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Meme kanseri hiicre soyunda potasyum kanal blokeri ve viskotoksin A3
kullamilarak paclitaksel’in etkinliginin arttirnlmasi

Ogrencinin Ad1: Esra Miinire Aydogmus

Damismani: Dog. Dr. G. Ayse inhan Garip

Anabilim Dal: Biyofizik

1. OZET

Amag: Bu calismada, meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan ancak
periferik notropeni gibi yan etkileri olan Paklitaksel’in (PTX) etkinliginin potasyum
kanal blokeri 4-Aminopiridin (4-AP) ve membranda gecirgenlik saglayan katyonik
peptid viskotoksin A3 (Iscador A) kullanilarak arttirilmasi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, Ostrojen pozitif MCF-7 (ATCC HTB- 22), dstrojen
negatif (licli negatif) MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) ve kontrol olarak fibroblast
L-929 (ATCC CCL-1) hiicre hatlar1 kullanilmistir. PTX, 4-AP ve Iscador A’nin (Isc
A) ayr1 ve beraber kullaniminin canlilik tizerinde meydana getirdigi degisimler tripan
mavisi ile hiicreler sayilarak, akis sitometresinde apoptoz belirlenerek
gerceklestirilmistir. Hiicre dongiisii degisimleri akis sitometresinde, hiicre igi
kalsiyum (Ca*2) degisimleri Fura-2-AM floresan boya ile, hiicre i¢i potasyum (K+)
degisimi floresan PBFI-AM ile ve membran potansiyeli degisimleri DIBAC4(3) ile
floresan spektrofotometrede belirlenmistir, Istatistiksel degerlendirmeler one way
ANOVA yontemi ile yapilmistir ve p degeri 0.05’ten kiigiik olan degerler anlaml
kabul edilmistir.

Bulgular: 4-AP’nin PTX ile beraber kullaniommin MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde PTX’in sitotoksisitesini arttirdigi belirlenmistir. Viskotoksin ile iiglii
kullanim sagkalimi %5’e dislirmiistii. 4-AP ve PTX tek baslarina tiim hiicre
hatlarinda hiicre i¢i Ca*? artisina neden olurken beraber kullanimlarinda sadece
MCF-7 ve L929 hiicrelerinde artis gerceklesmis MDA-MB231 hiicrelerinde bir
degisim gozlenmemistir. 4-AP tek basma hiicre i¢ci K miktarinda artisa neden
olmugtur. Paklitaksel ise sadece MDA-MB 231 hiicrelerinde potasyum artigi
meydana getirmistir. iki ajanin beraber kullaniminda K+ artis1 gérilmiistiir. Her hiicre
hattt ve her uygulama icin depolarizasyon gozlemlenmistir. Hiicre dongiisii
analizlerinde S fazinda y1gilma saptanmaistir.

Sonuclar: Meme kanseri hiicre hatlarinda 4-AP ve Isc A'nin PTX etkinligini
arttirdigr belirlenmistir. Bu bulgular klinikte kullanim agisindan umut vaat
etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, Paklitaksel, 4-Aminopiridin, Iscador A,
Membran potansiyeli.



Increase of Paclitaxel efficacy in breast cancer cell lines with potassium channel

blocker 4-aminopyridine and viscotoxin A3

Student name: Esra Miinire Aydogmus
Adyviser: Assoc. Prof. Dr. G. Ayse Inhan Garip

Department: Biophysics

2. SUMMARY

Objective: This thesis aimed to increase the efficacy of Paclitaxel (PTX), used in
treatment of breast cancer albeit its side effect like peripheral neutropenia by a
combination with potassium channel blocker 4-aminopyridine (4-AP) and the
cationic peptide viscotoxin A3 which increases membrane permeability.

Materials and Methods: Estrogen positive MCF-7 (ATCC HTB- 22) and triple
negative MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) and fibroblast (as control) L-929 (ATCC
CCL-1) cell lines were used. Cell survival upon application of single and
combination PTX, 4-AP and Isc A was determined by trypan blue exclusion.
Apoptotic cells and cell cycle were determined by flow cytometer, intracellular
calcium (Cat*?) was determined with Fura-2-AM, intracellular potassium was
determined with PBFI-AM and membrane potential was determined with DiBAC4(3)
by fluorescent spectrophotometer. Statistical analysis was performed using one way
ANOVA and p value <0.05 was accepted as significant.

Results: PTX cytotoxicity increased by combination 4-AP and PTX. A combination
of these agents with viscotoxin decreased the survival to 5%. While 4-AP and PTX
alone caused an increase in cytosolic Ca?*, a combination caused an increase in
MCF-7 and L929 but had no effect on MDA-MB 231. 4-AP alone and in
combination with PTX increased K* levels. Paclitaxel alone caused an
increase in K* only in MDA-MB 231. Membrane potential depolarization for all
cell lines with single or combination treatment was observed. Accumulation in S
phase was determined in cell cycle measurements.

Conclusion: This study showed that 4-AP and Isc A increased the cytotoxicity of
PTX. These results are promising for a combination treatment.

Keywords: Breast cancer, Paclitaxel, 4-Aminopyridine, Iscador A, membrane

potential.
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3. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirtidiir (Waks ve
Winer, 2019). Diinya ¢apinda kadinlar arasinda biitiin kanser tiirlerine gore goriilme
siklig1 %10,4 kadardir, akciger kanserinden sonra en yaygin kanser tiirlidiir ve kanser
nedenli 6liimler arasinda besinci sirada yer alir. Az sayida yiiksek gelirli lilke harig
olmak {izere tiim iilkelerde insidans hizlar1 artmaya devam etmektedir. Yiiksek gelirli
bir ¢ok iilkede mortalite hizlar1 diiserken; diisiik ve orta gelirli {ilkelerde artmaktadir
(Siegel ve ark., 2018).

Meme kanseri genellikle Mamografi ile saptanan nodiillerin biyopsisi ile teshis
edilir (Smith ve ark. 2008). Meme kanseri tedavisi ameliyat, radyoterapi ve
kemoterapi seceneklerini ayr1 ayr1 ya da kombine olarak icermektedir. Kemoterapi
ameliyattan Once timori kiiciiltmek i¢in verilebilir ve bazen meme dokusunun
korundugu operasyonun yapilmast i¢in olanak saglar. Meme kanserinde yaygin
olarak kullanilan kemoterapiler; gen terapisi, nanoteknolojik ajanlar, onkogen
inaktivasyonunu saglayan ajanlar, timor baskilayict genleri arttirict tedaviler
(Osborne ve ark., 2004) ve anti mitotik Paklitaksel’dir.

Paklitaksel mikrotiibiill depolimerizasyonunu engelleyerek mikrotiibiil
dinamiginde degisimlere yol acar ve bu sekilde mitoz ve hiicre proliferasyonu i¢in
gerekli mikrotiibiil aginin islevini yerine getirememesine neden olur. Dolayisiyla
paklitaksel uygulanan hiicrelerde hiicre dongiisii G2/M fazinda bloke olur (Jordan ve
Wilson, 2004). Nanomolarin altindaki konsantrasyonlarda, paklitaksel mikrotiibiiller
vasitasiyla kromozomlarin ayrilmasini baskilarken, yiiksek konsantrasyonlarda
mikrotiibiil sayisini ve kiitlesini arttirir (Jordan, 1996).

Doz ve biyoyararlilik sorunundan kaynaklansa da G2/M fazinda mitotik
duraklamay1 saglamak hiicre 6liimii agisinda kendi basina yeterli degildir (Gascoigne
ve Taylor, 2009). Bu nedenle paklitakselin anti mitotik etkisinin arttirilmasi, G2/M

fazinda duraklama sonrasi 6liime gitmemis ve G1 fazina geg¢is yapmis (mitotik
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kayma) (Reider ve Maiato, 2004) hiicrelerin G1/S fazinda duraklatilmasi
gerekmektedir. Bunun saglanmasi i¢in potasyum kanal blokeri 4-Aminopiridin
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

4-Aminopiridin (4-AP), kimyasal formiili C5H4 =N-NH2 olan piridin tiirevli
monoamino grubuna ait izomerik piridin aminlerden biridir. 4-AP, depolarize
olmayan kaslarin rahatlamasi, myasthenia gravis, Eaton Lambert sendromu ve
botulizm gibi bir ¢cok durumda ve analeptik olarak klinikte kullanilmaktadir. Anti
konviilzan aktivitesinin mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in bir dizi elektrofizyolojik
calisma yapilmig ve periferik sinirlerin uyarilabilirligini arttirdig1 gosterilmistir. 4-
AP’nin bu etkisi membranlarda sec¢ici olarak potasyum (K) kanallarini
bloklamasindan kaynaklanir (Glover, 1982; Pelhate ve Pichon, 1974). 4-AP’nin anti
kanser aktivitesi voltaj kapili K kanallarin1 inhibe etmesi ve hiicre igine kalsiyum
(Ca*2) girisi ile iliskilendirilmektedir. 4-aminopiridinin ¢esitli kanser tiirlerinde
yapilan calismalarda kritik pro-apoptotik oOzellikleri tanimlanmis ve 4-AP’nin
hiicreleri G1 fazinda apoptoza gotiirdiigii belirlenmistir (Wang ve ark.,2011).

Hiicre dongiisiinlin bloklanmasi tiimdr gelisimini ve metastazin yavaslatilmasi ve
tedavinin daha efektif olmasini saglamak i¢in 6nemli bir yaklagimdir.

Yan etkilerin giderilmesi ve dolayisiyla hayat kalitesinin arttirilmasi i¢in ilag
dozunun azaltilmasi gerekir. Hedeflenen diisiik dozda yiliksek etkinin
gerceklestirilmesi ise kemoterapik ajanin neoplastik hiicreye yeterli
konsantrasyonlarda girmesinin saglanmasi ile olanaklidir.

Son yillarda, tedavi edici 6zelligi olan bitkiler, klasik tedavi ile kombine edilerek,
hayat kalitesini 1iyilestirici destek tedavi olarak kullanilmaya baslanmistir.
Tamamlayic1t ve alternatif tip (complementary and alternative medicine: CAM),
tibbin kavramsal cergevesini ¢esitlendirerek, temel tibb1 tamamlayan teshis, tedavi
veya Onlem olarak tanimlanmistir (Sjoval ve ark., 2010; Kado ve ark., 2012; Mansky
ve Wallerstedt, 2006; Ernst ve ark., 1995). Bu yaklasim meme kanseri hastalarinda

da agriy1 azaltmak ve kemoterapik ilaclarin yan etkilerini hafifletmek amaciyla,



kanser tedavisinin énemli boliimlerinden biri olarak gelistirilmektedir (Gerber ve
ark., 2006; Cui ve ark., 2004).

Hem meme kanserinde hem de mesane, prostat gibi diger kanser tiirlerinde CAM
olarak kullanilan ve Avrupada ticari olarak iiretilip piyasaya stiriilen bir bitki de okse
otudur. Okse otu, triterpen asit, vezikiil, polipeptid (viskotoksin), glikoprotein (lektin
MLT), flavon, enzim ,polisakkarit, oligosakkarit, aminoasit, yag ve karbonhidrat gibi,
biyolojik olarak aktif bilesenlerin farkli tiirlerini icerir (Klett ve Anderer, 1989;
Biissing, 2000).

Okseotunun igerdigi viskotoksinler hiicre membrani ile etkilesime girmeleri
nedeni ile olduk¢a 6nemlidir.

Tionin tip 3 ailesine ait viskotoksinler, 0kse otunun kdkiinden ve yapraklarindan
elde edilen ve 46 amino asit dizisinden olusan katyonik proteinlerdir.
Viskotoksinlerin aminoasit dizileri, distilfid koprilerinin diizeni ve dagiliminda
gosterdigi farkliliklardan kaynaklanan A1, A2, A3, B, 1-PS, U-PS olmak {izere alt1
izoformu tanimlanmistir. Sitotoksik etkileri en fazla ve en az olan tipleri sirasiyla
Viskotoksin A3 (VtA3) ve Viskotoksin B (VtB) dir.

Hem model membranlarda hem de hiicre plazma membranlarinda yapilan tionin
toksisite calismalarinda, pozitif yiiklii proteinler ile negatif yiiklii fosfolipidlerin
etkilesimlerinin elektrostatik oldugu gozlemlenmistir (Caaveiro ve ark., 1998; Huang
ve ark., 1997; Hughes ve ark., 2000; Wang ve ark., 1993; Wilson ve ark.,1997).
Kanser hiicrelerinin membranlarimin dis ylizeyinde, negatif yiiklii fosfatidilserin
ekspresyonu artar. Bu nedenle, normal Okaryotik hiicrelere kiyasla kanser
hiicrelerinin dis yiizeyi daha yliksek net negatif yiik tasir (Mader ve Hoskin, 2006;
Chavakis ve ark., 2004). Bu durum, kanser hiicresine se¢ici baglanma agisindan net
+6 pozitif yiike sahip viskotoksin A3 i¢in ayricalik saglar (Biissing ve ark., 1998;
Schaller ve ark., 1996).

Bu bilgiler 1s18inda bu tez calismasinda, MCF-7 (ATCC, HTB-22), MDA- MB-
231 (ATCC, HTB-26), MDA- MB- 435 (ATCC, HTB-129) meme kanseri hiicre

soylarinda, hiicre dongiisiinii bloklayarak ve hiicre membranin1 daha gegirgen hale
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getirerek, kemoterapik ajan Paklitaksel’ in diisiik dozlarda etkinliginin arttirilmasi
amaclanmaktadir. Paklitaksel her ne kadar G2/M fazinda hiicre dongiisiinii
bloklayarak apoptoza yol agsa da mitotik kayma nedeniyle kanser hiicrelerinin bu
stireci atlatarak G1 fazina donmeleri ilag¢ etkinligini azaltan nedenlerden biridir. Bu
asamada hiicrelerin 4-AP tarafinda apoptotik yolaga girmeleri amaglanmaktadir.
Paklitaksel etkin ancak ciddi yan etkileri olan bir ajandir. Daha diisiik dozlarda ayn
oranda etkinligin saglanmasi i¢in paklitaksel uygulamasi Oncesinde viskotoksin

uygulamast ile hiicre membran gegcirgenliginin arttirilmasi hedeflenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kanser

Kanser, diinya genelinde giderek artan bir saglik problemidir ve toplumlarda
onemli bir sosyoekonomik yiike, bireylerde de maddi ve manevi kayip ve zorluklara
yol agmaktadir. Yeni yayimlanan diinya kanser istatistiklerine gore; 6liim nedenleri
arasinda kanser ilk sirada yer almaktadir. Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser
vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6liim olmustur. Kanserde benzer seyir
devam ettigi takdirde 2030 yilima gelindiginde yillik 22 milyon yeni vaka ortaya
cikmasi, yani 2008 verilerine gore yeni vakalarda %75 artis olmas1 beklenmektedir.
Oniimiizdeki yillarda gelisecek olan kanser olgularmm onemli bir kismmin az
gelismis iilkelerde ortaya ¢ikmasi beklenmektedir (Ferlay ve ark., 2012). Ulkemizde
sebebi bilinen oliimler siralamasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik
goriilen ikinci 61iim sebebi olmas1 agisindan 6nemli bir toplum sagligi problemidir.

Kanser, uygarlasmay1 basaran antik Misir gibi insan topluluklarinin aktivitelerinin
ilk kaydedilmeye baslandigi zamandan beri bilinen bir hastaliktir (https://
hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-istatistikleri/yillar/495-2014-y%C4%B11%C4%B1-
t%C3%BCrkiye-kanser-istatistikleri.html Erigim tarihi: 15 Nisan 2019).

