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OZET

CESITLI KEMOTERAPI AJANLARININ FARKLI SICAKLIK VE
COZUCULERDEKI COZUNURLUKLERININ VE ANTIKANSER
AKTIVITELERININ INCELENMESI
Kaynar, Ayse
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ercan Cacan

Ocak 2024, 69+ xiii sayfa

Kanser insan hayatini tehdit eden ve diinya genelinde 6liime sebep olan hastaliklarin
basinda gelmektedir. 2020 verilerine gore diinya capinda yaklasik 19 milyon kanser
vakasi ve yaklasik 10 milyon da 6liim tespit edilmistir. Bu kanser vakalari igerisinde,
meme kanseri ve over kanseri kadinlarda siklikla karsilagilan ve hayati tehdit eden
kanser tiirleri arasinda On siralarda yer almaktadir. Kanser tedavisinde cerrahi
miidahaleden sonra ¢esitli tedavi modaliteleri uygulansa da kemoterapi bu tedavilerin
temelini olusturmaktadir. Docetaxel, meme, over ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
dahil olmak tizere farkli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan, klinik agidan iyi bilinen
bir anti-mitotik kemoterapi ilacidir. Lapatinib, daha 6nce kemoterapotik tedavi almis
hastalarda ilerlemis veya metastatik HER-pozitif meme kanserinin tedavisinde
kullanilan bir antineoplastik ajan ve tirozin kinaz inhibitoriidiir. Ayrica, kanser tedavisi
icin yeni bir umut olan paladyum (II) komplekslerinin antikanser aktiviteleri
bulunmaktadir. Bu kompleksler kemoterapide siklikla kullanilan diger kemoterapotik
ajanlara gore daha diisiik yan etkilere sahiptir. Diisiik ¢Oziiniirliik, yeni kimyasal
bilesiklerin formiilasyonunda ve gelistirilmesinde oldugu kadar bunlarin jenerik
gelistirilmesinde de temel sorundur. Kemoterapide de karsilagilan en Onemli
sorunlardan birisi de ¢oziiniirliiktiir. Bu calismamizin asil hedefi ¢esitli kemoterapi
ajanlarinin farkli sicaklik ve ¢oziiciiler kullanip ¢oziiniirliiklerini arttirarak antikanser
aktivitelerinde artis saglayabilmektir. Bu tez c¢aligmasinda shake flask yontemi
kullanilarak docetaxel, lapatinib ve Pd(II) komplekslerinin (Comp-A ve Comp-B);
DMSO, PEG200 ve PEG400’iin ¢esitli konsantrasyonlarinda, 25°C, 30°C ve 35°C
sicakliklar kullanilarak hazirlandi. Bu yontemle, ilk olarak kullanilacak ¢6ziicii ve ilag
miktarlar1 dlgtilerek karistirildi. Daha sonra hazirlanan soliisyonlar 24 saat boyunca
gerekli sicaklikta shakerda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi santrifiij edilerek
slipernatant kismi alindi ve c¢esitli konsantrasyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan ilag
cozeltileri de MTT deneylerinde kullanildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
yapilarak hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi incelendi. Elde edilen verilere gore, kullanilan
ilag ve bilesikler, uygulanan ¢oziicii, sicaklik ve doza bagl olarak farkl sitotoksik etki
gosterdi. Genel itibariyle, ¢ziinme oranina bagli olarak meme ve over kanseri hiicre
hatlarindaki canlilik oranlarinda azalma meydana geldigi goézlemlendi. Sonug olarak,
elde ettigimiz On veriler 15131nda, kemoterapi ilaclarmin gelistirilmesinde ve
etkinliginde, bu ajanlarin ¢Oziiniirlik seviyelerinin tedavi agisindan Onem arz
edebilecegini ortaya koyduk.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Paladyum, Docetaxel, Lapatibin, Shake Flask Y ontemi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE SOLUBILITIES AND ANTI-CANCER ACTIVITIES OF
VARIOUS CHEMOTHERAPY AGENTS IN DIFFERENT TEMPERATURES AND
SOLVENTS
Kaynar, Ayse
Master’s Thesis, Department of Biology
Advisor: Associate Prof. Dr. Ercan Cacan
January 2024, 69+ xiii page

Cancer is one of the diseases that threaten human life and cause death worldwide.
According to 2020 data, approximately 19 million cancer cases and approximately 10
million deaths were detected worldwide. Among these cancer cases, breast cancer and
ovarian cancer are among the most common and life-threatening cancer types in women.
Although various treatment modalities are applied after surgical intervention in cancer
treatment, chemotherapy forms the basis of these treatments. Docetaxel is a clinically
well-established anti-mitotic chemotherapy drug used in the treatment of different types
of cancer, including breast, ovarian and non-small cell lung cancer. Lapatinib is an
antineoplastic agent and tyrosine kinase inhibitor used in the treatment of advanced or
metastatic HER-positive breast cancer in patients who have received prior
chemotherapeutic therapy. Additionally, palladium (II) complexes, which are a new
hope for cancer treatment, have anticancer activities. These complexes have lower side
effects than other chemotherapeutic agents frequently used in chemotherapy. Low
solubility is a fundamental problem in the formulation and development of new
chemical compounds as well as in their generic development. One of the most important
problems encountered in chemotherapy is drug solubility. The main goal of this study
is to increase the anticancer activities of various chemotherapy agents by increasing
their solubility by using different temperatures and solvents. In this thesis study,
docetaxel, lapatinib and Pd(I) complexes (Comp-A and Comp-B) were used using the
shake flask method; It was prepared using various concentrations of DMSO, PEG200
and PEG400, and temperatures of 25°C, 30°C and 35°C. With this method, first the
amounts of solvent and drug to be used were measured and mixed. Then, the prepared
solutions were incubated in the shaker at the required temperature for 24 hours. After
incubation, the supernatant was removed by centrifugation and various concentrations
were prepared. The prepared drug solutions were also used in MTT experiments.
Statistical analysis was performed and its effect on cell viability was examined.
According to the results, the drugs and compounds used showed different cytotoxic
effects in a dose, solvent and temperature dependent. In general, it was observed that
the viability of breast and ovarian cancer cell lines decreased depending on the solubility
rate. In conclusion, in the light of the preliminary data we obtained, we demonstrated
that the solubility levels of these agents may be important in terms of treatment in the
development and effectiveness of chemotherapy drugs.

Key Words: Cancer, Palladium, Docetaxel, Lapatinib, Shake Flask Method
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1 GIRIS

Son yillarda yapilan ¢alismalarda kanser tedavisi i¢in umut verici yeni metal kompleksler
sentezlenmis ve literatiire kazandirilmistir. Bu komplekslerden biri de kanser
hiicrelerinde 6nemli bir antitimor aktiviteye sahip olan ve genel olarak kullanilan
kemoterapotik ajanlara kiyasla daha diisiik yan etkilere sahip oldugu gozlemlenen
paladyum (II) kompleksleridir. Ayrica paladyum (II) komplekslerinin platine kiyasla
daha iyi bir ¢oziintirliige sahip olmasi bu kompleksleri ¢ekici hale getirmektedir (Ulukaya
ve ark., 2011). Docetaksel ve lapatinib ¢esitli kanserlerin tedavisinde klinikte kullanilan
iki  onemli kemoterapi ajani olarak bilinmektedir. Docetaksel, mikrotiibiil
depolimerizasyonunu Onlerken ayn1 zamanda mikrotiibiil diizenegini tesvik ederek ve
stabilize ederek sitotoksik aktivitesini uygulayan bir antimikrotiibiil ajanidir. Bu, normal
hiicre bdliinmesinin inhibisyonu ile sonuglanir. In vitro ve in vivo olarak docetaxel, ¢ok
cesitli kanser hiicrelerine karsi antineoplastik aktiviteye sahiptir, ¢esitli antineoplastik
ajanlarla sinerjistik aktivite gosterir ve genellikle insan meme kanseri hiicre hatlarina
kars1 paklitakselden daha fazla sitotoksik aktiviteye sahiptir (Lyseng-Williamson ve
Fenton, 2005). Lapatinib, hem epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin hem de insan
epidermal reseptorii (HER) 2'nin tirozin fosforilasyonunu inhibe eder, boylece reseptor
aktivasyonunu onler (Dhillon ve Wagstaff, 2007). Antikanser ilaglarin cogunlugu zay1f
sulu ¢oziiniirliige sahiptir, saglikli dokuda olumsuz etkiler yaratir ve bu nedenle kanser
kemoterapisinin hem klinik etkinligi hem de terapdtik giivenligi iizerinde biiyiik
sinirlamalar getirir (Dragojevic ve ark., 2015). Disiik ¢oziiniirliik, ilag kesfi ve
gelistirilmesinde 6nemli bir sorundur. Azalmis ¢oziintirliik ile iligkili zorluklar hastalik
alanma gore degisir. Onkoloji programlarinda bu konu 6nemli bir sorundur ve yeterli
¢Ozilinlirliiglin saglanamamasi genellikle biiylik bir engeldir. Coziiniirliikk sorunlari
genellikle projeye 0zgiidiir ve kismen terapdtik hedefler tarafindan yonlendirilir. Diisiik
¢Oziiniirliiglin iistesinden gelebilmek icin ¢esitli stratejiler gelistirilmistir. Yaklagimlar,
cozlnlirliik  riskini  tahmin  etmek ig¢in  yapisal tasarim  sirasinda siliko
yontemlerin uygulanmasini, potansiyel sorunlari erken tanimlamak i¢in ¢oziiniirliigiin
taranmasini, ¢Oziiniirliigli artirmak icin yapimin degistirilmesini ve ¢ozinirligi ve
¢Oziinme oranini artirmak i¢in formiilasyonlarin gelistirilmesini icerir (Di ve ark., 2012).

Heterojen olan ¢oziiniirliik reaksiyonlar1 genellikle dengeye ulagmak i¢in yavastir. Yiizey


https://sciprofiles.com/profile/140605

aktif bilesikler, suda doygunluga ulasincaya kadar ¢oziindiigiinde, sulu ¢oziiniirliik
verilerinin yorumlanmasini zorlastirabilecek kendi kendine iliskili agregalar olusturabilir.
Kosolventlerin kullanim1 (6rnegin, etanol, propilen glikol, polietilen glikol, 1-metil-2-
pirolidon) bu etkilerin bazilarin1 hafifletebilir (Avdeef, 2007). Fizikokimyasal bir 6zellik
olarak ¢oziiniirliik, sicakliktan, basingtan, malzemelerin safliindan, tampon ¢ozeltilerin
bilesiminden ve polimorfizm, agregasyon ve asir1 doymus ¢ozeltilerin olusumu gibi
bilesik 0Ozelliklerinden etkilenir. Bir Olgiim olarak ¢oziiniirliikk, karistirma siiresi,
sedimantasyon siiresi, sulu tamponun bilesimi, sicaklik, fazla kat1 miktar1 ve faz ayirma

teknigi dahil olmak tizere cesitli deneysel faktorlerden de etkilenir (Baka ve ark., 2008).

Zayif c¢oOziniirlik iki ana faktorden kaynaklanir. Yiksek lipofilisite ve katinin
¢Oziiniirliglinii enerjetik olarak maliyetli hale getiren gii¢lii molekiiller arasi etkilesimler.
Iyi ve zayif ¢oziiniir ile kastedilen, kismen beklenen terapotik doza ve potansiyele
baghdir. Zayif sulu ¢oziiniirliik genellikle uygun formiilasyon ¢alismalar1 ile
asilabilir. Bununla birlikte, bu yaklasim pahalidir ve basar1 garantisi yoktur (Faller ve
Ertl, 2007). Ilag maddesinin ¢oziiniirliigii veya ¢dziinmesi, ila¢ maddesinin malzeme
mihendisligi veya formiilasyon yaklagimlar1 yoluyla esas olarak iki seviyede
degistirilebilir. Bir metal maddenin ¢oziiniirliiglinii ve / veya ¢oziinmesini arttirmak veya
degistirmek icin hangi yol izlenirse izlensin, gelistirmenin ilerleyen asamalarinda ticari
olarak uygulanabilir bir siirece Slgeklenebilir olmasi gerekir. Bir ilag maddesinin sulu
¢Oziiniirliiglinlin yan1 sira, gegirgenligi de biyoyararlanim i¢in ikinci kritik bir husustur

(Stegemann ve ark., 2007).



2 LITERATUR OZETLERI
2.1 Kanser Nedir?

Kanser, diinya ¢apinda sekiz 6liimden birinden sorumlu bir hastaliktir. Insan viicudunun
hiicre tiplerinin ve organlarinin ¢ogundan kaynaklanan ve normal doku smirlarinin
Otesine gegebilen ve metastaz ile uzak organlara gegis yapabilen, hiicrelerin nispeten
sinirsiz ¢ogalmasi ile karakterize edilen, ¢esitli risk faktorleri ve epidemiyolojiye sahip
100'den fazla farkli hastali§i kapsar (Stratton ve ark., 2009). Bu hastaligin olusumunu
siirlamaya yonelik diinya ¢apindaki bircok ¢abaya ragmen, kanser son 50 yilda onde
gelen 6liim nedeni haline gelmistir. Kanserli hastalar i¢in hayatta kalma oranlari, 6zellikle
ileri bir asamada tespit edilenler i¢in son derece diisiik kalmaktadir. Kanserin erken teshisi
yapilan hastalar, daha ileri kanserli hastalardan daha iyi iyilesme ve sagkalim oranina
sahiptir. Cogu durumda, evre 1 kanserlerin saptanmasi, %90’dan fazla bes y1llik sagkalim
orani ile iliskilidir. Lezyonlar daha erken tespit edildiginde (premalign asamada), tedavi
genellikle 1iyilestiricidir. Timorlerin bir¢ok proteinin kana salinimini indiikledigi
bilinmektedir. Cesitli modifikasyonlar nedeniyle yabanci molekiiller olarak goriiniirler ve
bagisiklik sisteminin aktivasyonuna yol agarlar. Yiiksek riskli bireylerin serumlarinda
otoantikorlarin varligi, kanser gelisiminin baslangicini 6nceden bildirir ve yararli klinik
tan1 ve prognostik bilgiler i¢cin molekiiler imzalar olarak 6nemlidir. Bu tiir otoantikorlar,
kanserin klinik tanisindan 6nce meme ve diger kanserli hastalarin serumlarinda tespit
edilebilir. Meme ve diger kanser serumlarindaki otoantikorlar, sinyal iletimi, hiicre
dongiisii regiilasyonu, hiicre proliferasyonu ve apoptozda rol oynayan 6nemli molekiilleri

hedef alir ve bunlarin hepsi karsinogenezde anahtar siireglerdir (Ullah ve Aatif, 2009).

2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri, memedeki hiicrelerin hizla biiylidiigii ve kontrolsiiz hale geldigi bir
hastaliktir. Bu kanser tiirii, meme hiicrelerinin veya dokusunun kanserli hiicreye
donlismesine gore birgok sekilde siniflandirilir. Meme kanseri lobiillerden, kanallardan
ve bag dokusundan kaynaklanabilir. Kanserden esas olarak meme kanallar1 veya lobiilleri
etkilenirr. Meme kanserinin metastaz1 kan damarlar1 ve lenf diiglimleri yoluyla

gerceklesebilir. En sik goriilen meme kanseri tiirii invaziv duktal ve lobiiler karsinomdur.



Invaziv duktal karsinomda, karsinom kanallarda baslar ve daha sonra hizla biiyiir ve
meme dokusunun diger bolgelerine yayilir. Metastaz yoluyla viicudun diger bolgelerine
yayilabilir. Invaziv lobiiler karsinom ise meme lobiillerinden baslayip diger organlara

ilerler ve yakin ¢evrede invazyon ve metastaz yapar (Singh ve Sain, 2023).

