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OZET

Dingsoy, A.B., Paklitaksel/Usnik Asit Kombinasyonunun Meme Kanseri Hicre
Hatlarn Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2016. Diinya genelinde 2012
yilinda meme kanseri siklig1 tim kanser tipleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
Hastalikla miicadele siirecinde meme kanserinin tedavisinde tek bir ilag yerine ¢oklu
ilag kombinasyonlarinin kullanimimin daha etkili oldugu yapilan bazi c¢alismalarla
belirlenmistir. Paklitaksel meme ve uterus kanserlerinin tedavisinde kullanilan en
etkin ilaglardan biridir. Usnik asitin antiproliferatif ve apoptozu indikleyici etkisi
yapilan bir¢ok g¢aligmayla gosterilmistir. Gergeklestirdigimiz bu ¢alismanin amaci
oncelikle usnik asitin HCC38 insan meme kanseri ve 4T1 fare meme kanseri hiicre
hatlar1 tizerine hiicre canliigini azaltici etki gosterip gostermedigi in vitro olarak
degerlendirmektir. Sonrasinda usnik asitin rutin olarak klinikte kullanilan
kemoterdpatik bir ilag olan paklitaksel ile beraber kullaniminin hiicre canlilig
Uzerine etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. HCC38 hiicreleri tizerine usnik
asitin 12,5 uM konsantrasyonunun 48 saat ve 72 saat uygulamasi sonucunda sirasiyla
hiicre canlilig1 %83 ve %62 seviyelerine inmistir. HCC38 hiicreleriyle yaptigimiz
MTT testi sonuglarindan elde ettigimiz verilere gore paklitakselle usnik asitin birlikte
uygulanmasi kiimiilatif bir etki gostererek hiicre canliligini ayr1 ayr1 uygulamalarina
gore daha c¢ok azaltmigtir. Akim sitometri analizi sonucunda ise hiicredeki Sliim
oran1 paklitakselin usnik asitle birlikte uygulanmasi ile tek basmna uygulanmasi
arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. 4T1 hiicreleri iizerine ise usnik asit
uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda azalma goriilsede bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir. 4T1 hiicreleriyle yaptigimiz MTT testi sonucunda
paklitakselin usnik asit ile birlikte uygulanmasi sonucunda hiicre canlilig1 ayr1 ayri
uygulamaya gore daha ¢ok azalmistir. Calismadan elde edilen tiim sonuglara gore
paklitakselle birlikte usnik asitin uygulanmasi hiicre canliligini azaltict yonde

kiimiilatif etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Paklitaksel, usnik asit, MTT, akim sitometri, meme kanseri.

Ogretim Uyesi Yetistirme Programi (OYP) tarafindan kismen desteklenmistir.
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ABSTRACT

Dingsoy, A.B., Effect of Paclitaxel/Usnic Acid Combination on Breast Cancer
Cell Lines, Hacettepe University Faculty of Medicine Department of Physiology
Master's Thesis, Ankara, 2016. Breast Cancer was the second common cancer
worldwide in 2012. Using combination of multiple drugs for treatment has been
proven to be more affective by research. Paclitaxel is a chemotherapy medication
used to treat a number of types of cancer including breast and uterus cancers. Ushic
acid’s antiproliferative and apoptosis inducing effects was shown on many research.
In this study primarily the usnic acid on HCC38 human breast cancer and 4T1 mouse
cancer cell line was assessed in vitro to show whether it had a cell viability reducing
effect. Afterwards the effectiveness of the usage of the usnic acid and paclitaxel
together on cell viability has been aimed to evaluate. On HCC38 cells as a result of
application of 12.5 uM concentrations of usnic acid 48 hours and 72 hours, cell
viability was in order decreased to 83% and 62%. The parameter’s according to the
result of the MTT test with HCC38 cells show that the application of paclitaxel with
usnic acid has cumulative effect on reducing the cell viability than individual
application. As a result of flow cytometry analysis no significant difference was
found on the mortality rate on the cell between the application of the combined usage
and individual application of paclitaxel. As a result of application of usnic acid on
4T1 cells, cell viability deacreased but the decrease was not statistically significant.
As a result of the MTT test with 4T1 cells the application of paclitaxel with usnic
acid cell viability was decreased more than the individual application. According to
the results of this study application of paclitaxel with usnic acid has a cumulative

effect on reducing the cell viability.

Key words: Paclitaxel, usnic acid, MTT, flow cytometry, breast cancer.

This thesis was partly supported by Ogretim Uyesi Yetistirme Program: (OYP).
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Sayfa

Kadinlarda goriilen meme kanserin yasa standardize insidans hizlarinin
2008-2013 yillart arasindaki dagilimi (Diinya standart niifusu,100.000
kiside).

Paklitaksel’in kimyasal yapisi.
Paklitaksel’in etki mekanizmasi.
Usnik asit’in kimyasal yapist.

HCC38 hucrelerine usnik asit ve paklitaksel uygulmasinin sematik
gosterimi.

4T1 hiicrelerine usnik asit ve paklitaksel uygulmasinin sematik
gosterimi.

HCC38  hiicrelerine 100 nM  paklitakselle  usnik  asit
konsantrasyonlarinin birlikte uygulanmasinin sematik gosterimi.

4T1 hicrelerine 100 nM paklitakselle usnik asit konsantrasyonlarinin
birlikte uygulanmasinin sematik gosterimi.

MTT testi i¢in deney tasariminin sematik gosterimi.

HCC38 hiicrelerinin  akim  sitometrik  degerlendirilmesi  i¢in
formiilasyonlarin uygulanmasinin sematik goriiniimii.

4T1  hicrelerinin  akim  sitometrik  degerlendirilmesi  i¢in
formiilasyonlarin uygulanmasinin sematik goriiniimii.

Akim sitometri analizi i¢in deney tasariminin sematik gosterimi.

HCC38 hiicrelerinin zamana bagli olarak degisimi ve DMSO'nun hiicre
canlilig1 lizerine etkisi.

4T1 hiicrelerinin zamana bagli olarak degisimi ve DMSO'nun hiicre
canlilig1 lizerine etkisi.

HCC38 hiicrelerine paklitakselin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canlilifinin konsantrasyona bagli degigimi.

HCC38 hiicrelerine paklitakselin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canlilifinin konsantrasyona bagli degisimi.

HCC38 hiicrelerine paklitakselin 72 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canlilifinin konsantrasyona bagli degisimi.

HCC38  hiicrelerine paklitakselin  uygulamasi sonucunda hiicre
canlilifinin konsantrasyona ve zamana bagli degisimi.

HCC38 hiicrelerine usnik asitin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canlilifinin konsantrasyona bagli degisimi.

HCC38 hiicrelerine usnik asitin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canlilifinin konsantrasyona bagl degisimi.

© 0 N b
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda kansere bagli Olimler arasinda ilk sirada yer
almaktadir (1). Kansere kars1 etkin ¢oziimler sunacak tedavi yontemleri arayisi halen
devam etmektedir ve bir¢ok arastirma sonucu elde edilen veriler umut verici gelisme
gostermistir (2). Tedavi yOntemleri arasinda Ozellikle son yillarda ilag adayi
molekiillerin kanser tedavisinde kullanim etkinliginin belirlenmesinde bir¢ok ¢alisma
tizerine odaklanilmistir. Meme Kkanseriyle tedavide tek bir ilag yerine ilag
kombinasyonlarmin kullaniminin daha etkili oldugu gorilmistiir (3). Paklitaksel
meme ve uterus kanserlerinin tedavisinde kullanilan en 6nemli ilaglardan biridir (4).
Taksanlar, tiibiilin yapisina baglanarak stabil mikrotiibiiller olusturmaktadir ve bunun
sonucunda hiicreler G2/M fazinda durmakta, hiicre siklusu bloke olmaktadir (5).
Antineoplastik aktivitesini gosterirken mikrotiibiiller itizerinden etkili olmadigi
bulunan usnik asitin ise antiproliferatif ve apoptozu indiikleyici etkisi oldugu
gosterilmistir (6-8).

1844 yilindaki ilk izolasyonundan beri en yaygin olarak ¢alisilan bir sekonder
metabolit olan usnik asit farmakolojide ve klinikte biiyiik ilgiye sahip olan farkli
biyolojik ve fizyolojik aktiviteler géstermektedir (9, 10). Usnik asit reaktif tlrlerin
olusmasinda inhibisyona, lipid peroksidasyonunda azalmaya ve glutatyon peroksidaz
ve sliperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim aktivitelerinde artisa neden olmaktadir
(11, 12). Mayer M. ve ark. tarafindan (7), usnik asit liken sekonder metabolitinin
MCF7, MDA-MB-231 ve H1299 hiicre hatlar1 iizerine antiproliferatif etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise liken metabolitlerinin
sitotoksik etkisi ii¢ insan kanser hiicre hattinda degerlendirilmis ve MCF-7 (meme
adenokarsinoma), HelLa (serviks adenokarsinoma) ve HCT-116 (kolon karsinoma)
insan kanser hiicre hatlar1 {izerine usnik asitin 25 mM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda diger liken metabolitleri ile karsilastirildiginda en yiiksek
sitotoksik aktiviteyi gosterdigi bulunmustur (13). Usnik asit sekonder metabolitinin
antibakteriyel, antiviral, antimitotik, antittiberkiloz, antiproliferatif,
antienflamatuvar, antipiretik ve analjezik etkinliklerini incelemek igin yapilan
caligmalar mevcuttur (14-23).

Yaptigimiz bu caligmada usnik asit liken sekonder metabolitinin HCC38

insan meme kanseri ve 4T1 fare meme kanseri hiicre hatlar1 {izerine hiicre canliligini



azaltict etki gosterip gostermediginin Ve Klinikte kullanilan bir kemoterapi ilact olan
paklitaksel ile ilag olmaya aday bir molekil olan usnik asitin meme kanseri
hastalarinda tedavi amagiyla birlikte kullanim etkinliginin in vitro olarak
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu baglamda asagidaki hipotezler sinanmuistir;

Hipotez-1: Usnik asitin farkli meme kanseri hiicre hatlart tizerine hiicre
canliligini azaltici etkisi vardir.

Hipotez-2: Usnik asit liken sekonder metabolitinin kemoterap6tik bir ilag
olan paklitaksel ile birlikte kullanildiginda hiicre canlilifin1 azaltic1 yonde kiimiilatif

bir etkisi vardir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Meme Kanseri
2.1.1. Epidemiyolojisi

Dinya genelinde 2012 yilinda 14,1 milyon yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon
kansere bagli 6lim gerceklestigi tahmin edilmektedir (24). Diinyada en yaygin
kanser akciger kanseridir ve 2012 yilinda 1,8 milyon (tim kanserin %12.9’u) yeni
vaka gortilmis ve 1,6 milyon (tim kanserlerin %19.4'0) akciger kanserine bagli 6lim
gerceklesmistir. Meme kanseri sikligi tim kanser tipleri arasinda ikinci siradadir.
2012 yilinda 1,7 milyon (tum kanserlerin %11.9’u) yeni meme kanseri vakasi
gorulmiistiir. Meme kanseri 522,000 (tim kanserlerin %6.4’{i) 6liim ile kansere bagli
Olimler arasinda besinci sirada yer almaktadir. Akciger ve meme kanseri goriilme
sikligi sonrasinda en fazla goriilme orani kolorektal kanser, prostat kanseri, mide
kanseri ve karaciger kanseri takip etmektedir (24). Dinya genelinde 2012 yilinda
erkekler arasinda en yaygin goriilen kanser akciger kanseri iken ¢ok gelismis
ulkelerde ilk siray1 prostat kanseri almakta, akciger kanseri ikinci sirada gelmektedir.
Az gelismis lilkelerde ise en sik akciger kanseri, sonrasinda karaciger kanseri ve
mide kanseri goriilmektedir. Kadinlar arasinda ise az gelismis tilkelerde de (883,000
vaka), ¢cok gelismis ililkelerde de (794,000 vaka) en yaygin goriilen kanser tipi meme
kanseridir. Az gelismis iilkelerde servikal kanser ikinci sirada yer alirken, ¢ok
gelismis tilkelerde on birinci sirada yer almaktadir. Cok gelismis iilkelerde kansere
bagli dliimde akciger kanseri ilk siradayken (210,000 6liim) bunu meme kanseri
takip etmektedir (198,000 6liim) (24).

2013 yilinda Tirkiye'de kanser hizi erkeklerde yiizbinde 267,9 iken
kadinlarda ise yiizbinde 186,5'dur. 2013 yilinda goriillen yeni kanser vakasi ise
174,000'dir. Turkiye'deki kanser goriilme sikligi dinyadaki kanser gorilme
sikligindan fazladir (25). Tirkiye'de en sik goriilen 5 kanser tiirii, diger gelismis
tlkelerde goriilen kanser tirleri ile benzerlik gostermektedir (Tablo 2.1.). Ulkemizde
erkekler arasinda en sik goriilen kanserler trakea, brons ve akciger kanseri iken

kadinlar arasinda en sik goriilen kanser meme kanseridir (25).



Tablo 2.1. Uluslararasi1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012
verilerine gore A) Kadinlar ve B) Erkekler arasinda en sik goriilen ilk bes
kanser turiinin dagilimi (26)’dan modifiye edilmistir.

@ Turkiye* Diinya Turkiye* Diinya

1 Meme Meme 1 Akciger Akciger

2 Tiroid Kolorektal 2 Prostat Prostat

3 Kolorektal Uterus serviksi 3 Kolorektal Kolorektal
4 Akciger Akciger 4 Mesane Mide

5 Uterus korpusu Uterus korpusu 5 Mide Karaciger

* Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013.

2013 yilinda kanser tanisi konulan her dort kadindan biri meme kanseridir (25). Sekil
2.1.'de 2008-2013 wyillar1 arasinda kadinlarda meme kanseri goriilme sikligi

gorulmektedir.
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Sekil 2.1. Kadinlarda goriilen meme kanserinin yasa standardize edilmis insidans
hizlarinin  2008-2013 yillar1 arasindaki dagilimi (Dlnya standart
ntfusu,100.000 kiside) (25).

2.1.2. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme tibiloalveolar bir bez olup sut Greten lobilleri ve sttin aktariminda
gorevli kanal sistemleri vardir. Meme kanseri lobiil ve kanallar1 ¢evreleyen epitel
hlcrelerinden koken alan bir adenokarsinomdur (27). Meme kanserinin gelisimde
yas, cinsiyet, genetik etmenler, endokrin faktorler, radyasyon, alkol gibi ¢ok ¢esitli
risk faktorleri rol oynamaktadir (28). Meme kanserleri histopatolojik olarak lobdl ve
kanaldan koken almalarima bagli olarak lobiiler adenokarsinoma ve duktal
adenokarsinoma olmak Uzere ikiye ayrilir (29). Ayrica meme kanserleri invaziv

Ozelliklerine gore de invaziv ve invaziv olmayan seklinde ikiye ayrilmaktadir (29).



Meme kanserinin olusumu ve ilerleyisi ile kanser hucrelerinin 0Ostrojen (ER),
progesteron (PR) ve insan epidermal blylme faktoru-2 reseptorleri (HER-2)
arasinda iligki bulunmaktadir. Bu nedenle smiflandirma reseptér durumuna gore de
yapilabilmektedir (30). Meme kanserinin molekiiler siniflamasi genel olarak dort alt

grup altinda toplanmaktadir (Tablo 2.2.)

