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Apaf-1
APC
Bax
Bcl-2
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COX
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DCC
FAP
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dUMP
Dvi

SIMGE VE KISALTMALAR
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GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanserler, basta ABD olmak iizere, Avrupa ve diger Batili iilkelerde kanserle
iligkili morbidite ve mortalitenin en dnemli sebeplerinden biridir (1). Diinyada ortalama yillik
500.000 kisinin 6liimiine neden olan kolorektal kanser, biitiin kanser tiirleri igerisinde en sik
goriilen 3. kanser tiirtidiir (2).

Kolon kanseri gelisimi, pek ¢ok faktorle iliskili olan ¢ok basamakli bir siiregtir (3). Tiimor
baskilayict genlerin aktivasyonlarindaki kayiplar, azalmis apoptozis ve asir1 hiicre
proliferasyonu, kolon kanseri gelisimine yol agan degisiklikler olarak kabul edilmektedir (4).

Kolon kanseri i¢in dngoriilen tedavi, cerrahi rezeksiyonu takiben uygulanan adjuvan
kemoterapidir. Kemoterapide 5-Florourasil (5-FU), Irinotekan, Oxaliplatin ve Cetuximab
kullanilmaktadir (2). Ancak belirli bir siire sonra meydana gelen ilag¢ direngleri ve bu ilaglarin
yiiksek dozlarda ciddi toksik etki olusturmasi, arastirmacilari dogal kaynaklardan ila¢ elde
etmeye yoneltmistir.

Standardize edilmis bitki ekstraklarmin karistmi olan ABS, klinikte hemostatik ajan
olarak kullanilmaktadir. ABS’nin i¢eriginde; Glycyrrhiza glabra (meyan), Alpinia officinarum
(havlican), Thymus vulgaris (kekik), Vitis vinifera (koruk), Urtica dioica (isirgan)
bulunmaktadir. Igeriginde bulunan bitkilerin; endotelyum, kan hiicreleri, anjiogenez ve hiicre
proliferasyonu {izerine etkileri mevcuttur (5). Yapilan c¢esitli ¢alismalarda, ABS’nin kolon
kanseri de dahil olmak {izere bir ¢cok kanser tiirlinde potansiyel bir anti-kanser ajan 6zelligi
gosterdigi bildirilmistir (6-8).

Bu calismada amag; HT-29 insan kolon adenokarsinom hiicre hattinda ABS'nin kolon
kanser hiicreleri iizerindeki fonksiyonel etkisini incelemek ve ABS’nin konvansiyonel

kemoterapoétikler olan 5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab ile kombinasyonunun kolon kanseri
1



hiicrelerindeki olas1 additif/sinerjik etkilerini ve apoptotik etkisini arastirmak ve bu etkiyi
biyokimyasal apoptozis yolaginin en 6énemli elemanlarindan olan p53, bax, bcl-2, sitokrom c,
apaf-1 ve kaspaz-3'iin gen ifade diizeyleri agisindan degerlendirmektir.

Yaptigimiz bu arastirmanin giincel tedavi yontemlerine yeni ufuklar agabilecegini ve

daha ileri ¢aligmalara temel olabilecegini diisiinmekteyiz.



GENEL BIiLGILER

KOLON KANSERI

Kolonun Anatomisi

Ortalama uzunlugu 150 cm’yi bulan kalin bagirsak, ileum bitiminden aniise kadar

uzanir. Kalin bagirsak; ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve
rektumdan olusmaktadir (Sekil 1) (9).

Kolon
(Enine kalin
bagirsak)

Cikan kalin Inen kalin
bagirsak baairsak
Ince
§6~r : bagirsak
agirsa
Apandis
Rektum

Sekil 1. Kalin bagirsagin bashca boliimleri (10)



Kalin bagirsagt olusturan boliimlerin uzunluklart su sekildedir; kolonun ilk kismini
olusturan ¢ekumun uzunlugu 6 cm, genisligi ise 8 cm’dir. Cikan kolon 15-20 cm, transvers
kolon 50 cm, inen kolon 25 cm, sigmoid kolon ortalama 40 cm uzunlugundadir. Kalin
bagirsagin son pargasi olup aniisle son bulan rektum ise, ortalama 12 cm uzunlugundadir (9).

Kalin bagirsagin baslica gorevleri; emilim, salgilama, depolama, tagimadir (10).
Kolon; su, kloriir, sodyum, laktoz ve sakkaroz emilimi yapmakla birlikte, mikrofloral
metabolizma ile alinan gidalarin yikilmasi, semisolid maddelerin depo islevini gérmesi ve

fegesi rektum ve aniise dogru ilerletmekle gérevlidir (11).

Kolon Epidemiyolojisi

Kolon kanseri vakalar1 giin gegtikge artis gostermektedir. Her yil, diinya iizerinde 1
milyondan fazla insana kolon kanseri teshisi konulmaktadir. Istatistiksel olarak bakildiginda,
kolon kanserinin kanserler arasinda goriilme siklig1 agisindan 3. sirada oldugu, kansere bagh
Olumler arasinda ise 4. siray1 aldig1 goriillmektedir (12).

GLOBOCAN 2012 verilerine gore kolorektal kanser, Avustralya, Yeni Zelanda,

Avrupa, Kuzey Amerika bagta olmak {izere, tiim diinyada yaygin olarak goriilmektedir (Sekil
2) (13).
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Sekil 2. Diinyada kolon kanseri goriilme sikhiklari (13)




Kolon kanseri, sanayilesmenin gelismis oldugu batili {ilkelerde hizli bir artis
gostermektedir. GLOBOCAN 2012 istatistiksel verilerine gore (13), kolon kanserinin Avrupa
ve Amerika’da yaygin oldugu, Asya ve Afrika’da ise daha diisiik insidansa sahip oldugu
gorilmektedir. 2016 yili i¢cin, Amerika Birlesik Devletleri’nde 134.490 yeni kolon kanseri
vakasi teshisi konulacagi ve 49.190 kisinin ise kolon kanserinden 6lecegi tahmin edilmektedir
(14).

Ulkemizde ise kolorektal kanser, 2013 yili T.C. Saghk Bakanhg Kanser Daire
Baskanlig1 verilerine gore, erkeklerde akciger ve prostat kanseri, kadinlarda ise meme ve tiroit
kanserinden sonra 3. sirada yer almaktadir. 2013 yili Saglik Bakanligi kanser kayit verilerine
gore, tlim kanserler icerisindeki kolorektal kanser goriilme orani erkeklerde %9.1, kadinlarda

ise %8.3 oldugu goriilmektedir (Sekil 3,4) (15).

Trakea,Brong Akciger " 219
Prostat -_ 12.9
Kolorektal [N 9.1
Mesane __ 78
Mide __ 6.0
Non-Hodgkin lenfoma i 2.7 W Erkek
Bobrek M 2.7
Larinks _- 26
Tiroid _- 24
Beyin, sinir sistemi _- 2.4

0 5 10 15 20 25

Sekil 3. Tim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen baz1 kanserlerin bu grup

icindeki yiizde dagilmlan (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (15)

Meme
Tiroid
Kolorektal

Trakea,Brons,Akciger

Uterus Korpusu 5.0

Mide 3.0 M Kadin

Qver 3.7
Non-Hodgkin lenfoma 28
Uterus Serviksi 2.5

Beyin, sinir sistemi 2.4

0.0 5.0 100 150 200 250 300

Sekil 4. Tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanserlerin bu grup

icindeki yiizde dagihmlar: (Tiirkiye Birlesik Veri Tabam, 2013) (15)
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KOLON KANSERININ MOLEKULER MEKANIZMASI

Kolon kanseri, normal bir dokuda biiyiimeyi denetleyen molekiiler mekanizmalarin
bozulmasina neden olan genetik mutasyonlarin birikimi sonucu ortaya g¢ikmaktadir (8).
Kolorektal karsinogenezin ilk asamasinda, hiicre biliylimesi ve apoptozis arasindaki dengeyi
etkileyen ve histopatolojik olarak tespit edilemeyen oldukca hassas olaylar gerceklesmektedir.
Normal bir epitel hiicresinin neoplazik siirece girmesi i¢in, bir takim genetik degisiklikler
meydana gelmelidir. Bu genetik degisimler, iki mekanizma ile incelenmektedir (16).

a. Birinci yoldaki genetik degisimler: Cogu kolon kanserinde 5. kromozom {iizerinde
APC geni delesyonu, K-ras proto-onkogeninin nokta mutasyonu, DCC geninin kaybi
ve 17. kromozom iizerindeki p53 geninin kaybi1 veya mutasyonu gozlenmektedir
(Sekil 5).

b. lkinci yoldaki genetik degisimler: DNA mismatch tamir genlerinin (MMR) mutasyona
ugramasi sonucu olusan DNA replikasyon hatalar1 vardir. h\MSH2, hMLH1 gibi MMR

genlerinde olusan bozukluklar ise, mikrosatellit dengesizlige sebep olur (17).

Timor baskilayici genler, her iki allel geninde mutasyon meydana gelmesi sonucu
aktivitelerini kaybetmektedir. Birinci yolda, timor baskilayict bir gen olan APC geninin
inaktivasyonu ile adenom-karsinom siireci baslar (16).

Ardindan K-ras geninde mutasyon gerceklesmektedir. K-ras geni, kolon kanseri
patogenezinde rol alan bir proto-onkogendir. 12. kromozomun kisa kolunda yerlesmistir.
Plazma membraninin iginden efektér molekiillere sinyal iletimini saglayan, intrensek GTP-az
aktivitesine sahip bir protein kodlar (18).

Hiicre biiylimesini ve bdlinmesini uyaran herhangi bir dis uyan ile K-ras geni,
GTP’ye baglanir ve aktif hale gegerek uyariy1 hiicre igi ileti yollarina aktararak hiicre biiyiime
ve boliinmesinde fizyolojik rol oynar. K-ras mutasyonu ile GTP-az aktivitesi ortadan kalkar
ve hiicre proliferasyonu diizensizlesir (19). Kolon kanserlerinin %350’sinde, Ras gen
mutasyonlarina rastlanmaktadir (20).

Bir sonraki asama, DCC geni mutasyonudur. Adenomlarin gelisiminde DCC
mutasyonlart ge¢ donemde saptanmaktadir. DCC geni, 18. kromozomun kisa kolunda (18q21)
bulunmaktadir. DCC geni (18q), hiicre-hiicre adezyonunu ve hiicre matriks iligkisini diizenler.
DCC mutasyonlari, kolorektal kanserlerin %70’inde saptanmaktadir ve varligi prognozu

olumsuz yonde etkilemektedir (21,22).



Son olarak ise, bir tiimor baskilayict gen olan p53°lin kayb1 meydana gelir. p53 geni
17. kromozomun uzun kolunda yer almaktadir. p53 geni, hasarlit DNA'nin tamirini baglatir ve

tamiri miimkiin olmayan hiicreleri ise apoptoza yonlendirir (23).

Hiperproliferatif
Epitel

T

s Metilasyon ~ APC Fotas DCC  ps3 Genetik degisikliklerin

hMSH2 fre

AMLH1 anomalileri hMSH2 mutasyonu mutasyonu
Abnormaliteleri hMLHl

(Kalstsal inaktivasyonu

sendromlar)

birikimi

Sekil 5. Genetik degisikliklerin birikimi (24)

p53 geni mutasyona ugradiginda, apoptozisi baslatma gdrevini yerine getirememekte
ve bu da cesitli tipte tiimorlerin gelismesine neden olmaktadir. Kolorektal kanserlerin
%75’inde, p53 geni mutasyona ugramistir. Kolorektal adenomlarda nadiren goriilmektedir ve
bu nedenle p53 geni, mutasyonunun kolorektal karsinogenezin ge¢ doneminde ortaya ¢iktigini
diistindiirmektedir (1).

Ikinci yolda da mutasyonlarin birikimi séz konusudur ancak, mutasyonlarin
gerceklestigi genler farklidir. Bu yolla gelisen kolon kanserlerinde baslangic noktasi, DNA
mismatch tamir genlerinin mutasyona ugramasi ve bunun sonucunda DNA tamirinde
aksakliklarin meydana gelmesidir (25). Cogunlukla hMSH2 (%40-50) ve hMLH1(%20-30)
genlerinde mutasyon goriilmektedir (26).

MMR genlerinde ortaya c¢ikan mutasyonlar, DNA’nin yapisinda bulunan
mikrosatellitlerde degisikliklere yol acarlar. Bu tabloya mikrosatellit instabilite denir. Boyle
bir genomik kararsizlik, kolon karsinogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Mikrosatellitlerin
replikasyon hatalarina yatkin olmasi ve kritik 6neme sahip genlerde giderek ¢ok sayida

mutasyona sebep olmasi sonucunda malign fenotip ortaya ¢ikmaktadir (23).



KOLON KANSERININ SINIFLANDIRILMASI
Kalitsal Sendromlar

Familyal adenomatéz polipozis (FAP): FAP, otozomal dominant gecisli kalitsal bir
hastaliktir ve kalitsal kolorektal kanserlerin %1’ini olusturur. FAP, 5. kromozomun uzun kolu
tizerinde (5g21) bulunan, adenomatdz polipozis coli (APC) geninin mutasyonu sonucu

meydana gelmektedir (27).

APC, wnt/B-katenin sinyal yolunda rol oynayan bir tiimér baskilayict gendir (28). Ug
farkli wnt sinyal yolagi vardir (29) ve bunlardan wnt/B-katenin kanser gelisiminde rol

oynamaktadir (Sekil 6).

(a) WNT sinyali yoklugunda (b) WNT sinyali varliginda

—
D
a
o

I — P ——
-— ~—— X T
- ~ - ~
- ~ - ~

Sekil 6. Wnt/pB-katenin sinyal yolag: (30)

Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi aktif oldugu zaman, wnt hedef hiicre zarinda
bulunan reseptorlerine (Fz ve LRP5/6) baglanmaktadir (31). Dishelleved (Dvl) proteini ve
LRP5/6 reseptoriiniin hiicre i¢i kismi fosforillenir (32). Fosforillenme reaksiyonlart ve hiicre
zarindan sitoplazmaya aktarilan sinyalin hedefi yikict komplekstir (33). B-katenin’in yikimina
neden olan bu kompleks, wnt sinyalinin baslamasiyla inaktif hale gelir ve [B-katenin’i
fosforileyemez (34). Fosforillenemeyen [-katenin, sitoplazmada birikir. Biriken B katenin,

cekirdekte transkripsiyon faktor ailesinden TCF/LEF ile baglanir ve hedef genlerin
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ekspresyonunu uyarir. B katenin-TCF/LEF sistemi tarafindan aktive edilen genlerden
bazilarina, siklin D1, c-myc gibi hiicre siklusunu diizenleyen genler 6rnek olarak verilebilir
(35).

Sinyal mekanizmasi inaktif oldugu zaman ise, wnt proteini reseptdriine baglanamaz ve
bu nedenle Dvl proteini ve LRP5/6 reseptoriiniin hiicre i¢i kismi fosforillenemez.
Fosforillenme reaksiyonlari etkisiyle dagilan yikict kompleks, aktif durumda kalir (34,36,37).

APC-GSK3B-CK1-Axin’den olusan kompleks, B katenin’in proteozom tarafindan
taninmasini saglar ve yikimina yol agar.  katenin proteini yikilmis oldugundan, c¢ekirdege
giremez ve bu sekilde, wnt/B-katenin sinyal yolunun hedefledigi genlerin transkripsiyonu

gerceklesmemis olur (38).

Herediter non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC): HNPCC, Lynch sendromu
olarak da bilinir ve tiim kalitsal kanserlerin %4-5’ini olusturur (39). Otozomal dominant
olarak gecis gosterir. HNPCC’deki genetik kusur, MMR genleri olarak bilinen MSH2,
MLH1, PSM2 ve MSH6 genlerindeki mutasyonlarla iligkilidir (28).

HNPCC’deki tiimorler, mikrosatellit instabilite gosterir. Mikrosatellitler, genom
boyunca tekrarlanan, kisa niikleotit bolgeleridir. Hatali eslesme tamir genlerindeki
mutasyonlar, mikrosatellitlerde degisiklere yol acar. Bu duruma, mikrosatellit kararsizligi
denir. Bu kararsizlik, kolon karsinogenezinde 6nemli bir mekanizmadir. MSI hassas genlerde
gittikce fazla mutasyona yol acar ve sonug olarak malign fenotip ortaya ¢ikmis olur (23).

HNPCC tanis1t Amsterdam II kriterleriyle belirlenmistir. Bunlar:

— Ailede en az 3 bireyde HNPCC ile iligkili kanser saptanmalidir.

— Bu g kisiden birisi, diger iki kisinin 1. derecede akrabasi olmalidir.

— Artarda en az iki nesilde goriilmiis olmalidir.

— Bu fertlerden en az birinde 50 yasindan dnce kolorektal kanser gelismelidir.
— Ailesel adenomatdz polipozis hari¢ tutulmalidir.

— Kolorektal kanser tanisi patolojik incelemeyle dogrulanmalidir (40).

Sporadik Sendromlar
Sporadik kanser tipinde, ailedeki kanserler kalitimsal olmayan nedenler yiiziinden ortaya
cikar. Sporadik kanserlerde, normal epitel hiicresinden adenom olusmasi ve ardindan adenom-

karsinom siirecinin baglamasi yaklasik olarak 10 yili almaktadir. Kalitsal kanserlerde ise, bu



stirec daha kisa siirmektedir (1). Sporadik kolon kanserlerinin %80’inde, APC geni

mutasyona ugramistir (22).

HUCRE DONGUSU

Hiicre dongiisii, hiicrelerin gelisimi ve ¢ogalmalar1 i¢in programlanmistir (41).
Normalde hiicreler uyaranlara bagli olarak sadece gereken durumlarda boliinmektedir, ancak
bu durum kanserli hiicrelerde farklidir. Kanserli hiicrelerde olusan mutasyonlarin sonucu,
saglikli hiicrelerde goriilen kontrollii biiyiime siireci kaybolmustur (42). Kanser hiicrelerinde
cogunlukla hiicre dongiisiiniin kontrol edilmesini etkileyen genetik kusurlar vardir (43).

Hiicre dongiisli dort asamada gergeklesmektedir (Sekil 7).

Go evresi: Istirahat fazidir. Hiicreler bir boliinme sinyali almadiklar siirece, hiicre
siklusunun aktif fazlarina girmezler ve Go fazinda beklerler (44).

G1 evresi: DNA replikasyonu igin gerekli hazirliklarin yapildigi evredir. RNA ve
protein sentezi olur.

S evresi: Bu evre sentez evresidir. DNA replikasyonu ger¢eklesir ve DNA miktart iki
katina ¢ikar.

G2 evresi: Bu evrede RNA ve protein sentezi gergeklesir, hiicre bliylimeye devam
eder. Hiicre mitoza hazirlanir.

M evresi: Bu evrede hiicre boliiniir ve ayni genetik materyale sahip iki yeni hiicre

meydana gelir.

Hiicre

béliinmesi

(Mitoz) ’ M
G
Hiicre I
béliinmesi
hazirhg: @ N Hiere
biiviimesi
G, lylimesi

R
DNA
replikasyonu A

b\ Kontrol

noktasi

Sekil 7. Hiicre dongiisii (45)
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Hiicre dongiisiinde, G1/S, G2/M ve M noktalarinda kontrol noktalari vardir. Bu kontrol
noktalarinda, hiicrenin dongiiye devam edip etmeyecegine karar verilir (46). Hiicrenin G1
fazindan S fazina gecebilmesi i¢in, DNA’nin hasarsiz olmasi gerekmektedir. Eger DNA
hasarl1 ise, hasar onarilana dek hiicre G1/S kontrol noktasinda durur. Hasar onarilamayacak
durumda oldugunda ise, kontrol noktasindaki bu durma siiresi p53’iin girmesi ile
uzatilmaktadir (43).

Insanda kanserlerde en sik p53 geni mutasyonlarina rastlanmistir. p53, bir hiicrede
DNA hasar1 oldugunda, hiicre dongiisiinii inhibe eder ve hiicreye DNA onarimi i¢in zaman
kazandirir. Hasar tamir edilemediginde ise, hiicre apoptozise gider (46). p53 geninin
mutasyona ugramasi sonucu DNA onarimi gerceklesememekte ve hasarli hiicreler ¢cogalarak

timor dokusu olusturmaktadir (47).

APOPTOZIS

Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), hiicre intihari olarak da bilinen fizyolojik bir
olaydir. Apoptozis, organizmada biyolojik goérevini tamamlamis ya da hasar gormiis
hiicrelerin yok edilmesinde gorev alir. Cok hiicreli organizmalarda, hiicre g¢ogalmasi
(proliferasyon) ve hiicre 6limii (apoptozis) arasinda daima bir denge vardir. Bu denge, doku
homeostazisi saglanmasi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu dengenin bozulmasi, birgok
hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Ayni zamanda azalmis apoptozisin ve artmis
proliferasyonun kanser gelisiminde rol oynadig1 diistiniilmektedir (48).

Apoptozis terimi, ilk defa Kerr ve arkadaslari tarafindan 1972 yilinda kullanilmistir ve
canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi

olarak tanimlanmistir (49).

Apoptozisin Asamalari

Apoptozis, enerjiye (ATP) bagimli fizyolojik bir siirectir (50). Apoptozis, belirli
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle karakterize edilir. Bunlar; hiicre biiziilmesi,
DNA’nin fragmentlerine ayrilmasi ve membranin tomurcuklanmasidir (51). Apoptozise giden
bir hiicrede meydana gelen degisiklikler, su sekilde gerceklesmektedir. Oncelikle hiicreler
birlesme bolgelerinden ayrilir, yiizeyindeki organellerini kaybeder. Hacimlerinde azalma olur
ve hiicre biiziiliir. Daha sonra, hiicre membraninda kabarcik seklinde yapilar olusmasiyla
membran tomurcuklanmasi olusur ve son olarak hiicre apoptotik cisim denilen sitoplazma ile

cevrili kromatin parcalarindan olusan yapilara pargalanir. Apoptotik hiicreler, makrofajlar
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tarafindan taninir ve fagosite edilir (Sekil 8). Apoptotik cisimlerin makrofajlar tarafindan
taninmasi, hiicre membranindaki bazi degisikliklerle olur. Normal bir hiicrede plazma
membraninin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserin, apoptozise ugrayacak hiicrelerde
membranin dis yapragina go¢ etmislerdir. Fagositik hiicrelerin reseptorleri, fosfotidilserin ile

baglanarak fagositozu uyarir (48).

