195). Sitozolden serbest birakilan sitokrom-c,
prokaspaz-9 ve apaf-1 kompleksi ile apoptozom molekilinii olusturur ve kaspaz-9 aktif hale
gelir. Aktif kaspaz-9’da, sirayla cesitli hiicresel proteinleri pargalayarak apoptotik sinyali

yayan yurutlci kaspaz-3, -6 ve -7'yi parcalayip aktive eder (Sekil 73) (195-197).
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Sekil 73. Ornek olarak Hela hiicrelerinde guiclii bir polisakarit fraksiyonunun
(CASS) bir seri yolaklarla hiicre dongtisiu ve apoptozis tGizerine nasil

etkileyeceginin bizim etkisini arastirdigimiz genlerdeki gosterimi (197)

MCF-7 hiicrelerine ABS ile karboplatinin kombinasyonlarinin yapildig1r uygulamada;
kombine olarak yapilan uygulamanin tek basina yapilan uygulamalara gore tiimor supresor
genlerden olan p53 gen ifadesinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis meydana getirdigi
gorilmektedir. En etkili kombinasyon, ayn1 anda ABS+karboplatin uygulamasinda kontrole
gore 18.8 kat artis ile goriilmektedir (Sekil 65). Bunu takiben tek basina ilag uygulanmasi Bax
ve Bcl-2 geninde 6nemli bir artisa sebep olmazken, ABS ve karboplatinin kombinasyon

halinde uygulanmasi sonucu igsel apoptoz yolagi aktivatorii olan tiimor siipressor gendeki
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artig, anti-apoptotik protein olan Bcl-2 gen ifadesinde 6nemli bir artisa sebep olmazken pro-
apoptotik Bax’in ifadesinde ise kontrole gore en iyi kombinasyon artist 3.8 kat ile
g0zlenmistir (Sekil 49). Bax/Bcl-2 oranindaki bu artig, mitokondri membran potansiyelini
bozarak sitozele salinacak olan sitokrom-C Seviyesinin artmasina neden olur. Yine ABS ve
karboplatinin kombine halinde uygulanmasi, ilaglarin tek basina uygulanmalarina ve kontrole
gore sitokrom-c gen ifadesinde bir artig gostermistir. Salinan sitokrom c, sitozolde apaf-1 geni
ve kaspaz 9 ile apoptozom molekiiliinii olusturarak kaspaz kaskadini aktif hale getirir.
Elimizdeki en anlaml1 bulgulardan biri, i¢sel apoptoz yolaginda kaspaz kaskadinin aktivatorii
olan kaspaz 9 gen ifadesinin ABS ve karboplatin uygulamalarinda hem tek basina hem de
kombine uygulamalardaki etkileri istatistiksel olarak ¢ok anlamli olmasidir (Sekil 61). Sonug
olarak; ABS ve karboplatin kombinasyonlari, apoptotik protein olan Bcl-2 hari¢ diger
genlerin hepsinde istatistiksel olarak, anlamli bir artis gostermistir. Tali goriintii tabanli
sitometri sonuglarina baktigimizda ABS ve karboplatinin tek basma ve kombine
uygulamalarinda kontrole gore ig¢sel apoptoz yolagimi indiikledigi ancak tek basina apoptoza
gbtiirme oranlarinin  kombine uygulamalara gore daha yiliksek bir artis gostermesi,
kombinasyon uygulamalarinin tek basina uygulamalara gore hiicrede daha ¢ok sitotoksik
etkiyi arttirdig1 seklinde yorumlanabilir. Buna gére ABS’nin MCF-7 hiicrelerinde karboplatin
ile kombine edilmesi sonucunda karboplatinin, ABS’nin apoptotik etkinligini azalttigi
sOylenebilir. Literatirde ABS’nin ilag kombinasyonlariyla ilgili ¢alisma olmamasi,
kombinasyonlarin apoptotik etkisinin neden azaldigi yoniinde daha fazla bilgiye ihtiyag
duyuldugunu ortaya koymaktadir.