Gecmiste enfeksiyon hastaliklart en biiyiik 6liim nedeni olmasina ragmen, halk
saglhiginda ve tipta gerceklesen gelismeler ile kontrol altina alinmistir fakat kanser
riski tagiyan poptilasyonun orami ciddi sekilde artis gostermistir. En az {i¢ kisiden
birinde kanser gelistigi ve dort erkekten birinin ve bes kadindan birinin kanser
nedeniyle 6ldiigli tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, kanser arastirmalar1 giin
gectikce onem kazanmakta ve ¢aligma sayis1 artmaktadir.

Kanser sadece insanlar1 etkileyen bir hastalik degildir, bitkiler ve hayvanlar gibi
cok hiicrelilerin tamamini etkiler. Kanser, hiicre c¢ogalmasindaki o6liim/yasam

dagilimini, hiicre farklilasmasi1 ve gelisimini icerdigi i¢in hastalifin altinda yatan
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mekanizmanin anlagilmasi hayatin ¢ok temel mekanizmalarinin anlasgilmasina imkan
saglayacaktir.

Kanser, hiicrelerin bir hastaligidir ve genelde hiicrelerden olusan bir kiitle yani
timor seklinde goriilmesine ragmen, timor gelisimi yillar stiren degisim serilerinin
bir sonucudur.

Kanser en kisa tanimi ile hiicrelerin kontrolsiiz sekilde cogalmalar1 demektir. Bu
cogalma sirasinda kanser hiicresinde, normal hiicrelere gore yapisal ve islevsel
farkliliklar olusur. Anormal sekilde ¢cogalan bu hiicreler bulunduklari yerdeki dokuyu
ve organlari isgal eder ve hatta daha uzaktaki organlari isgal ederek, bu bdlgelerin
islevlerini kaybetmelerine neden olur. Molekiiler seviyede, biitiin kanser tipleri ortak
birkag 0zellige sahiptir. Gen okumasinin degisim patterni karakteristik degildir, fakat
biyokimyasal lezyonlarin neden oldugu malignant doniisiimii ve kanser ilerlemesi
ortaktir (Ruddon, 2007).

Bir tiimor hiicresini kesin bir terimle tarif etmek miimkiin degildir. Tiimoérler
genellikle anormal ¢ogalma gosteren hiicreler olarak tanimlanir. Bu tanim normal
hiicrelerden farkli olarak kontrol mekanizmalarina olan yanitin eksikligi nedeniyle
kabul edilebilir bir tanimdhr.

Tiimdrler 3 ana gruba ayrilir:

1.1yi huylu (Benign) tiimérler, her dokuda olusabilir, lokal olarak biiyiime gdsterir
ve lokal basing veya tikanma nedeniyle hasara neden olur.

2.In situ tiimorler, genellikle epitelyumda gelisirler. Bu hiicreler morfolojik olarak
kanser hiicresi olarak goriilsede epitelyal tabakada kalirlar, bazal zar1 ve destek
mezenkim tabakasini istila etmezler.

3.Kanser, tamamiyla kotii huylu (malignant), mezenkim tabakasini istila eden ve
zarar veren spesifik bir kapasiteye sahip tlimorlerle gelisir. Tiimor hiicreleri kan
dolasimindaki besinlere ihtiya¢ duyar ve tiimdr i¢cinde damar olusumunu uyaran
proteinleri iiretir ve boylece siirekli biiylime gosterir. Yeni olusan damarlar iyi formda
degillerdir ve kolaylikla zarar gorebilirler bu nedenle istilact tiimdr hiicreleri

damarlara ve lenf damarlarina niifuz edebilir. Tiimor pargalar: bu kanallar vasitasiyla
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uzak organlara ve lenf nodlarina tasmabilirler ve tasindiklari dokularda ikincil bir
tiimdr olusturabilirler (metastaz). Kanser her dokuda olusabilir. Kanser bazen benign
den maligne doniisebilsede, ¢ofu benign tiimor, malign tiimore doniismeden
kalabilir.

Tiimorlerin tanimlanmasinda karsilasilan problemlerin iyi anlasilmasi tiimoriin
indiiklenmesi ve gelismesi (karsinogenez) siireclerinin tamaminin dikkate alinmasi
ile kolaylastirilabilir.

Karsinogenez ¢ok sayida basamak iceren bir siirectir. Hayvanlarda, kansere neden
olan bir ajanin (karsinojen) uygulanmasi hemen kanser olusumuna neden olmaz. Tek
bir uygulamadan ziyade uzun periyodlarla, ¢coklu kanser ajaninin uygulanmasi kanser
olusumunu saglar. 1940’larda Berenblum ve Shubik (Yuspa, 1994) tarafindan fare
derisi lizerinde yapilan arastirmalarda kanser olusumu i¢in ii¢ biiylik asama
tamimlanmustir. Ik asama, baslama olarak tanimlanmis ve deri kok hiicrelerinde
karsinojenin mutajenik etkisini icerdigi bulunmustur. Ikinci asama, direk olarak
karsinojen olmayan farkli ajanlarin kanseri indiikledigi bulunmus ve bu asama
gelisme olarak isimlendirilmistir. Son olarak ii¢lincli asama, baz1 benign tiimorlerin
ilerletici ajanlara spontan veya devamli olarak muamele edilmesi sonucu kanser
stirecinin agresif timorlere ilerletme siireci olarak tanimlanmis ve progresyon olarak
adlandirilmistir.

Fare deri kanseri modeli karsinogenezin c¢ok sayida basamak igerdigini
gostermekle beraber insan kanserleri i¢in de bu basamaklarin gecerli oldugunu
acikca ortaya koymustur. Ornegin, yetiskinlerde gériilen ¢ogu kat1 timér gelisimi
icin spesifik karsinojenlere uzun siireler boyunca siirekli maruziyet sonucunda olusan
cesitli kalitsal degisimlerin gerekli oldugu gosterilmistir. Bu kalitsal degisimler,
proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler ve epigenetik degisimleri igerir.
Histopatolojik gozlemler morfolojik olarak benign tiimor gibi lezyonlarin veya in
situ anormal hiicre gelisiminin goriilmesi sonrasi ve bu lezyonlarin uzun yillar
boyunca degismeden kalmasi ve sonunda malignant tiimore donilismesi ile uzun

preneoplastik periyodun varligini destekler.
9



Baslama ve tiimoriin goriiliir hale gelmesi arasindaki uyku periyodu oldukca
uzundur. Uzun yillar endiistriyel karsinojenlere maruz kalan bir insanda, timor
gelisiminden oOnce uyku periyodu 20 yil alabilir (Knowles ve Selby,
2005).Hayvanlarda biiyiik dozlarda verilen karsinojenlerle tiimdriin gelisimi, toplam
hayat siiresinin ¢eyregini veya daha fazlasini alabilir. Nihayetinde timor ortaya
ciktiginda, genetik ve epigenetik degisimler hiicre popiilasyonunun tamaminda

goriliir (Resim 1) (Garcia ve ark., 2000).

Biiylime Sinyalleri
bakimindan kendi kendine

yeterlilik

Dokunun istilasi ve
metastaz

Sinirsiz replikasyon
potansiyeli

Resim 1. Kanser gelisimi i¢in gerekli mekanizmalar. (Hanahan ve Weinberg,

2000)

Neoplazma terimi yeni biliyliyen anlamma gelmektedir, siklikla timor terimi
yerine kullanilabilir, kanserli biiyiime anlamima gelir. Malignant neoplazma veya
kanser, ayirict 6zelliklere sahiptir. Patologlar ve deneysel kanser biyologlari bu
Ozellikleri anormal olarak tanimlarlar. Neoplastik hiicreler viicutta boliinme yetenegi
olan her dokuda gelisebilir. Hizli veya yavas biiyliyebilseler de, ¢ogalma hizlari

genellikle etrafini sardig1 normal dokudan daha fazladir.
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En yaygin insan neoplazma tipleri viicudun dis veya i¢ ylizeylerini kaplayan
epitelyumdan koken alir. Bu hiicreler bag doku ve damarlarin destek dokularinda
bulunur. Epitel hiicreleri insan viicudunu kapladigi, soluk borusu ve sindirim
kanallar1 boyunca bulundugu i¢in, kanser vakalarinin %90 nin epitel hiicrelerinde
meydana gelmesi stirpriz degildir.

Akciger, kolon, meme ve prostat kanserleri en yiiksek 6liim oranina sahip kanser
tiirleridir.

Kanser her yas grubunda goriilmesine ragmen, genel olarak bir yashlik
hastaligidir. Kanser tanist1 konmasmin ortalama yas1 67 dir ve biitiin kanser
teshislerinin %76’ s1 55 yas tistii hastalara konmaktadir. Cocuklarda gorece nadir
olmasma ragmen, 1-14 yas Olim nedenlerinden kanser ikinci siradadir. Bu yas
grubunda 16semi en biiyiikk Oliim nedenidir, fakat osteosarkoma, lenfoma ve
noroblastoma da goriiliir (Wingo ve ark., 2003).

Kanser cevresel faktorlerin neden oldugu kompleks genetik bir hastaliktir.
Kansere neden olan ajanlar (karsinojenler) yiyecekte, suda, havada, kimyasallarda
bulunabilir ve giines 15181 gibi insanlarin maruz kaldig: ajanlar olabilir.16. Yiizyildan
beri kimyasallarin kansere neden olabildigi bilinmektedir. Karsinojenler kisaca su
sekilde siralanabilir; kimyasal karsinojenler, radyasyon maruziyeti, genetik

hassasiyet, yaslilik, coklu mutasyonlar, viral hastaliklar, reaktif oksijen tiirleri.
4.1.1. Kanserin tam ve tedavisi

Kanserin erken teshisi siklikla tedavi i¢in en Oonemli sans1 saglamaktadir. Bazi
kanser tiirleri i¢in tarama testleri erken taniy1 saglamasiyla hayat kurtarabilir. Kanser
tanisinda siklikla kullanilan yontemler sirasiyla, fiziksel muayene, laboratuvar
testleri, gorilintiileme yontemleri ve biyopsi seklindedir.

Kanser teshis edildiginde, kanserin hangi evrede oldugu hizlica belirlenmelidir.
Kanser evresi tedavi olabilme sansi ve hangi tedavinin uygulanacagi konusunda
zaruridir. Kanser evresinin belirlenmesinde goriintiileme yontemleri siklikla

kullanilir.
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Tiimdriin yayilma hizi kanser evresinin belirlenmesinde énemli rol oynar. Kanser
evreleri genellikle I den IV e kadar romen rakamlan ile ifade edilir (https:/

www.mayoclinic.org/diseases-conditions/cancer/diagnosis-treatment/drc-20370594,

Erisim tarihi: 15 nisan 2019).

Kanser tedavisi genellikle bir kag farkli yaklagimin kombinasyonudur. Eger timor
ameliyata uyumlu ise, ameliyat en etkili kanser tedavisidir. Hedefli radyoterapinin
antikanser ilaglar1 ile kombine edilerek kullanilmasi diger bir segenektir. Cogu
geleneksel antikanser ilact DNA y1 hedef alacak sekilde sentezlenmistir. Anti kanser
ilaclarinin DNA’y1 hedeflemesi problemli bir durumdur ciinkii viicutta boliinen
hiicreler sadece tiimor hiicreleri degildir, alimenter kanallar, kemik iligi, epidermal
hiicreler yiiksek cogalma kabiliyetine sahiptirler. Bu nedenle, kemoterapi alan
hastalar ¢ogunlukla istenmeyen ve bazen hayati tehdit edici yan etkilere maruz
kalirlar ve bu nedenle ilaglar tedavinin sinirli kalmasina neden olur.

Yeni nesil kanser ilaglariin hedefi direkt DNA sentezinden farkli olarak; hiicre
dongiisiinii, biiylime faktorleri ve reseptdrlerini, sinyal iletim yolaklarini, DNA tamir
mekanizmalarini ve apoptozu diizenleyen ve kolaylastiran sinyalleri etkilemektir. Bu

yolaklarin her biri mutasyonlar ile aktive edilivor ve kansere vatkin hale getiriliyor

olabilir. Bu nedenle inhibisyon i¢in hedeflenme potansiyel tasiyor olabilir. Diger

tedavi stratejileri tiimor spesifik antikorlarin hiicre toksinleri ile birlesimi ile timor
hiicrelerini spesifik olarak hedef alma, hiicre adhezyonunu, proteolitik enzim
aktivitelerini ve anjiyogenezi etkileyerek kanser gelisimini yavaslatma iizerine
yogunlagmaktadir.
4.1.2. Meme kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir (Resim 2).
Diinya capinda kadinlar arasinda biitiin kanser tiirlerine gore goriilme siklig1 %10, 4
kadardir, akciger kanserinden sonra en yaygin kanser tiiriidiir ve kanser nedenli

Olimler arasinda besinci sirada yer alir. 2004 yilinda sadece meme kanserinden

kaynaklanan 519,000 6liim saptanmistir. Kadinlarda erkeklerden 100 kat daha fazla
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goriilmesine ragmen, erkeklerde tan1 konmasinin gecikmesi nedeniyle hastalikla daha

zor miicadele edilmektedir. (Sharma ve ark., 2010)

Meme I 43.0
Tiroid | 20.7
Kolorektal [N 138
Uterus Korpusu [l ©.8

Trakea,Brons,Akciger [N 8.7
Mide I 6.5 m Kadin
Over I 6.1

Non-Hodgkin lenfoma [l 5.0

Beyin, sinir sistemi [l 4.1

Uterus Serviksi |l 4.0

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Resim 2. Kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiirlerinin istatiksel

verileri. (https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-istatistikleri/yillar/495-2014-

v%C4%B11%C4%B1-t%C3%BCrkiye-kanser-istatistikleri.html Erigim tarihi:
15 Nisan 2019).

Genellikle, kanser viicutta hangi dokudan koken aliyorsa ona gore isimlendirilir;
bu nedenle, meme dokusundan koken alan hiicrelerin degisken biiylime ve ¢ogalma
gostermesi meme kanserini isaret eder (Khuwaja ve AbuRezq 2004). Modern
molekiiler profilleme teknikleri ile, histopatologlar morfolojik gozlemler araciligiyla
meme kanserinin heterojen yapiya sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Bu heterojenite
histolojik tip, tiimor evresi, lenf nodlarina yayilim durumu, dstrojen reseptorii (ER)
ve insan epidermal biiyiime faktorii 2 (HER2) gibi belirteglerin kullanilmasiyla
simiflandirilmigtir. Molekiiler profillemenin gelismesi ile DNA mikro analizleri bu

heterojeniteyi gen ekspresyon profili vasitasiyla, Ostrojen reseptorili, progesteron
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reseptor (PR), triple negatif ve insan epidermal biiyiime faktorii 2 seklinde
siniflandirilmis ve bes alt birim tanimlanmustir: luminal A, luminal B, HER2, bazal
ve normal (Perou ve ark., 2000).

Meme kanseri en yaygin olarak siit bezlerinin i¢ kanallarindan veya siit bezlerinin
destegi olan loblardan koken alir. Meme iki ana dokudan olusur; bez ve stromal
doku. Bez dokusu siit iireten loblar ve siitiin tasinmasini saglayan kanallardan
olusurken, stroma dokusu memenin lifli bag dokusunu ve yag dokusunu olusturur.

Memenin farkli bolgelerinde gelisen farkli tip tiimorler olabilir. Memede ¢ogu
tiimdrler iyi huylu tiimorlerin degisime ugramasi sonucu olusur.

Meme kanserlerinin ¢ogu siit kanallarinda baslarken (ductal cancer), Bazilari
loplarda (lobular cancer) baslar, ¢ok kiiciik bir kismi ise diger dokularda baslar
(http://www.cancer.org/docroot/CRI/content/
CRI 2 4 1X What is breast cancer 5.asp, Erisim tarihi: 15 Nisan 2019)

4.1.2.1. Meme kanseri cesitleri

Non-Invazif- saldirgan olmayan meme kanseri hiicreleri siit kanallarinda
sinirlanan ve meme dokusunda etrafini ¢evreleyen bag ve yag dokusuna istila
etmeyen kanser tiiriidiir. Invazif olmayan kanserlerin %90 1 duktal karsinomadir.
Lobular karsinoma daha az yaygindir (Sharma ve ark., 2010).

