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Doktora Tezi

Kolon Kanseri Tedavisi I¢in Yeni Nanoterapotik Modalitelerin Gelistirilmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Bu tez Dr. Dibirdik ve talebelerinin antikanser aktviteye sahip yeni kimyasal
yapilar kesfine yonelik ¢aligmalari sirasinda HT-29 insan kolon kanser modeli iizerinde
etkili etnofarmakolojik bir iirlinii kesfetmeleri tizerine kuruludur. Bu ¢aligmada iiriiniin
major kimyasal bilesenleri gallik asit, tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit, nadolol’{in
antiproliferatif etkileri ve kemoterapétikler 5-florourasil, okzaliplatin ve setuksimab ile
kombinasyon etkileri incelendi. Takibinde, sinerjistik ilag kombinasyonlarinin

nanolipozomal formiilasyonlar1 gelistirildi ve antiproliferatif etkileri arastirildi.

Gallik asit HT-29 hiicre proliferasyonunu doz-bagimli baskilamistir. Tiyofanoks,
stilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’tin antiproliferatif etkileri gézlenmemistir. Gallik
asit’in, 5-florourasil veya okzaliplatin ile kombinasyonu sinerjistik antiproliferatif etki
gostermistir. Gallik asit ve 5-florourasil veya gallik asit ve okzaliplatin kombinasyonlart,
zaman-bagimli ve sinerjistik olarak apoptozu indiiklemistir. Gallik asit ve 5-florourasil
veya gallik asit ve okzaliplatin kombinasyonlarinin nanolipozomal formiilasyonlari,

serbest ila¢ formlarindan daha fazla antiproliferatif etki gostermistir.

Calismamuz, gallik asit’in kolon kanseri tedavisinde komplementer ajan olarak 5-
florourasil veya okzaliplatin ile kullanilabilecegini gosteren literatiirdeki ilk ¢alismadir.
Ikili ilag yiiklii nanolipozomal formiilasyonlarin, kolon kanseri tedavisi i¢in umut vaat
eden yeni nanoterapotik formiilasyonlar oldugu goriilmistiir. S6z konusu in vitro
sonuglar temelinde, in vivo c¢alismalarin tasarlanip yiiriitiilmesinin elde edilen sonuglara
onemli katki saglamasi ve ileriki klinik c¢aligmalar i¢in de bir temel olusturmasi

distiniilmektedir.
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Ph.D. Thesis
Development of New Nanotherapeutic Modalities for The Treatment of Colon Cancer
Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

This thesis is established on the discovery of an ethnopharmacological product
that is effective on HT-29 human colon cancer model during Dr. Dibirdik and his
student’s studies to discover new chemical structures with anticancer activity. In this
study, the antiproliferative effects of major chemical entities of this product gallic acid,
thiofanox, sulfisomidine, triphenylphosphite, nadolol, and their combination with
chemotherapeutics 5-fluorouracil, oxaliplatin, and cetuximab were examined. Following,
nanoliposomal formulations of synergistic drug combinations were developed and their

anti-proliferative effects were investigated.

Gallic acid suppressed the HT-29 cell proliferation in a dose-dependent manner.
Anti-proliferative effects of thiofanox, sulfisomidine, triphenylphosphite, and nadolol
were not observed. Combination of gallic acid with 5-fluorouracil or oxaliplatin showed
a synergistic antiproliferative effect. Gallic acid and 5-fluorouracil or gallic acid and
oxaliplatin combinations induced apoptosis synergistically and in a time-dependent
manner. Nanoliposomal formulations of gallic acid and 5-fluorouracil or gallic acid and

oxaliplatin combinations exhibited greater antiproliferative effects than free drug forms.

Our study is the first study in the literature showing that gallic acid can be used as
a complementary agent in the treatment of colon cancer with 5-fluorouracil or oxaliplatin.
Dual drug-loaded nanoliposomal formulations have been shown to be promising new
nanotherapeutic formulations for the treatment of colon cancer. Based on these in vitro
results, it is thought that the design and execution of in vivo studies will make a significant

contribution to the obtained results and may form a basis for future clinical studies.
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BOLUM 1

GIRIiS

Kanser giinlimiizde 6nemli mortalite nedenlerinden biridir ve her gegen giin
goriilme siklig1 artan bir hastalik grubudur (Siegel, Miller, & Jemal, 2020). Globocan
kanser verilerine gore 2018 yilinda diinyada 880.792’si (% 9.2) kolon kanserinden olmak
tizere 9.555.027 kisi kanser nedeni ile hayatin1 kaybetmistir (Globocan, 2018). Ayni yil,
diinyada 1.849.518’1 kolon kanseri olmak iizere 18.078.957 yeni kanser vakasi ortaya
cikmistir. 2040 yilinda bu saymin yaklasik 29.500.000 bulmasi 6ngoriilmektedir (Who,
2018). Kolon kanseri, goriilme sikligi bakimindan akciger ve meme kanserinden sonra 3.
sirada, kanser nedenli 6liim siralamasinda ise akciger kanserinin ardindan 2. sirada yer
almaktadir. Globocan verilerine gore, Tiirkiye’de 2018 yilinda kanser nedeni ile 116.710
kisi hayatin1 kaybetmis ve 20.031°1 (% 9.5) kolon kanseri olmak iizere toplam 210.537
yeni kanser vakasi tespit edilmistir. Tiirkiye’de kolon kanseri, kanser nedenli 6liim ve
goriilme sikligr agisindan 3. sirada yer almaktadir (Bray vd., 2018).

Kolon kanseri, iyi huylu poliplerin zamanla yiiksek dereceli displazi ile agresif
timore doniisimii sonucunda olusur (Vogelstein & Kinzler, 2002). Siiregen hiicre
yenilenme ve bagirsak epitelinin farklilasma siiregleri, progenitor hiicrelerini timor
hiicrelerine doniistiiren genetik degisim ile bozulabilir. Bu degisiklik, onkogenlerin
aktivasyonu ve tiimor baskilayicilarin inaktivasyonuna bagli olarak agamali olarak
gerceklesir (Kheirelseid, Miller, & Kerin, 2013). Kolon kanserinin tedavisinde temel
yontem cerrahidir. Radyoterapi ve kemoterapi, kolon kanserinde kullanilan diger tedavi
secenekleridir (Meyerhardt & Mayer, 2005). Kolon kanserinin tedavisi igin cerrahi
yontemler tek basina veya kemoterapi ve radyoterapi ile kombinasyon seklinde
uygulanmaktadir. Cerrahi yontemlerin temeli, timdrli bolgenin kesilip ¢ikarilmasidir.

Kanserin tekrarlama riski ve cerrahi sonras1 mikroskopik diizeyde malign hiicre kalintilart



ciddi problemlerdir (Stein, Atanackovic, & Bokemeyer, 2011). Radyoterapide ise
kanserli hiicreler, spesifik frekansta ve siddette iyonlastirict radyasyon kullanilarak
yakilir. Ancak, saglikli hiicrelerin zarar gérmesi ve radyasyon dagiliminin tiim kanser
hiicrelerine esit olmamasi1 radyoterapinin kolon kanseri tedavisinde kullanimin
smirlamaktadir (Mayoclinic, 2018). Kemoterapi, kolon kanserinin tedavisinde yaygin
olarak kullanilir. Kemoterapi, tek basina ve/veya cerrahi ve radyoterapi ile birlikte
uygulanmaktadir. Tedavide kullanilan ajanlar, antineoplastik ilaglardir ve ¢ogu
antiproliferatif 6zellige sahiptir. Tek ajan ile tedavide, klinik yarar sinirlidir. Monoterapi
ile ilgili yaygin sorunlar arasinda hiicresel ve timor seviyesinde ilag direnci, ilacin
penetrasyonunu ve etkinligini engelleyen sert tiimor mikrogevresi, timor heterojenitesi
ve doz smirlayict toksisite bulunmaktadir. Muhtemel gelisebilecek ilag direncini
engellemek hedefide dahil olmak iizere, diisiikk yan etki ile yiiksek terapotik etki elde
etmek icin, ajanlar kombinasyon halinde uygulanir (Lazikani, Banerji, & Workman,
2012). Kombinasyon tedavisi, sinerjistik etkilesim ile yiiksek terapotik etki elde
edilmesine ve yan etkilerin azalmasina olanak saglayabilir. Kolon kanserinde
kombinasyon tedavi modaliteleri yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak sonuglar hala
yetersizdir ve kemoterapotik etkinlik yeteri kadar yiiksek degildir. Farkli ilaglarin ve/veya
molekiillerin  etki mekanizmalarina dayanarak, yeni terapdtik modalitelerin
gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

llaglarin diisiik ¢oziiniirliigii, viicutta erken parcalanma ve kontrollii salimimin
saglanamamas1 terapdtik modalitelerin  gelistirilmesinde onemli problemlerdir. Bu
sorunlar, nano-olgekli tasiyici sistemler sayesinde biiyiik oranda asilmistir (Hare vd.,
2017). Buradaki amag, ilaglarin tasiyici sistem igerisine yiiklenmesi veya konjugasyonu
ile etkinligi ve ¢oziinlirligii artirmak, erken pargalanmayi onlemek, hastalikli bolgeye
hedeflendirmek ve kontrollii salimin saglanmasidir (Koren & Torchilin, 2011). Tas1yici
sistemlerden teranostik amaglar i¢in en Onemlisi ve uygun olani, lipozomlardir.
Lipozomlar, boyutlar1 25 nm-2.5 pm arasinda olan ve fosfolipit ¢ift tabaka iceren biyo-
uyumlu, immiinolojik olmayan ve geri doniistimlii nano-olcekli vezikiillerdir. Sitotoksik
ajanlarin lipozomal formiilasyonlari, iyilestirilmis farmakokinetik, diisiik sistemik
toksisite ve yiiksek tiimor/hiicre i¢i salim nedeniyle potansiyel olarak daha etkili

antikanser tedavi stratejilerinin temelini olusturur. Lipozomlar sayesinde, diisiik



¢Ozliniirliik, kisa yari-Omiir, zayif biyo-yararlanim ve saglikli dokularda istenmeyen
toksisite gibi gesitli sorunlar biiyiik 6l¢tide ¢oziilmiistiir (Lian & Ho, 2001).

Doktora tezinin temeli, Dr. Dibirdik ve talebelerinin gesitli kanserlerin tedavisine
yonelik yeni terapotik modalite gelistirme ¢alismalar1 sirasinda in vitro HT-29 insan
kolon kanseri modelinde etnofarmakolojik bir iiriin ile aldiklari1 sonuglara dayanmaktadir
(Fidan, 2017; Zenginer, 2017). Uriiniin kimyasal iceriginde bulunan gallik asit (GA),
tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit, nadolol’in antiproliferatif etkileri ve
kemoterapoétikler 5-florourasil (5-FU), okzaliplatin (L-OHP) ve setuksimab (C225) ile
etkilesimlerinin irdelenerek fonksiyonel kombinasyonlarin 6zgiin nanolipozomal
formiilasyonlarinin gelistirilmesi bu tezin temel hedefidir.

Calismamizda ilk asamada, GA, tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit,
nadolol’iin antiproliferatif etkileri ve kemoterapotikler 5-FU, L-OHP ve C225 ile
etkilesimleri in vitro incelendi. Takibinde, ila¢ kombinasyonlarinin kombinasyon indeksi
(CI) ve doz azalma indeksi (DRI) degerleri hesaplandi. ikinci asamada sinerjistik ilag
kombinasyonlarinin apoptoza etkisi arastirildi ve apoptoz yolaginda rol oynayan genler
B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2), Bcl-2 iliskili X proteini (Bax), Kaspaz-8’in mRNA ve
protein ifade diizeyleri sirasiyla gercek zamanli kantitatif polimer zincir reaksiyonu (RT-
gqPCR) ve Western blotlama yontemi ile belirlendi. Ugiincii asamada, sinerjistik ilag
kombinasyonlarinin nanolipozomal formiilasyonlar1 gelistirildi ve karakterize edildi.
Takibinde, serbest ilag kombinasyonlar1 ve nanolipozomal formiilasyonlarm HT-29 insan
kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkileri  3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir (MTT) hiicre proliferasyon analizi ile karsilagtirildi.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, diinyada ve Tiirkiye’de en yaygin ti¢lincii kanser tiirtidiir ve kanser
nedenli 6liim siralamasinda tgiincii sirada yer almaktadir. Kolon kanserinin biiyiik bir
kisminin, kolon veya rektum’un mukoza tabakasi i¢indeki kanserli olmayan epitel
hiicrelerinin anormal biiylimesinden basladig: bilinmektedir. Kolon kanserin prognozunu
degerlendirmek ve tedavi protokoliinii belirlemek i¢in, Amerikan Kanser Ortak Komitesi
TNM sistemine dayanan kolon kanseri evrelemesini belirlemistir (T=primer tiimor;
N=bolgesel lenf diigiimleri; M=uzak metastaz) (Cizelge 2.1) (Hari vd., 2013). Bes evre
vardir ve standart tedavi, farkli asamalar arasinda degisiklik gdsterebilir.

Evre 0’da (karsinoma in situ), kolon epitel hiicreleri anormal biiyiir, kolon
mukozasinda prekanserdz lezyonlar veya kanser olusur. Bu polipler, lokal eksizyon veya
rezeksiyon yoluyla cerrahi olarak ¢ikarilabilir. Lokalize evrelerde (evre | ve Il), primer
timor ¢oklu tabakalara yayilir ancak kolon duvari i¢inde sinirhidir. Kolon segmentinin
cerrahi rezeksiyonu standart tedavidir. Evre III’te kanser, kolon duvarina niifuz etmis ve
yakindaki lenf diiglimlerine veya dokularina yayilir. Tedavi secenekleri arasinda,
tiimoriin tekrarlamamasi i¢in cerrahi olarak ¢ikarilmasi ve takibinde kemoterapi bulunur.
Evre IV’te ise, kanser uzak lenf diigiimlerine yayildiginda veya karaciger, akciger,
yumurtalik veya tekrarlayan tiimorler gibi uzak organlarda metastaz olustugunda,
etkilenen organlarin cerrahi yontemler ile ¢ikarilmasi gerekir. Kemoterapi, ameliyat
oncesi veya sonrasi verilebilir. Radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi, hasta sag-kalimi

iyilestirmek veya semptomlar1 hafifletmek i¢in kullanilabilir.



Cizelge 2.1. TNM sistemine dayanan kolon kanserin evrelemesi.

Primer tiimor (T)
X
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Tis
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T2
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T4

Bolgesel lenf nodlar1 (N)
NX

NO

N1

N2

Uzak metastaz

MX

MO

M1

Primer timoriin olmamasi

Primer tamor igin higbir delil yoktur

Karsinoma insitu (intraepitelyal ve intramural)

Tiimor submukozay: invaze eder

Tumor muskularis propriay: invaze eder

Timor muskularis propriadan gegerek subserozaya veya periton ile kapli olmayan
perikolik veya perirektal dokuya invazedir

Tumor diger organlar: veya yapilar: invaze eder veya visseral peritonu perfore eder

Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemedi
Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yoktur
Perikolik veya perirektal lenf nodlarina 1-3 metastaz
Perikolik veya perirektal lenf nodlarina > 4 invazyon

Uzak metastaz varhg: degerlendirilememistir
Uzak metastaz yoktur
Uzak metastaz vardir

2.1.1. Kolon Kanserinde Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

Kolon timorii  gelisimi sirasinda, epitel kanser hiicrelerinde bazi gen

mutasyonlarinin ve epigenetik degisikliklerin meydana geldigi bulunmustur. Bu

degisiklikler, hiicre proliferasyonu ve sag-kalimda rol oynayan molekiiler yolaklarin

diizensizligine yol agar. Bu genetik degisiklikler, kolon kanserinin olusumu, gelismesi,

invazyon, metastaz ve anjiyogenez dahil olmak tizere her asamada rol oynar (Hanahan &

Weinberg, 2011). Kolon kanseri ile siklikla iligkili tiimor baskilayict genler ve

onkogenler, Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir (Cizelge 2.2).




Cizelge 2.2. Kolon kanseri ile siklikla iligkili tiimor baskilayict genler ve onkogenler
(Munteanu & Mastalier, 2014).

benzer, RAF-MEK-ERK1/2 yolag iizerinden
sinyal iletiminin agag1 akis medyatorii olan
BRAF serin-treonin kinazdaki mutasyonun
aktivasyonu.

Gen Sikhik (%) Kusur nedeni Degerlendirme

APC 85 B-katenin onkoproteininin indirgenmemesine FAP’de germ-line
bagli olarak Wnt sinyalinin aktivasyonu. mutasyonu ve sporadik
Inaktive edici mutasyon, mitoz sirasinda ig kolon kanserinin %
mikrotiibiillerinin diizenlenmesinde kayba 85'inde somatik
neden olur. inaktivasyon.

MLH1, MSH2, 15-25 Onkojenik mutasyonlarin birikmesine ve timor | Kalitsal non-polipozis

MSH6, PMS2 baskilayicilarda ifade kaybina yol agan DNA kolon kanserinde germ-
tek-niikleotid yanlis-eslesme onarim hatasi. line mutasyonu;
Mutasyonun inaktive edilmesi, niikleotid epigenetik sessizlestirme,
tekrarlar1 icindeki iplik kaymasinin onarim tiim6ér MLH1 protein
yetenegini bozar. ekspresyonunun kaybina

neden olur.

TP53 35-55 17p'de heterozigotluk kaybi ile eslestirilmis | Li-Fraumeni
missense mutasyonlarini inaktive eden ve hiicre | sendromunda germ-line
dongiisii diizenlemesinden sorumlu bir proteinin | mutasyonu. Inaktivasyon,
kodlanmasi. adenomlarin ko6tli huylu

doniigiimii ile ¢akisabilir.
Inaktive edici mutasyon, hiicre dongiisii | Kolon tiimérlerinde, p53
tutuklanmasinin  diizenlenmesinde kayba ve | mutasyon insidansi %
hiicre 6liimiine neden olur. 54’tiir.
Biiyiimenin engellenmesi ve apoptoza aracilik Mikrosatellit instabilitesi

TGFBR2 25-30 eden sinyal yollarindan sorumlu reseptor; yanlis | olan tiimorlerin
eslesme-onarim hatalar1 olan hastalarda 9%90'mdan ¢ogunda ve
TGFBR2 kodlama dizisi iginde poliA mikrosatellit stabil kolon
tekrarinda mutasyon ile veya kinaz bolgesinin kanserlerin % 15'inde
inaktive edici mutasyonu ile etkisiz hale mutasyon mevcuttur.
getirilir.

KRAS 35-45 Kardiyo-fasio-kutan6z
KRAS G-proteinini, PI3K-PDK1 PKB ve RAF- | sendromda germline
MEK-ERK1/2 sinyal yollarinin aktivasyonu ile | mutasyonu. KRAS
sonuglanan kodlanmasi, hiicre sag-kalimi ve mutasyonu, adenom-
apoptozun baskilanmasinin tesvik edilmesi. karsinom doniisiimiinde

erken agamada ortaya
cikar.

SMAD4 10-35 SMAD?2 ve SMAD3 ile birlikte TGF-B Ailesel juvenil
yolaginin bilesenleri; SMAD4 ve SMAD?2, polipozisdeki germ-line
kolon kanserinde siklikla heterozigotluk kaybi mutasyonlari, kolon
olan kromozom 18q tizerinde bulunur; kanseri riskini otuz ila
homozigot delesyon veya mutasyonla inaktive kirk yilda % 60'a kadar
edilmistir. cikarmaktadir.

PTEN 10-15 Mutasyonu etkisiz hale getiren fonksiyon Kolon kanseri riskinin %
kaybiyla PI3K yolagmin aktivasyonunun tegvik | 10 arttig1, yliiksek meme
edilmesi, hiicre sag-kalim sinyali ve apoptozun | kanseri riski tasiyan
baskilanmasiyla sonuglanir. Cowden sendromunda

germ-line mutasyonu.

BRAF 8-12 KRAS mutasyonunun biyolojik sonuglaria Hiperplastik polipoz ile

iligkili, KRAS gibi
serrated adenomlarda
artan insidans, kardiyo-
fasio-kutanoz sendromda
germ-line mutasyonu.

Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda

stresi yonetmek ve doku homeostazini korumak igin gerekli hiicresel bir siiregtir.




Apoptoz, timor olusumuna karsi korunma mekanizmasidir (Hanahan & Weinberg, 2011)
ve regiile edilen bir dizi biyokimyasal olay tarafindan diizenlenir. Stres sinyallerinin
islenmesi ve memelilerde hiicre o6liimiinden sorumlu, dissal ve igsel yolak olarak
tanimlanan iki apoptoz yolag: vardir. Dissal yolak, pro-apoptotik ligandlarin hiicre ylizey
Olim reseptorlerine baglanmasi ile iligkilidir. Dissal yolakta Kaspaz-8 énemli rol oynar.
Oliim reseptorleri, ligand baglanmasi igin hiicre dis1 alanmmi ve efektor aracili sinyal
iletimi i¢in hiicre i¢i 6liim bolgesini igerir. Pro-apoptotik ligandlar, biiyiik sitokin timor
nekroz faktor ailesine aittir. Bu ligandlar hiicre ylizeyinde bulunur veya hiicre dis1 bosluga
salgilanir (Ashkenazi, 2008). Pro-apoptotik ligandlar reseptorlerine baglandiginda,
prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile birlikte adaptor proteininin katilimi sonucunda 6lim
indiikleyici sinyal kompleksi olusur. Oliim indiikleyici sinyal kompleksi olusumu,
Kaspaz-8 ve kaspaz-10 islenmesi ve aktivasyonuna yol acar. Kaspaz-8 ve kaspaz-10
aktivasyonunun takibinde sitoplazmaya salim gerceklesir, efektor kaspazlar aktive olur
ve apoptoz indiiklenir (Sekil 2.1) (Ashkenazi, 2008).
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Sekil 2.1. Apoptoz yolagi.

Igsel apoptoz yolagi, DNA hasari, islevsiz onkogenler veya biiyiime faktorlerinin
yoklugu gibi hiicresel stresler tarafindan tetiklenir. i¢sel yolak, Bax ve Bcl-2 gibi Bcl-2
protein ailesi tiyeleri ve mitokondri tarafindan diizenlenir (Adams & Cory, 2007). Bax ve
Bcl-2, tiimor gelismesinde ve/veya mitokondriyal disfonksiyon tarafindan tetiklenen i¢sel
apoptoz yolagmin inhibisyonunda onemli rol oynayan Bcl-2 protein ailesinin temel
tiyeleridir. Mitokondriyal disfonksiyon tarafindan tetiklenen igsel apoptoz yolaginda Bcl-
2 proteinlerinin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Dolayisiyla, Bcl-2 protein ailesinin
pro-apoptotik ve anti-apoptotik tiyeleri arasindaki denge hiicresel siireglerde 6nemlidir.

Bax proteini, mitokondriyal dis zarin gecirgenlestirilmesini saglayarak hiicre dliimiinii




tetikler. Bcl-2 proteini ise, Bax aktivitesini inhibe ederek apoptozu énler (Hector & Prehn,
2009; Khodapasand, Jafarzadeh, Farrokhi, Kamalidehghan, & Houshmand, 2015; Mohan
vd., 2012; Yang, Sales, Fuller, Seifalian, & Winslet, 2009; Yip & Reed, 2008). Bcl-2
proteinleri, iki farkli sekilde hiicrenin hayatta kalmasina katkida bulunur. Bunlar;
apoptozun aktivasyonu i¢in gerekli adaptorlerin inhibisyonu ve apoptozun karakteristigi
olan niikleer ve hiicre par¢alanmasina yol agan kaspazlarm yarilmasidir. Ornegin, DNA
hasar1 sonucunda tiimor baskilayici gen p53 aktive olur. p53, Bax ve Bak proteinlerinin
aktivasyonu i¢in BH3 proteinlerinin ekspresyonunu indiikleyerek 6liim sinyalini iletilir.
Bu durum, mitokondriyal dis membran gegirgenligine ve sitokrom ¢, ikinci mitokondriyal
kokenli kaspaz aktivatorii/diisiik PI'li dogrudan apoptoz inhibitdr baglayici protein
(SMAC/Diablo), proapoptotik mitokondriyal serin proteaz Omi/HtrA2, apoptoz-
indiikleyici faktor ve endoniikleaz G dahil olmak tizere ¢esitli mitokondriyal apoptotik
proteinlerin salinmasina yol agar (Vousden & Prives, 2009). Sitokrom c apoptozom
olusumunu, SMAC/Diablo ve HtrA2/Omi araciligi ile kaspaz-9 aktivasyonunu tetikler.
SMAC/Diablo ve HtrA2/Omi, apoptoz inhibitorlerini antagonize eder. Apoptoz-
indiikleyici faktor ve endoniikleaz G, DNA’nin degredasyonunu indiikler (Joza vd., 2001;
Wang, Yang, Chai, Shi, & Xue, 2002). Oliim indiikleyici sinyal kompleksinin ekspresyon
seviyeleri diisiik olan hiicrelerde Kaspaz-8 bagimli Bid yarilmasi sonucunda, Bax/Bak ve
mitokondri yolu ile apoptotik sinyal iletimini artirmak i¢in tBid olusur (Sekil 2.1) (Adams
& Cory, 2007).

2.1.2. Kolon Kanserinin Tedavisi

Kolon kanserinin tedavisinde kullanilan stratejiler cerrahi, adjuvan radyoterapi
veya kemoterapiden olusur. Cerrahi, kolon kanserin her evresi igin standart tedavidir
(Meyerhardt & Mayer, 2005). Evre Il veya ileri evre kolon kanser vakalarinda cerrahi
tedaviyi genellikle adjuvan radyoterapi, kemoterapi, hedefli tedavi ve immiinoterapi
modaliteleri takip eder. Kolon kanserinin kemoterapétik tedavisinde 5-FU, L-OHP,
irinotekan ve kapesitabin siklikla kullanilir. 5-FU, temel biyosentez reaksiyonlarini
inhibe eder ve genetik bilginin bulundugu DNA ve RNA ile etkilesimi diizeyinde etkisini
gosterir. 5-FU, kolon, meme, sindirim sistemi ve gesitli kanserlerin tedavisinde 40 yildan
fazla bir siiredir yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir antimetabolit ve primidin analogu

ilac ailesi iiyesi olarak 5-FU'in sitotoksisite mekanizmasi, floro niikleotitlerin DNA ve



RNA ile hatali eslesmesine ve timidilat sentazin inhibisyonuna atfedilir (Longley, Harkin,
& Johnston, 2003).

L-OHP, okzalat grubu ihtiva eden iiglincii nesil 1,2-diaminosikloheksan
platinyum bazli antineoplastik yapidir. L-OHP’in etki mekanizmasi, kesin olarak
bilinmemektedir. Platin tiirevi bilesiklerin sitotoksik etkilerini DNA eklentileri
olusturarak gosterdikleri diigiiniilmektedir (Raymond, Chaney, Taamma, & Cvitkovic,
1998). DNA’da meydana gelen platin  eklentileri, DNA replikasyonunu ve
transkripsiyonunu engeller. L-OHP’in floropirimidinler ile kombinasyon tedavisinde
kullanim1 onaylidir. Bu ajanlarin en az iki-bilesenli kombinasyonlari tedavi i¢in kullanilir.
Trifluridin ve tipirasil kombinasyonu da klinik onaylidir.

Kemoterapi ilaglari, hedefli ajanlar ile kombinasyon halinde de kullanilmaktadir.
Saglikli proliferatif hiicrelere yan etkilerden dolayi, klinik ortamlarda bu kemoterapotik
ajanlar genellikle FOLFOX (5-FU, L-OHP, folik asit), FOLFIRI (5-FU, irinotekan veya
folik asit), FOLFOXIRI (5-FU, L-OHP, irinotekan ve folik asit), CapeOx veya CAPOX
(L-OHP ve kapesitabin) (Kelland, 2007) gibi klinik onayli kombinasyonlar halinde
verilir. Kolon kanserinde yararlanilan epidermal biiyiime faktorii reseptoriine (C225 ve
panitumumab) veya vaskiiler endotel biiylime faktoriine hedefli (bevacizumab,
ramucirumab ve ziv-aflibercept) monoklonal antikorlar gelistirilmistir. Kinaz inhibitorii
regorafenib de ileri evre kolon kanser tedavisinde kullanilmaktadir.

C225, kolon kanser tedavisi igin klinik onayli insan immiinoglobin G1 iceren
Kimerik anti-epidermal biiyiime faktorii reseptorii monoklonal antikordur. C225,
epidermal biiyiime faktorii reseptoriine secici olarak baglanir ve endojen ligand
baglanmasini inhibe eder (Mendelsohn & Baselga, 2003). C225, Bax/Bcl-2 oranini
degistirerek ve apoptotik kaspazlarin ekspresyonunu artirarak kanser hiicrelerinde
apoptozu indiikler. C225, otokrin biiyiime faktorlerinin ve anjiyogenik faktorlerin
salgilanmasini azaltir (Reynolds & Wagstaff, 2004).

2.2. Kanser Tedavisinde Etnofarmakolojik Kokenli Terapotik Modaliteler

Doga, bir¢ok etnofarmasotik ajanin ve ilag aktif bilesenlerinin kaynagidir.
Ornegin; Thymus vulgaris (Menhali vd., 2015), Glycyrrhiza glabra (Sharma vd., 2017),
Vitis vinifera (Asl & Hosseinzadeh, 2016), Alpinia officinarum (Ding, Yang, Feng, &
Xian, 2019) ve Urtica dioica (Kardan vd., 2020) bitki ekstraktlarinin antikanser etkileri

10


https://en.wikipedia.org/wiki/Thymus_vulgaris
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycyrrhiza_glabra
https://en.wikipedia.org/wiki/Vitis_vinifera
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpinia_officinarum
https://en.wikipedia.org/wiki/Urtica_dioica

rapor edilmistir. Etnofarmakoloji, halk ilaglarinin tanimi, gézlemi ve biyolojik aktivite
arastirmasini kapsayan disiplinler arast ve multidisipliner bir alandir (Cordell & Colvard,
2005). Etnofarmakolojik c¢alismalar temelinde dogal kaynaklardan terapotik molekiil
kesfi, mevcut tedavi sistemlerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynar. Cok sayida
molekiil, geleneksel tipta kullanimlarina dayali olarak dogal kaynaklardan izole edilmis
ve etkileri bildirilmistir (Efferth vd., 2017). Etoposid, paklitaksel ve irinotekan klinik
onayli etnofarmasétik kokenli ajanlarin 6nemli 6rnekleridir (Heinrich, 2010).
Etnofarmasotik kokenli iiriinlerin bir kismi, kanser kombinasyon tedavisinde
etkinlik gostermistir (Pezzani vd., 2019). Bu molekiiller, kemoterapdtik ajanlarin
etkilerinin artiritlmasi ve tedavi kaynakli yan etkilerin azaltilmasi hedefleri dogrultusunda
yeni terapotik modalite gelistirmek amaciyla yaygin olarak kullanilir. Dogal polifenollere
ornek olarak kurkumin, kersetin ve apigenin verilebilir. Dogal bitki kokenli polifenollerin
onemli bir gogunlugunun in vitro ve in vivo anti kolon kanser 6zellikleri rapor edilmistir
(Alam, Almoyad, & Hug, 2018). Bu molekiillerin kombinasyon tedavi modalitelerindeki
etkileri de bildirilmistir (Rejhova, Opattova, Cumova, Sliva, & Vodi¢ka, 2018).
Etnofarmasétik kokenli ajanlar kemoterapi ilaglari ile birlikte uygulandiginda sinerjistik

ilag etkilesimleri ile yiiksek terapotik etki saglayabilir.

2.3. Kanser Kombinasyon Tedavisi

Antikanser ilaclarin bir kismi intravendz uygulamalarda, 6zellikle kemik iligi ve
gastrointestinal sistem olmak iizere saglikli dokularda yan etkilere yol acan, spesifik
olmayan biyolojik dagilim gostermektedir. Dolayisi ile gastrointestinal sistem ve kemik
ilig1 gibi proliferatif indeksi yiiksek olan dokular tizerindeki yan etkiler hasta i¢in dnemli
risk olusturur. Konvansiyonel kemoterapdtik stratejilerin bu sinirlamalari, siklikla sub-
optimal dozaj, tedavi aksamasi veya kesilmesi ve hastanin tedaviye cevabinin azalmasiyla
sonuglanir (Pinto, Moreira, & Simoes, 2011).

Iki veya daha fazla ajan kombinasyon halinde uygulandiginda yiiksek terapétik
etki elde edilmekte ve yan etkiler azalmaktadir. Kombinasyon tedavisinde, ilaglar
arasinda sinerjistik veya additif etkilesim sonucunda yiiksek terapdtik etki elde edilmesi
hedeftir. Kombinasyon tedavisi normal hiicrelerde toksik etkileri onleyebilir, kanser
hiicrelerinde sitotoksik etkileri daha anlamli hale getirebilir, timor gelisimini/olusumunu,

invazyonu ve metastazi engelleyebilir ve ilag¢ direnci gelisimini en aza indirebilir (Kemp,
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Shim, Heo, & Kwon, 2016). Kombinasyon rejimlerinde kullanilan ilaglarin segilmesinde,
temel olarak kanserli ve saglikli hiicreler arasindaki farkliliga bagli kuramsalliklar yon

gosterici olarak degerlendirilir.

2.3.1. Preklinik Ila¢ Kombinasyon Calismalar

Preklinik ilag kombinasyon calismalari, her ilacin maksimum tolere edilebilen
dozlarinda birlikte uygulanarak en yiiksek etkinligin elde edilebilecegi varsayimina
dayanan kombinasyon kemoterapi protokollerinin daha rasyonel tasarimina imkan saglar
(Pinto vd., 2011). Preklinik ilag kombinasyon calismalarinin tasarimi yapilirken, ilag
konsantrasyonu, uygulama siiresi, yontemi ve ila¢ etkilesimlerini analiz etmek igin
kullanilan istatiksel metot gibi g¢esitli faktorler dikkate alinir. Kombinasyon
kemoterapisinde ila¢ oranina bagh etkilerin degerlendirilmesi, yaygin olarak hiicre
kiiltiri sistemlerinde yapilir. Timor kaynakli hiicre dizileri ile yapilan in vitro deneyler,
kanserin molekiiler mekanizmalarini aragtirmak i¢in en dnemli kaynaktir. Hiicre kiiltiirii
sistemleri, avantajlidir. /n vitro hiicre kiiltiir modellerinin avantajlarina érnek olarak;
cesitli insan tiimor hiicre dizilerinin kullanilabilmesi, kiiltiir kosullarinin esnekligi ve

protein/niikleik asit miktar tayininin kolaylig1 verilebilir (Pinto vd., 2011).

2.3.2. Ilac-ila¢ Etkilesimleri ve Kantitatif Analiz

[lag kombinasyonlar1, konsantrasyon, uygulama siiresi veya programina bagl
olarak sinerjistik, antagonistik veya additif olabilir. Sinerjizm, additif etki ve antagonizm,
ilaglarin bireysel etkilerin toplamina gore sirasiyla daha biiytik, esit ve daha kiiciik olmasi
seklinde tanimlanir (Pemovska, Bigenzahn, & Furga, 2018). Kombinasyon etkisi,
ilaclarin bireysel etkilerinin toplamindan daha biiylik oldugunda, ila¢ kombinasyonu
sinerjistik olarak adlandirilir. Bir ilag, diger bir ilacin etkinligini maskelemedigi veya
artirmadigi durumlarda ilag kombinasyonu additiftir. Bu durum etkilesimsizlik olarak da
bilinir ve temelde, ila¢ kombinasyonu sinerjiye yol agmadiginda beklenen veya olgiilen
etkiyi gosterir. Kombinasyon etkisi, ilaglarin bireysel etkilerinden daha diisiik oldugu
durumda ilag kombinasyonu antagonistik olarak tanimlanir.

Ilag kombinasyonlarinin analizi ve CI degerinin hesaplanmasi amaciyla, Chou-

Talalay’in Medyan-Etki denklemi, Bliss istatiksel bagimsizlik modeli ve en yiiksek tek
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ajan (HSA) yaklasimi yaygin olarak kullanilir (Foucquier & Guedj, 2015). Medyan-Etki
denklemi, Dr. Chou ve Dr. Talalay tarafindan kiitle-eylem yasas1 ilkesinden
yararlanilarak gesitli reaksiyon mekanizmalari ve farkli inhibisyon tiirleri igin Michaelis-
Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch ve Scatchard denklemlerinden matematiksel tiime-
varim ve tiimden-gelim yollart ile tiiretilmistir (Sekil 2.2) (Chou, 2010). Medyan etki
denklemi birlesik bir teoridir. Denklem, ilag kombinasyonlarinin analizi ve CI degerinin
hesaplanmas1 amaciyla literatiirde yaygin olarak kullanilan ve ¢ok sayida atif almis bir
yontemdir (Chou, Shapiro, Fu, Chou, & Merzenich, 2019). Medyan-Etki denklemi,
Esitlik 2.1°de verilmistir.

f, D\
== (— Esitlik 2.1
Dm

Esitlik 2.1, ilacin dozunu ve etkisini iliskilendirir (Chou, 2006). Esitlik 2.1°de D; ilacin
dozu, fa; ilag dozunun etkisi ve fy; ise ilag dozundan etkilenmeyen kisimdir (fu = 1-f3).
Dm, % 50 inhibisyona yol agan medyan-etki (ICso, EDsg veya LDso) dozu ve m, doz-etki
egrisini gosteren kinetik katsayidir. m=1, >1 ve <1 sirasiyla hiperbolik, sigmoidal ve diiz-

sigmoidal doz-etki egrisini ifade eder (Chou, 2011).
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Henderson- Hasselbach Esitligi
Michaelis-Menten Esitligi
log [H*]=log K, + log Al o
g W V/Vmaks = [ 1+ (Kw/S)] !
pH=pK, + Ingﬂ m
[HA] ;o D
— A
* f“ Dm
Medyan-Etki Esitligi
Jal(1=fo) = (DID,,)"
fo=+D/DY" |
log [( f/(1-f2)] = m[log(D) - logD,,]
log [( £) =11 = m log(D) — m logD,,
Jdfu=DID,,
v v
» Scatchard Esitligi
Hill Esitligi
log[v/(Vmaks-v)] = nlog(S) - lo (Ll,_n(M], _[L],
glv/(V ) g(S) - log (K) e

Sekil 2.2. Medyan-Etki denkleminin temeli (Chou, 2006).

Medyan-Etki denklemi, mekanizma-temelli (6rnegin; Michaelis-Menten) ve etki-
temelli denklemlerden koken alir ve ilag etkilerinin boyutsuz olarak lgiilmesine olanak
saglar. Denklem, etkilerin orani (Eq, (1-Eq) veya fa ve fua) ve dozlarin oranindan (gergek
doz d, medyan doz M) olusur. Doz ve etkinin tamimlanmig parametreler ile
degistirilebilecegi kanitlanmistir (Chou, 2006). Medyan-Etki denklemi, mekanistik analiz
yoluyla tiiretilmis olmasina ragmen mekanizmaya-6zgii sabitler yerine sadece doz ve
etkiyi boyutsuz oranlarda iliskilendirir. Medyan-Etki denkleminde m egim degeri, Dm ise
x eksenini kesen noktanin anti-logaritmasidir. m ve Dm degerleri biliniyorsa, herhangi bir
etki (fa) seviyesi i¢in doz (D) veya herhangi bir doza karsilik gelen etki belirlenebilir. Bir
bagka ifade ile, m ve D degerleri biliniyorsa doz-etki egrisi belirlenebilir. Medyan-Etki
denklemi, esitligin her iki tarafinin logaritmasi alinarak dogrusallastirilabilir. log (fa/fua)
ile logd arasindaki diiz ¢izgi, Hill grafigini verir.