Kanser hiicre hatlarinda karboplatinin tek basina ve farkli ajanlarla kombine
edildiginde apoptotik oliimii tetikledigi ile ilgili ¢ok sayida calisma bulunmakta ve bu
caligmalar bulgularimizi destekler niteliktedir. Yapilan g¢alismalara bakildiginda; platin
tedavisi ile yumurtalik kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada tedavi yapildiktan sonra p53
protein agregasyonunun artti§1 bulunmustur (198). Insan akciger kanseri hiicrelerinde
Curcumin ile karboplatinin sinerjizminin apoptoz ve metastaz uUzerine etkisine bakilan bir in
vitro ¢alismada; Curcumin ve karboplatin kombinasyonunun hem kaspaz-3 hem de kaspaz-
9'un acik bir sekilde boliinmesine yol agtigini, bunun da kombinasyon tedavisinin
antiproliferatif etkisinin apoptozun indiiksiyonu yoluyla saglandigini diisiindiirmiis ve buna ek
olarak, proapoptotik gen p53, p2l ve Bax'in ekspresyonu Curcumin ve karboplatin
kombinasyonu ile artis gosterirken, antiapoptotik gen Bcl-2 ekspresyonunun énemli 6lciide
azaldig1 bulunmustur (199).

Yapilan baska bir ¢alismada; sulforafen-karboplatin kombinasyonunun insanda kugik
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hiicreli olmayan akciger karsinomunda uygulandiginda mitokondriyal membran
potansiyelinin ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile sinerjitik olarak apoptozu arttirdigi ve
kombinasyon tedavisinin Bcl-2'nin ekspresyonunu inhibe ederek, Bax, sitokrom c, apoptozu
indikleyici faktor, kaspaz-9 ve -3 ve boliinmiis poli ADP riboz polimerazin ekspresyonunu
arttirdigi belirlenmistir (200).

MCF-7 hiicrelerine ABS ile sisplatinin kombinasyonlarinin yapildigi uygulamada; tek
basina ABS ve sisplatin uygulamasiin kombine olarak yapilan uygulamalara gore tiimor
supressor genlerden olan p53 gen ifadesinde istatistiksel olarak onemli bir artis meydana
getirdigi goriilmektedir. Tek basina sisplatin uygulamasi, kontrole gore 11.9 kat artis ile
kendini gostermektedir (Sekil 66). Bunu takiben tek basina ve kombine halinde ilag
uygulanmasinda Bax (Sekil 50) ve Bcl-2 geninde 6nemli bir artis gériillmemesine ragmen
(Sekil 58), proapoptotik ve antiapoptotik proteinler arasindaki dengeye bagli olan apoptozis
Bax gen ifadesinin kontrole gére daha fazla artmasiyla apoptozis lehine bozulmustur. Bel-2
gen ailesinde olusan bu degisimin sonug¢larindan biri membran potansiyelini bozarak sitozele
sitokrom-c salinmasidir. Sitokrom ¢ salinimi; kontrol ve kombine uygulamalara goére tek
basina sisplatin uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<<0.0001)
(Sekil 70). Calismamizda p53 gen ifadesinde goriildiigii gibi apaf-1 gen ifadesindeki en
Oonemli artista tek basina sisplatin uygulamasinda olmustur (Sekil 54). Elimizdeki en anlaml
bulgulardan biri, sitoplazmada sitokrom c¢ ve apaf 1’le birlikte apoptozom molekiiliinii
olusturarak igsel apoptoz yolaginda kaspaz kaskadinin aktivasyonunu saglayan kaspaz 9 gen
ifadesinde ABS ve sisplatinin hem tek basina hem de kombine halindeki olan etkileri
istatistiksel olarak ¢ok anlamlidir (p<0.0001) (Sekil 62). Sonug olarak, ABS ve sisplatin
kombinasyonlart proapoptotik genlerin hepsinde anlamli bir artis gostermistir. Tali gorintu
tabanl sitometri sonuglarina baktigimizda; sisplatinin tek bagina uygulanmasi 6len hiicrelerin
yarisini nekroza yarisini da apoptoza siiriiklemistir. ABS ile kombinasyonu sonucunda ise
kombine gruplarda (aym:1 anda uygulanan kombinasyon hari¢) nekroz oranmi diismiis ve
apoptoza giren hiicre artmistir. Apoptozun indiiklendigi en iyi kombinasyon kaspaz-9 gen
ifadesinde, en anlamli artis gosteren 6nce ABS sonra sisplatin uygulamasi olup apoptozis ile
uyumlu bir gen ekspresyon artist oldugu goriilmektedir. Her ne kadar sisplatin ABS’nin
apoptotik etkinligini azaltmis olsa da, tek basina sisplatin uygulanmasi yerine kombinasyon
halinde uygulanmasinin apoptozu arttirdig1 goriilmektedir.