Bir meme Kkanseri hiicre hatt1i olan MCF-7, metastatik meme Kkanseri olan bir
hastanin plevral efiizyonundan tliretilmistir. Bu hiicre hattinin bir arastirma araci olarak
kullanighilig1, diinya ¢apindaki laboratuvarlarda benimsenmesine yol agmistir. MCF-7,
kirletici stromal hiicrelerden arindirilmis, homojen olarak smirsiz bir sekilde kendi
kendini kopyalayan materyal kaynagi saglar ve basit standart ortamlarda kolayca
kiiltiirlenebilir. Boyle bir hiicre hatti, kemopreventif bir ila¢ ile bir kanser hiicresi
arasindaki etkilesimi incelemek i¢in idealdir (Ray ve ark., 2006). Meme kanseri
hastalariin ¢ogunlugu i¢in spesifik bir risk faktoriinii tanimlamak miimkiin olmasa da
bunlar ¢esitlidir ve genetik degisikliklere neden olabilmektedir. Bu genetik degisiklikler
arasinda, DNA hasaria yanit olarak DNA onarimini ve transkripsiyonel diizenlemeyi
kontrol eden BRCA1 ve BRCA2 genlerini etkileyen mutasyonlar, genetik degisikliklerin
birikmesine yol acabilir ve meme kanseri de dahil olmak iizere farkli tipte maligniteler
gelistirmek ic¢in yasam boyu riski biiyiik 6l¢iide artirabilir. Gergekten de BRCA1 ve
BRCA2 genlerindeki mutasyonlar, diinya ¢capinda meme kanseri i¢in tanimlanmis en
giiclii duyarlilik belirteglerini temsil eden kalitsal meme ve over kanseri riskinin
artmastyla iliskilidir ve BRCA45-BRCAS80 mutasyon tasiyicilar i¢in yasam boyu meme
kanseri riski tahmini %1-2 arasindadir. Benzer sekilde, TP53'"i etkileyen mutasyonlar da

iclii negatif meme kanseri ile iliskilidir (Garcia-Aranda ve Redondo, 2019).

Meme kanseri tedavisinin se¢imi ornegin; tiimor semptomlari, organ disfonksiyonunun
derecesi, Ostrojen ve progesteron reseptdr durumu, gen amplifikasyonu, niiks yeri,
hastaliksiz aralik, hastanin menopoz durumu ve Onceki tedaviye yanit gibi birgok
faktorden etkilenir (Baker ve ark., 2009). Meme kanseri siklikla normal meme gelisiminin
diizenlenmesinde rol oynayan epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR veya HER),
tirozin kinazlarin (RTK'lar) ekspresyonu ve aktivasyonunun artmasi ile iligkilidir.
RTK'lar, ¢esitli adaptdr proteinleri ve sinyal enzimleri i¢in yerlestirme yerleri saglar ve
bu da ¢esitli downstream sinyal yollarin1 aktive eder. Bu olaylar hiicre proliferasyonu,
hayatta kalma, hareketlilik vb. ile baglantilidir. Bu nedenle, EGFR'lerin inhibisyonu
onemli bir antitimdrojenik etkiye sahip olabilir (Moy ve Goss, 2006).
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2.3 Over Kanseri

Kadinlarda 6liime neden olan baslica kanser tiirlerinden biri de over kanseridir ve hizli
progresyon, ge¢ metastazlar ve kotli prognoz ile karakterize jinekolojik malignitelerden
kaynaklanan 6nde gelen 6liim nedenidir (Wu ve ark., 2008). Over karsinomu genellikle
"sessiz katil" olarak adlandirilir, ¢linkii semptomlar tedavi sansinin zayif oldugu ileri
asamalara kadar ortaya ¢ikmaz. Erken evre over karsinomu olan kadinlarda sagkalim
oranlar1 %70-90 arasinda iken, ileri evre hastalig1 olan kadinlarda ise %20-30 arasinda
degismektedir (Goff ve ark., 2000). Over neoplazmalar histolojik olarak koken aldig:
dokuya gore dort kategoriye ayrilir. Cogu over neoplazmi (%80 ila %85) koelomik
epitelden tiiretilir ve epitelyal karsinomlar olarak adlandirilir. Daha az yaygin olan
timorler, ilkel germ hiicrelerinden, 6zellesmis gonadal stromadan veya spesifik olmayan
mezenkimden tiiretilir. Ek olarak, over, ¢ogunlukla gastrointestinal sistemden veya
memeden metastatik karsinomlarin yeri olabilir. Serdz tiimdrler histolojik olarak fallop
tiipii epiteline benzemektedir. Evre 1 ve evre Ila hastaligi olan hastalarin yaklasik
%30'unda bilateral tutulum vardir. Kaba muayenede serdz karsinomlar diizensiz ve
multilokiiler bir goriinlime sahiptir. Miisindz tiimorler histolojik olarak endoservikal
epiteli andirir ve genellikle 20 cm veya daha biiylik ¢aptadir. Hastalarin %10 ila
%?20'sinde bilateraldirler. Endometrioid tiimorler endometriyumun karsinomlarina ¢ok
benzer ve hastalarin yaklasik %20'sinde primer endometriyal kanser ile birlikte ortaya
cikar. Hastaligin erken evresinde, vakalarin yaklasik %10'unda bilateraldirler.
Endometrioid over karsinomlarinin yaklasik %10'u endometriozis ile iliskilidir, ancak
endometriozisin malign transformasyonu hastalarin  %]1'inden azinda goriiliir.
Yumurtaligin berrak hiicreli karsinomlar1 nadirdir. Vakalarin yaklasik %Z25'inde
endometriozis ile birlikte goriiliirler. Brenner tiimori, tiim yumurtalik neoplazmalarinin
sadece %2-3"linli temsil eder ve bu tlimorlerin %?2'sinden azi kotii huyludur. Brenner
tiimorlerinin yaklagik %10'u, ayn1 veya zit yumurtalikta miisindz bir kistadenom veya
dermoid kist ile birlikte ortaya ¢ikar. Her histolojik tip i¢in diisiik malign potansiyele veya
sinirda histolojik goriiniime sahip timorler mevcuttur. Malign ser6z tiimdrlerin yaklagik
%35-10"u smirda iken, malign miisindz tiimorlerin %20'si bu kategoriye girer.
Endometrioid, berrak hiicreli ve Brenner tiimorleri nadiren sinirda bulunur (Hacker ve

ark., 2010).
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Sekil 1: Over karsinomlarinin histolojik tipleri (Cho ve Shih, 2009)

Over kanseri kemoterapiye yliksek yanit orani ile karakterize olmasina ragmen, yiiksek
mortalite orani bilylik 6l¢lide birinci basamak kemoterapdtik ajanlara direng gelismesine
baghdir. Baglangigta kemoterapiye yanit veren hastalarin ¢ogunlugu iki yil iginde
kemodirengli hastalikla niiksedecektir. Yumurtalik kanserinin ilerlemesini ve edinilmis
kemorezistansin gelisimini yonlendiren molekiiler ve genetik degisikliklerin anlasilmasi,
direncli hastaligin ortaya ¢ikmasini 6ngoérmek ve onlemek i¢in stratejilere yol agabilir
(Ali ve ark., 2013). Over kanseri gelisme riskinin artmasiyla iliskili bir dizi genetik faktor
vardir. Germline BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari, over kanseri i¢in bilinen en énemli
genetik risk faktorleridir ve her iki mutasyon da hastalarin %17'sinde bulunur.
CHEK2, MRE11A, RAD50, ATM ve TP53 gibi DNA onariminda rol oynayan diger
genlerdeki kalitsal mutasyonlar da over kanseri gelisme riskini artirabilir (Matulonis ve
ark., 2016). Major hiicre ici sinyal yollar1 over kanseri hiicre gelisiminde rol oynar.
Malign mekanizmalarin anlasilmas1 ve over hiicrelerinin epitelyal over karsinomuna
doniistimii, spesifik over kanseri biyobelirteglerini tanimlamanin bir yolu olarak
goriilmektedir. Over kanserinde genetik amplifikasyon, mutasyonlar, hipermetilasyon ve
cok sayida kromozomal delesyon bulunmustur. Bu, timor baskilayict genler ve
onkogenler gibi over kanseri gelisiminde rol oynayan birka¢ ana gen kategorisinin
tanimlanmasina isaret etmektedir. Bu nedenle, bu genler, kanser hiicresi biiylimesi,
sagkalim, invazyon ve metastazda merkezi bir rol oynayan hiicre sinyal yolaklariyla
dogrudan baglantilidir. Literatiire gére over kanseri ile iligkili sinyal yollar1 sunlardir:

Aktive edilmis B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir arttiricisi (NF-kB) yolu,




transkripsiyon aktivatorii 3 (Jak-STAT 3) yolu, mitojenle aktive edilmis protein kinaz
(MAPK) yolu, proto-onkogen tirozin-protein kinaz Src yolu, ErbB aktivasyon yolu,
lisofosfatidik asit (LPA) yolu, fosfatidilinositol 3-kinazlar (PI3K) yolu, Miillerian
inhibitér madde reseptor yolu, EGF ve VGEF yollar1 ve ER beta yolu (Longuespée ve
ark., 2012). EGFR ve GPCR yolaklar1 da kanser proliferasyonu ve sagkaliminin cesitli
yonlerinde yer almaktadir. GPCR aracili hiicre sagkalim sinyali, G-protein sinyal (RGS)
proteinlerinin diizenleyicisinin aktivitesine kars1 ¢ikan G-proteinleri tarafindan kontrol
edilir. RGS proteinleri, GTP'nin GDP'ye hidrolizini arttirmak i¢in G-proteinlerinin aktive
edilmis Ga alt birimine dogrudan baglanarak GPCR sinyalinin sonlandirilmasini
hizlandirir, bu da G-proteinlerini inaktif bir duruma dondiiriir. Bu nedenle, RGS

proteinleri hiicre sagkalimi ve tiimor olusumunda 6nemli roller oynar (Cacan, 2017).

Sekil 2: OV2008 hiicre hatt1 (sol) ve MCF-7 hiicre hatt1 (sag)

2.4 Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Kanser epidemiyolojisine iligkin derin ve dogru bilgi, bu durumlarin olasi1 nedenleri ve
niifus egilimleri hakkinda temel bilgiler saglar ve boylece dnleme, tarama ve teshis igin
etkili politikalar gelistirmeyi amaglayan zamaninda ve uygun saglik miidahaleleri
olusturmay1 miimkiin kilar (Mattiuzzi ve Lippi, 2019). Ulusal Kanser Enstitlisii, kanseri
anormal hiicrelerin ¢cogalabilecegi ve komsu dokuyu istila edebilecegi bir grup bozukluk
olarak tanimlar. Kanser, viicudun ¢ogu bolgesinde gelisebilir, bu da cesitli kanser
formlarina neden olabilir ve bazen kan ve lenf sistemleri yoluyla yayilabilir (Gaidai ve

ark., 2023). Diinyada ve iilkemizde dolasim sistemi hastaliklarindan sonra 6liime sebep



olan ikinci hastalik kanserdir. Diinya {izerinde 2020 yilinda 19 milyon 292 bin kisiye
kanser teshisi konulurken, 9 milyon 958 bin kisi kanser sebebiyle hayatini kaybetmistir.
Kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedeni 1,8 milyon 6liimle (%18) Akciger kanseri olmaya
devam ederken, bunu kolorektal (%9,4), karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve meme (%6,9)
kanserleri izlemektedir. Kansere bagli 6liim nedenleri yillar gectikce artmaktadir ve
gerekli onlemler alinmazsa her gegen yil ¢ogalarak daha da artacagi tahmin edilmektedir.
Kanseri tetikleyen cesitli risk faktorleri belirlenmistir. Tiitiin ve tiitlin {irtinleri kullanimi,
obezite, meyve ve sebzeden fakir diyet, fiziksel aktivite eksikligi, alkol kullanimi, HPV
(Human Papilloma Virus) enfeksiyonu, hepatit veya diger kanserojen enfeksiyonlara
maruziyet, ultraviyole radyasyon maruziyeti, kentsel hava kirliligi ve kat1 yakit
kullanimindan kaynaklanan i¢ mekan dumani kansere neden olan risk faktorleridir. Tiitlin

kullanimi ise bunlar arasinda en basta gelenidir (Kabalak, 2023).

Kanser hastalari, birincil hastaliktan ve / veya hastaligin tedavisinin neden oldugu bir¢cok
farkli semptomdan muzdarip olabilir. Bu etkenlerin tiimii bir araya gelerek hastaya,
hastaligin neden oldugu tiimor yiikiiniin 6znel karsilig1 olan bir semptom yiikii yiikler. Bu
semptomlar agri, gastrointestinal semptomlar (6rnegin, bulanti, ishal), kaseksi,
yorgunluk, biligsel bozukluklar, anksiyete ve depresyon gibi terminolojiler altinda
kategorize edilir. Semptomlar tedavide gecikmelere neden olabilir veya tedavinin erken
sonlandirilmasina neden olabilir, fonksiyon ve rehabilitasyonu bozabilir ve Onemli
sikintilara neden olabilir (Cleeland ve ark., 2003). Anjiyogenez olarak bilinen bir islemle
yeni bir kan damar1 kaynaginin olmamasi durumunda, yerinde bir tiimor stiresiz olarak
uykuda kalabilir. Paradoksal olarak, anjiyogenezin kendisinin, viicudumuzda kanseri
tesvik eden onkogenler veya tiimorlerin biiylimesini engelledigi bilinen birgok tiimor
baskilayict genin kontrolii altinda oldugu 6ne siiriilmektedir. Zararsiz in-situ tiimorlerde
karsilasildigi gibi, kanser hiicrelerinin olusturulmasinda da ayni genler rol oynamaktadir

(Folkman ve Kalluri, 2004).

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en sik goriilen kanserdir ve tiim kanser
vakalarmin yaklasik %?25'ini ve kadinlar arasinda kansere bagli dliimlerin %15'ini
olusturur (Sonalike ve ark., 2023). 2022 yilinda tahmini 287.850 yeni invaziv kadin meme
kanseri vakasi ve 43.250 6liim meydana gelmistir (Hiatt ve ark., 2023). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) istatistiklerine dayanarak, &nemli kentlesmeye, ekonomide hizli
bliylimeye ve niifus sosyoekonomik durumuna sahip tilkelerin yeni vakalarda kayda deger
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bir artis gosterdigi bulunmustur. Tanimlayict epidemiyolojik verilere dayanarak, meme
kanseri, hayvansal protein ve doymus yaglar bakimindan zengin, yiiksek kalorili bir diyet
edinen, aktif olmayan bir yasam tarz ile iligkili olan varlikl1 bir toplumun hastaligidir.
Meme kanseri, alacali formlarda ortaya ¢ikan, kendi kendine yeten bulasici olmayan bir
hastaliktir ve etiyolojisinin, bireysel iireme paternine, hormonal faktorlere, diyete, fiziksel
aktiviteye, yasam tarzina ve belirli gelis prosediirlerine maruz kalmaya bagli olarak ¢ok
faktorlii oldugu gozlenmektedir. Mutasyona ugramis hiicreler genellikle bir yumru
olusturan lobiillerde veya kanallarda baslar ve siklikla mamogram ile goriilebilir. Iyi
huylu bir tliimoriin bozulmasi, tiimor hiicrelerinin ¢evre dokular1 (6rnegin, kan ve lenf
damarlar) istila ettigi metastaz ile sonuglanabilir (Tan ve ark., 2023). Son yillarda yapilan
arastirmalar, meme kanseri riskini artiran birkag genetik faktorii de tanimlamistir. Meme
kanseri riskiyle iligkili en iyi bilinen genler, kalitsal meme kanserlerinin yaklasik
%25'inden sorumlu olan BRCA1 ve BRCA2'dir (Sonalike ve ark., 2023). Normal
hiicrelerde, bu genler hasarli DNA'y1 onaran proteinlerin yapilmasina yardimci olur. Bu
genlerin mutasyona ugramis versiyonlari, kansere yol acabilecek anormal hiicre
biiylimesine yol agabilir (Singh ve Sain, 2023). PALB2, CHEK2 ve ATM gibi diger genler
de daha diisiikk penetrasyona sahip olmakla birlikte meme kanserine yatkinlikla
iliskilendirilmistir. Bu genetik mutasyonlara sahip bireylerin tanimlanmasi, artan
stirveyans, risk azaltici cerrahi ve kemoprevensiyon gibi hedeflenen 6nleme stratejilerine

izin verir (Sonalike ve ark., 2023).