Invazif saldirgan meme kanseri hiicreleri, siit kanallar1 ve lobular duvarm yarip
gegerek etrafini saran yag ve bag dokuyu istila eder. Kanser lenf nodlarina ve diger

organlara metastatik yayilim gostermeksizin invazif olabilir (http://www.merck.com/

mmhe/sec22/ch251/ch251f.html, Erisim tarihi: 15 Nisan 2019).
Siklikla karsilasilan meme kanserleri, lobular karsinoma, duktal karsinoma ve
infilrat lobular karsinomadir. Daha az yaygin olanlar1 ise medullar veya kolloid

karsinoma ve tubular karsinomadir.
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4.1.2.2. Meme kanserinin nedenleri

Meme kanseri heterojen bir hastaliktir ve temelde nokta mutasyonlar,
kromozomal biiytimeler, delesyon, yeniden diizenlenme ve ¢iftlenme gibi genetik
hatalarin birikmesinin sonucudur (Bell 2010, Wood ve ark 2007). Meme kanseri i¢in
en Onemli risk faktorlerinden biri aile Oykiisiidiir. Biitiin meme kanseri vakalari
dikkate alindiginda yaklasik %:20’s1 ailesel olsa da, aileden gelen kanserlerde
sorumlu genler tam olarak saptanabilmis degildir. Eger aile iiyelerinden biri 6zellikle
bir kanser tiiriine sahipse, diger aile liyelerinde meme kanseri gelismesi riski artar.

Daha 6nce meme kanseri tanis1 konmus bir kadinda, kanserin diger memeye
sicrama riski oldukga yiiksektir. Meme kanserinin nedenleri kisaca genetik yatkinlik,
hormonal degisimler, hayat tarzi ve beslenme, ¢evresel nedenler olarak siralanabilir

(Hartmann ve ark. 2005; Eberl ve ark. 2005; Fletcher, 2008; Tiernan, 2003).
4.1.2.3. Meme kanseri belirtileri, tam1 ve tedavi yontemleri

Meme kanserinin klasik belirtileri memede veya kolaltinda yumru bulunmasidir.
Genelde meme kanserinin dikkat gerektiren belirtileri ,memede yumru veya sislik,
kolaltinda sislik (lenf nodlarinda), meme ucundan gelen kanli veya saydam akinti,
meme uglarinda aci, i¢e ¢okilk meme ucu, meme ucunda pullu ve ¢ukurlagmis deri,
memede hassasiyet ve alisilmamis meme agrist olarak siralanabilir (Sharma ve ark.,
2010).

Meme kanseri genellikle Mamografi ile saptanan nodiillerin biyopsisi ile teshis
edilir (Smith ve ark., 2008). Kanser tanis1 konduktan sonra evre belirlenir. Meme
kanseri evresinin saptanmasi, uygun tedavinin belirlenmesi ve hastaligin ilerleyisinin
tahmin edilmesi agisindan onemlidir. Meme kanseri evreleri genellikle invazif veya
invazif olmayan seklinde, I- IV arasi rakamlar ile tanimlanir.

Meme kanseri tedavisine ilk yaklagim ameliyattir. Meme kanseri ameliyatlarinda
iki temel secenek vardir. Ilk segenek, sadece tiimoriin ve tlimoriin etrafindaki saglikli
dokunun bir kismini alinmasi ile gergeklesen memenin korundugu operasyonlar,

ikincisi biitiin meme dokusunun alinmasi ile gergeklesen mastektomidir.
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Tedavi segeneklerinden bir digeri, tiimdrlii bolgenin alinmasindan sonra veya
direkt tiimor hedeflenerek uygulanan, yiiksek enerjili X 1sinlar1 veya gamma
1sinlarinin kullanilmasii kapsayan radyoterapidir. Radyasyon operasyondan sonra
kalabilecek veya timor alinan bolgede tekrarlama ihtimaline karsi, kanserli
hiicrelerin dldiiriilmesinde oldukga etkili bir tedavi yontemidir. Radyasyon tedavisi
genellikle operasyondan sonra uygulanir. Radyasyonun dozunun kanser hiicrelerini
yok edecek yeterli giice sahip olmasi1 gerekmektedir. Tedavi 5-7 haftalik seanslar
halinde verilir ve 5 giin boyunca devam eder. Her seans yaklasik olarak 15 dakika
surer.

Kanserli hiicrelerin tedavisinde kullanilan diger bir yontem kemoterapidir.
Kemoterapi terimi en genel anlatimiyla, farmasotik bilesenlerin ve kimyasallarin
kullanilmastyla miidahaleyi kapsayan terapi yontemidir. Meme kanserinin spesifik
tedavisi, genel saglik durumu, tibbi ge¢mis, yas ( menapoz olup olmadigi), kanserin
tiri ve evresi, spesifik ilaglara tolerans gibi temeller {izerine kurulmalidir.
Kemoterapi tedavisi genellikle dongiiler halinde verilir; bir periyot icinde uygulanan
tedaviyi iyilesme siireci takip eder ve iyilesme silirecinin ardindan tekrar tedavi
periyodu baslar. Kemoterapi ameliyattan 6nce tiimori kiiciiltmek icin verilebilir ve
bazen meme dokusunun korundugu operasyonun yapilmasi i¢in olanak saglar. Cogu
zaman ameliyattan sonra verilir ve her iki veya li¢ haftada bir doz-yogunluk tarzinda
uygulanabilir. Meme kanserinde yaygin olarak kullanilan kemoterapiler; gen terapisi,
nanoteknolojik ajanlar, onkogen inaktivasyonunu saglayan ajanlar, tiimor baskilayici
genleri arttirict tedaviler vb. (Osborne ve ark., 2004)

Meme kanserinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ila¢ grubundan biri anti

mitotik Paklitakseldir.
4.2. Paklitaksel

Paklitaksel (Paclitaxel; PTX), klinik deneylerde kullanilan ilk taksan sinifi ilagtir,
aktif olarak genis Olgekte kanserin tedavisinde Ozellikle kemoterapiye direng

gosteren kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilir (Muggia ve ark., 2000).
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PTX, National Cancer Institute (NCI) programinin bir parcasi olarak, anti-kanser
etkisini tanimlamak ig¢in binlerce bitkinin Oziitiiniin ¢ikarilmasi ve taranmasi
sonucunda kesfedilmistir. 1963 yilinda, Wani ve Wall tarafindan Pasifik porsuk agaci
(Pacific yew Taxus brevifolia) kabugundan ham o6ziit olarak elde edilmistir. Elde
edilen oziitlin preklinik ¢alismalarda bir ¢ok kanser tiiriinde sitotoksik aktivitesi
oldugu gosterilmis ve 1971 de oOziitiin 6gelerinden PTX tanimlanmistir. 1979 da
PTX’in etki mekanizmasi anti timor ilact olarak tanimlanmis ve 1993 yilinda Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan over kanserinde ve 1994 yilinda
metastatik meme kanserininin tedavisinde kullanilmak {izere kabul edilmistir (Wani
ve ark., 1971; Wall ve Wani, 1995).

Paklitaksel, molekiiler formiilii C47 H51 NO14 ve molekiiler agirligi 853.906 g/
mol olan ¢ekirdeginde 6-8-6 trisiklik bir halka olan lipofilik bir diterpenoid’dir.
13’lincii karbona bagli yan zinciri antitimor aktivitesi agisindan zorunludur

(Surapanina ve ark., 2012) (Resim 3).

Resim 3. Paklitaksel’in kimyasal yapisi
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PTX, pasifik porsuk agacinin kabugundan izole edildigi i¢in sinirl sayida kaynagi
vardir. Bu nedenle gilinlimiizde inaktif taksan 6n maddesinden yar1 sentetik olarak,

avrupa porsuk agacinin ignelerinde bulunan 10- deasetilbaccatin III” den tiiretilir.
4.2.1. Etki mekanizmasi ve diren¢

Mikrotiibiiller alfa ve beta alt birimlerinden olusan tiibiilin heterodimerleri ile
dinamik bir dengede tiibiilin polimerlerinden olusur. Baglica hiicre boliinmesi
esnasinda mitotik igcik olusturmasi ve interfazda sekil, hareket, sinyal iletimi ve
hiicre i¢i tasima gibi bir ¢cok hayati fonksiyona sahiptir (Rowinsky ve ark.,1990).

Vinka alkoloidler gibi mikrotiibiillerin polimerizasyonunu indiikleyen diger
antimikrotiibiil ilaglardan farkli olarak, taksanlar tiibiilinlerin polimerizasyonunun
gecikme stliresini ve tlibiilin dimerleri ile mikrotiibiiller arasindaki Otelemeyi
azaltarak polimerizasyona ve dolayisiyla mikrotiibiillerin stabilizasyonuna neden
olur. (Rao ve ark., 1994). Paklitaksel mikrotiibiil depolimerizasyonunu engelleyerek
mikrotliblil dinamiginde degisimlere yol agar ve bu sekilde mitoz ve hiicre
proliferasyonu icin gerekli mikrotiibiil aginin bozulmasina neden olur. Dolayisiyla
paklitaksel uygulanan hiicreler G1 ve G2/M fazinda duraklatilirlar (Jordan ve
Wilson, 2004). Nanomolarin altindaki konsantrasyonlarda, paklitaksel
mikrotiibiillerin ayrilmasin1 baskilarken, yiiksek konsantrasyonlarda mikrotiibiil
sayisini ve Kkiitlesini arttirir (Jordon, 1996). Paklitaksel varliginda, mikrotiibiiller
stabil ve fonksiyonsuz bir formda bulunurlar, dolayisiyla interfaz siirecinde ve hiicre
boliinmesi i¢in gerekli mikrotiibiil dinamikleri bozuldugu i¢in paklitaksel hiicre

Olimiine neden olur. Paklitaksel ayrica tiimdr nekroz faktor alfa (TNFa)geninin

ekspresyonunu indiikkler ama yapilan yapi1 aktivite caligmalarinda paklitakselin
mikrotiibiil birlestirmede etkisi ile bu aktivitenin bir iliskisi bulunamamistir, ancak
bu durum paklitakselin antitumor aktivitesinde sitokinlerin rolii olabilecegini
diistindiirmektedir (Burkhart ve ark., 1994). Paklitakselin baglanma bolgesi GTP
baglama bolgesi agisindan vinblastin, kolsisin ve podofilokstan farklidir. Paklitaksel

tiibiilin dimerlerinden ziyade, mikrotiibiiliin beta tiiblilin alt biriminin N terminal
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ucunda 31. amino asite baglanir (Rao ve ark., 1994). Biitiinliigii bozulmamis
hiicrelerde paklitaksel mikrotiibiillerin gruplanmasini indiikler ve mitotik igciklerin
sayisinin artmasini saglar. Paklitaksel ayrica in vitro da iyonize radyasyonun
sitotoksik etkisini arttirir, hiicre dongiisiiniin mitotik ve premitotik G2 fazinda
tutulumu indiikler. G2 ve M faz1 hiicre dongiiniin en radyasyona duyarh fazlaridir.

Ancak yapilan caligmalar paklitakselin konsantrasyona bagli olarak farkli etkileri
oldugunu gdstermistir. Diislik konsantrasyonlarda (5-30 nM) mikrotiibiil dinamigini
etkileyerek G2/M fazinda duraklamaya neden olurken (Jordan ve ark. 1993) yiiksek
konsantrasyonlarda (0.2mikroM-30mikroM) mikrotiibiil hasarmma (Wang ve ark.,
2000), mitojen-uyarilmis protein kinazlarin (MAPK), Raf-1, protein tirozin
kinazlarin c¢-JUN kinazlarin, siklin bagimli kinazlarin ve kaspazlarin gen
anlatimlarinda degisimlere yol acar (Stone ve Chambers, 2000). Paklitakselin neden
oldugu apoptoz p53°den bagimsizdir ve aksine p53 geninde mutasyonun
paklitaksel’e hassasiyeti arttirdigi gosterilmistir (Safran ve ark, 1996; Wahl ve ark.,
1996) . Diger apoptoz uyaranlarinda oldugu gibi paklitaksel uyarilmis apoptoz Bcl-2
ailesi proteinleri tarafindan diizenlenir (Sumantran ve ark., 1995). Buna karsin
paklitakselin kendisinin de Bcl-2 ailesi proteinlerinin anlatimlarini diizenledigi
gosterilmistir (Liu ve Stein, 1997).

Paklitakselin uyardig1 apoptoz G2/M fazindaki duraklamadan sonra (Woods ve
ark., 1995) veya ¢ok cekirdekli bir yapida mitozdan G1 fazina ¢ikistan sonra (Jordan
ve ark., 1996) gerceklesebilir.

Paklitaksel uyarilmis hiicrelerde mitotik igcik diizeneginin kontrol noktasinin
apoptozu belirledigi onerilmistir (Sorger ve ark., 1997). Paklitaksel gibi mikrotiibiil
yapisin1 hedef alan ilaglarin mitotik igcik diizeneginin kontrol noktasiin (spindle
assembly checkpoint, SAC) etkisinin uzamasma yol ag¢ip mitotik duraklamay1
gerceklestirdigi ve bu nedenle hiicre 6liimiine neden oldugu iddia edilse de bu goriise
kars1 caligmalar mevcuttur (Weaver ve Cleveland, 2005; Reider ve Maiato, 2004).

Doz ve biyoyararlilik sorunundan kaynaklansa da mitotik duraklamay1 saglamak

hiicre 6liimii acisindan kendi basina yeterli degildir. Paklitakselin bazi hiicrelerde
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etkili oldugu ancak bazi kanser tiplerinde etkisiz olmasi tek basina mitotik
duraklamanin yol ac¢tig1 heniiz agiga ¢ikarilamamis baska mekanizmalarin varligina
isaret etmektedir (Gascoigne ve Taylor, 2009).

Taksanlara iki sekilde direng gelistirilebilir. Bunlardan ilki, bazi tiimorlerin
icerdigi alfa ve beta tiibiilinlerin mikrotiibiiller ile polimerizasyonu kalitsal olarak
bozuldugu i¢in mikrotiibiil birlesme hiz1 yavastir ve taksanlar polimerizasyon hizini
normale cevirebilirler (Cabral ve ark., 1983). Ikinci mekanizma, membran
fosfoglikoproteinlerinin artmasidir ve bu proteinler ilact digar1 atan pompalar gibi
calisir. Timor hiicrelerinin c¢oklu ilag direnci (multidrug resistance) timor
hiicrelerinin fenotipi ile karsilikli olarak, vinka alkoloidler, kolsisin, etoposid ve
taksanlar gibi yapisi itibariyle biiylik hacimli dogal iiriinlere karsi farkli derecelerde
capraz diren¢ olarak gozlemlenir. Bu mekanizmalarin klinik ila¢ direncine katkilar
bilinmemektedir, fakat ¢oklu ila¢ direnci fenotipi, direncin 6nemli bir mekanizmasi
olsa da, meme kanseri hastalariyla yapilan klinik ¢alismalarda taksanlar ve
antraksiklinler arasindaki ¢apraz direncin eksikligi beklenenin disindadir (Rowinsky,
1995).

