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MEBENDAZOLUN KANSERLI HUCRELERDE APOPTOZ iNDUKLEYICi VE
TUBULIN iNHiBiSYONU YAPICI ETKIiLERi BAKIMINDAN, PAKLITAKSEL
VE VINKRISTIN iLE KARSILASTIRILMASI

Mahmut SAHIN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Haziran 2020
Damisman: Prof. Dr. Haki KARA

OZET
Mebendazoliin, kanserli ve saglikli hiicrelerde etkinliginin paklitaksel ve vinkristin ile
karsilastirildigr bu calismada, MRC-5 ve NCI H-209 hiicre hatlarina her ii¢ etken
maddenin 0,5uM — 1,0uM — 1,5uM - 2uM konsantrayonlarinda uygulamasi yapilmistir.
In-vitro denemelerde, kaspaz 3, 8, 9 ile hiicre sitotoksisitesi elisa metoduyla, apoptotik
DNA diizeyi jel elektroforez ile, hiicre proliferasyonu ise yara iyilesmesi deneyi ile
Olciilmiistiir. Calismanin in-vivo kisminda, farelere 200.000 adet Ehrlich asites timorii
hiicresi  enjekte edilip tiimor olustuktan sonra terapotik dozlarda 21 giin ilag

uygulamasin takiben tiimor hacmi ve anjiyogenez 6l¢iimleri yapilmistir.

In-vitro calismalar sonucunda mebendazoliin kanserli hiicre hatti iizerinde apoptoz ve
hiicre sitotoksisitesini doza bagli olarak artirdigi, saglikli hiicre hatti iizerinde ise
paklitaksel ve vinkristine nazaran daha az sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. In-vivo
caligmalar sonucunda, tiimor hacmi ve doku hemoglobin aracili anjiyogenez diizeyleri

bakimindan mebendazol en etkili ajan olarak bulunmustur.

Sonug¢ olarak; mebendazoliin, kanserli hiicrelerde tubulin proteini yapisimt bozarak
apoptozu artirdigini, bununla birlikte saglikli hiicrelerde paklitaksel ve vinkristinden
daha az diizeyde sitotoksik etki olusturdugu, paklitaksel ve vinkristinin mebendazol ile
kombine edilerek kullanilmasi durumunda tedavide farmakolojik etkinliklerinin artacagi

kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Tubulin, Mebendazol, Paklitaksel, Vinkristin
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COMPARISON OF MEBENDAZOL WITH PACLITAXEL AND VINCRISTINE
IN TERMS OF APOPTOSIS INDUCING AND TUBULIN INHIBITION IN
CANCER CELLS

Mahmut SAHIN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology
Phd. Dr. Thesis, June 2020
Supervisor: Prof. Dr. Haki KARA

ABSTRACT

In this study, the effectiveness of mebendazole in cancerous and healthy cells was
compared with paclitaxel and vincristine, in the MRC-5 and NCI H-209 cell lines at
concentrations of 0.5uM - 1.0uM - 1.5uM - 2uM. In in vitro experiments, cell
cytotoxicity and caspase 3, 8, 9 was measured by elisa method, apoptotic DNA level
was measured by gel electrophoresis, and cell proliferation by wound healing assay. In
the in vivo part of the study, 200,000 Ehrlich acid tumor cells were injected into the
mice and tumor volume and angiogenesis were measured after 21 days of drug

administration at therapeutic doses after the tumor was formed.

As a result of in-vitro studies, it was observed that mebendazole increased apoptosis and
cell cytotoxicity on the cancerous cell line depending on the dose and showed less
cytotoxic effect on the healthy cell line compared to paclitaxel and vincristine.
Consequently of in vivo studies, mebendazole was found to be the most effective agent

in terms of tumor volume and tissue hemoglobin-mediated angiogenesis levels.

In conclusion; mebendazole increases apoptosis by disrupting the tubulin protein
structure in cancerous cells, however it creates less cytotoxic effect in healthy cells than
paclitaxel and vincristine. We believe that if paclitaxel and vincristine are used in
combination with mebendazole, their pharmacological activity may increase in

treatment.

Keywords: Apoptosis, Tubulin, Mebendazole, Paclitaxel, Vincristin
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2018 yilinda yayimladig1 kanser raporuna gore kanser; 172
tilke arasindan 91 iilkede 70 yas alt1 6liimlerin en temel birinci veya ikinci sebebi iken
sadece 22 iilkede 70 yas alt1 oliimlerin {i¢iincii veya dordiincii sebebi olarak yer
almaktadir. 2018 yilinda kanser vakalarina 18,1 milyon yeni vaka eklenmis ve aymi
yilda kanser kaynakli 6liimlerin sayisinin 9,6 milyon kisi oldugu hesaplanmistir (Bray et
al., 2018). Hem insanlarda hem de hayvanlarda kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin
ciddi yan etkilerinin olmasi ve pek cok kanser tiirlinde halen istenilen tedavi basarisina
ulagilamamasi, kanser ile miicadelede bilim insanlarim yeni stratejiler ve yeni tedavi
yollar1 bulmaya zorlamaktadir. Bu yeni stratejilerden biri de; kanser harici tedavilerde
hali hazirda kullanilan ve anti-kanser etkinliginin de olmas1 muhtemel ilaclarin kanser
tedavilerinde denenmesidir (N. A. Doudican, Byron, Pollock, & Orlow, 2013; Nygren,
Fryknas, Agerup, & Larsson, 2013; Pan Pantziarka, Gauthier Bouche, Lydie Meheus,
Vidula Sukhatme, & Vikas P Sukhatme, 2014).

Benzimidazol grubu ilaglardan olan mebendazol uzun yillardir insan ve hayvan
sagliginda kullanilmaktadir. Mebendazoliin anti-kanser etkileri hakkinda pek ¢ok kanser
tiirli iizerinde yapilan caligmalarda agirlikli olarak mebendazol tek basina kullanilarak
etkinligi konvansiyonel anti-kanser ilaglar ile mukayese edilmistir. Literatiir
kaynaklarinda mebendazoliin apoptoz indiiksiyonu ile sonuclanan anti-kanser etkilerinin
temelde hiicre iskeletinin 6nemli bir bileseni olan tubulin proteininin inhibisyonuna
dayandig1 bildirilmektedir (Mukhopadhyay, Sasaki, Ramesh, & Roth, 2002).
Mebendazoliin kanserli hiicreler iizerinde etkinliginin arastirildigi pek ¢ok caligmada
polimerize formdaki tubulin proteini diizeyinin azaldig1 yapilan calismalarla in-vitro
olarak izah edilmistir (Katiyar, Gordon, McLaughlin, & Edlind, 1994; Laclette, Guerra,
& Zetina, 1980; Morgan, Reynoldson, Thompson, & chemotherapy, 1993).

Halen yogun olarak kullanilmakta olan ve CCS (Cell Cycle Specific- Hiicre siklusuna

0zel) antineoplastik ilaclardan olan paklitaksel; tubulin dimerlerinin bir araya gelmeleri



ile olusmus mikrotubulinleri stabilize ederek etki gosterirken, vinkristin; tubulin
dimerlerinin polimerize olmalari ile olusan mikrotubulin proteinini depolimerize ederek
mikrotubulin destabilizatorii olarak etki etmekte ve her iki ilagta mitoz gecirmekte olan
hiicrelerde mitozu durdurarak anti-kanser etkilerini gostermektedirler ((Mary Ann
Jordan & Wilson, 1998). Bu ¢alismada mebendazol, hem tek basina hem de paklitaksel
ve vinkristin ile kombine edilerek in-vitro ve in-vivo deneyler yapilmistir.
Mebendazoliin kanserli hiicreler iizerindeki etkisinin; hiicresel boyutta paklitaksel gibi
mikrotubulin ~ stabilizasyonu araciligit ile mi yoksa vinkristin gibi tubulin
depolimerizasyonu yoluyla mi1 olustugunun, bilinen bir durumun referansi ile
bilinmeyen durum hakkinda bilgi edinilmesi prensibi temelinde aydinlatilmaya

calisilmastir.

Bu calismada mebendazoliin anti-kanser ilaglar ile arasinda sinerjistik bir etkilesim
olup olmadigmin ortaya c¢ikarilmasi icin mebendazol ve konvansiyonel anti-kanser
ilaclardan paklitaksel ve vinkristin tek baglarina ve birbirleri ile olusturulan ilag
kombinasyonlar1 halinde in-vitro ve in-vivo sartlarda kanserli hiicrelerdeki apoptoz
indiiksiyonu ve tubulin proteini iizerinde olusturduklar1 inhibisyon diizeyleri

bakimindan incelenmistir.

Mebendazoliin, anti-kanser ilaglar1 ile kombine edilmesi durumunda; mebendazoliin
kanserli hiicrelerde apoptoz indiikleyici ve tubulin inhibisyonu olusturucu etkileri
sebebiyle konvansiyonel anti-kanser ilaglari ile sinerjistik etki meydana getirmesi ve
klasik  anti-neoplastik ilaglarin ciddi yan etkilerinin minimize edilmesi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, biiyilkk boliimii edinsel olarak kendiliginden veya cevresel etmenlerden
kaynaklanan streslere bagh olarak gelisen DNA mutasyolarinin neden oldugu genetik
bir hastaliktir olarak tanimlanmaktadir (Kumar, 2013). Diinya Saghk Orgiitii tarafindan
ise kanser; invazyon ve metastaz yapabilen kontrolsiiz hiicre boliinmesi olarak tarif
edilmekte ve Oliim sebepleri arasinda en yaygin ikinci saglik problemi olarak
bildirilmektedir. Erkeklerde akciger, prostat, kolon, mide ve karaciger kanserleri,
kadinlarda ise meme, kolon, akciger, serviks ve mide kanserleri en yaygin kanser tiirleri
arasinda yer almaktadir ("Cancer," 2020). WHO 2018 yili kanser raporunda diinyada
9,6 milyon insanin kanser sebebiyle 6ldiigii ve bu saymnin diinya ¢apinda aym yilda olan

tiim 6liim vakalarinin tahminen %16,6’sina denk geldigi bildirilmistir.

Kanserli hiicrelerin temelde; proliferasyon bakimindan kendine yeterli olmak, hiicre
biiyiimesini engelleyen faktorler karsisinda duyarsizlasmak, apoptozdan kurtulmak,
simirsiz replikasyon yetene8i kazanmak, siirekli anjiyogenez yetenegi kazanmak ile
invazyon ve metastaz olusturmak gibi Ozellikleri bulunmaktadir (Kumar, 2013).
Kanserli hiicrelere has bu indikatif ©zellikler dikkatlice irdelendiginde aslinda
WHO’nun taniminda da yer buldugu iizere; kanserin tiim belirleyici dzelliklerinin

kontrolsiiz hiicre boliinmesiyle ilgili oldugu diistiniilmektedir.

2.1. Hiicre Siklusu ve Onemi

Hiicreler, biiyiime ve boliinmedeki yer aldiklari konuma gore cesitli fazlardan gecerler.
Genel olarak hiicre siklusu olarak bilinen bu dongii; G1, S, G2 ve M fazlar1 olmak {izere
farkli evreler ile tanimlanmaktadirlar (Sekil 2.1.). Gl fazinda hiicre DNA’s1
mutasyonlar bakimindan bagtan sona taranir ve replikasyon 6ncesi DNA ve boylelikle

hiicre genomu taranarak kontrol edilir, S fazinda DNA replikasyonu baglar ve bu faza



giren bir hiicre asla geri donemez, G2 fazinda replikasyonunu tamamlayan hiicre mitoz
icin gerekli komponentleri sentezleyerek mitoza hazirlanir (Edward & Katzung, 2014).
Son olarak tiim kontrollerden basariyla gegen hiicre M fazina girerek mitoz boliinmeyi
gerceklestirir. Ayrica hiicre siklusu icersinde sayllmayan ancak dormant haldeki
hiicrelerin bulunduklar1 ve M ile G1 fazi arasinda oldugu kabul edilen GO faz1 adinda

bir faz da mevcuttur (Kumar,2013).

Fizyolojik kosullarda, hiicre boliinmesini tamamlayabilmek i¢in hiicre siklusuna giren
bir hiicre, hiicre siklusundaki fazlar1 sirasiyla geger ve her faz sonrasinda hiicre genomu
pek cok faktor ile kontrol edilerek bir sonraki hiicre siklusu fazina ancak bir dnceki
fazin sonunda yapilan kontrollerden hasarsiz olarak gegmek sartiyla girebilir. Bu sekilde
her faz arasinda hiicrenin kontrol ediliyor olmasina karsin hiicre boliinmesinde 6zellikle
GI1-S faz1 gecisi ve G2-M gecisi hiicrenin mutasyonlardan korunmasi ve mitozun
saglikli olarak tamamlanabilmesi bakimindan kritik 6neme sahiptirler. Bu sebeple bu
denetim noktalarina hiicrenin ve mitozun denetim kapilar1 denilmektedir (Cabadak,

2008).

Hiicre siklusunda denetim kapilarindan herhangi birinde ya da herhangi baska bir fazin
sonunda kusurlu bulunan hiicreler i¢in hiicrenin akibeti su sekilde cerayan eder.
Herhangi bir fazda kusurlu oldugu anlagilan hiicre, ya DNA onarmmina tabi tutularak
hiicre DNA’s1 diizeltilir ve hiicre siklusa kaldigi yerden devam eder, ya da hasar
diizeltilemiyor ama hasarin boyutunun hayati neme sahip bir potansiyeli de yok ise
hiicre yaslanmaya sevk edilir ve GO fazinda bekler ((Allan & Clarke, 2007). Sayet hasar
ciddi ve diizeltilemeyecek boyutta ise hiicre, icinde bulundugu hiicre siklusu fazim
basariyla tamamlayamadig1 i¢cin bir sonraki faza giremez ve apoptoza ugrayarak Oliir

(Bellamy, 1997).
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Sekil 2.1. Hiicre siklusunda hiicreler sirastyla G1, S, G2 ve M olarak adlandirilan hiicre
siklusu fazlarini takip etmektedirler (National Human Genome Research Institute,

2020).

Yillardir devam eden kanser arastirmalart neticesinde artik pek ¢ok onkojenik faktoriin
kanserli hiicre olusumunda, hiicre siklusunda yer alan protein ve enzim yapilarindaki
faktorlerden en azindan bir veya birden fazlasinin anormal bir igleyis kazanmasi
sonucunda kanser gelisimine yol actig1 fikri yaygin bicimde kabul gormiistiir ((DeVita
& Chu, 2008). Ozellikle hiicre siklusunda G1-S faz1 gecisi apoptoz bakimindan, G2-M
faz1 ise mitoz boliinmenin artik geri doniigsiiz olarak baslamasi bakimindan hayati

Oneme sahip basamaklar olarak goriilmektedirler (Vermeulen & Berneman, 2003).

2.2. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayisi hiicre oliimleriyle
dengelenir (Cummings & Winterford, 1997). Eger bir organizmada bir hiicreye artik
gereksinim duyulmuyorsa, yahut hiicre hasar1 ciddi boyutlara varmigsa hiicre i¢i haberci

sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci baslatilir (Mak, 2003). Bu intihar



siireci Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz ya da programli hiicre

Olimiiyle gerceklesir (Pmarbasi, 2007).

Hiicre 6liimleri fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin bu 6liim sekli fizyolojik hiicre
olimii (physiological cell death) olarak da adlandirilir (Bellamy, Malcolmson, Harrison,
& Wyllie, 1995; Cohen, 1993; Schwartzman & Cidlowski, 1993) Embriyonal donemde
de canlinin basarili bir organ gelisimini saglayabilmesi embriyonik gelisme sirasinda
gerceklesen apoptoza ve apoptozun kontroliine baghdir (Pinarbasi, 2007; Thompson,
1995).

2.2.1. Apoptoz Kontrolii

Apoptoz; gelisim, dokularda hiicre populasyonun korunmasi1 ve yaglanma gibi
homeostatik mekanizmanin saglanmasi amaciyla fizyolojik olarak meydana gelir
(Elmore, 2007). Ayrica apoptoz, hiicreler hastaliklar veya zararli ajanlar tarafindan zarar
gordiigiinde, immun reaksiyonlarda veya kanserli dokularin bertaraf edilmesinde

koruyucu bir mekanizma olarak da ortaya ¢ikar (Vaux & Flavell, 2000).

Fizyolojik sinirlar dahilinde hiicrelerde cereyan eden apoptoz faaliyetleri apoptotik ve
antiapoptotik genlerle eksprese edilen proteinlerle siirekli olarak dinamik bir denge
halinde tutulmaktadir (Ito, Deng, Carr, & May, 1997). Ik kez insan B hiicreli
lenfomasinda tespit edilen Bcl ailesi iiyelerinden bir kisminin apoptozu indiikledigi
(baglicalar1 Bax olmak iizere Bad, Bid) bir kisminin ise apoptozu inhibe ettigi (Bcl-2 ve

Bcl-XL) belirlenmistir (Tchernev & Orfanos, 2007; Zhuang et al., 2007).

Becl ailesinin yanisira apoptoz mekanizmasinda onemli rol iistlenen bir diger unsur ise
kaspazlardir. Kaspazlar siklin baglayic1 kinazlar (Cdk, Cyclin Dependent Kinase)
tarafindan inaktif pozisyonda tutulmaktadirlar ((N. Doudican, Rodriguez, Osman, &
Orlow, 2008). Ancak kaspazlarin CdK etkisinden kurtulmasi durumunda (cleaved
kaspaz) aktiflesen kaspazlar apoptozu indiiklerler (Sasaki et al., 2002). Biyokimyasal
ozellikleri ve hiicresel siireclerde iistlendikleri fonksiyonlarina gore; 1 ile 14 arasinda
kategorize edilen kaspazlar arasinda Ozellikle kaspaz 3, 8 ve 9 un apoptoz
mekanizmasinda gorev aldiklart bildirilmistir ((Martarelli, Pompei, Baldi, & Mazzoni,

2008).



Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak
olusmaktadirlar ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir (Elmore, 2007). Boylece
Olim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini devam
ettirmek lizere dinamik bir denge halinde siiregelir. Kanserli hiicrelerin ise sinirsiz ve
hizli replikasyon Ozelliklerinin yami sira apoptozdan kurtulabilme yetenegi kazanmis
hiicreler olmalar1 sebebiyle apoptoz indiiksiyonu yapabilmek kanserli hiicre sayisini
azaltmak veya biitiiniiyle ortadan kaldirmak icin onemli bir tedavi yaklagimi olarak

goriilmektedir (Kumar, 2013).

2.2.2. Apoptoz Siirecinde Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9

Kaspazlar, (caspases=cysteine aspartate-specific proteases) sistein aspartat spesifik
proteazlardir (Slee et al., 1999). Kaspazlar interleukin-1p-converting enzim ailesinden
proteazlardir ve Caenorhabditis elegans’in hiicre 6liim geninin (CED-3) cok yakin
homologudurlar. Birden ondorde kadar farkli kaspaz tanimlanmistir (Fan, Han, Cong, &
Liang, 2005)). Kaspazlar hiicresel boyutta meydana getirdikleri etkileri bakimindan 3
grup altinda siniflandirilmaktadirlar (Walsh et al., 2008).

I- Baglatic1 kaspazlar (initiator capsases); Kaspaz 2, 8, 9, 10

II- Efektor kaspazlar (effector casapses); Kaspaz 3, 6, 7

II1- Inflamatuar kaspazlar; Kaspaz 1,4, 5,11, 12,13, 14

Apoptoz bagslatic1 kaspazlarin apoptoz siirecini;
I- Instrinsik (Mitokondriyal) yolak
II- Ekstrinsik yolak
seklinde olmak iizere iki farkli yolakla baglattiklar1 bilinmektedir (Fan et al., 2005).

Apoptoz siirecini baglatan hiicre i¢i sinyaller; DNA hasarlar1, pH degisimleri, hiicre ici
Ca™ diizeyinin fizyolojik olmayan artisi, metabolik bozukluklar, hiicre siklusundaki
bozukluklar ve hipoksidir. Apoptoz siirecinde hiicre dis1 sinyaller ise biiyiime ve iireme
faktorlerinin yetersizligi ve yoklugu, 6lim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS
ligand baglantili apoptoz, TNF vasitasiyla apoptoz), sitotoksik T lenfositleri ve dis
etkenler (hiicre iskemisi, toksinler, radyasyon ve kemoterapétik ilaglar)’dir ((Danial &
Korsmeyer, 2004). Her iki sinyal yolunda da kaspazlarin 6nemli etkileri bulunmaktadir.
Hiicre ici sinyaller instrinsik apoptoz siirecini baglatirken, hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik

yolak ile apoptoz siirecini baglatirlar (Jin et al., 2009).



2.2.2.1. Ekstrinsik Apoptoz Yolag1 ve Kaspaz-8

Temelde TNF ailesinden olan ve sitoplazma yiizeyinde bulunan 6lim reseptorlerine
(Fas, TNFR, DRS5) olim sinyallerinin (FasL, TNF-alfa, TRAIL) ulagsmasiyla bu
reseptorler etkinlik kazanirlar (Kuwana et al., 1998; Riedl et al., 2001; Stennicke et al.,
1998). Bu sekilde etkinlesen oliim reseptorii; adaptor molekiiller ve prokaspaz-8 ile
birlesince DISC (Death inducing singnaling complex) adi verilen yapiy1
olusturmaktadir. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in inaktif
kisimlar1 ayrilarak aktif kaspaz-8’in (cleaved capsase 8) olugmasi saglanir. Aktif
kaspaz-8 dogrudan veya dolayli olarak kaspaz-3’iin aktive edilmesine sebep olur. Bu
durum ya direkt olarak kapsaz-8 in katalizleyerek kaspaz-3’ii aktive etmesi ya da Bid’i
inhibe ederek dolayli olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’un aktive olmasi
seklindedir (Li, Zhu, Xu, & Yuan, 1998). Aktif kaspaz-9 da efektor kaspaz olan kaspaz-
3’1 aktive eder ve aktiflesmis kaspaz-3 CAD (Caspase Acitvated Dnase) aktivasyonu ile
DNA’nin fragmantasyonuna sebep olur (Sekil 2.2.) (Fan et al., 2005).
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Sekil 2.2. Kaspaz8/Kaspaz10 la ilgili prokaspaz aktivasyonu siireci. (Fan et al., 2005).

2.2.2.2. Intrinsik Apoptoz Yolag ve Kaspaz-9

DNA hasarlar1, pH degisimleri, hiicre i¢ci Ca™" diizeyi artis1, metabolik bozukluklar,
hiicre siklusundaki bozukluklar ve hipoksi gibi apoptozu uyaran hiicre ici sinyallerin
alinmasindan sonra proapoptotik proteinlerden Bid; Bcl ailesinden bir antiapoptotik
protein olan Bcl-2’yi inaktive ederken aym aileden apoptotik Bax ve Bak faktorlerini
aktiflestirir (Arnoult et al., 2003). Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda
porlarin olusumunu indiikleyerek, mitokondri zarinin zar potansiyelini degistirirler.
Mitokondri zar potansiyelinin degismesi neticesinde, mitokondri membranindaki
porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase),
Endo-G (Endonukleaz-G), Ca™ ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) faktorlerinin
mitokondri disina salinmasi gerceklesir. Mitokondri disina salinan bu faktorlerden,
Sitokrom-c; oksidatif fosforilasyon basamaklari igin elektron tasir. Smac; IAP (Inhibitor

apoptotik protein)’i baskilayarak apoptozu inhibe eden bu faktorii etkisizlestirerek
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dolayli olarak apoptoz siirecini indiikler. Ciinkii IAF apoptozun efektdr kaspazi olan
kaspaz-3 ve ekstrinsik baglatic1 kaspaz olan kaspaz-9’ un aktivasyonunu engeller (Shi,
2002). AIF; cekirdege transloke olur ve hiicre cekirdegini pargalar. Endo-G; niikleus
iceriginde bulunan DNA’y1 oligoniikleotidler halinde keserek pargalar. Mitokondriyal
porlardan salinan sitokrom-c; Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktér) ve ATP’nin
katilmasiyla sitozolde pro-kaspaz 9’u baglayip aktive ederek apoptozom denen bir
kompleks olusturur (Adrain & Martin, 2001; Allan & Clarke, 2007; Fan et al., 2005).
Apoptozom inaktif halde bulunan prokaspaz-9’un inaktif kisimlarmi etkisizlestirerek
cleaved kaspaz-9’u olusturur. Aktif kaspaz-9’un varliginda prokaspaz-3 katalizlenerek
aktif kaspaz-3 haline doniisiir (Allan & Clarke, 2007). Aktiflesen kaspaz-3 ise

apoptozun efektif fazim gergeklestirir.

2.2.2.3. Efeketor Kaspaz, Kaspaz-3

1993 yilinda Coenoharbditis elegans adli nematodun apoptotik genlerinin apoptoz
siirecindeki rolii Yuan ve ark. (1998) tarafindan arastirilmis ve ortaya CED1, CED?2,
CED3 ve CED4 olmak iizere 4 farkli apoptotik gen tanimlanmistir (Alnemri et al.,
1996). llerleyen siirecte Coenoharbditis elegans CED3 geninin metazoon hiicrelerinde
karsiliginin bugiin kaspaz-3 olarak bilinen efektor apoptotik kaspaz oldugu anlasilmistir
(Namura et al., 1998).

Ister ekstrinsik yolak ile isterse de intrinsik yolak ile birbirini tetikleyen siireglerle
iletilen apoptoz sinyalleri sonucunda apoptozun efektif fazi, efektor kaspazlar olarak da
tanimlanan kaspazlar (kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7) tarafindan gerceklestirilirler
(Putt et al., 2006; Riedl et al., 2001; Walsh et al., 2008). Apoptozun efektif fazinda her
ne kadar kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin etkinligi s6z konusu olsa da anahtar rolii

istlenen kaspaz, kaspaz-3 diir (Hirata et al., 1998).

Fizyolojik kosullarda sitozolik fraksiyonda kaspaz-3, inaktif prokaspaz-3 halinde
bulunmaktadir. Hiicre apoptoz baslatic1 sinyaller altinda iken bu sinyaller proaktif
kaspaz-3’ii proteolitik etkileri neticesinde aktif kaspaz-3’e doniistiiriirler ((X. Liu, Zou,
Slaughter, & Wang, 1997). Aktif kaspaz-3 ise ICAD (Inaktifi, kaspazla Aktive edilen
DNaz inhibitérii)’1 inhibe ederek CAD (Kaspazla aktive edilen DNaz)’1n etkinlesmesine
yol acar (Wyllie, 1980). CAD ise apoptoz siirecine spesifik olarak, cekirdekte

kromatinin yogunlagmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler seklinde 180-200 baz
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ciftleri ve katlar1 halinde oligoniikleotidlerine par¢alanmasina yol agarak, siire¢ hiicrenin
Olimii ile sonlanir (Sekil 2.3.) ((Balakumaran, Campbell, & Moslen, 1996; Nagata,
Nagase, Kawane, Mukae, & Fukuyama, 2003).

@ Death factor
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oo 4
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®
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Sekil 2.3. Kaspaz-3 aktivasyonu siireci. (Fan et al., 2005).

2.2.3. Apoptotik DNA Laddern Patherni

Apoptoz siireci hiicre ve niikleer icerigin biiziisiip ¢ekilmesi, kromatinin yogunlagmas,
apoptotik cisimlerin olugmast ve hiicrenin fagosite edilmesi gibi morfolojik

degisikliklerle karakterize bir siirectir (Kerr, Wyllie, & Currie, 1972).

Apoptotik indeks, apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere oram ile
belirlenmektedir. Bunun i¢in Oncelikle apoptozun hiicresel boyutta goriilebilir ve
gozlemlenebilir hale getirilerek belirlenmesi gereklidir. Bu amacla cesitli morfolojik ve

biyokimyasal yontemler gelistirilmistir (Giiles & Ulker, 2008).
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Apoptoz siirecine giren hiicreler, nekrotik hiicrelerden farkli olarak Slmektedirler. Bu
sebeple apoptoz ile nekroz arasindaki farklar hiicresel diizeyde uzun yillar boyunca
arastirilarak farkliliklar ortaya konulmaya calisilmistir. Bu calismalar neticesinde
apoptotik hiicrelerdeki Bax/Bcl-2 oram azalmasi (Bcl-2’nin artmasi sebebiyle), cleaved
Kaspazlarin tayin edilmesi gibi hiicresel parametreler yaninda, apoptotik hiicrelerde
DNA nin apoptoza spesifik olarak fragmente olmasi apoptozun 6nemli belirteclerinden

biri olarak kullanilmaktadir (Bortner, Oldenburg, & Cidlowski, 1995).

1998 yilinda Wyllie tarafindan, kaspazlar ile aktive edilen bir DNaz vasitasiyla apoptoz
siirecindeki hiicrenin DNA’sinin parcalandigi bildirilmis ve bu enzim caspase-activeted
DNaz’1n kisaltilmig haliyle CAD olarak tanimlanmigtir (Wyllie, 1980). CAD tasimayan
ve tasiyan deney fareleri ile yapilan denemeler neticesinde; apoptotik DNA
parcalanmasinin CAD ve lizozomal DNaz’larla iligkili olmak iizere iki farkli sekilde

olustugu bildirilmistir (Nagata et al., 2003).

Apoptotik hiicrelerde DNA’nin 180-200 baz cifti ve katlar1 halinde parcalanmasi ve bu
durumun elektroferez gibi laboratuvar tani1 metotlar1 vasitasiyla goriiniir hale getirilmesi
ile elde edilen goriiniim (Sekil 2.4.) apoptoza spesifik olarak “laddern patherni” olarak
tammlanmaktadir ((Eastman, 1995; GULES & Ulker, 2008; Wyllie, 1980; Zhang & Xu,
2000).

Control Apoptotie
MW - + - -

Sekil 2.4. Apoptotik DNA Laddern elektroforez goriintiisii (loannou & Chen, 1996).
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2.3. Tubulin Proteini ve Tubulin Proteininin Hiicre Siklusundaki Onemi

2.3.1. Mikrotubulin Yapisi

Tubulin proteini, sitoskleton ad1 verilen hiicre iskeletini olusturan baslica protein olup,
hiicre biiylimesinde ve hiicre béliinmesinde hayati rolleri bulunmaktadir (Soengas &
Lowe, 2003; Zhuang et al., 2007). Tubulin proteini heterodimer yapida olup, toplamda
55 kDa ve yaklagik 450 amino asitten olusan, o ve P alt iinitelerinden meydana
gelmektedir (Mollinedo & Gajate, 2003; Wade, 2009). Omurgali canlilarda en azindan 6

genin tubulin formasyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir (Mary, 2013).

