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OZET

OLEANDRININ ALDOSTERON VARLIGINDA GESITLI KANSER HUCRELERI
UZERINE SITOTOKSIK ETKISI

Ecz. Hale Nur YERLIKAYA
Yuksek Lisans Tezi, Farmakoloji (Tip) Anabilim Dal
Danigsman: Dog. Dr. Biilent SARAC
2014, 51 sayfa

Bu calismada Nerium oleander (zakkum) bitkisinden elde edilen ve bir kardiyak glikozit olan
oleandrinin A549 akciger kanseri ve MCF7 meme kanseri hlicreleri Uzerinde tek basina ve
aldosteron varliginda farkli konsantrasyon ve sirelerde gosterdigi sitotoksik etki incelenmistir.
Na+K+ ATPaz alfa 3 altunitesine selektif olarak baglanip bu enzimi inhibe eden oleandrinin
sitotoksik etkinligini arttirmak icin Na+K+ ATPaz alfa 3 altiinitesinin transkripsiyonunu spesifik
olarak indiikleyen aldosteron kullaniimistir. Bu sayede daha disik konsantrasyondaki oleandrin
¢ozeltisi ile daha ylksek sitotoksik etkinlik gormek amacglanmistir.

Deneyler MCF7 ve A549 hicre kdltirinin yapilmasi, hicre sayimi, oleandrin ve
aldosteronlu ortamda inkiibasyon ve XTT yontemi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar istatistiksel
olarak P degeri 0,05 ten kligtik alinarak yorumlanmistir.

Yapilan deneylerin sonucunda oleandrinin tek basina A549 akciger kanseri ve MCF7
meme kanseri hicreleri (zerinde istatistiksel olarak anlamh sitotoksik etkinlik gosterdidi,
aldosteron varliginda o6zellikle A549 akciger kanseri hicreleri Gzerinde sitotoksik etkinliginin
istatistiksel olarak anlaml arttigi gézlemlenmigtir (P<0,05). Oleandrinin sitotoksik etkinliginin
konsantrasyon ve zamanla dogru orantili olarak arttigi géralmastar.

Bu galisma Cumbhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Bagkanligi tarafindan

T-565 nolu dosya olarak desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: Kanser, oleandrin, aldosteron, sitotoksisite



SUMMARY

CYTOTOXIC EFFECT OF OLEANDRIN ON VARIOUS CANCER CELLS WITH
ALDOSTERONE PRESENTS

Ecz. Hale Nur YERLIKAYA
Master of Science Thesis, Department of Pharmacology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Bilent SARAC
2014, 51 pages

In this study oleandrin’s which is a cardiac glicoside and obtained from Nerium oleander plants,
cytotoxic effect was researched on A549 lung cancer and MCF7 breast cancer as separately
and with aldosterone existence in different concentration and time. Aldosterone which is
specificly induce Na'/K"ATPaz alpha 3 subunits trancription, was used to increase oleandrin’s
which is selectively binds and inhibits to Na'/K"”ATPase alpha 3 subunits cytotoxic activity. By
this means,be aimed to observe higher cytotoxic activity with lesser concentration oleandrin
solution

Experiments were done as doing MCF7 and A549 cell culture, cell counting, incubation
with oleandrin and using XTT procedure. Results are explained statistical as P less den 0,05

At the results of experiments, Oleandrin’ s show that meaningful cytotoxic effect
statistical on A549 lung cancer and MCF7 breast cancer by separately and its effect increased
with aldosterone existence especially on A549 lung cancer (P<0,05). Cytotoxic effect of
oleandrin was observed that increase in corelation with concentration and time.

This study was supported by Research Support Unit of Cumhuriyet University as the
Project no : T565

Key words: Cancer, oleandrin, aldosteron, cytotoxicity
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KISALTMALAR DiziNi

-OH Hidroksil grubu

AEO Ankara Eczaci Odasi

AUECZF Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Ca” Kalsiyum iyonu

DMEM Dulbecco’s Minimal Essential Medium (

FBS Fetal Bovine Serum

K" Potasyum iyonu

Na" Sodyum iyonu

PBS Phosphate buffered saline

XTT 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide

Xl




1 GIiRIS

Kanser, gelismis Ulkelerde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sikhkta gérilen o6lum
nedenidir (Kayaalp, 2005). Kanser kemoterapisinde amag, kullanilan ilaglarla timorin
biyimesini engelleyecek sitotoksik etki saglamaktir. ideal olan, bu sitotoksik etkinin sadece
malign hicrelere spesifik olmasidir fakat kullanimda olan ilaglar hem saghkli hiicreleri hem de
kanser hicrelerini etkilemektedir. Kullanimda bir gok kemoterapétik ajan bulunmasina ragmen
halen etkili bir spesifik bir tedavi bulunamamis olup yeni ilag arayislari tim dinyada devam
etmektedir.

Nerium oleander ve baslica etken maddesi olan oleandrin, son zamanlarda popduler bir
arastirma konusu olmustur. Bir cok deney ve arastirma yapilmasina ragmen gesitli kanser tirleri
Uzerindeki sitotoksik etkinliginin ne derece oldugu halen aydinlatilamamistir. Kemoterapide rutin
tedavi segenekleri arasina henliz girmemis olsa da gelecedin umut vadeden bir bilesigidir. Gin
gectikge farkli kanser cesitlerinde, farkl ilaglarla kombine halde, farkh konsantrasyon ve
surelerde denenerek oleandrin hakkinda daha ¢ok bilgi edinilmektedir.

Gunimulzde erkeklerde en sik akciger kanseri, kadinlarda ise en sik meme kanserine
rastlanmaktadir. Bu nedenle galismalarimizda A549 akciger kanseri hicreleri ve MCF7 meme
kanseri hiicre hatti kullaniimistir. Oleandrinin sitotoksik etkinligini hiicre zarinda bulunan Na*/K"-
ATPaz enzimi alfa 3 altunitesi Gzerinden gdsterdigini ele alarak, bu altlnitenin transkripsiyonunu
arttirmak ve bdylece oleandrinin daha disik dozda daha yiksek sitotoksik etki gdstermesini

saglamak amaciyla farkli konsantrasyonlardaki oleandrin, aldosteron varliginda denenmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kelime anlami olarak kanser, bir organ veya dokudaki hilcrelerin dlzensiz olarak bdlunup
¢ogalmasiyla beliren kéta urlara denir. Genel anlamda ise kanser vicudumuzun cesitli
bolgelerindeki hicrelerin kontrolsiiz g¢ogalmasiyla olusan 100’den fazla hastalik grubudur.
(www.kanser.gov.tr, 2012)

Kanserin akciger kanseri, anal kanal kanseri, anus kanseri , bdbrek kanseri, cilt kanseri,
meme kanseri, rahim kanseri, ince bagirsak kanseri, kalin bagirsak kanseri, kan kanseri,
karaciger kanseri, melanoma, 6zefagus kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri, safra yolu
kanseri, safra kesesi kanseri, serviks (rahim adzi) kanseri, mide kanseri gibi birgok ¢esidi vardir.

Dinya Saghk Orgiti'nin (WHO) raporuna gbére akciger kanseri tim
dinyada kanser turleri arasinda, erkeklerde en sik 6lime neden olan birinci, kadinlarda ise
ikinci kanser tartdur (World Health Organization, 2004). Kadinlarda en sik gorilen kanser ¢esidi
ise meme kanseridir. Ortalama olarak her 8 kadindan biri bu kansere yakalanmaktadir. Akciger
kanserinden sonra diinyada gortlme sikligi en ylksek olan kanserdir.

Kanser hastalarinin ¢cok az bir kismi tek basina cerrahi ve/veya radyoterapi tedavisi ile
ivilesebilmektedirler. Geri kalanlarin buyulk bélimuine sistemik kemoterapi uygulanmaktadir. Bu
hastalarin kiigiik béliminde ( yaklasik %10) kanserin tipi nedeniyle kemoterapi ile tam sifa
saglanabilmekte veya hastaligin remisyonu uzatilabilmektedir. Ancak hastalarin gogunda ilag
tedavisi hastalii sadece baskilamakta ve komplikasyonlar 6lime neden olmaktadir (Howland &
Mycek, 2009).

2.2 Apoptozis

Apoptozis, programlanmis hicre o6limi demektir. Vicuttaki anormallesmis veya ihtiyag
duyulmayan hucrelerden kurtulmanin dogal yoludur. Organizmanin yagami i¢in gerekli ve yararli
olan bir suregtir.

Vicudumuzdaki saglikli hiicreler bélinebilme yetenegine sahiptir. Her hiicrenin hayati
boyunca belli bir bélinebilme sayisi vardir. Saglikli bir hiicre ne kadar boéliinecegini ve zamani
gelince gevreye zarar vermeden programli olarak &élmesini bilir (www.kanser.gov.tr, 2012).
Bazen DNA’sI hasar gormis bir hiicre kontrolden c¢ikar ve bélinmeye devam eder. Cogalan
hiicreler farkli biyiikliikteki iyi veya kétii huylu tiimérleri olustururlar. lyi huylu (selim) tiimérler
genellikle hayati tehdit etmezler ve alinabilirler, vicutta baska bir yere dagilmazlar. Kéti huylu
(habis) tumdrler ise vicudun diger bdélgelerine gecebilir, yeni koloniler olusturabilir ve hayati
tehdit edebilirler.