Kanser hiicre hatlarinda sisplatinin tek basina ve farkli ajanlarla kombine edildiginde
apoptotik oliimii tetikledigi ile ilgili ¢ok sayida calisma bulunmakta ve bu calismalar

bulgularimiz1 destekler niteliktedir. WP1130’un kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde
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A549 ve HCC827 hicrelerinde sisplatin ile birlikte olan gen ifadesi Ulzerindeki etkisine
bakildiginda; sisplatinin WP1130 ile birlikte uygulanmasinin sisplatinin direncini zayiflattig
ve tek basina sisplatin uygulamasina gore p53 ekspresyonunu azalttigi bulunmustur (201).

Melatonin, mMTOR ve ERCC1 ifadelerinin diizenlenmesi yoluyla sisplatin kaynakli
HepG2 hiicre 6limi Gzerine etkisini arastirildigi ¢aligmada, sisplatinin melatonin ile birlikte
uygulanmasi, tek basina sisplatin uygulanmasina goére hiicre canliligini ve Bcl-2 gen ifadesini
arttirdig1 ve ayni1 zamanda Bax/Bcl-2 oranini azalttigi bulunmustur (202).

ATM / Chk2 yolu araciligiyla metil metansiilfonat ve ultraviyole duyarli gen klonu
81'in feedback regulasyonunun MCF-7 hiicreleri iizerinde sisplatine direncine katkisinin
arastirildigl calismada; MCF-7 hiicrelerinde sisplatinin apoptoz etkinligi kontrol grubuna goére
anlamli derecede yiiksek ve MCF-7 hiicrelerinde sisplatinin hiicre canlilifi orani kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Sonuglar, sisplatinin hiicre apoptozunu
etkili bir sekilde uyarabildigini ve hiicre canliligini1 doz bagimli bir sekilde inhibe edebildigini
gostermistir (203).

Sildenafilin apoptozu indiikleyerek, proliferasyon ve anjiyogenezin inhibisyonu ile
sisplatinin antitiimor aktivitesine katkisi iizerine yapilan calismada; Sildenafil ve sisplatin
tedavisi, tiimor hacminde kontrol grubuna kiyasla belirgin bir diisiis gdstermis ve sisplatin ile
sildenafil kombinasyon halinde uygulandiginda tek baslarmma ve kontrol grubuna kiyasla
timor hacminde daha fazla diisme gostermislerdir (204).

Berberinin sisplatin ile kombinasyon halinde DNA kopmalar1 ve kaspaz-3 bagimli
apoptozun indiiksiyonu yoluyla meme kanserinde hiicre biiylimesinin arastirildigi calismada;
berberin MCF-7 hiicrelerini zamana ve doza bagimli olarak sisplatine duyarli hale getirmis ve
kombine olarak uygulanmalarindan sonra hiicresel pro-apoptotik kaspaz-3 ve boliinmiis
kaspaz-3 ile kaspaz-9 gen ifadeleri artmis ve anti-apoptotik Bcl-2 gen ifadesi azalmistir (205).

