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YUKSEK LiSANS TEZi

BOR VE KEMOTERAPATIKLERLE OLUSTURULAN KOMBINASYONUN MEME
KANSERI HUCRELERI UZERINDE IN VITRO ETKISININ BELIRLENMESI

Recep ERGUN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
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Veterinerlik Histoloji ve Embriyoloji Programi

Damisman : Dog¢. Dr. M. Basak TUNALI
I1. Damisman : Doc. Dr. Giil ipek GUNDOGAN

Fenilboronik asit, serin proteaz inhibitorleri olarak hareket eden en etkili boronik asit
tirevidir. Kanser hiicreleri iizerinde segici bir anti-migrasyon olusturmasi ve apoptozisi
indiiklemesi ile kanser tedavisi i¢in umut verici bir aday olmasini saglamaktadir. Meme
kanseri tedavisinde etkin bir sekilde doksorubisin ve docetaksel kullanilmaktadir.
Doksorubisin ve docetakseli, fenilboronik asitle kombine ederek meme kanseri tedavisinde
potansiyel doz kombinasyonlarinin anti-kanserojenik etkilerini arttirmas1 hedeflenmistir.

Calismamizda 1 mM ve 10 mM PBA, 10 nM DOC ve 100 nM DOC, 100 nM DOX ve 1000
nM DOX dozlar1 kullanilmis olup, tiim dozlar tekil olarak, PBA+DOC ve PBA+DOX ikili ve
PBA+DOC+DOX {iglii doz kombinasyon gruplart uygulanmistir. Bu uygulamalar hiicre
kiiltiirii ¢alismalar1 ile MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde, WST-1 ile proliferasyon testi
kullanilarak hiicre canliligi, scratch assay yontemi ile hiicre migrasyon hizlari, DCF-DA ROS
testi ile hiicrelerdeki oksitatif stres diizeyleri, anneksin V ve Pl ile apoptoz analizleri
gergeklestirilmistir.

Calisgmamizin sonunda uyguladigimiz tiim kombine dozlar igerisindeki 10 mM PBA + 100
nM DOC + 1000 nM DOX dozu birbirinin etkilerini artirarak anti-kanserojenik o6zellik
gosterdigini analiz sonuglarinda gdstermis bulunmaktayiz.

Nisan 2023, 107 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fenilboronik asit, Docetaksel, Doksorubisin, Meme Kanseri
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DETERMINATION OF IN VITRO EFFECTS OF COMBINATION WITH BORON
AND CHEMOTHERAPATICS ON BREAST CANCER CELLS

Recep ERGUN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Veterinary Department of Histology and Embryology

Veterinary Histology and Embryology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. M. Basak TUNALI
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giil ipek GUNDOGAN

Phenylboronic acid is the most effective derivative of boronic acid, acting as serine protease
inhibitors. It is a promising candidate for cancer therapy, with selective anti-migration and
induction of apoptosis on cancer cells. Doxorubicin and docetaxel are used effectively in the
treatment of breast cancer. It is aimed to increase the anti-carcinogenic effects of potential
dose combinations in the treatment of breast cancer with combining doxorubicin and
docetaxel with phenylboronic acid

In our study, 1 mM PBA, 10 mM PBA, 10 nM DOC, 100 nM DOC, 100 nM DOX, 1000 nM
DOX doses were selected and then all these doses were used individually, PBA+DOC and
PBA+DOX double and PBA+DOC+DOX triple dose combination groups at cell culture. Cell
culture studies with MCF7 and MCF10A cells, cell viability studies using the proliferation
test with WST-1, cell migration rates with the scratch assay method, oxidative stress levels in
the cells with the DCF-DA ROS test, apoptosis analyzes with annexin V and Pl were
performed in our study with these doses and combinations.

We showed that 10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX dose was increased the effects
of each components and showed higher anti-carcinogenic effect than other doses and groups
in our study.

April 2023, 107 pages.

Keywords:  Phenylboronic  acid,  Docetaxel, = Doxorubucin,  Breast  Cancer,
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1. GIRIS

Meme kanseri, her yil tahminen bir buguk milyon yeni vaka ve yilda yaklasik yarim
milyon 6liimle sonuglanan, diinya ¢apinda kadinlarda en sik teshis edilen bir kanser tiiriidiir
[1]. Her yil dokuz kadindan biri meme kanserine yakalanmaktadir [2]. Diinya kanser
istatistiklerini isleyen Globocan’in 2020 yil1 verilerine gore diinyada tiim kanser vakalariin
%11,7’si ile meme kanseri en yiiksek orana sahip kanser tipidir. Kadinlarda, %?24,5’lik
oraninda goriilen meme kanseri birinci siradaki kanser tipini olusturur. Ayni yil icerisinde
kanser tanisi1 konulan vakalarda meme kanseri %6,9 6liim oranina sahiptir. Tiirkiye tim
kanser vakalarinin %10,3’l ile meme kanseri, akciger kanserinden sonra ikinci en yiiksek
orana sahip kanser tipi olmustur [3]. Meme kanseri klinik olarak heterojen bir kanser tipidir.
Kanser hastalarinda, genelde birincil bolgedeki tiimorlerden ziyade metastazlar sonucu olusan
timorler 6liime neden olmaktadir. Meme kanserine sahip olan hastalarin yaklasik %10-15'i
agresif tipe sahiptir, dolayisiyla ilk taninin konulmasindan itibaren 10 yil veya daha uzun
yillar sonra bile farkli organlarda metastazlarin ortaya c¢ikmasi olasidir. Meme kanseri
metastaik olarak kemik, akciger ve karaciger dokularinda yayilma gostermektedir [4].

Fenilboronik asitin (PBA) yiiksek stabilite, diisiik bagisiklik tepkisi ve kolay kimyasal
modifikasyon avantajlarina sahip olmasindan dolay: fonksiyonel hale getirilerek olusturulan
malzemeler biyolojik alanda ¢ok farkli kullanim alanlarina sahiptir [5]. PBA BA’dan daha
giiclii ve segici bir hiicre gogii, canlilik inhibitorii oldugu ortaya konulmustur, bundan dolay1
kanser tedavisi i¢in umut verici yeni bir aday olarak diistiniilmektedir [6].

Doksorubisinin (DOX) etki mekanizmasi, ilacin DNA baz ¢iftlerinin i¢ine araya
girerek DNA zincirlerinin kirilmasina ve sentez inhibisyonuna sebep olarak ¢aligmaktadir [7].
Dosetakselin (DOC) etki mekanizmasi, hiicre dongiisiinii durdurarak proliferasyonunu
arttirarak ¢aligmaktadir [8].

Kemoterapdtiklerin kanser tedavisinin olusturdugu yan etkilere karsi alternatif bir
tedavi yontemine oncii olmasi amaciyla bu ¢alisma planlandi. PBA’nin meme kanseri hiicresi
hatt1 (MCF7) ve saglikli hiicre hattt (MCF10A) iizerindeki hiicre proliferasyon etkisi daha

diisiik dozlardaki kemoterapétik ilaglarin etkileriyle birlestirilerek sinerjik bir etki olusmasi



amaglandi. Bu dogrultuda DOC ve DOX’un PBA ile hem ikili hem de tgli doz
kombinasyonlar1 olusturarak etkilerinin tespiti i¢in analizler yapilmistir.

Calismamizin 6zgiin degeri olan PBA’nin kanser tedavisinde etkin olarak kullanilan
anti-kanserojenik ilaglarin etkisini in-vitro modelde artirdigini kantitatif olarak gosteren ilk
caligmadir. Uyguladigimiz kombinasyon dozlari, daha sonra yapilacak calismalara anti-

kanserojen hiicre molekiiler mekanizmalarina katki saglamasi diistiniilmektedir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. MEME KANSERI

Karsinomu tanimlamak igin, ilk olarak M.O. 460-370 yillarinda yasamis olan Hipokrat
tarafindan, Yunanca’da yenge¢ anlamindaki ‘“karkinos” terimini kullanmistir. Kanser
vakalarmin ilk kayitlari, M.O. 1600 yillarinda Misir’daki el yazmalarinda bulunmustur.
Yaztlara gore M.O. 1500’lerde meme kanseri vakalarinin oldugu, tedavisinin olmadigi ve
timorlerin giintimiizde oldugu gibi cerrahi yontemle ¢ikarildig belirtilmistir [9].

Meme kanserine sebep olan bircok i¢ ve dis faktorler vardir. ilerleyen yaslarda dogum
yapma, erken menars, menopozda veya sonrasinda hormon tedavisi, tiitiin kullanim1 veya ¢ok
fazla titiin dumanina maruz kalma, alkol kullanimi, yagli beslenme, dis etkenlerden
bazilaridir. Aile kanser gegmisi ve genetik yatkinliklar ise i¢ etkenlerden en 6nemlileridir [10,
11, 12]. Ostrojen ve progesteron hormonlarinin, meme hiicresi béliinme orani {izerinde etkisi
oldugu kanitlanmistir. Bu da kadinlarda meme kanserinin yiiksek oranda goriilmesini
aciklamaktadir (meme kanserinin %99'u kadinlarda goriiliir). Ayrica BRCA1 ve BRCAZ2 gen
mutasyonlarina sahip olan kisilerin hayatlar1 boyunca meme kanserine yakalanma riskinin

yiiksek oldugu tespit edilmistir [13].

2.2. MEME KANSERININ OLUSUMU

Meme kanseri tipi, tiimoriin sekillendigi hiicreler tarafindan belirlenir. Meme epitel
hiicrelerinde gelistiginde, bu tip tliimdre karsinom denir. Primer timdr ayrica kas, yag veya
bag dokulart gibi diger dokulardan gelen hiicrelerde baslarsa, bu tip tlimoérlere sarkomlar,
filloidler, paget hastalig1 ve anjiyosarkomlar denir ancak daha az siklikta goriilirler [14].

Meme kanseri, glandiiler siit kanallarinin epitel hiicrelerinden veya meme
lobiillerinden kaynaklanirsa malign bir timordiir [15]. Bir meme kanseri hiicresi anormal bir
boliinme sirasinda ii¢ farkli asamadan gecer. Bu asamalar enfeksiyon yogunluguna gore
belirlenir. Asama-1’de hiicreler normal meme hiicreleri gibi goriiniirler ve genellikle yavas

bliyiirler. Asama-2’de normal hiicrelerden biraz farkli goriiniirler ve Asama-1'e gore daha



hizli biiyiirler. Asama 3’te normal meme hiicrelerinden tamamen farkli yapidadirlar ve
genellikle diger asamalardan ¢ok daha hizli biiyitirler [16].

Meme kanserlerinin ¢ogunlugu siit kanallarinda ortaya ¢ikar ve duktal karsinom olarak
adlandirilirlar [16]. Meme kanserinin yaklasik ticte ikisi duktal karsinom olarak goriilmektedir
[17]. Duktal karsinom herhangi bir belirleyici semptom gostermedigi igin meme muayenesi
veya mamografisine kadar tespit edilmesi zordur. Bazen meme kanseri siit iireten bolgede
yani, lobiillerde de ortaya ¢ikabilir, bu kanser tipine lobiiler karsinom adi verilmektedir [18].
Meme kanserinin yaklasik ti¢te biri lobiiler karsinom olarak goriilmektedir [17]. Her ikisi de
cevre dokulara ve diger organlara kan dolasimi ve lenf diiglimleri yoluyla metastaz yapabilir

[19].

2.3. MEME KANSERININ HETEROJENLIGI

Meme kanseri tek basina bir hastalik degildir. Molekiiler diizeyde, histopatolojik ve
klinik diizeyde heterojenlik gdsteren ayrica hastadan hastaya ¢ok farkl klinik seyiri ve tedavi
yanitlart olusturan bir hastaliklar toplulugudur. Meme kanserinin heterojen yapis1 iki farkli
diizeyde gosterilmektedir. Aymi organ iginde farkli histolojik alt tiplerine sahip tiimorler,
patologlar tarafindan kanser heterojenligi olarak tanimlanmistir. Timor 6rnekleri genellikle
morfolojik diizeyde heterojendir ve farkli hiicre tiplerini ve farkli bolgeler arasinda degisken
bir stromal bilesimi icerir [20].

Farkli hastalarin, farkli genetik ve fenotipik profillere sahip tiimorleri oldugu ve ayni
hastada genetik heterojenligin  sergilendigi  bir intratiimor heterojenligi  oldugu
gozlemlenmistir [20, 21].

Meme tiimdrlerinin hiicresel ve molekiiler heterojenligi ve hiicre biiylimesini, 6liimiinii
ve farklilasmasini kontrol etmede potansiyel olarak rol oynayan ¢ok sayida gen, uyum iginde
coklu genetik degisikliklerin incelenmesinin énemini vurgulanmaktadir. cDNA mikrodizileri
kullanilarak tiimorlerde binlerce genin ekspresyon paternlerinin sistematik olarak arastirilmasi
ve bunlarin fenotipik varyasyonun spesifik 6zellikleriyle korelasyonu, kanserin gelismis bir
taksonomisine temel olusturabilir [21].

Bu tiimorlerin farkli heterojen seviye gostermeleri ve tedavi siirecinde {istesinden
gelinmesini zorlastiran biyolojik davranislarina yol acar. Ayrica bu tiir heterojenlikten dolay1
meme kanserinde geleneksel tedaviye olan direng en biiylik klinik problemlerin basindadir
[22].



2.4. MEME KANSERININ SINIFLANDIRILMASI

Meme kanseri ilk olarak fiziksel muayene ile ardindan mamogram, ultrason ve doku
biyopsisi gibi ¢esitli teknikler ile teshis edilebilir. Meme biyopsisi ile siipheli bolgeden doku
veya sivi alinarak yapilmaktadir ve yapilacak olan testler ile siipheli bolgenin kanser olup
olmadigi kesin olarak belirlenebilmektedir [23].

Meme kanserinin heterojenliginden dolayr bu tiimorler temel olarak dort farkl
parametreye gore siiflandirilmiglardir. Duktal karsinom in situ (DCIS), ¢evreleyen dokuyu
istila etmeden meme kanallarinin limeninde biriken malign hiicrelerin proliferasyonu ile
aciklanir [22, 23]. DCIS ¢ogunlukla meme kanserlerde en ¢ok goriilen ve alt tipi olan invaziv
duktal karsinom (IDC) tipinin Onciisii olarak kabul edilmektedir. IDC, metastatik yayilimin
ilk adim1 olan stromal dokuda ve ayrica ¢evre dokularda kanser hiicrelerinin infiltrasyonu ile
aciklanir [24, 25, 26].

Meme kanserinin derecesi patologlar tarafindan histopatolojik parametrelere dayali
olarak tanimlanir ve tiimoriin agresifligini agiklar. Liiminal ve duktal epitel hiicreler
morfolojik yapilart ile hiicre ¢ekirdekleri tekdiizeliklerini kaybederler ve kontrolsiiz
bolinmeye baslarlar [27]. Meme kanserinin evresi, diger timoérlerde oldugu gibi timor,
nodiil, metastaz (TNM) siniflandirmasi kullanilarak belirlenir. Timor boyutu (T1 ila T4), lenf

diigtimlerinin tutulumu (NO ila N3) ve metastaz varligi (MO veya M1) ile hesaplanir [28].

2.5. MEME KANSERININ TEDAVISi

Meme kanserinin tedavisine yonelik ¢esitli bilimsel yollar kabul edilerek segenekler
olusturulmustur. Kanser dokusunun ciddiyeti ve yogunluguna bagl olarak, kanserli dokunun
ve bu doku cevresinde bulunan bir miktar temiz dokunun da alindig1r lumpektomi veya tim
memenin alindig1 mastektomi olmak tizere gesitli cerrahi tedavi segenekleri mevcuttur [29].

Kemoterapi bir diger tedavi secenegidir. Bu tedavide kanser hiicrelerini 6ldiirmek
veya boliinmelerini durdurmak igin antikanserojen ilaglar kullanilir [30]. Ayrica cerrahi
tedavilerden sonra viicutta kalan kanserli hiicreler i¢in radyasyon tedavisi bazen kemoterapi
ile birlikte wverilir. Yiksek radyasyon ismnlart kanserli hiicrelerin oliimiinii saglar ve
biiyiimelerini durdurur [31]. Yapilan tiim kanser tedavilerinden sonra hormon tedavisi

yapilmasi ile hormona duyarli olan meme kanseri hastalarinda meme kanseri gelisme riskini



azaltir ve ayrica hormona duyarli tiimorleri olan hastalarda da metastatik meme kanserinin

biiyiime ve ilerleme riskini etkili bir sekilde azaltabilir [32].