Tubulin proteininin alt {initeleri olan a ve [ initeleri birbirlerine kovalent bag ile
baglanarak tubulin dimerlerini ve tubulin dimerlerinin polimerize olmalar1 ile de tubulin
mikrofilamentleri ya da diger adiyla mikrotubulin proteinleri olusmaktadir. 13 adet
tubulin mikrofilamenti de 3 boyutlu olarak bir araya gelerek ¢ap1 24 nm olan silindirik
yapidaki mikrotubulin proteinini meydana getirmektedir (Mary A Jordan & Kamath,
2007). Tubulin filamentlerinin bu sekilde polimerize olmalart ile serbet ucu 3 tubulin (+
uc) ve diger ucu o tubulinden (- ug) olusan polarize formdaki i¢i bos mikrotubulin
olugsmaktadir. Mikrotubulinlerin + ucuna yeni tubulin heterodimerleri eklenerek 3

boyutlu mikrotubulin yapis1 uzatilmaktadir (Sekil 2.5.) (Mollinedo & Gajate, 2003).
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Protofilament

Tubulin heterodimer 8 nm ::

24 nm lend

Sekil 2.5. Mikrotubulin proteinin a-f3 tubulin heterodimerlerinden olusan yapisi.
Mikrotubulin proteini 13 filamentten tesekkiil etmekte olup silindirik ¢cap1 24 nm. dir.
Mikrotubulin filamentinin f alt tinitesi molekiiliin + ucunu, a alt iinitesi ise molekiiliin —

ucunu olusturmaktadir (Mary A Jordan & Kamath, 2007).

Mikrotiibiiller, her iki wuca tubulin dimerlerinin ilave edilmesiyle uzarlar
(polimerizasyon) veya tam tersine u¢lardan tubulin dimerlerinin ayrilmasiyla kisalirlar
(depolimerizasyon). Mikrotubulinler hareket, besin alimi, hiicre seklinin kontrolii,
hiicreler aras1t madde aligverisi ve hiicresel sinyaller gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlardan
sorumludurlar (Lee, Shiau, & Shyur, 2012; Singla, Garg, & Aggarwal, 2002).
Mikrotubulinlerin besin alimi, hiicre seklinin kontroldi, hiicresel sinyallerin iletimi gibi
gorevleri bulunmakla birlikte temel gorevleri mitoz sirasinda kromozomlarin
ayrilmasim1 (kromozom segregasyonu) saglamalaridir. Mikrotiibiillerin birlesmesi ve
ayrilmasi hiicrede dinamik bir denge halindedir. Mikrotiibiillerde polimerizasyon GTP
(Guanozin trifosfat)’ ye baglidir. GTP bagh tiibiilin dimerleri mikrotiibiiliiniin artt ucuna
eklenirken GTP’nin hidroliz edilmesi ile tubulin molekiillerinin komsu molekiillere olan
baglanma egilimini zayiflatir ve daha sonra GDP bagh tubulin ayrisarak hizl
depolarizasyona ve mikrotiibiiliin kisalmasina yol acar (Akhmanova & Steinmetz,

2008).
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Mikrotubuller hiicre iskeletinin en 6nemli bileseni olup, hiicre canlilig1 icin gerekli olan
motilite, organellerin fonksiyonlarini siirdiirmesi, mitozun interfaz agsamasinda mitoz
igciklerinin olusturulmasi, vezikiillerin hareket ettirilmesi, hiicre boliinmesi esnasinda
kromozomun ayrilmasi gibi hiicresel boyutta pek ¢ok hayati fonksiyonlar: siirdiiriirler

(Mollinedo & Gajate, 2003).

Memelilerde 8 o ve 7 adette B tubulin izotipi vardir (Chao et al., 2012). Cok sayida
kanser tiirtinde anormal 3 tubulin ekspresyonu oldugu ve bu tiir fenotipteki kanserlerin
cok agresif ve kanser kemoterapisine direncli oldugu bilinmektedir ((Katsetos, Herman,
& Mork, 2003; Kavallaris, 2010). BIII tubulinin akciger, prostat, over ve meme
kanserlerinde asir1 ekspresyonunun kanserli hiicrelerde ila¢g direncine yol agtig

bildirilmistir (English, Roque, & Santin, 2013; Kavallaris, 2010).

2.3.2. Antineoplastik Ajanlarca Mikrotubulin Yapisinin Hedeflenmesi

Mikrotubulinlerin hiicre canliliginin korunmasi, organellerin fonksiyonlarini siirdiirmesi
gibi hayati 6zelliklerinin yam sira bilhassa hiicre siklusunda mitoz evresindeki (Hiicre
Siklusu M fazi1) hiicrelerde mitoz igciklerinin olugmasinda rol aldig1 fonksiyonlar1 da
bulunmaktadir (McNally, 1996; Nogales, 2001). Kanserli hiicrelerde mitozu durdurarak
kanserli hiicrelerin replikasyonunu sonlandirmak ve hiicre siklusu bozulan kanserli
hiicrelerde bu sebeple dolayli olarak apoptozu indiiklemek amaciyla mikrotubulin
inhibisyonu yapan pek ¢ok ajan antineoplastik ilag olarak kullanilmaktadir ((Saunders

& Limbird, 1997; Tapas, Ji-ichiro, Ramesh, & Roth, 2002).

Antineoplastik ajanlarla olusturulan tubulin inhibisyonu; temelde prototipi kolsisin olan
vinka alkaloidleri ve taksanlar grubu olarak adlandirilan iki grup antineoplastik ajanin
mikrotubulinler iizerinde olusturduklar1 birbirinden farkli iki etkiden biri vasitasiyla
meydana getirilmektedir (Mary Ann Jordan, Thrower, & Wilson, 1991; Mary Ann
Jordan & Wilson, 1998)).

Aralarinda paklitaksel ve dosatakselin yer aldigi taksan gurubu antienoplastik ilaglar
temelde mikrotubulin polimerizasyonunu artirarak mikrotubulin stabilizatorii olarak
islev gormektedirler ((Fossella et al., 1994; Mary Ann Jordan et al., 1996; Kelly et al.,
2001). Polimerizasyonun artis1 mikrotubulin + ucunun stabilizasyonuna ve bu sebeple
de yeni tubulin filamenetlerinin mikrotubulin konformasyonuna katilamamasina yol

acmaktadir (Amos & Lowe, 1999; Yvon, Wadsworth, & Jordan, 1999).
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Vinka alkaloidleri (Vinkristin, Vinblastin) ve kolsisin ise mikrotubulin destabilizasyonu
yapmaktadirlar (Mary Ann Jordan et al., 1991). Kolsisin mikrotubulini olusturan tubulin
filamenetlerinden serbest ug olan B tubulin son ucuna baglanarak, Vinka alkaolidleri ise
mikrotubulin yapisini olusturan tubulin o ve f heterodimerleri arasina reversibl sekilde
baglanarak  mikrotubulin  polimerizasyonunu  engellemekte ve  mikrotubulin
depolimerizatorii (destabilizatorii) olarak etkimektedirler (Sekil 2.6.) ((Henry, Dubois,
& Quick, 2011; Mary Ann Jordan et al., 1991).

microtubule a

Sekil 2.6. Mikrotubulin yapisina etki eden antineoplastik ajanlardan paklitaksel ve vinka
alkaloidlerinin etki mekanizmalarin1 gosterir sekil, a: tubulin dimerlerinin bir araya
gelmeleri ile mikrotubulin yapisinin olusumu, b: paklitakselin olusturdugu mikrotubulin
stabilizasyonu, c: vinkristinin olusturdugu mikrotubulin depolimarizasyonu (Miele,

Mumot, Zappa, Romano, & Ottaggio, 2012).
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Sonucta her iki etki sekliyle de mikrotubulin yapisinda meydana getirilen
konformasyonel degisim mikrotubulin fonksiyonlarinin bozulmasina ve mikrotubulinler
araciligi ile yiiriitiilen hiiresel faaliyetlerin kisitlanmasina yol agmaktadir. mikrotubulin
inhibisyonu yaparak etki eden ilaglarin ortamdaki varliginda mikrotubulinlerin mitoz
asamasinda mitoz igciklerinin olusmast ve hiicre boliinmesindeki fonksiyonlari
engellenmekte ve mitoz asamasindaki hiicrelerin replikasyon yetenekleri baskilanarak
kanserli hiicreler ile miicadele edilmeye calisilmaktadir (Mary Ann Jordan et al., 1991;

Nogales, 2001).

2.4. Benzimidazoller

Benzimidazoller; kimyasal yapilarina eklenen imidazol ve benzen gruplari tasiyan,
heterosiklik aromatik ve organik yapida kimyasal bilesiklerdir (Barker et al., 1960).
1961 yilinda tiyabendazoliin gastrointestinal parazitlere karsi genis bir etki spektrumuna
sahip oldugunun kesfedilmesi ile birlikte kullanimlari hizla artmistir. Takip eden
yillarda ise; tiyabendazole ek olarak parabendazol, kambendazol, mebendazol,
oksibendazol ve albendazol gibi diger benzimidazollerin iiretimi ile benzimidazol grubu
olarak antihelmintik ila¢ olarak kullanimda cesitlilik kazanilmistir ((McKellar & Scott,
1990).

Giiniimiizde benzimidazoller insan ve hayvanlarda helmint ve funguslara karsi
kullanilmakla birlikte insanlarda peptik iilser tedavisinde de kullanilmakta olup; insan
ve hayvanlarda kullanimi olduk¢a yaygindir ((Laryea, Gullbo, Isaksson, Larsson, &
Nygren, 2010).

2.4.1. Benzimidazollerin Etki Mekanizmasi

Benzimidazollerin hiicresel boyutta mitokondride oksidatif fosforilayonu bozmak,
parazitin enerji rezervlerini tiikketmek, parazitik hiicrede oksidatif stresi artirmak gibi
pek cok etkisi olmakla birlikte en temel etkisi tubulin proteini tizerindeki etkileri ile
iligkilidir (Mary, 2013). Tubulin proteini, hiicre iskeletini olusturan ve hiicre ici
organelleri bir biitiin halinde tutmaya yarayan temel bir proteindir. Yam sira tubulin
proteininin hiicre biiylimesinde ve hiicre boliinmesinde hiicre canlilig1 icin hayati rolleri

bulunmaktadir (Soengas & Lowe, 2003; Zhuang et al., 2007).
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Benzimidazol grubunda yer alan ilaglar antiparaziter etkilerini mikrotubulin inhibisyonu
yoluyla gerceklestirmektedirler. Mikrotubulin proteinini olusturacak tubiillerin
polimerizasyonu ve bu tubiillerin bir araya gelmesi neticesinde mikrotubulin olusmakta
olup, benzimidazoller mikrotubiillerin polimerize olacaklar1 uclara baglanarak
mikrotubiillerin polimerizasyonunu bozmakta ve sonug¢ olarak mikrotubulin olusumunu
inhibe etmektedirler (Bai, Staedtke, Aprhys, Gallia, & Riggins, 2011; Doudican et al.,
2013; Spagnuolo et al., 2010). Tubulin yapis1 bozuldugunda ise parazite ait boliinme
asamasindaki hiicrelerin mitoz iplik¢ikleri kopmakta ve parazit hiicre bdéliinmesini
gerceklestirememektedir (Clément et al., 2008). Bu durum parazit hiicrelerinin G2/M
faz1 arasinda kalmasina ve parazit hiicrelerinin mitoza girememesine sebep olarak bu

asamada kalan hiicrelerin apoptoz yoluyla dliimiiyle sonuglanmaktadir (Mary, 2013).

2.4.2.Benzimidazollerin Farmakokinetigi

Benizimidazoller arasinda yer alan ve kullanimi oldukc¢a yaygin olan mebendazol ve
albendazoliin ilk gecis etkisine maruz kaldig bilinmektedir (Coyne, Jones, & Bear,
2018; Dayan, 2003; Sanchez, Sallovitz, Savio, Mckellar, & Lanusse, 2000). Bu sebeple
benzimidazoller biyoyararlanimi diisiik ilaglardirlar. Diger yandan benzimidazollerin
yagh diyetler ile birlikte kullandiklarinda oral emilimlerinin arttig1 bildirilmistir (Wei,
Chun, & Fengquan, 2002). Mebendazoliin sebze yaglar ile formiile edilmesi kristal
yapistnin  degistirilmesi ve PEGilasyonu ile diisik olan biyoyararlaniminin
artirilabilecegi bildirilmistir (Chiba, Kohri, Iseki, & Miyazaki, 1991; Garcia-Rodriguez
et al., 2011).

H, reseptor antagonisti olan simetidin ile albendazol ve mebendazol birlikte
kullanilabilmektedirler. Simetidin ile mebendazoliin kombine kullanimlarinda
mebendazoliin plazma konsantrasyonunun yiikseldigi bilinmektedir (Pirotte & Bethki,
1987). Ayrica Deva ve Jameson (2012) tarafindan simetidinin antikanser etkileri

olabilecegini de bildirilmistir (Deva & Jameson, 2012).

2.4.3. Benzimidazollerin Toksisitesi

Benzimidazollerin hayvanlarda ve insanlarda kullanim giivenligi ve toksisitesi hakkinda

gecmisten giiniimiize calisilmistir. Uzun yillardir yapilan toksiste ve sagaltim giivenligi
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calismalar1 sonucunda benzimidazollerin grup olarak, iyi tolere edilebilir ve minimal

toksisiteye sahip ilaglar oldugu kanaatine varilmistir (Campbell, 1990).

Albendazoliin toksik dozlarinda kopek, kedi ve insanlarda kemik iligi toksisitesi ve
buna baglh olarak gelisen 16kopeni ve anemiye yol actigi bilinmektedir. Albendazol
kullanilarak 6 aylik siire ile ratlar lizerinde yapilan bir ¢aligmada giinliik 30 mg/kg
konsantrasyondan daha yiiksek konsantrasyondaki kullaniminda, viicut agirliginda

azalma, karaciger biiylimesi ve kemik iligi hipoplazisi bildirilmistir (Dayan, 2003).

Fenbendazoliin ise giinliitk 250 mg/kg konsantrasyonda 30 giinliik kullaniminda veya 90
giin boyunca 125 mg/kg konsantrasyonda herhangi bir yan etkisinin bulunmadigi
bildirilmistir (Gary, Kerl, Wiedmeyer, Turnquist, & Cohn, 2004)). Ratlarda
fenbendazoliin oral LD50 dozunun 500 mg/kg’ dan yiiksek oldugu bilinmektedir
(Diiwel, 1977).

Mebendazoliin kopeklerde iki yil boyunca giinliik 40 mg/kg konsantrasyondan daha
yiiksek konsantrasyonlarda kullaniminda bile herhangi bir toksisiteye sebep olmadigi
bilinmektedir (Van den Bossche, Rochette, & Horig, 1982). Benzimidazollerin
icerisinde mebendazol, insanlarda uzun siireli kist hidatik tedavisinde kullanilan baglica
antihelmintik olarak yer almaktadir (Ammann, Hoffmann, Grimm, & Johannes, 1998).
Insanlarda ekinokokkozisin uzun siireli tedavisinde genel olarak hastalarin mebendazolii
iyi tolere ettikleri; 17 hasta iizerinde 24 ay siiresince yapilan bir ¢aligmada sadece 3
hastada reverzibl alopesi, dikkat dagimiklig1 ve fiziksel gii¢ diistikliigii gibi yan etkilerin
ciktigl, diger hastalarin ise tedaviye devam ettikleri bulgular1 ile ortaya konulmustur

(Reute, Jensen, Buttenschoen, Kratzer, & Kern, 2000).

2.4.4.Benzimidazollerin Anti-Kanser Etkileri

Benzimidazollerin anti-kanser etkileri ilk kez 1957 yilinda Hirschberg ve ark. (1957)
tarafindan bir benzimidazol tiirevi olan amino-metil benzimidazol molekiiliine 2 farkl
kloroetil bileseni eklendiginde farelerde meme adenokarsinomu ve sarkomunun inhibe
edildiginin gosterilmesi ile ortaya c¢ikarilmistir ((Hirschberg, Gellhorn, & Gump, 1957).
1980’1i yillarda ise farkli benzimidazol tiirleri alkilleyici ajanlar ile kombine edilerek
yeni elde edilen alkillenmis benzimidazol tiirlerinin anti-kanser etkileri olup olmadig:
denenmis ve alkillenmis benzotiazoliin lenfositik 16semide etkinligi oldugu bildirilmistir

(Habib & Aboulwafa, 1982; Ibrahim, Omar, & Khalil, 1980).
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Uzun yillar boyunca ve cok sayida aragtirmaci tarafindan ¢esitli benzimidazol tiirlerinin
anti-kanser etkinliklerinin hiicresel diizeyde mekanizmasi/mekanizmalar1 tam anlami ile
izah edilemese bile bu c¢aligmalar sonucunda benzimidazollerin anti-kanser etkilerinin
canh tiirii ve kanser cesidi ile degil kullanilan benzimidazol bilesiginin dozuna ve
uygulama siiresine bagli oldugu anlasilmistir (Mary, 2013). Ancak 1980°li yillarin
baslarinda Holden ve ark. (1980) insan lenfosit hiicre kiiltiirleri iizerinde mebendazol,
parabendazol, kambendazol ve fenbendazoliin mitozu durdurarak hiicre biiylimesini
inhibe ettigini, tiyabendazol ve oksfendazoliin ise boyle bir etkisinin olmadigini ortaya
cikarmalar1 ile birlikte benzimidazollerin hiicresel boyuttaki etki mekanizmasina agiklik
getirilebilmistir (Holden, Crider, & Wahrenburg, 1980). Ayrica fenbendazoliin anti-
kanser etkilerinin olabilecegi daha 6nceden rutin olarak fenbendazol verilen ratlarin
kazara karigtirilarak insan lenfoma hiicre zenograftlarinin bu ratlara verilmesi ve
sonugcta bu ratlarda deneysel insan lenfoma kanserinin baglatilamamasi ile anlagilmigtir

(Gao, Dang, & Watson, 2008).
2.5. Mebendazol

2.5.1. Mebendazoliin Kimyasal Yapisi

Mebendazol, sentetik benzimidazol tiirevlerinden antihelmintik bir ilactir. Kimyasal
formiilii C;sH;3N303 olup, molekiiler agirligi 295,29 g/mol’diir. Tatsiz ve hafif sar1
renkli toz halinde bulunur. Mebendazol: su, eter, kloroform gibi coziiciilerde iyi
¢oziinmez. 25 °C Sicakliktaki suda ¢oziinme oram 71,3 mg/L dir. Formik asitte
coziiniirlugl yeterlidir. Kaynama derecesi 288,5 °C dir (U.S. National Library of
Medicine, 2020).

2.5.2. Mebendazoliin Etki Mekanizmasi

Mebendazol, mikrotubullerin polimerizasyonunu inhibe ederek mikrotubulin proteinine
etki eder (National Center for Biotechnology Information, 2020; Laclette et al., 1980).
Bu etki, sitoplazmik mikrotubulin diizeyinde diisiisle neticelenir. Mebendazol
helmintlerin tubulin proteinleri ile secici ve irreversibl sekilde etkilesime girerek
helmintin mikrotubulin proteini yapisin1 bozar (National Center for Biotechnology

Information, 2020; Morgan et al., 1993). Sitoplazmik mikrotubulin miktar1 ve
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formasyonu degisen helmintlerin glukoz alimi bloke olur. Glukoz alimi bloke olan
helmintin glukoz depolar tiikendiginde ATP iiretimi duran helmint artik canlilifini

siirdiiremez ve siire¢ helmintin 6liimii ile son bulur (Drugbank, 2020).

Mebendazoliin mikrotubulin proteini iizerindeki dejeneratif etkilerini, tubulin proteini
izerinde yer alan ve kolsisine 6zel baglanma noktasina baglanmasi ile olusturdugu ve
mikrotubullerin polimerizasyonunu boylelikle inhibe ettigi bildirilmektedir (Katiyar et

al., 1994).

2.5.3. Mebendazoliin Farmakokinetigi

Mebendazol gastroisntestinal yoldan zayif sekilde absorbe edilir. Mebendazoliin mide
bagirsak kanalindan emilim ylizdesi %5-10 arasindadir. Yagh gidalar ile alinmasi
durumunda emiliminin arttig1 bildirilmistir (National Center for Biotechnology

Information, 2020; Dawson & Wattson, 1985).

Mebendazol emilim sonrasinda 2 ile 5 saat arasinda serum pik konsantrasyonuna ulagir
(National Center for Biotechnology Information, 2020). Mebendazol plazma
proteinlerine siki bir sekilde (%90-95) baglanir (Drugbank, 2020). Mebendazoliin siite
gecip gecmedigi hakkinda ise yeterli bilgi bulunmamakla birlikte emziren kadinlarda

kullaniminda herhangi bir yan etki gézlenmemistir (Karra et al., 2016).

Mebendazoliin  metabolizasyonu  Oncelikle karacigerde  gerceklestirilmektedir.
Mebendazoliin ~ karacigerde  gecirdigi =~ metabolizasyonu  konjugasyon  ile
gerceklesmektedir. Mebendazol metabolizasyonu sonucunda etkinligini kaybeder ve
inaktif  metabolitlerine  doniisiir. Mebendazol  metabolizasyonu  sonucunda
mebendazoliin  birincil metaboliti olarak, 2-amino-5-benzoilbenzimidazol aktif
metaboliti meydana gelmektedir. Yam sira olusan hidroksi ve hidroksiamino

metaboltileri ise inaktifdirler (National Center for Biotechnology Information, 2020).

Mebendazoliin karaciger enzimleri ile metabolizasyonu normal karaciger fonksiyonu
olan kisilerde 2,5-5 saat arasinda siirmektedir (Drugbank, 2020). Karaciger
fonksiyonlar1 gerilemis kisilerde ise bu siirenin 35 saate kadar yiikseldigi

bildirilmektedir (National Center for Biotechnology Information, 2020).
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Insanlarda mebendazoliin  %2-5’i idrar ile atilir. Alinan mebendazoliin %951
mebendazol veya metaboliti olan 2-amino tiirevi halinde gaita ile atilir (Dawson, Allan,

& Watson, 1982).

2.5.4. Mebendazoliin Toksisitesi

Mebendazoliin terapotik dozlarinda kullanilmasi halinde serum enzimlerinde yilikselme
gibi  toksikolojik  belirtiler gozlenmemistir (Dayan, 2003). Ancak yiiksek
konsantrasyonlardaki mebendazol kullanimlarinda; 6zellikle serum aminotransferaz
enzim diizeyinin normalden 2 veya 10 kati kadar yiikseldigi tespit edilmistir
(Rodriguez-Caabeiro et al., 1987). Mebendazoliin yiiksek konsantrasyonda kullanilmasi
ve aminotransferaz enzim diizeyini fazlaca artirmasma karsilik bu durum hastalar
tarafindan iyi tolere edilebilmis ve bu konuda ciddi toksikasyon belirtileri bugiine kadar
bildirilmemistir (Messaritakis et al., 1991). Mebendazol kullanimi sonrasinda akut
karaciger hasar1 ender olarak goriilmekle birlikte bu durumun ancak cok yiiksek
konsantrasyonda mebendazoliin kisa siireler icerisinde uygulanmasi sonucunda ciktigi
bildirilmistir. Mebendazole asir1 duyarhligi bulunan hastalarda mebendazol kullanimina
bagli olarak dokiintii, kasinti, ates ve eozinofili ortaya cikabilmektedir. Mebendazole
bagh toksik ve yan etkiler mebendazol kullanimin kesilmesi ile birlikte hizlica ortadan

kalkmaktadirlar (Braithwaite, Roberts, Allan, & Watson, 1982; LiwerTox., 2020).

Mebendazol son derece emniyetli bir ila¢ olmakla birlikte baska ilaclar ile kombine
kullanimlarinda  dikkatli olunmasi gerekmektedir. Ozellikle histamin reseptor
blokorlerinden simetidin ile mebendazoliin birlikte kullamilmalar1  durumunda
mebendazol dozu 1iyi ayarlanmalidir. Ciinkii simetidin mebendazoliin plazma

konsantrasyonunu yiikseltmektedir (Bekthi & Pirotte, 1987).

Mebendazoliin farelerde akut oral toksik dozu (LDsp): 620 mg/kg olarak Ol¢iilmiistiir.
Mebendazoliin toksik dozlarinda klinik belirtiler; serum karaciger enzimlerinde
yiikselme, bas agrisi, tily ve sa¢ kaybi, beyaz kan hiicrelerinin sayisinda diigme

(ndtropeni), ates ve kasinti olarak izlenmektedir (Drugbank, 2020).

Mebendazoliin teratojenik etkileri canli tiirline gore degismektedir. Ratlar {izerinde
tedavi dozunun bile altinda olan 10 mg/kg konsantrasyonda dahi teratojenik ve
embriyotoksik etkiler gézlenmistir. Buna karsilik farlerde ise; mebendazoliin 40 mg/kg

doz ile 60 giin boyunca erkeklerde ve 14 giin siireyle gebe disi farelerde uygulanmasi
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durumunda dahi farelerde herhangi bir yan etki, embriyotoksik veya teratojenik etki
gbzlenmemistir (National Center for Biotechnology Information, 2020; The European
Agency for the Evaluation of Medicinal Product, 2001). Mebendazoliin gebe inek ve
koyunlarda kullanimi1 6nerilmemekle birlikte herhangi bir kisitlama bulunmamaktadir
(Dayan, 2003). Ayrica WHO tarafindan gebe kadinlarda kullamilmasi sakincali olarak
raporlanmistir (Dayan, 2003; World Health Organisation, 1995).

2.6. Antineoplastik ilaclar

Antineoplastik ilaglar kullanildiklar1 kanser tiirlinden veya iiyesi olduklari
kemoterapotik gruptan bagimsiz olarak temelde, hiicre siklusuna olan etkileri
bakimindan major bir siniflandirmaya tabi tutulurlar (Tablo 2.1.). Bu smiflandirmaya

gore antineoplastik ilaclar;

a- Hiicre Siklusuna Spesifik Antineoplastik ilaglar (CCS, Cell Cyclus Spesific)
b- Hiicre Siklusuna Spesifik Olmayan Antineoplasitk ilaglar (CCNS, Cel

Cyclus Non Spesific) olmak iizere ayrilirlar.

Hiicre siklusuna spesifik antineoplastik ilaclar etki mekanizmalar1 bakimindan hiicre
siklusunda belirli sathalarda etkindirler. Hiicre siklusunda etkin olduklar1 basamak ise

kendi fizikokimyasal 6zellikleri ve etki mekanizmasina bagimlidir.

Hiicre siklusuna spesifik olmayan antineoplastik ilaglar ise etki edecekleri hiicrenin
hiicre siklusunun hangi evresinde oldugu fark etmeksizin hiicre siklusunun her

evresinde neoplastik hiicrelere etki edebilmektedirler (Edward Chu, 2012).
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Tablo 2.1. Antineoplastik ilaglarin hiicre siklusuna gore olan etkinlikleri bakimindan
siniflandirilmalar1 (Edward Chu, 2012).

Antineoplastik Ajanlarm Hiicre Siklusu Esash Major Simiflandirmasi

Hiicre Siklusuna Spesifik ilaclar

Hiicre Siklusuna Spesifik Olmayan
Ilaclar CCNS

CCS

Antimetabolitler Alkilleyici Ajanlar

S5-fluorourasil, Kapesitabin, Gemsitabin, | Sikolofosfamid, Dakarbazin,

Metotreksat, Kladribin, Klofarabin, | Temozolamid, Karmustin, Altretamin,

Sitarabin,Fludarabin, 6-merkaptopurin, | Bendomustin, Busulfan, Klorambusil,

Nelarabin, Plaratreksat, 6-tioguanin Lomustin, Mekloretamin, Melfalan,
Tiotepa

Epipodofilotoksin
inhibitorii)

(Topoizomeraz 1II

Etoposid

(G;-S faz1 gegisinde etkili)

Antitiimor Antibiyotikler

Daktinomisin, Mitomisin

Taksanlar

Paklitaksel, Kabazitaksel, Albumin-bagl
Paklitaksel

(M fazinda etkili)

Kamptotesinler
inhibitorleri)

(Topoizomeraz I

Irinotekan, Topotekan

Vinka Alkaloidleri
Vinblastin, Vinkristin, Vinorelbin

(M fazinda etkili)

Platin Analoglari

Karboplatin, Sisplatin, Oksplatin

Antimikrotiibiil Inhibitorii
Iksabepilon
(M fazinda etkili)

Antitiimor Antibiyotikler
Bleomisin

(G2-M faz1 gegisinde etkili)

Antrasiklinler

Daunorubisin, Doksorubusin, Epirubisin,
Idarubusin, Mitoksantron
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2.6.1. Paklitaksel

2.6.1.1. Paklitakselin Kimyasal Yapisi

1960 yilindan 1981 yilina kadar Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Kanser
Enstitiisii (NCI, National Cancer Institute) ve Amerikan Tarim Bakanliginin (USDA,
United States Department of Agriculture) ortakhiginda bir arastirma projesi
ylriitiilmiistiir. Bu proje dahilinde antikanser etkinliklerini test etmek i¢in 15.000 bitki
tiriinden elde edilen 115.000 bitki ekstrakti antikanser Ozellikleri bakimindan
incelenmislerdir. 1962 yihnda USDA cahsanlarindan botanik¢i Arthur Barclay
tarafindan pasifik porsuk agacindan (Taxus brevifolia) alinan Ornekler ¢aligmaya

katilmistir (Weaver, 2014).

Paklitaksel pasifik porsuk agacindan (Taxus brevifolia) ve Avrupa Porsuk agacindan
(Taxus baccata) 1971 yilinda elde edilen bir ester alkaloiddir (Edward Chu, 2012).
Paklitaksel suda ¢oziirliigii iyi olan bir ajandir (Mastropaolo, Camerman, Luo, Brayer,
& Camerman, 1995). Kimyasal formiilii C47Hs;NOy4 olup kaynama derecesi 216-217 °C
dir (Drugbank, 2020). Paklitaksel, beyaz renkli, kristal toz seklinde, olduk¢a lipofilik
yapidadir ve molekiiler agirligi 853,9 dalton’dur (Panchagnula, 1998).

2.6.1.2. Paklitakselin Etki Mekanizmasi

1979 yilinda Schiff ve Horwitz, paklitakselin etki mekanizmasim aciklamislardir (
Schiff & Horwitz, 1980). Paklitakselin mikrotubulin proteinine baglanmasi, yeni tedavi
uygulamalar1 i¢in dneminin artmasina neden olmustur (Lee et al., 2012; Singla et al.,
2002). Paklitaksel antineoplastik etkisini mikrotiibiillerin toplanmasini arttirmak ve
mikrotubulin depolimerizasyonunu onleyerek stabil mikrotiibiil gruplari olusturmak
suretiyle gostermektedir (Terwogt, Nuijen, Huinink, & Beijnen, 1997). Paklitakselin

mikrotubiiller tizerindeki stabilizasyonu hiicreler iizerinde iki sekilde etkinlik olusturur.