2.5 Molekiiler Temelleri

Kanser, temelde genetik materyalde meydana gelen deformasyonlar sonucu olustugu i¢in
genetik bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Mutasyonlarin nedeni olarak bir¢ok etken
gosterilebilir; kimyasal, radyasyon, viriisler gibi ¢evresel etkenlerle sonradan olabilecegi
gibi, germ hiicreleri ile de kalitilabilir (Ayhan ve Ogava, 2013). Tiimoérlerin, nokta
mutasyonlart ve gen amplifikasyonu, delesyon ve translokasyon gibi birikmis molekiiler
genetik veya genomik degisikliklerin bir sonucu olarak gelistigi ve ilerledigi iyi
bilinmektedir. Bu degisikliklerin analizi, tarihsel olarak, onkogenler, tiimor baskilayict
genler ve DNA hasar1 onariminda yer alan genler dahil olmak tizere kanserle iligkili yeni

genlerin tanimlanmasina yol a¢gmustir. Son teknolojik gelismeler ve insan genomu
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projesinin bagarisi, kanser genomunun molekiiler manzarasini ortaya ¢ikarma
girisimlerini ve kanserle iligkili yeni genlerin kesfini biiyiik 6l¢tide kolaylastirmistir (Cho
ve Shih, 2009). Bir tiimor hiicresi, spesifik biiylime avantajlar1 elde etmek icin gen
fonksiyonunda kalitsal degisikliklere ugrar. Onkogenler, hiicre biiylimesini ve hayatta
kalmasin1 desteklemek icin DNA hipometilasyonuna ve histon hiperasetilasyonuna
maruz kalabilir (Cacan ve ark., 2015). Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor siipresor gen
inaktivasyonlari, hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi, kontak inhibisyonun kaybolmasi,
invazyon ve metastaz yetenegi kazanmasi gibi malign 6zellikler kazanmasina yol agar.
Proto-onkogenler hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda gorevlidir. Bu genlerde
meydana gelen mutasyonlar tiimor gelisimine, tiimor baskilayici genlerde meydana gelen
mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre biiylimesine

neden olur (Aliustaoglu, 2009).

Baz1 gen aileleri, 6zellikle protein kinazlar, kanser genleri arasinda 6zellikle belirgin bir
sekilde one cikmaktadir. Ayrica, kanser genleri belirli sinyal yolaklarinda kiimelenir.
Ornegin, klasik MAPK/ERK yolunda upstream mutasyonlari, EGFR, ERBB2, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, PDGFRA ve PDGFRB gibi hiicre zarina bagli reseptdr tirozin
kinazlarda ve ayrica NFI, PTPNI1I, HRAS, KRAS, NRAS ve BRAF gibi downstream
sitoplazmik bilesenlerinde bulunur. Gliomlardaki son kapsamli mutasyonel analizler,
hemen hemen tiim vakalarin bu kritik sinyal yolaklarindaki genlerden birinde bir
mutasyona sahip oldugunu gostermistir. Kanser hiicreleri mutasyona ugramis kanser
genleri tarafindan kodlanan anormal proteinlere bagimli olduklarindan, yeni kanser
terapotiklerinin gelistirilmesi i¢in hedef haline gelmislerdir. Meme kanserinde yaygin
olarak cogaltilan ve asir1 eksprese edilen ERBB2 (HER?2 olarak da bilinir) tarafindan

kodlanan proteine kars1 yonlendirilen bir antikordur. (Stratton ve ark., 2009).

Kanserin genetik temeli, Ozellikle onkogenler, tiimor baskilayict genler ve DNA
uyumsuzluk onarim genleri gibi belirli gen smiflarini icerir. Baslangigta bakteri ve
mayalarda tanimlanan DNA uyumsuzluk onarim genlerinin insan homologlar1 ¢esitli
sporadik kanserlerin patogenezinde rol oynamistir. Kanserdeki rollerinin anlagilmasi,
DNA onarmmi siireglerindeki islevlerinin anlasilmasma baghdir (Li, 2003).
Uyumsuzluk onarmmi eksikligi agirlikli olarak kolon, endometriyum ve yumurtalik
kanserleriyle baglantilidir (Jiricny ve Nystrom-Lahti, 2000). Replikatif uyumsuzluk
onariminin (MMR) birincil islevi, DNA sentezi sirasinda DNA polimeraz kaymasinin bir

10



sonucu olarak ortaya ¢ikan baz-baz uyumsuzluklarini ve ekleme/silme dongiilerini
ortadan kaldirmaktir. insanlarda en az alt1 farkli MMR proteini gereklidir. Uyumsuzlugun
taninmast i¢cin MSH2 proteini, baz-baz yanlis ciftlerinin mi yoksa ekleme/silme
dongiilerinin mi onarilacagina bagl olarak iki ek MMR proteini (MSH6 veya MSH3) ile
bir heterodimer olusturur. Ilk durumda MSH6 gereklidir, ikinci durumda ise MSH3 ve
MSH6 kismen yedekli islevlere sahiptir. Bes insan MMR geninden (MSH2, MLHI1,
MSH6, PMS2 ve PMSI1) herhangi birinin germ hatti degisikligi, tiim kolon kanseri
vakalarinin %1-5'ini olusturan kalitsal polipozis olmayan kolon kanserine (HNPCC) yol
acar. HNPCC ailelerinden yatkin bireylerde yasam boyu kolorektal karsinom (%70-85),
endometriyal karsinom (%50) ve ayrica topluca "HNPCC tiimor spektrumu" olarak
adlandirilan bazi diger kanserler (%15'in altinda) gelisme riski yliksektir (Peltoméki,

2001).

2.6 Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisinde ¢esitli tedavi tiirleri uygulanmistir. Cerrahi onkoloji, immiinoterapi,
hormon tedavisi, radyoterapi, kemoterapi ve hatta c¢esitli RNA molekiillerinin
enjeksiyonu dahil olmak iizere birgok farkli yontem bulunmaktadir. Bunlar arasinda
kemoterapi, ozellikle metastaz ile komplike olan kanserler i¢in oldukg¢a basarili bir

se¢imdir (Behranvand, ve ark., 2021).

2.6.1 Kemoterapi

Kanser kemoterapisinde ilerleme, yeni yapilara, yeni etki mekanizmalarina ve yiiksek
diizeyde deneysel antitiimor aktiviteye sahip ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi sayesinde
kaydedilmistir (Lavelle ve ark., 1995). Kemoterapi hem kanser hiicrelerine hem de
normal hiicrelere etki eder, timor biiziilmesine neden olur, ancak neredeyse kaginilmaz
olarak bircok epitel ve epitel dis1 dokuya zarar vermesi nedeniyle ciddi veya hatta hayati
tehdit edici olabilecek yan etkilere neden olur (Nencioni ve ark., 2018). Ancak spesifik
bir antitiimor aktivitesine sahip degillerdir, bu nedenle sadece malign hiicrelerin

kontrolsiiz cogalmasini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda sa¢ kokleri, sindirim sistemi
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epiteli ve kemik iligi kok hiicreleri gibi yliksek proliferasyon oranlarina sahip normal
hiicreleri baskilayarak normal hiicreler ve dokular tizerinde ciddi yan etkilere ve hasarlara
yol agarlar. Bu nedenle sik sik uygulanmalar1 6nerilmez ve risk-fayda oranlarinin dikkate
alinmas1 esastir. Kemoterapotik ilaglarin uygun dozu, hedeflenen tiimor hiicrelerinin
sayisina, ilaca diren¢ ve ilag toksisitesi verilerine gore belirlenebilir. Kemoterapi
ilaglarinin etkinligi, kalan tiimor hiicrelerinin sayisina ve gozlenen yan etkilere dayanarak

tahmin edilmektedir (Behranvand, ve ark., 2021).

Kemoterapi, klinik diizeyde; primer indiiksiyon tedavisi, neoadjuvan tedavi ve adjuvan
tedavi olmak tizere 3 farkli sekilde uygulanmaktadir. Primer indiiksiyon kemoterapisi
ilerlemis kanser hastalarinda veya etkili bir tedavi alternatifi bulunmayan kanser
tiirlerinde kullanilir. Cogunlukla ilerlemis metastatik hastalarda tercih edilen bir tedavi
tiriidiir ve amaci tiimor-iliskili semptomlari iyilestirmek, yasam kalitesini ytlikseltmek ve
timor gelisiminde zamani uzatmaktir. Neoadjuvan kemoterapi, lokalize kanserli
hastalarda alternatif lokal tedavilerin ise yaramadigi durumlarda uygulanan kemoterapi
yontemidir. En sik kullanildig1 kanser tiirleri arasinda mesane kanseri, 6zofagus kanseri,
larinks kanseri, lokal olarak ilerlemis kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri ve
osteojenik sarkom bulunur. Adjuvan tedavi ise cerrahi operasyon ve radyoterapiyi
destekleyici tedavi olarak tanimlanabilir. Burada kemoterapinin amaci lokal ve sistemik
niiksetme insidansinin 6niine gegebilmektir. Meme kanserinde, mide kanserinde, kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserinde, Wilm tiimoriinde, anaplastik astrositom ve
osteojenik sarkomlu hastalarda hem hastaliksiz sagkalim (DFS) hem de genel sagkalim

stiresinin (OS) uzamasinda etkili olan bir tedavi yontemidir (Yazici, 2014).

Tiim antikanser ilaglar, hiicre biiytimesi i¢in gerekli olan mekanizmalara zarar verir.
Docetaxel, hiicre sagkalimi i¢in gerekli olan mikrotiibiillerin islevini bozarak hiicreleri
oldiirtir. Ayn1 zamanda anti-apoptotik gen Bc/2'yi inhibe eder ve bir hiicre dongiisii
inhibitorii olan p27'nin ekspresyonunu tesvik eder. Bu nedenle docetaxel, yeni hiicrelerin
olusmasini 6nler, mevcut hiicrelerin apoptoza ugramasina neden olur ve diger hiicrelerin
olgunlagmasini ve ¢ogalmasini durdurur (Baker ve ark., 2009). Sitotoksik bir taksan olan
docetaxel, esas olarak mitotik ve fazlar arasi hiicresel fonksiyonlar ig¢in gerekli olan
hiicrelerdeki mikrotiibliler ag1 bozarak sitotoksik aktivitesini uygulayan bir
antimikrotiibiil ajandir. Ayn1 anda mikrotiibiil diizenegini tesvik eder, stabilize eder ve
mikrotiibiil depolimerizasyonunu 6nler, boylece normal hiicre boliinmesini inhibe eder.
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Docetaxel esas olarak sitokrom P450 (CYP) 3A4 izoenzimi tarafindan bir minor ve ii¢
major olarak kiiciik inaktif metabolitelere metabolize edilir. Esas olarak safra yolu ile
fecesle atilir. Cok kiiciik bir kismi da direkt olarak idrarla atilir (Lyseng-Williamson ve
Fenton, 2005). Docetaxel, meme kanseri hiicre hatlar1 da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
kanser hiicrelerine kars1 in vitro ve in vivo antineoplastik aktiviteye sahiptir. (Baker ve
ark., 2009). Meme, kiigiik hiicreli dis1 akciger, over ve bas-boyun kanserlerinde 6nemli

aktiviteye sahiptir (Clarke ve Rivory, 1999).
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Sekil 3: Docetaxelin etki mekanizmasi (Noguchi,2006)

Mikrotiibiillerin seviyeleri, a-tiibiilin ve B-tiibiilinin polimerizasyonu ile mikrotiibiillerin
depolimerizasyonu arasindaki denge ile diizenlenir. Docetaxel tedavisi olmayan timor
hiicreleri  (sekil 3.a) ile, docetaxel tedavisi olan tiimoér hiicreleri (sekil 3.b)
karsilastirildiginda, mikrotiibiillerin sentezinin artmasina yol agan artmis polimerizasyon

ve azalmig depolimerizasyon gostermektedir (Noguchi,2006).

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER) reseptdr tirozin kinaz ailesi, birgok
kanserin biyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Meme ve gastrointestinal kanser tiirlerinde
ve ek tiimdr tiplerinde de daha diisiik oranlarda, EGFR ve HER2 veya HER3 ile homo
veya heterodimerizasyonu, kanser hiicresi biiyliimesi ve hayatta kalmasi i¢in gereklidir.
HER2'yi asir1 eksprese eden meme kanseri hastalari, hastaliklarinin daha agresif bir
seyrine sahiptir. Bir tirozin kinaz inhibitdrii olan lapatinib, reseptdriin hiicre i¢i alaninin
ATP'ye baglanma bolgesine baglanarak EGFR ve HER?2 tirozin kinaz aktivitesini bloke

eder ve tlimor hiicresi biliylimesinin inhibisyonuna neden olur. Lapatinib genellikle iyi
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tolere edilir (Voigtlaender ve ark., 2018). Lapatinib, tirozin kinaz reseptdr alanindan (yar1
Omiir >300 dakika) yavas bir ayrisma oranina sahiptir, bu da tiimor hiicrelerinde tirozin
kinaz aktivitesinin uzun siireli inhibisyonuna neden olabilir Hem EGFR hem de
HER2'nin tirozin kinaz alanlarindaki adenozin trifosfat (ATP) baglanma bdlgesi i¢in
rekabet eder, boylece ATP'nin tirozin kalintisinin fosforilasyonu i¢in bir kofaktor olarak
kullanilmasini 6nler, bu da reseptor aktivasyonu sirasinda 6nemli bir adimdir. Lapatinibin
HER'den yavag ayrigmasinin, bagli molekiiliin konformasyonundaki degisikliklerle
iliskili oldugu disiiniilmektedir (Dhillon ve Wagstaff, 2007). Bu inhibitor, metastatik
HER?2 pozitif meme kanseri tedavisi i¢in 2007'den beri ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA)

tarafindan onaylanmistir (Segovia-Mendoza ve ark., 2015).

Ligand
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Lapatinib TK
® domainine baglanir.

~Asagi yondeki
kaskadlar inhibe edildi.

®
® ®®

Sekil 4: Lapatinib tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak ATP baglanmasini bloke eder ve
downstream kaskadi inhibe eder (Moy ve Goss,20006).

2.6.2 Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, lokalize solid kanserlerin tedavisinde mevcut en etkili sitotoksik
tedavidir. Bu yaklasimin basarisi, ABD'de kanserli hastalarin yaklasik %60'1min,
icadindan bir yiizyil sonra ve diger bir¢ok tedavi yontemindeki ilerlemelere ragmen
kiiratif radyasyon tedavisi almaya devam etmesiyle 6rneklenmektedir. Son 20 yilda,
klinik radyasyon terapisinde fiziksel doz verme segeneklerinde ¢arpici bir artis olmustur
(Schaue ve Mcbride, 2015). Radyasyonun birincil mekanizmasi, apoptoz ve hiicre 6limii

ile sonuglanan tiimor hiicresi DNA'sina geri doniisiimsiiz olarak zarar veren reaktif
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oksijen tiirlerinin tiretilmesidir (Graham ve Unger, 2018). Radyoterapide normal dokulara
verilen zarar1 en aza indirirken koti huylu tiimorleri yok etmek icin iyonlastirici
radyasyon kullanilmaktadir ve oldukg¢a etkili olabilmektedir. Hiicresel Oliimciilliik,
cekirdekte tretilen ¢ift sarmalli DNA kirilmalarinin  sayis1 ile iligkili olarak
goriinmektedir. Dokularin radyoterapiye duyarlilig1, radyasyon hasarini onarma, yeniden
doldurma ve yeniden oksijenlendirme yeteneklerine bagli gibi goriinmektedir. Cift ve tek
sarmallt DNA kirilmalarin1 onarma kapasitesi normal doku ve farkli tiimdrler arasinda
degisir. Yeniden ¢ogalma yetenegi Onemlidir, ¢iinkii hiicreler radyasyon tarafindan
oldirtilen hiicrelerin yerini almak i¢in hizla boliinebilir. Timdrler biiytidiik¢e, neoplazmi
beslemek i¢in yeni kan damarlari gelisir. Genel olarak, yeni kan damarlar1 dogada ilkeldir
ve kan temini biiyiiyen tiimori beslemek icin yetersizdir. Hipoksik hiicreler iceren ve
radyodiren¢ kaynagi olan bu tiir tiimorlerde nekrotik alanlar gelisir. Bununla birlikte,
radyoterapi seyri sirasinda hipoksik olan hiicreler yeniden oksijenlenebilir ve daha

radyoduyarl hale gelebilir (Symonds ve Greenhalgh, 2014).