Tablo 2.2. Meme kanseri tiplerinin major molekiler alt tipleri (31)’den modifiye

edilmistir.

- Liminal A Liiminal B HER2'nen Bazral benzeri
Litminal {dikgak Liiminal HERYnew yiksek  Bazal epitelyal
malekiiler siiokeratinlerin ekspresyona, ER genlerin ve bazal
afrhkli) ckspresyona, ve iligkili genlerin ciakerstinlesin
sitokeratinlerin hormen dikgak yitksek
ekspresyona, resepbiirler: ve ekspresyoma ekspresyonu, ER
= Bl ve iligkili genberin
resepbirler ve arta-diigik ki
E:kgmlmn ckspresyona T
ekspresyonu HERYnew dilgik

ekspresyoma
-%450 =1, ER/PR -%%20 si, ER/PR -%15%, ER/PR 5%, gogu ER/PR
poitif, powitif, negatif, ve HERZ/neu
HERYneu negatif  HERXneuw HERYneuw poaitif 6 (gl
degisken -
Tihiler karsinom  Invaziv dukial Yiiksek dereceli YWiiksek dereceli
Kribriform knrsinom, irvaziv duktal irvaziv duktal
karsinom Digak  Mikropapiller karsinom karsinom,
dereceli invaziv ~ kamsinom Metaplastik
dukial karsirom, karsinom,
Klasik lobiller Mediiller
karsinom karsinom
Erdakrin Erdokrin Trastumamaba Platinum gruba
tedaviye cevap tedaviye cevap (Herceptin) cevap  kemoterapive ve
(tamaoksifen ve PARP (aderowin
Kematerapive aromainz Antraziklin grabu  JifpsSat-rihoe
degisken covap irhibitorlen) kematerapive polimeraz)
Liminal A kndar  cevap s diboiBr e
iyi olmayabilir S
Kemaoterapive
byi progroz cevap defigken
Genellikle kidd Timi defil ama
Progrox, limiral  prognoe genellikle kitd
A kadar iyi degil prognez



2.1.3. Meme Kanserinin Tedavisi

Meme kanseri ¢ok ¢esitli alt tipi olan bir hastaliktir ve tedavisinde meme
kanserinin hangi alt tipinin oldugunun ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir (29). Cerrahi
yontem olarak mastektomi veya meme koruyucu cerrahi yontemi olarak lumpektomi
yapilmaktadir (32). Erken donem meme kanseri tedavisinde radyoterapinin 6nemli
bir yeri vardir. Meme kanserinde bolgesel kontrolii arttirmaktadir ve genel sagkalimi
uzattigr bilinmektedir (33). Hormon tedavisi yontemi ise hormon reseptori
bulunduran kanser cesitlerinde hormonun etkisini engelleyerek kanser gelisimini
durdurmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda dort yontem kullanilir; Aromataz inhibitorleri
kullanilarak Ostrojen sentezi inhibe edilebilir (34), Gstrojen reseptdr restriktorleri
kullanilarak Ostrojenin hiicreye girmesi engellenebilir, segici 0strojen reseptor
modiilatorleri kullanilabilir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan Tamoksifen bu
modiilatorlerdendir ve Ostrojen reseptoriine baglanarak Ostrojeni bloke eder (35).
Diger bir hormon tedavisi yontemi ise ovaryum fonksiyonlarinin durdurulmasidir.
Boylece 6strojen Gretimi durdurulabilir (36, 37). Kemoterapide ise kanser hicrelerini
oldiiren ajanlar kullanilmaktadir. Kemoterapi tek basina ya da diger tedavi
yontemleriyle birlikte kullanilabilir. Uygulama durumuna bagli olarak kemoterapi
yontemi cesitlilik gostermektedir (38). Adjuvan tedavi diger tedavi yontemlerinden
sonra kanser hiicrelerinin proliferasyonunu Onlemek i¢in kullanilmaktadir.
Taksanlarin (dosetaksel ve paklitaksel) diger tedavilerle es zamanli uygulanmas ile
kanserin tekrarlama sikliginin azalmis oldugu belirlenmistir (39).  Taksanlar
neoadjuvan tedavi yonteminde ise, hastanin operasyon oncesinde kanserli dokusunun
blytikliglinii azaltmada kullanilir. Metastatik tedavide amacg ise metastaz yapmis
hiicreleri Oldiirmektir. Metastaz yapmis meme kanseri tedavisinde dosetaksel,
doksorubisin, paklitaksel, vinorelbin gibi ajanlar kullanilmaktadir (40). Meme
kanseriyle tedavide tek bir ilag yerine ila¢ kombinasyonlarinin kullaniminin daha
etkin oldugu goriilmiistiir. Erken meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan
ilag  kombinasyonlar1  siklofosfamid, 5-florourasil (CMF kombinasyonlari),
doksorubisin (Adriamisin), paklitaksel (PTX) (Taksol) ve dosetakseldir (3). Sik
kullanilan bir kemoterapdtik ilag olan paklitaksel hiicrelerde mitozu inhibe ederek
apoptozu uyarmaktadir (41, 5).



2.2. Paklitaksel

Paklitaksel, Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan binlerce degisik bitkinin
kanser {izerine etkisinin arastirilmasi sirasinda bulunmustur. Ilk olarak 1963 yilinda
Taxus brevifolia isimli Pasifik porsuk agaci Oziitii kesfedilmis ardindan preklinik
calismalarda cesitli tiimorlere karsi antitiimoral etkisi bulunmustur ve Oziitteki etken
maddenin paklitaksel oldugu tanimlanmistir (42). Paklitaksel’in kimyasal agik adi
5B, 20-epoksi-1,2a, 4, 7B, 10B, 13a-hekzahidroksitaks-11-en-9 on 4, 10-diasetat 2-
benzoat-13 ester (2R,3S)-N-benzoil-3-fenilizoserin’dir (Sekil 2.2.). Molekulln
formili C47H51NO14, molekiler agirligr ise 853,9 dalton’dur. Beyaz renkte ve
kristal toz yapidadir. Erime sicakligi 216-217°C’dir. Oldukca lipofilik 6zelliktedir
(43). Sudaki ¢oziiniirliigi 0,3 pg/ml’dir ve gesitli organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirligi

daha yuksektir (44).

Sekil 2.2. Paklitaksel’in kimyasal yapisi (42).

Paklitaksel meme ve uterus kanserlerinin tedavisinde kullanilan 6nemli
ilaclardan biridir (4). Mikrotiibiilii hedef alan taksanlar geri doniisiimlii olarak -
tiibiiline baglanirlar, mikrotiibiil kompleksini stabilize ederler ve hiicre dongiisiinii
durdurmaya ve apoptoza gidise neden olacak mikrotiibiil polimerizasyonunu
destekler (45). Paklitakselin hiicre 6liimiinii apoptoz araciligiyla yaptigi ve bunun da
doz bagiml olarak gerceklestigi, diisiik dozlarda paklitaksel uygulamasi sonucunda
hiicrelerin G2/M interfaz asamasinda biriktigi ve bunun da apoptozla sonuclandig
bulunmustur (46, 47). Paklitaksel mikrotiibiilleri olusturmak igin gerekli olan
faktorlerin  (guanin trifosfat gibi) yoklugunda bile tiibiilin dimerlerinin

polimerizasyonunu  destekler ve daha sonra mikrotiibil  polimerlerinin



depolarizasyonunu engelleyerek mikrotlbiilleri stabilize eder (Sekil 2.3.).
Boylece paklitakselin hiicrelerde mikrotiibiillerin  toplanmasin1  artirarak  ve

depolimerizasyonunu engelleyerek antitimoral etki gosterir (48,49).

POLIMERIZASYON
Stabil
Mikrotiibiiller
DESTEKLE /
TUBULIN DIMERLERI . MIKROTUBUL
(op) PAKLITAKSEL (POLIMER)

ENGELLER

DEPOLIMERIZASYON

Sekil 2.3. Paklitaksel’in etki mekanizmasi (43)’den modifiye edilmistir.

2.3. Usnik Asit

Yapilan galismalarda ¢ok ¢esitli kanser tiplerine karsi bitkisel ve fungus
kaynakli tedavi amagli aday molekiiler arastirilmaktadir. Yapilan bu calismalar
sonucunda likenlerin kanser tedavisinde kullanilabilecegi birgok arastirmaci
tarafindan belirlenmistir (50-52). Likenler, fungus ile alg ya da siyanobakter gibi bir
fotosentetik ortaktan olusan simbiyotik birlikteliktir. Likenler tarafindan
polisakkaritler, proteinler ve sekonder metabolitler Uretilmektedir ve bilinen
17.000’den fazla tiirii ve 800’iin iizerinde liken sekonder metaboliti tespit edilmistir.
(53-55). Liken sekonder metabolitleri antitimor, antiinflamatuar, antiviral,
antifungal, antibakteriyel, mutajen, antioksidan ve antinosiseptif gibi 6nemli etkilere
sahiptir (56-58). ilk olarak 1844 yilinda izole edilen usnik asit (UA) [2,6- diacetyl-
7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-1,3(2H,9bH)-dibenzo-furandione] en fazla c¢alisilan
liken sekonder metabolitidir. Bu dogal bilesik farmakolojik ve klinik agidan 6nemli
iliskiye sahip olabilecek farkli biyolojik ve fizyolojik aktivitelere sahiptir (9, 10).
Usnik asit’in kimyasal yapist Sekil 2.4." de gosterilmektedir (6).



Sekil 2.4. Usnik asit’in Kimyasal yapisi (6).

Usnik asit ile yapilan ¢alismalar sonucunda usnik asit'in antiproliferatif (7) ve
antiinflamatuar (59) oldugu, hicre dongusi (51, 60, 61) ve apoptotik hicre 6limi
Uzerine (51, 62) etkileri oldugu gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
usnik asitin D. melanogaster somatik hucreleri Gizerine rekombinojenik, mutajenik ve
karsinojenik etki gosterdigi (63), insan kan hiicrelerinde total antioksidan kapasite
(TAC) seviyesini arttirdig1r ve bunun sonucunda doza bagl olarak antioksidan etki
gosterdigi bildirilmistir (64). Ayrica usnik asitin CD44, Siklin D2 ve c-myc mRNA
seviyelerini azalttigi, Racl ve RhoA aktivitelerini diistirdiigii ve bdylece kanser
hiicresi metastazin1 inhibe etme yeteneginin oldugu ve antikanser tedavilerinde
kullanilabilecegi gosterilmistir (65). MCF7 ve H1299 hicreleri (zerine yapilan
uygulamada usnik asit'in sekonder metabolitinin mikrottballer Gzerinde herhangi bir
morfolojik degisiklige neden olmadigi ve mitotik indekste bir artis meydana
getirmedigi, bunun sonucunda da usnik asitin antineoplastik aktivitesinin mikrottbdl

olusumu veya stabilizasyon degisimi ile iliskili olmadigi bulunmustur (8).
2.4. Kanser Tedavisinde Mikrotubullerin Roli

Mikrotibuller ¢ok gesitli hiicresel islevlerde rol oynayan hicre iskeleti
elemanlaridir. Hiicre i¢i tasimada, hiicre bdoliinmesi sirasinda kromozomlarin
ayrilmasinda, hiicre polaritesinin ve morfogenezin diizenlenmesinde gorev alirlar.
Avyrica silia ve flagella olusumunda da goérev alirlar (66). Mikrotiibiiller a-tlibilin ve
B-tiibiilin heterodimerlerinin polimerizasyonu yoluyla olusur. Bu polimerizasyon [3-
tiibiiline bagli GTPnin hidroliziyle diizenlenmektir (66). Her bir a- ve B-tibdlin

heterodimerine GTP molekiilii baglanabilir. GTP’nin a-tubtline baglanmasi dimerde
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fiziksel olarak kisitlanmis oldugu i¢in geri doniisiimsiiz iken B-tlibiline baglanmasi
geri doniistimliidiir, boylece polimerlesme sirasinda ve polimerlesmeden hemen 6nce
GTP, GDP'ye hidroliz olabilmektedir. Mikrotiibiiller hizla biiyliyen art1 uca ve yavas
blylyen eksi uca sahip polar molekillerdir. Bu polarite hareketin yoéninin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Mikrotiibiillerin uzamasi veya kisalmasi
tiibiilin yapitya eklenme orani ile ve buna karsilik GTP hidroliz orani ile
belirlenmektedir. GTP hidrolizinden daha hizli bir sekilde GTP bagli tiibiilin
molekiilleri eklenirse mikrotiibiiliin arti ucunda GTP bashg: kalir ve mikrotbul
uzamaya devam eder. Eger polimerizasyon hizi yavas ise bu durumda art1 ugtaki
GTP bagh tiibiilin GDP'yi hidroliz eder ve tiibiilin ayrisir, hizli depolimerizasyon ve
kisalma meydana gelir (67). Mikrotiibiiller mitozda oynadiklari etkin rol nedeniyle
kanser tedavisi i¢in onemli bir hedef durumundadir. Anafaz evresinde kromozomlara
bagli mikrotiibiiller kisalir. Pek ¢ok kemoterapétik ilag hiicrenin anafaza girmesini
Onleyerek hucre dongisiinii durdurmaya c¢alisir (68, 69). Vinblastin gibi Vinca
alkoloidleri mikrotlbul destabilizatorleri olarak siniflandirilmaktadir ve yeterince
yiiksek konsantrasyonlarda verildiginde mikrotiibiil polimerizasyonunu inhibe
ederler (70). Paklitaksel ve dosetaksel gibi taksanlar ise mikrotibilleri stabilize
ederler ve yiksek konsantrasyonlarda polimerizasyonu desteklerler (68, 71).
Mikrotiibiillerin mitoz sirasinda interfazda oldugundan birka¢ kat daha dinamik
oldugu gosterilmistir (72, 73). Mikrotubili hedef alan ilaclarla bu dinamikler
bozulur, ig-toplanma kontrol noktalar1 (spindle-assembly checkpoint) aktive edilir ve

hiicre dongiisii metafaz anafaz gegisinde durdurulur (74).
2.5. Hiicre Oliim Yollar
2.5.1. Apoptozis

Cok hucreli organizmalarda apoptotik yollar; homeostazin saglanmasinda,
embriyogenezde ve patojenlere karsi savunmada kritik Oneme sahiptir (75).
Fizyolojik suregte apoptozun rolii mitozun oynadigi rol kadar 6nemlidir. Yetigkin bir
insan viicudunda homeostazin diizenlenmesi i¢in apoptoz ile 6lenlerin yerine her gin
10 milyar hicrenin yapildigi tahmin edilmektedir (76). Bu say1 normal gelisimde,
yaslanmada veya hastalik boyunca apoptoz arttig1 zaman artabilir. Hiicre 6liimiiniin

diizenlenmesindeki anormallikler kanser, AIDS, iskemi, Parkinson ve Alzheimer gibi
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hastaliklarin olusumunda 6nemli bir rol oynayabilir. Bazi durumlarda yetersiz
apoptoz gerceklesirken bazi durumlarda ise asir1 apoptoz goriilebilmektedir.
Kanserde hiicre dongiisii diizenleme mekanizmalar1 bozulur ve hiicrelerin asir1 artisi
meydana gelirken o6limlerinde azalma olur (77). Karsinogenezde apoptozun
durdurulmasmin bazi kanserlerin gelisimde ve ilerlemesinde kilit rol oynadigi
diistiniilmektedir (78).

