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YUKSEK LiSANS TEZIi

MEME KANSERi HUCRELERINE iMATINIB MESILAT VE TANNIK ASIT
UYGULANMASININ MOLEKULER DUZEYDE ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Merve UZLA

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Fulya DOGANER

OZET

Kanser tedavilerinde en etkili yontemlerden biri kemoterapétik tedavidir. Daha ¢ok
16semi tedavisinde kullanilan Imatinib Mesilat, klinik olarak meme kanseri
tedavisinde kullanilmasa da bu kanser iizerine etkileri halen daha arastirilmaktadir.
Kemoterapdtiklerin yani sira, antioksidanlar da kanseri tedavi edici etkilere sahiptir.
Bu iki tedavi edici ajanin birlikte kullanimi, tedavi yontemlerinin etkilerini daha da
artirdigin1 diisiindiirmektedir.

Pekcok kemoterapétik ilag ve antioksidan kombinasyonlarinin hiicre sitoksisitesi,
migrasyon, gen ekspresyon seviyeleri ve apoptotik diizeyleri iizerine etkileri halen
daha bilinmemektedir. Bu calismada ilk kez, bir kemoterapotik olan Iimatinib Mesilat
(IM) ve bir antioksidan olan Tannik Asit (TA)’in MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarina, tek tek ve birlikte uygulandiklarinda sitotoksisite ve migrasyon
iizerine olan etkileri arastirilmistir.

Imatinib Mesilat (IM), Tannik Asit (TA) ve ikisinin kombine uygulamasinin, doza ve
zamana bagli hiicre canlilig1 iizerine etkisi MTT testi ile saptanmistir. Bu test
sonucunda, MCF-7 hiicrelerinde IM ve TA i¢in ICsodegerleri 25 uM iken, MDA-MB-
231 hiicre hattinda ise ICso degerlerinin IM i¢in 20 uM ve TA i¢in 25 uM oldugu
belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda da bu ajanlarin 48. saatte daha etkili oldugu
gozlenmistir. Kombine tedavi uygulamasi sonucunda ise IM ve TA’in sinerjik
etkilerinin olmadigi, aditif, bagimsiz ya da antagonist etki gosterdigi sonucuna
varilmigtir. Migrasyon i¢in her iki hiicre hattina IC degerleri uygulanmis ve 0, 4, 8 ve
12 saatlerde yara iyilesmesi gozlenmistir. IM ve/veya TA uygulanmayan kontrol
hiicrelerine gore tek tek ya da kombine uygulanan konsantrasyonlarda yara
iyilesmesinin olmadig1 gézlenmistir.

Tiim bu veriler sonucunda, kombine olmadan IM ve TA uygulamalarinin, her iki hiicre
hattinda da daha sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Tek tek
uygulamanin daha etkili oldugu ve sitotoksik etki mekanizmalarinin belirlenebilmesi

icin daha farkli mekanizmalarin da arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Imatinib Mesilat, Tannik Asit, Kombine Tedavi.

Haziran, 2021; 50 sayfa
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M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF EFFECTS ON THE MOLECULAR LEVELS OF
IMATINIB MESYLATE AND TANNIC ACID TREATMENT ON BREAST
CANCER CELLS

Merve UZLA

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Fulya DOGANER
ABSTRACT

One of the most effective methods in cancer treatments is chemotherapeutic treatment.
Although Imatinib Mesylate, which is mostly used in the treatment of leukemia, is not
clinically used in the treatment of breast cancer, its effects on this cancer are still being
investigated. Besides chemotherapeutics, antioxidants also have cancer-curing effects.
The combined use of these two therapeutic agents suggests that the effects of treatment
methods are increased.

The effects of many chemotherapeutic drugs and antioxidant combinations on cell
cytotoxicity, migration, gene expression levels and apoptotic levels are still unknown.
In this study, the effects of a chemotherapeutic Imatinib Mesylate (IM) and an
antioxidant Tannic Acid (TA) on cytotoxicity and migration when administered
individually or together to MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines were
investigated for the first time.

The effects of Imatinib Mesylate (IM), Tannic Acid (TA) and their combined
application on dose and time dependent cell viability were determined by MTT test.
As aresult of this test, ICso values for IM and TA were determined as 25 uM in MCF-
7 cells, while ICso values were determined as 20 uM for IM and 25 uM for TA in
MDA-MB-231 cell line. It was observed that these agents were more effective at 48th
hour in both cell lines. It was concluded that IM and TA do not have synergistic effects
but have additive, independent or antagonistic effects in combined treatment. IC values
were applied to both cell lines for migration and wound healing was observed at 0, 4,
8 and 12 hours. No wound healing was observed at individual or combined
concentrations when compared to control cells without IM and/or TA.

As aresult of all these data, it shows that IM and TA applications without combination
have more cytotoxic effects in both cell lines. It was concluded that individual
application is more effective and different mechanisms should be investigated in order
to determine the cytotoxic effect mechanisms.

Keywords: Breast Cancer, Imatinib Mesylate, Tannic Acid, Combination Treatment.

June, 2021; 50 pages
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci Oonemli 6liim nedeni olan kanser,
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi ile karakterize edilen, sonucu baz: tiirler
icin O0liimle biten ve bu nedenle de tedavisi i¢in en ¢ok arastirma yapilan ve ¢ok cesitli
yontemler denenen bir hastaliktir (Kayaalp, 1998). Neoplastik hiicreler, dnce cerrahi
olarak veya radyasyon tedavisi ile azaltilir veya gelisimi yavaglatilir. Bunu kemoterapi,
immunoterapi veya bu tedavi yoOntemlerinin birlikte kullanilmasi takip eder.
Kemoterapik tedavide amag, kullanilan ilaglarla tiimdriin biiylimesini engelleyerek
farkli dokularda yeniden gelismesini 6nlemek hatta tiimiiyle ortadan kaldirilmasi igin

sitotoksik etki saglamaktir (Calabresi vd., 1962).

Meme kanseri, diinyada kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirtidiir. Yapilan bazi
arastirmalarla ABD'de kadin kanserlerinin %29,7'sini (1998) ve Tiirkiye'deki kadin
kanserlerinin %25'ini (2012) meme kanseri olusturmaktadir. (Onur, 2005; Ferlay vd.,
2015; Baran, 2017). Meme kanseri, kanser oliimleri arasinda besinci sirada yer
almaktadir. Gelismekte olan iilkelerde en sik, gelismis iilkelerde ise akciger

kanserinden sonra ikinci siklikla 6ldiiren kadin kanseridir (Baran, 2017).

Kanserin molekiiler diizeyde tedavilerinde, kanser hiicrelerinin isleyisini kontrol
etmek i¢in temel fonksiyonel molekiiller hedef alinmaktadir. Bu yolaklardan biri de
cogunlukla diizensiz sinyallesmeye neden olan hiicre proliferasyonu ile baglantili
ekspresyon veya mutasyondan kaynaklanan tirozin kinaz aktivasyonudur (Kadivar
vd., 2017). En ¢ok Losemi tedavisinde kullanilan bir kemoterapotik madde olan
Imatinib Mesilat (IM) (STI-571), tirozin kinaz reseptdriiniin segici bir inhibitdriidiir.
Imatinib tedavisi ile Kronik Miyeloid Losemi (KML) olgularinda sitogenetik ve
molekiiler yanit oranlar1 oldukga artarken, sagkalim oranlarinin da arttig1 gézlenmistir.
Tirozin kinaz inhibitorlerinin, KML tedavisindeki bu basaris1 sayesinde,
patogenezinde tirozin kinazlarin rol oynadigi diger hastaliklarin tedavisinde de
kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir (Yenerel, 2010). Bu nedenle, meme kanseri
tedavisinde de umut vadedecegi diisiiniilmektedir. Imatinib Mesilatin meme kanseri
hiicre dizilerindeki etkilerinin arastirildigi kisith caligmalar olmasi sebebiyle tiim
mekanizma ¢dziilene kadar hastalarda kullanimi su an mevcut degildir. Klinik diizeyde
bu ilacin kullanimi i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Kanser tedavisinde hiicresel
olimiin gerceklesmesi i¢in radyoterapik ve bazi kemoterapdtik uygulamalar

1



yapildiginda, hiicrelerde serbest radikal tiretimi gozlenmektedir. Kanser hiicreleri
haricinde kalan saglikli hiicreler iizerine de etkili olan bu uygulamalara ek olarak
antioksidanlar verildiginde ise ilaglarin antitiimor etkisini azaltmadigi ve serbest
radikal ve serbest radikal aracili oksidatif reaksiyonlar1 ndtralize ederek saglikli
hiicrelerin hayatta kalma siiresini uzattig1 bildirilmistir (Weijl vd., 1997; Simone vd.,
2007). Kemoterapi ile birlikte tek basina veya kombine uygulanan antioksidanlarin
etkilerinin incelendigi pek cok ¢alisma bulunmaktadir. (Block vd., 2007; Simone vd.,
2007; Blumenthal vd., 2000; Conklin, 2000).

Kemoterapi ile birlikte antioksidan takviyesi yapilmasi konusunda bir bagka goris ise,
antioksidanlarin serbest radikalleri siipiirerek kemoterapotik ajanlarin etkisini de
azaltabilecegidir. Bu konuda yapilan bir arastirmada, meme kanserli hastalara
kemoterapotik tedavi ile birlikte demir ve B12 vitamini gibi antioksidan takviyesi
uygulandiginda hastaligin niiksiinii ve Olim riskini artirabilecegi gosterilmistir
(Ambrosone vd., 2019). Bu iki gorlisii de destekleyen c¢alismalarin sonuglari,
antioksidanlarla kemoterapotik ajanlarin birlikte degerlendirilmesi gerektigini ve bu
konuda hem in vivo ve hem de in vitro ortamda ¢alismalar yapilmasi gerektigini ortaya

koymaktadir.

Calismamizda meme kanserinde klinik diizeyde su an kullanilmayan bir
kemoterapotik madde olan Imatinib Mesilatin ve polifenolik antioksidanlardan olan
tannik asidin birlikte ve ayr1 ayr1 kullanildiginda, ER(+) 6zellik gosteren MCF-7 ve
ER(-) ozellik gosteren MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin migrasyon ve
sitotoksisitesi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Imatinib Mesilatin
meme kanseri tedavisinde etkin sekilde kullanilmasi konusuna ve tartigmali olan
antioksidan-kemoterapotik madde etkilesimi konusuna katki saglayacak bir ¢alisma

olacag diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1 Meme Kanseri

Meme dokusu hem erkeklerde hem kadinlarda olmasina ragmen meme bezleri sadece
postpartum donemde fonksiyonel olmakta ve siit bezlerinden yenidogan bebegi
beslemeye yonelik siit salgilanmaktadir. Meme dokusu, siit bezleri (lobiiller), liretilen
siitli meme ucuna tasiyan siit kanallar1 (duktuslar) ve bunlarin arasinda bulunan destek
dokulari, yaglar, sinirler, kan ve lenf damarlarindan olusur (Sekil 2.1). Lobiiller bir
araya gelerek lob adi verilen yapilarda toplanir. Her memede 15-20 adet lob vardir.
Lob, lobiil ve siit kesecikleri ince siit kanallar1 ile birbirine baglanir (Karayurt, 2015;

Jaspars vd., 1997).