Paklitaksel’in etki mekanizmasiin iyi anlagilmasi i¢in hiicre dongiisiiniin 1y1

anlasilmas1 gereklidir.
4.3. Hiicre Dongiisii ve Membran Potansiyeli

Hiicre dongiisii, hiicresel komponentlerin iki katina ¢ikmasi ve yavru hiicrelere
esit olarak dagitilmasini saglayan hiicresel olaylar dizisidir. Hiicre dongiist
hiicrelerin ¢ogalmasinda, organizma gelisiminde, DNA hasarinin tamirinin
diizenlenmesinde, yaralanmalara yanit olarak olusan doku biiylimelerinde ve kanser
gibi hastaliklarda rol alan kompleks bir siiretir. Okaryotlarda, hiicre déngiisiit DNA
replikasyonu sentez (S) fazi ve kromozom dagiliminin gerceklestigi mitoz (M)
fazlar1 arasinda sinirlandirilmistir. S ve M fazlari, G1 ve G2 olarak bilinen iki faz ile
ayrilir. G1 ve G2 de hiicreler inaktif degillerdir daha ziyade bu periyotlarda hiicre

kiitlesinde biiylime, ¢ogalma sinyallerinin toplanmasi, genomun replikasyonunun
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diizenlenmesi ve kromozom ayrimi i¢in hazirlanma siiregleri tamamlanir (Barnum ve
O’Connell, 2014).

Hiicre dongiisii morfolojik olarak interfaz ve mitotik (M) faz olarak ikiye
ayrilabilir. M faz1 profaz, anafaz, metafaz ve telofazi, interfaz G1, S ve G2 fazlarim
kapsar. GO fazinda hiicreler aktif olarak dongiide degilllerdir. GO fazi, Olgun
noronlarda ve epidermisin dis tabakasindaki bulunan hiicreler gibi tamamiyla
farklilagsmais hiicreleri tanimlamak i¢in de kullanilir ( Schafer, 1998).

Hiicre dongiisii, hiicrenin dogru bir sekilde boliinmesini saglamak igin bir ¢ok
mekanizma ile kontrol edilir. Hiicre donglisiinde ¢ok sayida diizenleyici protein
gorev alir. Bu siirecin merkezinde siklin bagimli kinazlar (cdk) ve siklin proteinleri
yer alir. Siklin proteinleri G1, S, G2 ve M hiicre dongiisii fazlar1 boyunca hiicresel
siiregleri diizenlerler. Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinda olusan bozulma
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olabilir ve bu durum kanser biyolojisi ile
yakindan iligkilidir. Biyokimyasal kontrol noktas1 molekiiler siiregler igerirken, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinin 6nemli bir alan1 hiicre dongiisiiniin transmembran
voltaj potansiyeli ile diizenlenmesidir (Sandelacruz ve ark., 2009).

Yasayan biitlin hiicreler, i¢ ve dig bolgeleri arasinda elektriksel potansiyel farkina
sahiptirler. Bu potansiyel farka membran potansiyeli (Vmem) denir. Membran
potansiyeli genel olarak iyon kanallar1 aktivitesinin bir sonucudur (Blackiston ve
ark., 2009). Membran potansiyeli ve hiicre ¢ogalmasi arasindaki ilk iligski yiiksek
dinlenim potansiyeline sahip noron ve kas hiicrelerinin diisiik mitotik aktivitesinin
gozlemlenmesi ile kurulmustur (Binggeli ve Weinstein, 1986). 1950lerin basinda
Vmem ve cogalma arasindaki iliski heniiz bilinmiyorken, 1950’lilerin sonu ve
1960’larda yapilan caligmalarda hiicrelerin membran potansiyelindeki azalmayi
malign donlisiimiin takip ettigi bir ¢ok ¢alisma grubu tarafindan rapor edilmistir
(Balitsky ve Shuba, 1964; Tokuoka ve Morioka, 1957). Hiicrelerde membran
potansiyeli, ¢ogalma, hiicre gocii ve hiicre sekli gibi 6zelliklerin diizenlenmesinde
onemlidir (Blackiston ve ark. 2009; Sundelacruz ve ark., 2009). Bir ¢ok farklh

memeli hiicre tipinde yapilan membran potansiyeli analizleri sonucunda, ¢cogalmayan
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farklilagmis hiicrelerin membran potansiyelinin hiperpolarize ; embriyonik hiicreler,
olgun kok hiicreler ve kanser hiicreleri gibi ¢ogalma kapasitesi oldukga yliksek olan
hiicrelerin membran potansiyelinin depolarize oldugu gosterilmisti. Membran
potansiyeli ve proliferasyon arasindaki bu iligki rastlanti degildir; membran
potansiyeli, farklilasma ve proliferasyon kontroliinde nedensel bir faktordiir ve hiicre
dongiisii boyunca dalgalandigr belirlenmistir (Cone 1971; Binggeli ve Weinstein ,
1986; Levin, 2007; Sundelacruz ve ark., 2008). Bu dalgalanmalar (Resim 4), G1/ S
gecigsinde hiperpolarizasyon ve G2/M gecisinde depolarizasyon seklindedir.
Membran potansiyelinde olusan dalgalanmalarin kaynagi, hiicre dongiisii boyunca
iyon kanallar1 aktivitesinin degismesidir (Cone, 1971; Rubin, 1985; Huang ve ark. ,

2009; Burr ve ark., 1938).

Membrane
hyperpolarization

G1 S
K+ efflux

A
Membrane
depolarization

Cl-efflux

M G2
Membrane

depolarization

o

Resim 4. Hiicre dongiisii boyunca membran potansiyelindeki degisimler.

(Yang ve Brackenbury, 2013).

Vmem’in siirdiiriilmesinde K kanallar1 merkezi rol oynar. K kanallar1 , hiicre
icinde baskin olarak bulunan K in disar1 atilmasii sagladigi gibi hiicre hacminin

osmotik diizenlenmesinde ve hiicre i¢ci pH’nin da diizenlenmesinde gorevlidir.
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Vmem, pH ve hiicre hacmi hiicre dongiisii boyunca degisir, bu durum patolojik ve
fizyolojik c¢ogalmanin belirlenmesinde K kanallarinin 6nemini gostermektedir. K
kanal aktivitesi hiicre dongiisii boyunca degisir ve K kanallariin baskilanmasi anti-
proliferatif etki gosterir (Prevarskaya ve ark., 2010). K kanal aktivitesi hiicre
dongiisiiniin G1 fazinin baglamast i¢in gereklidir (Wonderlin ve Strobl, 1996).
Genellikle, normal hiicrelere gore kanser hiicreleri daha pozitif Vmem’e sahiptirler,
hiicre dongiisii boyunca gecici hiperpolarizasyonun saglanmasi bazi K kanal
tiplerinin daha fazla ekprese olmasini gereklidir ( Marino ve ark., 1994). Modern
molekiiler genetik metodlar1 kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, kanserli ve normal
hiicrelerin ¢ogalmasinda 6nemli iyon kanallar1 belirlenmistir ve hiicre ¢gogalmasinda,
kalsiyum, klor ve potasyum kanallarinin aktivasyonu gdosterilmistir. ( Pardo, 2004;
Wonderlin ve Strobl, 1996; Kunzelmann, 2005; Arcangeli ve ark., 2012). Hiicre
dongiisii boyunca, mitozun tetiklenmesinde, hiicrenin mitoza girisinde ve mitozun
stirdiiriilmesinde bu kanallarin aktif rol oynadigi gosterilmistir (Wonderlin ve Strobl ,
1996; Ouadid ve Ahidouch, 2008).

Hiicre dongiisiinlin membran potansiyeli, farkli potasyum (K*) kanali
izoformlariin orani1 ve aktivasyonu tarafindan diizenlenir. Kanser durumunda
hiicrenin membran yapisi, membran fonksiyonlari, iyon konsantrasyonu, membran
potansiyeli degisir. Ozellikle potasyum iyon kanallar1 kanser hiicrelerinde, farkl
hiicre dongiisii kontrol noktalarinin diizenlenmesinde etkilidir. (Pardo ve ark., 2005)
Bu nedenle, iyon akist ve bunun sonucu olan voltaj gradyenti, kanserin
anlagilabilmesi ile bir hayli iliskilidir (Levin, 2009; McCaig ve ark., 2009).

Iyon kanallarinin bazilarinin ekspresyon diizeyinin tiimér hiicrelerinde degistigi
belirlenmistir (Fiske, 2006; Schonherr, 2005). Potasyum kanallarimin genetik veya
farmasoétik olarak bloklanmasi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilamigtir. Dahasi
potasyum kanallarinin agilmasit ¢ogalma oranini arttirmistir. Bu nedenle, kanser
baslamasinda ve tiimor gelisiminde iyon akiminin anlasilmasi biyoloji ve tip ig¢in

olduk¢a onemlidir. Biyoelektrik kontrol noktalarindan faydalanilarak, ¢ogalma ve
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gelisimin iyonik kontroliiniin iyi anlasilmasi, kanserin engellenmesi, saptanmasi ve
normalizasyonu i¢in stratejilerin gelistirilmesinde 6nemli bir ilerleme olacaktir.
Kanserli hiicre membraninda bulunan potasyum kanallar1 4- aminopiridin (4-AP)

vasitasiyla baskilanabilir.

NH,

AN

—
N

Resim 5. 4-Aminopiridin’in kimyasal yapisi.

4.4.4. Aminopiridin yapis1 ve etki mekanizmasi

4-Aminopiridin (4-AP), kimyasal formiili C5H4 =N-NH2 olan piridin tiirevli
monoamino grubuna ait izomerik piridin aminlerden biridir (Resim 5). 4-AP, klinik
denemelerde kullanilan ilk aminopiridindir. K kanallarin1 bloklar ve bdylece sinir
uclarindan asetil kolin salinimini arttirir. Merkezi sinir sisteminde uyarici etkisi ve
vazopresor aktivitesi gibi farmakolojik o6zellikleri 1924’te Dohrn tarafindan
tanimlanmistir (Dohrn, 1924). 4-AP, depolarize olmayan kaslarin rahatlamasi,
myasthenia gravis, Eaton Lambert sendromu ve botulizm gibi bir ¢ok durumda ve
analeptik olarak klinikte kullanilmaktadir. Anti konviilzan aktivitesinin
mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in bir dizi elektrofizyolojik ¢alisma yapilmis ve
periferik sinirlerin uyarilabilirligini arttirdigi ve uyarilabilir membranlarda secici
olarak K kanallarini blokladig1 gézlemlenmistir (Glover, 1982; Pelhate ve Pichon,

1974). K kanallar1 iizerinde aktivitesinim direkt sonuglarindan biri repolarizasyonu
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geciktirmektir ve uzatilmig aksiyon potansiyeli sliresince presinaptik sinir uglarindan
kalsiyum girigini kolaylastirarak transmitter salinimini arttirmaktir. Bunlara ek olarak
4-AP’nin, hiicre i¢i Ca*? depolarindan veya membrandan Ca*2? salinimini
kolaylastirmada da direk etkileri mevcuttur (Glover, 1982).

Tiim canli organizmalarda, iyonlarin hiicre membranlart boyunca taginmasini
diizenlemek i¢in iyon kanallarini kullanilmaktadir. Bazi iyon kanallar1 voltaj bagimh
olarak siniflandirilir, Vmem’deki degisikliklere yanit olarak agilacak sekilde voltaj
algilayic1 bir yapiya sahiptirler (Ruta ve ark., 2003). Voltaj bagimh
K* kanallari, Vmem’deki degisikliklere tepki olarak iyon iletimini saglayan ve buna
izin veren voltaj bagimli katyon (K+, Na* ve Ca*? ) kanallarinin {iyeleridir.

Membran yiizeyi boyunca elektrik yikiiniin degismesi, patolojik durumlarda
oldugu kadar fizyolojik olarak hiicresel homeostaziyi korumak igin gereklidir. Iyon
kanallarinin agilmasi, K*, Ca*2, Cl-, Na* gibi iyonlarin diflizyonuna izin verdigi i¢in
membran ylizeyi boyunca yiik dagilimini degistirir (Jiang ve ark., 2003). Geleneksel
olarak, voltaj kapili iyon kanallarinin (Voltage gated ion channel; VGIC), aksiyon
potansiyeli ve / veya kas kasilmasi dahil olmak tizere hizli biyoelektrik sinyallemenin
kontrol edilmesinde temel islevleri oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, birkag
aragtirma, bu protein smiflarinin mitozun biyokimyasal sinyal iletisine, hiicre
dongiisii ilerlemesine ve hiicre hacmi diizenlemesine onemli o6l¢iide katkida
bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. Tiim bu fonksiyonlar kanser hiicresi ¢ogalmasi i¢in
kritik 6oneme sahiptir. Farkli kanser dokularinda anormal sekilde eksprese edilen
birkag voltaj kapili katyon kanalinin (Voltage gated cation channel; VGCC) saglikli
esdeger dokularda bulunmadigi gosterilmistir.

Voltaj kapili potasyum kanallar1 (VGPC; Kv) segici olarak potasyum ileten, gegit
ve sensOr veya toksin baglayict bolge de dahil olmak {izere cesitli bolgelerden olusan
heteromultimerik proteinlerdir. VGPC'ler cesitli fizyolojik fonksiyonlara katkida
bulunurlar ve ¢esitli tiimor tiplerinde farkli oranlarda eksprese edilirler. Kalsiyum ile
aktive edilen K kanallar1 (KCa) ve ATP'ye duyarli K kanallar1 (KATP) dahil olmak

tizere ¢esitli tiplerde potasyum kanallarinin, ¢esitli hiicre tiplerinde, 6zellikle tiimor
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hiicrelerinde ekspresyon seviyelerinde degisim oldugu gosterilmistir (Huang ve Jan,
2014.). VGPC'lerin asir1 ekspresyonu, tiimorigenez ile iligkilidir. Kanitlanmig
onkojenik potansiyeli olan ilk iyon kanali Kv10.1 veya eater-go-go 1 (Eag 1) olup,
cesitli tiirde insan timor biyopsilerinin yaklasik %70'inde saptanmustir. Ayrica
VGPCl'ler ¢esitli kanserlerde apoptoz, proliferasyon, anjiyogenez, invazyon ve
metastaz1 diizenledigi gosterilmistir (Morokuma ve ark., 2008; Stringer ve ark.,
2001).

Belirli voltaj kapili K kanallarinin ekspresyonu ve aktivitesinin hem saglikli hem
de kanser hiicrelerinde hiicre dongiileri boyunca farkli olarak diizenlendigi
gosterilmistir. Ornegin, Kv1.3, Kv10.1 (EAG1), Kv10.2 veya Kv11.1 (HERG) K
kanallarii igeren Kv kanal yogunlugundaki artisin, M ve G1 gegisine, gegici bir
repolarizasyon ile katkida bulundugu ve S ve G2 fazlar siiresince kanal aktivitesinde
bir azalma oldugu gézlemlenmistir. (Rao ve ark., 2015).

4-AP’nin anti kanser aktivitesi voltaj kapili K kanallarini inhibe ettigi ve hiicre
icine Ca*2 girisi ile baglantili oldugu icin daha dikkat cekici hale gelmistir. 4-
aminopiridinin ¢esitli kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalarda kritik pro-apoptotik
ozellikleri tanimlanmistir (Wang ve ark., 2011). Noroblastoma, Schwann, insan
melanoma ve malin astrositoma hiicrelerinde ¢ogalmay1 inhibe ettigi ve apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (Rouzaire Duois ve ark., 1993; Fieber ve ark., 2003; Nilius
ve Wohlrab, 1992; Rybalchenko ve ark., 2001; Chin ve ark., 1997).

Yapilan ¢aligmalarda 4-AP’nin Ca*2 ve apoptoz ile iligkisi gdsterilmistir, 4-AP’nin
gecici olarak hiicre i¢i Ca*? artisina neden olarak hiicre dliimiinde araci1 gorev aldigi,
membran potansiyeli degisimi ile segici olmayan katyon kanallar1 (NSCC)
vasitastyla Ca*™2’ un hiicre icine girisini arttirarak insan hepatoblastoma HepG2
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gdsterilmistir (Guse ve ark., 1994; Kim ve ark.,
2000; Cabado ve ark., 2000).