Apoptoz, kaspazlarin aktive edilmesi ile mitokondriyel zar gegirgenliginin
artmasi, kromatin yogunlasmasi ve ¢ekirdek pargalanmasina neden olan
programlanmis bir hiicre 6liim bigimidir (79). I¢sel ve dissal olmak iizere iki sekilde
tetiklenebilmektedir. Igsel tetikleme, DNA hasari, biiyiime faktorii eksikligi ve
oksidatif stres gibi hiicre i¢i 6liim sinyalleri tarafindan baslatilir (80). igsel tetikleme
mekanizmasi, mitokondriyel zar gegirgenligini arttirarak sitokrom ¢ gibi proteinlerin
salmimin ayarlayan Bcl-2 (B hiicre lenfoma) ailesi iiyeleri araciligiyla devam eder
(81). Mitokondriyel zar gegirgenligi, Bcl-2 ailesinin Uyeleri arasindaki dinamik
etkilesim tarafindan diizenlenir (82, 83). Pro-apoptotik Uyeler (Bak, Bax ve Bok) zar
gecirgenligini arttirirken, anti-apoptotik Uyeler (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve Al)
zar gegirgenliginin arttirilmasini engeller. BH-3 proteinleri ise (Bid, Bad, Bim, Bik,
BNIP3, BMF, HRK, Noxa ve Puma) pro-apoptotik tyeleri aktive ederken, anti-
apoptotik Uyeleri engeller (84, 85). Dissal tetikleme, TNFR (Timor nekrozis faktor
reseptorleri) ailesi liyelerinin (Fas, TRAIL ve TNFR1) ligandlar1 tarafindan aktive
edilmesiyle baglatilir. Bu reseptorlerinin trimerize olmasi, kaspaz-8 oOncullerinin
ortama toplanmasini saglayan DISC (6limi indukleyen sinyal kompleksi) ve bu
oncullerin bolunerek kaspaz-8’lerin aktif hale ge¢gmesini saglayan FADD (Fas-bagli
6lim bolgesi) birlikteliginin olusmasina neden olur. Gerek igsel tetikleme sonucu
olusan sitokrom c’ler gerek dissal tetikleme sonucu olusan aktif kaspaz-8’ler diger
kaspazlar1 (kaspaz-3, -6, -7) aktive ederek DNA parcalanmasini ve hiicre 6liimiinii
uyarir (86, 87).

Kanser tedavisinde kullanilan ¢ogu ajan tiimor hiicrelerini segici olarak
oldiirmek iizerine tasarlanmistir. Kanser tedavisinde kullanilan bu ajanlar apoptozu
arttirmaktadir ve eger apoptotik siirecte bir bozulma meydana gelirse tedavinin

duyarlilig1 azalacaktir (80).
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2.5.2. Nekrozis

Nekroz, organellerin sismesi, siskin ve gergin durumdaki cekirdek, hicre
zarmin yirtilmasini takiben hiicrenin lizise ugramasi ile karakterize olan bir hiicre
6lum bicimidir (88, 89). Kaspazlarin aktivasyonuyla ilgisi olmayan nekroz, hiicre
hasar1 veya patolojiye cevaben gelisir (90). Nekrotik hicreler HMGB1 (High
mobility group box 1) ve HDGF (hepatoma kaynakli biiyiime faktorii) gibi faktorler
salgilayarak NLRP3 (NACHT, LRR ve PYD domainlerini iceren protein 3)’i
uyarirlar (91). NLRP3’iin uyarilmasi inflamazomun aktive edilmesine ve sonugta
pro-inflamatuar sitokin olan IL-1f (interlokin 1 beta)’nin salgilanmasina neden olur.
Inflamazomun aktive edilmesi, hasar almis hiicrenin mitokondrisinin iirettigi ATP
araciligiyla gergeklesir (92).

Nekrozun programlanmis hiicre 6liimii bi¢imi olan nekroptoz son yillarda ilgi
cekmeye baslamistir. Nekroptoz, apoptozun bazi O6zelliklerini gosterebildigi gibi
nekrozun da morfolojik 6zelliklerini barindirmaktadir. Nekrozda oldugu gibi hiicre
organellerin gismesi, hiicre zarmin bitiinliigiinii kaybetmesi ve lizise ugramasi
gorullrken, apoptozda oldugu gibi hiicre 6liimii ile sonuglanan ¢oklu protein
komplekslerinin olusumu meydana gelmektedir. Nekroptoza aracilik eden
biyokimyasal olaylar halen iyi anlasilmamis olmakla birlikte, apoptozu tetikleyen
6lim reseptorleri nekroptoz ile de iliskilidir (93, 94). TNFR1 aracili nekroptozis,
TRADD (Tumoér nekroz faktoru alfa reseptor-1 iliskili 6lim domain reseptori),
TRAF (TNF reseptor iliskili faktor), clAP (hicresel apoptoz inhibitori) ve RIP1
(reseptor ile etkilesen serin/treonin proteini)’i bir araya getiren kompleks I’in
olusumunu uyarir (94, 95). RIP1’in cIAP tarafindan ubikitinlesmesi ardindan CYLD
(silindromatozis) tarafindan deubikitinlesmesi RIP1, RIP3, TRADD, FADD ve
kaspaz-8’i bir araya getiren kompleks II’'nin olusumuna neden olur (96-98). Bu
noktada kaspaz-8’in engellenmesi veya cFLIP [hiicresel FLICE (FADD-benzeri IL-
1B-doniistiiriicti enzim)-inhibitor proteini] ile etkilesmesi durumunda apoptoz yolu
engellenip nekroptoz yolu agilirken, etkilesimin engellenmesi durumunda ise
apoptoz yolu ile hiicre olimii gergeklestigi belirtilmektedir. Nekroptoz yolunu
dizenlenmesi ROS (reaktif oksijen tirleri), LMP (lizozomal membran
permeabilizasyonu) ve PARP (Poli (ADP-riboz) polimeraz) araciligiyla olmaktadir
(94).
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2.6. Meme Kanseri Hiicre Hatlarimin Genel Ozellikleri

4T1 meme kanseri hucreleri ilk olarak Fred Miller ve arkadaslar tarafindan
izole edilmis olup transplante edilebilen bir tiimér hiicre hattidir (99, 100). 4T1
hiicreleri invaziv olup metastatik 6zellik gostermektedir. Inokiilasyondan sonraki iki
hafta icerisinde akciger, karaciger, kemik ve beyine primer tiimdr metastazi yapmasi
ile karakterize olup bu ozelligi ile insan meme kanserinin dordiincii evresine
yakindan benzemektedir. (101, 102). Kiiltiir ortaminda her 2-3 giinde bir 1.6, 1:8
arasindaki subkiiltiir oraninda pasajlanmasi 6nerilmektedir (103). HCC38 hiicre hatti
50 yasinda yetigkin bir kadindan elde edilen memenin primer duktal karsinomasidir.
Tutunucu karakterde ve epiteliyal morfolojiye sahiptir. HCC38 hcreleri 6strojen,
progesteron reseptdrii negatif olan ve Her2/neu amplifikasyonu olmayan triple
negatif insan meme kanseri hiicre hattidir. Kiiltiir ortamindaki hiicrenin 1:2, 1:4

subkiiltiir oran1 arasinda 2-3 giinde bir pasajlanmasi1 6nerilmektedir (104).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Cahismada Kullamlan Maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasal ve biyolojik malzemeler asagida
siralanmustir.  Penisilin-Streptomisin, RPMI 1640 (Lonza, Belcika); Fosfat
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (ICN Biomedicals, ABD); Usnik asit (Sigma,
ABD); MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide]
(Sigma, ABD); Fétal Buzagi Serumu (FBS) (Biological Industries, israil); Pl
(Propidyum Iyodiir) (BD, ABD); YO-PRO-1 (ThermoFisher, ABD); FACS Flow,
Cell Wash (BD, ABD); Tripan mavisi, (Sigma, ABD); Dimetil silfoksit (DMSO)
(OriGen Biomedical AB, Isveg).

3.2. Ila¢ Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan usnik asit sekonder metaboliti Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitiisii’'nden, paklitaksel ise Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi’nden temin edildi. Paklitaksel ve usnik asit soliisyonlar1 DMSO igerisinde

hazirland1 ve besiyeri ile seyreltik ¢ozeltileri hazirlanarak deneylerde kullanildi.
3.3. Hazirlanan Cozeltiler ve Soliisyonlar

Deneyler sirasinda RPMI-1640 besiyeri ve MTT soliisyonu hazirlanarak
kullanildi. RPMI-1640 besiyerinin hazirlanmasi i¢in L-Glutamin iceren RPMI-1640
icerisine %1 oraninda penisilin-streptomisin ve %10 oraninda FBS eklendi. 4°C’de
saklandi. MTT soliisyonunun hazirlanmasi igin ise karanlik ortamda 5 mg MTT, 1 ml
PBS igerisinde ¢6zuldi ve soliisyon 0,45 um’lik filtreden gecirilerek steril edildi. Her

bir deney asamasi kullanimi i¢in taze hazirlandi.
3.4. Deneysel Calismalarda Kullamilan Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Deneyler igin 96 kuyulu diiz tabanli plaklar kullanildi. MTT testi i¢in kuyu
basina ne kadar hiicre gerekli diye 5.10°, 10.10°, 15.10°, 20.10°, 25.10°, 50.10°,
60.10°, 70.10°, 80.10°, 90.10° ve 10.10" sayida HCC38 hiicresi 50 pl RPMI-1640
besiyeri icinde ekim yapildi ve plak 37°C’de %5 CO; iceren inklbatore konuldu. Her

plaktaki hiicrelerin ¢ogalmast MTT testi ile degerlendirildi ve en uygun olan hiicre
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miktart her bir kuyu i¢in 60.10° hiicre olarak belirlendi. 4T1 hiicreleri icin Hacettepe
Universitesi Temel Onkoloji Laboratuvarlari'nda onceden belirlenen hiicre sayisi

olan 20.10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ekim yapildi.
3.5. Hiicre Kiltur( Idamesi

Deneylerde kullanilan 4T1 ve HCC38 hicreleri Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Laboratuvari’ndan temin edildi. 15 ml’lik falkon tiip igerisine ¢Ozilen
hicreler aktarildi. Falkon 15.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, santrifij
sonrasinda siipernatant kismi atildi ve falkona 3 ml besiyeri eklenerek pellet
stispanse edildi. Siispansiyondan alinan hiicreler thoma laminda sayildi. Sayimdan
sonra kapag filtreli flasklara hiuicreler RPMI-1640 besiyeri igerisinde ekim yapildi.
Flask 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
flask inkiibatérden alindi ve oncelikle mikroskop altinda incelendi. 6 ml 1X steril
PBS ilave edildi ve tiim flask yiizeyine yayildi. Sonrasinda ¢ekilerek uzaklastirildi.
600 pl Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve flaskin her tarafina yayildi. 37°C’de 3-5
dakika inkiibatorde bekletildi. Siirenin sonunda hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildig:
mikroskop altinda kontrol edildi. 10 ml besiyeri eklendi ve iyice pipetaj yapildi. 7
ml’st 50 mI’lik santrifiij tiipii igerisine alind1 ve geri kalan 3 ml ise flask igerisine
koyuldu, tizerine 15 ml besiyeri ilave edilerek mikroskopta bakildiktan sonra 37°C
inkiibatore kaldirildi. Geriye kalan 7 ml igerisinden istedigimiz miktarda hiicre

alabilmek i¢in thoma lamu ile hiicre sayimi yapildi.
3.6. Hucre Sayim

Kiiltlir ortamindaki hiicreler siispanse hale getirildikten sonra igerisinden 10
ul alimarak 90 pl besiyeri ile seyreltildi. Daha sonra bu seyreltilmis halde bulunan
hiicre stogundan 10 pl alimip 10 pl tripan mavisi boyasi ile karistirilarak Fuchs-
Rosenthal lami {izerine yayilarak mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Tripan
mavisi boyasi canli hiicrelerin igerisine girmezken &lii hiicrelerin igerisine girme
Ozelligindedir ve bu 6zelliklerinden dolay1 sayim yaparken tripan mavisi boyasinin
igerisine girdigi koyu mavi g6ziken hiicreler 6lii, agik renk goriilen hiicreler canli

olarak sayild1.
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3.7. MTT Testi

96 kuyulu diiz tabanli plaklara kuyu basina belirlenen hiicre sayis1 kadar
hicre 50 pl hacim icerisinde ekildi ve hiicreler flask yiizeyine yapisana kadar (~16
saat) 37°C’de %5 CO; igeren inkubatorde bekletildi. Daha sonra 4T1 hiicreleri igin
1,56, 3,125, 6,25, 12,5 ve 25 uM konsantrasyonlarda, HCC38 hiicreleri i¢in 0,097,
0,39, 0,78, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5 ve 25 uM konsantrasyonlarda uygulanacagi sirada
14 uM DMSO igerisinde ¢ozulerek taze olarak hazirlanan usnik asit ve 1, 10, 100 ve
1000 nM konsantrasyonlarda DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlanan paklitaksel
caligilan her iki hiicre hatt1 lizerine dnce ayr1 ayr olacak sekilde uyguland: (Sekil
3.1, Sekil 3.2.)

Sekil 3.1. HCC38 hiicrelerine usnik asit ve paklitaksel uygulmasinin sematik
gosterimi.
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Sekil 3.2. 4T1 hiicrelerine usnik asit ve paklitaksel uygulmasinin sematik gdsterimi.

MTT sonuglarinin elde edilmesinden sonra etkili dozun belirlenmesiyle paklitakselin
100 nM konsantrasyonu ile usnik asitin artan konsantrasyonlar: birlikte olacak
sekilde caligilan hiicre hatlari iizerine uygulama yapildi. Sadece besiyeri ve hiicrenin
oldugu kontrol grubuna formilasyon uygulamas: yapilmad: ayrica ¢ozicu olarak
kullanilan DMSO'nunda canlilik iizerine etkisine bakmak i¢in sadece DMSO
uygulanan bir grupla da ¢aligildi (Sekil 3.3., Sekil 3.4.).
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Sekil 3.3. HCC38 hiicrelerine 100 nM paklitakselle usnik asit konsantrasyonlarinin
birlikte uygulanmasinin sematik gosterimi.
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Sekil 3.4. 4T1 hucrelerine 100 nM paklitakselle usnik asit konsantrasyonlarinin
birlikte uygulanmasinin sematik gosterimi.
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37°C’de %5 CO’li inkiibatorde 24, 48 ve 72 saat bekletildikten sonra hiicreler
mikroskopla incelendikten sonra hicrelerin tzerine 50 ul MTT soltsyonu eklendi ve
4 saat 37°C’de %5 COy’li inkiibatore kaldirildi. 4. saatin sonunda her bir kuyuya 80
ul MTT Lizis Buffer eklendi ve 16 saat boyunca 37°C’de %5 CO;’ li inkiibatore
kaldirildi. Siirenin sonunda spektrofotometrik olarak 570 nm’de hiicrelerin absorbans
degerleri okundu (Sekil 3.5.).