ICTEN GORUNUM ONDEN GORUNUM ve LENF NODLAR
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Sekil 2.1. Meme kesiti (URL-1).

Meme kanseri, kadinlarda en ¢ok, diinya genelinde ise en sik goriilen ikinci malign
kanser tiirtidiir (Sekil 2.2). 2012 yilinda meme kanseri tanisi konulan 1,67 milyon
kadinlarda goriilen biitlin kanserlerin %25’ini olusturmaktadir. Gelismis ve gelismekte
olan {ilkelerin ¢ogunda en sik goriilen kanser tiirii olmasina ragmen insidans hizlar
bolgeler arasinda, Kuzey Amerika’da yiiz binde 92 Orta ve Dogu Afrika’da yiiz binde
27 olmak {iizere, yaklagik dort kata kadar farklilik gostermektedir. En yiiksek hizlar
gelismiglik diizeyi en yiiksek iilkelerde goriilmektedir (Ferlay vd., 2013; Giltekin ve
Boztas, 2014).



Akciger 1.824.701
(%13.0)

Digerleri 4.969.280
(%35.3) Meme 1.671.149

(%11.9)

Kolorektal 1.360.602

(%9.7)
Mesane 429.793(%3.1)
Ozafagus 455.784 (%3.2) Prostat 1.094.920
(%7.8)
Serviks 527.624 (%3.8) Mide 951.594
(%6.8)

Karaciger 782.451 (%5.6)

Sekil 2.2. Diinyada kanser insidans oran1 (World Health Organization GLOBOCAN
2012 (IARC)’tan alinarak diizenlenmistir).

Meme kanseri, kanser mortaliteleri arasinda besinci sirada yer almaktadir (Sekil 2.3).
Gelismekte olan iilkelerde en sik, gelismis {lilkelerde ise akcigerden sonra ikinci
siklikla goriilen kadin kanseridir. Meme kanserinde bolgeler arasindaki mortalite ve
insidans hizlar1 arasindaki farkin daha az olmasinin sebebi yiiksek insidans olan
gelismis tlkelerdeki erken tani faaliyetleri ve uygun tedavi ile iyi bir sagkalim

saglaniyor olmasidir (Ferlay vd., 2013, 2015).

Digerleri: 2.623.491
(%32)

Karaciger 745.533
(%9.1)

Serviks 265.672 (%3.2) Mide 723.073 (%8.5)
Prostat 307.481 (%3.7,

Kolorektal 693.933
(%8.5)
Meme 521.907 (%6.4)

Pankreas 330.391
(%4.0)

Ozafagus 400.169
(%4.9)

Sekil 2.3. Diinyada kanser mortalitesi (World Health Organization-GLOBOCAN
2012 (IARC)’tan alinarak diizenlenmistir).

Meme kanseri, Tiirkiye’de de en sik goriilen kanser tliriidiir (Sekil 2.4) ve insidansi

giderek artmaktadir (Sekil 2.5). 2016 yilinda yapilan bir istatistik raporuna gore; meme



kanserine yakalanan hasta sayisinin 2007 yilinda 44,253 iken, 2012 yilinda 51,990’a
ylikseldigini bildirmektedir (Ozmen vd., 2009).

Meme 24.8
Tiroid

Kolorektal

Uterus Korpusu
Trakea,Brong,Akciger
Mide

Over

Non-Hodgkin lenfoma

Uterus Serviksi

Beyin, sinir sistemi
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Sekil 2.4. Tiirkiye’de tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanser
tiirlerinin ylizde dagilimi (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2016).

2012 I  51.990
2011 I 50.399

2010 I 28.809

2009 . 47.205

2008 I 45.696

2007 I 44.253

40.000 42.000 44.000 46.000 48.000 50.000 52.000 54.000

Sekil 2.5. Tﬁrkiyeide kadinlarda 2007-2012 yillar1 arasindaki meme kanseri vaka
sayist (Ozmen vd., 2014).

Meme kanseri vakalarin %5-10"u kalitsal sebeplerle ortaya c¢ikmaktadir. Meme

kanserinin farkl: alt tipleri, tan1 ve tedavide zorluga neden olan liimen veya bazal 6ncii

hiicre  popiilasyonunda  meydana gelen farkli gen  mutasyonlarindan

kaynaklanmaktadir (Salouage vd., 2010). Aile dykiisiinde meme kanseri olan kisilerde

meme kanseri goriilme riskinin daha fazla oldugu bildirilmistir (Oztekin vd., 1998).
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Meme kanserinde genetik degisiklikler cesitli faktorlere baglidir. Genetik degisiklikler
germline mutasyonlara ya da somatik mutasyonlara bagli olabilir. Sonradan kazanilan
mutasyonlar ¢evredeki karsinojenlere maruz kalma ile iligkilidir (Hu vd., 2000).
Cevresel karsinojenlere maruz kalma sonucunda olusan mutasyonlar haricinde,
germline mutasyonlardan kaynaklanan timor baskilayici genlerin baskilanmast, proto-
onkogenlerin aktivasyonundan kaynakli apoptoz mekanizmasinin bozulmasi ve
biiytime faktor reseptorlerinde olusan bozukluklarin kontrolsiiz hiicre ¢ogalimi sonucu
meme kanserinin gelisimine neden oldugu belirtilmektedir (Black, 1994; Van de

Vijver, 1993).

Meme kanseri patogenezinde, Ostrojen (ER), Progesteron (PR) reseptérleri ve insan
epidermal biiylime faktorii reseptdri 2’nin (HER-2/neu) 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (Speirs, 2000; Esteva-Lorenzo, 1998). Ayrica BRCA1, BRCA2, ATM,
p53 ve PTEN genleri ise 6zellikle kalitsal meme kanserinde 6nemli rol oynamaktadir

(Easton vd., 1993; NCCN, 2009).
2.2 Meme Kanseri Risk Faktorleri, Teshis ve Tedavi

Meme kanserinde; yas, ilk adet, gebelik yasi, cografik varyasyonlar, aile hikayesi,
diyet, hormon seviyelerindeki degisiklik, radyasyona maruz kalma, kimyasallar, viicut
kitle endeksi, beslenme aliskanligi, benign meme lezyonlari, alkol ve sigara kullanim1
gibi faktorler risk olusturmaktadir (Ronckers vd., 2004; Terry vd., 2006; Mahoney vd.,
2008).

Meme kanserinin 6zellikle erken teshisi i¢in 20 yasindan itibaren her ay kendi kendine
muayene ve 1-3 yil arasinda klinik muayene, 40 yas iistiinde her yi1l mamografi ve
klinik muayene (eger aile hikayesinde kalitsal meme kanseri var ise 25 yasindan
itibaren) yapilmalidir. Giinlimiizde meme kanseri teshislerinde fiziksel muayene ile
memede kitle saptandiginda, kitlenin kanser olup olmadig1 biyopsi ile anlagilir. Meme
kanseri tedavi acisindan diger kanserlere gore daha avantajlidir. Tedavisinde birincil
yontem cerrahi miidahaledir ki, bu yontem genellikle meme dokusunun tiimiiniin
alinmasin teskil eder. Koltuk alt1 lenf bezleri de ¢ikartilarak muhtemel yayilma
engellenir. Tanida koltuk alt1 lenf diigiimii metastazlarinin 6nemi biiyiiktiir (Matsen ve
Neumayer, 2013). Meme kanserinde cerrahi yontem haricinde, hormon tedavisi, 151n

tedavisi veya kemoterapi de uygulanabilir (Olgen, 2002). Bu tedavi yontemleri,
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hastaligin evresi, timoriin biyolojik 6zellikleri, hasta yasi, metastaz olup olmamasi,
diger hastaliklarin varlig1 gibi faktorlerin degerlendirilmesiyle belirlenir (Kogak vd.,

2011; Hortobagyi, 1998).

Kemoterapdtik tedavi, kanserin anti-neoplastik ilaglar ile tedavi edilmesidir. 1959°da
meme kanseri tedavisinde anti-timdr antibiyotikler kullanilmasina ragmen,
giiniimiizde sitotoksik kemoterapoétikler, hormonlar, hormon antagonistleri, hedefe
yonelik kemoterapdtikler ve biyolojik kemoterapdtikler olarak smiflandirilan anti-

neoplastik ilaglar kullanilmaktadir (Akgiin vd., 2000).
Bu gruplarda yer alan baslica ilaglar sunlardir:

¢ Anti-Ostrojen/dstrojen reseptorii antagonistleri (Tamoksifen, Toremifen, Fulvestran)
e Aromataz enzim inhibitorii (Anastrozol, Eksemestan, Letrozol)

eProgesteron antagonisti (Megestrol asetat)

¢Ostrojen/ Ostrojen antagonisti (Etinilestradiol)

eGonadotropin salgilayan hormon (GnRH) (Loprolid, Goserelin)

eKortikosteroid (Prednizon, Deksametazon) (Baran, 2017)

Klinik tedavilerin yetersiz ya da eksik kalmasi sonucunda alternatif tedavi
yontemlerine ilgi giderek artmaktadir. Fitoterapi kullanimi Amerika Birlesik
Devletleri’nde %86 ve Almanya’da %52’dir (Ernst, 2000). Ulkemizdeki sikligi
bilinmese de bir¢ok sayida hastanin fitoterapiyi kullandig1 bilinmektedir (Algier vd.,
2005).

Giliniimiizde karmasik ve c¢ok sebepli bir hastalik olan kanser gibi hastaliklarin
tedavisinde basarili ve kalici sonuglar olusturabilmek i¢in tek bir ilag veya tek bir
yontemle tedavi etmenin ¢ogu zaman miimkiin olmadig: bilinmektedir. Bu nedenle
hastaya birden fazla tedavinin uygulandig1 terapotik miidahalelere “Kombinasyon
tedavisi” denir. Bu yontemle, bir¢ok ilacin ve diger kanser tedavi yOntemlerinin

kombine edilmesi ile tedavideki basar1 orani artmaktadir (Kus, 2020).

Kemoterapdtik ilaglar bazi durumlarda tek basina etki gdsteremez ve ikinci bir ilag ya
da fitoterapi ile desteklenmesi gerekir. Kombine kemoterapi denilen bu ydntem,

tedavinin etkisini artirmak, toksisite ve direnci azaltmak i¢in kullanilmaktadir. Bu



sayede, daha diisiik dozlarlarda kemoterapotik ilaglar kullanilip karistirilarak normal
hiicrelerde toksisite azaltilir ve daha etkili bir tedavi amaclanir (Mayer ve Janoff,
2007). Bu etkisinin yaninda, kemoterapotik ilag kullaniminin azalmasina, sinerjik ve
aditif etkinin ortaya ¢ikmasina ve ¢oklu ilag direncliligi gelisiminin engellenmesine de

yardimci1 olmaktadir (Chou, 2010; Chou, 1984).
Kombine tedavi segilirken dikkat edilen hususlar sunlardir;

1.Toksisite diizeyi agisindan farkli grup ilaglar secilmelidir
2.Kombine edilen ilaglarin etki mekanizmalar1 farklt olmali ve c¢apraz direng

olusturmamalidir
3. Tek baslarina kullanimda etkisi oldugu bilinen ilaglar kombine edilmelidir
4. Kombine tedavi, klinik ¢aligsmalarda hastaligin ilk evrelerinde baslatilmalidir

Bu hususlar gbzoniine alinarak in vitro ¢alismalarla, her kemoterapétik ilacin birbiri
ile etkilesimleri ve antioksidan veya fitoterapotik ajanlarla etkilesimleri her bakimdan
aragtirtlabilinir. Bu sayede anti-proliferatif etkiye sebep olan etken maddelerin
konsantrasyonlar1 ve uygulama siireleri belirlenerek en i1yi kombine tedavi elde
edilebilir ve farkli dozlardaki sinerjik, antagonist ya da aditif etkileri de

belirlenebilmektedir (Chou, 2010).
2.3 imatinib Mesilat (IM)

Imatinib Mesilat (IM; Gleevec, Novartis, eski adiyla STI-571) (Sekil 2.6), 1990 yilinda
Novartis adli Isvigre firmasi tarafindan 2-fenilaminopirimidin tiirevi olarak
iiretilmistir. Platelet-derived growth factor (PDGF) reseptoriinii hedef alan spesifik bir

tirozin kinaz inhibitoridir.