1) Hiicre Siklusunu Durdurmak: Paklitaksel, mikrotiibiiller {izerindeki etkisini gosteren
vinka alkaloidlerinden farkli olarak tubulin proteinlerine baglanarak mikrotiibiil
yapilanmasim engellemek yerine mikrotubiilleri stabilize ederek mitoz bdliinmenin
durmasina sebep olmaktadir (Peter B Schiff, Fant, & Horwitz, 1979). Paklitaksel

mikrotubulin yapisinda yer alan dimerlerden 3 tubulin alt iinitesinin N-terminal ucunun
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31. amino asitine baglanarak mitozun baslamamasma ve hiicrelerin G2/M evresinde
kalmasina neden olmaktadir (Chu, Badar, Morris, & Pourgholami, 2009; P Bea Schiff
& Horwitz, 1980; Yang & Horwitz, 2017). Hiicre siklusu sirasinda mitotik faza
gecemeyen hiicreler bolinememekte ve G2 kontrol noktasi tarafindan apoptoza

yonlendirilmektedir.

2) Apoptoz Indiiksiyonu: Paklitakselin apoptoz indiikleyici etkisinin temelde
antiapoptotik Bcl-2 faktoriiniin fosforilasyonunu inhibe etmesine bagh oldugu
bildirilmistir (Srivastava, Mi, Hardwick, & Longo, 1999). Ardindan bu konuda farkli
hiicre hatlarinda ve cesitli in-vivo hayvan modelinde ¢ok sayida arastirma yapilmis ve
paklitakselin hiicrelerin mitotik evreye ge¢melerini engellemesi sonucu hiicrelerin
boliinemedikleri anlagilmistir (Cory & Adams, 2002). Mitotik evrede kalan hiicre
sayisindaki artis o hiicrelerde apoptoza yonlendirici sinyaller olusmasina neden
olmaktadir (Marupudi et al., 2007). Aym zamanda yapilan cesitli caligmalarla
paklitakselin Bcl-2 adi verilen ve apoptozu bloke eden proteine baglanarak onu inhibe
ettigini gostermektedir. Boylece apoptozun siirdiiriilmesi saglanmis olunmaktadir

(Blagosklonny & Fojo, 1999; Horwitz, 1994).

2.6.1.3. Paklitakselin Farmakokinetigi

Paklitaksel yiiksek oranda (%88-98) plazma proteinlerine baglanmaktadir. Ortalama
dagilim yari-omrii 0,34 saat; eliminasyon yari-omrii 5,8 saattir (Lee et al., 2012).
Plazmadan eliminasyonu bifazik olmaktadir. Baslangigtaki hizli diisiis merkezi
kompartmanlara dagilmasina, sonra gozlenen faz ise periferik kompartmanlara sizinti
yapmasina bagl olarak gerceklesmektedir (Singla et al., 2002). Paklitaksel oral yoldan
absorbe olmamaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda paklitakselin nonlineer
farmakokinetik ozellik gosterdigi belirlenmistir. Paklitaksel biiyiik oranda P-450 aracili
hepatik metabolizmaya ugrar ve %10’ undan daha az1 degismeden idrarla atilir (Singla et
al., 2002). Paklitaksel’in metabolizasyon sonucu C6 ve C3 pozisyonlar1 hidroksilasyona
ugrar ve O6o-hidroksi-paklitaksel, 3'-p-hidroksi-paklitaksel ve 6a,3'- p-hidroksi-
paklitaksel olmak iizere ii¢ major metabolit olusur (Erdemoglu & Sener, 2000).
Paklitakselin, sicanlarda 6 saatlik infiizyonunu takiben akciger, karaciger ve dalakta
yiiksek konsantrayonlarda, beyin ve testislerde ise eseri diizeyde biriktigi bildirilmistir

(Singla et al., 2002).
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2.6.1.4. Paklitakselin Toksisitesi

Paklitaksel toksisitesi siklikla miyelosiipresyon, hipersensitivite, mukozitis ve periferal
sinirlerde noropati seklindedir (Cavaletti et al., 1995). Paklitakselin periferik néronal
toksisitesi diger yan etkilerine oranla Oncelikle ve siklikla kargilagilan bir durumdur
(Rowinsky, Fisenhauer, Chaudhry, Arbuck, & Donehower, 1993). Paklitaksel
neoplastik hiicrelerde ve proliferatif hiicrelerde mikrotubulin polimerizasyonunu
baskilayarak G2-M fazinda hiicre siklusunun durmasina sebep olmaktadir. Noron
hiicrelerinin proliferatif 6zellikte olmadiklar1 halde paklitaksel kullanilarak uygulanan
tedaviler esnasinda periferik noropati tablosu olugsmasi bu konuda arastirmacilarin
dikkatini ¢cekmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda paklitaksel uygulanmasi sonucunda
cikan periferik noropatinin; paklitakselin sinir hiicrelerinde akson boyunca uyarilarin
taginmasinda rol oynayan mikrotubulin proteinine de etki etmesi ile iligkili oldugu

bildirilmistir (Scuteri et al., 2006).

Cavaletti ve ark. (1995) tarafindan yapilan bir calismada ise 3 saat boyunca 135 ve 175
mg/m2 konsantrasyonda paklitaksel uygulanan hastalarda duyusal noronlarda
dejenerasyonlar ortaya ¢iktigi, ancak motor ve otonomik sinilerde boyle bir hasarin
olugsmadig bildirilmistir. Meydana gelen norofizyolojik hasarin duyusal noronlardaki
paklitaksel kaynakli aksonopati ile iliskili oldugu belirtilmistir (Cavaletti et al., 1995).
Scuteri ve ark. (2006) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da paklitaksel kullanimi
sonrasinda ortaya ¢ikan periferik noropati olusumu hiicresel diizeyde irdelenmis ve
noron hiicrelerinde akson boyunca meydana gelen hasarin paklitakselin sitotoksik
etkileri sonucu oldugu kanaatine varilmistir. Bu c¢alismada akson hasarina iliskin
apoptotik parametrelere hiicresel ve morfolojik diizeyde rastlanimamis ve akson
hasarinin nekroz ile gerceklestigi bildirilmistir (Scuteri et al., 2006). Buna karsilik bir
baska arastirmada aksonopatinin paklitaksel ile indiiklenen apoptoz ile meydana geldigi
ancak olusan apoptotik sinyalin Bcl-2’nin fosforilasyonundan bagimsiz oldugu ifade

edilmistir (Figueroa-Masot, Hetman, Higgins, Kokot, & Xia, 2001).

Paklitaksel tedavisi esnasinda gozlenen periferik noropatinin doza bagmli olup
olmadigin1 belirlemek amacl tasarlanan bir caligmada; ii¢ grup hastaya hafta da bir kez
3 saatlik infiizyon seklinde 3 hafta boyunca paklitaksel; 135, 175 ve 250-300 mg/m*
dozlarinda uygulanmistir. Bu gruplarda periferik noropati semptomlar1 gruplara gore

sirstyla %83, %86 ve %100 olarak tespit edilmis ve paklitaksel uygulanan tedavilerde
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toksisitesinin doza bagiml olarak sekillendigi ortaya konulmustur (Postma, Vermorken,

Liefting, Pinedo, & Heimans, 1995).

Paklitaksel ve dosataksel periferik néropati olusumu bakimindan karsilastirilmiglardir.
Paklitaksel uygulanan kisilerde noropati insidanst %60 iken bu oran dosataksel
kullanilan hastalarda %15 olarak hesaplamistir (Postma, Vermorken, Liefting, Pinedo,

& Heimans, 1995).

Genel ad1 ile taksan grubu antineoplastikler ile ortaya ¢ikan noronal toksisite parestezi,
hissizlik ve uyusukluk, noropatik agri, ellerde eldiven, ayaklarda ise ¢orap varmiscasina
sensorik duyularda azalma gibi klinik bulgularla gézlenmektedir. Tedavinin kesilmesini
takiben 3 ay icerisinde noropatiye iliskin semptomlar ortadan kalksa dahi ndropati kalici

olabilmekte veya kaybolmasi uzun zaman alabilmektedir (Argyriou et al., 2007).
2.6.2. Vinkristin

2.6.2.1. Vinkristinin Kimyasal Yapisi

Cezayir meneksesi (Vinca rosea)’dan elde edilen bir alkaloiddir. Yap1 olarak vinblastine
cok benzer (127). Kimyasal formiili C4sHs¢N4Oj9, kaynama derecesi 220 OC, suda
¢oziiniirligi 0,03 mg/ml dir (Drugbank, 2020).

2.6.2.2. Vinkristinin Etki Mekanizmasi

Vinkristin mikrotubulin proteinine baglanip mikrotubulin yapisim inhibe ederek etki
gostermektedir. Bu inhibisyon hiicreler 6zellikle S fazindan M fazina gecerken ve mitoz
fazlarindan metafaz asamasinda mitotik igciklerin bozulmasina ve hiicre siklusunun

durmasina sebep olmaktadir (Below & M Das, 2019).

Vinkristinin mikrotubulin yapisint bozmasi ise mikrotubulleri depolarize etmesinin bir
sonucu olarak ortaya cikmaktadir (Sips, Beijnen, Bult, & Nooijen, 1992). Vinkristinin
mikrotubuller {izerindeki etkisi vinkristin dozu ile degismektedir. Vinkristinin diisiik
dozlarinda vinkristinin mikrotubullerin tizerindeki etkisi ile mitotoik igcikler stabilize
olarak kromozom segregasyonu engellenir ve sonugta hiicre boliinmesi metafaz

asamasinda bloke olur. Yiiksek konsantrasyonlarda vinkrsitin uygulanmasi halinde ise
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mikrotubuller biitiiniiyle depolarize olur ve mikrotubullerin kopmasi ile siire¢ sonlanir

(Mohammad et al., 1995; Silverman & Deitcher, 2013).

Vinkristin etkinligi dozla oldugu kadar maruziyet siiresi ile de iligkilidir. Vinkristinin
kisa siireli uygulanmasi1 durumunda mitoz reversibl sekilde bloke edilmektedir ve ilag
uygulamasimin sonlandirilmast halinde hiicre yeniden normal hiicre siklusuna
donebilmektedir. Tam tersine vinkristine yiiksek konsantrasyonda uzun siireli maruziyet
durumunda ise mitotik blokaj irreveribl sekillenmekte ve siire¢ sitotoksisite ile son
bulmaktadir (Geyp, Ireland, & Pittman, 1996). Vinkristin etki mekanizmas1 ve etkinligi
vinkristin uygulandigi anda mitoz asamasinda bulunan hiicre yogunluguna, uygulanan
vinkristinin dozuna ve uygulama siiresine bagli olarak hiicre siklusunun durmasindan
hiicre 6liimiine kadar gidebilen bir siirecte degiskenlik gostermektedir (Silverman &

Deitcher, 2013)).

Vinkristinin kanserli dokular ve hiicreler iizerinde hiicre siklusu iizerindeki baskilayici
etkilerinin yani sira kanser gelisimi i¢in 6nemli bir evre olan anjiyogenez siireci
tizerinde de inhibitorik etkileri bulunmaktadir. Avramis ve ark. (2001) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada vinkristinin hem normal hiicrelerde hem de ilaca direngli insan
timor hiicreleri lizerinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF, vascular
endothelial Growt Factor) sekresyonunu baskilayarak anjiyogenzi baskiladigi
gosterilmistir (Avramis, Kwock, & Avramis, 2001). Kapiller damarlar {iizerinde
baskilanan proliferatif etkiler damar endotel yapisin1 ve damarlanmayi azalttifindan
dolayr kanserli hiicre migrasyonu ve kanserli dokuya vaskiiler akis azalmakta ve bu
etkiler neticesinde saglikli hiicrelerde ve kanserli hiicrelerde migrasyon ve hiicre

proliferasyonu engellenmektedir (Hayot et al., 2002; Silverman & Deitcher, 2013).

2.6.2.3. Vinkristinin Farmakokinetigi

Vinkristin kan dolasimi ile hizlica viicuda dagilir ve dokulara ulagir ancak kan beyin
bariyerini ge¢mesi ve beyin dokusuna olan penetrasyonu yetersizdir. Vinkristin
karaciger CYP3A4 (Cytocrom P450 3A) enzim sistemi ile metabolize olmaktadir.
Serum bilirubin diizeyi 3 mg/dl’den yiiksek olan hastalarda vinkrsitin dozunun
ayarlanmas1 gerekmektedir. Vinkristinin baglica atiim yolu gaita vasitasiyladir

(Rahmani & Zhou, 1993).
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Vinkristinin oral biyoyararlanimi diisiik oldugu i¢in vinkristin siilfat seklinde intravendz
uygulamaya uygun sekilde formiilize edilen sekli kullanilmaktadir. Vinkristin siilfat
yakici ve intraspinal uygulamalarinda oliimciildiir. Intravenéz uygulanmasim takiben,
vinkristin hizlica pek ¢ok viicut kompartmanina dagilir ancak kan beyin bariyerini
gecisi oldukca zayiftir. Vinkristinin temelde karaciger sitokrom enzim sistemi ile
metabolizasyonu sebebiyle kisiden kisiye bu enzim sistemlerindeki degisiklikler
sebebiyle vinkristin metabolizasyonu da farklilik gosterebilmektedir (Dennison et al.,

2006).

Vinkristin uzun yarilanma Omriine sahip olup, yarilanma Omrii yaklasik 85 saattir

(Mora, Smith, Donohoe, & Hertz, 2016).

2.6.2.4. Vinkristinin Toksisitesi

Baslicalar1 kardiyovaskiiler sistem, santral sinir sistemi, dermatolojik, endokrin sistem,
metabolik, gastrointestinal, genitoiiriner, hepatik, renal, respiratorik, néromuskiiler, otik
ve oftalmik olmak iizere, vinkristinin pek cok sistem iizerinde yan etkileri ve toksisitesi
bulunmaktadir (Tsubaki et al., 2018). Vinkristinin istenmeyen ve toksik etkileri organ
sistemleri iizerinde tablo 2.6.2.4’de gosterilmistir (Below & Das, 2019).

Tablo 2.6.2.4. Vinkristinin Toksisitesi

Etki edilen sistem Meydana gelen toksik etkiler
Kardiyovaskiiler Odem, hiper/hipotasniyon, myocardial enfarktiis (Mandel,
sistemle ilgili: Lewinskimd, & Djaldetti, 1975), iskemik kalp hasari

Santral Sinir Sistemi | Koma, motor disfonksiyonlar, paralizis, nevralji, perfiferik
ile ilgili: noropati, uyusma karincalanma, bag dénmesi ve sersemleme,
kas giiciinde azalma, tendon reflekslerinde gerileme (Mora et

al., 2016)

Dermatolojik olarak: | Alopesi, deri kizarikliklar1

Endokrin sistem ve | Hiperiirisemi, kilo kaybu, iirik asit nefropatisi
metabolizma ile

ilgili:
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Gastrointestinal

sistemle ilgili:

Abdominal kramp, konstipasyon, mide bulantisi, kusma, bogaz

agris1 ve incebagirsak nekrozlari

Genitotiriner

Idrar bozukluklari, iiriner retensiyon

sistemle ilgili:

Hematolojik ve | Anemi, hemolitik iiremik sendrom, 16kopeni, trombositopeni ve
onkolojik: trombotik  trombositopenik  purpura. Lokopenili  veya
trombositopenili hastlarda bile vinkristinin miyelosiipresif

etkileri nadiren de olsa gozlenir (Mora et al., 2016).

Karacigerle ilgili: Hepatik siniizoidallerin daralmas1 sendromu

Noromuskiiler  ve | Cene eklemi agrilari, kas kaybi, kas agrisi, kulak agrisi

kas-iskelet  sistemi

ile ilgili:

Oftalmik: Korliik, nistagmus, optik atrofi
2.7. Hiicre Kiiltiirii

2.7.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Tarihcesi

1885 yilinda embriyolog Roux, tavuk embriyo hiicrelerini sicak tuzlu suda canli olarak
muhafaza edebilmistir. Bu caligmasi ile Roux hiicre kiiltiirlerinin Onciisii olarak

gosterilmektedir (Priyabrat, Nanda, Nayak, & Mishra, 2014).

Harrison tarafindan 1907 yilinda hiicrelerin canli viicudu disginda uzun siireler
yasatilabileceginin gosterilmesiyle birlikte bugiin hiicre kiiltiirii olarak adlandirdigimiz
viicut diginda hiicre {iiretme teknikleri baslamistir. Hiicrenin in-vitro kosullarda
biiyiitiilmesi, in-vivo kosullarda homeostaz geregi siiregelen pek cok sistemik
degisikliklerden bagimsiz olarak hiicreyi gozlemleme firsati vermistir. Harrison
caligmasinda, kurbagayr kullanmis ve doku parcalarinin viicut disinda canliligin
siirdiirmesini amaclamigtir (Harrison, Greenman, Mall, & Jackson, 1907). Harison’dan

sonra hiicre kiiltiirii caligmalar1 bagka bilim insanlar1 tarafindan da devam ettirilmistir.

Earle ve ark. (1943) hiicre kiiltiiriinde iirettikleri fare hiicrelerinde in-vitro malignite
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olusturmayr basarmislardir (Earle et al, 1943). 1961 yilinda Leonard Hayflick
kendinden Onceki bilim insanlarinin tezlerinin aksine, hiicrelerin kultiir ortaminda
Olimsiiz olmadiklarin1 ve sinirli bir dmre sahip olduklarim1 rapor etmistir ((Shay &
Wright, 2000). Hayflick tarafindan ortaya konulan bu durum bugiin dahi “Hayflick
Limiti” olarak tanimlanmaktadir (Priyabrat et al., 2014; Shay & Wright, 2000). Hiicre
kiiltiirii calismalarinin zamanla artis1 ile, hiicre icerisinde gergeklesen aktiviteleri,
hiicrenin bulundugu ortam, hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bunlara karsi
verilen tepkileri hiicresel boyutta inceleme ve degerlendirebilme imkéni saglamistir

(Kocgakli, Akillioglu, & Dogan, 2015).

Giiniimiizde ise hiicre kiiltiirii kullamlarak; efikasite ve toksikoloji ¢aligmalari, yeni ilag¢
gelistirme caligmalari, as1 ve biyofarmasotik madde gelistirme faaliyetleri gibi arastirma
alanlarinda arastirmalar yapilabilmekte olup tibbi bilimler acgisindan hiicre kiiltiiriiniin

Onemi neredeyse paha bigilemez kiymete gelmis durumdadir (Yao & Asayama, 2017).

2.7.2. Hiicre Kiiltiirii Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Viicut disinda hiicre canliliginin devam ettirilmesinin ¢esitli avantajlarinin yam sira
birtakim dezavanlar1 da bulunmaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin en onemli avantaji sicaklik,
osmotik basing, pH, O, ve CO, yogunlugu gibi fizikokimyasal sartlarin kiiltiir
ortaminda kontrol altina tutulabilmesi ve buna bagh olarak fizyolojik kosullarin
sabitlenebilmesidir (Kogakli et al., 2015). Hiicre kiiltiirtinde stabil fizikokimyasal
kosullarin saglanabilmesi i¢in hormon, serum ve aminoasit gibi cesitli maddelerin,
hiicre tipinin ihtiyacina gore gerekli miktarlarda kiiltiir ortamina verilmesi oldukca
onemlidir (Harrison et al., 1907; Oyeleye, Ola, & Omitogun, 2016). Hiicre kiiltiiriiniin
bir diger avantaji ise, dzel bir hiicre tipi lizerinde calisma yapmaya imkan vermesidir.
Dokudan elde edilen hiicrelerden, zaman igerisinde tekrarlanan pasajlama islemleri ile
calisilmak istenilen hedef hiicre saf bir sekilde hiicre kiiltiirii yardimiyla izole
edilebilmektedir. Hedeflenen hiicre iiretildikten sonra, hiicreler ileride yeni arastirmalar
icin ve tekrarli deneylerde kullanilmak icin uygun sartlar altinda uzun yillar

saklanalabilmektedirler (Kocakli et al., 2015).

Hiicre kiiltiiriiniin avantajlarinin yam sira bazi dezavantajlar1 da mevcuttur. Hiicre
kiiltiirii ¢aligmalarinin oncelikli dezavantaji kiiltiir ortamiin {iretilmesi i¢in calisilan

hiicre disinda birtakim ajanlarca kontamine olmasidir. Kiiltiir ortaminda bakteriler,
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viriisler, mikoplazma ve endotoksinlerin bulunmasi, hiicrelerin gelismesini ve
cogalmasim yavaglatmakta ve hatta durdurmaktadir (Yao & Asayama, 2017). Bu
problemi en aza indirmek icin caligmalarin, uygun steril kosullar altinda
gerceklestirilmesiyle birlikte kemoterapotik ilaclarin kiiltiir ortamma eklenmesi gibi
ilave tedbirler almakta gerekmektedir (Priyabrat et al., 2014). Hiicre kiiltiiriiniin bir
diger dezavantaji ise, hiicrelerin uzun siire pasajlanmasi sonucunda, hiicrelerin
diferansiye olmalar ve heterojenite oranlarinin artmasidir (Freshney, 2006). Bu sebeple,
calismalar sirasinda ilk birka¢ kusak hiicrelerin kullanilmas1 oldukca 6nemlidir (Kogakl

et al., 2015).

2.7.3. Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri

Hiicrelerin in-vitro kosullar altinda canliliklarimi ve hiicresel faaliyetlerini
siirdiirebilmeleri i¢in in-vivo ortamlarindaki fizyolojik gereksinimlerinin in-vitro
ortamda simiile edilmeleri gerekmektedir. Bu sebeple hiicre kiiltiirlerinde hiicrenin
gereksinimlerine uygun olarak besi yerleri kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirii besiyerleri,
hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli olan ortam
kosullarim saglamak iizere hazirlanmis besleyici soliisyonlar olarak tanimlanabilirler

(Butler & Christie, 1994).

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin bagladig ilk yillarda besi yeri olarak, plazma, serum, lenf
stvist, amniyotik s1v1 gibi biyolojik sivilar ve embriyonik tavuk, karaciger, dalak, kemik
iligi gibi dokularm ekstraktlar kullanilmistir. Giiniimiizde ise sentetik besi yerleri

siklikla kullanilmaktadir (Nema & Khare, 2012).

Besiyerindeki aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlar hiicrenin gelisimi i¢inken,
bazi1 iyonlar da hiicrelerin ¢ogalabilmesi icin uygun osmolarite ve pH’nin
saglanmasinda rol oynarlar (Chandrashekara, 2015). Besiyeri se¢imi sirasinda iiretilecek
hiicrenin tiirii, kiiltir metodu, hiicreye spesifik biiyiime faktorleri gibi parametreler
dikkate alinmalidir. Bu sebeple tek bir hiicre serisinin gelismesine yonelik olarak hiicre
kiiltiirti yapilacaksa iiretilecek hiicrenin gereksinimlerini karsilayan besiyeri secilmelidir

(Butler & Christie, 1994).

Harry Eagle 1955°de hiicre kiiltiir ortami olarak bir besi yeri gelistirmistir. Bu besi yeri
Eagle’in Temel Besiyeri (Eagle’s Minimal Essential Medium, E-MEM) olarak

tanimlanmistir. E-MEM si8ir, insan veya embriyo ekstraktlar1 kullanilarak hazirlanan ve
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ticari olarak piyasaya arz edilen ilk besiyeridir (Pombinho, Laizé, Molha, Marques, &
Cancela, 2004). Bu besiyerinin igeriginde aminoasitler, tuzlar (CaCl,, KCl, MgSQOy,
NaCl ve monosodyum fosfat), glukoz ve vitaminler (folik asit, nikotinamid, riboflavin,

B12) bulunmaktadir.

E-MEM’in Dulbecco tarafindan yeniden formiilize edilmesi ile Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (D-MEM) olarak bilinen besi yeri olusturulmustur. D-MEM, E-
MEM’e gore dort kat daha fazla vitamin ve aminoasit, karbonhidrat icerigi bakimindan
ise iki kat daha fazla glukoz igermektedir. D-MEM iceriginde ayrica demir ve fenol
kirmizisi da bulunabilmektedir (Pombinho et al., 2004). Giintimiizde siklikla kullanilan
besiyerleri: Eagle’s Minimal Essential Medium (E-MEM), Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (D-MEM), Medium 199 (M-199), Hank’s Minimal Essential Medium
(H-MEM), Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), Ham’s Nutrient Mixtures
(F-10 ve F-12), Leibovitz (L-15), Glasgow MEM ve Roswell Park Memorial Institute
Medium (RPMI-1640) olarak sayilabilmektedir (Lester, 2007).

Besiyerleri serum igeriklerine gére serumlu besiyerleri ve serumsuz (serum-free, serum
w.0.) besiyerleri olarak ikiye ayrilirlar. Serum igeren besiyerleri serum igeriginin cok
sayidaki biiyiime faktorlerini icermesi sebebiyle hiicre proliferasyonu ve hiicre
gelisimini artirirlar. Serumsuz besiyerleri ise serumlu besiyerlerine oranla daha az
reptorduktiftirler. Serum igeren besiyerlerinde mikrobiyel kontaminasyon riski
serumsuz besi yerlerine nazaran daha yiiksektir (Yao & Asayama, 2017). Besi yeri
iceriginde bulunan serumlar, hiicre ¢ogalmasin1 ve hiicre tutunmasini artiran biiylime
faktorleri, mineral, lipid ve hormonlart icermektedirler (Yamada & Olden, 1978).
Yetiskin sigir serumu, fotal sigir serumu, dana, at ve insan serumlart hiicre ve doku

kiiltiirlerinde kullanilan temel serum tipleridir (Kocakl et al., 2015).

Fotal sigir serumu (FBS, Fetal Bovine Serum) rutin hiicre kiiltiirii uygulamalarinda en
yaygin kullanilan serumdur (Yao & Asayama, 2017). Sigir fetiisiinden alinan kandan
hazirlanmaktadir. FBS i¢inde hormonlari, enzimleri, biiyiime faktorlerini, hiicrenin
ylizeye ve birbirlerine tutunmalarim saglayan matriks proteinleri gibi proteinleri ihtiva

etmektedir (Jochems, Van Der Valk, Stafleu, & Baumans, 2002)).

Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilan dengeli tuz ¢ozeltisi 1940 yilinda
mikrobiyolog John H. Hanks tarafindan gelistirilmis ve HBBS (HBBS, Hanks’

Balanced Salt Solution) olarak adlandirilmistir. HBBS hiicre kiiltiirii ortaminda ortam
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pH smin 7,0-7,4 arasinda olmasini saglamakla birlikte tampon vazifesi de gormektedir

(Gilbert, Sellaro, & Badylak, 2006).

Hiicre kiiltiirii ortaminda hiicrelerin zaman icerisinde biiyiiylip gelismeleri neticesinde
olusan laktat gibi metabolik atiklar besi yeri ortaminin pH’sim1 degistirmektedirler.
Ancak hiicre kiiltiirii ortaminda hiicre biiylimesi ve proliferasyonun siirdiiriilebilmesi
icin ortam pH’smn belirli degerler arasinda kalmasi1 gerekmektedir. Bu sebeple hiicre
kiiltiiri ortamlarma pH degisikliklerini minimize etmek i¢in tampon sollisyonlar
eklenmektedirler. Bu amacla sodyum bikarbonat (NaHCOs3) besi yeri igeriklerine ilave
edilmektedir. Sodyum bikarbonat Handerson-Hasslbach denkligi c¢ercevesinde iyon
aligverisi ve pH’yr dengede tutmaktadir. Sodyum bikarbonatin yani swra 4-(2-
hidroksimetil)-1piperazinetano siilfronik asit (HEPES)’de tampon olarak siklikla
kullanilmaktadir. HEPES pH degisimleri bakimindan sodyum bikarbonata oranla daha
stabil bir ortam saglamaktadir (Yao & Asayama, 2017). Ancak tavuk embriyosu
epifizyal kondrosit hiicresi gibi baz1 hiicre tiirlerinde HEPES’in hiicre kiiltiiriine negatif
etkileri oldugu da bildirilmistir (Poole, Reilly, & Flint, 1982). Ayrica HEPES iceren
hiicre kiiltiirlerinin goriiniir 1518a maruz kalmalar1 halinde hiicre kiiltiirii ortaminda
hidrojen peroksit gibi sitotoksik ajanlar olusabilmektedirler (Zigler, Lepe-Zuniga,
Vistica, & Gery, 1985).

Hiicre kiiltiirii ortamlar1 her ne kadar aseptik sartlar altinda calisilan ortamlar olsalar da
yine de kontaminasyona agik uygulamalardir. Bu sebeple kiiltiir ortaminda olugsmasi
muhtemel kontaminasyonlardan korunmak icin kiiltir ortamina antibiyotikler ve
antifungal ajanlar eklenmektedir. Hiicre kiiltiirlerinde siklikla mikoplazma tiirleri ile

olan kontaminasyonlara rastlanilmaktadir (Freshney, 2006).
2.7.4. Hiicre Kiiltiiriinde Hiicre Uretilmesine Etki Eden Fizikokimyasal Faktorler

2.7.4.1. pH

Pek ¢ok hiicre tiirii i¢in hiicre kiiltiirtinde en uygun pH araligi pH 7,2-7,4 arasidir. Hiicre
kiiltiirii ortamindaki pH degisimleri ¢ok hizli sekilde hiicrelerin gelisimin durmasina ve
hiicrelerin 6lmesine yol agmaktadir (Butler & Christie, 1994). Bu sebeple ortam

pH’sinin iyi ayarlanmasi ve yeterince tamponlanmasi gerekmektedir.
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2.7.4.2. Sicakhik

Hiicre kiiltiirli ortamlar1 temelde {retilmek istenilen hiicrenin yer aldigi in-vivo
kosullarin simiile edildigi bir ortam olmasi sebebiyle sicakligin hiicrenin alindigi
canlimn i¢ sicakliginda olmast gerekmektedir. Bu sebeple, sicakkanli canlilarin
hiicreleri icin gerekli hiicre kiiltirii ortam sicakligi +37 °C’dir. Diisiik sicakliklarda CO,
coOziiniirligl arttig1 i¢in ortam pH sida diisiik sicakliktan etkilenmektedir (Kocakl et al.,
2015). Sicakligin bu sekildeki indirekt ve direkt etkileri gbz Oniinde bulundurularak

hiicre kiiltiirii ortamimdaki sicakligin optimize edilmesi gerekmektedir.