Formiilasyonlann
Lypulanmas

Hidcrelerin 96
Kuyulu Flaklara

Ekimi I
l r d
'|' 24 SAAT 48 SAAT T2 SAAT
Hiuerelerin Yizeye
Tutunmas
v v
MITT Analizi MTT Analiz MTT Analizi

Sekil 3.5. MTT testi i¢cin deney tasariminin sematik gosterimi.

3.8. Akim Sitometri

Hiicrelerin apoptoza gidisi YO-PRO-1 apoptoz Kiti ile nekrotik htcrelerin
degerlendirilmesi PI boyama ile akim sitometri cihazinda yapildi. Yesil floresan prob
olan YO-PRO-1 hiicre zari belirli bir gecirgenlige ulastiginda hiicrenin igerisine
girebilir (105, 106). Hiicre zar1 apoptoz siirecinde bir miktar gecirgen hale gelir ve
YO-PRO-1 probu hiicrenin igerisine bu sirada kolay bir sekilde gecerek niikleik
asitlere baglanir. Pl ise nekrozun belirlenmesinde kullanilir, bu prob yalnizca
nekrotik hiicrelerin zarindan gegebilir, apoptotik hiicre zarindan gegemez. YO-PRO-
1 ve PI problarinin ikisine de canli hiicre zar1 gegirgen degildir (107). 6 kuyulu
plaklara ekilen HCC38 hucreleri igin 12,5 uM UA, 100 nM PTX ve 12,5 uM UA +
100 nM PTX uygulamasi yapilirken, 4T1 hiicreleri igin 25 pM UA, 100 nM PTX ve
25 uM UA + 100 nM PTX uygulamasi yapilmstir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Kontrol
grubu olarak iki hiicre hattinda da formiilasyon uygulanmayan hiicre grubu

kullanilmistir (sekillerde gosterilmemistir.).
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Sekil 3.6. HCC38  hiicrelerinin  akim  sitometrik  degerlendirilmesi  i¢in
formiilasyonlarin uygulanmasinin sematik goriiniimii.
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Sekil 3.7. 4T1 hiicrelerinin akim sitometrik degerlendirilmesi i¢in formiilasyonlarin
uygulanmasinin sematik goriiniimii.

Formiilasyon uygulamasindan sonra 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C’de %5 COy’li
inklibatore kaldirildi. Apoptozun degerlendirilmesi her iki hiicre hattinda da YO-
PRO-1 kiti sadece 24 saat hucrelerinde yapildi. Pl ile hiicre 6liim oranlarinin
degerlendirilmesi her 3 saat i¢in de yapildi. YO-PRO-1 Kkiti ile hucrelerin
degerlendirilmesi igin oncelikle kiiltiir ortamindaki tist s1vi 6 kuyulu plak icerisinden

cekildi ve 15 ml’lik falkon igerisine aktarildi. Plak serum fizyolojik ile yikandi. Plak
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yiizeyine yapisan hiicreleri siispanse hale getirmek igin Tripsin-EDTA kullanildi.
Hicrelerin plak yiizeyinden kalktigi mikroskop ile takip edildikten sonra hicrelerin
Uzerine serum iceren besiyeri ilave edildi. Hucreler 15 ml’lik falkon icerisine
aktarildi. 15 ml’lik falkon, 1800 rpm +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi ve sonrasinda
supernatant uzaklastirildi. Daha sonra 1 ml soguk PBS ile yeniden siispanse hale
getirildi. Filtreden gecirildikten sonra 1 pul YO-PRO-1, 1 pul Pl ilave edildi. 30 dakika
buzda inkiibasyona birakildiktan sonra akim sitometri cihazinda okuma yapildi. Pl
boyama ile degerlendirme yapmak igin hiicrelere YO-PRO-1 kit protokoli
uygulandi. YO-PRO1 protokoliinden farkli olarak islemler oda sicakliginda (25°C)
gerceklestirildi ve en son asamadaki 30 dakika inkiibasyon siresi yerine 5 dakika
inklibasyon gergeklestirilip akim sitometri cihazinda okuma yapildi (Sekil 3.8.).

Formiilasyonlarnn
Lypulanmas

Hiicrelerin 6 Kuyulu

Plaklara Ekimi
|
_l s j_.._ s s — s —
'l‘ 24 SAAT 48 SAAT T2 SAAT
Hiicrelerin Yizeye
Tutunmas:
v v
YO-PRO1
Bayama FI Bovama Pl Boyama
Fl1 Bovama
v L |
Alim Sitometri Akim Sitometri Alkim Sitometri
Analizi Analizi Analizi

Sekil 3.8. Akim sitometri analizi i¢in deney tasariminin sematik gosterimi.

3.9. istatistiksel Analiz

Veriler en az 2 teknik tekrar ve en az 3 biyolojik tekrar olacak sekilde elde
edildi. SPSS 20 programi araciligiyla tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve
Student's t-testi kullanilarak analizler yapildi. Post-hoc test olarak Dunnett testi
kullanild1. Analiz sonucunda P<0,05 olarak hesaplanan sonuclar istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Testi Analizi

Paklitakselin ve usnik asitin hazirlanmasinda kullanilan DMSO'nun hiicre
canliligr lizerine etkisi HCC38 ve 4T1 hiicrelerinde degerlendirildi ve igerisine
formiilasyonun uygulanmadigi besiyeri ve hiicrenin bulundugu grupla arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (P>0,05) (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). Bu nedenle her iki

hiicre hatt1 i¢in de kontrol grubu olarak formiilasyonun uygulanmadig: grup kontrol

grubu olarak kullanildi.
1,200 -
1,000 - ~ T
£ "B ot
5 0,800 7 0,961 0,894
2 0,949 0,876
5 0,600 5 0,822
@ ¢ i Besiyeri + Hiicre
2 0,400 -
0,200 - & DMSO
0,000 -
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
Zaman

Sekil 4.1. HCC38 hiicrelerinin zamana bagli olarak degisimi ve DMSO'nun hiicre
canlilig1 lizerine etkisi.

2,000 ~
T
@ 1,500 4 1,729 -
< T T
£ 1,000 1206 MOT o0
e 1,102 T . svar s
@ ’ i Besiyeri + Hiicre
= 826
& DMSO

24 SAAT

48 SAAT
Zaman

72 SAAT

Sekil 4.2.

4T1 hiicrelerinin zamana bagli olarak degisimi ve DMSO'nun hiicre

canlilig1 lizerine etkis

1.
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4.1.1. HCC38 Hucrelerinin MTT Analizi
HCC38 Hiicrelerine Paklitaksel Uygulamasimin MTT Analizi

HCC38 hiicrelerine paklitakselin 24 saat boyunca artan konsantrasyonlarda

uygulanmas1 hiicre canlilig1 {lizerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark

olusturmamistir (P>0,05) (Tablo 4.1. ve Sekil 4.3.).

Tablo 4.1. HCC38 hicrelerine paklitakselin 24 saat uygulamasinin MTT testi

sonuglari.
Kontrol 1 nM 10 nM 100 nM 1000 nM
100,00 95,79 101,03 99.69 98,67
97.54 97.95 92,51 96,51 99.18
98.05 99.59 98,15 98,15 100,72
94,23 94.78 93.96 87,64 96,98
100,00 90,66 89,01 91,48 97.25
99.45 98,08 92.03 100,00
Ortalama 97,96 96,37 95,46 9425 98,80
Standart
Sapma 2.37 3,40 4,42 4,61 1,48
HCC38 (PAKLITAKSEL - 24 SAAT)
120,00
100,00 =
; . — e
» 80,00
=
5 60,00
®
40,00
20,00
0,00
Kontrol 1 nM 10 nM 100 nM 1000 nM
Konsantrasyonlar

Sekil 4.3. HCC38 hiicrelerine paklitakselin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canliliginin konsantrasyona bagli degisimi.

48 saat boyunca paklitaksele maruz kalan hiicrelerin canlilig1 artan konsantrasyona
bagli olarak azalmistir. Bu azalma 1 nM ve {izerindeki uygulamalari da kontrole gore

istatistiksel olarak anlamlidir. 100 nM paklitakselin 48 saat boyunca uygulanmasi
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HCC38 hiicrelerinde hiicre canliligini %78’lere diistirmiistiir (Tablo 4.2. ve Sekil
4.4.).

Tablo 4.2. HCC38 hicrelerine paklitakselin 48 saat uygulamasmnin MTT testi

sonugclari.
Kontrol 1 nM 10nM 100 nM 1000 nM

94,25 91,16 81,22 74,70 78,01
96,24 90,17 82,21 77,13 70,50
100,00 85,08 77,90 75,14 73,15
96,66 91,54 95,32 80,40 77,95
100,00 91,76 89,98 84,86 80,62
98,00 90,42

Ortalama 97,53 89,94 86,17 78,44 76,05

Standart

Sapma 2,26 2,79 6,71 4,23 4,11

HCC38 (PAKLITAKSEL - 48 SAAT)

120,00
100,00 P * * %
— — + % %k * %
r
» 80,00 — >
—
5 60,00
e
40,00
20,00
0,00
Kontrol 1 nM 10nM 100 nM 1000 nM
Konsantrasyonlar

Sekil 4.4. HCC38 hiicrelerine paklitakselin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canliliginin konsantrasyona bagl degisimi (*P<0,05; **P<0,01).

HCC38 hcreleri zerine paklitakselin 72 saat boyunca 10 nM konsantrasyonda

uygulanmas1 hiicre canliligint %33 civarinda azaltmistir. Bu ve daha yliksek

konsantrasyonlarindaki azalmalar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir

(Tablo 4.3. ve Sekil 4.5.).
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Tablo 4.3. HCC38 hicrelerine paklitakselin 72 saat uygulamasmin MTT testi

sonuglari.
Kontrol 1 nM 10nM 100 nM 1000 nM

94,52 72,81 50,33 47,59 46,93
99.45 70,83 49.01 44,19 50,11
100,00 75,88 50,11 49,01 46,60
96,34 87,10 75,27 75,91 72,26
95,91 92,04 78,71 76,34 74.41
100,00 83,87 83,66 83,01 81,94

Ortalama 97,70 80,42 64,51 62,68 62,04

Standart

Sapma 2,40 8,51 16,33 17,50 15,89

120,00
100,00
80,00

60,00

% Canhhk

40,00
20,00

0,00

HCC38 (PAKLITAKSEL - 72 SAAT)

- Kontrol

1 nM

* %

* %

10nM

Konsantrasyonlar

*I*
T

100 nM

)

1000 nM

Sekil 4.5. HCC38 hiicrelerine paklitakselin 72 saat uygulamasi sonucunda hicre

canliliginin konsantrasyona bagl degisimi (**P<0,01).

HCC38 hiicreleri lizerine paklitakselin artan konsantrasyonlarda uygulanmasini

zamana bagl olarak karsilastirdigimizda 48 ve 72 saatte istatistiksel olarak anlamli

bir azalma gorilirken 24 saatte kontrol grubuna gore bir fark goriilememistir

(P>0,05). Paklitakselin 10 nM’a kadarki diisiik konsantrasyonlarda 72 saat boyunca

uygulanmasi ile canlilikta onemli Ol¢lide bir azalma goriilirken daha yliksek

konsantrasyonlarinda bu azalmanin sabit kaldig1 goriilmektedir. 24 saat sireyle

paklitaselin 100 nM konsantrasyonunun uygulanmasi kontrole gore anlamli degil

(P>0,05) iken 72 saat uygulamasinda anlamli olan bu azalma %35 civarinda

olmustur. (Tablo 4.4. ve Sekil 4.6.).



26

Tablo 4.4. HCC38 hiicrelerine paklitakselin uygulamasinin zamana bagli MTT testi

sonuglari.
Kontrol 1nM 10 nM 100 nM 1000 nM
24 SAAT 97,96 96,37 95,46 94,25 98.80
48 SAAT 97.53 89,94 86,17 78.44 76,05
72 SAAT 97,70 80,42 64,51 62,68 62,04
HCC38 (PAKLITAKSEL)
120,00 *
* & % %k
100,00 |'_
E 80,00 T
8 60,00 e=(m=)4 SAAT
3 J' J- J‘ =48 SAAT
© 40,00
72 SAAT
20,00
0,00
Kontrol 1 nM 10nM 100nM 1000 nM
Konsantrasyonlar

Sekil 4.6. HCC38 hiicrelerine paklitakselin uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona ve zamana bagli degisimi (24-48 Saat **P<0,01; 24-72
Saat *P<0,05; **P<0,01; 48-72 Saat “ “P<0,01).

HCC38 Hiicrelerine Usnik Asit Uygulamasinin MTT Analizi

HCC38 hiicre hatt1 lizerine 24 saat boyunca tek basina usnik asitin artan
konsantrasyonlarinin uygulanmasinin hiicre canliligi iizerine kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel bir fark olusturmamistir (P>0,05) (Tablo 4.5. ve Sekil 4.7.).

Tablo 4.5. HCC38 hiicrelerine usnik asitin 24 saat uygulamasinin MTT testi

sonuglart.
Kontrel | 0,097 pM | 0,195uM | 0,39 uM 0,78 pM 1,56 pM | 3,125 puM | 6,25 uM 12,5 uM 25 uM
96,17 96,88 96,02 96,31 91,06 93,44 97,54 93,06 96,53
94,78 103,84 100,71 92,90 97,16 91,48 94,78 95,15 94,37 98,90
95,93 96,02 100,43 107,95 100,71 102,41 97.87 102,70 101,56 96,66
Ortalama 95,63 99,93 99,34 98,96 98,06 94,99 95,36 98,46 96,33 97,36
Standart
Sapma 0,74 5,52 2,14 7,95 2,34 6.44 2,27 3.86 4,58 1,33




120,00
100,00
80,00

60,00

% Canhhk

40,00
20,00

0,00
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HCC38 (USNIK ASIT - 24 SAAT)

. B e S SR S

Kontrol 0,097 uM 0,195 uM 0,39 uM 0,78 uM 1,56 uM 3,125 pM 6,25 uM 12,5 uM 25 uM

Konsantrasyonlar

Sekil 4.7. HCC38 hicrelerine usnik asitin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre

canliliginin konsantrasyona bagli degisimi.

Usnik asitin 48 saat 3,125 uM, 12,5 uM ve 25 uM uygulamalarinda kontrol grubuna

kiyasla istatistiksel bir azalma meydana gelmistir. Bu azalma sirastyla %19, %16 ve

%34 civarindadir (Tablo 4.6. ve Sekil 4.8.).

