T.C.

AKDENIiZ UNIVERSITESI

SERTRALIN VE KAPESITABIN KOMBINASYONUNUN MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKIiLERININ INCELENMESI

Serap OZKAYA

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HAZIRAN 2021

ANTALYA



T.C.

AKDENIiZ UNIVERSITESI

SERTRALIN VE KAPESITABIN KOMBINASYONUNUN MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKIiLERININ INCELENMESI

Serap OZKAYA

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HAZIRAN 2021

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

SERTRALIN VE KAPESITABIN KOMBINASYONUNUN MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKIiLERININ iNCELENMESI

Serap OZKAYA
BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan FYL-2020-5019 proje numarasi ile ile desteklenmistir.

HAZIRAN 2021



T.C.
AKDENIiZ UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

SERTRALIN VE KAPESITABIN KOMBINASYONUNUN MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ INCELENMESI

Serap OZKAYA
BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez 30/06/2021 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi / Oycoklugu ile kabul
edilmistir.

Dog. Dr. Esra AYDEMIR (Danisman)
Prof. Dr. Biilent KAYA

Prof. Dr. ibrahim Hakki CIGERCI



OZET

SERTRALIN VE KAPESITABIN KOMBINASYONUNUN MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ INCELENMESI

Serap OZKAYA
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Esra AYDEMIR
Haziran 2021; 67 sayfa

Depresyon glinlimiizde yaygin olarak goriinen ve kronik hastaliklarla es zamanl
kendini gosteren duygu durum bozuklugudur. Kanser teshisi konulan hastalarda
depresyon yaygin olarak goriilmektedir. Depresyon tedavisinin ihmal edilmesi
durumunda kanser tedavisinde de basar1 diismektedir. Depresyon kadinlarda erkeklere
oranla iki kat daha fazla goziikkmektedir. Kadinlarda meme kanseri en yaygin goriilen
kanser ¢esididir. Bu anlamda meme kanseri olan kadinlarda depresyon tedavisi, kanser
tedavisindeki basar1 i¢in olduk¢a Onemlidir. Onkoloji birimlerinde kemoterapi goren
kanser hastalari, es zamanli olarak antidepresan da kullanmaktadir. Ilaglarin ayni
detoksifikasyon mekanizmasina sahip olmalari durumunda ilag etkilesimleri
muhtemeldir. Bu nedenle kombine kullanilan ilaglarin dogru belirlenmesi oldukca
Oonemlidir.

Sertralin ve kapasitabin kombinasyonunun, insan meme kanseri hiicrelerindeki
(MCF7 ve MDAMB-231) in vitro sitotoksik etkilerinin incelendigi literatlirdeki ilk
calismadir. 1000- 1.95 ng/mL dozlarda araliginda uygulanan kapasitabin tek basina
MCEFT7 hiicrelerinde uygulandiginda; 6,12 ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
sitotoksik etki gostermezken, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 125 ve 62.5 ng/mL
dozlarda sitotoksik etki gostermektedir. Ayni dozlarda MCF7 hiicrelerinde uygulanan
sertralin ise, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 62.5 ng/mL digindaki higbir dozda ve
inkiibasyon siiresinde sitotoksik etki gostermemektedir. Kapasitabin MDAMB-231
hiicrelerinde hi¢bir dozda sitotoksik etki gdstermemekte fakat antiproliferatif etki
gostermektedir. Sertralin ise; 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 31.25 ve 3.9 ng/mL, 24
saatllik inkiibasyonda ise 125 ng/mL disindaki tiim dozlarda sitotoksik etki
gostermektedir. Ayrica sertralin MDAMB-231 hiicrelerinde tiim dozlarda ve inkiibasyon
siirelerinde antiproliferatif etki gostermektedir. Sertralin/kapastabin kombinasyonu,
MDAMB-231 ve MCF7 hiicrelerinde hiicre canliligin1 sirasiyla; %35.802 ve 23.043’¢
diisiirmektedir. Sertralin/kapasitabin kombinasyonu ilaclarin tek kullanimina kiyasla
hiicre canliligin1 daha fazla azaltmaktadir.

Elde edilen veriler sonucu; MDAMB-231 ve MCF7 hiicrelerinde kaspaz-3,-8,-9
ve DNA fragmentasyon miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
goriilmemektedir. Tez kapsaminda olmamasina ragmen Mtor proteininin miktarina
bakilmis olup, ilaclarin tek ve kombine olarak kullanimlarinda, hem hiicre ekstrakti hem
de siipernetantinda mtor miktarinin baskilandigi belirlenmistir. mTOR miktar1 hiicre
stipernatantinda, hiicre ekstraktina kiyasla daha fazla baskilanmaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde  hiicre ekstraktindaki mTOR miktar;; kapasitabinin 100 ng/mL