2.5.1. Meme Kanserinin Tedavisinde Kullanilan Kemoteropatik ilaclar

2.5.1.1. Doksorubisin (DOX)
DOX Streptomyces peucetius var. caesius bakterisinden izole edilen bir antrasiklin

antibiyotiktir. DOX’un suda ve sulu alkollerde ¢dziinen bir ilag olup polar olmayan organik
¢oziiciilerde ¢oziinmemektedir [33]. DOX, genel olarak meme kanserinin tedavisinde en aktif
tek ajan olarak kabul edilmektedir [34, 35]. Ayrica, DOX yumurtalik, mesane ve akciger
karsinomlarina kars1 da etki gostermektedir. DOX, DNA enterkalasyonu, serbest radikalleri
aciga ¢ikarmak, ya da topoizomeraz inhibisyonu yoluyla hiicre olimiini indiikleyerek etki
gosterir [35, 36].

Antrasiklinler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olabilir ve hiicrelerde
serbest radikal hasar1 olusturarak ilacin antitiimor aktivitesine katkida bulunurlar [37].

DOX'un kanser hiicrelerine basit bir difiizyonla girip sitoplazmada bulunan
proteazoma yiiksek afinite ile baglanmaktadir. Daha sonra 20S proteazomal alt birimine
baglanarak, bir DOX proteazom kompleksi olusturur ve DOX proteazomdan ayrisirak
proteazomdan daha yiiksek afiniteye sahip olarak DNA'ya baglanir [36].

DOX'un klinik uygulamalarinda tiimor hiicrelerindeki direng gelisimi veya saglikli
dokulardaki toksisitede ciddi sorunlar olusturmaktadir [36].

NH,
OH

Sekil 1: Doksorubisin’in Kimyasal Yapisi [36].

2.5.1.2. Docetaksel (DOC)
Taksan ilaclar paklitaksel (Taxol®) ve yar1 sentetik tiirevi olan docetaxel (Taxotere®)

olarak meme kanserinin tedavisinde kritik 6dneme sahip anti-mikrotiibiil ilaclardir. Diger



mikrotiibiil ilaglarin aksine, B-tubulin alt birimlerine baglanarak, serbest tiibiilin ve
mikrotiibiiller arasindaki dengeyi demontaj yerine montaj yoniinde kaydirarak bozar [38, 39].

Docetaxel ((2R,3S)-N-carboxy-3-phenylisoserine, N-tert-butyl ester, 13-ester with 5,
20-epoxy-1, 2, 4, 7, 10, 13-hexahydroxytax-11-en-9-one 4-acetate 2-benzoate, trihydrate)
nadir bir Pasifik porsuk agaci olan Taxus brevifolia'dan ekstrakt edilen ve paklitakselin yar1
sentetik bir tipidir. Docetaxel paklitakselden kimyasal yapisinda bulunan karbon 10’daki
fonksiyonel grup degisikligi ile docetaxel paklitakselden daha fazla suda ¢oziiniir [40].

Paklitaksel ve docetaksel gibi taksan ilaclari, meme kanserli hastalarin tedavisinde
kritik olarak Onemli antimikrotubiil ilaclar olarak kullanilmaktadir. Taksan tedavisi,
mikrotiibiillerin anormal mikrotiiblil demetlerinin olusumuna yol agan depolimerizasyona
kars1 stabilizasyonuna neden olur. Anormal demetler fizyolojik pargalanmaya direnir, tiimor
hiicrelerinde birikerek hiicre proliferasyonunu inhibe eder. G2 / M evresinde hiicre dongiisii
tutulmasina, apoptozise, sitotoksisiteye ve sonugta hiicre 6liimiine yol agar [39, 40].

Docetaxel 1996 yilinda Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan meme kanseri
tedavisinde kullanim ic¢in onaylanmistir. Boylelikle giiniimiize kadar docetaxel iceren
tedavilerde dnemli sonuglar alinmistir [41]. Ileri evre meme kanserli hastalarda, DOC ve
DOX un tek ajan olarak en biiyiik aktiviteye sahiptir [34, 39, 42]. In vitro ve in vivo olarak
DOC c¢ok ¢esitli kanser hiicrelerine karst antineoplastik aktiviteye sahiptir, birkag
antineoplastik ajan ile sinerjistik aktivite gosterir ve genellikle insan meme kanseri hiicre

hatlarina kars1 paklitakselden daha fazla sitotoksik aktiviteye sahiptir [43].



Sekil 2: Docetaxel (iistte) ve Paklitaksel (altta) Kimyasal Yapilar1 [44].

2.6. BOR

Bor, atomik sayis1 5, atomik kiitlesi 10.811 g / mol ve kimyasal sembolii B olan
periyodik tabloda grup 13'te yer alan bir metaloiddir [45]. Bu element, genellikle diger
elementlerle Dbirlikte yaklasik 230 bilesik olusturan kimyasal olarak dinamik bir eser
elementtir. Borun dogada elemental bir formda bulunmadigi, organizmalardaki fizyolojik
acidan onemli olan bor formlar1 olan sodyum ve oksijen iceren organoboron komplekslerini
olusturarak yer aldig tespit edilmistir. Dogal olarak kayalarda, toprakta ve suda bulunur [46].

Borik asit ve borun sodyum tuzlari (boraks, disodyum tetraborat) yaygin olarak
antiseptik ve bakterisit olarak sabun ve deterjanlarda, konservelerde koruyucu madde olarak,
giibrelerde, bocek oldiiriiciiler ve herbisitlerde kullanildigi bilinmektedir. Bor ayrica cam
tiretimi, cam elyafi izolasyonu, porselen, emaye, seramik sirlar1 ve metal alagimlar1 dahil

olmak iizere bir¢ok endiistriyel uygulamalarda da kullanilmaktadir [45].



Bor, cesitli sebze ve meyvelerde eser element olarak bulunmaktadir. Bu mikro-
mineral, glnliik olarak besinler ile tliketilmekte ve alinan miktar tiiketilen yiyecek ve
iceceklerde ortaya cikan diizeylere gore degismektedir. Meyveler, sebzeler, kabuklu yemisgler
ve baklagiller gibi besinleri tiiketerek bor aliminin arttiritlmasini ve diyet onerisi olarak kabul
edilmesi gerektigi bildirilmistir [47]. Giinde 1 mg’dan fazla bor tiikketilmesi durumunda insan
sagligina yararlar1 olacagi diisiinlilerek yasam siiresini de uzatacagi on goriilmektedir. Borun,
kalsiyum, magnezyum, triasilgliseroller, glukoz, aminoasitler, reaktif oksijen tiirleri, 17f-
ostradiol, kalsitonin, 25-hidroksikolekalsiferol gibi hormonlarin metabolizmasinda rol aldig:
bilinmektedir [48, 49].

Borun eksikliginin veya fazlaliginin bir takim biyolojik etkilere neden oldugu
gosterilmigtir. Hormon ve enzim reaksiyonlarinda, hiicre membran fonksiyonlarinda ve
mineral metabolizmasinda 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir. Bir¢ok bitkinin biiyiime
ve ¢iceklenme siirecinde esansiyel bir bilesen oldugu belirtilmistir [50].

Borun tiiketilmesi ile hizla bagirsaktan emildigi ve dokularda birikme egiliminde
olmadan viicuttan idrarla tamamen atildig: tespit edilmistir [45]. Borun insan biyolojisindeki
yeri ile ilgili yapilan ¢alismalarda canlilik ve yasamda aktif rol aldig1 gosterilmistir. Kemigin
biiylimesi ve korunmasinda, yara iyilesmesinde aktif rol aldigi bildirilmistir. Siganlarda ve
piliglerde yapilan bir ¢alismada bor takviyesinin kemik giictinii arttirdigt gosterilmistir [51].
Ostrojen, testosteron ve D vitamini gibi alimlarindaki sonuglar1 yararl bir sekilde etkiledigi
gosterilmistir. Magnezyum emilimini artirdigi ve yiiksek duyarlikli C-reaktif protein (hs-
CRP) ile timor nekroz faktorii o (TNF-a) gibi inflamatuar seviyelerini azalttifi tespit
edilmigtir. Siiperoksit Dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerin seviyelerini arttirdigi, pestisit kaynakli oksidatif stres ve agir metal toksisitesine
karst korudugu kanmitlanmistir. Beyinin elektriksel aktivitesini, bilissel performansini ve
yaslilar i¢in kisa stireli hafizay1 gelistirdigi bildirilmistir. Prostat, meme, servikal ve akciger
kanserleri gibi bir dizi kansere karsi Onleyici olabildigi ileri siiriilmiistiir. Geleneksel
kemoterapétik ajanlarin olumsuz etkilerini iyilestirmeye yardimci olabilecegine dair bulgular
da literatiirlerde bildirilmistir [48].

Spesifik steroid hormonlarinin olugmasi i¢in borun gerekli oldugu bildirilmistir. Bir
klinik ¢aligmada, 7 hafta boyunca 3 mg/giin bor tiiketen postmenopozal kadinlarda hem 17-
beta-ostradiol hem de testosteron diizeylerinin 6nemli Gl¢lide arttigi gosterilmistir [56]. Bu

nedenle, diyetle alman borun Hormon Replasman tedavisinin etkilerini taklit edebildigi
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distiniilmistiir [51]. Testosteron ve Ostrojenin meme dokusu itizerindeki proliferatif etkisini
Onledigi ve meme kanseri i¢in koruyucu bir rol oynadigii gostermislerdir. Ayrica timor
biiylimesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Klinik 6ncesi ¢aligmalar; testosteronun memenin
dogal endojen bir koruyucusu olarak hizmet ettigini desteklemektedir [48, 52]. Premenopozal
kadinlarda meme kanseri riskinin, dolagimdaki testosteron ve androstenedion diizeyleri ile
dogrudan iliskili oldugunu belirtmislerdir. Giinde en az 10 mg borun ginlik diyetle
alinmasiyla, estradiol diizeyini azalttigin1 ve testosteron diizeyini arttirdigini bildirmislerdir
[48].

Bor eksikliginin biiyiime, anormal kemik gelisimi, kanda steroid hormon diizeylerinde
azalma, iiriner kalsiyum atilimindaki artis gibi anormalliklere, insanlarda ve hayvanlarda
makromineral durumdaki degisikliklerde bozulmaya neden oldugu bildirilmistir. Ayrica
farelerin ve kurbagalarin bor eksikliginden kaynaklanan gelisimsel bozukluklara sahip
olabilecegi de tespit edilmistir. Bor eksikliginin sigan ve fare modellerinde ise osteogenezi
azalttig1 gosterilmistir [45].

1990 yilinda ilk kez borun inflamatuar ve oksidatif stresi etkileyebildigi tespit
edilmistir. 2008'den sonraki arastirmalarda ise kemik biiylimesini, artriti, kardiyovaskiiler
hastaliklari, osteoporoz ve kanser gibi patolojik durumlarin duyarliliini ve siddetini etkileyen
oksidatif ve enflamatuar stresin modiilasyonunu olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir [52].

Borun oksidatif stres yaniti diizenledigini gdsteren 25'in lizerinde arastirma vardir.
Borun anti-inflamatuvar ve antioksidan etkiye sahip oldugu in vitro ve in vivo hayvan
caligmalarinda gosterilmistir. Borun antienflamatuar ve antioksidan biyoaktivitesi ile bazi
kanser tiirleri arasinda bir iligkili olabilecegi bildirilmistir [52].

Kanser tedavisinde toksisiteyi azaltmak i¢in, sodyum kloriir ve mannitol ile hazirlanan
cozeltiler formunda cisplatin (kemoterapik ajan) uygulanmaktadir. Cisplatin kaynakl
inflamasyonun, oksidatif stresin ve doku hasarmin belirli dozlarda borik asit ile
azaltilabilecegini gosterilmistir. Bu baglamda, borik asit ile olusturulan tampon ¢ozeltilerle
hazirlanacak cisplatin ¢ozeltileri, yan etkilerin azaltilmasinda yararli olabilecegi bildirilmistir
[53].

Borun en yaygin inorganik formu boraks (sodyum borat) ve borik asittir (BA). Bazi
caligmalarda borik asidin anti-tiimdral 6zelliklere sahip oldugu ileri siiriilmistiir [6, 54, 55,
56] Oliimciil etki mekanizmasmnin apoptozisi icermedigi, ancak histon deasetilaz inhibisyonu

ile gerceklestigi diisiiniilmektedir. Ayrica, borik asit toksisitesinin bitkiler ve bdceklerde
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otofaji ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ote yandan, bircok calisma histon deasetilaz
inhibitorlerini (HDACIH) artmis bir otofaji ile iliskilendirmistir [57].

Bor igeren bilesiklerden en ¢ok etkilenen kanser tiirlerinin prostat, meme, servikal ve
akciger kanseri oldugu bildirilmistir. Kanser hiicreleri iizerinde Bor aktivitesini igeren
mekanizmalar, serin proteazlar, NAD-dehidrojenazlar, mRNA ekleme ve hiicre boliinmesi
dahil olmak iizere ¢esitli enzimatik aktivitelerin inhibisyonuna, ayrica reseptdr baglanma
taklidine ve apoptozisin indiiksiyonuna dayanmaktadir [58].

Metastatik prostat kanseri hiicreleri (DU-145) iizerinde anti-kanser tedavi potansiyeli,
BA ve PBA’nin spesifik sinyal mekanizmalarini incelenmistir. Elde edilen sonuglar, hem BA
hem de PBA’nin, fibronektin iizerinde biiylimiiy DU-145 hiicrelerinde aktin dagilimini
degistirdigini ve ayn1 zamanda, GTPazlarin Rho ailesi ve bunlarin downregulasyonlar1 dahil
olmak {izere hiicre gog¢ii ve hiicre yayilmasinda anahtar rol oynayan birkag¢ proteinin

aktivitesini azalttigin1 gésterilmistir [6, 56]

2.6.1. Fenilboronik asit (C6H7BO2) (PBA)

Fenilboronik asit, borik aside benzer bir reaktif 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir.
PBA’nin organik yapisi (Sekil 3) aromatik halka {izerindeki gruplarinin konumu ve dogasi
itibari ile katalitik aktiviteyi ayarlar [59]. PBA’nin bir serin proteaz inhibitorii ve bir peptidil
transferaz inhibitorii olarak islevlerinde cis-diol ve hidroksil kisimlar1 ile kompleks

olusturabildigi belirtilmistir. [58].
OH
/
B
\
OH

Sekil 3: PBA’nin kimyasal yapisi [59].

Fenilboronik asit (PBA) gibi aromatik borik asitler H,O2 ve radikal oksijen tiirleri
(ROS) ile reaksiyona girerek fenollere kolayca doniistiiriilir. Timoér dokularinda ROS
konsantrasyonu anormal derecede (saglikli hiicrelere gore 10 ila 40 kat) yiiksek oldugu

gozlemlenmistir, bu agidan degerli bir biyolojik tetikleyici konumundadir [60].
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Kanser hiicrelerinin metastaza ve proliferasyona girmesinde, PBA’nin BA’dan daha
giiclii oldugu birka¢ ¢alismada gosterilmistir. Ozellikle insan prostat ve meme kanseri
hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda PBA’nin hiicre gog¢iinii segici olarak inhibe ettigi ve kanser
hiicrelerinin canlilifini azalttig1 gdsterilmistir. 1000 uM'lik konsantrasyonda borik asidin DU-
145 hiicrelerinin migrasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu doz insanlarda ortalama serum
borik asit seviyelerinin ~ 100 katidir. Aksine, PBA’nin, DU-145, PC-3 ve ZR-75-1 kanser
hiicresi hatlarinda hiicre gogiinii doza bagimli bir sekilde Onemli oOlgiide inhibe ettigi
gosterilmigtir. PBA ve borik asidin, normal hiicre hatlarinin canliliklarinda herhangi bir
anlamli etkisi olmadig1 gosterilmistir [6]. 1 mM BA’nin meme kanseri hiicrelerinin in vitro
olarak biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur. SK-BR-3 ve ZR-75-1 meme kanseri hiicrelerini
kismen inhibe ettigi bildirilmistir. Bununla birlikte, 7 giin siireyle BA ve PBA ile
uygulandiktan sonra ZR-75-1 hiicrelerinde apoptotik bir cevap meydana gelmistir. Bu
hiicrelerin bor bilesikleri tarafindan indiiklenen Kaspaz 3 aktiviteleri ile programlanmis
oliimleri dogrulanmustir [47].