Apoptozun baslangicindaki hiicre Apoptozun sonundaki hiicre

Membran @p @\Apoptotik
' y— omurcuklari .
N <L

cisimcikler
("blebs”) %"’

Sekil 8. Apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler (52)

Normal Hiicre

Apoptozis’in Diizenlenmesi

Apoptozis’in diizenlenmesinde; kalsiyum, bcl-2 ailesi, p53, kaspazlar, sitokrom-c ve
mitokondri rol oynamaktadir.

Bcl-2 ailesi, iki gruptan olusur. Birbirine zit etkilere sahip bu gruplar, apoptozisi
diizenlemede oOnemli role sahiptir. Bu gruplardan biri pro-apoptotik, digeri ise

anti-apoptotiktir. Bu tiyeler Tablo 1’de gosterilmistir (53).

Tablo 1: Pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeler (53)

Anti-apoptotik Proteinler Pro-apoptotik Proteinler
Bcl-2 Bax
Bel-xL Bak
Mcl-1 Bad
Bcl-xS
Bid
Puma
Noxa

Bcl-2 gen ailesi: Pro-apoptotik gruplar apoptozisi indiikleyici 6zellik tasirken, anti-

apoptotik grup apoptozisi baskilayict ozellik tasir. Pro-apoptotik olanlar mitokondriden
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sitokrom c¢’nin salinmasini indiikler, anti-apoptotik olanlar ise mitokondriden sitokrom c
salinimini engellerler (54). Hiicrelerin apoptoza egilimi, anti-apoptotik ve pro-apoptotik
gruplar arasindaki dengeye baglidir. Pro-apoptotik proteinler fazla oldugunda, hiicre
apoptozise egilimlidir, anti-apoptotik proteinler fazla oldugunda hiicre apoptozise daha az

egilimlidir (53).

p53 geni: p53 geni, DNA hasari olustugunda hasar onarilabilecek diizeyde ise, hiicre
siklusunu G; fazinda durdurarak S fazina gegmesini engeller ve hiicreye DNA hasarini tamir
icin zaman kazandirir. Hasar tamir edilemeyecek kadar biiyiik oldugunda ise, p53 hiicreyi
apoptoza gondererek hiicrenin 6limiinii saglar. p53’lin apoptozisi indiiklemesi, Bcl-2/Bax
oranini degistirmesi ve bax’in ekspresyonunu artirmasi yoluyla gerceklesir. Bax’in miktarinin

artmasi, hiicreyi apoptoza gotiiriir (55).

Kaspazlar: Kaspazlar, Sistein Aspartat Spesifik Proteaz olarak tanimlanan bir protein
ailesidir. Aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Kaspazlar, ilk sentezlendiklerinde
zimojen halde bulunurlar. Apoptozis indiiklendikten sonra, aktif kaspaz formuna donisiirler.

Kaspazlar iice ayrilirlar (Tablo 2) (56).

Tablo 2. Kaspazlar (56)

Kaspaz

Bagslatic1 kaspazlar 2,8,9, 10
Efektor (Hedef) kaspazlar 3,6,7

Inflamatuar kaspazlar 1,4,5

Baslatic1 kaspazlar, 6liim reseptor yolagi ve mitokondriyal biitiinliik yolagi adli iki ana
sinyal yolag1 tarafindan aktive edilir. Hiicrenin apoptotik uyariyr almasiyla aktive olan
baslatic1 kaspazlar, efektor kaspazlar aktive ederler. Efektor kaspazlar ise, kendisi ile iliskili
proteinleri pargalarlar ve boylece apoptotik hiicrede goriilen morfolojik degisimleri meydana

getirirler (56).

Sitokrom c: Mitokondri i¢ membraninda bulunan sitokrom c, elektron transport
zincirinin bir tiyesidir. Sitokrom ¢’nin mitokondri membranindan sitoplazmaya salinimi Bcl-2

ailesine ait proteinler tarafindan denetlenmektedir. Sitokrom c¢’nin  mitokondriden
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sitoplazmaya salinimi, apotozisi aktive eder ve bu apoptotik siirecte geri doniisii olmayan bir
yola girildigi anlamina gelir. Sitokrom c, sitoplazmaya salindiktan sonra apoptoz aktive edici
faktor-1 (Apaf-1) ve pro-kaspaz—9 ile apoptozom kompleksini olusturur. Prokaspaz-9, aktif
kaspaz 9’a doniisiir. Aktive olan kaspaz-9, diger kaspazlar1 kaskad seklinde aktiflestirir ve

hiicreyi 6liime gotiiriir (54).

Apaf-1: Memelilerde mitokondri aracilikli apoptoziste kaspaz kaskadinin baglamasi
icin kaspaz-9’un aktivasyonuna ihtiyag¢ vardir. Kaspaz-9’un aktivasyonu ise, apaf-1 tarafindan
gerceklestirilir (57). Apaf-1, sitokrom ¢ ve prokaspaz-9 ile birlesir ve apoptozom kompleksini
olusturur. Prokaspaz-9, aktif kaspaz-9’a donisiir. Aktive olan kaspaz-9, diger kaspazlari
kaskad seklinde aktive eder ve apoptoz meydana gelir (54).

Apoptozis Mekanizmasi

Oliim reseptorleri yolagi: Oliim reseptorleri yolu olarak bilinen bu yol, hiicre &liim
reseptorleri olan Fas ve TNFR-1’e kendi ligandlarinin baglanmasiyla aktiflesir (Sekil 9).
Ligandlarin baglanmasiyla 6liim uyaris1 alinmis olur. Reseptorlerin aktive olmasindan sonra,
Fas reseptorii kendi 6liim bolgesi FADD ile TNF reseptorii ise TRADD ile etkilesime girer
(58). FADD’1n kendisinde ve prokaspaz-8’de bulunan 6liim efektor alani araciligiyla FADD
prokaspaz-8’e baglanir. Bu baglanma sonucunda, 6liim uyarict kompleks (DISC) olusur.
DISC’teki prokaspaz-8 oto katalizle aktifleserek, aktif kaspaz-8’i olusturur. Aktif kaspaz-8,
iki yolla kaspaz-3’ii aktive eder. Ya dogrudan kaspaz-3’ii aktive eder ya da Bid’i keserek aktif
formu olan tBid’i olusturur ve dolayli olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive

ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Aktiflesen kaspazlar hiicreyi 6liime gotiiriir (59).

Death Receptors

FasL, TNF m
[1
Pro-caspase 8

Activated
caspase 8

DISC complex

—

Activated caspase-3, -6, -7 Apoptosis

Activated caspase-3, -6, -7

Sekil 9. Oliim reseptorleri yolag: (60)
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Mitokondriyal Yolak: Reseptor aracili olmayan bir yolak olan mitokondriyal yolak
(Sekil 10); oksidatif stres, DNA hasari, hipoksi, toksinler, radyasyon, biliylime faktorii
eksikligi gibi nedenler tarafindan programli hiicre Oliimiinii uyarmaktadir. Bu uyarilar,
mitokondri membraninin  gegirgenliginin bozulmasina yol acar (61). Membranin
gecirgenliginin bozulmasi, mitokondri membraninin porlarindan sitoplazmaya sitokrom ¢
salinmasina neden olur (62). Mitokondri membranindan salinan sitokrom c, apaf-1’e baglanir
ve ardindan ATP’ye baglanmasiyla apoptozom kompleksi olusur. Prokaspaz-9, bu komplekse
baglanir ve aktif kaspaz-9’a doniisiir. Aktive olan kaspaz-9, prokaspaz-3’ii aktive eder. Aktif
kaspaz-3, diger kaspazlari kaskad seklinde aktive etmeye devam eder ve boylece hiicre dliimii

gerceklesmis olur.

Kaspaz-9

Sitokrom ¢
Apoptozom

=

Aktif Kaspaz 3,6 ,7

e

o W
Apoptoz

‘)‘Q%

Sekil 10. Mitokondriyal yolak (60)

Mitokondriyal yolagin kontrolii, Bcl-2 ailesine ait anti-apoptotik ve apoptotik
proteinlerin dengesine baglidir. Apoptotik proteinler, membranlarda kanallar olusturma
ozelligine sahiptir. Anti-apoptotik proteinler ise, membranlarda kanal olusumu iizerinde zit
etkiye sahiptir (54).

Anti-apoptotik ve apoptotik proteinlerin mitokondri tizerindeki etkisiyle ya sitokrom
¢’nin sitoplazmaya salintmi gerceklesir ve apoptozis baglar ya da sitokrom c’nin sitoplazmaya

salinimi engellenerek apoptozis baskilanir (63).
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DOGAL URUNLERIN TEDAVIDE KULLANIMI

Bitki, mantar ve mikroorganizma kaynakli dogal iiriinlerin tedavide ve hastaliklar
onlemede kullanimi uzun bir gegmise dayanmaktadir (64). Kimyasal sentez ile ilag eldesinde
cok biiyiik bilimsel ve teknolojik gelismeler kaydedilmesine ragmen, dogal iirlinlerden elde
edilen ilaglar, ilag¢ kesiflerine ¢ok biiylik katki saglamaktadir (65).

2009 yilindan itibaren piyasadaki ilaglar incelendiginde bu ilaglarin yaridan fazlasinin
dogal kaynaklardan elde edildigi goriilmektedir. Bitki, mikroorganizma ve deniz
organizmalar1 gibi dogal kaynaklardan elde edilen ya da izole edilen bu maddelerden, semi
sentez yoluyla gelistirilen ilaglar, kemoterapotik ajanlarin 6nemli bir ylizdesini olusturur (66).

Diinyada onaylanan ve kullanilan kemoterapétik ilaglar ve kaynaklari incelendiginde, bu

ilaclarin %60’1mn1n dogal iirlinlerden elde edildigi gortilmektedir (65).

Tablo 3, su anda klinik uygulamada kullanilan ve dogal iirlinlerden elde edilen

ajanlardan birkacini gostermektedir (65).

Tablo 3. Dogal iiriinlerden gelistirilen ilaclar (65)

. Medikal
Hla¢ Etki mekanizmasi Kaynag
kullanimi
Analjezik,
Aspirin antiinflamatuar, COX’un inhibisyonu Bitki
antipiretik
Kafein Uyarici Adenozin Reseptor Antagonisti Bitki
Kodein Analjezik, antitusif Opioid reseptdr antagonisti Bitki
) ) Atrial fibrilasyon ve o o
Digoksin Na*/K*ATPaz’m inhibisyonu Bitki
kronik kalp yetmezligi
Eugenol Dis agris1 Duyu sinirlerinin uyarimini azaltir. Bitki
Morfin Analjezik Opioid reseptdr antagonisti Bitki
Pilokarpin Glokom Muskarinik reseptor antagonisti Bitki
o o Malarya parazitinde protein sentezi o
Kinin Malarya Profilaksisi o Bitki
inhibisyonu
Taksol Antikanser ajan Antimitotik ajan Bitki

16




Tablo 3. (Devam) Dogal iiriinlerden gelistirilen ilaclar (65)

) . , T lenfositlerin klonal . )
Siklosporin A Immiinosiipresan . o Mikroorganizma
proliferasyonunun inhibisyonu

L L Peptidoglikan hiicre duvarinin . )
Penisilin Antibiyotik L Mikroorganizma
sentezinin inhibisyonu

Ribozomun 30 S’lik alt tinitesine

Tetrasiklin Antibiyotik baglanarak protein sentezi Mikroorganizma
inhibisyonu
. o Tubulin polimerizasyonunun . )
Aurantoside Mantar 6nleyici o Deniz organizmalari
inhibisyonu
L o Tubulin polimerizasyonunun ] )
Spongistatin Mantar 6nleyici S Deniz organizmalari
inhibisyonu
. Analjezik, ] 4 )
Manoalide Fosfolipaz A inhibisyonu Deniz organizmalari

anti-inflamatuar

Bitki Kokenli Ajanlar

Glinlimiizde, ¢esitli bitkisel kaynakli bilesikler kanser tedavisinde kullanilmaktadir
(Tablo 4). En oOnemli Orneklerden biri, Madagaskar yagmur ormanlarinda bulunan ve
Catharanthus roseus’dan elde edilen vinca alkaloid ailesidir. Vinca alkaloid ailesinden olan
Vinkristin, Hodgkin hastaligi ve bazi 16semi tiirlerinin tedavisinde artan bir basari
gostermistir. Vinkristin, mikrotiibiil polimerizasyonunu inhibe ederek etki gostermektedir.

Bir bagka ornek ise, oldukg¢a aktif bir ajan olan ve dogal iiriinden elde edilen
etoposittir. Etoposit, bir baska dogal tirtinden elde edilen bleomisin ve sisplatin ile kombine
edildiginde, testis tiimori tedavisinde yliksek iyilesme orami gostermistir (65). Etoposit,
Podophyllum peltatum ve Podophyllum emodi bitkilerinden elde edilen epipodofilotoksin’dir.
Etoposit; akciger kanseri, non-Hodgkin’s lenfoma, 16semiler, yumusak doku sarkomu ve
noroblastoma gibi hastaliklarda, kemoterapotik ajan olarak kullanilmaktadir (61). Etoposit, bir
topoizomeraz Il inhibitoriidiir. Topoizomeraz II’ye baglanir ve DNA’nin zincirleri {izerinde
kiriklar olusturur (67).

Taksan smifi bilesikler olan paklitaksel ve dosetaksel; meme, ovaryum ve diger kanser
tiirlerine karsi belirgin anti-tiimdr aktivitesi gosterirler (65). Paklitaksel, 1971 yilinda ABD’de
yetisen Taxus brevifolia’nin kabugundan izole edilmistir. Yari-sentetik analogu olan
dosetaksel, Taxus baccata’nin yapraklarindan elde edilmistir. Paklitaksel ve onun yari
sentetik analogu olan dosetaksel etkilerini, hiicredeki mikrotiibiillerin toplanmasini artirarak

ve mikrotiibiilleri stabilize ederek gostermektedir (68).
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Yine kamptotesin tiirevleri olan irinotekan ve topotekan ilaglari, sirasiyla kolorektal
kanser ve ovaryum kanserine karst belirgin anti-timor aktivitesi gosterirler. Kamptotesinler,
Camptotheca acumimata agacindan izole edilen bir alkaloittir. Kamptotesinler, DNA
topoizomeraz I enzimini inhibe ederek etkilerini gosterirler (65). Baslica bitkisel

kemoterapotik ilaglar ve elde edildigi kaynaklar, Tablo 4’te belirtilmistir (69).

Tablo 4. Bashca bitkisel kemoterapotik ilaglar ve elde edildigi bitkiler

Ila¢ simifi Bu siniftan ilaglar Kaynak bitki

) o Vinblastin, vinkristin (ve semisentetik Vinca rosea (Catharanthus
Vinca alkaloitleri o o i
tiirevleri vindesin, vinorelbin) roseus)

Paklitaksel (ve semisentetik tlirevi o
Taksanlar Taxus brevifolia
dosetaksel)

) Semisentetik kamptotesin tiirevleri )
Kamptotesinler - Camptotheca acuminata
topotekan, irinotekan

] ] ) Semisentetik podofilotoksin tiirevleri
Epipodofilotoksinler ) __ Podophyllum peltatum
etoposid ve teniposid

Mikroorganizma Kokenli Ajanlar

Dogal friinlerden kemoterapotik ajanlarin  eldesinde, bitkilerin  yanisira
mikroorganizmalarda 6nemli bir drog kaynagi olarak goriilmiistiir (Tablo 5). Aktinomisin,
bleomisin, daktinomisin, mitomisin ve antrasiklin tiirevleri olan doksorubisin, daunorubisin,
epirubisin, idarubisin gibi mikroorganizma kdkenli kemoterapdtik ilaglar, glinlimiizde en

etkili anti-tiimor ilaglar arasinda bulunmaktadir (65,69).

Tablo 5. Mikroorganizma kokenli kemoterapotik ajanlar ve elde edildigi

mikroorganizmalar (69)

fla¢ siifi Bu simiftan ilaclar Kaynak mikroorganizma

Antrasiklin antibiyotikler Daunorubisin, doksorubisin (ve Streptomyces peucetius

semisentetik tiirevleri epirubisin,

idarubisin)
Glikopeptit antibiyotikler Bleomisin A2 ve B2 Streptomyces verticillus
Polipeptit antibiyotikler Daktinomisin Streptomyces parvulus
Mitosanlar Mitomisin Streptomyces caespitosus
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Klinikte kullanilan bu kemoterapdtik ilaglar, Streptomyces bakterilerinin cesitli
tiirlerinden elde edilmistir. 1940 yilinda, ilk mikroorganizma kokenli kemoterapotik ajan olan
aktinomisin serisi ilaglar izole edilmistir. Aktinomisin D, bu gruptaki en 6nemli ajan olup,
koryokarsinoma ve ¢ocukluk ¢ag1 solid tiimorleri tedavisinde etkilidir (70).

Antrasiklinler, klinikte en yaygim kullanilan anti-tliimor antibiyotikler arasindadir.
Antitiimor aktivitelerini, topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek gosterirler (65). Lenfoma,

l6semi, meme kanseri ve bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilmaktadir (70).

Deniz Organizmalarindan Elde Edilen Kemoterapotik Ajanlar

Deniz canlilari, dogal iirlinler ve bilesikler elde edilmesi agisindan oldukg¢a zengin bir
kaynaktir (65). Bu sebeple denizler, yeni ilag olmaya aday molekiillerin kesifleri i¢in
arastirilmaktadir ve elde edilen bu maddeler antikanser, antiviral, antibakteriyel aktiveleri
acisindan incelenmektedir (69).

Son 30 yildir deniz organizmalarindan 3000 den fazla yeni madde elde edilmistir ve
bu durum, denizlerin yeni maddeler elde etme agisindan devasa bir potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir (65).

Sitarabin ve onun tiirevi olan gemsitabin, deniz organizmalarindan elde edilen bir
kemoterapétik ajan olup, Cryptotheca crypta adi verilen bir deniz siingerinden elde edilmistir.
Sitarabin, lenfoma ve 10semi tedavisinde kulanilmaktadir. Gemsitabin ise; meme, mesane,
akciger ve pankreas kanserlerine ait solid tliimorlere karsi, anlamli bir anti-tiimor etki
gostermektedir (69).

Glinlimiizde deniz organizmalarindan elde edilen ila¢ olmaya aday molekiiller
kullanilarak yeni kemoterapdtik ajanlar elde etmek amaciyla, ¢esitli faz arastirmalart ve klinik

arastirmalar yapilmaktadir (69).

ANKAFERD BLOOD STOPPER®

Bitkisel bir ekstrakt olan ABS Tiirk hekimliginde hemostatik ajan olarak kullanilir (5).
ABS’nin igeriginde Glycyrrhiza glabra (meyan), Alpinia officinarum (havlican), Thymus
vulgaris (kekik), Vitis vinifera (koruk), Urtica dioica (1sirgan) bulunmaktadir (5).
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Ankaferd Blood Stopper’in Bilesenleri

Isirgan otu (Urtica Dioica): Iliman iklim bélgelerinde yetisen ve yabani bir ot olan
1sirgan otu, Urticaceae familyasina aittir. Bitki, yakici tiiylerle kaplidir ve bu tiiylerde gesitli
kimyasallar bulunmaktadir. Bu yakic1 6zelligi, yapisindaki histamin, formik asit, kolin ve
serotoninden kaynaklanmaktadir (71).

Isirgan otunun yapisinda, ¢ok sayida kimyasal madde bulunmaktadir. Bunlar;
karetenoidler, flavonoidler, klorofil, lesitin, steroller, mineraller, taninler, aminoasitler,
aglutinindir (72).

Isirgan otu, pek c¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Isirgan otunun;
antimikrobiyal (73,74), analjezik ve agr1 kesici (75), antinflamatuar (76), antibakteriyel (77),
ditiretik (78), hipotansif ve antidiyabetik (79,80), kardiyovaskiiler (81), ve antiromatizmal
(82) ozelliklerini bildiren arastirmalar mevcuttur.

Yapilan ¢alismalarda; benign prostat hiperplazisi tedavisinde 1sirgan otunun ¢ok etkili
oldugu (83), baska bir calismada ise vaskiiler endotelde nitrik oksit {iretimini arttirarak

damarlarda vazodilatasyona neden oldugu bildirilmistir (81).

Havhican (Alpinia officinarum): Havlican, Zingiberaceae ailesine ait ¢ok yillik bir
bitkidir (84). Cin’de geleneksel tedavi yontemi olarak karin agrisin1 hafifletmek, siskinligi
azaltmak, kan dolagimini hizlandirmak ve soguk alginligi tedavisinde kullanilir. Bitkinin
rizom kismi, tibbi olarak kullanilir. Bu bitkiden ¢ok sayida kimyasal bilesen elde edilmistir.
Iki temel bileseni, diarilheptanoidler ve galangindir. Alpinia officinarum ve temel bilesenleri
antioksidan, anti-platelet, anti-proliferatif, anti-emetik, anti-hepatotoksik ve anti-inflamatuar
etkilere sahiptir (85).

Yapilan ¢alismalar; Alpinia officinarum ekstraktinin ve temel bilesenlerinin, karaciger,
akciger, noroblastoma ve meme kanseri gibi ¢ok sayida kanser hattinda anti-kanser etkisinin

oldugunu gostermektedir (86).

Meyan (Glycyrrhiza glabra): Meyanin kokii ve rizomu yiizyillardir tedavi amaglh
kullanilmaktadir (87). Bu bitki bronsit, alerji, soguk alginlig1, bogaz agrisi ve tiiberkiiloz gibi
solunum yolu hastaliklari, reflii, gastrit, cilt hastaliklar1 ve karaciger hastaliklarinda yatistirici
ve koruyucu olarak kullanilmaktadir (88).