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi, Medyan-Etki denkleminin yeniden diizenlenmesi
ve/veya logaritmasimin alinmasi biyomedikal bilimlerdeki dort temel yaygin denklem
Michaelis-Menten (birinci dereceden enzim kinetigi, m=1), Hill esitligi (oksijen-

hemoglobin etkilesimi (m=n)) gibi yliksek miktarda biyolojik reseptorlerde birincil ligand
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etkilesimi), Scatchard denklemi (ligand reseptor baglanmasi ve ayrismasi) ve Henderson-
Hasselbalch (pH-iyonizasyonu) denkleminin ortaya ¢ikmasina neden olur. Medyan-Etki
dozu (Dm), Michaelis-Menten denklemindeki Km degerine (yari-doygunluk), Hill
denklemindeki K degerine (yari-etkilesim), Henderson-Hasselbach esitligindeki pKa
degerine (yari-iyonizasyon) ve Scatchard denklemindeki Kq degerine (yari-baglanma ve
-ayrigsma) karsilik gelir (Chou, 2006).

Medyan-Etki denklemi, ¢oklu ila¢ kombinasyonlarinin analizinde kullanilabilir. n
sayida bilesenden olusan ila¢ kombinasyonlarinin analizi, Medyan-Etki prensibi ile
yapilabilir (Chou, 2011). Tek ilag i¢in gelistirilmis olan medyan-etki denklemi, ¢oklu
ilaglara genisletilebilir. Bu amagla, ikili-ilag kombinasyonlarinin analizi, Sinerjizm veya

antagonizmanin nicel tayini i¢in CI terimi ve Esitlik 2.2 tanimlanmuistur.

((];3))2 _ ) S )] S Esitlik 2.2
X/J2

O™ O]

_ (D)
Cl (Dx)1

+

(Dx)1 ve (Dx)2, % x inhibisyon i¢in gereken D1 ve D, dozlaridir. (Dx)1 ve (Dx)2
degerleri, doz-etki denkleminden hesaplanabilir. Paydadaki dozlarin toplami, (D)1 + (D)2,
sistemi % x oraninda inhibe eder. Esitlik 2.2’de CI degerinin <1, =1 ve >1, olmasi
sirasiyla sinerjizm, additif etki ve antagonistik etkilesimi ifade eder (Chou, 2006).

Medyan-Etki prensibi sayesinde CI teoremi, izobologram, DRI denklemi ve
poligonogram yaklagimi gelistirilmistir (Sekil 2.3). Fa-CI grafigindeki, x-ekseni etki
seviyelerini (fa) y-ekseni ise CI degerlerini gosterir (Sekil 2.3A). Fa-log (Cl) grafigi, Fa-
Cl grafigindeki biiyiik 6lgekli noktalart kiigiilterek additif etki ekseni (CI=1) ile simetrik
hale getirir. Medyan-Etki denklemi, ilag-ilag etkilesimlerinin kantitatif olarak tespit
edilmesini saglayan CI-izobologram denkleminin temelidir. Izobologram egrisi, ilaglarin
dozlarini temel alir (Sekil 2.3B). CI grafigi ise etki-temelli bir grafiktir. Her iki yaklagimin
prensibi, CI teoremine dayanir. [zobologram iki boyutludur ve ikili ilag kombinasyonlar1
i¢in uygundur (Chou, 2006). Izobologram grafigi, ilaclarin kombinasyon etkisi olarak
cizilir. Her ilacin bireysel etkileri, eksenlerden belirlenebilir. Izobologram, 1Cso (IC7s
veya I1Cqo) Ve bu etkiyi elde etmek i¢in ilacin hangi konsantrasyonunun gerekli oldugunu
gosterir (Sekil 2.3C). Fa-DRI grafigi, kombinasyondaki her bir ilag i¢in belirtilen etki
seviyelerinde DRI degerini gosterir (Sekil 2.3D). Fa-DRI grafigindeki DRI degerleri, ilag
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kombinasyonlarindaki her bir bilesen

gerceklesmedigini ifade eder.
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Sekil 2.3. Medyan-Etki prensibi ile ila¢g kombinasyonlarinin analizi (Chou, 2006).

Dr. Chou tarafindan, sinerjizm veya antagonizmanin dereceleri tanimlanmistir

(Cizelge 2.3). Sinerjizm i¢in CI degerti, 0 ile 1 araligindadir. Antagonizm i¢in bu deger, 1

ile sonsuz araligindadir (Chou, 2006). Log(CI), CI grafiginin simetrik olarak

gosterilmesine imkan saglar (additif etki i¢in Fa-log (CI) grafiginde, log (CI)=0; sinerjizm

icin CI = 0.1 ve 0.01, log (CI) = -1 ve -2'y1 verir, antagonizma i¢in CI = 10 ve 100 siras1

ile log (CD)=1 ve 2’yi verir) (Cizelge 2.3). Sinerjistik ve/veya antagonistik etkilesimin

derecesi, ilag kombinasyonunun farkli doz ve/veya etki seviyelerinde farkli olabilir.
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Cizelge 2.3. Kombinasyon indeksi aralig1 ve tanimi (Chou, 2011).
Cl: Kombinasyon indeksi

CI arahg Log10 (CI) arahig: Siiflandirma
<0.1 <-1 Cok giiclii sinerjizm
0.1- 0.3 (-1)-(-0.52) Gliglii sinerjizm
0.3-0.7 (- 0.52) — (- 0.15) Sinerjizm

0.7-0.85 (- 0.15) — (- 0.07) Orta sinerjizm
0.85-0.9 (-0.07) - (- 0.05) Az sinerjizm

09-11 (- 0.05) — (0.04) Additif etki

1.1-12 0.04-0.08 Az antagonizm
1.2-1.45 0.08 -0.16 Orta antagonizm
1.45-3.3 0.16 - 0.52 Antagonizm

3.3-10 052-1 Giclii antagonizm
>10 >1 Cok giiclii antagonizm

Dr. Chou, medyan etki prensibi ilag kombinasyon g¢alismalarinin tasarimi igin
molekiillerin ve/veya kemoterapétiklerin ICsp doz Katlarmin temel alinmasint Onerir

(Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Chou-Talalay temelli ilag kombinasyonu g¢aligma tasarimi (Chou, 2006).
ICs0: %50 inhibisyona neden olan doz, Fa: Ilag inhibisyon etkisi.

ilac A
0 0.25 x 0.5x 1x 2 X 4x
(ICs0)A | (ICs0)A | (ICs0)A | (ICs0)A | (ICs0)A

0 Kontrol | (Fa)a (Fa)a (Fa)a (Fa)a (Fa)a

0.25 x (|C50)B (Fa)B (Fa)A,B

la¢ B | 0.5x (ICs0)B (Fa)e (Fa)ag
1x (ICs0)B (Fa)s (F)as
2 x (ICs0)B (Fa)s (Fas
4 x (ICs0)B (Fa)s (Fa)as

Medyan-Etki prensibi temelinde, DRI terimi tanimlanmistir (Chou, 2006).
Medyan-Etki denkleminin yeniden diizenlenmesi, kombinasyonlardaki her ilacin DRI
degerinin hesaplanmasina olanak saglar. Istenilen veya olumlu doz azalmasi DRI (>1),

terapotik uygulamalarda toksisitenin azalmasina neden olur. DRI, kombinasyonda yer
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alan her bir ilacin dozunun, belirli bir etki seviyesinde ka¢ kat azaltilabileceginin bir
ol¢iistidiir. DRI, diisiik dozda konakeiya karsi toksisitenin azaldigi ve terapotik etkinligin
korundugu durumlarda klinik olarak 6nemlidir. DRI>1 istenen durum olmasina ragmen,
additif etki ve/veya antagonistik etkilesimlerde de DRI degeri 1’den biiyiik olabilir. DRI
degerinin =1, >1 ve <1 olmasi sirasiyla herhangi bir doz azalmasinin ger¢eklesmedigini,
istenilen (olumlu) doz azalmasi ve istenmeyen (olumsuz veya negatif) doz azalmasinin
gerceklestigini gosterir (Chou vd., 2019). Daha biiyiik DRI degeri, verilen terapotik etki
icin daha fazla doz azalimmi ifade eder. n sayida bilesenden olusan ilag
kombinasyonlarindaki her bir bilesen igin DRI degerleri Chou-Talalay metodu ile
hesaplanabilir. Dr. Chou ve ekibi, ilag etkilesim parametrelerinin belirlenmesini saglayan
yazilim (CompuSyn) gelistirmistir. Bu yazilim, doz-etki egrisi, medyan-etki grafigi, CI
grafigi, izobologram, DRI grafigi ve poligonogrami gosterir.

HSA, ila¢ kombinasyonunun etkisinin (Eag) bilesenlerin bireysel etkilerinden (Ea
ve Eg) daha fazla oldugu varsayimina dayanmaktadir. HSA modelinde pozitif etkinin
O6nemi, kombinasyon etkisini en yiiksek tekli ajan’in etkisi ile karsilastiran istatistiksel
analizin p degeri ile ifade edilir. HSA yaklasimi, anlamlarin farkindan ziyade,
farkliliklarin 6nemini ifade eder. Kombinasyonda yer alan ajanlarin bireysel etkilerine
kiyasla, ilag kombinasyonunun istiinliigiine dair kanmit saglar. HSA modeli,
kombinasyonda yer alan ilaclarin bireysel etkilerine kiyasla pozitif bir ilag
kombinasyonunun etkisini gosterir. Bu yontem ilag kombinasyon etkisini en yiiksek tekli
ajanin etkisi ile karsilastirir, ancak bireysel ilaglardan beklenen additif etkiye kiyasla
istlin bir kombinasyon etkisini basarili bir sekilde gosteremez (Foucquier & Gued,
2015). HSA yaklagimi, en az bir ilacin tek ajan olarak etkisiz oldugu durumlarda sinirl
kanitlar saglar. HSA modelinde siklikla yanlig-pozitif sonug¢ gozlendigi igin, bu yontem
onerilmemektedir (Vlot, Aniceto, Menden, Merzenich, & Bender, 2019).

Bliss istatiksel bagimsizlik modeli, ilag etkilerinin olasiliksal siire¢lerin sonuglar
oldugu ve ilaglarin birbirlerini etkilemedigi, ancak her birinin ortak bir sonuca katkida
bulundugu varsayimina dayanir. Olasilik olarak ifade edilen kombinasyon etkisi,
olasiliksal bagimsizlik ic¢in ortak formiil tarafindan verilen beklenen additif etki ile
karsilastirilir (Foucquier & Guedj, 2015). Ilag kombinasyonlar1 analizi Esitlik 2.3 ve
Esitlik 2.4 temelinde yapilir. Esitlik 2.3 ve Esitlik 2.4’de Ea; A ilacinin etkisini, Eg; B

ilacinin etkisini ve Eag ise AB kombinasyonunun etkisini ifade eder. Model, ilaglarin
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kombinasyon etkilerini degerlendirmek i¢in literatiirde yaygin olarak kullanilir. Ancak,
Bliss istatistiksel bagimsizlik modelinin bazi sinirlamalari mevcuttur. Bliss modeline
gore, ilag kombinasyonlarmin analizi i¢in kullanilan yoOntemler ilaglarin etki
mekanizmalarindan bagimsiz olmalidir. Model, ilaglarin {istel doz-etki egrilerine sahip
oldugunu varsayar ve 0 ve 1 arasinda degisen olasiliklar olarak ifade edilen etkiler i¢in

gegcerlidir (Foucquier & Guedj, 2015).

Bliss tahmini C degeri = E, + Eg — (Ep X Eg) Esitlik 2.3

EOB Skoru = Ejp — tahmini C degeri Esitlik 2.4

2.4. Tla¢ Salim

flag salimi, bir ilacin viicuttaki biyo-yararliligini artirmak igin énemlidir. lag
salimi, siirekli salinim tasarimi, biyokimyasal ajanlarin makrofajlardan korunmasi ve
ilaglarin spesifik bolgeye hedeflenmesi gibi farkli konulari kapsar (Uhrich, Cannizzaro,
Langer, & Shakesheff, 1999). ila¢ salim sistemlerinin amagclarindan biri, terapotik etkiyi
iist diizeye ¢ikarmak ve ayni1 zamanda yan etkileri en aza indirmektir. Bu sistemler, ilacin
farmakokinetigini degistirir ve viicuttaki biyolojik dagilimim gelistirir. Ideal ilag salim
sistemi, biyo-uyumluluk, hazirlama kolayligi, diisiikk maliyet ve yiiksek yiikleme verimi
gibi cesitli ozelliklere sahiptir. Kontrollii salim sistemleri, uzun siire etkili ilag
konsantrasyonunu elde etmek i¢in tasarlanmistir. Etkili bir ilag salim1 amaglayan nano-

oOlgekli ¢esitli salim sistemleri ve formiilasyonlar gelistirilmistir (Sekil 2.4).

2.4.1. Nano-Olgekli Ila¢ Tasiyic1 ve Salim Sistemleri

Nano-olgekli tasiyict sistemler, terapotik ajanlarin formiilasyonuna odaklanir.
Kargo gorevi goren nano-olgekli tasiyici sistemler sayesinde ilag dagitimi kolaylasmakta
ve etkinligi artmaktadir (Lammers, Hennink, & Storm, 2008; Zhu, Li, Liu, Chen, & Xi,
2012). Bu sistemler, ilaglarin ¢dziiniirliigiinii artirir ve yari-dmriinii uzatir. Ilag tasiyici
sistemlerin bir kisminin Klinik kullanimi1 onaylidir. Nano-6lgekli ilag tasiyici ve salim
sistemleri, sinerjistik ilag kombinasyonlarinin ayni1 anda tek platformda taginmasina ve

kontrollii salimina olanak saglar (Kemp vd., 2016). Lipit-temelli nano-tasiyicilar, ilag
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konjugatlari, viral nanopartikiiller, inorganik nanopartikiiller ve polimer-temelli nano-
tastyicilar terapotik veya tan1 amagli formiilasyon gelistirmek igin kullanilan sistemlerden

bazilaridir (Sekil 2.4) (Wicki, Witzigmann, Balasubramanian, & Huwyler, 2015).

Lipit Temelli
Nanotasiyicilar

Polimer Temelli
Nanotasiyicilar

Lipozom Polimerik
misel

Polimerik

Kat lipit 2 ik
nanopartikiil T nanopartikiil
Stealth Albumin bagh
lipozom nanopartikiil
teknolojisi (Nab)

Lin

Antibadi-ila¢ Silika
konjugat nanopartikiil
flag 154 Inorganik
- Wit Metal  Nanopartikiiller
Konjugatlar: Pm}zng:?c ow T
S =
i N
&I
Polimer-protein . .
konjugat Hafniyum oksit

nanopartikiil

Viral Nanopartikiiller

Sekil 2.4. Nano-6l¢ekli ilag tasiyict ve salim sistemleri (Wicki vd., 2015).

2.4.2. Lipozomlar

Lipozomlar, merkezde sulu bolgesi olan ve katmanl fosfolipitlerin bilesimi ile
meydana gelen kolloidal yapilarin kendinden diizenlenmesi sonucu olusan kiiresel

vezikiiller veya keseciklerdir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Lipozomun sematik gosterimi (Swaminathan & Ehrhardt, 2011).

Lipozomlar, yap1 ve 6zellik bakimindan hiicre membranina benzer ve fosfolipit
yapisindan dolay1 hiicre membrani ile etkilesim igerisindedirler (Torchilin, 2005).
Lipozomlar, hidrofobik ve hidrofilik ilaglar1 enkapsiile edebilme, enkapsiillenmis ilaci
degredasyondan korumak, ilaglarin biyo-dagilimini artirmak ve sistemik toksisiteyi
azaltmak, biyo-pargalanabilirlik ve -uyumluluk 6zelliklerinden dolay1 kanser tedavisi i¢in
ideal ve gilivenli nano-6lgekli ilag tasiyicilardir (Meng vd., 2011; Pattni, Chupin, &
Torchilin, 2015). Lipozomal formiilasyonlar bir ilacin terapotik etkisini artirabilir.
Geneleksel lipozomal formiilasyonlar, ilaglarin hedefli bolgede kontrollii saliminin
saglanmasi ve yliksek terapotik etki elde etmek icin ¢esitli ligandlar ile modifiye
edilebilirler (Torchilin, 2005).

Lipozomlar, lipit ¢ifte tabaka icinde sulu ¢ekirdek olusturmak iizere kendi etrafini
cevreleyen fosfolipitlerden olusur. Lipozomlarin yapisinda hidrofobik ve hidrofilik
olmak iizere iki kistim bulunur. Fosfolipit yapisindaki fosfat ve kolin gruplar hidrofilik
kistmi olustururken, hidrofobik bolge ise hidrokarbon zincirlerinden meydana gelir
(Barani & Montazer, 2008). Lipozomlar 25 nm - 2.5 pm boyut araligindadir (Vahed,
Salehi, Davaran, & Sharifi, 2017). Lipozomlar boyut, ¢ift-tabaka sayis1 ve bilesimlerine
gore siniflandirilir (Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.5. Lipozomlarin tabaka sayisi, boyut ve bilesime gore siniflandiriimas: (Pattni

vd., 2015). nm: nanometre.

Tabaka ve boyuta gore simflandirma

Bilesime gore simiflandirma

Kiigiik tek tabakali vezikiiller; 20-100 nm

Geleneksel lipozomlar

Biiyiik tek tabakali vezikiiller; >100 nm

Uzun dolagim siireli lipozomlar

Cok biiytik tek tabakali vezikiiller; >1000 nm

Katyonik lipozomlar

Oligolamelar vezikiiller; 100-1000 nm

Uyaran duyarli (pH, sicaklik, manyetik alan) lipozomlar

Immiinolipozomlar

Cok tabakal1 vezikiiller; >500 nm

Lipozomlar, tabaka yapist ve biiyiikliiklerine gore tek tabakali vezikiiller ve ¢ok
tabakali vezikiiller olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Tek tabakali vezikiiller ise, kiigiik tek
tabakal1 vezikiiller, biiyiik tek tabakali vezikiiller, oligolamellar vezikiiller ve ¢ok biiytlik

vezikiiller olmak tizere stnmiflandirilir (Sekil 2.6).

©
Kiiciik tek tabakali Biiyiik tek tabakali
vezikiil (SUV) vezikiil (LUV)
<100 nm 100-1000 nm Cok buyuk vezikiil
(GUV)
>] um

Cok tabakali vezikiil
(MLV)

Cok vezikiillii

Sekil 2.6. Lipozomlarin boyut ve tabaka yapisina gére siniflandirilmas: (Vahed vd.,
2017).

Tek tabakali lipozomlarda hidrofilik bolgeyi cevreleyen fosfolipit tek tabaka
bulunur. Cok tabakali lipozomlar ise, sogan-tipi yapiya sahiptir (Sekil 2.6) (Vahed vd.,
2017). Cok tabakali vezikiiller, tabakalar arasindaki itici hidratasyon kuvvetleri ile van
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der Waals ve elektrostatik ¢cekim kuvvetleri arasindaki dengenin bir sonucu olarak ortaya
cikmistir. Kiiciik tek tabakali vezikiiller, caplar1 yaklasik 200-500 A olan vezikiillerdir.
Bu vezikiiller, biiyiikliikleri ve ¢esitli 6zellikleri bakimindan farkliliklar gosterir. Biiytlik
ve ¢ok tabakali lipozomlar, lipozom igerisinde lipozom olarak tanimlanir.

Dipalmitoil fosfatidilkolin (DPPC) ve benzeri yari-sentetik, sentetik ve dogal
fosfolipitler lipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilir
(Sugikawa, Kadota, Yasuhara, & lkeda, 2016). Lipozomlarda, lipit ¢ift-tabakay1 stabilize
etmek icin genellikle kolesterol kullanilir. Lipozom sentezi sirasinda kolesteroliin
kullanilmasiin temel sebepleri vezikiillerin kararliligimi artirmak, lipit ¢ift tabakanin
akigkanligini diizenlemek, fosfolipitlerin agil zincirlerinin kristallenmesini 6nlemek ve
lipit membranin gegirgenligini azaltmaktir (Daraee, Etemadi, Kouhi, Alimirzalu, &
Akbarzadeh, 2016). Kolesterol, kolesterol/fosfolipit oran1 1:1 veya 2:1 olacak sekilde
lipozomal formiilasyon yapisina katilabilir. Lipozom iiretiminin ilk agsamasinda, fosfolipit
molekiilleri kendiliginden bir araya gelerek cift-tabakay: olusturur. Hidrofobik bilesikler
membran igerisine hapsolur. Takibinde, gift-tabakali yapinin ug¢ kisimlari kendi etrafini
sararak ve kenetlenerek lipozomlart olusturur. Lipozom kesecikleri, sulu fazin bir
kisminin ¢evresini sarar ve sulu fazdaki hidrofilik bilesikler buraya hapsolur (Sekil 2.7)
(Thompson, Couchoud, & Singh, 2009).
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Sekil 2.7. Tek tabakali lipozomun olusumu.

Lipozomal formiilasyon hazirlamak ic¢in, Bangham metodu, donma-¢ozme,
stipersonik irridasyon metodu, ters-faz evoporasyon yontemi ve deterjan diyaliz metodu
yaygin olarak kullanilir (Pattni vd., 2015). Ters-faz evoporasyon metodunda, g¢ift
katmanli kesecik olusturma potansiyeline sahip polar lipitler kaynama noktas: diisiik
organik bir ¢oziiciide (dietil eter, isopropil eter, kloroform ya da metanol gibi) ¢oziiliirler.
Coziicii buharlagtirildiktan sonra lipit ince-film elde edilir. Takibinde, ilag igceren su fazi
organik faza eklenir ve karisim su banyosunda karistirilarak sonikasyon islemine tabi
tutulur. Olusan emiilsiyonda hidrofilik bas gruplar su ile temas igerisindedir. Yag asidi
zincirleri ise organik c¢oziicii ile temas halindedir. Coziicii diisiik basing altinda
buharlastirildiginda, suda dagilmis ve viskoz jel halinde lipit kesecikleri kalir. Olugan ¢ok
katmanli yapilarin sonikasyonu, ekstriizyonu veya homojenizasyonu ile tek katmanl
lipozomlar iiretilir. Organik ¢6ziiciiyli tamamen uzaklastirmak i¢in sistem nitrojen gazina
maruz birakilabilir. Lipit ince-film hidrasyon yontemine kiyasla, bu yontemde yiikleme

verimi daha yiiksektir. Coziicii diyaliz, santrifiij veya bir kolon yardimi ile uzaklastirilir.
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2.5. Calismada Kullanilan Test Molekiilleri

Dr. Dibirdik ve talebeleri tarafindan, cesitli kanserlerin tedavisine yonelik yeni
terapotik modalite gelistirme ¢alismalar1 sirasinda etnofarmakolojik  bir iiriin
kesfedilmistir (Fidan, 2017; Zenginer, 2017). Uriiniin kimyasal igeriginde GA,
tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit, nadolol bulundugu belirlenmistir. Dogal ve kiigiik
molekiil agirlikli trifenolik bilesik GA (Sekil 2.8A), antioksidan ve antiproliferatif
polifenolik asittir (Bai vd., 2021). GA, gesitli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip
fitokimyasal olarak dogada yaygin olarak bulunur. GA’in antikanser etkileri rapor
edilmistir (Badhani, Sharma, & Kakkar, 2015). Bu etkinin, molekiiliin antioksidan
ozelliginden ziyade antikanser ve apoptoz indiikleyici 6zelliklerinden sorumlu olan gallat
bilesiklerinin pro-oksidan etkisi oldugu diistiniilmektedir. GA’in paklitaksel (Aborehab
& Osama, 2019), paklitaksel ve karboplatin (Aborehab, Elnagar, & Waly, 2021),
asparajinaz (Sourani, Shirzad, Shirzad, & Pourgheysari, 2017), trimidoks (Madlener vd.,
2007) ve doksorubisin (Subramanian vd., 2015) gibi kemoterapotik ve antikanser
molekillerin etkilerini artirict 6zellikleri bildirilmistir.

Nadolol (Sekil 2.8B), se¢ici olmayan B-adrenerjik reseptor antagonisttir (Zaidi
vd., 2020). Nadolol, anjina pektoris ve hipertansiyon tedavisinde kullanilir (Misaka,
Miyazaki, Fukushima, Yamada, & Kimura, 2013). B-blokorlerin kalp, solunum ve diger
hastaliklarin  tedavisinde kullanimi yaygindir (Nagaraja, Sadaoui, Lutgendorf,
Ramondetta, & Sood, 2013). B-blokorlerin temel hedefi B-adrenoreseptorlerdir. B-
blokdrler, B-adrenerjik reseptor aracili sinyal iletimini bloke ederek etki gosterirler. -
adrenerjik sinyalizasyonun, kanserin olusumuna ve ilerlemesine katkida bulunan
biyolojik siire¢lerde yer aldigi bulunmustur (Ji, Chen, Xiao, Zheng, & Li, 2012). Cesitli
kanser modellerinde yapilan ¢aligmalar, 3-blokor alan hastalarin sag-kalimlarinin, niiks
ve metastaz oranlarmin diisiik oldugunu gostermistir. Bu bulgular, adrenerjik
aktivasyonun apoptozu modiile ettigini, anjiyogenez ve diger kanser belirtilerini
destekledigini ve bu etkilerin [B-blokorler tarafindan baskilanabilecegini gosteren
preklinik calismalar ile desteklenmektedir (Nagaraja vd., 2013). Calismalar, baz1 -
blokorlerin antikanser etkilerinin bulundugunu gostermistir (Ji vd., 2012). Nadolol’iin
yaygin kanser tlirlerinde antiproliferatif 6zelliginin olup olmadig1 bilinmemektedir.

Trifenilfosfit (Sekil 2.8C), fosfit-temelli organik bilesiktir. Trifenilfosfit, fosforik

asit ve fenol’iin esteridir ve organometalik kimyada ligand olarak kullanilir. Trifenilfosfit,
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norotoksik etkiye sahiptir ve esteraz inhibitoriidiir (Donia, 2003). SH-SYS5Y hiicrelerinde
1 mM trifenilfosfit’in zaman-bagimli olarak apoptozu tetikledigi ve kaspaz-3
aktivasyonunu zaman-bagimli olarak artirdigr bildirilmistir (Carlson, Jortner, & Ehrich,
2000). Trifenilfosfit’in SH-SY5Y hiicrelerinde konsantrasyon-bagimli mitokondriyal
hiperpolarizasyona neden oldugu rapor edilmistir (Carlson & Ehrich, 1999). Ancak,
trifenilfosfit’in kolon kanseri hiicrelerindeki etkileri rapor edilmemistir.

Siilfisomidin  (Sekil 2.8D), siilfonamit tiirevi antibakteriyeldir ve firiner
enfeksiyonlarda kullanilir. Stilfonamitler, bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilir. Silfonamitler, anti-karbonikanhidraz enzim aktivitesi ve hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda durdurulmasi gibi etkilere sahiptir. Cesitli siilfonamit tiirevlerinin
farkli timor modellerindeki sitotoksik etkileri rapor edilmistir (Mirian vd., 2011). Ancak,
stilfisomidin’in goriilme siklig1 yiiksek kanser tiirlerindeki etkileri hakkinda bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Tiyofanoks (Sekil 2.8E), karbamat tiirevi sentetik insektisittir. Tiyofanoks,
asetilkolin esteraz enzim aktivitesini inhibe eder (Chin, Tallant, Duane, & Sullivan,
1980). Karbamat tiirevlerinin sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Soloneski,
Kujawski, Scuto, & Larramendy, 2015). Ancak, tiyofanoks’un kanser hiicrelerindeki
etkileri bilinmemektedir.
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Sekil 2.8. Calismada kullanilan test molekiillerinin kimyasal yapilari.
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, geregler ve temin edilen marka sirasiyla

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Malzeme Adi Marka
McCoy’s SA WISENT

MTT Acros Organics
Dimetil stilfoksit Fisher
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi WISENT
Tamponlanmus fosfat tuzu (PBS) tableti Bioshop

Fetal Sig1r Serum

Thermo Fisher Scientific

Penisilin-streptomisin

Thermo Fisher Scientific

Tripan mavisi Sigma-Aldrich
GA Merck
Siilfisomidin TCI
Tiyofanoks Sigma-Aldrich
Nadolol Sigma-Aldrich
Trifenilfosfit Acros

5-FU Kog¢ak Farma
McCoy’s 5A WISENT
L-OHP (Eloxatin®) Sanofi-Aventis
C225 (Erbitux®) Merck
Dipalmitoil fosfatidilkolin (DPPC) CHEMIMPEX

Apoptozis Kit (Annexin V-PE)

BioVision (K203-25)

Kolesterol Acros

Kloroform ISOLAB

Etanol Sigma-Aldrich

RIPA Liziz tamponu Thermo Fisher Scientific
SUREPAGE 4-12% BT Jel 1.0 MM10W Genscript

Bolt Mops SDS Running Buffer 20 X

Thermo Fisher Scientific

Bolt Sample Reducing Agent (SRA) 10X

Thermo Fisher Scientific

Bolt Loading Dye Sample (LDS) Buffer 4X

Genscript

Magicmark XP Western Std.

Genscript

Pre-stained Protein Standard

Abmgood (G623)

Iblot Transfer Stacks PVDF Regular

Thermo Fisher

Rabbit Monoclonal Bax Primer antibody

Novus Biologicals

Rabbit Monoclonal Bcl-2 Prime antibody

Novus Biologicals

Rabbit Monoclonal Caspase-8 (Pro and Active)

Novus Biologicals

Rabbit Monoclonal B-Actin Primer antibody

Novus Biologicals

WesternBreeze™ Chemiluminescent Kit

Thermo Fisher Scientific

PureLink RNA Mini Kit

Applied Biosystems

SYBR Green PCR Master Mix

Applied Biosystems
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan gerecler.

%5 CO2’li Inkiibatér

Thermo Fisher Scientific

Inverted faz kontrast mikroskop OLYMPUS (CKX53)
Steril Calisgma Kabini Thermo Fisher Scientific
Hemositometre ISOLAB

Santrifiij cihazi DLab

Mikroplaka okuyucu Thermo Scientific™ Multiskan™ GO
Sitometre Invitrogen

Vorteks ISOLAB

Déoner buharlastirici Heidolph

Hassas tarti SHIMADZU

Manyetik karistirici ISOLAB

Su banyosu Daihan Scientific

Saf su cihazi

Millipak® (0.22 pm filter) Merck

Ultrasonik banyo

Wisd

-80 °C sogutucu Wisd
Buzdolab1 Arcelik
SEM Analiz Cihazi Jeol

Partikiil boyut analiz cihazi

Malvern Instruments

Zeta potansiyeli analiz cihazi

Malvern Instruments

Kemiliiminesans goriintilleme cihazi Bio-Rad

Cam balon ISOLAB

TALI Cellular Analysis Slides Invitrogen
Serolojik pipet ISOLAB (CAPP®)
Mikro pipet ucu ISOLAB

96 kuyucuklu mikro plaka NEST

Falkon tiip ildam Kimya
Hiicre flaski NEST

Pipetleme rezervuart ISOLAB

Cryo tiip NEST

Cok kanalli mikro pipet ISOLAB (CAPP®)
Mikro pipet ISOLAB (CAPP®)
Pipet tabancasi ISOLAB

Mini jel elektroforez tanki Invitrogen
Blotlama bihazi Invitrogen

Membran ¢alkalayici

Thermo Fisher Scientific

The QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR cihaz1

Applied Biosystems

384 kuyucuklu PCR array plate

Applied Biosystems

96 Well Thermal Cycler

Applied Biosystems

Inkiibator

Thermo Fisher Scientific
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3.1. Hiicre Kiiltiiria

HT-29 insan kolon kanseri (ATCC®HTB-38TM) hiicrelerinin kiiltiirii, Amerikan
Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’nun protokoliine gore yapildi. Deneylerde besiyeri olarak
McCoy’s 5A, % 10 fetal sigir serum ve % 1 penisilin-streptomisin igeren karisim

hazirlandi.

3.1.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Muhafaza edilen HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri, 37 °C’deki su banyosunda
¢ozlindiiriildii. Hiicreler falkon tiipe alinarak besiyeri ilave edildi ve santrifiij yapildi.
Hiicre pelleti, besiyeri ile siispanse edildi. Stispansiyon flaska aktarildi ve hiicreler 37
°C’de % 5 CO2’li ortamda gogalmaya birakildi. Besiyeri degistirmek i¢in kiiltiir ortam1
uzaklastirild1 ve hiicreler fosfat tuzu tamponu (PBS) ile yikandi. Flaska besiyeri eklendi
ve hiicreler, 37 °C’de % 5 CO2’li inkiibatérde ¢ogalmaya birakildi.

3.1.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Flaska Tripsin-EDTA ilave
edildi ve hiicreler 37 °C’de % 5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicreler falkon tiipe
alinarak besiyeri ilave edildi ve santrifiij yapildi. Takibinde, hiicre pelleti besiyeri ile
stispanse edilerek flaska aktarildi ve hiicreler, 37 °C’de % 5 CO2’li ortamda ¢ogalmaya
birakildi.

3.1.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Cogalan HT-29 insan kolon kanser hiicreleri tripisinize edildi ve hiicre sayimi
yapildi. Hiicre pelleti, % 5 dimetil siilfoksit iceren besiyeri ile siispanse edildi. HT-29

hiicreleri cryo tliplere aktarilarak muhafaza edildi.

3.1.4. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi, hemositometre ile yapildi. Bu amagla, kiiltiir ortami uzaklastirildi

ve hiicreler PBS ile yikandi. PBS aspire edildi, flaska Tripsin-EDTA ilave edildi ve
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hiicreler 37 °C’de % 5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Hiicreler falkon tiipe alinarak
besiyeri ilave edildi ve santrifiij yapildi. Hiicre pelleti, besiyeri ile siispase edildi. Hiicre
ve tripan mavisi ¢ozeltisinden alinarak hemositometre tizerine damlatildi ve ortalama

canli hiicre sayis1 belirlendi.

3.2. Hiicre Sayisinin Optimizasyonu

HT-29 insan kolon kanser hiicreleri 96 kuyucuklu mikroplakaya 5x10° - 10*
hiicre/ml olacak sekilde artan sayida ekildi ve 37 °C’de % 5 CO>’li ortamda inkiibasyona
birakildi. Mikroplakanin ylizeyindeki hiicre yogunlugu incelendi ve besiyeri degistirildi.
Mikroplaka, 37 °C’de % 5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Kuyucuklardaki HT-29 insan
kolon kanseri hiicreleri faz kontrast invert mikroskop ile goriintiilendi ve hiicre sayimi
yapildi. Her kuyucuk i¢in hiicre canlilig1 tespit edildi. Kuyucuklarin yiizeyini en az % 90
oraninda kaplayan ve proliferasyonun yiiksek oldugu hiicre sayisinin 2.5x10* hiicre/ml

oldugu belirlendi ve galismalarda bu ekim dozu kullanild:.

3.3. Test Molekiillerinin ve Kemoterapoétiklerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Test molekiillerinin ve kemoterapétiklerin ¢ozeltileri, MTT hiicre proliferasyon
analizlerinden once hazirlanarak steril membran filtreden gegirildi. Dimetil siilfoksit

derisimi % 0.1’in altinda tutuldu.

3.4. MTT Hiicre Proliferasyon Analizi

Test molekiillerinin ve kemoterapétiklerin antiproliferatif etkileri, MTT hiicre
proliferasyon analizi ile incelendi. Cogalan HT-29 insan kolon kanser hiicreleri tripsinize
edildi ve santrifiij sonras1 supernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti, besiyeri ile stispanse
edildi ve hiicre saymmi yapildi. 2.5x10% hiicre/ml oraninda hiicre, 96 kuyucuklu
mikroplakaya ekildi ve inkiibe edildi. Ila¢ uygulamasi yapildi ve mikroplaka 37 °C’de %
5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Kiiltiir ortami1 uzaklastirildi ve besiyeri ilave edildi.
Mikroplaka, 37 °C’de % 5 CO’li ortamda inkiibe edildi ve takibinde MTT hiicre
proliferasyon analizi yapildi. Bu amagla, besiyeri uzaklastirildi ve MTT uygulamasi
yapildi. Mikroplaka, 37 °C’de % 5 CO’li ortamda inkiibe edildi. MTT uzaklastirildi ve
dimetil stilfoksit ilave edildi. 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii.
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3.5. Test Molekiillerinin ve Kemoterapotiklerin Kombinasyon Etkilerinin

incelenmesi

Test molekiillerinin ve kemoterapétiklerin kombinasyon etkilerinin incelenmesi
amaciyla, ICso degerleri baz alindi. Nadolol, siilfisomidin, tiyofanoks ve trifenilfosfit i¢in,
1.563-100 uM doz araligi belirlendi. Ila¢ uygulamasmin ardindan, kiiltiir ortami
uzaklastirildi ve besiyeri eklendi. 37 °C’de % 5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda,

Boliim 3.4°te belirtildigi gibi MTT hiicre proliferasyon analizi yapildi.

3.6. Ila¢ Kombinasyonlarinin Cl Degerinin Hesaplanmasi

GA’in kemoterapdtikler ile kombinasyon etkilerinin incelenmesi amaciyla
medyan-etki denklemi kullanildi. Nadolol, siilfisomidin, tiyofanoks ve trifenilfosfit’in
kombinasyon etkilerinin incelenmesi amaciyla Bliss istatiksel bagimsizlik modeli
kullanildi. Bliss modeli ile CI degerlerinin hesaplanmasi i¢in Boliim 2 Genel Bilgiler
basligi altinda belirtilen Esitlik 2.3 ve Esitlik 2.4 kullanildi. Medyan-Etki denklemi ile Cl

degerlerinin hesaplanmas1 amaciyla CompuSyn yazilimi kullanildi.

3.7. Ila¢ Kombinasyonlarinin DRI Degerlerinin Hesaplanmasi

Ikili ilag kombinasyonlarindaki bilesenlerin her biri i¢in DRI degerleri, medyan-

etki prensibi temel alinarak CompuSyn yazilimi ile hesaplanda.

3.8. TALI Goriintii-Temelli Sitometre Analizi

[la¢ kombinasyonlarinin apoptotik etkileri, ticari kit ve goriintiilleme cihazi (TALI
goriintii-temelli sitometre) kullanilarak belirlendi. HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri
flasklara ekildi, 37 °C’de % 5 CO2’li inkiibatorde ¢ogalmaya birakild: ve takibinde ilag
uygulamasi yapildi. Kiiltiir ortami uzaklastirildi ve hiicreler tripsin ile inkiibe edildi.
Hiicreler falkon tiipe alinarak santrifiij edildi. Hiicreler, Annexin V baglanma tamponu
ile sispanse edildi, Annexin V-PE ve SYTOX Green Dye ile karigtirilarak inkiibe edildi.