Ayrica timor tasiyan fareler iizerinde yapilan PBA ile zenginlestirilmis
nanopartikiillerin serbest ilaclar ile yapilan karsilastirma calismalarinda tiimorlerin

biiylimesini yavagslattigi ve farelerin hayatta kalma siiresini uzattigi gosterilmistir [61].

2.7. HUCRE HATLARI

2.7.1. MCF-7 Meme Kanser Hiicre Hatti

MCF-7 hiicreleri, antitiimor ilaglarin uygulamalarini arastirmak icin bir hiicre modeli
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. MCF-7, metastatik, epitelyal meme kanseri hiicre
dizisidir. MCF-7 bir adenokarsinom olmasi nedeniyle meme dokusundaki birgok farkli
bolgede bulunabilir. Bu hiicreler Gstrojen reseptdrii ve progesteron reseptorii pozitiftir ve
ayrica timor baskilayict gen p53'i eksprese eder. MCF-7 hiicreleri ayrica hiicre disi,
transmembran enzim olan doku transgliitaminaz 2 (TG2) eksprese ederler. TG2 ¢apraz
baglanma reaksiyonlar1 yoluyla inter- veya intra-peptid izopeptid baglar1 olusturarak post-
translasyonel protein modifikasyonlarim1 katalize ederler. TG2'nin bu fonksiyonu, MCF-7
hiicrelerinin viicuttaki diger dokulara metastaz yapma yetenegine katkida bulunur [59].

Cesitli ¢alismalarla, direngli hiicreler iizerinde farkli ilaglarin antiproliferatif etkilerini
degerlendirilmistir [48]. Iseri (2009) [37], kombine ila¢ uygulamalarinin, DOC ve DOX’a

direngli MCF-7 insan meme karsinom hiicreleri tlizerindeki antiproliferatif etkinligini
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gelistirmistir. Bu ¢alismada, DOX ve DOC kombinasyonunun, DOC’a direngli hiicreler

tizerinde anlamli bir sinerjik antiproliferatif etki ile sonuglandigini gostermistir.

2.7.2. MCF 10A Meme Hiicre Hatti

Insan meme epitel hiicre hatt1 olan MCF10A, menopoz sonrasi memede timor dzelligi
barindirmayan kistlere sahip 36 yasinda bir kadinin mastektomi dokusundan cogaltilmistir
[62].

MCF10A hiicreleri normal insan meme epitel hiicrelerine yakin olup, normal meme
hiicresi fonksiyonlarini ve doniisiimlerini laboratuvar ortaminda incelemek i¢in sik kullanilan
bir modeldir. [63, 64]. Bu hiicreler Ostrojen reseptoriinii eksprese etmezler [63]. Ayrica
MCF10A hiicrelerinin p53 geninde mutasyonlar yoktur fakat p16/p15 lokusunda homozigot
kayip mevcuttur [65].
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3. YONTEM

Calisma, in-vitro ortamda meme kanseri hiicre hatti ile saglikli meme hiicre hatti
kullanilarak yapilmistir. Bu hiicre hatlar1 kullanilarak borun kemoterapatik kanser ilaci ile

birlikte biyolojik etkileri aragtirilmistir.

3.1. HUCRELERIN TEMINi

Calismada kullanilmis olan MCF7 ve MCF10A hiicreleri sirast ile Yeditepe
Universitesi’nin Genetik ve Biyomiihendislik Béliimiinden ve Gebze Teknik Universitesi’nin

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinden temin edilmistir.

3.2. HUCRE BESIiYERLERININ HAZIRLANMASI

MCEF7 hiicre hattinda ticari Dulbecco'nun Modifiye edilmis Eagle Besiyeri (DMEM)
kullanilmistir. DMEM igerisinde %10 olacak sekilde Fetal Sigir Serumu (FBS), %1 olacak
sekilde penisilin/streptomisin eklenmistir. Hazirlanan ¢alisma besiyeri 0.22 um’lik filtre ile
stiziilerek kiiltiire hazir hale getirilmistir.

MCF10A hiicre hattinda tiim igerigi ticari Kit olarak bulunan Lonza MEGM Bullet Kit
kullanilmistir. Kit igerisindeki bazal besiyerine ilave olarak mevcut olan 2 mL BPE, 0,5 mL
hEGF, 0,5 mL Insulin, 0,5 mL Hydrocortisone ve 0,5 mL GA-1000 eklenmistir. Hazirlanan

caligma besiyeri 0.22 um’ lik filtre ile stiziilerek kiiltiire hazir hale getirilmistir.

3.3. CALISMA KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

PBA konsantrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in Oncelikle ana stok hazirlanmigtir. 15
mL’lik falkonda 5 mL ethanol igerisinde 61 mg PBA ¢ozdiiriilmiis ve 100 mM’lik PBA stok
soliisyonu elde edilmistir. Ana stoktan hiicre kiiltiirii besiyerleri igerisinde 1 mM ve 10 mM
PBA igeren ¢alisma soliisyonlar1 elde edilmistir.

2 mg/ml konsantrasyonunda bulunan DOX c¢alisma konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

icin stok soliisyonu hazirlanmigtir. 15 ml’lik falkon tiipe konulan 10 mL steril distile su
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igerisine ana stoktan 28,96 pul DOX eklenereck 10 uM ara stok clde edilmistir. Ara stoktan
hiicre kiiltiiri besiyerleri igerisinde 100 nM ve 1000 nM DOX igeren ¢alisma soliisyonlar1
elde edilmistir.

20 mg/ml  konsantrasyonunda bulunan DOC c¢alisma konsantrasyonlarinin
hazirlanmasi i¢in stok soliisyonu hazirlanmistir. 15 ml’lik falkon tiipe konulan 10 mL steril
distile su igerisine ana stoktan 4,04 ul DOC eklenerek 10 uM ara stok elde edilmistir. Ara
stoktan hiicre kiiltiirii besiyerleri igerisinde 10 nM ve 100 nM DOC igeren calisma

soliisyonlar1 elde edilmistir.

3.4. CALISMA GRUPLARININ BELIRLENMESI

Literatiirlerde proliferasyon etikleri bilinen diisiik ve yiiksek PBA [6, 59], DOC [75, 91] ve
DOX [75, 76, 77] dozlan segilerck asagidaki kombinasyonlar olusturulmustur (Tablo 1).

Tablo 1: Calisma Gruplar ve Doz Igerikleri

Gruplar Doz Konsantrasyonlari
Kontrol Kontrol
1 mM PBA
10 mM PBA
Grup 1 10 nM DOC
(Tekli Dozlar) 100 nM DOC
100 nM DOX
1000 nM DOX

1 mM PBA + 10 nM DOC

1 mM PBA + 100 nM DOC

10 mM PBA + 10 nM DOC

Grup 2 10 mM PBA + 100 nM DOC

(Ikili Dozlar) 1 mM PBA + 100 nM DOX

1 mM PBA + 1000 nM DOX

10 mM PBA + 100 nM DOX

10 mM PBA + 1000 nM DOX

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX
1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX
Grup 3 1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX
(Uglii Dozlar) 10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX
10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX
10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX
10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX
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3.5. HUCRE KULTURU

S1v1 azotta muhafaza edilen 12. pasajdaki MCF7 hiicre stoklar ile 17. pasajdaki hiicre
stoklar1 ¢ozdiriiliip taze hazirlanmig besi ortamina hazir hale getirilmistir. Dondurma
besiyerinin igerisindeki Dimetil Siilfoksit’in (DMSO) hiicrelere toksik etki etmemesi igin
DMSO diliisyonunu azaltmak adma 8 ml g¢alisma besiyerine ¢ozdiiriilmiis siispansiyon
aktarilip 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant dokiilerek dibe ¢oken hiicreler
calisma besiyerinde siispanse edilerek 10 cm'lik petri kabina yaklasik 1 — 2 x 10° hiicre olacak
sekilde eklenmistir. Hiicrelerin 10 cm’lik kiiltiir petri kaplart igerisinde %5 CO2 i¢eren 37°C
inkiibatorde ¢ogalmalar1 saglanmistir. Hiicre ¢ogalmasina gore 48 veya 72 saatte bir besi

ortamlari degistirilmistir.

Sekil 4: MCF7 Hiicre Hattinin Mikroskoptaki Goriintiisii (Biytitme: 10X)
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Sekil 5: MCF10A Hiicre Hattinin Mikroskoptaki Goriintiisii (Biiytlitme: 10X)

3.6. HUCRELERIN PASAJLANMASI

Hiicrelerin petrileri biiyiik oranda kaplamasi (%70 - 90) tamamlandiktan sonra, yiizeyi
kaplayan hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak pasajlart yapilmistir. Oncelikle petri
icerisinde bulunan besiyerleri ortamdan uzaklastirilmistir. Petri igerisinde kalan besiyeri
artiklarii (6zellikle FBS) tamamen uzaklastirmak icin 2 mL PBS eklenerek yikanmis ve
sonrasinda PBS uzaklastirilmistir. Her 10 cm’lik kiiltiir petrileri ig¢in 1 mL Tripsin eklenmistir.
Tripsin sicaklik artisi ile aktive oldugu i¢in petriler yeniden inkiibatore kaldirilmis ve 3 ila 5
dakika beklenmistir. Uzun siireli tripsin muamelesi hiicrelere zarar verecegi i¢in hiicrelerin
ylizeyden kalktiklar1 goriildiiglinde inkiibatorden ¢ikarilmistir. Hizlica iizerine 2 mL FBS
igceren galisma besiyeri eklenerek aktivasyon durdurulmus ve tripsin inaktive edilmistir.

Hiicreler 15 mL falkonlara toplanmis ve sonrasinda 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant dokiilerek dibe ¢oken hiicreler kendi besiyerlerinde ¢6ziilerek
sayimlar1 yapilmistir. Bu hiicreler yeniden 10 cm’lik petrilere yaklasik 1 — 2 x 10° hiicre

olacak sekilde kendi besiyerleri igerisine ekilmis ve inkiibatore kaldirilmistir.
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3.7. HUCRELERIN SAYIMI

Hiicreler Neubauer lami kullanilarak sayilmistir. Her biri lamda kazinmig olarak 3 x 3
mm karelerden olusan iki adet sayim alani mevcuttur. Bu sayma alanlar1 1 x 1 mm’lik dokuz

adet karelere boliinmiistiir.

0.05 am. T

Sekil 6: Neubauer Lami Sayim Alanlar

Besiyer igerisinde bulunan siispanse hiicrelerden pipet yardimi ile 10 pl alinarak sayim
alanina birakilmistir. Uzerine tiim yiizeyi kaplayacak ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde
lamel kapatilmistir. Hazirlanan lamin orta alaninda bulunan hiicreler 40X objektif kullanilarak
faz kontrast mikroskobunda sayilmistir. Hiicre konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmustir.

Konsantrasyon = Hiicre Sayis1 x 10,000 / Kare Sayis1

3.8. HUCRELERIN DONDURULMASI

Hiicre sayim1 sonrasinda her bir cryo tiipe 1 ml besiyeri igerisinde 5 x 10° hiicre olacak
sekilde hiicre eklenmistir. Uzerine 100 ul DMSO damla damla eklenmistir. -80°C dolaba

kaldirilmistir ve bir gilin sonra uzun siireli saklama igin sivi azot tankina kaldirilmastir.
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3.9. HUCRELERIN CALISMA KULTUR PETRILERINE EKILMESI

WST-1 hiicre canlilik testi ve DCFDA ROS testi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir petrileri
kullanilmistir. Uygun besiyeri igerisinde sayimi yapilmis olan hiicreler her bir kuyucukta
10.000 hiicre / 100 pl olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat inkiibatorde bekletilmis ve
hiicrelerin ylizeye yapismasi beklenmistir. Ertesi giin belirlenmis olan deney etken maddesi
hiicrelere uygulanmig ve yeniden planlanan inkiibasyon siirelerini gegirmek iizere inkiibatore
kaldirilmistir.

Hiicre gogl testi i¢in 12 kuyucuklu kiiltiir petrileri kullanilmigtir. Uygun besiyeri
icerisinde sayim1 yapilmis olan hiicreler her bir kuyucukta 100.000 hiicre / 1 ml olacak sekilde
ekim yapilmigtir. 24 saat inkiibatorde bekletilmis ve hiicrelerin yapismasi beklenmistir. Ertesi
giin belirlenmis olan deney etken maddesi hiicrelere uygulanmig ve yeniden planlanan
inkiibasyon siirelerini gegirmek {izere inkiibatore kaldirilmistir.

Apoptoz testi i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir petrileri kullanilmistir ve uygun besiyer
icerisinde sayimi1 yapilmis olan hiicreler her bir kuyucukta 250.000 hiicre / 2 ml olacak sekilde
ekim yapilmistir. 24 saat inkiibatorde bekletilmis ve hiicrelerin yapismasi beklenmistir. Ertesi
giin belirlenmis olan deney etken maddesi hiicrelere uygulanmis ve yeniden planlanan

inkiibasyon siirelerini ge¢irmek tlizere inkiibatore kaldirilmistir.

3.10. WST-1 TESTI iLE HUCRE CANLILIGININ SAPTANMASI

WST-1 testinde tetrazolyum tuzlar1 hiicrelerde mevcut olan mitokondriyal solunumu
zincir enzimlerinden siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzimi ile formazana ¢evrilmektedir. Bu
enzim canli hiicrelerde ¢alismakta olup hiicre sayilarindaki artis formazan olusumunu da
artirmaktadir. Boylece hiicre kiiltliriindeki hiicre sayisi ile direkt korelasyona sahip oldugu
bilinmektedir [66, 67].

Kullanilan WST-1 kit igeriginde belirtilen sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir petrilerinde
kuyucuk basma 10 pl olacak sekilde besiyerine eklenmis ve inkiibatore kaldirilmistir. 30
dakika ile 4 saat arasinda 450 nm ve 600 nm dalga boylar1 kullanilarak eliza okuyucu
cthazinda absorbans Olgiimleri yapilmistir. Testler arasi korelasyon olmasi agisindan her

caligmada 1 saat sonra okuma yapilmistir.
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3.11. APOPTOZUN TESPIT EDILMESI

Apoptoz veya nekroz sebepli hiicre oliimlerinin saptanmasi i¢in uygulanan boyama
yontemi kullanilmistir. Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde, membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse
normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zariin dis yiiziine transloke olurlar.
Bu yer degistirme, hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6limiiniin
erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin-V, hiicrenin dig yiizeyine transloke olan
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde ile isaretlenerek
apoptotik hiicre goriinlir hale getirilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de
Anneksin-V baglanmas1 goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak propidyum iyodiir (PI)
eklenmektedir. Anneksin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan propidyum
iyodiir (red fluorescence) ile canli hiicreler (FITC-PI-) boya almaz, karanlik goriiniir. Canli ve
erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-) yesil renkli olarak gériiniir. Olii hiicre olup ge¢ apoptotik
veya nekrotik (hacimce biiyiik) hiicreler (FITC+PI+) ise turuncu/sar1 goriintiilenmektedir [68].