Tablo 4.6. HCC38 hiicrelerine usnik asitin 48 saat uygulamasmin MTT testi

sonuglari.
Kontrol | 0,097 pM | 0,195 M | 0,39uM | 0,78uM | 1,56 uM | 3,125uM | 6,25pM | 12,5pM | 25uM
98,70 89.36 90.29 93,80 92,51 100,28 63.92 89.08 78.35 62,72
99,54 87,23 94,63 94,08 92,78 98.43 87,70 94,26 78,54 67,67
100,00 94,82 95.65 92,51 92,97 91,67 89.64 93.43 93.71 65,36
Ortalama 99.41 90,47 93,52 93,46 92,75 96,79 80,42 92,26 83,53 65,25
Standart
Sapma 0,66 391 2,85 0,84 0,23 4,53 14,32 2,78 8.81 2,48
HCC38 (U SNiK ASIT - 48 SAAT)
120,00
100,00 * % *
~ 80,00 * %
=
& 60,00
a 6.
&
= 40,00
20,00
0,00

Kontrol 0,097 uM 0,195 uM 0,39 uM 0,78 pM 1,56 uM 3,125 uM 6,25 uM 12,5 pM 25 uM

Konsantrasyonlar

Sekil 4.8. HCC38 hiicrelerine usnik asitin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canliligiin konsantrasyona bagli degisimi (*P<0,05; **P<0,01).
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HCC38 hiicreleri tzerine 72 saat boyunca usnik asitin 1,56 uM konsantrasyonlarina
kadar ki uygulamalarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gorilmezken (P>0,05) daha yiiksek konsantrasyonlarinda ise anlamli bir azalma
meydana gelmektedir. Bu azalma 6,125 uM konsantrasyonda %10, 12,5 uM
konsantrasyonda %32 iken 25 pM konsantrasyonda %350 civarinda oldugu
bulunmustur (Tablo 4.7. ve Sekil 4.9.).

Tablo 4.7. HCC38 hicrelerine usnik asitin 72 saat uygulamasinin MTT testi

sonuglari.
Kontrol | 0,097 pM | 0,195 M | 0,39 pM 0,78 uM 1,56 pM | 3,125 puM | 6,25 uM 12,5 uM 25 uM
93,43 91,85 89,19 87,78 88,86 87,53 89.86 81,30 60,35 55,15
91,35 93,18 91.85 91,19 89,53 85,04 84,79 85,29 62,01 52,45
100,00 88,78 94,43 96,01 90,11 90,94 86,37 86,70 63,67 56,53
Ortalama 94,93 91,27 91,83 91,66 89,50 87,84 87,00 84,43 62,01 54,71
Standart
Sapma 4,51 2,26 2,62 4,13 0,62 2,96 2,59 2,80 1,66 2,07

HCC38 (USNIK ASIT - 72 SAAT)

120,00

100,00 * * * %

o0
=}
=
(=]

* %

60,00 **

% Canlihk

40,00
20,00

0,00
Kontrol 0,097 uM 0,195puM 039puM 0,78 uM 1,56 pM  3,125uM  6,25puM 12,5pM 25 M
Konsantrasyonlar

Sekil 4.9. HCC38 hiicrelerine usnik asitin 72 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canliliginin konsantrasyona bagl degisimi (*P<0,05; **P<0,01).

HCC38 hucreleri uzerine usnik asitin 48 saat boyunca 3,125 pM konsantrasyonda

uygulanmasindan sonra ve 72 saat 1,56 pM ve sonraki konsantrasyonlarda

uygulanmasi kontrole gére anlamli bir azalma meydana geldigi ve bu azalmanin 12,5

MM konsantrasyonu icin 48 ve 72 saatlerinde sirasiyla %16 ve %32 civarinda oldugu

bulunmustur (Tablo 4.8. ve Sekil 4.10.).
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Tablo 4.8. HCC38 hiicrelerine usnik asitin uygulamasinin zamana bagli MTT testi

sonuglari.
Kontrol | 0,097 uM | 0,195uM | 0,39 pM | 0,78pM | 1,56 pM | 3,125uM | 625uM | 12,5uM | 25uM
24 SAAT 95,63 99,93 99,34 98,96 98,06 94,99 95,36 98,46 96,33 97,36
48 SAAT 99,41 90,47 93,52 93,46 92,75 96,79 80.42 92,26 83,53 65,25
72 SAAT 94,93 91,27 91,83 91,66 89.50 87,84 87.00 84,43 62,01 54,71
HCC38 (USNIK ASIT)
120,00
o o xx
L
100,00 | bt
< 80,00 .
=
S 60,00 s=gu=4 SAAT
s ™ )
= 4000 48 SAAT
72 SAAT
20,00
0,00

Kontrol 0,097 uM 0,195 uM 0,39 pM 0,78 pM 1,56 pM. 3,125 pM 6,25 pM. 12,5 uM. 25 pM

Konsantrasyonlar

Sekil 4.10. HCC38 hiicrelerine usnik asit uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona ve zamana bagli degisimi (24-48 Saat **P<0,01; 24-72
Saat **P<0,01; 48-72 Saat “P<0,05; ““P<0,01).
HCC38 Hucrelerine Paklitaksel ve Usnik Asit Kombinasyon
Uygulamasimin MTT Analizi

100 nM paklitakselle birlikte usnik asitin artan konsantrasyonlarindaki 24
saat uygulamasinda 0,78 pM ve 1,56 PM konasntrasyonlarinda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulunmustur. Ayrica 12,5 pM ve 25 pM
konsantrasyonlarinda 100 nM paklitakselle birlikte uygulanmalarinda da kontrole
gore istatistiksel bir azalma vardir ve bu azalmalar iki konsantrasyonda da yaklagik
olarak %45 oranindadir (Tablo 4.9. ve Sekil 4.11.).

Tablo 4.9. HCC38 hiicrelerine 24 saat 100 nM paklitaskelle birlikte farkli usnik asit
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonunda elde edilen MTT testi sonuglari.

0,097 pM +[0,195 uM +] 0,39 M + [ 0,78 pM + | 1,56 uM + 3,125 pM +| 6,25 pM + [ 12,5 uM + | 25 uM +
Kontrol | 100nM | 100nM | 100nM | 100nM | 100nM | 100nM | 1000M | 100nM | 100 nM

PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX

95,17 80,68 66,19 44,89 55,26 50,71 54,12 58,10 55,11 62,78

92,61 89.20 88.78 48,72 60,51 52,13 59.38 70,60 54.40 48,01

100,00 96,59 94,89 103,98 58,52 60,23 92,76 82,24 40,20 40,20

Ortalama 95,93 88,83 83,29 65,86 58,10 54,36 68,75 70,31 49,91 50,33

Standart
Sapma 375 7,96 15,11 33,06 2,65 5,13 20,95 12,08 841 11,47
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Sekil 4.11. HCC38 hicrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin gesitli

konsantrasyonlarinin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli degisimi (*P<0,05; **P<0,01).

HCC38 hicreleri Gzerine 48 saat boyunca 100 nM paklitakselle birlikte uygulanan

usnik asitin tiim konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla 6nemli oranda istatistiksel bir

fark bulunmustur. Denenen en diisiik usnik asit konsantrasyonuyla birlikte 100 nM

paklitaksel uygulamasi hiicre canliligim1 %70’lere indirmistir (Tablo 4.10. ve Sekil

4.12).

Tablo 4.10. HCC38 hiicrelerine 48 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonunda MTT testi sonuglari.

0,097 pM +| 0,195 pM +| 0,39 pM + | 0,78 pM + | 1,56 pM + |3,125 pM +| 6,25 pM + | 12,5 pM + | 25pM +
Kontrol 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM
PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX
98.70 60,22 58,28 54,02 59,39 55,04 60,96 57,63 5541 46,53
99.54 71,88 60,22 62.90 59,85 57,26 57,54 57,72 5495 50,05
100,00 87,97 68,36 63,92 61,05 69,75 51,34 59,39 54,86 32,28
Ortalama 9941 73,36 62,29 60,28 60,10 60,68 56,61 58,25 55,07 4295
Standart
Sapma 0,66 13,94 5,35 5,44 0,86 7,93 4,88 0,99 0,30 9,41
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HCC38 (UA + 100 nM PTX - 48 SAAT)
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Konsantrasyonlar
Sekil 4.12. HCC38 hicrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin gesitli
konsantrasyonlarinin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli degisimi (**P<0,01).
72 saat boyunca 100 nM paklitaksel ve usnik asitin ¢esitli konsantrasyonlarina maruz
kalan HCC38 hiicrelerinin hiicre canliligi 0,097 uM usnik asitle birlikte paklitaksel

uygulanmasi ile %54 civarinda azalmistir ve daha sonra bu azalma yaklasik olarak

benzer oranda devam etmistir (Tablo 4.11. ve Sekil 4.13.).

Tablo 4.11. HCC38 hicrelerine 72 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonunda MTT testi sonuglari.

0,097 pM +[0,195 pM +] 0,39 pM + | 0,78 uM + | 1,56 pM + |3,125 uM +| 6,25 pM + | 12,5 pM + | 25 uM +
Kontrol | 100nM | 100nM | 1000M | 100nM | 1000M | 100nM | 100nM | 100nM | 100 nM

PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX

93,43 29,59 48,96 46,63 45,14 43,97 43,81 41,31 41,06 36,41

91,35 44,14 43,06 46,05 45,55 44,14 46.80 3998 41,06 36,33

100,00 45,55 45,64 45,89 40,98 45,39 39,98 42,48 40,98 33,08

Ortalama 94,93 39,76 45,89 46,19 43,89 44,50 43,53 41,26 41,04 35,27

Standart
Sapma 4,51 8,83 2,96 0,39 2,53 0,77 342 1,25 0,05 1,90
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HCC38 (UA + 100 nM PTX - 72 SAAT)
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Konsantrasyonlar

Sekil 4.13. HCC38 hicrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin gesitli
konsantrasyonlarinin 72 saat uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli degisimi (**P<0,01).

HCC38 hiicreleri tizerine 100 nM paklitakselle birlikte diisiik konsantrasyonlarda

usnik asit uygulamasinin hiicre canliligin diisiirdiigli ve daha sonra bu diisiisiin usnik

asit konsantrasyonu artsa bile her ii¢ zamanda da sabit kaldig1 goriilmektedir. Hiicre
canliligindaki en yiiksek azalma 72 saat uygulamasinda meydana gelmistir (Tablo

4.12. ve Sekil 4. 14.).

Tablo 4.12. HCC38 hicrelerine 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit
konsantrasyonlari uygulamasi sonucunda zamana ve
konsantrasyonlara bagli hiicre canliliginin degisimi.

0,097 pM +[0,195 pM +] 0,39 uM + ] 0,78 pM+ | 1,56 pM + | 3,125 pM +] 6,25 pM + | 12,5 pM + | 25 pM +
Kontrol | 100nM | 100nM | 100nM | 100nM | 100oM | 100nM | 100nM | 100oM | 100nM

PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX
24 SAAT 95,93 88.83 83,29 65,86 58,10 54,36 68,75 70,31 49,91 50,33
48 SAAT 99.41 73,36 62,29 60,28 60,10 60,68 56,61 58,25 55,07 42,95

72 SAAT 94,93 39,76 45,89 46,19 43,89 44,50 43,53 41,26 41,04 35,27
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Sekil 4.14. HCC38 hicrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin g¢esitli
konsantrasyonlarinin  uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin

konsantrasyona ve zamana bagli degisimi (24-72 Saat *P<0,05;
**P<0,01; 48-72 Saat “ *P<0,01).

4.1.2. 4T1 Hucrelerinin MTT Analizi
4T1 Hiicrelerine Paklitaksel Uygulamasinin MTT Analizi

4T1 hiicrelerine paklitaksel uygulamasindan 24 saat sonra paklitakselin
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canlilifinda azalma goriilmiistiir. Bu azalma
100 nM paklitaksel uygulamasinda yaklasik olarak %20’lerdedir. Kontrol grubuna
gbre 1000 nM paklitaksel uygulamasinda ise yaklasik olarak %37 oOraninda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Tablo 4.13 ve Sekil 4.15.)

Tablo 4.13. 4T1 hicrelerine paklitakselin 24 saat uygulamasinin MTT testi

sonuglari.
Kontrol 1nM 10nM 100 nM 1000 nM

97.58 100,06 96,57 79.58 72.56

99,12 87.83 78,58 61,93 57.14

96,20 88.61 85,44 90,36 51,28
Ortalama 97.64 92,17 86,86 77,29 60,33
Standart
Sapma 1,46 6,85 9.08 14,35 10,99
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Sekil 4.15. 4T1 hiicrelerine paklitakselin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canliliginin konsantrasyona bagl degisimi (**P<0,01).

4T1 hucrelerine 1000 nM paklitaksel uygulamasindan sonraki 48. saatte kontrol

grubuna gore anlamli bir fark goriilmiistiir ve hiicre canliligi yaklasik olarak %28

oraninda azalmistir (Tablo 4.14. ve Sekil 4.16.)

Tablo 4.14. 4T1 hicrelerine paklitakselin 48 saat uygulamasinin MTT testi

sonuglari.
Kontrol 1 nM 10 nM 100 nM 1000 nM

96,79 109,76 105,89 73,83 74,79

98,35 101,88 102,02 87.26 81,92

97,40 93,08 90,97 80,98 47.42
Ortalama 97,52 101,57 99.63 80,69 68,04
Standart
Sapma 0,79 8.35 7,74 6,72 18,21
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Sekil 4.16. 4T1 hiicrelerine paklitakselin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canliliginin konsantrasyona bagli degisimi (*P<0,05).

Paklitakselin 72 saatlik 100 nM uygulamasinda ise 4T1 hiicrelerindeki azalma

kontrole gore istatistiksel olarak anlamlidir ve %36 civarindadir (Tablo 4.15. ve Sekil
4.17.)

Tablo 4.15. 4T1 hicrelerine paklitakselin 72 saat uygulamasinin MTT testi

sonuglari.
Kontrol 1 nM 10 nM 100 nM 1000 nM

98.83 108,44 99,58 59,89 65,50

90,24 89,70 81,00 45,05 66,28

94,36 90,96 82,52 85,38 68,64
Ortalama 94.48 96,37 87.70 63,44 66,81
Standart
Sapma 4,30 10,48 10,32 20,40 1,64
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Sekil 4.17. 4T1 hiicrelerine paklitakselin 72 saat uygulamasi sonucunda hiicre
canliliginin konsantrasyona bagli degisimi (*P<0,05).

Paklitakselin 4T1 hiicre hatt1 lizerindeki etkisinin zamana bagli olarak bakildiginda
her G¢ zaman dilimi icerisinde de 10 nM konsantrasyona kadar hiicre canliligi
uzerinde net bir etkisi gorilmezken, 100 nM ve daha yiliksek konsantrasyonlarda
hiicre canliliginda azalmaya neden olmustur. Bu azalma her li¢ zaman dilimi

icerisinde de benzer miktarlardadir (Tablo 4.16. ve Sekil 4.18.).

Tablo 4.16. 4T1 hucrelerine paklitakselin uygulamasinin zamana baglit MTT testi

sonuglart.
Kontrol 1M 10 nM 100 nM 1000 nM
24 SAAT 97,64 92,17 86,86 77,29 60,33
48 SAAT 97,52 101,57 99,63 80,69 68,04
72 SAAT 94,48 96,37 87,70 63,44 66,81
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Sekil 4.18. 4T1 hiicrelerine paklitakselin uygulamasi sonucunda hiicre canlilifinin
konsantrasyona ve zamana bagli degisimi.