2.6.3 Iimmiinoterapi

Cogu kanser hastasi cerrahi, radyasyon ve / veya kemoterapi kombinasyonu ile tedavi
edilir. Primer tiimor, ¢ogu durumda, bu standart tedavilerin bir kombinasyonu ile etkili
bir sekilde tedavi edilebilirken, hastaligin yayilmis tlimor hiicreleri yoluyla metastatik
yayilmasimi Oonlemek genellikle etkili degildir. Bu nedenle, kan dolasiminda bulunan
yayillmis timor hiicrelerinin ve uzak organlardaki mikrometastazlarin yok edilmesi,
kanser immiinoterapisinde umut verici bir baska yaklagimi temsil etmektedir. Kanser
immiinoterapisinin temel stratejileri, timdre 6zgii antikorlarin ve hiicresel immiin efektor
mekanizmalarin terapdtik potansiyelinden yararlanmayi1 amaclamaktadir. Pasif antikor
tedavisi, biiyilk miktarlarda tiimor antijenine 0zgli antikorlarin tekrar tekrar
uygulanmasina dayanirken, aktif immiinoterapi, asilamay1 takiben konagin bagisiklik
sistemi tarafindan hem humoral hem de sitotoksik T hiicresi efektdr mekanizmalarini
birlestiren tiimdre 6zgl bir immiin yanitin olusturulmasini amaglamaktadir (Schuster ve
ark., 2006). Immiinoterapiler, ilerlemis kanserlerin tedavisi i¢in umut verici bir ydntem
sunar, ciinkii bagisiklik sistemi sistemiktir ve bu nedenle metastatik hastaliga

saldirabilir. Timore 6zgii sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler) ve aktive edilmis dogal
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oldiiriicti (NK) hiicreler, kanser hiicresi dldiirmede 6zellikle 6nemli roller oynar ve bir¢ok
immiinoterapinin temelini olusturur (Cacan ve ark., 2015). Kanser immiinoterapisi,
kanserle savagmak icin viicudun kendi bagisiklik sistemini kullanmay1 amaclamaktadir.
Bugiiniin  basarilari, 1980'lerin  sonlarinda James Allison ve digerlerinin
laboratuvarlarinda, T hiicrelerine fren yapan protein reseptorlerini desifre etmek icin
yapilan temel arastirmalara dayanmaktadir (McNutt, 2013). Kanser immiinoterapisinde;
monoklonal antikorlar, adoptif immiinoterapi, asilar, sitokinler gibi tedavi yontemleri
kullanilmaktadir (Sakalar ve ark., 2013). Bu immiinoterap6tik yontemlerden iizerinde en
fazla klinik ¢alisma yapilan ve onay almis olan yontem monoklonal antikorlardir.
Monoklonal antikorlarin aktive olmalart hiicre yilizeyindeki reseptdrler ile baglanti
kurmalar1 sonucu olusur. Bu sayede ortaya bir sinyalizasyon ¢ikar ve farkli bigimlerde
gelisebilir.  Anti CD-20 monoklonal antikoru apoptozu indiikler, EGFR (epidermal
biliylime faktorii reseptorii) baglayan antikor ise dogal ligandlarin baglanmasini engeller
ve reseptorleri bloke eder. Monoklonal antikorda bulunan Fc reseptorii sayesinde
mononiikleer hiicreler ve lokositler antikorla kapli hiicreleri fagosite ederek ya da
sitotoksik graniillerini bosaltarak yok ederler. FcgR ise IgG (ImmiinoglobiilinG)
molekiiliine 6zgii bir reseptor olarak tanimlanir. IgG yapisinda olanlar klasik kompleman
kaskadi yoluyla inflamasyon cevap olusmasina neden olabilir. Gelisen inflamasyon
cevap, fagositik lokositlerin kemotaktik etki yapmasini, bununla birlikte sekonder
sitokinlerlerin salinmasina neden olarak vaskiiler gecirgenligi artirir ve bu sayede
monoklonal antikorlar hiicre i¢ine daha rahat niifuz edebilirler (Barbaros ve Dikmen,

2015).

2.6.4 Tamamlayici ve Alternatif Tedaviler

Tamamlayici tedavi, hastalifin semptomlarin1 ve ilaglarin yan etkisini azaltmak, yasam
kalitesini arttirmak, fiziksel ve psikolojik acidan destek saglayarak bilimsel tibba destek
amacl yapilan tedavilerdir. Alternatif tedavi ise, etkisi bilimsel olarak kanitlanmamig
tedavilerin bilimsel tibbi uygulamalar yerine kullanilmasidir. Tamamlayici ve alternatif
tedavi (TAT) kanser lizerinde kullanimi1 giderek artmaktadir (Kav ve ark., 2008). Kanser
hastalariin TAT kullanimina yonelme sebepleri tibbi tedaviye destek olma ve kanserin

tekrarlamasin1 onleme amagli olabilecegi gibi konvansiyel tedavilerin yerine son bir ¢are
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olarak bu yontemlere bagvurabilmektedirler (Kurt ve ark., 2013). TAT tedavileri kabaca
5 sekilde kategorize edilebilir. Alternatif tibbi sistemler, zihin-beden miidahaleleri,
biyolojik temelli terapiler, manipiilatif ve beden tabanli yontemler ve enerji terapileri

(Cassileth ve Deng, 2004).

2.7 Kemoterapide Coziiniirliigii Etkileyen Faktorler

Cozintirlik, ilag kesfi ve ilag adayr secim silirecinin ¢ok erken donemlerinde
degerlendirilmesi ve anlasilmasi1 gereken yeni bir molekiilin temel fizikokimyasal
parametrelerinden biridir. Sentezlenen maddenin ilk miktarindan, genellikle birkag
miligramdan baglayarak, ilk analitik testler serisi, maddenin belirli bir ¢6ziiclideki denge
¢Oziiniirliigliniin yan1 sira, maddenin belirli kosullar altinda ¢6zeltideki konsantrasyonunu
yansitan goriinlir veya dinamik c¢oziiniirligl igerir. Denge ¢Oziiniirliigiiniin degeri
genellikle normalde 4 ila 24 saat arasinda olan test stiresi ile sinirlidir. Maddenin sulu bir
sistemdeki ¢oziliniirliigli ve gorliniir ¢oziiniirliigi ¢esitli faktorlere baghidir (Stegemann ve
ark., 2007). Biyofarmasoétik Siniflandirma Sistemi'ne (BCS) gore, bir ilacin en yiiksek
doz mukavemeti 250 mL veya daha az sulu ortamda 1 ila 7,5 pH araliginda ¢oziiniir
degilse, suda az ¢oziiniir oldugu kabul edilir. Birgok sitotoksik ilag, ilacin ¢ézlinmesi i¢in
yiiksek kafes enerjisine ve ila¢ molekiillerinin su ile hidrojen baglar1 olusturmasini
engelleyen hacimli polisiklik yapilar1 nedeniyle bu kategoriye girmektedir (Narvekar ve

ark., 2014).

2.7.1 Sicakhik

Coziiniirligiin  sicakliga bagimliligi, mutlak sicaklik 7'nin bir fonksiyonu olarak
¢Ozilinlirliiglin davranigini tanimlamak i¢in siklikla kullanilan van't Hoff denklemi
tarafindan ¢6ziinenin mol fraksiyonu ile ilgilidir. Sabit basingta, bir katinin 7 sicakliginin
bir fonksiyonu olarak bir s1v1 i¢indeki ¢coziiniirligii iliskisi ile ifade edilebilir (Wei ve ark.,
2012). Sicakligin arttirilmasi kat1 bilesigin ¢oziinmesini hizlandirir ve siklikla asiri

doymus bir ¢ozelti ile sonuglanir (Loftsson ve Hreinsdottir, 2006).
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2.7.2 Kanstirma Siiresi

Karigtirma, sivi sistemin homojenligini arttirir. Karigtirma stiresi, 6lgek biiyiitme veya
kiigiiltmede kullanilan ¢ok onemli bir parametredir. Bu siirenin belirlenmesi farkl
fiziksel ve kimyasal teknikler kullanilarak gerceklestirilebilir. Karistirma siiresinin
Olgiilmesi bir¢ok arastirma makalesinin odak noktasi olmustur. Bununla birlikte, tim
durumlar i¢in altin standart yoktur. Baz1 yontemler laboratuvar 6l¢eginde iyi ¢alisirken,
biiyilk Olcekte basarisiz olurlar. Bu nedenle, mutlak degerleri farkli yontemlerle
karsilastirmak anlamsizdir. Ayrica, literatiirde bildirilen verilerin karsilagtirilmasi zordur,
¢linkii homojenlik farkli kriterlere gore tanimlanmistir. Bu nedenle, karistirma stiresi

sadece goreceli homojenlik agisindan anlamlidir (Tan ve ark., 2011).

2.7.3 Coziicii Cinsi

Normalde ilaglarin  ¢oziiclilerdeki  ¢Oziiniirligli, ilag molekiilleri ve ¢oziicii
molekiilleri arasindaki etkilesimin sonucudur. Coziicii, ¢ozelti i¢indeki molekiiller veya
iyonlar arasindaki ¢ekimi azaltarak ila¢ molekiillerini veya iyonlarini ¢ézer. Bu nedenle
ilacin ve ¢oOziicliniin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri de dahil olmak iizere
polarite, dielektrik sabiti ve ayrica ¢dzlinme prosesinin sicaklik ve pH gibi faktorlerini de
icerir. Yukarida belirtilen faktorler, c¢oziiniirliik profilinin seklini tahmin etmek ig¢in
kesinlikle gerekli faktorlerdir (Yang ve ark., 2019). Organik coziiciilerin kullanimina,
tiretimine ve bertarafina giderek daha fazla odaklanilmaktadir ve bu nedenle tehlikeli
olmayan alternatiflerin gelistirilmesine (yesil kimya ve mihendisligin c¢esitli
hedeflerinden biri) 6nem verilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir dizi inceleme, PEG
kimyasin1 ve biyoteknoloji ve tiptaki uygulamalarini da kapsamistir. Polietilen glikol,
PEG: HO—-(CH2CH:0),—H 200 ila on binler arasinda ¢esitli molekiiler agirliklarda
mevcuttur. Oda sicakliginda, suda ¢oziiniir ve higroskopik polimer, molekiiler agirlig
600’den diisiik olanlar renksiz viskoz bir sividir. PEG'lerin sayisal tanimi genellikle
ortalama molekiiler agirligin sayisim1 gosterir. Diisiik molekiil agirlikli sivi PEG'ler, su
ilavesi olsun veya olmasin, kendi baslarina ¢oziicii olarak kullanilabilir. PEG, FDA'nin
GRAS (Genel Olarak Giivenli Olarak Tanman Bilesikler) listesindedir, ayrica diisiik

yanicilik 6zelligine sahiptir ve biyolojik olarak pargalanabilir (Chen ve ark.,
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2005). Kanser ilaci gelistirme ile ilgili olarak, amag, antikanser ilaglarin tiimor
penetrasyonunu, bunlar1 PEG ile sararak iyilestirmektir. Bu da ilaglarin hastalara olumsuz
yan etkilerini azaltir. Bununla birlikte, PEGilasyon, retikiiloendotelyal sistem tarafindan
alimdan kacarak bu ilaclarin kandaki dolasim siiresini arttirmaya yardimer olur
(Hoffmann, 2022). Dimetil siilfoksit [(CH3).S; DMSO], amfipatik yapis1 nedeniyle kii¢iik
hidrofobik ila¢ molekiillerini ¢ozmek i¢in yaygin olarak ¢oziicii olarak kullanilan organik
bir polar aprotik molekiildiir. DMSO, membrana niifuz etme ve suyla yer degistirme
Ozellikleri nedeniyle hiicre kriyoprezervasyonu igin yaygin olarak kullanilir. Genis
¢oziindiirme kabiliyeti nedeniyle DMSO, bircok ilag¢ tiirli i¢in iyi bir ¢oziicidiir ve
genellikle hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalar i¢in tercih edilmektedir. Baz1 ¢aligmalar
DMSO'nun toksik olabilecegini kabul etse de bu ¢oziicliniin kullanimi1 o kadar yaygindir

ki, kullanilan DMSO konsantrasyonu genellikle bildirilmez (Galvao ve ark., 2014).

2.8 Shake Flask Yontemi

Ilag adaylarinin ¢dziiniirliiklerinin belirlenmesi, ila¢ arastirmalarinda hem kesif hem de
gelistirme asamalarinda énemlidir. Ila¢ arastirmalarmin erken asamalarinda, ilag benzeri
adaylar1 taramak icin diger fizikokimyasal parametrelerle (lipofilisite, iyonizasyon,
gecirgenlik) birlikte ¢oziiniirlik kullanilir (Baka ve ark., 2008). Shake flask yontemi,
¢ozlnlirliiglin saglanmasinda en giivenilir ve yaygin olarak kullanilan tekniklerden biri
olarak kabul edilir. Numune hazirlama, dengeleme, fazlarin ayrilmasi, doymus ¢6zeltinin
ve artik katinin analizi ve veri analizi ve yorumu olarak belirli adimlardan olusur (Veseli
ve ark., 2019). Bu yontem kullanilarak yapilan ¢oziiniirlik deneyleri birka¢ gilinden
haftalara kadar devam edebilir (Bergstrom ve ark., 2002). Farmasotik literatiirde yaygin
olarak kullanilan iki ¢oziintirliik terimi kinetik ¢oziiniirlik ve termodinamik (denge)
coziintrligidiir. Kinetik ¢oziintirliik indiiklenmis bir ¢okeltinin ¢ozeltide ilk goriindiigi
sirada bir bilesigin konsantrasyonudur. Termodinamik ¢6ziiniirliik ise fazla katis1 mevcut
olup ¢ozelti ve katinin dengede oldugu doymus c¢ozelti igerisindeki bir bilesigin

konsantrasyonu olarak tanimlanabilir (Baka ve ark., 2008).

Kinetik ¢ozlniirlik Olgiimlerinin aksine, termodinamik c¢oziiniirliikk testleri, kat1 bir

bilesigin bir sivi icinde dagitilmasiyla gergeklestirilir. Termodinamik ¢oziintirlik
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genellikle bir bilesigin gergek ¢oziiniirliigli ve gelistirme ihtiyaclari i¢in altin standart
olarak kabul edilir. Bununla birlikte, bu degerler mutlak sayilar degildir ve kinetik
degerler gibi, ¢ok sayida bilesik 6zellige ve deneysel faktore baglidir. Termodinamik
¢Oziiniirliik 6l¢timii i¢in, bilesiklerin ¢dziinme hizi 6nemli bir rol oynar, ¢linkii bilesigin
kristal yapisi, ¢Oziiniirliik isleminin bir parcasi olarak bozulmak zorundadir. Sonug
olarak, erken kesifte siklikla iiretilen amorf malzeme veya zayif kristalin malzeme,
kristalin ilaca kiyasla neredeyse her zaman tiim ¢oziiclilerde daha yiiksek ¢oziiniirliik
gosterir. Kristalinitenin yani sira, ¢oziinme hizi, karistirma hizi, ilag ¢oziintirligi,
sicaklik, zaman, partikiil boyutu, bilesik viskozitesi, ¢oziicii viskozitesi (diflizyon
katsay1s1) ve ¢Oziiclinlin polaritesi gibi bir dizi ek faktorden etkilenir (Alsenz ve Kansy,

2007).
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Sekil 5: Shake flaks yontemi ¢alisma prensibi

2.9 Paladyum (II) Kompleksleri

Son yillarda, tiimor hiicre hatlarina karsi umut verici antikanser aktiviteye sahip ¢ok
sayida paladyum (IT) (Pd) kompleksi sentezlenmis ve yayinlanmistir (Ulukaya ve ark.,
2011). Pd (I) komplekslerinin sitotoksisitesi, diisiik konsantrasyonlarda bile c¢esitli
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kanser hiicresi tiplerinde bildirilmistir. Ayrica, Pd bilesikleri Pt ile karsilagtirildiginda
¢Oziinlirliigliniin daha 1yi oldugu goriilmektedir ve bu nedenle daha uygun antikanser ilag
olabilme potansiyeline sahiptir. Pd komplekslerinin bir diger 6nemli 6zelligi, bazi
tiirevlerin sisplatin ile karsilastirildiginda azaltilmis nefrotoksisite gostermesidir. Bu
nedenle, Pd (II) kompleksleri kimyasal ve fiziksel 6zellikleri agisindan umut verici
antitimor ajanlar1 temsil etmektedir. Cesitli dezavantajlar1 nedeniyle platin bazli
kemoterapoétik ajanlardan sadece ikisi (karboplatin ve oksaliplatin) FDA tarafindan onay
almistir. Bu da paladyum (II) (Pd) komplekslerinin potansiyel antikanser ajanlar1 olarak
ilgi cekmesini saglamistir (Kagar ve ark., 2014).