Apoptotik, dlii ve canl hiicre oranm1 TALI goriintii-temelli sitometre ile belirlendi.
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3.9. Apoptoz Yolaginda Yer Alan Genlerin mRNA ifade Diizeylerinin RT-qPCR

Teknigi ile incelenmesi

HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri flasklara ekildi, hiicreler 37 °C*de % 5 CO?’li
inkiibatorde ¢ogalmaya birakild1 ve takibinde ilag uygulamasi yapildi. Kiiltiir ortami
uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. 600 pl liziz tamponu ilave edildi ve 15 dakika
inkiibe edildi. Homojenat, mikrosantrifiij tiipe aktarildi ve 12.000 g devirde + 4 °C’de
santrifiij edildi. Supernatant, mikrosantrifiij tiipe alind1 ve % 70’lik etil alkol eklenerek
vorteks yapildi. Karisim, spin kolona aktarildi ve santrifiij edildi. Toplama tiipiine gegen
kisim uzaklastirildi. Spin kolona yikama tamponu I konuldu ve santrifiijlendi. Toplama
tiipline gegen kisim uzaklastirildi. Spin kolona yikama tamponu II konuldu ve santrifiij
edildi. Bu asama iki kez tekrarlandi. Spin kolon, mikrosantrifiij tiipe yerlestirildi ve
niikleaz icermeyen su, kolona pipetlendi. Santrifiij sonrasi RNA karigimi elde edildi.
Orneklerin RNA konsantrasyonlar1 belirlendi ve takibinde, RNA konsantrasyonlar
esitlenerek Cizelge 3.3’de belirtildigi gibi her bir 6rnek igin karisim hazirlandr (Cizelge
3.3). Takibinde, cDNA sentezi gerceklestirildi.

Cizelge 3.3. cDNA sentez bilesenleri.

Bilesen Miktar
10X RT tamponu 2.0 ul
25X dNTP karigimi 0.8 ul
10X RT Random Primerler 2.0 pl
Revers Transkriptaz 1.0 ul
Niikleaz igermeyen su 4.2 ul
Toplam hacim 10 pl
Bir 6rneklik reaksiyon karigimi RNA + Su + Karisim | 20 pl

Elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak RT-qPCR deneyi yapildi. Bu amagla,
Cizelge 3.4’te belirtilen miktarlardaki bilesenler, her bir reaksiyon igin hazirlandi
(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. RT-qPCR i¢in kullanilan primerlerin ve bilesenlerin miktari.

Bilesen Miktar
SYBR® green master karisim | 6.0 pl
F primer 0.3 ul
R primer 0.3 ul
cDNA 2.0 ul
Niikleaz igcermeyen Su 3.4 ul

3.10. Apoptoz Yolaginda Yer Alan Genlerin Protein ifade Diizeylerinin Western

Blotlama ile Belirlenmesi

Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8’in protein ifade diizeylerindeki degisimler Western
blotlama teknigi ile belirlendi. B-Aktin, kontrol olarak kullanildi. HT-29 insan kolon
kanseri hiicreleri flasklara ekildi ve 37 °C*de % 5 CO2’li inkiibatorde ¢ogalmaya birakildi.
Takibinde ilag uygulamasi yapildi. Ardindan, Kiiltiir ortami1 uzaklastirildi ve hiicreler PBS
ile yikandi. Protein izolasyonu yapildi ve konsantrasyonlar belirlendi. Protein
konsantrasyonlari esitlenerek denatiirasyon gerceklestirildi. Denatiirasyon amaciyla, her
bir drnek icin karigim (protein ve su, LDS ve SRA) hazirlandi ve numuneler denatiire
edildi. Elektroforez tank tampon ile dolduruldu ve Bis-Tris jel sabitlendi. Protein
standartlar ve ornekler jel kuyularina pipetlendi. Sabit potansiyelde yiiriitme yapildi ve
jele yiiklenen proteinler, Iblot cihazi ile PVDF membrana aktarildi. Membran tizerine
bloklama ¢ozeltisi ilave edildi ve inkiibasyon sonunda, tampon ve saf su ile yikama
yapildi. Takibinde, membran primer antikor ile inkiibe edildi. Yikama yapildi ve
membran sekonder antikor ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda yikama yapildi ve

membran, kemilliminesans substrastlar yardimiyla goriintiilendi.

3.11. Nanolipozomal ila¢ Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

3.11.1. Tlac Yiiklii Olmayan Nanolipozomal Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Nanolipozomal formiilasyonlar, ters-faz evoporasyon yontemi ile hazirlandi. Bu
amagla, dipalmitoil fosfatidilkolin:kolesterol (DPPC:CH) (mol/mol, 60:40 veya 70:30)

kloroformda ¢6ziildii. Takibinde, kloroform déner buharlastiric ile uzaklastirilarak lipit
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ince-film elde edildi. Lipit ince-film eldesi tekrarlandi. Cam balona kloroform ve sulu faz
(pH=7.4; PBS) eklendi. Formiilasyon, su banyosunda karistirildi ve sonikasyona maruz
birakildi. Kloroform, doner buharlastirici ile vakum altinda uzaklastirildi ve sonikasyon

yapildi. Formiilasyon membran filtreden geg¢irildi ve DPPC:CH olarak adlandirildi.

3.11.2. ila¢ Yiiklii Nanolipozomal Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

flag yiiklii nanolipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasi amaciyla, Bolim
3.11.1°de belirtilen yontem izlendi. GA, 5-FU, L-OHP, GA ve 5-FU, GA ve L-OHP yiikli
lipozomal formiilasyon hazirlamak amaciyla sulu faz olarak sirasiyla GA (1 mg/ml), 5-
FU (1 mg/ml), L-OHP (1 mg/ml), GA ve 5-FU (1 mg/ml), GA ve L-OHP (1 mg/ml) igeren
PBS kullanildi. Takibinde, Kloroform, doner buharlastirici ile uzaklastirildi. 10000 RPM
devirde santrifiij yapildi ve yiikklenmeyen ilag uzaklastirildi.  Takibinde,
nanoformiilasyonlar, PBS ile siispanse edilerek membran filtreden gecirildi. Hazirlanan
GA, 5-FU, L-OHP, GA ve 5-FU, GA ve L-OHP yiikli nanolipozomal formiilasyonlar
sirastyla DPPC:CH@GA, DPPC:CH@5-FU, DPPC:CH@L-OHP, DPPC:CH@GA+5-
FU ve DPPC:CH@GA+L-OHP olarak adlandirild.

3.11.3. Yiikleme Veriminin Hesaplanmasi

Yiikleme verimini (enkapsiilasyon etkinligi) hesaplamak amaciyla, ilk asamada
GA, 5-FU ve L-OHP’in UV-spektrofotometre ile maksimum absorbansin elde edildigi
dalga boylar1 belirlendi ve takibinde GA, 5-FU ve L-OHP’e ait kalibrasyon grafikleri
olusturuldu. Nanolipozomal formiilasyonlar santrifiij edildi ve formiilasyonun iist fazinin
optik yogunlugu spektrofotometre ile Olgiildii. Ardindan, ilag yiikli nanolipozomal
formiilasyonlarin absorbans degerleri 6lgiildii. Absorbans degerleri ve kalibrasyon
grafiginden yararlanarak, yiiklenen ilag miktar1 belirlendi. Takibinde, her bir formiilasyon

icin enkapsiilasyon etkinligi hesaplandi. Bu amacla, Esitlik 3.1 kullanildi.

Yiiklenen ila¢ miktari

Enkapsiilasyon etkinligi = x100 Esitlik 3.1

Baslangicta eklenen ila¢ miktar:
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3.11.4. Nanolipozomal Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

3.11.4.1. Faz Kontrast invert Mikroskop Gériintiileme

Nanolipozomal formiilasyonlarin morfolojisi faz kontrast invert mikroskop ile
incelendi. Nanolipozomal formiilasyonlar, PBS ile seyreltildi. Formiilasyon, lam iizerine

damlatildi ve lizerine lamel yerlestirildi. Takibinde, goriintiileme yapildi.

3.11.4.2. Taramah Elektron Mikroskopi (SEM)

Nanolipozomal formiilasyonlarin morfolojisi ayni zamanda, taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile de incelendi. Olgiimler, Bogazici Unversitesi, Yasam Bilimleri ve
Teknolojileri Uygulama ve Arastirma Merkezi, Test Analiz Biriminde yapildi. SEM
analizi i¢in, numune aliiminyum eklenti iizerine yerlestirildi ve ylizey bir piiskiirtme
kaplayici kullanarak altin pargaciklari ile kaplandi. Nanolipozomlarin morfolojik analizi,

15 kV ve 750 mA'da SEM ile belirlendi.

3.11.4.3. Boyut ve Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Nanolipozomal formiilasyonlarin boyut, zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi
(PDI) degerlerinin &lgiimii Bogazici Unversitesi, Yasam Bilimleri ve Teknolojileri
Uygulama ve Arastirma Merkezi, Test Analiz Biriminde yapildi. Nanolipozomal
formiilasyonlarin partikiil boyutu, Zetasizer Nano ZS ile incelendi. 25 °C'de 6l¢iim yapildi
ve dlgiimden once, nanolipozomal formiilasyonlar seyreltildi. Olgiimler, 90 °C'lik

algilama acisinda yapildi ve boyut hesaplandi.

3.11.5. Nanolipozomal Formiilasyonlarin fla¢ Salim Profillerinin incelenmesi

Nanolipozomal formiilasyonlarin salim profilleri, diyaliz torbasi yontemi ile
belirlendi. Formiilasyonlar santrifiij edildi ve PBS i¢inde siispanse edildi. Siispansiyon ve
ayn1 konsantrasyondaki standart ilag PBS ortaminda ¢oziindiiriildii ve diyaliz torbasi
igerisine aktarilarak PBS ortamina yerlestirildi. Belirlenmis zaman araliklarinda, numune
cekildi ve tampon ilave edildi. UV spektrofotometre ile numunelerin absorbans degerleri

olgiildi. Takibinde, PBS ortamina salinan ilag konsantrasyonu hesaplandi.
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3.11.6. Nanolipozomal ila¢larin in Vitro Antiproliferatif Etkilerinin Incelenmesi

GA ve 5-FU, GA ve L-OHP ikili ilag yiiklii formiilasyonlar i¢in her birinin
konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde nanolipozomal formiilasyonlar hazirlandiktan
sonra 10000 RPM devirde 30 dakika + 4 °C santrifiij yapildi ve yiiklenmeyen ilag
uzaklastirildi. Takibinde, nanolipozomal formiilasyonlar besiyeri ile siispanse edildi.
Ayni1 deney kosullarinda, GA ve 5-FU i¢in veya GA ve L-OHP i¢in konsantrasyon 200
uM olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi. 1:1 oraninda seyreltme ile 1.563-200 uM doz
araliginda ilag ¢ozeltileri hazirlandi ve nanoformiilasyonlar HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerine uygulandi. Boliim 3.4°te belirtildigi gibi MTT hiicre proliferasyon analizi
gerceklestirildi.

3.12. Veri Analizi

Deneysel verilerin istatistiksel analizleri, SPSS (Windows, versiyon 25; SPSS
Inc., Chicago, IL, A.B.D.) yazilim1 kullanildi. Bu amagla, deney gruplarinin kiyaslanmasi
ve istatiksek olarak farkliligin belirlenmesi amaciyla One-way ANOVA testi ve takibinde
Bonferroni post-testi ile yapildi. Sonuglar, en az 3 paralel ¢alismanin ortalamasi+standart
hata olarak ifade edildi ve istatistiksel anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edildi.
Kemoterapdtiklerin ve test molekiillerinin ICsp degerleri, SPSS yazilimi kullanilarak
Probit analizi ile hesaplandi. Ilag kombinasyonlarmin analizi CompuSyn yazilimi
(ComboSyn Inc., Paramus, NJ. A.B.D.) ve Bliss istatiksel bagimsizlik modeli ile yapildi.
Western blotlama deneylerinin sonucu, Image J yazilimi (ImageJ, NIH Image)

kullanilarak analiz edildi.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicrelerinin invert Mikroskop Gériintiileri

HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin flask yiizeyine tutunmalari, canliliklar1 ve
flask yiizeyinin ne kadarini kapladiklar1 invert mikroskop ile gozlendi. HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinin pasajlama isleminden 6-8 saat siire sonunda flask ylizeyine
tutunmaya basladigi ve hizli ¢ogaldig: tespit edildi. HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin ilk tutunmaya basladiktan sonraki (24. Saat) ve en az % 90 yogunluga ulasip

(96. Saat), flask ylizeyini kaplamis durumlar1 goriintiilendi (Sekil 4.1A-B).

Sekil 4.1. HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin invert mikroskop goriintiisii. 24 saat
inkiibasyon sonunda hiicrelerin goriintiisii A, 96 saat inkiibasyon sonunda hiicrelerin

goruntiisi B.
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4.2. Test Molekiillerinin ve Kemoterapétiklerin Antiproliferatif Etkileri

GA’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi, Sekil 4.2’de
verilmistir. GA’in HT-29 insan kolon kanser hiicreleri tizerindeki 24 saatlik maruziyeti
sonrasi antiproliferatif etkileri anlamli olarak 1 uM seviyesinde baslamistir. Kontrole gére
1 uM GA hiicre proliferasyonunu % 100+2.48’den % 94.09+3.45’¢; 10 uM GA %
87.35+1.23%¢, 25 uM GA % 74.82+3.33’¢, 50 uM GA % 66.57+4.53’¢, 75 uM GA %
55.2+20.81%¢, 100 uM GA % 50.21+4.33’¢, 125 uM GA % 39.19+4.45’¢, 150 uM GA
ve 200 uM GA ise sirasiyla % 29.17+3.88’¢ ve % 21.524+3.76°ya diistirmiistiir (*p<0.05).
24 saat GA maruziyeti sonucunda, GA’in ICsg degeri 106.430 uM (% 95 giiven araligi;
84.990-113.700) olarak hesaplanmustir.

120
£ 100 *
g 1 *
- 1 *
< ]
T 80 .
= i
s ] N
2 60 .
7 ]
s ] -
5 40 *
5] .
E o
= ]
I}: T T T T T T T T T
Kontrol 1 10 25 50 75 100 125 150 200
Gallik asit (uM)

Sekil 4.2. GA’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi, (*p<0.05).

Silfisomidin’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi Sekil
4.3’te verilmistir. Siilfisomidin konsantrasyonu artmasia ragmen HT-29 insan kolon

kanseri hiicre proliferasyonunda azalma meydana gelmemistir. 24 saat 1000 uM
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stilfisomidin maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu %
92.3+1.98 olarak belirlenmistir (*p<0.05). Sonug olarak, siilfisomidin’in 0.01-1000 uM
doz araliginda HT-29 insan kolon kanser hiicre modelinde antiproliferatif etki

gostermedigi bulunmustur.
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Sekil 4.3. Siilfisomidin’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi.
Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonugclar, kontrole
gore ylizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve
ardindan Bonferroni post-testi ile ger¢eklestirildi, (*p<0.05).

Tiyofanoks’un HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi Sekil
4.4’te verilmistir. Tiyofanoks konsantrasyonu artmasina ragmen HT-29 insan kolon
kanseri hiicre proliferasyonunda azalma meydana gelmemistir. 24 saat 1000 pM
tiyofanoks maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu %
98.7+0.44 olarak belirlenmistir (*p<0.05). Sonug olarak, tiyofanoks’un 0.01-1000 uM
doz araliginda HT-29 insan kolon kanser hiicre modelinde antiproliferatif etkisinin

olmadig tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Tiyofanoks’un HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi, (*p<0.05).

Trifenilfosfit’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi Sekil
4.5’te verilmistir. Trifenilfosfit konsantrasyonu artmasia ragmen HT-29 insan kolon
kanseri hiicre proliferasyonunda azalma meydana gelmemistir. 24 saat 1000 uM
trifenilfosfit maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu %
96.3+6.30 olarak belirlenmistir (*p<0.05). Sonug olarak, trifenilfosfit’in 0.01-1000 uM
doz araliginda HT-29 insan kolon kanser hiicre modelinde antiproliferatif etki

gostermedigi gézlenmistir.
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Sekil 4.5. Trifenilfosfit’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi.
Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole
gore yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonli ANOVA ve
ardindan Bonferroni post-testi ile gerceklestirildi, (*p<0.05).

Nadolol’tin HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisini incelemek
amaciyla yapilan MTT hiicre proliferasyon analizinin sonucu Sekil 4.6’da verilmistir.
Nadolol konsantrasyonu artmasimna ragmen HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonunda azalma meydana gelmemistir. 24 saat 1000 uM nadolol maruziyeti
sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu % 104.4+1.21 olarak
belirlenmistir (*p<0.05). Sonug olarak, nadolol’iin 0.01-1000 uM doz araliginda HT-29

insan kolon kanser hiicre modelinde antiproliferatif etkisinin olmadigi bulunmustur.

42



120 -

100;
805
6[]%
40%
205
B EN

Kontrol 0.01

®

*

= *
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ *
0.1 1 10 100 250

500 1000

Hiicre proliferasyonu (% kontrol)

Nadolol (uM)

Sekil 4.6. Nadolol’iin HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi, (*p<0.05).

5-FU’in HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri tizerindeki 24 saatlik maruziyeti
sonras1 antiproliferatif etkileri anlamli olarak 0.5 uM seviyesinde baslamistir. Kontrole
gore 0.5 uM 5-FU hiicre proliferasyonunu % 100+3.83’ten % 92.58+1.09’a, 1 uM 5-FU
% 85.56+2.96’ya, 2.5 uM 5-FU % 80.61 +2.33’¢e, 5 uM 5-FU % 68.844+2.49’a, 10 uM 5-
FU % 59.27+3.15%¢, 25 uM 5-FU % 55.96+2.64°¢, 50 uM 5-FU, 75 uM 5-FU ve 100 uM
5-FU ise sirastyla % 46.78+3.18’¢, % 35.67+1.29’a ve % 27.59+1.60’a diisiirmiistiir
(*p<0.05) (Sekil 4.7). 24 saat 5-FU maruziyeti sonucunda, 5-FU’in 1Cso degeri 42.184
uM (% 95 giiven araligi; 29.527-48.669) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.7. 5-FU’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi, (*p<0.05).

L-OHP’in HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri iizerindeki 24 saatlik maruziyeti
sonras1 antiproliferatif etkileri anlamli olarak 0.5 pM seviyesinde baglamistir. Kontrole
gore 0.5 uM L-OHP hiicre proliferasyonunu % 100+1.69°dan % 81.27+0.99’a, 1 uM L-
OHP % 75.03+1.03%¢, 2.5 uM L-OHP % 62.41 £2.83%¢, 5 uM L-OHP % 57.77+1.64’e,
10 uM L-OHP % 50.01+0.68’¢, 25 uM L-OHP % 42.60+0.36’ya, 50 uM L-OHP, 75 uM
ve 100 uM L-OHP ise sirastyla % 30.91+0.19’a, % 27.43+0.22°ye ve % 23.01+0.44°e
distirmistiir (Sekil 4.8). 24 saat L-OHP maruziyeti sonucunda, L-OHP’in ICso degeri
11.096 uM (% 95 giiven araligi; 5.389-12.627) olarak hesaplanmistir (*p<0.05).

44



120

100 -
80 *

] *

] *
60 -

i £
40 .

] * .
[}- T T T T T T T T T

1 25 5 10 25 50 75 100

Kontrol 0.5

Hiicre proliferasyonu (% kontrol)

L-OHP (uM)

Sekil 4.8. L-OHP’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi, (*p<0.05).

C225’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi Sekil 4.9’da
verilmistir. 24 saat C225 maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonunda, kontrole gére dnemli 6l¢lide azalma meydana gelmemistir (*p<0.05).
24 saat 500 pg/ml C225 maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin

proliferasyonu % 80.03+5.04 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9. C225’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi, (*p<0.05).

4.3. Test Molekiillerinin ve Kemoterapétiklerin Kombinasyon Etkileri

4.3.1. GA’in Kemoterapétikler ile Kombinasyon Etkileri

GA’in 5-FU, L-OHP ve C225 ile ikili kombinasyon etkileri incelendi. Bu amagla,
HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerine tek ajan olarak GA, 5-FU, L-OHP ve C225
uygulandi. Ayni deney kosullarinda HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerine 41Cso-1Cs0/16
doz araliginda GA’in, 5-FU, L-OHP veya C225 ile ikili kombinasyonu uygulandi. GA ve
5-FU ikili ilag kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna
etkisi Sekil 4.10°da verilmistir. ila¢ dozu arttitkca HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonunun baskilandigi, GA ve 5-FU kombinasyonunda sinerjistik etkilesim

meydana geldigi gortilmektedir.
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Sekil 4.10. GA ve 5-FU kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna etkisi. Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile
belirlendi. Sonuglar, kontrole gére yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz,
tek yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi. *, kontrole gore,

ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunun Medyan-Etki denklemi ile yapilan analizi
Sekil 4.11°de verilmistir. GA ve 5-FU kombinasyonunun dozu arttik¢a, ila¢ inhibisyon
etkisinin arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.11A ve Sekil 4.11B). GA ve 5-FU kombinasyonuna
ait Fe-CI grafigi incelendiginde, GA ve 5-FU’in sinerjistik etkilesim gosterdigi ve CI
degerlerinin 1’den kiigiik oldugu gorilmektedir (Sekil 4.11C). Fa-DRI grafigi
incelendiginde, GA ve 5-FU kombinasyonunda her bir bilesen i¢cin DRI degerlerinin
1’den olduke¢a biiyiik oldugu ve olumlu doz azalmasinin gergeklestigi tespit edilmistir
(Sekil 4.11D). GA ve 5-FU kombinasyonunun sinerjistik etkilesim gostermesi ve 5-FU’e
ait DRI degerlerinin 1’den biiyiik olmasi, klinik olarak yararlidir. GA ve 5-FU ikili ilag
kombinasyonuna ait izobologram grafigi, 0.5 ve 0.75 etki seviyelerinde CI degerinin
I’den kiiciik oldugunu ve sinerjistik etkilesim gergeklestigini gostermektedir (Sekil

4.11E).
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Sekil 4.11. GA ve 5-FU kombinasyonunun farmakodinamik etkilerinin Chou-Talalay’in
kiitle-eylem yasasi temelli medyan-etki denklemi ile analizi. Doz-Fa grafigi (A), Medyan-
etki grafigi (B), Fa-CI grafigi (C), Fa-DRI grafigi (D) ve izobologram (E). Cl analizi, MTT
hiicre proliferasyon deneyinin istatiksel analizini takiben, CompuSyn yazilimi

kullanilarak yapildu.
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GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonu i¢in DRI degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir.
GA ve 5-FU kombinasyonunda 5-FU i¢in DRI degerlerinin 1.959 - 10.328 araliginda
degistigi bulunmustur. Sonug¢ olarak, DRI degerleri GA ve 5-FU ikili ilag
kombinasyonunda 5-FU i¢in olumlu doz azalmasimin (DRI>1) ger¢eklestigini ortaya

koymustur.

Cizelge 4.1. GA ve 5-FU kombinasyonundaki her bir bilesen i¢cin DRI degerleri.

Kombinasyon dozu GA i¢cin DRI 5-FU i¢in DRI

ICs0/16 10.111 4,389

1Cs0/8 5.956 3.127

ICs0/4 4.180 3.251

1Cs0/2 2.279 1.959

1Cso 1.635 2.137

21Csq 2.338 10.328

41Cs 1.228 5.744

GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonuna ait CI degerleri, Cizelge 4.2’de verilmistir.
CI degerleri incelendiginde, Chou-Talalay’in siniflandirmasina goére, GA ve 5-FU
kombinasyonunun 1Cso/16, 1Cs0/8, 1Cs0/4 ve 2ICsp dozlarinda sinerjizm, 1Cso/2, 1Cs0 Ve

41Csp dozlarinda ise yaklasik additif etki gozlenmistir.

Cizelge 4.2. GA’in kemoterapi ajanlar ile ikili kombinasyon etkileri. CI degerleri, MTT
hiicre proliferasyon deneyinin istatiksel analizini takiben, Chou-Talalay tarafindan
gelistirilen kiitle eylem yasasi temelli Medyan-Etki denkleminden yararlanarak

CompuSyn yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.

Doz
1Cs0/16 | 1Cs0/8 | I1Cs0/4 | 1Cs0/2 | 1Cs0 | 2I1Cs0 | 41Cs0
Kombinasyon
GA ve 5-FU 0.327 | 0.488 | 0.547 | 0.949 | 1.080 | 0.525 | 0.988
GA ve L-OHP 0.159 | 0.270 | 0.509 | 0.804 | 0.637 | 0.445 | 0.935
GA ve C225 2.180 | 1535 | 2.891 | 2.831 | 7.902 | 8.452 | 2.650

GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna etkisi Sekil 4.12°de verilmistir. ila¢ uygulama dozu arttikca HT-29
insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunun baskilandigi, GA ve L-OHP ikili ilag

kombinasyonunda sinerjistik etkilesim meydana geldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.12. GA ve L-OHP kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre

proliferasyonuna etkisi. Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile
belirlendi. Sonuglar, kontrole gore yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz,
tek yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi. *, kontrole gore,
ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonunun medyan-etki denklemi ile yapilan
analizi Sekil 4.13’te verilmistir. GA ve L-OHP kombinasyon ila¢ dozu arttikga,
inhibisyon etkisinin arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.13A ve Sekil 4.13B). GA ve L-OHP ikili
ilag kombinasyonuna ait Fa-CI grafigi incelendiginde, GA ve L-OHP’in sinerjistik
etkilesim gosterdigi ve CI degerlerinin 1°den ¢ok kiiciik oldugu goriilmektedir (Sekil
4.13C). Fa-DRI grafigi incelendiginde, GA ve L-OHP kombinasyonunda DRI
degerlerinin 1’den oldukg¢a biiyiik oldugu ve L-OHP i¢in olumlu doz azalmasinin
gerceklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.13D). GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonunun
kuvvetli sinerjistik etkilesimler gostermesi, L-OHP’e ait DRI degerlerinin 1’den biiyiik
olmasi, klinik olarak faydalidir. GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonuna ait izobologram
grafigi incelendiginde, 0.5 ve 0.75 etki seviyelerinde CI degerinin 1’den kiigiik oldugu ve
sinerjistik etkilesim gerceklestigi goriilmektedir (Sekil 4.13E).
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Sekil 4.13. GA ve L-OHP kombinasyonunun farmakodinamik etkilerinin Chou-

Talalay’in kiitle-eylem yasasi temelli medyan-etki denklemi ile analizi. Doz-F, grafigi
(A), Medyan-etki grafigi (B), CI-Fa grafigi (C), DRI-Fa grafigi (D) ve isobologram (E).
CI analizi, MTT hiicre proliferasyon deneyinin istatiksel analizini takiben, CompuSYN

yazilim1 kullanilarak yapildi.

GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonu i¢in DRI degerleri Cizelge 4.3’de

verilmistir. GA ve L-OHP ila¢ kombinasyonunda DRI degerleri incelendiginde, L-OHP

icin DRI degerlerinin 1.854 - 20.446 deger araliginda degistigi goriilmektedir. Sonug
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olarak, DRI degerleri GA ve L-OHP ikili ila¢ kombinasyonunda L-OHP i¢in olumlu doz

azalmasimin (DRI>1) gergeklestigini ortaya koymustur.

Cizelge 4.3. GA ve L-OHP kombinasyonundaki her bir bilesen i¢in DRI degerleri.

Kombinasyon dozu GA icin DRI L-OHP i¢in DRI

1Cs50/16 25.993 8.270
1Cs0/8 13.700 5.067
ICs0/4 6.987 2.733
ICs0/2 3.781 1.854

ICs0 2.305 1.989
21Cs 2.526 20.446
41Cso 1.217 8.862

GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonuna ait CI degerleri, Cizelge 4.2°de
verilmistir. CI degerleri incelendiginde, Chou-Talalay’in siniflandirmasina gore, GA ve
L-OHP kombinasyonunun ICso/16 ve 1Cso/8 dozlarinda giiglii sinerjizm, 1Cs0/4, 1Cso ve
21Cso dozlarinda sinerjizm, 1Cso/2 dozunda orta sinerjizm ve 41Cso dozunda ise yaklasik
additif etkilesim gergeklestigi goriilmektedir.

GA ve C225 ikili ilag kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna etkisi Sekil 4.14’de verilmistir. Kombinasyon ila¢ uygulama dozu
artttkga HT-29 insan kolon kanser hiicre proliferasyonunun baskilandigi ancak GA’e
kiyasla, GA ve C225 kombinasyon uygulamasinin iistiin bir antiproliferatif etkisinin

bulunmadig1 ve antagonistik etkilesim meydana geldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.14. GA ve C225 kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna etkisi. Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile
belirlendi. Sonuglar, kontrole gore yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz,
tek yonlit ANOVA ve ardindan Bonferroni post-testi ile gerceklestirildi. *, kontrole gore,
ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

GA ve C225 ikili ilag kombinasyonunun medyan-etki denklemi ile yapilan analizi
Sekil 4.15’de verilmistir. GA ve C225 kombinasyon ila¢ dozu arttik¢a, inhibisyon
etkisinin arttig1 ancak GA’in bireysel olarak GA ve C225 kombinasyonundan daha fazla
etki gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.15A ve Sekil 4.15B). GA ve C225 ikili ilag
kombinasyonuna ait Fa-Log(CI) grafigi incelendiginde, GA ve C225’in antagonistik
etkilesimler gosterdigi ve CI degerlerinin 1’den oldukca biiyiik oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.15C). Fa-DRI grafigi incelendiginde, GA ve C225 kombinasyonunda DRI
degerlerinin 1°den kiigiik oldugu ve C225 igin olumsuz doz azalmasinin (DRI<1)
meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.15D). GA ve C225 kombinasyonunun
antagonistik etkilesimler gostermesi, C225 i¢in DRI degerlerinin 1’den kiigiik olmasi,
Klinik olarak istenen bir durum degildir. GA ve C225 kombinasyonuna ait izobologram
grafigi de, 0.5 ve 0.75 etki seviyelerinde CI degerinin 1’den biiyiikk oldugunu ortaya
koymustur (Sekil 4.15E).
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Sekil 4.15. GA ve C225 kombinasyonunun farmakodinamik etkilerinin Chou-Talalay’in
kiitle-eylem yasas1 temelli medyan-etki denklemi ile analizi. Doz-Fa grafigi (A), Medyan-
etki grafigi (B), CI-Fa grafigi (C), DRI-Fa grafigi (D) ve isobologram (E). CI analizi, MTT
hiicre proliferasyon deneyinin istatiksel analizini takiben, CompuSYN yazilimi

kullanilarak yapildu.

GA ve C225 ikili ilag kombinasyonuna ait CI degerleri, Cizelge 4.2°de verilmistir.
GA ve C225 kombinasyonunun biitiin dozlarinda CI degerleri 1’den biiyiik olarak

bulunmustur. CI degerleri incelendiginde, Chou-Talalay’in siiflandirmasina goére, GA
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ve C225 kombinasyonunun [Cso/16, 1Cs0/8, 1Cso/4, 1Cs0/2 ve 4ICsp dozlarinda
antagonizm, ICso ve 2ICsp dozlarinda ise giiglii antagonizm gozlenmistir.

GA ve C225 ikili ilag kombinasyonu i¢in DRI degerleri Cizelge 4.4’ de verilmistir.
GA ve C225 kombinasyonunda, C225 igin DRI degerlerinin 0.220 - 35.194 deger
araliginda degistigi goriilmektedir. Sonu¢ olarak, DRI degerleri GA ve C225
kombinasyonunda C225 i¢in olumlu doz azalmasinin (DRI<1) ger¢eklesmedigini ortaya

koymustur.

Cizelge 4.4. GA ve C225 kombinasyonundaki her bir bilesen i¢in DRI degerleri.

Kombinasyon dozu | GA i¢in DRI | C225 i¢in DRI
ICs0/16 2.959 0.543
ICs0/8 2.037 0.958
ICs0/4 1.039 0.518
ICs0/2 0.677 0.738
ICs0 0.297 0.220
21Cs 0.193 0.307
41Cso 0.381 35.194

4.3.2. Tiyofanoks, Siilfisomidin, Trifenilfosfit ve Nadolol’iin Kombinasyon Etkileri

Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin GA ve kemoterapétikler ile
kombinasyon etkileri incelendi. GA ve kemoterapétikler i¢in kombinasyon doz araligi
ICs0/16- 41Csp 0larak, tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol i¢in uygulama doz
aralig1 1.563-100 uM olarak belirlenmistir. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve
nadolol tek ajan olarak 0.01-1000 uM doz araliginda herhangi bir antiproliferatif etki
gostermemektedir. Ayrica, tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’in yaygin
kanser tiirlerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda,
tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol i¢in MTT hiicre proliferasyon analizleri
ve bu ajanlarin ¢esitli biyolojik sistemler iizerine toksisite degerleri temel alinarak
uygulama doz araligi, 1.563-100 uM olarak belirlenmistir. Tiyofanoks, siilfisomidin,
trifenilfosfit ve nadolol’tin kombinasyon etkileri, iki farkli yaklasim ile incelendi. Birinci
yaklagimda, GA ve kemoterapdtikler 1Cs0/16-41Cso doz araliginda uygulandi. Tiyofanoks,
stlfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol ise 1.563-100 uM doz araliginda uygulandi.

Takibinde, tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin kombinasyon etkileri,
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Bliss istatiksel bagimsizlik modeli temelinde incelendi. Chou-Talalay metodu ilag
kombinasyonlarinin analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir ve literatiirde cok
sayida atif almistir (Chou vd., 2019). Ancak, Chou-Talalay metodunun bazi sinirlamalari
mevcuttur (Pemovska vd., 2018). Bu yontemde, ilaglarin ICso degerleri (veya Dm degeri)
temel alinarak CI hesaplanmaktadir (Chou, 2006). Ilaclarin doz-cevap egrileri temelde
dogrusal olmadigi i¢in medyan-etki dozunu (Dm veya ICso) ve doz-cevap egrisinin
sigmoiditesini dogru bir sekilde belirlemek zordur (Pemovska vd., 2018). Tiyofanoks,
siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin tek ajan olarak antiproliferatif etkisi olmadigi
i¢in bu molekiillerin belirli bir doz araligindaki doz-yanit egrileri ve ICsg (ve/veya Dm
degeri) degerleri de yoktur. Dolayisiyla bu molekiillerin kombinasyon etkileri,
kombinasyondaki bilesenlerin bireysel etkileri ile karsilastirilarak incelenmistir. Bu
amagcla, Bliss istatiksel bagimsizlik modeli kullanilmistir. Bliss modeli, Chou-Talalay
yonteminden sonra en yaygin kullanilan ikinci yontemdir. Model, n sayida bilesenden
olusan ila¢ kombinasyonlarinin analizi i¢in de kullanilmaktadir (Foucquier & Gued;j,
2015).

Elde edilen sonuglar, Cizelge 4.5°de verilmistir. Tiyofanoks, siilfisomidin,
trifenilfosfit ve nadolol’iin, kemoterapétikler ve GA ile ikili ilag kombinasyonlarinin CI

degerlerinin 1’den biiyiik oldugu ve antagonistik etkilesim gosterdigi bulunmustur.

Cizelge 4.5. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin birinci yontem ile

incelenen ikili kombinasyon etkileri.

Doz | 1563 puM | 3.125puM | 625puM | 125puM | 25uM | 50 uM 100 pM
+ + + + + + +
Kombinasyon 1C50/16 1Cs0/8 1Cso/4 1Cs0/2 1Cs 2 1Csp 4 1Csg
Nadolol ve 5-FU kombinasyonu 2.053 1.376 1.132 1.094 1.071 1.052 1.095
Nadolol ve L-OHP kombinasyonu 1.665 1.329 1.148 1.105 1.068 1.058 1.074
Nadolol ve C225 kombinasyonu 1.415 1.272 1.290 1.943 1.093 1.095 1.990
Nadolol ve GA kombinasyonu 2.273 2.125 1.817 6.094 1.308 1.543 1.981
Siilfisomidin ve 5-FU kombinasyonu 1.988 1.923 1.998 1.217 1.935 1.934 1.955
Siilfisomidin ve L-OHP kombinasyonu 1.083 1.142 1.112 1.035 1.093 1.031 1.067
Siilfisomidin ve C225 kombinasyonu 3.647 5.497 1.906 1.962 2.059 1.156 1.856
Siilfisomidin ve GA kombinasyonu 1.530 1.972 1.959 1.926 2.233 1.098 1.045
Trifenilfosfit ve 5-FU kombinasyonu 1.160 1.018 1.033 1.005 1.015 1.054 1.092
Trifenilfosfit ve L-OHP kombinasyonu 1.132 1.211 1.114 1.099 1.092 1.107 1.135
Trifenilfosfit ve C225 kombinasyonu 2.489 2.475 1.400 1.250 1.768 1.493 2.133
Trifenilfosfit ve GA kombinasyonu 2.097 1.932 1.070 3.669 2.737 1.088 1.019
Tiyofanoks ve 5-FU kombinasyonu 1.461 1.438 1.617 1.194 1.143 1.191 1.122
Tiyofanoks ve L-OHP kombinasyonu 1.506 1.473 1514 1.262 1.237 1.221 1.248
Tiyofanoks ve C225 kombinasyonu 3.300 4.094 3.914 1.586 2.032 1.699 2.232
Tiyofanoks ve GA kombinasyonu 1.941 1.761 3.386 1.613 2.112 1.369 1.003
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Ikinci yaklasimda GA ve kemoterapdtikler, ilag kombinasyonlarina ICso sabit
dozunda uygulandi. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol ise 1.563-100 uM
doz araliginda uygulandi. Ajanlarin ve molekiillerin HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerine olan bireysel ve kombinasyon etkileri, MTT analizi ile incelendi. Takibinde,
ilag kombinasyonlarmin CI degeri Bliss istatiksel bagimsizlik modeli kullanilarak
hesaplandi. Elde edilen sonuglar, Cizelge 4.6’da verilmistir. Tiyofanoks, siilfisomidin,
trifenilfosfit ve nadolol’iin, kemoterapotikler ve GA ile ikili ilag kombinasyonlarinin

sinerjistik etkilesim gostermedigi (CI>1) bulunmustur.

Cizelge 4.6. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin ikinci yontem ile

incelenen ikili kombinasyon etkileri.

Doz | 1.563uM | 3.125pM | 6.250 uM | 12.5uM | 25 pM | 50 pM | 100 pM
+ + + + + + +
Kombinasyon 1Cs 1Cso 1Cs 1Cs 1Cs 1Cso 1Csp
Nadolol ve 5-FU kombinasyonu 1.916 1.926 1.976 1.013 1.021 1.092 1.087
Nadolol ve L-OHP kombinasyonu 1.996 1.018 1.000 1.014 1.023 1.036 1.118
Nadolol ve C225 kombinasyonu 1.216 1.068 1.965 1.978 1.991 1.330 1.290
Nadolol ve GA kombinasyonu 4.335 3.917 4.859 4.824 5.957 3.901 4.683
Siilfisomidin ve 5-FU kombinasyonu 1.073 1.106 1.153 1.198 1.187 1.167 1.155
Siilfisomidin ve L-OHP kombinasyonu 1.050 1.074 1.087 1.125 1.150 1.147 1.082
Siilfisomidin ve C225 kombinasyonu 5.933 5.563 2.924 2.699 3.325 2.932 2.974
Siilfisomidin ve GA komhinasyonu 1.457 1.541 1.344 2.381 1.670 1.360 2.023
Tiyofanoks ve 5-FU kombinasyonu 1.121 1.076 1.139 1.126 1.064 1.029 1.006
Tiyofanoks ve L-OHP kombinasyonu 1.104 1.064 1.082 1.047 1.088 1.079 1.131
Tiyofanoks ve C225 kombinasyonu 3.535 3.810 3.154 2.073 1.632 1.876 2.324
Tiyofanoks ve GA kombinasyonu 2.419 6.961 4.397 4.231 3.870 4.908 3.434
Trifenilfosfit ve 5-FU kombinasyonu 1.146 1.158 1.161 1.114 1.174 1.125 1.179
Trifenilfosfit ve L-OHP kombinasyonu 1.152 1.133 1.100 1.082 1.120 1.082 1.112
Trifenilfosfit ve C225 kombinasyonu 3.768 4.446 5.844 5.919 5.950 5.433 4.119
Trifenilfosfit ve GA kombinasyonu 1.740 6.253 3.802 4.478 2.988 5.036 4.552

Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin, GA ile {ig-bilesenli ilag
kombinasyonlarinin CI degerleri Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de verilmistir. Tiyofanoks,
stilffisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’tin, GA ile ii¢-bilesenli ilag kombinasyonlarinin
antagonistik etkilesim gosterdigi gozlenmistir. Bliss istatiksel bagimsizlik modeli
kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda, ilag kombinasyonlarinin CI degerlerinin

1’den biiyiik oldugu ve antagonistik etkilesim gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin birinci yontem ile

incelenen tig-bilesenli kombinasyon etkileri.