Meyan kokiiniin ana maddeleri; triterpen saponinler, ¢cogunlukla glycyrrhizin (%2-9),

glycyrrhizic asitin kalsiyum ve potasyum tuzlaridir. Glycyrrhiza glabra’da bulunan diger
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bilesenler ise; triterpen saponinler olan glabranin A, glabranin B, glycyrrhetol, glabrolide,
isoglabrolide, izoflavon olan formononetin, glabrone, neoliquiritin, hispaglabridin A ve B,
kumarin olan herniarin, umbelliferone, triterpen sterol olan onocerin, h-amyrin,
stigmasterol’dur (89).

Glycyrrhiza glabra, antasid, antiiilser, antiinflamatuar, balgam soktiiriicii, ditiretik,
anti-piretik, antimikrobiyal, anksiyolitik, anti-konviilsan ve hafiza gii¢lendirici etkilere
sahiptir (89).

Glycyrrhiza glabra'nin ana maddesi glycyrrhizin; anti-viral, anti-inflamatuar ve
antioksidan etkilere sahiptir (87). Yapilan bir ¢alismada, Glycyrrhiza glabra ekstraktinin anti-
anjiogenik ve anti-timor aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Glycyrrhiza glabra
ekstraktinin in vivo ve in vitro ¢alismalarda Ehrlich asit tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigi ve anjiogenezi uyaran vaskiiler endotelyal biiytime faktoriinii inhibe ederek, anti-

tiimoral etki gosterdigi bildirilmistir (88).

Kekik (Thymus vulgaris): Thymus vulgaris, Lamiaceae familyasina ait bir tibbi
bitkidir. Aromatik ve tibbi 6zellikleri, kekigin diinya ¢apinda iinlii bir bitki olmasina neden
olmustur (90). Kekik tiirleri; gliclii antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antioksidan 6zellik
gostermektedirler (91). Thymus vulgaris ekstrakti; geleneksel olarak antiastmatik,
bronkodilatdr, antitiissif, antispazmodik etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir (92).

Kekik bitkisinin ana bilesigi, karvakrol ve timoldiir (93). Kekikte bulunan ana
kimyasallar, ugucu yaglar (borneol, karvakrol, linalool ve timol), tanin, saponin ve triterpenik
asitlerdir (94). Thymus vulgaris, polifenol ve flavonoid igeriginden dolayi, antioksidan ve
serbest radikal parcalayici 6zelligi vardir (95).

Yapilan in vitro bir ¢alismada, Thymus vulgaris ugucu yaginin PC-3, A-549 ve MCF-7
kanser hatlarinda giiclii bir sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir (96). Bir baska in vitro
calismada, Thymus vulgaris ugucu yagmin skuaméz hiicreli bas-boyun kanseri hiicrelerinin

biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (97).

Koruk (Vitis vinifera): Vitis vinifera, diinyada ekim yapilan alan ve ekonomik degeri
acisindan ele alindiginda en temel meyvelerden biri oldugu goriilmektedir (98) ve diinyada
yaklasik 60 milyon ton {iziim tiretimi yapildig1 tahmin edilmektedir (99).

Uziim diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla ceside sahip olan meyve tiirlerinden

biri olup, 15.000’in tizerinde ¢esidi bulundugu tahmin edilmektedir (100). Bitkinin igerigini;
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tanenler, flavonoidler, meyve asitleri, non-flavonoidler ve fenil akrilik asit tiirevleri
olusturmaktadir (101). Uziim ¢ekirdegi; (+)-katesinler, (-)-epikatesin ve (-)-epikatesin-3-O-
gallat gibi monomerik fenolik bilesikler ve dimerik, trimerik ve tetramerik prosiyanidin
acisindan zengindir (102) ve bu bilesikler anti-mutajenik ve anti-viral ajan 6zelligi
gostermektedirler (103). Uziimdeki fenolik bilesiklerin, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonunu in vitro olarak inhibe ettigi bildirilmistir (104).

Yapilan bir calismada, iiziim ekstraktinin giiclii bir antioksidan etki gosterdigi ve
reaktif oksijen tiirleri ile indiiklenen DNA hasarini 6nledigi gosterilmistir (105,106). Baska
bir calismada, liziim ekstraktinin skuamoz hiicreli basg-boyun kanseri hiicre hattinda
sitotoksisite gosterdigi (107) ve hayvan modellerinde tiimér biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir (108).

Uziim ekstraktinin bu koruyucu &zelligi icin, cesitli mekanizmalar éne siiriilmiistiir.
Bu mekanizmalar; hiicre sinyallerini ve hiicre siklusu regulatérlerini diizenleyerek apoptozisi
indiiklemesiyle (109), hiicre proliferasyonunda énemli rol oynayan topoizomeraz I enziminin
inhibisyonuyla (105) ya da anjiogenezin inhibisyonuyla (110) ger¢eklesmektedir. Ayrica,
tiziim ekstraktinin  kardiyovaskiiler hastaliklar1 onledigi (111), antimikrobiyal (102),
antihipertansif (112) ve anti-ilser (113) aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Ankaferd Blood Stopper Uriiniiniin Formlar

Uriin; tampon, sprey ve ampiil olmak iizere 3 farkli farmasétik formda bulunur(114).

Tablo 6. Ampiil formunda Ankaferd Blood Stopper®icerikleri (*kurutulmus

kok ekstresi, 2kurutulmus yaprak ekstresi, *kurutulmus ot ekstresi)

Ampiil (2 ml
Etken madde ad1 pal { )
Etken madde miktar1 (mg)
Urtica Dioica* 0.12
Vitis vinifera? 0.16
Glycyrrhiza glabra? 0.18
Alpinia officinarum? 0.14
Thymus vulgaris® 0.10
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Cetuximab (Erbitux®)

Cetuximab, epidermal biiylime faktor reseptorii (EGFR)’niin ligand baglayici
bolgesini hedef alan kimerik, IgG1 monoklonal bir antikordur. Cetuximab etkisini hem EGFR
antagonisti olarak ve hem de antikor bagimli hiicresel sitotoksisite yoluyla gostermektedir
(115).

Bas, boyun ve kolorektal kanser basta olmak iizere ¢cogu kanser tiiriinde artmis EGFR
etkisi vardir. Cetuximab, EGFR’ne diger ligandlarin baglanmasini 6nleyerek reseptor-bagimli
yolaklar1 bloke eder (116). Bu da hiicre siklusunun durmasi, apoptozisin uyarilmasi,
anjiogenezin inhibisyonu, metastazin inhibisyonu, EGFR’nilin sayisinin hiicre yiizeyinde
azalmasi1 ve kemoradyoterapiye hassasiyeti arttirma gibi antitlimoral etkilerin ortaya ¢ikmasini

saglar (116). Sekil 11°de Cetuximab’in EGFR sinyal kaskadina etkisi gdsterilmektedir.

____Cetuximab

Sekil 11. Cetuximab EGFR sinyal kaskadina etkisi (116)

Preklinik caligmalar, Cetuximab’in diger sitotoksik ajanlarla birlikte kullanildiginda
sinerjistik etki gosterdigini ve tiimor gelisimini inhibe ettigini gostermistir (117). Bu tiir
etkileri, Topotekanla (118) ve en Onemlisi Irinotekanla (119) kombine kullanildiginda
gostermektedir.

Bilhassa, Cetuximab-irinotekan kombinasyonunun tiimér gelisiminin tek bir ajanla
kontrol edilemedigi irinotekan-direncli DLD-1 ve HT-29 xenograftlarinda, tiimor gelisimini
inhibe ettigi goriilmiistiir.
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Yapilan histolojik incelemelerde, Cetuximab ve irinotekan kombinasyonunun timor
nekrozunu artirdigi, timor hiicresi proliferasyonunu azalttigi, tiimor hiicresinde apoptozisi

artirdigi ve tiimoriin damarlanmasini azalttigir gézlenmektedir (115).

Oxaliplatin

Oxaliplatin (trans-L-1,2-diamino siklohekzanoksalatoplatinyum) (Sekil 12), metastatik
kolon kanseri tedavisinde giiglii bir anti-tiimoral etki gosteren iiglincii nesil platin bilesigidir
(120). Oxaliplatin, platin sinifinin bir diger {iyesi olan Sisplatinden daha giiglii bir etkiye
sahiptir (121).

Oxaliplatin; DNA molekiilleri iginde ve DNA molekiilleri arasinda ¢apraz baglar
olustururarak, DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu inhibe eder (122). Preklinik
caligmalar, Oxaliplatin’in 5-FU ile kombinasyonunun, sinerjistik etkilesim gosterdigini
bildirmektedir (123).

Sekil 12. Oxaliplatinin molekiiler yapisi (124)

Yapilan faz III klinik c¢aligmalari, Oxaliplatin/5-FU/Lokoverin kombinasyonunun
kolorektal kanser tedavisinde giiclii bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir (123) ve bu

kombinasyon FOLFOX olarak adlandirilmaktadir (125).

5-Florourasil

5-FU, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaclarindan biridir. 1957
yilindan beri kolon kanserinin tedavisinde onemli bir rol oynamaktadir ve aym1 zamanda
meme, bas ve boyun kanseri tedavisinde de kullanilmaktadir (126).

5-FU, urasilin analogudur (Sekil 13). Urasilin C-5 pozisyonundaki hidrojen atomunun
yerine, flor atomunun gelmesiyle sentezlenmistir (127). 5-FU, hiicre igine urasilin kullandig:
transport mekanizmasini kullanarak girer (123). Hiicre iginde, 5-FU aktif metabolitlerine

doniistirilir (127). Bu aktif metabolitlerden biri olan floro-deoksiuridin-monofosfat
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(FAUMP), timidilat sentaz enzimine stabil bir sekilde baglanarak, normal substrati olan

deoksiuridin monofosfatin ({UMP) enzime baglanmasini engeller (126).

| F H
HN | HN |
O’J‘\N H OJ\N g
x i

5-Florourasil Urasil

Sekil 13. 5-Florourasil ve urasilin molekiiler yapis1 (128)

Timidilat sentaz, dUMP’nin deoksitimidin monofosfat’a (dTMP) doéniisiimiinii
katalizleyen enzimdir. FAUMP’1n timidilat sentaza baglanmasi, enzimin fonksiyonunu inhibe
eder ve dTMP sentezi durur. Dolayisiyla da DNA sentezi yapilamaz hale gelir (129).

5-FU, diger kemoterapotik ajanlarla kombine edildiginde etkisini arttirmaktadir. Kolon
kanseri tedavisinde 5-FU tek basina kullanildiginda; tedaviye yanit orani %10-15 iken,
[rinotekan ya da Oxaliplatin gibi kemoterapotik ajanlarla ile kombine edildiginde, kolorektal

kanser tedavisine yanit orani1 %40-50°e ¢ikmaktadir (127).

ILACLARIN KOMBINE KULLANIMI

Kanser basta olmak iizere, diger hastaliklarin tedavisinde iki ya da daha fazla ilacin
kombine olarak kullanimi yaygindir (130). ilaglarin kombine sekilde kullanimlarinin nedeni,
tek bir ilacla tedaviden istenilen, etkin bir sonu¢ alinamamasidir (131).

Ilaglarin kombine kullanimindaki amag; sinerjistik terapétik etki elde etmek, ilacin
toksisitesini ve kullanilan ilacin dozunu azaltmak ve ilag direncini en aza indirmektir (130).
Toksik etkileri farkli olan ve farkli mekanizmalarla etki gosteren ilaglar1 kombine ederek,
daha giiclii etki gostermelerini saglamaktir (131). Boylelikle ilaglarin artirilmis sitotoksik
etkileri tiimorii kontrol altina almayr kolaylastirirken, ayn1 zamanda hastanin daha diisiik
dozla tedavi edilmesi ve ilacin toksik etkilerinin azaltilmasi saglanmaktadir (131).

Sinerjizm, bir ilacin etkisinin diger bir ilagla kullanildiginda artmasidir. Bir bagka
deyisle sinerjistik etki; iki ilacin kombine etkisinin, tek baslarina gosterecekleri etkinin

toplamindan fazla olmasi seklinde tanimlanir (132). Antagonistik etki iki ilacin kombine
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etkisinin, ilaclarin tek baslarina gosterdikleri etkinin toplamindan az olmasi, additif etki ise iki

ilacin kombine etkisinin tek basina gosterdikleri etkiye esit olmasi olarak tanimlanir (132).

Sinerjistik Ve Antagonistik Etkinin Belirlenmesi

Giinitimiizde iki ila¢ kombinasyonunun etkisinin kantitatif degerlendirmesinde, Chou
ve Talalay tarafindan Onerilen ve yaygin olarak kullanilan medyan-efekt esitligi
kullanilmaktadir (133). Medyan-efekt esitligi, kiitle korunumu kanunundan tiiretilmistir. Bu
esitlik; biyokimya ve biyofizikteki Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch ve
Scatchard esitliklerini kapsamaktadir. Chou ve Talalay kombinasyon indeksi (CI) teoremiyle
de ilag kombinasyonunun kantitatif degerlendirmesini yapmaktadir.

Medyan-efekt esitligi ilacin dozu ile ilacin etkisi, sitotoksisitesi arasinda en basit

sekilde iligki kurulabilmesini saglamaktadir (130). Denklem su sekildedir:

lCn

D: Ilacin dozu (konsantrasyonu)
Dm: Medyan-efekt doz (ilacin giiciinii/potansiyelini gosteren doz)
fa: Doz tarafindan etkilenen boliim/fraksiyon
fu: Doz tarafindan etkilenmeyen boliim/fraksiyon(1-fa=fy).
m: Doz-etki egrisinin seklini/keskinligini veren katsayr (m=1 ise egri hiperbolik, m>1 ise
sigmoidal, m<1 ise egri diiz sigmoidaldir).
1983 yilinda Chou ve Talalay tarafindan tanitilan ve sinerjizm ve antagonizmi

kantitatif olarak veren Cl ise su sekilde hesaplanir (130):

_ D) | (D) _ (D1) N (D2)

R TR % Top e S T

Buradaki D; ve D, sirasiyla 1. ilacin ve 2. ilacin dozlaridir. Paydadaki (Dx)1, D1’in tek
basina sistemin %x’ini inhibe eden konsantrasyonudur.(Dx)., D>’in tek basina sistemin %x’ini

inhibe eden konsantrasyonudur.
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Ilaglarin sinerjistik, antagonistik ve additif etkileri, CI araligina bagl olarak
belirlenmistir. CI<1 olmas1 sinerjizmi, CI=1 olmas1 additif etkiyi, CI>1 olmasi ise
antagonistik etkiyi belirtmektedir.

Kombinasyon indeksi, CompuSyn 1.0 programi tarafindan hesaplanmaktadir.

Program, ilaglarin kombinasyonlarinin verilerini analiz edip kombinasyon indeksini otomatik
olarak hesaplamaktadir (130).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Merkezi

laboratuarinda gerceklestirildi.

GERECLER
Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve cihazlar Tablo 7. ve Tablo 8.’de

gosterilmistir.

Tablo 7. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Uretici Firma
5-Florourasil Sandoz

Ankaferd Kanama Durdurucu (ABS) Ankaferd Ilag A.S.
Cetuximab MERCK

Dimetil siilfoksit (DMSO) MERCK

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium1X) | MULTICELL (319-020-CL)
EMEM (Minimum Essential Medium Eagle’s 1X) | MULTICELL (320-026-CL)

Fetal Bovine Serum Capricorn Scientific
Ham’s F12 Medium, 1X MULTICELL (319-010-CL)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems

L-Glutamin MULTICELL (609-065-E2)
MTT Biomatik (A-3338-56)
Oxaliplatin Actavis
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Tablo 7. (Devami) Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Uretici Firma
Penisilin-Streptomisin Wisent Bioproducts
Phosphate buffered saline (PBS) Thermo Fisher Scientific
PureLink RNA Mini Kit Life Technologies

SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems
Tripsin-EDTA MULTICELL (352-542-EL)

Tablo 8. Deneylerde kullanilan alet ve malzemeler

Cihaz Uretici Firma

24 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalart Nest Biotechnology

96 Well Thermal Cycler Thermo Scientific, ABD
384 kuyucuklu PCR array plate Applied Biosystems
CO2’li inkiibator Panasonic, Japonya
Hiicre iireme flasklar1, 25 cm? ve 75 cm? Corning, ABD

Inverted Mikroskop Nikon, Japonya
Laminar Hava Akimli Steril Calisma Kabini SafeFast Elite, italya
Sogutmali Santrifiij Hermle, Almanya
Mikroplaka ELISA okuyucu Thermo Scientific, ABD
NanoDrop Optizen Nano-Q
Otomatik mikropipetler Eppendorf

(10, 20, 100, 200, 1000 pul’lik)

Tali image cytometer Invitrogen

The QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR cihaz1 Thermo Fisher Scientific, Turkiye
Vorteks Wisemix
YONTEMLER

Kolon Kanseri Hiicre Hatti1 (HT29)
Calismamizda kullanilan hiicreler, ATCC (Amerikan Tissue Culture Collection)’den

saglanmistir (ATCC kodu: HTB-38).
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Calisma laclar1 Ve Hazirlanmasi

Calismamizda; 5-FU ve Oxaliplatin ve Cetuximab ilaglari, Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Onkoloji boliimiinden temin edilmistir. ABS ise, Ankaferd ilag A.S.’den
temin edildi.

5-FU i¢in 1000 pM’lik, Oxaliplatin ve Cetuximab i¢in ise 2000 pg/ml’lik stok ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden, calisma ¢dzeltileri hazirlandi.

5-FU’nun deneyimizde kullanilacak konsantrasyonlari, en yiliksek doz 50 uM olacak
sekilde toplamda 10 farkli konsantrasyonu hazirlandi. Oxaliplatin’in en yiiksek doz 100 png/ml
olacak sekilde, Cetuximab’mn en yiiksek dozu 10 pg/ml olacak sekilde, farkli
konsantrasyonlari hazirlandi. ABS’nin konsantrasyonlar ise, 90, 72, 54, 36, 18, 9, 4.5, 2, 1 ul
olacak sekilde, toplamda 9 farkli doz olarak hazirlandi.

Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

Hiicre hattimin agilmasi: -150°C’ de uzun siire saklanmis olan hiicreler, 37°C’de
¢oziinene kadar bekletildi. Coziinen hiicre siispansiyonuna %5 FBS iceren besiyeri eklendi ve
sonra flaska konularak 37°C’de ve %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 5-6 saat

inkiibasyonun sonunda, hiicrenin besiyeri degistirildi.

Hiicrelerin cogaltilmasi: Calismada kullanilan kolon kanseri hiicre hatti HT-29,
DMEM, EMEM, Ham’s F12, %5 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin igeren
kiltiir ortaminda, 37°C’de ve %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire edildi. Hiicrelerin iremesi, her 2
giinde bir inverted mikroskopta incelendi. Konfluent olan hiicrelerden pasaj yapilarak,

hiicrelerin ¢ogaltilmasi sagland.

Hiicrelerin pasajlanmasi: Flask icerisinde yaklasik %70’1 konfluente ulasan
hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi. 75 cm?lik flaskin igerisine, %0.05°lik tripsinden 6 ml
eklendi. Flasklar, 37°C’de ve %5 CO2 iceren inkiibatore konuldu. Inkiibatérde 5-6 dakika
bekletilerek, hiicrelerin kontrollii sekilde kalkmalari saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicreler,
pipet yardimiyla 15 ml’lik tiipe alindu.

Tiipler, 1200 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek, siipernatant uzaklastirildi. Altta kalan
kismin tizerine bir miktar besiyeri konuldu ve iyice pipetaj yapilarak flasklara eklendi.
Ardindan flasklar inkiibatére konuldu.
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Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi: Flaskin icerisindeki hiicrelere tripsin
konularak, hiicrelerin tutunduklari yiizeyden kalkmasi saglandi. Kalktig1 gézlenen hiicreler 15
ml’lik tliplere almip, 1200 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Ardindan silipernatant
uzaklastirilarak, altta kalan kismmn iizerine %5 FBS iceren besiyeri konuldu. lyice pipetetaj
yapildiktan sonra, hiicre siispansiyonu %5 DMSO igeren cryo tiiplere konuldu ve tiipler

-150°C’de saklanda.

Ilaclarin Uygulanmasi

Hiicrelerin 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapildi ve bu plakalar hiicrelerin yiizeye
tutunmasi i¢in 24 saat inkiibatorde bekletildi. 24 saat inkiibatérde bekletilen 96 kuyucuklu
plakalara, planlanan konsantrasyonlardaki 5-FU, Oxaliplatin, Cetuximab ve ABS, toplam 200
ul voliim i¢inde olacak sekilde uygulandi. 24 saat inkiibasyonun ardindan, plakalardan ilagh
besiyeri tamamen uzaklastirildi ve plakalara taze besiyeri eklendi. 72 saat inkiibasyon
sonrasinda hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitesi, kolorimetrik bir test yontemi olan MTT ile
degerlendirildi.

MTT deneyi sonucunda; ABS, 5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab kemoterapotiklerinin
LDso degerleri hesaplandi.

Elde edilen LDso degerlerine gore, ilag etkilesim calismalar1 yapildi. Ilag etkilesim
calismalar1 i¢in; ABS ve diger kemoterapoétiklerin bire bir 4, 2, 1, 1/2, 1/4 ve 1/8 LDsxo
konsantrasyonlarinin kombinasyonunundan elde edilen degerler iizerinde, sinerjistik ve

antagonistik etkiler degerlendirildi.

MTT Yontemi

Hiicre canliligi, kolorimetrik bir test olan MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil
tetrazolium bromid] yontemi ile belirlendi. Bu yontemde, MTT boyasi canli hiicrelere aktif
olarak absorbe olur ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalizlenen bir
tepkimeyle mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu,
yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da, hiicre
canliliginin bir belirteci olarak kabul edilmektedir (134).