Spesifik bir merkezi metal iyonunun kullanimi biyolojik aktiviteyi giiclii bir sekilde
etkileyebilir, ciinkii her metal redoks yetenegi, ligandlar ve hedeflenen molekiiller ile
baglanma tercihleri ve ligand degisim kinetigi dahil olmak tizere farkli fizikokimyasal
ozellikler gosterir. Paladyum (Pd), prospektif antikanser komplekslerinde merkezi
koordinator metal olarak odaklanmaktadir. En yaygin Pd oksidasyon durumu +2'dir. Bu
metale olan biiyiik bilimsel ilgi, oksidatif +2 durumundaki hem elektronik yap1 hem de
koordinasyon kimyasi a¢isindan Pt (I) ile benzerliginden kaynaklanmaktadir (Ferraro ve
ark., 2022). Toksikolojik testler, yapilan ¢alismalarda paladyum bilesiklerinin platin bazl
bilesiklerden 10 kat daha diisiik toksisitesini gostermistir (Surrah ve ark., 2006).

Pd (II) kompleksleri, metal merkezinin Pt (II) (elektronik yap1 ve koordinasyon kimyasi)
ile benzerligi nedeniyle c¢ok dikkat ¢ekmistir (Carneiro ve ark., 2020). Paladyum
bilesikleri iki gruba ayrilabilir. Birincisinin ¢ekirdeginde bir paladyum atomu bulunur ve
bu bilesik ayrica kanitlanmis biyolojik aktiviteye sahip piridin, kinolin veya analoglari
gibi ligandlar icerir. Antikanser Ozelliklere sahip ikinci grup paladyum tiirevleri,
cekirdekte iki veya ikiden fazla paladyum atomu iceren molekiillerdir. Cekirdeklerinde
gecis metalleri igeren sitostatikler, kanser hiicrelerinin DNA's1 ile etkilesime girer. Bu
hem kovalent hem de kovalent olmayan baglar iireterek olusur. Paladyum tiirevleri
oligoniikleotide baglanir ve bu da DNA’nin replikasyonunu bloke eder. Her iki tiirev
grubu da diger oligoniikleotid u¢ bolgelerine karsi yliksek secicilik gosterir (Czarnomysy
ve ark., 2021).
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Sekil 6: Paladyum (II) komplekslerinin sentezi (Al-Janabi ve ark., 2020).

Pd (IT) kompleksleri i¢in 6nerilen diger bir hedef hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz
hiicre 6liim yollarm aktive eden mitokondridir. Intrinsik apoptozun baslangici genellikle
Bax/Bcl-2 oraninin tersine ¢evrilmesi, sitokrom c'nin salinmasi ve ardindan kaspaz
kaskadi aktivasyonu ile iligkilidir. Buna karsilik, ekstrinsik apoptoz aktivasyonu, hiicre
6liimii reseptor genleri DR4 ve DR5'in ekspresyonundaki bir artisla tetiklenir. Ayrica bazi
Pd (IT) komplekslerinin hiicre dongiisiinii G2/M fazinda bloke edebildigi ve diger Pd (1)
komplekslerinin antioksidan sistemler gibi hiicre ici siilthidril protein gruplar ile
etkilesime girebildigi de gosterilmistir. Bu etkilesimler, bu bilesiklerle tedavi edilen
kanser hiicrelerinde endoplazmik retikulum degisikligi ile gosterildigi gibi, artan hiicre
ici ROS ve ardindan redoks dengesizligi ve oksidatif stres ile iliskilidir (Ferraro ve ark.,
2022). Kagar ve ark., (2014), yaptiklar1 bir calismada Pd (I1) kompleksi ile tedavi ettikleri

kanser hiicre hatlarinda morfolojik olarak biiziilme, kabarciklanma ve sivri u¢ olusumu
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gibi tipik apoptotik 6zellikler gézlemlemislerdir. Bu da komplekslerin kanser hiicrelerini

apoptoza gotiirdiigiine dair giliclii bir veri sunmaktadir (Kacar ve ark., 2014).

2.10 Programlanmis Hiicre Oliim Yollar

Cok hiicreli organizmalarin gelisimi ve homeostazi sadece diizenlenmis hiicre
proliferasyonuna bagh degildir, ayn1 zamanda artik ihtiya¢ duyulmayan veya organizma
icin potansiyel bir tehlike olusturan hiicrelerin bertaraf edilmesine de baghdir. Bu,
neoplastik doniistim riski tasiyan hasarli hiicrelerin veya patojen replikasyonu igin
mikroplar tarafindan kacirilanlarin ¢ikarilmasini igerir. Programlanmis hiicre Sliimii
(PCD), organizmanin bu tiir hiicrelerin yok edilmesini koordine ettigi birincil arac1 temsil
eder. Transkripsiyonel degisikliklerin ve post-translasyonel protein modifikasyonlarinin
karmasik kaskadlar1 yoluyla hiicre oliimiinii tetikleyen membrana bagli ve sitozolik
proteinleri uyaran gelisimsel programlar ve strese bagli sinyaller tarafindan indiiklenebilir

(Bedoui ve ark., 2020).

Onkogenlerin veya tiimor baskilayici genlerin mutasyonundan kaynaklanan karmasik bir
genetik hastalik olan kanser, sinyal yollarinin degismesi nedeniyle gelisebilmektedir ve
PCD ile ¢ok sayida baglantist oldugu iyi bilinmektedir (Ouyang ve ark., 2012). Hiicre
Olimi normal dokularin gelisiminde ve homeostazinda énemli bir rol oynar ve kanser
biiylimesi ve ilerlemesi iizerinde derin etkileri vardir. Hiicre proliferasyonu ve hiicre
Oliimii arasindaki dengesizligin kanser, otoimmiin hastalik, ndrodejeneratif bozukluklar,
viral enfeksiyonlar ve AIDS gibi insan hastaliklariyla baglantili oldugu bilinmektedir.
Kanser tedavisinin temelini, kemoterapi ve radyoterapi gibi bir dizi tedavi yontemi ile
kontrolsiiz ve hizli bir sekilde biiyliyen bu hiicrelerin ¢esitli 6liim yollarina sokulmasi
olusturur. Cogu kemoterapotik ajan ve iyonlastirici radyasyon, programlanmis hiicre
Oliimlerini indiiklemek i¢in endojen mekanizmalari kullanir (Tan ve ark., 2009).

Hiicre olimi, farkli proteaz siniflarmin (kaspazlar, kalsanlar, katalinler ve
transglutaminazlar) ve niikleazlarin, fonksiyonel yonlerin veya immiinolojik 6zelliklerin
katilimi da dahil olmak  {izere enzimolojik  kriterlere dayanarak
tanimlanir. Programlanmis hiicre Sliimiiniin cesitli yollar1 bulunmaktadir ve bunlarin

basinda apoptoz ve nekroz gelmektedir (Duprez ve ark., 2009).
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2.10.1 Apoptoz

Gelistirilmekte olan yeni kiiclik molekiillerin ve biyolojik ajanlarin ¢ogu, apoptozda rol
oynayan yollar1 hedef almaktadir. Apoptozun morfolojik 6zellikleri arasinda hiicre zar1
kabarciklari, hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi ve niikleozomal fragmantasyon
sayilabilir. Normal sartlar altinda, apoptoz geciren hiicreler makrofajlar veya hiicrelerin
fraksiyone edilmis karkaslarmi tiiketen komsu hiicreler tarafindan taninir. Apoptoz,
kemoterapiye baglt hiicre 6liimiiniin 6nemli bir mekanizmasi olarak kabul edilmistir ve
apoptozu diizenleyen yollar bir¢ok klinik dncesi ila¢ kesif arastirmasinin odak noktasidir.

(Ricci ve Zong, 2006).

Memeli hiicrelerinde kaspazlar intrinsik veya ekstrinsik apoptotik yol tarafindan aktive
edilir (Duprez ve ark., 2009). Intrinsik yol genellikle DNA hasar1 ve yiiksek diizeyde
reaktif oksijen tiirleri (ROS) igeren hiicre i¢i stres sinyallerine yanit olarak ve ayrica viral
enfeksiyon ve onkogenlerin aktivasyonu ile aktive edilir. Ekstrinsik yol, hiicre dist bir
ligandin plazma zarindaki bir reseptore baglanmasiyla tetiklenir. Her iki yol da hiicresel
yapinin ve organellerin hizli bir sekilde parcalanmasia aracilik eden kaspazlar adi
verilen proteolitik enzimleri aktive eder. Kaspazlar, aspartik asit iceren motiflerin
boliinmesine katilan niikleofilik sistein kalintis1 igeren bir protein ailesidir (Ricci ve
Zong, 2006). Apoptozun Onemli bir ozelligi, BCL-2 ailesinin proapoptotik ve
antiapoptotik proteinleri, baglatici kaspazlar (kaspaz-8, -9 ve -10) ve efektor kaspazlar
(kaspaz-3, -6 ve -7) arasindaki denge ile diizenlenen mitokondriden sitokrom c'nin

salinmasidir (Bertheloot ve ark., 2021).

Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik yol olarak adlandirilan iki ana yolla tetiklenir. Intrinsik
yolak, BCL-2 (B hiicreli lenfoma-2ailesi) proteinleri BAK ve BAX'in oligomerizasyonu
ile aktive edilir. BAK / BAX oligomerleri, mitokondriyal dis zarda gozenekler olusturur
ve sitokrom cmin sitosol icine salinmasina yol acar. BAK / BAX'm aktivasyonu
proapoptotik (6rnegin, BAD ve BID) veya antiapoptotik (6rnegin, BCL-2) BCL-2 ailesi
proteinleri tarafindan diizenlenir. Sitokrom c, prokaspaz-1'i ise alan ve apoptozomu
olusturan Apaf-9'a baglanir. Apoptozomda, kaspaz-9, kaspaz isleme kaskadin1 baglatan
otoproteolitik boliinme ile aktive edilir. Ekstrinsik yolak, tiimor nekroz faktorii (TNF)
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reseptorii 1 (TNFRI1), 6liim reseptorleri veya TLR'ler (Toll-Like Reseptorleri) gibi
membran reseptorlerinin katilimiyla aktive edilir. Bu proteinler, TNFR1 ile iligkili 6lim
alan1 proteini (TRADD) veya Fas ile iligkili 6liim alani proteini (FADD), reseptor
etkilesimli serin / treonin protein kinaz 1 (RIPKI1) ve prokaspaz-8'i igeren sinyal
komplekslerinin olusumunu indiikler. RIPK1'in hiicresel apoptoz inhibitorleri (cIAP'ler)
tarafindan ubikitilasyonu, kompleksi stabilize eder ve transkripsiyon faktorii NFxB'nin
aktivasyonunu indiikler. DISC'te de bulunan FLIP, hiicre sagkalimini, hiicre
proliferasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin iiretimini tesvik ederken kaspaz-8
aktivitesini sinirlar. Bu yoldaki dengesizlikler, hiicresel stres tarafindan dayatilanlar gibi,
kaspaz-8 ve kaspaz-10un aktivasyonuna izin verir ve bu da kaspaz aktivasyon
kaskadinini tetikler. Aktif olduktan sonra, cellat kaspazlari (yani, kaspaz-2, -6, -8 ve -10)

programlanmis apoptotik 6liime neden olur (Bertheloot ve ark., 2021).
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Sekil 7: Apoptozda ekstrinsik ve intrinsik yollar sematik gosterimi (Sapkota, 2022)
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2.10.2 Nekroz

Nekroz, hiicre dliimiiniin geri doniisiimsiiz inflamatuar bir seklidir. Apoptozdan farkli
olarak, metabolik veya terapotik bir stresten sonra ortaya ¢ikan nekroz, hizli hiicre
Oliimiine yol agan biyoenerjetik bir uzlagmadan kaynaklanir (Amaravadi ve Thompson,
2007). Nekroz sirasinda hiicreler 6nce siser ve daha sonra plazma zar1 ¢oker ve hiicreler
hizla lize edilir. Diizenlenmis bir hiicre 6liimii sekli olan nekrotik hiicre Sliimiiniin
terapotik amaglar icin modiile edilebilecegini gostermektedir. Normal dokularin zarar
gérmesini 6nlemek ic¢in bastirilabilir veya tiimor dokularinin hasarini indiiklemek icin

aktive edilebilir (Proskuryakov ve ark., 2003).

Nekrozun temel nedenleri arasinda asir1 kalsiyum yiiklenmesi, ROS olusumu, hiicresel
enerji tikenmesi ve membran lipid hasar1 yer alir. Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP),
DNA zincirinin kirilmasiyla aktive olur, boylece DNA onarimin1 ve hasarli DNA'ya
enzim  erisimini  kolaylastirir.  PARP-1'in  uyarilmis  asir1  aktivasyonu,
TRAF2/RIP1/JNK'ya bagl bir sekilde nekroza yol agan ATP tilkenmesine neden olur.
Nekroz aktivasyonu genellikle artan ROS {iretimi, kalpain aktivasyonu, lizozomal

istikrarsizlik ve katepsin salinimi yoluyla gergeklesir (Hou ve ark., 2013).
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Sekil 8: Nekroz aktivasyonuna neden olan yollar (Hou ve ark., 2013).
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2.10.3 Otofaji

Otofaji, hiicresel igeriklerin otofagozom adi verilen ¢ift zarli bir vezikiil tarafindan
tutuldugu ve bozunma i¢in lizozoma getirildigi evrimsel olarak korunmus, katabolik bir
siirectir. Bu cok adimli siireg, otofajinin baslamasini, otofagozomun uzamasini ve bu
islemin tamamlanmasini kontrol eden otofaji ile iliskili (Atg) proteinler tarafindan
yiritiiliir ve diizenlenir. Geleneksel olarak, otofaji, hiicre kalite kontroliiniin bir yontemi
olarak hiicresel stresorlere yanit olarak hareket eden bir hiicre hayatta kalma mekanizmasi
olarak diisiiniiliir (Anding ve Baehrecke, 2015). Bu hiicre 6liimii, sitoplazmada biiyiik
vakuollerin yam sira molekiiler belirteglerin v~ " ;70,0m ~ izedir. Genel olarak,
plazma zar1 blebbing, niikleer yogusma dahil olmak {izere apoptozun karakteristik
ozellikleri ve kromatin parcalanmasi gériilmez ve kaspazlarim rolii yoktur. Okaryotlarda
bulunur ve merkezi yolun bilesenlerinin dikkate deger bir sekilde korunmasi vardir. Dig
besinler tiikkendiginde veya bunlar1 alma yollar1 bozuldugunda enerji saglar, fazla veya
hasarli organelleri ve diger hiicresel bilesenleri uzaklastirir ve hiicrelerdeki uzun émiirlii
proteinlerin ve protein agregatlarinin parcalanmasinda rol oynar. Otofaji, istilact
organizmalari izole etmek ve yok etmek i¢in hiicresel savunmada da iglev goriir (Green,

2022).
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Sekil 9: Otofaji sematik gosterimi (Anding ve Baehrecke, 2015).
Otofaji, Atg genleri tarafindan genetik olarak diizenlenen ¢ok adimli bir siiregtir (Anding
ve Baehrecke, 2015). Otofajinin asir1 kosullar altinda hiicre sagkalimi i¢in ¢ok onemli
oldugu iyi bilinmektedir ve hiicre i¢ci makromolekiillerin bozulmasi, besinler az
oldugunda minimum hiicre ¢aligmas1 i¢in gerekli enerjiyi saglar. Otofajik aktivasyon
kanser progresyonunun erken evrelerinde koruyucu bir rol oynayabilir. Otofaji, pro-

otofajik genleri aktive ederek ve onkogenezde anti-otofajik genleri bloke ederek bir tiimor
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baskilayici olarak iglev gorebilir. Bununla birlikte, Beclin-1, Bel-2, Smif III ve I PI3K,
mTORCI1 / C2 ve p53’ii igeren bir dizi yolu diizenleyerek karsinogenezde timdr yanlisi
bir rol olan ters rolii de oynayabilir (Ouyang ve ark., 2012). Otofaji, in vitro secilmis bir
kemoterapoétik ajan paneline yanit veren bazi kanser hiicrelerinin, 6zellikle BAX ve BAK
gibi temel apoptotik modiilatérlerden veya kaspazlardan yoksun olanlarin, dliimiinden
sorumlu goriinmektedir. Bununla birlikte, bilinen vakalarin ¢cogunda, otofaji, stresle basa
cikmak amaciyla 6lmekte olan hiicreler tarafindan aktive edilen sitoprotektif bir yanit
olusturur ve inhibisyonu, hiicre o6limiinii onlemek yerine hizlandirnir (Galluzzi ve
ark.,2012). Ayrica reaktif oksijen tiirleri (ROS) lipozomlarda bozulma i¢in sitoplazmik
icerigin (tilkenmis organeller ve protein agregalari) tutulmasini igeren kendi kendine
katabolik bir siire¢ olan otofaji yoluyla hiicre 6liimiinii indiikleyebilir (Dasari ve Bernard

Tchounwou, 2014).