Apoptozis sinyali alan bir hicrenin kromatini yogunlagsmaya bagslar. Benzer bir sekilde
sitoplazma da yogunlasir ve hicrenin boyutlari klglulmeye baslar. Bir sure sonra hicre
apoptotik cisimcik olarak adlandirilan daha kigik parcalara bolinir.Bu pargalara apoptotik

cisimcikler de denilir. Apoptotik cisimcikler; ylzeylerinde yeni sinyal verici yapilar ortaya ¢ikarir


http://tr.wikipedia.org/wiki/D%C3%BCnya_Sa%C4%9Fl%C4%B1k_%C3%96rg%C3%BCt%C3%BC
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kanser

ve bu sinyalin uyarisi ile yakinlarindaki hucre tarafindan(bunlar genelde histiyosit'lerdir) fagosite
edilerek ortadan kaldirilir (Lipponen P, 1994) (Wyllie AH, 1980).
Apoptozis'in organizmadaki temel fonksiyonlari sunlardir;
e Embriyonal gelisim, érnegin insanlarda parmak aralarinin sekillenmesi ya da g6z
kapaklari arasindaki boslugun sekillenmesi.
e Kadinlarda menstruel siklusda endometrial huicrelerinin (uterus'un i¢ katmanindaki
epiteller) yikimi.
¢ DNA hasari alan hicrelerin yikimi.
e Tdmoral hicrelerin ortadan kaldiriimasi.

e Virus ile infekte olmus hiicrelerin ortadan kaldiriimasi.

2.3 Na+/K+ ATPaz Enzimi

Na+/K+ ATPaz (Na pompasi ) ilk kez 1957 yilinda Skou tarafindan enerji donustirticu bir pompa
olarak tanimlanmigtir (Stryer, 1996).

Memeli hiicrelerinde intraseliiler sivida K gradienti, ekstraseliiler sivida Na* gradienti
yiiksektir. Hiicre disindaki K”nin hiicre igine alinmasi ve hiicre icindeki Na” nin hiicre disina
atilmasi islemini gergeklestiren Na*/K* -ATPaz, islevsel olarak transmembranal bir proteindir.
(Yang P, 2009). Bu aktiviteyi gerceklestirebilmek icin ATP’ ye ihtiyaci vardir. Hatta bu sistemin
dinlenme durumundaki bir bireyde viicudun kullandidi toplam Adenozin-5' Trifosfat'in (ATP) Ugte

birini kullandigi gésterilmistir (Stryer, 1996).

2.3.1 Na'/K"- ATPaz Enzim Fonksiyonlari
Na‘/K* -ATPaz, hicrenin ozmotik dengesinin saglanmasinda, dokularda dinlenme durumundaki
membran potansiyelinin dizenlenmesinde, kas ve sinirlerde uyarilabilirlik &6zelliklerinin

saglanmasinda rol almaktadir (Gustavo Blanco, 1998).

Mg ATP
MgATP 150

Sekil 2-1 Na+-K+ATPaz enzimi alfa-beta alt birimi yapi ve fonksiyonunun sematik olarak

gosterilmesi (Gustavo Blanco, 1998).
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Sekil 2-2 Na+/K+-ATPaz’in mekanizmasi (N Bauer et al, 2005).;;;;:5:;

iyon alis verisinin her déngiisiinde bir ATP hidrolize ugramakta, 3 Na* hiicre disina, 2 K* da
hicre icine tasinmaktadir. Bu iyon gecisi olmadigi surece ATP hidrolizi de
gerceklesmemektedir. (Stryer, 1996).

Bitkilerden elde edilen bazi steroidler Na*/K*-ATPaz enzimini inhibe edebilmektedirler.
Bunlar kardiyotonik steroidler olarak da bilinen digitoksin, ouabain, oleandrin gibi ilaglardir. S6z
konusu kardiyotonik steroidlerin hiicre zarinin ekstraseliiler kismindan Na'/K*-ATPaz enziminin
alfa altbirimine baglanarak bu enzimi inhibe ettikleri gdsterilmistir (Stryer, 1996) (Braunwald,
1992).

2.3.2 Na'/K* ATPaz Enzim izozimleri

Na'-K" -ATPaz proteininin alfa, beta ve gamma alt birimlerinden olustugu agiklanmistir ( Therien
AG et al., 1997). Na'-K* ATPaz proteini yapisal olarak katalitik alfa ve glikozile beta ve gama
altiinitesinden olusan heterodimer bir yapidir. Alfa altiinitesi ATP, Na®, K* ve kardiyak glikozitler
icin baglanma alanidir. Beta altlinitesi ise alfa altlinitesini stabilize eder, regulator roldedir.

Alfa alt biriminin simdiye kadar alfa1, alfa2, alfa3 ve alfa4 olarak belirlenmis 4 sekli
mevcuttur: Alfal alt biriminin tim canh tirlerinde temel alt birim oldugu disundlmektedir (F
Verdonck, 2003) . Beta alt birimlerinin ise betal, beta2 ve beta3 sekillerinin oldugu bildirilmistir
(F Verdonck, 2003) (Gustavo Blanco, 1998). Normal hucrelerde gérilen bu varyasyon kanser

hicrelerinde de gorulir (Yang P, 2009).
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Sekil 2-3 Alfa ve Beta alt linitelerinin hiicre zan lizerindeki topolojik semalari (Gustavo Blanco,
1998)

Alfa altbirimi 112.000 dalton molekiil agirligi ile oldukca genis bir membran proteinidir. Na*-K*
ATPaz enziminin katalitik ve transport 6zelliklerinden sorumludur. (Lingrel JB, 1994) (Mercer,
1993). En az sekiz transmembranal heliksten meydana gelmekte ve zarin sitozolik tarafinda
ATPazi kapsamaktadir; ekstrasellller tarafta ise kardiyotonik steroidlerin baglanmasi igin bir
bdlgenin bulundugu rapor edilmistir (Zijian Xie, 2003) (Tripodi & al, 1996).

Farkh alfa altbirimlerinin herbiri farkli fonksiyonel 6zellikler tagimaktadir ve temel
farklarindan biri kardiyak glikozidler tarafindan degisik derecelerde inhibe edilmeleridir. Yiiksek



veya dusuk afiniteli izoformlar bu 6zelliklerine bagli olarak nitelendiriimektedirler (F Verdonck,
2003).

Beta altbirimi ise glikozilasyonunun derecesine bagli olarak farkh dokularda 40.000 ila
60.000 dalton arasinda molekdl agirhgina sahiptir. Tek transmembran heliks seklinde bir
glikoprotein olup, transport aktivitesi icermedigi gosterilmistir (Zijian Xie, 2003) (Stryer L., 1996).
Beta altbiriminin, enzimin normal aktivitesi icin esansiyel oldugu ve Na* ve K" iyonlarinin Na*-K"
ATPaz enzimine affinitelerinin dizenlenmesinde rol aldigi dusundlmektedir. Buna ek olarak
omurgall hucrelerde beta altlinitesi alfa polipeptidin dogru katlanmasinin stabilizasyonunda rol
oynar (Gustavo Blanco, 1998) (Blanco G, 1994) (Chow DC, 1995) (McDonough AA, 1990) .
insanlarda beta altiinitesinin her ti¢ izoformu da yiiksek afinitelidir ancak en hassas sekilleri
alfalbetal ve alfa3betal olarak tanimlanmigstir. Glikozitlere farkh derecelerde ilgi gostermeleri
disinda bu izoformlar eksternal K” ya ve internal Na” ya olan farkli afiniteleriyle de
birbirlerinden farklilik gostermektedir (F Verdonck, 2003).

Gamma altinitesi olarak adlandirilan Uglncl protein, enzim preparasyonlarinin
saflastirlmasinda tanimlanmistir. Gama altinitesinin, 8.000-14.000 dalton agirliginda kiiglk ve
hidrofobik bir polipeptit oldugu ifade edilmektedir. Gama altuniteleri arasindaki homolojinin
yiksek olmasi nedeniyle bu altiinitenin Na'-K* ATPaz aktivitesi igin gerekli olabilecegi ileri
surilmistir. Ek olarak gama altiinitesinin Na’-K* ATPaz fonksiyonunu modifiye edebildigine
dair deliller vardir. Gama altiinitesinin Na'-K* ATPaz fonksiyonundaki kesin rolii daha ileri

calismalara gereksinim duyar (Reaves, 1980).

2.3.3 Na'/K*-ATPaz enzimi izozim dagilimi

Kardiyak dokuda alfa 1, alfa 2 ve alfa 3 izoformlarinin bulundudu, temel kardiyak beta
altbiriminin ise beta1 oldugu bilinmektedir. insan ventrikiiler kasinda alfa 1 %55, alfa 2 %18, alfa
3 ise %27 oraninda bulundugu goésterilmistir (F Verdonck, 2003). Bu izoformlarin varligi,
kobaylarda kardiyotonik steroidlere verilen yanitlardaki farkliliklardan yola ¢ikilarak
tanimlanmistir (Gustavo Blanco, 1998).