Sekil 2.6. Imatinib Mesilat (IM) (IUPAC:4-[(4-Metil-1piperazinil)metil]--[4-metil-3-
[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino]-fenil] =~ benzamid metansulfonat])
kimyasal yapis1 (PubChem) (URL-2).

Tirozin kinazlar, onkogenik doniisimde O6nemli rol oynarlar. Protein kinazlarin

amplifikasyonu ve translasyonundaki artisa bagli olarak tirozin kinaz aktivitesi artar.

Tirozin kinazin aktivitesinin artmast da sinyal ileti yolaklarinin aktivitesine ve

proliferasyona sebep olmaktadir. Tirozin kinaz inhibitorlerinin biiylik bir kismi

anjiyogenez slirecinde 6nemli reseptor tirozin kinazlar1 (RTK) hedef alir (Madhusudan

ve Ganesan, 2004).

Daha ¢ok Kronik Myeloid Losemi (KML) tedavisinde kullanilan Imatinib Mesilat, bu
basaris1 sayesinde diger kanser tiplerinde de denenmektedir (Mercan, 2010).
Glioblastoma (Voelzke, 2008), kiiciik hiicreli akciger kanseri (Spigel vd., 2007),
anaplastik tiroid kanseri (Rao vd., 2006), over granuloza hiicre tiimérleri (Rocconi vd.,
2008), medulloblastoma (Abouantoun ve MacDonald, 2009) ve neuroblastomada

(Vitali vd., 2008) denendigi uygulamalar bulunmaktadir.
2.4 Tannik Asit (TA)

Bitkilerde fenilpropan ve fenolik gruplar fitodstrojenleri olusturmaktadir.
Fitodstrojenlerin yapisinda bulunan fenol grubu, Ostrojen agonisti ve antagonisti
ozelliklerini tanimlamada Onemli rol oynar. Fenolik bilesikler kimyasal olarak
aromatik benzen halkasi iceren maddeler ve bunlarin tiirevleridir. Benzen halkasinda

bir —OH baglanmasi ile fenol grubu olusur (Sekil 2.7.).



OH

Sekil 2.7. Fenol Grubu (URL-3).

Bitkilerde 6zellikle meyvelerde bolca bulunan, kendilerine has tat ve renkleri olugturan
bilesiklerden olan fenolik bilesikler, bitkilerin ¢evresel strese karsi olusturduklari
sekonder metabolitlerdir. Canlilardaki aecorobik metabolizma, bazal kosullarda bile
prooksidanlar olarak bilinen, reaktif oksijen tirlinlerini (ROS) olustururlar (Whitehead
vd., 1995). Biyolojik molekiillerin, prooksidan hasarina karsi koymada endojen ve
viicudun antioksidan metabolizmalarinin yetersiz kaldig1 durumlarda eksojen kaynakli
antioksidanlara ihtiyaci vardir. Viicutta prooksidanlarin artmasi sonucunda oksidatif
hasar veya oksidatif stres meydana gelmektedir (Sekil 2.8). Bunun sonucunda ise
yaglanma siireci etkilenir, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, sepsis, dejeneratif
ndrolojik hastaliklar, bobrek yetmezligi, infertilite, kas ve karaciger hastaliklar1 ortaya

cikar (Gutteridge ve Halliwell, 1993).

Oksidatif Stres

Vitamin E,
Enzimler,
Hiicre Savunm
Mekanizmal

Oxidative stress

Sekil 2.8. Oksidatif stres (URL-4).

Antioksidanlar kullanilarak bu hastaliklarin 6niline gecilmek istenmektedir. Bu
antioksidan bilesiklere vitaminler, terpenoidler, polifenoller ve azot iceren bilesikler
ornek verilebilir. Antioksidan bilesiklerden olan fenolik bilesikler ise, yesil ¢ay, siyah
cay, kirmiz1 sarap, kahve, ¢ikolata, zeytin, baharatlar, kabuklu yemisler vb. yiyecek ve

iceceklerde bulunmaktadirlar.
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Fenolik bilesikler sinifinda yer alan tanenler ise, 500-20.000 Dalton agirligindadir.
Yapilarinda azot bulundurmayan, polifenolik yapida ve amorf bilesiklerden olan
tanenler, bitkilerin kabuk, kok, meyve, tohum, yaprak ve bitki 6zii gibi farkh
yerlerinde bulunabilirler. Antikanserojen, antioksidan, antimutajenik, antimikrobiyal
ve antiallerjik etkileri bulunan tanenler; Gallotanenler, Ellagitanenler, Kompleks
tanenler ve Kondanse tanenler olmak tizere dort temel sinifa ayrilmaktadir (Ergezer ve

Cam, 2008).

Yaygin olarak tannik asit (TA) olarak adlandirilan hidrolize edilebilir tanenler (Sekil
2.9), gallotanninler veya ellagictanninler icerir (Nam vd. 2001). Tannik asit, kolza,
bakla, ¢ay, mese palamudu, kirmizi sarap, findik, ceviz gibi kabuklu yemislerle ¢cogu
bitki ve meyvelerden elde edilen, acik sari- kahverengi toz, pul ya da siingersi bir kiitle

halindeki bi¢cimsiz (amorf) maddelerdir (Kolag vd., 2017; Soyocak vd., 2011).
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Sekil 2.9. Tannik Asit (TA) Yapist C76Hs52046 (PubChem) (URL-5).

Tannik asidin monomeri olan gallik asit, hayvan hiicrelerinde apoptozu indiikleme
yetenegine de sahiptir (Khan ve Hadi, 1998). Gallik asit, insan glioblastom
hiicrelerinde apoptotik hiicre dliimiiniin indiiklenmesinde pro-oksidan olarak gorev

yapar (Sakagami vd., 1997).

Tannik asit, birka¢ onkolojik sinyal yolunda gerekli olan pek ¢ok protein i¢in bir
baskilayic1 gorevi goriir. Hiicre boliinmesi (proliferasyon), farklilasmast
(diferansiasyon), adhezyon, morfogenez, ekstraseliiler matriks olusumu ve programli
hiicre 6liimii (apoptoz) gibi ¢esitli hiicresel siire¢lerin kontroliinii saglayan TGF-B'nin

transkripsiyonunu inhibe ederek antioksidan etki gosterir. Ayrica VEGF/VEGFR'yi de
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inhibe ederek kanserde 6nemli bir anjiyogenez sinyal yolunu da inhibe etmektedir.
SOX2 geninin ekspresyonunu inhibe ederek EGF/EGFR sinyal yolunu ve dolayisiyla

hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu inhibe eder (Sekil 2.10) (Youness vd., 2021).

TANNIC ACID

e e
2 l/ LIF
vef G © @
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Sekil 2.10. Tannik Asidin onkolojik sinyal yolagindaki baskilayic1 gorevleri (Youness
vd., 2021).

Tannik asit, DNA onarimi, genomik stabilite ve programlanmis hiicre 6liimii gibi bir
dizi hiicresel islemde yer alan bir protein ailesi olan Poli (ADP-riboz) glikohidrolaz
(PARG) inhibitoridiir ve PAR zincirinin devrini yavaslatarak NAD+ tiikenmesini
siirlayarak PARP-1 aracili hiicre oliimiinii onler. Antienflamatuar, antikanser ve
antiviral etkileri bilinmektedir (Zhao vd., 2005). TA ayrica bir antioksidan gorevi
gorerek, serbest radikalleri indirger. Demir ve bakir iyonlarini selatlama yetenegi de
antioksidan etkisine baglanmistir (Andrade vd., 2005). Tannik asit sitotoksik 6zellige
sahip oldugundan toksik etkilerin uyarilmasini da saglayabilir (Labieniec ve
Gabryelak, 2003). TA’lerin in vitro incelenmesinde kanser hiicre hatlarinda, apoptozu
indiikledigi dolayisiyla hiicre ¢ogalmasin1 baskiladigi tespit edilmistir (Chen vd.,
2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Calismada Kullamilan Hiicre Hatlar

Bu tez calismasinda, Istanbul Aydin Universitesi’nden temin edilen, Ostrojen
Reseptorii (ER) (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre

hatlar1 kullanilmistir.
3.1.1 MCF-7 hiicre hatti

Meme kanserine model hiicre hatlarindan biri olan MCF-7 hiicreleri, 69 yasinda evre
IV invaziv duktal karsinomali beyaz 1rk bir bayan hastanin meme epitel dokusundan
1970 yilinda elde edilmistir (ATCC) (Sekil 3.1). HER-2 geninin ekspresyonu
normaldir. MCF-7 hiicrelerinin sitogenetik analizlerinde; kromozom sayilarindaki
anormal artis ve azalis, hatali eslesmis bazlarin onarim sisteminde bozukluklar
goriilmektedir. DNA tamir genlerindeki mutasyonlar veya tamir proteinlerinin az veya
asirt salgilanmasi, direng gelisiminde onemli bir faktordiir (Schwarz vd., 2002).
Sitoplazmik 0Ostrojen reseptorleri yoluyla Ostradiolii isleme yetenegi gibi
farklilagtiritlmis meme epitelinin birgok o6zelligini gosterir. MCF-7, siki hiicre

birlesimleri olusturan liimen hiicrelerinden olusur (Brooks vd., 1973).

Sekil 3.1. MCF-7 hiicre hatt1 Inverted mikroskop gériintiisii (20X) (Sigma Aldrich,
2021).
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3.1.2 MDA-MB-231 hiicre hatti

Kafkas kokenli, 51 yasindaki bir kadinin metastaz yapmis adenokarsinomundan elde
edilmigtir. MDA-MB-231 0&strojen reseptor alfa, progesteron ve HER2 reseptorii
negatif meme kanseri hiicre dizileridir. Kemoterapiye duyarliligi farklar gosterir ve
kemoterapiye orta derecede duyarlidir (Holliday ve Speirs, 2011). Yapiskan ve
metastatik epitel hiicrelerdir. Agresif ve invaziv karekter gostermektedir. Diger
invaziv kanser hiicrelerine benzer sekilde ekstraselliiler matriksi proteolitik
aktivitesiyle parcalama yetenegine sahiptir (Yin, 2011). MDA-MB-231 hiicreleri,
zay1f tutunma Ozelligi gosterebilir. Hiicreler mikroskopta iiziim benzeri ya da yildiz
seklinde goriilmektedir (Sekil 3.2) (Neve vd., 2006). Gliglii tiimdr olusturma 6zelligine
sahiptirler. Metastatik hiicrelerdir ve bu hiicre dizisinin en 6nemli 6zelliklerin birisidir

(Burdall, Hanby, Lansdown ve Speirs, 2003).