2.7.4.3. CO; ve O, Saturasyonu

Hiicre kiiltiirii besi yerinde CO, ile HCOs; pH’min belirli aralikta sabit kalmasina
yardimc1 olmaktadir. Hiicreler i¢in gerekli olan pH’in 7,4’de sabit bir sekilde
kalabilmesi icin CO, gereklidir (Sekil 2.7.). Hiicre kiiltiiri ortaminda bulunan CO,
Handersan-Hasselbach denkligi geregi ortam pH’sim1 da tamponlamaktadir (Yao &
Asayama, 2017). Bu sebeple hiicre kiiltiirii ortamlarinda ortalama %2-5 aras1 CO,

saturasyonu saglanmalidir (Nema & Khare, 2012).

Gas phase

CO,

Liquid phase

CO, + H,0 2 H,CO; 2 H* + HCO;

Sekil 2.7. Kiiltiir ortaminda Bikarbonat temelli pH kontrol mekanizmasinin Henderson—
Hasselbalch esitligine gore davranisi. Sodyum bikarbonat (NaHCO3) besi yeri i¢cindeki
suda ¢oziindiiglinde, pozitif sodyum iyonu (Na+) ve negatif bikarbonat iyonu (HCO;-)
olusur. Bikarbonat iyonu (HCO3—) ortamda bulunan serbest hidrojen protonlar1 H+ ile
reaksiyona girer ve karbonik asit (H2CO;) olusur. Karbonik asit (H2COs) ise yiiksiiz
haldeki CO» ve H,O ya doniisiir (Yao & Asayama, 2017).
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Hiicre kiiltiirii ortamimdaki hiicreler oksijensiz solunum yapmasindan dolayr in-vivo
kosullardaki gibi O, saturasyonuna bagiml degillerdir (Kocakli et al., 2015). Hiicre
tiplerine gore, ihtiya¢c duyulan oksijen miktar1 farkli hiicre tiplerine gore degismekle
birlikte ¢cogu hiicre i¢in, atmosfer basinci ya da diisiik oksijen basinci yeterlidir (Baicu
& Taylor, 2002). Ge¢ donem embriyo hiicreleri ise yogun O saturasyonuna ihtiyag

duymaktadirlar (Laken & Leonard, 2001).

2.7.5. Hiicre Kiiltiir Tipleri

2.7.5.1. Primer Hiicre Kiiltiiri

Dokulardan yeni elde edilmis kiiltiirler, pasajlanana veya subkiiltiirler olusturuluncaya
kadar primer kiiltiir olarak isimlendirilirler. Uretildikleri dokunun hiicre tiplerini ve
alindiklar1 dokuya 6zgii 6zellikleri temsil edereler. Primer hiicre kiiltiirleri dokudan yeni
alindig1 icin genellikle heterojen haldedirler ve biiylime fraksiyonlar1 yavastir (Oyeleye
et al., 2016).

Primer hiicre kiiltiirleri genellikle ii¢ asamada elde edilirler. Birinci adimda primer hiicre
kiiltiirii elde edilecek dokuyu ¢ikarmak i¢in dokunun alinacagi organ pargalarina ayrilir
ve doku organdan izole edilir. ikinci adimda ise hiicrelerin dokudan ayrilmasi igin
mekanik veya enzimatik yollarla dokuya muamele edilir. Dokulardan hiicrelerin
ayrilmasi ve hiicreler aras1 matriksi koparmak igin tripsin, kollajenaz gibi enzimler
kullanilmaktadirlar. Dokudan ayrilmis olan hiicreler son asamada biiylimeleri i¢in
inkiibasyona alinirlar (Nema & Khare, 2012). Inkiibe edilen hiicreler yeniden proteolitik
enzimlere tabi tutularak primer hiicre kiiltiirli elde edilmesi istenilen hiicreler toplanirlar.
Hiicre 6zelligine gore bu hiicreler igerisinde serumlu veya serumsuz besi ortami bulunan

kiiltiir kaplarinda homojen halde inkiibe edilirler (Tekeli, 2018).

2.7.5.2. Subkiiltiir Hiicre Kiiltiirii (Hiicre Hatti)

Primer hiicre kiiltiirii elde edilmesi calismalarinda kiiltiir kabinda {iiretilen primer
hiicreler, gelisip sayica arttik¢a kiiltiir kabinin tabanimi kaplarlar. Konfluens olarak
adlandirilan bu siirecle kiiltiir kabinin tamamin1 hiicreler biiyiiyiip cogalarak kaplarlar.
Tam konfluens gerceklestiginde hiicrelerin  biiyiimelerini ve gelismelerini

saglayabilmeleri icin hiicrelere yer agmak gerekmektedir. Bu asamada pasajlama olarak
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adlandirilan islemle primer hiicreden {iretilen subkiiltiir hiicreleri kiiltiir kabindan
toplanarak yeni kiiltiir kaplarina aktarilirlar (Chandrashekara, 2015). Hiicrelerin kiiltiir
kabindan kaldirilabilmesi i¢in tripsin veya cell-scraper olarak adlandirilan mekanik
kaziyic1 kullanilmaktadir. Elde edilen hiicreler yeni Kkiiltiir kaplarina alindigi gibi
hiicrelerin bir kismi dimetilsiilfoksit (DMSO, dimetil siilfoksit) gibi kriyoprotektif
kimyasallar esliginde dondurularak saklanabilirler. Subkiiltiir asamasindaki hiicreler

ayrica hiicre hatt1 olarak da tanimlanmaktadirlar (Tekeli, 2018).

2.7.5.3. Monolayer Hiicre Kiiltiirii

Monolayer hiicre kiiltiirii, kiiltiir kab1 tabaninda yer alan bir tek hiicre tabakasinin tiim
taban1 kapladigi hiicre kiiltiirii tiirlidiir. Enzimatik veya mekanik ayrigmaya gerek
duymazlar. Monolayer hiicre kiiltiirlerinde hiicre biiyiimesi hiicre konsantrasyonu ile

stirlidir (Oyeleye et al., 2016).

2.7.5.4. Siispanse Hiicre Kiiltiirleri

Siispanse hiicre kiiltiirleri, sivi haldeki besi yerleri icerisinde herhangi bir yiizeye
tutunma ihtiyac1 duymadan biiyiiyebilen hiicre kiiltiirleridir. Siispanse hiicre kiiltiirleri
pasajlanacaklar1 zaman enzimatik veya mekanik ayirmaya gerek duyulmaz (Oyeleye et

al., 2016).

2.7.5.5. Adherent Hiicre Kiiltiirleri

Kiiltiir kabinin tabanina adhezyon molekiilleri ile yapisan hiicrelerce kiiltiir kabinin
tabaninin kaplandig1 hiicre kiiltiirii tipidir. Bu hiicre kiiltiirlinde biiyiitiilen hiicreler
pasajlanmadan Once hiicrelerin enzimatik olarak tutunduklar1 ylizeyden ayrilmalar1
gerekmektedir. Bu hiicre kiiltiirlerinin belirli araliklarla pasaj yapilmasi1 gerekmektedir.
Adherent hiicre kiiltiirleri invert mikroskop altinda gézlemlenebilirler. Ankraj bagiml

hiicreler olarak da isimlendirilirler (Oyeleye et al., 2016).

2.7.6. Hiicre Kiiltiirlerinde Biiyiime Kinetigi

Nobel odulli Fransiz cerrah Alexis Carrel’in hiicre kiiltiiriinde iiretilen hiicrelerin

Oliimsiiz oldugu tezi uzun yillar kabul gérmiistiir (Shay & Wright, 2000). 1961 yilinda
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Leonard Hayflick bu tezin tam tersini agiklamis ve hiicrelerin kiiltiir ortaminda 6liimsiiz
olmadiklarimi ve siirl bir dmre sahip olduklarini belirtmistir ((Hayflick, 1965; Shay &
Wright, 2000).

Hiicre kiiltiiriinde iiretilen hiicreler sinirsiz replikasyon kabiliyeti bulunan hiicreler
olsalar dahi kiiltiir ortaminda her zaman ayni biiylime hizinda biiyliyemezler. Hiicre
kiiltiirtindeki hiicreler sirasiyla; gecikme fazi (lag fazi), logaritmik biiylime fazi (log
faz1, exponential faz), yavaslama fazi (deceleration faz), duragan faz (stationary faz
veya plato fazi) ve 6liim fazi (death faz) olarak farkli hizlarda biiyiime kinetigi

gosterirler (Sekil 2.8.) (Oyeleye et al., 2016; Tekeli, 2018).

Gecikme fazi birkac saat ya da 48 saat dahi siirebilirken genellikle 12-24 saat arasinda
tamamlanir. Bu fazda hiicreler evvelce maruz kaldiklar1 tripsinden kurtulur,
sitoskeletonu yeniden kurarlar. Bu fazdaki hiicreler adherent hiicre iseler tutunmak icin
matriks proteinlerini {lireterek ortama tutunur ve besi ortaminin tabanina yayilirlar
(Freshney, 2006). Gecikme fazindan logaritmik biiylime fazina gegen hiicreler yeni
ortamlarina uyum saglayarak dengeli ve hizli bir bicimde biiylimeye baslarlar
(Freshney, 2006; Oyeleye et al., 2016). Bu evrede hiicre sayisiin ikiye katlanmasi i¢in
gerekli siire doubling time olarak adlandirilir (Freshney, 2006). Doubling time hiicreden
hiicreye degiskenlik gostermektedir. Logaritmik fazdaki yogun hiicre biiylimesi ve
hiicre ¢ogalmas1 zamanla toksik metabolik artiklarin olugmasina ve kiiltiir ortaminda
hiicreler icin gerekli besin elementlerinin azalmasina sebep olur. Bu sebeple hiicreler
yavaglama fazi adi verilen faza gecerler ve bu fazda hiicrelerin iireme hizlar1 yavaslar.
Hiicreler artik biiyiiyemez ve boliinemez olduklarinda yani net biiylime hizi
stfirlandiginda hiicreler duragan faza ge¢mis olurlar (Oyeleye et al., 2016). Bu fazda
hiicreler, hiicre siklusundaki GO faz1 asamasindaki hiicreler gibi davranirlar. Bu fazda
hiicreler biiyliyiip boliinmezler ancak kendilerine ©6zgii pigmentleri, enzimleri ve
biiyiime ile ilgili olmayan sekonder metabolik faaliyetlerini siirdiiriirler. Bu fazda hiicre
boliinme gostermemekle birlikte olduk¢a aktif ve canhdir. Pasajlamanin veya
subkiiltiire almanin hiicrelerin bu faza ulagtiktan sonra yapilmasit gerekmektedir
(Freshney, 2006). Biiyiime fazindaki aktif metabolik faaliyetler ve biiyiimenin onceki
fazlarindan ortama eklenen toksik metabolitler sebebiyle zamanla hiicreler ortamdaki

besin yetersizliginden ve toksik metabolitlerden zarar gorerek dlmeye baglarlar (Stoker,
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1973). Bu faz ise 6liim fazi olarak isimlendirilir (Tekeli, 2018). Olim fazinda canli

hiicre sayis1 giderek azalirken 6lii hiicrelerin popiilasyondaki oram gittikge artar.
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Sekil 2.8. Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin biiylime kinetiginin zamana gore gosterimi
("Culture Practice," 2020).

2.8. Ehrlich-Letter Tiimorii

Deneysel kanser modellemesi caligmalar1 icerisinde Ehrlich hiicreleri ile yapilan
modeller en yaygin kullanilan tiimér modellerinden biridir. Ehrlich tiimorleri;
hiperdiploid, transplante edilebilme kapasitesi yiiksek, regresyon gostermeyen, hizli
proliferasyon gosteren, timor spesifik transplantasyon antijeni bulunmayan, malignite
orant %100 olan, diferasinye olmamis karsinoma hiicresidir (Ozaslan, Karagoz, Kilic, &

Guldur, 2011).

Ehrlich karsinoma, Ehrlich ve Apolant tarafindan 1905 yilinda disi farenin spontan
meme adenokarsinoma hiicrelerinden izole edilmistir. Farelere 6zgii olup giiniimiize
kadar farklilasmadan gelmis olan, yaygin kullanimi olan bir tiim6r modelidir (Ahmed,
Chatterjee, & Debnath, 1988). Loewenthal ve Jahn (1932), solid Ehrlich karsinoma
hiicrelerini farelerin periton bosluguna seri enjeksiyonlarla inokiile etmisler zamanla
asites stvisinin igerisinde sferik sekilli tiimor hiicreleri gelistirmislerdir (Ozaslan et al.,
2011). Periton boslugu icinde hiicreler ile birlikte asit s1vis1 da olugsmasi sebebiyle bu
yeni tiimore Ehrlich Asites Tiimorii adi verilmistir (Senger et al., 1983). Sivi formun

elde edilmesiyle, calismalarda yoZun bir sekilde kullanilmaya baslanmigtir. Ciinkii s1v1
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formdaki hiicreler siispansiyon halinde yer almaktadir ve hiicre sayimina olanak
saglayip istenilen sayida hiicre baska hayvana transplante edilebilmektedir (Ozaslan et

al., 2011).

Ehrlich tiimoér hiicreleri H2 histokompatibilite antijenlerinden yoksundurlar (Carry,
Prescott, & Ogilvie, 1979; Chen & Watkins, 1970). Bundan dolay1 da herhangi bir
farede hizl bir sekilde cogalabilirler (Patt & Straube, 1956).

Ehrlich tiimor hiicreleri iki sekilde olusur. Bunlar asit form ya da solid form olarak
isimlendirilir. Ehrlich tiimor hiicresi deney hayvanmina intraperitoneal yolla enjekte
edilirse enjekte edilen hayvanin asites sivisinda Ehrlich tiimorii asit formu, deri alti

olarak enjekte edilmesi halinde ise enjekte edilen hayvanda solid formu olusur.

2.8.1. Asit Formu (EAT)

EAT (Ehrlich Ascites Tumor) hiicreleri, farelerin peritoneal boslugunda siispansiyon
halinde ¢ogalirlar ve in-vitro ortamda yapay ylizeylere yapismazlar (Subiza et al., 1989).
Ehrlich hiicrelerinin periton ici enjeksiyonunu takiben 4-6 giin i¢cinde asites olustugu
anlagilabilir ve toplam 5-12 ml asites sivist olusabilir. Tiimor hiicrelerinin
proliferasyonuna gereken besin kaynag: asites sivisindan saglanir (Gupta, Mazumder,

Kumar, Sivakumar, & Vamsi, 2004 ).

EAT hiicreleri 2 fazda cogalirlar. Hiicreler farenin peritoneal bosluguna inokule
edildikten sonra hiicre sayisinin logaritmik olarak arttig1 faza cogalma faz1 denir. Bunu
izleyen, hiicre sayisinin hemen hemen sabit kaldig1 faza ise plato fazi denir ((Lazebnik,
Medvedeva, & Zenin, 1991; Siems, Grune, Schmidt, Tikhonov, & Pimenov, 1993;
Skog, He, & Tribukait, 1990).

Ehrlich asit tiimorii tasiyan farelerin plato fazinda asit sivisinin ¢ogunun alinmasi
sonucu tiimor miktarinda artis gozlenir. EAT hiireleri plato fazina gectiklerinde hiicre
sikluslar1 G2 fazinda bloke halde kalirlar. Bu fazdaki hiicreler asites sivisi ile alinip
yeniden periton i¢i bagka bir hayvan enjekte edilirlerse bu hiicreler hiicre siklusuna G1

fazindan baslayarak yeniden mitotik aktivite kazanirlar (Lazebnik et al., 1991).

EAT hiicresi iceren farelerin peritonal kavitesinde mikrovaskuler permeabilite onemli
Olciide artmistir (Senger et al., 1983). Sivi tiimorler intraperitonal olarak hayvana

enjekte edildiginde deney fareleri 22 giine kadar yasayabilirler (Aggeler, Kapp, Tseng,
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& Werb, 1982). Asitesin artmasi ile artan i¢ basing ve tiimoriin virulansinin yiiksek
olmasindan dolay1 artan tiimor hacmi sebebiyle hayvanlarda olimler gdzlenir ((Sakai et

al., 2010).

2.8.2. Solid Formu (SEC, Solid Ehrlich Carcinoma)

Ehrlich tiimor hiicreleri, tiimor spesifik transplantasyon antijeni igermemeleri sebebiyle
transplantasyonlar1 kolay ve sorunsuz tiimor hiicreleridirler (Ozaslan et al., 2011). Solid
tiimorlerin olusturulmasinda subkutan, intramuskuler, intradermal veya intravendz yolla

hiicre siispansiyonlarinin inokulasyonu sonucunda transplante edilirler (Baillif, 1954).

EAT’niin solid formunu elde etmek i¢in timor hiicre siispansiyonunu subkutan olarak
hayvana enjekte etmek gerekir. Yaklasik olarak 1x10° hiicre iceren Ehrlich timori
hiicre siispansiyonu deney faresine subkutan olarak enjekte edildikten 1 hafta sonra
enjeksiyon bolgesinde solid tiimér kitlesi elle palpe edilebilir hale gelir (Joseph et al.,
2014). Gelisen solid tiimoriin merkezinde kromatofilik hiicreler ve perivaskuler bag

dokusu olusur (Baillif, 1954).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. IN VITRO DENEYLER

3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Gerecler ve Yontem

3.1.1.1. Kullanilan Hiicre Hatlar1 ve Kullamlan Laboratuvar Ekipmanlari

Hiicre kiiltiirii calismalarinda; Hepa filtreli laminer kabin, vakum pompasi, 0,22 ve 0,45
mikron por capinda besi yeri siizme tertibatlari, otoklav, CO; saturasyonu ayarlanabilir
inkiibator, kiiltiir asamasindaki hiicrelerin gorsel takipleri icin invert mikroskop,
sogutuculu santrifiij, vortex, orbital calkalayici, pH metre ve genel laboratuvar

malzemeleri ve cam malzemelerden faydalanilmustir.

3.1.1.1.1. MRC-5 Hiicre Hatt1

MRC-5 hiicre hattt Tarim ve Orman Bakanligi’na bagli Sap Enstitiisit Mudiirliigii’ ne ait
HUKUK (Hiicre Kiiltiirii Katalogu) icerisinden segilerek, Hiicre Kiiltiirii
laboratuvarindan iicreti mukabilinde temin edilmistir. Temin edilen MRC-5 hiicresinin
HUKUK katalog numarast 96101701 olup, ¢alismalarrmizda MRC-5 An, hiicre hatti
kullanilmigtir. MRC-5 hiicresi, insan akciger fibroblast hiicresi olup, adherent karakterli
ve fibroblastik morfjolojide, saglikli hiicre hattidir (Sekil 3.1.) (American Tissue and
Cell Cathalogue, 2020).
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Sekil 3.1. Tam konfluens halinde MRC-5 hiicresi

3.1.1.1.2. NCI-H209 Hiicre Hatti

Nc1-H209 hiicre hatti, HLSCC (Human Lung Small Cell Carcinoma, Insan Kiigiik
Hiicreli Akciger Kanseri Hiicresi) hiicre hattidir. Tarim ve Orman Bakanligi’na baglh
Sap Enstitiisii Miidiirliigii'ne ait HUKUK (Hiicre Kiiltiiri Katalogu) icerisinden
secilerek, Hiicre Kiiltiirli laboratuvarindan iicreti karsiliginda temin edilmistir. Temin
edilen HLSCC hiicresinin HUKUK katalog numaras1 96041102 olup, calismalarimizda
NCI-H209/An; hiicre hatt1 kullanilmigtir. NCI-H209/An; hiicresi, insan akcigeri kii¢iik
hiicreli karsinom hiicresi olup, siispanse karakterli ve epitelyal morfolojide, karsinom

hiicre hattidir (Sekil 3.2.) (American Tissue and Cell Cathalogue, 2020).
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Sekil 3.2. NCI-H209 hiicresi gorseli

3.1.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Vasatlar

3.1.1.2.1. D-MEM

D-MEM besi yeri ticari stok preparatinin iiriin iizerinde yer alan hazirlanma talimatina
uygun olarak hazirlanmistir. Hazirlanan D-MEM besi yerine beher litresinde 100 pl
olacak sekilde penisilin, streptomisin karigimi eklenmistir. Kullanima alinmadan 6nce
besi yerinin pH degeri ol¢iilerek pH’s1 7,0 — 7,2 araliginda olacak sekilde ayarlanmistir.
Hazirlanan besi yeri swrasiyla 0,45 ve 0,22 mikron por capindaki filtre tertibatindan
vakum pompas1 yardimiyla cebri olarak filtrelenerek stok besi yeri olarak +4 °C da

muhafaza edilmistir.

3.1.1.2.2. RPMI-1640

RPMI-1640 besi yeri de ticari olarak temin edilen hazir toz formundan talimatina uygun
olarak hazirlanmistir. Bu besi yerinin hazirlanmasinda D-MEM besi yerinin hazirlanig

agsmasindaki islemler aym sekilde uygulanmistir.



46

3.1.1.3. Hiicre Kiiltiirii Siirecleri

Temin edilen hiicre kiiltiirleri ¢alisma emniyetinin saglanmas1 amaciyla oncelikle hiicre
saklayabilmek icin D-MEM ve RPMI-1640 besi yerlerinde c¢ogaltilmislardir. Tam
konfluensi takiben hiicreler pasajlanacagi zaman iiretilen hiicrelerin bir kismi hiicre
dondurma prosediiriine uygun olarak dondurulmuslardir. Kalan hiicreler ile hiicre
cogaltma siireclerine devam edilmistir. Hiicre kiiltiirii siirecleri kullanilan hiicreye gore
degismekle birlikte, hiicrelerin biiyiitiilmesi, pasajlanmas1 (subkiiltiir islemi), hiicrelerin
dondurulmasi1 ve saklanmasi asamalarindan gecirilmislerdir. Hiicre kiiltiiriine ait tiim
stirecler aseptik kosullarda ve hepa filtreli laminer kabin icerisinde kontrollii bir sekilde

gerceklestirilmistir.

3.1.1.3.1.Hiicre Kiiltiiriinde Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

MRC-5 hiicreleri 25 cm” lik hiicre flaski icerisinde D-MEM besi yeri ile iiretilmislerdir
(Sekil 3.3.). Flaskta kullanilan D-MEM, stok D-MEM besi yerine %10 FBS (Fetal
Bovine Serum) eklendikten sonra kiiltiir ortamina eklenmistir. Her bir flaska 15 ml %10
FBS iceren besi yeri konulmustur. Kullanilan flasklar hava alig-verisine imkan saglayan
tipte filtre kapakl oldugundan inkiibasyonda hava gecisi i¢in ilave tedbir alinmadan %5
CO, igeren atmosfer ortaminda ve +37 °C’de inkiibasyona birakilmuglardir. inkiibasyona
alman hiicreler ilk 24 saat siiresince hiicrelerin flask tabanmna adhezyonlarinin
saglanmasi i¢in inkiibator icerisinde hareketsiz sekilde bekletilmislerdir. Adhezyonun
kontrolii i¢in flaska hiicre ekimini takip eden ikinci giiniin basinda hiicreler invert
mikroskop altinda farkli biiylitmelerde kontrol edilmislerdir. ~Adhezyonunu
gerceklestiren hiicrelerin  konfluensleri giinliikk olarak invert mikroskop ile takip
edilmigtir. Hiicreler konfluens gosterene kadar hiicre iiretimine devam edilmistir. Bu
asamada hiicre kiiltiir ortammin pH’s1 renk reaksiyonu takibi ile kontrol edilmistir. Besi
yeri igerisinde bulunan fenol red pH indikatorii olarak kullanilmistir. Kullanilan
indikator alkali ortamda morumsu, asidik ortamda ise turuncu, sarimsi renk
vermektedir. Besi yerindeki renk degisimleri gozlendik¢e hiicre yogunluguna gore

degismekle birlikte yaklasik her 2-3 giinde bir ortamin besi yeri yenilenmistir.

NCI-H209/An; hiicreleri de MRC-5 hiicreleri ile ayn1 sekilde 25 cm? lik hiicre flask
icerisinde RPMI-1640 besi yeri icerisinde kiiltire alinmiglardir. NCI-H209/An;
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siispanse hiicre oldugu i¢in hiicrelerin adhezyonu beklenmeden iiretime devam
edilmistir. Bu hiicre hatt1 da belirli araliklarla invert mikroskop altinda gozlenmis ve
iizim salkimi tarzinda hiicre agregasyonlar1 gozlendiginde hiicrelerin konfluens
yaptiklarina karar verilmistir. Besi yeri ortaminin pH kontrold, besi yeri ortami ve
inkiibasyon kosullar1 MRC-5 hiicreleri icin uygulanan prosediire gore devam

ettirilmistir.

Sekil 3.3. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan hiicre kiiltiir flasklar1 ve pleytler

3.1.1.3.2.Hiicrelerin Pasajlanmasi

Konfluens gosteren hiicreler biiylime ve ¢ogalma performanslarina gore belirli siirelerde
pasajlanmiglardir. Subkiiltiir islemi MRC-5 ve NCI-H209/An; hiicre hatt1 icin iki farkl
sekilde gerceklestirilmistir.
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3.1.1.3.2.1.MRC-5 Hiicre Kiiltiiriiniin Pasajlanmasi

MRC-5 hiicreleri kiiltiir kabinda tiim ylizeyi kapladiklarinda (tam konfluens), hiicrelere
yer agcmak ve hiicrelerin iist liste binmelerini 6nlemek icin pasajlama islemine tabi
tutulmustur.

MRC-5 hiicre hatt1 adhezyonla flask tabanma tutundugu icin pasajlama Oncesinde
hiicrelerin flask tabanindan ayrilmas1 gerekmektedir (Sekil 3.4.). Bunun icin dncelikle
laminer kabin igerisinde ve aseptik kosullarda flask icerisindeki besi yeri flasktan
uzaklagtirilmistir. Hiicrelerin flask tabaniyla olan baglantistm kesmek icin flask
icerisine hiicre yogunluguna gore degismekle birlikte 1,5-2 ml Tripsin-EDTA
eklenmistir. Ortama katilan tripsinin adhezyon proteinlerini parcalayarak hiicrelerin
ylizeyden ayrilmasini saglamasi i¢in kiiltiir kab1 kabin icerisinde +37 OC de yaklasik 5
dakika bekletilmistir. Tripsinizasyon islemini kontrol i¢in hiicreler invert mikrposkop
altinda gorsel olarak kontrol edilerek adhezyonun kaldirildigr teyit edilmistir (Sekil
3.5.). Tripsinizasyon ile tamami kiiltiir tabanindan kaldirilamayan hiicreler cell scraper
ad1 verilen ekipman yardimi ile kiiltiir kabi tabanmindan nazik¢ce kazinmiglardir.
Tripsinizasyonla kaldirilan hiicrelerin yer aldigi flaska 5 ml taze besi yeri eklenilerek

hiicrelerin tripsinden etkilenmemesi saglanmistir.

Tripsinizasyondan sonra hiicreler 1500 rpm de +4 °C sicaklikta 5 dakika sogutuculu
santrifiijde santrifiije edilmistir. Stipernatant santrifiij islemi sonrasinda uzaklastirilarak
santrifiij tiipiine 2 ml taze vasat eklenmis ve hiicre yogunlugu Thoma lami yardim ile
sayltlmistir. Hiicre yogunluguna gore elde edilen hiicreler yeni flasklara her bir kiiltiir
ortamina 1x10° hiicre olacak sekilde aktarilmistir. Bu sekilde elde edilen yeni kiiltiir
ortami flasklarina da 15 ml %10 FBS igeren antibiyotik karigimli D-MEM besi yeri
ilave edilerek %5 CO, iceren atmosfer ortaminda ve +37 °C de inkiibasyonla hiicre

kiiltiirtine devam edilmistir.

Hiicrelerin logaritmik biiyiime gosterdikleri fazda pasajlama islemi, hiicre yogunlugu ve
biliyiime hizinin yiiksek olmasi1 sebebiyle; 25 cm®lik hiicre flaskindan 75 cm®lik hiicre
flaskina olacak sekilde gergeklestirilmistir. Diger hiicre kiiltiirii evrelerinde ise flask

biiyiikligli degistirilmeden pasajlama yapilmistir.
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Sekil 3.5. Tripsin uygulanarak yerinden kaldirilmis MRC-5 hiicreleri

3.1.1.3.2.2. NCI-H209 Hiicre Kiiltiiriiniin Pasajlanmasi

NCI-H209/An; hiicre hatt1 icinde MRC-5 hiicre hattinda kullanilan hiicre pasajlama
islemi prensiplerine uyulmustur. Farkli olarak bu hiicre hatt1 siispanse oldugu ig¢in

tripsinizasyon islemi yapilmadan pasajlama islemlerine devam edilmistir.
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3.1.1.3.3.Hiicrelerin Dondurulmasi ve Stoklanmasi

Hiicre Kkiiltiirlinde elde edilen her iki hiicre hatt1 da ¢aligma emniyeti ve hiicre stogu
olusturulmast maksadi1 ile her hiicre pasajinda dondurularak -80 °c kriyo sicaklikta
muhafaza altina alinmistir.

Hiicre dondurma protokoliinde krioprotektan olarak DMSO kullanilmistir. Hiicre
dondurma protokoliinde 5 birim dondurulacak hiicre, 4 birim FBS ve 1 birim
krioprotektan madde formiilii kullanilmigtir. Karigim oranmi dahilinde %10 DMSO’lu
dondurulacak hiicre icerigi krioviallerde -80 °C de dondurulmaya birakilmadan 6nce bir
gece -20 OC de bekletilerek donma sokunu mutedil gecirmeleri saglanmistir. Bu amagla
saatte 1 °C lik sicakhik diisiisii saglayan koruyucu kap kullanilmistir. -20 OC’ye sicaklig
diisiiriilen hiicreler hemen -80 °C’deki dondurucuya konularak hiicre dondurma iglemi

tamamlanmastir.

3.1.2. Mebendazol

Abcam firmas1 tarafindan satilan ticari mebendazol etken maddesi kullanilmigtir.
Kullanilan mebendazoliin firma ticari kodu ab141246 olup, >%99 saflikta temin

edilmistir.

3.1.3. Paklitaksel

Abcam firmas1 tarafindan satilan ticari paklitaksel etken maddesi kullanilmistir.
Kullanilan paklitakselin firma ticari kodu ab120143 olup, >%98 saflikta temin

edilmistir.

3.1.4. Vinkristin

Abcam firmasi tarafindan satilan ticari vinkristin siilfat etken maddesi kullanilmigtir.
Kullanilan vikristin siilfatin firma ticari kodu ab120226 olup, >%96 saflikta temin

edilmistir.