Alfa ve beta altiinitelerinin farkli genlerden eksprese edilmeleri disinda Na*-K* ATPazin
farkli izoformlara sahip olmasinin baska nedenlerinin de olabilecegi bildiriimistir (Gustavo
Blanco, 1998). Bazi hiicrelerde Na'-K* ATPaz enzimi transkripsiyon asamasinda farkliliklar
gOstermektedir. Ayrica alfa ve beta altbirimlerinin degisik kombinasyonlarla bir araya
gelmelerinin de farkli heterodimerlerin olusumuna sebep oldugu distniimektedir. Pineal bezde
hem alfa 1 beta 2 hem de alfa 3 beta 2 formlari bulunabilmektedir. Santral sinir sistemi
hicreleri, gozun silier epitel hucreleri ve koroid pleksus, bircok farkli alfa - beta altbirim
kombinasyonlarini bir arada bulundurabilmektedir. Na'-K* ATPaz enziminin dértlii yapisinin
enzimatik fonksiyonlar Uzerine ne gibi bir etkisinin olabilecedi heniz tam olarak
aciklanamamigtir (Gustavo Blanco, 1998).

Alfa1 beta1 birlesimi neredeyse her dokuda bulunabildigi, fakat en ¢ok bdbrekte etkili
oldugu gosterilmistir. Alfa 2 ve alfa 3 sekillerinin renal kortekste, medullada ve papillada

bulundugu gosterilmistir, fakat her ikisinin birlikte bobrekteki alfatbeta1 sekillerinin yalnizca %0,



1’ i kadar bulundugu rapor edilmistir. Alfa 4 testise 6zeldir, alfa 2 en ¢ok adipositlerde, kaslarda,
kalpte ve beyinde bulunurken alfa 3’ Un ise sinir dokularinda daha fazla bulundugu belirtilmistir.
Sinir hicreleri temel olarak alfa 3 bulundururken glial hiicrelerin alfa 2 icermekte oldugu, beta 2
izoformunun iskelet kasinda, pineal bezde ve sinir dokuda bulunurken beta 3’ Un ise testiste,
retinada, karacigerde ve akcigerde farkl oranlarda bulundugu goésterilmistir (Gustavo Blanco,
1998).
Noéron hucreleri tek izozim veya farkh alfa ve beta heterodimer kombinasyonlarindan olusan
¢oklu izozimleri igermektedirler ayrica néronlar alfa 3 polipeptidin baslica kaynagidir (Gustavo
Blanco, 1998).

Gamma alt biriminin ise bébrek gibi bazi dokularda bulundugu ve dokuya 6zel Na*-K*
ATPaz enzim dengeleyicisi oldugu gdsterilmistir ( Therien AG et al., 1997).

Buna ilaveten Na'-K* ATPaz izoformlarin ekspresyon &rnekleri, gelisimin yani sira

hormanal regilasyona baglidir ve hastalik sirecinde degisebilir (Gustavo Blanco, 1998).

2.3.4 Na'/K’-ATPaz enzimi regiilasyonu

Na" pompasi izozimleri hormonlar tarafindan farkl olarak diizenlenebilir. Hormonlar tarafindan
Ozel bir izoformun ekspresyonunun dizenlenmesiyle aksiyonlar ortaya ¢ikabilir veya bir bireyin
Na'-K" ATPaz enzimlerinin aktivitesini direkt olarak etkileyebilir (Ewart & Klip, 1995) Ornegin rat
iskelet kasinda insilin, plazma membranina intraselliler depolanma dncesi Na+/K+-ATPaz alfa
2 ‘ nin hizh translokasyonuna yolagabilir Bunun sonucunda, hiicre ylzeyine ilave fonksiyonel Na
pompalarinin gereksinimi ve Na'-K* ATPaz enzim aktivitesi artar. ilaveten Na'-K* ATPaz
izoformlarinin normal ekspresyonu patolojik durumlar tarafindan da degistirilebilir. Ornegin
birka¢ kardiyak hastalikta kalbin Na'-K* ATPaz izoform kompozisyonu degismis bulunmustur.
Bu degisiklikler, hastalik esnasinda degisen homeostazin yeniden sekillenmesinde hucresel
girisimi yansitabilir (Hundal, Marette, Mitsumoto, Ramlal, Blostein, & Klip, 1992).

Na'-K* ATPaz aktivitesinin regiilasyonu farkli hiicresel mekanizmalar tarafindan,
plazma membranindaki mevcut enzim molekillerinin sayisinin modilasyonuyla veya hicre
yiizeyinde hazir bulunan Na'-K* ATPaz in aktivitesinin degistirimesiyle gerceklestirilebilir.
Alternatif olarak hiicre yiizeyindeki Na* pompasinin aktivitesi Na* pompasi fonksiyonunda hizl
dizenlenme saglanmasiyla hicre ylzeyinde direkt olarak regule edilebilir. Bu hizli yanita
karisan birkag etken vardir. intraselliiler Na* konsantrasyonu, intraselliiler Ca** konsantrasyonu
ve endojen Ouabain, Na pompasi aktivitesinin kisa dénem dizenleyicileridir (Ewart & Kilip,
1995).

Na'-K* ATPaz alfa 1 aktivitesinin kisa sireli regiilasyonu icin, Na* iyonu girisiyle Na*
iyonu konsantrasyonunun artmasi, fosforilasyon, defosforilasyon, altinitelerin plazma
membranina translokasyonu ya da sodyuma ilginin artmasi ile sonuglanan bir mekanizma ileri
surdlmektedir. Bu alttnitenin uzun sdireli regilasyonuna gen transkripsiyonu, translasyonu ve
protein degradasyonundaki degisikliklerin neden oldugu ileri surilmektedir. .Bu degisiklikler
proteinkinaz ve fosfatazin inhibisyon veya aktivasyonunu igeren kompleks intraseliler sinyal agi
Uzerinde gerceklesir (Sweeney & Klip, 1998).



Aldosteron, bdbrek toplayici kanal epitel hiicrelerindeki mineralokortikoit reseptoérini aktive
ederek reseptdr dimerinin aldosterona 6zgul genlerin dizenleyici bélgesindeki aldosteron yanit
elementi denilen baz ardisimlarina baglanarak aldosteronla indiiklenen proteinlerin (AIP)
sentezini arttirir. Ekspresyonu artan proteinler arasinda, kanal epitelinin luminal (apikal)
membranina gidecek olan amiloride duyarli sessiz Na'-K* ATPaz molekiilleri bulunur.
Aldosteronun etkisiyle sitoplazmadaki bu sessiz proteinlerin membrana translokasyonuyla
fonksiyonel hale gelmeleri hizlanir. Bdylece luminal membrandan sodyum gegisi ve bazolateral
membrandan peritubuler kapilerlere Na* pompalanmasi artar (Kayaalp, 2005).

Geering K. ve arkadaslari Na'-K* ATPaz aldosteronla indiiklenen protein olarak
tanimlamislardir (Geering, Girardet, Bron, Kraehenbuhl, & Rossier, 1982). Na'-K* ATPaz,
sentezi aldosteron ile indiklenen ve aldosteron antagonisti olan spironolakton ile inhibe edilen
bir proteindir (Verrey, et al., 1987). Aldosteron ile 6-96 saat inkiibe edilmis hiicrelerde a ve f
altinitelerinin sitoplazmik mRNA’ larinda ve protein sentezlerinde 2-3 kat artis goérilmustar
(Verrey, et al., 1987).

Farman ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada aldosteronun rat hipokampiisiinde Na'-K*
ATPaz alfa 3 altlinitesinin sentezini selektif olarak arttirdigini bildirmektedirler (Ferman,
Bonvalet, & Seckl, 1994). Grillo ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise aldosteronun
adrenalektomize ratlarda beyindeki alfa 3 ve beta 1 altnitelerinin sentezini arttirdigi gértlmasttr
(Grillo, Piroli, Lima, McEwen, & Nicola, 1997)

2.4 Kardiyak glikozitler
Kardiyak heterozitler, kalp yetmezliginde kullanilan pozitif inotrop ve negatif kronotrop etkili
bilesiklerdir.

Scrophulariaceae familyasindan basta Digitalis purpurea olmak uzere bircok Digitalis
turlerinde, Apocynaceae (Strophanthus, Acocanthera, Nerium vs.), Asclepiadaceae (Asclepias,
Gomphocarpus, Periploca vs), Ranunculaceae (Adonis, Helleborus) ve Moraceae, Cruciferae,
Papilionaceae, Tiliaceae gibi birgok familyada, ¢ogu kalp kuvvetlendirici olarak etki eden birgok
kardiyoaktif tir bulunmaktadir (Tanker & Tanker, 1991).

Tam bu tarler kardiyoaktif glikozit tasimalarina ragmen, tipta sadece Digitalis purpure@’
dan (mor gigekli yiksik otu) elde edilen digitoksin ve Digitalis lanata’ dan ( beyaz yuksik otu)
elde edilen digoksinden yararlanilir.