Hypericum perforatum'un biyoaktif bileseni olan hiperisinin MCF-7 hicre dizisi
Uzerindeki sitotoksik ve apoptojenik etkisinin arastirildigi ¢alismada; hiperisinin etkisi
sisplatin ile beraber degerlendirilmis ve her ikisi de hiicrelere uygulandiktan sonra apoptoz
yoluyla hiicre Olimiine neden oldugu ve p53 seviyesini arttirirken Bcl-2 ekspresyon
seviyesini diisiirdiigii bildirilmistir (206).

Insan meme kanserinin MCF-7 hiicrelerinde proliferasyon, apoptoz ve epitelyal
mezengimal gecis iizerine sisplatin ile birlikte ginsenosid bilesigi K'nin etkilerinin arastirildigi
calismada; birlikte kombinasyonlarinin tek yapilan uygulamalarina gore, apoptozis oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu bulunmustur (207).

MCF-7 hiicrelerine ABS ile doksorubisinin kombinasyonlarinin  yapildigi
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uygulamada; kombine olarak yapilan uygulamanin tek basina yapilan uygulamalara gore p53
gen ifadesinde istatistiksel olarak onemli bir artig meydana getirdigi goriilmektedir. En etkili
kombinasyon, ayni1 anda ABS+doksorubisin uygulamasinda kontrole gére 7.8 kat artis ile
goriilmiistiir (Sekil 67). Bunu takiben, Bcl-2 familyas1 proteinleri intrinsik yolda ¢ok onemli
rol oynamaktadir. Bcl-2 ailesinin Uyeleri, antiapoptotik ve proapoptotik olmak tzere iki gruba
ayrilir. ABS ve doksorubisin uygulamasinda, ilaglarin kombine halinde uygulamalarinin
yapildig1 durumlarda hem Bax (Sekil 51) hem de Bcl-2 gen ifadesinde artis gézlenmistir
(Sekil 59). Iki gende gériilen bu artis, Bax/Bcl-2 oranini apoptoz inhibisyonu ydniinde bozup,
mitokondiriyal apoptoz yolagini baskilayabilir. Ancak biitiin ila¢ kombinasyonlarinda oldugu
gibi, calismamizdaki en anlamli bulgulardan biri, kaspaz 9 gen ifadesinde gorulmektedir.
ABS ve doksorubisinin uygulamalarinda, hem tek basina hem de kombine etkileri istatistiksel
olarak ¢ok anlamlidir (Sekil 63). En Onemli artis, aym1 anda ABS+doksorubisin
uygulamasinda 54.9 kat artis ile goriilmektedir. Sonu¢ olarak; ABS ve doksorubisin
kombinasyonlar1 en etkili olarak proapoptotik olan p53 ve kaspaz kaskadinin baglaticis1 olarak
goriilen kaspaz 9’da istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermis ve genlerdeki bu artig Tali
goriintli tabanli sitometre testi sonuglari ile paralellik gostermis olup (ayni anda uygulanan
kombinasyon haric), tek basina doksorubisin uygulamasina gore apoptotik hiicre orani artmis
ve mitokondiriyal apoptoz yolagini indiikleyerek, hiicreyi apoptoza goturebilme yolunda etkili
bir sonug vermistir.

Kanser hiicre hatlarinda doksorubisinin tek basina ve farkli ajanlarla kombine
edildiginde, apoptotik Sliimii tetikledigi ile ilgili bircok ¢aligma bulunmakta ve bu caligsmalar
bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Luteolinin MCF-7 insan meme kanseri hcrelerinde
doksorubisin ile olan etkilesiminin arastirildigr bir ¢alismada; doksorubisinin luteolin ile olan
kombinasyonunun tek basma olan uygulamasina goére hiicre canliliini ve Bcl-2 gen
ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur (208).

Anti-apoptotik  survivin  geninin vahsi tip p53 tarafindan transkripsiyonel
baskilanmasiin arastirildigi  bir ¢alismada, MCF-7 hicrelerine doksorubisinle tedavi
uygulandiktan sonra p53 geninde artis gozlenmistir (209).