Meme kanseri tedavisi olarak VGPC inhibitorlerinin test edilmesi, meme kanseri
kemoterapotik ilaglarmin kanser tedavisi sirasinda VPGCl'lerin aktivitesini inhibe

ettigi gozlemiyle motive olmustur. VGPC inhibitorleri potasyum kanallarinin
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aktivitesini bloke eder ve bdylece fizyolojik fonksiyonlart da inhibe ederler.
(Wonderlin ve ark., 1995; Oner ve ark., 2018).

2000 yillarin sonlarindan bu yana, biriken bu kanitlar, Kv kanallarinin, ¢esitli
kanser tiirlerinin baslamasinda, ¢ogalmasinda ve kotii huylu sekilde ilerlemesinde
onemli rol oynadigin1 ve Kv kanal blokerlerinin, hiicre ¢ogalmasin1 onledigi ve

kanser hiicrelerinde apoptozu uyardigin1 gostermistir (Ru ve ark.,2018).
4.5. Tamamlayici ve Alternatif Tipta Okse Otu

Tamamlayic1 ve alternatif tip (complementary and alternative medicine: CAM),
tip‘in kavramsal cergevesini cesitlendirerek, temel tip1 tamamlayan teshis, tedavi
veya Onlem olarak tanimlanmistir (Biissing ve ark.,1999; Caaveiro ve ark.,1998;
Mansky ve Wallerstedt, 2006; Ernst ve ark., 1995). Tamamlayici ve alternatif tip
geleneksel olmayan terapotik yaklasimlarin toplamindan olusur, geleneksel
tedavilere ek olarak veya geleneksel tedavi yerine kullanilabilmektedir. Fitoterapi
bitki ekstreleri kullanilarak yapilan, zerdegal, resveratrol, kalendula gibi ¢ok sayida
bitki tiirevinin kullanildig1 bir yontemdir. Tedavi edici 6zelligi olan bitkiler, klasik
tedavi ile kombine edilerek, hayat kalitesini iyilestirici destek tedavi olarak
kullanilmaktadirlar. Fitoterapi, tiimor patolojisinde, inflamasyon tedavisinde ve
ozellikle ¢oklu biyolojik yolak hedeflenmesinde umut vaat eden yaklagimlardan
biridir. Fitoterapinin en Onemli avantajlarindan biri de saglikli dokuya etki
etmemesidir (Pushpa, 2013). Fitoterapotikler evde ve klinikte basarili bir sekilde
kullanilmasina ragmen, etki mekanizmasi aragtirmalari hala aktif olarak devam
etmektedir. Meme kanseri hastalarinda agriy1 azaltmak ve kemoterapik ilaglarin yan
etkilerini hafifletmek amaciyla, kanser tedavisinin 6nemli bdliimlerinden biri olarak
kullanilmakta ve gelistirilmektedir (Gerber ve ark., 2006; Cui ve ark., 2004).

Hem meme kanserinde hem de mesane, prostat gibi diger kanser tiirlerinde
kullanilan ve Avrupada ticari olarak iiretilip piyasaya siiriilen bir bitki de 6kse otudur

(VA, Viscum Album).
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Resim 6. Okse otu.

Yan etkilerinin ¢ok az olmasi ve bu yan etkilerin hayati tehdit etmemesi agisindan,
Ozellikle meme kanseri tedavisi i¢in 6kse otu Oziitiiniin kullanilmasi lizerine yapilan
calismalar devam etmektedir (Biissing, 2000; Hutt ve ark., 2000).

Okse otu odunsu bitkilerin yan parazit bir bitkisi olup 50 cm. kadar boylanabilen
tohumla ¢ogalan semi-parazitik bir bitkidir (Resim 6) (Ozer ve ark.,1999). Okse otu,
Avrupanin geleneksel bitkisel kaynakli ilacidir, yaygin olarak Avrupa 6kseotu olarak
bilinir (European mistletoe), ayrica Bat1 ve Gliney Asyada da bulunur. Simbiyotik
olarak ¢am, elma, mese, karaaga¢ vb. gibi ¢esitli konak bitkilerde yasar. Bu bitkinin
tamamu bitki ekstrakti olarak standardize edilir ve mistletoe lektin, viskotoksin, ve
ayrica c¢esitli enzim, peptit, aminoasit, thiol, amin, polisakkarit, siklitol, lipid,
fitosterol, triterpen, flavonoid, fenilpropan ve mineral igerir. Ticari olarak Iscador
adiyla piyasada bulunmaktadir.

Viscum Album antik ¢aglardan beri ylizyillardir Avrupada hipertansiyon, epilepsi,
yorgunluk, anksiyeti, artrit ve eklemlerdeki dejeneratif inflamasyon gibi cesitli
hastaliklarin tedavisine kullanilmaktadir. Giiniimiizde Alman ve Isvicreli

aragtirmacilar VA preparatlarint klinikte kullanmaktadir. VA preparatlari, ameliyat,
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kemoterapi ve radyoterapi ile beraber kullanildiginda kanser hastalarinin hayat

kalitesini arttirdig1 yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Bar-Sela, 2011).
4.5.1. Okse otu preparatlarinin icerigi

Okse otu preparatlar1 ¢ok sayida biyolojik olarak aktif bilesen icermektedir. Fakat
bu bilesenler, ekstratin islenmis veya islenmemis olmasina gore, 6kse otunun konak
bitkisine ve toplanma zamanina gore farklilik gostermektedir. Hiicre kiiltiiriinde ve
hayvan modeli arastirmalarinda iki anahtar bilesen belirlenmistir; viscumin

(mistletoe lektin, ML) ve viskotoksin.
4.5.1.1. Viskotoksin

Viskotoksinler alfa ve beta Thionin ailesine ait, oldukga basit sisteinden zengin,
okse otunun kokiinden ve yapraklarindan elde edilen ve 45- 47 amino asit dizisinden
olusan katyonik peptidlerdir. Polipeptit zincirleri {i¢ veya dort disiilfid bagiyla
baglidir ve bu baglar hayli korunmus yapilardir. Bu sayede kompakt ve kararlidir.
Yiiksek kararlilig1 sayesinde 1s1 ve proteaz bulunan durumlara kars1 koyabilmektedir.
Viskotoksin igerigi konak agaca gore %0.05- 0.1 arasinda degisiklik gosterir.
Viskotoksinlerin 3 boyutlu yapilarinin arastirilmas: ile spesifik fosfat baglanma
bolgesi saptanmistir. Fosfat baglanma bolgesi ve amfipatik yapist sayesinde hiicre
membraninin i¢ine girerek ve membran biitiinliigiinii bozarak okaryotik hiicrelerde
sitotoksisite gelistirir.

Viskotoksinlerin aminoasit dizileri, disiilfid kopriilerinin diizeni ve dagiliminda
gosterdigi farkliliklardan kaynaklanan A1, A2, A3, B, 1-PS, U-PS olmak iizere alti
izoformu tanimlanmustir. Sitotoksik etkileri en fazla ve en az olan tipleri sirasiyla
Viskotoksin A3 (VtA3) ve Viskotoksin B (VtB) dir. VtA3 ve VtB arasindaki toksik
etki farkinin amino asit dizilerindeki ve ii¢ boyutlu yapilarindaki farkliliktan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Biissing ve ark., 1999). Ayrica viskotoksinlerin
gosterdigi sitotoksik etki kanser hiicre soyu c¢esidine gore de farklilik géstermektedir.
Viskotoksinlerin fonksiyonlarinin anlagilabilmesi i¢in, thioninlerin model

membranlar ve plazma membrani ile etkilesiminin spesifik mekanizmasinin
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belirlenmesi biiylik 6nem tagir. Hem model membranlarda hem de hiicre plazma
membranlarinda yapilan thionin toksisite ¢aligmalarinda, pozitif yiiklii proteinler ile
negatif yikli fosfolipidlerin etkilesimlerinin elektrostatik oldugu goézlemlenmistir
(Caaveiro ve ark., 1998; Huang ve ark., 1997; Wang ve ark., 1993; Wilson ve ark.,
1997). Kanser hiicrelerinin membranlarinin dis yiizeyinde, negatif yiikli
fosfatidilserin ekspresyonu artar. Bu nedenle, normal 6karyotik hiicrelere kiyasla
kanser hiicrelerinin dis yiizeyi daha yiiksek net negatif yiik tasir (Mader ve Hoskin,
2006; Chavakis ve ark., 2004). Bu durum, kanser hiicresine seg¢ici baglanma
acisindan, net +6 pozitif ylike sahip viskotoksin A3 i¢in ayricalik saglar (Biissing ve
ark., 1998; Schaller ve ark., 1996).

Membran ile viskotoksin etkilesimleri iki adimda gerceklesir. Bu adimlardan ilki,
viskotoksinin pozitif yliklii hidrofilik bolgesinin dis tabakasinda negatif yiik miktari
artmis olan kanser hiicresi membrani ile elektrostatik etkilesimidir. Bu elektrostatik
etkilesimden sonra, ikinci adim, viskotoksinin hidrofobik bdlgesinin, membran
fosfolipidlerinin arasina girmesi ile membran biitiinliigiiniin ve membran yapisinin
degisimidir (Biissing ve ark., 1999; Caaveirove ark., 1998). Diisiik
konsantrasyonlarda viskotoksinler, membrana baglanir ve iyon kanali formu veya
gbzenek olustururlar. Yiikksek konsantrasyonlarda ise direk olarak membran yikimi
gergeklestirirler. Dahasi, viskotoksinlerin hiicre ile etkilesimi, H>O» iiretimi ve Ca*2
konsantrasyonunda artis gibi etkilere sebep olur. Viskotoksinlerin, lenfoma
hiicrelerinde nekrozu indiikledigi, granulositlerde giiclii immunomodiilator etki
yaptig1, tiimdr hiicrelerinin dogal Oldiiriici hiicre (natural killer cell; NK) aracili
Olimiinii arttirdig1 gosterilmistir (Thevissen ve ark., 1996; Tabiasco ve ark., 2002).

Belirtilen bu nedenlerle, Viskotoksinin hiicre membraninin gegirgenligini
arttirarak paklitakselin etkisinin arttirilacagi diisiiniilmiis ve PTX ile beraber Iscador
A kullanilmistir. Iscador A viskotoksin igerigi en yiiksek olan dkseotu preparatidir.

(Urech ve ark., 20006).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Geregler
5.1.1. Kullanilan malzemeler ve cihazlar

Hiicreler DMEM, FBS, antibiyotik (penisilin, streptomisin) ve 2 mM L-glutamin
iceren ortamda biyiitiildii (Capricorn). Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve ilacglarla
inkiibasyonu CO?2 etiivde (Binder) saglandi. Kullanilan PTX, 4-AP ve DMSO Sigma
Aldrich saglayicisindan alindi. Viskotoksin A3 deneyleri i¢in kullanilan 6kse otu
Oziitli “Iscador A” Sayin Prof. Dr. Konrad Urech tarafindan saglanmistir. Sitotoksisite
icin kullanilmas1 planlanan MTT ve AB Thermo Fisher saglayicisindan alindi. Fura-2
, Dibac4(3), PBFI-AM potasyum belirteci, Apopnexin FITC apoptosis detection kit,
RNAse A, PI AAT Bioquest saglayicisindan alindi. Absorbans ve spektrofotometre
Olciimleri Synergy H1 Elisa (Biotek) cihazi kullanilarak alindi. Akis sitometresi
Olctimleri Genetik ve Metabolik Hastaliklar1 Arastirma Merkezi’nde (GEMHAM)
BD Facs Calibur cihazi kullanilarak alindi.

5.1.2. Hiicre hatlan

Calismada L.929 (ATCC CCL-1) saglikl1 hiicre hatt1 kontrol olarak, MCF7 (ATCC
HTB- 22) ve MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) hiicre hatlar1 deney grubu olarak
kullanildi. Calismalarda kontrol hiicresi olarak MCF- 10A hiicre hatinin kullanilmasi
hedeflenmistir fakat hem maddi imkansizliklar hem de hiicre hattnin saglikli olarak
biiylitiilmesi saglanamadigi icin MCF- 10A yerine, L.929 hiicre hatt1 kontrol olarak
kullanilmistir. L929 hiicre hatt1 farelerden elde edilen saglikli fibroblast hiicresidir.
MCF7 hiicreleri, meme kanserinin metastaz yaptig1 plevral efiizyondan elde edilen,
Ostrojen reseptorii pozitif meme kanseri hiicreleridir. MDA-MB-231 hiicreleri, meme
kanserinin metastaz yaptig1 plevral eflizyondan elde edilen ii¢lii negatif meme
kanseri hiicreleridir. Calismalarda deney grubuna MDA-MB-435 (ATCC HTB-129)

hiicrelerinin dahil edilmesi planlanmis fakat MDA-MB-435 hiicreleri ilk basta
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metastatik bolgeden tlireyen meme kanseri olarak adlandirilmis olmasina ragmen
daha sonra yapilan genetik aragtirmalarda melanoma hiicresi oldugu belirlenmistir

(Ellison ve ark., 2002). Bu nedenle bu hiicreler ¢alismalara dahil edilmemistir.
5.2. Yontemler
5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan biitiin hiicre hatlart %10 FBS, %]1 antibiyotik (penisilin,
streptomisin) ve 2 mM L-glutamin igeren DMEM besiyerinde, 370 C’de %5 CO:
iceren etiiv igerisinde ¢ogaltildi. -80° C stoktan acilan hiicreler ilk olarak 25 cm?2’lik
hiicre kiiltiirii kaplarinda biiyiitiildii. Yeterli cogalma saglandiginda hiicreler 75
cm?’lik hiicre kiiltiirii kaplarina alind1 ve deneyler i¢in biiylitiildii. Pasajlama icin
hiicreler 3 kez PBS ile yikandiktan sonra tripsin ve EDTA eklendi, 370 C de 5 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ylizeyden kalkan hiicrelere tripsin aktivitesini
inhibe etmek icin FBS iceren besiyeri eklendi ve 15 ml’lik santrifiij tiiplerine
almarak 1200 rpm de 5 dakika santriflij edilerek ¢cokmeleri saglandi. Santrifiijden
sonra, tliplerden {ist s1v1 atildi, hiicre peletine 1 ml besiyeri eklendi. Homojen dagilim
saglanana kadar pelet pipetaj ile karistirildi. Daha sonra 10 ul hiicre ile 10 ul tripan

mavisi karistirildi ve hiicreler hemositometre kullanilarak mikroskop altinda sayildi.