MTT calisma ¢dzeltisi, 5 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Inkiibasyonun sonunda,
MTT c¢alisma ¢ozeltisinden her bir kuyucuga 20 ul MTT c¢alisma soliisyonu eklendi ve 2 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda MTT soliisyonu bosaltilip, dimetil siilfoksit (DMSO)
eklendi. Daha sonra 492 nm’de, mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede Slgtiim yapildi.
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Tali Goriintii Tabanh Sitometre ile Apoptoz Tayini

Normal hiicrelerin hiicre zarinin i¢ kisminda, membran lipidlerinden olan
fosfotidilserin bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse, hiicre membraninin i¢ ylizeyinde
bulunan fosfotidilserin, hiicre zarmin dis kismina transloke olur. Bu yer degistirme, hiicre
membran biitiinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken evrelerinde meydana
gelir. Annexin V, fosfotidilserine baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile
isaretlenerek, apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. Ikinci bir boya olarak ise, propidyum
iyodid (PI) kullanilmaktadir. PI, canli hiicreleri 6lii hiicrelerden ayirmaktadir (135).

Annexin V ve PI boyalarimin bu o6zellikleri kullanilarak, hiicrelerin canli, dlii ve
apoptotik durumlar1 belirlenebilmektedir. Bunun i¢in kullandigimiz Tali Apoptosis Kit-
Annexin V Alexa Flour 488 ve Propidium lodide kit ile boyanan apoptotik hiicreler yesil
floresan, olii hiicreler kirmiz1 floresan vermekte ve sayilar1 belirlenmektedir. Canli hiicreler
ise, cok az floresan gosterirler veya hi¢ floresan gostermezler.

Tali testi igin, HT-29 kolon kanseri hiicreleri 25 cm?’lik flasklara ekildi. Kullanilan
kitte belirlenen protokole gore, asagidaki basamaklar uygulandi.

1. Uygulama siiresinin bitiminde hiicreler tripsinle muamele edilip, flaskin
tabanindan uzaklastirildi.

2. Tripsinli hiicreler, ependorf tiiplere alinarak 700 g’de 2 dakika santrifiij edildi
ve santrifiij sonunda tistteki siipernatant uzaklastirildi.

3. Ustteki siipernatant uzaklastirildiktan sonra, 200 pl 1X’lik Annexin Binding
Buffer ve 10 pl Annexin VV Alexa Flour eklenerek vortekslendi ve 20 dakika
karanlikta inkiibasyona birakildi.

4. 750 g’de 2 dk santrifiij edildi ve iistte kalan kisim uzaklagtirildi.

5. 100 pl 1X Annexin Binding Buffer eklendi.

6. Ardindan bu karisima 1 ul PI eklenerek, karisim karanlik ortamda 5 dk
inkiibasyona birakildu.

7. Inkiibasyon sonrasinda tiipler icerisindeki karigtmdan 25 pl alinarak, Tali i¢in
hazirlanan 6zel lamlara pipetlendi ve Tali apoptoz analiz programi ile sonuglar

goriintiilendi.

RNA izolasyonu
Hiicreler flasklardan, 24’liikk plakalara aktarildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan,

plakalardan ilach besiyeri tamamen uzaklastirild1 ve plakalara taze besiyeri eklendi. 72 saat
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inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklardaki besiyeri ¢ekildi. Hiicrelerin plakalardan kaldirilmasi
islemi, lysis tamponu (lysis tamponu-+f-merkaptoetanol) ile yapildi. 24’liikk plakalardaki
hiicrelere lysis tamponu eklendi ve hiicreler kaldirildiktan sonra tiiplere konuldu.

Calismada; kontrol grubu ve kullandigimiz ilaglar olan 5-FU, Oxaliplatin ve
Cetuximab’in ABS ile kombinasyonlari olacak sekilde 4 grup uygulandi.

Kiiltiire edilmis hiicrelerden RNA eldesi, PureLink® RNA Mini Kit kullanilarak yapildi.
Islem, kit iireticisi firmanin kullanim kilavuzunda gdsterdigi asagidaki basamaklar izlenerek
yapildi.

1. Hiicrelerin kaldirilmasi islemi, lysis tamponu (lysis tamponu+f-merkaptoetanol) ile
yapildi. Hiicreler kaldirildiktan sonra tiiplere konuldu.

Ardindan (1:1) oraninda, %70’lik etanol konuldu.
Iyice vortekslendi.

Karigim filtreli tiipe alind.

Oda sicakliginda 12000 g’de 20 sn santrifiijlendi.
Filtreli kisim bagka bir tiipe alind1.

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

© 0 N o g b~ w DN

Filtreli kisim bagka bir tiipe alindi.

[EEN
o

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

S =
N

. Alttaki kisim dokiildii ve filtrenin lizerine tekrardan 500 pl yikama tamponu II (Wash
buffer 11) eklendi.

13. Oda sicakliginda 12000 g’de 2.30 dk santrifiijlendi.

14. Filtreli kisim 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine alindi.

15. 50 ul RNAaz free water eklendi.

16. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi.

17. Oda sicakliginda maksimum hizda 2 dakika santrifiijlendi.

18. Filtre ¢ikarilarak atild1 ve elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve saflig1 nanodrop

spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii ve sonuglar ng/pl cinsinden bulundu.
19. Ardindan, RT-PCR’da kullanilana kadar -80°C’de saklanda.
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cDNA sentezi

Primer olarak random hekzamerler kullanilarak, High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit ile total RNA’dan cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan
malzemeler ve miktarlar1 asagida belirtilmistir (Tablo 9).
Her bir 6rnek igin;
10 mikrolitre RNA+H20

10 mikrolitre cDNA mix olmak iizere, toplamda 20 pl karisim hazirlandi.

Tablo 9. cDNA mix icin hazirlanmasi gereken maddeler

cDNA mix

10X RT Buffer 2 ul
25X dNTPmix 0,8 ul
10X RT Random Primer 2 ul
Reverse Transkriptaz 1 ul
Niikleaz free su 4,2 ul

Her bir 6rnek i¢in 0.2 m1’lik PCR tiiplerine RNA + H>0 (10 pl) ve cDNA mix (10 pl)
eklendi ve pipetaj yapildi. Her bir 6rnegin final hacimleri 20 pl’ye tamamlandi. Tiipler
Thermal Cycler’a yerlestirildi ve ardindan hazirlanan cDNA reaksiyonu asagidaki programa

gore calistirildi (Tablo 10).

Tablo 10. Thermal Cycler cihazinda uygulanan program

Sicaklik Zaman Dongii Sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10 dakika 1
Ters transkripsiyon 37°C 120 dakika 1
Inaktivasyon 85°C 5 dakika 1
Sogutma 4°C - 1

Elde edilen cDNA &rnekleri, RT-PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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RT-PCR protokolii

Hazirlanan cDNA'larla birlikte, gen ekspresyon analizi i¢in yeni bir karigim hazirlandi

(Tablo 11). Bu karisim son hacim 13 ul olacak sekilde, 384 kuyucuklu plakaya aktarildi.

Apoptoz ile ilgili 6 genin ekspresyonu calisildi (Tablo 12). House keeping gen olarak,
GAPDH kullanildi.

Tablo 11. RT PCR karisiminda bulunan maddeler

SYBR Green PCR Master Mix 7 ul
cDNA 2 ul
RNAaz-free water 3ul
Primer F: 0,5 ul
R: 0,5 ul
Toplam 13 ul

Tablo 12. Calismada kullanilan primerler

Primer adi | Forward Primer Reverse Primer

p53 5-CACGAGCGCTGCTCAGATAGC-3' 5-ACAGGCACAAACACGCACAAA-3
Sitokromc | 5-AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATTTACA-3' | 5-TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAGA-3'
Apaf-1 5'-GATATGGAATGTCTCAGATGGCC-3' 5'-GGTCTGTGAGGACTCCCCA-3'

Bax 5-TTCATCCAGGATCGAGCAGA-3' 5-GCAAAGTAGAAGGCAACG-3

Bcl-2 5- ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA -3’ 5- ACAGTTCCACAAAGGCATCC-3’

Kaspaz-3 5'-GGTATTGAGACAGACAGTGG-3’ 5- CATGGGATCTGTTTCTTTGC-3’

Toplam 13 pl RT-PCR reaksiyonu, asagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.

50.0 °C’de 2 dk , 95.0 °C’de 10 dk (1 Dongii)
95.0 °C’de 15 sn, 60 °C *de 1 dk (40 Dongii)
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizleri JMP istatistik programi
kullanilarak yapildi. Deneylerde elde edilen sonuglar, ortalama + SD olarak ifade edildi.

Kullanilan uygulamalara ait LDso degerleri, ilaglarin ferdi MTT degerlerinden Probit
analizi ile elde edildi. Deneylerde kullanilan ilaglarin antagonistik ve sinerjistik etkileri,
CompuSyn (version 1.0) programi kullanilarak incelendi.

CompuSyn programina gore, iki molekiiliin kombine etkilerini degerlendirmek igin

dikkate almacak CI degerleri asagidaki gibidir (Tablo 13).

Tablo 13. CI degerleri degerlendirme tablosu

CI degerleri Kombine sitotoksik etkKi
0.1< Cok kuvvetli sinerjizm
0.1-03 Kuvvetli sinerjizm
0.3-0.7 Sinerjizm
0.7-0.9 Hafif sinerjistik etki
09-1.1 Additif etki
>1.1 Antagonizm

MTT deney sonuglarindan elde edilen verilerde gruplar arast farkin anlamliligini
degerlendirmede Student’s t testi kullanildi.

RT-PCR gen ifadesi g¢alismalari sonucu elde edilen veriler ise, Tukey-HSD testi
kullanarak kiyaslandi. Sonuglar, en az 3 paralel ¢alismanin ortalamasi + standart hata olarak

ifade edildi ve istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

HT-29 HUCRE HATTINDA ABS, 5-FU, OXALIPLATIN VE CETUXIMAB’IN
LDso DEGERLERININ HESAPLANMASI

Ankaferd Blood Stopper (ABS)

ABS konsantrasyonlari; 90, 72, 54, 36, 18, 9, 4.5, 2 ve 1 ul olacak sekilde, toplamda 9
farkli doz olarak hiicrelere uygulandi. 24 saat inkiibasyonun ardindan, 96 kuyucuklu
plakalardan ilagl besiyeri tamamen uzaklastirildi ve plakalara taze besiyeri eklendi. 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitesi, MTT metodu ile degerlendirildi.

Calisma kapsaminda ABS uygulamasi sonucu belirlenen yiizde canlilik degerleri
kullanilarak, her bir doz icin kontrole kiyasla olusan 6liim oranlart belirlendi. Bu oranlar
kullanilarak probit analizi yapildi ve ABS’nin HT-29 hiicre serisi lizerinde LDso degeri, 27 pl
olarak saptandi (Sekil 14).

HT-29 hiicre hattinda ABS’nin 90 uL dozunda; sirasiyla %23, 72 uL’de %27, 54 uL’de
%37, 36 uL’de %53, 18 uL’de %54, 9 uL’de %62, 4.5 pL’de %68, 2 pL’de %68 ve 1 pL
dozunda %73 oraninda canlilik gézlendi.

HT-29 hiicre serisinde farkli konsantrasyonlar ile uygulanan ABS, 72 saatlik uygulama
sonrasinda hiicre canlili§ini istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiirdii (p<0.0001). Yapilan
calismada, 72 saatlik uygulama sonrasinda en yiiksek canli hiicre oran1 1 pl uygulama
konsantrasyonunda %73.7843.10 olarak belirlenirken, 90 ul ABS konsantrasyonunda
ortamdaki hiicrelerin %23.80+0.64’i canli kald1.
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Sekil 14. HT-29 hiicre hattinda 1-90 pl doz arahiklarinda ABS uygulamasinin

hiicre canhlhigina etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)

5-Florourasil

5-Florourasil; en yiiksek doz 50 uM olacak sekilde, yari yartya seyreltme yapilarak
toplamda 10 farkli doz olarak hiicrelere uygulandi. 24 saat inkiibasyonun ardindan, 96
kuyucuklu plakalardan ilagl besiyeri tamamen uzaklastirildi ve plakalara taze besiyeri eklendi.
72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre sitotoksisitesi, MTT metodu ile degerlendirildi.

Calisma kapsaminda 5-FU uygulamasi sonucu belirlenen yiizde canlilik degerleri
kullanilarak, her bir doz icin kontrole kiyasla olusan 6liim oranlart belirlendi. Bu oranlar
kullanilarak probit analizi yapild1 ve 5-FU ilacinin HT-29 hiicre serisi lizerinde LDsp degeri,
9.6 uM olarak saptand (Sekil 15).

HT-29 hiicre hattinda 5-FU’nun 50 uM konsantrasyonda; sirasiyla %41, 25 uM’da
%46, 12.5 uM’da %50, 6.3 uM’da %51, 3.1 uM’da %55, 1.6 uM’da % 55, 0.8 uM’da % 64,
0.4 uM’da % 64, 0.2 uM’da % 69, 0.1 uM’da %86 oraninda canlilik gézlendi

HT-29 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan 5-FU, 72 saatlik uygulama
sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiirdii (p<0.0001). Yapilan
caligmada 72 saatlik uygulama sonrasinda en yiiksek canli hiicre oran1 0.1 pM uygulama
konsantrasyonunda %386.01+£2.25 olarak belirlenirken, 50 pM 5-FU konsantrasyonunda
ortamdaki hiicrelerin %41.38+3.18’1 canl1 kald1.
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Sekil 15. HT-29 hiicre hattinda 0,1-50 pM doz araliklarinda 5-FU uygulamasinin

hiicre canhihigina etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)

Oxaliplatin

Oxaliplatin konsantrasyonlari; 100 pg/ml en yiiksek doz olacak sekilde, 1/10 oraninda
seyreltme yapilarak toplamda 5 farkli doz olarak hiicrelere uygulandi. 96 kuyucuklu
plakalardan ilagl besiyeri tamamen uzaklastirildi ve plakalara taze besiyeri eklendi. 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitesi, MTT metodu ile degerlendirildi.

Calisma kapsaminda Oxaliplatin uygulamasi sonucu belirlenen yiizde canlilik degerleri
kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi. Bu oranlar
kullanilarak probit analizi yapildi ve Oxaliplatin ilacinin HT-29 hiicre serisi lizerinde LDso
degeri, 1 uM olarak saptandi (Sekil 16).

HT-29 hiicre hattinda Oxaliplatin’in 100 pg/ml konsantrasyonda; sirasiyla %3.88, 10
pg/ml’de %14.83, 1 ug/ml’de %58.37, 0.1 pg/ml’de %84.27, 0.01 pg/ml’de %91.54 oraninda
canlilik gozlendi.

HT-29 hiicre serisinde farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Oxaliplatin, 72 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede diistirdii (p<<0.0001).
Yapilan ¢alismada, 72 saatlik uygulama sonrasinda en yiiksek canli hiicre orani1 0.01 pg/ml
uygulama konsantrasyonunda %91.54+3.64 olarak belirlenirken, 100 pg/ml Oxaliplatin

konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin %3.88+0.39’1 canli kaldi.

39



100 *
90 *
80 L
70

-

- *

60 a
50
40
30
20

% Canhihk

10 . %

KONTROL 0,01 0,1 1 10 100
Dozlar (ng/ml)

Sekil 16. HT-29 hiicre hattinda 0,01-100 pg/ml doz araliklarinda Oxaliplatin
uygulamasinin hiicre canhihgna etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole

gore)

Cetuximab

Cetuximab, en yiiksek doz 10 pg/ml olacak sekilde, yari yariya seyreltme yapilarak
toplamda 10 farkli doz olarak hiicrelere uygulandi. 24 saat inkiibasyonun ardindan, 96
kuyucuklu plakalardan ilagl besiyeri tamamen uzaklastirildi ve plakalara taze besiyeri eklendi.
72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre sitotoksisitesi, MTT metodu ile degerlendirildi.

Calisma kapsaminda Cetuximab uygulamasi sonucu belirlenen yiizde canlilik degerleri
kullanilarak, her bir doz icin kontrole kiyasla olusan 6liim oranlart belirlendi. Bu oranlar
kullanilarak probit analizi yapildi ve Cetuximab ilacinin HT-29 hiicre serisi lizerinde LDso
degeri, 0.59 pg/ml olarak saptandi (Sekil 17).

HT-29 hiicre hattinda Cetuximab 10 pg/ml konsantrasyonda; sirasiyla %36.94, 5
pg/ml’de %40.51, 2.5 pg/ml’de %42.88, 1.25 pg/ml’de %43.89, 0.63 pg/ml’de %49.61, 0.31
pg/ml’de % 51.21, 0.16 pg/ml’de % 59.95, 0.08 ug/ml’de % 59.16, 0.04 pg/ml’de % 59.82,
0.02 ug/ml’de %74.76 oraninda canlilik gézlendi.

HT-29 hiicre serisinde farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Cetuximab 72 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli seviyede diistirdii (p<<0.0001).
Yapilan ¢aligmada, 72 saatlik uygulama sonrasinda en yiiksek canli hiicre oran1 0.02 pg/ml
uygulama konsantrasyonunda %74.76+2.07 olarak belirlenirken, 10 pg/ml Cetuximab

konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin %36.94+1.96’1 canli kaldi.
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Sekil 17. HT-29 hiicre hattinda 0,02-10 ng/ml doz arahklarinda Cetuximab
uygulamasinin hiicre canhihgina etkisi (+ standart hata *p<0.0001

kontrole gore)

ABS ile Kemoterapétik Ilaclarin Kombinasyonu

5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab’in ABS ile kombinasyonunun sitotoksisite analizleri
gerceklestirildi. Sitotoksisite analizinde; 5-FU, Oxaliplatin, Cetuximab ve ABS’nin bire bir
olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDsg konsantrasyonlar1 kombine edildi.

ABS’nin kemoterapdétik ilaglarla kombinasyonu, 3 sekilde gerceklestirildi. Birincisinde;
ABS ve ilaglar ayn1 anda uygulanarak, etkilesimleri incelendi. ikincisinde, kuyucuklara énce
ABS uygulandi 24 saat inkiibasyonun ardindan kemoterapdtik ilag uygulanarak ilaglarin
etkilesimleri incelendi. Uciinciisiinde ise kuyucuklara once kemoterapétik ilag 24 saat
inkiibasyonun ardindan ABS uygulanarak etkilesimleri incelendi. Ilaglarla 24 saat
inkiibasyonun ardindan, 96 kuyucuklu plakalardan ilagli besiyeri tamamen uzaklastirildi ve
plakalara taze besiyeri eklendi. 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre sitotoksisitesi, MTT
metodu ile degerlendirildi. Elde edilen veriler, CompuSyn programia girilerek

kombinasyonlarin CI degerleri hesaplandi.

ABS ile kemoterapétik ilaglarin aym1 anda kombinasyonlari

5-Florourasil’in ABS ile ayn1 anda uygulanmasi: Daha 6nceki ¢aligmalarda LDso

degerleri belirlenen 5-FU ve ABS’nin bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDsxo
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konsantrasyonlar1 kombine edildi. HT-29 hiicre serisine ayni1 anda uygulanan ABS ve 5-FU
kombinasyonlari, 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli
seviyede distirdii (p<0.0001).

Sekil 18 incelendiginde; 1/8 LDsg’ye denk gelen 3.38 ul ABS’nin hiicre canlilik orani
%68 ve 1.2 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik orani %65 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %5.7 olarak saptandi. 1/4 LDso’ye denk gelen 6.75 pl
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %65 ve 2.4 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1
%S55 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orani %5.5 olarak saptandi. 1/2
LDso’ye denk gelen 13.5 pul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %58 ve 4.9 uM konsantrasyonda 5-
FU’nun hiicre canlilik oran1 %51 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %6
olarak saptandi. LDso’ye denk gelen 27 ul ABS’nin hiicre canlilik oram1 %53 ve 9.6 uM
konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik orani %50 olurken, bu dozlarin kombinasyonu
sonucu canlilik oran1 %6 olarak saptandi. 2 LDso’ye denk gelen 54 ul ABS’nin hiicre canlilik
orani %37 ve 19.1 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1 %46 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %7.2 olarak saptandi. 4 LDsg’ye denk gelen 108 ul
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %20 ve 38.26 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik orani
%41 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orani %7 olarak saptandi.
Kombinasyonlarin saptanan sitotoksisite yilizdeleri, CompuSyn programina girilerek

kombinasyonlarin CI degerleri hesaplandi (Tablo 14).

Ayni anda 5-FU ve ABS uygulamasi
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Sekil 18. HT-29 hiicre hattinda ABS ve 5-FU’nun ayn1 anda uygulamasinin hiicre
canhhigina etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)
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Tablo 14. ABS ve 5-FU’nun aym anda uygulamasinin CI degerleri

ilac Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 ul) + 5-FU (1.2 uM) 0.0014 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 pl) + 5-FU (2.4 pM) 0.0027 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (13.5 pl) + 5-FU (4.8 uM) 0.00655 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 pul) + 5-FU (9.6 uM) 0.01312 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pl) + 5-FU (19.13 uM) 0.03487 Cok kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 pl) + 5-FU (38.26 uM) 0.06738 Cok kuvvetli sinerjizm

Oxaliplatin’in ABS ile aym1 anda uygulanmasi: Daha onceki ¢aligmalarda LDsp
degerleri belirlenen Oxaliplatin ve ABS’nin, bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4,1/8 LDso
konsantrasyonlar1 kombine edildi.

HT-29 hiicre serisine ayn1 anda uygulanan ABS ve Oxaliplatin kombinasyonlari 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli seviyede diistirdii (p<<0.0001).