Sekil 3.2. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 inverted mikroskop gériintiisii (20X) (Sigma
Aldrich, 2021).

3.2 Sterilizasyon

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan tiim cihaz, sarf malzeme ve kimyasal malzemeler steril
edilerek kullanildi. Kullanima hazir besiyerleri, antibiyotik ve FBS gibi tim sivi
ajanlar por biiyiikligi 0.22 um olan filtreden gegilerek sterilize edilirken, cam
malzemeler, etiiv ve su banyosunda kullanilacak sular, pipet uglari, 15 ve 50 ml’lik
falconlar ise 121 °C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra UV 1sinlarina maruz
birakildi. Caligma ortaminin, kabinin temizligi ve kabine alinacak malzemelerin
sterilizasyonu i¢in %70’lik alkol ve en az 20 dakika UV 1sin1 kullanildi. Tiim iglemler

sirasinda steril eldiven kullanildi.
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3.3 Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi
3.3.1 Hiicre hatlarimin ¢cogaltilmasi

Her iki hiicre hatt1 da 25 cm?’lik flakslarda (Greiner Bio One, ), %10 fetal bovine
serum (FBS) (Biowest, USA), %! penisilin/streptomisin (Biological Industries, USA)
ve Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Biowest, USA) karisimindan olusan
besiyeri ile 37°C, % 5 CO2 ve % 95 nem varliginda CO;’li inkiibatorde (ShelLAB,
USA) ¢ogaltildi. Cogalma hiz1 ve kontaminasyon varligi diizenli olarak inverted
mikroskop (Olympus, USA) ile gozlendi. Hiicre sayilarindaki artisa bagli olarak
besiyeri degisikligi veya pasajlama islemi gergeklestirildi.

Flask tabaninin %80’ini dolduran hiicreler deney ig¢in yeterli flask sayisina ulasana

kadar ¢ogaltma (pasajlama) islemi yapildi. Pasaj islemleri su sekilde gergeklestirildi;

e Flasklardan steril cam pastor pipeti ile besiyeri ¢ekildi ve 1 ml Dulbecco’s Phosphate
Buffer Saline (Biowest, USA) ile yikandu.

¢ Yikama isleminden sonra 1 ml 1X Tripsin-EDTA (Biowest, USA) ¢ozeltisi eklendi
(Tripsinizasyon) ve inkiibatorde 1-2 dakika arasinda aktivite gdstermesi igin
bekletildi.

¢ Daha sonra flaskin tabanindan kalkan hiicreler cam pastor pipet yardimui ile toplandi
ve i¢inde 3ml besiyeri bulunan falkon tiiplere aktarildi.

¢ 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatant kismi atildi. Kalan pellet 1000
ul’ye tamamlanarak, igerisinde 4 ml besiyeri bulunan 2 flaska esit miktarda (500’er
ul) paylastirildi ve inkiibasyona birakildu.

e Pasajlanan hiicrelerin yogunlugu ve canlilig1 her giin kontrol edildi.
3.3.2 Hiicre hatlarimin dondurulmasi

Hiicre hatlarinin in vitro kiiltivasyon nedeniyle 6zelliklerinde bazi degisiklikler
olusabildigi i¢in, kiiltlir ortaminda sonsuza dek devam ettirilmesi miimkiin degildir.
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarini etkileyen ve c¢ogunlukla geri doniisiimii olmayan bu
degisikliklerle karsilasmamak ve herhangi bir kontaminasyon durumunda hiicre ve

zaman kaybini 6nlemek i¢in, hiicrelerin kisa ve uzun siireli stoklanmas1 gerekir.

15



Hiicreler yeterli yogunluga geldiginde asagidaki yontem uygulanarak stoklama islemi

yapilmustir.

e Kontaminasyon icermeyen ve kontrollii artig gosteren hiicrelerin bulundugu
flakslardan besiyeri ¢ekildi.

¢ PBS ile yikanir ve pasajlama islemindeki gibi 1 ml 1x Tripsin EDTA tripsinizasyon
gerceklestiridlr.

¢ 3 ml tam besiyeri {lizerine tripsinizasyon gerceklestirilen hiicreler alinir.

e 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi.

e Siipernatant atilir ve pellet %20 besiyeri, %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %70 FBS
iceren stok vasati ile restispanse edildi.

¢2 ml’lik cryo tiiplere alinarak 6nce -20 °C’ye kaldirilir ve daha sonra -80 °C’ye
kaldirildi. Daha uzun siireli bir saklama i¢in -196 °C olan sivi nitrojen tankinin
icerisine aktarildi.

e Tekrar kullanilmak istendiginde s1v1 azottan ¢ikartilip 37°C su banyosunda ¢oziilerek
ortamdaki DMSO’nun uzaklastirilmasi i¢in besiyeri ile 2 kez 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek yikandi. Siipernatant uzaklastirilip uygun besiyeri eklenerek

cogaltilmasi saglandi.

3.4 Hiicre Canlihig1 ve Hiicre Sayimi (Tripan Blue Yontemi)

Deneylerde kullanilacak hiicrelerin canliligi ve miktari, Tripan Blue boyama yontemi

ile inverted mikroskopta Neubauer laminda sayilarak ger¢eklestirildi.

e Hiicre ¢ogaltma islemi basamaginda anlatilan Tripsinizasyon islemi ile toplanan
hiicreler santrifiij edildikten sonra slipernatant kisim atild1 ve besiyeri ile 1 ml’ye
tamamlandi.

e Pipetaj yapilarak, icerisinden 20 pl alinan hiicre besiyeri karisgimina 20 pl Tripan
Blue soliisyonu (Biological Industries, USA) eklendi.

e Pipetaj yapildi ve 6lii hiicrelerin boyanmasi i¢in 2 dk bekletildi.

¢ Bu karisimdan 15 pl alinip Neubauer lamina aktarildi.

e Neubauer laminin ortasindaki 1 mm alandaki 5 karedeki maviye boyanan cansiz
hiicreler ve boyanmayan tiim hiicreler sayildi. 1 ml’deki hiicre sayist ve canlilig1 da

asagidaki formiil ile hesaplandi:
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Hiicre sayisi= Her Karedeki Sayim ortalama X Diliisyon Faktorii X 10* (3.1)

Toplam Canli Hicre

Hiicre Canliligi= x100 3.2)

Toplam Hiicre (Canlive Cansiz)
3.5 Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Imatinib Mesilat (Gleevec)’mn molekiiler agirhigi (Ma) 589,7 g/mol’dur. pH bagimlidir
ve organik ¢oziiciilerde az miktarda ¢oziinmektedir. En fazla 0,1 N HCL, DMSO veya
saf suda c¢oziinmektedir. Etanol ve metanolde az ¢oziinlirken, n-oktanol, aseton ve
asetonitrilde ¢dziinmez. Stok Imatinib Mesilat ¢ozeltisi icin, 0,5897 g tartilip 10 ml
otoklavlanmis distile suda ¢ozdiiriildi (100 mM) ve -20 °C’de saklandi. Stok Imatinib
Mesilat’dan seri sulandirma yapilarak 1000 uM, 100 uM, 10 pM, 1 pM, 0,1 uM
konsantrasyonlar hazirlandi. Her iki hiicre hatti icin de 24, 48 ve 72 saatlik

uygulamalarda bu konsantrasyonlar kullanildi.

Tannik asit, 1701,22 g/mol molekiiler agirliga (Ma) sahiptir. Su, etanol, gliserol ya da
asetonda iyi ¢6ziliniir. Benzen, kloroform, dietileter, karbon distilfit, karbon tetraklorid
ile ¢oziinmez. Stok tannik asit ¢ozeltisi i¢in, 0,177122 g tartilarak 10 ml % 96’lik
etanol’de ¢oOzdiirildi (10 mM) ve -20 °C’de saklandi. Stok Tannik asitten seri
sulandirma yapilarak 1000 puM, 100 uM, 10 pM, 1 uM, 0,1 uM konsantrasyonlar
hazirlandi. Her iki hiicre hatt1 i¢in de 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda bu

konsantrasyonlar kullanildi.
3.6 Sitotoksisite Testi (MTT Yontemi)

MTT yontemi, hiicrelerin canlilig1 ve proliferasyonunu belirlemede kullanildig: gibi,
ilag ya da tedavi uygulamalarindan sonra hiicre proliferasyonunun dig faktorlere
verdigi yanitin in vitro analizinin temelini de olusturmaktadir. Bu yontemde temel
prensip, mitokondri enzimlerinin hiicre 6liimiinden kisa bir siire sonra inaktive olma
etkinligi tizerine kuruludur. Tetrazolyum tuzlarmin azaltilmasi analiz i¢in giivenilir
kabul edilmektedir. Sar1 tetrazolyum (3-(4,5 dimetil tiazolit)-2,5 difenil tetrazolyum
bromiir) kismen dehidrojenaz enzimlerinin etkisiyle tetrazolyum NADH ve NADPH
gibi indirgeyici esdegerler iiretmek {lizere metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan
indirgenir. Hiicrelerdeki mor formazan bilesigi spektrofotometrik olarak ol¢iiliir ve

boyanin yogunluguna gore metabolik aktif hiicre durumu belirlenmis olur.
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MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda optimum hiicre sayilarinin belirlenmesi,
standart egrinin olusturulmasi ve Imatinib Mesilat ile Tannik asit uygulamalar1 yapilan

hiicrelerde sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in MTT yontemi kullanilmistir.
3.6.1 MTT reaktifinin hazirlanmasi

50 mg Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma Aldrich, USA) katisindan tartilir
ve 10 ml 1X PBS igerisinde ¢ozdiiriiliir. Vorteksleme yapildiktan sonra filtreden

gecirilerek mikro santrifiij tiiplerine 1’er ml aktarilir, alimiinyum folyo ile kaplanarak

-20 °C’de saklanur.
3.6.2 MTT yontemi ile optimum hiicre sayisinin belirlenmesi

Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra, hiicre sayimi1 basamaginda anlatilan prosediir
uygulandi. 96 kuyucuklu platelere her kuyucukta 100 pl besiyeri iceren 8 tekrarli
48000, 24000, 12000, 6000, 3000, 1500 ve 750 hiicreler ekildi. Plate’in bir stitununa
sadece besiyeri eklendi. Daha sonra hiicreler 24 saat, 48 saat ve 72 saatlik gruplar
olacak sekilde 37°C’de %5 CO:’li nemlendirilmis ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra karanlik ortamda her kuyucuga 20 pul MTT soliisyonu eklendi.
2-6 saat arast 37°C’de %5 CO2’li nemlendirilmis ortamda inkiibe edildikten sonra
besiyeri ¢ekilerek 100 ul DMSO (Biological Industries, USA) eklendi. Yavasca 20
dakika vortekslendi, siire sonunda olugan mor rengin 560 nm’de absorbans degerleri
oOl¢iildii. Bu degerlere gore standart grafik olusturulup 96 kuyucuklu plate’de olmasi

gereken optimum hiicre sayisi1 belirlendi.
3.6.3 MTT yontemi ile hiicrelerde sitotoksisitenin belirlenmesi

Imatinib Mesilat ile Tannik asit uygulamalari ve bunlarin kombinasyonlarinin

sitotoksik etkileri MTT yontemi ile belirlenmistir.