Doz | 1.563uM | 3.125puM | 6.25uM 125puM | 25pM | 50puM | 100 pM
+ + + + + + +
Kombinasyon |C50/16 |C50/8 |C50/4 |C50/2 |C50 2 |C50 4 |C50
GA, Trifenilfosfit ve Siilfisomidin 4.405 3.455 2.886 2.408 1.965 1.918 1.208
kombinasyonu
GA, Trifenilfosfit ve Tiyofanoks 2.855 1.821 1.139 1.843 1.403 1.298 1.418
kombinasyonu
GA, Trifenilfosfit ve Nadolol 3.977 2.197 2.749 3.632 6.136 6.074 3.502
kombinasyonu
GA, Siilfisomidin ve Tiyofanoks 1.163 1574 1.782 1.737 1.997 1.793 1.243
kombinasyonu
GA, Siilfisomidin ve Nadolol 1.415 1.695 1.681 1.743 1.842 1.287 2.094
kombinasyonu
GA, Tiyofanoks ve Nadolol 1.296 1.686 1.677 1.844 2.103 1.820 1.929
kombinasyonu

Cizelge 4.8. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin ikinci yontem ile

incelenen ti¢-bilesenli kombinasyon etkileri.

Doz | 1.563pM | 3.125puM | 625puM | 125uM | 25pM | 50 uM | 100 pM
+ + + + + + +
Kombinasyon |C50 |C50 |C50 |C50 |C50 |C50 |C50
GA, Trifenilfosfit ve Siilfisomidin 1.649 1.126 1.163 1.390 1.700 1.673 1.274
kombinasyonu
GA, Trifenilfosfit ve Tiyofanoks 1.620 1.136 1.747 1.204 1.202 1.264 1.114
kombinasyonu
GA, Trifenilfosfit ve Nadolol 1.630 1571 1.486 1.506 1.625 1.398 1.469
kombinasyonu
GA, Siilfisomidin ve Tiyofanoks 1.523 1.654 1.774 1.593 1.637 1.450 1.566
kombinasyonu
GA, Siilfisomidin ve Nadolol 1.009 1.070 1.024 1.028 1.087 1.067 1.085
kombinasyonu
GA, Tiyofanoks ve Nadolol 1.091 1.062 1.083 1.148 1.119 1.061 1.090
kombinasyonu

Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin, GA ile dort-bilesenli ilag
kombinasyonlarinin CI degerleri Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da verilmistir. Tiyofanoks,
stilffisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’tin, GA ile dort-bilesenli ilag kombinasyonlarinin
sinerjistik etkilegsim gostermedigi tespit edilmistir. Bliss istatiksel bagimsizlik modeli
kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda, ilag kombinasyonlarinin CI degerlerinin

1’den biiyiik oldugu ve antagonistik etkilesim gosterdigi bulunmustur.
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Cizelge 4.9. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin birinci yontem ile

incelenen dort-bilesenli kombinasyon etkileri.

Doz | 1.563puM | 3.125puM | 625puM | 12.5puM | 25uM | 50 pM | 100 pM
+ + + + + + +

Kombinasyon |C50/16 |C50/8 |C50/4 |C50/2 |C50 2 |C50 4 |C50
GA, Trifenilfosfit, Siilfisomidin ve 1.023 1.071 1.077 1.063 1.062 1.066 1.070
Nadolol kombinasyonu

GA, Tiyofanoks, Siilfisomidin ve 1.102 1.100 1.067 1.078 1.051 1.042 1.235
Nadolol kombinasyonu

GA, Trifenilfosfit, Tiyofanoks ve 1.703 1.234 1.954 1.978 1.772 1.011 1.005
Siilfisomidin kombinasyonu

GA, Trifenilfosfit, Tiyofanoks ve 1.158 1.069 1.992 1.256 1.871 2.756 2.586
Nadolol kombinasyonu

Cizelge 4.10. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin ikinci yontem ile

incelenen dort-bilesenli kombinasyon etkileri.

Doz | 1.563puM | 3.125puM | 625uM | 125uM | 25pM | 50 pM | 100 pM
+ + + + + + +

Kombinasyon 1Csq 1Cso 1Cso 1Csg 1Csg 1Cs 1Cs
GA, Trifenilfosfit, Siilfisomidin ve 1.215 1.149 1.085 1.049 1.875 1.010 1.006
Nadolol kombinasyonu

GA, Tiyofanoks, Siilfisomidin ve 1.997 1.846 1.989 1.039 1472 3.335 1.593
Nadolol kombinasyonu

GA, Trifenilfosfit, Tiyofanoks ve 1.834 1.939 1.842 1.766 1.862 1.929 1.720
Siilfisomidin kombinasyonu

GA, Trifenilfosfit, Tiyofanoks ve 7.992 4.280 6.598 1.915 1.074 1.061 1.026
Nadolol kombinasyonu

Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin kendi aralarindaki iki-, ti¢-
ve dort-bilesenli ilag kombinasyonlarimin Bliss istatiksel bagimsizlik modeli ile
hesaplanan CI degerleri Cizelge 4.11°de verilmistir. Tiyofanoks, siilfisomidin,
trifenilfosfit ve nadolol’iin, GA ile {ig-bilesenli ilag kombinasyonlarinin sinerjistik
etkilesim gostermedigi bulunmustur. Bliss istatiksel bagimsizlik modeli kullanilarak
yapilan hesaplamalar sonucunda, ila¢ kombinasyonlarinin CI degerlerinin 1’den biiyiik

oldugu ve antagonistik etkilesim gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.11. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin kendi aralarindaki iki-

, Uc- ve dort-bilesenli kombinasyon etkileri.

Doz (uM) 1.563 3.125 6.25 12.5 25 50 100

Kombinasyon

Trifenilfosfit ve Tiyofanoks kombinasyonu 2.934 1.447 1.294 1.183 1.367 4.899 4.173
Trifenilfosfit ve Siilfisomidin kombinasyonu 2.800 3.066 3.224 4.274 4.387 2.747 2.829
Trifenilfosfit ve Nadolol kombinasyonu 2.651 8.076 6.398 3.395 3.480 2.444 7.963
Tiyofanoks ve Siilfisomidin kombinasyonu 3.523 7.796 9.310 5.712 8.421 3.921 3.146
Tiyofanoks ve Nadolol kombinasyonu 2.628 1.044 1.463 1.620 1.693 1.668 1.999
Siilfisomidin ve Nadolol kombinasyonu 4.530 5.623 1.586 8.939 6.457 1.706 5.075
Trifenilfosfit, Siilfisomidin ve Tiyofanoks kombinasyonu 3.663 4.291 4.587 3.420 3.978 4.550 2.992
Trifenilfosfit, Siilfisomidin ve Nadolol kombinasyonu 1.490 4,728 3.378 4.125 2.891 3.590 6.313
Trifenilfosfit, Tiyofanoks ve Nadolol kombinasyonu 9.058 8.847 3.799 5.126 5.402 3.886 6.566
Siilfisomidin, Tiyofanoks ve Nadolol kombinasyonu 3.996 4.740 5.864 7.329 9.009 6.831 3.736
Trifenilfosfit, Siilfisomidin, Tiyofanoks ve Nadolol 1.106 1.639 1.874 1.419 1.850 1.388 1.381
kombinasyonu

Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’tin, GA ile bes-bilesenli ilag

kombinasyonlarinin Bliss modeli ile hesaplanan CI degerleri Cizelge 4.12 ve Cizelge

4.13’te verilmistir. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’tin, GA ile bes-

bilesenli ilag kombinasyonlarinin CI degerlerinin 1’den biiyiik oldugu ve sinerjistik

etkilesim gostermedigi gozlenmistir. Bliss istatiksel bagimsizlik modeli kullanilarak

yapilan hesaplamalar sonucunda, ilag kombinasyonlarinin CI degerlerinin 1’den biiyiik

oldugu ve antagonistik etkilesim gosterdigi bulunmustur.

Cizelge 4.12. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin GA (41Cso) ile bes-

bilesenli kombinasyon etkileri.

Doz | 1.563uM | 3.125uM | 6.25 uM 125puM | 25puM | 50 uM 100 pM
+ + + + + + +
Kombinasyon |C50/16 |C50/8 |C50/4 |C50/2 |C50 2 |C50 4 |C50
GA, Tiyofanoks, Siilfisomidin,
Trifenilfosfit ve Nadolol kombinasyonu 6.213 7.434 5.852 4.330 4.397 1.736 1.840

Cizelge 4.13. Tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’iin GA (ICsp) ile bes-

bilesenli kombinasyon etkileri.

Doz 1563 puM | 3.125puM | 6.25puM 125puM | 25puM | 50 pM 100 pM
+ + + + + + +
Kombinasyon |C5o |C5o |C50 |C50 |C50 |Cso |C50
GA, Tiyofanoks, Siilfisomidin,
Trifenilfosfit ve Nadolol
kombinasyonu 2.499 3.531 3.094 3.380 3.475 2.655 2.783
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4.4. TALI Goriintii-Temelli Sitometre Analizi

Sinerjistik ikili ilag kombinasyonlarmin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerine
etkisi TALI goriintii-temelli sitometre ile incelendi. HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonu ile inkiibasyonu sonunda tespit edilen
0lii, canli ve apoptotik hiicre popiilasyonun oranlar1 Cizelge 4.14’de verilmistir. GA ve
5-FU ikili ilag kombinasyonu zaman-bagimli olarak 6lii hiicre oranini ve apoptotik hiicre

oranini sinerjistik olarak artirdigi bulunmustur.

Cizelge 4.14. GA ve 5-FU kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerine

etkisinin TALI gériintii-temelli sitometre ile incelenmesi. Degerler ii¢ farkli deneyin + SE

ortalamasidir.
Hiicre popiilasyonu (%) | Deney grubu | 30 Dakika 6 Saat 12 Saat | 24 Saat
Kontrol 1+4.23 1+£1.68 2+0.25 3+1.68
GA 2+3.18 7+0.81 16+3.55 | 27+1.33
Olii hiicre oram 5-FU 1+1.94 5+1.02 23+6.58 | 31+1.35
GA+5-FU 2+2.01 10+1.68 | 11+£2.76 | 26+1.16
Kontrol 99+4 .23 98+1.67 | 97+0.25 | 95+1.68
Canl hiicre oram GA 94+2.56 86+0.97 | 71+£0.28 | 54+2.03
5-FU 96+2.44 87+£0.72 | 60+4.00 | 47+0.94
GA+5-FU 88+2.46 72+1.22 | 51£2.48 | 28+1.22
Kontrol 0+4.23 1+£1.68 1+0.25 2+1.68
Apoptotik hiicre oram GA 4+£2.69 7+4.90 13£1.69 | 19+1.02
5-FU 3+1.11 8+4.38 17+£1.21 | 22+1.72
GA+5-FU 10+1.90 18+2.47 | 38t1.74 | 46+1.71

GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunun apoptoza etkisi, Sekil 4.16°da verilmistir.
30 dakika, 6 saat, 12 saat ve 24 saat GA uygulamasi sonunda, apoptotik hiicre orani
sirasiyla yaklasik % 4, % 7, % 13 ve % 19 olarak belirlenmistir. 30 dakika, 6 saat, 12 saat
ve 24 saat 5-FU uygulamasi sonunda, apoptotik hiicre orani sirastyla yaklasik % 3, % 8,
% 17 ve % 22 olarak tespit edilmistir. 30 dakika, 6 saat, 12 saat ve 24 saat GA ve 5-FU
kombinasyon ila¢ uygulamasi sonunda, apoptotik hiicre orani sirastyla yaklasik % 10, %

18, % 38 ve % 46 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.16. GA ve 5-FU kombinasyonunun apoptoza etkisi. Degerler ti¢ farkli deneyin +
SE ortalamasidir. *, kontrole gore, **, GA ve 5-FU grubuna gore, #, GA’e gore, &, tim

gruplara gore istatiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonu ile
maruziyeti sonunda tespit edilen 6lii, canli ve apoptotik hiicre popiilasyonun oranlari
Cizelge 4.15de verilmistir. GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonu zaman-bagimli olarak
HT-29 olii hiicre popiilasyonunu ve sinerjistik olarak HT-29 apoptotik hiicre oranini

artirdig1 bulunmustur.
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Cizelge 4.15. GA ve L-OHP kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerine

etkisinin TALI gériintii-temelli sitometre ile incelenmesi. Degetler ii¢ farkli deneyin + SE

ortalamasidir.

Hiicre popiilasyonu (%) | Deney grubu | 30 Dakika | 6 Saat 12 Saat | 24 Saat
Kontrol 1+4.23 1+£1.68 2+0.25 3+1.68

GA 2+3.18 7+0.81 16+3.55 | 27+1.33

Olii hiicre oram L-OHP 3+2.76 9+1.05 26+1.94 | 32+3.63
GA+L-OHP 4+6.21 13+1.22 18+2.01 | 30+2.66

Kontrol 99+4.23 98+1.68 97+0.25 | 95+1.68

Canl hiicre oram GA 94+2.56 86+0.97 71+0.28 | 54+2.03
L-OHP 954+3.12 85+0.70 54+4.15 | 37+1.46

GA+L-OHP 84+4.06 64+1.38 45+2.79 | 14+1.82

Kontrol 0+4.23 1+1.68 1+0.25 2+1.68

Apoptotik hiicre orani GA 4+2.69 7+4.90 13£1.69 | 19£1.02
L-OHP 2+1.08 6+2.89 20+1.08 | 31+1.97
GA+L-OHP 12+1.92 23+2.87 37+£1.92 | 56+1.74

GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonunun apoptoza etkisi, Sekil 4.17’de
verilmistir. 30 dakika, 6 saat, 12 saat ve 24 saat L-OHP uygulamasi sonunda apoptotik
hiicre orani sirasiyla yaklasik % 2, % 6, % 20 ve % 31 olarak belirlenmistir. 30 dakika, 6
saat, 12 saat ve 24 saat GA ve L-OHP kombinasyon ila¢ uygulamasi sonunda apoptotik
hiicre oran1 sirasiyla yaklasik % 12, % 23, % 37 ve % 56 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17. GA ve L-OHP kombinasyonunun apoptoza etkisi. Degerler ii¢ farkli deneyin
+ SE ortalamasidir. *, kontrole gore, **, GA ve L-OHP grubuna gore, #, GA’e gore, &,

tiim gruplara gore istatiksel anlamlilig: ifade etmektedir.

4.5. Sinerjistik Tla¢c Kombinasyonlarmm Apoptoz Yolaginda Yer Alan Genlerin
mRNA ifade Diizeylerine Etkisi

GA ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag kombinasyonlarinin apoptoz
yolaginda yer alan genlerin mRNA ifade diizeylerine etkisi RT-qPCR yontemi ile
incelenmistir. GA ve 5-FU kombinasyonun Bax, Bcl-2, Kaspaz-8 ve Bax/Bcl-2 oranina
etkilerine ait rolatif kat artislar1 Cizelge 4.16’da verilmistir. GA ve 5-FU ikili ilag
kombinasyonu, kontrole gore zaman-bagimli olarak Bax ve Kaspaz-8 mRNA ifade
diizeyini artirmistir. Bcl-2 protein ifadesinde kontrole gdre zaman-bagimli azalma

meydana gelmistir.
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Cizelge 4.16. GA ve 5-FU kombinasyonunun Bax, Bcl-2, Kaspaz-8 ve Bax/Bcl-2 oranina

etkilerine ait rolatif kat artislar1. Degerler ii¢ farkli deneyin &+ SE ortalamasidir.

Gen Deney grubu 30 Dakika 6 Saat 12 Saat 24 Saat
Kontrol 1+1.54 1+1.19 1+1.42 1£1.12
GA 0.3616+=1.48 1.0537+1.18 1.4224+1.18 4.6701+1.11
Bax 5-FU 0.2402+1.32 1.0837+1.14 1.3440+1.24 4.7598+1.19
GA+5-FU 0.6221+1.13 3.2506+1.17 5.0221+1.23 10.0651£1.35
Kontrol 1+1.97 1+1.06 1+1.38 1£1.08
GA 0.7971£1.03 0.7437+1.05 0.4650+1.03 0.3639+1.06
Bcl-2 5-FU 0.5827+1.106 | 0.5788+1.07 0.5419+1.05 0.4100+£1.02
GA+5-FU 0.3819+1.05 0.2389+1.06 0.2134+1.06 0.2015+1.03
Kontrol 1+1.61 1+1.71 1+1.52 1£1.24
GA 0.1368+1.56 1.1495+1.86 1.4114+1.53 3.9105+1.38
Kaspaz-8 5-FU 0.2541£1.06 1.4794+1.71 1.4191+1.35 3.5265+1.06
GA+5-FU 0.5683+1.26 4.2506+1.03 4.3969+1.68 10.4974+2.00
Kontrol 1+1.26 1+1.37 1+1.62 1+1.86
GA 0.4537+2.31 1.4169+1.90 3.0590+1.73 12.8341+1.71
Bax/Bcl-2 oram | 5-FU 0.4121£1.53 1.8723+1.81 2.4800+1.42 11.6100+1.55
GA+5-FU 1.6290+1.36 13.6090+£1.36 | 23.5338+1.71 | 49.9486+1.03

GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunun Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8’in mRNA ifade
diizeylerine etkisi, sirasiyla Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de verilmistir. Bax
MRNA ifadesi 30 dakika GA maruziyeti sonunda kontrole gore 0.3616 kat azalis (p<0.05)
gosterirken, 30 dakika 5-FU maruziyeti sonucunda Bax mRNA ifadesinde kontrole gore
0.2402 kat azalma gozlenmistir (p<0.05). Kombinasyon tedavisinde ise, kontrole gore
0.6221 kat dusiis tespit edilmistir (p<0.05). Bax mRNA ifadesi 6 saat GA maruziyeti
sonunda kontrole gore 1.0537 kat artig gosterirken (p<0.05), 6 saat 5-FU maruziyeti Bax
mRNA ifadesinde kontrole gore 1.0837 kat artis gostermistir (p<0.05). Kombinasyon
tedavisinde ise, kontrole gore 3.2506 kat artig gézlenmistir (p<0.05). Bax mRNA ifadesi
12 saat GA maruziyeti sonunda kontrole gore 1.4224 kat artig gosterirken (p<0.05), 12
saat 5-FU maruziyeti Bax mRNA ifadesinde kontrole gore 1.3440 kat artisa yol agmustir
(p<0.05). Kombinasyon ila¢ uygulama grubunda ise, kontrole gore 5.0221 kat artis
gozlenmistir (p<0.05). Bax MRNA ifadesi 24 saat GA maruziyeti sonunda kontrole gore
4.6701 kat artis gosterirken (p<0.05), 24 saat 5-FU maruziyeti Bax mRNA ifadesinde
kontrole gore 4.7598 kat artis gergeklesmistir (p<0.05). Kombinasyon tedavisinde ise
kontrole gore 10.0651 kat artis gézlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.18. GA ve 5-FU kombinasyonunun Bax mRNA ifade diizeyine etkisi. *, kontrole

gore ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

30 dakika GA maruziyeti sonunda Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole gore 0.7971
kat diisiis gozlenirken (p<0.05), 30 dakika 5-FU maruziyeti Bcl-2 mRNA ifadesinde
kontrole gore 0.5827 kat diislis gostermistir (p<0.05). Kombinasyon tedavisinde ise
kontrole gore 0.3819 kat diisiis gézlenmistir (p<0.05). Bcl-2 mRNA ifadesi 6 saat GA
maruziyeti sonunda kontrole gore 0.7437 kat diislis gosterirken (p<0.05), 6 saat 5-FU
maruziyeti Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole gore 0.5788 kat azalma meydana gelmistir.
Kombinasyon tedavisinde ise kontrole gore 0.2389 kat diisiis gézlenmistir. Bcl-2 mRNA
ifadesi 12 saat GA maruziyeti sonunda kontrole gore 0.4650 kat diisiis gosterirken
(p<0.05), 12 saat 5-FU maruziyeti Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole gore 0.5419 kat
azalma meydana gelmistir. Kombinasyon tedavisinde ise kontrole gore 0.2134 kat diisiis
gozlenmistir. Bcl-2 mRNA ifadesi 24 saat GA maruziyeti sonunda kontrole gore 0.3639
kat diisiis gosterirken (p<0.05), 24 saat 5-FU maruziyeti Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole
gore 0.4100 kat diislis gdstermistir (p<0.05). Kombinasyon tedavisinde ise kontrole gore
0.2015 kat diistis gozlenmistir.
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Sekil 4.19. GA ve 5-FU kombinasyonunun Bcl-2 mRNA ifade diizeyine etkisi. *, kontrole

gore ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

Kaspaz-8 mRNA ifadesi 30 dakika GA maruziyeti sonunda kontrole gore 0.1368
kat diisiis gosterirken (p<0.05), 30 dakika 5-FU maruziyeti Kaspaz-8 mRNA ifadesinde
kontrole gore 0.2541 kat azalmaya neden olmustur (p<0.05). Kombinasyon tedavisinde
ise, kontrole gore 0.5683 kat diisiis gézlenmistir (p<0.05). Kaspaz-8 mRNA ifadesi 6 saat
GA maruziyeti sonunda kontrole gore 1.1495 kat artis gosterirken (p<0.05), 6 saat 5-FU
maruziyeti Kaspaz-8 mRNA ifadesinde kontrole gore 1.4794 kat artisa yol agmustir
(p<0.05). Kombinasyon tedavisinde ise, kontrole gore 4.2506 kat artis gozlenmistir
(p<0.05). Kaspaz-8 mRNA ifadesi 12 saat GA maruziyeti sonunda kontrole gore 1.4114
kat artis gosterirken (p<0.05), 12 saat 5-FU maruziyeti Kaspaz-8 mRNA ifadesini
kontrole gore 1.4191 kat artirmistir (p<0.05). Kombinasyon tedavisinde ise, kontrole gore
4.3969 kat artis gozlenmistir (p<0.05). Kaspaz-8 mRNA ifadesi 24 saat GA maruziyeti
sonunda kontrole gére 3.9105 kat artig gosterirken (p<0.05), 24 saat 5-FU maruziyeti
Kaspaz-8 mRNA ifadesini kontrole gore 3.5265 kat artirmistir (p<0.05). Kombinasyon
tedavisinde ise, kontrole gore 10.4974 kat artis gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.20. GA ve 5-FU kombinasyonunun Kaspaz-8 mRNA ifade diizeyine etkisi. *,

kontrole gore ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig ifade etmektedir.

GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunun Bax/Bcl-2 mMRNA oranina etkisi Sekil
4.21°de verilmistir. 30 dakika, 6 saat, 12 saat ve 24 saat GA ve 5-FU kombinasyon ilag
uygulamasi, kontrole gore Bax/Bcl-2 mRNA oraninda sirasiyla 1.6290, 13.6090, 23.5338
ve 49.9486 Kkat artigsa yol agmustir.

u Kontrol GA 5Fu B GA+5-Fu

20

Bax/Bel-2 mRNA oram

10

30 Dakika 6 Saat 12 Saat 24 Saat

Sekil 4.21. GA ve 5-FU kombinasyonunun Bax/Bcl-2 mRNA oranina etkisi.
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GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonun Bax, Bcl-2, Kaspaz-8 ve Bax/Bcl-2
oranina etkilerine ait rolatif kat artiglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir. GA ve L-OHP ikili
ilag kombinasyonu, kontrole gére zaman-bagimli olarak Bax ve Kaspaz-8 mRNA ifade
diizeyini artirmistir. Bcl-2 protein ifadesinde kontrole gore zaman-bagimli azalma

meydana gelmistir.

Cizelge 4.17. GA ve L-OHP kombinasyonunun Bax, Bcl-2, Kaspaz-8 ve Bax/Bcl-2

oranina etkilerine ait rolatif kat artislar1. Degerler ii¢ farkli deneyin &+ SE ortalamasidir.

Gen Deney grubu | 30 Dakika 6 Saat 12 Saat 24 Saat
Kontrol 1+1.54 1£1.90 1+1.43 1+1.16
GA 0.3616+£1.48 | 1.0537+1.81 1.4224+1.84 | 4.6701£1.06
Bax L-OHP 0.2907+£1.20 | 0.8324+1.62 | 1.7911+1.76 | 4.8970+1.75
GA+L-OHP | 0.7785+1.12 | 3.4567+1.42 | 5.1790+1.72 | 9.9523+1.51
Kontrol 1+1.97 1+£1.28 1+1.21 1+1.08
GA 0.7971£1.31 | 0.7437+£1.06 | 0.4650+1.05 | 0.3639+1.06
Bcl-2 L-OHP 0.5693+1.30 | 0.5206+1.03 | 0.4034+1.25 | 0.3258+1.25
GA+L-OHP | 0.2134+2.54 | 0.1958+1.23 | 0.1517+1.25 | 0.1164+1.23
Kontrol 1+1.61 1+1.71 1+1.52 1+1.24
GA 0.1368£1.56 | 1.1495+1.86 | 1.4114+1.53 | 3.9105+1.38
Kaspaz-8 L-OHP 0.3270£1.50 | 1.6757+1.55 | 1.4397+1.83 | 3.2139+1.48
GA+L-OHP | 0.6768+1.37 | 4.6920+1.90 | 4.6503+£1.02 | 16.2958+1.42
Kontrol 1+1.89 1+2.03 1+1.84 1+2.72
GA 0.4537+£1.68 | 1.4169+1.59 | 3.0590+2.35 | 12.8341+2.52
Bax/Bcl-2 oram | L-OHP 0.5105+1.06 | 1.5989+1.63 | 4.4397+1.76 | 15.0295+1.53
GA+L-OHP | 3.6484+1.70 | 17.6551+1.43 | 34.1437+2.35 | 85.5294+1.35

GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonunun Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8’in mRNA
ifade diizeylerine etkisi, sirasiyla Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’°de verilmistir. 30
dakika L-OHP maruziyeti Bax mRNA ifadesinde kontrole gore 0.2907 kat diisiis
gostermistir. Kombinasyon tedavisinde ise Bax mRNA ifadesinde kontrole gore 0.7785
kat diislis gozlenmistir. 6 saat L-OHP maruziyeti Bax mRNA ifadesinde kontrole gore
0.8324 kat diisiis gostermistir. Kombinasyon tedavisinde ise, kontrole gore 3.4567 kat
artis gézlenmistir. 12 saat L-OHP maruziyeti Bax mRNA ifadesinde kontrole gore 1.7911
kat artis gostermistir. Kombinasyon tedavisinde ise, kontrole gore 5.1790 kat artis
gozlenmistir. 24 saat L-OHP maruziyeti Bax mRNA ifadesinde kontrole gore 4.8970 kat
artis gostermistir. Kombinasyon tedavisinde ise, kontrole gore 9.9523 kat artis tespit
edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.22. GA ve L-OHP kombinasyonunun Bax mRNA ifade diizeyine etkisi. *,

kontrole gore ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig: ifade etmektedir.

30 dakika L-OHP maruziyeti Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole gore 0.5693 kat
diisiis gostermistir. Kombinasyon tedavisinde ise Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole gore
0.2134 kat diistis gézlenmistir. 6 saat L-OHP maruziyeti Bcl-2 mRNA ifadesini kontrole
gore 0.5206 kat disiirmiistiir. Kombinasyon tedavisinde ise Bcl-2 mRNA ifadesinde
kontrole gore 0.1958 kat diisiis gozlenmistir. 12 saat L-OHP maruziyeti Bcl-2 mRNA
ifadesinde kontrole gore 0.4034 kat diislis gostermistir. Kombinasyon tedavisinde ise Bcl-
2 mRNA ifadesinde kontrole gore 0.1517 kat diisiis gozlenmistir. 24 saat L-OHP
maruziyeti Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole gore 0.3258 kat diisiise neden olmustur.
Kombinasyon tedavisinde ise Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole gore 0.1164 kat diisiis
gbzlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.23. GA ve L-OHP kombinasyonunun Bcl-2 mRNA ifade diizeyine etkisi. *,

kontrole gore ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig ifade etmektedir.

30 dakika L-OHP maruziyeti sonucunda Kaspaz-8 mRNA ifadesinde kontrole
gore 0.3270 kat diisiis gozlenmistir. Kombinasyon tedavisinde ise Kaspaz-8 mRNA
ifadesinde kontrole gore 0.6768 kat diisiis gergeklesmistir. 6 saat L-OHP maruziyeti,
Kaspaz-8 mRNA ifadesinde kontrole gore 1.6757 kat artisa yol agmigtir. Kombinasyon
tedavisinde ise Kaspaz-8 mRNA ifadesinde kontrole gore 4.6920 kat artis gbzlenmistir.
12 saat L-OHP maruziyeti Kaspaz-8 mRNA ifadesinde kontrole gore 1.4397 kat artis
gostermistir. Kombinasyon tedavisinde ise Kaspaz-8 mRNA ifadesinde kontrole gore
4.6503 kat artis gozlenmistir. 24 saat L-OHP maruziyeti Kaspaz-8 mRNA ifadesinde
kontrole gore 3.2139 kat artisa neden olmustur. Kombinasyon tedavisinde ise Kaspaz-8

MRNA ifadesinde kontrole gore 16.2958 kat artis gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.24. GA ve L-OHP kombinasyonunun Kaspaz-8 mRNA ifade diizeyine etkisi. *,

kontrole gore ve #, GA’e gore istatiksel anlamlilig ifade etmektedir.

GA ve L-OHP sinerjistik ikili ila¢ kombinasyonunun Bax/Bcl-2 mRNA oranina
etkisi Sekil 4.25’de verilmistir. 30 dakika, 6 saat, 12 saat ve 24 saat GA ve L-OHP
kombinasyon ila¢ uygulamasi, kontrole gore Bax/Bcl-2 mRNA oraninda sirasiyla 3.6484,
17.6551, 34.1438 ve 85.5294 Kkat artisa yol agmustir.
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Sekil 4.25. GA ve L-OHP kombinasyonunun Bax/Bcl-2 mRNA oranina etkisi.
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4.6. Sinerjistik Ila¢c Kombinasyonlarmin Apoptoz Yolaginda Yer Alan Genlerin

Protein ifade Diizeylerine EtKisi

GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunun Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8 protein ifade
diizeylerine olan etkisi, sirasiyla Sekil 4.26’da verilmistir. HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonuna maruziyeti sonucunda, Bcl-2 protein
ifade diizeyinin azaldigi, Bax ifade diizeyinde degisiklik meydana gelmedigi ve Kaspaz-

8 protein ifadesinde 6nemli miktarda artis meydana geldigi bulunmustur.

Kontrol GA 5-Fu GA+5-Fu

Bax

Kaspaz-8 ” -
p-Aktin |l I‘ .

Sekil 4.26. GA ve 5-FU kombinasyonunun Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8 protein ifade

diizeyine etkileri. Protein ifade diizeylerindeki degisimler, Western blotlama yontemi ile

belirlendi.
GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunun Bax/Bcl-2 protein oranina etkisi Sekil

4.27°de verilmistir. GA ve 5-FU kombinasyon ilag uygulamasi, HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde kontrole gore Bax/Bcl-2 mRNA oraninda 1.3498 artisa yol agmustir.
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Sekil 4.27. GA ve 5-FU kombinasyonunun Bax/Bcl-2 protein oranina etkisi. Protein ifade

diizeylerindeki degisimler, Western blotlama yontemi ile belirlendi.

GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonunun Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8 protein ifade
diizeylerine etkisi, Sekil 4.28’de verilmistir. HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin GA
ve L-OHP ikili ilag kombinasyonuna maruziyeti sonucunda Bcl-2 protein ifadesinin
azaldigi, Bax ifade diizeyinde degisiklik meydana gelmedigi ve Kaspaz-8 protein ifade

seviyesinde onemli oranda artis meydana geldigi bulunmustur.
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Sekil 4.28. GA ve L-OHP kombinasyonunun Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8 protein ifade

diizeyine etkileri. Protein ifade diizeylerindeki degisimler, Western blotlama yontemi ile

belirlendi.

GA ve L-OHP ikili ila¢ kombinasyonunun Bax/Bcl-2 protein oranina etkisi Sekil
4.29’da verilmistir. GA ve L-OHP kombinasyon ila¢ uygulamasi, HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde kontrole gore Bax/Bcl-2 mRNA oraninda 1.7468 artisa yol agmustir.
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Sekil 4.29. GA ve L-OHP kombinasyonunun Bax/Bcl-2 protein oranina etkisi. Protein

ifade diizeylerindeki degisimler, Western blotlama yontemi ile belirlendi.
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4.7. Sinerjistik fla¢ Kombinasyonlarmin Nanolipozomal Formiilasyonlari

4.7.1. Nanolipozomal Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

DPPC:CH (70:30) formiilasyonlarinda, DPPC:CH (60:40) formiilasyonlarina
kiyasla, daha yiiksek yiikleme verimi elde edilmistir (Cizelge 4.18). Nanolipozomal
formiilasyonlarin karakterizasyonu i¢cin DPPC:CH (70:30) formiilasyonlar1 hazirlanmis

ve sonraki ¢alismalarda bu formiilasyonlar kullanilmistir.

Cizelge 4.18. Nanolipozomal ila¢ formiilasyonlarinin yiikkleme verimleri.

Formiilasyon Yiikleme verimi (%, £S.E)
DPPC:CH@GA (70:30) 34+25
DPPC:CH@5-FU (70:30) 30£2.6
DPPC:CH@L-OHP (70:30) 32+4.7
DPPC:CH@GA (60:40) 27+ 1.8
DPPC:CH@5-FU (60:40) 24+29
DPPC:CH@L-OHP (60:40) 26+3.9

4.7.2. Nanolipozomal fla¢ Formiilasyonlarmin Morfolojisinin incelenmesi

Nanolipozomal formiilasyonlarin morfolojik yapilart faz kontrast invert
mikroskop ve SEM ile belirlenmistir. Bos DPPC:CH, DPPC:CH@GA+5-FU ve
DPPC:CH@GA+L-OHP nanolipozomal formiilasyonlarin morfolojisi faz kontrast invert
mikroskop ile go6zlenmistir. Bos DPPC:CH nanolipozomlarin faz kontrast invert
mikroskop goriintiileri Sekil 4.30°da verilmistir. Hazirlanan DPPC:CH nanolipozomal

formiilasyonlarin kiiresel morfolojiye sahip oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.30. Bos DPPC:CH nanolipozomlarin faz kontrast invert mikroskop goriintiis.

Bos lipozomlarin SEM goriintiisii Sekil 4.31°de verilmistir. 4000 biiyilitmede
¢ekilen goriintiiler, nanolipozomal formiilasyonlarin monodispers ve kiiresel morfolojiye

sahip oldugunu gostermistir.

*

Vac-High PC-Std. 10 kV x 4000 — 003533

Sekil 4.31. Bos DPPC:CH nanolipozomlarin SEM goriintiisii.
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Bos lipozomlarin boyut dagilimi Sekil 4.32°de verilmistir. Boyut dagilim grafigi,

lipozomal formiilasyonlarin boyutunun 139.1 nm (nano-6l¢ekli) oldugunu ortaya

koymustur.
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Sekil 4.32. Bos DPPC:CH nanolipozomlarin boyut dagilimi.

DPPC:.CH@GA+5-FU nanolipozomlarin faz kontrast invert mikroskop goriintiisii
Sekil 4.33’de verilmistir. 20X biiyiitmede cekilen goriintiiler, DPPC:CH@GA+5-FU

nanolipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip ve monodispers oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.33. DPPC:.CH@GA+5-FU nanolipozomlarin faz kontrast invert mikroskop

goruntusil.

DPPC.CH@GA+5-FU nanolipozomlarin, SEM goériintiisti  Sekil 4.34°de
verilmistir. 4000 biiylitmede ¢ekilen goriintiiler, nanolipozomal formiilasyonlarin

monodispers ve kiiresel morfolojiye sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.34. DPPC:CH@GA+5-FU nanolipozomlarin SEM goriintiisii.

DPPC:CH@GA+5-FU nanolipozomlarin  boyut dagilmi  Sekil 4.35’de
verilmistir. Boyut dagilim grafigi, DPPC.CH@GA+5-FU lipozomal formiilasyonlarin
boyutunun 147.6 nm (nano-olgekte) oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.35. DPPC:CH@GA+5-FU nanolipozomlarin boyut dagilimi.
DPPC:CH@GA+L-OHP nanolipozomlarin invert mikroskop goriintiileri Sekil

4.36’da verilmistir. 20X biiyiitmede ¢ekilen gorintiler, DPPC:CH@GA+L-OHP

nanolipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip ve monodispers oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.36. DPPC:CH@GA+L-OHP nanolipozomlarin faz kontrast invert mikroskop

goruntiisu.

DPPC.CH@GA+L-OHP nanolipozomlarin, SEM goriintiisii  Sekil 4.37°de
verilmistir. 4000 biiylitmede c¢ekilen goriintiiler, nanolipozomal formiilasyonlarin

monodispers ve kiiresel morfolojiye sahip oldugunu géstermektedir.

L

£

Vac-High PC-Std. 10 kV x 4000 —— 003548

Sekil 4.37. DPPC.CH@GA+L-OHP nanolipozomlarin SEM goriintiisii.
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DPPC.CH@GA+L-OHP nanolipozomlarin boyut dagilimi Sekil 4.38’de
verilmistir. Boyut dagilim grafigi, DPPC:CH@GA+L-OHP lipozomal formiilasyonlarin

boyutunun 157.1 nm (nano-olgekte) oldugunu gostermektedir.
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Record 61: 27022020- dIs sample3-20x after filtration |
Sekil 4.38. DPPC:CH@GA+L-OHP nanolipozomlarin boyut dagilim.

4.7.3. Nanolipozomal Ila¢ Formiilasyonlarimn Boyut, Zeta Potansiyeli ve PDI

Degerleri

Nanolipozomal formiilasyonlarin boyut, zeta potansiyeli ve PDI degerleri zeta
Olger ile belirlenmistir. Sonuglar, Cizelge 4.19’da verilmistir. DPPC:CH,
DPPC:CH@GA+5-FU ve DPPC:CH@GA+L-OHP nanolipozomal formiilasyonlarinin
boyutu sirastyla, 139.1 nm, 147.6 nm ve 157.1 nm olarak oSlgiilmiistiir. DPPC:CH,
DPPC:CH@GA+5-FU ve DPPC:.CH@GA+L-OHP lipozomal nanoterapdtik
formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri sirasiyla, -6.39 mV, -5.07 mV ve -5.59 mV olarak
Ol¢iilmiistir. DPPC:CH, DPPC.CH@GA+5-FU ve DPPC:.CH@GA+L-OHP
nanolipozomal formiilasyonlarin PDI degerleri sirasiyla, 0.256, 0.196 ve 0.186 olarak

Olcllmiistr.
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Cizelge 4.19. Nanolipozomal formiilasyonlarin boyut, zeta potansiyeli ve PDI degeri.