5.2.2. ila¢ ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Toz halinde satin alinan PTX ve 4-AP DMSO’da ¢oziildii. Hiicre kiiltiiriinde
kullanilacak olan ilaclarin DMSO konsantrasyonunu diisiirmek i¢in hazirlanan stok
cozeltiler besiyeri ile seyreltildi. Konsantrasyon degerleri molarite (M) olarak
hesaplandi. VtA3 denemeleri i¢in Oncelikle mayadan sentezlenen VtA3 alindi.
Caligmalar sirasinda VtA3 uygulamasindan sonra hiicre kiiltiirlinde maya iiremesi
sebebiyle VtA3 caligmalar1 durduruldu. Tekrar mayadan sentezlenen VtA3 alinmasi
mali acidan ¢ok fazla yiik getirmesi sebebiyle tercih edilmedi. isvigreden Prof. Dr.
Konrad Urech ile irtibata gecildi ve VtA3 igerigi en yiiksek olan Iscador ¢esidi ile
ilgili bilgi alind1 ve ¢alisma i¢in en uygun olan Iscador Abietis (Isc A) Saymn Urech
tarafindan ticretsiz olarak saglandi.
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5.2.3. Sitotoksisite

Sitotoksisite ¢alismalarinda baslangigta 2 farkli yontem kullanildi; MTT (MTT
acilimi), Alamar mavisi (AB). Calismada kullanilan 2 ayr1 yontemin farkli sebepler
ile hatali sonuglar vermesi nedeniyle canlilik mikroskop altinda tripan mavisi
yontemi ile hemositometre kullanilarak hiicre sayimi ile tespit edildi.
Hemositometrede canliligin belirlenmesi i¢in hiicreler 6 kuyucuklu tabakalara her
kuyuda 3 ml besiyerinde 1.8x105 hiicre olacak sekilde ekildi. Farkl
konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 PTX, 4-AP ve Iscador A ile inkiibe edildi (%5 CO2, 370
(). Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin {izerinden ilag igceren besiyeri atild1 ve hiicreler
kaldirilarak mikroskop altinda sayildi ve kontrol grubu ile karsilastirildi. Ilaglar
coziilitken DMSO kullanilmas1 nedeniyle deney grubu haricinde 2 adet kontrol
grubu kullanildi. Kontrol grubundan birinde %0.1 DMSO iceren besiyer ile
inkiibasyon saglandi ve %0.1 DMSO igeren ve igermeyen iki kontrol grubu arasinda
canlilikta anlamli bir fark saptanmadi. ICso degerlerinin belirlenmesinin ardindan ilag
kombinasyonlar1 i¢in canlilik belirlemeleri ayni yontem ile mikroskop altinda

sayilarak yapildi.
5.2.4. Apoptoz olciimleri

Belirlenen PTX, 4-AP ve Iscador A degerlerinin kombinasyonlar1 igin akis
sitometresinde apoptoz degerleri belirlendi. Apoptoz belirlemeleri Apopnexin FITC
apoptosis detection kit ile yapildi. Hiicreler 6 kuyucuklu tabakalara 3 ml besiyerinde
1.8x105 hiicre olacak sekilde ekildi. Her deney ve kontrol grubu i¢in 3 kuyu ekildi.
Ilaglarla inkiibasyondan sonra hiicreler tabakalardan kaldirildi ve 5 ml’lik santrifiij
tiiplerine alindi. Besiyerden arindirmak i¢in 1200 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan besiyeri atildiktan sonra soguk PBS ile hiicreler 2 kez yikandu.
Yikamanin ardindan tiiplere tekrar PBS eklendi ve PBS igerisindeki hiicrelere 2 ul
Annexin V ve 3 ul PI eklendi, 15 dakika ile inkiibasyonun ardindan apoptoz
Olctimleri alindi. Apoptoz 6l¢iimleri BD Facs Calibur cihazi ile alindi. Sonuglar Cell

quest programi ile degerlendirildi. Apoptoz sonuglarinin istatistik degerlendirmesi
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Graphpad Prism 7.0 programi ile one-way ANOVA yontemi ile hesaplandi. Akis

sitometresinde yapilan her analiz igin GEMHAM’dan hizmet alim1 yapildu.
5.2.5. Hiicre ici Potasyum Miktarinin Belirlenmesi

Hiicre i¢i potasyum miktar1 potasyuma duyarli PBFI-AM molekiilii ile belirlendi.
Toz olarak 1 mg’lik ambalaj halinde alinan PBFI-AM 1 ml DMSO’da ¢oziildii.
Hazirlanan ana stoktan deneylerde kullanilmak iizere daha diislik konsantrasyonlarda
stok ¢ozelti hazirlandi. DMSO miktarini azaltmak i¢in diisiik konsantrasyonlu stok
cozelti HBSS’ de hazirlandi. Potasyum belirlemeleri i¢in hiicreler 96 kuyucuklu
siyah tabakaya, her kuyuda 100 ul’de 50 x 103 hiicre olacak sekilde ekim yapild.
Hiicreler yapismalart i¢in besiyerinde gece boyunca CO2 etiivde inkiibasyona
birakildi. Hiicrelerin yapigsmalarinin ardindan kuyulara ilaglar eklendi ve 24 saat CO2
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyulardan ilaghi besiyeri atildi,
besiyerinden armndirmak i¢in 2 kez HBSS ile yikandi. Yikamanin ardindan HBSS
icinde 5 uM olacak sekilde PBFI-AM eklendi ve 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast boyanin fazlasindan kurtulmak i¢in kuyular 2 kez HBSS ile yikandi ve
kuyulara 100 uL temiz HBSS eklendi ve 6l¢iim HBSS ortaminda alindi. Floresan

Olctimleri ex/em: 340/505 nm dalga boylarinda alindi.
5.2.6. Hiicre ici kalsiyum degisiminin belirlenmesi

Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunda meydana gelen degisimler Screen Quest
FURA-2 no wash calcium assay kit ile belirlendi. Kit iceriginde gelen Fura-2 200 ul
DMSO da ¢oziildii. 20 ul Fura-2 soliisyonu 1 adet 96 kuyucuklu tabaka icin yeterli
olmast nedeniyle Fura-2 stok soliisyonu kiiclik miktarlara béliiniip -200 C ye
kaldirildi. Analiz soliisyonu hazirlamak i¢in 9 ml HHBS ve 1 ml Pluronik asit F127
karigtirildi. Hazirlanan 10 ml’lik analiz soliisyonu ile 20 ul Fura- 2 karistirildi.
Karigimin stabil hale gelmesi icin oda sicakliginda 2 saat bekletildi. 2 saatin sonunda
besiyeri i¢inde bulunan serumun floresan sinyalini etkilemesini engellemek ig¢in
kuyulardan besiyeri alindi ve her kuyaya 100 ul HHBS ve her kuyuya 100 ul analiz

soliisyonu karisimindan eklendi. Boya eklendikten sonra 1 saat etliivde ve ardindan
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20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen hiicrelerin hiicre i¢i Cat*? degisimleri
floresan spektrofotometrede ex/em: 340/510 nm de Olciildii. Floresan siddetindeki
degisimleri zamana bagli olarak analiz etmek i¢in 6l¢iim 15 dakika araliklarla 24 saat

boyunca alind1.
5.2.7. Membran potansiyeli

Membran potansiyeli Olglimleri Bis-(1,3- dibutylbarbituric acid) trimethine
oxonol (DiBAC4(3)) floresan boya kullanilarak spektrofotometre ile alindi.
DiBAC4(3) stok ¢ozeltisi spektroskopik DMSO da, konsantrasyon degeri 20 mM
olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti tekrarlanan dondurma ve ¢ézdiirme
isleminden kaginmak icin daha kiigiik miktarlara boliiniip - 200 C de saklandu.
Hiicreler 96 kuyucuklu siyah tabakaya her kuyuda 100 ul besiyerinde 50x103 hiicre
olacak sekilde ekildi. Yapismalari igin bir gece boyunca etiivde bekletildi.
Besiyerinin yapacagi 1isimadan kacinmak icin besiyer atildi ve her kuyuya 100 ul
HBSS eklendi. Besiyerinin degistirilmesinin ardindan ilaglar ve kombinasyonlari
eklendi ve 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 20 mM ana stoktan 1 ml
HBSS te 2 uM lik ¢aligma soliisyonu hazirlandi. 2 uM lik soliisyondan her kuyaya
100 ul eklendi 30 dakika etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan boya
fazlaligindan hiicrelerin arindirilmasi i¢in tabaka 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi ve kuyularda soliisyonun tamami atildi. Her kuyuya boya igermeyen HBSS
eklendi ve eksitasyon dalga boyu 540 nm, emisyon dalga boyu 590 nm (ex/em: 540/
590 nm) de floresan siddeti 6l¢iimleri zamana bagli olarak 30 dakikalik araliklarda
24 saat boyunca alind.

5.2.8. Hiicre dongiisii analizleri

Kombine ila¢ uygulamasinin ardindan hiicre dongiisiinde meydana gelen
bloklanmalarin saptanmasi igin akis sitometresinde RNAse A ve PI kullanilarak
hiicre dongiisii analizleri yapildi. Hiicreler kombine ila¢ uygulamasindan bir giin

once 6 kuyucuklu tabakalara her kuyuda 3 ml besiyeri i¢inde 1.8 x 105 hiicre olacak

sekilde ekildi, yapigsmalari i¢in bir gece boyunca CO2 etiive birakildi. 4-AP + PTX
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ve Isc A+ 4-AP+ PTX kombinasyonlar1 kuyulara eklendi ve 24 saat CO2 etiivde
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler %70°lik etanol kullanilarak sabitlendi
ve 12 saat -200 C de bekletildi. Sabitlemenin ardindan 2 kez PBS ile yikandi.
Yikamanin ardindan 100 ug/ml RNAse iceren PBS ile 30 dakika 370 C’ de inkiibe
edildi. Hiicre ici DNA’y1 isaretlemek icin 50 ug/ml PI ile boyandi. Ol¢iimler BD Facs

Calibur akis sitometresinde alindi, analizler Cell Quest yazilimi1 kullanilarak yapildu.

5.2.9. istatistiksel analiz

Yapilan deneylerin istatistiki degerlendirmeleri GraphPad Prism 7.0 programi
kullanilarak yapildi. Kullanilan degisken sayisina bagli olarak ANOVA istatistik
yontemleri kullanildi. Her deney en az 4 kez tekrarlandi. P degeri < 0.005 olan

degerler anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. ICso Belirlemeleri ve Sitotoksisite Sonuclari

[lag uygulamasi ardindan canlilik belirlemelerine ilk olarak PTX ve 4-AP nin
hiicre canliligi {zerine etkileri incelenerek baslandi. Hiicre canliligi {izerine
etkilerinin belirlenmesi i¢in sirasiyla MTT ve AB yontemleri kullanildi. MTT testi
tetrazolyum bilesikleri iceren test sinifinda yer alir. Tetrazolyum tuzlari elektron
alarak indirgenir ve formazan yapisina doniismeleri ile renk degisimine ugrarlar.
Tetrazolyum halkas1 sadece aktif mitokondri tarafindan kirilabilir ve renk degisimi
sadece canli hiicreler tarafindan gerceklestirilir (Tokur ve Aksoy, 2017). Bu
mekanizmaya dayanarak iretilen MTT testinin kullanimi baslangicta uygun bir
yontem olarak goziikse de yapilan deneylerde hatali pozitif sonu¢ verdigi saptandi.
Yapilan literatiir taramalarinda 4-AP ve PTX’ in hiicrede reaktif oksijen tiirlerinde
(ROS) artisa neden olmas1 sebebiyle apoptoz siirecinde yada canli hiicrelerde artan
ROS nedeniyle tetrazolyum halkasinin daha hizli kirilmasina yol ac¢tig1 belirlendi.
Hatali sonuglarin bir diger nedeninin PTX’in MTT sinyalini bozmasindan
kaynaklandig diisiiniilmektedir ( Ulukaya ve ark., 2008).

MTT testinden hatali sonug elde edilmesinin ardindan deneylere AB yontemi ile
devam edildi. AB testi, resazurin adli bilesigin canli hiicreler tarafindan resorufin
bilesigine doniistliriilmesi esasina dayanir, 6li hiicreler metabolik olarak aktif
olmadiklar1 i¢in resazurin de form degisimine neden olmazlar (Tokur ve Aksoy,
2017). Yapilan AB testlerinde de hatali sonuglar ile karsilasildi. Hatali sonuglarin
nedeninin MTT testinde oldugu gibi, kullanilan her iki ajaninda ROS aktivitesinde
artisa neden olmasindan kaynaklandigi literatlir taramasi sayesinde saptandi. Bu
nedenle, canlilik belirlemelerinin tripan mavisi metoduyla hemositometrede hiicre

sayimi ile yapilmasina karar verildi.
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4-AP’nin 1Cso degerlerini belirlenmesinde ilk olarak literatiir taramasi yapildi ve
konsantrasyon araliklar1 1-5 mM olarak seg¢ildi. Deneyler her hiicre hatti i¢in n= 5
olacak sekilde tekrar edildi. Belirlenen konsantrasyon degerleri ile 24 saat
inkiibasyonun ardindan yapilan canlilik belirlemelerinin sonuclart Sekil 1, Sekil 2 ve
Sekil 3 de gosterilmektedir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri i¢in 4-AP ‘nin IC50
degeri 4 mM, L929 i¢in 5 mM olarak saptandi. Kontrol hiicresinin IC50 degerinin
daha yiiksek olmasi nedeniyle kombinasyon denemeleri i¢in 4-AP’nin konsantrasyon

degeri 4 mM olarak secildi.
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Sekil 3. MDA-MB 231 4-AP Uygulamasi

39



PTX in diisiik doz kullanimi1 hedeflendigi i¢in, PTX denemeleri i¢in 1-10 nM
konsantrasyon araligi secildi ve hiicreler 24 saat siire ile belirlenen konsantrasyon
degerlerinde PTX ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler sayilarak canlilik
belirlemeleri yapildi. MCF-7 ve 1929 hiicre hatlar1 i¢in PTX’in IC50 degeri 7.5 nM,
MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in 8 nM belirlendi. Kombinasyon deneyleri i¢in 7.5 nM
doz degeri secildi (Sekil 4, 5, 6).
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Viskotoksin A3 deneyleri i¢in Iscador A (Isc A) kullanilmistir. Isc A’nin
viskotoksin A3 igerigi 74.5 mg/g olarak belirtilmektedir (Urech ve ark., 2006).
Deneylerde kullanilacak konsantrasyon araligi 74.5 ug/ml- 745 ug/ml olarak secildi.
L.929 hiicre hatt1 i¢in IC50 degeri 386.9 ug/ml, MCF 7 hiicre hatt1 i¢in 381.8 ug/ml
ve MDA MB 231 hiicre hatt1 i¢in IC50 degeri 244.7 ug/ml olarak belirlendi. Hesabin
daha kolay yapilmasi ve yeteri miktarda Isc A Oziitiiniin saglanmasi icin
kombinasyon denemelerinde 372.5 ug/ml degeri kullanilmak iizere se¢ildi (Sekil 7,

8, 9).
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Belirlenen 4-AP konsantrasyonunun PTX aktivitesi tiizerindeki etkisinin
belirlenmesi i¢in hiicreler 24 saat boyunca 4 mM 4-AP ve 7.5 nM PTX’e maruz
birakilarak canlilik belirlemeleri yapildi. L929 hiicre hattinda 4-AP ve PTX in
beraber kullanimi canlilikta %45, MCF7 hiicrelerinde %74, MDA-MB 231
hiicrelerinde %60 azalmaya neden oldugu saptandi (Sekil 10, 11, 12).
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MDA MB 231 4-AP+ PTX
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Sekil 12. MDA-MB 231 24 saat 4-AP +
PTX Uygulamas:.

4-AP ve PTX’in beraber kullaniminin hipoteze uygun sonuglar vermesi nedeniyle
bu iki ajanla beraber Isc A’nin kullanimiin etkisinin belirlenmesi i¢in hiicreler
belirtilen 3 ajanla birlikte 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her hiicre
hatti icin canlilikta yaklasik olarak %95 azalma saptandi (Sekil 13, 14, 15).
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6.2. Apoptoz Belirlemeleri

Kombine ila¢ kullaninminin neden oldugu hiicre 6liimiinde apoptoz oranlarinin
belirlenmesi i¢in Annexin V ve PI yontemi ile akis sitometresinde apoptoz ol¢limleri

alindi. Elde edilen sonuglar cell quest programi kullanilarak analiz edildi ve istatistiki
degerlendirmesi yapildi. Sonuglar % apoptotik hiicre olarak Sekil 16, Sekil 17 ve
Sekil 18 de gosterildi.
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4-AP ve PTX’in kombine kullaniminin ardindan 1L.929, MCF7 ve MDA MB 231
hiicrelerinde kontrole gore apoptotik hiicre sayisinda meydana gelen artis sirasiyla
%33.5, %44.8 ve %18.5 olarak belirlendi.