¢ 96 kuyucuklu platelerde Imatinib Mesilat ya da Tannik asit konsantrasyonlarinin
uygulanacagi her kuyucuga 10000 hiicre (her konsantrasyon icin 8 tekrar) ekildi. Bu
platelerde kontrol grubu olarak uygulama yapilmayan hiicreler yer alirken, stok
cozeltilerin hazirlandig1 ¢oziiciiler de “¢oziicii kontrol” olarak degerlendirildi. Bu

sayede sitotoksisite lizerine bu ¢oziiciilerin etkisi olup olmadig1 da belirlendi.
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e Bu hiicreler, 24 saat % 5 CO’li inkiibatorde bekletildikten sonra siire sonunda, seri
seyreltme yapilan konsantrasyonlarda ve bu araliklarin  agildigi  farkh
konsantrasyonlarda Imatinib Mesilat veya Tannik asit uygulandi. Bu hiicreler 24, 48
ve 72 saat bekletildi.

e Her kuyucuga 20 pl MTT reaktifi eklendi.

¢ 2-6 saat aras1 37°C’de %5 CO2’li nemlendirilmis ortamda inkiibe edildikten sonra
besiyeri ¢ekilerek 100 ul DMSO (Biological Industries, USA) eklendi. Yavasca 20
dakika vortekslendi, siire sonunda olusan mor renk 560 nm’de absorbans degerleri
olgtildii.

eImatinib Mesilat veya Tannik asidin MCF-7 ve MDA-MB 231 hiicreleri
izerindeki %50 inhibisyonuna (ICso) neden oldugu konsantrasyon araligini belirlemek
amaciyla bu test, farkli zamanlarda yapilan 3 farkli deneyde tiim verilerin ortalamasi
alinarak kontrole gore ICso degeri belirlendi.

eBelirlenen konsantrasyonlarin yiiksek olmasi durumunda belirli konsantrasyon

araliklar daraltilarak MTT testi yeniden uygulandi.

3.7 Kombine Terapi Uygulamasi ve izobologram Analizi ile Sinerjizmin

Belirlenmesi

Izobologram analizi herhangi bir ilag, 6ziit ya da bilesigin etken dozlarinin kantitatif
olarak belirlenmesini ve kombine halde verildiginde bunlarin arasindaki sinerjizmin
belirlenmesini saglar. Bu etkiler izobologram grafigi lizerinde gdsterilebilmektedir

(Sekil 3.3).

Antagonism

dose/concentration Factor A

dose/concentration Factor B

Sekil 3.3. izobologram Analizi Grafigi.
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Kombinasyon indeksi hesaplanirken medyan etki denklemi kullanildu:

Kombine llac Abs.

FICA = (3.3)
IC50 A abs.

FICB = Kombine ilag Abs. (3.4)
IC50 B abs.

FIX = FIC A + FIC B (3.5)

FIC= Fraksiyonel inhibe edici ila¢ konsantrasyonu

A=1. Ilag

B=2. ilag

FIX= Fraksiyonel inhibe edici index

Kombinasyon indeksi sonuglari; FIX<O0,5 ise sinerjik etki, FIX= 0,5-1 ise aditif etki,

FIX>1 ise bagimsiz etki, FIX>2 ise antagonist etki olarak degerlendirildi.

Her iki hiicre hattina da, imatinib Mesilat ve Tannik Asit ICso konsantrasyonlarinin
kombinasyonu sirasiyla %90 IM - %10 TA, %70 IM - %30 TA, %50 IM - %50 TA,
%30 IM - %70 TA, %10 IM - %90 TA olacak sekilde doz uygulamasi yapildu.

Daha sonra MTT ile canlilik belirlendi ve medyan etki denklemi ile etki diizeyleri

siniflandirildi.
3.8 Migrasyon (Wound Healing Assay)

5x10°adet hiicre 6 kuyucuklu platelere uygun besiyeri ile ekildi. %5 CO-’li
inkiibatdrde plate tabaninin %90-100 kapladig siire sonunda hiicrelerde 1 ml’lik pipet
ucu ile yara olusturuldu. Besiyeri uzaklastirildi. ICso degerlerinde Imatinib Mesilat ve
Tannik Asit uygulamalar1 ve bunlarin kombinasyonlar1 (%90 IM + %10 TA,
%70 IM + %30 TA, %50 IM + %50 TA, %30 IM + %70 TA, %10 IM + %90 TA)
uygulandi. Uygulamalar sonras1 0, 4, 8 ve 12. saatlerdeki fotograflar1 cekildi ve
Inverted mikroskop mikrometre bar1 kullanilarak yaralarin kapanma miktari

hesaplandi. Tiim uygulama gruplari, kendi 0. saat verilerine gore degerlendirildi.
3.9 Istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliga gore normal dagilim gosterenler tek yonlii varyans analizi

uygulanarak (OneWay ANOVA) analiz edildi. Tablo ve grafiklerde ortalama
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+ standart sapma kullanild:. Istatistiksel olarak énemli farkliliklar, p<0,05 énemlilik
diizeyi * (Istatistiksel olarak anlamli fark), p<0,01 énemlilik diizeyi ** (Yiiksek
diizeyde olarak anlamli fark), p<0,001 onemlilik diizeyi *** (Cok yiliksek diizeyde
istatistiksel olarak anlamli fark) ve p<0,0001 dnemlilik diizeyi **** (Oldukga yiliksek
diizeyde istatistik olarak anlamli fark) degerlendirildi. Tiim istatistiksel analizler

GraphPad Prism 9 (Free Version) programi ile gerceklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 MTT Bulgulan

4.1.1 Optimum hiicre sayilari

96 kuyucuklu platelerde kullanilacak hiicre miktarini standardize etmek ve 24, 48 ve
72. saatlerde ¢cogalma siiresini belirlemek i¢in uygulama yapilmamis hiicrelere MTT
yontemi uygulanmigtir. Tiim saatler ve hiicre sayilari incelendiginde, 96 kuyucuklu
platelerde yapilacak uygulamalarda MCF-7 hiicrelerinin (Sekil 4.1) ve MDA-MB-231
hiicrelerinin (Sekil 4.2) her kuyucuga 10.000 hiicre olacak sekilde ekilmesinin uygun

olacagi sonucuna varilmistir.

MCF-7
2
21,5
3
5 1
(%]
o)
II I“ "i jill il il i
. f

48.000 24.000 12.000 6.000  3.000 1.500 Besiyeri

Hucre sayisi

W24 Saat W48 Saat W72 Saat
Sekil 4.1. MCF-7 Optimum hiicre sayisinin belirlenmesi.

MDA-MB-231
2
1,5
i
“I iii IR

0
48.000 24.000 12.000 6.000 3.000 1.500 750 Besiyeri
Hlicre sayisi

Absorbans

W24 saat mA48saat m72saat

Sekil 4.2. MDA-MB-231 Optimum hiicre sayisinin belirlenmesi.
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4.1.2 imatinib Mesilat, Tannik Asit ve kombine terapi sitotoksisite bulgulari

Imatinib Mesilat (IM) veTannik asit (TA) konsantrasyonlari, 0,1 uM ve 500 pM aras1
olacak sekilde seri diliisyon olarak 3 tekrarli denenmis olup, en uygun hiicre
sitotoksisitesine cevap verebilecegi araliklarin 10-50 pM aras1 olacagi gozlenmistir.
Bu nedenle yapilan MCF-7 i¢in 15 puM, 20 uM, 25 uM ve 30 pM’lik IM
konsantrasyonlarinin, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM’lik TA konsantrasyonlarinin 24, 48 ve

72 saatlik uygulamalarina ait sonuglar1 degerlendirilmistir.

MCF-7 hiicre hattina yapilan 15 pM, 20 uM, 25 uM ve 30 uM’lik konsantrasyonlarda
IM uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatlik hiicre canlilig1 iizerine etkileri Sekil 4.3°de
verilmistir. IM saf suda ¢ozdiiriildiigiinden ve su hiicrelere toksik etki yaratmadigindan

hiicrelere saf su uygulamasi yapilmamistir.

MCF-7 IM

|
i “1 II

30 uM 25 UM 20 uM 15 uM

140

% hiicre canlihg

= =
H [e)] o] o N
o o o o o

N
o

o

W 24 saat W48 saat 72 Saat

Sekil 4.3. MCF-7 hiicrelerine imatinib Mesilat uygulamasinin 24, 48 ve 72. saatlerdeki
hiicre canlilig1 tizerine etkisi.

IM uygulamasinin 24 saatte 30 uM uygulanan grupta % 65,77 canlilik, 25 pM

uygulanan grupta % 68,17 canlilik, 20 uM uygulanan grupta % 74,91 canlilik, 15 uM

uygulanan grupta ise % 87,75 canlilik oldugu gézlenmistir. Sitotoksisitesi istatistiksel

olarak analiz edildiginde (Sekil 4.4); 30 uM (p<0,0001), 25 uM (p<0,0001) ve 20 uM

(p<0,0001) konsantrasyonlarin etkili oldugu, 15 pM’mn ise etkili olmadig1 (p>0,05)

belirlenmistir.

23



48 saatlik uygulamada 30 uM i¢in % 48,83 canlilik, 25 uM i¢in % 52,02 canlilik, 20
puM icin % 71,89 canlilik ve 15 uM igin % 75,19 canlilik oldugu gézlenmistir. Her
dort konsantrasyonun da etkisi istatistiksel olarak kabul edilebilir diizeyde

(p30<0,0001, p25<0,0001, p20<0,001 ve p15<0,001) oldugu goézlenmistir.

72 saatlik uygulamada 30 pM’da % 22,55 canlilik, 25 puM’da % 35,72 canlilik, 20
uM’da % 67,92 canlilik ve 15 pM’da % 103,44 canlilik oldugu gozlenmistir.
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde 30 uM (p<0,0001), 25 pM (p<0,0001) ve 20
uM (p<0,001) konsantrasyonlar etkili olurken 15 uM’lik konsantrasyonun (p>0,5) 48.
saatte gosterdigi etkiyi kaybettigi gézlenmistir.

Tiim bu veriler degerlendirildiginde, MCF-7 hiicreleri i¢in IM’1n 1Cso degeri 25 uM

olarak belirlenmistir.
24 Saat 48 Saat 72 Saat
ns
*okok
| ok Kokok
. Fokkok
P i
0.7
)
0.6
{ ]
0.5
0.4

Sekil 4.4. Imatinib Mesilat uygulamasinin 24, 48 ve 72. saatte MCF-7 hiicreleri
lizerine sitotoksisitesinin analizi (ANOVA, STD: p< 0,05).