Formiilasyon Boyut (nm) | Zeta potansiyeli (mV) PDI
DPPC:CH 139.1 -6.39 0.256
DPPC:CH@GA+5-FU 147.6 -5.07 0.196
DPPC:CH@GA+L-OHP 157.1 -5.59 0.186

4.7.4. Nanolipozomal fla¢ Formiilasyonlarinin fla¢ Salim Profilleri

Calismamizda, nanolipozomal ilag formiilasyonlarinin (DPPC:CH@GA,
DPPC:CH@5-FU ve DPPC:CH@L-OHP) ve serbest ilaglarin (GA, 5-FU ve L-OHP) in
vitro salim galigmalar1 gerceklestirilmistir. Deney sonuglar1, Sekil 4.39, Sekil 4.40 ve
Sekil 4.41°de verilmistir. DPPC:CH@GA formiilasyonundan 6 saatte yaklasik %
60.554+2.54, 24 saatte yaklasik % 66.83+2.44, 72 saatte ise yaklasik % 67.80+3.34
oraninda GA salimi gerceklesmistir. Ayni kosullarda 6 saatte yaklasik % 69.27+2.86, 24
saatte yaklagik % 78.25+2.60, 72 saatte ise yaklasik % 79.76+2.71 oraninda serbest GA

salim1 gerceklesmistir.

%0 9 —e—Serbest GA DPPC:CH@GA

Salim miktar: (%)

Zaman

Sekil 4.39. GA ve nanolipozomal GA’in salim profili.

Degerler ii¢ farkli deneyin + SE ortalamasidir.
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DPPC:CH@5-FU formiilasyonundan 6 saatte yaklasik % 70.55+2.02, 24 saatte
yaklasik % 72.25+3.06, 72 saatte ise yaklasik % 72.80+4.21 5-FU salim1 gergeklesmistir.
Ayn1 kosullarda 6 saatte yaklasik % 82.05+1.76, 24 saatte yaklasik % 86.36+1.83, 72
saatte ise yaklasik % 86.96+4.42 oraninda serbest 5-FU salim1 ger¢eklesmistir.
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Sekil 4.40. 5-FU ve nanolipozomal 5-FU’in salim profili.

Degerler ii¢ farkli deneyin + SE ortalamasidir.

DPPC:CH@L-OHP formiilasyonundan 6 saatte yaklasik % 60.39+1.38, 24 saatte
yaklasik % 74.75+1.96, 72 saatte ise yaklagik % 75.85+1.53 oraninda L-OHP salimi
gerceklesmistir. Aymi kosullarda 6 saatte yaklasik % 78.54+1.64, 24 saatte yaklasik %
79.2342.96, 72 saatte ise yaklasik % 80.57+1.55 oraninda serbest L-OHP salimi
gerceklesmistir.
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Sekil 4.41. L-OHP ve nanolipozomal L-OHP’in salim profili.

Degerler ti¢ farkli deneyin + SE ortalamasidir.

4.7.5. Nanolipozomal fla¢ Formiilasyonlarimin HT-29 Insan Kolon Kanseri Hiicre

Proliferasyonuna Etkileri

DPPC:CH@GA, DPPC:CH@5-FU, DPPC:CH@L-OHP, DPPC:CH@GA+5-FU
ve DPPC:CH@GA+L-OHP nanolipozomal formiilasyonlarin, serbest ilag ve/veya ilag
kombinasyonlarina kiyasla, in vitro antiproliferatif etkinligi MTT hiicre proliferasyon
analizi ile incelenmistir. Sekil 4.42°de serbest GA ve DPPC:CH@GA’in HT-29 insan
kolon kanseri hiicre proliferasyonuna olan etkisi verilmistir. 1.563-200 uM doz araliginda
DPPC:CH@GA’in serbest GA’den daha fazla HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonunu baskiladigi bulunmustur (p<0.05). 1.563-200 puM serbest GA
maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, %
97.83+0.11; % 93.74+2.54; % 85.38+1.26; % 80.01+0.48; % 73.65+0.70; % 63.18+1.13;
% 51.29+1.24 ve % 31.67+1.24 olarak bulunmustur. 1.563-200 uM DPPC:CH@GA
maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, %
89.73+0.35; % 84.78+1.94; % 78.48+1.25; % 70.95+1.06; % 59.58+4.27; % 51.54+2.20;
% 27.87+0.87 ve % 9.73+0.87 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.42. Serbest GA ve nanolipozomal GA’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna etkileri. Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile
belirlendi. Sonuglar, kontrole gére yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz,
tek yonlit ANOVA ve ardindan Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi. *, kontrole gore
ve #, GA’e gore istatiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir.

Sekil 4.43’de 5-FU ve DPPC:CH@5-FU’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna olan etkisi verilmistir. 1.563-200 uM doz araliginda DPPC:CH@5-
FU’in, serbest 5-FU’e kiyasla, HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu daha
fazla baskiladigi bulunmustur (p<0.05). 1.563-200 uM serbest 5-FU maruziyeti sonunda
HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, % 84.76+0.55; % 81.22+0.59;
% 74.95+2.12; % 65.53+2.93; % 58.71+4.38; % 45.37+4.64; % 35.21+4.64 ve %
24.8944.56 olarak bulunmustur. 1.563-200 uM DPPC:CH@5-FU maruziyeti sonunda
HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, % 66.49+0.11; % 62.91+1.53;
% 58.65+1.65; % 52.91+1.54; % 43.80+1.90; % 34.76+0.43; % 23.71+1.36 ve %
15.92+1.92 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.43. Serbest 5-FU ve nanolipozomal 5-FU’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna etkileri. Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile
belirlendi. Sonuglar, kontrole gére yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz,
tek yonlit ANOVA ve ardindan Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi. *, kontrole gore
ve #, 5-FU’¢ gore istatiksel olarak anlamlilig ifade etmektedir.

Sekil 4.44’de serbest L-OHP ve DPPC:CH@L-OHP’in HT-29 insan kolon
kanseri hiicre proliferasyonuna olan etkisi verilmistir. 1.563-200 uM doz araliginda
DPPC.CH@L-OHP’in, serbest L-OHP’e kiyasla, HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonunu daha fazla baskiladigi bulunmustur (p<0.05). 1.563-200 uM serbest L-
OHP maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, %
78.52+0.75; % 70.50+2.35; % 62.78+0.76; % 48.88+2.35; % 44.41+2.72; % 40.61+2.52;
% 29.87+1.53 ve % 14.324+1.53 olarak bulunmustur. 1.563-200 uM DPPC:CH@L-OHP
maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, %
70.5445.88; % 61.10+4.23; % 56.06+3.26; % 43.94+5.20; % 35.23+5.64; % 31.27+4.84;
% 19.23+3.50 ve % 10.90+2.43 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.44. Serbest L-OHP ve nanolipozomal L-OHP’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna etkileri. Hiicre proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile
belirlendi. Sonuglar, kontrole gére yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz,
tek yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni post-testi ile gerceklestirildi. *, kontrole gore
ve #, L-OHP’¢ gore istatiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir.

Sekil 4.45°de serbest GA ve 5-FU kombinasyonunun ve DPPC.CH@GA+5-
FU’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi verilmistir. 1.563-200 uM
doz araliginda DPPC:CH@GA+5-FU’in, serbest GA ve 5-FU kombinasyonuna kiyasla,
daha fazla HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu baskiladigi bulunmustur
(p<0.05). 1.563-200 uM serbest GA ve 5-FU kombinasyon ilag maruziyeti sonunda HT-
29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirastyla, % 83.94+1.42; % 76.96+2.07; %
70.86+£1.22; % 56.47+1.71; % 44.75£1.33; % 39.47+1.71; % 29.34+1.27 ve %
19.55+1.88 olarak bulunmustur. 1.563-200 uM DPPC:CH@GA+5-FU maruziyeti
sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, % 75.29+1.67; %
63.97+1.87; % 51.64+1.58; % 37.24+1.24; % 26.32+1.37; % 24.90+1.31; % 18.84+1.14
ve % 8.70+1.04 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.45. Serbest GA ve 5-FU kombinasyonu ve nanolipozomal GA ve 5-FU
kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkileri. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi. *, kontrole gore ve #, GA ve 5-FU

kombinasyonuna gore istatiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.

Sekil 4.46°da serbest GA ve L-OHP kombinasyonunun ve DPPC:CH@GA+L-
OHP’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi verilmistir. 1.563-200
uM doz araliginda nanolipozomal GA ve L-OHP’in serbest GA ve L-OHP
kombinasyonundan daha fazla HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu
baskiladig1 bulunmustur (p<0.05). 1.563-200 uM serbest GA ve L-OHP kombinasyon
ilag maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, %
64.20+1.73; % 60.53+1.30; % 47.58+2.39; % 36.31+0.57; % 33.22+1.22; % 27.40+0.06;
% 16.25+0.85 ve % 8.98+0.07 olarak bulunmustur. 1.563-200 uM DPPC:CH@GA+L-
OHP maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu sirasiyla, %
55.64+1.55; % 49.21+0.14; % 36.61+0.62; % 28.61+0.23; % 23.54+0.19; % 19.81+0.71,
% 10.82+0.94 ve % 7.64+0.26 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.46. Serbest GA ve L-OHP kombinasyonu ve nanolipozomal GA ve L-OHP
kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonuna etkileri. Hiicre
proliferasyonu, MTT hiicre proliferasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, kontrole gore
yiizde ve ortalama+SE olarak verildi. Istatiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Bonferroni post-testi ile gergeklestirildi. *, kontrole gore ve #, GA ve L-OHP

kombinasyonuna gore istatiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Diinya c¢apindaki ortalama yasam standartlarinin gelistigi, hastaliklarin tani ve
tedavisinin 6nemli 6lgiide iyilestigi ve yeterli saglik hizmetlerine erisimin arttig1 bir cagda
yastyoruz. Bu dlgiitler, diinyanin cogu bolgesinde ortalama yasam beklentisinin artiginda
etkili olmustur. Ancak, bulasici hastaliklardan 6liim oranlar1 artig gostermistir. Kanser
nedenli olimler, son 40 yilda yaklasik olarak % 40 oraninda artmistir. 2030 yilinda
yaklasik 13 milyon insanin kanser nedenli hayatin1 kaybedecegi 6ngoriilmektedir. Kolon
kanseri, gegmis yillarda insidansi diisiik olmasina ragmen zamanla yaygin bir kanser tiirii
haline gelmistir ve batili iilkelerde kansere bagli oliimlerin yaklasik % 10'unu
olusturmaktadir (Kuipers vd., 2015). Gelismis tilkelerde kolon kanserinin artisi, ¢esitli
risk faktorlerindeki artiga baglanabilir. Insidans oranindaki degisim, sporadik hastalik
oranlarinda ve bazi ailesel kanser sendromlarinda da belirgin olarak gézlenmistir.

Kemoterapi, uzun siiredir birincil ve metastatik kanser igin standart tedavidir.
Ancak, ilaglar tek ajan olarak tatbik edildiginde klinik yarar sinirlidir. Monoterapi ile ilgili
yaygin sorunlar arasinda hiicresel ve tiimor seviyesinde ila¢ direnci, ilacin
penetrasyonunu ve etkinligini engelleyen sert timor mikrogevresi, timor heterojenitesi
ve doz-sinirlayict toksisite bulunmaktadir. Bu nedenle, iki veya daha fazla antikanser
ajandan olusan kombinasyon kemoterapi modaliteleri, ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi
icin yillardir kullanilmaktadir. Kombinasyon tedavisi, monoterapiye kiyasla sinerjistik
ilag etkilesimi ile daha yiiksek etkinlik ve ilag direnci gelismesini engelleyebilmek gibi
faydalarindan dolay1 giderek artan 6neme sahiptir (Chen, Lian, Yuan, & Li, 2019; Dey,
Chang, Vadlamudi, Park, & Kang, 2020; Sidorov, Naulaerts, Bonnet, Pasquier, &
Ballester, 2019). Ancak, sonuglar hala yetersizdir ve kemoterapétik etkinlik istenilen

diizeyde degildir. Farkli ajanlarin etki mekanizmalarina dayanarak, sinerjistik

91



etkilesimlerle terapotik etkiyi en st diizeye c¢ikarmak igin yeni kombinasyon tedavi
modalitelerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Hastaliklarin  tedavisinde entofarmakolojik {irtinlerin rolii, uzun zamandir
bilinmektedir. Dogal iiriinler, giinimiizde ilag kesfine 6nemli katki saglamaktadir. Bitki,
hayvan, deniz organizmasi ve mikro-organizma tiirindeki ¢esitlilikten dolayi, doga
potansiyel terapotik molekiil kaynagidir. Arteether, galantamin, nitisinon ve tiotropium
dahil olmak tizere bitkisel kdkenli bir¢ok ilag, piyasaya siiriilmiistiir. Entofarmakolojik
irtinlerden aday ilag kesfi, kanser tedavisinde 6nemli rol oynar (Majolo, Delwing,
Marmitt, Filho, & Goettert, 2019). Bitki sekonder metabolitleri ve tiirevleri, Klinik
uygulamalarda degerlendirilmektedir (Fakhri, Moradi, Farzaei, & Bishayee, 2020; Rosa,
Tavares, Sousa, Seca, & Pinto, 2020).

Ilaglarin ve/veya molekiillerin diisiik ¢oziiniirliigii, viicutta erken parcalanma,
serbest formda viicuda verildiginde ilag kombinasyonlarindaki sinerjistik etkilesimin
korunmamast ve kontrolli salimimin saglanamamasi terapdtik modalitelerin
gelistirilmesinde 6nemli problemlerdir. Bu sorunlar, ilag tasiyici sistemler ile dnemli
oranda ¢Oziilmiistiir (Blanco, Shen, & Ferrari, 2015). Sinerjistik ila¢ kombinasyonlarinin
nano-olg¢ekli formiilasyonlari, serbest kombinasyon tedavisinden daha {istiin terapotik
fayda saglayabildigi i¢in kanser tedavisinde giderek artan oneme sahiptir (Malam,
Loizidou, & Seifalian, 2009). ilag tastyici ve/veya salim sistemleri, ilag kombinasyonlarin
tek platformda tasinmasina, tedavinin daha etkili ve giivenli bir sekilde uygulanmasina
imkan saglar. Tasiyici sistemler arasindan, teranostik i¢in en uygun olani nano-o6lgekli
lipozomlardir. Bazi lipozomal formiilasyonlar, kanser tedavisi i¢in klinik onaylidir (Pattni
vd., 2015).

Bu bilgiler dogrultusunda, doktora tezinin amaci HT-29 in vitro insan kolon
kanser modeli ile yeni terapdtik modalitelerin gelistirilmesi ve 6zgiin nanolipozomal
formiilasyonlarinin hazirlanmasidir. Doktora tezinin temeli, Dr. Dibirdik ve talebelerinin
cesitli kanserlerin tedavisine yonelik yeni terapotik modalite gelistirme g¢alismalari
sirasinda in vitro HT-29 insan kolon kanser modelinde etnofarmakolojik bir iiriin ile
aldiklar1 sonuglara dayanmaktadir (Fidan, 2017; Zenginer, 2017). Calismamizda, iiriiniin
kimyasal bilesenleri GA, tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit ve nadolol’tin in vitro anti

kolon kanser Ozellikleri incelendi ve I1Cso degerleri belirlendi. Ayni siiregte,
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konvansiyonel kemoterapi ilaglar1 5-FU, L-OHP ve C225’in de kullanilan ortamlardaki
ICso degerleri hesapland:.

Yaptigimiz ¢alismada, GA doz- bagimli olarak HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonunu kuvvetli bir sekilde baskilamistir (Sekil 4.2). Calismamizda, HT-29
insan kolon kanseri hiicrelerinin 24 saat GA (1-200 uM) ile maruziyeti ve takibinde 48
saat hiicre besiyeri ile inkiibasyonu sonunda GA’in ICsp degeri 106.430 uM (% 95 giiven
araligi; 84.990-113.700) olarak hesaplanmustir. Faried ve ekibi tarafindan, 24 saat 0.01-
6.25 mg/ml GA maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde ICso degerini
0.18 mg/ml olarak hesaplanmistir (Faried vd., 2007). Forester ve ekibi tarafindan, 72 saat
50 uM GA maruziyeti sonunda, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin canlilig1 yaklasik
% 20 olarak bulunmustur (Forester, Choy, Waterhouse, & Oteiza, 2014). Caco-2 insan
kolon kanseri hiicrelerinin 72 saat GA ile maruziyeti sonunda GA’in ICso degeri 68.7 uM
olarak hesaplanmistir (Forester & Waterhouse, 2010). Subramanian ve ekibi, HCT-15
insan kolon kanseri hiicrelerinin 72 saat GA (0-1500 uM) ile maruziyeti sonunda GA’in
ICso degerini yaklagsik 740 puM olarak hesaplamiglardir (Subramanian, Jaganathan,
Mandal, Supriyanto, & Muhamad, 2016). Devi ve ekibi, 24 saat GA uygulamasi sonunda
GA’in ICso degerini HCT-15 insan kolon kanseri hiicreleri i¢in 96 ug/ml olarak
belirlemislerdir (Devi, Uma, Narasu, & Kalyani, 2014). Rivera ve ekibi tarafindan, MDA-
MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde 48 saat GA maruziyeti sonunda GA’in ICso
degeri 10 pg/ml olarak bulunmustur (Rivera, Delgado, Bougarne, Haegeman, & Berghe,
2011). You ve ekibi tarafindan, HeLa insan serviks kanseri hiicrelerinde GA’in 1Cso
degeri 80 uM olarak belirlenmistir (You, Moon, Han, & Park, 2010). Moghtaderi ve
ekibi, MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin 24 ve 48 saat GA ile maruziyeti
sonunda GA’in I1Cso degerini sirastyla 150 ve 50 uM olarak belirlemislerdir (Moghtaderi,
Sepehri, Delphi, & Attari, 2018). GA’in MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
etkilerinin arastirildig: bir ¢aligmada, GA’in 1Cso degeri 48 ve 72 saat inkiibasyon i¢in
sirasiyla 18.5 ve 18 ug/ml olarak hesaplanmistir (Seresht vd., 2019). Liang ve ekibi, 24
saat GA maruziyeti sonunda U-20S ve MNNG/HOS insan osteosarkoma hiicrelerinde
GA’in ICso degerini sirastyla 54.23 ve 87.12 uM olarak belirlemislerdir (Liang vd., 2012).
Sourani ve ekibi tarafindan, C121 insan 10semi hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat GA
maruziyeti sonunda GA’in ICso degeri sirasiyla 60.3+£1.6, 50.9£1.5 ve 30.9£2.8 uM
olarak belirlenmistir (Sourani, Pourgheysari, Beshkar, Shirzad, & Shirzad, 2016).
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Sonuglarimiz, literatir verileri ile uyum gostermektedir. Ancak, 1Cso degerlerindeki
farkliliklarin, hiicre modeli, ekim yapilan hiicre sayisi, ilag maruziyet siiresi, hiicre
proliferasyon analiz yontemindeki farkliliklardan kaynaklandigi diisiniilmektedir (Xu
vd., 2009).

Arastirmamizda, etnofarmasotik kokenli bir {irliniin kimyasal iceriginde bulunan
stilfisomidin, tiyofanoks, nadolol ve trifenilfosfit’in antiproliferatif etkisinin olmadigini
ve artan ilag konsantrasyonlarma (0.01-1000 uM) ragmen HT-29 insan kolon kanseri
hiicre proliferasyonunun baskilanmadigi tespit ettik (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6). Bu durumun, siilfisomidin, tiyofanoks, nadolol ve trifenilfosfit’in etki
mekanizmalar1 ile yaygin antiproliferatif molekiiller ve/veya kemoterapoétiklerin etki
mekanizmalarinin ~ birbirinden  tamamen  farkli  olmasindan  kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Literatiirde siilfisomidin, tiyofanoks, nadolol ve trifenilfosfit’in
antiproliferatif etkilerinin incelendigi bir calisma bulunmamaktadir.

Tezimizde HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin 5-FU ile maruziyeti sonunda
hiicre proliferasyonu doz-bagimli baskilanmistir (Sekil 4.7). HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin 24 saat 5-FU (0.5-100 uM) ile maruziyeti ve takibinde 48 saat besiyeri ile
inkiibasyon sonucunda ICsp degeri 42.184 uM (% 95 giiven araligi; 29.527-48.669)
olarak bulunmustur. Lamberti ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin 72 saat
5-FU ile maruziyeti sonunda ICso degerini 4 uM=+0.01 olarak belirlemislerdir (Lamberti
vd., 2012). Richard ve ekibi, 72 saat 5-FU ile maruziyeti sonunda, HT-29 insan kolon
kanseri hiicreleri i¢in 1Cso degerini 4.20 uM olarak bulmuglardir (Richard & Marignac,
2015). Varghese ve ekibi, 72 saat 5-FU ile maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri
hiicreleri i¢in ICsp degerini 3.1+0.4 pg/ml olarak hesaplamislardir (Varghese vd., 2019).
Focaccetti ve ekibi, 24 saat 5-FU maruziyeti sonunda, HT-29 insan kolon kanseri
hiicreleri igin 1Cso degerini sirastyla 106.8 pM olarak belirlemislerdir (Focaccetti vd.,
2015). Leong ve ekibi, 24, 48 ve 72 saat 5-FU maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon
kanseri hiicreleri i¢in 1Cso degerini sirasiyla 25.9843.11, 1.43+£0.11 ve 0.15£0.01 uM
olarak hesaplamiglardir (Leong vd., 2016). Srimuangwong ve ekibi, HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde 24 ve 48 saat 5-FU maruziyeti sonunda 5-FU’in ICso degerini
sirastyla 39.134+2.32 ve 38+2.21 uM olarak belirlemislerdir (Srimuangwong, Tocharus,
Chintana, Suksamrarn, & Tocharus, 2012). Tong ve ekibi, 48 saat 5-FU maruziyeti
sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri i¢in 5-FU’in ICsp degerini 798.38+1.25 uM
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olarak hesaplamiglardir (Tong vd., 2011). He ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin 48 saat 80 uM 5-FU ile maruziyeti sonunda hiicre canliligin1 % 47.75 olarak
bulmuslardir (He, Fan, & Zha, 2011). Ikehata ve ekibi, 72 saat 5-FU maruziyeti sonunda
HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri i¢in 1Cso degerini 10.0+4.0 uM olarak rapor
etmislerdir (Ikehata vd., 2014). Calismamizda buldugumuz sonuglar, literatiir verileri ile
uyumludur ancak, ICsg degerindeki farkliliklarin hiicre modeli, ekim yapilan hiicre sayisi,
ilag maruziyet siiresi, hiicre proliferasyon analiz protokoliindeki farkliliklardan
kaynaklandig: diistiniilmektedir (Xu vd., 2009).

Projemizde, artan L-OHP konsantrasyonlari ile birlikte HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin  proliferasyonunun doz-bagimli olarak ©nemli oranda baskilandigi
bulunmustur (Sekil 4.8). HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin 24 saat L-OHP (0.5-100
uM) ile maruziyeti ve takibinde 48 saat besiyeri ile inkiibasyon sonucunda ICso degeri
11.096 uM (% 95 giiven araligi; 5.389-12.627) olarak bulunmustur. Flis ve ekibi
tarafindan, 72 saat L-OHP maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri igin
ICso degeri 9+0.4 uM olarak bulunmustur (Flis & Splawinski, 2009). Richard ve ekibi,
72 saat L-OHP maruziyetini takiben, HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri i¢in L-OHP’in
ICso degerini 0.88+0.2 uM olarak hesaplamislardir (Richard & Marignac, 2015). Ghasemi
ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat L-OHP ile maruziyeti
sonunda ICsp degerini sirasiyla 161.4, 29.8 ve 29.8 uM olarak hesaplamislardir (Ghasemi,
Moradzadeh, Mousavi, & Sadeghnia, 2016). Stoman ve ekibi, 48 saat L-OHP ile
inkiibasyonun ardindan, L-OHP’in ICso degerini HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri i¢in
12.30 uM olarak bulmuslardir (Stoman, Preez, & Venter, 2011). Ikehata ve ekibi, 72 saat
L-OHP maruziyeti sonunda HT-29, SW480, SW48 ve HCT116 insan kolon kanseri
hiicreleri i¢in L-OHP’in 1Csp degerini sirastyla 0.8+0.1, 42.5+10, 5.6+2.1 ve 0.8+0.2 uM
olarak rapor etmislerdir (Ikehata vd., 2014). Xiang ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde L-OHP’in ICso degerini 11.954 uM olarak belirlemislerdir (Xiang, Kang, &
Xiang, 2015). Mohammadian ve ekibi tarafindan, 24 saat L-OHP maruziyeti sonunda HT-
29 insan kolon kanseri hiicreleri igin 1Cso degeri 4.604+3.53 uM olarak hesaplanmistir
(Mohammadian, Zeynali, Azarbaijani, Ansari, & Kheradmand, 2017). Virag ve ekibi,
HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 24 saat L-OHP maruziyeti sonunda 1Cso degerini
22.31£2.717 pg/ml olarak hesaplamislardir (Virag vd., 2013). Nannizzi ve ekibi

tarafindan, 24 saat L-OHP maruziyeti sonunda, HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri igin
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ICso degeri 0.33+0.02 pg/ml olarak hesaplanmistir (Nannizzi vd., 2010). Calismamizda,
elde ettigimiz bulgular literatiir verileri ile Ortiismektedir ancak, 1Cso degerindeki
farkliliklarin, hiicre modeli, ekim yapilan hiicre sayisi, ila¢ maruziyet siiresi, hiicre
proliferasyon analiz metodundaki farkliliklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Xu vd.,
2009).

Bizim g¢alismamizda artan C225 konsantrasyonlarina (1.95-500 pg/ml) ragmen
HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunda 6nemli oranda azalma
meydana gelmedigi ve 24 saat 500 pg/ml C225 maruziyeti ve takibinde 48 saat besiyeri
ile inkiibasyon sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunun yaklasik %
80 oldugu bulunmustur (Sekil 4.9). Arastirmamizdaki MTT hiicre proliferasyon
analizleri, C225’in doz-bagimli olarak HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu
baskilamadigini ortaya koymustur. Matsuo ve ekibi tarafindan, 48 saat C225 maruziyeti
sonunda HT29, CW2, HCT116, JHSK-rec, JHCOLO-Y| ve TT1TKB insan kolon kanseri
hiicrelerininin proliferasyonunun baskilanmadigi bildirilmistir (Matsuo vd., 2011). Bu
durumun, C225 dahil olmak tizere monoklonal antikor sinifi bazi antikanser ajanlarin,
konakgi-bagimli sitotoksisite mekanizmasi gerektirebilecek diger geleneksel antikanser
ilaglar kadar sitotoksik olmamasindan kaynaklandigi diistiintilmektedir (Matsuo vd.,
2011). Farias ve ekibi, 10 nM C225’in HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu
baskiladigini gostermistir (Farias vd., 2012). Troiani ve ekibi tarafindan, GEO, SW48,
HT-29, LoVo, HCT-116, HCT-15, SW-620 ve SW-480 insan kolon kanseri hiicrelerinin
0.01-20 pg/ml C225 ile 96 saat maruziyeti sonunda, doz-bagimli antiproliferatif etki
gozlenmistir. GEO, SW48, HT-29 ve LoVo insan kolon kanseri hiicreleri i¢in 1Cso
degerini sirasiyla 0.1, 0.5, 20 ve 20 pg/ml olarak bulunmustur. HCT-116, HCT-15, SW-
620 ve SW-480 insan kolon kanseri hiicreleri i¢in ise ICso degeri >20 pg/ml olarak
belirlenmistir (Troiani vd., 2014). Levy ve ekibi tarafindan, 1x10°3-1x102 pg/ml 96 saat
C225 maruziyeti sonunda 1x10%-1x10? ug/ml doz araliginda HCT-116, DLD-1, T84, HT-
29 ve Caco-2 insan kolon kanseri hiicrelerinin canliliginda azalma meydana geldigi
bulunmustur. C225, hiicre proliferasyonunda ortalama % 93.71 oraninda inhibisyona yol
acmustir (Levy vd., 2009). Narvi ve ekibi, 72 saat C225 maruziyeti sonunda, HCA7 ve
LS180 insan kolon kanseri hiicreleri igin C225’in ICso degerini sirasiyla 0.02+0.1 ve
0.004+0.002 pg/ml, Caco-2, SW620, DLD-1, HCT116, HT-29, RKO ve VaCo-5 insan

kolon kanseri hiicreleri icin ICso degerini >100 pg/ml olarak bulmuslardir (Narvi vd.,
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2018). Solmi ve ekibi tarafindan, C225 maruziyeti sonunda Caco-2 insan kolon kanseri
hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli azalma meydana geldigi, ancak HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinin canliliginda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigi tespit edilmistir (Solmi vd., 2008). Chung ve ekibi tarafindan, C225’in wild-
tip EGFR ekspresyonu olan SW480 insan kolon kanseri hiicrelerinde belirgin bir etkinlige
sahip oldugu, HT-29 ve LS174T insan kolon kanseri hiicrelerinin C225'e direng
gosterdigi rapor edilmistir (Chung, Chiu, Wei, Chang, & Chao, 2020). Wu ve ekibi
tarafindan, C225 uygulamasi sonunda Caco-2 insan kolon kanseri hiicre canliliginin
azaldigi, HT-29 ve HCT-116 insan kolon kanseri hiicrelerinin canliliginda azalma
meydana gelmedigi tespit edilmistir (Wu, Huang, Gong, Lin, & Guo, 2018). Luca ve ekibi
tarafindan, C225 maruziyeti sonunda Caco-2, HT-29 ve HCT-116 insan kolon kanseri
hiicrelerinin canliliginda azalma meydana gelmedigi bulunmustur (Luca vd., 2014).
Gauthier ve ekibi, HCT-116, HCT-8, HT-29 ve SW620 insan kolon kanseri hiicrelerinde
100 pg/ml C225 dozunun sitotoksik veya sitostatik olmadigini rapor etmislerdir (Gauthier
vd., 2006). Di Nicolantonio ve ekibi, C225’in etkisini COLO-205 ve HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde incelemislerdir. C225 maruziyeti sonunda hiicre canliliginda azalma
meydana gelmedigi, COLO-205 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin C225’e
dayanikli oldugu bulunmustur (Nicolantonio vd., 2008). BRAF V600E alelinin C225'e
yanit1 zayiflattigini gostermislerdir. Mutasyona ugramis BRAF V600E alelini (DiFi-
BRAF) eksprese eden DiFi insan kolon kanseri hiicrelerinin, bos bir vektorle
transdiiksiyona ugratilmis parent hiicrelere kiyasla, C225'e daha az duyarli oldugu
bulunmustur. HT-29 ve COLO-205 insan kolon kanseri hiicrelerinin BRAF V600E alelini
tasidigi (KRAS wild-tip), C225 ve panitumumab tedavisine direngli oldugu bulunmustur.
Onkogenik BRAF (V600E mutant) varliginin kolon kanseri hiicrelerinde C225’in
terapGtik etkisini zayiflattig: tespit edilmistir. Kolon kanseri hastalarinin tagidigt KRAS
mutasyonlarinin, C225’e direncin onemli belirleyicisi oldugu ve wild-tip KRAS
mutasyonu barindiran hastalarin biiyiik kisminda C225 tedavisinin basarili olmadigi
bildirilmistir (Cunningham vd., 2004; Cutsem vd., 2007). Literatiirdeki ¢alismalar,
C225’in insan kolon kanseri hiicre proliferasyonundaki etkilerine iliskin bulgularin
geliskili oldugunu gostermektedir. Calismalarimizda, HT-29 insan kolon kanseri

hiicrelerinin proliferasyonunun C225 tarafindan kuvvetli bir sekilde baskilanmadigi ve
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24 saat 500 pg/ml C225 maruziyeti ve takibinde 48 saat besiyeri ile inkiibasyon sonunda
HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonu yaklasik % 80 olarak tespit edilmistir.

Timo6r matriksinin kompleks yapisi nedeni ile, etkili bir tedavi i¢in tek bir ilag
veya modalite yeterli olmayabilir. Iki veya daha fazla terapotik ajanin uygulanmasina
dayali kombinasyon kemoterapisi, uzun siireli prognoza ulasmak ve yan etkileri azaltmak
icin giderek artan oneme sahiptir. Kombinasyon tedavisi kanser hiicrelerinde farkli sinyal
yolaklarin1 modiile edebilir, sinerjistik etkilere neden olabilir, terapotik etkiyi maksimum
diizeye c¢ikarabilir ve ilag direnci gelismesini engelleyebilir (Mokhtari vd., 2017).
Kombinasyon tedavisi, monoterapiye kiyasla tstiinliigli kanitlanmis klinik onayli
yaklasimdir ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Foucquier & Guedj, 2015; Lazikani vd.,
2012).

Doktora tez ¢alismasinda, test molekiilleri ile geleneksel kemoterapétiklerin 1Cso
konsantrasyonlarinin belirlenmesinin takibinde, ayni anda kombinasyon uygulamalar ile
kimyasal bilesenler ve geleneksel kemoterapi ilaglart arasindaki etkilesimler analiz edildi.
GA’in 5-FU veya L-OHP ile ikili ilag kombinasyonlari, sinerjistik olarak HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu doz-bagimli baskilamistir (Sekil 4.10 ve
Sekil 4.12). Chou-Talalay metodu literatiirde kullanilan en yaygin kullanilan ve g¢ok
sayida atif alan bir yontemdir (Chou vd., 2019). Arastirmamizda, GA’in 5-FU veya L-
OHP ile ikili ilag kombinasyonlarnin analizi i¢in Chou-Talalay metodu ve bu metod
temelinde gelistirilen CompuSyn yazilimi kullanilmigtir. GA ve 5-FU kombinasyonunun
CompusSyn ile simiilasyonu, ilag kombinasyonundaki sinerjistik etkilesimleri basarili bir
sekilde gostermistir (Sekil 4.11). Fe-Cl ve izolobologram grafikleri, CI degerlerinin 1’den
kiicik oldugunu gostermektedir (Sekil 4.11C ve Sekil 4.11E). GA ve 5-FU
kombinasyonuna ait Fa-Cl grafigi, additif etkinin (CI=1) altinda kalan CI degerlerini ve
GA ve 5-FU arasindaki sinerjistik etkilesimi ifade etmektedir. [lag kombinasyonlarinda,
sinerjistik etkilesimin sayisal ol¢iisii sadece CI degeridir (Chou, 2006). Tez ¢alismamiz
kapsaminda, GA ve 5-FU kombinasyonuna ait CI degerleri her etki ve doz seviyesi igin
Chou-Talalay metodu ile hesaplanmistir. Chou-Talalay’in siniflandirmasia gore,
ICs0/16, 1Cs50/8, ICs0/4 ve 21Cso dozlarinda GA ve 5-FU kombinasyonunun sinerjizm
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). ICso ve 41Cso dozlarinda ise GA ve 5-FU
kombinasyonunun antagonizm gosterdigi bulunmustur. GA ve L-OHP kombinasyonunun

CompuSyn ile simiilasyonu, GA ve L-OHP arasindaki kuvvetli sinerjizmi agik¢a
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gostermektedir (Sekil 4.13). GA ve L-OHP kombinasyonuna ait Fa-CI grafiginde, additif
etki cizgisinin altinda kalan CI degerleri GA ve L-OHP arasinda kuvvetli sinerjistik
etkilesimler meydana geldigini ifade etmektedir (Sekil 4.13C). Calismalarimizda, GA ve
L-OHP ikili ilag kombinasyonuna ait CI degerleri her etki ve doz seviyesi i¢in Chou-
Talalay metodu ile hesaplanmistir. GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonunda Chou-
Talalay’in siniflandirmasina gore, ICso/16 dozunda kuvvetli sinerjizm, 1Cs0/8, 1Cso/4, 1Cs0
ve 2ICso dozlarinda ise sinerjizm gozlenmistir. 1Cso/2 dozunda orta sinerjizm gozlenmistir
(Cizelge 4.2). 41Cso dozunda ise, additif etki tespit edilmistir. GA ve C225
kombinasyonu, GA tek ajan uygulamasina kiyasla iistiin bir etki gdstermemistir (Sekil
4.14). Dolayisiyla, GA ve C225 arasinda herhangi bir pozitif kombinasyon etkisi
gerceklesmemistir. GA ve C225 ikili ilag kombinasyonunun CompuSyn ile simiilasyonu,
antagonistik etkilesimleri agikga gostermektedir (Sekil 4.15). GA ve C225
kombinasyonuna ait Fa-CI grafigi, CI degerlerinin additif etkiden daha biiyiik oldugunu
(CI>1) ifade etmektedir (Sekil 4.15E). Chou-Talalay’in siniflandirmasina gore, GA ve
C225 ikili ilag kombinasyonunun ICso ve 2ICso dozlarinda kuvvetli antagonizm, diger
dozlarinda ise antagonizm gézlenmistir (Cizelge 4.2). GA’in 5-FU veya L-OHP ile ikili
kombinasyonlarindaki kuvvetli sinerjistik etkilesimler, 5-FU ve LOHP’in terapotik
etkilerinin artirilmasi agisindan klinik olarak 6nemlidir.

DRI degeri, kombinasyonda yer alan her bir ilacin dozunun belirli bir etki
seviyesinde kag kat azaltilabileceginin dl¢iisiidiir (Chou vd., 2019). ilag kombinasyonu
sinerjistik etkilesim gosterdiginde, ayni etkiyi elde etmek igin her bir ilacin daha diisiik
dozlar gerekir ve bdylece terapotik etkinlik korunurken doz azalir. DRI, diisiikk dozda
konakgiya karsi toksisitenin azaldig1 ve terapotik etkinligin korundugu durumda klinik
olarak 6nemlidir (Chou, 2006). DRI>1 istenen durum olmasina ragmen, additif etki
ve/veya antagonistik etkilesimlerde de DRI degeri 1’den biiyiik olabilir. DRI degerinin
=1, >1 ve <1 olmasi sirasiyla herhangi bir doz azalmasinin gergeklesmedigini, istenilen
(olumlu) doz azalmasi ve istenmeyen (olumsuz veya negatif) doz azalmasinin
gerceklestigini gosterir (Chou, 2011). Daha biiyiik DRI degeri, verilen terapotik etki igin
daha fazla doz azalimini ifade eder.