2.10.4 Piroptoz

Piroptoz, IL -1p, IL-18, HMGB1 ve LDH dahil olmak iizere pro-inflamatuar hiicre i¢i
igceriklerin salinmasiyla birlikte membran gézenek olusumu, hiicre sismesi ve ardindan
hiicre lizisi / membran yirtilmasi ile karakterize pro-inflamatuar programlanms bir hiicre
oliimiidiir (Berkel ve Cacan, 2023). Piroptoz terimi ilk olarak 2001 yilinda tiiretilmistir
ve ates veya ates ile ilgili Yunan koklerinden pyro ve bu hiicre 6liimii big¢iminin
enflamatuar dogasmni yansitan bir dlismeyi belirtmek i¢in ptosis (to-sis)
kaynaklanmaktadir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, piroptotik hiicrelerin plazma zarinin erken
gecirgenlesmesi, nekroptoz ve tesadiifi nekroz gibi diger kaspazdan bagimsiz
immiinojenik hiicre 6liimii formlar tarafindan paylasilir (Vande Walle ve Lamkanfi,
2016). Bu hiicre 6liimii sekli baslangicta baz1 6zellikleri apoptoza benzedigi i¢in apoptoz
olarak kabul edildi. Daha sonra, bu 6liim seklinin apoptozdan farkli oldugu gézlendi (Yu
ve ark., 2021). Apoptoz hiicre lizisi ile iligkili olmamasina ve genellikle immiinolojik
olarak sessiz kabul edilmesine ragmen, piroptoz gegiren hiicreler yine de apoptotik
hiicrelerle baz1 6zellikleri paylasir. Annexin V boyama, DNA parcalanmasi, kromatin
yogunlasmasi, kaspazlar 3 ve 7'nin doygunlugu ve poli (ADP-riboz) polimeraz 1'in
(PARP1) boliinmesi, apoptozun ayirt edici 6zellikleri olarak kabul edilir. (Vande Walle
ve Lamkanfi, 2016).
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Sekil 10: Piroptoz molekiiler mekanizmasi sematik gdsterim (Fang ve ark., 2020).

A Bu enflamatuarlar ASC'yi ise alir ve baglar, bu da prokaspaz-1' ise alan ve kaspaz-1'i
aktive eden ASC odagma yol acar. Kaspaz-1, prolL-18 / 1f'nin boliinmesi ve
olgunlagsmasinda ve gasdermin D'nin (GSDMD) boéliinmesinde rol oynar. GSDMD'NIN
(GSDMD-NT) N-terminal fragmani, plazma zarindaki gozenekleri serbest birakir ve
olusturur, bu da IL-18 / 1B ve su akisinin salgilanmasina neden olur, hiicre sismesi ve
ozmotik lizis iiretir. GSDMD'NIN (GSDMD-BT) C-terminal fragmani sitoplazma i¢inde
kalir (Fang ve ark., 2020).

B Kanonik olmayan enflamatuar yolakta, bakterilerden tiiretilen lipopolisakkarit (LPS),
GSDMD'nin béliinmesiyle piroptozu indiikleyen kaspaz-4/5/11'1 tanir ve aktive eder
(Fang ve ark., 2020).

C Piroptoza giden yeni bir yol, bazi stimiilasyonlarin, apoptozun bir substrati olarak
kabul edilen bir molekiiler olan kaspaz-3'iin aktivasyonuna neden oldugu bulunmustur.
Mutiir kaspaz-3, GSDME'NIN (GSDME-CT) C-terminal pargast ve GSDME'NIN N-
TERMINAL pargasi (gsdme-nt) dahil olmak {izere gasdermin Emin (GSDME)
boliinmesini indiikler. GSDME-NT ayrica gozenek olusumuna katilir ve piroptozla

sonuglanir (Fang ve ark., 2020).
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3 MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alisma kapsaminda kullanilan OV2008 ve MCF7 kanser hiicre hatlar1 Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kanser Arastirma Laboratuvari
tarafindan saglandi. Hiicreler -80 °C’den ¢ikarilarak T75 flasklarda kiiltiire edilip 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Hiicre ¢cogalmasi yeterince saglandiktan sonra tripsin ile muamele
edilerek 96 kuyucuklu pleytlere transfer edildi. Daha sonra Docetaxel, Lapatinib, COMP-
A ve COMP-B ¢esitli ¢oziicii ve sicakliklarda shake flask yontemi kullanilarak hazirlandi
ve farkli konsantrasyonlari uygun dozlarda uygulanarak inkiibasyona birakildi.
Kullanilan ilaglarin antikanser aktivitelerinin belirlenmesi i¢in MTT [3-(4,5—dimetil-
tiazol-2-1l1)-2,5-difenil tetrazolium bromid] testi yapildi. Deneylerin hepsi en az licer defa

tekrarlanip GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak analiz edildi.

3.1 Shake Flask Yontemi Kullanilarak Ilaclarin Hazirlanmasi

Cozeltiler hazirlanirken tablodaki miktarlar kullanildi.

KONSANTRASYON COZUCU MIKTARI ILAC MIKTARI

%100 DMSO 200uL DMSO 2 mg
%100 Su 200 pL Su 2 mg

%50 DMSO 100uL DMSO + 100uL su 2 mg
%350 PEG200 100puL PEG200 + 100pL su 2 mg
%350 PEG 400 100puL PEG400 + 100pL su 2 mg
%20 DMSO 40uL DMSO + 160 pL su 2 mg
%20 PEG 200 40uL PEG200 + 160 uL su 2 mg
%20 PEG400 40uL PEG400 + 160 uL su 2 mg

Tablo 1: Cozeltiler hazirlanirken kullanilacak ¢6ziicli ve ilag miktarlari
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Kullanilan her bir ilag i¢in ayni1 prosediir ayr1 ayr1 uygulandi. Gerekli ¢oziicii ve ilag
miktarlar ayarlanarak ependorflara alindi ve iyice vortekslendi. Hazirlanan ¢ozeltiler 100
rpm’de 24 saat shaker inkiibatérde (Lab ART) ilgili sicaklik ayarlanarak inkiibasyona
birakildi. Bu igslemden sonra 5000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant kismi1 yeni

ependorflara alind1.

Seyreltme Katsayisi DILUSYON HAZIRLAMA
5x 20 uL stok ¢ozelti + 80 uL ¢oziicii
10x 20 uL 5x’lik ¢ozelti + 180 puL ¢oziict
20x 20 L 10x’lik ¢ozelti + 380 pL ¢oziicii

Tablo 2: Diliisyonlar hazirlanirken kullanilacak miktarlar

Hazirlanan her bir ¢dzeltinin 3 ayr diliisyonunu 5x, 10x, 20x olacak sekilde yapildi. Her
bir diliisyon i¢in stok ¢ozeltiden 20 pL almip 80 pL ¢oziicii eklenerek 5x’lik diliisyon
elde edildi. 10x diliisyonu i¢in 20 pL 5x’lik ¢6zeltiden alinarak 180 pL ¢oziicii eklendi.
20x diliisyonu i¢in 20 pL 10x’lik ¢ozeltiden alinarak 380 pL ¢6ziicii eklenerek hazirlandi

ve hazirlanan ¢ozeltiler ilgili deneylerde kullanildi.

3.2 Hiicre Kiiltiirii

Over kanseri OV2008 ve meme kanseri MCF7 hiicre hatlar1 -80 °C saklandi. Tiim hiicre
hazirlama islemleri laminar kabinde (Esco class II type A2), steril ortamda
gerceklestirildi. -80°C’ den c¢ikarilan hiicreler oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildi.
Daha sonra her hiicre hattina uygun media kullanarak flasklara ekim yapildi. Kullanilan
hiicre hatlar1 i¢in %10 (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS, Biological Industries), %2(v/v)
Penisilin-Streptomisin (Biological Industries) ve %0,22 (wt/v) NaHCO3 (Serva,Almanya)
ilave edilen katkili RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich) kullanildi. Konfluent hiicreler
belirli yogunluga ulastiktan sonra pasajland. Ilk olarak T75 flasklarda bulunan hiicrelerin

medium uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Daha sonra 37°C’deki 3 mL tripsin (Biological
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Industries) flaska ilave edildi. T75’lik flasklar yaklasik 2-3 dakika siireyle 37 °C
inkiibasyona birakildi. Hiicreler flasklardan ayrildiktan sonra 10 mL &nceden oda
sicakligia getirilmis medium eklendi. Serolojik steril pipetlerle yapilan pipetajdan sonra,
flasklardaki hiicreler 50 mL falkon tiiplere aktarildi ve 2000 rpm'de 4 dakika
santrifiijlendi. Tripsin uzaklastirildiktan sonra, hiicreler tekrar 10 mL medium igerisinde
¢Ozdiiriildii ve hiicre yogunluguna gore istenen diliisyonlarda flasklara ekim yapildi. Bir
T75 flaskindaki toplam hacim 20 mL'ye tamamlandi. Hiicreler arasi yogunlugu
ayarlamak amaciyla hiicreler siirekli kontrol edildi ve 6lii hiicreleri uzaklastirmak i¢in
aralikli olarak mediumlar1 degistirildi. Hiicreler yeterli yogunluga ulasti§inda ise sayim

yapilarak ilgili deneylerde kullanilmstir.

3.3 Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Bu ¢alismada kullanilan kemoterapdtik ajanlarin, ayri ayr kiiltiire edilen meme ve over
kanseri hiicre hatlarinin proliferasyonu iizerindeki etkilerini 6lgmek amactyla MTT [3-
(4,5—dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid] testi uygulandi. Hiicreler farkli
derisimlerdeki ajanlarla 48 saat inkiibasyona birakildi ve daha sonra MTT protokolii
uygulandi. MTT testi, materyallerin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in siklikla tercih
edilen kolorimetrik bir testtir. Bu test MTT’y1 mavi, ¢éziinmeyen formazan bilesigine
doniistiirebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini Olgmektedir. Uygulanan materyalin
sitotoksik etkisi nedeniyle hiicrede dehidrogenaz aktivitesinin etkilendigi durumlarda
mavi renkli formazan olusmamakta, formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu calismada formazan olusumu
spekrofotometre ile optik yogunlugun olgiilmesiyle saptandi. Kisaca 6zetleyecek olursak,
muamele edilmis adherent hiicreler kiiltiir ortamindan kaldirilarak 96 kuyucuklu
pleytte100 pL taze besi yeri igeren kiiltiir ortamina aktarildi. Onceden hazirlanmis olan
12 mM MMT stok soliisyonundan 10 pL alinip her kuyucuga ilave edildi. Negatif kontrol
olarak, yine MMT stok soliisyonundan 10 pL almip igerisinde sadece 100 pL media
bulunan kuyucuga ilave edildi. Hiicreler daha sonra 37°C'de 4 saat inkiibasyona birakild1.
Inkiibasyondan sonra yine énceden hazirlanacak olan 0.01 M SDS-HCI ¢dzeltisinden 100
pL alinip her kuyucuga ilave edildi ve tekrar 37°C'de 4 saat inkiibasyona birakildi. Daha

sonra Ornekler bir pipet yardimiyla karistirildiktan sonra 570 nm'de absorbanslart okundu.
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Sonuglar % hiicre inhibisyonu olarak rapor edildi ve ¢oziicii ile muamele edilmis
hiicrelerin optik densitesi %100 olarak kabul edildi. Buna gore % inhibisyon [1-(A test
maddesi /A ¢oziicii kontrol) x 100 formiiliine gore hesaplandi. Tiim maddeler kanser

hiicre hatlar1 kullanilarak 3 kez test edildi.

3.4 [Istatiksel Analiz ve Veri Gorsellestirme

Bu calismada, MTT testlerinde deney gruplari ile kontrol gruplar1 kiyaslanarak analizi
yapildi. Bu dogrultuda, kontrollerin canliliklar1 %100 olarak baz alinarak, deney
gruplarinda karsilasilan degisimler gozlemlendi. Istatistiksel olarak karsilastirmasi
yapilan verilerin kontrol grubu ile hedef genlerin arasindaki Student’s T-test metodu
kullanildi. P degerlerinin 0.05 ve altindaki durumlar istatistiksel olarak anlamli oldugunda
yildizli simgelerle gorsellestirildi. (****: P < 0.0001; ***: P <0.001; **: P <0.01; *: P
<0.05). Gorsellestirmelerde GraphPad programu tercih edildi.

33



4 BULGULAR

4.1 Docetaxelin farkh coziicii ve sicakhiklardaki ¢oziiniirliigiiniin MCF-7 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Docetaxelin shake flask yontemi ile farkli sicakliklarda (25°C ve 30°C) ve ¢oziiciilerde
(DMSO, PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlar iizerindeki
sitotoksik etkisini gézlemlemek i¢cin MTT testi yapildi. Deneylerde MCF-7 hiicre hatti

kullanildi. Genel olarak docetaxel hiicre hatti iizerinde sitotoksik bir etki olusturdu.

25C MCF7 DOCETAXEL
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Sekil 11: Docetaxelin shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢oziiniirligii ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag¢ ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlari hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6lgiim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.
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Docetaxelin 25°C’de hazirlanan formiilasyonlarinda kullanilan ¢oziictilerin  tiim
seyreltmeleri hiicreler lizerinde sitotoksik etki olusturdu. Tiim ¢oziiciilerde kullanilan 3
seyreltmede de IC50 degeri saglandi ve hepsinde IC50 degeri 20x seyreltmeden itibaren
goriildii. Ancak %100’liik DMSO’nun sadece 5x’lik seyreltmesinde bu deger saglanmdi.

Diger iki seyreltmede (10x ve 20x) sag kalim oraninin digerlerine gore fazla oldugu

gozlemlendi.
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Sekil 12: Docetaxelin shake flask yontemi ile 30°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag¢ ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplaria gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.
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Docetaxelin  30°C’de hazirlanan formiilasyonlarinda kullanilan ¢oziiclilerin  tiim
seyreltmeleri hiicreler iizerinde sitotoksik etki olusturdu. Hiicre canlilik testinde elde
edilen veriler ile diizenli bir sitotoksik etki gozlemlendi. Yine 25°C’de oldugu gibi
%100’lik DMSO’da sag kalim oraninin digerlerine goére daha yiiksek oldugu
gozlemlendi. PEG200 ve PEG400 ile hazirlanan formiilasyonlarda benzer sonuglar elde

edildi.