Isc A, 4-AP ve PTX’in kombine kullaniminin ardindan L929, MCF7 ve MDA MB
231 hiicrelerinde kontrole gore apoptotik hiicre sayisinda meydana gelen artis

strastyla %59.4, %97.7 ve %93.8 olarak belirlendi.
6.3. Hiicre I¢i K Degisiminin Belirlenmesi

Ajanlarin ayr1 ve kombine halde hiicreler ile 24 saat inkiibasyonu ardindan
floresan spektrofotometrede potasyum konsantrasyonu degisimleri PBFI-AM
floresan boya kullanilarak belirlendi. L-929 hiicre hattinda tek basina 4-AP %37
artisa neden olurken PTX, Isc A ve Isc A+4-AP+PTX sirastyla %22, %80 ve %6
azalmaya neden oldu. MCF-7 hiicre hattinda 4-AP ve 4-AP+PTX sirastyla %24 ve
%23 artisa neden olurken, PTX de degisim saptanmadi. Isc A ve IscA+4-AP+PTX
uygulamalarinda hiicre i¢i K miktarinda azalma sirasiyla %62 ve %13 olarak
saptandi. MDA-MB-231 hiicre hattinda sadece Isc A’nin tek basina uygulamasi %15
azalmaya neden olurken, 4-AP, PTX, 4-AP+PTX ve Isc A+4-AP+PTX uygulamalari
strastyla %28, %240, %81 ve %14 artisa neden oldugu saptandi. Sonuglar Sekil 19,
Sekil 20 ve Sekil 21 de gosterildi.
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6.4. Hiicre ici Ca*2 Belirlemeleri

4-AP, PTX ve Isc A’nin ayr ayr1 ve kombine halde kullaniminin hiicre i¢i Cat2
seviyelerinde meydana getirdigi degisimlerin belirlenmesi i¢in Fura-2 floresan
belirte¢ kullanildi. Deneylerde kullanilan “Screen Quest Fura-2 AM No Wash Ca
assay kit”, Ca*2 kanallarinin veya G protein kenetli reseptorlerin aktivasyonunun
neden oldugu hiicre i¢ci Ca*2 degisimini homojen olarak Glgiimiine olanak saglar.
Fura-2 AM hiicre membranin1 gegerek hiicre igine girer. Hiicre igine girdiginde,
Fura-2 AM’ in lipofilik bloklama gruplar1 esterazlar vasitasiyla ayrilir. Bunun
sonucunda negatif yiiklii floresan boya hiicre icinde kalir ve Ca*2’ a baglandiginda
floresan dalga boyu mavi bolgeye kayar. Hiicreler agonist veya bir uyaran ile
uyarildiginda reseptor sinyali hiicre i¢inde Ca*? salinimina neden olur ve kisa dalga
boylarinda Fura-2’ nin floresan siddetinde gii¢lii bir artis olur. Hiicre i¢i Ca*?
degisimleri, zamana bagl olarak ve ilaglar eklendikten sonra 24 saat boyunca 6l¢iim
alinarak belirlendi. Zamana bagli degisim goriilmedigi i¢in sonuglar histogram
seklinde Sekil 22, Sekil 23 ve Sekil 24 de verildi. L929 hiicre hattinda her
uygulamanin ardindan Ca*2 konsantrasyonunda 4-AP i¢in %19, PTX i¢in %34, Isc A
icin %24, 4-AP+PTX i¢in %43 ve Isc A+4-AP+PTX i¢in %51 artis saptandi. MCF-7
hiicre hattinda her bir uygulamanin ardinda Ca*2 konsantrasyonunda 4-AP i¢in %13,
PTX i¢in %21, Isc A i¢in %40, 4-AP+PTX i¢in %20 ve Isc A+4-AP+PTX icin %52
artis saptandi. MDA-MB-231 hiicre hattinda her bir uygulamanin ardindan Cat*2
konsantrasyonunda 4-AP i¢cin %11, PTX i¢in %13, Isc A i¢in %67, 4-AP+PTX i¢in
%?2 ve Isc A+4-AP+PTX icin %75 artig saptandi.
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6.5. Membran Potansiyeli Ol¢iimleri

Kullanilan 4-AP, PTX ve Isc A nin hiicre membran potansiyelinde meydana
getirdigi degisimler, membran potansiyeline duyarli DiBAC4(3) floresan prob ile
belirlendi. DiBAC4(3), hiicre membranindan gegebilen, hidrofobik yavas yanith
boyalar sinifindadir. Hiicreler boya ile inkiibe edildiginde, hidrofobik yapisindan
dolayr DiBAC4(3) hiicre dist sulu ortamdan, lipid yapiya sahip membrana geger.
Uyaran olmadiginda hiicre membraninin hiicre i¢ine bakan yiizeyi negatif yiiklidiir
ve bu negatif ylikler nedeniyle iyonize boyanin hareketi engellenir. Uyaran varliginda
membran depolarize oldugunda boya hiicre icinde yer degistirir lipidlere veya
proteinlere baglanir ve bdylece floresan siddetinde artis meydana gelir.
Depolarizasyonun artmasi ile anyonik boya hiicre i¢cine daha ¢ok girer ve floresan
siddeti artmaya devam eder. Hiperpolarizasyon durumunda floresan siddeti azalir.

Katyonik ve karbinasiyanin boyalarin aksine DiBAC4(3) mitokondri tarafindan
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disarlanir ve baslica seciciligi membran potansiyelidir. DiBAC4(3) vasitasiyla
potansiyele bagli olarak gelisen floresan degisimi tipik olarak yaklasik mV basina
%1°dir.

Her ajanin ayr1 ve kombine kullanimindan ardindan membran potansiyelinde
meydana gelen degisimlerin belirlenmesi i¢in ajanlar eklendikten sonra 15.
dakikadan itibaran 6 saat araliklarla membran potansiyeli dl¢timleri alind1 , sonuglar
histogram olarak Sekil 25, Sekil 26 ve Sekil 27 da verildi. L929 hiicre hatt1 i¢in
membran potansiyelinde her bir uygulama i¢in depolarizasyon saptandi. 12. Saatte
aliman Vmem 6l¢iimiinde 4-AP, PTX ve Isc A maksimum depolarizasyona ulasirken,
kombine uygulamalarda depolarizasyon 24. Saatte maksimuma ulastig1 saptandi.
MCF-7 hiicre hatt1 icin 18. Saate kadar depolarizasyonda artis ve 18. Saatte
maksimum depolarizasyon gozlemlenirken, 24. Saatte depolarizasyonun
soniimlendigi saptandi. MDA-MB-231 i¢in PTX’in ayr1 uygulamasinda Vmem de

degisim gozlenmezken, diger uygulamalarda depolarizasyon saptandi.
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6.6. Hiicre Dongiisii Analizleri

Her bir ajanin ayr1 ve kombine halde 24 saat hiicreler ile inkiibasyonunun
ardindan hiicre dongiisiinde meydana gelen degisimler RNAse A ve PI metodu
kullanilarak akis sitometresinde alindi. Sonuglarin analizi Cell Quest programi
kullanilarak yapildu.

L 929 hiicre hattinda PTX tek basina GO/G1 ve S fazinda birikme gosterirken,
diger biitiin uygulamalarda hiicre dongiisiiniin S fazinda birikme saptandi. MCF-7
hiicre hattinda 4-AP tek basina GO/G1 ve S fazinda birikme gosterirken, diger biitiin
uygulamarda hiicre dongiisliniin S fazinda birikme saptandi ve G2/M fazina hiicre
gecisinin daha az oldugu gozlemlendi. MDA-MB-231 igin 4-AP ve Isc A tek tek
uygulandiginda GO/G1’ de, PTX S fazinda, 4-AP+PTX ve Isc A+4-AP+PTX
uygulamalarinda hem S fazinda hem de G2/M fazinda birikme saptandi (Sekil 28,
29, 30).

M Kontrol I 4-AP PTX M Isc A M 4-AP+PTX M 4-AP+PTX+ Isc A

260

195

130

Kontrole gore degisim %

GO0/G1 S G2/M

Sekil 28. L929 Hiicre Dongiisii
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7. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve 6liime neden olan
kanserler arasinda ikinci siradadir.

Meme kanserinin kemoterapi ile tedavisinde yaygin olarak kullanilan ajanlardan
biri paklitakseldir. 1993 yilinda over kanseri i¢in kullaniminin kabuliinden sonra
meme kanseri, AIDS bagli Kaposi sarkoma, skuamoz hiicreli bas boyun kanseri,
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde de kullanila gelmektedir. Ancak
yararliligmmin yani sira PTX periferik nétropeni, siniis hasari, eritrosit sayisinda
azalma, karaciger sorunlar gibi yan etkilere neden olabilmektedir. Bu baglamda
bakildiginda paklitaksel etkinliginin arttirilmasi 6nemlidir ve bu alanda bir¢ok
caligma ytriitiile gelmistir (Crown ve ark., 2004).

Bu calismanin amaci, 4-aminopiridin ve viskotoksinin paklitaksel ile beraber
kullanildiginda paklitakselin etkinligini arttirip arttirmayacagini ve viskotoksinin
etkisinin saptanmasi ve olast mekanizmaya 1s1k tutabilecek hiicre fizyolojisinde
meydana gelen degisimlerin belirlenmesidir. 4- AP voltaj kapili potasyum kanal
blokeridir. Potasyum kanallariin 6zellikle voltaj kapili kanallarin kanserli hiicrelerde
sagliklr hiicrelere gorece ekspresyonlar1 farklidir ve dolayisiyla kanser gelisiminde,
ilerlemesinde ve metastazda O6nemli olduklar1 ve bu kanallar hedeflenerek terapi
uygulamalar1 yapilabilecegii lizerine birgok ¢alisma mevcuttur (Nilius ve Wohlrab,
1992; Ruta ve ark., 2003). 4-AP’nin hiicrelerde apoptoza yol agtigini gdsteren
caligmalar vardir. Ancak paklitaksel ile beraber 4-AP’nin beraber kullanildigi bir
calisma yoktur. Viskotoksin katyonik bir peptitdir ve katyonik olmasi nedeniyle
plazma membran yiizeyi saglikli hiicrelere goérece daha negatif olan kanser
hiicrelerine secici olarak tutunup bu hiicrelerde gecirgenligi arttiracagi i¢in PTX + 4-
AP ile beraber kullanimin hiicre sagkalimmi ¢ok daha etkin bi¢imde olumsuz

etkileyecegi diistinilmiistir.
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Calismamizda estrogen pozitif MCF-7, ii¢lii negatif MDA-MB-231 ve kontrol
hiicresi olarak_fibroblast L.-929 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Calismaya oncelikle bu
ajanlarin tek tek ve beraberce uygulandiklarinda hiicre sagkalimini ne sekilde
etkilediklerinin saptanmasi, ICso degerinin belirlenmesi ile baslandi. Bulgular
yukarda kisaca 6zetlenen 6ngoriileri dogrulamaktadir. Yapilan ilk ¢alismalarda hiicre
sagkaliminin belirlenmesi i¢in MTT kullanildiysa da MTT ile yapilan Ol¢limlerin
hatali pozitif degerler vermesi sonucu sagkalim Ol¢iimlerine tripan mavisi
kullanilarak hemositometre ile devam edilmistir (Ulukaya ve ark.,2008). 4-AP ve
PTX beraber kullaniminda belirlenen I1Cso degerleri veya PTX icin ICso degerinin
biraz alti kullanilmistir. Yapilan 6lgiimlerle hem MCF-7 hem de MDA-MB-231
hiicrelerinde 4-AP ve paklitaksel beraber kullaniminda hiicre sagkaliminin %30’a
distiigii, viskotoksin degeri yiiksek Isc A eklenmesiyle sag kalimin % 5 civarina
diistiigii gozlenmektedir. L929 hiicrelerinin ise bu iki ajanin beraber kullanimindan
fazla etkilenmedikleri ve Isc A’nin tek uygulamasinda ICso degerinin diger hiicre
hatlarindan daha yiliksek bulunmasi ile segiciligin dogrulandigr goriilmektedir.
Paklitakselin etkinligini arttirmak baglaminda bu sonuclarin 6nemli oldugunu
diistinmekteyiz.

Bu asamadan sonra yapilan calismalar bu sonuglarin hiicre fizyolojisinde hangi
degisimlerden kaynaklandigina, diger bir deyisle mekanizmaya 151k tutacak
degisimlerin saptanmasi amaciyla gergeklestirilmistir. Bu amagcla hiicre i¢i kalsiyum
akisinda degisim, hiicre i¢i potasyum derisimi, plazma membran potansiyelinde
degisim ve hiicre dongiisii 6l¢iimleri yapilmistir.

Paklitaksel bir mitoz ihibitorii olarak siniflandirilir. Mitoz inhibitorleri hiicre
boliinmesi siirecinde olan hiicreleri hedefleyen kemoterapétik ilaclardir. Antimitotik
ilaclar olarak da bilinirler. Bu ila¢larin i¢inde en etkili olanlar1 mikrotiibiil dinamigini
etkileyen, mikrotiibiil zehirleri veya mitotic igcik zehirleri olarak da adlandirilan
antimikrotiibiil ilaglardir (Matson, 2011). Bunlardan vinka alkoloitleri ve kolsisin,
mikrotiibiill depolimerizasyonuna yol acarken, paklitaksel (taksol grubu)

mikrotiibiillerin depolarizasyonunu engellerler. Bu sekilde mitotik ig ipliklerinin
59



islevlerini yerine getirememesi kromozomlarin orta bolgede konumlanmasini ve
ayrilmasini engeller ve hiicre dongiisi G2/M fazinda baskilanir. Varsayilan bu
durumda I kontrol noktasi (spindle assembly checkpoint-SAC) adi verilen
proteinlerin hiicre dongiisiinii durdurdugu ve hiicrelerin bir¢ogunun apoptoz siirecine
girdikleridir. Ancak bu durumun yol actig1 alt yolaklar tam olarak anlagilamamuistir.
Paklitakselin p53 yolagindan bagimsiz olarak hiicreleri 6liime gotlirdiigli, Bel-XL
ekspresyonunu baskiladigi, Bak ekspresyonunu arttirdigi, p34, cdk2 ve diger siklin
bagiml kinazlar vasitasiyla apoptoz yolagini indiikledigi gosterilmistir (Wang ve
ark., 2000).

Her ne kadar yaygin kani paklitakselin hiicre dongiisiinii G2/M fazinda
baskiladig1 olsa da paklitakselin etkisinin konsantrasyona bagli oldugu 1993 yilinda
Jordan ve ark. tarafindan ve daha sonra da diger arastirmacilar tarafindan
gosterilmistir (Jordan ve ark., 1993). Zasadil ve ark. ¢alismalarinda ICso degeri nM
olan paklitaksel seviyelerinde ¢ok kutuplu (multipolar) 1§ iplikleri olusumu
gozlemigler ve bu konsantrasyonlarda G2/M fazinda mitotik duraklama olsa da
bircok hiicrede multipolar ig iplik¢iklerinin kromozom dagiliminda esitsizlik
meydana getirerek hiicrenin 6liimiine yol actigini sdylemislerdir (Zasadil ve ark.,
2014). Pushkarev ve ark. paklitakselin farkli konsantrasyonlarda hiicre dongiisiinii
farkl fazlarda ketledigini, diisiik paklitaksel konsantrasyonlarinda hiicre dongiistiniin
Gl fazinda yiiksek konsantrasyonlarda G2/M fazinda baskilandigin1 gostermistir
(Pushkarev ve ark., 2009).