Sekil 19 incelendiginde; 1/8 LDsp’ye denk gelen 3.38 pl ABS’nin hiicre canlilik orani
%68 ve 0.125 pg/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik orant %76 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %5.3 olarak saptandi. 1/4 LDsp’ye denk gelen
6.75 wl ABS’nin hiicre canlilik oran1 %65 ve 0.25 pg/ml konsantrasyonda OXxaliplatin’in hiicre
canlilik oran1 %68 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orant %5.7 olarak
saptandi. 1/2 LDso’ye denk gelen 13.5ul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %58 ve 0.5 pg/ml
konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %69 olurken, bu dozlarin kombinasyonu
sonucu canlilik oran1 %6.9 olarak saptandi. LDso’ye denk gelen 27 ul ABS’nin hiicre canlilik
orant %53 ve 1 pg/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %57 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orant %6.9 olarak saptandi. 2 LDsgp’ye denk gelen 54 pl
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %37 ve 2 pg/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik
orant %53 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %7.5 olarak saptandi. 4
LDso’ye denk gelen 108 ul ABS’nin hiicre canlilik orant %20 ve 4 pg/ml konsantrasyonda
Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %46 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik

orani %6.5 olarak saptandi.
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Ayni anda Oxaliplatin ve ABS uygulamasi
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Sekil 19. HT-29 hiicre hattinda ABS ve Oxaliplatin’in ayn1 anda uygulamasinin hiicre
canhhgina etkisi ( & standart hata *p<0.0001 kontrole gore)

Degisik oranlarda kombinasyonlarin HT-29 hiicre hattinda 72 saat muamele edilmesi

sonucu saptanan sitotoksisite yiizdeleri, CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI

degerleri hesaplandi (Tablo 15).

Tablo 15. ABS ve Oxaliplatin’in aym1 anda uygulamasinin CI degerleri

Ila¢c Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 ul) + Oxaliplatin (0.125 pg/ml) 0.001 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 ul) + Oxaliplatin (0.25 pg/ml) 0.003 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (13.5 ul) + Oxaliplatin (0.5 pg/ml) 0.009 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 ul) + Oxaliplatin (1 pg/ml) 0.017 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pl) + Oxaliplatin (2 pg/ml) 0.040 Cok kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 pl) + Oxaliplatin (4 pg/ml) 0.059 Cok kuvvetli sinerjizm

Cetuximab’in ABS ile aym1 anda uygulanmasi

Daha oOnceki ¢alismalarda LDso degerleri belirlenen Cetuximab ve ABS’nin, bire bir
olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDso konsantrasyonlar1 kombine edildi.

HT-29 hiicre serisine ayn1 anda uygulanan ABS ve Cetuximab kombinasyonlar1, 72 saat

inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli seviyede diistirdii (p<0.0001).
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Sekil 20 incelendiginde; 1/8 LDso’ye denk gelen 3.38 ul ABS’nin hiicre canlilik orani
%68 ve 0.07 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik oran1 %59 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orant %12 olarak saptandi. 1/4 LDso’ye denk gelen 6.75
pul ABS’nin hiicre canlilik oram1 %65 ve 0.14 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre
canlilik oran1 %59 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orant %13.5 olarak
saptand1. 1/2 LDsg’ye denk gelen 13.5 pul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %58 ve 0.29 pg/ml
konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik oran1 %51 olurken, bu dozlarin kombinasyonu
sonucu canlilik oran1 %14 olarak saptandi. LDsgo’ye denk gelen 27 pl ABS’nin hiicre canlilik
orant %53 ve 0.59 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in 5-FU’nun hiicre canlilik oran1 %49
olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orani %14 olarak saptandi. 2 LDsg’ye denk
gelen 54 ul ABS’nin hiicre canlilik orant %37 ve 1.18 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in
hiicre canlilik oran1 %43 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %17.5 olarak
saptandi. 4 LDso’ye denk gelen 108 ul ABS’nin hiicre canlilik orant %20 ve 2.36 pg/ml
konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik oran1 %42 olurken, bu dozlarin kombinasyonu

sonucu canlilik oran1t %22.9 olarak saptandi.

Ayni anda Cetuximab ve ABS uygulamasi
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Sekil 20. HT-29 hiicre hattinda ABS ve Cetuximab’in ayn1 anda uygulamasinin hiicre

canhiligina etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)

Degisik oranlarda kombinasyonlarin HT-29 hiicre hattinda 72 saat muamele edilmesi
sonucu saptanan sitotoksisite yiizdeleri, CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI

degerleri hesaplandi (Tablo 16).
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Tablo 16. ABS ve 5-FU’nun aym anda uygulamasinin CI degerleri

Ila¢ Konsantrasyonlar Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 ul) + Cetuximab (0.07 pg/ml) 0.006 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 ul) + Cetuximab (0.14 pg/ml) 0.014 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (13.5 pul) + Cetuximab (0.29 pg/ml) 0.032 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 pl) + Cetuximab (0.59 pg/ml) 0.065 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pul) + Cetuximab (1.18 pg/ml) 0.199 Sinerjizm
4 LDso: ABS (108 pl) + Cetuximab (2.36 pg/ml) 0.719 Hafif sinerjistik etki

Kombinasyonlarin once ABS sonra kemoterapotik ila¢ olacak sekilde uygulanmasi

Once ABS sonra 5-Florourasil uygulamasi: Daha onceki ¢alismalarda LDso degerleri
belirlenen 5-FU ve ABS’nin, bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDso konsantrasyonlari
kombine edildi.

HT-29 hiicre serisine ayn1 anda uygulanan ABS ve 5-FU kombinasyonlari, 72 saat

inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli seviyede diistirdii (p<0.0001).

Once ABS sonra 5-FU uygulamasi
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Sekil 21. HT-29 hiicre hattinda 6nce ABS sonra 5-FU uygulamasinin hiicre canlihgina
etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gére)
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Sekil 21 incelendiginde; 1/8 LDso’ye denk gelen 3.38 pul ABS’nin hiicre canlilik orani
%68 ve 1.2 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oranit %65 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %13.2 olarak saptandi. 1/4 LDso’ye denk gelen 6.75 pl
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %65 ve 2.4 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1
%355 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %9.7 olarak saptandi. 1/2
LDso’ye denk gelen 13.5 ul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %58 ve 4.9 uM konsantrasyonda 5-
FU’nun hiicre canlilik orant %51 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orani
%12.7 olarak saptandi. LDso’ye denk gelen 27 pl ABS’nin hiicre canlilik oran1 %53 ve 9.6 uM
konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1 %50 olurken, bu dozlarin kombinasyonu
sonucu canlilik oran1 %14 olarak saptandi. 2 LDso’ye denk gelen 54 pl ABS’nin hiicre canlilik
orant %37 ve 19.1 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1 %46 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik oram1 %13.7 olarak saptandi. 4 LDsp’ye denk gelen 108 ul
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %20 ve 38.26 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik orani
%41 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %16.9 olarak saptandi.

Degisik oranlarda kombinasyonlarin HT-29 hiicre hattinda 72 saat muamele edilmesi
sonucu saptanan sitotoksisite yiizdeleri, CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI

degerleri hesaplandi (Tablo 17).

Tablo 17. Once ABS ve sonra 5-FU’nun uygulamasinin CI degerleri

Ila¢c Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 pl) + 5-FU (1.2 uM) 0.007 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 pl) + 5-FU (2.4 uM) 0.007 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS(13.5 ul) +5-FU (4.8 uM) 0.026 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 pl) + 5-FU (9.6 uM) 0.064 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pl) + 5-FU (19.13 uM) 0.121 Kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 pl) + 5-FU (38.26 uM) 0.371 Sinerjizm

Once ABS sonra Oxaliplatin uygulamasi: Daha onceki ¢alismalarda LDso degerleri
belirlenen Oxaliplatin ve ABS’nin, bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDso konsantrasyonlari
kombine edildi. HT-29 hiicre serisine ayni anda uygulanan ABS ve Oxaliplatin
kombinasyonlari, 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli

seviyede distirdii (p<0.0001).
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Sekil 22 incelendiginde; 1/8 LDso’ye denk gelen 3.38 ul ABS’nin hiicre canlilik orani
%68 ve 0.125 pg/ml konsantrasyondaOxaliplatin’in hiicre canlilik orant %76 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orant %10 olarak saptandi. 1/4 LDso’ye denk gelen 6.75
ul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %65 ve 0.25 pug/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre
canlilik oran1 %68 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %9 olarak
saptand1. 1/2 LDso’ye denk gelen 13.5 pul ABS’nin hiicre canlilik orani1 %58 ve 0.5 pg/ml
konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %69 olurken, bu dozlarin kombinasyonu
sonucu canlilik oran1 %10 olarak saptandi. LDso’ye denk gelen 27 pl ABS’nin hiicre canlilik
orant %53 ve 1 pug/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %57 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orant %9.8 olarak saptandi. 2 LDsgp’ye denk gelen 54 ul
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %37 ve 2 pg/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik
orant %53 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 % 9 olarak saptandi. 4
LDso’ye denk gelen 108 pul ABS’nin hiicre canlilik orant %20 ve 4 pg/ml konsantrasyonda
Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %46 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik
orani %14 olarak saptandi. Degisik oranlarda kombinasyonlarin HT-29 hiicre hattinda 72 saat
muamele edilmesi sonucu saptanan sitotoksisite yiizdeleri, CompuSyn programina girilerek

kombinasyonlarin CI degerleri hesaplandi (Tablo 18).
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Sekil 22. HT-29 hiicre hattinda 6nce ABS sonra Oxaliplatin uygulamasinin hiicre
canhhgina etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)
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Tablo 18. Once ABS ve sonra Oxaliplatin uygulamasinin CI degerleri

Ilac Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 pl) + Oxaliplatin (0.125 pg/ml) 0.004 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 ul) + Oxaliplatin (0.25 pg/ml) 0.007 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (13.5 pl) + Oxaliplatin (0.5 pg/ml) 0.018 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 pl) + Oxaliplatin (1 pg/ml) 0.032 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 ul) + Oxaliplatin (2 pg/ml) 0.056 Cok kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 pl) + Oxaliplatin (4 pg/ml) 0.269 Kuvvetli sinerjizm

Once ABS sonra Cetuximab uygulamasi: Daha 6nceki ¢alismalarda LDso degerleri
belirlenen Cetuximab ve ABS’nin, bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDsg konsantrasyonlari
kombine edildi.

HT-29 hiicre serisine ayni anda uygulanan ABS ve Cetuximab kombinasyonlari, 72 saat

inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli seviyede diistirdii (p<0.0001).

Once ABS sonra Cetuximab uygulanmasi
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Sekil 23. HT-29 hiicre hattinda 6nce ABS sonra Cetuximab uygulamasinin hiicre

canhhgna etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)
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Sekil 23 incelendiginde; 1/8 LDso’ye denk gelen 3.38 ul ABS’nin hiicre canlilik orani
%68 ve 0.07 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’mn hiicre canlilik orant %59 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orani1 %9 olarak saptandi. 1/4 LDso’ye denk gelen 6.75
pul ABS’nin hiicre canlilik oram1 %65.5 ve 0.14 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre
canlilik oran1 %59 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %11.8 olarak
saptand1. 1/2 LDsg’ye denk gelen 13.5 ul ABS’nin hiicre canlilik orani1 %58 ve 0.29 pg/ml
konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik oran1 %51 olurken, bu dozlarin kombinasyonu
sonucu canlilik oran1 %11 olarak saptandi. LDsgo’ye denk gelen 27 pl ABS’nin hiicre canlilik
orant %53 ve 0.59 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in 5-FU’nun hiicre canlilik oran1 %49
olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %10.5 olarak saptandi. 2 LDso’ye
denk gelen 54 pul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %37 ve 1.18 pg/ml konsantrasyonda
Cetuximab’in hiicre canlilik orani %43 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik
orani %11 olarak saptandi. 4 LDso’ye denk gelen 108 pul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %20 ve
2.36 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik orani %42 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %11.4 olarak saptandi.

Degisik oranlarda kombinasyonlarin HT-29 hiicre hattinda 72 saat muamele edilmesi
sonucu saptanan sitotoksisite yiizdeleri, CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI
degerleri hesaplandi (Tablo 19).

Tablo 19. Once ABS ve sonra Cetuximab uygulamasinin CI degerleri

Ila¢c Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 pl) + Cetuximab (0.07 pg/ml) 0.003 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 pl) + Cetuximab (0.14 pg/ml) 0.01 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (13.5 pl) + Cetuximab (0.29 pg/ml) 0.019 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 ul) + Cetuximab (0.59 pg/ml) 0.036 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pul) + Cetuximab (1.18 pg/ml) 0.076 Cok kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 ul) + Cetuximab (2.36 pg/ml) 0.168 Kuvvetli sinerjizm
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Kombinasyonlarin Once Kemoterapétik Ilac Sonra ABS Olacak Sekilde

Uygulanmasi

Once 5-Florourasil sonra ABS uygulamasi: Daha dnceki ¢alismalarda LDso degerleri
belirlenen 5-FU ve ABS’nin, bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDso konsantrasyonlari
kombine edildi.

HT-29 hiicre serisine ayni anda uygulanan ABS ve 5-FU kombinasyonlari, 72 saat

inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli seviyede diisiirdii (p<0.0001)

(Sekil 24).
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Sekil 24. HT-29 hiicre hattinda once 5-Florourasil sonra ABS uygulamasimin hiicre
canlihgina etkisi (+ standart hata *p<0.001 kontrole gore)

Sekil 24 incelendiginde; 1/8 LDso’ye denk gelen 3.38 pl ABS’nin hiicre canlilik oran
%68 ve 1.2 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oranit %65 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik orani1 %12 olarak saptandi. 1/4 LDsp’ye denk gelen 6.75 pl
ABS’nin hiicre canlilik orant %65 ve 2.4 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oram
%S355 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %6.8 olarak saptandi. 1/2
LDso’ye denk gelen 13.5 pul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %58 ve 4.9 uM konsantrasyonda 5-
FU’nun hiicre canlilik oran1 %51 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %7
olarak saptandi. LDsp’ye denk gelen 27 ul ABS’nin hiicre canlilik oram1 %53 ve 9.6 uM
konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1 %50 olurken, bu dozlarin kombinasyonu

sonucu canlilik oran1 %6.6 olarak saptandi. 2 LDsg’ye denk gelen 54 ul ABS’nin hiicre canlilik
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orani %37 ve 19.1 uM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1 %46 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik orant %7.7 olarak saptandi. 4 LDsg’ye denk gelen 108 pl
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %20 ve 38.26 pM konsantrasyonda 5-FU’nun hiicre canlilik oran1
%41 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %23.5 olarak saptandi. Saptanan
sitotoksisite ylizdeleri, CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI degerleri

hesaplandi (Tablo 20).

Tablo 20. Once 5-FU ve sonra ABS uygulamasinmin CI degerleri

Ila¢ Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 ul) + 5-FU (1.2 uM) 0.006 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 pl) + 5-FU (2.4 uM) 0.004 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (13.5 pl) + 5-FU (4.8 uM) 0.009 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 pul) + 5-FU (9.6 uM) 0.015 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pl) + 5-FU (19.13 uM) 0.039 Cok kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 ul) + 5-FU (38.26 uM) 0.775 Hafif sinerjistik etki

Once Oxaliplatin sonra ABS uygulamasi: Daha &nceki galismalarda LDso degerleri
belirlenen Oxaliplatin ve ABS’nin, bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDso konsantrasyonlari
kombine edildi.

HT-29 hiicre serisine ayn1 anda uygulanan ABS ve Oxaliplatin kombinasyonlari, 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli seviyede diistirdii (p<0.0001).
Sekil 25’e bakildiginda 1/8 LDsg’ye denk gelen 3.38 pl ABS’nin hiicre canlilik orani %68 ve
0.125 pg/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %76 olurken, bu dozlarin
kombinasyonu sonucu canlilik orani1 %16 olarak saptandi. 1/4 LDso’ye denk gelen 6.75 pl
ABS’nin hiicre canlilik oran1 %65 ve 0.25 pg/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik
orani %68 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %8.8 olarak saptandi. 1/2
LDso’ye denk gelen 13.5 pul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %58 ve 0.5nug/ml konsantrasyonda
Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %69 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik
orani %9.6 olarak saptandi. LDso’ye denk gelen 27 ul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %53 ve 1
pg/ml konsantrasyonda Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %357 olurken, bu dozlarin

kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %10.7 olarak saptandi. 2 LDso’ye denk gelen 54 pul
52



ABS’nin hiicre canlilik oran1 %37 ve 2 pg/ml konsantrasyondan Oxaliplatin’in hiicre canlilik

orant %53 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 % 18 olarak saptandi. 4

LDso’ye denk gelen 108 ul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %20 ve 4 pg/ml konsantrasyonda

Oxaliplatin’in hiicre canlilik oran1 %46 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik

orani %24 olarak saptandi. Saptanan sitotoksisite yiizdeleri, CompuSyn programina girilerek

kombinasyonlarin CI degerleri hesaplandi (Tablo 21).
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Sekil 25. HT-29 hiicre hattinda 6nce Oxaliplatin sonra ABS’nin uygulamasinin hiicre

canhiligina etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)

Tablo 21. Once Oxaliplatin ve sonra ABS uygulamasinin CI degerleri

Ila¢c Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDso: ABS (3.38 pul) + Oxaliplatin (0.125 pg/ml) 0.011 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDso: ABS (6.75 ul) + Oxaliplatin (0.25 pg/ml) 0.006 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDso: ABS (13.5 pul) + Oxaliplatin (0.5 pg/ml) 0.015 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 pl) + Oxaliplatin (1pg/ml) 0.039 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pl) + Oxaliplatin (2pug/ml) 0.230 Kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 pl) + Oxaliplatin (4pg/ml) 0.846 Hafif sinerjistik etki
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Once Cetuximab sonra ABS uygulamasi: Daha onceki ¢alismalarda LDso degerleri
belirlenen Cetuximab ve ABS’nin, bire bir olarak 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 LDso konsantrasyonlari
kombine edildi. HT-29 hiicre serisine aym1 anda uygulanan ABS ve Cetuximab
kombinasyonlar1, 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli
seviyede diistirdii (p<0.0001).

Sekil 26 incelendiginde; 1/8 LDso’ye denk gelen 3.38 ul ABS’nin hiicre canlilik orani
%68 ve 0.07 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik orani %59 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orani1 %9 olarak saptandi. 1/4 LDso’ye denk gelen 6.75
ul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %65 ve 0.14 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre
canlilik oran1 %59 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %11.7 olarak
saptandi. 1/2 LDsp’ye denk gelen 13.5 ul ABS’nin hiicre canlilik orant %58 ve 0.29 pg/ml
konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik oran1 %51 olurken, bu dozlarin kombinasyonu
sonucu canlilik orant %11 olarak saptandi. LDso’ye denk gelen 27 pl ABS’nin hiicre canlilik
orani %53 ve 0.59 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik oran1 %49 olurken, bu
dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik oran1 %10.5 olarak saptandi. 2 LDsp’ye denk gelen 54
pul ABS’nin hiicre canlilik orant %37 ve 1.18 pg/ml konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre
canlilik oran1 %43 olurken, bu dozlarin kombinasyonu sonucu canlilik orant %10.8 olarak
saptandi. 4 LDso’ye denk gelen 108 ul ABS’nin hiicre canlilik oran1 %20 ve 2.36 ug/ml
konsantrasyonda Cetuximab’in hiicre canlilik oram1 %42 olurken, bu dozlarin kombinasyonu

sonucu canlilik oran1 %11 olarak saptandi.

Once Cetuximab sonra ABS uygulamasi
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H ABS W Cetuximab Once Cetuximab sonra ABS

Sekil 26. HT-29 hiicre hattinda 6nce Cetuximab sonra ABS uygulamasinin hiicre

canhihi@ina etkisi (+ standart hata *p<0.0001 kontrole gore)
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Degisik oranlarda kombinasyonlarin HT-29 hiicre hattinda 72 saat muamele edilmesi sonucu
saptanan sitotoksisite yiizdeleri, CompuSyn programina girilerek kombinasyonlarmn CI

degerleri hesaplandi (Tablo 22).

Tablo 22. Once Cetuximab ve sonra ABS uygulamasinin CI degerleri

ilac Konsantrasyonlari Cl Yorum
1/8 LDsp: ABS (3.38 ul) + Cetuximab (0.07 pg/ml) 0.019 Cok kuvvetli sinerjizm
1/4 LDsp: ABS (6.75 pul) + Cetuximab (0.14 pg/ml) 0.014 Cok kuvvetli sinerjizm
1/2 LDsp: ABS (13.5 pul) + Cetuximab (0.29 pg/ml) 0.038 Cok kuvvetli sinerjizm
LDso: ABS (27 pl) + Cetuximab (0.59 pg/ml) 0.029 Cok kuvvetli sinerjizm
2 LDso: ABS (54 pl) + Cetuximab (1.18 pg/ml) 0.077 Cok kuvvetli sinerjizm
4 LDso: ABS (108 pl) + Cetuximab (2.36 pg/ml) 1.922 Antagonizm
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HT-29 Hiicre Hattinda Tek Olarak Uygulanan ABS, 5-FU, Oxaliplatin ve
Cetuximab’in Hiicre Canlhihg Uzerine Etkisi

HT-29 hiicrelerinde kontrol ve madde uygulamas1 yapilan gruplarda belirlenen canli,
olii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile Anneksin V, Pl floresan yogunlugu ve hiicre boyutu

histogramlar1 Sekil 27 ve Sekil 28°da verilmistir.
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Sekil 27. HT-29 hiicre serisinde tali goriintii tabanh sitometri kullanilarak saptanan canl,
olii, apoptotik hiicrelerin yiizdesi A:Kontrol, B:ABS, C:5-Florourasil,
D:Oxaliplatin, E:Cetuximab Uygulamasi.
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Sekil 27A’da goriildiigii gibi, kontrol grubunda %92 oraninda canli, %7 oli ve
%1lapoptotik hiicre oldugu saptanmistir.

Sekil 27B’de goriildiigii gibi, kontrol grubunda %1 olan apoptotik hiicre oraninin ABS
uygulamasi ile %22’ye yiikseldigi, 6lii hiicre oraninin ise %30 oraninda oldugu saptanmistir.
Kontrol grubunda %92 olan canlilik oraninin ABS uygulamasi ile %48’e diistliigli saptanmistir.

Sekil 27C’de goriildiigii gibi, kontrol grubunda %1 olan apoptotik hiicre oraninin
5-FU uygulamas1 ile %12’ye yiikseldigi, o6lii hiicre oraninin ise %22 oraninda oldugu
saptanmistir. Kontrol grubunda %92 olan canlilik oraninin, 5-FU uygulamasi ile %66’ya
diistiigii saptanmastir.