3.1.5. Deneylerde Kullanilan Hiicre Sayilarimin Optimizasyonu

In-vitro ilag denemeleri ve analizlerin yapilmasi 96 kuyucuklu kiiltiir plaginda

gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir plaginda kuyucuk hacmi 200 pl oldugundan
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kisith bu hacimde hiicre yogunlugu sebebiyle hiicre 6liimlerinin goriilmesi
muhtemeldir. Bu sebeple ilag denemelerine gecilmeden once 96 kuyucuklu pleytin her
bir kuyucugunda ila¢ denemeleri icin kullanilabilecek azami hiicre konsantrasyonu
srrastyla; 1x10°, 5x10°, 1x10%, 1,5x10°, 2x10*, 3x10* adet hiicre MTT deneyi ile hiicre
canliliklarini kontrol etmek icin test edilmislerdir. 2x10* adet hiicre yogunlugunda 12
paralel denemenin tamaminda hiicrelerin hiicre yogunlugu sebebiyle oldiikleri tespit
edilmistir. Bu analiz sonrasinda devem eden caligmalarda her bir kuyucuk icin 2x10*

adet hiicre yogunlugu kullanilmgtir.

3.1.6. Deneylerde Kullanilan Etken Madde Konsantrasyonlarinin Optimizasyonu

In-vitro kosullarda gerceklestirilecek deneyler icin 96 kuyucuklu hiicre pleytinde
kullanilacak hiicre sayis1 her bir kuyucuk icin 20.000 hiicre olarak optimize edildikten
sonra MTT deney kiti yardimi ile kullanilan her 3 etken maddenin farkli dozlar test
edilmislerdir. Bu amagla mebendazoliin, vinkristinin ve paklitakselin: 0,1 uM - 0,2 uM
- 0,5uM - 0,1uM - 1,5uM - 2uM — 5uM - 10uM - 20uM - 40uM - 80uM — 100 uM
seri konsantrasyonlar1 kuyucuklarda bulunan MRC-5 hiicrelerine uygulanmistir. 0,5
uM’dan daha diisiik ve 2 pM’dan daha yiiksek konsantrasyonlarin hiicreler iizerinde
sagkalim/6liim etkilerinin degigsmedigi bu caligma sonucunda anlagilmistir (Sekil 3.6.).
In-vitro denemelerde kullanilan kontrol gruplarina ise %0,1’lik DMSO uygulamasi

yapilmustir.
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Sekil 3.6. MRC-5 hiicresinde ilag yogunlugu / hiicre canlilig1 goériiniimii (*p<0,05
*#p>0,05)

Mebendazoliin glioblastoma hiicre hattinda sitotoksisitesinin degerlendirildigi bir
caligmada 0,3 uM (87) , kemoterapiye direncli meme kanseri hiicreleri iizerinde yapilan
bir caligmada 0,05 uM ile 2,5 uM dozlar1 arasinda (90), melonoma hiicrelerinde yapilan
farkli bir c¢alismada 0,5-1,9 uM doz araliginda (31), bir baska caligmada ise
mebendazoliin etkinligi 1-10 uM dozlar1 arasinda test edilmis ve 0,5-1 uM dozlarinin
efektif oldugu (33), D17 hiicre hatti iizerinde 0- 25 puM dozlar1 aralifinda (63),
fibroblast hiicreleri iizerinde 1 uM konsantrasyonda etkin oldugu (202), mitoz
boliinmenin kesintiye ugradigi ve tubulin depolimerizasyonunun 0,5 uM mebendazol
konsantrasyonda saglandigi (Sasaki et al., 2002), fibroblast hiicrleri {izerinde yapilan
baska bir calisjmada da mebendazol etkinliginin 1 pM konsantrasyonda oldugu

bildirilmistir (Tapas et al., 2002).

Yapilan bu test sonuglarina ve mebendazoliin literatiir kaynakli in-vitro hiicre
calismalarinda elde edilen konsantrasyon araligi bulgularina gore ila¢ denemelerine her
tic etken maddeninde aktif olarak etki gosterdikleri anlagilan 0,5 uM — 1 uM - 1,5 uM —

2 uM konsantrasyonlar1 ile devam edilmistir.
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3.1.7.MTT Hiicre Canlihg1 Deneyi

Hiicre canlilig1 ve hiicre sitotoksisitesinin degerlendirilmesi i¢in Biovision firmasina ait
MTT Cell Proliferation Assay Kit (Katalog no: K299-1000) kullanilmistir. Kolorimetrik
esasli olan bu kit yardimi1 ile daha Onceden belirlenen hiicre yogunlugunda 96
kuyucuklu hiicre pleytine alinan hiicrelerdeki hiicre canliligi ve hiicre olimii test
edilmistir.

MTT deneyi; canli hiicrelerin metabolik faaliyelerinin aktif olmasi sebebiyle MTT (3-
(4,5-dimethylhiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) kimyasalin1 formazana
indirgemeleri, 6li hiicrelerin ise metabolik faaliyetleri ve mitokondriyal rediiktaz
enzimlerinin faal olmamasi sebebiyle bu kimyasali indirgeyememeleri esasina
dayanmaktadir (Van Meerloo, Kaspers, & Cloos, 2011). MTT kimyasali sar1 renkli olup
canli hiicrelerde mitokondriyal rediiktaz enzimi ile morumsu renkli formazana
doniistiigiinde olusan mor rengin kullanilan deney kitine gore uygun dalga boyunda
absorbans1 dlgiilerek hiicrenin canliligi ya da hiicre 6limii oram ile korrelasyonla

iliskilendirilmektedir.

Calismamizda uygulanan MTT testi kullanilan deney kitinin talimatina uygun olarak

asagida maddeler halinde sunulan deney protokoliine gore yapilmistir.

- 96 kuyucuklu hiicre pleytine 200 pl besi yeri igerisinde bulunan 2x10* adet
hiicre sayilarak pleyte yerlestirilmistir. (MRC-5 hiicreleri icin %10 FBS’li D-MEM ve
NCI-H209 hiicreleri i¢in % 10FBS’li RPMI-1640 kullanilmigtir.)

- Pleyt 37 OC sicaklikta ve %35 CO, li ortamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
- Inkiibasyonu takiben kuyucuklarda bulunan besi yeri uzaklastirilmustir.
- Her bir kuyucuga taze 100 pl 2X besi yeri eklenmistir.

- Gruplara gore ila¢ denemesi yapilacak kuyucuklara ilaclar ve kombinasyonlar1
ic paralleli olacak sekilde onceden belirlenen 0,5 uM - 0,1 uM - 1,5 uM - 2 uM
dozlarinda 100 pl icerisinde verilerek kuyucuk hacmi yeniden 200 ul ye getirilmistir.

- Etken madde uygulanan hiicreler tekrar 37 OC sicaklikta ve %5 CO,’li ortamda

24 saat inkiibasyona alinmislardir.

- Etken madde ile muamele edilen inkiibasyon siiresini takiben hiicre pleytinden

besi yeri uzaklagtirilmigtir.



54

- Her bir kuyucuga 50 pl serumsuz besi yeri ve 50 ul MTT ayraci eklenmistir.

- MTT ayract eklenmis pleytteki hiicrelerin canlilik diizeylerine gére MTT
kimyasalini indirgeyebilmeleri i¢in pleyt son kez 37 OC sicaklikta ve %5 COxli ortamda

3 saat inkiibasyona birakilmistir.

- Son inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 150 ul MTT solventi eklenmis ve
pleyt nazikca hareket ettirilerek boya ve solventin birbirlerine karigmasi saglanmistir

(Sekil 3.7.).

- MTT solventinin eklenmesini takip eden 15. dakikada pleyt 590 nm dalga
boyunda gerceklesen 1simanm absorbans degerine gbre okuma yapilarak deney
sonlandirilmistir (Sekil 3.8.). (Absorbans okumasinda EPOCH elisa reader cihazi
kullanilmastir.)

- Kor okumadan elde edilen absorbans degeri tiim okumalardan cikarildiktan
sonra (numune abs/kontrol abs)x100 formiilii ile her bir gruba ait % hiicre canlilig1 orani
ve 100 - % hiicre canliligr formiilii kullanilarak da % hiicresel sitotoksisite orani

hesaplanmistir.



Sekil 3.7. MTT eklenmis hiicre pleytine ait gorsel
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Sekil 3.8. MTT eklenmis hiicre pleytine ait deney sonrasi gorseli

3.1.8.Kaspaz-3 Diizeylerinin Tespit Edilmesi

Kaspaz-3 diizeylerinin belirlenmesinde Biovision firmasinca {iiretilmis olan kaspaz
deney kitleri kullanildilar. Spektrofotometrik temelli olan bu kitlerle kaspaz diizeyleri
renk reaksiyonu esas alinarak tespit edilmistir. Kaspaz deneyleri, kullanilan deney
kitinin deney protokoliine uygun olarak yapilmis ve sonuclar EPOCH elisa reader cihazi
kullanilarak 400 nm dalga boyunda gerceklesen isimanin absorbans degerine gore
yapilan okuma ile tamamlanmistir. Kullanilan deney prosediirii islem basamaklari su

sekilde gerceklestirilmistir.
- 1x10°adet hiicre thoma lami yardimiyla sayilarak deneye alinmiglardir.

- Alman hiicrelere 50 ul soguk lizis buffer eklenip, buz iizerinde 10 dakika
bekletilmistir.

- 10.000 x g’de 1 dakika santrifiije edilmislerdir.

- Santrifiij sonrasinda sitozolik ekstrakt olan siipernatant yeni bir tiipe alimp buz

iizerinde bekletilmistir.
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- Yeni tiipe alnan sitozolik ekstrakta 10 mM DTT iceren 2X reaksiyon
bufferindan 50 pl eklenmistir.

- 5 ul 4 mM DEVD-pNA substrati eklenilerek 37 OC sicakhikta 2 saat inkiibe
edilmistir.
- Inkiibasyon sonrasinda 400 nm dalga boyunda eliza reader cihazinda absorbans

degerleri okunmustur.

- Okunan absorbans degerlerinden kor okuma absorbansi diisiildiikkten sonra

veriler kullanilmistir.

3.1.9.Kaspaz-8 Diizeylerinin Tespit Edilmesi

Kaspaz-8 diizeylerinin belirlenmesinde Biovision firmasinca iretilmis olan kaspaz
deney Kkitleri kullanilmiglardir. Spektrofotometrik temelli olan bu kitlerle kaspaz
diizeyleri renk reaksiyonu esas alinarak tespit edilmistir. Kaspaz deneyleri, kullanilan
deney kitinin deney protokoliine uygun olarak yapilmis ve sonuglar EPOCH elisa reader
cihazi kullanilarak 400 nm dalga boyunda gerceklesen 1s1manin absorbans degerine gore
yapilan okuma ile tamamlanmistir. Kullanilan deney prosediirii islem basamaklar1 su

sekilde gerceklestirilmistir.
- 1x10°adet hiicre thoma lami yardimiyla sayilarak deneye almmuislardir.

- Alman hiicrelere 50 upl soguk lizis buffer eklenip, buz iizerinde 10 dakika

bekletilmistir.
- 10.000 x g’de 1 dakika santrifiije edilmiglerdir.

- Santrifiij sonrasinda sitozolik ekstrakt olan siipernatant yeni bir tiipe alimp buz

izerinde bekletilmistir.

- Yeni tiipe alnan sitozolik ekstrakta 10 mM DTT iceren 2X reaksiyon
bufferindan 50 pl eklenmistir.

- 5 ul 4 mM IETD-pNA substrati eklenilerek 37 °C sicaklikta 2 saat inkiibe
edilmistir.

- Inkiibasyon sonrasinda 400 nm dalga boyunda eliza reader cihazinda absorbans

degerleri okunmustur.
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- Okunan absorbans degerlerinden kor okuma absorbansi diisiildiikten sonra elde

edilen veriler kullanilmistir.

3.1.10. Kaspaz-9 Diizeylerinin Tespit Edilmesi

Kaspaz-9 diizeylerinin belirlenmesinde Biovision firmasinca iretilmis olan kaspaz
deney kitleri kullanildi. Spektrofotometrik temelli olan bu kitle kaspaz diizeyleri renk
reaksiyonu esas almarak tespit edilmistir. Kaspaz deneyleri, kullanilan deney kitinin
deney protokoliine uygun olarak yapilmis ve sonuclar EPOCH elisa reader cihazi
kullanilarak 400 nm dalga boyunda gerceklesen 1stmanin absorbans degerine gore
yapilan okuma ile tamamlanmistir. Kullanilan deney prosediirii islem basamaklar1 su

sekilde gerceklestirilmistir.
- 1x10°adet hiicre thoma lami yardimiyla sayilarak deneye alinmislardir.

- Alman hiicrelere 50 upl soguk lizis buffer eklenip, buz iizerinde 10 dakika

bekletilmistir.
- 10.000 x g’de 1 dakika santrifiije edilmiglerdir.

- Santrifiij sonrasinda sitozolik ekstrakt olan siipernatant yeni bir tiipe alimp buz

izerinde bekletilmistir.

- Yeni tiipe alnan sitozolik ekstrakta 10 mM DTT iceren 2X reaksiyon
bufferindan 50 pl eklenmistir.

- 5 ul 4 mM LEHD-pNA substrati eklenilerek 37 OC sicaklikta 2 saat inkiibe
edilmistir.
- Inkiibasyon sonrasinda 400 nm dalga boyunda eliza reader cihazinda absorbans

degerleri okunmustur.

- Okunan absorbans degerlerinden kor okuma absorbansi diisiildiikten sonra elde

edilen veriler kullanilmistir.

3.1.11. Apoptotik DNA Laddern Deneyi

Apoptotik DNA deneyi i¢in Biovision firmasma ait K120-50 katalog numaral1 deney
kiti kullanilmigtir. Kullamlan deney kiti icerigine uygun olarak asagida maddeler

halinde gosterilen deney prosediirii uygulanmistir.
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Hiicreler kiiltiir ortaminda biiyiitiildiikten sonra ila¢ uygulamalar1 yapilmistir.

[lag uygulamalarim takiben hiicre pelleti 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine

alinmiglardir.

Tiip igerisindeki hiicreler PBS ile yikanmis ve 5 dakika boyunca 500 devirde
santrifiije ~ edilmislerdir. ~ Santrifiij = sonras1  siipernatant pipetaj ile

uzaklastirilmistir.

Hiicre lizat1 35 pl kit iceriginde bulunan TE lizis buffer ile pipet kullamilarak

karigtirilmustir.

Karigima 5 pl kit igeriginde bulunan Enzim A soliisyonu eklenip karisim vorteks

ile karigtirtlmis ve 37 °C de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Karigima 5 pl kit iceriginde bulunan Enzim B soliisyonu eklenip karigim vorteks

ile karistirilmis ve 50 °C de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

5 pl Amonyum asetat soliisyonu eklenerek iyice karistirtlmistir. Karigtma 50 pl

izopropranol eklenerek -20 °C de 10 dakika bekletilmistir.

Numunedeki DNA’y1 presipite etmek icin tiip icerigi diisiik devirde 10 dakika

santrifiije alinmigtir.

Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve DNA pelleti tizerine 0,5 ml
etanol eklenerek tiip yikanmistir. Sonrasinda etanol uzaklastirilmis ve tiip oda

sicakliginda 10 dakika boyunca kurumaya birakilmigtir.
Tiip iceriginde presipite edilmis DNA’y1 ¢ozmek i¢in 30 pul DNA siispansiyon
bafir eklenmistir.

0,5 pg/ml etidyum bromiir igeren %1,2 lik agaroz jeline 15-30 pul DNA

siispansiyonundan yiikleme yapilmistir.

Jel iizerinde yesil bant olusana kadar jeldeki DNA igerigi 5 V/cm elektroferez

giiciinde elektrik akimina tabi tutulmustur.

Elektroforezi takiben etidyum bromiir ile isaretli DNA parcalarim1 gdzlemlemek

icin jel UV 151k altinda izlenerek fotograflanmigtir.

Elde edilen fotograflarda 6rneklere ait DNA bantlarinin piksel olarak yogunlugu

image J programi yardimi ile sayisallagtirilarak ifade edilmistir (204).



Sekil 3.9. Elektroferez taraginin hazirlanmasi ve elektrofereze yerlestirilmesi

Sekil 3.10. Elektroferez tankina agaroz jel dokiilmesi
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Sekil 3.11. Donmus jelin elektroferez kiivetine alinmasi ve TE Buffer eklenmesi



Sekil 3.12. Jel icerisindeki tarak bogluklarina yiiriitme soliisyonu ile boyanmis
orneklerin verilmesi
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Sekil 3.13. Elektroferez diizeneginin gii¢ kaynagina baglanmasi

3.1.12. Wound Healing Deneyi

In-vitro kosullarda hiicre proliferasyonu ve hiicre migrasyonunu degerlendirmek icin
wound healing (yara iyilesmesi ve hiicre gocii) deneyi yapilmistir. Wound healing
deneyi prensipte tam konfluens (monolayer) hale getirilen hiicre tabakasinda ol¢iilebilen
alanda mikro bir yara olusturmak ve sonrasinda hiicrelerin bu alana olan migrasyonlari
ve proliferasyonlar1 neticesinde yara alaninin kapanmasi esasina dayanmaktadir (Keese,
Wegener, Walker, & Giaever, 2004; Rodriguez, Wu, & Guan, 2005). Wound healing
deneyi dogasi1 geregi adhezyon gostermeyen hiicrelerle yapilamadigindan bu deney
caligmamizda sadece MRC-5 hiicre hatt1 ile gerceklestirilmistir. Deney su sekilde
gerceklestirilmistir.
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MRC-5 hiicre hatti D-MEM igeren %10 FBS’li vasatta tam konfluens gosterene
kadar 37 °C sicaklikta ve %5 COy’li inkiibasyon ortaminda inkiibe edilmiglerdir.
Hiicreler tam konfluens goOsterip monolayer haline gelince tripsinizasyon
islemine tabi tutularak bulunduklari flask tabanindan ayrilmiglardir.

T25’lik flasktan alinan saglikli hiicreler tripsinden armndirildiktan sonra 6
kuyucuklu hiicre pleytlerine her bir kuyucukta 1x10° adet hiicre yogunlugu
olacak sekilde transfer edilmislerdir (Sekil 3.14).

6 kuyucuklu hiicre pleytlerine hiicreler ekildikten sonra 24 saat siiresince D-
MEM iceren % 10FBS li vasatta 37 OC sicakhikta ve %5 CO,’li inkiibasyon
ortaminda inkiibe edilmislerdir.

24 saatin sonunda kiiltiir ortamindaki vasattan kaynaklanan biiylime ve go¢
sinyallerini Onlemek i¢in serumsuz vasat kullanilarak hiicrelerin vasati
degistirlmis ve ortam in-quiescence (hiicre kiiltiiriinde hiicrenin serumsuz
vasatta tutularak biiyiime hizimin diisiiriilmesi, sakinlestirilmesi) hale
getirilmistir.

200 pl hacimli otomatik pipet ucu kullanilarak her bir kuyucugun tabanindan
diiz bir ¢izgi boyunca hafifce bastirarak monolayer yaralanmistir (Sekil 3.15).
Yaralanma sonucunda hasar goren ve ortamda tutunamadan kalan hiicrelerin
uzaklastirilmasi i¢in pleyt kuyucuklari serumsuz D-MEM ile yikanmistir.

Pleyt kuyucuklarina tekrardan serumsuz D-MEM eklenmis ve hiicre
monolayerindeki yaralanma diizeyini tespit i¢in hiicreler invert mikroskop
altinda 10X biiyiitme kullanilarak fotograflanmiglardir.

Serumsuz vasatta yer alan hiicrelerin {izerine deney gruplarina gore ilaglar farkli
konsantrasyonlarda uygulanmistir.

ilag uygulanmasini takiben hiicreler tekrardan 24 saat siiresince 37 °C sicaklikta
ve %5 CO;,’li inkiibasyon ortaminda inkiibe edilmislerdir.

Son inkiibasyonun ardindan hiicreler ikinci kez invert mikroskop altinda 10X
biiyiitme kullanilarak fotograflanmiglardir.

Image J programi yardimiyla her iki fotograftaki yarali saha plot edilmis ve

plotlanan sahalarin yiizey alanlar1 piksel biriminden hesaplanmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15. Mikropipet ucu kullanilarak monolayerde hiicre yaralanmasi olusturulmasi
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Sekil 3.16. Hiicresel yara iyilesmesi fotosu ( A. ilag uygulamasi dncesi olusturulan
hiicre yarasi, B. ilag uygulamasi sonrasi hiicre yarasi, Kirmizi alanlar; hiicre icermeyen
yarali saha, Sar1 ¢izgi; yara sinir1, Siyah-gri alanlar; hiicre monolayeri)

3.2.IN-ViVvO DENEYLER

In-vivo calismalar, Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri yerel Etik
Kurulu’nun 26.01.2017 tarih ve 09 nolu karar1 ¢ercevesinde gerceklestirilmistir. Hayvan
deneyleri, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde
yapilmistir. Calismada 48 adet Balb-C fare kullanilmistir. Fareler her grupta 8 hayvan
olacak sekilde 6 gruba ayrilarak caligma yiiriitiilmiistiir. Fareler 12 saat aydinlik ve 12
saat karanlik periyotta tutulmus olup, yem ve su adlibitum olarak verilmistir. Caligma
sonrasinda kullanilan fareler genel anestezi altinda (Ketamin/Ksilazin 200/10 mg/kg

i.p.) servikal dislokasyonla sakrifiye edilmislerdir.

Calisma gruplar1 asagidaki sekilde olusturulmustur;

Birinci grup : Kontrol grubu

Ikinci grup : Vinkristin siilfat grubu

Uclincii grup : Paklitaksel grubu

Dérdiincii grup : Mebendazol grubu

Besinci grup : Vinkristin siilfat + Mebendazol grubu

Altinc1 grup : Paklitaksel + Mebendazol grubu



67

3.2.1. Ehrlich Asites Tiimorii Olusturulmasi

Ehrlich Asites tiimorii Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi ABD labortuvarinda
olusturulmustur. Bu amagla, kriovial iceriginde bulunan Ehrlich tiimorii hiicreleri
cozdiiriilerek canliliklar1 Tripan Blue boyama ile kontrol edildikten sonra her bir fare
icin 2x10° adet hiicre fareye intraperitoneal enjekte edilmistir (Sekil 3.17). Enjeksiyon
yapilan hayvanlar uygun kosullarda laboratuvarimiza nakledildikten sonra farelerde
asites olusuncaya kadar gozlenmislerdir. Intraperitoneal enjeksiyonu takiben 10. giinde
farelerde asites olusumu gozlenmis (Sekil 3.18) ve bu hayvanlarin periton sivilari

aseptik kosullarda alinmistir (Sekil 3.19).

Asites olusumu gozlenen farelerin karin i¢ basinci artis1 ve solunum giicliigii sebebiyle
0lme ihtimallerine karsilik asitesli hayvanlardan cekilen asit sivisindan 0,2 ml saglikli
farelere yeniden ip olarak verilerek asitesli stok hayvan olusturma asamasi

stirdiiriilmiistiir.

Hiicreleri muhafaza etmek icgin, asites sivisi iceriginde yer alan Ehrlich timorii
hiicrelerini asites sivisindan ayrrmak i¢in hiicreler 5000 rpm’de 3 dakika santrifiije
edilmiglerdir. Santrifiij islemi sonrasinda olusan siipernatant atilmig ve ekarte edilen
stipernatant kadar %10 DMSO igeren D-MEM eklenmistir. Caligma emniyeti ve hiicre
devamim saglamak i¢in elde edilen hiicreler MRC-5 hiicrelerinde kullanilan hiicre
dondurma prosediiriine uygun olarak dondurulmus ve -80 °C krio sicaklikta muhafaza

edilmislerdir.
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Sekil 3.17. Deney faresine ip enjeksiyonla EAT hiicresi inokiilasyonu yapilmasi

Sekil 3.18. EAT inokiilasyonu sonrasi asites gelismis EAT’li deney faresi
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Sekil 3.19. Stok olusturulmus EAT’li deney faresinden asites sivisiyla birlikte timor
hiicrelerinin alinmasi

3.2.2.Solid Ehrlich Tiimorii Olusturulmasi

Denek hayvanin asites derecesine goOre asites sivisindaki Ehrlich tiimorii hiicresi
degiskenlik gosterdigi icin; deney farelerinden cekilen asites sivisinin fareden
cekilmesini takiben katli diliisyonlartyla thoma lami yardimi ile hiicre sayimi
yapilmistir. Solid kitle olusturmak icin her bir deney faresine 200 ul icerisinde 2x10°
adet Ehrlich tiimorii hiicresi farenin sol dorsolateral bel bolgesine deri alti enjekte
edilmistir (Sekil 3.20).

Deri alt1 enjeksiyonu takip eden giinlerde solid kitle olusumu bakimindan deney fareleri
gozlemlenmis ve 8-10. giinler arasinda solid Ehrlich Carcinoma olusumu kaydedilmistir
(Sekil 3.21). SEC olusumu bu giinlerde tespit edilir edilmez olusan SEC en uzun ve en

kisa ¢aplar1 wernier kaliperi yardimiyla dl¢iilerek kayit altina alinmaigtir.



Sekil 3.20. Deri altt EAT hiicresi enjekte edilen deney faresinde gelisen SEC kitlesi

Sekil 3.21. EAT enjekte edilen SEC’li hayvanda palpe edilebilir kitlenin goriiniimii
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3.2.3. SEC’li Deney Hayvanlarinda ila¢ Denemeleri ve Olciimlerin Yapilmasi

Solid Ehrlich karsinoma kitlesi olusturulmus deney hayvanlarinda ila¢ uygulamalarina
iligkin, kullanilan deney hayvani sayilari, olusturulan gruplar, uygulanan ila¢ dozlar1 ve

uygulama sekilleri Tablo 3.1.’de verilmistir.

Fare meme karsinomu kullanilarak yapilan bir calismada vinkristinin fare dozunun 0,5
ile 1,0 mg/kg dozlar1 arasinda terapotik etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Vaage,
Donovan, Mayhew, Uster, & Woodle, 1993). Yine deney fareleri {izerinde vinkristin
uygulanarak yapilan ayri1 bir calismada toksisitenin minimal oldugu ve antikanser
etkilerin devam ettirildigi doz olarak 0,5 mg/kg vinkristin dozu belirtilmistir
(Parthasarathi, Udupa, Umadevi, & Pillai, 1994). Vinkristinin farelerde trombositler
izerinde olusturdugu etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada 0,2 mg/kg’dan 3.2
mg/kg farkli konsantrasyonlarda vinkristin uygulamas1 yapilmis ve terapotik dozun 0,4
mg/kg olmas1 gerektigi ve artan dozlarla bu doz arasinda olusturulan etki bakimindan
farklihk  bulunmadigimin  anlagildigi  bildirilmistir  (Rak, 1972).  Vinkristin
farmakokinetigi ile ilgili bir aragtirmada da vinkrsitin uygulanma dozu olarak tek bir
doz olarak 0,5 mg/kg doz uygulamasina yer verilmistir (Behan, Avramis, Yun, Louie, &

Mittelman, 2010).

Vinkristinin fareler tizerindeki toksik dozlar1 hakkinda kesin bir deger bulunmamakla
birlikte yapilan caligmalarda farelerde vinkristinin LD50 dozu 2,5-2,8 mg/kg ve LD100
dozunun da 3,2-4.0 mg/kg oldugu yapilan farkli arastirmalarla ortaya konulmustur
(Allen, Newman, Woodle, Mayhew, & Uster, 1995; Kanter et al., 1994; Parthasarathi et
al., 1994; Rak, 1972). Tiim bu bulgular 1s181nda vinkristin uygulama dozu ¢alismamizda
0,5 mg/kg olarak kullanilmistir.

Paklitaksel —gibi  toksisitesi  yliksek antineoplasitk ajanlarin  kemoterapide
kullanlmasinda uygulanacak olan doz temelde ilacin toksisitesi ile yakindan ilgilidir.
Bu sebeple bu tiir antineoplasitk ajanlar ile yapilan klasik kanser kemoterapilerinde
hastaya verilecek ilacin hasta tarafindan maksimum tolere edilebilir dozu
uygulanmaktadir (Sevko et al.,, 2012). Paklitakselin farelerde antikanser etkilerinin
arastirildig1 ve prostat kanseri modelinin kullanildig1 bir calismada paklitakselin farkli
dozlar1 uygulanmis ve paklitakselin minimal etkinlik gosterdigi dozun 4 mg/kg oldugu,
tedavi edici normal dozunun ise 20 mg/kg oldugu belirtilmistir (He et al., 2011). Kim ve

ark. (2001), tarafindan da paklitakselin farelerde maksimum tolere edilebilir dozunun 20
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mg/kg oldugu bildirilmistir (Kim et al., 2001). Anjyiogenezin baskilanmasinda
paklitakselin etkinliginin degerlendirildigi baska bir arastirmada da paklitaksel 5 giin
boyunca farkli konsantrasyonlarda uygulanmis ve farelerde giinlik uygulamada
maksimum tolere edilebilir dozun 6mg/kg oldugu ifade edilmistir (Klauber, Parangi,
Flynn, Hamel, & D'Amato, 1997). Paklitakselin haftalik uygulamada verilebilecek
dozu, Galmarini ve ark. (2007), tarafindan 30mg/kg olarak raporlanmistir (Galmarini et
al., 2007). Bu calismada olusturulan SEC’li deney farelerine haftalik olarak 20 mg/kg
paklitaksel intra peritoneal olarak verilmistir. Kanser modeli olusturulan deney
farelerinin kullanildig1 bir baska calismada ise haftalik ip enjeksiyonlar halinde deney
farelerine 3 hafta boyunca 1 mg/kg konsantrasyonda ip uygulama yapilmistir (Sevko et

al., 2013).