Yapilan baska bir calismada; liziim ¢ekirdegi ekstrakti ve konvansiyonel sitotoksik
ajan doksorubisinin insan meme karsinom hiicrelerine kars1 sinerjistik antikanser etkilerinin
arastirildigr durumda, iiziim g¢ekirdegi ektstratt ve doksorubisinin tek basina uygulanmasi
yerine kombinasyon halinde uygulanmasmin, hiicredeki apoptoz oranmi arttirdig
bulunmustur (189).

MCF-7 hiicrelerine ABS ile dosetakselin kombinasyonlarinin yapildigi uygulamada;
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ABS ve dosetakselin p53 genindeki kombine halinde uygulamalari, kontrol grubuna gore bir
artisa sahip olsa da en iyi artis, tek basina ABS uygulamasinda goriilmiistiir (Sekil 68).
Kombine olan uygulamalarda hiicre apoptozise dogru yoneldiyse bunun sebebi, apoptotik
sinyal yolaklarinin en onemlilerinden biri p53 tiimoOr silipresér proteini olmasina ragmen
p21'in p53'den bagimsiz olarak farkli stres tipleri ve cesitli hiicresel baglamlarda hiicreyi
apoptoza yonlendirmesi olabilir. Bunu takiben tek basina ve kombine halinde ilag
uygulanmasinda, once dosetaksel sonra ABS uygulamasi hari¢ Bax (Sekil 52) ve Bcl-2
geninde 6nemli bir artis goriilmemesine ragmen (Sekil 60), proapoptotik ve antiapoptotik
proteinler arasindaki dengeye bagli olan apoptozis, yalnizca once dosetaksel sonra ABS
uygulamasinda Bax gen ifadesinin kontrole gore daha fazla artmasiyla, apoptozis lehine
bozulmustur. Apoptozise giden yolda, igsel yolaktaki diger gen sitokrom c’dir. Sitokrom ¢’nin
sitozole salinmastyla, apaf 1 ve kaspaz 9 ile birlikte apoptozom molekiiliinii olustururlar. ABS
ve dosataksel kombinasyonlarinda, sitokrom c¢ ve apaf 1 gen ifadesinde kontrole gore bir artis
gozlenmigstir (Sekil 56). Calismamizdaki en anlamli bulgulardan biri, kaspaz kaskadinin
aktivasyonunu saglayan kaspaz 9 gen ifadesinde, ABS ve dosetakselin hem tek basina hem de
kombine halindeki olan etkileri istatistiksel olarak ¢ok anlamlidir (Sekil 64). Bu gen
ifadesinde kontrole gore 23.7 kat ile en Onemli artis once ABS sonra dosetaksel
uygulamasinda gozlenmistir (p<<0.0001). Sonug olarak, ABS ve dosetaksel kombinasyonlari
proapoptotik ve antiapoptotik genlerde bir artig gostermis, istatistiksel olarak en dnemli artigta
kaspaz 9 gen ifadesinde meydana gelmistir. Tali goriintii tabanli sitometri sonuglarina
baktigimizda, tek basina dosetaksel uygulamasinin kontrolden sonra en ¢ok canli hiicreye
sahip grup oldugu goriilmektedir. Bu da, uygulanan tedavi ile apoptoza gitmesini istedigimiz
kanserli hiicrenin ilaca direng gelistirmesiyle hiicrenin apoptoza gitmeyip ¢ogalmaya devam
etmesi yonunde seyreder (210). Tek basina dosetaksel uygulamalarinda canli hiicre sayisi
azalirken, hem nekroza hemde apoptoza giden hiicre sayist artmistir. Bu durum baz alinarak,
dosetakselin ABS’nin etkinligini baskiladigi ve tek basina dosetaksel uygulanmasi yerine
kombinasyon halinde uygulamanin daha iyi sonuglar verdigi gériilmiistiir. Once dosetaksel
sonra ABS uygulamasi apoptoza gotiiren en etkili kombinasyon olurken, Bax gen ifadesinde
gosterdigi istatistiksel olarak anlamli gen artisiylada uyumludur. Buna gore, ABS’ nin MCF-7
hicrelerinde tek basina dosetaksel yerine kombine halinde uygulanmasinin apoptotik
etkinligini arttirdig1 sdylenebilir.