Apoptotik etkinin incelenmesi Annexin V ve Propidium lodide boyasi igeren apoptoz
kiti kullanilarak Flow Cytometry cihazinda yapilmistir. 6 kuyucuklu kiiltlir petrilerine hiicre
siispansiyonundan 250.000 hiicre / 2 ml olacak sekilde 2 ml eklenmis ve inkiibatore
kaldirilmistir. Hiicrelerin petrilere tutunmasi saglandiktan sonra besiyeri uzaklastirilip 2 ml
besiyeri igerine etkisi arastirilacak olan etken madde eklenmis ve inkiibatore kaldirilmistir.
Apoptozun tespiti i¢in Annexin V baglanma soliisyonu igerisine 0.25-1.0 x 107 hiicre/ml
olacak sekilde hiicreler eklenmistir. Her bir hiicre siispansiyonundan 5 ml’lik flow tiiplerine
100 pl eklenmistir. Bu hiicrelerin tlizerine 5 pl Annexin V ve 10 pl Propidium Iodide
sollisyonu eklendikten sonra vortekslenmis, 15 dakika oda 1sisinda ve karanlikta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 her tiipe 400 pl Annexin V baglanma soliisyonu eklenip Flow

Cytometry cihazinda sayim yapilmistir.

3.12. HUCRELERDEKI OKSIDATIF STRES (ROS) DUZEYININ SAPTANMASI

Hiicresel metabolizma sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin 6zellikle mitokondriyal
enerji liretim yoluyla siirekli olarak iiretildigi bilinmektedir. Oksidatif stres, reaktif oksijen
tiirlerinin artist (ROS) ile onlar1 detoksifiye eden, antioksidanlarin (enzimatik/enzimatik

olmayan) yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. ROS artiginin
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hiicrede apoptozu indiikledigi bildirilmistir [ROS: Hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve
hidrojen peroksit (H202) vb.]. Normal hiicrelerde: Iyonik ve polar olmayan DCF-DA hiicre
membranindan geger ve hiicresel esterazlar tarafindan enzimatik olarak floresan olmayan bir
bilesik olan DCFH’a hidrolize edilir. Renk olusmaz. Reaktif oksijen tiirlerinin fazlaliginda
ise; oldukca floresan bir bilesik olan diklorofloroseine (DCF) okside edilir. Yesil renkli
floresan olarak goriiniir [69].

Hiicre i¢i ROS diizeylerinin arastirilmasi i¢in siyah kaplamali 96 kuyucuklu kiiltiir
petrilerine her bir kuyucukta 10.000 hiicre / 100 ul olacak sekilde ekim yapilmis ve
inkiibatore kaldirilmistir. Hiicrelerin kiiltiir petrilerine tutunmasi saglandiktan sonra besiyeri
uzaklastirilmig, 100 pl besiyeri igerisine etkisi arastirilacak olan etken madde eklenerek
inkiibatore kaldirilmistir. Hiicrelerin {izerine ¢alisma konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde
serum i¢ermeyen besiyer iginde hazirlanmis olan 0,5 ml DCF-DA ¢o6zeltisi eklenmistir (10
mM DMSO iginde hazirlanmis ve alikotlar halinde -20°C’de saklanan stok cozeltilerden
kullanilmustir). 45 dakika inkiibatorde bekletilmistir ve 529 nm dalga boyuna sahip floresan

kapasiteli mikroplaka okuyucuda absorbans 6l¢iilmiistiir.

3.13. HUCRE MiGRASYONUNUN OLCULMESI

Go¢ hizlarmin 6lgiilmesi amaciyla kullanilan besiyerleri %2 FBS icerecek sekilde
ayarlanmistir. 12 kuyucuklu kiiltiir petrilerine hiicre siispansiyonundan 100.000 hiicre / 1 ml
olacak sekilde 1 ml eklenmis ve inkiibatore kaldirilmistir. Hiicreler tek tabaka olacak sekilde
kiiltiir petri ylizeyine tutunduklarindan emin olunduktan sonra 10 pl uzun pipet ucuyla her bir
kuyucuga “+” olacak sekilde yatay ve dikey diiz iki ¢izgi ¢ekilmistir. Besiyeri uzaklastirilmis
ve kalintilar1 uzaklastirmak i¢in 1 ml taze besiyeri ile yikanmistir. Hiicrelerin tizerine etkisi
arastirtlacak olan etken maddeler eklendikten sonra 1 ml %2 FBS igeren besiyeri eklenmistir.
Her seferinde dogru yerden olcliim alabilmek icin “+” olarak ¢izilen ciziklerin kesigim
noktasinin iist bolgesinden dl¢limler alinmistir.

0. saat i¢in mikroskopta goriintii alinip inkiibasyona kaldirilmistir. 24, 48, 96 ve 168.
saatlerde faz kontrast mikroskopta goriintiiler alinmistir. Cizigin kapanma hiz1 kantitatif

olarak karsilagtirilmistir.
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3.14. SONUCLARIN ANALIZ EDILMESI

Hiicre gocii caligmasinda elde edilen goriintiilerdeki yara mesafeleri ImageJ programi
kullanularak sayisal degerler elde edilmistir. Elde edilen tiim sonuglar Graphpad yazilimi ile
birlikte One-Way Anova testi kullanilarak analizleri yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik degeri
olarak p< 0,05 kullanilmastir.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 TESTI iLE HUCRE CANLILIGININ SAPTANMASI

MCF7 ve MCFI10A hiicrelerinde WST-1 testi analizleri ile hiicre canliligimin toplu
sonugclari ilgili sekillerde ve tablo 3’te gosterilmistir. Grup 1’de PBA, DOC, DOX dozlarinin,
grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX doz kombinasyonlarmin ve grup 3’de ise
PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlarinin sonuglar1 kontrole gore istatiksel olarak

karsilastirilmistir.

4.1.1. 1. giin (24. saat) WST-1 Test sonuglari

MCF7 ve MCFI0A hiicrelerinde kullanilan PBA, DOC ve DOX dozlarindan,
PBA+DOC, PBA+DOX doz kombinasyonlarindan ve PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin 1. giindeki doza bagli hiicre canlilig1
tizerindeki etkileri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Grup 1°de PBA, DOC, DOX dozlarinin doza bagh hiicre canlilig1 tizerine etkileri (%)
istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 7, Tablo 2).

MCF7 WST1 1. Giin PBA, DOC, DOX Dozlar MCF10A WST1 1. Giin PBA, DOC, DOX Dozlarn
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Sekil 7: 1. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen %
hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri



24

1. giinde: MCF7 hiicrelerinde kontrol grubuna gére PBA, DOC, DOX dozlariin hiicre
canliligina istatistiksel olarak anlamli bir etkisi tespit edilmemistir.

MCF10A hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore;

10mM PBA dozu uygulanan hiicreler %76,19 oraninda (p=0.0477),

1000 nM DOX dozu uygulanan hiicreler %77,65 oraninda (p=0.0450) canliliklarini
yitirdikleri gézlemlenmistir.

Grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX doz kombinasyonlarinin doza bagl hiicre canliligi
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 8, Tablo 2).

MCF7 WST1 1. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari MCF10A WST1 1. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari
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Sekil 8: 1. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri
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1. giinde: MCF7 hiicrelerinde kontrol grubuna goére, PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarinin hiicre canliligina istatistiksel olarak anlamli bir etkisi tespit edilmemistir.
MCF10A hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore;

1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan hiicreler %78,27 oraninda
(p=0.0492) canliliklarin1 yitirdikleri gézlemlenmistir.

Grup 3’te PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlarinin doza baglh hiicre canlilig1
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 9, Tablo 2).

MCF7 WST1 1. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari MCF10A WST1 1. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari
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Sekil 9: 1. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlarindan
elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

1. gilinde: MCF7 hiicrelerinde kontrol grubuna goére, PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarinin hiicre canliliina istatistiksel olarak anlamli bir etkisi tespit edilmemistir.

MCF10A hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nm DOX doz kombinasyonu uygulanan hiicreler
%60,08 oraninda (p=0.0468),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nm DOX doz kombinasyonu uygulanan hiicreler
%68,31 oraninda (p=0.0435) hiicre canliliklarini yitirdikleri gézlemlenmistir.
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4.1.2. 2. giin (48. saat) WST-1 Test sonuclari
MCF7 ve MCF10A hiicreleri PBA, DOC ve DOX dozlari, PBA+DOC, PBA+DOX

doz kombinasyonlart ve PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlar1 ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda elde edilen % hiicre canliliklarmin 2. giindeki doza bagli hiicre
canlilig1 lizerindeki etkileri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Grup 1°de PBA, DOC, DOX dozlarinin doza bagh hiicre canlilif1 iizerine etkileri (%)
istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 10, Tablo 2).

MCF7 WST1 2. Giin PBA, DOC, DOX Dozlan MCF10A WST1 2. Giin PBA, DOC, DOX Dozlar
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Sekil 10: 2. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen
% hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

Grup 1;

1 mM PBA dozu uygulanan hiicreler %22,87 oraninda (p=0.0158),

10 nM DOC dozu uygulanan hiicreler %73,31 oraninda (p=0.0011),

100 nM DOC dozu uygulanan hiicreler %79,05 oraninda (p=0.0024),

100 nM DOX dozu uygulanan hiicreler %35,81 oraninda (p=0.0124),

1000 nM DOX dozu uygulanan hiicreler %59,68 oraninda (p=0.0097) canliliklarini
yitirdikleri gézlemlenmistir.

Sadece, 1000 nM DOX dozu uygulanan MCF10A hiicrelerinde %35,77 oraninda
(p=0.0089) hiicre canlilig1 iizerinde negatif etkisi oldugu belirlenmistir.

Grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX dox kombinasyonlarinin doza bagh hiicre canliligi
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 11, Tablo 2).
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MCF7 WST1 2. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari MCF10A WST1 2. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari
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Sekil 11: 2. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

Grup 2;

1 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%37,84 oraninda (p=0.0002),

1 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%44,10 oraninda (p=0.0223), MCF10A hiicrelerinde; %44,73 oraninda (p=0.0139),

10 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlari uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%73,00 oraninda (p=0.0042),

10 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%064,48 oraninda (p=0.0095),

1 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%44,40 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %23,24 oraninda (p=0.0033),

1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlart uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%71,06 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %55,41 oraninda (p=0.0192),

10 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%67,31 oraninda (p=0.0061),

10 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%86,05 oraninda (p=0.0027), MCF10A hiicrelerinde; %58,62 oraninda (p=0.0140), hiicre

canliliklar {izerinde negatif etkisi oldugu tespit edilmistir.
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Grup 3’te PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlarinin doza baglh hiicre canliligi
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 12, Tablo 2).

MCF7 WST1 2. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari MCF10A WST1 2. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari
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Sekil 12: 2. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri
Grup 3;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %32,88 oraninda (p=0.0165),

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %63,95 oraninda (p=0.0023), MCFI0A hiicrelerinde; %77,59 oraninda
(p=0.0055),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %43,44 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %59,21 oraninda
(p=0.0157),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %65,16 oraninda (p=0.0108), MCF10A hiicrelerinde; %69,65 (p=0.0113),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlari uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %67,06 oraninda (p=0.0149),
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10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %84,62 oraninda (p=0.0006), MCF10A hiicrelerinde; %60,58 oraninda
(p=0.0033),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %71,22 oraninda (p=0.0002),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar: uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %488,39 oraninda (p=0.0018), MCFI10A hiicrelerinde; %62,90 oraninda
(p=0.0108), hiicre canliliklarini yitirdikleri gézlemlenmistir.

4.1.3. 4. giin (96. saat) WST-1 Test sonuglari
MCF7 ve MCFI10A hiicrelerinde kullanilan PBA, DOC ve DOX dozlarindan,

PBA+DOC, PBA+DOX doz kombinasyonlarindan ve PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin 4. giindeki doza bagl hiicre canlilig:
tizerindeki etkileri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Grup 1°de PBA, DOC, DOX dozlarinin doza bagl hiicre canlilig1 lizerine etkileri (%)
istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 13, Tablo 2).

MCF7 WST1 4. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari MCF10A WST1 4. Giin PBA, DOC, DOX Dozlar
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Sekil 13: 4. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen
% hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

Grup 1;

1 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde %382,65 (p=0.0008), MCF10A
hiicrelerinde %24,78 (p=0.0483),

10 mM PBA dozu uygulanan MCF10A hiicrelerinde; %90,24 oraninda (p<0.0001),
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10 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %93,89 (p<0.0001),

100 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %94,19 (p<0.0001),

100 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %71,79 oraninda (p=0.0004),

1000 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %92,23 oraninda (p<0.0001),
hiicre canliliklarini yitirdikleri gozlemlenmistir (Sekil 3 ve tablo 1).

Grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX dox kombinasyonlarinin doza bagh hiicre canliligi
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 14, Tablo 2).

MCF7 WST1 4. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlan MCF10A WST1 4. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlar
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Sekil 14: 4, giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

Grup 2;

1 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %92,44
oraninda (p<0.0001),

1 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%76,53 oraninda (p<0.0001),

10 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%90,84 oraninda (p=0.0002), MCF10A hiicrelerinde; %89,44 oraninda (p=0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%94,26 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %89,56 oraninda (p<0.0001),

1 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%87,58 oraninda (p<0.0001),
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1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%95,16 oraninda (p<0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%96,31 oraninda (p<0.0001),

10 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%95,67 oraninda (p<0.0001), hiicre canliliklarim1 kaybettikleri gdzlemlenmistir (Sekil 3 ve
tablo 1).

Grup 3’te PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlarinin doza bagli hiicre canliligi
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 15, Tablo 2).

MCF7 WST1 4. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari MCF10A WST1 4. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari

1501 400
= = T
=)
2 = 300
£ 100 €
&) o
200
o g
= Q
:g 50— =]
T T 1004
c ®
°\ *kkk
*kk kkkk *kkk kkkk kkhkk kkkk kkkk aat, +* dirk dkkk
0- T T
4 X X X x x x X X 2 5383833838853
© 0O 0O 0O O O o 0 O ¥ 29 & a o o aa b
E 2 860088080 o £ £ E E E E E E E
zZ E E E E E E £ € O € € € € €€ € € ¢
S &§ 8§ &§ § &§ § § & ¥ 8 88 8 8 8 8 8
2828258 ¢S 8 TSYSYSTS
+ 94 4+ <4 + A + A o r o * o * o &
+ + + + (@) (@) @) Q
0 o) o) o & o} o) o} o 3
O Q& 0o Q@ o 9Q o ¢ a 0 a 0 a o a 7
a 0 a9 a9 axg s 2 s 2 s 2 s
[a) [a) [a) =
= = = = s c = c = c = < <
c = c© =2 ¢ = ¢ S £ © £ S = o §
S § 8 5§ S 5 8 § F 28 8 8% 3 3 g
<4 & & o 4 S o 8 T ¥ 2 T OF o
T 4 4 & ¥ 494 a 9 < ¥ < X
< Py o< oty M < < Y om < < <
m < < n < < < o @ @ = o @ @O o
o o o < g o o o s o o Q@ o o o o
s oo d S oaa e == E = = =
E =32 % =53 s -~ EE g § 8§ §
SEEZISEECE U888
- - — —
Sekil 15: 4. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri
Grup 3;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %92,79 oraninda (p=0.0002),

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %95,04 oraninda (p<0.0001),
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1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %89,48 oraninda (p<0.0001),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %95,19 oraninda (p<0.0001).

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %91,65 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %89,50 oraninda
(p<0.0001),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %95,56 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %88,78 oraninda
(p=0.0006),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %94,00 oraninda (p<0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %94,52 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %88,78 oraninda hiicre
canliliklar {izerinde negatif etkili oldugu istatiksel olarak gosterilmistir (p=0.0006).

4.1.4. 7. giin (168. saat) WST-1 Test sonuglari

MCF7 ve MCFI0A hiicrelerinde kullanilan PBA, DOC ve DOX dozlarindan,
PBA+DOC, PBA+DOX doz kombinasyonlarindan ve PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin 7. giindeki doza bagli hiicre canliligi
tizerindeki etkileri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Grup 1°de PBA, DOC, DOX dozlarinin doza bagli hiicre canlilig1 lizerine etkileri (%)
istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 16, Tablo 2).
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MCF7 WST1 7. Giin PBA, DOC, DOX Dozlar MCF10A WST1 7. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari
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Sekil 16: 7. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen
% hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

Grup 1;

1 mM PBA dozu uygulanan MCEF7 hiicrelerinde; %76,28 oraninda (p<0.0001),

10 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %46,50 oraninda (p=0.0002),

10 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %90,06 oraninda (p<0.0001),

100 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %90,38 oraninda (p<0.0001),

100 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %78,19 oraninda (p<0.0001),

1000 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %91,26 oraninda (p<0.0001),
MCF10A hiicrelerinde; %82,80 oraninda canliliklarin1  yitirdikleri  gozlemlenmistir
(p<0.0001).

Grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX dox kombinasyonlarinin doza bagli hiicre canlilig1
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 17, Tablo 2).
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MCF7 WST1 7. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlar MCF10A WST1 7. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari
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Sekil 17: 7. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

Grup 2;

1 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde; %91,11
oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %29,26 oraninda (p=0.0082),

1 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%389,77 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %64,70 oraninda (p=0.0114),

10 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%94,67 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %77.00 oraninda (p=0.0093),

10 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%90,64 oraninda canliliklarin1  yitirdikleri  gézlemlenmistir  (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde; %80,49 oraninda (p=0.0070),

1 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%89,69 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %66,84 (p=0.0191),

1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%91,35 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %76,65 oraninda (p<0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
9%92,46 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %64,85 oraninda (p<0.0001),
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10 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinde;
%90,64 oraninda (p<0.0001), MCFI10A hiicrelerinde; %74,14 oraninda (p=0.0018) hiicre
canliliklarini kaybettikleri gozlemlenmistir.

Grup 3’te PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlarinin doza bagli hiicre canliligi
tizerine etkileri (%) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 18, Tablo 2).

MCF7 WST1 7. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari MCF10A WST1 7. Giin PBA+DOC+DOX Dozlan
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Sekil 18: 7. giin sonunda, MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 grafikleri

Grup 3;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %90,55 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %65,08 oraninda
(p=0.0001).

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %90,54 oraninda (p<0.0001), MCFI0A hiicrelerinde; %79,02 oraninda
canlhiliklarii yitirdikleri gézlemlenmistir (p=0.0042),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %90,38 oraninda (p<0.0001), MCFI0A hiicrelerinde; %064,60 oraninda
(p=0.0142).
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1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %90,75 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %76,22 oraninda
(p=0.0120).

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %90,51 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %79,03 oraninda
(p=0.0092).

10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %90,77 oraninda (p<0.0001), MCFI10A hiicrelerinde; %77,13 oraninda
(p=0.0005).

10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %89,59 oraninda (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %73,81 oraninda
(p<0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinde; %90,17 (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde; %78,54 oraninda (p=0.0074), hiicre
canliliklar {izerinde negatif etiki oldugu istatistiksel olarak tespit edilmistir.

Tablo 2: 1. giin (24 saat), 2. giin (48 saat), 4. giin (96 saat), 7. giin (168 saat) sonunda, MCF7 ve

MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarinin, PBA+DOC, PBA+DOX ve PBA+DOC+DOX
doz kombinasyonlarindan elde edilen % hiicre canliliklarinin WST-1 analizi ile degerlendirilmesi.

MCF-7 MCF-10A

1. Giin 2. Giin 4. Giin 7. Giin 1. Giin 2. Giin 4. Giin 7. Giin
1 mM PBA -25.39% 22.87% " 82.65% " | 76.28% |  36.91% 9.43% 24.78% " 7.06%
10 mM PBA -10.43% 22.78% -18.35% 46.50% | 76.19% " -14.32% 90.24% **| -14.50%
10 nM DOC -7.90% 73.31% ** 93.89% |  90.06% “*| 46.17% -2.66% -45.03% -26.30%
100 nM DOC 3.90% 79.05% ** 94.19% ***|  90.38% “*| 50.36% -11.99% -24.61% -33.24%
100 nM DOX -14.65% 35.81% " 71.79% | 78.19% | 29.40% 3.15% -46.97% 12.37%
1000 nM DOX -12.32% 59.68% ** 92.23% | 91.26% | 77.65% " 35.77% " | -64.09% 82.80% "
1 mM PBA + 10 nM DOC -37.64% 37.84% ™ | 92.44% 7| 91.11% | 60.62% 26.26% -266.10% 29.26% ™
1 mM PBA + 100 nM DOC -95.97% 44.10% * 76.53% | 89.77% |  63.84% 44.73% -78.03% 64.70% "
10 mM PBA + 10 nM DOC -32.51% 73.00% ** 90.84% " | 94.67% |  76.22% 20.42% 89.44% ™ | 77.00% **
10 mM PBA + 100 nM DOC -19.84% 64.48% ** 94.26% | 90.64% *|  78.41% 11.89% 89.56% |  80.49% **
1 mM PBA + 100 nM DOX -79.97% 44.40% | 87.58% |  89.69% |  61.84% 23.24% ** | -198.00% 66.84% "
1 mM PBA + 1000 nM DOX -21.65% 71.06% | 95.16% | 91.35% | 78.27% " 55.41% * -61.59% 76.65%
10 mM PBA + 100 nM DOX -55.05% 67.31% 96.31% | 92.46% | 77.85% 3.30% -132.00% 64.85% "
10 mM PBA + 1000 nM DOX 9.19% 86.05% 95.67% |  90.64% |  78.34% 58.62% " -28.16% 74.14% ™"
1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX -59.21% 32.88% " 92.79% " | 90.55% “*| 60.08% * 29.71% -230.50% 65.08% “**
1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX -14.32% 63.95% ** 95.04% **|  90.54% | 77.79% 77.59% ** | -79.79% 79.02% **
1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX -76.76% 43.44% | 89.48% | 90.38% “*| 68.31% " 59.21% * | -182.60% 64.60% *
1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX -26.67% 65.16% " 95.19% | 90.75% |  78.50% 69.65% " -88.54% 76.22% *
10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX -4.20% 67.06% " 91.65% | 90.51% |  77.52% 14.27% 89.50% | 79.03%
10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX 18.48% 84.62% | 95.56% 7| 90.77% 7| 77.76% 60.58% ™ 88.78% ™ | 77.13% "
10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX -9.98% 71.22% " | 94.00% | 89.59% | 78.81% 18.88% 88.81% | 73.819% ™"
10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX 31.16% 88.39% ™ 94.529% ™| 90.17% | 79.28% 62.90% " 88.85% | 78.54%

Tablo 2’de eksi (-) degerleri iceren dozlarin kontrole goére hiicre canliliklar1 daha

ylksek oldugu tespit edilmistir.
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4.2. APOPTOZ SONUCLARI

AnneksinV/PI boyast ile de apoptoz veya nekroz sebepli hiicre Oliimleri
saptanabilmektedir.

MCF7 apoptoz ¢alismalarinda en diisiik canlilifa sahip grup 10 mM PBA + 100 nM
DOC + 1000 nM DOX igeren kombinasyon grubudur. Ayni zamanda en yiiksek apoptotik ve
nekrotik hiicrelere sahiptir. (Sekil 19-B, Sekil 20, Tablo 3).

MCF7 KONTROL B MCF7 10mM PBA+100nM DOC+
o Gate: P2 3, Gate: P2
. K

Sekil 19: MCF7 hiicrelerinde kontrol grubu ile en yiiksek apoptoz oranina sahip olan 10 mM PBA +
100 nM DOC + 1000 nM DOX kombinasyonunun sonuglari
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Sekil 20: MCF7 Hiicrelerinde Dozlara Gore Apoptoz Yiizde % Oran Degisimleri
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MCFI10A apoptoz caligmalarinda en diisiik canliliga sahip grup 10 mM PBA + 100
nM DOC + 1000 nM DOX igeren kombinasyon grubudur. Ayni zamanda en yiiksek apoptotik
ve nekrotik hiicrelere sahiptir (Sekil 21-B, Sekil 22, Tablo 3).

A A0S MCF10A KONTROL B C05 MCF10A 10mM PBA+100nM DO
~ Gate: P2 « Gate: P2

"3 "2

% v %

Sekil 21: MCF10A hiicrelerinde kontrol grubu ile en yiiksek apoptoz oranina sahip olan 10 mM PBA
+ 100 nM DOC + 1000 nM DOX kombinasyonunun sonuglari
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Sekil 22: MCF10A Hiicrelerinde Dozlara Gére Apoptoz Yiizde % Oran Degisimleri

1 mM PBA dozu ile yapilan ¢aligmadaki MCF7 hiicrelerinde MCF-10A hiicrelerine

gore 1.4 kat (* p=0.0383),

10 mM PBA dozu ile yapilan ¢alismadaki MCF7 hiicrelerinde MCF-10A hiicrelerine

gore 2.1 kat (* p=0.0140),

1000 nM DOX dozu ile yapilan c¢alismadaki MCF7 hiicrelerinde MCF-10A

hiicrelerine gore 2 kat (* p=0.0313),

1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlari ile yapilan ¢alismadaki MCF7

hiicrelerinde MCF-10A hiicrelerine gore 1.7 kat (* p=0.0441),

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar ile yapilan

calismadaki MCF7 hiicrelerinde MCF-10A hiicrelerine gore 1.7 kat (* p=0.0160),




41

10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 ile yapilan
calismadaki MCF7 hiicrelerinde MCF-10A hiicrelerine gore 1.7 kat (** p=0.0054) daha fazla
apoptotik hiicre tespit edilmistir.

Tablo 3: MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarinin, PBA+DOC, PBA+DOX ve

PBA+DOC+DOX doz kombinasyonlarindan elde edilen canlilik, apoptotik ve nekrotik hiicre
yiizdelerinin apoptoz testi ile degerlendirilmesi.

MCF-7 MCF-10A
% CANLILIK |% APOPTOTIK| % NEKROTIK | % CANLILIK [% APOPTOTIK| % NEKROTIK

KONTROL 91.66 5.45 2.58 96.32 3.15 0.53
1 mM PBA 88.3 8.34 3.07 91.14 6.15 2.69
10 mM PBA 83.35 14.3 2.22 90.02 6.87 3.11
10 nM DOC 88.86 9.12 1.83 90.53 7.15 2.32
100 nM DOC 90.56 75 1.8 92.16 7.42 0.4
100 nM DOX 84.98 10.5 4.35 89.17 8.34 2.48
1000 nM DOX 74.23 2291 2.81 83.39 11.32 5.2
1 mM PBA + 10 nM DOC 80.66 16.05 2.93 85.84 12.64 15
1 mM PBA + 100 nM DOC 82.94 14.68 2.11 84.38 12.12 3.4
10 mM PBA + 10 nM DOC 78.58 17.18 3.97 81.22 14.39 4.39
10 mM PBA + 100 nM DOC 80.57 16.02 3.29 86.83 11.46 1.71
1 mM PBA + 100 nM DOX 81.44 12.52 5.73 89.12 10.26 0.62
1 mM PBA + 1000 nM DOX 82.13 15.59 2.29 88.64 9.15 2.2
10 mM PBA + 100 nM DOX 84.81 12.2 2.94 86.17 10.82 3

10 mM PBA + 1000 nM DOX 79.85 17.55 26 84.38 14.39 1.23
1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX 82.31 11.92 5.6 85.1 9.67 5.22
1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX 82.09 15.36 2.47 87.92 9.23 2.84
1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX 80.34 13.81 5.31 82.74 12.95 4.31
1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX 84.55 13.76 1.65 86.16 11.83 2

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX 82.53 14.15 3.25 87.29 10.35 2.36
10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX 79.66 17 3.28 81.61 13.22 5.17
10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX 83.67 13.18 3.15 84.19 11.27 4.53
10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX 67.14 24.39 8.47 79.93 14.63 5.44

4.3. HUCRELERDEKI OKSIDATIF STRES (ROS) DUZEYININ SAPTANMASI

Reaktif oksijen tirleri (ROS), spesifik bir bilesik prob olan DCF-DA [DCF-DA
(D6883) 50mg; Sigma-Aldrich] ile tespit edilmistir. Bu bilesik hiicreye girdikten sonra hiicre
i¢i esteraz tarafindan parcalandigir ve hidrofobik kisminin kaybi nedeniyle hiicrede kaldig:
bildirilmistir. ROS tarafindan oksitlendikten sonra, floresan kismin ortiillmedigi ve floresan
1s1ma yaptig1 bilinmektedir. Yayilan floresan miktari, hiicredeki ROS miktari ile iligkilidir. Bu
yontem, canli yani metabolik aktivitesi siiren hiicrelerde ROS'u 6lgmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir [70].

Nekrotik hiicre dliimiinde ROS iiretiminin arttigi, ATP iiretiminin azaldig1 ve Ca?
kanallar1 acildig1 bilinmektedir. Asir1 ROS ve Ca? iiretiminde mitokondriyal kanallar
acilmaktadir. Porlarin uzun siire agik kalmasi durumunda hiicreler oksidatif fosforilasyon ile

ATP iiretememeye baslar ve nekroza girerler [71, 72].
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MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde; 1., 2., 4. ve 7. giin sonunda, PBA, DOC, DOX ve
planlanan kombinasyonlarla inkiibe edildikten sonra oksidatif stres (ROS) testi igin DCFDA

testi yapilmustir.

4.3.1. 1. giin (24. saat) ROS Test sonuclari
1. giliniin sonunda MCF7 ve MCFI10A hiicrelerinde grup 1’de PBA, DOC, DOX

dozlart oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artigi kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 23, Tablo 4).

MCF7 ROS 1. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari MCF10A ROS 1. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari
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Sekil 23: 1. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen
DCFDA floresan yogunluklarimi igeren ROS testi grafikleri

Grup 1;
ROS floresan yogunluklarimin her bir hiicre tipinin kontroliine gére 1 mM PBA dozu
uygulanan MCF7 hiicrelerinde 1.8 kat (p=0.0336), MCF10A hiicrelerinde 4.1 kat (p=0.0007),
10 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.7 kat (p=0.0034), MCF10A

hiicrelerinde 2.3 kat (p=0.0284),
10 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.6 kat (p=0.0095), MCF10A

hiicrelerinde 4 kat (p=0.0110),
100 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.5 kat (p=0.0014), MCF10A

hiicrelerinde 3.5 kat (p<<0.0001),
100 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.3 kat (p=0.0091), MCF10A

hiicrelerinde 4.7 kat (p=0.0090),



43

1000 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.3 kat (p=0.0121), MCF10A
hiicrelerinde 2.9 kat (p=0.0038) istatistiksel olarak arttig1 gézlemlenmistir.

1. giiniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX
doz kombinasyonlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artigi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 24, Tablo 4).

MCF7 ROS 1. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari MCF10A ROS 1. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari
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Sekil 24: 1. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarini iceren ROS testi grafikleri

Grup 2;

1 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.5 kat
(p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 3 kat (p=0.0324),

1 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.5
kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 2.7 kat (p=0.0126),

10 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.4
kat (p=0.0098), MCF10A hiicrelerinde 2.1 kat (p<0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlart uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.2
kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 2.5 kat (p=0.0349),

1 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.2
kat (p<0.0012), MCF10A hiicrelerinde 3.9 kat (p=0.0128),

1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar: uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.1
kat (p=0.0194), MCF10A hiicrelerinde 1.7 kat (p=0.0435),
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10 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar: uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.2
kat (p=0.0140), MCF10A hiicrelerinde 2.3 kat (p=0.0121),

10 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde
2.2 kat (p=0.0035), MCF10A hiicrelerinde 1.5 kat (p=0.0250) ROS floresan yogunlugunun
arttig1 gdzlemlenmistir.

1. giinlin sonunda MCF7 ve MCFI10A hiicrelerinde grup 3’de ise PBA+DOC+DOX
doz kombinasyonlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmigtir (Sekil 25, Tablo 4).

MCF7 ROS 1. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari MCF10A ROS 1. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari
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Sekil 25: 1. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarimi igeren ROS testi grafikleri

Grup 3;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.5 kat (p=0.0002), MCF10A hiicrelerinde 3.6 kat (p=0.0033),

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3 kat (p<0.0001),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlari uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.2 kat (p=0.0003), MCF10A hiicrelerinde 3.9 kat (p=0.0002),
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1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.1 kat (p=0.0181), MCF10A hiicrelerinde 1.6 kat (p=0.0302),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlari uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.2 kat (p=0.0002), MCF10A hiicrelerinde 2.6 kat (p=0.0142),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.2 kat (p=0.0227), MCF10A hiicrelerinde 1.7 kat (p=0.0169),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.7 kat (p=0.0147), MCF10A hiicrelerinde 2.4 kat (p=0.0070),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar: uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.2 kat (p=0.0018) kontrol grubuna gére ROS floresan yogunluklarinin arttigi

istatistiksel olarak gozlemlenmistir.