Bu ¢alismada hiicre dongiisii analizi akis sitometresinde tiim hiicrelerde ve tiim
ajanlar i¢in hem tek tek hem de beraber uygulamalar i¢cin gerceklestirilmistir. 4-
AP’nin hiicreleri G1 fazinda baskiladigi bilinmektedir. Bu c¢alismada yapilan
Olciimlerde 4-AP’nin MCF-7 hiicrelerini Gl fazinda ama daha c¢ok S fazinda
duraklattiklar1 gézlenmistir. Bu gozlem Ru ve ark. sonuglari ile uyumludur (Ru ve
ark.,2016). L-929 hiicreleri ise sadece S fazinda goriilmektedirler. MDA-MB-231
hiicrelerinde 4-AP G1 fazinda bir miktar yi1§ilma meydana getirmistir. Paklitaksel

tiim hiicre hatlarinda bu konsantrasyonlarda beklendigi lizere G2/M fazinda degil G1
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ve Ozellikle S fazinda bir duraklama meydana getirmistir. Isc A ise MCF-7 ve 1L929
hiicrelerinde S fazinda duraklamaya neden olurken MDA-MB-231 hiicrelerinde
hiicre dongiisii iizerinde bir degisiklik meydana getirmemistir. MCF-7 ve 1929
hiicrelerinde ikili ( 4-AP + PTX) ve iicli (Isc A+ 4-AP+ PTX ) kombinasyonlarda S
fazinda bir duraklama goziikiirken MDA-MB-231 hiicrelerinde hem S fazinda hem
de G2/M fazinda duraklama goriilmektedir. Bu sonuglar, bu ajanlarin hiicre
dongiisiinii ne sekilde etkilediklerine 151k tutsa da bu dl¢timlerin uygulama sonrasi 24
saatte alindig1 goz Oniine alinmali ve bu 6l¢iimlerin 24 saatten Once, hiicre 6liimleri
meydana gelmeden c¢esitli zaman araliklarinda tekrarlanmasinin yararli oldugu
diistintilmektedir.

Caligmamizda hem hiicre proliferasyonunda hem de apoptozda islevselligi bilinen
kalsiyum iyon konsantrasyonu belirlendi. 4-AP’nin voltaj kapili potasyum kanallarini
ketlemesi sonucu hiicre i¢i kalsiyumda artis meydana getirdigi belirlenmistir (Kim ve
ark., 2000). Paklitakselin noronlarda kalsiyum osilasyonunu ve hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu arttirdig1 gosterilmistir (Kawakami ve ark., 2012; Zhang ve ark.,
2010) . Boehmerle ve ark. Noron hiicrelerinde Paklitaksel’in Ca*2 sinyal yolagini ve
Ca*2 osilasyonlari arttirdigini ve bunu InsP3R iizerinden gergeklestirdigini
saptamislardir (Boehmerle ve ark., 2006). Zhang ve ark. benzer sonuglari
kardiyomiyositlerde gozlemlemislerdir (Zhang ve ark. 2010). Bagka bir ¢alismada
Sareen ve ark. Resveratrol’'un MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde olasilikla
endoplazmik retikulumdan kaynaklanan kalsiyum artisina neden oldugunu ve
kaspaz-3 igermeyen MCF-7 hiicrelerinde resveratrol’un yol actigi apoptozun
kalsiyumla aktive olan kalpein proteazinin aktive olmast sonucu meydana geldigini,
mitokondri transition pore bloklayicilarinin kalpen aktivitesini ketledigini
belirlemiglerdir. Paklitakselin InsP3R {izerinden kalsiyum salinimi yaptiginin
gozlemlendigi disiiniilirse benzer bir mekanizmanin paklitaksel ile uyarilmisg
hiicrelerde de gecerli olabilecegi diisiiniilebilir. 4-AP ve paklitakselin beraber
kullanimmin kalsiyum konsantrasyonunu etkileyip hiicrenin apoptoza gitmesini

kolaylastirabilecegi ongoriilmiistiir. Bunu saptamak i¢in kalsiyum 6l¢iimleri ilaglarin
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hiicrelere eklenmesinden sonra zamana bagli olarak Ol¢lilmistiir. Ancak tim
Olglimlerde kalsiyum artig1 zamana baglh olarak degismedigi ig¢in histogram olarak
ifade edilmistir. 4-AP ve paklitakselin tek baglarina tiim hiicre hatlarinda yaklasik
%20 orannda kalsiyum artigina yol agtiklar1 gozlenmektedir. MCF-7 ve 1929
hiicrelerinde 4-AP ve paklitaksel beraber kullanildiginda kalsiyumda az ama
istatiksel olarak anlamli bir artis gbzlenmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise bu
iki ajanin beraber kullanimi kalsiyum konsantrasyonunda kontrole gore bir farklilik
gostermemistir. Asagida belirtilecegi gibi MDA-MB-231 hiicreleri potasyum
Olclimlerinde de diger hiicrelere gore goriilen bu farkli davranisin nedeninin iyon
kanallar1 ekspresyonlarinin farkliligindan kaynaklandigi agiktir (Azimi ve ark 2014).
Her {i¢ hiicre hattinda 4-AP ve paklitakselin beraber kullanimi apoptozu arttirmistir.
Bu artis MCF-7 ve L929 hiicrelerinde kalsiyum artisina baglanabilse de MDA-
MB-231 hiicrelerinde bu hiicre hatlarindan farkli yolaklarin apoptoz siirecinde etkili
olduklar diisiiniilmelidir. Tim hiicre hatlarinda Isc A kalsiyum konsantrasyonunu
arttirmistir. En fazla MDA-MB-231 hiicrelerinde ve en az 1.929 hiicrelernde goriilen
bu artig viskotoksinin katyonik bir peptid oldugu diisiiniiliirse kanser hiicre
ylizeylerinin daha negatif yiliklii olmalar1 ile kooreledir (Abercrombie ve Ambrose
1962).

Viskotoksin 6kse otundan elde dilen tiyonin ailesine ait bir katyonik peptitdir.
Katyonik peptitler tiim canlilarda 6zgiil olmayan savunma sistemleridir. Katyonik
peptidler amfifilik molekiillerdir ve 12 ve 40 aminoasit arasinda sekanslardan
olusurlar. Katyonik peptidlerin ayirt ettirici 6zelligi: Arginin ve lizin aminoasitlerini
icerdikleri i¢in en az +2 ya da genellikle oldugu gibi 4, 5, 6 kadar net pozitif yiike
sahip olmalaridir. Bu aminoasitler nétral pH’da pozitif yiikliidiirler. Dolaysiyla hiicre
membran ylizeyi gorece daha eksi yiikli bakteri gibi hiicrelere segici olarak
baglanirlar. Viskotoksinin segici olarak kanser hiicrelerine tutunmasi eksi yiikli
fosfatidilserin fosfolipidlerinin kanser membran yiizeyinde saglikli hiicrelere gorece
7-8 kat daha fazla olmasindan kaynaklanir (Utsugi ve ark., 1993; Coulon ve ark.,

2002). Katyonik paptidlerin etki mekanizmas1 {izerine yapilan c¢aligmalar bu
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peptidlerin hiicre ylizeyine tutunarak kanal agmalari ve membranda tutunduklari
bolgelerde membran akigkanligini azaltip hemen kenar bolgelerde membran
akiskanligini arttirarak membranin biitiinliigiinii bozmalaridir. Kalsiyum girigine ve
giderek nekroza yol acan bu mekanizma ile hiicre 6liime gider (Sten, 2006). Bu
verilerin 1s18inda bu ¢alismada viskotoksinin LDH ile yapilan ol¢limlerde hiicrede
sizintt meydana getirmeye basladig1 ilk konsantrasyon IC50 degeriyle uyumlu olarak
secilmis ve paklitakselin etkinligini, daha kolay hiicre icine girmesini saglayarak
veya heniiz bilemedigimiz baska bir yolagin da aktivasyonu sonucu, arttiracagi
Ongorilmiistiir. Kalsiyum oOlgiimleri ve hiicre sagkalim sonuglari bu 6ngoriiniin
dogrulugunu gostermektedir. Hiicre sagkalim Slgiimleri viskotoksinin paklitaksel +
4-aminopiridin ile beraber uygulandiginda hiicre sagkaliminda 6nemli derecede
azalma gostermistir. Bu sonug kalsiyum 6l¢timleri ile uyumludur.

Potasyum iyon kanallarinin kanser ile yasamsal iliskisini gosteren bir¢cok ¢alisma
mevcuttur. Potasyum kanallarimin kanserogenez ile iliskileri veya neoplastik
doniigiimiin bu kanallar1 nasil degistirdigi heniiz tam agikliga kavusmasa da bu
kanallarin bloklanmasinin proliferasyonu azalttig1 saptanmistir (Felipe ve ark., 2006).

Proliferasyon kapasitesi yliksek hiicreler normal hiicrelere gore daha depolarize
durumdadirlar ancak yine de hiicre sikliisii sirasinda G1/S faz gegisinin
gerceklesmesi icin hiperpolarize olmak zorundadirlar. Hiicre dongiisii sirasinda
elektrik potansiyelin bu dalgalanma zorunlulugu iyon kanallar1 ve ozellikle K+
kanallar1 tarafindan gerceklestirilir. Voltaj kapili K+ kanallarmin hiicre dongiisiiniin
basinda kontrol noktalarmin kontroliinde ve dolayisiyla membran potansiyeli, hiicre
hacmi ve kalsiyum gibi diger iyon kanallarinin degisimlerin diizenlenmesinde etkin
olduklart bildirilmistir (Pardo, 2004). Dolaysiyla K* kanallar1 kanser terapisi i¢in
potansiyel hedeflerdir (Villalonga ve ark., 2007). Hiicre i¢i K* konsantrasyonu PBFI-
AM floresan boya ile belirlendi. PBFI-AM potasyuma baglanma kapasitesi hiicre i¢i
sodyum konsantrasyonuna baglidir. Hiicre i¢i Nat konsantrasyonu arttiginda PBFI-
AM’in ayrigsma sabiti (Kd) diiser ve boylece floresan boya K+’ a daha ¢ok baglanir ve

floresan siddeti artar. Potasyum olg¢limleri de kinetik olarak yapilmig ancak anlamh
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bir dalgalanma goriilmedigi i¢in histogram olarak verilmistir. 4-aminopiridin voltaj
kapil1 kanal blokeri olmas1 nedeniyle beklendigi gibi tiim hiicre hatlarinda potasyum
konsantrasyonunda artis meydana getirmistir. Paklitakselin ise hiicre hattina spesifik
etki gostermesi ilgingtir. L929 hiicrelerinde K+ konsantrasyonunu diisiirdiigii, MCF-7
hiicrelerinde herhangi bir etki gostermedigi ancak MDA-MB-231 hiicrelerinde
anlamli bir artisa neden oldugu gozlenmektedir. Yiiksek metastatik karakteri
nedeniyle MDA-MB-231 hiicre membraninda Na* kanallarinin diger metastatik
olmayan meme kanseri hiicrelerine gore daha fazla sentezlendigi bilinmektedir. Daha
once yapilan calismalarda PTX’in voltaj bagimli Na* kanallarini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu durum hiicre i¢i Nat miktarinda artisa neden oldugu i¢in MDA-
MB-231 hiicrelerinde PTX’in sebep oldugu K artis1 bu mekanizmayla aciklanabilir.
Kitamura ve ark. kardiyak miyosit hiicre benzeri H9¢2 hiicre hattinda paklitakselin
Kv2.1 (Ikur) kanallarin1 blokladigin1 gostermislerdir (Kitamura ve ark., 2015). Bu
caligmada Potasyum konsantrasyon oOl¢iimii yapilmamis olsa da bu kanallarin
bloklanmasinin K* artigina neden olacagi acgiktir. Meme kanseri hiicrelerinde
Paklitakselin potasyum konsantrasyonuna etkisini gosteren bir ¢aligsmaya
tarafimizdan rastlanmamistir. 4-AP ve paklitaksel beraber kullanildiginda hem
MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde potasyum artig1 gozlenmektedir. Isc A ile
beraber kullanildiginda bu artis azalmaktadir. Viskotoksin tek basina K+
konsantrasyonunu diisiirmektedir. Viskotoksinin hiicre membraninda kanal agma
ozelligi goz oniine alindiginda bu sonug sasirtict degildir.

Plazma membran potansiyeli degisimi hiicrelerin boliinmeye, G1 fazina gegisleri
icin ve hiicre dongiisii agisindan zorunludur. Kanser hiicreleri ve embriyonik hiicreler
farklilasmasin1 tamamlamis hiicrelere gorece daha depolarize durumdadirlar.
Hiicrenin boliinme agamasina gegmesi i¢in depolarize olmasi gerekmektedir. Ayni
sekilde G1/S fazina geg¢is icin de hiicrenin hiperpolarizasyonu gereklidir. Hiicre
Oliimii membran potansiyelinin sifirlanmasi ile son bulur dolaysiyla canli durumdaki
potansiyeline gorece depolarize durumda oldugu sdylenir. Bu ¢alismada membran

potansiyeli Olciimleri sagkalim ile ve potasyum, kalsiyum Olglimleri ile bir
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korelasyon kurulup kurulamayacagini saptamak i¢in yapilmistir. Tim hiicre
hatlarinda 4-AP uygulamasi sonucu goriilen depolarizasyon bu hiicrelerde dl¢tilen K+
konsantrasyon artis1 ile uyumludur. Paklitaksel uygulamasinda hem 1L.929 hem de
MCF-7 hiicrelerinde artan bir depolarizasyon goriilmektedir. Her iki hiicre hattinda
hiicre i¢i potasyum konsantrasyonunda azalma (L929) veya herhangi bir degisiklik
gorlilmedigi (MCF-7) icin bu depolarizasyon artan kalsiyum derisimi ile veya
paklitakselin aktive edecegi voltaj kapili sodyum kanallar1 sonucu agiklanabilir. Li ve
ark. paklitakselin néronlarda voltaj kapili Nav1.7 kanali ekspresyonunu arttirdigin
gostermislerdir. Benzer bir etkinin diger hiicre hatlarinda da goriilmesi olasidir (Li ve
ark. 2018). Viskotoksin uygulamasi sonucu tiim hiicrelerde, MDA-MB-231 ve L.929
hiicrelerinde altinc1 saatten sonra depolarizasyon goriilmektedir. Bu
depolarizasyonun kalsiyum girisine baglamak yanlis olmayacaktir. Viskotoksinin
iyon kanallar1 iizerine ekspresyon degisimi meydana getirmek gibi bir etkisi
bildirilmemistir. 4-AP ve paklitaksel beraber kullaniminda L929 hiicrelerinde once
hiperpolarizasyon daha sonra hiicrelerin 6ldiigiiniine de isaret eden depolarizasyon
gorlilmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise tekli uygulamalarin aksine
depolarizasyon goriilmektedir. Bu depolarizasyon K+ artis1 ile uyumludur. Uclii
uygulamada ise yiiksek orandaki depolarizasyon artan kalsiyum ile ve hiicre Sliimii
ile uyumludur.

Bu calisma 4-AP ve viskotoksinin paklitaksel etkinligini arttirdigini gostermistir.
Olas1 mekanizmay1 aydmlatmak i¢in iyon kanallarinin akiminda meydana gelen
degisimlerin Ol¢iilmesi i¢in yama kenetleme tekniginin kullanilmasinin zorunlu
oldugu diisiincesindeyiz. Hiicre dongiisiiniin de 24 saat sonra degil membran
potansiyeli ve iyon akimlar ile korelasyonunun kurulmasi i¢in ila¢ uygulamasindan
sonra belli araliklarla yapilmasinda yarar gérmekteyiz.

Pakltakselin etkinliginin arttirilmas: paklitakselin yan etkilerinin en aza
indirilmesi acisindan énemlidir. Bu verilerin klinikte kullanilmasi i¢in bu ¢alismanin
hayvan deneyleri ile devam ettirilmesi 6nemlidir. Bu sonuglarin klinik uygulamalar

acisindan limit vaat ettigine inanmaktayiz.
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