Digitalis turleri, yapraklarinda flavanoitleri, saponinleri ve digital glikozitleri tasirlar. Digital
glikozitler, 21 karbonlu bir iskelete sahip olan pregnan tipi aglikonlari ve oz kisimlarinda 2-
deoksiozlari (D-digitaloz, D-diginoz, L-oleandroz) bulunduran bilesiklerdir.

Kardiyak glikozitler miyokardda Na'/K’-ATPaz pompasina baglanarak bu pompayi
inhibe ederler ve hiicre igi Na* konsantrasyonunu arttirirlar. Bunun sonucunda sitozolik Ca*
seviyesi de artar ve kasilma glctnde iyilesme goralir.

Kardiyak glikozitlerin baglanma afiniteleri alfa altlinite ¢esidine gore degdismektedir. Alfa
1 alfa 2 ye gore daha az afiniteye sahipken, alfa 3 100 kat daha yliksek afiniteye sahiptir. (Yang
P, 2009) (Blanco, 2005) (Rajasekaran SR, 2005) Optimal glikozid baglanmasi icin ortamda Na",



Mg+2 ve ATP bulunmalidir; ekstraselliler K* vari@ ise bu baglanmayi engellemektedir
(Braunwald, 1992).

2.4.1 Kardiyak Glikozitlerin Kimyasal Yapisi

Kardiyak glikozitler kimyasal yapi itibariyle heterozit yapisindadir ve aglikonlari buyik bir
konstitisyon yakinlhigi gosterir (Tanker & Tanker, 1991).

Kardiyoaktif heterozitlerin aglikonlari steroit yapisindadir ve siklopentanofenantren
halkasi ihtiva eder. Bu sisteme bir de lakton halkasi baglanmistir. Heterozitlerin cogu 5 tyeli
doymamis bir lakton halkasi tasir ve 23 karbonludur. Urginea ve Helleborus tirlerindeki
heterozitlerde doymamis 6'li bir lakton halkasi mevcuttur ve bunlar 24 karbonludur. 23 karbonlu
olanlara "kardenolit", 24 karbonlulara "bufadienolit" adi verilir. Bunlara ilaveten dogada 14-21

epoksi kardenolitlere de rastlanmigtir (Tanker & Tanker, 1991).
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Sekil 2-5 Bufadienolit 24 ¢

Kardiyoaktif hererozitlerin aglikonunda siklopentanofenantren halkasi en az iki - OH grubu tasir.
Bu -OH gruplarindan biri 3. karbon atomuna, digeri ise genellikle 14. karbon atomuna baghdir. -
OH gruplari ikiden fazla ise digerleri 5, 11 veya 16 konumunda yer alir. Ozlar bir holozit zinciri
halinde 3. karbon atomundaki -OH grubuna baglanir. Siklopentanofenantren halkasindaki 10.
karbona bagl R radikali, -CH3 -CH20OH veya -CHO gruplaridir. Siklopentanofenantren
iskeletinde A ve B halkalarinin tegkil ettigi dizleme nazaran 5. ve 10. karbon atomlarindaki

substitlientler cis yada trans olabilirler. Bu iki konfigurasyon izomerinden cis olanlar



kardiyoaktiftir. Nitekim ayni sUbstitientleri ihtiva ettikleri ve ayni molekdl yapisinda olduklari hal
de digitoksigenol'un cis izomeri kardiyoaktif olmasina ragmen trans izomeri uzarigenol, bagirsak

kontraksiyonunu inhibe ettiginden antidiyareik olarak etki eder (Tanker & Tanker, 1991).

g

OH
HO
H
Digitoksigenol
. /1= O
OH o
HO H
Uzarigenol

Sekil 2-6 Digitoksigenol ve uzarigenoliin kimyasal yapisi

Kardiyoaktif 6zellik bir de etilenik lakton halkasina baghdir. Katalitik hidrojenleme ile lakton
halkasi doyurulur veya alkali hidrolizle bu halka acilirsa maddenin kalp Uzerindeki etkisi
kaybolur.

Kardiyoaktif heterozitler iki veya daha fazla oz tasimaktadir. Bunlardan en cok
rastlananlar glukoz, ramnoz ve bu tip heretozitlere 6zel olan tevetoz, digitaloz, digitoksoz,

simaroz, oleandroz ve diginoz'dur.
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Sekil 2-7 Bazi ozlarin kimyasal yapisi

24.2
1)

2)
3)
4)
5)

6)

2.4.3

Kardiyak glikozitlerin Na'/K*-ATPaz ile Yapi Etki iligkileri

Halka konformasyonu bir baska deyigle halkalarin kenetlenmesi cis-trans-cis seklinde
olmahdir. Bu durumda aktivite maksimum olur.

A-B halkalarinin kenetlenmesi trans oldugunda aktivite azalir (uzarigenol_antidiyareik).
3. ve 14.C’ da en az 2 tane 3 -OH bulunmalidir.

17. C’ da B konumunda bir lakton halkasi olmahdir.

3. C atomu Uzerindeki —OH grubuna bagh oz ve oz zinciri olmalidir. Bu zincir glikozitin
¢6zunurligu Gzerine etki ederek, aktivitede dolayli rol oynar.

Aktiviteden asil sorumlu kisim aglikondur.

Kardiyak glikozitlerin etki mekanizmasi ve farmakolojik etkileri

Kardiyak glikozitler Na-K ATPaz pompasinin alfa 1 alt Unitelerine disuk afiniteyle, alfa 3 alt

tinitelerine ise alfa 1’ e gére 100 kat daha yiiksek bir afiniteyle baglanarak Na* ve K" aligverisini

inhibe ederler (Blanco, 2005) (Rajasekaran SR, 2005). Hiicre igi Na* konsantrasyonu artar ve

bunun sonucunda hiicre ici sitozolik Ca*? seviyesi artar. Artan sitozolik Ca*? ile daha kuvvetli bir

kasilma saglanir (Rose & Valdes, 1994).
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Sekil 2.2-8: Kardiyak glikozitlerin etki mekanizmasi

Kardiyak glikozitler bu farmakolojik dzellikleri nedeniyle kalp kasinin daha kuvvetli kasilmasini
sagladiklari icin konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilirlar (Kjeldsen, Norgaard, &
Gheorghiade, 2002). Bunun yaninda son arastirmalar bu bilesiklerin antikanser ila¢ olarak da

kullanilabileceklerini gosteriyor (Newman, et al., 2007) (Ergun, 1992) (Karaca, 2008).

2.4.4 Kardiyak glikozitlerin yan etkileri

Kardiyak heterozitlerin yan etkileri ve zehirlenmelerin baslica belirtileri sunlardir; asir
salivasyon, hipotansiyon, hipotermi, midriazis, inkoordinasyon, depresyon, konflizyonlar,
bulanik gérme, renk algilama bozuklugu, bitkinlik, solunum gigligu ve siyanoz, tasikardi ve
aritmi tarzinda kalp yetmezligi, tam kalp blogu, anoreksi, bulanti, kusma seklindedir (Howland &

Mycek, 2009). Solunum ve kalp yetmezligi sonucu koma ve élum goéralir. (Ergun, 1992)

2.4.5 Nerium oleander ve Oleandrin

Nerium oleander (zakkum), Apocynaceae familyasindan koyu pembe renkli gicek acan bir
akdeniz bitkisidir. Anadolu'da 6zellikle bati ve giiney bélgelerde oldukga yaygindir. Oleandrin ise
Nerium oleander (zakkum) bitkisinden elde edilen bir kardiyak glikozittir (Tanker & Tanker,
1991).

12
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Resim 1: Nerium oleander bitkisinin toprak tistii kismi (Wikipedia)

Bitkinin yapraklari oleandrozit adi verilen heterozidi icerir (% 0.5). Bu madde
oleandrigenol ile oleandrozun (dezoksimetilpentoz metil eteri) meydana getirdidi bir heterozittir.

Oleandrozit oral yolla, kardiyotonik ve ditretik olarak kullanilir (Tanker & Tanker, 1991).

OCHj

Sekil 2-9 Oleandrozit formiil

Nerium oleander ¢ok eski ¢aglardan beri diinyanin gesitli boélgelerinde, halk arasinda degisik

hazirlanma sekilleri ile gesitli hastaliklari tedavi etmede kullaniimistir (Siddiqui, Siddiqui, Begum,
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Hafeez, & Kanerocin, 1989) Bitkinin toksik 6zellikleri Hipokrates’ten beri bilinmekte olup, ¢ok
eski ¢aglarda yunan yazarlar tarafindan belirtiimistir (Szabuniewicz, McCrady, & Camp, 1971)
(Watt & Breyer-Brandwijk, 1962).