1



konsantrasyonunda 0.717, sertralinin 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.757 ve
kombinasyonlarinda ise 0.525 kat baskilanmistir. MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre
siipernetantindaki mTOR miktari ise; kapasitabinin 100 ng/ml konsantrasyonunda 0.533,
sertralinin 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.664 ve kombinasyonlarinda ise 0.59 kat
baskilanmistir. MCF7 hiicrelerinde hiicre ekstraktindaki mTOR miktari; kapasitabinin 10
ng/ml konsantrasyonunda 0.045, sertralinin 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.11 ve
kombinasyonlarinda ise 0.0612 kat baskilanmistir. Son olarak, MCF7 hiicrelerinde hiicre
stipernetantindaki mTOR miktar1; kapasitabinin 10 ng/mL konsantrasyonunda 0.8,
sertralinin 50 ng/ml konsantrasyonunda 0.725 ve kombinasyonlarinda ise 0.775 kat
baskilanmistir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde; kanser hiicrelerinde kaspaz-3,-8-9 ve
DNA fragmentasyonunda degisiklik olmamasi ve her iki hiicre hattinda da meydana gelen
mTOR miktarindaki baskilanma, Olim mekanizmasinin otofaji  olabilecegini
diistindiirmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Antidepresan, Kapasitabin, Kombinasyon, Meme Kanseri,
Sertralin, Sitotoksisite, SSRI.

JURI: Do¢. Dr. Esra AYDEMIR
Prof. Dr. Biilent KAYA

Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF SERTRALIN AND
CAPECITABIN COMBINATION ON BREAST CANCER CELLS

Serap OZKAYA
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Esra AYDEMIR
June 2021; 67 page

Depression is defined as a common mood disorder that manifests itself
simultaneously with chronic diseases. Especially in patients diagnosed with cancer,
depression is commonly observed. In the case of neglectedness of depression treatment,
the success of cancer treatment also decreases. According to gender-based studies, there
are two-fold increase in depression prevalence in women than that of men. Besides this,
breast cancer is the most common type of cancer in women. In this sense, the treatment
of depression in women with breast cancer is very important for success in cancer
treatment. Therefore, cancer patients undergoing chemotherapy in oncology units also
use antidepressants simultaneously. At that point, it is very important to understand drug
interactions used in combination correctly based on their detoxification mechanism
similarity.

This thesis is the first study in the literature investigating the in vitro cytotoxic
effects of the combination of sertraline and capacitabine in human breast cancer cell lines
(MCF7 and MDAMB-231). In this study it is indicated that capacitabine administration
alone at doses of 1000-1.95 ng/ml was showed no cytotoxic effect at the end of 6-, 12-
and 24-hour incubation periods while there was cytotoxic effect at 125 and 62.5 ng/mL
doses at the end of 48 hours incubation period in MCF7 cells. Sertraline administration
to MCF7 cells at the same doses did not show any cytotoxic effect at any dose and
incubation period except 62.5 ng/ml at the end of the 24-hour incubation period. On
MDAMB-231 cells, capacitabine did not show any cytotoxic effect at any dose but
showed antiproliferative effect whereas sertraline had cytotoxic effect at all doses except
31.25 and 3.9 ng/mL at the end of the 6-hour incubation period, and at 125 ng/mL in the
24-hour incubation period. In addition, sertraline has an antiproliferative effect on
MDAMB-231 cells at all doses and incubation times. Sertraline/capastabine combination
reudced cell viability to 35.802% and 23.043% in MDAMB-231 and MCF7 cells,
respectively. As a result, it is concluded that the sertraline/capacitabine combination
reduced cell viability more than the seperate use of drugs.

As a result of the obtained data; there is no statistically significant change in the
amount of caspase-3,-8,-9 and DNA fragmentation in MDAMB-231 and MCF7 cells.
Although it is not within the scope of the thesis, the amount of mtor protein was examined
and it was determined that the amount of mtor was suppressed in both the cell extract and
the supernatant when the drugs were used alone or in combination. It is found that the
amount of mTOR is more suppressed in the cell supernatant than in the cell extract. The
amount of mTOR was suppressed 0.717-fold at 100 ng/mL concentration of only
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capecitabine treated 0.757 fold at 50 ng/mL concentration of only sertraline treated and
0.525 fold in combinations from MDAMB-231 cells in the cell extract while 0.533 fold,
0.664 fold and 0.59 fold in the supernatant, respectively. On the other hand, in MCF7
cells the amount of mTOR in the cell extract was suppressed 0.045 fold at 10 ng/mL
concentration of only capecitabine treated cells, 0.11 fold at 50 ng/mL concentration of
only sertraline treated cells and 0.0612 fold in combinations whereas in the supernatant
of the same cell line mTOR was suppressed as 0.8 fold, 0.725 fold and 0.775 fold,
respectively. In the light of all these results, the absence of change in caspase-3,-8-9 and
DNA fragmentation in cancer cells and the suppression of mTOR in both cell lines
suggest that the death mechanism may be autophagy.

KEYWORDS: Antidepressant, Breast cancer, Capecitabine, Combination, Cytotoxicty,
Sertraline, SSRI.