MCF-7 hiicre hattina yapilan 12,5 uM, 25 uM ve 50 uM’lik konsantrasyonlarda TA

uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatlik hiicre canlilig1 lizerine etkileri Sekil 4.5°de

verilmigtir. TA’nin EtOH’da ¢6zdiiriildiigiinden EtOH ile kontrol grubu da

karsilastirilmistir. TA ¢ozeltisi hazirlanirken EtOH’da ¢ozdiiriildiigiinden EtOH ile

kontrol grubu da karsilastirilarak 24, 48 ve 72. saatlerin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi yapilmistir. 24, 48, 72 saatlik uygulamada elde ettigimiz sonuclara
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gore EtOH 1n hiicreler {izerine sitotoksik bir etkisi gdzlenmemistir (p>0,5).

MCF-7 TA
150
%o 100 I I I I 1 I I I I
g 50 II
2 iI | i
50 25 12,5 EtOH Kontrol
-50

W24 m48 m72

Sekil 4.5. MCF-7 hiicre hattinin Tannik Asit uygulamasinin 24, 48 ve 72. saatlerdeki
hiicre canlilig1 tizerine etkisi.

TA uygulamasimin 24 saatte, 50 pM uygulanan grupta % 40,33 canlilik, 25 pM

uygulanan grupta %52,17 canlilik ve 12,5 uM uygulanan grupta % 98 canlilik oldugu

gozlenmistir. Sitotoksisitesi istatistiksel olarak degerlendirildiginde (Sekil 4.6); 50 uM

(p<0,0001) ve 25 uM (p<0,0001) konsantrasyonlarda ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel

olarak anlamli bir azalma oldugu, 12,5 pM konsantrasyonun ise etkili olmadigi

(p>0,05) belirlenmistir.

48 saatlik TA uygulamasi sonucunda, 50 uM’da % 29,01 canlilik, 25 uM’da % 43,28
canlilik, 12,5 uM konsantrasyonda ise % 84,18 canlilik oldugu gozlenmistir.
Sitotoksisitesi istatistiksel olarak degerlendirildiginde; 50 uM konsantrasyonda
(p<0,0001) ve 25 uM konsantrasyonda (p<0,0001) ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu, 12,5 puM (p>0,1) konsantrasyonda ise etki

gostermedigi belirlenmistir.

72 saatlik TA uygulamasinda ise 50 uM’da % 13,00 canlilik, 25 uM’da %39,62
canlilik ve 12,5 uM konsantrasyonda ise % 74,61 canlilik oldugu gozlenmistir. Her ii¢
konsantrasyonun da etkisi istatistiksel olarak kabul edilebilir diizeyde (ps0<0,0001,
p25<0,0001, p12,5<0,05) oldugu gdézlenmistir.

Tiim bu veriler degerlendirildiginde, MCF-7 hiicreleri i¢in TA’in ICso degeri 25 uM

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6.Tannik Asit uygulamasinin 24, 48 ve 72. saatte MCF-7 hiicreleri iizerine
sitotoksisitesinin analizi (ANOVA, STD: p< 0,05).

MCF-7 hiicre hatlarmma IM ve TA kombine tedavisi izobologram analizi kullanarak

sonuclandirilmistir. Hesaplamada daha once verilen ilag etkilesim formiilleri

kullanilmistir.

Cizelge 4.1 incelendiginde sadece 24 ve 48. saatlerdeki %10 IM- % 90 TA kombine
tedavisinin MCF-7 hiicre hattinda bagimsiz etki gosterdigi, geri kalanlarin ise

antagonist etki gosterdigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.1. MCF-7 Hiicre hattina uygulanan kombine tedavilerin ICso ta ve ICso v

ile karsilastirildiginda olusan FIX degerleri. a=sinerjik etki, b=aditif etki,
c=bagimsiz etki, d=antagonist etki ns,*, ** *¥* *#** jsareti kontrol konsantrasyonuna
gore etki diizeyi i¢cin (ANOVA) ns=p>0,05, *=p<0,1, **=p<0,01, ***=p<0,001,
*A*H=p<0,0001.

Kombine Tedavi 24 Saat 48 Saat 72 Saat
%90 IM-%10 TA 2,72 dns 2,274 2,454dns
%70 IM-%30 TA 2,89 dns 2,10 47 2,71 dns
%50 IM-%50 TA 3,09 dns 2,764 2,83 dns
%30 IM-%70 TA 3,00 dns 3,07 47 3,55 dns
%10 IM-%90 TA 1,95 <™ 1,68 ¢*** 2,314"
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MCF-7 Kombine
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Sekil 4.7. MCF-7 hiicre hattina uygulanan kombine tedavinin yiizde canliliga etkisi.

ANOVA sonuglarina gore konsantrasyon uygulanmayan kontrol grubu ile
kiyaslandiginda sadece %10 IM- %90 TA uygulanan grup 24. saatte etkilenmis olup
diger konsantrasyonlarda anlamli etki (p<0,0001) gdzlenmistir. 48. saatte ise tiim

konsantrasyonlarda anlamli etki gézlenmistir (Sekil 4.7).

MDA-MB-231 hiicre hattina yapilan 50 uM, 40 uM, 20 pM ve 10 pM
konsantrasyonlarda uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatlik hiicre canlilig1 {izerine etkileri
Sekil 4.8’de verilmistir. IM saf suda ¢ozdiiriildiiglinden ve su hiicrelere toksik etki

yaratmadigindan hiicrelere saf su uygulamasi yapilmamustir.

MDA-MB-231 IM
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Sekil 4.8. MDA-MB-231 hiicre hattinin imatinib Mesilat uygulamasinin 24, 48 ve 72
saatlerdeki hiicre canlilig1 {izerine etkisi.
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IM uygulamasinin 24 saatte 50 pM uygulanan grupta % 56,77 canlilik, 40 uM
konsantrasyonda % 66,77 canlilik, 20 uM’da % 86,51 canlihlk ve 10 uM
konsanrasyonda ise % 97,29 canlilik oldugu gozlenmistir. Sitotoksisitesi istatistiksel
olarak analiz edildiginde (Sekil 4.9); 50 uM (p<0,0001) ve 40 uM’da (p<0,0001) etkili
olurken 20 uM’da (p<0,01) etkisi azalmis ve 10 uM’da (p>0,5) etki gostermedigi

gozlenmistir.

48 saatlik uygulamada hiicre canlilliklar1 incelendiginde; 50 pM’da % 6,48 canlilik,
40 uM’da % 15,38 canlilik, 20 uM’da % 55,18 canlilik ve 10 uM konsantrasyonda ise
% 84,10 canlilik oldugu gozlenmistir. 50 uM (p<0,0001) ve 40 uM (p<0,0001)
konsantrasyonlar en etkili konsantrasyon ve 20 uM konsantrasyon 24. saate gore daha
anlamli konsantrasyon iken (p<0,001), 10 uM konsantrasyonda anlamli bir fark

goriilmemistir (p>0,5).

72 saatlik uygulamada 50 uM’da % 2,03 canlilik, 40 uM’da % 4,28 canlilik, 20 uM’da
% 25,02 canlilik ve 10 pM konsantrasyonda % 34,97 canlilik oldugu ve asir1 bir
sitotoksisite oldugu gozlenmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde tiim

konsantrasypnlarda anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir (ps0<0,0001, p40<0,0001,

p20<0,0001, p10<0,0001).

Tiim bu veriler degerlendirildiginde, MCF-7 hiicreleri i¢in IM’1n 1Cso degeri 20 uM

olarak belirlenmistir.

24 Saat 48 Saat 72 Saat
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Sekil 4.9. imatinib Mesilat uygulamasinin 24, 48 ve 72. saatte MDA-MB-231
hiicreleri iizerine sitotoksisitesinin analizi (ANOVA, STD: p< 0,05).
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MDA-MB-231 hiicre hattina 50 uM, 25 uM, 20 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda TA
uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatlik hiicre canlilig1 {izerine etkileri Sekil 4.10°da
verilmigtir. TA’nin EtOH’da ¢6zdiiriildiigiinden EtOH ile kontrol grubu da
karsilastirilmistir. TA ¢ozeltisi hazirlanirken EtOH’da ¢ozdiiriildiigiinden EtOH ile
kontrol grubu da karsilastirilarak 24, 48 ve 72. saatlerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi yapilmistir. 24, 48, 72 saatlik uygulamada elde ettigimiz sonuclara

gore EtOH 1n hiicreler {izerine sitotoksik bir etkisi gdzlenmemistir (p>0,5).

MDA-MB-231 TA
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Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicre hattina Tannik Asit uygulamasinin 24, 48 ve 72
saatlerdeki hiicre canlilig1 lizerine etkisi.
TA uygulamasinin 24 saatte, 50 uM uygulanan grupta % 63,63 canlilik, 25 uM’da
%75,82 canlilik, 20 pM’da %79,25 canlilik ve 10 uM’da %95,24 canlilik oldugu
gozlenmistir. Sitotoksisitesi istatistiksel olarak analiz edildiginde (Sekil 4.11); 50
uM’da (p<0,0001) ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
25 uM (p<0,01) ve 20 uM (p<0,01) konsantrasyonlarda yiiksek diizeyde istatistiksel
olarak anlamli oldugu ve 10 uM (p<0,001).konsantrasyonda da azalma oldugu

gbzlenmistir.

48 saatlik TA uygulamasi sonucunda, 50 uM’da % 31,63 canlilik, 25 uM’da % 45,41
canlilik, 20 pM’da % 58,69 canlilik ve 10 uM konsantrasyonda % 80,04 canlilik
oldugu gozlenmistir. Sitotoksisitesi istatistiksel olarak degerlendirildiginde; her
konsantrasyonda (ps0<0,0001, p25<0,0001, p20<0,0001 p10<0,0001) c¢ok yiiksek

diizeyde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir.
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MDA-MB 231 hiicrelerine TA uygulamasinin 72 saatlik verileri degerlendirildiginde
ise; 50 uM’da % 22,56 canlilik, 25 uM’da % 31,62 canlilik, 20 pM’da % 38,26 canlilik
ve 10 uM’da % 75,01 canlilik oldugu gozlenmistir. Tiim konsantrasyonlarin sitotoksik
etkisi istatistiksel ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu

(ps0<0,0001, p25<0,0001, p20<0,0001 p10<0,0001) gdstermektedir.

Tiim bu veriler degerlendirildiginde, MDA-MB 231 hiicreleri i¢in TA’in ICso degeri
25 uM olarak belirlenmistir.

24 Saat 48 Saat 72 Saat
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Sekil 4.11. Tannik Asit uygulamasinin 24, 48 ve 72. saatte MDA-MB-231 hiicreleri
lizerine sitotoksisitesinin analizi (ANOVA, STD: p< 0,05).
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MDA-MB-231 hiicre hatlarina IM ve TA kombine tedavisi izobologram analizi
kullanarak sonuglandirilmistir. Hesaplamada daha once verilen ilag etkilesim

formiilleri kullanilmigtir.

Cizelge 4.2. MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan kombine tedavilerin ICso ta ve
ICsomv ile karsilagtirildiginda olusan FIX degerleri. a=sinerjik etki, b=aditif
etki, c=bagimsiz etki, d=antagonist etki ns*, **¥ F¥EF¥EX jsareti  kontrol
konsantrasyonuna gore etki diizeyi i¢in (ANOVA) ns=p>0,05, *=p<0,1, **=p<0,01,
*H*=p<0,001, ****=p<0,0001.