Kanser hiicre hatlarinda dosetakselin, tek basina ve farkli ajanlarla kombine
edildiginde apoptotik oliimii tetikledigi ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma bulunmakta ve bu

calismalar bulgularimizi1 destekler niteliktedir. Insan meme kanserlerinde dosetaksel tedavisi
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icin Ongoriilen faktorlerle ilgili yapilan c¢aligmalarda Bcl-2 ekspresyonu ile dosetaksel
uygulanmasi arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir (211,212).

Bazi yolaklar araciligiyla resveratrol ve dosetaksel kombinasyonunun hiicre
dongiisiiniin durmasi ve apoptozis lizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada; kombine ilag
tedavisinin C4-2B hiicrelerinde p53 diizeyini arttirdigi, P53 yolaginin aktivasyonu iizerine,
pro-apoptotik protein olan Bax arterken, anti-apoptotik protein olan Bcl-2 azalmistir. Bununla
birlikte DU145 hiicrelerinde, kombine tedavinin etkisi p53'Un aktivasyonuna yansimamis
ancak Bax gen ifadesinde anlamli bir artis gozlenmistir (213).

Asir1 duyarlit MDA-MB-435 ve yiiksek direngli NCI-ADR-RES insan meme kanseri
hiicrelerinde paklitaksel ve dosetakselin hiicre Olimii iizerindeki etkisinin arastirildigi
calismada; her iki hiicre tipinin taksellerle tedavisinde p53 geninde Onemli bir degisim
olmazken, kaspaz 9 gen ifadesi artmistir. Sitokrom c ise direngli NCI-ADR-RES hiicrelerinde
sitozele serbest birakilirken, duyarli MDA-MB-435 hicrelerinde mitokodride kaldigi
bulunmustur (214).

MCF-7 hiicreleri {izerinde yapilan bitkisel kaynakli bir c¢alismada; Artocarpus
communis’ in yapisinda yer alan bir flavonoid olan Artonin E’nin, bu htcreler zerindeki
etkisi arastirilmistir. MCF-7 hicreleri Artonin E ile tedavi edildikten sonra, kaspaz 9 aktivitesi
doza bagh olarak belirgin sekilde artmistir. Yine aynmi c¢alismada, MCF-7 hicrelerinde
apoptozis ve hiicre dongiisiindeki genlerin ekspresyonundaki degisiklik mRNA seviyesinde
belirlenmis ve Bcl-2 geninde azalma gozlenirken, sitokrom c, Bax ve p2l genlerindeyse
anlamli olarak artis oldugu bulunmustur. Bu genlerde artisin olusmasi Artonin E'nin
mitokondriyal yolla MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiiklediginin kanitidir (215).

Ankaferd Blood Stopper ile yapilan ve insan I6semi hiicrelerinde apoptoz ve PARL1 ile
EPCR ekspresyonunun arastirildigi ¢alismada; Bcl-2 ve Bax ekspresyonu sonuglari, ABS
tedavisiyle ilgili herhangi bir degisiklik gostermemis, apoptoz uyariminda uygulamanin
konsantrasyonuna ve siliresine bagli olarak, PARI1'i1 ve p53'ten bagimsiz p2l'in
diizenlenmesiyle ABS'nin farkli derecelerde apoptoz indiiksiyonundan sorumlu oldugunu
ortaya koymuslardir (193).