4.2 Lapatinibin farkh ¢oziicii ve sicakliklardaki ¢oziiniirli@iiniin MCF-7 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Lapatinibin shake flask yontemi ile farkli sicakliklarda (25°C ve 30°C) ve ¢oziiclilerde
(DMSO, PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlar iizerindeki
sitotoksik etkisini gézlemlemek i¢in MTT testi yapildi. Deneylerde MCF-7 hiicre hatti

kullanild1. Genel olarak lapatinib hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik bir etki olusturdu.
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25C MCF7 LAPATINiB
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Sekil 13: Lapatinibin shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢Oziiniirliigli ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak ytlizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de dlgiim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Lapatinib 25°C’de hazirlanan formiilasyonlarinda kullanilan ¢6ziiciilerde farkli sitotoksik
etkiler olusturdu. En iyi sitotoksik etki %50’lik PEG200°de elde edildi. %50°1ik PEG200
kendi icindeki 3 seyreltmede anlamli sonuglar verdi. %20’lik PEG200’tin canlilik
tizerindeki etkileri %50’lik PEG200 ile benzer sonuglar verdi. PEG400’de ise hiicreler
lizerinde sitotoksik etki oraninin diisiik oldugu gézlemlendi. ilacin MCF-7 hiicre hatt1 sag

kaliminda dalgalanmalar olusturdugu gézlemlendi.
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Sekil 14: Lapatinibin shake flask yontemi ile 30°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlari hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Lapatinibin 30°C’de hazirlanan formiilasyonlarinda su hari¢ tiim ¢oziiciilerde sitotoksik
etki olustu ve IC50 degeri saglandi. %100°liik DMSO’da sitotoksik etki 20x seyreltmede
baslad1 ve diger seyreltmelerinde de hiicre sag kalimi biiyiik oranda azaldi. %50’lik
PEG200 ve %50’lik PEG400°de lapatinibin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri birbirine
yakin degerlerde olustu. Iki ¢oziiciide de IC50 degeri 20x seyreltmeden itibaren
goriilmeye baglandi. Su ile hazirlanan formiilasyonda hiicreler iizerinde sitotoksik etki
goriilmedi. Genel olarak bakilacak olursa lapatinib 30°C’de MCF-7 hiicre hattina en iyi
sitotoksik etkiyi %100’lik DMSQO’da gosterdi.
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4.3 Comp-A’nin farkh coziicii ve sicakhiklardaki ¢oziiniirliigiiniin MCF-7 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Comp-A’nin shake flask yontemi ile farkli sicaklik (25°C ve 30°C) ve farkli ¢oziiciilerde
(DMSO, PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlari iizerindeki

sitotoksik etkisini gdzlemlemek i¢cin MTT testi yapildi. Deneylerde MCF-7 hiicre hatti
kullanildi.

25C MCF7 COMP-A
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Sekil 15: Comp-A’nin shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.
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Comp-A 25°C’de hazirlanan formiilasyonlarinda genel olarak tiim ¢oziiciilerde sitotoksik
etki gosterdi. Ancak her ¢oziiciideki etki orani birbirinden farkli olarak gozlemlendi.
%100’liik DMSO’daki hiicre canlilig1 seyreltme orani ile orantili bir sekilde degisti.
Diizenli ve anlamli sonuglar elde edildi. PEG200’tin hem %50’lik hem de %20’lik
derisiminde yiiksek sitotoksik etki elde edildi. PEG400°de ise diizensiz bir sitotoksik etki
olustu. Comp-A 25°C’de MCF-7 hiicre hattinda en 1iyi etkiyi PEG200°deki ¢oziiniirliigii

ile sagladi.
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Sekil 16: Comp-A’nin shake flask yontemi ile 30°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag¢ ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlari hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de Sl¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<(.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.
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Comp-A 30°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 her ¢oziiclide farkli sitotoksik etki gosterdi.
En 1yi1 sitotoksik etkiyi %20’lik PEG200’ de gdsterdi. Bu ¢oziiciide 20x seyreltmeden
itibaren IC50 degeri saglandi. Sudaki ¢oziiniirliik hiicre canlilig1 lizerinde herhangi bir
sitotoksik etki gostermedi. Geri kalan diger ¢oziiciilerde de sitotoksik etki belirgin sekilde
goriildii.

4.4 Comp-B farkh coziicii ve sicakhiklardaki ¢oziiniirliigiiniitn MCF-7 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Comp-B’nin shake flask yontemi ile farkli sicaklik (25°C ve 30°C) ve farkli ¢oziiciilerde
(DMSO, PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlar iizerindeki
sitotoksik etkisini gézlemlemek i¢cin MTT testi yapildi. Deneylerde MCF-7 hiicre hatti
kullanildi.
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25C MCF7 COMP-B
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Sekil 17: Comp-B’nin shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Comp-B’nin 25°C’de hazirlanan formiilasyonlart MCF-7 hiicre hattinda farkl: sitotoksik
etkiler gosterdi. En 1y1 etki %50’lik PEG200’de gozlemlendi. Genel olarak PEG200 ile

hazirlanan formiilasyonlarin diger ¢oziiciilere gore daha etkili sonug verdigi gézlemlendi.
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30C MCF7 COMP-B
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Sekil 18: Comp-B’nin shake flask yontemi ile 30°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
MCEF-7 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak ytlizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de dlgiim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Comp-B’nin 30°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 su hari¢ tiim ¢oziiciilerde sitotoksik etki
gosterdi. Hiicre canlilik grafikleri Comp-A’daki grafikler ile karsilastirildiginda
degerlerin ¢ok yakin oldugu gozlemlendi. Her iki kompleks de ayni ¢oziiciilerde benzer
sitotoksik etki gosterdi. Comp-B 30°C’de MCF-7 hiicre hatti iizerinde en yiiksek
sitotoksik etkiyi %20’lik PEG200 gosterdi. Sudaki ¢6ziiniirliik ise herhangi bir sitotoksik

etki gostermedi.
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4.5 Docetaxel’in farkh ¢oziicii ve sicakhiklardaki ¢oziiniirliigiiniin OV2008 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Docetaxel’in shake flask yontemi ile farkli sicakliklarda (25°C, 30°C, 35°C) ve
¢oziiciilerde (DMSO, PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkisini gozlemlemek i¢cin MTT testi yapildi. Deneylerde OV2008
hiicre hatt1 kullanildi.
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Sekil 19: Docetaxel'in shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢oziiniirligii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplaria gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Docetaxel 25°C’de hazirlanan formiilasyonlar: hiicreler iizerinde etkili bir sitotoksisite
olusturdu. Docetaxel OV2008 hiicre hatt1 izerinde de MCF-7 hiicre hattindakine benzer
sekilde sitotoksik etki gosterdi. Hiicre canlilifinin her iki hiicre hattinda da %100’ lik
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DMSO’da diger ¢ozeltilere kiyasla daha yiikksek oldugu goézlemlendi. Docetaxel’in
%100’liik DMSO disindaki tiim ¢oziiciilerdeki derisimleri OV2008 hiicre hatt1 izerinde
IC50 degerini saglayip anlamli ve yliksek diizeyde sitotoksik etki olusturdu.

o
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Sekil 20: Docetaxel’in shake flask yontemi ile 30°C’deki ¢oziintirliigii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlari hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Docetaxel 30°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 hiicreler iizerinde sitotoksik bir etki
olusturdu. Hiicreler iizerindeki sitotoksik etkinin de iki hiicre hattinda da benzerlik
gosterdigi gozlemlendi. Tiim formiilasyonlarda sitotoksik etki 20x seyreltmeden itibaren
goriilmeye bagland1 ve IC50 degeri saglandi. Hiicre canlilig1 {izerinde en etkili sonug

docetaxelin %100’liik DMSO’daki ¢6ziiniirliigii ile saglandi.
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35C OV2008 DOCETAXEL
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Sekil 21: Docetaxel'in shake flask yontemi ile 35°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkl ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak ytlizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de Slgiim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Docetaxel 35°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 hiicreler {izerinde sitotoksik etki
olusturdu. Ancak bu etkiler her bir ¢oziiciide farkli sonuglandi. Sadece %100 sudaki
20x’lik seyreltmede sitotoksik etki goriilmedi. PEG200’in %50’lik ve %20’lik
konsantrasyonlarinda benzer sitotoksik etkiler olustu. Yine PEG400’iin de her iki

konsantrasyonunda benzer sitotoksik etkiler goriildii.
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4.6 Lapatinib’in farkh coziicii ve sicakhiklardaki c¢oziiniirliigiiniin OV2008 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Lapatinib’in shake flask yontemi ile farkli sicakliklarda (25°C, 30°C, 35°C) ve
coziicilerde (PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkisini gozlemlemek i¢cin MTT testi yapildi. Deneylerde OV2008
hiicre hatt1 kullanildi.
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Sekil 22: Lapatinib'in shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢oziiniirligii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlari hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Lapatinibin 25°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 hiicreler {izerinde sitotoksik etki
olusturdu. %50’lik PEG200’iin her 3 seyreltmede de sitotoksik etki olusturdugu ve
hiicrelerin %50°den fazlasini 6ldiirdiigii gozlemlendi. %50’lik PEG400’tin OV2008
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hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkisi de seyreltme katsayisi ile orantili olacak sekilde
diizenli bir grafik olusturdu. %20’lik PEG200 ve %20’lik PEG400’iin sitotoksik etki
olusturdugu gozlemlendi. Her iki ¢Oziiciiniin 3 seyreltmede de sitotoksik etkinin IC50

degerini sagladig1 gézlemlendi. Lapatinib 25°C’de en fazla sitotoksik etkiyi ise %50°lik
PEG400’lin 5x seyreltmesinde gosterdi.
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Sekil 23: Lapatinibin shake flask yontemi ile 30°C'deki ¢Oziiniirliigli ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢im
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Lapatinibin 30°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 hiicreler tizerinde farkli sitotoksik etkiler
olusturdu. En iyi etkiyi ise %50’lik PEG200’de gosterdi. Sudaki formiilasyon hiicreler

tizerinde herhangi bir sitotoksisite olugturmadi.
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35C OV2008 LAPATINIB

(B) %50 PEG200 + %50 Su (C) %50 PEG400 + %50 Su
150 - 150

100 - x o EEE
0- T T 0- I T
S L & o
(‘é v

-

=

(=]
1

Yizde Canlilk
&n
=
1

Yuzde Canlihk

& s
Seyreltme Katsayisi () Seyreltme Katsayisi (x)
(D) %100 Su (E) %20 PEG200 + %380 Su (F) %20 PEG400 + %80 Su

200 - 150 - 150
x 150+ = =
= = = 100+
c = c
= = =
> b= >

N I
s

'l_p

100 =
100-| l I
50 |l‘
0- T T 0- T I 0- T T
PN @ éé} S

ey O
Seyreltme Katsayisi (x) Seyreltme Katsayisi (x) Seyreltme Katsayisi (X)

Sekil 24: Lapatinibin shake flask yontemi ile 35°C'deki ¢6ziiniirliigii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Lapatinibin 35°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 hiicreler tizerinde farkli sitotoksik etkiler
olusturdu. %50’lik PEG200’de 20x seyreltmeden itibaren sitotoksik etki gozlemlenmeye
baslandi. 3 seyreltmede de hiicre canlilig1 birbirine yakin seviyelerde 6lgtildii. %20’°1ik
PEG200°deki sitotoksik etki ile %50°1ik PEG200°deki etki birbirlerine yakindi. %20’lik
PEG200 de 3 seyreltmede hiicreler {lizerinde sitotoksik etki gosterdi. Sudaki
formiilasyonda ise hiicreler iizerinde sitotoksik etki goriilmedi. %50’lik PEG400 ve
%20’lik PEG400 hiicre canlilig1 iizerinde benzer etkiler gosterdi. Her ikisi de diisiik

seviyelerde sitotoksik etki gosterdi.
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4.7 Comp-A’nin farkh ¢oziicii ve sicakhiklardaki ¢oziiniirliigiiniin OV2008 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Comp-A’nin shake flask yontemi ile farkli sicakliklarda (25°C ve 30°C) farkli
¢oziiciilerde (DMSO, PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkisini gozlemlemek icin MTT testi yapildi. Deneylerde OV2008
hiicre hatt1 kullanildi.
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Sekil 25: Comp-A’nin shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢oziniirliigii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢im
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplaria gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.
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Comp-A 25°C’de hazirlanan formiilasyonlar: hiicreler {izerinde degisken bir sitotoksik
etki gosterdi. En iyi sitotoksik etki %?20’lik PEG200’de goriildii. PEG200’iin

kullanilmasmin hiicreler tizerindeki canliliga PEG400’e¢ gore daha etkili oldugu

gbzlemlendi.
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Sekil 26: Comp-A’nin shake flask yontemi ile 30°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol

gruplarina gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Comp-A 30°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 hiicreler lizerinde sitotoksik etki gdsterdi.
Ancak gosterdigi sitotoksik etkiler her ¢oziiciide farkli sonuglandi. En iyi sitotoksik etkiyi
PEG200’de gosterdi. Sudaki formiilasyonda sitotoksik etki gostermedi. DMSO ve
PEG400°deki sitotoksik etkiler de birbirine ¢ok yakin seviyelerdedir.
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4.8 Comp-B farkh coziicii ve sicakliklardaki ¢oziiniirliigiiniin OV2008 hiicre
hattina etkisinin belirlenmesi

Comp-B’nin shake flask yontemi ile farkli sicakliklarda (25°C ve 30°C) farkh
coziiciilerde (DMSO, PEG200, PEG400, su) hazirlanmis formiilasyonlarinin hiicre hatlari
tizerindeki sitotoksik etkisini gozlemlemek i¢cin MTT testi yapildi. Deneylerde OV2008

hiicre hatt1 kullanildi.
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Sekil 27: Comp-B’nin shake flask yontemi ile 25°C'deki ¢oziiniirliigii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata ¢ubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplaria gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Comp-B 25°C’de hazirlanan formiilasyonlar1 hiicreler {izerinde en iyi sitotoksik etkiyi

%50’lik ve %20’lik PEG200’iin gosterdi. iki konsantrasyonda da etkiler birbirine ¢ok
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yakin seviyelerdedir. Tek farklilik %50’lik konsantrasyondaki 5x’lik seyreltmede
goriildi. %20’lik DMSO ve %20’lik PEG400°de sitotoksik etki olustugu goézlemlendi.
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Sekil 28: Comp-B’nin shake flask yontemi ile 30°C'deki ¢oziiniirligii ve MTT deney verileri.
OV2008 hiicre hatlar1 farkli ilag ¢ozeltileri ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon sonrast MTT
testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlari hesaplandi. Spektrofotometrede 570 nm’de 6lgiim
yapilmis olup arka plan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan sonraki degerler hesaplandi.
Hata gubuklar1 SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplaria gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

Comp-B 30°C’de PEG’ler ile hazirlanan formiilasyonlari hiicreler tizerinde sitotoksik etki
gosterdi. En iyi sitotoksik etkiyi PEG200°de gostermistir. DMSO ve sudaki ¢oziiniirliikler
canlilik lizerinde herhangi bir sitotoksik etki gostermedi. PEG400°deki sitotoksik etkiler

de birbirine ¢ok yakin seviyelerdedir.
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4.9 Tartisma

Son zamanlarda antikanser aktiviteye sahip olan yeni metal kompleksler sentezlenmistir.
Bunlar arasinda farkli paladyum (IT) kompleksleri bulunmaktadir. Platin komplekslerine
gore daha diisiik yan etkilere sahip olan bu kompleksler alternatif bir yol sunmaktadir. Bu
tez ¢alismasinda bazi Pd (II) kompleksleri kullanildi. Kontrol olarak docetaxel ve
lapatinib kullanildi. Bu kompleksler ve ilaglar farkli ¢oziicii ve sicakliklarda hazirlanip
over kanser hiicre hattt OV2008 ve meme kanser hiicre hatt1 MCF-7 iizerindeki sitotoksik

etkileri incelendi.

Calismamizda komplekslerin sitotoksik etkilerini incelemek i¢in shake flask yontemi ile
hazirlanan ¢ozeltiler farkli oranlarda seyreltilerek (5x, 10x, 20x) MCF-7 ve OV2008
hiicre hatlar1 ile MTT testlerine tabii tutuldu. MTT verilerine gore; kullanilan her

coziiclide ilaclar farkli ¢oziiniirliik gdstermis olup farkl: sitotoksik etkiler elde edildi.