Sekil 27D’de goriildiigii gibi, kontrol grubunda %1 olan apoptotik hiicre oraninin
Oxaliplatin uygulamasi ile %10’ye yiikseldigi, 6lii hiicre oraninin ise %21 oraninda oldugu
saptanmistir. Kontrol grubunda %92 olan canlilik oraninin, OXaliplatin uygulamasi ile %69’a
diistiigii saptanmstir.

Sekil 27E’de goriildiigii gibi, kontrol grubunda %1 olan apoptotik hiicre oraninin
Cetuximab uygulamasi ile %12’ye yiikseldigi, 6lii hiicre oraninin ise %19 oraninda oldugu
saptanmistir. Kontrol grubunda %92 olan canlilik oraninin, Oxaliplatin uygulamasi ile %69’a

diistiigli saptanmustir.
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Sekil 28. HT-29 Hiicre Hattinda, madde uygulamasi yapilan hiicrelerin hiicre

boyutlari, PI (Kirmuzi) ve Annexin V (Yesil) floresan yogunluklari.

A:Kontrol, B: ABS, C: 5-Florourasil Uygulamasi
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Sekil 28. (Devam) HT-29 Hiicre Hattinda, madde uygulamasi yapilan hiicrelerin
hiicre boyutlari, PI (Kirmmz1) ve Annexin V (Yesil) floresan
yogunluklari. C:Oxaliplatin, D: Cetuximab Uygulamasi
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HT-29 Hiicre Hattinda ABS ile 5-Florourasil Kombinasyonlarinin Hiicre Canlihg:
Uzerine Etkisi

HT-29 hiicrelerinde ABS’nin 5-FU ile ayni1 anda, 6nce ve sonra kombine uygulamasinin
yapildig1 gruplarda belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile Anneksin V, Pl
floresan yogunlugu ve hiicre boyutu histogramlart Sekil 29 ve Sekil 30°da verilmistir.

HT-29 hiicrelerinde ayn1 anda ABS ve 5-FU uygulamasi yapilan hiicrelerde; canli, 6lii
ve apoptotik hiicre orani sirasi ile %44, %23,%33 olarak belirlenmistir (Sekil 29A). Once ABS
sonra 5-FU uygulamasi yapilan hiicrelerde canli, 6lii ve apoptotik hiicre orani sirasi ile %30,
%26, %44 olarak belirlenmistir(Sekil 29B). Once 5-FU sonra ABS uygulamasi yapilan
hiicrelerde canli, 6li ve apoptotik hiicre orani sirast ile %63, %17, %20 olarak
belirlenmistir(Sekil 29C). ABS’nin 5-FU ile kombine tedavisinde, kontrol grubunda %92 olan
canlilik oraninin %30’a diistiigii ve yine kontrol grubunda %1 olan apoptotik hiicre oraninin

%44’ e ciktig1, once ABS sonra 5-FU kombinasyonunun daha etkin sonug verdigi saptanmuistir.
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Sekil 29. HT-29 hiicre serisinde tali goriintii tabanh sitometri kullanilarak saptanan
canl, 6lii, apoptotik hiicrelerin yiizdesi A: Aym anda 5-FU ve ABS, B:Once

ABS sonra 5-FU, C:Once 5-FU sonra ABS
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Sekil 30. HT-29 Hiicre Hattinda, madde uygulamasi yapilan hiicrelerin hiicre
boyutlari, Pl (Kirmizi) ve Annexin V (Yesil) floresan yogunluklari.
A: Ayni anda 5-FU ve ABS, B: Once ABS sonra 5-FU, C:Once 5-FU

sonra ABS

61




HT-29 Hiicre Hattinda ABS ile Oxaliplatin Kombinasyonlarinin Hiicre Canlihg:
Uzerine Etkisi

HT-29 hiicrelerinde ABS’nin Oxaliplatin ile ayn1 anda, once ve sonra kombine
uygulamasimin yapildigr gruplarda belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre ylizdeleri ile
Anneksin V, Pl floresan yogunlugu ve hiicre boyutu histogramlart Sekil 31 ve Sekil 32°de
verilmisgtir.

HT-29 hiicrelerinde ayn1 anda ABS ve Oxaliplatin uygulamas1 yapilan hiicrelerde; canli,
olii ve apoptotik hiicre orani sirast ile %37, %29, %34 olarak belirlenmistir (Sekil 31A). Once
ABS sonra Oxaliplatin uygulamasi yapilan hiicrelerde canli, 6lii ve apoptotik hiicre orant sirast
ile %57, %17, %27 olarak belirlenmistir(Sekil 31B). Once Oxaliplatin sonra ABS uygulamasi
yapilan hiicrelerde; canli, 6lii ve apoptotik hiicre orani sirasi ile %54, %24, %22 olarak
belirlenmistir (Sekil 31C). ABS’nin Oxaliplatin ile kombine tedavisinde kontrol grubunda %92
olan canlilik oraninin %37’a diistiigii ve yine kontrol grubunda %1 olan apoptotik hiicre
oraninin %34 e ¢ikt1g1, ayn1 anda ABS ve Oxaliplatin kombine uygulamasinin daha etkin sonug

verdigi saptanmustir.
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Sekil 31. HT-29 hiicre serisinde tali goriintii tabanlh sitometri kullanilarak saptanan
canly, 6lii, apoptotik hiicrelerin yiizdesi. A: Ayni anda Oxaliplatin ve ABS,

B: Once ABS sonra Oxaliplatin, C:Once Oxaliplatin sonra ABS
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boyutlari, PI (Kirmizi) ve Annexin V (Yesil) floresan yogunluklari
A: Aym anda Oxaliplatin ve ABS, B: Once ABS sonra Oxaliplatin
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C:Once Oxaliplatin sonra ABS
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Sekil 32. HT-29 Hiicre Hattinda, madde uygulamasi yapilan hiicrelerin hiicre




HT-29 Hiicre Hattinda ABS ile Cetuximab Kombinasyonlarinin Hiicre Canlihgi
Uzerine Etkisi

HT-29 hiicrelerinde ABS’nin Cetuximab ile ayni1 anda, dnce ve sonra kombine
uygulamasimin yapildigr gruplarda belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre ylizdeleri ile
Anneksin V, Pl floresan yogunlugu ve hiicre boyutu histogramlart Sekil 33 ve Sekil 34’de
verilmigtir.

HT-29 hiicrelerinde ayn1 anda ABS ve Cetuximab uygulamasi yapilan hiicrelerde; canli,
olii ve apoptotik hiicre orani siras1 ile %58, %18, %24 olarak belirlenmistir (Sekil 33A). Once
ABS sonra Cetuximab uygulamasi yapilan hiicrelerde; canli, 6lii ve apoptotik hiicre orant sirast
ile %56, %4, %40 olarak belirlenmistir (Sekil 33B). Once Cetuximab sonra ABS uygulamasi
yapilan hiicrelerde; canli, 6lii ve apoptotik hiicre orani sirasi ile %38, %22, %40 olarak
belirlenmistir (Sekil 33C). ABS’nin Cetuximab ile kombine tedavisinde kontrol grubunda %92
olan canlilik oraninin %38’e diistiigii ve yine kontrol grubunda %1 olan apoptotik hiicre
oraninin %40’a ¢ikt1g1, 6nce Cetuximab sonra ABS kombine uygulamasinin daha etkin sonug

verdigi saptanmustir.
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Sekil 33. HT-29 hiicre serisinde tali goriintii tabanh sitometri kullamlarak saptanan
canly, 6lii, apoptotik hiicrelerin yiizdesi. A: Aym1 anda Cetuximab ve ABS,

B: Once ABS sonra Cetuximab, C:Once Cetuximab sonra ABS
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Sekil 34. HT-29 Hiicre Hattinda, madde uygulamasi yapilan hiicrelerin hiicre

boyutlari, PI (Kirmizi) ve Annexin V (Yesil) floresan yogunluklari.
A: Aym anda Cetuximab ve ABS, B: Once ABS sonra Cetuximab,
C:Once Cetuximab sonra ABS
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HT-29 Hiicre Hattinda Tek ve Kombine Halde Kullanilan ABS, 5-Florourasil,
Oxaliplatin ve Cetuximab’in Gen Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

Calismada, HT-29 hiicre hattindan materyal ve metod kisminda anlatildig1 sekilde izole
edilen RNA’lardan elde edilen cDNA'lar kullanilarak, gen ifadelerinde meydana gelen
degisimler RT-PCR metodu ile saptanmistir. HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde uygulamalarin
yapildig1 gruplarin kontrol grubuna goére belirlenen genlerin ifadelerinde meydana gelen
degisiklikler, 4 tekrar olmak {izere c¢alismaya alinmig ve istatistiksel degerlendirmeleri

yapilmistir.

HT-29 hiicre hattinda tek ve kombine halde kullanilan 5-FU ve ABS’nin gen
ekspresyonlari iizerine etkisi

HT-29 hiicre hatlarinda endojen kontrol olarak GAPDH’1n kullanildigi RT-PCR analizi
sonuclarina gore; tek basia ve kombine halde uygulanan ABS ve 5-Florourasil’in apoptotik
yolaginin en 6nemli elemanlarindan olan p53, bcl-2, bax, sitokrom c, apaf-1 ve kaspaz-3 gen

ifadelerinde meydana getirdigi degisimler asagida gosterilmektedir.

Analiz sonuclarina gore; HT-29 hiicre hattinda p53 gen ifadesinin ilaglarin kombine
uygulamalarinda genellikle artis gosterdigi ve en belirgin artisin ayn1 anda 5-FU ve ABS
uygulamasinda kontrole gore 54.89+0.41 kat oldugu, bunu kontrole gore 20.77+0.36 kat artis
ile dnce ABS sonra 5-FU uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 35). Diger

uygulama gruplarinda ise, kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 saptanmistir (p>0.05).
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Kontrol 5-FU 5-FU + ABS Once ABS sonra5-FU  Once 5-FU sonra ABS

Ekspresyon Seviyeleri

Sekil 35. HT-29 hiicre serisine 5-FU, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis gruplarda

p53 gen ekspresyonu degisimi, ortalamazstandart hata ***p<0.001
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Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda Bcl-2 gen ifadesinin, sadece 5-FU
uygulamasinda (kontrole gore 5.55+0.41 kat) istatistiksel olarak énemli artisa sebep oldugu
belirlenmistir (p<0.01) (Sekil 36). Uygulama gruplar1 arasinda (5-FU harig) ise, istatistiksel

olarak 6nemli bir fark olmadig1 saptanmistir (p>0.05).
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Konlrol 5FU +ABS Once ABS sonra5-FU  Once 5-FU sonra ABS

Sekil 36. HT-29 hiicre serisine 5-FU, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanms gruplarda

Bcl-2 gen ekspresyonu degisimi, ortalamatstandart hata ***p<0.001

Analiz sonuglarina gére; HT-29 hiicre hattinda bax gen ifadesinde, 5-FU ve ABS’nin
tek basmna uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 3.01+£0.51 ve 5.46+0.38 kat artis
saptanmigtir. Bax gen ifadesinin, ABS’nin 5-FU ile kombine olarak uygulanmasinda genellikle

artis gosterdigi gdzlemlenmistir (Sekil 37).
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Kontrol 5-FU ABS 5-FU + ABS Once ABS sonra 5-FU  ince 5-FU sonra ABS

Sekil 37. HT-29 hiicre serisine 5-FU, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis gruplarda

bax gen ekspresyonu degisimi, ortalamatstandart hata **p<0.01 ***p<0.001
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Kombine uygulamalarda bax gen ifadesinde en belirgin artisin, ayni anda 5-FU ve ABS
uygulamasinda kontrole gore 44.5+0.54 kat oldugu, bunu kontrole gore 32.90+0.32 kat artis ile
once 5-FU sonra ABS uygulamasinin izledigi ve ardindan kontrole gore 22.42+0.37 kat artis
ile 6nce ABS sonra 5-FU uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 37).

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda 5-FU’nun tek basina uygulamasinda,
sitokrom c¢ gen ifadesinde, kontrole gore 2.52+0.21 kat artis saptanmigtir. Kombine
uygulamalarda en belirgin artisin, ayni anda 5-FU ve ABS uygulamasinda kontrole gore
3.5240.10 kat oldugu saptanmistir (p<0.001) (Sekil 38). Diger uygulama gruplarinda ise,

kontrole gore anlamli bir farkin olmadigi gozlenmistir. (p>0.05).
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Sekil 38. HT-29 hiicre serisine 5-FU, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis gruplarda
sitokrom c gen ekspresyonu degisimi, ortalamazstandart hata
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

Analiz sonuclarina gore; HT-29 hiicre hattinda apaf-1 gen ifadesinin ilaglarin kombine
uygulamalarinda genellikle artis gosterdigi ve en belirgin artisin ayni anda 5-FU ve ABS
uygulamasinda kontrole gore 32.8+0.26 kat oldugu, bunu kontrole gére 26.81+0.28 kat artis ile
once 5-FU sonra ABS uygulamasinin ve kontrole gore 6.59+0.35 kat artis ile 6nce ABS sonra
5-FU uygulamasinin takip ettigi saptanmustir (p<0.001) (Sekil 39). Diger uygulama gruplarinda

ise, kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 saptanmistir (p>0.05).
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Kontrol 5FU ABS 5FU + ABS Once ABS sonra 5-FU  Once 5-FU sonra ABS

Ekspresyon Seviyeleri

Sekil 39. HT-29 hiicre serisine 5-Florourasil, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis
gruplarda apaf-1 gen ekspresyonu degisimi, ortalama+standart hata
***p<0.001

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda kaspaz-3 gen ifadesinde, ABS’nin tek
basina uygulamasinda kontrole gore 4.10+£0.27 kat artis saptanmistir (p<0.001) (Sekil 40).
Kombine uygulamalarda en belirgin artisin 6nce 5-FU sonra ABS uygulamasinda kontrole gore
28.4+0.27 kat oldugu, bunu kontrole gore 26.99+0.30 kat artig ile 6nce ABS sonra 5-FU
uygulamasinin takip ettigi saptanmistir. Diger gruplarda ise, kontrole gore istatistiksel olarak

onemli bir fark olmadig1 belirlenmistir (Sekil 40).
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Kontrol 5-FU ABS 5-FU + ABS Once ABS Once 5-FU
sonra 5-FU sonra ABS

Sekil 40. HT-29 hiicre serisine 5-Florourasil, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis
gruplarda kaspaz-3 gen ekspresyonu degisimi, ortalama+standart hata
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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HT-29 Hiicre Hattinda Tek ve Kombine Halde Kullanilan Oxaliplatin ve ABS’nin
Gen Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

HT-29 hiicre hatlarinda endojen kontrol olarak GAPDH’1n kullanildigi RT-PCR analizi
sonuglara gore; tek basina ve kombine halde uygulanan ABS ve Oxaliplatin’in apoptotik
yolaginin en 6nemli elemanlarindan olan p53, bcl-2, bax, sitokrom c, apaf-1 ve kaspaz-3 gen
ifadelerinde meydana getirdigi degisimler asagida gosterilmektedir.

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda p53 gen ifadesinde Oxaliplatin ve
ABS’nin tek basina uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 28.28+0.21 ve 2.18+0.38 kat artis
saptanmistir. Kombine uygulamalarda en belirgin artisin 6nce ABS sonra Oxaliplatin
uygulamasinda kontrole gore 27.97+0.21 kat oldugu, bunu kontrole gore 15.03+0.47 kat artis
ile dnce Oxaliplatin sonra ABS uygulamasinin izledigi ve ardindan kontrole gore 1.42+0.21 kat
artis ile ayn1 anda Oxaliplatin ve ABS uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir (p<0.001) (Sekil
41).
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Kontrol Oxaliplatin ABS Oxaliplatin + ABS Once ABS sonra Once Oxaliplatin
Oxaliplatin sonra ABS

Sekil 41. HT-29 hiicre serisine Oxaliplatin, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanms

gruplarda p53 gen ekspresyonu degisimi, ortalamaztstandart hata ***p<0.001

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda bcl-2 gen ifadesinin sadece 6nce ABS
sonra Oxaliplatin uygulamasinda (kontrole gore 3.25+0.07 kat) istatistiksel olarak 6nemli artisa
sebep oldugu belirlenmistir (p<0.01). Uygulama gruplar1 arasinda ise istatistiksel olarak 6nemli

bir fark olmadig1 saptanmistir (p>0.05) (Sekil 42).
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Kontrol Oxaliplatin Oxaliplatin + ABS ~ Once ABS sonra  Once Oxaliplatin
Oxaliplatin sonra ABS

Sekil 42. HT-29 hiicre serisine Oxaliplatin, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis
gruplarda Bcl-2 gen ekspresyonu degisimi, ortalamatstandart hata ** p<0,01

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda bax gen ifadesinde, Oxaliplatin ve
ABS’nin tek basina uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 38.91+0.40 ve 5.46+0.38 kat artis
saptanmistir.

Kombine uygulamalarda bax gen ifadesindeki en belirgin artisin, dnce ABS sonra
Oxaliplatin uygulamasinda kontrole gore 45.3+0.24 kat oldugu, bunu kontrole gore 35.64+0.48
kat artis ile once Oxaliplatin sonra ABS uygulamasinin izledigi ve ardindan kontrole gore
1.37+0.13 kat artis ile ayn1 anda Oxaliplatin ve ABS uygulamasinin takip ettigi belirlenmigtir
(p<0.001) (Sekil 43).
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Kontrol Oxaliplatin ABS Oxaliplatin + ABS Once ABS sonra Once Oxaliplatin
Oxaliplatin sonra ABS

Sekil 43. HT-29 hiicre serisine Oxaliplatin, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis

gruplarda bax gen ekspresyonu degisimi, ortalamatstandart hata ***p<0.001
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Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda sitokrom ¢ gen ifadesinde, Oxaliplatin’in
tek basina uygulamasinda kontrole gore 19.23+0.44 kat artig saptanmustir.

Kombine uygulamalarda en belirgin artisin, 6nce ABS sonra Oxaliplatin uygulamasinda
kontrole gore 5.95+0.27 kat oldugu saptanmistir (p<0.001). Diger uygulama gruplarinda ise,
kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 gézlenmis (p>0.05), ancak uygulama gruplarinin gen
ifadelerinin birbiri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark olusturdugu belirlenmistir (Sekil

44).

*%¥
5%
*E¥
*kk Bk *ik
25 k% | ‘ -‘
5 ’k**l
5 20
2
3
o 15
c
S
710
g ET3 )
a
8 .
w
0 ——— [ ] [ | [ |
Kontrol Oxaliplatin ABS Oxaliplatin + ABS Once ABS sonra Once Oxaliplatin
Oxaliplatin sonra ABS

Sekil 44. HT-29 hiicre serisine Oxaliplatin, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanmis
gruplarda sitokrom c¢ gen ekspresyonu degisimi, ortalamaztstandart hata
***p<0.001

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda apaf-1 gen ifadesinde, Oxaliplatin’in tek
basina uygulamasinda kontrole gore 32.97+0.33 kat artis saptanmistir.

Kombine uygulamalarda en belirgin artisin, 6nce ABS sonra Oxaliplatin uygulamasinda
kontrole goére 32.9+0.29 kat oldugu, bunu kontrole gore 25.68+0.46 kat artis ile Once
Oxaliplatin sonra ABS uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir (p<0.001). Diger uygulama
gruplarinda ise kontrole gére anlamli bir farkin olmadigi saptanmis (p>0.05), ancak gruplarin
kendi aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturdugu gozlenmistir (p<0.001) (Sekil
45).
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Kontrol Oxaliplatin ABS Oxaliplatin + ABS Once ABS sonra Once Oxaliplatin
Oxaliplatin sonra ABS

Sekil 45. HT-29 hiicre serisine Oxaliplatin, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanms

gruplarda apaf-1 gen ekspresyonu degisimi, ortalama+standart hata ***p<0.001

Analiz sonuglarina gére HT-29 hiicre hattinda kaspaz-3 gen ifadesinde, ABS’nin tek
basina uygulamasinda kontrole gore 4.10+0.27 kat artig saptanmustir.

Kombine uygulamalarda en belirgin artisin 6nce Oxaliplatin sonra ABS uygulamasinda
kontrole gore 18.9+0.15 kat oldugu, bunu kontrole gore 11.41+0.12 kat artis ile dnce ABS sonra
Oxaliplatin uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir (p<0.001)(Sekil 46).

Diger uygulama gruplarinda ise, kontrole goére anlamli bir farkin olmadig1 saptanmistir

(p>0.05), ancak gruplarin kendi aralarinda istatistiksel olarak onemli bir fark olusturdugu

gozlenmistir(p<0.001).
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Kontrol Oxaliplatin ABS Oxaliplatin + ABS  Once ABS sonra Once Oxaliplatin
Oxaliplatin sonra ABS

Sekil 46. HT-29 hiicre serisine Oxaliplatin, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanms
gruplarda kaspaz-3 gen ekspresyonu degisimi, ortalamatstandart hata

***p<0,001
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HT-29 Hiicre Hattinda Tek ve Kombine Halde Kullanilan Cetuximab ve ABS’nin

Gen Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

HT-29 hiicre hatlarinda endojen kontrol olarak GAPDH’1n kullanildigi RT-PCR analizi
sonuglarma gore, tek basina ve kombine halde uygulanan ABS ve Cetuximab’in apoptotik
yolaginin en 6nemli elemanlarindan olan p53, bcl-2, bax, sitokrom c, apaf-1 ve kaspaz-3 gen
ifadelerinde meydana getirdigi degisimler asagida gosterilmektedir.

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda p53 gen ifadesinde, en belirgin artisin
ayni anda Cetuximab ve ABS uygulamasinda kontrole gore 50.7 +0.31 kat oldugu, bunu
kontrole gore 15.014+0.29 kat artis ile 6nce Cetuximab sonra ABS uygulamasinin takip ettigi
belirlenmistir (p<0.001). Diger uygulama gruplarinda ise, kontrole gére anlamli bir farkin

olmadig1 saptanmustir (p>0.05) (Sekil 47).
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Kontrol Cetuximab ABS Cetuximab + ABS  Once ABSsonra  Once Cetuximab
Cetuximab sonra ABS

Sekil 47. HT-29 hiicre serisine Cetuximab, ABS ve kombinasyonlar: uygulanmis

gruplarda p53 gen ekspresyonu degisimi, ortalama+standart hata ***p<0.001

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda bcl-2 gen ifadesinin, Cetuximab, ABS
ve kombinasyonlarinin uygulamasinda, kontrole gore ve uygulama gruplari arasinda
istatistiksel olarak onemli bir fark saptanamamistir (p>0.05) (Sekil 48).