Nerium oleander ekstrakti kanser tedavisinde uzun yillardan beri kullanilimaktadir. ilk
olarak 8.yy’ da arap hekimleri tarafindan kanser tedavisinde kullaniimistir (American Cancer
Society's Guide to Complementary and Alternative cancer Methods, 2001)

Yakin ge¢miste yapilan bazi arastirmalarda Apocynaceae familyasinin N.oleanderi de
kapsayan birka¢ turinin kanser tedavisinde etkin oldugu belirtiimekte ve dinyanin degisik
bdlgelerinde, halk arasinda bazi kanser turlerinde kullanildigina isaret etmektedir (Elkiey,
Elmoghazy, Salem, & Karawya, 1970) (Hartwell, 1967).

Digital grubunun tipik kardiyak etkilerine sahip olan oleandrinin digitoksinden iki G¢ kat
daha aktif oldugu, organizmada daha az biriktidi, cok kolaylikla atildi§i ve tavsanda
vazokonstriksiyon olusturdugu rapor edilmigstir (Watt & Breyer-Brandwijk, 1962).

Turk hekimlerinden de Opr. Dr. Ziya Onel, Nerium oleander yapraklarindan hazirladig
bir sulu ekstrakti kullanarak bazi kanser turlerinde basarili sonuglar aldigini belirtmistir. (Baytop,
1999) (Karaca, 2008) Bu bitkinin uluslararasi patenti Amerika Birlesik Devletlerinde anvirzel adi

ile alinmistir (Newman, et al., 2001).

AnVIRZEL" —

Patented extract of Nerium oleander

Activation o ~afas,,
caspase cascade. ,,',;%.

-

Resim 2: Nerium oleander’ in patentli ekstrakti Anvirzel’ in hiicre diizeyindeki etkileri (Nerium
Biotech)
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Newman ve arkadaslari oleandrinin PANC-1 hicrelerindeki antiproliferatif etkinliginin
adriamisinden 60 kat daha fazla oldugunu géstermis ve oleandrinin insan pankreas hicreleri
Uzerindeki apoptotik ve otofajik etkilerini arastirmistir. Bu c¢alismada oleandrinin PANC-1
pankreas kanseri hicrelerinde hiicre siklusunun apoptozla alakali olan G: ve S déneminde
belirgin bir etki gdstermedigini ama otofajiyle alakali olan G2/M doéneminde etki gosterdigini
bildirmiglerdir (Newman, et al., 2007).

Ayni ¢alismada 20 nM ve 50 nM konsantrasyonlardaki oleandrinle muamelede PANC-1

hdcrelerinin - mitokondrilerinin - morfolojisinin  bozuldugunu, hiicrede otofajinin baslayarak
mitokondrinin pargalandigini géstermislerdir.
Kumar ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklari ¢alismada oleandrini potent bir sitotoksik ajan
olarak belirtmisler, bu 6zelligi nikleer faktor kappa B’ yi ( NF-kB) inhibe ederek, fibroblast
growth faktor-2 yi etkileyerek, apoptozisi baglatan Fas gen expresyonunu arttirarak, mitokondri
parcalanmasina ve timor hicresinin hasarina neden olan slperoksit radikallerini dizenleyerek,
timdérin yayllmasina neden olan interldkin-8'i inhibe ederek ve tiumor hucresinde otofajiyi
uyararak gosterdigini belirtmiglerdir (Kumar, De, Mishra, & Mishra, 2013).

Oleandrinin kanser hiicrelerindeki Na*-K'- ATPaz alfa 3 izoformuna spesifik olarak
baglandi§i ve ve alfa 3 izoform sentezinin alfa 1 izoform sentezinden fazla oldugu kanser
hicrelerinde oleandrinin proliferasyonu daha iyi inhibe ettigi goriimustir (Yang P, 2009)
(Nerium Biotech).

Yang ve arkadaslari oleandrinin antiproliferatif etkisini, Na*-K*- ATPaz alfa3 altiinitesinin
hiicresel lokasyonunu degistirerek gozlemlediler. Oleandrinin, Na'-K*'- ATPaz alfa3 unitesi
hiicre gekirdegine yakin bulunan hiicrelerde, Na'-K*- ATPaz alfa3 altiinitesi sitoplazmaya yakin
bulunan hiicrelere gore 3 kat daha fazla antiproliferatif etki gosterdigini bildirmislerdir (Yang, et
al., 2014).

TUm bu bilgilerden yola ¢ikilirsa Nerium oleander’den elde edilen ve bir kardiyak glikozit
olan oleandrinin, Na'-K*- ATPaz alfa3 altiinitesine yiiksek afiniteyle baglanip hiicre ici birgok
yolagi etkileyerek antiproliferatif ve sitotoksik etkinligini gosterdigi séylenebilir.

Etkiledigi hicre ici yolaklari séyle siralayabiliriz ;

e Hiucrede otofajinin aktivasyonu ve mitokondrinin pargalanmasi (Newman, et al.,
2007) (Newman RA, 2006)

e Superoksit radikalleriyle timor hicresine zarar verme (Kumar, De, Mishra, &
Mishra, 2013)

e Kaspas/kaskad sisteminin aktivasyonu (McConkey DJ, 2000),

e Transkripsyon faktéri NF- kB’ nin inhibisyonu (Manna SK, 2000),

e Fas aktivasyonu (Sreenivasan Y, 2006),

e TUmoér hicresinin proliferasyonu, apoptozisin énlenmesi, metastaz ve timoérlu
hicrenin invazyonundan sorumlu olan Akt'nin fosforilasyonunun inhibisyonudur
(Raghavendia PB, 2007) (Vivanco I, 2002).

e |L-8 inhibisyonu (Kumar, De, Mishra, & Mishra, 2013)
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2.5 Aldosteron

2.5.1 Aldosteronun etkileri
Aldosteron, Na* reabsorbsiyonunu diizenleyerek ekstraseliiler hacmi ve kan basincini kontrol
eden mineralokortikoit bir hormondur (Summa, et al., 2001).

Aldosteronun hedef organi bdbrekler olup distal tubuluslarin distel kismindaki ve
insanda Ozellikle toplayici kanallarin kortikal kismindaki tubulus hucrelerini kendine 6zgi
reseptorler araciligi ile etkiler. Bu hicrelerde birbirine kenetli bir sekilde meydana gelen Na
reabsorbsiyonu olayini ve buna karsilik limene K™ ve H* atiimasi olayini hizlandirir. Bébrege
gore daha ufak dlgiide Na” itrah eden dis salgi bezlerinin duktuslarinda da ayni etkiyi gosterir.
Bobrekler ve dis salgi bezleri ile ilgili etkinlikleri sayesinde aldosteron, degisen ortam kosullarina
ve su ve tuz alimindaki veya kaybindaki degismelere uygun olarak su ve tuz tutulmasini, K* ve

proton kaybini saglar (Kayaalp, 2005)

2.5.2 Aldosteron salgilanmasinin diizenlenmesi

Aldosteron, renin-anjiyotensin sisteminin ve ACTH'In kontrolli altinda adrenal korteksin zona
glomertilosa hticrelerinden saliverilir. Aldosteron salgisi kontrolstiz bir sekilde arttiginda viicutta
fazla miktarda Na ve su tutulur; 6dem, hipervolemi ve hipertansiyon gelisebilir. Ayrica
hipokalemi ve metabolik alkaloz olusur. (Kayaalp, 2005)

Hipovolemi, dehidratasyon, kanama, kalp yetmezligi, cerrahi girisimler, karaciger sirozu gibi

durumlarda ise aldosteron salgilanmasi artar (Kayaalp, 2005)

2.5.3 Aldosteronun molekiiler diizeydeki etkileri

Aldosteron, bobrek toplayici kanal epitel hiicrelerindeki mineralokortikoit reseptoérini aktive
ederek reseptdr dimerinin aldosterona 6zgul genlerin dizenleyici bélgesindeki aldosteron yanit
elementi denilen baz ardigimlarina baglanarak aldosteronla indiiklenen proteinlerin (AiP)
sentezini arttirir. Ekspresyonu artan proteinler arasinda, kanal epitelinin luminal (apikal)
membranina gidecek olan amiloride duyarll sessiz Na'/K'-ATPaz molekiilleri bulunur.
Aldosteronun etkisiyle sitoplazmadaki bu sessiz proteinlerin membrana translokasyonuyla
fonksiyonel hale gelmeleri hizlanir. Boylece luminal membrandan sodyum gegisi ve bazolateral

membrandan peritiibiiler kapilerlere Na* pompalanmasi artar (Kayaalp, 2005).
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3 MATERYAL VE METOD
Bu ¢alisma Cumbhuriyet Universitesi Klinik Arastirmalari Etik Kurulu tarafindan 19/03/2013 tarih

ve 2013-03/39 numarali kararla onaylanmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 Deneysel galigmalarda kullanilan cihazlar

e Steril calisma kabini

e inkibator

e  Santrifi

e  Mikroskop

e Otomatik mikropipet

e mL’ lik disposable pipet (Pipetaid ile uyumlu) CORNING 50/Pkt.

e 10 mL’ lik disposable pipet (Pipet aid ile uyumlu) CORNING 50/Pkt.

e Doku Kultir Flaski — non pyrogenic — 250 mL, 75 cm2, angled neck (filter cap) -
DNase, RNase free CORNING 5/Pkt

e Doku kultdr flaski — non pyrogenic — 25 cm2, angled neck (filter cap) — DNase, RNase
free CORNING 20/Pkt.