4.3.2. 2. giin (48. saat) ROS Test sonuclari
2. glinliin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 1’de PBA, DOC, DOX

dozlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artisi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 26, Tablo 4).

MCF7 ROS 2. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari MCF10A ROS 2. Giin PBA, DOC, DOX Dozlan
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Sekil 26: 2. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen
DCFDA floresan yogunluklarimi igeren ROS testi grafikleri

Grup 1;
1 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.8 kat (p=0.0039), MCFI10A
hiicrelerinde 4.5 kat (p=0.0102),
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10 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 6 kat (p<0.0001), MCFI10A
hiicrelerinde 2.7 kat (p=0.0077),

10 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 3.8 kat (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde 4.7 kat (p<0.0001),

100 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 3.6 kat (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde 3.5 kat (p=0.0012),

100 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.9 kat (p=0.0011), MCF10A
hiicrelerinde 5.5 kat (p<<0.0001),

1000 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 4.4 kat (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde 3.3 kat (p=0.0064) ROS floresan yogunluklarinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak arttig1 gézlemlenmistir.

2. giiniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX
doz kombinasyonlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artig
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmustir (Sekil 27, Tablo 4).

MCF7 ROS 2. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlan MCF10A ROS 2. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari
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Sekil 27: 2. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarimi iceren ROS testi grafikleri

Grup 2;
1 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.1 kat
(p=0.0014), MCF10A hiicrelerinde 3.1 kat (p=0.0093),
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1 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 3.1
kat (p=0.0098), MCF10A hiicrelerinde 2.6 kat (p<0.0001),

10 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.2
kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 2.3 kat (p<0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.7
kat (p=0.0135), MCF10A hiicrelerinde 2.6 kat (p=0.0042),

1 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2 kat
(p=0.0310), MCF10A hiicrelerinde 5 kat (p=0.0108),

1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.2
kat (p=0.0317), MCF10A hiicrelerinde 1.9 kat (p=0.0125),

10 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.1
kat (p=0.0163), MCF10A hiicrelerinde 2.6 kat (p=0.0133),

10 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlari uygulanan MCF7 hiicrelerinde
3.4 kat (p=0.0102), MCF10A hiicrelerinde 1.9 kat (p=0.0176) ROS floresan yogunlugunun
arttig1 gozlemlenmistir.

2. giiniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 3’de ise PBA+DOC+DOX
doz kombinasyonlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artisi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilagtirilmistir (Sekil 28, Tablo 4).
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MCF7 ROS 2. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari MCF10A ROS 2. Giin PBA+DOC+DOX Dozlan
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Sekil 28: 2. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarini iceren ROS testi grafikleri

Grup 3;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlarinda MCF7
hiicrelerinde 6.1 kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 3.9 kat (p=0.0123),

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.6 kat (p<<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 2.3 kat (p=0.0103),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3 kat (p=0.0007), MCF10A hiicrelerinde 3.5 kat (p=0.0100),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.5 kat (p=0.0003), MCF10A hiicrelerinde 1.9 kat (p=0.0393),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.5 kat (p=0.0003), MCF10A hiicrelerinde 2.8 kat (p=0.0071),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.4 kat (p=0.0310), MCF10A hiicrelerinde 1.8 kat (p=0.0229),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.9 kat (p=0.0128), MCF10A hiicrelerinde 2.5 kat (p=0.0140),
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10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.6 kat (p=0.0012), MCF10A hiicrelerinde 1.9 kat (p=0.001), kontrol grubuna

gore ROS floresan yogunluklarinin arttig: istatistiksel olarak gézlemlenmistir.

4.3.3. 4. giin (96. saat) ROS Test sonuclari
4. gliniin sonunda MCF7 ve MCFI10A hiicrelerinde grup 1’de PBA, DOC, DOX

dozlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artisi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 29, Tablo 4).

MCF7 ROS 4. Giin PBA, DOC, DOX Dozlan MCF10A ROS 4. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari
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Sekil 29: 4. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen
DCFDA floresan yogunluklarini iceren ROS testi grafikleri

Grup 1;

1 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 3.6 kat (p=0.0116), MCF10A
hiicrelerinde 3 kat (p<0.0001),

10 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 3.7 kat (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde 1.5 kat (p=0.0262),

10 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.7 kat (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde 4.5 kat (p<0.0001),

100 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 1.9 kat (p=0.0002), MCF10A
hiicrelerinde 2.2 kat (p=0.0092),

100 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2 kat (p=0.0215), MCF10A
hiicrelerinde 4 kat (p<0.0001),
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1000 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.1 kat (p=0.0085), MCF10A
hiicrelerinde 2.3 kat (p=0.0148) ROS floresan yogunluklarinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak arttig1 gézlemlenmistir.

4. giiniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX
doz kombinasyonlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 30, Tablo 4).

MCF7 ROS 4. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari MCF10A ROS 4. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari
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Sekil 30: 4. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarimi iceren ROS testi grafikleri

Grup 2;

1 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.1 kat
(p=0.0036), MCF10A hiicrelerinde 2 kat (p<0.0001),

1 mM PBA + 100nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 3.1
kat (p=0.0115), MCF10A hiicrelerinde 2.6 kat (p=0.0012),

10 mM PBA + 10nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.8
kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 1.3 kat (p<0.0001),

10 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlart uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.3
kat (p=0.0015), MCF10A hiicrelerinde 1.6 kat (p=0.0119),

1 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 2.2
kat (p=0.0002), MCF10A hiicrelerinde 2.6 kat (p=0.0021),
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1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 1.8
kat (p=0.0046), MCF10A hiicrelerinde 1.2 kat (p=0.0110),

10 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 1.9
kat (p=0.0115), MCF10A hiicrelerinde 1.4 kat (p=0.0124),

10 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde
2.6 kat (p<0.0001) ROS floresan yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.

4. gliniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 3’de ise PBA+DOC+DOX
doz kombinasyonlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 31, Tablo 4).

MCF7 ROS 4. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari MCF10A ROS 4. Giin PBA+DOC+DOX Dozlan
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Sekil 31: 4. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarimi iceren ROS testi grafikleri

Grup 3;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 5.6 kat (p=0.0023), MCF10A hiicrelerinde 2.7 kat (p<<0.0001),

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 4.2 kat (p=0.0013), MCF10A hiicrelerinde 2.4 kat (p<0.0001),
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1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.3 kat (p=0.0074), MCF10A hiicrelerinde 5.8 kat (p<0.0001),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.1 kat (p=0.0008),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.3 kat (p=0.0062), MCF10A hiicrelerinde 1.7 kat (p=0.0230),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.1 kat (p=0.0091), MCF10A hiicrelerinde 1.2 kat (p=0.0288),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 2.9 kat (p=0.0045), MCF10A hiicrelerinde 1.7 kat (p=0.0167),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 3.5 kat (p=0.0130), MCF10A hiicrelerinde 1.3 kat (p=0.0130), kontrol grubuna

gore ROS floresan yogunluklarinin arttig1 istatistiksel olarak gézlemlenmistir.

4.3.4. 7. giin (168. saat) ROS Test sonuclari
7. giniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 1’de PBA, DOC, DOX

dozlarminoksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarmin artis1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak karsilagtirilmistir (Sekil 32, Tablo 4).

MCF7 ROS 7. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari MCF10A ROS 7. Giin PBA, DOC, DOX Dozlari
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Sekil 32: 7. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarindan elde edilen
DCFDA floresan yogunluklarimi igeren ROS testi grafikleri
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Grup 1;

1 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 7.6 kat (p=0.0109), MCF10A
hiicrelerinde 3.4 kat (p=0.0109),

10 mM PBA dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.7 kat (p=0.0022),

10 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 7 kat (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde 3.2 kat (p=0.0010),

100 nM DOC dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 7.4 kat (p=0.0064), MCF10A
hiicrelerinde 2.6 kat (p=0.0002),

100 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 6.8 kat (p<0.0001), MCF10A
hiicrelerinde 3.3 kat (p<<0.0001),

1000 nM DOX dozu uygulanan MCF7 hiicrelerinde 6.7 kat (p<0.0001) ROS floresan
yogunluklarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttig1 gozlemlenmistir.

7. giiniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 2’de PBA+DOC, PBA+DOX
doz kombinasyonlarmin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 33, Tablo 4).

MCF7 ROS 7. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari MCF10A ROS 7. Giin PBA+DOC, PBA+DOX Dozlari
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Sekil 33: 7. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC, PBA+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarini iceren ROS testi grafikleri

Grup 2;
1 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 7.3 kat
(p=0.0016), MCF10A hiicrelerinde 2.5 kat (p<0.0001),
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1 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 6.4
kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 2.2 kat (p=0.0092),

10 mM PBA + 10 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 6.4
kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 1.4 kat (p=0.0233),

10 mM PBA + 100 nM DOC doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.8
kat (p=0.0013), MCF10A hiicrelerinde 1.3 kat (p=0.0182),

1 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.9
kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 3.1 kat (p=0.0192),

1 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.6
kat (p=0.0094),

10 mM PBA + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5.4
kat (p=0.0014),

10 mM PBA + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicrelerinde 5
kat (p=0.0126), MCF10A hiicrelerinde 1.4 kat (p=0.0250) ROS floresan yogunlugunun arttig1
gozlemlenmistir.

7. giiniin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde grup 3’de ise PBA+DOC+DOX
doz kombinasyonlarinin oksidatif stres (ROS) testi ile DCFDA floresan yogunluklarinin artisi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 34, Tablo 4).
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MCF7 ROS 7. Giin PBA+DOC+DOX Dozlan MCF10A ROS 7. Giin PBA+DOC+DOX Dozlari
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Sekil 34: 7. giin sonunda MCF7 ve MCF10A hiicrelerinin PBA+DOC+DOX doz
kombinasyonlarindan elde edilen DCFDA floresan yogunluklarini iceren ROS testi grafikleri

Grup 3;

1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 6.8 kat (p=0.0062), MCF10A hiicrelerinde 4.1 kat (p=0.0007),

1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 5.5 kat (p=0.0004), MCF10A hiicrelerinde 4.2 kat (p=0.0003),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 5.4 kat (p<0.0001), MCF10A hiicrelerinde 3.4 kat (p=0.0006),

1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 5 kat (p=0.0005), MCF10A hiicrelerinde 2 kat (p<0.0001),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 4.7 kat (p=0.0072), MCF10A hiicrelerinde 1.7 kat (p=0.0139),

10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 5 kat (p=0.0003), MCF10A hiicrelerinde 1.6 kat (p=0.0117),

10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 5 kat (p=0.0045), MCF10A hiicrelerinde 1.6 kat (p=0.0372),
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10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX doz kombinasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicrelerinde 5.7 kat (p=0.0013), MCF10A hiicrelerinde 1.6 kat (p=0.0117) kontrol grubuna

gore ROS floresan yogunluklarinin arttig: istatistiksel olarak gézlemlenmistir.

Tablo 4: 1. giin (24 saat), 2. giin (48 saat), 4. giin (96 saat), 7. giin (168 saat) sonunda, MCF7 ve
MCF10A hiicrelerinin PBA, DOC, DOX dozlarinin, PBA+DOC, PBA+DOX ve PBA+DOC+DOX
doz kombinasyonlarindan elde edilen kontrole gére DCFDA floresan yogunluklarini iceren ROS
testinin katli sonuglari

1. Giin 2. Giin 4. Giin 7. Giin

MCF-7 | MCF-10A| MCF-7 | MCF-10A| MCF-7 | MCF-10A| MCF-7 | MCF-10A
1 mM PBA 18" 417 | 58 45" 36" 30| 76~ 34"
10 mM PBA 2.7 23" 6.0 | 2.7 37 15* 5.7 1.2
10 nM DOC 2.6 40" 38| 47| 27| 45| 7.0 32
100 nM DOC 2.5 35| 36| 35 1.9 22" 7.4 2.6
100 nM DOX 23" 47" 29 55| 20" 40| 68| 33"
1000 nM DOX 23" 29 44 33 2.1 23" 6.7 | 1.3
1 mM PBA + 10 nM DOC 25 30" 51" 31" 5.1 20| 7.3 2.5
1 mM PBA + 100 nM DOC 25 27" 31" 26| 317 2.6 6.4 | 22™
10 mM PBA + 10 nM DOC 2.4 21777 22| 23| 28| 137 64| 147
10 mM PBA + 100 nM DOC 22| 25* 27" 26" 2.3 16" 58" 1.3"*
1 mM PBA + 100 nM DOX 2.2 39" 20" 50" 2.2 2.6 59| 31~
1 mM PBA + 1000 nM DOX 21" 17" 22" 19" 1.8 12" 5.6 1.2
10 mM PBA + 100 nM DOX 22" 23" 21" 26" 19° 14" 5.4 1.4
10 mM PBA + 1000 nM DOX 227 15" 34" 197 26| 1.2 5.0 14*
1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX 2.5 3.6 6.1 39" 5.6 ** 27| 6.8 41"
1 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX 3.0 21 36| 23" 42* 24| 55 42"
1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX 2.2 39" | 3.0 35" 33" 58| 5.4 34
1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX 21" 16~ 35" 19" 3.1 1.2 5.0 2.0 "
10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX 2.2 26" 2.5 2.8 33" 17" 47" 17"
10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX 22" 17" 24" 1.8* 31" 12" 5.0 16"
10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX 2.7 2.4 29* 25" 2.9 17" 5.0 " 16"
10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX | 2.2 1.6 36" 19™ | 357 13" 57" 16"

4.4, HUCRE MiGRASYONU SONUCLARI

MCF7 galismalarinda; kontrol hiicreleri ve 1 mM PBA igeren hiicreler 4. giinde %100
olarak tamamen tiim yar1g1 kapatmistir (Sekil 35, Sekil 36). 10 mM PBA igeren hiicreler ise 7.
giin sonunda %61.83 oraninda yarig1 kapatmistir (p<0.0001), (Sekil 37). 100 nM DOX igeren
hiicre grubu 4. giin sonunda %25.19 kapanma sagladiktan sonra (p<0.0001) hiicreler 6lerek
dagilmaya baslamigtir. Diger ¢alisma gruplarda 10 nM DOC (Sekil 38-A), 1 mM PBA + 100
nM DOX (Sekil 40-A), 1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX (Sekil 40-A) dozlarinda 4.
giinden itibaren yara kapanmanin tersine acgilma goriilmiis ve 7. giin sonunda tamamen 6liime
gecmislerdir (Sekil 43, Sekil 44, Sekil 45) (p<0.0001).

100 nM DOC (Sekil 38-B), 1000 nM DOX (Sekil 38-D), 1 mM PBA + 10 nM DOC
(Sekil 39-A), 10 mM PBA + 10 nM DOC (Sekil 39-C), 10 mM PBA + 100 nM DOC (Sekil
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39-D) dozlarinda 2. giinden itibaren yara kapanmanin tersine agilma goriilmiis ve 7. giin
sonunda tamamen 6liime gegmislerdir (Sekil 43, Sekil 44) (p<0.0001).

1 mM PBA + 100 nM DOC (Sekil 39-B), 1 mM PBA + 1000 nM DOX (Sekil 40-B),
10 mM PBA + 100 nM DOX (Sekil 40-C), 10 mM PBA + 1000 nM DOX (Sekil 40-D), 1
mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX (Sekil 41-B), 1 mM PBA + 100 nM DOC + 100
nM DOX (Sekil 41-C), 1 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM DOX (Sekil 41-D), 10 mM
PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX (Sekil 42-A), 10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM
DOX (Sekil 42-B), 10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX (Sekil 42-C), 10 mM PBA
+100 nM DOC + 1000 nM DOX (Sekil 42-D) dozlarinda 1. giinden itibaren yara kapanmanin
tersine acilma goriilmiis ve 7. giin sonunda tamamen 6liime gegmislerdir (Sekil 44, Sekil 45)

(p<0.0001).