Analiz sonuglarma gore; HT-29 hiicre hattinda bax gen ifadesinde, Cetuximab ve
ABS’nin tek basina uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 12.89+0.19 ve 5.46+0.38 kat artis
saptanmistir. Kombine uygulamalarda en belirgin artisin, ayni anda Cetuximab ve ABS
uygulamasinda kontrole gore 53.8+0.58 kat oldugu, bunu kontrole gore 14.57+0.54 kat artis ile
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once ABS sonra Cetuximab uygulamasinin izledigi ve ardindan kontrole gore 1.15+0.01 kat
artis ile Oonce Cetuximab sonra ABS uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir (p<0.001)(Sekil
49).
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Kontrol Cetuximab Cetuximab + ABS Once ABS sonra Once Cetuximab
Cetuximab sonra ABS

Sekil 48. HT-29 hiicre serisine Cetuximab, ABS ve kombinasyonlar: uygulanmis

gruplarda Bcl-2 gen ekspresyonu degisimi, ortalamatstandart hata.

k%

¥k *EE

EEE |

60

-
S 50
s
'S 40
v
0
c 30
g
w
o 20 £xx *k%
& EEk
=
= m -
0 [
KONTROL Cetuximab ABS Cetuximab + ABS  Once ABSsonra  Once Cetuximab
Cetuximab sonra ABS

Sekil 49. HT-29 hiicre serisine Cetuximab, ABS ve kombinasyonlar: uygulanmis

gruplarda bax gen ekspresyonu degisimi, ortalama+tstandart hata ***p<(.001

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda sitokrom ¢ gen ifadesinin, Cetuximab,
ABS ve kombinasyonlarinin uygulamasinda, kontrole gore ve uygulama gruplari arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanamamistir (p>0.05) (Sekil 50).

Analiz sonuglarina gore; HT-29 hiicre hattinda apaf-1 gen ifadesinin, ilaglarin kombine
uygulamalarinda genellikle artis gosterdigi ve en belirgin artisin ayni anda Cetuximab ve ABS
uygulamasinda kontrole gore 11.3+0.39 kat oldugu, bunu kontrole gore 8.09+0.49 kat art1s ile
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once Cetuximab sonra ABS uygulamasinin takip ettigi saptanmigtir (p<0.001). Diger uygulama
gruplarinda ise, kontrole gore anlamli bir farkin olmadig1 saptanmis (p>0.05), ancak gruplarin

kendi aralarinda istatistiksel olarak Onemli bir fark olusturdugu goézlenmistir (p<0.001)

(Sekil 51).
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Kontrol Cetuximab Cetuximab + ABS Once ABS sonra Once Cetuximab
Cetuximab sonra ABS

Sekil 50. HT-29 hiicre serisine Cetuximab, ABS ve kombinasyonlar1 uygulanms

gruplarda sitokrom c gen ekspresyonu degisimi, ortalamazstandart hata
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Kontrol Cetuximab ABS Cetuximab + ABS Once ABS sonra  Once Cetuximab
Cetuximab sonra ABS

Sekil 51. HT-29 hiicre serisine Cetuximab, ABS ve kombinasyonlar: uygulanmis
gruplarda apaf-1 gen ekspresyonu degisimi, ortalamatstandart hata
***p<0.001

Analiz sonuglaria gore; HT-29 hiicre hattinda kaspaz-3 gen ifadesinde, Cetuximab ve
ABS’nin tek basina uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 12.89+0.19 ve 5.46+0.38 kat artig
saptanmistir. Kombine uygulamalarda en belirgin artisin, 6nce Cetuximab sonra ABS
uygulamasinda kontrole gore 53.84+0.58 kat oldugu, bunu kontrole gore 14.57+0.54 kat artis ile
ayni anda Cetuximab ve ABS uygulamasinin izledigi ve ardindan kontrole gore 1.15+0.01 kat
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artis ile dnce ABS sonra Cetuximab uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir (p<0.001) (Sekil
52).
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Kontrol Cetuximab ABS Cetuximab + ABS Once ABS sonra Once Cetuximab
Cetuximab sonra ABS

Sekil 52. HT-29 hiicre serisine Cetuximab, ABS ve kombinasyonlar: uygulanmis
gruplarda kaspaz-3 gen ekspresyonu degisimi, ortalamazstandart hata
* p<0.05 ** p<0.01 ***p<0.001
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TARTISMA

Kolorektal kanserler, basta ABD olmak iizere, Avrupa ve diger Batili {iilkelerde
kanserle iligkili morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerinden biridir. ABD’de erkeklerde
prostat ve akciger kanserinden sonra, kadinlarda ise meme ve akciger kanserinden sonra
Oliime yol agan kanserler arasinda 3. sirada yer almaktadir (1).

Kolon kanseri gelisimi, pek ¢ok faktorle iligkili olan ¢ok basamakli bir siirectir (3).
Tiumor baskilayict genlerin aktivasyonlarindaki kayiplar, azalmis apoptozis ve asir1 hiicre
proliferasyonu kolon kanseri gelisimine yol acan degisiklikler olarak kabul edilmektedir (4).

5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab, hem erken evre hem de metastatik kolon kanseri
tedavisinde standart tedavide kullanilan ajanlardir (136). Ancak bu ilaglarin kullanimindan bir
stire sonra meydana gelen ilag direngleri ve ilag toksisiteleri, kolon kanserli hastalarda tedavi
yanitin1 olumsuz etkilemektedir (137). Bu nedenle, yeni ajanlarin ve ilag kombinasyonlarinin
gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir.

Kanser basta olmak iizere hastaliklarin tedavisinde, iki ya da daha fazla ilacin kombine
kullanimi giderek yayginlagsmaktadir ve standart hale gelmektedir (130). Kombine ilag
tedavisinin, bir¢ok kanser tiirlinde basarilart mevcuttur (114,123,125,127). Preklinik
caligmalarda denenen kombinasyonlarin yan etkilerinin az olmasi, minimum dirence yol
agmast, ilacin saglikli hiicrelere minimum zarar vermesi ve daha ¢ok kanser hiicrelerini hedef
almasi 6nemlidir (131).

llag tedavilerinin sorunlarmndan biri olan yan etki, yiiksek dozlarda artig
gostermektedir. Tedavilerde aranan ozellik, ilacin hedefe yonelik davranig gdstermesi ve

hastaya yan etkisinin az olmasidir. Bu ¢alismada; kolon kanserinin hiicresel modeli olan
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HT-29 kullanilarak, ABS’nin Oxaliplatin, Cetuximab ve 5-FU ile kombine kullaniminin
sitotoksik ve apoptotik etkileri ilk defa arastirilmis olup, bulgular orjinaldir.

ABS, Thymus vulgaris (kekik), Glycyrrhiza glabra (meyan), Vitis vinifera (iiztim),
Alpinia officinarum (havlican) ve Urtica dioica (1sirgan) bitkilerinden elde edilen bitkisel bir
ekstraktir ve bu bitkilerin endotelyum, kan hiicreleri, anjiogenez ve hiicre proliferasyonu
tizerine etkileri mevcuttur. ABS, klinikte hemostatik ajan olarak bilinmektedir (6).

Yapilan caligmalarda, ABS’nin kolon kanseri de dahil olmak iizere bir ¢ok kanser
tirlinde potansiyel bir anti-kanser ajan oldugu gosterilmistir (6-8). Klinikte hemostatik ajan
olarak kullanilan ABS ile ilgili literatiirde, in vivo olarak kanser iizerinde yapilmis calisma
bulunmamaktadir. ABS’nin bu 6zellikleri goz dniinde bulundurularak, ¢alismamizda ABS’nin
kolon kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapdétik ajanlarla kombinasyonunun uygun olacagi
diistinildii.

Bu c¢aligmada, kolon kanseri hiicre hatlarinda ABS ile 5-FU, Oxaliplatin ve
Cetuximab’in farkli dozlarda kombinasyonlarinin olasi sinerjistik ve apoptotik etkileri
arastirilmastir.

Calismamizda, ilk olarak kolon kanseri hiicrelerinde ABS, 5-FU, Oxaliplatin ve
Cetuximab’in tek olarak uygulamalarinda LDso degerleri belirlenmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda; hiicrelerin %50’sinin canli kaldigi doz LDsp, ABS i¢in 27 ul, 5-FU i¢in
9.6 uM, Oxaliplatin i¢in 1.009 pg/ml ve Cetuximab i¢in 0.59 pg/ml olarak saptanmustir.

ABS’nin LDsp dozu, Kogyigit ve ark.’larmin (2017) BF16F10 melanoma ve L-929
saglikli fibroblast hiicre hatlarinda ABS’nin sitotoksik, genotoksik, apoptotik ve reaktif
oksijen iiretme aktivitesi tizerine yaptiklari in vitro bir ¢alismada, BF16F10 ve L-929 hiicre
hattinda sirastyla %1.1 ve %2 olarak saptanmistir (138). Calismamizda ABS’nin LDso dozu
27 pL olarak bulundu. Bu g¢alisma ABS’nin solid kanserler {iizerindeki etkisinin ve
konvansiyonel ilaglarla etkilesiminin irdelenmesi agisindan ilktir.

5-FU’nun LDsp dozu, Zhou ve ark.’larmin (2010) HCT-116 ve HCT-8 kolon kanseri
hiicre hatlarinda yaptigr caligmada, sirasiyla 11.06 pM ve 8.21 uM (139), Ikehata ve
ark.’larmin (2014) kolon kanseri hiicre hatlar1 olan HT-29, SW480, SW48 ve HCT-116
lizerinde yaptig1 calismada, sirasiyla 10, 10.7, 7.5, 3.2 uM (140), Sharma ve ark.’larinin
(2008) SW620 kolon kanseri hiicre hattinda yaptigi bir calismada, 4 uM (141), Nita ve
ark.’larinin (1998) kolon kanseri hiicre hatlar1 olan HT-29, Colo320, DLD1, LoVo ve SW480
lizerinde yaptig1 calismada, sirasiyla 19.3, 3.1, 21, 1.5, 17.5 uM (142), Li ve ark.’larinin
(2017) kolon kanseri hiicre hatlar1 olan HT-29 ve SW620 hiicre hatlarinda yaptiklar
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calismada, sirasiyla 26.70, 26.71 uM (143), Zhou ve ark.’larinin (2016) BCG-823 mide
kanser hattinda yaptig1 bir ¢alismada 0.1 mM (144), Flis ve ark.’larinin (2009) kolon kanseri
hiicre hatlar1 olan Colo-205, SW48 ve HT-29 iizerinde yaptig1 bir ¢alismada, sirasiyla 31, 27,
20 uM olarak saptanmustir (145). Calismamizda ise 5-FU’nun LDso dozu 9.6 uM olarak
bulundu.

Oxaliplatin’in LDsg dozu, Sharma ve ark.’larinin (2008) SW620 kolon kanseri hiicre
hattinda yaptig1 bir ¢alismada 0.1 uM (141), Florento ve ark.’larinin (2012) HT-29 kolon
kanseri hiicre hattinda yaptig1 bir calismada 6.7 pg/ml (146), Plasencia ve ark.’larinin (2006)
HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda yaptigi bir ¢alismada 7 uM (147), du Plessis-Stoman ve
ark.’larinin (2011) kolon kanseri hiicre hattt HT-29 yaptig1 bir ¢aligmada 12.30 uM (148), Flis
ve ark.’larmin (2009) kolon kanseri hiicre hatlar1 olan Colo-205, SW48 ve HT-29 {izerinde
yaptig1 bir ¢alismada, sirasiyla 34, 7, 9 uM olarak saptanmustir (145). Bizim ¢alismamizda ise
Oxaliplatin’in LDsg dozu 1.009 pg/ml olarak bulunmustur.

Cetuximab’in LDsg dozu, Sharma ve ark.’larinin (2008) HCT-8 kolon kanseri hiicre
hattinda yaptig1 bir ¢aligmada 50 pg/ml (141), Morelli ve ark.’larinmn (2005) Ozefagus
skuamoz hiicreli karsinoma hiicre hattinda yaptigi bir ¢aligmada 2.5 pg/ml (149) olarak
saptanmistir. Calismamizda ise Cetuximab’m LDsp dozu 0.59 pg/ml olarak bulundu.

Calismamizda elde ettigimiz LDso degerleri, ilaclarin farkli hiicre hatlarinda
uygulanmas1 ve hiicre hatlarinda ilaclarin uygulanma siirelerinin farklilik gdstermesi
nedeniyle degisiklik gosterebilmekte, bununla birlikte bulunan degerler literatiir verileriyle
uyum gostermektedir.

Kombinasyon tedavilerinden elde edilecek basari, iki farkli tedavinin dogru
siralanmast ve bu tedavinin uygun dozlarda uygulanmasina baglidir. Bu durum g6z oniine
alinarak, test edilen ilaclarin hiicre ilizerinde ne gibi etkiler yaratacagi dnceden diistiniilmeli ve
ardindan tedavi yontemi uygulamaya gegilmelidir. Bizlerde bu sebeple c¢aligmamizda
ABS’nin kemoterapdtik ilaglar ile kombinasyonu uygulamalarini buna goére planladik.
Kombine ilag tedavisi, ilaglarin sirali bir sekilde 6nce ABS sonra kemoterapotik ilaglar ve tam
tersi olacak sekilde uygulandig: gibi, bu iki ajan1 ayn1 anda uygulayarak HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinde olusturduklar sitotoksisite degerlendirildi.

Calismamizda; in vitro ortamda ABS ve 5-FU’nun, her ikisinin de tek basma HT-29
kolon kanseri hiicre hattinda doz iliskili olarak sitotoksik etkilerinin oldugu goézlemlendi
(Sekil 14,15). Kombinasyon tedavisinde ilaglarin sitotoksik etkisi, tek ajan tedaviye kiyasla
daha yiiksek bulundu (Sekil 18,21,24) ve en diisilk dozda dahi ¢ok kuvvetli sinerjistik etki
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gosterdi. Bu sonuglar ABS’nin 5-FU ile birlikte kullanilmasinin en etkili doz ve siireye
ulagsmada tek basina kullanilmasina gére ¢cok daha yararli olabilecegini gostermektedir.

Ayni sekilde ¢alismamizda in vitro ortamda ABS ve Oxaliplatin’in, her ikisinin de tek
basina HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda doz iliskili olarak sitotoksik etkilerinin oldugu
gozlemlendi. Kombinasyon tedavisinde ilaglarin sitotoksik etkisi, tek ajan tedaviye kiyasla
daha yiiksek bulundu (Sekil 19,22,25) ve bu kombinasyon en diisiik dozda dahi ¢ok kuvvetli
sinerjistik etki gosterdi. Tedavinin uygulama sirasinda ise ajanlarin ayni anda kullaniminin
daha yiiksek sitotoksisiteye neden oldugu gozlendi (Sekil 19).

In vitro ortamda ABS ve Cetuximab’in her ikisinin de, tek basina HT-29 kolon kanseri
hiicre hattinda doz iliskili olarak sitotoksik etkilerinin oldugu gozlendi. Kombinasyon
tedavisinde ilaglarin sitotoksik etkisi, tek ajan tedaviye kiyasla daha yiiksek bulundu (Sekil
20,23,26) ve bu kombinasyon en diisiik dozda dahi ¢ok kuvvetli sinerjistik etki gosterdi.
Tedavinin uygulama sirasinda ise, ajanlarin 6nce ABS ardindan Cetuximab kullaniminin daha
yiiksek sitotoksisiteye neden oldugu gozlendi (Sekil 23).

Calismamizda; 5-FU ve ABS kombine uygulamalarinda diisiik dozda ¢ok kuvvetli
sinerjizm gosteren 1/4 LDso dozu segildi ve galismanin apoptoz ve gen ekspresyonu analizi
asamasindaki uygulamalarda 1/4 LDso dozu kullanildi.

5-FU, ABS ve kombinasyonlarinin apoptotik hiicre &liimiine yol acip agmadigi, TALI
testi ile degerlendirildi. Kolon kanseri hiicrelerinde yapilan TALI testinde, kombine tedavi
once ABS sonra 5-FU ve tam tersi olacak sekilde uygulandigi gibi, bu iki ajan ayni1 anda
uygulanarak bu kombinasyonlarin hiicre 6liimiine etkileri degerlendirildi. ABS ile kombine
halde uygulanan 5-FU’nun canli, 6lii ve apoptotik hiicre oranlarinda degisikliklere neden
oldugu saptanda.

Nitekim kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU ile ayn1 anda, dnce ve sonra uygulanan
ABS’nin, tek basina 5-FU uygulamasina gore canlilik oraninin sirasi ile 1.5 kat, 2.2 kat ve 1.1
kat azalmasina neden oldugu belirlendi. Yine aymi kosullarda ABS’nin kolon kanseri
hiicrelerindeki apoptoz oraninin sirasi ile 2.8 kat, 3.7 kat ve 1.7 kat artmasina neden oldugu,
nekrotik 6liim oranlarinda ise 6nemli bir degisim olusturmadig1 saptandi.

Calismamizda; 5-FU ve ABS arasindaki sinerjistik etkiden sorumlu mekanizmayi
degerlendirmek amaciyla, apoptoz ile ilgili genler olan p53, apaf-1, sitokrom c, kaspaz 3, bax
ve bcl-2 genleri RT-PCR teknigi ile incelendi.

Kanser hastalarinin ¢ogunda, p53 geninin mutasyona ugradig goriilmektedir. p53 geni

bir tiimor baskilayici gendir ve bu genin asir1 ekspresyonu apoptozis gostergesidir (150).
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HT-29 hiicrelerine ABS ile 5-FU tek basina ve kombine olarak uygulandiginda, kombine
uygulamalarin tek basina yapilan uygulamalara gore p53 gen ifadesinde, istatistiksel olarak
onemli bir artis meydana getirdigi gozlendi. En etkili artisin kontrole gore 55 kat artis ile ayni
anda ABS ve 5-FU kombine uygulamasinda oldugu belirlendi (Sekil 35). ABS ve 5-FU
kombine tedavisinin ilaglarin ayr1 ayri kullanimina kiyasla bcl-2 gen ifadesinde 6nemli
derecede azalma meydana getirdigi gozlendi (Sekil 36). Bcl-2 gen ekspresyonunda meydana
gelen azalmaya karsilik bax geninin ilaglarin kombine uygulamasinda tek baslarina
uygulanmasina gore ekspresyonunun arttigi Ve en fazla artisin kontrole gore 44.5 kat artis ile
ayni anda ABS ve 5-FU kombine uygulamasinda oldugu goriildii (Sekil 37). Bax/bcl-2
oranindaki bu artis apoptozis lehine olmustur. Benzer sekilde, Chan ve ark.’lar1 (2012)
skuamoz hiicreli bag boyun kanserinde yaptigi bir ¢aligmada 5-FU ve Apigenin’in birlikte
kullaniminin kuvvetli sinerjistik etki gosterdigini belirtmis, bu kombine uygulamanin bcl-2
gen ifadesinde azalmaya, bax, kaspaz-3 gen ekspresyonlarinda ise onemli derecede artisa
neden oldugunu ve bcl-2 bagimli olarak apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir (151).

Apoptozis, pro-apoptotik ve apoptotik proteinlerin arasindaki dengeye baglidir. Bu
proteinlerin ifade diizeylerindeki degisikliklerin 6nemli sonuglarindan biri mitokondri
membran potansiyelinin bozulmasi ve sitokrom c’nin sitozole salinimidir (63). ABS ve 5-FU
kombine uygulanmasi sitokrom c gen ifade diizeyinin ilaglarin tek basina uygulanmalarina ve
kontrole gore artis gosterdigi gozlendi (Sekil 38).

Mitokondri membranindan sitozole salinan sitokrom c, sitozolde bulunan apaf-1’e
baglanir ve aktive eder. ATP’nin de katilimi ile apoptozom kompleksini olusturur. Bu
kompleks, inaktif olan prokaspaz-9’u aktif kaspaz-9’a doniistiiriir. Aktive olan kaspaz-9 ise,
kaspaz-3’ii aktive ederek, kaspaz kaskadinin baglamasini saglar ve hiicreyi apoptoza gotiiriir
(63). Caligmamizda; ABS ve 5-FU kombine uygulamasiin apaf-1 gen ifadesinde, ilaglarin
tekli uygulanmasina gore onemli derecede artisa sebep oldugu saptandi ve en etkili artigin
kontrole gore 32.8 kat artis ile ayn1 anda ABS ve 5-FU kombine uygulamasinda oldugu
gozlendi (Sekil 39). Igsel apoptoz yolaginda kaspaz kaskadinda efektdr kaspaz olan kaspaz-3
gen ifadesinde, ABS ve 5-FU kombine uygulamalarinda dnemli bir artis meydana geldigi
tespit edildi. En etkili artisin kontrole gore 28.4 kat artis ile once 5-FU sonra ABS kombine
uygulamasinda oldugu gorildi. (Sekil 40). Kim ve ark.’larmin (2013), insan kolon kanseri
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada, 5-FU ve partenolit kombinasyonunun sinerjizm gosterdigi,
pS3-bagimli olarak mitokondriyal apoptozu indiikledigi ve kolon kanseri hiicrelerinin

canliligim1 6nemli derecede azalttigi gosterilmistir. 5-FU-partenolit kombinasyonunun; bax,
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sitokrom c ve kaspaz-3 ekspresyonunda artis, bcl-2 gen ekspresyonunda ise azalma meydana
getirdigini bildirmislerdir (152).