Sonug olarak, Tali goriintii tabanli sitometride MCF-7 hicrelerinde genel olarak
kombinasyon tedavisinin (6nce ABS sonra karboplatin kombinasyonu hari¢) hiicre canliligini
arttirdig1 ve birlikte kombinasyonlarin ABS’nin etkinligini azalttig1 goériilmiistiir. Ancak bu
etki, gen ekspresyonu calismasinda kombinasyonlarin hiicre canliligini azalttigi yoniinde
gozlenmistir. Bu durum da birlikte kombinasyon uygulamalarinin daha ¢ok sitotoksik etkiyi

arttirdigl, apoptozda ise ¢ok belirgin artiglarin olmadig1 gozlenmistir. Kombine edilecek her
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iki ilacin dozlari, verilme zamani, diizeyi ve tedavi araliklar1 gibi kombinasyon kosullarinin
farkli olmasi, farkli derecelerde aditif / sinerjitik etkilerinin grtilmesine neden olabilir.
Calismamiz; insan meme kanser modeli olan MCF-7 hucreleri Uzerine, ABS’nin tek
ve konvensiyonel ilaglarla birlikte kombine halinde uygulamasinin yapildig: ilk galismadir.
Literatirde ABS’nin baska maddeler ile kombine halinde verildigi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, ¢alisma sonuglari ¢ok degerlidir. Calisma sonucunda elde
edilen wveriler; ABS’nin in vitro antikanser aktivitesinin varligimin belirlenmesi ve
konvansiyonel antikanser ilaglarla etkilesimininin in vivo ¢alismalar ile de desteklendigi

takdirde, meme kanseri tedavisine kullanilabilecegini diisiindiirtmektedir.
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SONUCLAR

Bu calisma, Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
(TUTAGEM) gerceklestirilmistir. Ankaferd Bloodstopper kanama durdurucunun in vitro
meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmalar1 iizerine olan etkisinin, kemoterapi ilaclariyla
kombinasyonunun arastirilmasi amaglanan bu ¢alisma sonucunda;

1) MTT testi yapilan MCF-7 hicrelerinde; ABS, Kkarboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetakselin doza bagl hiicre canliligini azalttigi saptandi.

2) MTT testi yapilan MCEF-7 hicrelerinde; ABS’nin karboplatin, sisplatin,
doksorubisin ve dosetaksel ile olan kombinasyonlarinin, doza bagli hiicre canliligim
azalttig1 saptandi.

3) MCF-7 hucrelerinde; ABS’nin  karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve
dosetaksel ile olan kombinasyonlarinin, tedavi sonucunda p53 gen ifadesini anlamli olarak
arttirdig saptandi.

4) MCF-7 hucrelerinde; ABS’nin  karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve
dosetaksel ile olan kombinasyonlarinin, tedavi sonucunda Bax gen ifadesini anlamli olarak
arttirdig1 saptandi.

5) MCF-7 hucrelerinde; ABS’nin karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve dosetaksel
ile olan kombinasyonlarinin, tedavi sonucunda Bcl-2 gen ifadesinde bir artig gézlendi.

6) MCF-7 hucrelerinde; ABS’nin karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve dosetaksel
ile olan kombinasyonlarinin, tedavi sonucunda Apaf-1 gen ifadesinde bir artis gozlendi.

7) MCEF-7 hucrelerinde; ABS’nin karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve dosetaksel
ile olan kombinasyonlarinin, tedavi sonucunda Sitokrom-c gen ifadesinde bir artig gézlendi.

8) MCF-7 hucrelerinde; ABS’nin  karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve
dosetaksel ile olan kombinasyonlarinin, tedavi sonucunda Kaspaz-9 gen ifadesini anlamli

olarak arttirdig1 saptandi.
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9) MCF-7 hucrelerinde; ABS’nin karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve
dosetaksel ile olan kombinasyonlariin, tedavi sonucunda Tali goriintii tabanli sitometri
sonucunda tek baglarina olan tedaviden daha etkili oldugu saptandi.