4T1 hiicreleri tizerine paklitakselin tek basina uygulanmasi ile kontrol grubuna gore
100 ve 1000 nM konsatrasyonlarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlaml
bir azalma meydana gelmistir. Her ii¢ saatte de hiicre canlilifi %65 seviyelerine
inmektedir. Konsantrasyona bagli olarak paklitakselin artan konsantrasyonlarinda
olarak paklitakselin farkli

anlamli bir azalma goriilirken zamana bagh

konsantrasyonlari arasinda bir fark bulunamamistir (P>0,05).
4T1 Hucrelerine Usnik Asit Uygulamasimin MTT Analizi

4T1 hiicrelerine usnik asitin artan konsantrasyonlarda uygulamasinda hiicre
canliligr %75’lere kadar azalsa da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir fark
goriilmemistir (P>0,05) (Tablo 4.17 ve Sekil 4.19.).

Tablo 4.17. 4T1 hucrelerine usnik asitin 24 saat uygulamasimin MTT testi sonuglart.

Kontrol 1,56 pM 3,125 uM 6,25 pM 12,5 pM 25 pM

96,99 98,38 101,62 98,45 98,30 93,26

96,48 90,71 89.24 88,38 85,05 67,96

96,20 91,08 90,72 88,77 86,19 66,17

Ortalama 96,56 93,39 93.86 91,87 89,85 75,80
Standart

Sapma 0,40 4,33 6,76 5,70 7,34 15,15
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Sekil 4.19. 4T1 hiicrelerine usnik asitin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre

canliliginin konsantrasyona bagli degisimi.

Usnik asitin 48 saat 25 uM uygulamasinda hiicre canlilifi yaklasik olarak %37

azalsa da kontrole gore istatistiksel bir fark goriillmemistir (P>0,05) (Tablo 4.18. ve

Sekil.4.20.)

Tablo 4.18. 4T1 hucrelerine usnik asitin 48 saat uygulamasinin MTT testi sonuglari.

Kontrol 1,56 pM 3,125 yM 6,25 pM 12,5 pM 25 uM
94,50 100,20 98,16 97,62 95,17 93,52
98,35 102,34 98,93 98,61 85,18 53.47
97.40 87,82 87,29 82,76 71,86 41,32
Ortalama 96,75 96,79 94,79 93,00 84,07 62,77
Standart
Sapma 2,01 7,84 6,51 8,88 11,69 27,31
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Sekil 4.20. 4T1 hiicrelerine usnik asitin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre

canliliginin konsantrasyona bagl degisimi.

4T1 hiicreleri {izerine usnik asitin 72 saatlik uygulamasinda artan konsantrasyona

bagli olarak bir azalma goriilse de bu azalma kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli degildir (P>0,05) (Tablo 4.19. ve Sekil 4.21.).

Tablo 4.19. 4T1 hcrelerine usnik asitin 72 saat uygulamasimin MTT testi Sonuglari.

Kontrol 1,56 pM 3,125 uyM 6,25 M 12,5 pM 25 M
95,01 102,09 98,68 96,51 96,89 89,86
85,23 95,90 82,28 75,35 59,56
94,36 75,06 68,67 69,50 64,64 39.43
Ortalama 91,53 91,02 83,21 80,45 73,69 64,64
Standart
Sapma 5,47 14,16 15,03 14,21 20,25 35,66
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Sekil 4.21. 4T1 hiicrelerine usnik asitin 72 saat uygulamasi sonucunda hiicre

canliliginin konsantrasyona bagli degisimi.

Usnik asitin 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarinda konsantrasyona bagli olarak bir

azalma goriilmiistiir fakat bu azalma kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel

acidan farkl degildir (P>0,05) (Tablo 4.20. ve Sekil 4.22.).

Tablo 4.20. 4T1 hucrelerine usnik asitin uygulamasinin zamana bagli MTT testi

sonuglari.
Kontrol | 1,56pM | 3,125uM | 625pM | 12,5pM | 25pM
24 SAAT 96,56 93,39 93,86 91,87 89,85 75,80
48 SAAT 96,75 96,79 94,79 93,00 84,07 62,77
72 SAAT 91,53 91,02 83,21 80,45 73,69 64,64
4T1 (USNIK ASIT)
120,00
100,00
« 80,00
=
= 7Y
& 60,00 l w4 SAAT
2 4000 I w48 SAAT
72 SAAT
20,00
0,00
Kontrol 1,56 uM 3,125 uM 6,25 pM 12,5 uM 25 uM
Konsantrasyonlar
Sekil 4.22. 4T1 hiicrelerine usnik asit uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin

konsantrasyona ve zamana bagli degisimi.
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Usnik asitin 4T1 hiicreleri iizerine uygulanmasi farkli konsantrasyonlarda ve farkli
zaman dilimleriyle uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda azalma meydana
gelmistir. Bu azalmalar 24, 48 ve 72 saat uygulamalarinda 25 UM ig¢in sirastyla %21,
%34 ve %27 seviyelerindeyken istatistiksel olarak anlamli degildir (P>0,05).

4T1 Hucrelerine Paklitaksel ve Usnik Asit Kombinasyon Uygulamasinin
MTT Analizi

Paklitakselin 100 nM konsantrasyonu ile usnik asitin farkli konsantrasyonlari
24 saat boyunca 4TI hiicrelerine birlikte uygulandigi zaman usnik asitin artan
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliliginda 6nemli bir azalma meydana
gelmistir. 100 nM paklitakselle birlikte usnik asitin 6,25 puM konsantrasyonu ve
tizerindeki uygulamalar istatistiksel olarak kontrol grubuna goére anlamhidir. 12,5
MM usnik asit ve 100 nM paklitaksel birlikte uygulandiginda hiicre canliligi %36
civarinda azalmistir (Tablo 4.21. ve Sekil.4.23.).

Tablo 4.21. 4T1 hucrelerine 24 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonunda MTT testi sonuglari.

1,56 pM UA | 3,125 pM UA | 6,25 pM UA | 12,5 pM UA 25 )M UA +
Kontrol + 100 nM + 100 nM + 100 nM + 100 nM 100 nM PTX
PTX PTX PTX PTX
100,00 93,67 95,89 84,50 62,60 50,54
94,68 94,81 82,48 78,37 62,94 47,04
93,94 91,04 81,00 77,63 65,03 46,77
87.80 101,95 79,99 51,28 64,56
91,78 94,54 84,03 53,84 76,42
Ortalama 96,20 91,82 91,17 80,90 59,14 57,06
Standart
Sapma 3,31 2,70 9,07 3,19 6,14 13,04
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Konsantrasyonlar

ve usnik asitin ¢esitli

konsantrasyonlarinin 24 saat uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli degisimi (*P<0,05; **P<0,01).

100 nM paklitaksel ile usnik asitin 12,5 uM ve Uzeri konsantrasyonlar1 48 saat

boyunca uygulandiginda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

goriilmistiir. 25 pM usnik asit ve 100 nM paklitaksel uygulamasinda 4T1

hiicrelerinin hiicre canliligi %53 lere kadar azalmistir (Tablo 4.22. ve Sekil.4.24.).

Tablo 4.22. 4T1 hucrelerine 48 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonunda MTT testi sonuclari.
1,56 pM UA| 3,125 uM [6,25 pM UA[12,5 pM UA[25 pM UA +
Kontrol +100nM | UA+100 (| +100 nM | + 100 nM 100 nM

PTX nM PTX PTX PTX PTX

100,00 91,79 83,94 86,47 91,24 53,14

98,13 105,98 101,45 91,00 85,45 53,62

94,08 101,15 100,85 95,77 85,75 53,68

95,23 88,10 99,70 77,60 53,74

95,05 84,42 100,36 76,63 52,78

Ortalama 97,40 97,84 91,75 94,66 83,33 53,39
Standart

Sapma 3,02 5,67 8,73 5,91 6,14 0,42
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* %

25 uM UA

ve usnik asitin cesitli

konsantrasyonlarinin 48 saat uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagh degisimi (**P<0,01).

4T1 hicrelerine 72 saat boyunca 100 nM paklitaksel ve usnik asitin denenen tiim

konsantrasyonlar1 uygulandiginda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

bir fark goriilmiistiir. 25 pM usnik asit ve 100 nM paklitaksel uygulamasinda hiicre
canliligt %50’nin altindadir (Tablo 4.23. ve Sekil 4.25.).

Tablo 4.23. 4T1 hicrelerine 72 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonunda MTT testi sonuclari.

1,56 pM UA| 3,125 pM (6,25 pM UA|12,5 uM UA|25 pM UA +
Kontrol +100nM | UA+100 | +100 nM | + 100 nM 100 nM
PTX nM PTX PTX PTX PTX
91,10 76,02 74,98 64,07 62,95 51,00
91,98 75,94 72,89 68,40 63,99 41,62
100,00 75,94 72,25 76,02 66,96 43,14
71,13 78,35 78,03 65,44 46,91
70,01 78.43 70,89 67,04 48,28
Ortalama 94,36 73,81 75,38 71,48 65,28 46,19
Standart
Sapma 4,90 2,98 2,92 5,66 1,80 3,81
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Sekil 4.25. 4T1 hicrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin gesitli
konsantrasyonlarinin 72 saat uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli degisimi (**P<0,01).

100 nM paklitaksel ve usnik asitin ¢esitli konsantrasyonlarinin zamana bagli olarak

hiicre canlilig1 iizerine etkisine baktigimizda usnik asit konsantrasyonuna bagli

olarak canliligin azaldig1 goriilmektedir. 72 saatte 100 nM paklitakselle birlikte usnik

asitin diisiik konsantrasyonlarin uygulanmasiyla canliligin diger saatlere oranla

daha cok azaldigi ve konsantrasyon arttikca bu azalmanin diger saatlerle benzer

oranda ilerledigi goriilmektedir (Tablo.4.24. ve Sekil.4.26.).

Tablo 4.24. 4T1 hicrelerine 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit

konsantrasyonlari uygulamasi sonucunda zamana ve
konsantrasyonlara bagli hiicre canliliginin degisimi.
1,56 pM UA| 3,125 pM [6,25 pM UA[12,5 pM UA[25 pM UA +
Kontrol | +100nM | UA+100 | +100nM | + 100 nM 100 nM
PTX nM PTX PTX PTX PTX

24 SAAT 96,20 91,82 91,17 80,90 59,14 57,06

48 SAAT 97.40 97.84 91,75 94.66 83,33 53,39

72 SAAT 94,36 73,81 75,38 71,48 65,28 46,19
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Sekil 4.26. 4T1 hicrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin ¢esitli
konsantrasyonlarinin uygulamasit sonucunda hiicre canliliginin
konsantrasyona ve zamana bagl degisimi (24-48 Saat **P<0,01; 24-
72 Saat *P<0,05; **P<0,01; 48-72 Saat “P<0,05; *“P<0,01).

Paklitakselin 100 nM konsantrasyonu ile birlikte usnik asitin artan

konsantrasyonlarinin uygulamasiyla zamana ve usnik asit konsantrasyonuna bagli

olarak hiicre canliliginda anlamli bir azalma meydana gelmistir. 100 nM
paklitaskelle birlikte usnik asitin 25 UM konsantrasyonunun birlikte uygulanmasi
kontrol grubuna gore 24, 48 ve 72 saatlerde sirasiyla %39, %44 ve %48 oraninda

istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir. Yalniz bu azalma zaman

gruplari arasinda anlamli degildir (P>0,05).
4.2. Akim Sitometri Analizi

Akim sitometri sonuglart degerlendirilirken P1 alanina diisen hiicreler
degerlendirildi. P4 alani secilerek degerlendirme yapilmasi tercih edilmedi. Bunun
nedeni apaptotik ve nekrotik hiicrelerin boyutlarinda ve membranlarinda meydana
gelen farkliligmalardan dolayr diizgiin degerlendirilme yapilamayabilirdi (Sekil
4.27.).
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Sekil 4.27. Hiicreleri ayirmada kullanilan temsili akim sitometri nokta sacilim
grafikleri.

4.2.1. HCC38 Hiicreleri Akim Sitometri Analizi

PI boyamasi sonucunda elde edilen verilere gére HCC38 hiicrelerine 24, 48
ve 72 saatlik paklitaksel ve usnik asitin birlikte uygulanmasi kontrol grubuna gore
anlamli bir sekilde hiicre canliligini azaltmistir. Usnik asitin tek basina 24 ve 48
saatlik uygulamalar1 kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde hiicre canliligini
azaltirken paklitakselin tek bagina uygulanmasi sonucunda hiicre canliligindaki
azalma 48 ve 72 saatlerde anlamlidir (Tablo.4.25.). PI boyamasi sonucunda HCC38
hiicrelerinin temsili akim sitometri sonuglar1 Sekil 4.28. ile Sekil 4.31. arasinda

gosterilmistir, P5 alan1 % o6l hiicreyi gostermektedir.

Tablo 4.25. HCC38 hiicrelerine formiilasyon uygulamasi sonrasinda zamana bagli
hiicrelerin % 6liim oranlart.

% OLUM ORANI 24 SAAT | 48 SAAT | 72SAAT
Kontrol 12,55 7,85 12,5
UA 20,6 141 15,7
PTX 18,2 11,7 17,25
UA + PTX 22,6 12,8 17,05
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Sekil 4.28. HCC38 hiicreleri Pl boyama sonucu kontrol grubu A) Otofloresans B)

HCC38

Olii hiicre sayis1 akim sitometri sonuglari.
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Sekil 4.29. HCC38 hiicreleri PI boyama sonucu usnik asit A) Otofloresans B) Olii
hiicre sayis1 akim sitometri sonuglari
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Sekil 4.30. HCC38 hucreleri PI boyama sonucu paklitaksel grubu A) Otofloresans B)
Olii hiicre say1s1 akim sitometri sonuglari.
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Sekil 4.31. HCC38 hucreleri Pl boyama sonucu 12,5 pM usnik asit ve 100 nM
paklitaksel birlikte uygulama grubu A) Otofloresans B) Olii hiicre sayisi
akim sitometri sonuglart.

YO-PRO-1 kiti ile yapilan akim sitometri analizler sonucunda formiilasyonlarin
herbirinin uygulanmasi hiicre canliligini azaltmistir. Usnik asitin ve paklitakselin 24
saat boyunca ayri ayr1 uygulamasiyla hiicre canliligi %61'den sirasiyla %54,45 ve
%50,1'e  inmistir. Usnik asit ve paklitaksel kombinasyonunun uygulanmasi

sonucunda ise kontrol grubuna gore canli hiicre oran1 neredeyse yari seviyelerine



49

inmistir. Usnik asit ve paklitakselin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi nekrotik hiicre
oraninda ¢ok az bir azalma meydana getirirken apoptotik hlicre oraninda artis

meydana gelmistir (Tablo 4.26., Sekil 4.32.- Sekil 4.36.).

Tablo 4.26. HCC38 hiicreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu hiicre oranlart.