Sonug olarak; bu kombinasyonun apoptotik proteinler olan sitokrom c, apaf-1,
kaspaz—3 proteinlerinin ekspresyonlarini istatistiksel olarak belirgin sekilde arttirdigi, anti-
apoptotik bir protein olan bcl-2 ekspresyonunu ise belirgin sekilde azalttigi saptanmis ve bu
kombinasyonun mitokondriyal apoptoz yolagimi aktive ederek hiicreyi oliime gotiirdigi
belirlenmistir. Elde edilen gen analizi sonuglariyla TALI sonuglarmin da birbirini dogrular
Olglide olmasi ABS ve 5-FU kombinasyonunun HT-29 hiicrelerinde apoptotik etkinligi
oldugunu gostermistir.

Calismamizda ABS’nin 5-FU ile kombine uygulamasinda ilaglarin etkileri
kiyaslandiginda, once ABS sonra 5-FU ve tam tersi olacak sekilde uygulandigi gibi, bu iki
ajan ayni anda uygulanarak bu kombinasyonlarin hiicre 6liimiine etkileri degerlendirildi. Elde
edilen sonuglara gore kombine tedavide en etkili kombinasyonun 5-FU’nun apoptoz
tizerindeki etkisinin 3.7 kat artisina yol acan 6nce ABS sonra 5-FU kombinasyonu oldugu
belirlendi.

Calismamizda; bir baska kemoterapotik ajan olan Oxaliplatin ve ABS’nin kombine
uygulamalarinda, diisiik dozda ¢ok kuvvetli sinerjizm gosteren 1/4 LDso dozu segilmis olup,
¢alismanin apoptoz ve gen ekspresyonu analizi asamasinda uygulamalarda 1/4 LDsg dozu
kullanildi.

Oxaliplatin, ABS ve kombinasyonlarinin, apoptotik hiicre dliimiine yol agip agmadigi
TALI testi ile degerlendirildi. Kolon kanseri hiicrelerinde yapilan TALI testinde,
kombinasyonlar 6nce ABS sonra Oxaliplatin ve tam tersi olacak sekilde uygulandigi gibi, bu
iki ajan ayni anda uygulanarak bu kombinasyonlarin hiicre 6liimiine etkileri degerlendirildi.
ABS ile kombine halde uygulanan Oxaliplatin’in; canli, 6lii ve apoptotik hiicre oranlarinda
degisikliklere neden oldugu saptandi.

Nitekim kolon kanseri hiicrelerinde Oxaliplatin ile ayni anda, 6nce ve sonra uygulanan
ABS’nin tek basina Oxaliplatin uygulamasina gore canlilik oraninin sirast ile 1.9 kat, 1.2 kat
ve 1.3 kat azalmasma neden oldugu belirlendi. Yine aym1 kosullarda ABS’nin hiicrelerde
apoptoz oraninin sirast ile 3.4 kat, 2.7 kat ve 2.2 kat artmasina neden oldugu ve nekrotik 6liim
oranlarinda 6nemli bir degisim olusturmadig: saptandi.

Calismamizda; ABS’nin Oxaliplatin ile arasindaki sinerjistik etkiden sorumlu
mekanizmay1 degerlendirmek amaciyla, apoptoz ile ilgili genler olan p53, apaf-1, sitokrom c,
kaspaz 3, bax ve bcl-2 genleri RT-PCR teknigi ile incelendi.
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HT-29 hiicrelerine ABS ile Oxaliplatin’in tek basina ve kombine olarak
uygulamasinda, kombine uygulamalarin tek basina yapilan uygulamalara gore p53 gen
ifadesinde, istatistiksel olarak 6nemli bir artis meydana getirdigi ve en etkili artisin kontrole
gore 27.9 kat artig ile 6nce ABS sonra Oxaliplatin kombine uygulamasinda oldugu gorildii
(Sekil 41). ABS ve Oxaliplatin kombine uygulamasinda bcl-2 gen ifadesinde 6nemli bir artis
gozlenemedi (Sekil 42), buna karsilik bax gen ifadesinde 6nemli derecede artis oldugu
gozlemlendi ve en fazla artisin kontrole gore 45.3 kat artis ile 6nce ABS sonra Oxaliplatin
kombine uygulamasinda oldugu goézlendi (Sekil 43). Bax/bcl-2 oraninda artig goriildii ve bu
artis apoptozis lehine olmustur. Benzer sekilde Zhou ve ark.’larinin (2016), BCG-823 mide
kanser hattinda yaptiklari bir c¢aligmada; Curcumin ve FOLFOX kombinasyonunun
bcl-2/bax oranimi azalttigi, kaspaz 3, 8 ve 9 aktivasyonunu onemli derecede artirdigini
belirtmis olup, bcl-2/bax-kaspaz-8, 9 ve kaspaz-3 yolagindan apoptuzun indiiklendigini
bildirmislerdir (144).

Anti-apoptotik bir gen olan bcl-2’nin ekspresyonunun azalmasi ve pro-apoptotik bir
gen olan bax’in ekspresyonunun artmasi mitokondri membran potansiyelinin bozulmasina ve
sitokrom c¢’nin mitokondri membranindan sitozole salinimina yol agar. ABS ve Oxaliplatin
kombine uygulanmasinda sitokrom ¢ gen ifade diizeyinin kontrole gore artis gosterdigi
goriildii (Sekil 44). Sitozole salinan sitokrom c, apaf-1 ve prokaspaz-9 ile birlesir ve
apoptozom kompleksini olusturur. Prokaspaz-9, aktif kaspaz-9’a doniisiir. Aktive olan
kaspaz-9 ise kaspaz-3’ii aktive ederek kaspaz kaskadinin baglamasini saglar ve hiicreyi
apoptoza gotiriir (54).

Calismamizda ABS ve Oxaliplatin kombine uygulamasinin apaf-1 gen ifadesinde
onemli derecede artisa sebep oldugu ve en etkili artisin kontrole gore 32.9 kat artis ile 6nce
ABS sonra Oxaliplatin kombine uygulamasinda oldugu gozlendi (Sekil 45). ABS ve
Oxaliplatin kombine uygulamalarinin apoptoz yolaginda kaspazlar arasinda hiicre 6liimiiniin
dogrulanmasinda en 6nemli role sahip olan kaspaz-3 gen ekspresyonunda onemli bir artis
meydana getirdigi ve en etkili artisin kontrole gore 18.9 kat artis ile dnce Oxaliplatin sonra
ABS uygulamasinda oldugu goriildii. (Sekil 46). Guo ve ark.’larmin (2015), kolon kanseri
olusturulmus nude farelerle yaptigi in vivo bir ¢alismada, Oxaliplatin ve Curcumin kombine
tedavisinin sinerjistik etki gosterdigi, hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve apoptozisi
indiikledigi belirtilmistir. Bu kombinasyonun hiicre dongiisiiniin durmasina (arrest) neden

oldugu, bax, kaspaz-3 gen ifadesinde artisa, bcl-2, HSP70, survivin ve c-myc gen ifadesinde
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ise azalmaya yol agtigi, poli-(ADP-riboz) polimeraz’in yikilimma neden oldugu ve bu
kombinasyonun apoptoza yol actig1 bildirilmistir (153).

Sonug olarak bu kombinasyonun apoptotik proteinler olan sitokrom c, apaf-1,
kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonlarini istatistiksel olarak belirgin sekilde arttirdigi, anti-
apoptotik bir protein olan bcl-2 ekspresyonunu ise belirgin sekilde azalttigi saptanmis ve bu
kombinasyonun mitokondriyal apoptoz yolagimi aktive ederek hiicreyi oliime gotiirdigi
belirlenmistir.

Elde edilen gen analizi sonuglariyla TALI sonuglarmnin birbirini dogrular &lciide
olmast ABS ve Oxaliplatin kombinasyonunun HT-29 hiicrelerinde apoptotik etkinligi
oldugunu gostermistir.

Calismamizda ABS’nin Oxaliplatin ile kombine uygulamasinda; ilaclarin etkileri
kiyaslandiginda, once ABS sonra Oxaliplatin ve tam tersi olacak sekilde uygulandigi gibi, bu
iki ajan ayni anda uygulanarak bu kombinasyonlarin hiicre 6limiine etkileri degerlendirildi.
Elde edilen sonuglara gore; kombine tedavide en etkili kombinasyonun, Oxaliplatin’in
apoptoz tzerindeki etkisinin 3.4 kat artisina yol agan aym anda ABS ve Oxaliplatin
kombinasyonu olarak belirlendi.

Calismamizda; kemoterapdtik ajan  olan Cetuximab ve ABS’nin  kombine
uygulamalarinda, diisiik dozda ¢ok kuvvetli sinerjizm gosteren 1/4 LDsg dozu se¢ilmis olup,
¢alismanin apoptoz ve gen ekspresyonu analizi asamasinda uygulamalarda 1/4 LDsg dozu
kullanildi.

Cetuximab, ABS ve kombinasyonlarinin, apoptotik hiicre dliimiine yol agip agmadigi
TALI testi ile degerlendirildi. Kolon kanseri hiicrelerinde yapilan TALI testinde, énce ABS
sonra Cetuximab ve tam tersi olacak sekilde uygulandigi gibi, bu iki ajan ayni anda
uygulanarak bu kombinasyonlarin hiicre 6liimiine etkileri degerlendirildi. ABS ile kombine
halde uygulanan Cetuximab’in, canli, 6l ve apoptotik hiicre oranlarinda degisikliklere neden
oldugu saptanda.

Kolon kanseri hiicrelerinde; Cetuximab ile ayni anda, 6nce ve sonra uygulanan
ABS’nin tek basina Cetuximab uygulamasina gore canlilik oraninin sirasi ile 1.2 kat, 1.2 kat
ve 1.8 kat azalmasina neden oldugu belirlendi. Yine aym1 kosullarda, ABS’nin hiicrelerde
apoptoz oraninin sirasi ile 2 kat, 3.3 kat ve 3.3 kat artmasina neden oldugu saptanda.

Calismamizda; ABS’nin Cetuximab ile arasindaki sinerjistik etkiden sorumlu
mekanizmay1 degerlendirmek amaciyla apoptoz ile ilgili genler olan p53, apaf-1, sitokrom c,

kaspaz 3, bax ve bcl-2 genleri, RT-PCR teknigi ile incelendi.
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p53, hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Birgok organizmada
kanseri baskilamak i¢in ¢ok 6nemli bir proteindir (154). DNA hasar gordigiinde p53 aktive
olur ve ekspresyonu artar (150). Calismamizda; HT-29 hiicrelerine ABS ile Cetuximab’in
kombine uygulamalarin, p53 gen ifadesinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis meydana
getirdigi ve en etkili artisin kontrole gore 50.7 kat artig ile ayn1 anda ABS ve Cetuximab
kombine uygulamasinda oldugu gozlendi (Sekil 47). DNA hasar gordiigiinde p53 aktive olur
ve pro-apoptotik bir gen olan bax’in ekspresyonu artar. Normal hiicrelerde bcl-2, sitokrom
¢’nin mitokondriden salinimini engeller. DNA hasari ile birlikte bcl-2 gen ifadesinin azalmasi
ve bax gen ekspresyonunun artmasiyla birlikte sitokrom ¢ mitokondriden salinir ve sirasiyla
apaf-1 ve prokaspaz-9 ile birlikte apoptozom kompleksi olusturarak prokaspaz-9’u aktif
kaspaz-9’a doniistiiriir. Kaspaz-9 ise kaspaz-3’ii aktive ederek kaspaz kaskadinmi baslatir ve
apoptoz gerceklesir (48).

ABS’nin Cetuximab ile kombine uygulamasinda bcl-2 gen ifadesinde 6nemli bir artig
olmamakla birlikte (Sekil 48), bax gen ifadesinde 6nemli derecede artis oldugu gozlendi ve en
fazla artis kontrole gore 53.8 kat artig ile aym anda ABS ve Cetuximab kombine
uygulamasinda goriildii (Sekil 49). Bax/bcl-2 oraninda artis oldugu saptandi. Tortora ve
ark.’larinin (1999), ZR-75-1 meme kanseri hiicre hattinda yaptiklar1 ¢alismada DNA/RNA
hibrid bir oligoniikleotit olan HYB 165 ve Cetuximab’in kombine kullaniminin meme kanseri
hiicreleri tizerinde sinerjistik etki gosterdigi, bu kombinasyona dosetaksel eklendiginde
sinerjizmin arttig belirtilmistir. laclarin iiclii kombinasyonlar: ilaclarin tekli ve ikili
kombinasyonuna gore karsilastirildiginda, bcl-2 fosforilasyonun bu ii¢lii kombinasyonda daha
fazla oldugu saptanmis ve daha fazla apoptoz goriildiigi bildirilmistir (155).

ABS ve Cetuximab kombine uygulanmasinda, sitokrom c gen ifade diizeyinin kontrole
gore artig gosterdigi gozlendi (Sekil 50). Bunu takiben ABS ve Cetuximab kombine
uygulamasinin, apaf-1 gen ifadesinde artisa sebep oldugu ve en etkili artisin kontrole gore
11.3 kat artis ile ayn1 anda Cetuximab ve ABS kombine uygulamasinda oldugu tespit edildi
(Sekil 51). Efektor kaspaz olan kaspaz-3 gen ifadesinin, ABS ve Cetuximab kombine
uygulamalarinda 6nemli bir artis meydana getirdigi ve en etkili artisin kontrole gore 53.8 kat
artis ile once Cetuximab sonra ABS uygulamasinda oldugu saptand (Sekil 52).

Sonug olarak bu kombinasyonun apoptotik proteinler olan sitokrom c, apaf-1, kaspaz-
3 proteinlerinin ekspresyonlarini istatistiksel olarak belirgin sekilde arttirdigi, anti-apoptotik

bir protein olan bcl-2 ekspresyonunu ise belirgin sekilde azalttigi saptanmig ve bu
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kombinasyonun mitokondriyal apoptoz yolagimi aktive ederek hiicreyi o6liime gotiirdiigii
belirlenmistir.

Elde edilen gen analizi sonuglariyla TALI sonuglarinin birbirini dogrular dlgiide
olmasi, ABS ve Cetuximab kombinasyonunun HT-29 hiicrelerinde apoptotik etkinligi
oldugunu gostermistir.

Calismamizda ABS’nin Cetuximab ile kombine uygulamasinda ilaclarin etkileri
kiyaslandiginda, 6nce ABS sonra Cetuximab ve tam tersi olacak sekilde uygulandigi gibi, bu
iki ajan ayni anda uygulanarak bu kombinasyonlarin hiicre 6liimiine etkileri degerlendirildi.
Elde edilen sonuglara gore; kombine tedavide en etkili kombinasyonun Cetuximab’in apoptoz
tizerindeki etkisinin 3.3 kat artisina yol agan once Cetuximab sonra ABS kombinasyonu
olarak belirlenmistir.

Calismamiz; ABS ve 5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab’in kombine olarak HT-29 hiicre
hattindaki sitotoksisitesini inceleyen ve giiclii sitotoksik etkinin saptandigi ilk calismadir.
Ayrica, ABS’nin HT-29 hiicre hattinda kombinasyon tedavisinde sitotoksik etkinin seklini
degerlendiren ilk ¢alisma olma Ozelligi tasimaktadir. Literatiirde, kolon kanseri tedavisinde
ABS’nin kemoterap6tik ilaglarla kullanildiginda etkisinin sinerjistik oldugunu gosteren baska
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda elde ettigimiz verilerin etki mekanizmalarinin
arastirtlacagi in vitro ve in vivo yeni ¢alismalara ihtiyag vardir. Sonug olarak; arastirmamiz,
devam caligsmalar1 gerekli olmakla birlikte ABS’nin gelecekte hem tek basina hem de
kemoterapoétiklerle kombine olarak kolon kanseri tedavisinde etkin olarak kullanilabilecek bir

ajan oldugunu gostermektedir.
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SONUCLAR

Kolon kanseri HT-29 hiicrelerinde, ABS’nin kolon kanseri tedavisinde kullanilan ilaglar
olan 5-FU, Oxaliplatin, Cetuximab ile kombinasyonunun sitotoksik ve apoptotik etkilerinin

ilk defa arastirildig1 bu calismada asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. Kolon kanserinin hiicresel modellerinden biri olan HT-29 hiicrelerinde; ABS ve 5-
FU, Oxaliplatin ve Cetuximab’in tek tek ve kombine kullanimi hem doza hem
zamana bagli sitotoksik ve apoptotik etki gostermistir.

2. Bes farkli bitki ekstraktindan elde edilen ABS’nin HT-29 hiicreleri i¢in LDsp degeri,
27 ul olarak bulundu.

3. Kolon kanseri tedavisinde kullanilan olan 5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab i¢in LDsg
degeri, sirasiyla 10 uM, 1.009 pg/ml ve 0.59 pg/ml’dir.

4. ABS’nin 5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab ile kombinasyonlarinda kullanilan en
diisiik dozlarda dahi anlamli sinerjistik sitotoksisite gozlendi.

5. ABS’nin 5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab ile kombine kullaniminda saptanan
sinerjistik  sitotoksisitenin, mitokondriyal apoptoz yolagmin aktivasyonuyla
gerceklestigi gosterildi.

6. ABS ve 5-FU kombine tedavinin uygulanmasinda; ayni anda, kemoterapiden once
ve sonra 3 farkli sekilde uygulanan kombinasyonlardan en etkili kombinasyonun, en
cok apoptotik aktivite gosteren O6nce ABS sonra 5-FU uygulamasi oldugu
gozlenmistir.

7. ABS ve Oxaliplatin kombine tedavinin uygulanmasinda en etkili kombinasyonun, en
cok apoptotik aktivite gdsteren ayni anda ABS ve Oxaliplatin uygulamast oldugu

gozlenmistir.
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8. ABS ve Cetuximab kombine tedavinin uygulanmasinda en etkili kombinasyonun, en
cok apoptotik aktivite gosteren once Cetuximab sonra ABS uygulamasi oldugu
gbzlenmistir.

Sonu¢ olarak; calismamiz ABS’nin kolon kanseri tedavisinde kombine
kullaniminin kolon kanseri tedavisinde etkili olabilecegi konusunda gelecek
vaadetmektedir. Bu kombinasyonlarin etkilesimi sonucu meydana gelen sinerjistik
ve apoptotik etkilerin, diger kolon kanseri hiicre hatlarinda dogrulanmasi ve bu

verilerin in vivo ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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OZET

Kolorektal kanserler, diinyada 6nemli morbidite ve mortalite sebeplerinden biri olup,
3. en sik goriilen kanser tiriidiir. Kolorektal kanserin klinik tedavisinde, 5-Florourasil,
Oxaliplatin ve Cetuximab yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kemoterapi ilaglar1 anti-tiimor etkiye sahiptir. Ancak, saglikli dokular {izerinde de
ciddi yan etkilere sahiptir. Ilaglarin bu yan etkilerinden dolay1, bitkilerden ilag elde etmeye
yonelik arastirmalar artis gdstermektedir.

ABS; Thymus vulgaris, Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum ve
Urtica dioica bitkilerinden elde edilen standardize bir dogal ekstrakt {irliindiir. Bilesenlerinin
her birinin, ¢esitli deneysel modellerde antineoplastik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti lizerinde ABS’nin 5-FU,
Oxaliplatin ve Cetuximab ile kombinasyonlariin sinerjistik etkileri arastirildi. MTT testi ile
hiicrelere ait % canlilik oranlar1 belirlendi. Uygulanan tedavi gruplarina ait ICso degerleri
hesaplandi. ICsp degerlerine gére ABS tek basina ve ilaglar ile kombine olarak hiicrelere
uygulandi. Kombinasyonlarin etkinlikleri, Chou ve Talalay’in kombinasyon indeksi
metodunu temel alan CompuSyn programu ile yapildi.

Apoptozun indiiksiyonu, Tali goriintii tabanli sitometre ile analiz edildi. Uygulanan
tedavilerin, apoptotik yolaklarda 6nemli rollere sahip olan p53, bax, bcl-2, sitokrom c, apaf-1
ve kaspaz-3 gen ve proteinleri iizerindeki etkileri RT-PCR yontemi ile analiz edildi.

Calismanin sonuglar;; ABS'nin tek basina veya 5-FU, Oxaliplatin ve Cetuximab ile

kombinasyonlariin hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve ABS’nin bcl-2 gen ifadesinde
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azalmaya ve bax, p53, sitokrom c ve kaspaz-3 gen ifadesinde artmaya neden olarak, HT-29

hiicrelerinde mitokondriyal aracilikli apoptozu indiikledigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: HT-29, ABS, kolon kanseri, ilag kombinasyonu

91



THE EFFECT OF ANKAFERD BLOODSTOPPER ON IN VITRO
PROLIFERATION OF COLON CANCER CELLS

SUMMARY

Colorectal cancer is a major cause of morbidity and mortality throughout the world
and it is the third most common cancer. In the clinical treatment of colorectal cancer 5-FU,
Oxaliplatin and Cetuximab are widely used.

These drugs have anti-tumor effect. However, they also have severe side effects on
normal tissues. Because of this severe side effects research on obtaining medicines from
plants has increased.

Ankaferd Blood Stopper is a standardized natural extract product prepared from
Thymus vulgaris, Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum and Urtica dioica
and known as hemostatic agent. Each constituent of ABS has been proven to have an
antineoplastic effect in various experimental models.

In this study, synergistic effects of ABS combination with 5-FU, Oxaliplatin and
Cetuximab were investigated in HT-29 cell line. Cell survival rates were determined by MTT.
ICso values of the treatment groups were calculated. According to the ICso value, ABS was
applied to cells alone or in combination with drugs. Efficacy of this combination was
determined by CompuSyn software based on combination index method of Chou and Talalay.

Induction of apoptosis was analyzed by Tali image based cytometer. The effects of the
applied treatment on p53, bax, bcl-2, cytochrom-c, apaf-1 and caspase-3 which have an

important role in the apoptotic pathway were analyzed by RT-PCR.
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Results of the study show that ABS alone or in combination with 5-FU, Oxaliplatin
and Cetuximab suppressed proliferation and induces mitochondrial-mediated apoptosis in

HT-29 cells via decrease levels of bcl-2 and increase of bax, p53, cytochrom-c, apaf-1 and
caspase-3.

Key words: HT-29, ABS, colon cancer, drug combination
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