Tez ¢alismasinda, GA’in 5-FU ve L-OHP ile ikili kombinasyonlarinda her bir doz
ve etki seviyesi i¢in 5-FU ve L-OHP’e ait DRI degerleri CompuSyn yazilimi ile
hesaplanmistir. Arastirmamizda GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunda, 5-FU i¢in DRI
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degerlerinin biitiin dozlarda 1’den biiyiik oldugu ve 5-FU i¢in olumlu doz azalmasinin
(DRI>1) gergeklestigi bulunmustur (Cizelge 4.1). CompuSyn yazilimi ile ¢izilen GA ve
5-FU kombinasyonuna ait Fa-DRI grafigi de, 5-FU i¢in DRI degerlerinin 1’den biiyiik
oldugunu agik¢a gostermektedir (Sekil 4.11D). GA ve 5-FU kombinasyonunun 21Csg
dozunda 5-FU i¢in DRI degeri 10.328 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1). 21Cso dozunda
GA ve 5-FU ikili ilag kombinasyonunun CI degeri 0.525 olarak bulunmustur (Cizelge
4.2). Bu sonuglar, 5-FU ve GA kombinasyon ila¢ uygulamas: ile, 5-FU dozunun
azaltilarak terapotik etkisinin artirilabilecegini ifade etmektedir. CompuSyn yazilimi ile
yaptigimiz hesaplamalar, GA ve L-OHP kombinasyonunda L-OHP i¢in DRI degerlerinin
biitiin dozlarda 1°den ¢ok biyiik oldugu ve L-OHP i¢in olumlu doz azalmasinin
gerceklestigini gostermistir (Cizelge 4.3). CompuSyn yazilimu ile ¢izilen GA ve L-OHP
kombinasyonuna ait Fa-DRI grafigi de, L-OHP i¢in DRI degerlerinin 1’den ¢ok biiyiik
oldugunu agik¢a gostermektedir (Sekil 4.13D). GA ve L-OHP kombinasyonunun 21Csg
dozunda L-OHP igin DRI degeri 20.446 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3). 21Cso
dozunda GA ve L-OHP kombinasyonunun CI degeri 0.445 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.2). GA’in 5-FU veya L-OHP ile ikili ila¢ kombinasyonlarinin sinerjistik
etkilesim gdstermesi, 5-FU ve L-OHP’e ait DRI degerlerinin 1’den biiylik olmasi klinik
olarak 6nemlidir. Sonug olarak, 5-FU veya L-OHP’in GA ile kombinasyon uygulamasi
tek ajan olarak 5-FU ve L-OHP’den elde edilen terapotik etkinin daha diisiik dozlarda
elde edilmesine ve ilag dozu ile iliskili yan etkilerin azaltilmasina imkan
saglayabilecegini gostermektedir. CompuSyn yazilimi ile yaptigimiz hesaplamalar, GA
ve C225 kombinasyonunda C225 i¢in DRI degerlerinin 1°den ¢ok kii¢iik oldugu ve C225
icin olumlu doz azalmasinin (DRI<1) gerceklesmedigi ortaya koymustur (Cizelge 4.4).
GA ve C225 ikili ilag kombinasyonunun 41Cso dozunda C225 igin DRI degeri 35.194
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Ancak, GA ve C225 ikili ilag kombinasyonunun 41Csg
dozunda CI degeri 2.650 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Daha once de belirtildigi
lizere, antagonistik ilag etkilesimlerinde de DRI degeri 1°den biiytik olabilir (Chou, 2006).
DRI degerleri, ila¢ kombinasyonu belirli bir etki ve doz seviyesinde sinerjistik etkilesim
gosterdiginde dnemlidir. Dolayisiyla, ¢alismamiz kapsaminda C225 i¢in elde edilen DRI
degeri terapotik olarak anlamli degildir.

Literatiirde, polifenol sinifi bilesiklerin gesitli molekiiller, ilaglar ve

kemoterapoétikler ile kombinasyon etkilerinin incelendigi g¢alismalar bulunmaktadir.
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Reddy ve ekibi, GA ve imatinib kombinasyonunun K562 insan l6semi hiicrelerinde
sinerjistik etkilesim gosterdigini rapor etmislerdir (Reddy vd., 2012). Madlener ve ekibi
tarafindan, HL-60 insan l6semi hiicrelerinin GA ve trimidoks kombinasyonuna
maruziyeti sonunda CI degerlerini 0.72-1.15 araliginda bulmuslardir (Madlener vd.,
2007). Elde ettigimiz bulgularda, GA’in ¢ok diistik dozlarinda (1Cs0/16, 1Cs0/8, 1Cs0/4) 5-
FU veya L-OHP kuvvetli sinerjistik etkilesimler (CI<0.5) gosterdigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.2). Moghtaderi ve ekibi, GA ve kurkumin kombinasyonunun sinerjistik olarak
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini baskiladigini bulmuslardir
(Moghtaderi vd., 2018). Calismamizda, GA’in 5-FU veya L-OHP ile ikili ilag
kombinasyonlart doz-bagimli olarak HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu
baskilamis ve HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna karsi ¢ok diisiik
ila¢ dozlarinda (ICs0/16, 1Cs0/8, 1Cs0/4) kuvvetli sinerjizm gostermistir (Sekil 4.10 ve
Sekil 4.12).

Yapilan literatiir taramalarinda, 5-FU, L-OHP ve C225’in ¢esitli molekiiller
ve/veya ilaglar ile kombinasyon etkilerinin rapor edildigi saptanmigtir. Bun ve ekibi, a-
hederin’in 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 5-
FU’in sitotoksisitesini  artirdigini  ve 1Csg dozlarinda 5-FU ile a-Hederin
kombinasyonunun sinerjizm gosterdigini belirtmislerdir (Bun vd., 2008). Bizim
calismamizda ise, GA ve 5-FU kombinasyonunun ¢ok diisiik ilag dozlarinda (ICso/16,
ICs0/8, ICs0/4) sinerjizm gozlenmistir (Cizelge 4.2). Hwang ve ekibi, genistein ve 5-FU
kombinasyonunun HT-29 insan kolon kanseri hiicre canliligini baskiladigini bulmuslardir
(Hwang, Ha, & Park, 2005). Srimuangwong ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde 5-FU ve hekzahidrokurkumin kombinasyon ilag uygulamasinin, bireysel
ilag uygulamasindan daha fazla hiicre Olimiine yol ag¢tigini rapor etmislerdir
(Srimuangwong vd., 2012). Lei ve ekibi, insan mide kanseri hiicrelerinde timokinon
uygulamasinin takibinde 5-FU inkiibasyonunun, bireysel 5-FU uygulamasina kiyasla
daha fazla hiicre 6limiine yol agtigin1 bildirmislerdir (Lei vd., 2012). Hwang ve ekibi,
HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU ve epigallokatesin 3-gallat kombinasyon
ila¢ uygulamasinin, 5-FU veya epigallokatesin 3-gallat uygulamasina kiyasla, daha fazla
antikanser etki gosterdigi ve hiicre canliligini baskiladigini tespit etmislerdir (Hwang vd.,
2007). Zhao ve ekibi, MGC-803 insan mide kanseri hiicrelerinde 5-FU ve wogonin

kombinasyon uygulamasmin sinerjizm gosterdigini belirtmislerdir (Zhao vd., 2010).
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Tang ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU ve triptolit
kombinasyonunun diisiik dozlarda sinerjizm gosterdigini gozlemlemislerdir (Tang, Zhu,
Tao, Wel, & Lin, 2007). Flis ve ekibi, 5-FU ve sulindak siilfit kombinasyonunun Colo-
205 ve SW48 insan kolon kanseri hiicrelerinde sinerjizm, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde ise antagonizm gosterdigini bulmuslardir (Flis & Splawinski, 2009). Suzuki
ve ekibi, MiaPaCa-2 insan pankreas kanseri hiicrelerinde genistein ve 5-FU kombinasyon
ila¢ uygulamasinin, genistein veya 5-FU uygulamasina kiyasla, daha fazla antikanser etki
gosterdigini tespit etmislerdir (Suzuki vd., 2014). Du ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde 5-FU ve kurkumin kombinasyonun CI degerlerinin 1’den kiigiik oldugunu
gozlemlemislerdir (Du, Jiang, Xia, & Zhong, 2006). Tong ve ekibi, HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde 5-FU ve dikloro asetat’in sinerjizm gosterdigini tespit etmislerdir
(Tong vd., 2011). Calviello ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU ve
dekosaheksaenoik asit kombinasyonunun CI degerini 0.179 olarak hesaplamiglardir
(Calviello vd., 2005). Koo ve ekibi, AGS insan mide kanseri hiicrelerinde 5-FU ve
kurkumin kombinasyonunun, 5-FU veya kurkumin uygulamasina gére daha fazla hiicre
biiylime inhibisyonuna yol actigini gozlemlemislerdir (Koo, Kim, Jung, & Park, 2004).
Moon ve ekibi, nobiletin ve 5-FU kombinasyonunun SNU-16 insan mide kanseri
hiicrelerinde kuvvetli sinerjizm gosterdigini tespit etmislerdir (Moon, Cho, Ahn, & Cho,
2013). Choi ve ekibi, 5-FU ve apigenin kombinasyonunun MDA-MB-453 insan meme
kanseri hiicrelerinde énemli antiproliferatif etki gosterdigini rapor etmislerdir (Choi &
Kim, 2009). Bu tez ¢alismasinda, 5-FU’in GA ile ikili ilag kombinasyonu 1Cs0/16 - 41Cso
konsantrasyon araliginda doz-bagimli olarak HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonunu kuvvetli bir sekilde baskilamis ve HT-29 insan kolon kanseri hiicre
proliferasyonuna kars1 ¢ok diisiikk ilag dozlarinda (ICso/16, 1Cs0/8, 1Cs0/4) kuvvetli
sinerjistik etkilesimler gostermistir (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.2).

Hu ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP ve epigallokatesin
3-gallat kombinasyonunun CI degerlerinin 1’den kiigiik oldugunu gostermislerdir (Hu
vd., 2015). Flis ve ekibi, L-OHP ve sulindak siilfit kombinasyonunun HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde sinerjizm gosterdigini bulmuslardir (Flis & Splawinski, 2009).
Stoman ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP ve mangiferin ikili ilag
kombinasyonunun sinerjizm gosterdigini rapor etmislerdir (Stoman vd., 2011).

Montopoli ve ekibi, 2008 ve C13 insan over kanseri hiicrelerinde L-OHP’in kurkumin ile
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sinerjizm gosterdigini tespit etmislerdir (Montopoli, Ragazzi, Froldi, & Caparrotta,
2009). Arastirmamizdan elde ettigimiz sonuglar, L-OHP’in GA ile ikili ilag
kombinasyonunun 1Cs0/16 - 41Cso konsantrasyon araliginda doz-bagimli olarak HT-29
insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu énemli 6l¢iide baskiladigini ve HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna karsi ¢ok diisiikk ila¢ dozlarinda (ICs0/16,
ICs0/8, 1Cs0/4) GA ve L-OHP arasinda kuvvetli sinerjistik etkilesimler meydana geldigini
ortaya koymustur (Sekil 4.12 ve Cizelge 4.2).

Baro ve ekibi tarafindan, FaDu ve A431 insan bas ve boyun kanseri hiicrelerinde
dasatinib ile kombinasyon halinde C225’in etkilerinin azaldig1 gosterilmistir (Baro vd.,
2014). Terzuoli ve ekibi, hidroksi tirozol ve C225 kombinasyonunun HT-29 ve WiDr
insan kolon kanseri hiicrelerinde, bireysel ilag uygulamasina gore, daha iistiin etkinlik
gosterdigini tespit etmislerdir (Terzuoli vd., 2017). Lattanzio ve ekibi, insan bas ve boyun
kanseri  hiicrelerinde  C225 ve temsirolimus kombinasyonunda  sinerjizm
gozlemlemiglerdir (Lattanzio vd., 2016). Park ve ekibi, C225 ve tectochrysin
kombinasyonunun HCT116 ve SW480 insan kolon kanseri hiicrelerinde sinerjistik
etkilesim gosterdigini rapor etmislerdir (Park vd., 2016). lannelli ve ekibi, valproik asit
ve C225’in insan bas ve boyun kanseri hiicrelerinde sinerjizm gosterdigini bulmuslardir
(lannelli vd., 2020). Gehrke ve ekibi tarafindan, ¢inko nanopartikiil ve C225
kombinasyonunun, FaDu ve HLaC-78 insan bas ve boyun kanseri hiicrelerinde
antagonistik etkilesim gostedigi rapor edilmistir (Gehrke vd., 2017). Bizim ¢alismamizda,
GA ve C225 kombinasyonu HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna
kars1 antagonistik etkilesimler gostermistir (Sekil 4.14 ve Cizelge 4.2).

Literatiirlere baktigimizda, Fogli ve ekibi MiaPaCa-2 insan pankreas kanseri
hiicrelerinde kannabinoid tlirevi ve 5-FU kombinasyonunun diisiik ila¢ dozlarinda 5-FU
icin olumlu doz azalmasiin gergeklestigini gostermislerdir (Fogli vd., 2006). Flis ve
ekibi, Colo-205 insan kolon kanseri hiicrelerinde desitabin’in 5-FU veya L-OHP ile
kombinasyonlarinda olumlu doz azalmasinin gergeklestigini rapor etmislerdir (Flis,
Gnyszka, Krzeminska, & Sptawinski, 2009). Flis ve ekibi tarafindan, SW48, HT-29 ve
Colo-205 insan kolon kanseri hiicrelerinde histon deasetilaz inhibitorlerinin L-OHP ile
ikili ilag kombinasyonlarinda L-OHP i¢in DRI degerlerinin 1’den biiyiik oldugu
bulunmustur (Flis, Gnyszka, & Sptawinski, 2009). Gazzerro ve ekibi, DLD-1 insan kolon

kanseri hiicrelerinde rimonabant ve L-OHP kombinasyonunda L-OHP i¢in DRI degerinin
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1’den biiyiikk oldugunu (0.9 - 4 deger araligi) tespit etmistir (Gazzerro vd., 2010).
Mohammadian ve ekibi, HCT-116 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 17-AAG,
kapesitabin ve L-OHP’in 2’li ve 3’li ilag kombinasyonlarinda L-OHP i¢in DRI
degerlerini 1°den biiyiik olarak bulmuslardir (Mohammadian vd., 2017). Doktora tez
calismamizda, GA’in 5-FU ve L-OHP ile ikili ilag kombinasyonlarinda 5-FU ve L-OHP
icin DRI degerlerinin sirasiyla 1.959 - 10.328, ve 1.854 - 20.446 araliginda oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.3). Arastirmamizda, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde GA’in 5-FU veya L-OHP ile ikili ilag kombinasyonlarinda 5-FU ve L-
OHP’¢ ait DRI degerlerinin 1’den ¢ok biiyiik oldugunu, 5-FU ve/veya L-OHP i¢in olumlu
doz azalmasiin gerceklestigini tespit ettik. Elde ettigimiz bu sonuglar, 5-FU ve L-OHP’e
ait DRI degerlerinin klinik olarak 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir.

Calismamiz kapsaminda, tiyofanoks, trifenilfosfit, siilfisomidin ve nadolol’iin
kendi aralarindaki iki-, ii¢c- ve dort-bilesenli kombinasyon etkileri, kemoterapétikler ile
iki bilesenli kombinasyon etkileri ve GA ile iki-, ti¢-, dort- ve bes-bilesenli kombinasyon
etkileri arastirilmistir. CI degerleri, Chou-Talalay metodu yerine Bliss istatiksel
bagimsizlik modeli ile hesaplanmistir. Bu durumun temel sebebi, Chou-Talalay
yonteminin ilaglarin medyan-etki dozunu (ICso veya Dm) temel almasidir (Chou, 2006).
Tiyofanoks, trifenilfosfit, siilfisomidin ve nadolol antiproliferatif etki gostermedigi i¢in
herhangi bir ICso degeri hesaplanamamuistir. Kombinasyon ¢alismalari, iki farkli yaklagim
ile incelenmistir. Birinci yaklasimda, kemoterapotikler ICs0/16-41Cs artan doz araliginda
uygulanmistir. Tkinci yaklasimda ise kemoterapétikler sabit ICso dozunda uygulanmustir.
Iki farkli yaklasim ile kombinasyon etkilerini incelememizin amaglari, ICs0/16-41Cso doz
araliginda kemoterapotiklerden elde edilen etkilerin tiyofanoks, trifenilfosfit,
stilfisomidin ve nadolol (1.5625-100 pM) tarafindan artirilip artirilmadigini belirlemek,
kemoterapotikler HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde sabit 1Cso dozunda
uygulandiginda elde edilen etkilerin tiyofanoks, trifenilfosfit, stilfisomidin ve nadolol
(1.5625-100 uM) tarafindan nasil degistirildigini incelemek ve 1Cs0/16-41Cso doz
araliginda ila¢ etkilesim tiirlerini tanimlamaktir. Literatiirde, ilagc kombinasyon
calismalar1 yapilirken genis doz araliklar1 ve c¢oklu-oran yaklasimlarinin kullanilmasi
onerilmektedir (Chou, 2006; Foucquier & Guedj, 2015). Elde ettigimiz sonuglarda, her
iki yaklasimda da, bireysel ila¢ uygulamasina kiyasla, ikili-ilag kombinasyonlarinda
iistlin bir antiproliferatif etki gézlenmemistir. Nadolol’iin 5-FU, L-OHP, C225 veya GA
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ile ikili-ilag kombinasyonlarinin CI degerleri, tim dozlarda 1’den biiyiikk olarak
bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Benzer sonuglar, tiyofanoks, trifenilfosfit ve
stilfisomidin i¢in de bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Tiyofanoks, trifenilfosfit,
siilffisomidin ve nadolol’iin GA ile fli¢-bilesenli kombinasyonlarinda da, tek ajan
uygulamasina kiyasla kombinasyon ilag uygulamasinda pozitif bir etki bulunmamistir
(Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). Benzer sonuglar, ili¢-bilesenli kombinasyonlarda da
gozlenmistir (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10). Etnofarmakolojik iiriiniin kimyasal igeriginde
bulunan tiyofanoks, trifenilfosfit, siilfisomidin ve nadolol’tin kendi aralarindaki iki-, ti¢-
ve dort-bilesenli kombinasyonlar1 da, tek ajan uygulamasina kiyasla, {istiin bir
antiproliferatif etki gostermemistir (Cizelge 4.11). Etnofarmakolojik iiriniin kimyasal
iceriginde bulunan molekiillerin (GA, tiyofanoks, trifenilfosfit, siilfisomidin ve nadolol)
bes-bilesenli kombinasyon etkileri ayni anda ilag uygulamasi ile incelenmis ve herhangi
bir sinerjistik etkilesim tespit edilmemistir (Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13). Antagonistik
etkilesimlerin sebeplerinin, tiyofanoks, trifenilfosfit, stilfisomidin ve nadolol’iin herhangi
bir antiproliferatif etkisinin bulunmamasindan, kemoterapotikler ve GA ile etKi
mekanizmalarinin  farkli olmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir. Literatiirde,
tiyofanoks, trifenilfosfit, siilfisomidin ve nadolol’iin kemoterapétik ajanlar ile
kombinasyon etkilerinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Kolon epitelyumun karsinoma doniisimii sirasinda apoptoz inhibisyonunun
gerceklestigi gozlenmistir (Yang vd., 2009). Bu durum, apoptoz disfonksiyonunun kolon
tiimorii olusumunda 6nemli rol oynadigini gosterir. Kolonda programlanmis hiicre 6liimii
uygun sekilde gergeklesmediginde, bazi hiicreler 6liimsiiz hale gelebilir ve ilerleyen
stireglerde kolon tiimoriine doniisebilir. Apoptoz, normal kolonik epitel yapisinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar ve hiicresel strese verilen yanitin pargasidir (Yang vd.,
2009). Stres sinyallerinin iglenmesi ve memelilerde hiicre 6limiinden sorumlu, dissal ve
igsel yolak olarak tanimlanan iki apoptoz yolag1 vardir (Green, 1998). Dissal yolak, pro-
apoptotik ligandlarin hiicre yiizey 6liim reseptorlerine baglanmasi ile iliskilidir. Digsal
yolakta Kaspaz-8, baslatici kaspaz olarak énemli rol oynar (Watson, 2004). Igsel apoptoz
yolagi, DNA hasari, islevsiz onkogenler veya biiylime faktorlerinin yoklugu gibi hiicresel
stresler tarafindan tetiklenir. I¢sel yolak, Bax ve Bcl-2 gibi Bcl-2 protein ailesi iiyeleri ve
mitokondri tarafindan diizenlenir (Abraha & Ketema, 2016; Huerta, Goulet, &
Livingston, 2006; Zhang & Yu, 2013).
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Bu tez c¢alismasinda, GA ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag
kombinasyonlarinin apoptoza etkisi incelendi. Calisma sonuglarimiz, apoptotik hiicre
oraninin bireysel GA, 5-FU veya L-OHP maruziyeti sonunda siire-bagimli artis
gosterdigini ortaya koymustur (Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15). HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin GA ve 5-FU kombinasyonuna maruziyeti sonunda, zaman-bagimli
sinerjistik olarak apoptozun tetiklendigi bulunmustur (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.16). GA ve
L-OHP kombinasyonu HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde zaman-bagimli sinerjistik
olarak apoptozu indiiklemistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.17). HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde GA ve L-OHP kombinasyonunun, GA ve 5-FU kombinasyonundan daha
fazla apoptozu indiikledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15). HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinin 12 ve 24 saat GA ve 5-FU, GA ve L-OHP kombinasyonlarina
maruziyeti sonucunda, Bax ve Kaspaz-8 mRNA ifade diizeyinde kontrole gére 6nemli
oranda artis gézlenmistir (Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17). Bcl-2 mRNA ifade diizeyinde
kontrole gore azalma meydana geldigi bulunmustur (Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17). GA
ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag kombinasyonlar1, Bax/Bcl-2 mRNA oraninda
kontrole gore 6nemli oranda artisa Sebep olmustur (Sekil 4.21 ve Sekil 4.25). HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinin GA ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag
kombinasyonlarina maruziyeti sonucunda Bax protein ifade diizeyinde degisiklik
olmadigi, Kaspaz-8 protein ifadesinde kontrole gore 6nemli oranda artis ve Bcl-2 protein
ifadesinde ise azalma meydana geldigi bulunmustur (Sekil 4.26 ve Sekil 4.28). GA ve 5-
FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag kombinasyonlari, Bax/Bcl-2 protein ifade oraninda
kontrole gére dnemli oranda artisa yol agmistir (Sekil 4.27 ve Sekil 4.29). Calismamizda
TALI goriintii-temelli sitometre ile elde ettifimiz bulgular, MTT hiicre proliferasyon
analizleri ve Cl degerleri ile uyumludur. TALI gériintii-temelli sitometre analiz sonuglar,
programlt hiicre o6limii apoptozun GA ve 5-FU, GA ve L-OHP ikili ilag
kombinasyonlarindaki sinerjistik anti-proliferatif etkilerden sorumlu molekiiler
mekanizmalardan biri oldugunu géstermistir.

Bax ve Bcl-2, tiimor gelismesinde ve/veya mitokondriyal disfonksiyon tarafindan
tetiklenen igsel apoptoz yolaginin inhibisyonunda 6nemli rol oynayan Bcl-2 protein
ailesinin temel iiyeleridir. Mitokondriyal disfonksiyon tarafindan tetiklenen i¢sel apoptoz
yolaginda Bcl-2 proteinlerinin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Dolayisiyla, Bcl-2

protein ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri arasindaki denge hiicresel
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stireclerde Onemlidir. Bax proteini, mitokondriyal dis zarin gecirgenlestirilmesini
saglayarak hiicre olimiinii tetikler. Bel-2 proteini ise, Bax aktivitesini inhibe ederek
apoptozu onler (Hector & Prehn, 2009; Khodapasand vd., 2015; Mohan vd., 2012; Yang
vd., 2009; Yip & Reed, 2008). Arastirmamizda, GA ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik
ikili ilag kombinasyonlarinin Bax/Blc-2 mMRNA ve protein oranini kontrole gore dnemli
Olctide artirmasi (Sekil 4.21 ve Sekil 4.25), GA ve 5-FU, GA ve L-OHP
kombinasyonlarindaki sinerjistik antiproliferatif etkilere mitokondriyal apoptoz
yolaginin (igsel apoptoz yolagi) aracilik ettigini gostermektedir. Kaspaz-8, digsal apoptoz
yolaginda kilit rol oynayan 6nemli proteinlerden biridir (Fritsch vd., 2019). GA ve 5-FU,
GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonlarinin Kaspaz-8 mRNA ve protein ifadesini
kontrole kiyasla 6nemli dl¢lide artirmasi (Sekil 4.20, Sekil 4.24, Sekil 4.26 ve Sekil 4.28),
GA ve 5-FU, GA ve L-OHP ikili ila¢ kombinasyonlarindaki sinerjistik antiproliferatif
etkilere digsal apoptoz yolaginin da aracilik ettigini ortaya koymustur. Sonug olarak,
doktora tez ¢alismasinda elde ettigimiz bu bulgular, programli hiicre 6liimii apoptozun
GA ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag kombinasyonlarinin terapotik
etkilerinden sorumlu sinyal yolagi oldugunu géstermektedir. Bu temelde, GA ve 5-FU,
GA ve L-OHP ikili ilag kombinasyonlarinin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerindeki
anti-proliferatif etkilerinde Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-8 proteinlerinin muhtemel terapotik
molekiiler hedefler oldugunu diisiiniiyoruz.

Insan kolon kanseri in vitro ve/veya in vivo modellerinde, GA’in kemoterapétikler
ile sinerjistik olarak apoptozu tetikledigini gosteren yayinlanmig bir arastirma
bulunmamaktadir. Literatiir calismalari, GA, 5-FU veya L-OHP’in tek ajan olarak farkli
hiicre modellerinde apoptozu tetikledigini gostermektedir. Forester ve ekibi, Caco-2 insan
kolon kanseri hiicrelerinde GA maruziyeti sonunda kaspaz-3 aktivitesinde, mono- ve
oligo-niikleozomlarda artis gozlenmistir. GA maruziyetinin Bcl-2 protein ifadesinde
azalmaya yol agtig1 rapor edilmistir (Forester vd., 2014). Subramanian ve ekibi, GA
maruziyetinin  HCT-15 insan kolon kanseri hiicrelerini apoptoza indiikledigini
bulmuslardir (Subramanian vd., 2016). Projemizde de, GA maruziyeti HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde zaman-bagimli olarak apoptotik hiicre oraninda artisa yol agmistir
(Cizelge 4.14). You ve ekibi, GA’in HelLa hiicrelerinde apoptozu tetikledigini
gozlemlemislerdir. GA maruziyetinin, Bcl-2 protein seviyesinde azalmaya ve Bax protein

diizeyinde ise artisa yol ag¢tigi bulunmustur (You vd., 2010). Lima ve ekibi, GA
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maruziyetinin HepG2 insan hepatoselliiler karsinom hiicrelerini apoptoza indiikledigini
gozlemlemislerdir (Lima vd., 2016). You ve ekibi, Calu-6 ve A549 insan akciger kanseri
hiicrelerinde GA maruziyeti sonunda apoptotik hiicre oraninda artis tespit etmislerdir
(You & Park, 2010). Reddy ve ekibi, GA maruziyetinin K562 insan 16semi hiicrelerini
apoptoza indiikledigini bulmuslardir (Reddy vd., 2012). Liu ve ekibi, MiaPaCa-2 insan
pankreas kanseri hiicrelerinde GA maruziyetinin, kontrole gore apoptotik hiicre oraninda
artisa neden oldugunu gézlemlemislerdir (Liu, Li, Yu, & Niu, 2012). Moghtaderi ve ekibi,
GA maruziyetinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre modelinde apoptoza
tetikledigini bulmuslardir (Moghtaderi vd., 2018). Sun ve ekibi, SMMCC-7721 insan
hepatoselliiler karsinom hiicrelerinin GA ile maruziyeti sonucunda apoptotik hiicre
oliimiiniin gergeklestigini bulmuslardir (Sun, Zhang, Xie, Zhang, & Zhao, 2016). Lo ve
ekibi, A375.S2 insan malign melanoma hiicrelerinin GA tarafindan kaspaz-bagiml ve -
bagimsiz Yyolaklar ile apoptoza indiikledigini rapor etmislerdir. GA maruziyeti
sonucunda, Bax, sitokrom c, Kaspaz-9 ve -3 protein seviyesinde artig, Bcl-2 protein
diizeyinde ise azalma meydana geldigi tespit edilmistir (Lo vd., 2010). Tsai ve ekibi, GA
maruziyeti sonunda AGS insan mide kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre Oliimii
meydana geldigini bulmuslardir. GA maruziyeti sonunda Kaspaz-3, -8 ve -9 seviyelerinde
artig, Bcl-2 protein diizeyinde ise azalma gergeklestigi tespit edilmistir (Tsai vd., 2018).
Arastirmamizda da, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde GA maruziyeti kontrole gore
Kaspaz-8 mRNA ve protein ifadesini 6nemli oranda artirmistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.26
ve Sekil 4.28). Yeh ve ekibi, GA maruziyetinin HL-60 insan l6semi hiicrelerinde
apoptotik hiicre Olimiinii tetikledigini gozlemlemislerdir. GA maruziyeti sonunda,
Kaspaz-8 ve Bax protein seviyesinde artis, Bcl-2 protein diizeyinde ise azalma meydana
geldigi rapor edilmistir (Yeh vd., 2011). Liang ve ekibi, GA’in U-20S ve MNNG/HOS
insan osteosarkoma hiicrelerini apoptoza indiikledigini gozlemlemislerdir. GA
maruziyeti sonunda, U-20S ve MNNG/HOS insan osteosarkoma hiicrelerinde erken
apoptotik morfolojik 6zellikler tespit edilmistir (Liang vd., 2012). Sourani ve ekibi, C121
insan 16semi hiicrelerinde 10, 30, 50 ve 80 uM GA maruziyeti sonunda, apoptotik hiicre
oranini sirastyla % 25, % 35, % 50 ve % 86 olarak belirlemislerdir (Sourani vd., 2016).
Lamberti ve ekibi, 5-FU maruziyetinin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptotik
hiicre Olimiini tetikledigini gézlemlemislerdir (Lamberti vd., 2012). Bizim

calismamizda, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU maruziyeti kontrole gore
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apoptotik hiicre oranini zaman-bagimlh artirmistir (Cizelge 4.14). Varghese ve ekibi, 5-
FU maruziyetinin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde Kaspaz-bagimli apoptoza yol
actigini rapor etmislerdir (Varghese vd., 2019). Deneylerimizde de, HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde 5-FU maruziyeti sonunda Kaspaz-8 mRNA ve protein ifade oraninda
kontrole gore 6nemli oranda artis gergeklesmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.26). Mhaidat
ve ekibi, 5-FU maruziyetinin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu
tetikledigini bulmuslardir (Mhaidat, Bouklihacene, & Thorne, 2014). Tong ve ekibi, 5-
FU maruziyetinin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikledigini ve 5-FU
maruziyetinin Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden oldugunu gostermislerdir (Tong vd.,
2011). Arastirmamizda da, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin 5-FU ile maruziyeti
Bax/Bcl-2 mRNA ve protein oraninda kontrole gore énemli dl¢iide artisa yol agmustir
(Cizelge 4.16 ve Sekil 4.27). He ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin 80 uM
5-FU ile maruziyeti sonunda apoptotik hiicre oraninin % 37.42+3.15 oldugunu ve
Bax/Bcl-2 oraninda artis gergeklestigini gozlemlemislerdir (He vd., 2011). Xavier ve
ekibi, 5-FU’in HCT15 ve CO115 insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikledigini
gostermislerdir (Xavier, Lima, Rohde, & Wilson, 2011). Marchetti ve ekibi, HCT15 insan
kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP’in apoptozu tetikledigini ve Kaspaz-8 protein
aktivasyonunun gerceklestigi belirtmislerdir (Marchetti vd., 2004). Ghasemi ve ekibi
yaptiklari ¢alismada, L-OHP maruziyeti sonunda HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde
apoptotik hiicre 6limiiniin meydana geldigini bulmuslardir (Ghasemi vd., 2016). Tez
calismasinda da, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP maruziyeti kontrole
gore apoptotik hiicre oranin1 zaman-bagimli artirmistir (Cizelge 4.15). Stoman ve ekibi,
L-OHP’in HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigini rapor
etmislerdir (Stoman vd., 2011). Rakitina ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin
L-OHP’e maruziyeti sonunda apoptotik hiicre liimiiniin ve Kaspaz-8 aktivasyonunun
gergeklestigini  gozlemlemislerdir (Rakitina, Vasilevskaya, & O’dwyer, 2007).
Bulgularimizda, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP maruziyeti Kaspaz-8
mRNA ve protein ifadesini kontrole gore dnemli oranda artirmistir (Cizelge 4.17 ve Sekil
4.28). Raeisi ve ekibi, L-OHP’in HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu aktive
ettigini bulmuslardir (Raeisi vd., 2019). Fujie ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde L-OHP’in apoptotik hiicre oliimiinii tetikledigini ve L-OHP maruziyeti

sonunda Bax protein ifadesinde degisiklik olmadigini tespit etmislerdir (Fujie vd., 2005).

109



Laboratuvarimizda, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP maruziyeti Bax
protein ifadesinde degisiklige yol agmamis ancak Bax/Bcl-2 protein oraninda kontrole
gore Oonemli oranda artis gergeklesmistir (Sekil 4.28 ve Sekil 4.29). Sonug olarak,
calismamizda GA, 5-FU ve L-OHP’in tek ajan olarak uygulandiginda zaman-bagimli
olarak apoptotik hiicre oraninda 6nemli artisa yol actig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.14 ve
Cizelge 4.15). HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde GA, 5-FU ve L-OHP maruziyeti,
Bax ve Kaspaz-8 mRNA ifadesinde artisa ve Bcl-2 mRNA ifadesinde azalmaya yol
acmustir (Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17). Tek ajan olarak, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinin 5-FU ve L-OHP ile maruziyeti kontrole goére Bax ve Kaspaz-8 protein
ifadesinde artisa yol agmistir (Sekil 4.26 ve Sekil 4.28). TALI goriintii-temelli sitometre,
RT-qPCR ve Western blotlama yontemleri ile elde ettigimiz sonuglar, literatiir verileri ile
uyumludur.

Aborehab ve ekibi, HeLa insan serviks hiicrelerinde GA ve paklitaksel
kombinasyonunun, GA veya paklitaksel uygulamasina kiyasla, apoptotik hiicre 6limiinii
artirdigini bulmuslardir (Aborehab & Osama, 2019). Sourani ve ekibi, Jurkat insan 16semi
hiicrelerinde asparajinaz’in apoptotik etkilerinin GA tarafindan tetiklendigi bulunmustur
(Sourani vd., 2017). Literatiir ¢alismalari, GA’in kanser kombinasyon tedavisinde
komplementer ajan olarak o6nemli potansiyelinin  oldugunu gostermektedir.
Deneylerimizde, GA’in 5-FU ve L-OHP ikili ilag kombinasyonlarinin HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde zaman-bagiml sinerjistik olarak apoptozu indiikledigini tespit ettik
(Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15).

Literatiirlere baktigimizda, Xavier ve ekibi, CO115 insan kolon kanseri
hiicrelerinde  5-FU’in  apoptotik  etkilerinin  kersetin  tarafindan  artirildigini
gozlemlemislerdir (Xavier vd., 2011). Choi ve ekibi, MDA-MB-453 insan meme kanseri
apigenin ve 5-FU kombinasyonunun, apigenin veya 5-FU uygulamasina kiyasla,
apoptotik hiicre oranini artirdigini bildirmislerdir (Choi & Kim, 2009). Moon ve ekibi,
SNU-16 insan mide kanseri hiicrelerinde nobiletin ve 5-FU kombinasyonunun, nobiletin
veya 5-FU uygulamasina kiyasla, daha fazla apoptotik hiicre 6liimiine yol actigini
gozlemlemislerdir (Moon vd., 2013). Calviello ve ekibi, LS-174, Colo 320, HT-29 ve
Colo 205 insan kolon kanseri hiicrelerinde 5-FU ve dekosaheksaenoik kombinasyon
grubunda, 5-FU veya dekosaheksaenoik uygulamasina kiyasla, daha fazla apoptotik

hiicre olimi gergeklestigini belirtmiglerdir. 5-FU’in Bcl-2 protein ifade diizeyini
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azaltigin1 bulmuslardir (Calviello vd., 2005). Tong ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde dikloroasetat ve 5-FU kombinasyon uygulamasinin, dikloroasetat veya 5-
FU uygulamasina kiyasla, daha fazla apoptotik hiicre 6liimiine yol agtigin1 bulmuslardir.
Bcl-2 protein ifade diizeyinde azalma ve Bax protein ifade diizeyinde artis meydana
geldigi rapor edilmistir (Tong vd., 2011). Zhao ve ekibi, MGC-803 insan mide kanseri
hiicrelerinde wogonin ve 5-FU kombinasyonunun, wogonin veya 5-FU uygulamasina
kiyasla, daha fazla apoptozu indiikledigini tespit etmislerdir. Wogonin veya 5-FU
kombinasyonunun Bax protein ifade diizeyini artirdigi, Bcl-2 protein ifade seviyesinde
ise azalmaya yol agtig1 gosterilmistir (Zhao vd., 2010). Wang ve ekibi, BGC-823 insan
mide kanseri hiicrelerinde 5-FU’in apoptotik etkisinin gambojik asit tarafindan artirildig;,
kombinasyonunun Bcl-2 protein ifade diizeyini azalttig1 ve Bax protein ifade seviyesinde
ise degisiklige yol agmadigini bulmuslardir (Wang vd., 2009). Lei ve ekibi, insan mide
kanseri hiicrelerinde timokinon ve 5-FU kombinasyon uygulamasinin, timokinon veya 5-
FU uygulamasina kiyasla, daha fazla apoptoza yol actigini gézlemlemislerdir. 5-FU
maruziyetinin Bax protein ifade diizeyinde artisa, Bcl-2 protein ifade seviyesinde ise
azalmaya yol a¢tig1 ve 5-FU’in etkilerinin timokinon tarafindan artirildigi rapor edilmistir
(Lei vd., 2012). Calismamizda, 5-FU’in GA ile ikili ilag kombinasyonu sinerjistik olarak
apoptoza indiikklemis (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.16), Bax/Bcl-2 mRNA (Sekil 4.21) ve
protein oraninda (Sekil 4.27) kontrole gore oOnemli oranda artisa yol agmistir.
Sonuglarimiz, GA ve 5-FU kombinasyonunun Kaspaz-8 mRNA (Sekil 4.20) ve protein
oranini (Sekil 4.26) onemli oranda artirdigin1 gostermistir. Flis ve ekibi, HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP ve sulindak siilfit kombinasyonunun sinerjistik olarak
apoptozu indiikledigini bulmuslardir (Flis & Splawinski, 2009). Stoman ve ekibi, HT-29
insan kolon kanseri hiicrelerinde mangiferin ve L-OHP kombinasyonunun, mangiferin
veya L-OHP uygulamasina kiyasla, daha fazla apoptoza yol a¢tigini gozlemlemislerdir
(Stoman vd., 2011). Montopoli ve ekibi, 2008 ve C13 insan over kanseri hiicrelerinde
kurkumin ve L-OHP kombinasyonunun, kurkumin veya L-OHP uygulamasina kiyasla,
daha fazla apoptozu tetikledigini bulmuslardir (Montopoli vd., 2009). Projemizde, HT-
29 insan kolon kanseri hiicrelerinde L-OHP’in GA ile ikili ilag kombinasyonu sinerjistik
olarak apoptozu indiiklemis (Cizelge 4.15), Bax/Bcl-2 mRNA (Sekil 4.25) ve protein
oraninda (Sekil 4.29) kontrole gére 6nemli oranda artisa yol agmistir. Bulgularimiz, HT-

29 insan kolon kanseri hiicrelerinde GA ve L-OHP kombinasyonunun Kaspaz-8 mRNA
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(Sekil 4.24) ve protein oranmni (Sekil 4.28) 6nemli oranda artirdigini gdstermistir.
Literatiir verileri, bizim elde ettigimiz sonuglar, ile uyumludur.