10X)

>

Sekil 36: 1 mM PBA dozu kullanilan MCF7 hiicrelerinin 0. giin (A) ve 4. giin (B) yara kapanma
sonuglari (Biiyiitme: 10X)
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Sekil 37: 10 mM PBA dozu kullanilan MCF?7 hiicrelerinin 0. giin (A) ve 7. giin (B) yara kapanma
sonuclar1 (Biiyiitme: 10X)

D

Sekil 38: 7. giin sonunda 10 nM DOC (A), 100 nM DOC (B), 100 nM DOX (C), 1000 nM DOX (D)
doza sahip MCF7 hiicrelerinin goriintiisii (Biiytlitme: 10X)
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Sekil 39: 7. giin sonunda 1 mM PBA + 10 nM DOC (A), | mM PBA + 100 nM DOC (B), 10 mM
PBA + 10 nM DOC (C), 10 mM PBA + 100 nM DOC (D) doza sahip MCF7 hiicrelerinin goriintiisii
(Biiyiitme: 10X)

D

Sekil 40: 7. giin sonunda 1 mM PBA + 100 nM DOX (A), 1 mM PBA + 1000 nM DOX (B), 10 mM
PBA + 100 nM DOX (C), 10 mM PBA + 1000 nM DOX (D) doza sahip MCF7 hiicrelerinin goriintiisii
(Biiytitme: 10X)
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C

Sekil 41: 7. giin sonunda 1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX (A), ] mM PBA + 10 nM DOC +
1000 nM DOX (B), 1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX (C), 1 mM PBA + 100 nM DOC +
1000 nM DOX (D) doza sahip MCF7 hiicrelerinin goriintiisii (Biiyiitme: 10X)

D

Sekil 42: 7. giin sonunda 10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX (A), 10 mM PBA + 10 nM
DOC + 1000 nM DOX (B), 10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX (C), 10 mM PBA + 100 nM
DOC + 1000 nM DOX (D) doza sahip MCF7 hiicrelerinin goriintiisii (Biiytlitme: 10X)
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MCF7 - Hiicre Migrasyonu Grup 1
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Sekil 43: MCF7 Grup 1 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu

MCF7 - Hiicre Migrasyonu Grup 2

Day4 HDay7

HDay0 mDayl mDay2

X0Q WuQ0oT+ Vad WWOT

X0Q WwugoT+ vad INWOT

X0Q WugooT+ vad INWT

XOQ wuQoT+ vead INWT

200 WU00T+ vad INWOT

Dozlar

200 WU0T+ vad INWOT

200 WU00T+vdd INWT

200 WUOT+vad IWWT

T0dLNOM

100

,__,_

nunuUnununu

00 W = ~N J_
(Snuewiey aionH

‘Slwpdy uswewe] :00T- ‘Siwuedey uswewe] poT S18uejseg=0)
nuoAseasi a1onH

Sekil 44: MCF7 Grup 2 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu
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Sekil 45: MCF7 Grup 3 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu

MCF10A calismalarinda; kontrol hiicrelerde %41.72 oraninda, 10 nM DOC igeren
hiicrelerde %32.98 oraninda, 100 nM DOX igeren hiicrelerde %100 kapanma goriilmiistiir
(p<0.0001). 4. giiniin sonunda 1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX igeren hiicrelerde
%10.46 oraninda kapanma olmasina ragmen 7. sonunda tamamen Oliime gitmis ve yara
actlmistir (p<0.0001). Diger gruplarin ise 2. giin sonrasinda parcalanma yasayarak 6liime
gittigi gozlemlenmistir (p<0.0001).

Bu gruplardan 1 mM PBA (Sekil 49-A), 10 mM PBA + 100 nM DOC + 1000 nM
DOX (Sekil 53-D) dozlarinda 4. giinden itibaren yara kapanmanin tersine a¢ilma goriilmiis ve
7. giin sonunda tamamen 6liime gegmislerdir (Sekil 54, Sekil 56) (p<0.0001).

10 mM PBA (Sekil 49-B), 1 mM PBA + 10 nM DOC (Sekil 50-A), 1 mM PBA + 100
nM DOC (Sekil 50-B), 10 mM PBA + 10 nM DOC (Sekil 50-C), 10 mM PBA + 100 nM
DOC (Sekil 50-D), 1 mM PBA + 100 nM DOX (Sekil 51-A), 10 mM PBA + 1000 nM DOX
(Sekil 51-D), 1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX (Sekil 52-A), 1 mM PBA + 10 nM
DOC + 1000 nM DOX (Sekil 52-B), 10 mM PBA + 10 nM DOC + 1000 nM DOX (Sekil 53-
B), 10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX (Sekil 53-C), dozlarinda 1. giinden itibaren
yara kapanmanin tersine agilma goriilmiis ve 7. giin sonunda tamamen Oliime ge¢mislerdir

(Sekil 54, Sekil 55, Sekil 56) (p<0.0001).
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10X)

Sekil 47: 10 nM DOC dozu iceren MCF10A hiicrelerinin 0. giin (A) ve 7. giin (B) yara kapanma
sonuglari (Biiyiitme: 10X)

Sekil 48: 100 nM DOX dozu iceren MCF10A hiicrelerinin 0. giin (A) ve 7. giin (B) yara kapanma
sonuglar1 (Biiyiitme: 10X)
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Sekil 49: 7. giin sonunda 1 mM PBA (A), 10 mM PBA (B), 100 nM DOC (C), 1000 nM DOX (D)
doza sahip MCF10A hiicrelerinin goriintiisii (Biiytlitme: 10X)

Sekil 50: 7. giin sonunda 1 mM PBA + 10 nM DOC (A), | mM PBA + 100 nM DOC (B), 10 mM
PBA + 10 nM DOC (C), 10 mM PBA + 100 nM DOC (D) doza sahip MCF10A hiicrelerinin
goriintlisii (Blytitme: 10X)
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Sekil 51: 7. giin sonunda 1 mM PBA + 100 nM DOX (A), I mM PBA + 1000 nM DOX (B), 10 mM
PBA + 100 nM DOX (C), 10 mM PBA + 1000 nM DOX (D) doza sahip MCF10A hiicrelerinin
gOriintiisti (Blytitme: 10X)

Sekil 52: 7. giin sonunda 1 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX (A), 1 mM PBA + 10 nM DOC +
1000 nM DOX (B), 1 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX (C), 1 mM PBA + 100 nM DOC +
1000 nM DOX (D) doza sahip MCF10A hiicrelerinin goriintiisii (Biiyiitme: 10X)
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Sekil 53: 7. giin sonunda 10 mM PBA + 10 nM DOC + 100 nM DOX (A), 10 mM PBA + 10 nM
DOC + 1000 nM DOX (B), 10 mM PBA + 100 nM DOC + 100 nM DOX (C), 10 mM PBA + 100 nM
DOC + 1000 nM DOX (D) doza sahip MCF10A hiicrelerinin goriintiisii (Biiylitme: 10X)
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Sekil 54: MCF10A Grup 1 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu
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MCF10A - Hiicre Migrasyonu Grup 2
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Sekil 55: MCF10A Grup 2 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu
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Sekil 56: MCF10A Grup 3 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu
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5. TARTISMA

Genel olarak, mevcut kanser tedavilerinin ¢ogu, birincil timdr hiicrelerinin hizli
cogalmasini kontrol etmektedir. Bununla birlikte, geleneksel terapotikler tiimorijenik hiicreler
icin yeterince seg¢ici degildir. Potansiyel bir terapotik bilesik, normal, saglikli hiicrelerden
kacinirken timor hiicrelerini segici olarak etkilerse, normal dokulara verilen hasar 6nemli
Olclide azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, oldukca segici ve toksik olmayan
bilesikleri tanimlanmasinin ¢ok 6nemli oldugu vurgulanmstir [73].

Borik asit, karbona benzer yapisal 6zelliklere sahip hafif bir organik Lewis asididir ve
bir¢ok karbon igeren substrat i¢in rekabet¢i bir inhibitor gorevi goérmesine izin verir. Birkag
calisma [6, 56], Fenilboronik asitin (PBA) kanser hiicrelerinin metastatik ve proliferatif
ozelliklerini hedeflemede borik asitten daha giiclii oldugunu gostermislerdir. Bu caligmalar,
PBA'nin insan prostat ve meme kanseri hiicre gociinii segici olarak inhibe edebildigini ve
kanser hiicresi canliligini azaltabildigini belirtmislerdir. PBA'nin kanser hiicresi canliligini
uzun vadede azaltirken kisa vadede segici bir go¢ karsiti yanit ortaya ¢ikarma yetenegi, onu
yeni bir kanser karsiti tedavi icin umut verici bir aday haline getirir. In vivo antitimér
sonuglari, PBA ile zenginlestirilmis nanopartikiillerin, timdr biliylimesini kisitlamada ve
timor tasiyan farelerin hayatta kalma siiresini uzatmada serbest ilaglardan daha fistlin

etkinlige sahip oldugunu gostermistir [61].

5.1. CANLILIK

PBA’nin kanser hiicrelerini giiglii bir sekilde proliferasyonu inhibe ettigi ¢alismalarda
gosterilmistir [54]. Elegdebe ve ark. [59] 1 mM PBA dozu proliferasyon deneylerinde MCF-7
hiicrelerini 5. glinde %70 oraninda canlilig1 diisiirdiigiinii, baska bir caligmada ise Bradke ve
ark. [6] ZR-75-1 meme kanseri hiicre hattinda yapilan ¢alismalarda 8 giin sonunda 1 mM
PBA dozu %30 oraninda, ]| mM BA %5 oraninda canliliklar1 diisiirdiigiinii gostermislerdir,
fakat MCF-10A hiicrelerinde ise istatistiksel olarak canliliklarint diigiirdiigii goriillmemistir.
Calismamizda Elegdebe ve ark. [59] yaptig1 calismaya paralel bir sekilde 1mM PBA dozunun

MCEF-7 hiicrelerinde istatistiksel olarak canlilik oranlarimin diistiigii gériilmiistiir. Elegdebe ve
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ark. [59] 1mM PBA’nin MCF-7 hiicrelerinde ZR-75-1 hiicrelerine gore daha yiiksek etki
gosterdigini  gostermislerdir. Bradke ve ark. [6] elde etmis oldugu sonuglara gore
calismamizda MCF-7 hiicrelerinde daha yiiksek etki gérmemiz bu etkiyi acgiklamaktadir.
MCF-10A hiicrelerinde ise her iki dozun da sadece 4. giinde istatistiksel olarak canliligi
diisiirdligii tespit edilmistir.

Taksan ilaglarindan olan paklitaksel (Taxol®) ve yar1 sentetik tiirevi olan docetaxel
(DOC) (Taxotere®) meme kanserinin tedavisinde kritik Oneme sahiptirler [42, 62].
Mikrotiibiiller, mitoz, hiicre seklinin korunmasi, hiicre i¢i tagima, hareketlilik ve hiicre sinyali
dahil olmak {izere ¢ok sayida temel hiicresel islevde yer alan hiicre iskeletinin bilesenleridir.
Hiicrelerde kolayca polimerize olan ve depolimerize olan a-tiibiilin ve p-tiibiilin
heterodimerlerinden olusurlar. Tiibiilin inhibitorleri genellikle, tiibiilin polimerizasyonunu
veya depolimerizasyonunu tesvik edip etmediklerine bagli olarak mikrotiibiil stabilize edici
veya dengesizlestirici ajanlar (paclitaxel, docetaxel, and epothilones gibi) olarak siniflandirilir
[74]. Wang ve ark. [75] MCF-7 hiicrelerinde 1 giin sonunda 10 nM DOC dozunda %20, 100
nM DOC dozunda ise %50 oraninda, Morse ve ark. ise [91] ayni sekilde MCF7 hiicrelerinde
3 giiniin sonunda 10 nM DOC dozu %28, 100 nM DOC dozunda ise %99 oraninda hiicre
canliliklariin diistigli g6zlemlenmistir. Calismamizda kullandigimiz 10 nM ve 100 nM DOC
dozlar1 yiiksek oranda canliliklar1 diigiirdiigii ve yliksek DOC dozunun daha etkili oldugu
goriilmiistiir, bu sonuglar yukaridaki literatiirler ile uyumlu sonuglar géstermistir. Morse ve
ark. [91] MCF-10A hiicrelerinde 3 giiniin sonunda 10 nM DOC dozu %30, 100 nM DOC
dozunda ise %90 oraninda hiicre canliligimni diistirdiiglinii tespit etmislerdir. Morse ve ark.
aksine calismamizda her iki dozun MCF10A hiicrelerinde herhangi bir istatistiksel etki
olusturmamis olmasi kullandigimiz dozlarin segici etki gosterdigini agiklayabilir.

Doksorubisin (DOX) de DOC gibi meme kanserinin tedavisinde kullanilan ve en aktif
ajan olarak kabul edilen bir ilagtir [37, 42]. Wang ve ark. [75] yaptig1 hiicre canlilig
calismasinda 1 giin sonunda MCF-7 hiicrelerinde kullanilan 100 nM DOX dozunun %20,
1000 nM DOX dozunun %60 oraninda; Fanayi ve ark. [76] c¢alismalarinda MCF-7
hiicrelerinde 2. giinde 100 nM DOX dozunun %50, 1000 nM DOX dozunun ise %70
oraninda; Arif ve ark [77] MCF-7 hiicrelerinde 1. giin sonunda 100 nM DOX dozunun %50
oraninda, 1000 nM DOX dozunun ise %70 oraninda canlilig1 diistirdiigli gozlemlemislerdir.
Farkli meme kanseri hiicre hatlarinda uygulanan birbirinden farkli DOX dozlarinin hiicre

canliligr {lizerindeki etkisi asagidaki literatiirlerde agiklanmistir. Yukarida agiklanan
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literatiirler ig¢erisinde DOX dozu arttik¢a proliferasyon etkisinin arttigi gozlemlenmis olup,
¢alismamiz ile uyumlu olarak 1000 nM DOX dozu 100 nM DOX dozuna gore hiicre
canliligini istatistiksel olarak daha fazla diisiirdiigii gosterilmistir.

Diger taraftan asagida agiklanan ¢alismalarda birbirinden farkli yiiksek ve diisiik DOX
dozlarinda ayn1 %50 proliferasyon etkisinin bulunmasi c¢alismalar arasinda ¢eliskiler
gostermektedir. Pilco-Ferreto ve ark. [78] 1. giinde MDA-MB-231 hiicre canliliklarinin 1000
nM DOX dozunda, MCF-7 hiicre canliliklarinin ise 4000 nM DOX dozunda; Sato ve ark. [79]
2. giinde MCF-7 hiicre canliliklarimin 1700 nM DOX dozunda, MDA-MB-453 hiicre
canliliklarinin ise 2000 nM DOX dozunda; Oncul ve ark. [80] 2. giinde MCF-7 hiicre
canliliklarmin yaklagik 8300 nM DOX dozunda, MDA-MB-231 hiicre canliliklarinin ise
yaklasik 6600 nM DOX dozunda; AbuHammad ve ark. [81] 3. Giinde MCF-7 hiicrelerinin
canliliklarinin 286 nM DOX dozunda; Abdullah ve ark. [82] 3. giinde MCF-7 hiicre
canliliklarmin yaklagik 575 nM DOX dozunda, MDA-MB-231 hiicre canliliklarinin ise
yaklasik 288 nM DOX dozunda %50 oraninda canliliklarini kaybettiklerini gostermislerdir.

Arif ve ark [77] fibroblast hiicre hattinda yaklasik 2200 nM DOX dozunda; Pilco-
Ferreto ve ark. [78] 1. giinde MCF-10F hiicre canliliklarin1 1000 nM DOX dozunda, Abdullah
ve ark. [82] ise 3. giinde MCF-10A hiicre canliliklarinin yaklagik 288 nM DOX dozunda %50
oraninda canliliklarin1 kaybettiklerini gostermislerdir. Caligmamizda en yiikksek DOX
dozunun saglikli hiicre hatti olan MCF10A hiicrelerinin canliliklar1 iizerinde yukaridaki
literatiir calismalarina benzer sonuglar bulunmustur.