Calismamizda SEC olusturulan deney farelerinde mebendazol oro-gastrik sonda
kullanmlarak gavaj olarak verilmistir. Mebendazoliin oral yola verildiginde suda
coziiniirligi zayif olmasi sebebiyle, emilimi ve biyoyararlanimi diisiik oldugundan
bitkisel yaglarla ¢ozdiiriilmesi durumunda biyoyararlanim1 artmaktadir. Mebendazoliin
oral biyoyararlanimimi artrmak i¢in yapilan ¢aligmalarda mebendazol siklikla PBS
(Phosfat Buffer Solution) ve susam yaginda c¢oziindiiriilmektedir (Bai et al., 2011; K.
Sawanyawisuth, T. Williamson, S. Wongkham, & G. J. Riggins, 2014). Farelerde
mebendazoliin oral dozu 5 mg/kg ile 50 mg/kg arasinda uygulanabilmektedir (Bai et al.,
2015; Heath, Christie, & Chevis, 1975; Terada, Kino, Akyol, & Sano, 1993).
Mebendazoliin 5 mg/kg konsantrasyonda uygulanmasi durumunda da terapotik etkilerin
elde edildigi ancak ilaca direncin bu konsantrasyonda hizlica gelistigi ancak 50 mg/kg
konsantrasyondaki mebendazol dozuna karsi diren¢ gelisse dahi tedavi etkinliginin
saglandigindan dolay1 (McCracken, 1978) caligmalarimizda mebendazol dozu oral

gavaj seklinde ve giinliik 50 mg/kg konsantrasyonda uygulanmistir.
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Tablo 3.1. In-vivo ¢alisma gruplari ve ila¢ uygulamalar1

Kullanmilan

denek )
Grup L In-vivo ila¢ uygulamasi
cinsi ve

sayisi

Kontrol grubu, giinlik peros yoldan 50 mg/kg

1 8 adet fare . ..
konsantrasyonda serum fizyolojik uygulamasi

Intraperitoneal 0,5 mg/kg  konsantrasyonda
2 8 adet fare | Vinkristin Siilfat 3 Hafta siiresince haftada tek ip

enjeksiyon

Intraperitoneal 20 mg/kg  konsantrasyonda
3 8 adet fare | Paklitaksel 3 Hafta siiresince haftada tek ip

enjeksiyon

Peros yoldan 50 mg/kg konsantrasyondan

4 8 adet fare -
Mebendazol 3 hafta boyunca giinliik uygulama

Intraperitoneal 0,5 mg/kg  konsantrasyonda
Vinkristin Siilfat. 3 Hafta siiresince haftada tek ip
5 8 adet fare | enjeksiyon +  Peros  yoldan 50 mg/kg
konsantrasyonda Mebendazol 3 hafta boyunca

giinliik uygulama

Intra peritoneal 20 mg/kg konsantrasyonda
Paklitaksel. 3 Hafta siiresince haftada tek ip
6 8 adet fare | enjeksiyon +  Peros  yoldan 50 mg/kg
konsantrasyonda Mebendazol 3 hfata boyunca

giinliik uygulama

[lag uygulamalar1 esnasinda SEC kitlesinin hacmi wernier kaliperi yardim ile
Olciimlenmistir (Sekil 3.22). Bu olgiimler elle palpe edilebilen SEC Kkitlesinin

oOlciilebilen en uzun ¢ap1 ve en kisa capinin milimetre (mm) biriminden tayin edilmesi
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esasina gore yapilmistir. Bu esasa gore; Olciilebilen en kisa cap “a”, olciilebilen en uzun
cap “b” olarak ifade edilmek suretiyle; disaridan yapilan bu dlgiimlerle SEC kanserli
doku izafi hacmi mm’= (a’xb)/2 esitligine dayandirilarak sayisallastirilmistir (Doudican

et al., 2013; Martarelli et al., 2008).

\

Sekil 3.22. SEC’li deney faresinin kanserli dokusunun wernier kaliper ile distan 6l¢iimii

SEC Kkitlesi olusturulan ve ila¢ denemeleri tamamlanan deney fareleri caligma sonunda
anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmislerdir. Sakrifiye edilen
hayvanlarin Oncelikle bel bolgesini kaplayan derileri ve deri altt dokular
uzaklastirilarak Solid Ehrlich Carcinoma kitleleri cerrahi operasyonla ¢ikarilmiglardir
(Sekil 3.23). Saglikli doku lehine olacak sekilde cikarilan SEC kitleleri kanserli doku
hacmini hesaplayarak sayisal veri haline doniistiiriilmek i¢in kaliper ile en kisa ve en

uzun capindan Slciilmiistiir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.23. SEC’li deney faresinden cerrahi operasyonla kanserli do

kunun ¢ikarilmasi
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Sekil 3.24. Deney faresinden ¢ikarilan SEC dokusunun 6l¢iimii yapilabilen en uzun ¢api
(A) ve en kisa ¢apinin (B) wernier kaliperi yardimiyla 6lgiilmesi

3.2.4. Kanserli Dokularda Doku Hemoglobin Diizeyinin Tayin Edilmesi

Kanserli deney farelerinden ¢ikarilan solid kitlelerdeki hemoglobin diizeylerini tespit
etmek icin doku hemoglobin deneyi yapilmistir. ELISA metodu ile gerceklestirilen bu
deney icin EIAaB firmasinca ticari satiga sunulan ve katalog numaras1 M1402e olan fare
doku hemoglobin eliza deney kiti kullanilmistir. Deney prosediirii olarak kullanilan

islem basamaklari maddeler halinde sirasiyla asagida verilmistir.

Denek farelerden operasyonla ¢ikarilan SEC kanserli dokular alinir alinmaz PBS

ile yikanarak yiizeylerindeki kandan temizlenmislerdir.

- Yiizeysel kandan temizlenen dokular hassas terazi ile tartilmig ve her bir kanserli

dokudan 1 gr agirliginda doku kitlesi bisturi vasitasiyla ¢ikarilmagtir.

- Kanserli dokudan cikarillan birer gramlik kanserli kitleler yeniden PBS ile
yikama isleminden gecirilerek dokunun tiim yiizeyi bir kez daha kandan

temizlenmistir.

- Temizlenen dokular vida kapakli viallere konulmus ve iizerlerine 1 ml PBS

eklenmistir.
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PBS icerisinde yer alan doku parcalar1 doku homojenizatorii (Heidolph Comfort

M Tissue Homogenisator) ile parcalanarak doku homojenati elde edilmistir.
Elde edilen doku homojenati 24 saat boyunca -20 OC sicaklikta tutulmustur.

20 °C sicaklikta dondurulan doku homojenat1 oda 1sisinda ¢ozdiiriilmiis ve
yeniden -20 °C sicaklikta dondurulmustur. Bu sekilde gerceklestirilen 2
dondurma ve c¢oziinme islemi ile hiicresel membranlarin pargalanmasi

saglanmistir.

2 kez dondurulup c¢o6ziilen doku homojenatt 5000 g’de 5 dakika santrifiije

almarak elde edilen siipernatant deneyde kullanilmisgtir.

Deney prosediirii kapsaminda Oncelikle deneyde kullanilan c¢ozelti ve
soliisyonlar hazirlanmistir. Bu cercevede yikama tamponu, ¢alisma soliisyonu A,
calisma soliisyonu B ve standart olarak hemoglobin seri diliisyonlar1

hazirlanmistir.

Deney Kkiti iceriginde yer alan ve tabaninda hemoglobin antikoru bulunan 96
kuyucuklu elisa pleytinin her bir kuyucuguna 100 pul hemoglobin seri
diliisyonlarindan, doku homojenatlarindan (3 paralel halinde) ve kor okuma i¢in

PBS eklenmistir.

Hazirlanan elisa pleyti pleyt sealer ile kaplanmis ve 37 °C sicaklikta 2 saat

inkiibasyona alinmistir.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt yikama islemi yapilmadan bosaltilmis ve her bir
kuyucuga 6nceden hazirlanan caligma soliisyonu A (working detection reagent
A) 100 ul eklenmis ve yeniden pleyt sealer ile kaplanarak 37 °C sicaklikta 1 saat

inkiibasyona alinmistir.

Her bir kuyucuk igerigi bosaltilmis ve 3 kez PBS ile yikanmistir. Yikama
islemini takiben pleytin kurumasi i¢in pleyt ters cevrilerek kurutma kagidi

izerinde 1-2 dakika bekletilmistir.

Kurutma sonrasinda pleyt yikama islemi yapilmadan bosaltilmis ve her bir
kuyucuga 6nceden hazirlanan ¢aligma soliisyonu B (working detection reagent
B) 100 ul eklenmis ve yeniden plet sealer ile kaplanarak 37 OC sicaklikta 1 saat

inkiibasyona alinmistir.
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Yeniden her bir kuyucuk igerigi bosaltilmis ve 3 kez PBS ile yikanmistir.
Yikama islemini takiben pleytin kurumasi i¢in pleyt ters cevrilerek kurutma

kagidi tizerinde 1-2 dakika bekletilmistir.

Her bir kuyucuga 90 pl substrat soliisyonu eklenerek pleyt sealer ile pleytin
ylizeyi kaplanmistir. Bu asamada pleytin 151k ile temasim engellemek i¢in pleyt
aliminyum folyo ile kaplanmistir. Bu sekilde pleyt 20 dakika siiresince 37 °C de
inkiibatorde bekletilmistir.

Son inkiibasyonu takiben kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklenmis ve

pleyt nazikce calkalanmigtir.

Pleyt elisa reader cihazinda (EPOCH elisa reader, yazihm GENS5.0) 450 nm
dalga boyundaki absorbansi 6l¢iilerek okunmustur (Sekil 3.25).

Elde edilen absorbanslar seri diliisyonlar1 yapilan hemoglobin diizeylerinin
absorbanslar1 ile elde edilen standart konsantrasyon egrisine gore ng/ml

cinsinden hemoglobin konsantrasyonu olarak sonug¢landirilmistir.
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Sekil 3.25. Doku hemoglobin diizeyinin belirlenmesi (A: ¢alisma soliisyolar1 ve substrat
eklenmis plyet, B: durdurma soliisyonunun eklenmesi, C: deney sonunda pleytin
goriiniimii, D: pleytin elisa reader cihazi ile okutulmasi)

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Yapilan deneylerden elde edilen verilerin istatistiksel olarak irdelenmesi i¢cin IBM SPSS
(Version 25) paket bilgisayar programi kullanilmistir. MTT, apoptotik DNA analizleri
ve kaspaz diizeylerinin analiz sonuglar1 tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA) ile
test edilmistir. Gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesinde ise Games-Howell testi
kullanilmigtir. Antemortem ve postmortem kanserli doku kitlesi hacmi analizlerinden
elde edilen veriler tek yOnlii varyans analizi ile degerlendirilirken gruplar arasindaki
fark: belirlemek icin Tukey testi kullanilmistir. Yara iyilesmesi ve doku hemoglobin
deneylerinden elde edilen veriler tek orneklem t testi ile belirtilmislerdir. Istatistiksel
olarak anlamlilik derecesi Games Howell testi disindaki tiim analizlerde p<0,05 olarak

kabul edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. IN VITRO Bulgular

4.1.1. Hiicre Canhlig1 Bulgulan

4.1.1.1. MRC-5 Hiicresinde Hiicre Canlilig1 Diizeyleri

Saglikli akciger fibroblast hiicresi lizerinde denenen etken maddelerin sitotoksiteleri ve
hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri her ii¢c etken maddenin tek baslarina ve mebendazoliin
vinkristin ve paklitaksel ile kombinasyonlar1 uygulanarak test edildi (Sekil 4.1.). MRC-
5 hiicresi tizerinde kontrol grubuna kiyasla en diisilk oram sitotoksisite 0,5 uM
mebendazol konsantrasyonunda elde edilmistir (p<0,05). En yiiksek sitotoksisite orani
ise kontrol grubuna oranla %30,55 lik artisla 2,0 uM konsantrasyonda vinkristin
uygulanan grupta kaydedildi (p<0,05). Mebendazoliin paklitaksel ve vinkristin ile
kombine uygulandigi gruplar icerisinde 1 uM mebendazol + 1,5 pM vinkristin
kombinasyonu ile 1 uM mebendazol + 1,5 uM pakltiaksel kombinasyonlarinda grup

icerisinde istatistiksel olarak anlaml1 ve en fazla diisiis elde edilmistir (p<0,001).
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MRC-5 Hiicresi lizerinde hiicre canhihi§: ve sitotoksisite oranlar % kontrol
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Sekil 4.1. MRC-5 hiicresinde hiicre canlilig grafigi (*p<0,05 **p<0,001).

4.1.1.2. NCI-H209 Hiicresinde Hiicre Canlihgi Diizeyleri

NCI-H209 hiicresi iizerinde denenen etken maddelerin sitotoksiteleri ve hiicre canlilig1
izerindeki etkileri her iic etken maddenin tek baslarina ve mebendazoliin vinkristin ve
paklitaksel ile kombinasyonlar1 uygulanarak test edildi (Sekil 4.2.). NCI-H209 hiicresi
izerinde ilaglarin tek baslarina kullanilmalar1 durumunda, kontrol grubuna kiyasla en
diisiik sitotoksisite oran1 0,5 uM vinkristin konsantrasyonunda elde edilmistir (p<0,05).
En yiiksek sitotoksisite oram ise kontrol grubuna oranla 2,0 uM konsantrasyonda
mebendazol uygulanan grupta kaydedildi (p<0,05). Mebendazoliin vinkristin ve
paklitaksel ile kombine edildigi gruplarda da sitotoksiste orani istatistiksel olarak
anlamh sekilde artig gostermistir. Mebendazoliin paklitaksel ve vinkristin ile kombine
uygulandig1 gruplar igcerisinde 2 uM mebendazol + 0,5 uM vinkristin kombinasyonunda
en yiiksek sitotoksik deger olgiildii. ilac kombinasyonlar1 arasinda ise grup icerisinde
istatistiksel olarak en anlamli artig 2 uM mebendazol + 0,5 uM vinkristin (%13,26 artis)
ve 2 uM mebendazol + 0,5 uM paklitaksel (%11,16 artis) kombinasyonlarinda
Olciilmiistiir (p<0,001).
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Nci-H209 Hiicresi lizerinde hiicre canlihgi ve sitotoksisite oranlari % kontrol
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Sekil 4.2. NCI-H209 hiicresinde hiicre canlilig1 grafigi (*p<0,05 **p<0,001).

4.1.2. Apoptotik DNA Laddern Bulgular:

4.1.2.1. MRC-5 Hiicresinde Apoptotik DNA Laddern Bulgular:

MRC-5 hiicresi iizerinde apoptotik DNA diizeyi artis1 kontrol grubuna oranla
karsilastirilmistir  (Sekil 4.3.). Ilaclarin tek baslarina ve kombinasyonlar halinde
uygulandig: tiim gruplarda kontrol grubuna oranla artis gézlenmistir (p<0,05). Tlaglarin
kombine edildigi gruplarin arasinda 1,0 uM mebendazol + 1,5 uM vinkristin ve 2,0 uM
mebendazol + 0,5 uM vinkristin gruplarindaki degisim, vinkristinin tek bagsina
uygulandig dozlarina gore istatistiksel olarak anlamsiz olup (p>0,05), diger gruplarda
grup icerisindeki degisimler istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Gruplar
arasinda sadece 1,5 pM mebendazol + 1,0 uM paklitaksel grubunda elde edilen
apoptotik DNA diizeyi paklitakselin ayn1 dozda uygulandigi gruptan elde edilen degeri

asmustir. laclarin kombine olarak uygulandig1 diger gruplarda ise bu degerlerde artis

kaydedilmemistir.
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Mrc-5 hiicresinde Apoptotik DNA diizeyinin kontrole kiyasla % artis orani
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Sekil 4.3. MRC-5 hiicresinde apoptotik DNA diizeyinin kontrol grubuna kiyasla % artis
oranm (*p<0,05 **p<0,001 ***p>0,05).

Sekil 4.4. MRC-5 hiicresinde apoptotik DNA elektroforez goriintiisii
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4.1.2.2. NCI-H209 Hiicresinde Apoptotik DNA Laddern Bulgular:

NCI-H209 hiicresi lizerinde apoptotik DNA diizeyi artis1 kontrol grubuna oranla
karsilastirilmistir  (Sekil 4.5.). Ilaclarin tek baslarina ve kombinasyonlar halinde
uygulandig1 tiim gruplarda kontrol grubuna oranla artis gozlenmistir ve bu artiglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubuna oranla %15,25 lik
artisla en yiiksek artig oram1 2 uM paklitaksel grubunda elde edilmistir (p<0,05).
Mebendazoliin paklitaskel ile olan kombinasyonlarindan elde edilen sonuglardaki
diizeylerin paklitakselin ayn1 dozlarmin tek basina uygulandigi gruplara gore diisiis
gosterdigi ve bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu anlagilmistir (p<0,001).
Mebendazoliin vinkristin ile kombine edildigi gruplarda apoptotik DNA diizeyinde
vinkristinin ayn1 konsantrasyonda tek basina uygulandigi gruplara oranla gruplar
arasinda 0,5 uM mebendazol + 2 pM vinkristin, 2,0 uM mebendazol + 0,5 uM
vinkristin gruplarinda artis elde edilmistir (p<0,001). 1,0 uM mebendazol + 1,5 uM
vinkristin grubunda ise grup icerisindeki degisimler istatistiksel olarak anlamsizdir

(p>0,05).
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Nci-H209 hiicresinde Apoptotik DNA diizeyinin kontrole kiyasla % artis
orani
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Sekil 4.6. NCI-H209 hiicresinde apoptotik DNA elektroforez goriiniitiisii
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4.1.3.Kaspaz (3-8-9) Diizeyi Bulgulan

4.1.3.1. MRC-5 Hiicresinde Kaspaz-3 Diizeyi Bulgular

MRC-5 hiicresi lizerinde kaspaz-3 diizeyi degisimleri kontrol grubuna oranla
karsilastirilmigtir (Sekil 4.7.). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim gruplarda kaspaz-3
diizeyi artisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p<0,05). Istatistiksel
olarak kontrol grubuna kiyasla %117,22°lik artisla en yiiksek artis oram 2 uM
paklitaksel grubunda elde edilmistir (p<0,05). Ila¢ kombinasyonlar: ile elde edilen
kaspaz-3 diizeyleri incelendiginde ise mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile
kombine edildigi tiim gruplarda ifade edilen kaspaz-3 diizeyinin paklitaksel ve
vinkristinin tek baglarma uygulandiklar1 gruplardaki kaspaz-3 diizeylerine kiyasla
azaldig1 kaydedilmistir (p<0,001). Vinkristin ve paklitakselin 2 uM konsantrasyonlarina
0,5 uM mebendazoliin eklendigi kombinasyon gruplarinda vinkristin ve paklitakselin
tek baglarina uygulandiklar1 gruplarda 6lgiilen kaspaz-3 diizeylerine kiyasla, vinkristin +
mebendazol grubunda %42,2 ve paklitaksel + mebendazol grubunda %34,4 oraninda
diisiis gostermesi dikkat cekicidir (p<0,001).
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Mrc-5 hiicresinde kontrole kiyasla Caspase-3 diizeyind*eki % artig orani
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Sekil 4.7. MRC-5 Hiicresinde kontrole kiyasla Kaspaz-3 diizeyinin % artis orani
(*p<0,05 **p<0,001).

4.1.3.2. NCI-H209 Hiicresinde Kaspaz-3 Diizeyi Bulgular:

Kontrol grubu ile mukayese edildiginde NCI-H209 hiicrelerinde uygulanan tiim ilag
gruplarinda kaspaz-3 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikselmistir (Sekil
4.8.). Gruplar arasinda kontrole oranla en yiiksek artis 2 uM paklitaksel gurubunda elde
edilmigtir (p<0,05). MRC-5 hiicresinde elde edilen kaspaz-3 diizeylerinin tam tersine
vinkristin ve paklitakselin mebendazol ile kombine edildigi uygulama gruplarinda
kaspaz-3 diizeyleri tek basina vinkristin ve paklitaksel uygulanan gruplara nazaran
yiikselmistir. 1,5 pM mebendazol + 1 puM vinkristin kombinasyonunda ve 1 pM
mebendazol + 1,5 uM paklitaksel kombinaysonundaki artis vinkristinin ve paklitakselin
tek basina uygulandig1 gruplardan elde edilen en yiiksek kaspaz-3 diizeyinden her iki
grupta da %6,11 oranminda fazla olup bu artis grup icerisinde istatistiksel olarak anlamli

goriilmiistiir (p<0,001).
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Nci1-H209 hiicresinde kontrole kiyasla Caspase-3 diizeyindeki % artis orani
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Sekil 4.8. NCI-H209 Hiicresinde kontrole kiyasla Kaspaz-3 diizeyindeki % artig
(*p<0,05 **p<0,001).

4.1.3.3. MRC-5 Hiicresinde Kaspaz-8 Diizeyi Bulgular

MRC-5 hiicresi {iizerinde kaspaz-8 diizeyi degisimleri kontrol grubuna oranla
karsilastiridmastir (Sekil 4.9.). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim gruplarda kaspaz-8
diizeyi artig oraninin istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir (p<0,05).
Istatistiksel olarak %98,57’lik artisla en yiiksek artis oran1 2 uM vinkristin grubunda
elde edilmistir (p<0,05). Ilac kombinasyonlar1 ile elde edilen kaspaz-8 diizeyleri
incelendiginde ise mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine edildigi tiim
gruplarda olgiilen kaspaz-8 diizeyinin paklitaksel ve vinkristinin tek baslarina
uygulandiklar1 gruplardaki kaspaz-8 diizeylerine kiyasla diisiis gosterdigi kaydedilmistir
bu bu azalma istatiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Mebendazoliin vinkristin ile

kombine edildigi gruplardan 0,5 pM mebendazol + 2 pM vinkristin ve 1 pM
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mebendazol + 1,5 2 pM vinkrisitin kombinasyonlarinda vinkristinin ayn1
konsantrasyonda tek basina uygulandigi gruplarda 6lciilen kaspaz-8 diizeylerine kiyasla
%35 ve %22,14 oraninda diisiis gozlenmistir. Mebendazoliin paklitaksel ile kombine
edildigi gruplardan 0,5 pM mebendazol + 2 uM paklitaksel ve 1 uM mebendazol + 1,5
uM paklitaksel kombinasyonlarinda paklitakselin ayni konsantrasyonda tek basina
uygulandig gruplarda olciilen kaspaz-8 diizeylerine kiyasla %19,29 ve %7,14 oraninda
diistisler gozlenmistir (p<0,001).

Mrc-5 hiicresinde kontrole kiyasla Caspase-8 diizeyindeki % artis orani
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Sekil 4.9. MRC-5 Hiicresinde kontrole kiyasla Kaspaz-8 diizeyindeki % artig orani
(*p<0,05 **p<0,001).

4.1.3.4. NCI-H209 Hiicresinde Kaspaz-8 Diizeyi Bulgular:

Kontrol grubu ile mukayese edildiginde NCI-H209 hiicrelerinde uygulanan tim ilag
gruplarinda kaspaz-8 diizeyleri istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiikselmistir (Sekil
4.10.). Gruplar arasinda kontrole oranla en yiiksek artis 2 pM konsantrasyonda
uygulanan vinkristin gurubunda elde edilmistir (p<0,05). MRC-5 hiicresinde elde edilen

kaspaz-8 diizeylerinin tam tersine vinkristin ve paklitakselin mebendazol ile kombine
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edildigi tim uygulama gruplarinda kaspaz-8 diizeyleri tek basina vinkristin ve
paklitaksel uygulanan gruplara nazaran yiikselmistir (p<0,001). Ilaclarin kombinasyon
halinde uygulandig1 deney gruplari arasinda ilaglarin tek baslarina verildigi gruplara
oranla en yiiksek artisglar 2 uM mebendazol + 0,5 uM paklitaksel (%36,43)
kombinasyonundan ve 2 uM mebendazol + 0,5 pM vinkristin (%24,29)

kombinasyonunun tatbik edildigi deney gruplarindan elde edilmistir.

Nci-H209 hiicresinde kontrole kiyasla Caspase-8 diizeyindeki % artis orani
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Sekil 4.10. NCI-H209 Hiicresinde kontrole kiyasla Kaspaz-8 diizeyindeki % artis oran
(*p<0,05 **p<0,001).

4.1.3.5. MRC-5 Hiicresinde Kaspaz-9 Diizeyi Bulgular

MRC-5 hiicresi {iizerinde kaspaz-9 diizeyi degisimleri kontrol grubuna oranla
karsilastirilmistir (Sekil 4.11.). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim gruplarda kaspaz-
9 diizeyi artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p<0,05). Istatistiksel
olarak %50,83’liik artisla en yiiksek artig oranm1 2 uM paklitaksel grubunda elde
edilmistir (p<0,05). ilagc kombinasyonlar1 ile elde edilen kaspaz-9 diizeyleri

incelendiginde ise mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine edildigi
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gruplarda elde edilen kaspaz-9 diizeylerinin 2 uM mebendazol + 0,5 uM vinkristin
kombinasyonu disinda paklitaksel ve vinkristinin tek baglarina uygulandiklari
gruplardaki kaspaz-9 diizeylerine kiyasla azaldigi kaydedilmistir (p<0,001). Grup
icerisinde en Onemli azalma %5,83’lik azalma ile 1 yM mebendazol + 1,5 uyM

vinkristin kombinasyonuda elde edilmistir (p<0,001).

Mrc-5 hiicresinde kontrole kiyasla Caspase-9 diizeyindeki % artis orani
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Sekil 4.11. MRC-5 Hiicresinde kontrole kiyasla Kaspaz-9 diizeyindeki % artis orani
(*p<0,05 **¥p<0,001).

4.1.3.6. NCI-H209 Hiicresinde Kaspaz-9 Diizeyi Bulgular:

Kontrol grubu ile mukayese edildiginde NCI-H209 hiicrelerinde uygulanan tim ilag
gruplarinda kaspaz-9 diizeyleri istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiikselmistir (Sekil
4.12.). Gruplar arasinda kontrole oranla en yiiksek artis %46,67°lik oranla 2 pM
paklitaksel gurubunda elde edilmistir (p<0,05). 2 uM mebendazol + 0,5 uM vinkristin
kombinasyonundaki artis vinkristinin ayni konsantrasyonda tek basina uygulandigi
gruptan elde edilen kaspaz-9 diizeyinden %7,5 oraninda fazla olup bu artisin grup
icerisinde istatistiksel olarak da anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001).
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Nci1-H209 hiicresinde kontrole kiyasla Caspase-9 diizeyindeki % artis orani
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Sekil 4.12. NCI-H209 Hiicresinde kontrole kiyasla Kaspaz-9 diizeyindeki % artis orani
(*p<0,05 **p<0,001).

4.1.4. Wound Healing Diizeyi Bulgular

4.1.4.1. MRC-5 Hiicresinde Wound Healing Diizeyi Bulgulari

MRC-5 hiicresi ile yapilan hiicresel yara iyilesme diizeylerine ait grafik sekil 4.13.te
gosterilmektedir. Deneye alinan tiim ¢aligma gruplarinda yara iyilesme diizeyi kontrol
grubuna kiyasla azalmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Kontrol grubunda olusturulan hiicresel yaranin 24 saat sonrasinda kapanma orani
%33.,05 olarak hesaplanmisken bu degere en yakin iyilesme hiz1 %24,33’liik oran ile 1
uM mebendazol uygulanan gruptan elde edilmistir (p<0,05). 1,5 uM ve 2 uM
konsantrasyonda paklitaksel uygulanan gruplarda ise hiicresel boyuttaki yara iyilesmesi

negatif yonlii bir seyir gostererek yara agikliginin %10,15 ve %21,58 oraninda arttigi

izlenmistir.
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Mrc-5 hiicresinde yara iyilesme diizeylerinin % degisimi
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Sekil 4.13. MRC-5 hiicresinde yara iyilesme diizeylerinin % degisimi (*p<0,05).
4.2. IN-ViVO Bulgular

4.2.1. SEC Tiimor Hacmi Diizeyleri

4.2.1.1. Antemortem SEC Tiimor Hacmi Diizeyi

Deneye katilan deney fareleri SEC enjeksiyonunu takiben her 3 giinde bir haricen
wernier kaliperi ile kanserli kitlelerinin caplarini tespit etmek igin Ol¢lime tabi
tutulmuslardir. Giinlere gore calisma gruplarindan elde dilen SEC tiimor hacimleri

Tablo 4.1.’de verilmistir.



Tablo 4.1. SEC’li deneklerin antemortem kanserli kitle hacimleri (mm®)
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Enj. giinii | 10. giin 13.giin 16.giin 19.giin 22.giin 25.giin 28.giin 31.glin
ve ilaglar
KONT
2.798,3 | 7.790,0 | 12.345,0 | 19.878,0 | 20.786,0 | 22.509,0 | 23.200,0 | 24.703,2
VINKR
29752 | 4.270,1 | 4.7650 | 7.259,9 | 8.754,8 | 9.068,7 | 10.744,6 | 11.239,5
VINK.+MEB
2.754,7 | 2.852,4 | 2.910,0 | 3.187,7 | 3.6653 | 3.943,0 | 3.920,6 | 4.098,3
PAKL
2.652,9 | 3.251,0 | 3.749,1 | 3.947,3 | 4.7454 | 4.843,5 | 4.441,7 | 4.239,8
PAKL+MEB
2.859,0 | 3.230,0 | 2.998,0 | 2.345,1 | 2.540,5 | 2.225)9 | 2.131,2 | 2.126,6
MEB
2.348,3 | 2.458,1 | 2.583,9 | 2.650,1 | 3.254,6 | 2.808,5 | 1.938,1 837,9

Kontrol grubu ile mukayese edildiginde tiim deney gruplarinda 6l¢iilen SEC izafi hacmi

% oran olarak diisiis gostermis ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05). Tlaglarin tek baslarma uygulandig1 gruplarda kontrol grubuna kiyasla tiimérlii

doku hacminde en fazla gerileme mebendazol grubunda ol¢iilmiistiir. Mebendazoliin

vinkristin ve paklitaksel ile kombine edildigi gruplarda vinkristin ve paklitakselin tek

baslarina uygulandiklari gruplara oranla tiimor hacminde anlamh diisiis elde edilmisg

olup, bu diisiis vinkristin mebendazol kombinasyonunda vikristin grubuna oranla %?28,9

iken paklitaksel mebendazol kombinasyonunda paklitaksel grubuna oranla %8,6 olarak

hesaplanmigtir (Sekil 4.14.).
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SEC kitle hacminin degisimi % kontrol ve degisim egrisi
100,0 *
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0,0
KONTROL VINKR. VINKR.+MEB. PAKL. PAKL+MEB. MEB.

Sekil 4.14. SEC kitle hacminin kontrol grubuna gore % olarak degisimi ve degisim
egrisi *p<0,05.