CANLI | APOPTOTIK | NEKROTIK
Kontrol 61 23,5 6,05
UA 54,45 29,6 55
PTX 50,1 38,65 5,4
UA + PTX 35,45 40,45 2,85
HCC38
70 -
_ 60 - 1
£ 50 - |
3 40 - T
@ CANLI
S 30 - _
T, ® APOPTOTIK
°\° .
10 | ® NEKROTIK
0 T T T
KONTROL UA PTX UA + PTX
Uygulanan Formiilasyonlar

Sekil 4.32. HCC38 hiicreleri 24 saat formiilasyon uygulamasi sonrasinda hiicre
canliligindaki degisimler.
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Sekil 4.33. HCC38 hicreleri YO-PRO-1/Pl boyama sonucu kontrol grubu temsili
akim sitometri nokta sagilim grafikleri (P1 alanmi ¢alisilan hiicrelerin
secimini, P7 alani canli hiicreleri, P8 alani apoptotik hiicreleri ve P9
alan1 nekrotik hiicreleri gostermektedir.).
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Sekil 4.34. HCC38 hicreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 12,5 pM usnik asit
uygulamasi temsili akim sitometri nokta sac¢ilim grafikleri (P1 alani
calisilan hiicrelerin se¢imini, P7 alani canli hiicreleri, P8 alan1 apoptotik
hiicreleri ve P9 alan1 nekrotik hiicreleri gostermektedir.).
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Sekil 4.35. HCC38 hicreleri YO-PRO-1/PlI boyama sonucu 100 nM paklitaksel
uygulamasi temsili akim sitometri nokta sa¢ilim grafikleri (P1 alani
caligilan hiicrelerin se¢imini, P7 alani canli hiicreleri, P8 alan1 apoptotik
hiicreleri ve P9 alani nekrotik hiicreleri gostermektedir.).
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Sekil 4.36. HCC38 hiicreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 12,5 uM usnik asit ve
100 nM paklitaksel birlikte uygulamasi temsili akim sitometri nokta
sacilim grafikleri (P1 alami ¢alisilan hiicrelerin se¢imini, P7 alam1 canh
hiicreleri, P8 alan1 apoptotik hiicreleri ve P9 alani nekrotik hiicreleri
gOstermektedir.).

4.2.2. 4T1 Hiicreleri Akim Sitometri Analizi

4T1 hicrelerinin PI boyamasi sonucunda akim sitometri analizi sonug¢larina
baktigimizda 24, 48 ve 72 saatlerinde paklitakselin tek basina ve usnik asitle birlikte
uygulanmasi hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir sekilde azalttig

gorilmiistiir. Zamana baglhi olarak gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik
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bulunamamistir (P>0,05) (Tablo 4.27.). Usnik asitin 72 saat tek basina
bir  aksaklik

degerlendirilememistir. Hiicreler {izerine uygulanan formiilasyonlarin akim sitometri

uygulanmasinin  verileri  laboratuvarda  yasanan nedeniyle

temsili goriintiileri Sekil 4.37.- Sekil 4.40.” te verilmistir ve P5 alan1 % 6l hiicreyi

gostermektedir.

Tablo 4.27. 4T1 hiicrelerine formiilasyon uygulamasi sonrasinda zamana bagli
hiicrelerin % 6liim oranlari.

% OLUM ORANI | 24 SAAT | 48 SAAT | 72 SAAT
Kontrol 11 10,15 12,95
UA 13,25 10,85
PTX 34,1 34,3 37,5
UA + PTX 39,4 35,95 37,6
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
A
# £
: :
. : :
;' PEA PLA
*|B . —
3_
ﬁ_
_ _¥
g Ef rs
a Si
;;
PI !

Sekil 4.37. 4T1 hiicreleri PI boyama sonucu kontrol grubu A) Otofloresans B) Olii
hiicre sayis1 akim sitometri sonuglari.
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Sekil 4.38. 4T1 hiicreleri P1 boyama sonucu usnik asit A) Otofloresans B) Olii hiicre
sayis1 akim sitometri sonuglari.
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Sekil 4.39. 4T1 hicreleri Pl boyama sonucu paklitaksel

hiicre sayis1 akim sitometri sonuglari.
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54

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

[
a
]

e
%
H
o

P3

%

It
PrA

4T1

w’
PlA

v

P

Sekil 4.40. 4T1 hicreleri PI boyama sonucu 25 uM usnik asit ve 100 nM paklitaksel
birlikte uygulama grubu A) Otofloresans B) Olii hiicre sayis1 akim
sitometri sonuglari.

4T1 hiicrelerine formiilasyonlarin 24 saatlik uygulamasi YO-PRO-1/Pl boyama
sonucunda canli hiicrelerin sayisinda azalma, apoptotik hiicre sayisinda artma
goriilmiistiir. Paklitakselin tek basma ve usnik asitle birlikte uygulanmasi nekrotik
hiicre sayisini kontrol ve tek basina usnik asit uygulamasina gére artirmistir (Tablo

4.28 ve Sekil 4.41.- Sekil 4.45.).

Tablo 4.28. 4T1 hucreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu hiicre oranlart.

CANLI | APOPTOTIK | NEKROTIK

Kontrol 64,95 12,65 11,9
UA 47,45 34,6 9,95
PTX 27,85 42,3 21,45

UA + PTX 26,75 42,75 23,25
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Sekil 4.41. 4T1 hicreleri 24 saat formilasyon uygulamasi sonrasinda hiicre
canlilifindaki degisimler.
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Sekil 4.42. 4T1 hucreleri YO-PRO-1/P1 boyama sonucu kontrol grubu temsili akim
sitometri nokta sac¢ilim grafikleri (P1 alan1 ¢aligilan hiicrelerin se¢imini,
P7 alani canli hiicreleri, P8 alan1 apoptotik hiicreleri ve P9 alan1 nekrotik
hlcreleri gostermektedir.).
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Sekil 4.43. 4T1 hucreleri YO-PRO-1/PI

boyama sonucu 12,5 pM usnik asit

uygulamasi temsili akim sitometri nokta sac¢ilim grafikleri (P1 alani
calisilan hiicrelerin se¢imini, P7 alani canli hiicreleri, P8 alani apoptotik
hiicreleri ve P9 alani nekrotik hiicreleri gostermektedir.).
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Sekil 4.44. 4T1 hiicreleri YO-PRO-1/PI
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boyama sonucu 100 nM paklitaksel

uygulamasi temsili akim sitometri nokta sa¢ilim grafikleri (P1 alani
caligilan hiicrelerin se¢imini, P7 alani canli hiicreleri, P8 alan1 apoptotik
hiicreleri ve P9 alan1 nekrotik hiicreleri gostermektedir.).
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Sekil 4.45. 4T1 hucreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 12,5 puM usnik asit ve 100
nM paklitaksel birlikte uygulamasi temsili akim sitometri nokta sagilim
grafikleri (P1 alani galisilan hiicrelerin se¢imini, P7 alan1 canli hiicreleri,
P8 alam1 apoptotik hiicreleri ve P9 alam1 nekrotik hiicreleri
gOstermektedir.).
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5. TARTISMA
5.1. MTT Sonuglari

Cesitli tetrazolium bilesikleri hiicre canliligini belirlemede kullaniimaktadir.
En yaygin kullanilan bilesikler; MTT, MTS, XTT ve WST-1' dir. MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) aktif metabolizmaya sahip
canlt hiicrelerde formazan iirlinlerine doniismektedir. Hiicreler 6ldiigii zaman MTT'yi
formazana doniistiirme 6zelliklerini kaybederler ve bu sayede sadece canli hiicrelerin
belirlenebilecegi bir marker olarak kullanilmaktadir (108). Bizim yaptigimiz MTT
testi sonucunda c¢alistigimiz hiicre hatlarinda hiicre canliliginin anlamli oranda
azaldiginin, paklitaksel ile usnik asit kombinasyonunun uygulandigi gruplarda tek
baslarina uygulanmaya goére daha yiiksek oranda hiicre canliliginda azalma oldugu

bulunmustur.
5.1.1. Paklitaksel Uygulamasi1 Sonuclar1

Ilk olarak 1993 yilinda paklitakselin sitotoksik etki mekanizmalarindan
birisinin apoptozis ile iliskili oldugu insan lenfositer 16semi hiicrelerinde
gosterilmistir (109). Paklitakselin neden oldugu sitotoksisitenin ve apoptozisin
arasinda pozitif korelasyon oldugu in vivo bir calismada da gosterilmistir (110).
Bizim elde ettigimiz sonuclarda da 4T1 ve HCC38 hiicreleri iizerine paklitaksel
uygulanmasi hiicre canliligini kontrol gruplarina kiyasla anlamli 6l¢iide azaltmistir.
HeLa hucrelerinde yapilan bir ¢alismada 10 nM paklitaksel mikrottbul kitlesine
etkili degil iken mitotik tutuklama ve apoptozla sonuglanan mikrottbul dinamiklerini
baskilamigtir. 100 nM gibi yiiksek konsantrasyonlarda paklitaksel uygulanmasinda
stabil mikrotiibiil demetleri olusmus ve mikrotiibil polimerlerinin kitlesi artmistir.
G2/M hicre siklusunda tutulma ve apoptosiz ile sonuglanan mitoz bolinmenin
durmasi meydana gelmistir (45, 68).

Paklitaksel'in apoptozise neden olmasi Bcl-2 gen ailesi tarafindan regiile
edilmektedir. Paklitaksel Bcl-xI anti-apoptotik ifadesini azaltip, Bak ve Bax ifadesini
arttirmaktadir (111). Chaudhri ve arkadaglart HCC38 hiicrelerine uygulanan 20 uM
taksol konsantrasyonunda mitokondriden sitozole sitokrom C gecisinde artis ve

ayrica BAX/BCL2 artis1 meydana geldigi ve taksolun HCC38 meme kanseri
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hicrelerinde apoptozu indlkledigi bulunmustur. (112). Elde ettigimiz sonuglarda
AT1 hicrelerine paklitakselin 1000 nM konsantrasyonda uygulanmasi ile hiicre
canliligindaki diisiis her ii¢ saatte de kontrole gére anlamlidir. HCC38 hiicrelerindeki
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalma 48 ve 72 saat uygulamalarinda
paklitakselin daha diisiik konsantrasyonlarinda goriilmektedir.

Liebmann ve arkadaslar1t MCF-7, A549, HelLa, U373, HT-29, OVG-1, PC-Sh
ve PC-Zd insan tiimér hiicre hattiyla ¢alismiglardir ve 2 nM- 20 nM konsantrasyon
araliginda 24 saatten 72 saate kadar uzayan siirelerde paklitaksele maruz kalmanin
farkli hiicre hatlarinda sitotoksisiteyi 5 kattan 200 kata kadar arttirdigr bulunmustur
(113). Bizim c¢alismamizda 4T1 hicrelerine zamana baglh olarak uygulanan
paklitaksel konsantrasyonlar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaz
iken HCC38 hiicrelerinde ise sadece 24 saatte konsantrasyona bagli bir azalma
goriilmezken zamana bagli olarak konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark
goriilmiistiir. HCC38 hiicrelerine 100 nM paklitaksel uygulamasinda 24 saat sonra
hiicre canlilif1 yaklasik olarak %3 azalir iken 72 saat sonrasinda bu azalma %35
civarindadir.

Paklitakselin in vitro olarak 24 saat boyunca uygulamasinda 50 nM
konsantrasyonun Uzerinde artmis sitotoksisiteye neden olmazken, 50 nM
konsantrasyona kadarki uygulamalarinda ise 24 saatten 72 saate kadar maruz
birakilan hiicrelerde daha etkili oldugu bulunmustur (45). Yeung ve arkadaglari
taksolun canli hiicre ilizerinde meydana getirdigi azalmayr bifazik olarak
gerceklestirdigini  gOstermistir. Ilk fazdaki azalmanin 0,005'den 0,05 pM
konsantrasyonlarda oldugu ikinci fazdaki azalmanin ise 5'den 50 pM'a kadarki
konsantrasyonlarda meydana geldigini ve bu konsatrasyonlar arasinda bir platonun
goriildiigiinii  bulmuslardir. Bifazik cevabin iki farkli mekanizma tarafindan
olustugunu, bunlardan ilkinin diisiik konsantrasyonlarda (0,005- 0,05 pM) taksolun
mitoz boyunca igi stabilize ettigini ve boylece mitozu bloke ettigini belirtmislerdir.
Bu mitotik blok hticre proliferasyonunda inhibisyona yol agmis ve apoptozu
uyarmistir.  Ylksek konsantrasyonlarda ise (5-50 pM) taksol mikrotibul
polimerizasyonunu artirmis ve mikrotiibiil olusumunu uyarmis, S fazina girisi
bloklamistir. S fazina girisin bloklanmasi ile hucre proliferasyonunda azalma

meydana gelmis ve nekrozis uyarilmigtir (114). HCC38 hiicrelerinden elde ettigimiz
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sonuclara gore oOzellikle 72 saatlik paklitakselin 10 nM ve altindaki diisiik
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda yiiksek oranda bir azalma oldugu daha
yiiksek konsantrasyonlarinda ise bu azalmanin sabit kaldig1 goriilmiistiir.

McCloskey ve arkadaslar1 (115) MDA-MB-468 insan meme kanseri
hicrelerine 10 nM ve (zeri konsantrasyonlarda paklitakseli 3 ve 24 saat sureyle
uyguladiklarinda biiylimenin inhibe oldugunu ve apoptozla iligkili morfolojik
degisikliklerin meydana geldigini bulmuslardir. 120 saat paklitaksel uygulamasi ile
24 saat paklitaksel uygulama sonuglarinin benzer oldugunu ve en uygun siirenin 3
veya 24 saat oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢aligmamizda ise 4T1 hiicreleri {izerine
uygulanan paklitaksel her ii¢ zaman diliminde de benzer etkiyi gostermistir. HCC38
hiicrelerinde ise hiicre canlilifindaki azalmanin en fazla 48 ve 72 saatlerde oldugu

bulunmustur.
5.1.2. Usnik Asit Uygulamasi Sonuclari

Brisdelli ve arkadaglar1 (13) alt1 liken sekonder metabolitini (difraktaik asit,
lobarik asit, usnik asit, visanisin, varilarik asit ve protolikhesterinik asit) MCF-7
(meme adenokarsinoma), HelLa (serviks adenokarsinoma) ve HCT-116 (kolon
karsinoma) insan kanser hiicre hatlar1 tizerinde ¢alismiglardir. Metabolitler hiicrelere
farkli konsantrasyonlarda (2,5-100 mM) 48 saat boyunca uygulanmistir. Liken
metabolitleri konsantrasyona bagli olarak ¢esitli sitotoksik etki gostermistir ve usnik
asitin en kuvvetli sitotoksik ajan oldugu bulunmustur. Yaptigimiz caligmada usnik
asitin HCC38 hicreleri iizerine 48 ve 72 saatleri boyunca uygulanmasi sonucunda
hiicre canliligininin kontrol grubuna kiyasla anlamli 6lgiide azaldig1 goriilmiistiir.

Baliga ve arkadaslarinin (116) 4T1 hiicreleri ile yaptiklar ¢alismada yesil cay
polifenollerinin in vivo ve in vitro etkileri arastirilmigtir. Yesil ¢ay fenollerinin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Abu ve arkadaslar1 (2) flavokawain B
(FKB)’ nin 4T1 meme kanserli farelerdeki antitiimdr ve antimetastatik etkisini
incelemislerdir. FKB' nin in vivo olarak timor blyumesini inhibe ettigini
bulmuslardir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise usnik asitin 4T1 hiicre canliligim
azaltic1 etkisi tespit edilmis ancak bu azalma kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.
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Usnik asit ayrica fare 16semi L1210 hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak
apoptozisi indiiklemistir (117). Calismamizda kullandigimiz HCC38 hiicreleri
izerine usnik asitin hiicre canliligin1 azaltici etkisi ise 48 ve 72 saat boyunca
uygulamasinda 12,5 ve 25 pM konsantrasyonlart her iki zamana ve her iki
konsantrasyona bagli istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir.