e Mikropipet ucu 25 pL (Gilson mikropipet ile uyumlu, beyaz, seviyeli, steril, kutulu)

e Mikropipet ucu 250 pL (Gilson mikropipet ile uyumlu, sari, seviyeli, steril, kutulu)

e Mikropipet ucu 1250 pL (Gilson mikropipet ile uyumlu, mavi, seviyeli, steril, kutulu)

e XTT proliferasyon kiti 2500 testlik

3.1.2 Deneysel ¢caligmalarda kullanilan kimyasal malzemeler
e Aldosteron CAS : 52-39-1

e Oleandrin

3.1.3 Deneysel ¢caligmalarda kullanilan ¢ozeltiler
e Fetal Bovine Serum - Heat Inactived-BIO. IND. 100 ml
e Trypsin — EDTA Solution — With Phenol Red — Mycoplasma tested —100 ml BIO. IND.
e Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM) — with 1,0 g/l D-Glucose — with L-
Glutamine — with sodium bicarbonate — 1 L SIGMA D5796
e Phosphate buffered saline (PBS) (PH 7.2) Hiicre kilttrd uyumlu ( BIO. IND. 500 ml)
e L-Glutamine—Penicillin-Streptomycin solution 10x5 SIGMA G6784

17



Metod

Bu calismada A549 kiglk hicreli akciger kanseri ve MCF7 meme kanseri hicreleri

kullanilmigtir.

3.1.4 Besiyeri hazirlanmasi

Besiyeri hazirlanirken su oranlara dikkat edilmistir:

DMEM %89
FBS %10
Penicilline/ Streptomisin %1

3.1.5 Hicrelerin pasajlanmasi

Bu islem kanser hlcrelerini canh tutmak igin 2-3 glinde bir rutin olarak yapiimistir.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Deneyden dnce steril galisma kabini 10 dk UV 1s1ga maruz birakilarak sterilizasyon
saglanir.

inkiibatdrde %5 CO2 %95 nem ve 37 °C de bekletilen flasklar hafifce calkalanarak
ol0 hdcrelerin besiyerine gegmesi saglanir.

Hucre ortamina mikroskopla bakilarak canli hicrelerin yluzeye yapisarak iplik
seklinde ¢ikintilar olusturdugu ve 6l hicrelerin besi ortaminda yuzdugu goézlenir.
Steril bir pipetle hiicre tabakasinin oldugu ylzeye dokunmadan besiyeri ortamdan
cekilir ve boylece 61U hiicreler ortamdan uzaklastirilir.

Hucre tabakasina pipet degdirmeden ortam PBS ile yikanir.

Yeni bir pipet ile ortama tripsin ¢dzeltisi konulur, 2-3 dk galkalanarak canl hlicrelerin
yapistiklari ylizeyden kalkmasi saglanir.

Flaska DMEM medyumu eklenerek tripsin inaktif hale getirilir, ¢cozelti ikiye bdlinerek
santrif(j tiplerine aktarilir ve 800 rpm de 5 dk santrifuj edilir.

Tapun dibinde 1 ml birakilarak stipernatant kismi atilir, tiplere yeni ortam eklenerek
hicreler suspanse edilir ve yeni flasklara aktarilir.

Flasklarin Ustine hucre hatti adi, pasaj tarihi ve pasaj numarasi yazilarak

inkibatoére yerlestirilir.

3.1.6 Neubauer lami ve hiicre sayimi

1) Hicre pasajlanmasi sirasinda santrifij sonrasinda, Ust kisimdaki sUpernatant atilip,

dipte kalan huicreler Gzerine 1 mL besiyeri eklenmistir.

2) Hicre sayimi icin hicre solisyonundan 50 upL alinip, Gzerine 50 pyL Tripan mavisi

boyasi ekleyip ve hicre canliligini belirlemek icin Neubauer laminda sayim yapilmistir.
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Sekil 3-1 Neubauer sayim lami.

3.1.7

1)

2)

3)

4)

Hiicrelerin platelere ekilmesi, oleandrin ve aldosteronla muamemele

edilmesi

1., 2. ve 3. gun igin 96 kuyucuklu plate’ler ayri ayri hazirlanacaktir ve % canlilk
degerlerini  belirlemek  Gzere oleandrin ve  aldosteron+oleandrin  degisik
konsantrasyonlari XTT testi icin 3 farkli sira (her konsantrasyon igin 3 farkli deger
olacak sekilde) ve tripan mavisi boya testi icin bir sira ayrilacaktir.

Neubauer laminda sayilan hicreler gerekli dilisyon yapildiktan sonra, hazirlanan 96
kuyucuklu platelere her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekilecektir.

Hucrelerin yluzeye yapigsmasi icin 24 saat beklenecektir ve hazirlanan 3 gunlik deney
diizeneginin ilk sirasi ilag uygulanmamis kontrol grubu olarak ayrilacaktir.

Daha once aldosteronla yapilan deneyler dogrultusunda 300 nM konsantrasyonda
aldosteron kullaniimasinin ve 24 saat inkuibe edilmesinin deney sartlarimiz i¢in optimal
oldugu kabul edilmistir. Bu nedenle 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. situnlara 300 nM aldosteron
eklenerek 24 saat beklenecektir. Bu sirenin sonunda diger kuyucuklara 2.5, 5, 10, 25,

50 ve 100 nM konsantrasyonlarda oleandrin ¢ozeltisi uygulanacaktir.
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Tablo 3-1 96 kuyucuklu platede konsantrasyon dagilimi. ( A= Aldosteron, Ole
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3.1.8 XTT testi:
Tetrozolyum tuzlari prensibine dayanan kolorimetrik bir metot olan XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide), proliferasyon 6lgiimu
prosedirini genis Olglide kolaylastirmistir. Bu kit hiicre proliferasyonun cesitli blyime faktorleri
ve besin bilesenleri ile ikili olarak dl¢imu prensibine dayanmaktadir.

Yéntem Prensipleri: Metabolik olarak aktif olan hicrelerin sari tetrazolyum tuzu olan
XTTnin turuncu formazan boyasina dénustirmesi prensibine dayanmaktadir. Bu déndsim
sadece canli hlicrelerde meydana gelmektedir. Formazan boyasi sulu ¢ozeltilerde ¢ézinebilir

ve direk olarak mikroplak okuyucu ile dlgulebilir.
o,

1T CH, Formazan
| 503

0 o,
Hie
0 N U e o
7 ) . 2 MH

Sekil 3-2 XTT’nin formazana doniisiimii.

Yontem, 96 kuyucuklu platelerde kultire edilen hucrelerin, XTT solUsyonuyla 4-24 saat
inkibe edilmesi sonucu olusan turuncu formazan boyasinin spektrofotometrik olarak mikroplak
okuyucu ile Odlgulmesi ile gerceklestiriimektedir. Kuyucuklardaki canli hicre sayisi ile
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi arasinda dogru oranti vardir. Buna bagli olarak
olusan turuncu formazan boyasi absorbans ile gdzlenir.

Bir kardiyak glikozit olan oleandrinin tek bagina ve aldosteron ile birlikte uygulanmasinin
A549 akciger kanseri ve MCF7 meme kanseri hlcrelerindeki sitotoksisitesi ve canlilik yizdeleri
“Cell Proliferation Kit” kullanarak XTT testi ve Tripan mavisi boya testi ile belirlenecektir. Bunun
icin, 96 kuyucuklu plate’ler kullanilarak 24-72 saatlik bir deney diizenegi kurulacaktir.

XTT kit igersinde, XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)
carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) ajani ve aktivasyon ajani yer almaktadir. Reaktifler 50/1
XTT ajani (Labelling reagent)/ aktivasyon ajani (electron coupling reagent) olacak sekilde
karigtirilarak XTT solisyonu hazirlanir. XTT bir tetrazolium tuzu olmakla beraber metabolik
olarak aktif olan hiicrelerde mitokondride bulunan dehidrogenaz enzimiyle pargalanarak suda
¢ozinebilen formazana donlismektedir. Formazandan kaynaklanan turuncu rengin yogunlugu
canli hiicre sayisi ile orantiidir. inkiibasyon siiresi sonunda olusan turuncu renk yogunluguna
bagh olarak, mikroplak okuyucuda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans aralijinda
okunarak hicre canhihgi belirlenir.

XTT ve Tripan Mavisi Boyasi Testi Protokolii:

1) 1. glnlik deney duzenegdi igin, hicreye belirlenen farkli ila¢ konsantrasyonlar

uygulandiktan 24 saat sonra, XTT testi icin ayrilan kuyucuklarin her birine hazirlanan
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XTT solusyonundan 50 uL eklenecektir. Madde eklenmesinden yaklasik 4 saat sonra
plate’in her bir kuyucugunun absorbans degeri (OD) mikroplak okuyucuda 450 nm ve
630 nm dalga boylarinda élgtlecektir.

2) Ayni islem, madde verilmesinden 48 ve 72 saat sonra 2. ve 3. glnlik plate’ler igin
tekrarlanacaktir.