[lag kombinasyonlarinin tek platformda tasmmasi ve sinerjistik ila¢ dozlarinda
kontrollii saliminin saglanmasi, kanser tedavisinde kritik 6neme sahiptir (Zhang, Wong,
Xue, Eoh, & Wu, 2016). Sinerjistik ilag kombinasyonunu olusturan bilesenlerin optimum
sinerjistik etkileri elde etmek icin aymi anda hiicrelere veya hastalikli bolgeye
ulasamamasi kombinasyon tedavisindeki en 6nemli problemlerden biridir. Bu sebeple,
ilag tasiyicilar gelistirilmis ve kanser tedavisine uygulanmistir (Anselmo & Mitragotri,
2016). Lipozomlar, klinik uygulamalara basariyla cevrilmis nano-olgekli ilk ilag
salim/tastyict sistemleridir. Terapotik ajanlarin lipozomlar ile salimi, ilaglarin biyo-
dagilim profilini iyilestirir ve terapotik indekslerinin artmasina olanak saglar (Pattni vd.,
2015). Lipozomlar, yap1 ve dzellik bakimindan hiicre membranina benzer ve fosfolipit
yapisindan dolayr hiicre membrani ile etkilesim igerisindedirler (Torchilin, 2005).
Lipozomlar, hidrofobik ve hidrofilik ilaglar1 enkapsiile edebilme, enkapsiillenmis ilaci
degredasyondan korumak, ilaclarin biyo-dagilimini artirmak ve sistemik toksisiteyi
azaltmak, biyo-pargalanabilirlik ve uyumluluk 6zelliklerinden dolay1 kanser tedavisi igin
ideal ve giivenli nano-6l¢ekli ilag tasiyicilardir (Meng vd., 2011, Pattni vd., 2015).

Calismamiz kapsaminda GA ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag
kombinasyonlarinin 6zgiin nano-olcekli geleneksel lipozomal formiilasyonlar: gelistirildi
ve fizikokimyasal karakterizasyonu yapildi. UV-spektrofotometre ile yapilan 6lgiimler,
DPPC:CH (70:30) formiilasyonlarinin, DPPC:CH (60:40) formiilasyonlarina kiyasla,
daha fazla yiikleme kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (Cizelge 4.18). SEM analizi,
nanolipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip oldugunu gostermistir (Sekil 4.31, Sekil 4.34
ve Sekil 4.37). Lipozomlarin kiiresel morfolojisi, faz-kontrast invert mikroskop
goriintiileme ile dogrulanmistir (Sekil 4.30, Sekil 4.33 ve Sekil 4.36). Zeta-dlger ile
yapilan analizler sonucu elde edilen boyut-dagilim grafikleri de, lipozomal ilag
formiilasyonlariin nano-6lgekli oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.32, Sekil 4.35 ve
Sekil 4.38). Olgiimler, nanolipozomal ila¢ formiilasyonlarmin boyutlarinm 100-200 nm
araliginda oldugunu gostermistir  (Cizelge 4.19). Gelistirdigimiz DPPC:CH
nanolipozomal formiilasyonu GA, 5-FU ve L-OHP’in kontrollii salimina imkan saglamis
ve ilag salimimi geciktirmistir (Sekil 4.39, Sekil 4.40 ve Sekil 4.41). Nano-ol¢ekli

lipozomal ilag formiilasyonlarinin zeta potansiyellerinin negatif degerde oldugu ve PDI
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degerlerinin 0.1-0.25 araliginda oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.19). PDI degerleri, ilag
tastyict sistemlerin, nano- ve mikro-partikiillerin, kolloidal sistemlerin homojenlik
derecesini gosterir. Diisiik PDI degerleri, homojen vezikiillere isaret etmektedir. 0.5'ten
biiyiik PDI degerleri ise yiiksek heterojenlige isaret etmektedir (Becker vd., 2011; Marxer
vd., 2011). Arastirmamizda gelistirdigimiz DPPC:CH, DPPC:CH@GA+5-FU ve
DPPC:CH@GA+L-OHP nanoterapotik formiilasyonlarin PDI degerleri sirasiyla, 0.256,
0.196 ve 0.186 olarak Oolclilmiistir (Cizelge 4.19). Bu sonuglar, DPPC:CH,
DPPC.CH@GA+5-FU ve DPPC:CH@GA+L-OHP nanoterapotik formiilasyonlarin
yiiksek homojen boyut dagilimina sahip oldugunu ortaya koymustur. MTT hiicre
proliferasyon analizleri, DPPC.CH@GA, DPPC:CH@5-FU, DPPC:CH@L-OHP
nanolipozomal formiilasyonlarin 1.5625-200 uM konsantrasyon araliginda HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinde, sirasiyla serbest GA, 5-FU, L-OHP’den daha {istiin
antiproliferatif etki gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 4.42, Sekil 4.43 ve Sekil 4.44).
DPPC.CH@GA+5-FU ve DPPC:.CH@GA+L-OHP nanolipozomal formiilasyonlart,
1.5625-200 uM konsantrasyon araliginda sirasiyla GA ve 5-FU, GA ve L-OHP serbest
ikili ilag kombinasyonlarindan daha fazla ve sinerjistik olarak HT-29 insan kolon kanser
hiicre proliferasyonunu baskilamistir (Sekil 4.45 ve Sekil 4.46). Doktora tez ¢alismasinda
elde ettigimiz bu bulgular, DPPC:CH nanolipozomal formiilasyonlarin kullanigh
oldugunu ortaya koymustur.

Yayinlanmig onceki ¢alismalarda, Lin ve ekibi DPPC lipozomlarin boyut, zeta
potansiyeli ve PDI degerlerini sirastyla 114.20 +1.70 nm, 3.40+0.80 mV ve 0.36+0.06
olarak bulmuslardir (Lin vd., 2016). Mady ve ekibi, DPPC lipozomlarin negatif zeta
potansiyeline sahip oldugunu bildirmiglerdir (Mady, Fathy, Youssef, & Khalil, 2012).
Arastirmamizda da, gelistirdigimiz DPPC nanolipozomlarin zeta potansiyellerinin
negatif degerde oldugunu bulduk (Cizelge 4.19). Szcze’s, DPPC lipozomlarinda
kolesterol igerigi arttikca zeta potansiyelinin +5.0 mV’dan -7.5 mV degerine diistiigiini
rapor etmistir (Szczes$, 2013). Yusuf ve ekibi, DPPC lipozomlarini lipit ince-film metodu
ile hazirlamigtir. SEM ve STEM 6lglimleri, DPPC lipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip
oldugunu gostermistir. Giimils nanopartikiil yiikli DPPC lipozomlarin sudaki boyutu
139.0+£22.47 nm olarak ol¢iilmiistir (Yusuf & Casey, 2020). Projemiz kapsaminda,
gelistirdigimiz DPPC nanolipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip oldugu SEM analizi ile

belirlenmistir (Sekil 4.31, Sekil 4.34 ve Sekil 4.37). Foteini ve ekibi, DPPC lipozomlari
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lipit ince film yontemi ile hazirlamiglardir. 10 mg/ml fosfolipit konsantrasyonunda su
ortamindaki boyut, PDI ve zeta potansiyeli sirasiyla 125.7+0.8 nm, 0.408+0.004 ve
28.8+0.9 mV olarak ol¢iilmiistiir. 30 mg/ml fosfolipit konsantrasyonunda sudaki boyut,
PDI ve zeta potansiyeli sirasiyla 247.8+16.2 nm, 0.893+0.095 ve 19.3+1.0 mV olarak
Ol¢iilmiistiir (Foteini, Pippa, Naziris, & Demetzos, 2019). Becker ve ekibi, DPPC
lipozomlart lipit ince-film hidrasyon metodu ile hazirlamislardir. Lipozomlarin ortalama
boyutunu ve PDI degerini sirasiyla 223.5£5.4 nm ve 0.28 olarak oOlgmiislerdir.
Lipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip oldugu gosterilmistir (Becker vd., 2011). Mady
ve ekibi, DPPC lipozomlarin morfolojisini TEM ile incelemislerdir. DPPC lipozomlarin
kiiresel morfolojisi ve negatif zeta potansiyeli rapor edilmistir (Mady & Darwish, 2010).
Aikawa ve ekibi, DPPC lipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip oldugunu ve boyutunun
nano-olgekli oldugunu rapor etmislerdir (Aikawa vd., 2017). Marxer ve ekibi, DPPC
lipozomal ila¢ formiilasyonlarini lipit ince-film metodu ile hazirlamislardir. Lipozomlarin
zeta potansiyelini ve boyutunu sirasiyla -5.3543.24 mV ve 218.7£19.8 nm (PDI=0.45)
olarak O6l¢miislerdir. AFM ve TEM analizi, lipozomlarin kiiresel morfolojiye sahip
oldugunu ortaya koymustur (Marxer vd., 2011). Biz de, gelistirdigimiz DPCC
nanolipozomlarin boyutlariin 100-200 nm araliginda ve PDI degerlerinin 0.1-0.25
araliginda degistigini tespit ettik (Cizelge 4.19). Tez galismasi kapsaminda gelistirdigimiz
formiilasyonlarin SEM  goriintiileri, invert mikroskop goriniitileri lipozomal
formiilasyonlarm kiiresel morfolojisini agikca ortaya koymustur. Bulgularimiz, literatiir
verileri ile yiiksek uyum gostermektedir. Ancak boyut, zeta potansiyeli ve PDI degeri gibi
fizikokimyasal parametrelerdeki farkliliklarin, lipozomal formiilasyonlarin bilesimi,
hazirlama protokolii ve analiz yontemi gibi degiskenlerden kaynaklandigi
distintilmektedir.

Bazi tek ve/veya ikili ilag yiiklii lipozomal formiilasyonlarin sirasiyla serbest ilag
veya ilag kombinasyonlarina kiyasla, daha fazla sitotoksisiteye sahip oldugunu gosteren
calismalar rapor edilmistir. Handali ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde
lipozomal 5-FU’in hiicre canliligint serbest 5-FU’den daha fazla baskiladigini
bulmuslardir (Handali vd., 2018). Udofot ve ekibi, 5-FU yiikli lipozomal
nanopartikiillerin etkilerini HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde arastirmislardir.
Lipozomal formiilasyonlarin hiicre biiyiimesini serbest 5-FU’den daha fazla baskiladigi

gozlenmistir (Udofot, Affram, & Bridg'ette Israel, 2015). Arastirmamizda da, HT-29
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insan kolon kanseri hiicrelerinde DPPC:CH@5-FU nanolipozomal formiilasyonu 1.5625-
200 uM doz araliginda serbest 5-FU’den daha iistiin antiproliferatif etki gostermistir
(Sekil 4.43). Banerjee ve ekibi, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde dogal flavonoid
apigenin yiiklii lipozomlarin serbest apigeninden daha fazla sitotoksisite gosterdigini
rapor etmislerdir (Banerjee, Banerjee, & Mandal, 2017). Bu tez ¢alismasinda da, HT-29
insan kolon kanseri hiicrelerinde dogal polifenol GA’in nanolipozomal formiilasyonu
DPPC:CH@GA serbest GA’den 1.5625-200 puM doz araliginda daha iistiin
antiproliferatif etki gostermistir (Sekil 4.42). Cheng ve ekibi, kurkumin ve sisplatin ytiklii
nanolipozomlarin, insan hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde  serbest ilag
kombinasyonundan daha fazla sitotoksisite gosterdigini rapor etmislerdir (Cheng vd.,
2018). Tezimizde, DPPC:CH@GA+L-OHP nanolipozomal formiilasyonu serbest
GA+L-OHP kombinasyonundan daha fazla antiproliferatif etki gostermistir (Sekil 4.46).
Zhang ve ekibi, CT-26 ve HCT-116 insan kolon kanseri hiicrelerinde, L-OHP ve
irinotekan ikili ila¢ yiiklii nanolipozomlarin serbest ilag kombinasyonundan daha fazla
etki gosterdigini belirtmislerdir (Zhang, B. vd., 2016). Hattori ve ekibi, kolon
timorlerinde irinotekan ve fitik asit ikili ilag yiiklii nanolipozomlarin insan kolon kanseri
timorlerinde serbest ilag kombinasyonuna kiyasla daha fazla anti timor aktivite
gosterdigini bulmuslardir (Hattori vd., 2009). Sonug olarak, projemizde HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinde DPPC:CH@GA, DPPC:CH@5-FU ve DPPC:CH@L-OHP
lipozomal nanoterapdtik formiilasyonlar: serbest GA, 5-FU ve L-OHP’den daha fazla
antiproliferatif etki gostermistir (Sekil 4.42, Sekil 4.43 ve Sekil 4.44).
DPPC.CH@GA+5-FU ve DPPC.CH@GA+L-OHP lipozomal nanoterapotik
formiilasyonlar1 sinerjistik olarak HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunu
baskilamig ve sirastyla serbest GA ve 5-FU, GA ve L-OHP kombinasyonlarindan daha
iistiin antiproliferatif etki gostermistir (Sekil 4.45 ve Sekil 4.46). Gelistirdigimiz
lipozomal nanoterapotik formiilasyonlarin  serbest ilag ve/veya serbest ilag
kombinasyonlarindan istiin antiproliferatif etki gdstermesi, lipozomlarin hiicre
membrani ile etkilesimlerin ve hiicre i¢ine alimlarinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi
diistintilmektedir (Torchilin, 2005).

Sonu¢ olarak, calismamiz GA’in 5-FU veya L-OHP ile ikili ilag
kombinasyonlarmin HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde kuvvetli sinerjistik

antiproliferatif etkiler gosterdigini ortaya koymustur. GA ve 5-FU, GA ve L-OHP ikili

115



ilag kombinasyonlari, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde igsel ve dissal yolak
aracilifiyla sinerjistik olarak programli hiicre 6liimii apoptozu indiiklemistir. GA’in 5-FU
ve L-OHP ile ikili ilag kombinasyonlarinin sinerjistik etkilesimler gostermesi, 5-FU ve
L-OHP’¢ ait DRI degerlerinin 1’den ¢ok biiyiik olmasi, kolon kanserinin klinik tedavisi
onem arz etmektedir. Elde ettigimiz bu 6zgiin bulgular temelinde, doktora tez ¢aligmamiz
GA’in kolon kanseri tedavisinde komplementer ajan olarak 5-FU veya L-OHP birlikte
kullanilabilecegini gosteren literatiirdeki ilk ¢alisma olma niteligini tagimaktadir. 5-FU
veya L-OHP’in GA ile kombinasyon olarak uygulanmasi, Klinikte terapotik etkinin
artirtlmasina, ila¢ dozunun azaltilmasimna ve doz ile iliskili yan etkilerin en aza
indirilmesine  imkan  saglayabilir.  Deneylerimiz, DPPC:CH@GA+5-FU ve
DPPC:CH@GA+L-OHP lipozomal formiilasyonlarin, serbest ilag kombinasyonlarinin
tek platformda tasinmasini, kontrollii ilag salimmin ve terapotik etkinin artmasini
saglayan Ozgiin ve yenilik¢i nanoterapotik modaliteler oldugunu ortaya koymustur.
Gelistirdigimiz DPPC:CH@GA+5-FU ve DPPC:CH@GA+L-OHP lipozomal
nanoterap6tik modalitelerin kolon kanseri i¢in hayati 6neme sahip klinik tedavi stratejileri
olabilecegini diigiiniiyoruz. Calismamizda elde ettigimiz in vitro sonuglar temelinde, in
vivo c¢aligmalarin planlanip yiriitilmesinin elde edilen bulgulara 6nemli katki
saglayacagini ve klinik ¢caligmalar i¢in de temel olusturabilecegini 6ngdrityoruz.

Oneri olarak, projemize rehber olan etnofarmakolojik iiriiniin kimyasal bilesenleri
GA, tiyofanoks, siilfisomidin, trifenilfosfit, nadolol’lin yaygin kanser tiirleri lizerindeki
etkileri ayrintili olarak bilinmemektedir. Dolayisiyla, bu molekiillerin etkilerinin kolon
kanserinin farkli preklinik modellerinde arastirilmasina ihtiyag vardir. Literatiirde
C225’in insan kolon kanser hiicrelerindeki etkilerine iliskin bulgular ¢eliskilidir. Bu
nedenle, C225’in farkli mutasyonlara sahip kolon kanseri hiicrelerindeki antiproliferatif
etkileri ve bu etkilerden sorumlu molekiiler mekanizmalar detayli olarak incelenmelidir.
GA ve diger bilesiklerin HT-29 insan kolon kanseri hiicre proliferasyonunda yer alan
sinyal yolaklarina etkilerinin  arastirllmasi, molekiiler terapotik  hedeflerin
kesfedilmesinde onemlidir. GA ve 5-FU, GA ve L-OHP sinerjistik ikili ilag
kombinasyonlarinin etkisinin, klinik onayli FOLFOX, FOLFIRI ve FOLFOXIRI tedavi
modaliterinin etkisi ile karsilastirmali olarak in vitro ve/veya in vivo arastirilmasi kolon
kanserinin tedavisi i¢in Onemli ipuglar1 saglayacaktir. DPPC.CH@GA+5-FU ve
DPPC:CH@GA+L-OHP lipozomal nanoterapotik modaliterinin etkinliklerinin kolon
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kanserinin in vivo preklinik modellerinde incelenmesi, kolon kanserin tedavisi igin kritik

Ooneme sahiptir.

117



KAYNAKLAR

Aborehab, N. M., Elnagar, M. R., & Waly, N. E. (2021). Gallic acid potentiates the
apoptotic effect of paclitaxel and carboplatin via overexpression of Bax and P53
on the MCF-7 human breast cancer cell line. Journal of Biochemical and
Molecular Toxicology, 35(2), €22638. doi:doi.org/10.1002/jbt.22638

Aborehab, N. M., & Osama, N. (2019). Effect of Gallic acid in potentiating
chemotherapeutic effect of Paclitaxel in HeLa cervical cancer cells. Cancer Cell
International, 19(1), 154. doi:10.1186/s12935-019-0868-0

Abraha, A. M., & Ketema, E. B. (2016). Apoptotic pathways as a therapeutic target for
colorectal cancer treatment. World journal of gastrointestinal oncology, 8(8), 583-
591. doi:10.4251/wjgo.v8.i8.583

Adams, J. M., & Cory, S. (2007). The Bcl-2 apoptotic switch in cancer development and
therapy. Oncogene, 26(9), 1324-1337. doi:10.1038/sj.0onc.1210220

Aikawa, T., Sato, K., Okado, H., Takahashi, Y., Kondo, T., & Yuasa, M. (2017).
Lyoprotective Effect of Alkyl Sulfobetaines for Freeze-drying 1, 2-Dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine Liposomes. Journal of Oleo Science, 66(11), 1277-
1284. doi:10.5650/j0s.ess17100

Alam, M. N., Almoyad, M., & Hug, F. (2018). Polyphenols in colorectal cancer: current
state of knowledge including clinical trials and molecular mechanism of action.
BioMed  Research  International, 2018, Article ID  4154185.
doi:10.1155/2018/4154185

Anselmo, A. C., & Mitragotri, S. (2016). Nanoparticles in the clinic. Bioengineering &
Translational medicine, 1(1), 10-29. doi:10.1002/btm2.10003

Ashkenazi, A. (2008). Directing cancer cells to self-destruct with pro-apoptotic receptor
agonists.  Nature  Reviews Drug Discovery, 7(12), 1001-1012.
doi:10.1038/nrd2637

Asl, M. N., & Hosseinzadeh, H. (2016). Review of the pharmacological effects of Vitis
vinifera (Grape) and its bioactive constituents: an update. Phytotherapy Research,
30(9), 1392-1403. doi:10.1002/ptr.5644

Badhani, B., Sharma, N., & Kakkar, R. (2015). Gallic acid: a versatile antioxidant with
promising therapeutic and industrial applications. RSC Advances, 5(35), 27540-
27557. doi:10.1039/C5RA01911G

Bai, J., Zhang, Y., Tang, C., Hou, Y., Ai, X., Chen, X., Zhang, Y., Wang, X., & Meng,
X. (2021). Gallic acid: Pharmacological activities and molecular mechanisms
involved in inflammation-related diseases. Biomedicine & Pharmacotherapy,
133, 110985. doi:doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110985

Banerjee, K., Banerjee, S., & Mandal, M. (2017). Enhanced chemotherapeutic efficacy
of apigenin liposomes in colorectal cancer based on flavone-membrane
interactions. Journal of Colloid and Interface Science, 491, 98-110.
doi:10.1016/j.jcis.2016.12.025

118



Barani, H., & Montazer, M. (2008). A review on applications of liposomes in textile
processing.  Journal  of Liposome  Research, 18(3), 249-262.
doi:10.1080/08982100802354665

Baro, M., De Llobet, L., Figueras, A., Skvortsova, I., Mesia, R., & Balart, J. (2014).
Dasatinib worsens the effect of cetuximab in combination with fractionated
radiotherapy in FaDu-and A431-derived xenografted tumours. British journal of
cancer, 111(7), 1310-1318. d0i:10.1038/bjc.2014.432

Becker, A., Marxer, E., Briiler, J., Hoormann, A. S., Kuhnt, D., Bakowsky, U., &
Nimsky, C. (2011). Ultrasound active nanoscaled lipid formulations for thrombus
lysis. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 77(3), 424-
429. doi:10.1016/j.ejpb.2010.12.003

Blanco, E., Shen, H., & Ferrari, M. (2015). Principles of nanoparticle design for
overcoming biological barriers to drug delivery. Nature biotechnology, 33(9),
941-951. d0i:10.1038/nbt.3330

Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, I., Siegel, R. L., Torre, L. A., & Jemal, A. (2018).
Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians,
68(6), 394-424. doi:10.3322/caac.21492

Bun, S. S., Elias, R., Baghdikian, B., Ciccolini, J., Ollivier, E., & Balansard, G. (2008).
a-hederin potentiates 5-FU antitumor activity in human colon adenocarcinoma
cells. Phytotherapy Research, 22(10), 1299-1302. doi:10.1002/ptr.2483

Calviello, G., Di Nicuolo, F., Serini, S., Piccioni, E., Boninsegna, A., Maggiano, N.,
Ranelletti, F. O., & Palozza, P. (2005). Docosahexaenoic acid enhances the
susceptibility of human colorectal cancer cells to 5-fluorouracil. Cancer
Chemotherapy and Pharmacology, 55(1), 12-20. doi:10.1007/s00280-004-0846-
6

Carlson, K., & Ehrich, M. (1999). Organophosphorus compound-induced modification
of SH-SY5Y human neuroblastoma mitochondrial transmembrane potential.
Toxicology and Applied Pharmacology, 160(1), 33-42.
doi:10.1006/taap.1999.8741

Carlson, K., Jortner, B. S., & Ehrich, M. (2000). Organophosphorus compound-induced
apoptosis in SH-SY5Y human neuroblastoma cells. Toxicology and Applied
Pharmacology, 168(2), 102-113. doi:10.1006/taap.2000.8997

Chen, W., Lian, W,, Yuan, Y., & Li, M. (2019). The synergistic effects of oxaliplatin and
piperlongumine on colorectal cancer are mediated by oxidative stress. Cell Death
& Disease, 10(8), 1-12. doi:10.1038/s41419-019-1824-6

Cheng, Y., Zhao, P., Wu, S., Yang, T., Chen, Y., Zhang, X., He, C., Zheng, C., Li, K., &
Ma, X. (2018). Cisplatin and curcumin co-loaded nano-liposomes for the
treatment of hepatocellular carcinoma. International journal of pharmaceutics,
545(1-2), 261-273. doi:10.1016/j.ijpharm.2018.05.007

Chin, B. H., Tallant, M. J., Duane, W. C., & Sullivan, L. J. (1980). Anticholinesterase
effects of carbamate insecticide thiofanox and its metabolites in rats. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 28(6), 1327-1330. doi:10.1021/jf60232a029

Choi, E. J., & Kim, G.-H. (2009). 5-Fluorouracil combined with apigenin enhances
anticancer activity through induction of apoptosis in human breast cancer MDA -
MB-453 cells. Oncology Reports, 22(6), 1533-1537. doi:10.3892/or_00000598

119



Chou, T.-C. (2006). Theoretical basis, experimental design, and computerized simulation
of synergism and antagonism in drug combination studies. Pharmacological
reviews, 58(3), 621-681. doi:10.1124/pr.58.3.10

Chou, T.-C. (2010). Drug combination studies and their synergy quantification using the
Chou-Talalay method. Cancer research, 70(2), 440-446. doi:10.1158/0008-
5472.CAN-09-1947

Chou, T.-C. (2011). The mass-action law based algorithms for quantitative econo-green
bio-research. Integrative Biology, 3(5), 548-559. doi:10.1039/c0ib00130a

Chou, T.-C., Shapiro, T. A., Fu, J., Chou, J. H.,, & Merzenich, G. S. U. (2019).
Computerized quantification of drugs synergism in animal studies or in clinical
trials using only ten data points.  Synergy, 9,  100049.
doi:10.1016/j.synres.2019.100049

Chung, Y. C., Chiu, H. H., Wei, W. C., Chang, K. J., & Chao, W. T. (2020). Application
of trastuzumab emtansine in HER-2—positive and KRAS/BRAF-mutated colon
cancer cells. European Journal of Clinical Investigation, e13255.
doi:10.1111/eci.13255

Cordell, G. A., & Colvard, M. D. (2005). Some thoughts on the future of
ethnopharmacology. Journal of Ethnopharmacology, 100(1-2), 5-14.
doi:10.1016/j.jep.2005.05.027

Cunningham, D., Humblet, Y., Siena, S., Khayat, D., Bleiberg, H., Santoro, A., Bets, D.,
Mueser, M., Harstrick, A., & Verslype, C. (2004). Cetuximab monotherapy and
cetuximab plus irinotecan in irinotecan-refractory metastatic colorectal cancer.
New England Journal of Medicine, 351(4), 337-345.
doi:10.1056/NEJM0a033025

Cutsem, E. V., Peeters, M., Siena, S., Humblet, Y., Hendlisz, A., Neyns, B., Canon, J.-
L., Laethem, J.-L. V., Maurel, J., & Richardson, G. (2007). Open-label phase Il
trial of panitumumab plus best supportive care compared with best supportive care
alone in patients with chemotherapy-refractory metastatic colorectal cancer.
Journal of Clinical Oncology, 25(13), 1658-1664.
d0i:10.1200/JC0.2006.08.1620

Daraee, H., Etemadi, A., Kouhi, M., Alimirzalu, S., & Akbarzadeh, A. (2016).
Application of liposomes in medicine and drug delivery. Artificial cells,
Nanomedicine and Biotechnology, 44(1), 381-391.
d0i:10.3109/21691401.2014.953633

Devi, Y. P., Uma, A., Narasu, M. L., & Kalyani, C. (2014). Anticancer activity of gallic
acid on cancer cell lines, HCT-15 and MDA MB 231. IMPACT : International
Journal of Research in Applied, Natural and Social Sciences ( IMPACT :
IJRANSS), 2(5), 269-272.

Dey, D. K., Chang, S. N., Vadlamudi, Y., Park, J. G., & Kang, S. C. (2020). Synergistic
therapy with tangeretin and 5-fluorouracil accelerates the ROS/JNK mediated
apoptotic pathway in human colorectal cancer cell. Food and Chemical
Toxicology, 143, 111529. doi:10.1016/j.fct.2020.111529

Ding, P., Yang, L., Feng, C., & Xian, J.-c. (2019). Research and application of Alpinia
officinarum in medicinal field. Chinese Herbal Medicines, 11(2), 132-140.
doi:10.1016/j.chmed.2019.04.003

Donia, M. B. A. (2003). Organophosphorus ester-induced chronic neurotoxicity. Archives
of Environmental Health: An International Journal, 58(8), 484-497.
doi:10.3200/AEOH.58.8.484-497

120



Du, B, Jiang, L., Xia, Q., & Zhong, L. (2006). Synergistic inhibitory effects of curcumin
and 5-fluorouracil on the growth of the human colon cancer cell line HT-29.
Chemotherapy, 52(1), 23-28. doi:10.1159/000090238

Efferth, T., Saeed, M. E., Mirghani, E., Alim, A., Yassin, Z., Saeed, E., Khalid, H. E., &
Daak, S. (2017). Integration of phytochemicals and phytotherapy into cancer
precision medicine. Oncotarget, 8(30), 50284-50304.
doi:10.18632/oncotarget.17466

Fakhri, S., Moradi, S. Z., Farzaei, M. H., & Bishayee, A. (2020). Modulation of
dysregulated cancer metabolism by plant secondary metabolites: A mechanistic
review. Paper presented at the Seminars in cancer biology.

Farias, C. B. d., Heinen, T. E., Santos, R. P. d., Abujamra, A. L., Schwartsmann, G., &
Roesler, R. (2012). BDNF/TrkB signaling protects HT-29 human colon cancer
cells from EGFR inhibition. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 425(2), 328-332. doi:10.1016/j.bbrc.2012.07.091

Faried, A., Kurnia, D., Faried, L., Usman, N., Miyazaki, T., Kato, H., & Kuwano, H.
(2007). Anticancer effects of gallic acid isolated from Indonesian herbal medicine,
Phaleria macrocarpa (Scheff.) Boerl, on human cancer cell lines. International
Journal of Oncology, 30(3), 605-613. doi:10.3892/ij0.30.3.605

Fidan, C. (2017). Ankaferd bloodstopper kanama durdurucu'nun in vitro meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmalart iizerine olan etkisi. (Yiksek Lisans tezi), Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Trakya Universitesi, Edirne.

Flis, S., Gnyszka, A., Krzeminska, I. M., & Sptawinski, J. (2009). Decytabine enhances
cytotoxicity induced by oxaliplatin and 5-fluorouracil in the colorectal cancer cell
line Colo-205. Cancer Cell International, 9(1), 10. doi:10.1186/1475-2867-9-10

Flis, S., Gnyszka, A., & Splawinski, J. (2009). HDAC inhibitors, MS275 and SBHA,
enhances cytotoxicity induced by oxaliplatin in the colorectal cancer cell lines.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 387(2), 336-341.
doi:10.1016/j.bbrc.2009.07.017

Flis, S., & Splawinski, J. (2009). Inhibitory effects of 5-fluorouracil and oxaliplatin on
human colorectal cancer cell survival are synergistically enhanced by sulindac
sulfide. Anticancer Research, 29(1), 435-441.

Focaccetti, C., Bruno, A., Magnani, E., Bartolini, D., Principi, E., Dallaglio, K., Bucci,
E. O., Finzi, G., Sessa, F., & Noonan, D. M. (2015). Effects of 5-fluorouracil on
morphology, cell cycle, proliferation, apoptosis, autophagy and ROS production
in endothelial cells and cardiomyocytes. PLoS One, 10(2), e0115686.
doi:10.1371/journal.pone.0115686

Fogli, S., Nieri, P., Chicca, A., Adinolfi, B., Mariotti, V., lacopetti, P., Breschi, M. C., &
Pellegrini, S. (2006). Cannabinoid derivatives induce cell death in pancreatic MIA
PaCa-2 cells via a receptor-independent mechanism. FEBS letters, 580(7), 1733-
1739. doi:10.1016/j.febslet.2006.02.024

Forester, S. C., Choy, Y. Y., Waterhouse, A. L., & Oteiza, P. I. (2014). The anthocyanin
metabolites  gallic acid, 3-O-methylgallic acid, and 2, 4, 6-
trinydroxybenzaldehyde decrease human colon cancer cell viability by regulating
pro-oncogenic  signals. Molecular  Carcinogenesis, 53(6), 432-4309.
do0i:10.1002/mc.21974

Forester, S. C., & Waterhouse, A. L. (2010). Gut metabolites of anthocyanins, gallic acid,
3-O-methylgallic acid, and 2, 4, 6-trihydroxybenzaldehyde, inhibit cell

121



proliferation of Caco-2 cells. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58(9),
5320-5327. doi:10.1021/jf9040172

Foteini, P., Pippa, N., Naziris, N., & Demetzos, C. (2019). Physicochemical study of the
protein—liposome interactions: Influence of liposome composition and
concentration on protein binding. Journal of Liposome Research, 29(4), 313-321.
doi:10.1080/08982104.2018.1468774

Foucquier, J., & Guedj, M. (2015). Analysis of drug combinations: current
methodological landscape. Pharmacology Research & Perspectives, 3(3),
€00149. d0i:10.1002/prp2.149

Fritsch, M., Giinther, S. D., Schwarzer, R., Albert, M.-C., Schorn, F., Werthenbach, J. P.,
Schiffmann, L. M., Stair, N., Stocks, H., & Seeger, J. M. (2019). Caspase-8 is the
molecular switch for apoptosis, necroptosis and pyroptosis. Nature, 575(7784),
683-687. d0i:10.1038/s41586-019-1770-6

Fujie, Y., Yamamoto, H., Ngan, C. Y., Takagi, A., Hayashi, T., Suzuki, R., Ezumi, K.,
Takemasa, 1., Ikeda, M., & Sekimoto, M. (2005). Oxaliplatin, a potent inhibitor
of survivin, enhances paclitaxel-induced apoptosis and mitotic catastrophe in
colon cancer cells. Japanese Journal of Clinical Oncology, 35(8), 453-463.
doi:10.1093/jjco/hyil30

Gauthier, D. B., Delord, J.-P., Rochaix, P., Mallard, V., Thomas, F., Hennebelle, 1.,
Bugat, R., Canal, P., & Allal, C. (2006). In vivo and in vitro antitumor activity of
oxaliplatin in combination with cetuximab in human colorectal tumor cell lines
expressing different level of EGFR. Cancer Chemotherapy and Pharmacology,
57(6), 709-718. doi:10.1007/s00280-005-0123-3

Gazzerro, P., Malfitano, A. M., Proto, M. C., Santoro, A., Pisanti, S., Caruso, M. G.,
Notarnicola, M., Messa, C., Laezza, C., & Misso, G. (2010). Synergistic inhibition
of human colon cancer cell growth by the cannabinoid CB1 receptor antagonist
rimonabant and oxaliplatin. Oncology Reports, 23(1), 171-175.

Gehrke, T., Scherzad, A., Ickrath, P., Schendzielorz, P., Hagen, R., Kleinsasser, N., &
Hackenberg, S. (2017). Zinc oxide nanoparticles antagonize the effect of
Cetuximab on head and neck squamous cell carcinoma in vitro. Cancer biology
& Therapy, 18(7), 513-518. doi:10.1080/15384047.2017.1323598

Ghasemi, S., Moradzadeh, M., Mousavi, S., & Sadeghnia, H. (2016). Cytotoxic effects
of Urtica dioica radix on human colon (HT29) and gastric (MKN45) cancer cells
mediated through oxidative and apoptotic mechanisms. Cellular and Molecular
Biology, 62(9), 90-96.

Globocan. (2018). CANCER TOMORROW. Erisim adresi:
http://gco.iarc.fr/tomorrow/home

Green, D. R. (1998). Apoptotic pathways: The Roads to Ruin. Cell, 94(6), 695-698.
doi:10.1016/S0092-8674(00)81728-6

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell,
144(5), 646-674. doi:10.1016/j.cell.2011.02.013

Handali, S., Moghimipour, E., Rezaei, M., Ramezani, Z., Kouchak, M., Amini, M.,
Angali, K. A., Saremy, S., & Dorkoosh, F. A. (2018). A novel 5-Fluorouracil
targeted delivery to colon cancer using folic acid conjugated liposomes.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 108, 1259-1273.
doi:10.1016/j.biopha.2018.09.128

Hare, J. I., Lammers, T., Ashford, M. B., Puri, S., Storm, G., & Barry, S. T. (2017).
Challenges and strategies in anti-cancer nanomedicine development: an industry

122


http://gco.iarc.fr/tomorrow/home

perspective.  Advanced Drug  Delivery  Reviews, 108,  25-38.
doi:10.1016/j.addr.2016.04.025

Hari, D. M., Leung, A. M., Lee, J.-H., Sim, M.-S., Vuong, B., Chiu, C. G., & Bilchik, A.
J. (2013). AJCC Cancer Staging Manual 7th edition criteria for colon cancer: do
the complex modifications improve prognostic assessment? Journal of the
American College of Surgeons, 217(2), 181-190.
doi:10.1016/j.jamcollsurg.2013.04.018

Hattori, Y., Shi, L., Ding, W., Koga, K., Kawano, K., Hakoshima, M., & Maitani, Y.
(2009). Novel irinotecan-loaded liposome using phytic acid with high therapeutic
efficacy for colon tumors. Journal of Controlled Release, 136(1), 30-37.
doi:10.1016/j.jconrel.2009.01.013

He, X. T., Fan, X. M., & Zha, X. L. (2011). Ghrelin inhibits 5-fluorouracil-induced
apoptosis in colonic cancer cells. Journal of Gastroenterology and Hepatology,
26(7), 1169-1173. doi:10.1111/j.1440-1746.2011.06715.x

Hector, S., & Prehn, J. H. (2009). Apoptosis signaling proteins as prognostic biomarkers
in colorectal cancer: a review. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Reviews on
Cancer, 1795(2), 117-129. doi:10.1016/j.bbcan.2008.12.002

Heinrich, M. (2010). 3.12—Ethnopharmacology and drug discovery. Comprehensive
Natural Products I1. Elsevier, Oxford, 3, 351-381.