Yapilan bir calismada Pd (II) komplekslerinin belirli konsantrasyonlarda kanser hiicre
hatlar1 iizerinde antikaser aktivite gosterdigi ve bu komplekslerin olusturdugu potansiyel
hiicre 61iim mekanizmasinin da arastirma alani olabilirligi sonucuna ulagsmistir (Al-Janabi
ve ark., 2020). Genel olarak, Pd (II) komplekslerinin birincil hedefi DNA gibi
goriinmektedir. Timor hiicrelerinde hem kovalent hem de kovalent olmayan DNA'ya
baglanabildikleri, genetik hasara ve duplikasyonun inhibisyonuna neden olduklar
bildirilmistir (Gao ve ark., 2009). Organometalik paladyum-sakarinat kompleksleri,
incelenen bagka bir Pd (II) tiirevleri sinifin1 temsil eder. Hem in vitro hem de in vivo
modellerde farkli kanserlere karsi énemli antiproliferatif aktivite sergilerler. Ozellikle,
apoptoz yoluyla hiicre olimi aktivasyonu yoluyla meme kanserine karsi zorlayici
antitimdr aktivitesi tanimlanmgtir. Ostrojene duyarli MCF-7 ve iiglii negatif MDA-MB-
231 hiicre modellerinde deneysel IC50 degerleri diisiik mikromolar aralikta oldugu
saptanmistir (Ferraro ve ark., 2022). Calismamizda kullandigimiz Pd kompleksleri de
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdi. Formiilasyonlar hazirlanirken yapilan
sicaklik degisimi ile sitotoksik etkilerde de farkliliklar meydana geldi. Kullanilan ¢ogu
¢cOziicii formiilasyonunda kompleksler hiicre canliligini %50’nin altina diistirmeyi
basardi. Ancak diizenli bir degisim s6z konusu degildir. MCF-7 hiicre hattinin yaninda bu
kompleksler OV2008 hiicre hattinda denendi. Bu hiicre hattinda da benzer sonuglar elde

edildi. Her iki hiicre hatti izerinde anlamli sitotoksik etkiler olustu. Al-Saif ve arkadaslari
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alt1 yeni PdCI2 bazli paladyum kompleksi sentezledi. Kolorektal adenokarsinom (Caco-
2) ve meme kanseri (MCF-7) hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksisite analizlerinde
sentezlenen bilesiklerin her birinin antikanser aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte, alt1 kompleks arasinda en giiclii aktivite, pikolinik asit iceren kompleks
tarafindan gosterildi. Bu da bu kompleksin insan kolorektal adenokarsinomu ve meme
kanserine kars1 kullanilan potansiyel bir antikanser bilesigi olabilecegini gosteriyor (Al-
Saif ve ark., 2020). Arastirmacilar tarafindan secilen Pd (II) kompleks ligandlarindan biri,
malonat, oksalat ve pirofosfat ligandlar1 ile konjuge edilmis 2-hidrazinopiridindir.
Komplekslerin aktivitesi meme (MCF-7), hepatoselliiler (HepG-2), prostat (PC-3) ve
girtlak (HEP-2) kanseri hiicre hatlar iizerinde test edildi. Olusturulan oksalat ligand
bilesigi, taranan tiim hiicre hatlarina karsi1 en iyi antiproliferatif ve sitotoksik aktiviteyi
gosterdi (Czarnomysy ve ark., 2021). Ulukaya ve arkadaslari, Pd (II) kompleksi ile
yaptiklar bir ¢aligmada, kompleksin in vitro hiicre 6liimii reseptorleri yoluyla apoptozu
indiikleyerek meme kanseri hiicrelerine kars1 giiclii bir anti-kanser aktivitesine sahip
oldugu sonucuna varmistir. Kompleks in vivo modelde de tiimdr hiicrelerinin biiylimesini
onemli dlcilide azaltabilir. Ayrica farkli bir Pd kompleksi ile yapilan benzer bir ¢aligmada,
kompleksin sisplatin ile esit aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ek olarak, kompleksin
hayvanlar tarafindan iyi tolere edildigi ve sisplatine kiyasla daha az toksik oldugu
bulunmustur (Ulukaya ve ark., 2011). Bu ¢alismada da Pd kompleklerinin docetaxel ve
lapatinib ile benzer antikanser aktivite gosterdigi elde edildi. Docetaxel ve lapatinib
hidrofobik ilaglar olup sudaki ¢oziintirliikleri oldukca diisiiktiir. Deney sonucunda da
sudaki ¢oziintirliiklerinde sitotoksik etki goriilmedi. Benzer sekilde, kullandigimiz Pd (1I)
kompleksleri de sudaki formiilasyonlari ile hiicreler tizerinde herhangi bir sitotoksik etki
olusturmadi. Pd (IT) kompleksleri farkli bir ¢alismada solunabilir nanopartikiil haline
getirilerek kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri lizerinde ¢alisildi. In vitro sitotoksisite
degerlendirmesi, PANP'nin, NP ve serbest Pd (II) kompleksi ile karsilastirildiginda hiicre
canliligini 6nemli dl¢ilide azalttigini gosterdi. Caligma ayrica DSPE-PEG200 gibi PEGile
lipidlerin ilag tagiyicist olarak kullanilma potansiyelini destekledi (Erkisa ve ark., 2021).
Calismamizda kullandigimiz Pd (IT) kompleksleri MCF-7 ve OV2008 hiicre hatlarinda
sitotoksik etki gosterdi. Kullanilan iki kompleks (Comp-A ve Comp-B) her iki hiicre
hattinda 25°C ve 30°C’de de %20’lik PEG200’de en iyi sitotoksik etkiyi gosterdi.

Sicaklik arttikg¢a ¢oziiniirliigiin de dogru orantili olarak artmasiyla hiicreler tizerindeki
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sitotoksik etkinin artmas1 hedeflendi. Ancak kompleksler tizerindeki sicaklik degisikligi
hiicre canlihgmni beklenilen sekilde etkilemedi. Istatistiksel olarak anlamli bir etki

gozlemlenmedi.

Fossella ve arkadaglar1 docetaxel ile yaptiklari ¢alismalarinda belirtilen olumlu yanit
orani, progresyonsuz sagkalim, 1 yillik sagkalim ve yasam kalitesi iizerindeki etki,
docetaxelin, birinci basamak platin bazli tedaviden sonra ilerleyen KHDAK'l1 hasta
grubunda klinik olarak anlamli aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Ikinci basamak
kemoterapiyi degerlendiren gelecekteki randomize calismalar, referans kontrol rejimi
olarak docetaxeli icermesi gerektigi sonucuna ulagmislardir. (Fossella ve ark., 2000).
Docetaxel, insan meme kanseri hiicre hatlarina ve in vitro olarak yeni ekilen insan meme
kanseri hiicrelerine karsi onemli sitotoksik aktiviteye sahiptir. Ayrica farelerde meme
tiimorlerine ve insan meme tiimorii ksenogreftlerine karsi aktivite gostermistir. Ozetle,
docetaxel, ileri ve/veya metastatik meme kanseri hastalarinin tedavisinde ©Snemli
sitotoksik aktiviteye ve klinik etkinlige sahip, timit verici bir taksoiddir (Fulton ve
Spencer, 1996). Docetaxelin yeni bir submikronik Tween®80 i¢ermeyen dispersiyon
formiilasyonu ile yakin zamanda yapilan bir doz bulma ¢aligmasi, Tween®80 ile mevcut
docetaxel formiilasyonuna kiyasla esmolar dozlarda hematolojik ve hematolojik olmayan
toksisite (s1v1 tutulumu) insidansi ve siddetinin daha diisiik oldugunu goéstermistir (Tije
ve ark., 2003). Docetaxelin polimerik misel formiilasyonu ile in vivo ve in vitro
sitotoksisite deneyinde antitiimor etkinligi olumlu yonde etkileyebilecegi sonucuna
ulasilmistir (Lee ve ark., 2011). Huynh ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada docetaxel
¢Oziiniirliglinli arttirabilmek icin ¢esitli ¢oziiciiler kullanmislardir. En yiiksek artis
tributirinde saglamislardir (Huynh ve ark., 2008). Calismamizda docetaxel farkl
¢oziiciiler (DMSO, PEG200, PEG400, su) i¢inde farklr sicakliklar kullanarak hazirlandi.
Hazirlanan formiilasyonlar MCF-7 ve OV2008 hiicre hatlar1 iizerinde test edildi. Elde
edilen sonugclar her iki hiicre hattinda da birbirine benzemektedir. Docetaxelin su harig
kullanilan diger c¢oziiclilerde etkili bir ¢oziinme sagladigi hiicre hatlar1 lizerindeki
sitotoksik etkisi ile goriildii. Bu etki ¢cogu formiilasyonda hiicre canliligini1 %50°nin altina
diisiirdli. Farkli sicakliklar kullanildiginda olusan sitotoksisite degiskenlik gdosterdi.
Sitotoksik etkinin en iyi gozlemlendigi sicaklik 25°C oldu. Sicaklik artisiyla birlikte

¢ozlinlirliiglin artarak sitotoksik etkiyi de arttirmasi beklendi. Ancak bu durumun aksine

56



sitotoksisitenin azaldig1 goriildii. Veriler arasinda istatistiksel olarak diizenli bir degisim

olmamasi nedeniyle anlamli bir etki gézlemlendi.

Lapatinib meme kanseri tedavisinde aktif ve iyi tolere edilen bir oral ikili tirozin kinaz
inhibitoriidiir. Lapatinib'in klinik etkinligi sadece ErbB-2 asir1 eksprese eden meme
kanserinin tedavisi ile sinirlidir. Lapatinib, refrakter metastatik meme kanseri hastalarinda
ve beyin metastazi olan hastalarda potansiyel fayda saglayan birinci basamak metastatik
tedavi olarak aktiftir (Moy ve Goss, 2006). Bu calismada lapatinibin hazirlanan
formiilasyonlari over kanseri hiicre hatt1 olan OV2008 hiicre hattinda denendi. Bu hiicre
hatt1 {lizerinde de sitotoksik etki olusturdugu goézlemlendi. Suda ¢Oziintirliglin zay1f
olmasi, ilag gelistirmede ciddi bir sorundur. Bir¢ok arastirmaci bu sorunun iistesinden
gelmek i¢in caba sarf etmistir ve klatrat tarafindan yakalanan yiizey aktif maddelerin
eklenmesi ve lipozomlar veya diger nano tasiyicilarla kapsiillenmesi de dahil olmak
lizere cesitli stratejiler gelistirildi. Gao ve arkadaslar yaptiklar1 bir ¢alismada lapatinib
iceren, lipoprotein benzeri nanopartikiiller hazirladi ve karakterize etti. LTNP'ler,
lapatinibin suda ¢oziiniirliigiinii 6nemli Olglide arttirmis, glioblastoma hiicrelerinde
proliferasyonunu inhibe edip apoptozu indiikledigi sonucuna ulasmislardir (Gao ve ark.,
2014). Antikanser 1ilact olan lapatinib tamamlayici yontemler kullanilarak
CD(siklodekstrin) kompleksi olusumu o6zellikleri agisindan karakterize edilmistir.
CD'lerin, ozellikle ikame edilmis tiirevleri, lapatinib ¢oziinilirliigiinii 6énemli Olcilide
arttirmistir. Bu, gelismis biyoyararlanimli yeni bir lapatinib formiilasyonunun baslangic
noktasi olabilir (Té6th ve ark., 2016). In vivo olarak yapilan bir ¢aligmada yiiksek yaglh
bir diyetle birlikte lapatinib oral yolla uygulanmistir ve biyoyararlanimda 3.25 kat artisa
neden olmustur. Bu nedenle, yiiksek yag seviyesinin lapatinib biyoyararlaniminm
tyilestirmede olumlu bir rol oynadigini tahmin edilmistir (Zhu ve ark., 2023). Bu
calismamizda lapatinibin ¢oziinlirliiglinii arttirabilmek icin farkli ¢oziiciiler kullanildi.
Lapatinib bu c¢oziiciilerde farkli sicakliklar kullanilarak hazirlandi. Su haricindeki
kullanilan diger coziiciilerde etkili bir ¢oziinme sagladigi, MTT deneyi sonucunda,
kullanilan formiilasyonlarin sitotoksik etki olusturmasi ile gézlemlendi. OV2008 hiicre
hattinda en 1y1 sitotoksik etki her sicaklik i¢in farkli ¢oziiciide elde edildi. MCF-7 hiicre
hattinda ise iki sicaklikta DMSO ile en iyi sitotoksik etki elde edildi. Sicaklik degisiminin

ise diizenli bir degisiklige neden olmadig1 goriildii. Genel olarak lapatinib her iki hiicre
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hatt1 lizerinde de c¢esitli sitotoksik etki gosterdi. Ancak hedeflendigi gibi bir etki

gozlemlenmedigi i¢in istatistiksel olarak anlamsiz sonuglandi.
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5 SONUC VE ONERILER

Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir ve tedavi biiyiik bir zorluk
olmaya devam etmektedir. Herhangi bir tedavinin amaci, miimkiin oldugu kadar ¢ok
kanser hiicresini 6ldiirmek ve normal hiicrelerin 6liimiinii en aza indirmektir (Tran ve
ark., 2019). Yeni antikanser ilaclarin gelistirilmesi i¢in umut verici bir temeli, gecis metali
bazli ilaclar saglamaktadir. Daha dogru ve giivenilir bir kemoterapi i¢in arastirmacilar
tarafindan yapilan siirekli ¢alismalar umut vermektedir (Czarnomysy ve ark., 2021).
Farmasotik yardimer maddeler, ilag formiilasyonlarinda 6nemli bir role sahiptir. Bir¢ok
aktif farmasotik bilesen (API), sulu ¢ozeltilerde diisiik ¢oziiniirliikk ve yavas ¢oziinme
gosterir. Coziiniirliigli arttirmak i¢in ¢esitli formiilasyon stratejileri gelistirilmistir.

Formiilasyon siirecinde, polietilen glikol (PEG) gibi yardimc1 maddelerin yaygin olarak

kullanildig1 bildirilmistir (Paus ve ark., 2015). Buna benzer olarak DMSO'nun gii¢lii
¢oziicli ozellikleri, olumlu ve iyi belgelenmis bir toksikolojik profille birlestiginde,
formiilasyon bilim adamlarini ilag dagitim teknolojilerinde uygulamalar gelistirmeye
tesvik etmistir. DMSO su anda aktif farmasotik bilesen (API) olarak onaylanmigtir
(McKim ve Strub, 2007). Bu tez ¢alismasinda ise, Pd (II) komplekslerinin farkli ¢oziicii
(PEG200, PEG400, DMSO, su) ve sicakliklardaki (25°C, 30°C, 35°C) antikanser
aktivitesi incelendi. Mevcut calismada over kanseri OV2008 ve meme kanseri MCF-7

hiicre hatlar lizerinde sitotoksik etkileri MTT testi ile ortaya konuldu.

Pd (II) kompleksinin neden oldugu hiicre 6limii seklini aydinlatmak i¢in cesitli
yaklasimlar yapilmistir. Morfolojik ve molekiiler analizler hiicrelerin agirlikli olarak
apoptozdan 6ldiigiinti gostermistir. Hem MDA-MB-435 hem de HelLa hiicreleri, apoptoz
icin belirgin bir belirte¢ olan biiziilme ve kanama sergilemistir (Kagar ve ark., 2014).
Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri ile yapilan baska bir calismada kullanilan Pd
komplekslerinin hic¢birinin apoptotik hiicre 6liimiine neden olmadig1 baz1 komplekslerin
hiicreleri nekroza gotiirdiigii sonucuna ulasilmistir. Buna karsin bazi komplekslerin bir
meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7) apoptozu indiikledigi bulunmustur. Bu da ayni
kompleksin farkli hiicre hatlarinda farkli 6lim yollarini indiikleyebilecegi anlamina
gelmektedir (Ulukaya ve ark., 2011). Bu tez calismasinda da kullanilan komplekslerin

sitotoksik etki olusturdugu ancak bu etkiyi hangi O6lim yollarmi indiikleyerek
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gerceklestirdigi bilinmemektedir. Kullanilan her iki hiicre hattin1 da ayni 6liim yoluna
gotiirerek mi etki ettigi ve farkl hiicre hatlarinda da benzer yollar1 kullanarak m1 hiicreleri

Oliime gotiirecegi merak uyandirmaktadir.
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