Kombine Tedavi 24 Saat 48 Saat 72 Saat

%90 IM-%10 TA 1,70 ¢ 1,18 ¢ 1,91 ¢
%70 IM- %30 TA 2,034 1,38 ¢ 3,23 47
%50 IM-%50 TA 1,07 €™ 0,60° 2,684
%30 IM-%70 TA 0,94 ° % 0,87 ™ 2,79 47
%10 IM-%90 TA 0,82 ™" 0,62 ™ 2,03 4

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.12 incelendiginde kombine tedavinin her saatte anlamli bir

sekilde azaldigi, fakat hicbir konsantrasyonda sinerjik etki gostermedigi sonucuna

varilmistir.
MDA-MB-231 Kombine

90
80
70
60
50 T
40 I L
30 I :t L I
20
: il Til I

0

20uM im 25uM ta %90 %70 %50 %30 %10
im+%100 im+%30 TAim+%50 TAim+%70 TAim+%90 TA
TA

24 m48 m72

Sekil 4.12. MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan kombine tedavinin yiizde canliliga
etkisi.
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4.2. Migrasyon Bulgular

Imatinib Mesilat (IM), Tannik Asit (TA) ve IM-TA kombinasyonunun migrasyon
izerine etkilerinin incelenmesi amaciyla yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. Herhangi
bir ilag uygulamasi yapilmayan, sadece hiicre barindiran kuyucuklar negatif kontrol
olarak adlandirildi. Her kuyucuktaki 0. saatteki yara genisligi referans alinarak 4, 8§,

12 saatlerdeki goriintiileri karsilastirildi.

Yapilan analizler sonucunda, 12 saatlik siire i¢erisinde MCF-7 (Sekil 4.13) ve MDA-
MB-231 (Sekil 4.15) hiicre hatlarinda doz uygulanmayan kontrol grubunda kapanma
gozlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hatlarinda olusturulan yara kapanmasimin (Sekil
4.16), MCF-7 hiicre hatlarina (Sekil 4.15) gore daha etkili kapanma gdsterdigi

gbzlenmistir.

Her iki hiicre hattinda da, tek bagina TA uygulamasinin yara kapanmasinda engelleyici
etkisi oldugu belirlenmistir. TA uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
migrasyonu engellemede MCF-7 hiicrelerine gére daha basarili oldugu gézlenmistir.
Kombine uygulamalarda ise, TA miktar1 arttik¢a yara iyilesmesinde gecikme
gergeklesmistir. IM uygulamasi da her iki hiicre hattinda yara iyilesmesi iizerine etkili

olsa da TA kadar etkili olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.13. MCF-7 migrasyon bulgulari.
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Sekil 4.14. MCF-7 hiicre hattinin 0, 4, 8, 12 saatlik migrasyon goriintiileri.
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MDA-MB-231 Migrasyon
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Sekil 4.15. MDA-MB-231 migrasyon bulgulari.
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Sekil 4.16. MDA-MB-231 hiicre hattinin 0, 4, 8, 12 saatlik migrasyon goriintiileri.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Sinyal iletimindeki mutasyonlar, kanser gelisimi ve metastazinda etkili yolaklardandir.
Membrana yerlesen tirozin kinaz reseptorlerinin devamli aktivasyonunda gozlenen
diizensiz sinyallesmeler nedeniyle, kanser hiicrelerinin proliferasyonunda tirozin kinaz
reseptOrlerinin, inhibe edilmesi 6nemli tedavi yontemi olarak degerlendirilmektedir

(Kadivar vd., 2017; Yenerel, 2010).

Kadinlarda en ¢ok goriilen kanserlerin basinda yer alan meme kanserinin tedavisinde
en etkili ve ilk tercih edilen yontem cerrahi miidahaledir (Kierszenbaum, 2007).
Hastanin tiim6r dokusunun kiiciiltiilmesi ya da yok edilmesinde cerrahi miidahale
kadar etkili olan diger yontemler kemoterapétik tedavi ve radyoterapidir (Olgen, 2002;
Mian, 2016).

Calismamizda kemoterapotik olan Imatinib Mesilat (IM) ve bir antioksidan olan
Tannik Asit (TA)’in MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarina, tek tek
ve birlikte uygulandiklarinda sitotoksisite ve migrasyon iizerine olan etkileri

arastirilmagtir.

Kemoterapdtik bir ilag olan ve daha c¢ok l6semi tedavisinde kullanilan Imatinib
Mesilat, klinik olarak meme kanseri tedavisinde kullanilmasa da bu kanser iizerine

etkileri halen daha aragtirllmaktadir (Kadivar vd., 2017; Weigel vd., 2010).

Kemoterapdtikler serbest radikal iireterek hiicresel Olime neden olurken,
antioksidanlar serbest radikalleri ve serbest radikal aracilikli oksidatif reaksiyonlari
notralize etmektedir. Bu nedenle biyolojik sistemlerde pek c¢ok yan etkiye yol
acmaktadir. Kemoterapotik ve antioksidan birlikte uygulandiginda in vivo ve in
vitro deneylerde antioksidanlarin kemoterapétik ilaglarin etkisini azaltmadigi, bunun
aksine in vivo ¢aligmalarda hayatta kalma siiresini tek basina kemoterapi
uygulananlara gore arttirdigin1 gdstermektedir (Weijl, 1997; Jaakkola, 1992). Bu
sonuglar antioksidanlarin, kemoterapotik tedavi ile alindiklarinda tedavi etkinligini

artirdigin1 gostermektedir.
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Kemoterapi ile birlikte antioksidan takviyesi yapilmasi konusunda bir bagka gorts ise,
antioksidanlarin serbest radikalleri siipiirerek kemoterapotik ajanlarin etkisini de
azaltabilecegidir. Bu konuda yapilan bir aragtirmada, meme kanserli hastalara
kemoterapotik tedavi ile birlikte demir ve B12 vitamini gibi antioksidan takviyesi
uygulandiginda hastaligin niiksiinii ve Olim riskini artirabilecegi gosterilmistir
(Ambrosone vd., 2019). Yaptigimiz c¢alismada, IM ve TA’in tek baslarina
uygulandiginda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda daha etkili oldugu,
kombine uygulanan konsantrasyonlarda sinerjik etki gostermemis, bagimsiz, aditif ya
da antogonist etki gostermislerdir. Bu uygulamalarin antogonist etki gdstermesi, her
iki ilacin da birbirinin tedavi edici etkisini azalttigin1 gostererek c¢alismamizdaki

sonuglar1 desteklemektedir.

Kadivar ve digerlerinin (2017) yaptig1 bir ¢alismada, meme kanseri (T-47D ve MCF-
7) ve saglikli hiicre hattinda (MCF-10A) IM’in sitotoksik, apoptotik, hiicre dongiisii,
gen ve protein ekspresyon seviyelerini aragtirmiglaridr. 2-10 uM konsantrasyonlarda
96, 120 ve 144 saatlik IM uygulamasinda, 144. saatte meme kanseri hiicre hatlarina
verilen dozlarda ICso degerinin en yiiksek ve en sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Saglikli MCF10A hiicrelerinde ise 144. saatte bile diisiik sitotoksisiteye
ve etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda da MCF-7 hiicrelerine 24,
48 ve 72 saatlik IM uygulamasinda ICso degerinin bu ¢aligmadan daha yiiksek oldugu
(25 pM) belirlenmistir. Ayn1 zamanda MDA-MB-231 hiicre hatlarinda da ayni
siirelerde IM uygulamasinin MCF-7"ye benzer oldugu (20 uM) oldugu goézlenmistir.
Bu iki ¢alisma karsilastirildiginda uzun siire diisiik dozda, kisa siire yliksek dozda IM

uygulamalarin sitotoksisite lizerine etkili oldugunu gostermektedir.

Nie ve ekibi (2016), MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda, TA’in, sitotoksik,
apoptotik ve FAS aktivitesi iizerine etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada, MDA-
MB-231 hiicrelerine 6, 12, 18 ve 24 saat uygulanan TA’nin ICso degerlerinin 2,5-6
oldugunu MCF-7 hiicrelerinde ise yine ayni saatlerde 4-10 pM arasinda oldugu
belirtilmistir. Her iki hiicre hattinda da uygulama siiresi arttikca diisiik
konsantrasyonlarin diisiik etki gosterdigi vurgulanmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak
ayni hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saatlik TA uygulamasinin 25 pM oldugu, zamana
bagli olarak bir degisiklik gozlenmedigi belirlenmistir.
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Weigel ve digerlerinin (2010) yaptigr c¢alismada, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerine Imatinib Mesilat ve PDGF BB uygulanarak migrasyona, imatinib Mesilat
ve Doksorubisin kombinasyonu uygulanarak hiicre proliferasyonu ve apoptotik etki
iizerine etkileri arastirilmistir. Trombosit kaynakli bliylime faktorii molekiilii olan
PDGF B’ye 6zgii ligand olan PDGF BB, 10 ng/ml’lik konsantrasyonda, MDA-MB-
231 hiicre hattinda hiicre biiyiimesini % 186 oraninda artirirken, MCF-7 hiicre hattinda
ise PDGF BB sadece % 20 oranla proliferasyonu artirdigin1 gézlemlemislerdir. MDA -
MB-231 hiicre hattinda Imatinib Mesilat tek basina ve PDGF BB ile stimiile edilerek
uygulandiginda hiicre gociinii her iki durumda da 6nemli diizeyde azaltmigtir. MCF-7
hiicre hattinda ise PDGF BB uygulamasi hiicre gociinii 6nemli diizeyde
degistirmemistir, Imatinib Mesilat uygulamasi ise 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda
hiicre gociinii 6nemli diizeyde azaltmistir. 0,25 nM-12,5 nM konsantrasyonlarda
Doksorubisin ve 1,5-12 uM konsantrasyonlarda Imatinib Mesilat ayr1 ayr1 ve kombine
olarak her iki hiicre hattina da verilmistir. Kombine tedavi MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda ilave bir etkiye sebep olarak hiicre proliferasyonunu inhibe etmistir, MCF-
7 hiicre hattinda ise yliksek doz araliklarinda yiiksek etki gosterirken, ICso’den diisiik
olan konsantrasyonlarda antagonist etki gdstermistir. Imatinib ve doksorubisin, her iki
hiicre hattinda da apoptoz indiiksiyonuna yol agmis, ancak ilaglar kombine edildiginde
sadece MCF-7 hiicrelerinde apoptozda daha fazla artig saptanmistir.  Bizim
calismamizda da Imatinib Mesilat bu calismaya benzer sekilde MDA-MB-231 hiicre
hatt1 lizerine daha etkili olup proliferasyonu 6nemli dlgiide azaltmis, MCF-7 hiicre

hattinda ise daha az proliferasyonu inhibe edici etki gostermistir.