3) Plate’lerde bulunan tripan mavisi boyasi testi igin ayrilan kuyucuklarda bulunan
serumlu besi ortami enjektér yardimiyla gekilirken, ortamdaki serumu uzaklastirmak igin
50 upL serumsuz ortam hicrelerin kurumasina izin vermeden kuyucuklara ilave
edilecektir. Ayni sekilde serumlu ortam gekilip, 50 L tripsin ilave edilerek inkiibatérde 5
dakika bekletilecektir. Tripsin ile kaldirilan hicrelerin Gzerine 100 puL serumlu besiyeri
eklenerek hicreler silispanse edildi. Sispansiyondan 50 pL alinarak, 50 pL tripan
mavisi boyasi ile karigtirilip Neubauer laminda hiicre sayimi yapilacaktir.

4) XTT testi ve tripan mavisi boya testi sonuglarina goére, oleandrin ve
aldesteron+oleandrinin A549 akciger kanseri ve MCF7 meme kanseri hicrelerindeki %

canlihk degerleri belirlenecektir.

3.1.9 Istatistiksel Analiz:

Absorbans olarak elde edilen veriler ortalama ve standart hata (MeantSEM) olarak ifade
edilecektir. Ortalamalar arasindaki farkin 6nemliligi degerlendirilirken ANOVA testi, post-hoc test
olarak da Tukey testi kullanilacaktir. Parametrik test varsayimlarinin yerine getirilemedigi
durumlarda ise Kruskal-wallis testi uygulanacaktir. P degerinin 0.05'den kiguk oldugu durumlar

istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilecektir.
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4 SONUGLAR

Oleandrinin MCF7 meme kanseri hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisini degderlendirmek
amaciyla oleandrin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda MCF7 hiicreleri Uzerine
uygulandi ve sonuglar 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi. Oleandrin 2.5nM
konsantrasyonda 24 ve 48. Saatlerde etki gostermezken 72. Saatte istatistiksel olarak anlaml
bir sitotoksisite meydana getirmistir. Diger konsantrasyonlarda da oleandrin konsantrasyona
bagimli sekilde bir sitotoksisite meydana getirmis, oleandrinin uygulanma slresi uzadikca

sitotoksik etkisi de buna paralel sekilde artmistir.

Mcf7-Oleandrin

24h
48h
Ed 72h

100

o ~
e T

% Canhhk
(Kontroliin Yizdesi)
N
¢

o-
> & & & & & »
¢ © & © &S
& P N R R DR
Konsantrasyon

Grafik 4-1: Oleandrinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarininMCF7 meme kanseri
hiicreleri lizerindeki stitotoksik etkisini 24, 48 ve 72. Saatlerde degerlendiriimesi

Oleandrinin A549 akcider kanseri hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisini degerlendirmek
amaciyla oleandrin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda MCF7 hiicreleri tzerine
uygulandi ve sonuglar 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi. Oleandrin 2.5nM
konsantrasyonda 24. saatte etki gostermezken 48 ve 72. saatte istatistiksel olarak anlamli bir
sitotoksisite meydana getirmistir. Diger konsantrasyonlarda da oleandrin konsantrasyona
bagimh sekilde bir sitotoksisite meydana getirmis, oleandrinin uygulanma siresi uzadik¢a

sitotoksik etkisi de buna paralel sekilde artmistir.
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Grafik 4-2: Oleandrinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarinin A549 kiigiik hiicreli akciger
kanseri hiicreleri lizerindeki stitotoksik etkisini 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirilmesi

Aldosteronun MCF7 meme kanseri ve A549 akciger kanseri hicreleri Uzerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla aldosteron 300 nM ve 600 nM konsantrasyonlarda A549 ve MCF7
hicreleri Gzerine uygulandi ve sonuglar 24. Saatte degerlendirildi. 300 nM ve 600 nM
konsantrasyonlarda aldosteron uygulanan hucreler ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamh bir fark olmadigi gozlendi.

Aldosteron
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Grafik 4-3: Aldosteronun 300nM ve 600 nM konsantrasyonlarinin A549 kiiglik hiicreli akciger
kanseri ve MCF7 meme kanseri hiicreleri lizerindeki etkisinin 24 saatte degerlendirilmesi
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Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda MCF7 meme kanseri hicreleri (izerine olan
sitotoksik etkisini degerlendirmek igin oleandrinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlari
tek baslarina ve ortamda 300 nM aldosteron varliginda MCF7 hicreleri izerine uygulandi ve
sonuglar 24 saat sonra degerlendirildi. Oleandrinin 50 nM konsantrasyondan itibaren kontrole
gore istatistiksel olarak anlamh bir sitotoksik etki gosterdigi gozlendi (p<0.05). Tek basina
oleandrin uygulamasi ile aldosteron varlijinda oleandrin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak

anlamh bir fark olmadigi gézlendi.
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Grafik 4-4: Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda MCF7 meme kanseri hiicreleri ilizerine
olan sitotoksik etkisinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda 24 saatteki
degerlendirmesi’

! *Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkh p<0.05
# Hem kontrole hem de ayni konsantrasyondaoleandrinin tek basina uygulamasina goére

istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli p<0.05
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Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda MCF7 meme kanseri hicreleri Gizerine olan
sitotoksik etkisini degerlendirmek igin oleandrinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlari
tek baslarina ve ortamda 300 nM aldosteron varliinda MCF7 hiicreleri lizerine uygulandi ve
sonuglar 48 saat sonra degerlendirildi. Oleandrinin 25 nM konsantrasyondan itibaren kontrole
gore istatistiksel olarak anlamh bir sitotoksik etki gosterdigi gozlendi (p<0.05). Tek basina
oleandrin uygulamasi ile aldosteron varliginda oleandrin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak

anlamh bir fark olmadigi gézlendi.
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Grafik 4-5: Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda MCF7 meme kanseri hiicreleri lizerine
olan sitotoksik etkisinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda 48 saatteki
degerlendirmesi.
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Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda MCF7 meme kanseri hicreleri tzerine olan
sitotoksik etkisini degerlendirmek igin oleandrinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlari
tek baslarina ve ortamda 300 nM aldosteron varliginda MCF7 hicreleri izerine uygulandi ve
sonuglar 72 saat sonra degerlendirildi. Oleandrinin 2,5 nM konsantrasyondan itibaren kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki gosterdigi gozlendi (p<0.05). Tek basina
oleandrin uygulamasi ile aldosteron varlijinda oleandrin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak

anlamh bir fark olmadigi gézlendi

MCF-7-72h
&2 Oleandrin
'g 1001 = Aldo+Oleandrin
o] i "
=3 {0 | L*
= >
o a
© §
(@] 3 50-
X5
3
g “ .
0- E ZE
> S & »
o
o8 QS N & Q
« a° v

Konsantrasyon
Grafik
4-6:0leandrinin tek basina ve aldosteron varliginda MCF7 meme kanseri hiicreleri lizerine olan
sitotoksik etkisinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda 72. saatteki degerlendirmesi.
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Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda A549 kig¢lk hicreli akciger kanseri hicreleri
Uzerine olan sitotoksik etkisini degerlendirmek igin oleandrinin2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM
konsantrasyonlari tek baslarina ve ortamda 300 nMaldosteron varliginda A549 hicreleri Gzerine
uygulandi ve sonuglar 24 saat sonra degerlendirildi. Oleandrinin 10 nMkonsantrasyondan
itibaren kontrole gore istatistiksel olarak anlamh bir sitotoksik etki gosterdigi gézlendi (p<0.05).
Ortamda aldosteron olmasi oleandrinin sitotoksik etkisini 25 nMkonsantrasyondan itibaren
istatistiksel olarak anlamh sekilde artirdi (p<0.05). 10 nMkonsantrasyonda ise tek basina
oleandrin uygulamasi ile aldosteron varliginda oleandrin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark olmadigi gézlendi.
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Grafik 4-7: Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda A549 akciger kanseri hiicreleri lizerine
olan sitotoksik etkisinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda 24 saatteki
degerlendirmesi.’