Yapilan diger ¢aligmalarda ise usnik asitin ve atranorinin sitotoksik etkisi
A2780 (over karsinoma), MCF-7 (meme adenokarsinoma), HT-29 (kolon
adenokarsinoma), HL-60 (promiyelositik l16semi), Jurkat (T-cell lenfosit 16semi),
HeLa (serviks adenokarsinoma), SK-BR-3 (meme adenokarsinoma) HCT-116 p53
+/+ (kolon karsinoma) ve HCT-116 p53 -/- (yabanil tip p53 kolon karsinoma veya
p53-null) in vitro kanser modellerine kargi gosterilmistir. Usnik asitin 50 pM
konsantrasyonu ¢alisilan ¢ogu hiicre i¢in en etkili doz olarak gosterilmistir (61). 4T1
hiicreleriyle yaptigimiz c¢alismada usnik asitin 25 pM konsantrasyonu hiicre
canliligini her ii¢ zaman dilminde de %60'lara indirse de bu azalma istatistiksel
olarak anlamli degildir. HCC38 hicrelerinde ise 12,5 uM usnik asit uygulamasi
hiicre canliligin1 kontrol grubuna goére 48 ve 72 saatlerinde siras1 ile %83 ve %62

seviyelerine indirmistir ve istatistiksel olarak anlamlidir.
5.1.3. Usnik Asit ve Paklitaksel Kombinasyon Sonuclar:

Insan serum albuminini kullanarak terapotik etki ve sistemik toksisitelerinin
azaltilmasi igin pirarubisin ve paklitaksel nanopartikiil sistemini (Co-AN)
kullanmiglardir (118). 4T1 hiicreleri kullanilarak meme kanseri olusturulan BALB/c
farelerin timorlerinde Co-AN uygulamasi sonrasinda yiiksek ilag birikimi meydana
gelmis ve normal dokulara dagilimi azalmistir. in vitro 4T1 hicreleri Uzerine
sitotoksik etkisine ve in vivo 4T1 antitimor etkisine baktiklarinda Co-AN'in
antitimor etkisi tekli ilag uygulamasindan ya da serbest kombinasyonundan daha
etkili oldugu bulunmustur. Tekli ilag uygulamasiyla karsilastirildiginda Co-AN
uygulamasi apoptoziste artisa ve hiicre dongiisiiniin G2/M evresinde kalmasinda
artisa neden oldugu bulunmustur (118). Chen ve arkadaslar1 (119) fare CCL21 genini
kodlayan rekombinant adenovirusle (Ad-mCCL21) kombine diisiik doz paklitaksel
(Paklitaksel, 40 pg/fare, 100 pL) verdiklerinde 4T1 meme kanserli farelerde tumor

blyumesinin ilaglarin tek basina verilmelerine gore daha etkili bir sekilde azalttigini
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ve onemli Ol¢lide hayatta kalim siirelerini uzattigin1 bulmustur. Bizim yaptigimiz
caligma sonucunda 4T1 hiicreleri iizerine 100 nM paklitakselle birlikte 25 puM usnik
asit uygulanmasi sonucunda her (¢ saat diliminde de (24-48-72 saat) hiicre
canliliginin yaklasik %50'ler seviyesine indigi bulunmustur. Paklitakselin ve usnik
asitin ayr1 ayr1 uygulanmasina kiyasla hiicre canliligindaki azalmanin daha fazla
oldugu goriilmiistiir.

Quispe-Soto ve Calaf (120), MDA-MB-231 ve MCF-7 hucreleri tzerine 15
ve 30 uM konsantrasyonlarda curcumin, 10'dan 240 nM'a kadar artan
konsantrasyonlarda paklitaksel ve iki ilacin kombinasyonunu uygulamislardir.
MCEF-7 hiicrelerinde 15 uM curcumin ve 120 nM paklitaksel uygulamasinda kontrol
grubuna gore ikilenme zamaninin 6nemli dl¢iide uzamis oldugu bulunmustur. MDA -
MB-231 hiicrelerinde ise 15 uM curcumin ile paklitakselin 10, 20 ve 240 nM
konsantrasyonlarinin uygulanmasinda ve 30 uM curcumin ile paklitakselin 10 nM
konsantrasyonunun uygulanmasi kontrol grubuna ve tek basina 15 uM curcumin
uygulamasma kiyasla ikilenme zamanini 6nemli oOlgiide uzattigi bulunmustur.
Curcumin ve paklitakselin hiicre hatlarina birlikte uygulanmasinin ilaglarin tek
baslarina uygulanmasina kiyasla biiylimeyi engelleyici etkisinin daha etkili oldugu
ve paklitakselin apoptotik etkisini curcuminin giiglendirdigi bulunmustur. HCC38
hiicrelerine paklitaksel ve usnik asitin birlikte uygulanmasi hiicre canliligmi tek
baglarina olan etkileriyle kiyaslandiginda daha yuksek oranda azalttigi goriilmiistiir.
12,5 uM usnik asit ve 100 nM paklitakselin ayr1 ayr1 uygulanmasindan sonraki hiicre

canlilig1 %62 seviyesinde iken birlikte uygulanmasiyla bu oran %41'lere inmektedir.
5.2. Akim Sitometri Sonuglari

Gawlitta ve ark. (107) YO-PRO-1 ile propidium iodide ikili boyamasinin
C2C12 kulturunde apoptoz ve nekrozu belirlemede uygulanabilirligini gostermistir.
Apoptoz ve nekrozun canli hiicre kiiltiirlerinde hasar olusturmadan olgiilebilecegini
ve ayirt edilebilecegini gostermislerdir. Liao ve arkadaslari (121) U937 hiicrelerinde
paklitaksel tarafindan baglatilan apoptoz ve nekrozu incelemislerdir. Paklitaksel
uygulamasindan sonra yaptiklart Anneksin ve PI analizi ile hiicrelerin G1 ve S
fazinda oOliimlerin ¢ogunun apoptoz ile meydana geldigini buna karsiik G2/M

fazindaki hiicrelerde Olimiin hem apoptoz hem de nekroz ile olustugunu
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bulmuslardir. Sitokrom ¢ salimi ve mitokondri membran potansiyelinde azalma gibi
apoptozun tipik olaylart G2/M fazi yerine 6ncelikle S fazinda olmaktadir. Yaptiklari
calisma gostermistir ki paklitaksel G1 ve S fazindaki hiicrelerde apoptozu uyarirken
G2/M fazindaki hiicrelerde ise hem apoptozu hem de nekrozu uyarmaktadir. 20 nM
konsantrasyonda 12 saat paklitaksele maruz kalan S ve G2/M hucrelerinde DNA
fagmentasyonunu uyarirken hiicre dongiisiinde tiim evrelerindeki hiicrelerde 24 saat
paklitaksel uygulamasi ile siddetli apoptozis goriilmiistiir. 24 saat uygulamasindan
sonra G1, S ve G2/M hiicrelerindeki apoptozis orani sirasiyla %65, %85 ve %81
olarak bulunmustur. 4T1 hicreleriyle yaptigimiz analizler sonucunda 100 nM
paklitaksel ve 25 pM usnik asitin 24 saat uygulanmasiyla apoptotik hiicre oranlari
strasiyla %42,3 ve %34,6 olarak bulunmustur. Ayn siirede HCC38 hiicrelerinde ise
100 nM paklitaksel uygulmasindan sonra apoptotik hiicre orant %38,65 iken 12,5
MM usnik asit uygulamasi sonrasinda oran %29,6 olarak bulunmustur.

Yuan ve arkadasglart (122), A549 hiicreleriyle yaptiklar1 ¢aligmada
paklitakselin 13 ve 40 nM konsantrasyonlarimi tek baslarma ve 10 pM
Andrographolide (Andro) ile birlikte uygulamis ve sinerjistik antikanser etkisini
aragtirmiglaridir. Andro ile kombine edilmis paklitakselin apoptozisi tek basina
uygulamasina gore Onemli derecelerde arttirdigit bulunmustur. Paklitaksel
uygulamast A549 hiicrelerini G2/M fazinda doza bagl olarak tutmaktadir ve Andro
ile uygulanmasiyla ise yine ayni seviyelerde hiicre dongiisii tutulmas: oldugunu
gostermislerdir. Paklitaksel AS549 hiicrelerindeki apoptozu Andro ile birlikte
sinerjistik olarak uyarmaktadir. Akim sitometri analizinden elde ettigimiz sonuclara
gOre 4T1 hucreleri tizerine paklitakselin ve usnik asitin ayri ayri uygulanmasi ile
birlikte uygulanmasi arasinda bir fark goriilmemistir. Bu sonuglar dogrultusunda
klinikte usnik asit ile paklitaksel kombinasyonunun kullanilmasinin tedavi stirecine
bir katkisi olmayacagi sdylenebilir fakat MTT sonuglarina baktigimizda
formiilasyonlarin ayri ayr1 uygulanmasina kiyasla birlikte uygulanmasinin hiicre
canliligini daha da azalttigi bulunmustur. MTT sonuglarindan elde edilen azalma
hiicrede mitokondriyal aktivitenin azalmasi sonucunda meydana gelmis olabilir.
Clnkl MTT testi sitotoksisite, proliferasyon ve mitokondriyal aktivite 6l¢mektedir
ve MTT testinin sonucu hiicre sayisi ile her hiicredeki mitokondriyal aktiviteye bagl

olarak degismektedir (123, 124). Bunula iligkili olarak uygulanan formilasyonlar
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4T1 hiicrelerinin metabolizmalarin1 yavaslatmis olabilir ve MTT'de bu hiicrelerin
formazan kristalleri olusturma kapasiteleri azalip bunlarin da sanki 61t hucreler gibi
algilanmasma ve hiicre canliliginda daha ¢ok azalma meydana gelmis gibi
goriliirken akim sitometri analizinde metabolizmalar1 yavaslamis olan bu hiicreler
halen canli olduklari i¢in bir fark bulunamamis olabilir. HCC38 hicrelerinde ise 100
nM paklitakselle birlikte usnik asitin 12,5 puM konsantrasyonun uygulanmasi
sinerjistik etki gosterip ayr1 ayr1 uygulanmalarina kiyasla apoptozu artirdig

gorilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER
Bu ¢alismada,

1. HCC38 hiicreleri Uzerine paklitakselin 24 saat boyunca uygulanmasi sonucunda
hiicre canliliginda ¢alisilan tiim konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla

anlamli bir fark bulunmamistir (P>0,05).

2. HCC38 hiucreleri tzerine 100 nM paklitakselin 48 ve 72 saat uygulanmasi ile
hiicre canlilig1 sirasiyla %78 ve %62 seviyelerine inmistir ve kontrol grubuna kiyasla

anlamlidir.

3. HCC38 hiicreleri lizerine usnik asitin artan konsantrasyonlarinin 24 saat boyunca
uygulanmasi ile hiicre canlilig1 agisindan kontrol grubu ile arasinda anlaml bir fark

meydana gelmemistir (P>0,05).

4. HCC38 hicreleri tizerine usnik asitin 12,5 ve 25 pM konsantrasyonlarinin 48 saat
uygulamasi sonucunda sirasiyla hiicre canliligt %83 ve %65 seviyelerine inmistir.
Ayni konsantrasyonlarin 72 saat boyunca uygulanmasi ile hiicre canliligi sirasiyla

%62 ve %54 seviyelerindedir.

5. HCC38 hiicreleri tizerine 12,5 puM usnik ast ile birlikte 100 nM paklitakselin
birlikte uygulanmasi ile 24 saatte hiicre canlilig1 %50'ye, 48 saatte %55'e ve 72 saatte

%41 seviyelerine inmistir.

6. MTT testi sonuglarina gore usnik asit ve paklitakselin ayr1 ayr1 uygulanmasina
kiyasla birlikte uygulanmasi HCC38 hiicrelerinde hiicre canliligini daha c¢ok

azaltmustir.

7. HCC38 hucreleri lzerine usnik asit ve paklitakselin birlikte 24, 48 ve 72 saat
uygulamalar1 sonucunda 6l0 hiicre orani kontrol grubuna kiyasla her ii¢ saatte de
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir fakat bu artis tek basina paklitaksel

uygulanmasindaki kadardir.

8. HCC38 hucrelerine paklitakselin 10 nM'a kadarki konsantrasyonlarinda 6zellikle

72 saatte hiicre canlihiginda yiiksek bir azalma, 10 nM'n {izerindeki
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konsantrasyonlarda ise hiicre canliliginda bir plato goriilmiistiir.

9. 4T1 hucreleri Uzerine paklitakselin 100 nM konsantrasyonda 24 saat
uygulanmasinda hiicre canliligi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde %77'lere, 48 saat uygulamasinda %80'lere ve 72 saat uygulamasinda

%63'lere inmistir.

10. 4T1 hdcreleri Uzerine 25 uM konsantrasyonda usnik asitin 24 saat boyunca
uygulanmasi hiicre canliligini %75'e indirmistir. 48 ve 72 saat siirelerinde ise hiicre
canliligi %63'lere inmistir fakat her Uc¢ saatteki bu azalmalar istatistiksel olarak
anlamli degildir (P>0,05).

11. 4T1 hicreleri Uzerine 25 UM usnik asit ile birlikte 100 nM paklitakselin
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda hiicre canlilig1 %57'ye, 48 saat sonrasinda %53'e
ve 72 saat sonrasinda ise %46'ya inmistir ve her li¢ saatte de bu azalma kontrol

grubuna gore anlamlidir.

12. 4T1 hdcrelerinin flow sitometri analizi sonucunda 24, 48 ve 72 saat boyunca
paklitakselin tek bagina ve 25 pM usnik asit ile birlikte uygulanmasi sonucunda 6l
hicre oraninda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artma meydana gelmistir
fakat bu artis paklitakselin tek basina ve usnik asit ile birlikte etkisi arasinda anlaml

degildir (P>0,05).

13. 4T1 hiicreleri iizerine formiilasyonlarin uygulanmasi sonucunda canli hiicre orani
azalirken apoptotik hiicre oraninda artis meydana gelmistir. Paklitakselin tek basina
ve usnik asitle birlikte 24 saat boyunca uygulanmasi sonucunda nekrotik hiicre

oraninda da artis meydana gelmistir.
Bu verilere dayanarak Onerilerimiz;

14, HCC38 insan meme kanserinin tedavisinde paklitakselle birlikte klinikte
kullanilmas: i¢in daha ileri molekiler boyutta ve hayvan deneylerini de iceren

caligmalar1 yapilmalidir.

15. Insan meme kanserinin dérdiincii evresine ¢ok benzeyen 4T1 hiicreleriyle

yapacagimiz in vivo g¢alismalar igin On bilgi saglanmistir ve buradan elde edilen
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sonuglar dogrultusunda tedavi yaklasimlar1 uygulanabilir.

16. 4T1 hucrelerindeki metabolizma yavaslamasinin tam olarak aydinlatilabilmesi

i¢cin molekiiler seviyede ileri galismalar yapilabilir.
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