10) MCF-7 hcrelerinde; ABS’nin Tali goriintii tabanli sitometri sonucunda,

hiicreyi apoptoza gétiiren en etkili madde oldugu vurgulanmistir.
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OZET

Diinya genelinde meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser tipleri arasinda birinci
sirada yer almaktadir. Tedavisinde, tek bir ilag yerine ¢oklu ilag kombinasyonlarinin
kullanimimin daha etkili oldugu yapilan bazi1 ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Ankaferd
Bloodstoper (ABS)’in olusumunda yer alan bitkilerin antikanser etkisi, yapilan bir¢ok
calismayla gosterilmistir. Meme kanserinin tedavisinde kullanilan ilaglardan bazilari;
karboplatin, sisplatin, doksorubisin ve dosetakseldir. Gergeklestirdigimiz bu ¢alismanin
amaci, oncelikle ABS’nin MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde, hiicre canliligi tizerindeki
etkisini in vitro olarak degerlendirmektir. Sonrasinda, ABS’nin rutin olarak klinikte kullanilan
belirledigimiz kemoterdpatik ilaglarla kombinasyonlarinin, hiicre canlilig: tizerine etkinliginin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismalarimiz, ABS’nin kiiltiir ortamina eklenmesinin
hiicre canliligii doz bagimli bir sekilde azalttigimi gostermistir. MCF-7 hcreleriyle
yaptigimiz MTT testi sonuglarindan elde ettigimiz verilere gore; kemoterdpatik ilaglarin ABS
ile birlikte uygulanmasi, kiamilatif bir etki gostererek hiicre canliligii ayr1 ayri
uygulamalarina gore daha ¢ok azaltmistir. ABS’nin bu ilaglarla kombinasyonunun
mitokondiriyal yolaktaki genler iizerine etkisi arastirilmis ve ayri ayri uygulamalarina gore
kombinasyonlarin Bax, P53 ve Kaspaz-9 gen ifadelerini istatistiksel olarak arttirdig
saptanmistir. Tali gortintii tabanli sitometri analizinin sonucunda, ABS'nin apoptotik etkisinin,
bu calismada kullanilan konvansiyonel ilaglara kiyasla istiin oldugu goézlenmis ve
kemoterapoétik ilaclarin tek basima kullanilmas: yerine, ABS ile kombinasyonlar1 gen ifadesi
tizerindeki etkiyi arttirmistir.  Ancak, su anda Kliniktede kullanilan bu antikanser

kemoterapotiklerinin kombinasyonu, ABS'nin apoptotik etkisini azaltmistir.
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THE EFFECT OF ANKAFERD BLOODSTOPER ON iN VITRO
PROLIFERATION OF BREAST CANCER CELLS

SUMMARY

Breast cancer is the leading cancer type seen diagnosed among women in worldwide.
Using combination of multiple drugs instead of single drug for treatment has been proven to
be more affective by various studies. Anticancer activity of each individual herbal constituent
of Ankaferd Bloodstoper (ABS) has been shown in many reports. Some of the drugs used in
the treatment of breast cancer are carboplatin, cisplatin, doxorubicin and docetaxel. In this
study, our primer aim was to assess the in vitro cell viability reducing effect of ABS on MCF-
7 human breast cancer cells. Our second aim was yo evaluate the afficiacy of combinations of
ABS with conventional chemotherapeutic drugs, which are routinely used clinically, based on
in vitro cellular viability. Our studies indicated that ABS addition to culture medium results in
decreased cell viability in a dose-dependent fashion. According to the our results obtained
from MTT test using MCF-7 cells, co-administration of chemothrapeutic drugs with ABS
showed various levels of synergistic anticancer activities when compared with individual
treatments. In our studies, combination of ABS with these drugs showed an effect on the
apoptotic mitochondrial pathway genes and it has been found that the combinations
statistically increase Bax, P53 and Caspase-9 gene expressions of MCF-7human breast cancer
cells. Our result of Tali image based cytometry analysis showed that the apoptotic effect of
ABS was superior comparing the conventional drugs used in this study. Combination of these

currently clinically used anticancer chemotherapeutics blunted the apoptotic effect of ABS.
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