SEC kitlesinin zaman icerisindeki hacim degisimi incelendiginde SEC Kkitlesinin
enjeksiyonundan elle palpe edilebilir diizeyde SEC kitlesinin olustugu 10. giine kadar
tim gruplarda tiimor biiyiime hizi benzer olup 10. giinden sonra tiimor kitlesinde
gruplara gore farkliliklar olusmustur (Sekil 4.15.). Ortaya c¢ikan bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli goriilmiistiir (p<0,05). Kontrol grubunda calisma sonunda
olciilen SEC kitlesi 10. giinde 6l¢iilen kitle hacminin 8,83 kati1 iken bu oran vinkrsitin de
3,78 - vinkristin+mebendazol grubunda 1,49 - paklitaksel de 1,60 -
paklitaksel+mebendazol grubunda 0,74 - mebendazolde ise 0,36 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.15. SEC’li farelerin antemortem kanserli kitle hacimlerinin zamana gore

degisimi(*p<0,05)

4.2.1.2.Postmortem SEC Tiimor Hacmi Diizeyi

Calisma sonunda gruplardan elde edilen 6l¢iimlerin ortalamalar1 kullanilarak hesaplanan

izafi SEC kitle hacmi Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Deney farelerinden ¢alisma sonunda ¢ikarilan SEC kitlerinin hacimleri

(*p<0,05)
izafi kitle hacmi mm®
Gruplar a cap1 mm b capt mm @ x b2
Kontrol gurubu 34,00 44,30 25.605,40
Vinkristin gurubu 24,22 39,40 11.556,19*
Vinkristin+ mebendazol grubu 19,25 25,24 4.676,50*
Paklitaksel grubu 18,40 28,09 4.755,08*
Paklitaksel + mebendazol grubu 15,31 23,13 2.710,79%*
Mebendazol gurubu 10,48 16,24 891,82*

Postmortem yapilan 6lctimlerden hesaplanan SEC izafi tiimor hacmi degisimi kontrol

grubuna oranla % olarak Sekil 4.16.’da grafik halinde ifade edilmistir. Kontrol grubu ile

kiyaslandiginda tiim gruplarda azalmis olup bu azalma istatistiksel olarak anlamli
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goriilmiistiir (p<0,05). Gruplar arasinda tiimor hacmi regresyonunda en basarili grup
olarak mebendazol goriiliirken tek basina verilmesi halinde vinkristinin diger gruplara
oranla timor hacmini daha az diisiirdiigii izlenmistir. Mebendazoliin vinkristin ve
paklitaksel ile yapilan kombinasyonlarinda ise mebendazol + vinkristin
kombinasyonunda vinkristinin tek basina uygulandigt grubuna goére %?26,87
mebendazol + paklitaksel kombinasyonunda ise paklitakselin tek basina uygulandig
guruba gore % 7,98’lik azalma kaydedilmistir (p<0,05). Cikarilan SEC tiimor kitleleri
Sekil 4.17.de gosterilmektedir.

SOLID EHRLICH TUMOR HACMi DEGISiMi %
KONTROL

100,00

Sekil 4.16. Postmortem SEC kanserli doku hacminin kontrol grubuna gore % degisimi
(*p<0,05)
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Sekil 4.17. Deney hayvanlarindan ¢ikarilan SEC kanserli dokularin karsilagtiriimasi

4.2.2. SEC Doku Hemoglobin Diizeyi

Kanserli dokulardaki hemoglobin diizeyleri Sekil 4.18.’de grafik halinde verilmistir.
Kontrol gurubu ile kiyaslandiginda ila¢ uygulanan tiim gruplarda doku hemoglobin
diizeyi diisiis gdstermis olup bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
[laglarin kombine halde uygulandig1 gruplarda ise hemoglobin diizeyleri arasinda yakin
sonuglar elde edilmis olup grup icerisindeki bu benzerliklerin istatistiksel olarak

anlamsiz oldugu anlasilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.18. Kanserli doku hemoglobin diizeylerinin ilaglara gore diizeyleri (ng/ml/gr
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S. TARTISMA VE SONUC

5.1. Bulgularin Tartisilmasi
5.1.1. In-vitro Bulgularm Tartisiimasi

Diinya Saghik Orgiitii’ne gore diinya genelinde kanser en basta gelen 6liim sebepleri
arasinda yer almaktadir. 2018 yilinda kanser vakalarina 18,1 milyon yeni vaka eklenmis
ve ayn yilda kanser kaynakli 6limlerin sayisinin 9,6 milyon kisi oldugu hesaplanmistir
(Bray et al., 2018). Insanlarda ve hayvanlarda kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin
ciddi yan etkilerinin olmasi ve pek cok kanser tiirlinde halen istenilen tedavi basarisina
ulagilamamasi, kanser ile miicadelede bilim insanlarini yeni stratejiler ve tedavi yollar1
bulmaya zorlamaktadir. Bu yeni stratejilerden biri de; “kanser harici tedavilerde
kullanilan ve anti-kanser etkinliginin de olmas1 muhtemel ilaglarin kanser tedavilerinde
denenmesi” seklinde aciklanan ve ‘“repurposing oncology” olarak tanimlanan

caligmalardir (Doudican et al., 2013; Nygren et al., 2013; Pan Pantziarka et al., 2014).

Benzimidazol grubu ilaglardan biri olan mebendazol uzun yilardir insan ve hayvan
saghiginda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Uzun zamandir antihelmintik bir ilag
olarak kullanilan mebendazoliin ve diger baz1 benzimidazol tiirevi ilaclarin
antineoplastik ila¢c olarak kullanilabilecegine dair son yillarda yogun calisma ve

aragtirmalar yapilmaktadir (Pantziarka et al., 2014).

Benzimidazollerin anti-kanser etkileri ilk kez 1957 yilinda Hirschberg ve arkadaslari
tarafindan bildirilmistir (Hirschberg et al, 1957). Ancak uzun yillar siiresince
benzimidazollerin antikanser etiklerinin hiicresel mekanizmasi izah edilememistir.
1980°1li yillarin baslarinda Holden ve ark. (1980), bazi benzimidazollerin mitozu
durdurarak hiicre biiyiimesini inhibe ettigini ortaya ¢ikarmalar1 ile birlikte
benzimidazollerin hiicresel boyuttaki etki mekanizmasma agiklik getirilebilmistir
(Holden et al, 1980). Yapilan caligmalarla benzimidazollerin mitoz {izerindeki

baskilayici etkilerinin temelde mikrotubulin proteini ile ilgili oldugu giiniimiizde artik
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netlik kazanmistir. Hiicre siklusuna spesifik bazi antikanser ilaglarin da etkinliklerinin
temelinde mikrotubulin proteini ve mitoz siirecleri ile ilgili degisimlerin yatmas1
benzimidazollerin antikanser ilaclar olarak kullanilmasi konusundaki ilgiyi

aciklamaktadir.

Calismamizin in-vitro kisminda saglikli akciger fibroblast hiicresi (MRC-5) ve insan
kiigiik hiicreli akciger kanser hiicresi (NCI-H209) iizerinde mebendazol, vinkristin ve
paklitaksel tek baglarina ve mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile olusturulan
kombinasyonlar1 ile hiicre canlihgi, sitotoksisite, apoptoz ve hiicre gocii parametreleri

degerlendirilmek iizere gruplar halinde uygulanmistir.

Hiicre canliligl ve sitotoksisite diizeyleri calismamizda MTT deneyi ile Ol¢iilmiistiir.
MRC-5 ve NCI-H209 hiicreleri iizerinde mebendazol, vinkristin ve paklitakselin tek
baslarina ve mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile olusturulan kombinasyonlar1 ile
elde edilen hiicre sitotoksisitesi diizeyleri incelenmistir. MRC-5 hiicresi tizerinde
kontrol grubuna kiyasla hiicre sitotoksisitesi 2,0 uM konsantrasyonda vinkristin
uygulanan grupta %30,55 , 2,0 uM konsantrasyonda paklitaksel uygulanan grupta ise
%30,33 oraninda artis gostermistir (Sekil 4.1.). Mebendazol uygulanan gruplarda ise
kontrol grubuna kiyasla hiicre sitotoksisitesi 0,5 pM mebendazol konsantrasyonunda
%19,56 , 2 uM konsantrasyonda mebendazol uygulanan grupta ise %27,25 oraninda
artiy gostermistir. Mebendazol, vinkristin ve paklitakselin calismada kullanilan en
yiiksek konsantrayonlar1 olan 2 uM dozlan ile elde edilen sitotoksisite artis oranlar1
incelendiginde saglikli hiicre lizerinde en az sitotoksik etkinin mebendazol uygulanan
grupta, en yliksek sitotoksisite artis oranimn ise vinkristin grubundan elde edildigi
anlagilmaktadir. Saglikli hiicre {izerinde mebendazol-vinkristin ve mebendazol-
paklitaksel kombinasyonlar1 ile elde edilen sitotoksisite oram diisiisii mebendazol-
vinkristin kombinasyonunda vinkristinin tek basina uygulandigi gruba oranla %1,54
diizeyinde gerilerken bu oran mebendazol-paklitaksel kombinasyonunda %2,2 olarak

Olctilmiistiir.

NCI-H209 hiicresi iizerinde ilaglarin tek baglarina kullanilmalart durumunda, kontrol
grubuna kiyasla en diisiik sitotoksisite oran1 0,5 uM vinkristin konsantrasyonunda elde
edilmistir (p<0,05). En yiiksek sitotoksisite oram ise kontrol grubuna oranla 2,0 uM
konsantrasyonda mebendazol uygulanan grupta kaydedilmistir (p<0,05). Mebendazoliin

vinkristin ve paklitaksel ile kombine edildigi gruplarda da sitotoksiste orani istatistiksel
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olarak anlamli sekilde artis gostermistir. Mebendazoliin paklitaksel ve vinkristin ile
kombine edilerek uygulandig gruplar igerisinde 2 pM mebendazol + 0,5 uM vinkristin
kombinasyonunda en yiiksek sitotoksik deger olgiilmiistiir. Ilag kombinasyonlar1
arasinda ise grup igerisinde istatistiksel olarak en anlaml artiy 2 uM mebendazol + 0,5
UM vinkristin (%13,26 artig) ve 2 uM mebendazol + 0,5 uM paklitaksel (%11,16 artis)
kombinasyonlarinda 6l¢iilmiistiir (p<0,001) (Sekil 4.2.).

MTT deneyleri neticesinde saglikli ve kanserli hiicre hatlar1 iizerinde elde edilen
sonuclar irdelendiginde mebendazoliin saglikli hiicre hattinda gruplar igerisinde en
diisiik sitotoksik etkili ila¢ oldugu anlagilirken, kanserli hiicre hattinda en yiiksek
sitotoksisite orami artist da mebendazol verilen gruptan elde edilmistir. Ayrica
sitotoksisite sonuglar1 incelendiginde mebendazoliin saglikli hiicre hattinda vinkristin ve
paklitaksel ile olusturulan kombinasyonlarinda sitotoksisite oranlarimi vinkristin ve
paklitakselin tek basina verildigi gruplara kiyasla diisiirdiigli, kanserli hiicre hatt1
izerinde ise tam tersine mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine edilmesi
halinde vinkristin ve paklitakselin tek baglarina verildigi gruplara oranla hiicre
sitotoksisitesini  artirdigi  gdzlenmistir. Mebendazol-vinkristin ve mebendazol-
paklitaksel kombinasyonlariyla dlgiilen ve kontrol grubu ile kiyaslanan sitotoksisite
oranlarindaki degisimin saglikl hiicrede sitotoksisiteyi azaltici, kanserli hiicre lizerinde
ise sitotoksisiteyi artirici yonde degismis olmasi dikkat cekicidir. Ayrica saglikli hiicre
izerinde mebendazol-vinkristin ve mebendazol-paklitaksel kombinasyonlar1 ile elde
edilen sitotoksisite oram diisiisii mebendazol-vinkristin kombinasyonunda vinkristinin
tek basina uygulandigi gruba oranla %1,54 diizeyinde gerilerken bu oran mebendazol
paklitaksel kombinasyonunda %?2,2 olarak ol¢iilmiistiir. Ancak kanserli hiicre iizerinde
mebendazol-vinkristin ve mebendazol-paklitaksel kombinasyonlar1 ile elde edilen
sitotoksisite orani artist mebendazol-vinkristin kombinasyonunda vinkristinin tek bagina
uygulandigi gruba oranla %13,26 diizeyinde artarken bu yiikselme mebendazol-
paklitaksel kombinasyonunda %11,16 olarak ol¢iilmiistiir.

MTT deneyleri ile buldugumuz sonuglar literatiir kaynaklar1 ile de benzerlik arz
etmektedir. Kemorezistant meme kanseri iizerinde gemsitabisin ve mebendazol,
albendazol kombinasyonu kullanilarak yapilan bir calismada; mebendazoliin tek bagina
kullaniminda dahi kanserli hiicreler iizerinde gemsitabisinden daha etkin sitotoksisiteye

ve antiproliferatif etkilere sahip oldugu rapor edilmistir. Bu caligma ile mebendazoliin



103

0,5 uM konsantrasyonda kanserli hiicre hattinda hiicre sitotoksisitesini % 63,1 oraninda

artirdig1 sonucuna varimistir (Coyne et al., 2018).

Calismamizda MTT deneylerinden elde edilen sonuclar mebendazoliin saglikli hiicrede
vinkristin ve paklitaksel ile kombine edilmesi halinde hiicre sitotoksisiteni azalttigin ve
saglikli hiicrede daha az zarar olusturdugunu, kanserli hiicrede ise vinkristin ve
paklitaksel ile kombine edilerek uygulandiginda hiicre sitotoksisitesini artirdigini ve

boylelikle kanserli hiicrede olusturulan hiicresel hasar1 artirdigini sdyleyebiliriz.

Calismamizda mebendazol, vinkristin ve paklitakselin MRC-5 ve NCI-H209 hiicre
hatlar1 iizerinde yol actiklar1 sitotoksisite ve hiicresel hasarin apoptoz yolu ile olup
olmadigini irdelemek amaciyla her iki hiicre hatt1 {izerinde apoptotoik DNA diizeyleri

test edilmiglerdir.

MRC-5 hiicresi iizerinde apoptotik DNA diizeylerinde elde edilen sonuclar kontrol
grubuna oranla karsilastirilmistir (Sekil 4.3.). laglarin tek baslarma ve kombinasyonlar
halinde uygulandig: tiim gruplarda kontrol grubuna oranla artig gdzlenmistir (p<0,05).
[laglarin kombine edildigi gruplar arasinda sadece 1,5 uM mebendazol + 1,0 uM
paklitaksel grubunda elde edilen apoptotik DNA diizeyi paklitakselin ayn1
konsantrasyonda uygulandig1 gruptan elde edilen degeri %0,01 gibi diisiik bir oranla da
olsa agmustir. Ilaglarin kombine olarak uygulandigi diger gruplarda ise bu degerlerde

artig kaydedilmemistir.

NCI-H209 hiicresi lizerinde apoptotik DNA diizeyi artis1 kontrol grubuna oranla
karsilastirilmistir  (Sekil 4.5.). Ilaclarin tek baslarina ve kombinasyonlar halinde
uygulandig1 tiim gruplarda kontrol grubuna oranla artis gozlenmistir ve bu artiglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubuna oranla %15,25 lik
artisla en yiiksek artis oram1 2 uM paklitaksel grubunda elde edilmistir (p<0,05).
Mebendazoliin paklitasel ile olan kombinasyonlarindan elde edilen sonuglardaki
diizeyler paklitakselin aym dozlarinin tek basina uygulandigi gruplara gore diisiis
gostermis ve bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu anlagilmistir (p<0,001).
Mebendazoliin vinkristin ile kombine edildigi gruplarda apoptotik DNA diizeyinde
vinkristinin tek basina uygulandig1 gruplara oranla grup icerisinde diisiik diizeyli artig
gozlenmistir (p<0,001). 1,0 uM mebendazol + 1,5 uM vinkristin grubunda ise grup
icerisindeki degigimler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05). Kanserli hiicre hatti

izerinde mebendazol-vinkristin kombinayonlarinda apoptotik DNA diizeylerinde
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vinkristinin tek basina verildigi gruplara kiyasla ciddi artislar kaydedilmemis olsa da en
azindan apoptotik DNA diizeylerinde diisme gozlenmemistir. Ancak mebendazol-
paklitaksel kombinasyonu uygulanan tiim gruplarda apoptotik DNA diizeyi

paklitakselin tek basina uygulandigi tiim gruplara oranla diisiis gdstermistir.

Mebendazoliin de aralarinda bulundugu 10 farkli benzimidazol tiirevi ila¢ kemorezistant
metastatik melanoma kanseri iizerinde denenmis ve calismada kullanilan 10
benzimidazol tiirevi icerisinde O©ncelikle mebendazol olmak iizere albendazol,
fenbendazol ve oksibendazol tubulin inhibisyonu yapic1 6zellikleri bakimindan etkin
bulunmuslardir. Doudican ve ark. (2008), tarafindan yapilan bu c¢alismada IC50 0,32
uM  konsantrasyonda mebendazol uygulandiginda kemorezistans melanoma
hiicrelerinde apoptoz artmasina karsin melanositlerde herhangi bir tesir goriilmemistir.
Calisma sonucunda kanserli hiicrelerdeki apoptoz artiginin mebendazoliin mikrotubulin

proteinini depolimerizasyonu sonucunda olustugu bildirilmistir ((Doudican et al., 2008).

Mebendazoliin kiiciik hiicreli olmayan akciger kanser hiicreleri tizerindeki anti-
neoplastik etkilerini incelemek icin Sasaki ve ark. (2002), tarafindan yapilan bir
calismada mebendazoliin anti-kanser etkinligi hem in-vitro/in-vivo ¢alismalar ile izah
edilmistir (Sasaki et al., 2002). Bu calismada kanserli hiicreler {izerinde mebendazoliin
tubulin proteini polimerizasyonunu bozmasi (tubulin depolimerizasyonu) sonucunda
mitoz igciklerinin normal formasyonlarimin bozuldugu ve kanserli hiicrelerde mitozun
inhibe edildigi in-vitro olarak gosterilmistir. Mitoz bdliinmenin inhibe edilmesi
sebebiyle kanserli hiicreler apoptoza ugrayarak hiicre oliimii gerceklesmistir. Bu
calismada mebendazoliin in-vivo etkinligi bir anti-kanser ajani olarak halen kanser
tedavisinde kullanilmakta olan paklitaksel ile karsilastirilmistir. Oral olarak mebendazol
verilen farelerde cok kuvvetli anti timor etkiler ve kanserli hiicrelerin metastazinda
inhibisyon tespit edilmis ve bu esnada paklitaksel ile yapilan denemede gbzlenen hicbir

yan etkinin gdzlenmedigi belirtilmistir.

Kedi osteosarkoma hiicreleri (DS 17) kullanilarak yapilan in-vitro bir c¢aligmada
mebendazoliin tubulin depolimerizasyonu yaptigi, kanser hiicrelerini hiicre siklusunda
G2-M fazinda durdurarak kanserli hiicrelerde apoptoza yol agtigt ve mikrotubiil

inhibisyonu yaptig belirtilmistir. (Mary, 2013).

Saglikli ve kanserli hiicreler iizerinde mebendazol, vinkristin, paklitkasel ve

mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile olusuturlan kombinasyonlar1 kontrol grubuna
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kiyasla apopototik DNA diizeyi bakimindan karsilastirildiklarinda her iki hiicre hattinda
da apoptotik DNA diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla arttigi godzlemlenmistir.
Mebendazol-vinkristin kombinasyonu uygulanan gruplarda saglikli hiicrede apoptotik
DNA diizeyinin ¢ok kiigiik diizeylerde dahi olsa diisiis gostermesi buna mukabil
kanserli hiicrede ise mebendazol-vinkristin kombinasyonlarinin verildigi gruplarda
biiyiik artiglar elde edilmese dahi ciddi diisiislerin de kaydedilmemis olmasi dikkat
cekicidir. Laclette ve ark. (1980), tarafindan ilk defa mebendazoliin mikrotubulin
proteini tizerindeki etkileri hiicresel diizeyde agiklanmis ve mebendazoliin kolsisin ve
vinka alkaloidleri gibi mikrotubulin proteini {izerinde ayni bolgeye baglandigi ve
mikrotubulin  polimerizasyonunu inhibe ettigi (mikrotubulin depolimerizatorii)
bildirilmistir (Laclette et al., 1980). Calismamizdan elde ettigimiz bulgulara
bakildiginda, mebendazoliin vinkristin ile kombinasyonlarinin daha etkin olmasinin
sebebi olarak mebendazoliin de vinkristinin de mikrotubulin depolimerizatorii olarak
etki etmeleri olarak ifade edilebiliriz. Bu sonuglarin da belirtilen ¢alismalara paralellik

gosterdigini gormekteyiz.

Kaspazlarla aktif hale gelen DNaz’lar apoptoz siirecinde cekirdekte kromatinin
yogunlasmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler seklinde 180-200 baz c¢iftleri ve
katlar1  halinde oligoniikleotidlerine parcalanmasiyla hiicrenin Oliimiine  yol
acmaktadirlar (Balakumaran et al., 1996; Nagata et al., 2003). Calismamizda saglikli ve
kanserli hiicre hatlarinin her ikisinde de apoptotik DNA diizeyinin artmis olmasi
hiicresel boyutta kaspaz diizeylerinde degisimler olduguna isaret etmektedir. Apoptotik
DNA diizeyindeki artiglara paralel olarak kaspaz diizeylerindeki degisimler de
calismamizda in-vitro olarak irdelenmistir. Sekil 4.7. de gosterildigi gibi saglikli hiicre
izerinde denenen tiim gruplarda kaspaz-3 diizeyi artmistir. Kontrol grubuna kiyasla
%117,22°lik artigla en yiiksek artig oram1 2 uM paklitaksel grubunda elde edilmistir
(p<0,05). Mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine edildigi tiim gruplarda
ifade edilen kaspaz-3 diizeyinin paklitaksel ve vinkristinin tek baslarina uygulandiklar1
gruplardaki kaspaz-3 diizeylerine kiyasla azaldig1 gdozlemlenmistir (p<0,001). Vinkristin
ve paklitakselin 2 uM konsantrasyonlarina 0,5 uM mebendazoliin eklendigi
kombinasyon gruplarinda vinkristin ve paklitakselin tek baglarina uygulandiklari
gruplarda  Olgiilen  kaspaz-3  diizeylerine = kiyasla, = mebendazol-vinkristin
kombinasyonunda %42,2 ve mebendazol-paklitaksel kombinasyonunda %34,4 oraninda

azalma kaydedilmistir (p<0,001). Mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine
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edilmesi halinde kaspaz-3 diizeylerini anlamli ve belirgin sekilde diisiirmesi saglikli
hiicrede elde edilen sitotoksisitenin azalmasi ile de uyumlu ve baglantili oldugu

anlagilmaktadir.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda NCI-H209 hiicrelerinde de tiim gruplarda kaspaz-3
diizeyleri yiikselmistir (Sekil 4.8.). Gruplar arasinda kontrole oranla en yiiksek artig 2
uM paklitaksel gurubunda elde edilmistir( p<0,05). MRC-5 hiicresinde elde edilen
kaspaz-3 diizeylerinin tam tersine vinkristin ve paklitakselin mebendazol ile kombine
edildigi uygulama gruplarinda kaspaz-3 diizeyleri tek basina vinkristin ve paklitaksel
uygulanan gruplara nazaran yiikselmistir. Mebendazol-vinkristin ve mebendazol-
paklitaksel kombinasyonlarindan elde edilen en yiiksek kaspaz-3 diizeyi her iki grupta
da vinkrisitinin ve paklitakselin tek baslarina verildigi gruplara kiyasla %6,11 oraninda

artig gostermistir (p<0,001).

Kaspaz-3 diizeylerindeki degisimin saglikh ve kanserli hiicredeki oranlar1
incelendiginde saglikli hiicrede mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine
edildigi gruplarda ilaglarin tek baslarina uygulandiklar1 gruplara kiyasla sirasiyla %42,2
ve %34,4 oraninda diisiis Olciilmiistiir. Kanserli hiicre hattinda ise aym gruplarda %6,11
lik artis orami elde edilmistir. Saglikli ve kanserli hiicre hatlarindan elde edilen bu
degerleri dikkate alarak mebendazoliin paklitaksel ve vinkristin ile kombine edilmesi
halinde kanserli hiicrede sitotoksisite artisi saglandigi, saglikli hiicrede ise
sitotoksisitenin ve hiicresel hasarin azaldigi anlagilmaktadir. Ayrica bu sonuglar 15131nda
mebendazoliin paklitaksel ve vinkristin ile kombine edilmesinin saglikli hiicredeki
hiicresel hasar1 azaltici etkisinin kanserli hiicrede hiicresel hasar1 artiric1 etkisinden daha

yiiksek oldugunu da soyleyebiliriz.

Apoptotik siirecler ekstrinsik veya intrinsik yolak ile baglayan ve birbirini tetikleyen
sinyallerle siirdiiriilen bir siire¢ olmakla birlikte bu siirecin son asamasinda apoptozu
gerceklestiren efektor kaspaz, kaspaz-3 olarak bilinmektedir (Namura et al., 1998).
Martarelli ve ark (2008), tarafindan yapilan bir caligmada insan adrenokortikal
karsinom kanser hiicrelerinin doku invazyonu kabiliyetlerinin 0,085 uM
konsantrasyonda uygulanan mebendazol ile inhibe edildigini gostermislerdir. Calisma
sonucunda kanserli hiicrelerdeki bu invazyon yetenegi kaybinin hiicrelerin kaspaz-9 ve
kaspaz-3 artisi nedeniyle apoptoza ugramalar1 olarak bildirilmistir (Martarelli et al.,

2008). Skibinski ve ark. tarafindan 7 farkli meningioma hiicresi iizerinde 0,42 uM
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mebendazol uygulanmig ve sonug olarak hiicrelerde sitotoksisitenin arttig1 ve kaspaz-3
diizeylerinin yiikseldigi belirtilmistir (Skibinski, Williamson, & Riggins, 2018). Gastrik
kanser hiicresi tizerinde 0,5-1,0 uM konsantrasyonda mebendazoliin uygulandigi baska
bir calismada da kaspaz-3 diizeyinin ve apoptozun %68 oramnda artis gosterdigi
bildirilmistir (Pinto et al., 2019). Kolanjiokarsinoma kanser hiicrelerine mebendazol 50
UM konsantrasyona kadar farkli konsantrasyonda mebendazol uygulanmis ve 0,5 ile 1,0
UM konsantrasyonda mebendazol verilen kanserli hiicrelerde apoptoz indeksinin arttigi
ve kaspaz-3 diizeyinin 2,05 kat arttig1 ifade edilmistir (Sawanyawisuth et al., 2014).
Bizim ¢alismamizda da saglikli ve kanserli hiicre hatlarindan elde edilen apoptoz diizeyi
ve kaspaz-3 artig oranlar1 incelendiginde literatiir kaynaklar1 ile paralellik arz ettigi ve
benzer sonuclarin elde edildigi goriilmektedir. Literatiir kaynaklar1 ile ¢alismamizdan
elde edilen kaspaz-3 ve apoptoz diizeyleri arasindaki oransal farklarin ise literatiir
kaynaklarinda kullanilan kanser modelleri ile bu ¢alismada kullandigimiz kanser modeli

arasindaki morfolojik ve hiicresel farkliliklardan kaynaklandigi kanaatini tagimaktayiz.

Apoptoz siirecinde kaspaz-3’iin aktiflesmesi ya kaspaz-8 aracili ekstrinsik yolak ile ya
da kaspaz-9 aracili intrinsik yolak ile meydana gelmektedir (Mak, 2003). Sekil 4.7. ve
sekil 4.8. de yer alan grafiklerden de anlasildig1 iizere saglikli ve kanserli hiicre
hatlarinin her ikisinde de degisim oranlar1 farkli olmakla birlikte apoptoz diizeyinde ve
kaspaz-3 diizeylerinde belirli oranlarda artislar elde edilmistir. Calismamizda kullanilan
her iki hiicre hattinda kaydedilen apoptoz artisinin ve kaspaz-3 miktarindaki artigin
ekstrinsik apoptoz yolagiyla m1 yoksa intrinsik apoptoz yolagi ile mi cereyan ettigini

izah edebilmek icin kaspaz-8 ve 9 diizeyleri incelenmistir.

MRC-5 hiicresi iizerinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda Sekil 4.9. da gosterildigi
lizere tim gruplarda kaspaz-8 diizeyinin artmis oldugu gozlenmistir (p<0,05).
%98,57’1ik artigla en yiiksek artis oram 2 puM vinkristin grubunda elde edilmistir
(p<0,05). Mebendazoliin vinkristin ile kombine edildigi gruplarda vinkristinin aymi
konsantrasyonda tek basina uygulandigi gruplarda dlgiilen kaspaz-8 diizeylerine kiyasla
%7,6 - 35 oraninda diisiis gozlenmistir. Mebendazoliin paklitaksel ile kombine edildigi
gruplarda ise paklitakselin ayn1 konsantrasyonda tek basina uygulandigi gruplarda
Olciilen kaspaz-8 diizeylerine kiyasla %7,14 - 19,29 oraninda diisiisler gdzlenmistir

(p<0,001). Saglikli hiicrede elde edilen bu diisiisler hiicre sitotoksisitesi degerlerinin ve
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apoptoz oranlarimin saglikli hiicre hattinda mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile

kombine edildigi gruplarda azalmasi ile paralellik gdstermektedir.

Kanserli hiicre hattinda da kaspaz-8 diizeyleri saglikli hiicre hattinda oldugu gibi tiim
gruplarda artig gostermistir (Sekil 4.10.). Kontrole oranla en yiiksek artis (%86,43) 2
UM konsantrasyonda uygulanan vinkristin gurubunda elde edilmistir (p<0,05). Saglikli
hiicrenin aksine kanserli hiicrede vinkristin ve paklitakselin mebendazol ile kombine
edildigi tim gruplarda kaspaz-8 diizeyleri tek basina vinkristin ve paklitaksel uygulanan
gruplara nazaran yiikselmistir (p<0,001). Ilag kombinasyonu yapilan gruplar arasinda
ilaclarin tek baslaria verildigi gruplara oranla en yiiksek artislar 2 uM mebendazol +
0,5 uM paklitaksel (%36,43) kombinasyonundan ve 2 uM mebendazol + 0,5 uM
vinkristin (%24,29) kombinasyonunun uygulandigi ¢alisma gruplarindan elde edilmistir.
Kaspaz-8 diizeylerinin kanserli hiicrede gosterdigi bu artislarin kanserli hiicrede elde
edilen hiicre sitotoksisitesi ve apoptoz artist ile yakindan ilgisi ve baglantis1 oldugu

kanaatini tasimaktayiz.