Lee ve ark. [83] polimerize edilmis PBA ile doksorubisin (DOX) nanokompleks
bilesiklerini kullandiklar1 ¢alismada MCF7 hiicreleri tizerine 48 saat sonunda DOX’un 3.1
uM dozda ve 1:1, 2:1 ve 4:1 nanokompleks bilesiklerinde, PBA’nin DOX ile sinerjik etki
olusturarak hiicre canliligini %50 tiizerinde etkiledigi belirtilmistir. Calismamizda 1. Giinde
PBA+DOX doz kombinasyonlarinda herhangi istatistiksel etki goriilmezken, 2. giiniin
sonunda Lee ve ark. sonuglarina paralel olarak, uygulanan DOX dozunun etkisi PBA ile
bilesik olusturuldugunda sinerjik etki gostererek artirdigi gézlemlenmistir.

Trebunova ve ark. [35] DOC ve DOX kombinasyonlarindan olusan ¢alismalarinda 1.
giin sonunda MCF7 hiicrelerine uygulanan 40 nM DOC + 200 nM DOX ile 40 nM DOC +
500 nM DOX doz kombinasyonlarmin canlilig1 yaklasik %35 oraninda, 60 nM DOC + 200
nM DOX ile 60 nM DOC + 500 nM DOX dozlarini igeren ikili kombinasyonlarinin ise

kontrole gore yaklasik %50 oraninda etkiledikleri goriilmiistiir. Bu ¢alismada sinerjik etkinin
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artmasini saglayan DOC dozunun etkisi oldugu gosterilmistir. Calismamizda ise DOC ve
DOX doz kombinasyonlar1 PBA ile birlestirilerek ikili ve {glii kombinasyonlar
olusturulmustur. Yalnizca DOC’in uygulandigi dozlarda hiicre canliligi {izerine etkisi
istatistiksel olarak yliksektir, PBA’nin her iki dozu ile olusturulmus olan ikili
kombinasyonlarda bu etkinin azalmasi sonucunda PBA ile sinerjik bir etki olusturmadigi
sOylenebilir. Uygulanan DOX dozlarinda ise DOX’un tek basina olusturdugu etki PBA ile
olusturulan ikili dozlarma gore istatistiksel olarak yaklasik yarisidir. Bu sonugtan PBA ile
DOX arasinda sinerjik bir etki olusturdugu ve PBA’nmin DOX’un etkisini artirdigi
aciklanabilir. Caligmamizin amacima yonelik belirledigimiz ii¢lii kombinasyonlarda ise
kullanilan DOC dozlar yiiksek doz PBA ile olusturulmus kombinasyonlarda hiicre canliligi
tizerinde sitotoksik etkiyi artirdigini diisinmekteyiz. Uygulanan ii¢lii kombinasyonlarda DOX

dozunun varligi hedeflenen etkiyi olusturdugunu sdyleyebiliriz.

5.2. APOPTOZ

Hiicrelerin genellikle nekroz veya apoptoz nedeniyle 6ldiigii bilinmektedir. Apoptoz,
bir¢cok farkli ajan ve fizyolojik durum tarafindan indiiklenen, birkac farkli hiicre tipinde
tekrarlanabilir bir sekilde meydana gelen diizenli bir olaydir. Apoptotik 6liimiin 6zellikleri,
nekrotik o6lim ozellikleriyle karsilastirildiginda daha nettir. Hiicrede en erken geri doniisii
olmayan degisiklikler mitokondride gerceklesmektedir. Miktokondride sisme ve graniiler
kalsiyum birikintileri olusan degisiklikler arasindadir. Bu tiir degisikliklerden sonra, tek tek
hiicrelerin dis hatlarmin bulaniklastigi bildirilmistir [84]. Hiicrede biiyiik 6lglide hacimsel
genisleme ve membran pargalanmasi ise nekrotik hiicrelerin apoptotik hiicrelerden en énemli
farklaridir [85]. Polverini'nin [86] belirttigi gibi nekroz kontrolsiiz bir siirectir ve enerji (ATP)
gereksinimi yoktur, hiicreler siser, zar biitlinliigli kaybolur ve niikleer ¢6ziinme goriiliir. Bu
tez calismasinda da kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemotdropotiklerle
olusturulan bor kombinasyonlarinin meme kanseri ve saglikli meme hiicre hatti hiicreleri
tizerinde in vitro nekroza neden olmadig1 gosterilmistir.

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi ve
homeostazinda kritik bir anahtar diizenleyici olarak rol oynadigi bilinmektedir. Olas1 apoptoz
eksikligi veya yiiksek apoptotik hiicre orani doku igin kritik olabilir. Bu durum dokuda
lezyonlar veya hastalikli durumlar yaratabilir. Bir hiicrenin nekroz yerine apoptoz nedeniyle

oliip 6lmedigini belirlemek veya apoptoz yolagma girdigini belirlemek hiicre 6liim sebebini
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tespit etmek icin Onemlidir. Boylece ilgili etkenin dokuda veya hiicrede sebep oldugu
fizyolojik etkinin sonucu belirlenmis olur. Bir apoptotik hiicrenin fenotipi, ¢ogu apoptoz
tetiklenmesinde benzerdir ve hiicre zarindaki degisiklikleri, sitoplazmik ve niikleer
proteinlerin proteolizini ve sonunda niikleer DNA'nin yok edilmesini igermektedir. DNA
onarimimin p53 ile indiiklenen apoptozda erken aktive olduguna ve bunun tersine
cevrilebilirliginde rol oynayabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. p53 aktivasyonunun
apoptozun erken donemlerinde fosfatidilserin (PS) eksternalizasyonunu indiikledigini ve
apoptotik uyaran kaldirilirsa bu erken apoptotik hiicrelerin kurtarilabilecegini  ve
cogalabilecegi gosterilmistir [87, 88].

Apoptotik hiicre 6liimiiniin kantitatif bir degerlendirmesi, Anneksin-V proteininin
yesil floresan isareti ile fosfattidilserin (PS) tespitini igermektedir. Hiicrelerin membran
biitiinliigli, yalnizca hasarli membranlara sahip hiicrelerin icerisinde girebilen boya olan PI
kullanilarak kontrol edilmistir. Anneksin/PI boyamasi ¢alismada kullanilan etken madde ve
bor kombinasyonlarinin hiicrelerdeki 6liim sebeplerinin apoptoz oldugunu dogrulamaktadir.

Apoptoz, kansere karsi en giliclii savunmalardan biridir. Bu islem potansiyel olarak
zararlh mutasyona ugramis hiicreleri ortadan kaldirir ve normal, saglikli hiicrelerin
yenilenmesini saglar [61].

Elegdebe ve ark [59] yaptigi ¢alismada MCF7 hiicrelerinde floresan mikroskobu
kullanarak 1 mM PBA dozunda %3.1, 10 mM PBA dozunda ise %10.3 oraninda apoptoz
tespit etmislerdir. Caligmamizda ise literatiirde oldugu gibi PBA dozu arttikca apoptoz
oraninin arttigim1 gézlemledik. MCF10A hiicrelerinde MCF7 hiicrelerine gore apoptozun daha
diisiik oranda belirlenmesi ¢alismamizin amacinda belirtilmis olan secici ve toksik olmayan
bilesik olmasini desteklemektedir.

Wang ve ark. [75, 89] yaptig1 apoptoz ¢alismalarinda MCF-7 hiicrelerinde 10 nM
DOC dozu %10, 500 nM DOC dozu ise %60 oraninda apoptoz Ol¢iilmiistiir. Morse ve ark.
[91] 8. saat sonunda 10 nM DOC dozunun MCF-10A hiicrelerinde %4.68, 16 saat sonunda
MCF-7 hiicrelerinde ise %1.05 oraninda apoptoz tespit etmislerdir. Samadi ve ark. [90] 2.
giinde MDA-MB-231 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada 10 nM DOC dozunda %65, 50 nM
DOC dozunda %49 ve 500 nM DOC dozunda ise %32 oranlarinda apoptotik hiicre
bulduklarin1 gostermislerdir. Calismamizda ise MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde yukarida

aciklanan literatiirler ile paralel sonuglarin elde edilmistir.
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Oncul ve ark. [80] yaptig1 ¢alismada 50, 200 ve 800 nM DOX dozlarinda MCF-7
hiicrelerinin siras1 ile %5.8, %10 ve %13.75 oranlarinda apoptoza girdiklerini géstermislerdir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 50, 200 ve 800 nM DOX dozlarmin sirasi ile %6.75, %15 ve
%8.25 oranlarinda apoptoza girdikleri belirlemislerdir. Calismamizda MCF7 hiicrelerinde
tespit edilen apoptoz oranlari Oncul ve ark. [80] yaptigi ¢alismada elde edilen veriler ile
uyumlu sonuglar gostermekte olup, DOX dozu arttikga apoptoz oranmin da arttigi tespit
edilmistir. Tekli dozlarda elde edilen sonuglara gore ikili ve ti¢lii dozlarin apoptoza stiriikleme
etkisinin arttig1 goriilmiis olup, ayrica tiim doz gruplarinda MCF7 hiicrelerinde MCF10A
hiicrelerine gore daha yiiksek oranda apoptoz etkisi elde edilmistir, bu da calismamizin

amacina gore bekledigimiz sonug oldugunu sdyleyebiliriz.

5.3. ROS DUZEYi

Terapotik segicilik, kanser kemoterapisinde en 6nemli hususlardan birisidir. Normal
hiicrelere zararli etkileri en aza indirirken malign hiicreleri tercihli olarak O6ldiirmek ig¢in
terapotik stratejilerin tasarimi, kanser ile normal hiicreler arasindaki biyolojik farkliliklari
anlamamiza baghdir [92]. Birgok arastirma, antikanser ilaglarla yapilan tedaviden sonra,
ROS'un ¢esitli kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilecegini gostermistir [93]. Bu
nedenle, etken madde ve bor kombinasyonlarindan kaynaklanan apoptozun MCF7 ve
MDAI10A hiicrelerinde artan ROS seviyeleri ile iligkili olup olmadigini arastirdik. ROS
liretimi, birgok antikanser ilacimin énemli bir aracisidir [94] Onceki ¢alismalar, kemoterapi
tarafindan {iretilen ROS'un belirli kanserlerde apoptozu tetiklemek igin gerekli oldugunu
gostermistir [95].

Yapilan literatiir taramalarinda PBA’in MCF7 ve MCFI10A hiicrelerinde ROS
degerlerinin 6lgiimlerine rastlanmamistir.

Swetha ve ark. [96] 10 nM DOC dozunun oksitatif stres diizeyi 1. giinde MCF-7
hiicreleri iizerinde kontrole goére 1.8 kat arttifi, 4T1 hiicrelerinde ise 1.4 kat arttigi
goriilmiistiir. Mehdizadeh ve ark. [97] 100 nM DOC dozunun MCF-7 hiicreleri tlizerindeki
oksitatif stres diizeyinin kontrole gore 1. giinde yaklagik 1.2 kat arttigi gorilmiistiir.
Calismamizda elde edilen sonuglarda her iki dozda elde edilen ROS seviyeleri benzer olup 2
katin lizerindedir, literatiir galigmalar1 ile uyumlu sonuglar gézlemlenmistir.

Wigner ve ark. [98] 2.2 uM DOX dozunun oksitatif stres diizeyi MCF-7 hiicreleri
tizerinde kontrole gore 3. giine kadar farkli saatlerde 2 kat arttigi, MDA-MB-231 hiicrelerinde
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ise 1.5 kat arttig1 goriilmiistiir. Calismamizda kullanilan DOX dozlarinin ROS seviyleri 2.3
kat olarak tespit edilmis olup Wigner ve ark. [98] yaptiklar1 ¢alismayla uyumlu sonug elde
edilmistir.

Calismamizda FBA’nin tekli dozlarinda yiiksek oranda ROS diizeyi tespit edilirken,
tim {U¢li ve ikili kombinasyon dozlarimizda ROS degerleri beklenenin aksine istatistiksel
olarak diistiigii gézlemlenmistir. Bu degerlerin hiicre 6liim mekanizmalari igerisinde farkli bir

yontemlerle de degerlendirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

5.4. HUCRE MiGRASYONU

Bradke ve ark. [6] ZR-75-1 meme kanseri hiicre hatti {lizerinde yaptiklar gog
calismasinda 1. giin sonunda kontrole gore 100, 500 ve 1000 uM PBA dozlarinin istatistiksel
olarak daha diisiik yara kapanmasina sebep oldugu ve 1000 uM PBA dozunun negatif kontrol
ile benzer sonuglar verdigini belirtmislerdir. MCF10A hiicrelerinde de tiim dozlar pozitif
kontrole gore daha diisiik yara kapanmasi olusturmuslardir. Aladag ve ark. [99] MCF7
hiicrelerinde 10 ile 100 uM arasindaki farkli borik asit dozlarinin kullanildig1 ¢aligmada 2.
giin sonunda yara iyilesmesinin olusmadigr ve migrasyonun goriilmedigini aciklamislardir.
Calisgmamizda 1 mM PBA dozu MCF7 hiicre migrasyonunda etki goriilmemistir. Ancak 10
mM PBA dozunun hiicre migrasyonu tiizerinde etki olusturdugu belirlenmistir. MCF10A
hiicrelerinde ise hem 1 mM hem de 10 mM PBA dozunda migrasyonun yavasladigi
gozlemlenmistir.

Liu ve ark. [100] MCF7 hiicrelerinde 3 saat sonrasinda 200 nM DOX dozu yara
kapanmay1 1,56 kat artirdigi, 1 saatlik 30 nM PAX (Taxan grubu kemoterapik) dozunda ise
kontrole gore %64 seviyelerine diisiirdiigli tespit edilmistir. 800 nM DOX ile yapilan birkag
saatlik calismada BT-474 hiicrelerinin gdciinii 6nemli dlgiide artirdigi gosterilmistir. Ayrica
MCEF7 hiicrelerinde kullanilan PAX ve DOX etki dozlart ES-2 yumurtalik kanseri
hiicrelerinde de benzer etki gosterdigi ve 1 saatte 30 nM PAX dozu ile yapilan kisa ¢alismada
yara kapanmay1 etkilemedigi fakat DOX dozunun yara kapanmay1 artirdigi gozlenmistir.
Calismamizda MCF7 hiicrelerinde uygulanan DOC ve DOX dozlari ile tiim ikili ve ti¢li doz
kombinasyonlarinda 1. giinde etki gosterip migrasyonu durdurarak 7. giin sonunda 6liime
stiriklemislerdir. Diger taraftan hiicre canlilig1 analizlerimizde de %90 oraninda canliliklarin
etkilendigi goriilmiis olup yara kapanma sonuglari ile uyumludur. MCF10A hiicrelerinde ise

ayni etki 2. giinde baslamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

PBA’in DOC ve DOX ile yapilan kombinasyonlarinda kanser hiicrelerine karsi canliliklar
ciddi oranda etkiledikleri gosterilmistir. Ayrica hiicrelerdeki oksitatif stres oranlarmin
incelenmesi ile kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere gore daha yiiksek oranda apoptoza
stiriiklendikleri goriilmiistiir. Yara kapanma analizinde ikili ve ii¢lii doz kombinasyonlarinin
kanser hiicrelerinde yara iyilesmesi gergeklesmeyerek hiicrelerin 6liime siiriiklendigi
gosterilmistir. Olusturmus oldugumuz ikili ve iicli doz kombinasyonlarmin hiicrelerdeki
apoptoz oranlarimi artirdigi agikga goriilebilmektedir. Tiim bu bilgiler 1s18inda PBA’in DOC
ve DOX ile yapilan kombinasyonlari, kanser hiicrelerine karst kullanilan ilaglarin etkilerini de
artirdig1 gosterilmistir. Calismamizda sadece iki farkli doz kullanilmasindan dolay1 alt, {ist ve
ara dozlarin etkileri bilinememekle birlikte yeni c¢alismalarda uygulanabilecek doz
kombinasyonlarinin ¢esitlendirilmesi, protein diizeylerinin Ol¢iilmesi ve genetik yolaklar

tizerindeki etkileri ile in-vivo deneylerine 6n ¢alisma olabilecek niteliktedir.
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