Weigel ve digerlerinin yaptig1 baska bir ¢calismada (2009) ise, MDA-MB-231, MCF-
7, ZR75-1 ve T47-D meme hiicre hatlarinda, Imatinib Mesilat uygulamasiyla reseptdr
ekspresyonu ve fosforilasyon durumundaki degisiklikler, 2-10 pM ilag
konsantrasyonlari kullanilarak degerlendirilmistir. imatinib Mesilat’in MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre hatlar1 i¢in ICso degerlerini 6 uM olarak belirleyerek, anti-proliferatif
etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Imatinib'in tek basma ve vinorelbin ile
kombinasyon halinde anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkileri, bir MTT ve TUNEL
tahlili ile arastirilmistir. Imatinib Mesilat, incelenen tiim hiicre hatlarinin biiyiimesini
engellemis ve apoptozu indiiklemistir. Bu etki, vinorelbin ile kombine edildiginde
artmistir. PDGFR 8 ve Akt'nin fosforilasyonu iizerinde doza bagl bir inhibitor etki
tespit edilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan imatinib mesilatin
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baska ilaglarla kombine olarak verildiginde etkili oldugu g6zoniine alindiginda, bu
hiicre dizileri iizerine imatinib mesilat ve bagka kemoterapotik maddeler ile kombine
dozlart belirlenerek bu ilacin etkinlik diizeyi incelenerek tedavi siirecine katki
saglayacag diisliniilmektedir. Weigel ve ekibinin yaptig1 bu iki ¢aligmada uygulanan
kemoterapotik ajanlarin etkisi arttig1 gézlenirken bizim kullandigimiz fenolik bilesik
olan TA ve kemoterapétik ajan IM’in kombine tedavisi sinerjik etki olusturmamuistir.
Bu da bize etki mekanizmalarimin farkli olabilecegini diisiindiirmektedir ve ek

caligmalara ihtiyacimiz vardir.

Yerushalmi ve digerlerinin yaptig1 ¢aligmada (2007), MCF-7 ve néroblastoma hiicresi
olan SKNMC hiicre hatlarina Imatinib Mesilat ve radyasyon terapisi, imatinib Mesilat
ve Sisplatin uygulamas1 yapilarak hiicre dongiisii analizi, proliferasyon etkisi ve
apoptoz lizerine etkisi incelenmistir. Calismamizla uyumlu olarak, elde ettikleri
verilere gore MCF-7 hiicre hatt1 i¢in I1Cso degeri 20 pM olarak belirlenmis ve doz
artttkca SKNMC hiicre hattina kiyasla MCF-7 {izerine olan etki ¢ok fazla
degismemistir. Bu sebeple apoptozun degerlendirilmesi ve hiicre dongiisiiniin analizi
MCF-7 hiicre hatti iizerine yapilmamistir. SKNMC hiicre hatt1 iizerine ise Imatinib
Mesilatin apoptoz etkisi ihmal edilebilir diizeydedir. SKNMC ve MCF-7 hiicrelerinin
5 giin boyunca kombine Imatinib Mesilat ve sisplatin varliginda inkiibasyonu, her bir
ajanin tek bagina kullanilmasina kiyasla apoptozda sadece hafif bir artis ile her iki

hiicre hatt1 izerinde ilave bir hiicre 6ldiirme etkisi gostermistir.

Kalindemirtas ve digerlerinin KML hiicre hatti olan K562 hiicre hatti lizerinde yaptigi
calismada (2019) apigenin, luteolin, 5-desmetil sinensetin flavonoidleri ile imatinib
Mesilat’in kombine dozlarmin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi Olgiilmiistiir.
Flavonoidler 25-200 uM arasi Imatinib Mesilat ise 5-50 uM aras1 konsantrasyonlarda
hiicrelere verilmis, apoptoz/nekroz aktivitesi ve P-gp aktivitesi dl¢tilmiistiir. Apigenin,
luteolin ve 5-desmetil sinensetinin gibi flavonoidlerin ICso degerleri sirasiyla 140 pM,
100 uM ve >200 puM olarak belirlenmis ve en yiiksek sitotoksik etkiye sahip olan
flavonoidin luteolin oldugunu belirlemislerdir. Incelenen flavonoid-IM kombine
tedavileri arasinda, luteolin ve IM kombinasyonunda sinerjik etki oldugu saptanmaistir.
Luteolin konsantrasyonu azaltildiginda sinerjik etki devam ederken IM dozu
azaltildiginda antagonist bir etki oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, ICso

degerlerinin apigenin ve IM kombinasyonunun hafif bir sinerjistik etkisi oldugu ve
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apigenin dozu ya da IM konsantrasyonu diistiriildiiglinde gii¢lii bir antagonistik etki
gozlendigini bildirmislerdir. Son olarak sinensetin ve IM kombinasyonunda ICso
degerlerinin yarist (Sin: 100, Im: 2.5 uM) ve dortte biri (Sin: 50, Im: 1.25 puM)
kullanildiginda antagonizm tespit edilmistir. 72 saatlik inkiibasyondan sonra, tim
flavonoidler, yaklasik %50'lik bir apoptoz orani ile iliskilendirilmis ve P-glikoprotein
aktivitesinin  tim  gruplarda  arttigmi  goézlemlemislerdir.  Calismamizla
karsilastirdigimizda bulgularimizda TA’nin dozu arttik¢a her iki hiicre hattinda da
farkl1 etkiler gézlenmistir. Bunun sonucunda Imatinib Mesilatla flavonoidlerin birlikte
kullanilacagi durumlarda birbiri iizerine olan etkileri mutlaka arastirilmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.

Kim ve ekibinin, 16semi, akciger ve kolon kanseri hiicre hatlarmindan olusan
calismalarinda (2012), Imatinib Mesilat ve flavonoid olan 3-Hidroksiflavon, tek tek ve
kombine tedavi olarak uygulanmistir. Sonug olarak, 3-hidroksiflavonun antikanser
yetenegi en etkili ¢ikmistir. 3-HF varliginda, akciger kanseri (A549) ve 16semi (K562)
hiicrelerinin canliligi 6nemli olgiide azalmigtir. Normal hiicre gruplart iizerinde
sitotoksik etki gdzlenmemistir. Imatinib Mesilata kars1 direng gelistirilmis olan K562-
R hiicreleri 48 saatlik inkiibasyondan sonra 1 pM Imatinib Mesilat ve 10 uM 3-HF
kombine tedavisi altinda apoptotik kromatin yogunlagmasi ve parcalanmasi gostermis;
kombine tedavinin apoptozu artirdigini 6ne siirmiistiir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak,
flavonoidlerle imatinib mesilatin kombine verilmesi tedaviyi artirdigindan, kanser

hiicre dizileri tlizerine etkili olabilecegi diigiiniilmektedir.

Tikoo ve ekibinin hem in vivo hem de in vitro yaptig1 bir ¢calismada (2011), in vivo
asamada HO9c2 embriyonik sican kalp miyoblastlarinda, doksorubisin ile bir
PARG/PARP inhibitorii ve bir antioksidan olan tannik asidin, doksorubisin kaynakli
kardiyotoksisite {izerindeki etkisini arastirmislaridr. In vitro asamada MDA-MB-231
insan meme kanseri hiicrelerinde de anti-kanser aktivitesini degerlendirmislerdir.
Sonuglar, tannik asidin PARP-1 aktivasyonunu 6nledigini, Bax'r azalttigin1 ve H9c2
hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyonunu artirdigini, boylece doksorubisin kaynakli hiicre
Olimiinii  Onledigini gostermektedir. Ayrica, MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin hiicre canliligini azaltmig, meme tiimorlerinde p53 ekspresyonunu
arttirmig ve maksimum tiimor hacmi azalmasi gostermistir. Sonuglar, DXR ile birlikte

tannik asit kombinasyonunun, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin hiicre
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canliligini belirgin sekilde azalttigini ve tannik asidin DXR'nin anti-kanser aktivitesini
giiclendirdigini gostermistir. Calismamizda IM ve TA kombinasyonunun MDA-MB-
231 hiicrelerinde daha etkili oldugunu gozlemledik. Ayrica bu arastirmacilarin
yaptiklar1 caligmada bulduklar1 etkili TA konsantrasyonunu bizim c¢aligmamizla

uyumlu olarak 25 pM oldugunu belirlemislerdir.

Darvin ve digerleri (2017) MCF-7, T47D, SK-BR 3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1
tizerine tannik asidin proliferasyon iizerine etkisini, G1 dongiisiinii ve apoptoz lizerine
etkisini aragtirmislardir. Tannik asit tedavisi, hiicre dongiisiinlin pozitif modiilatorleri
olan siklin D1, siklin E, CDK4 ve CDK6'nin hem transkripsiyonel hem de
translasyonel ekspresyonunu doza bagli olarak inhibe etmistir. CDK4 ve CDK6'nin
transkripsiyonel regiilasyonu, p53 durumlarindan bagimsiz olarak MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde benzer bir durum izlemistir. MCF-7 hiicreleri, siklin D1'in
belirgin transkripsiyonel inhibisyonunu sergilerken, MDA-MB-231 hiicrelerinde daha
az anlamli inhibisyon gozlemlenmistir. Sonuclar, TA'nin EGF-R/Jak2/STAT1/3 ve
P38/STAT1/p21Wafl/Cipl yollarin1 modiile ettigini ve meme karsinomlarinda G1-
tutuklama ve intrinsik apoptozu indiikledigini gdstermistir. TA ile yapilan bu
calisgmada goriilen sonuglardan da anlasilacagi {izere kanser hiicrelerinde
kemoterapotik ve fenolik bilesiklerin apoptotik siirecte ve hiicre dongiisii lizerine

etkileri oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak bu ¢alismada Imatinib Mesilat ve tannik asit uygulamasinmn ayri ayri
hiicreler tizerine etki gosterdigi belirlenmistir. Birlikte verildiklerinde ise hiicre
oliimiinii baz1 gruplarda artirmasina ragmen sinerjik bir etki olusmadig1 gozlenmistir.
Bazi kombine gruplarinda bagimsiz etki bazilarinda ise antagonist etki gostermektedir.
Migrasyon sonuglarimiz degerlendirildiginde ise yine diger ¢alismalardaki gibi her iki
ilagc da migrasyonu inhibe etmistir. Tim bu c¢alismalar degerlendirildiginde,
antioksidanlarla kemoterapoétiklerin birlikte kullanilip kullanilmayacagi goriislerini de
destekleyen caligmalarin sonuglari nedeniyle, kemoterapi ile birlikte antioksidan
takviyesi yapilmasi ¢ok tartismali bir konu haline doniigmiistiir. Dogal bilesikler, genis
bir kanser yelpazesine sahip anti-proliferatif etkilere sahiptir. Tanenler ve tanen igeren
gidalar meme kanseri dahil olmak {izere bir ¢ok kansere karsi anti kanser aktivitesine
sahiptir. Herhangi bir antioksidanin herhangi bir kemoterapdtik ajanla birlikte farkl

etki gosterebilecegi de gbz Oniine alinmalidir. Bununla birlikte, etkilerinin altinda
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yatan mekanizma daha fazla caligma gerektirir. Herhangi bir kemoterapi ve
antioksidan kombinasyonunun kanseri tedavi etmede etkili olacagmni sdylemek
miimkiin degildir. Bu nedenle, kemotapétik ve antioksidan kombinasyonlarinin
saglikli ve kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksisite, apoptoz, gen ekspresyon,
migrasyon ve invazyon diizeylerindeki etkileri hem in vivo ve hem de in vitro ortamda
degerlendirilmelidir. Calismamizda TA ve IM’in hiicre dongiisii, apoptoz, sinyal
yolaklardaki ve gen ekspresyonlar: {izerine herhangi bir analiz gergeklestirilmedigi
icin bu verilerin de yukaridaki ¢aligmalarla karsilastirilmasi i¢in daha fazla ¢calismaya

ihtiya¢ vardir.
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