Kaspaz-8 diizeylerindeki degisimi irdelemek i¢in yapilan deneyler ve her iki hiicre
hattindan da elde edilen sonuglar incelendiginde kaspaz-8 diizeyleri saglikli ve kanserli
hiicre hattinin her ikisinde de kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir. Bununla
birlikte mebendazoliin, vinkristin ve paklitaksel ile kombine halde uygulanmasi
durumunda saglikli hiicrede vinkristin ve paklitakselin tek basina aym dozda
uygulandigi gruplara oranla kaspaz-8 diizeyinde vinkristin i¢cin %35, paklitaksel grubu
icin ise %19,29 oraninda azalma elde edilmistir. Saglikli hiicrede Slgiilen sitotoksisite
ve apoptoz diizeyindeki gerilemenin kaspaz-8 diizeyinin diismesine bagh olarak kaspaz-
3 diizeyinin azalmasina, kaspaz-3 azalmasina bagl olarak ise apoptotik DNA hasarinin
ve hiicresel hasarin daha az olusmasi seklinde birbirleri ile bagintili olduklarim
diistindiirmektedir. Kanserli hiicrede ise mebendazol-vinkristin ve mebendazol-
paklitaksel gruplarinda kaspaz-8 diizeyleri artiy gostermistir. Ancak kanserli hiicrede
elde edilen kaspaz-8 artig oranlarinin mebendazol-vinkrsitin kombinasyonundaki artig
orani olan %24,29 ve mebendazol-paklitaksel kombinasyonunda elde edilen artis orami
olan %36,43 oranlarinin, mebendazoliin kanserli hiicrede tek basina uygulandiginda
dahi en yiiksek kaspaz-8 artigina sebep oldugu 2 uM konsantrasyondaki etkisinden
kaynakli izafi bir artis oldugu anlasilmaktadir. Bu sebeple mebendazoliin en diisiik,

vikristin ve paklitakselin ise en yiiksek dozlari ile olusturulan kombinasyon gruplarinda
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elde edilen kaspaz-8 artiy oranlar1 daha anlamlidir. Bu gruplardaki artis oram ise
mebendazol-vinkristin ~ kombinasyonu  i¢in = %9,29,  mebendazol-paklitaksel
kombinasyonu i¢in ise %2,14 olarak dl¢iilmiistiir. Tim bu deney sonuglar1 g6z 6niinde
bulundurularak mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine edilmesi ile saglikll
hiicre iizerinde kaspaz-8 diizeylerinin diismesine ve kanserli hiicre iizerinde ise kaspaz-8
seviyelerinin artmasina sebep oldugunu ifade edebiliriz. Ancak saglikli hiicreden elde
edilen kaspaz-8 diisiis oraninin kanserli hiicreden elde edilen kaspaz-8 artis oranindan
daha yiiksek olmas1 mebendazol-vinkristin ve mebendazol-paklitaksel kombinasyonun
kanserli hiicrede hiicresel hasar1 artirmakla birlikte saglikli hiicreyi hiicresel hasardan
korumadaki etkinliginin daha yiliksek oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica saglikli ve
kanserli hiicrede elde edilen mebendazol-vinkristin kombinasyonu sonucunda elde
edilen kaspaz-8 oranlarimin diisiis veya artis oranlarimin, mebendazol-paklitaksel
kombinasyonlarindan daha fazla olmasinin hiicresel temeli olarak mebendazol ve
paklitakselin mikrotubulin yapisina aym mekanizma ile etki etmeleri olarak

aciklanabilir.

Saglikli hiicrede kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim gruplarda kaspaz-9 diizeyinin
artmis oldugu gozlenmistir (p<0,05). 2 uM paklitaksel grubunda %50,83’liik artigla en
yiiksek artis oran1 elde edilmistir (p<0,05). Ilag kombinasyonlari ile elde edilen kaspaz-
9 diizeyleri incelendiginde ise mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel ile kombine
edildigi gruplarda elde edilen kaspaz-9 diizeylerinin 2 pM mebendazol + 0,5 uM
vinkristin kombinasyonu diginda paklitaksel ve vinkristinin tek baglarina uygulandiklar1
gruplardaki kaspaz-9 diizeylerine kiyasla azaldigi kaydedilmistir (p<0,001). Grup
icerisinde en Onemli azalma %5,83 ile 1 uM mebendazol + 1,5 pM vinkristin

kombinasyonuda elde edilmistir (p<0,001).

Yaptigimiz ¢alismada, kanserli hiicrede de tiim gruplarda kaspaz-9 diizeyleri istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde yiikselmistir (Sekil 4.12.). Gruplar arasinda kontrole oranla en
yiiksek artis %46,67’lik oranla 2 uM paklitaksel gurubunda elde edilmistir (p<0,05).
[lag kombinasyonlar1 ile elde edilen kaspaz-9 diizeyleri incelendiginde mebendazol-
vinkristin kombinasyonuyla 0Olgiilen kaspaz-9 diizeyinin vinkristinin tek bagsina
uygulandigi gruba oranla %7,5 oraminda arttigi, bu artisin mebendazol-paklitaksel

kombinasyonunda %4,17 oldugu dl¢iilmiistiir (p<0,001).
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Hiicre hatlarindan elde edilen kaspaz-9 diizeyleri incelendiginde her iki hiicre hattinda
da kaspaz-9 diizeylerinin kontrol grubuna oranla arttig1 anlasilmaktadir. Saglikli hiicre
hattinda ilag kombinasyonlar1 ile kaspaz-9 diizeylerinin ilaglarin tek baglarina
uygulandigi gruplara kiyasla diistiigii ve kanserli hiicrelerde ise kaspaz-9 diizeylerinin
ilac kombinasyonlar1 ile artis gOsterdigi anlasilmaktadir. Bu durum kaspaz-8
Olciimlerinden elde edilen bulgularda da aym sekilde cereyan etmistir. Ancak kaspaz-8
diizeyleri ile kaspaz-9 diizeyleri karsilastirildiginda; saglikli hiicrede kaspaz-8
diizeyindeki azalma en fazla %35 olarak Olc¢iilmiis iken bu diislisiin kaspaz-9
diizeyindeki orani sadece %35,83 olarak Ol¢iilmiistir. Kanserli hiicrede ise ilag
kombinasyonlar1 ile elde edilebilen artis kaspaz-8 diizeyinde vinkristinin mebendazolle
kombinasyonunda %24,29, paklitakselin mebendazolle kombinasyonunda artis %36,43
oraninda dl¢iilmiisken, kaspaz-9 diizeyleri tiim kombinasyonlar icerisinde en fazla %7,5
oraninda ylikselmistir. Aym hiicre hatlar1 ve aym ila¢ gruplar1 kullanilarak yapilan bu
deneyler sonucunda elde edilen kaspaz-8 ve kaspaz-9 sonuclarim birbirleri ile mukayese
ettigimizde; mebendazoliin tek basina uygulandigi gruplar ile mebendazoliin vinkristin
ve paklitaksel ile kombine edildigi gruplarda saglikli hiicrede elde edilen kaspaz diisiisii
ve kanserli hiicrede 6lciilen kaspaz diizeyi artisinin kaspaz-8 dl¢timlerinde her iki yonde
de kaspaz-9’a oranla daha belirgin oldugunu ifade edebiliriz. Kaspaz-8 diizeyindeki
baskin degisimler ise calismamizda kullanilan hiicre hatlar1 lizerinde etki gosteren
ilaclar ve ila¢ kombinasyonlarinin apoptoz siirecini baslatmada ekstrinsik apoptoz

yolaginda daha etkin olduklar1 kanaatini tasimaktayiz.

Hiicresel boyutta yara iyilesmesi deneyi (wound healing assay) hiicrenin sitotoksik
ajanlara kars1 verdigi cevabin, hiicre proliferasyonunun ve hiicre migrasyonunun
diizeyinin belirlenmesinde kullanilan bir analiz metodudur (Yarrow, Perlman,
Westwood, & Mitchison, 2004). Kanserli dokular1 olusturan kanser hiicrelerinin de yeni
kan damarlar1 olusturmasi, metastaz 6ncesinde saglikli dokuya penetrasyonu i¢in invaze
olmas1 ve uzak dokulara metastaz1 gibi neoplastik siirecler hiicresel diizeyde wound

healing deneyi ile incelenebilmektedir (Maini, McElwain, & Leavesley, 2004).

Calismamizda mebendazoliin tek basina ve vinkrisitin ve paklitaksel ile olusturulan
kombinasyonlariyla wound healing deneyi yapilmistir. MRC-5 hiicresi ile yapilan
hiicresel yara iyilesme diizeyleri Sekil 4.13. te gosterilmistir. Deneye katilan tiim

gruplarda yara iyilesme diizeyi kontrol grubuna kiyasla azalmistir (p<0,05). Ilag
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uygulanmayan kontrol grubunda olusturulan hiicresel yaramin 24 saat sonrasinda
kapanma oran1 %33,05 olarak hesaplanmisken bu degere en yakin iyilesme hiz1 %24,33
likk oran ile 1 uM mebendazol uygulanan gruptan elde edilmistir (p<0,05). 1,5 uM ve 2
UM konsantrasyonda paklitaksel uygulanan gruplarda ise hiicresel boyuttaki yara
iyilesmesi negatif yonlii bir seyir gostererek yara acikligmin %10,15 ve %21,58
oraninda arttig1, bagka bir deyisle de yara iyilesme hizinin geriledigi izlenmistir. Deney
sonucunda mebendazoliin paklitaksel ve vinkristin ile olan kombinasyonlarinda
paklitaksel ve vinkristinin tek basina uygulandigi gruba nazaran yara iyilesme hizinin
mebendazol-paklitaksel kombinasyonunda %14,06, mebendazol-vinkristin grubunda ise
%7,71 oraminda arttigi sonucuna varilmigtir. Bu sonuclara gore her ne kadar
mebendazol-paklitasel kombinasyonunun, paklitakselin tek basina uygulandigi gruba
oranla yara iyilesme hizini artirdig1 seklinde anlasilmakta ve istatistiksel olarak anlamli
olsa da sadece paklitakselin siddetli sitotoksik etkilerini baskilamasi ile sonuclandigini
ifade edebiliriz. Ciinkii deney sonucunda mebendazol-vinkristin kombinasyonunun
kontrol grubuna gore yara iyilesme diizeyi %17,03 iken mebendazol-paklitaksel

kombinasyonun yara iyilesme diizeyi kontrole gore en fazla %7,38 olarak Olciilmiistiir.

Mukhopadhyay ve ark. (2002), tarafindan akciger kanser hiicresi zenograftlari
kullanilarak kanserli hiicrelerin metastaz yetenekleri in-vivo olarak test edilmis ve
sonucta oral mebendazol uygulanan farelerdeki metastazin kontrol grubuna oranla 5 kat
daha disiik seviyelerde oldugu gozlemlenmistir. Bu calismada in-vivo olarak
neovaskiilarisazyon diizeyi de test edilmis ve mebendazol uygulanan gruptaki
deneklerde apoptoza ugrayan endotel hiicreleri sebebiyle anjiyogenezin baskilandigi

tespit edilmistir (Tapas et al., 2002).

Calismamizda kullandigimiz kanserli hiicre hatt1 siispanse kiiltiir ortaminda iiretilen bir
hiicre hatt1 olmas1 sebebiyle yara iyilesme deneyi sadece saglikli hiicre kullamilarak
yapilmistir. Sagliklt hiicre hattindan elde edilen yara iyilesmesi sonuglar1 incelendiginde
ise mebendazolin ve paklitaksel ile vinkristinin mebendazolle olusturulan
kombinasyonlarinin saglikli hiicredeki migrasyon ve proliferasyon yeteneklerini
rehabilite ettigini diisiinmekteyiz.  Bu iyilesmenin ise literatiir kaynaklar1 ve
calismamizda in-vitro olarak yapilan diger deney sonuglar1 gbz 6niinde bulundurularak;
saglikli hiicrelerde mebendazol ve mebendazol-vinkristin, mebendazol-paklitaksel

kombinasyonlarinin kaspaz-8 diizeyini azaltmalarina bagli olarak apoptoz diizeyinin
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diismesine ve azalan apoptoz diizeyi paralelinde de hiicresel boyutta daha az DNA

hasar1 olugsmasina ve sitotoksistenin diismesine yol actig1 kanaatine ulasabiliriz.

5.1.2. In-vivo Bulgularin Tartisslmasi

Calismamizin in-vivo deneyleri SEC tiimor kitlesinin antemortem ve postmortem kitle
hacmindeki degisimler ve kanserli dokulardaki doku hemoglobin diizeyindeki

degisimlerin incelenmesi ile gergeklestirilmistir.

SEC tiimor kitlesinin antemortem ol¢iim sonuglar1 Sekil 4.14.de gosterilmistir. Kontrol
grubu ile mukayese edildiginde tiim deney gruplarinda Slgiilen SEC izafi hacmi % oran
olarak diisiis gostermis, ilaclarin tek basina uygulandigi gruplarda ise timorlii doku
hacminde en fazla gerileme mebendazol grubunda  oOlgiilmiistiir.  Ilac
kombinasyonlarindan elde edilen sonuclar incelendiginde ise, kanserli kitlenin
hacmindeki azalma vinkristin-mebendazol kombinasyonunda vikristin grubuna oranla
%28.9 iken paklitaksel mebendazol kombinasyonunda paklitaksel grubuna oranla %8,6
olarak hesaplanmistir. Kanserli kitlenin biiylime hizi 10. giine kadar tiim gruplarda
benzer olup 10. giinden sonra tiimor kitlesinde gruplara gore farkliliklar olusmustur
(Sekil 4.15.). Kontrol grubunda ¢aligma sonunda dlgiilen SEC kitlesi 10. giinde 6lciilen
kitle hacminin 8,83 kat1 iken bu oran vinkrsitin de 3,78, vinkristin+mebendazol
grubunda 1,49, paklitaksel de 1,60, paklitaksel+mebendazol gruubunda 0,74 |,
mebendazolde ise 0,36 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar irdelendiginde; mebendazol-
vinkristin kombinasyonundan elde edilen kitle hacmi azalig oraninin vinkrisitinin tek
basina uygulandigi gruba gore %28,9 , mebendazol-paklitaksel kombinasyonundan elde
edilen kitle hacmi azalis oraninin ise paklitakselin tek basina uygulandig: gruba gore
%8,6 oraninda azaldig1 anlasilmaktadir. Mebendazoliin vinkristin ile kombinasyonunun
paklitasel ile mebendazol kombinasyonuna oranla kanserli kitle hacmini daha cok
kiigiiltmesi in-vitro bulgularla paralellik arz etmektedir. Sekil 4.16.’da ifade edildigi
tizere postmortem kanserli kitle hacimlerindeki degisimlerin de antemortem dl¢iimler ile

paralel ve uyumlu oldugu anlagilmaktadir.

Nicole ve ark. (2013), tarafindan mebendazoliin anti-apoptotik faktorler tizerindeki in-
vivo etkinligi ve bu etkinligin bir anti-kanser ajan1 olarak kullanilan temozolomid ile
mukayesesi i¢in atimik fareler kullanilarak insan melanoma zenograftlari ile bir hayvan

modelleme caligmas1 yapilmistir. Calismaya katilan farelere insan melanoma
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zenograftlarinin verilmesini takiben deneklerin tamaminda 3-5 mm timor gelistikten
sonra, giinliik oral 1 mg mebendazol verilen grup, giinliik oral 2 mg mebendazol verilen
grup ve 5 giin boyunca giinliik intraperitoneal 100 mg/kg temozolomid verilen grup
olmak iizere gruplar olusturulmustur (Doudican et al., 2013). Kontrol grubuna oranla 1
mg konsantrasyonda mebendazol uygulanan farelerde tiimor kitlesinde %83, 2 mg
konsantrasyonda mebendazol uygulanan farelerde ise tiimor kitlesinde %77’lik bir
kiiciilme tespit edilmistir. Temozolomid uygulanan grupta da aym sonuclar ortaya
cikmig olmakla birlikte bu c¢aligma ile insan melanoma kanser hiicrelerinde
temozolomid ile elde edilebilecek tomor regresyonunun herhangi bir yan etki ile
karsilasmadan daha diisiik konsantrasyonlarda mebendazol ile elde edilebilecegi
gosterilmistir (Doudican et al., 2013). Calismamizin in-vitro kisminda mebendazoliin
kanserli doku hacmindeki %96,6’lik kii¢iilmenin bu literatiir kaynag: ile uyum arz
ettigini soyleyebiliriz. Mebendazol uygulanmasi sonucunda kanserli doku hacminin
kii¢iilme oranlarinin literatiir ile yapmis oldugumuz calisma arasinda birebir ayn1 oranda
olmayis1 deneklerin ve kanser modelinin farkliligindan kaynaklandigini goriisiinii

tasitmaktayiz.

Baska bir aragtirmada ise, iki farkli adenokortikal kanser hiicre hatt1 ve 3 farkli normal
fibroblast hiicre hattina (H295R, SW-13 ve WI-38) farkli konsantrasyonlarda
mebendazol aym1 anda uygulanmis ve adrenokortikal karsinoma hiicre kiiltiirlerinde,
0,23 uM konsantrasyonda mebendazol hiicre béliinmesi ve biiyiimesini inhibe ederken,
normal fibroblast hiicre kiiltiirlerinde 0,27 uM konsantrasyonda herhangi bir etki
gozlenmemistir. Her iki hiicre hattinda uygulanan mebandazol konsatrasyonlari
mebendazoliin IC50 dozu olarak hesaplanmistir. /n-vivo denemede ise 1 pM
konsantrasyonda mebendazol uygulanan deneklerde yaklasik 20 giinde tiim timor
hiicrelerinin 6ldiigii gdzlenmistir. Aragtirmacilar bu calismalarinda in-vitro ve in-vivo
kosullarda mebendazoliin kanserli hiicrelerde apoptozu indiikledigini, in-vitro olarak
kanserli hiicrelerin invazyon ve migrasyon yeteneklerini inhibe ettigini ve in-vivo
kosullarda metastazin engellendigini bildirmislerdir. Bu caligmalar1 ile arastirmacilar,
temelde mebendazoliin kanserli hiicrelerde olusturdugu tubulin depolimerizasyonu
sonucunda hiicre boliinmesinin engellenmesi ve hiicre siklusunda mitoz asamasi sekteye
ugrayan hiicrelerin apoptoz yoluyla dlmelerine dayandirmiglardir (Martarelli et al.,
2008). Martarelli ve ark. (2008), tarafindan yapilan bu ¢aligmada 20. giinde tiim kanserli

hiicrelerin tamamen oOldiiriildiigiine dair bulgulara yer verilmis olup, bizim
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calismalarimizda da cahismanin sonlandirildigr 31. giinde mebendazol uygulanan
gruptaki kanserli doku hacminin, kanserli deneklere ilag uygulanmaya baslandig: 10.

giindeki baglangic hacimlerinden bile kiigiilmesi ile benzerlik gdstermektedir.

Calismamizin in-vivo bulgular kisminda laboratuvar ve teknik alt yapi1 gbz Oniinde
bulundurularak anjiyogenez direkt olarak izlenememistir. Doku anjiyogenezi hakkinda
doku hemoglobin diizeyleri incelenerek anjiyogenez hakkinda indirekt bilgi edinme
yolu uygulanmistir. Ilag uygulanan tiim gruplarda doku hemoglobin diizeyi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, tiim gruplarda diisiis gostermekle birlikte, %21,43’liik azalma
ile mebendazol grubunda dl¢iilmiistiir (Sekil 4.18.). Ilaclarin kombine halde uygulandig:
gruplarda ise hemoglobin diizeyleri arasinda yakin sonuclar elde edilmis olup grup

icerisindeki bu benzerliklerin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu anlasilmistir (p>0,05).

Mide kanser hiicreleri kullanilarak yapilan baska bir ¢aligmada ise mebendazol, klasik
anti-neoplastik ajanlar ile anti-kanser etkileri bakimindan mukayese edilmistir. Bu
calismada 3 farkli tip (gastrik tip adenokarsinoma hiicresi ACP-01, Diffuz tip gastrik
adenokarsinoma hiicresi ve ACP-03 Intestinal tip kanser hiicresi) gastrik kanser hiicre
kullanilmis ve her ii¢ gastrik kanser hiicresi lizerinde mebendazoliin anti-proliferatif
etkileri bulundugu gosterilmekle birlikte; diffuz tip gastroadenokarsinoma hiicreleri
tizerinde mebendazoliin IC50 0,39 uM konsantrasyonda olusturdugu anti-proliferatif
etkiyi, 5-FU (5-Flouro Urasil) IC50 19,71 uM , oksaliplatin IC50 8,85 uM, gemsitabin
IC50 7,45 uM , irinotesan IC50 29,83 uM , paklitaksel IC50 2,43 uM , sisplatin IC50
15,82 uM ve doksorubisin IC50 0,82 uM konsantrasyonda ancak olusturabilmislerdir.
Ayrica, mebendazoliin 0,1 - 0,5 - 1,0 uM konsantrasyonlarinda ACP-01 kanser
hiicrelerinde mikrotubiil yapisint bozdugu ve kanser hiicrelerinin invazyon ve
migrasyonunu engelledigi belirtilmistir (McKellar & Scott, 1990). McKaller ve Scott
(1990), tarafindan yapilan bu calismada mebendazol ile elde edilen etkinlik paklitaksel
grubunda mebendazoliin 6 kat1 konsantrasyonda ancak elde edilebilmistir. Bizim
calismamizin in-vitro kismindan elde edilen bulgular gdz oniinde bulunduruldugunda
mebendazoliin 0,5 uM konsantrasyonda uygulandiginda tim gruplarda etkinliginin
oldugu gozlenmistir. ilag¢ kombinasyonlarinin uygulandigi gruplardan elde edilen
bulgular incelendiginde ise en belirgin ve anlamh artiglar 0,5 uM mebendazol ve 2,0
UM vinkristin veya 2,0 uM paklitaksel iceren kombinasyonlar ile elde edilmistir. Bu

bulgulardan hareketle diisiik konsantrasyonlarda mebendazoliin vinkristin ve paklitaksel
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ile kombine edilerek paklitaksel ve vinkristinin yiiksek dozlarindaki etkinlik
seviyelerinin elde edilebilecegi ve boylelikle vinkrsitin ve paklitakselin ciddi yan

etkilerinin azaltilabilecegi goriisiindeyiz.

Mukhopadhyay ve ark. (2002), tarafindan yapilan bir caligmada insan akciger kanseri
hiicreleri iizerinde mebendazoliin anti-kanser etkinligi in-vitro ve in-vivo olarak
denenmistir. Bu ¢alisma sonucunda mebendazoliin doz ve zamana bagl olarak IC50
0,16 uM konsantrasyonda mikrotubiil inhibisyonu yapmasi sebebiyle kanserli
hiicrelerde hiicre boliinmesini, hiicre siklusunun G2/M geg¢is fazinda durdurdugu ve
hiicre boliinmesini tamamlayamayan kanser hiicrelerinin apoptoza ugradigi in-vitro
olarak gosterilmistir. Daha da O©nemlisi bu c¢alismada mebendazol 1 uM
konsantrasyonda; kanserli hiicrelerde mikrotubulin inhibisyonu yaptig1 dozun yaklasik 6
kat1 yiiksek bir konsantrasyonda dahi insan umblikal ven endoteli hiicrelerinde
(HUVECsS) ve insan fibroblast hiicrelerinde (W138) herhangi bir yan etki gostermemis
olmasidir (Tapas et al., 2002). Bizim ¢alismamizdan elde edilen bulgular incelendiginde
de bu literatiir kaynagi ile calisjmamiz sonuglarinin paralellik gosterdigini ifade
edebiliriz. Calismalarimizdan elde edilen bulgulara gore mebendazoliin tek basina veya
vinkristin/paklitakselle olan kombinasyonlarinin uygulandig1 gruplarda in-vitro olarak
saglikli hiicre hattinda sitotoksisite orami, kaspaz-3 diizeyi, kaspaz-8 diizeyi, kaspaz-9
diizeyi, apoptotik DNA diizeylerinin farkli oranlarda da olsa diisiis gostermesi ve yara
iyilesme hizinin artisina paralel hiicre proliferasyon ve migrasyon hizinin artmig olmasi
ile mebendazoliin saglikli hiicre hatt1 tizerinde koruyucu etkilerinin bulundugunu ifade
edebiliriz. Ayrica in-vivo bulgularimiz sonucunda da mebendazoliin yalniz ve
vinkristin/paklitaksel ile kombine edilerek uygulandig: tiim gruplarda antemortem ve
postmortem dl¢iimlerle SEC tiimor kitlesinin ciddi bigcimde baskilandig1 ve kiigiildiigi
gbzlenmistir. Ayrica, calismamizin in-vivo kisminda mebendazol uygulanan hicbir
grupta deney esnasinda Oliim goriilmezken, vikristin ve paklitakselin yalniz uygulandigi
gruplarda vikristin grubunda 2, paklitaksel grubunda 3 olmak iizere 5 adet deney faresi
O0lmiis ve calisma deney farelerinin yerine yenilerinin eklenmesi ile emniyetle
stirdiiriilmiistiir. Bu in-vivo bulgularda mebendazoliin saglikl hiicre ve dokular iizerinde
koruyucu bir etkinlik gosterdigini ve kanserli dokulara seckin ve spesifik bir sekilde etki

gosterdigini diisiindiirmektedir.
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Mebendazoliin beyin dokusunda yeterli konsantrasyonlara ulagabilmesi sebebiyle
santral sinir sisteminin parazitik hastaliklarinin tedavisinde de yaygin olarak giivenli bir
sekilde kullanilan bir antiparaziter oldugu icin, mebendazoliin beyin tiimorlerinde de
kullanilip kullanilamayacagi Ren-Yuan ve ark. (2011), tarafindan arastirilmistir.
Glioblastoma multiforme gibi porgnozu gayet kotii olan bir beyin tiimoriinde
mebendazoliin anti-neoplastik etkileri in-vitro ve in-vivo olarak denenmistir. Bu
calismada mebendazoliin IC50 0,1 - 0,3 uM doz araliginda Glioblastoma multiforme
kanser hiicre hattinda tubulin polimerizasyonunu azalttig1 ve bunun sonucunda kanser
hiicre hattinda sitotoksik etkiyle hiicre Oliimiine sebep oldugu rapor edilmistir. Bu
calismada ayrica Glioblastoma multiforme kanser hiicre zenograftlariyla fare
modellemesi yapilarak in-vivo deneme yapilmis ve kontrol grubuna oranla oral
mebendazol uygulanan deneklerin hayatta kalma oranmnin %63 oraninda arttig
bildirilmistir (Bai et al., 2011). Ren-Yuan ve ark. (2011), tarafindan elde edilen bu
sonuclarla bizim caligmalarimizdan elde edilen sonuglar birbirleri ile Ortiismektedir.
Bizim ¢alismamizin in-vivo kisminda hayatta kalim oran1 Ol¢iilmemistir ancak
mebendazol uygulanan tiim deneklerde en az %81,74 en fazla ise %96,52 oraninda SEC

kanserli kitlenin hacminin geriledigi goriilmiustiir (Sekil 4.16).

Mebendazoliin klinik oncesi calismalarinin yami sira kanser tedavisinde yeni tedavi
protokolleri olusturmak iizere klinik denemeleri de devam etmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde bulunan John Hopkins Universitesi Cocuk Hastaliklar1 Merkezi’ nde
progresif pediatrik beyin tiimorlerinde mebendazoliin tek basina ve standart
radyokemoterapiye ek olarak uygulandigi 2 klinik deneme bulunmaktadir. Her iki
calismada faz 1 klinik deneme evresinde olup devam etmektedirler (Medicine, 2020).
Yine Amerika Birlesik Devletleri'nde New York Cohen Cocuk Hastaliklar1 Tip
Merkezi’'nde siirdiiriilen klinik denemede de beyinlerinde Glioblastoma bulunan
kanserli hastalar {izerinde mebendazol ile tedavi denemeleri siirdiiriilmektedir
(Pantziarka et al., 2014). Ayrica Ingiletere’de kanser metabolizmasinin arastirildig: bir
klinik denemede faz 2 caligma basamagina gelinen mebendazol klinik denemeleri
siirdiiriilmektedir (Register, 2020). Isve¢’te yer alan Uppsala Universitesinde ise
mebendazoliin ilerlemis gastrointestinal kanserlerde kullanimina iliskin doz ve
farmakokinetik caligamlarinda faz 2 evresine gelinmis olup bu calisma da halen devem
etmektedir. Misir’da bulunan Tanta Universitesinde 4. evre kolorektal kanserli hastalar

izerinde mebendazoliin faz 2 klinik denemeleri siirdiiriilmektedir (Guerini et al., 2019).
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5.2. Sonug

Calismalarimizdan elde edilen in-vitro/in-vivo bulgular ve literatiir kaynaklarindan
edinilen bilgiler 151831nda mebendazoliin kanserli hiicreler ve dokular iizerinde apoptoz
indiikleyici etkilerinin bulundugunu, hiicresel boyutta bu etkilerinin vinka
alkaloidlerinde oldugu gibi mebendazoliin mikrotubulin proteinini depolimerize etmesi
ve bu sebeple mitoz boliinmenin ve hiicre siklusunun bloke olmasi ile hiicrenin
apoptoza siiriiklenmesi seklinde olabilecegi kanaatini tasimaktayiz. Mebendazol ile
hiicre siklusu ve mitoz boliinmesi hasar goren hiicrelerin apoptoz araciligi ile Sliimleri
ve Olen hiicrelerde apoptotik DNA parcaciklarmin gosterilmis olmasi ile
desteklenmektedir. Bunun yam sira c¢alismamizin in-vitro kisminda mebendazol ve
mebendazoliin vinkrsitin/paklitaksel ile kombinasyonlarinin uygulandig: tim gruplarda
hiicre sitotoksisitesinin artmis olmasinin da temelde artan apoptoz diizeyi ve hasar goren
mikrotubulin ve hiicre siklusu baskilanmasi ile iligkili oldugunu diisiinmekteyiz.
Saglikli hiicreler lizerinde gerceklestirilen deneylerden ise kanserli hiicrelerden elde
edilen bulgularin tam tersi verilerin alinmis olmasi ve alinan sonuclarin literatiir
kaynaklar1 paralelinde olmasi sebebiyle, mebendazoliin saglikli hiicrelerde koruyucu

etki gosterdigi kanaatini tagimaktayiz.

Sonu¢ olarak; mebendazoliin anti-kanser ila¢ olarak kullanilabilecek potansiyelde
oldugunu, tek basina anti-kanser ila¢ olarak kullanilmasa dahi vinkristin veya
paklitaksel ile kombinasyonlarinin kanser tedavisinde kullanilmasi halinde vinkristin ve
paklitakselin yan etkilerinin azalirken, tedavide farmakolojik etkinliklerinin artacagi
kanaatindeyiz. Ancak bu konuda daha detayli ve farkli kanser tiirlerini de kapsayan yeni

calismalarin yapilmasinin yerinde ve faydali olacagi goriisiindeyiz.
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