Hu, F., Wei, F., Wang, Y., Wu, B., Fang, Y., & Xiong, B. (2015). EGCG synergizes the
therapeutic effect of cisplatin and oxaliplatin through autophagic pathway in
human colorectal cancer cells. Journal of Pharmacological Sciences, 128(1), 27-
34. doi:10.1016/j.jphs.2015.04.003

Huerta, S., Goulet, E. J., & Livingston, E. H. (2006). Colon cancer and apoptosis. The
American Journal of Surgery, 191(4), 517-526.
d0i:10.1016/j.amjsurg.2005.11.009

Hwang, J.-T., Ha, J., Park, I.-J., Lee, S.-K., Baik, H. W., Kim, Y. M., & Park, O. J. (2007).
Apoptotic effect of EGCG in HT-29 colon cancer cells via AMPK signal pathway.
Cancer Letters, 247(1), 115-121. doi:10.1016/j.canlet.2006.03.030

Hwang, J.-T., Ha, J., & Park, O. J. (2005). Combination of 5-fluorouracil and genistein
induces apoptosis synergistically in chemo-resistant cancer cells through the
modulation of AMPK and COX-2 signaling pathways. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 332(2), 433-440.
d0i:10.1016/j.bbrc.2005.04.143

lannelli, F., Zotti, A. 1., Roca, M. S., Grumetti, L., Lombardi, R., Moccia, T., Vitagliano,
C., Milone, M. R., Ciardiello, C., & Bruzzese, F. (2020). Valproic Acid
Synergizes With Cisplatin and Cetuximab in vitro and in vivo in Head and Neck
Cancer by Targeting the Mechanisms of Resistance. Frontiers in Cell
Developmental Biology, 8, 732. doi:10.3389/fcell.2020.00732

Ikehata, M., Ogawa, M., Yamada, Y., Tanaka, S., Ueda, K., & lwakawa, S. (2014).
Different effects of epigenetic modifiers on the cytotoxicity induced by 5-
fluorouracil, irinotecan or oxaliplatin in colon cancer cells. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, 37(1), 67-73. doi:10.1248/bpb.b13-00574

Ji, Y., Chen, S., Xiao, X., Zheng, S., & Li, K. (2012). B-blockers: a novel class of
antitumor agents. OncoTargets and Therapy, 5, 391-401.
d0i:10.2147/0TT.S38403

Joza, N., Susin, S. A., Daugas, E., Stanford, W. L., Cho, S. K., Li, C. Y., Sasaki, T., Elia,
A. J., Cheng, H.-Y. M, & Ravagnan, L. (2001). Essential role of the

123



mitochondrial apoptosis-inducing factor in programmed cell death. Nature,
410(6828), 549-554. doi:10.1038/35069004

Kardan, M., Rafiei, A., Golpour, M., Ebrahimzadeh, M. A., Niaki, H. A., & Fattahi, S.
(2020). Urtica dioica Extract Inhibits Cell Proliferation and Induces Apoptosis in
HepG2 and HTC116 as Gastrointestinal Cancer Cell Lines. Anti-Cancer Agents
in Medicinal Chemistry, 20(8), 963-969.
d0i:10.2174/1871520620666200311095836

Kelland, L. (2007). The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy. Nature
Reviews Cancer, 7(8), 573-584. doi:10.1038/nrc2167

Kemp, J. A., Shim, M. S., Heo, C. Y., & Kwon, Y. J. (2016). “Combo” nanomedicine:
co-delivery of multi-modal therapeutics for efficient, targeted, and safe cancer
therapy. Advanced Drug Delivery Reviews, 98, 3-18.
d0i:10.1016/j.addr.2015.10.019

Kheirelseid, E. A., Miller, N., & Kerin, M. J. (2013). Molecular biology of colorectal
cancer: Review of the literature. American journal of molecular biology, 3(2), 72-
80. d0i:10.4236/ajmb.2013.32010

Khodapasand, E., Jafarzadeh, N., Farrokhi, F., Kamalidehghan, B., & Houshmand, M.
(2015). Is Bax/Bcl-2 ratio considered as a prognostic marker with age and tumor
location in colorectal cancer? Iranian Biomedical Journal, 19(2), 69-75.
doi:10.6091/ibj.1366.2015

Koo, J. Y., Kim, H. J., Jung, K.-O., & Park, K.-Y. (2004). Curcumin inhibits the growth
of AGS human gastric carcinoma cells in vitro and shows synergism with 5-
fluorouracil. Journal of Medicinal Food, 7(2), 117-121.
doi:10.1089/1096620041224229

Koren, E., & Torchilin, V. P. (2011). Drug carriers for vascular drug delivery. IUBMB
life, 63(8), 586-595. doi:10.1002/iub.496

Kuipers, E. J., Grady, W. M., Lieberman, D., Seufferlein, T., Sung, J. J., Boelens, P. G.,
van de Velde, C. J., & Watanabe, T. (2015). Colorectal cancer. Nature Reviews
Disease Primers, 1, 15065. doi:10.1038/nrdp.2015.65

Lamberti, M., Porto, S., Marra, M., Zappavigna, S., Grimaldi, A., Feola, D., Pesce, D.,
Naviglio, S., Spina, A., & Sannolo, N. (2012). 5-Fluorouracil induces apoptosis
in rat cardiocytes through intracellular oxidative stress. Journal of Experimental
& Clinical Cancer Research, 31(1), 60. doi:10.1186/1756-9966-31-60

Lammers, T., Hennink, W., & Storm, G. (2008). Tumour-targeted nanomedicines:
principles and practice. British journal of cancer, 99(3), 392-397.
doi:10.1038/sj.bjc.6604483

Lattanzio, L., Milano, G., Monteverde, M., Tonissi, F., Vivenza, D., Merlano, M., & Lo
Nigro, C. (2016). Schedule-dependent interaction between temsirolimus and
cetuximab in head and neck cancer: a preclinical study. Anti-cancer drugs, 27(6),
533-539. d0i:10.1097/CAD.0000000000000360

Lazikani, B. A., Banerji, U., & Workman, P. (2012). Combinatorial drug therapy for
cancer in the post-genomic era. Nature biotechnology, 30(7), 679-692.
doi:10.1038/nbt.2284

Lei, X., Lv, X, Liu, M., Yang, Z., Ji, M., Guo, X., & Dong, W. (2012). Thymoquinone
inhibits growth and augments 5-fluorouracil-induced apoptosis in gastric cancer
cells both in vitro and in vivo. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 417(2), 864-868. doi:10.1016/j.bbrc.2011.12.063

124



Leong, K. H., Looi, C. Y., Loong, X.-M., Cheah, F. K., Supratman, U., Litaudon, M.,
Mustafa, M. R., & Awang, K. (2016). Cycloart-24-ene-26-0l-3-one, a new
cycloartane isolated from leaves of Aglaia exima triggers tumour necrosis factor-
receptor 1-mediated caspase-dependent apoptosis in colon cancer cell line. PLoS
One, 11(4), e0152652. doi:10.1371/journal.pone.0152652

Levy, E. M., Sycz, G., Arriaga, J. M., Barrio, M. M., Von Euw, E. M., Morales, S. B.,
Gonzalez, M., Mordoh, J., & Bianchini, M. (2009). Cetuximab-mediated cellular
cytotoxicity is inhibited by HLA-E membrane expression in colon cancer cells.
Innate Immunity, 15(2), 91-100. doi:10.1177/1753425908101404

Lian, T., & Ho, R. J. (2001). Trends and developments in liposome drug delivery systems.
Journal of pharmaceutical sciences, 90(6), 667-680. doi:10.1002/jps.1023

Liang, C.-z., Zhang, X., Li, H., Tao, Y.-q., Tao, L.-j., Yang, Z.-r., Zhou, X.-p., Shi, Z.-1.,
& Tao, H.-m. (2012). Gallic acid induces the apoptosis of human osteosarcoma
cells in vitro and in vivo via the regulation of mitogen-activated protein kinase
pathways. Cancer Biotherapy and Radiopharmaceuticals, 27(10), 701-710.
doi:10.1089/cbr.2012.1245

Lima, K. G., Krause, G. C., Schuster, A. D., Catarina, A. V., Basso, B. S., De Mesquita,
F. C., Pedrazza, L., Marczak, E. S., Martha, B. A., & Nunes, F. B. (2016). Gallic
acid reduces cell growth by induction of apoptosis and reduction of IL-8 in HepG2
cells. Biomedicine & Pharmacotherapy, 84, 1282-1290.
doi:10.1016/j.biopha.2016.10.048

Lin, M.-W., Huang, Y.-B., Chen, C.-L., Wu, P.-C., Chou, C.-Y., Wu, P.-C., & Hung, S.-
Y. (2016). A formulation study of 5-aminolevulinic encapsulated in DPPC
liposomes in melanoma treatment. International Journal of Medical Sciences,
13(7), 483-489. doi:10.7150/ijms.15411

Liu, Z., Li, D., Yu, L., & Niu, F. (2012). Gallic acid as a cancer-selective agent induces
apoptosis in pancreatic cancer cells. Chemotherapy, 58(3), 185-194.
d0i:10.1159/000337103

Lo, C., Lai, T.-Y,, Yang, J.-H., Yang, J.-S., Ma, Y.-S., Weng, S.-W., Chen, Y.-Y., Lin,
J.-G., & Chung, J.-G. (2010). Gallic acid induces apoptosis in A375. S2 human
melanoma cells through caspase-dependent and-independent pathways.
International Journal of Oncology, 37(2), 377-385.
doi:doi.org/10.3892/ijo_00000686

Longley, D. B., Harkin, D. P., & Johnston, P. G. (2003). 5-fluorouracil: mechanisms of
action and clinical strategies. Nature Reviews Cancer, 3(5), 330-338.
doi:10.1038/nrc1074

Luca, T., Barresi, V., Privitera, G., Musso, N., Caruso, M., Condorelli, D., & Castorina,
S. (2014). In vitro combined treatment with cetuximab and trastuzumab inhibits
growth of colon cancer cells. Cell proliferation, 47(5), 435-447.
doi:10.1111/cpr.12125

Madlener, S., llimer, C., Horvath, Z., Saiko, P., Losert, A., Herbacek, 1., Grusch, M.,
Elford, H. L., Krupitza, G., & Bernhaus, A. (2007). Gallic acid inhibits
ribonucleotide reductase and cyclooxygenases in human HL-60 promyelocytic
leukemia cells. Cancer Letters, 245(1-2), 156-162.
doi:10.1016/j.canlet.2006.01.001

Mady, M. M., & Darwish, M. M. (2010). Effect of chitosan coating on the characteristics
of DPPC liposomes. Journal of Advanced Research, 1(3), 187-191.
doi:10.1016/j.jare.2010.05.008

125



Mady, M. M., Fathy, M. M., Youssef, T., & Khalil, W. M. (2012). Biophysical
characterization of gold nanoparticles-loaded liposomes. Physica Medica, 28(4),
288-295. d0i:10.1016/j.ejmp.2011.10.001

Majolo, F., Delwing, L. K. d. O. B., Marmitt, D. J., Filho, I. C. B., & Goettert, M. I.
(2019). Medicinal plants and bioactive natural compounds for cancer treatment:
Important advances for drug discovery. Phytochemistry Letters, 31, 196-207.
doi:10.1016/j.phytol.2019.04.003

Malam, Y., Loizidou, M., & Seifalian, A. M. (2009). Liposomes and nanoparticles:
nanosized vehicles for drug delivery in cancer. Trends in Pharmacological
Sciences, 30(11), 592-599. doi:10.1016/j.tips.2009.08.004

Marchetti, P., Galla, D. A., Russo, F. P., Ricevuto, E., Flati, V., Porzio, G., Ficorella, C.,
& Cifone, M. G. (2004). Apoptosis induced by oxaliplatin in human colon cancer
HCT15 cell line. Anticancer Research, 24(1), 219-226.

Marxer, E. E. J., BriiBler, J., Becker, A., Schiimmelfeder, J., Schubert, R., Nimsky, C., &
Bakowsky, U. (2011). Development and characterization of new nanoscaled
ultrasound active lipid dispersions as contrast agents. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 77(3), 430-437.
doi:10.1016/j.ejpb.2010.12.007

Matsuo, T., Nishizuka, S. S., Ishida, K., lwaya, T., Ikeda, M., & Wakabayashi, G. (2011).
Analysis of the anti-tumor effect of cetuximab using protein kinetics and mouse
xenograft models. BMC Research Notes, 4(1), 140. doi:10.1186/1756-0500-4-140

Mayoclinic. (2018). Diagnosis: Screening for colon cancer. Erisim adresi:
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/colon-cancer/diagnosis-
treatment/drc-20353674

Mendelsohn, J., & Baselga, J. (2003). Status of epidermal growth factor receptor
antagonists in the biology and treatment of cancer. Journal of Clinical Oncology,
21(14), 2787-2799. doi:10.1200/JC0.2003.01.504

Meng, S., Su, B., Li, W., Ding, Y., Tang, L., Zhou, W., Song, Y., & Caicun, Z. (2011).
Integrin-targeted paclitaxel nanoliposomes for tumor therapy. Medical Oncology,
28(4), 1180-1187. doi:10.1007/s12032-010-9621-1

Menhali, A. A., Al-Rumaihi, A., Al-Mohammed, H., Al-Mazrooey, H., Al-Shamlan, M.,
AlJassim, M., Al-Korbi, N., & Eid, A. H. (2015). Thymus vulgaris (thyme)
inhibits proliferation, adhesion, migration, and invasion of human colorectal
cancer  cells.  Journal of  Medicinal Food,  18(1), 54-59.
doi:10.1089/jmf.2013.3121

Meyerhardt, J. A., & Mayer, R. J. (2005). Systemic therapy for colorectal cancer. New
England Journal of Medicine, 352(5), 476-487. doi:10.1056/NEJMra040958

Mhaidat, N. M., Bouklihacene, M., & Thorne, R. F. (2014). 5-Fluorouracil-induced
apoptosis in colorectal cancer cells is caspase-9-dependent and mediated by
activation of protein kinase C-6. Oncology Letters, 8(2), 699-704.
doi:10.3892/01.2014.2211

Mirian, M., Zarghi, A., Sadeghi, S., Tabaraki, P., Tavallaee, M., Dadrass, O., & Sadeghi-
aliabadi, H. (2011). Synthesis and cytotoxic evaluation of some novel
sulfonamide derivatives against a few human cancer cells. Iranian Journal of
Pharmaceutical Research, 10(4), 741-748.

Misaka, S., Miyazaki, N., Fukushima, T., Yamada, S., & Kimura, J. (2013). Effects of
green tea extract and (—)-epigallocatechin-3-gallate on pharmacokinetics of

126


https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/colon-cancer/diagnosis-treatment/drc-20353674
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/colon-cancer/diagnosis-treatment/drc-20353674

nadolol in rats. Phytomedicine, 20(14), 1247-1250.
doi:10.1016/j.phymed.2013.07.003

Moghtaderi, H., Sepehri, H., Delphi, L., & Attari, F. (2018). Gallic acid and curcumin
induce cytotoxicity and apoptosis in human breast cancer cell MDA-MB-231.
Biolmpacts, 8(3), 185-194. doi:10.15171/bi.2018.21

Mohammadian, M., Zeynali, S., Azarbaijani, A. F., Ansari, M. H. K., & Kheradmand, F.
(2017). Cytotoxic effects of the newly-developed chemotherapeutic agents 17-
AAG in combination with oxaliplatin and capecitabine in colorectal cancer cell
lines. Research in Pharmaceutical Sciences, 12(6), 517-525. doi:10.4103/1735-
5362.217432

Mohan, S., Abdelwahab, S. I., Kamalidehghan, B., Syam, S., May, K. S., Harmal, N. S.
M., Shafifiyaz, N., Hadi, A. H. A., Hashim, N. M., & Rahmani, M. (2012).
Involvement of NF-xB and Bcl2/Bax signaling pathways in the apoptosis of
MCEF7 cells induced by a xanthone compound Pyranocycloartobiloxanthone A.
Phytomedicine, 19(11), 1007-1015. doi:10.1016/j.phymed.2012.05.012

Mokhtari, R. B., Homayouni, T. S., Baluch, N., Morgatskaya, E., Kumar, S., Das, B., &
Yeger, H. (2017). Combination therapy in combating cancer. Oncotarget, 8(23),
38022-38043. doi:10.18632/oncotarget.16723

Montopoli, M., Ragazzi, E., Froldi, G., & Caparrotta, L. (2009). Cell-cycle inhibition and
apoptosis induced by curcumin and cisplatin or oxaliplatin in human ovarian
carcinoma cells. Cell proliferation, 42(2), 195-206. doi:10.1111/j.1365-
2184.2009.00585.x

Moon, J. Y., Cho, M., Ahn, K. S., & Cho, S. K. (2013). Nobiletin induces apoptosis and
potentiates the effects of the anticancer drug 5-fluorouracil in p53-mutated SNU-
16 human gastric cancer cells. Nutrition and Cancer, 65(2), 286-295.
d0i:10.1080/01635581.2013.756529

Munteanu, ., & Mastalier, B. (2014). Genetics of colorectal cancer. Journal of Medicine
and Life, 7(4), 507-511.

Nagaraja, A. S., Sadaoui, N. C., Lutgendorf, S. K., Ramondetta, L. M., & Sood, A. K.
(2013). B-blockers: a new role in cancer chemotherapy? Expert Opinion on
Investigational Drugs, 22(11), 1359-1363. d0i:10.1517/13543784.2013.825250

Nannizzi, S., Veal, G. J., Giovannetti, E., Mey, V., Ricciardi, S., Ottley, C. J., Del Tacca,
M., & Danesi, R. (2010). Cellular and molecular mechanisms for the synergistic
cytotoxicity elicited by oxaliplatin and pemetrexed in colon cancer cell lines.
Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 66(3), 547-558. doi:10.1007/s00280-
009-1195-2

Narvi, E., Vaparanta, K., Karrila, A., Chakroborty, D., Knuutila, S., Pulliainen, A.,
Sundvall, M., & Elenius, K. (2018). Different responses of colorectal cancer cells
to alternative sequences of cetuximab and oxaliplatin. Scientific Reports, 8(1),
16579. doi:10.1038/s41598-018-34938-y

Nicolantonio, F. D., Martini, M., Molinari, F., Bianchi, A. S., Arena, S., Saletti, P., De
Dosso, S., Mazzucchelli, L., Frattini, M., & Siena, S. (2008). Wild-type BRAF is
required for response to panitumumab or cetuximab in metastatic colorectal
cancer.  Journal  of  Clinical  Oncology, 26(35), 5705-5712.
doi:10.1200/JC0.2008.18.0786

Park, M. H., Hong, J. E., Hwang, C. J., Choi, M., Choi, J. S., An, Y. J,, Son, D. J., &
Hong, J. T. (2016). Synergistic inhibitory effect of cetuximab and tectochrysin on

127



human colon cancer cell growth via inhibition of EGFR signal. Archives of
Pharmacal Research, 39(5), 721-729. doi:10.1007/s12272-016-0735-7

Pattni, B. S., Chupin, V. V., & Torchilin, V. P. (2015). New developments in liposomal
drug delivery. Chemical reviews, 115(19), 10938-10966.
doi:10.1021/acs.chemrev.5b00046

Pemovska, T., Bigenzahn, J. W., & Furga, G. S. (2018). Recent advances in combinatorial
drug screening and synergy scoring. Current Opinion in Pharmacology, 42, 102-
110. doi:10.1016/j.coph.2018.07.008

Pezzani, R., Salehi, B., Vitalini, S., Iriti, M., Zufiiga, F. A., Sharifi-Rad, J., Martorell, M.,
& Martins, N. (2019). Synergistic effects of plant derivatives and conventional
chemotherapeutic agents: An update on the cancer perspective. Medicina, 55(4),
110. doi:10.3390/medicina55040110

Pinto, A. C., Moreira, J. N., & Simdes, S. (2011). Combination chemotherapy in cancer:
Principles, evaluation and drug delivery strategies. In Current Cancer Treatment-
Novel Beyond Conventional Approaches: IntechOpen.

Raeisi, S., Chavoshi, H., Mohammadi, M., Ghorbani, M., Sabzichi, M., & Ramezani, F.
(2019). Naringenin-loaded nano-structured lipid carrier fortifies oxaliplatin-
dependent apoptosis in HT-29 cell line. Process Biochemistry, 83, 168-175.
doi:10.1016/j.prochio.2019.05.013

Rakitina, T. V., Vasilevskaya, I. A., & O’Dwyer, P. J. (2007). Inhibition of G1/S
transition potentiates oxaliplatin-induced cell death in colon cancer cell lines.
Biochemical pharmacology, 73(11), 1715-1726. doi:10.1016/j.bcp.2007.01.037

Raymond, E., Chaney, S., Taamma, A., & Cvitkovic, E. (1998). Oxaliplatin: a review of
preclinical and clinical studies. Annals of Oncology, 9(10), 1053-1071.
doi:10.1023/a:1008213732429

Reddy, T. C., Reddy, D. B., Aparna, A., Arunasree, K. M., Gupta, G., Achari, C., Reddy,
G., Lakshmipathi, V., Subramanyam, A., & Reddanna, P. (2012). Anti-leukemic
effects of gallic acid on human leukemia K562 cells: Downregulation of COX-2,
inhibition of BCR/ABL kinase and NF-kB inactivation. Toxicology in vitro, 26(3),
396-405. doi:10.1016/j.tiv.2011.12.018

Rejhova, A., Opattova, A., Cumova, A., Sliva, D., & Vodi¢ka, P. (2018). Natural
compounds and combination therapy in colorectal cancer treatment. European
journal of medicinal chemistry, 144, 582-594. doi:10.1016/j.ejmech.2017.12.039

Reynolds, N. A., & Wagstaff, A. J. (2004). Cetuximab In the Treatment of Metastatic
Colorectal Cancer. Drugs, 64(1), 109-118. doi:10.2165/00003495-200464010-
00007

Richard, S. M., & Marignac, V. L. M. (2015). Sensitization to oxaliplatin in HCT116 and
HT29 cell lines by metformin and ribavirin and differences in response to
mitochondrial glutaminase inhibition. Journal of Cancer Research and
Therapeutics, 11(2), 336-340. doi:10.4103/0973-1482.157317

Rivera, D. G., Delgado, R., Bougarne, N., Haegeman, G., & Berghe, W. V. (2011). Gallic
acid indanone and mangiferin xanthone are strong determinants of
immunosuppressive anti-tumour effects of Mangifera indica L. bark in MDA-
MB231 breast cancer cells. Cancer Letters, 305(1), 21-31.
doi:10.1016/j.canlet.2011.02.011

Rosa, G. P., Tavares, W. R., Sousa, P., Seca, A. M., & Pinto, D. C. (2020). Seaweed
secondary metabolites with beneficial health effects: An overview of successes in

128



in vivo studies and clinical trials. Marine drugs, 18(1), 8.
doi:10.3390/md18010008

Seresht, H. R., Cheshomi, H., Falanji, F., Motlagh, F. M., Hashemian, M., &
Mireskandari, E. (2019). Cytotoxic activity of caffeic acid and gallic acid against
MCF-7 human breast cancer cells: An in silico and in vitro study. Avicenna
Journal of Phytomedicine, 9(6), 574-586. doi:10.22038/AJP.2019.13475

Sharma, R., Gatchie, L., Williams, 1. S., Jain, S. K., Vishwakarma, R. A., Chaudhuri, B.,
& Bharate, S. B. (2017). Glycyrrhiza glabra extract and quercetin reverses
cisplatin resistance in triple-negative MDA-MB-468 breast cancer cells via
inhibition of cytochrome P450 1B1 enzyme. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, 27(24), 5400-5403. doi:10.1016/j.bmcl.2017.11.013

Sidorov, P., Naulaerts, S., Bonnet, J. A., Pasquier, E., & Ballester, P. (2019). Predicting
synergism of cancer drug combinations using NCI-ALMANAC data. Frontiers in
Chemistry, 7, 509. doi:10.3389/fchem.2019.00509

Siegel, R. L., Miller, K. D., & Jemal, A. (2020). Cancer statistics, 2020. CA: A Cancer
Journal for Clinicians, 70(1), 7-30. doi:10.3322/caac.21590

Solmi, R., Lauriola, M., Francesconi, M., Martini, D., Voltattorni, M., Ceccarelli, C.,
Ugolini, G., Rosati, G., Zanotti, S., & Montroni, 1. (2008). Displayed correlation
between gene expression profiles and submicroscopic alterations in response to
cetuximab, gefitinib and EGF in human colon cancer cell lines. BMC Cancer,
8(1), 227. doi:10.1186/1471-2407-8-227

Soloneski, S., Kujawski, M., Scuto, A., & Larramendy, M. L. (2015). Carbamates: a study
on genotoxic, cytotoxic, and apoptotic effects induced in Chinese hamster ovary
(CHO-K1) cells. Toxicology in vitro, 29(5), 834-844.
doi:10.1016/j.tiv.2015.03.011

Sourani, Z., Pourgheysari, B., Beshkar, P., Shirzad, H., & Shirzad, M. (2016). Gallic acid
inhibits proliferation and induces apoptosis in lymphoblastic leukemia cell line
(C121). Iranian Journal of Medical Sciences, 41(6), 525.

Sourani, Z., Shirzad, H., Shirzad, M., & Pourgheysari, B. (2017). Interaction between
gallic acid and asparaginase to potentiate anti-proliferative effect on
lymphoblastic leukemia cell line. Biomedicine & Pharmacotherapy, 96, 1045-
1054. doi:10.1016/j.biopha.2017.11.122

Srimuangwong, K., Tocharus, C., Chintana, P. Y., Suksamrarn, A., & Tocharus, J. (2012).
Hexahydrocurcumin enhances inhibitory effect of 5-fluorouracil on HT-29 human
colon cancer cells. World Journal of Gastroenterology, 18(19), 2383-2389.
doi:10.3748/wjg.v18.i119.2383

Stein, A., Atanackovic, D., & Bokemeyer, C. (2011). Current standards and new trends
in the primary treatment of colorectal cancer. European Journal of Cancer, 47,
312-314. doi:10.1016/S0959-8049(11)70183-6

Stoman, D. d. P., Preez, J. d., & Venter, M. v. d. (2011). Combination treatment with
oxaliplatin and mangiferin causes increased apoptosis and downregulation of
NFkB in cancer cell lines. African Journal of Traditional, Complementary and
Alternative Medicines, 8(2), 177-184. doi:10.4314/ajtcam.v8i2.63206

Subramanian, A. P., Jaganathan, S. K., Mandal, M., Supriyanto, E., & Muhamad, I. I.
(2016). Gallic acid induced apoptotic events in HCT-15 colon cancer cells. World
Journal of Gastroenterology, 22(15), 3952-3961. doi:10.3748/wjg.v22.i15.3952

Subramanian, A. P., John, A., Vellayappan, M., Balaji, A., Jaganathan, S., Supriyanto,
E., & Yusof, M. (2015). Gallic acid: prospects and molecular mechanisms of its

129



anticancer activity. RSC Advances, 5(45), 35608-35621.
doi:10.1039/C5RA02727F

Sugikawa, K., Kadota, T., Yasuhara, K., & Ikeda, A. (2016). Anisotropic Self-Assembly
of Citrate-Coated Gold Nanoparticles on Fluidic Liposomes. Angewandte Chemie
International Edition, 55(12), 4059-4063. doi:10.1002/anie.201511785

Sun, G., Zhang, S., Xie, Y., Zhang, Z., & Zhao, W. (2016). Gallic acid as a selective
anticancer agent that induces apoptosis in SMMC-7721 human hepatocellular
carcinoma cells. Oncology Letters, 11(1), 150-158. doi:10.3892/01.2015.3845

Suzuki, R., Kang, Y. a., Li, X,, Roife, D., Zhang, R., & Fleming, J. B. (2014). Genistein
potentiates the antitumor effect of 5-Fluorouracil by inducing apoptosis and
autophagy in human pancreatic cancer cells. Anticancer Research, 34(9), 4685-
4692.

Swaminathan, J., & Ehrhardt, C. (2011). Liposomes for Pulmonary Drug Delivery. In H.
D. C. Smyth & A. J. Hickey (Eds.), Controlled Pulmonary Drug Delivery (pp.
313-334). New York, NY: Springer New York.

Szcze$, A. (2013). Effects of DPPC/Cholesterol liposomes on the properties of freshly
precipitated calcium carbonate. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 101, 44-
48. doi:10.1016/j.colsurfb.2012.06.013

Tang, X.-y., Zhu, Y.-q., Tao, W.-h., Weli, B., & Lin, X.-l. (2007). Synergistic effect of
triptolide combined with 5-fluorouracil on colon carcinoma. Postgraduate
Medical Journal, 83(979), 338-343. doi:10.1136/pgm].2006.055426

Terzuoli, E., Nannelli, G., Frosini, M., Giachetti, A., Ziche, M., & Donnini, S. (2017).
Inhibition of cell cycle progression by the hydroxytyrosol—cetuximab
combination yields enhanced chemotherapeutic efficacy in colon cancer cells.
Oncotarget, 8(47), 83207-83224.

Thompson, A. K., Couchoud, A., & Singh, H. (2009). Comparison of hydrophobic and
hydrophilic encapsulation using liposomes prepared from milk fat globule-
derived phospholipids and soya phospholipids. Dairy Science and Technology,
89(1), 99-113. doi:10.1051/dst/2008036

Tong, J., Xie, G., He, J,, Li, J., Pan, F., & Liang, H. (2011). Synergistic antitumor effect
of dichloroacetate in combination with 5-fluorouracil in colorectal cancer. Journal
of Biomedicine and Biotechnology, 2011(740564). doi:10.1155/2011/740564

Torchilin, V. P. (2005). Recent advances with liposomes as pharmaceutical carriers.
Nature Reviews Drug Discovery, 4(2), 145-160. doi:10.1038/nrd1632

Troiani, T., Napolitano, S., Vitagliano, D., Morgillo, F., Capasso, A., Sforza, V., Nappi,
A., Ciardiello, D., Ciardiello, F., & Martinelli, E. (2014). Primary and acquired
resistance of colorectal cancer cells to anti-EGFR antibodies converge on
MEK/ERK pathway activation and can be overcome by combined MEK/EGFR
inhibition. Clinical Cancer Research, 20(14), 3775-3786. doi:10.1158/1078-
0432.CCR-13-2181

Tsai, C. L., Chiu, Y.-M., Ho, T.-Y., Hsieh, C.-T., Shieh, D.-C., Lee, Y.-J., Tsay, G. J., &
Wu, Y.-Y. (2018). Gallic acid induces apoptosis in human gastric adenocarcinoma
cells. Anticancer Research, 38(4), 2057-2067. doi:10.21873/anticanres.12445

Udofot, O., Affram, K., & Bridg'ette Israel, E. A. (2015). Cytotoxicity of 5-fluorouracil-
loaded pH-sensitive liposomal nanoparticles in colorectal cancer cell lines.
Integrative cancer science therapeutics, 2(5), 245-252.
doi:10.15761/1CST.1000150

130



Uhrich, K. E., Cannizzaro, S. M., Langer, R. S., & Shakesheff, K. M. (1999). Polymeric
systems for controlled drug release. Chemical reviews, 99(11), 3181-3198.
d0i:10.1021/cr940351u

Vahed, S. Z., Salehi, R., Davaran, S., & Sharifi, S. (2017). Liposome-based drug co-
delivery systems in cancer cells. Materials Science and Engineering: C, 71, 1327-
1341. doi:10.1016/j.msec.2016.11.073

Varghese, V., Magnani, L., Harada-Shoji, N., Mauri, F., Szydlo, R. M., Yao, S., Lam, E.
W.-F., & Kenny, L. M. (2019). FOXM1 modulates 5-FU resistance in colorectal
cancer through regulating TYMS expression. Scientific Reports, 9(1), 1505.
doi:10.1038/s41598-018-38017-0

Virag, P., Fischer-Fodor, E., Perde-Schrepler, M., Brie, I., Tatomir, C., Balacescu, L.,
Berindan-Neagoe, 1., Victor, B., & Balacescu, O. (2013). Oxaliplatin induces
different cellular and molecular chemoresistance patterns in colorectal cancer cell
lines of identical origins. BMC Genomics, 14(1), 480. doi:10.1186/1471-2164-14-
480

Vlot, A. H., Aniceto, N., Menden, M. P., Merzenich, G. U., & Bender, A. (2019).
Applying synergy metrics to combination screening data: agreements,
disagreements and pitfalls. Drug Discovery Today, 24(12), 2286-2298.
d0i:10.1016/j.drudis.2019.09.002

Vogelstein, B., & Kinzler, K. W. (2002). The genetic basis of human cancer: McGraw-
Hill.

Vousden, K. H., & Prives, C. (2009). Blinded by the light: the growing complexity of
p53. Cell, 137(3), 413-431. doi:10.1016/j.cell.2009.04.037

Wang, J., Liu, W., Zhao, Q., Qi, Q., Lu, N,, Yang, Y., Nei, F.-F., Rong, J.-J., You, Q.-D.,
& Guo, Q.-L. (2009). Synergistic effect of 5-fluorouracil with gambogic acid on
BGC-823 human gastric carcinoma. Toxicology, 256(1-2), 135-140.
doi:10.1016/j.tox.2008.11.014

Wang, X., Yang, C., Chai, J., Shi, Y., & Xue, D. (2002). Mechanisms of AlF-mediated
apoptotic DNA degradation in Caenorhabditis elegans. Science, 298(5598), 1587-
1592. doi:10.1126/science.1076194

Watson, A. (2004). Apoptosis and colorectal cancer. Gut, 53(11), 1701-1709.
d0i:10.1136/gut.2004.052704

WHO. (2018). Latest global cancer data. Erigim adresi:
https://www.who.int/cancer/PRGlobocanFinal.pdf

Wicki, A., Witzigmann, D., Balasubramanian, V., & Huwyler, J. (2015). Nanomedicine
in cancer therapy: challenges, opportunities, and clinical applications. Journal of
Controlled Release, 200, 138-157. doi:10.1016/j.jconrel.2014.12.030

Wu, Z., Huang, M., Gong, Y., Lin, C., & Guo, W. (2018). BRAF and EGFR inhibitors
synergize to increase cytotoxic effects and decrease stem cell capacities in BRAF
(V600E)-mutant colorectal cancer cells. Acta Biochimica et Biophysica Sinica,
50(4), 355-361. doi:10.1093/abbs/gmy018

Xavier, C. P., Lima, C. F., Rohde, M., & Wilson, C. P. (2011). Quercetin enhances 5-
fluorouracil-induced apoptosis in MSI colorectal cancer cells through p53
modulation. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 68(6), 1449-1457.
doi:10.1007/s00280-011-1641-9

Xiang, Z., Kang, Q., & Xiang, X. (2015). Gene and protein expression in the oxaliplatin-
resistant HT29/L-OHP human colon cancer cell line. Genetics and Molecular
Research, 14(3), 11013-11022. doi:10.4238/2015.September.21.14

131


https://www.who.int/cancer/PRGlobocanFinal.pdf

Xu, W.-L., Liu, J.-R., Liu, H.-K., Qi, G.-Y., Sun, X.-R., Sun, W.-G., & Chen, B.-Q.
(2009). Inhibition of proliferation and induction of apoptosis by y-tocotrienol in
human colon carcinoma HT-29 cells. Nutrition, 25(5), 555-566.
doi:10.1016/j.nut.2008.10.019

Yang, S. Y., Sales, K. M., Fuller, B., Seifalian, A. M., & Winslet, M. C. (2009). Apoptosis
and colorectal cancer: implications for therapy. Trends in Molecular Medicine,
15(5), 225-233. d0i:10.1016/j.molmed.2009.03.003

Yeh, R.-D., Chen, J.-C., Lai, T.-Y., Yang, J.-S., Yu, C.-S., Chiang, J.-H., Lu, C.-C., Yang,
S.-T., Yu, C.-C., & Chang, S.-J. (2011). Gallic acid induces GO/G1 phase arrest
and apoptosis in human leukemia HL-60 cells through inhibiting cyclin D and E,
and activating mitochondria-dependent pathway. Anticancer Research, 31(9),
2821-2832.

Yip, K., & Reed, J. (2008). Bcl-2 family proteins and cancer. Oncogene, 27(50), 6398-
6406. doi:10.1038/onc.2008.307

You, B.R., Moon, H. J., Han, Y. H., & Park, W. H. (2010). Gallic acid inhibits the growth
of HelLa cervical cancer cells via apoptosis and/or necrosis. Food and Chemical
Toxicology, 48(5), 1334-1340. doi:10.1016/j.fct.2010.02.034

You, B. R., & Park, W. H. (2010). Gallic acid-induced lung cancer cell death is related to
glutathione depletion as well as reactive oxygen species increase. Toxicology in
vitro, 24(5), 1356-1362. doi:10.1016/j.tiv.2010.04.009

Yusuf, A., & Casey, A. (2020). Liposomal encapsulation of silver nanoparticles (AgNP)
improved nanoparticle uptake and induced redox imbalance to activate caspase-
dependent apoptosis. Apoptosis, 25, 120-134. doi:10.1007/s10495-019-01584-2

Zaidi, S., Atrooz, F., Valdez, D., Liu, H., Kochi, C., Bond, R. A., & Salim, S. (2020).
Protective effect of propranolol and nadolol on social defeat-induced behavioral
impairments in rats. Neuroscience Letters, 134892.
doi:10.1016/j.neulet.2020.134892

Zenginer, B. D. (2017). Ankaferd bloodstopper kanama durdurucu'nun in vitro kolon
kanseri hiicrelerinin ¢ogalmalart iizerine olan etkisi. (Ylksek Lisans tezi), Saglk
Bilimleri Enstitiisii, Trakya Universitesi, Edirne.

Zhang, B., Wang, T., Yang, S., Xiao, Y., Song, Y., Zhang, N., & Garg, S. (2016).
Development and evaluation of oxaliplatin and irinotecan co-loaded liposomes
for enhanced colorectal cancer therapy. Journal of Controlled Release, 238, 10-
21. d0i:10.1016/j.jconrel.2016.07.022

Zhang, L., & Yu, J. (2013). Role of apoptosis in colon cancer biology, therapy, and
prevention.  Current Colorectal Cancer Reports, 9(4), 331-340.
doi:10.1007/s11888-013-0188-z

Zhang, R. X., Wong, H. L., Xue, H. Y., Eoh, J. Y., & Wu, X. Y. (2016). Nanomedicine
of synergistic drug combinations for cancer therapy—Strategies and perspectives.
Journal of Controlled Release, 240, 489-503. doi:10.1016/j.jconrel.2016.06.012

Zhao, Q., Wang, J., Zou, M.-J., Hu, R., Zhao, L., Qiang, L., Rong, J.-J., You, Q.-D., &
Guo, Q.-L. (2010). Wogonin potentiates the antitumor effects of low dose 5-
fluorouracil against gastric cancer through induction of apoptosis by down-
regulation of NF-kappaB and regulation of its metabolism. Toxicology letters,
197(3), 201-210. doi:10.1016/j.toxlet.2010.05.019

Zhu, W., Li, Y., Liu, L., Chen, Y., & Xi, F. (2012). Supramolecular hydrogels as a
universal scaffold for stepwise delivering Dox and Dox/cisplatin loaded block

132



copolymer micelles. International journal of pharmaceutics, 437(1-2), 11-19.
doi:10.1016/j.ijpharm.2012.08.007

133



OZGECMIS

2012 yilinda, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinden lisans derecesi
ile mezun oldum. 2014 yilinda, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya
Anabilim Dalindan yiiksek lisans derecesi ile mezun oldum. 2015 yilinda, Trakya
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dalinda doktora

egitimi ve 6gretimime basladim.

134



BiLIMSEL FAALIYETLER

A. YAYINLAR

Al1.Ozer, B.O., Cete, S. (2017). Development of a novel biosensor based on a
polypyrrole—dodecylbenzene sulphonate (PPy—DBS) film for the determination of
amperometric cholesterol. Artificial cells, Nanomedicine, and Biotechnology, 45(4),
824-832. doi: doi.org/10.1080/21691401.2016.1178133

B. BIiLDIRILER

B1.Ozer, B.O., Dibirdik I., Gallic acid, a natural polyphenolic acid, inhibits the growth
of HT-29 human colon adenocarcinoma cells in vitro, 2nd International Conference
on “Veterinary Biochemistry and Clinical Biochemistry: Advances and Challenges in
Understanding the Mechanism of Diseases, Ankara, Tiirkiye, 24-26 Ekim 2019.
(Doktora tezinden)

B2.0Ozer, B.O., “’Kolesterol tayini i¢in yeni bir biyosensdr gelistirimesi’’, 1. Ulusal
Biyosensor Kongresi, Tekirdag, Tiirkiye, 22-26 Haziran 2014, ss.1-1

C. PROJELER

C1.HT-29 Insan Kolon Kanser Modeli ile Yeni Terapdtik Modalitelerin Gelistirilmesi.
Trakya Universitesi, BAP, Proje kodu: 2017/222, Arastirmaci.

C2.Yeni nesil kanser terapisi i¢in bir yaklasim: G4-DNA’y1 kararli kilan floren/fluorenon
temelli yeni nesil floresans ligandlarin sentezi, ligand-DNA etkilesim
mekanizmalarinin ve antitelomeraz aktivitesinin incelenmesi. TUBITAK, Proje kodu:
1137704, Bursiyer.

C3.Kolesterol tayini i¢in amperometrik bir biyosensdr hazirlanmasi. Gazi Universitesi,
BAP, Proje kodu: 05/2013-04, Arastirmaci.

135