*. Kontrole gore istatistiksel olarak anlaml sekilde farkh p<0.05
#: Hem kontrole hem de ayni konsantrasyondaoleandrinin tek basina uygulamasina goére

istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli p<0.05
2
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Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda A549 kiguk hicreli akciger kanseri hicreleri
Uzerine olan sitotoksik etkisini degerlendirmek ic¢in oleandrinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM
konsantrasyonlari tek baslarina ve ortamda 300 nM aldosteron varliginda A549 hucreleri
Uzerine uygulandi ve sonuglar 48 saat sonra degerlendirildi. Oleandrinin 2,5 nM
konsantrasyondan itibaren kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki gésterdigi
g6zlendi (p<0.05). Ortamda aldosteron olmasi ise oleandrinin sitotoksik etkisini 5 nM

konsantrasyondan itibaren istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdi (p<0.05).
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Grafik 4-8: Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda A549 akciger kanseri hiicreleri lizerine
olan sitotoksik etkisinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda 48 saatteki
degerlendirmesi.
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Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda A549 kiguk hicreli kanseri hicreleri Gzerine
olan sitotoksik etkisini degerlendirmek igin oleandrinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM
konsantrasyonlari tek baslarina ve ortamda 300 nM aldosteron varliginda A549 hicreleri
Uzerine uygulandi ve sonuglar 72 saat sonra degerlendirildi. Oleandrinin 10 nM
konsantrasyondan itibaren kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki gosterdigi
g6zlendi (p<0.05). Ortamda aldosteron olmasi ise oleandrinin sitotoksik etkisini 2,5 nM

konsantrasyondan itibaren istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdi (p<0.05).
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Grafik 4-9: Oleandrinin tek basina ve aldosteron varliginda A549 akciger kanseri hiicreleri lizerine
olan sitotoksik etkisinin 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda 72 saatteki
degerlendirmesi.
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Grafik 4-10; Aldosteron varliginda oleandrin uygulamasinin MCF7 hiicreleri Uzerindeki sitotoksik

gi.

etkisinin 24, 48 ve 72. Saatlerdeki degerlendirilmesinin 6zet grafi
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Grafik 4-11: Aldosteron varliginda oleandrin uygulamasinin A549 hiicreleri lizerindeki sitotoksik

etkisinin 24, 48 ve 72. Saatlerdeki degerlendirilmesinin 6zet grafigi.
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5 TARTISMA

Kanser; hastaya, kanser gesidine ve kanser safhasina gore her ilaca farkli cevaplar verebilen
bir hastaliktir. Bazi kemoterapétik ajanlar kimi hastalarda higbir olumlu etki géstermezken kimi
hastalari oldukca iyi tedavi ediyor. Bazen de bu kadar iyi tedavi etmesinin yani sira hastada agir
yan etkiler de gériiliiyor. iste bu nedenlerle hala hem etkili, hem kanserli dokuya spesifik hem
de yan etkileri az olabilecek bir kanser ilaci bulma ¢abalari devam ediyor.

Tirk hekimlerinden Opr. Dr. Ziya Ozel, Nerium oleander yapraklarindan hazirladigi bir
sulu ekstrakti kullanarak bazi kanser tirlerinde basarili sonuglar aldigini belirtmigtir. (Baytop,
1999) (Karaca, 2008) Bu bitkinin uluslararasi patenti Amerika Birlesik Devletlerinde anvirzel adi
ile alinmistir (Newman, et al., 2001).

Afag ve arkadaslari Nerium oleander yapraklarindan elde edilen oleandrinin anti
inflamatuar ve timor hdcrelerinin blylimesi Gzerine etkilerini arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda oleandrinin antitimor etkinligini gérmaslerdir (Afag, Salemm, Aziz, & Mukhtar,
2004).

Newman ve arkadaslari (2007) oleandrinin PANC-1 hicrelerindeki antiproliferatif
etkinliginin adriamisinden 60 kat daha fazla oldugunu gostermislerdir (Newman, et al., 2007)

Nerium oleander’den elde edilen ve kardiyoaktif glikozit olan oleandrinin antiproliferatif
etkinliginin hicre i¢i birgcok yolu etkilemesinden kaynaklandigi disunulmektedir.

McConkey ve arkadaslari, oleandrinin prostat kanserinde hiicrenin apoptozu sirasinda
Onemli rol oynayan kaspas/kaskad sistemini aktive ettigini géstermiglerdir. (McConkey DJ,
2000)

Manna ve arkadaslari oleandrinin hicre transkripsiyon faktéri NF- kappaB’ nin
aktivasyonunu inhibe ettigini bildirmiglerdir (Manna SK, 2000).

Oleandrinin tim&r hucresinin proliferasyonu, apoptozisin énlenmesi, metastaz ve
timorld  hlcrenin invazyonundan sorumlu olan Aktnin fosforilasyonunu da inhibe ettigi
bildirilmistir (Raghavendia PB, 2007) (Vivanco |, 2002).

Sreenivasan ve arkadaslari oleandrinin apoptozisi aktive eden Fas/FasL sistemini aktive
ettigini ve boylece hicreyi apoptoza zorlayarak sitotoksik etkinligini gésterdigini rapor etmiglerdir
(Sreenivasan Y, 2006).

Newman ve arkadaslari oleandrinin insan pankreas kanseri ve melanoma hucreleri
uzerindeki apoptotik ve otofajik etkilerini arastirmistir. Bu c¢alismalarda oleandrinin hicre
siklusunun apoptozla alakali olan G/ an S doéneminde belirgin bir etki gostermedigini ama
otofajiyle alakali olan G2/M déneminde etki gdsterdigini, 20 nM ve 50 nM konsantrasyonlardaki
oleandrinin hlicre mitokondrisinde yogunlastidi ve zamanla mitokondriyi parcalandigini
bildirmislerdir. (Newman RA, 2006) (Newman, et al., 2007)

Yang P. ve arkadaslarinin yapti§i calismada, oleandrinin kanser hiicrelerinin Na*-K*-
ATPaz alfa 3 izoformuna alfa 1 izoformuna kiyasla daha yiksek oranda baglandigi ve alfa 3
izoform sentezinin alfa 1 izoform sentezinden fazla oldugu kanser hicrelerinde oleandrinin

proliferasyonu daha iyi inhibe ettigi gérulmustir (Yang P, 2009)
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Verrey ve arkadaslar aldosteron ile 6-96 saat inklbe edilmis hucrelerde alfa ve beta
altnitelerinin sitoplazmik mRNA’ larinda ve protein sentezlerinde 2-3 kat artis gérmustur
(Verrey, et al., 1987).

Farman ve arkadaslari yaptiklari galismada aldosteronun rat Na*-K'- ATPaz alfa 3
altlnitesinin sentezini selektif olarak arttirdigini bildirmektedirler (Ferman, Bonvalet, & Seckil,
1994).

Grillo ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise aldosteronun adrenalektomize ratlarda
beyindeki Na'-K'- ATPaz alfa 3 ve beta 1 altiinitelerinin sentezini arttirdigi gériilmistiir (Grillo,
Piroli, Lima, McEwen, & Nicola, 1997)

Biz bu calismamizda oleandrinin A549 akciger kanseri ve MCF7 meme kanseri hiicre
hatlari Gzerine olan sitotoksik etkisini, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100 nM konsantrasyonlarda tek basina
ve 300 nM konsantrasyondaki aldosteronla 24 saat inkiibe edilmis ortamda 24., 48. ve 72.
saatlerde inceledik.

Bizim bu galismada amacimiz oleandirin’i aldosteron ile birlikte deneyip, bdylece Na'-
K- ATPaz alfa 3 altiinitesinin sentezini kanserli hiicrelerde daha da arttirip, oleandirin’in
kanserli hucreler Gzerindeki proliferasyonu oénleyici etkisini arttirmakti. Bu calismamizla beraber
oleandrin ilk defa aldosteronla beraber denenmis oldu. Yapilan deneylerin sonucunda
oleandrinin tek basina A549 akciger kanseri ve MCF7 meme kanseri hicreleri Ulzerinde
istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etkinlik gdsterdidi, aldosteron varliginda o6zellikle A549
akciger kanseri hucreleri Uzerinde sitotoksik etkinliginin istatistiksel olarak anlamli arttig
g6zlemlenmigtir (P<0,05). Oleandrinin sitotoksik etkinliginin konsantrasyon ve zamanla dogru
orantil olarak arttig1 gérdlmustar.

Aldosteronun oleandrinin sitotoksik etkinligi arttirmasi A549 akciger kanseri hlicrelerinde
MCF7 meme kanseri hucrelerine gore daha iyi gézlenmistir. Bunun nedeni akciger dokusunda
Na'-K*- ATPaz enziminin meme dokusuna gére daha ¢ok bulunmasi, daha aktif rol almasi ya
da alfa altiinite izoform heterodimerlerinin birbirinden ¢ok farkli olmasi olabilir. Aldosteron +
oleandrin kombinasyonumuz Na'-K*- ATPaz enziminin yodun ve aktif olarak bulundugu yerlerde
daha gok ise yarar olup Na'-K*- ATPaz enziminin az ve pasif olarak bulundugu yerlerde daha az
ise yarayabilir. Na*-K'- ATPaz alfa altiinitesi izozimlerinin dokulara dagilimina gére de
aldosteron + oleandrin kombinasyonumuza verilecek cevap degisebilir.

Yaptigimiz deneylerin basarili ve umut verir nitelikte oldugu, daha farkh kanser hicreleri
Uzerine yapilacak farkli konsantrasyon ve slrelerdeki c¢alismalarin 6nimizi daha da
aydinlatacagi kanaatindeyiz. Ozellikle aldi§imiz sonuglara gore akciger kanserinde oleandirin +
aldosteron (veya kanserli hiicrelerde Na'-K'- ATPaz alfa 3 altiinitesinin sentezini arttirabilecek
baska ajanlarin) kombinasyonu bu kanserin tedavisinde yeni bir segcenek olabilir. Elbette bu
¢alismalarin daha ileri yontemler ve in vivo calismalar ve ilave olarak klinik incelemelerle

desteklenmesi gerekmektedir.
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