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Esra AYDEMIR
Prof. Dr. Bulent KAYA

Prof. Dr. ibrahim Hakki CIGERCI



ONSOZ

Depresyon tiim diinyada her yas araliginda yaygin olarak goriilen duygu durum
bozuklugudur. Hastalarda ¢ok fazla aci1 ve kaygi dolu bir siirece neden olan kanser,
depresyonu da beraberinde getirmektedir. Kanser, diyabet, kalp rahatsizlig1 gibi
hastaliklara sahip olan hastalarda depresyon es zamanh olarak gdriilmekte ve tedavinin
basarisini sinirlandirmaktadir. Kanser hastalarinda en yaygin kullanilan tedavilerden olan
kemoterapinin basarisi da ¢esitli sebeplerden dolay1 sinirlanmaktadir. Kanser tedavisinde
basariy1 arttirmak ve siireyi kisaltmak icin yeni ilag kombinasyonlariin kullaniminin
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Onkoloji birimlerinde uzun ve yorucu bir tedavi siireci
geciren kanser hastalarina gerekli oldugu kosullarda kemoterapi ile birlikte depresyon
tedavisi icin antidepresan da verilmektedir. Ilaglarm birlikte kullanimi aym
detoksifikasyon mekanizmasina sahip olmalar1 halinde ilag¢ etkilesimine sebep olmakta
ve bunun sonucu sinerjistik ya da antagonistik etkiler meydana gelebilmektedir. Dogru
ilac kombinasyonlarinin hastalar iizerinde wuygulanmasmin ve istenilen ilag
etkilesimlerinin olusmasimin saglanmasi, bircok hastaligin seyri icin dnemlidir. Bir¢ok
hastaligin tedavisinde yan etkilerin azaltilmasi ve tedavinin etkinliginin arttirilmasi gibi
amaglarla birden fazla ilacin ayn1 anda kullanim1 s6z konusu olabilir.

Bu tez kapsaminda meme kanserinde yaygin kullanilan kapesitabin ile depresyon
tedavisinde yaygin olarak kullanilan sertralin kombinasyonunun MDA MB 231 ve MCF7
insan meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri, kaspaz-3,-8 ve -9 enzim
aktiviteleri ve DNA fragmentasyon miktarlar1 Olgiilerek incelenmistir. Elde edilen
sonuclarin kanser tedavileri i¢in yapilan ¢aligmalara katki saglayacagini umut etmekteyiz.

Lisans egitimimin ilk yillarindan itibaren golgesini her daim hissettigim,
hayatimin en kritik anlarinda dogru adimlar atmami saglayan, her zaman 6niime 151k
tutan, danigmanim ile calisma firsatin1 bana saglayan saygi deger hocam Prof. Dr.
Kayahan FISKIN’a, hayatin 6nlime ¢ikarttig1 tiim seving ve hiiziinlerde yanimda olan,
sadece akademik olarak degil hayatimin her evresinde bana yol gosteren, cocuklarindan
ayirt etmeyen ve ne olursa olsun her daim arkamda oldugunu bildigim sayin danigmanim
Dog. Dr. Esra AYDEMIR e ve 6grendigim her seyde biiyiik rolii olan, bana her zaman
abla sevgisini hatirlatip hissettiren saym hocam Dr. Aysegiil Cansu KILIT’e, tiim bu
siiregte bana godsterdikleri destek i¢in ekip arkadaslarim Beyzanur BALKIS ve Zeliha
YUCEL’e ve Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’niin 6gretim iiyelerine
tesekkiir ederim.

Benden destegini, bilgisini ve yardimlarini esirgemeyen, birgok konuda engelleri
asmami1 ve bagarmami saglayan, bana benden daha ¢ok inanip giivenen canim arkadasim
Side Selin Su YIRMIBESOGLU’na, aramizda mesafeler olsa da her daim yanimda
hissettigim, her kahrim1 ¢eken ve dinleyen canim arkadasim Medine DOGAN’a, baska
bir alanda egitim gormesine ragmen deney siirecimde benimle birlikte laboratuvarda
bulunan, bana yardimci olmaktan hep keyif alan canim arkadasim Deniz ULU’ya ve bana
destek olan, sabir gdsteren tiim dostlarima, her ne olursa olsun hedeflerime giden yolda
ilerlememi saglayan, pes etmemem igin ellerinden geleni yapan ve emeklerini asla
ddeyemeyecegim babam Durmus OZKAYA’ya, annem Umiisiin OZKAYA’ya ve bana
her zaman inanan canim ablam Hatice DELIBASI’na tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Sertralin ve kapesitabin kombinasyonunun
meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin incelenmesi” adli bu ¢aligmanin,
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GIRIS S. OZKAYA

1. GIRIS

Depresyon, insanlarin yagsama zevkinin ve isteginin azaldigi, derin {iziintii,
¢cokiintli duygular ile ortalaya ¢ikan, yasam kalitesinin diismesine sebep olan bir duygu
durum bozuklugudur. Depresyonla birlikte kisinin kendini degersiz, umutsuz, gii¢siiz
hissetme durumlarinda da artis goriilmektedir (Celik 2016). Goriildiigii yas araligi
acisindan yetiskin bireylerde baslayip yaslilikta devam eden yaygin bir hastaliktir. Diinya
genelinde depresyon en sik 45-55 yaglarinda goriilmektedir. Giintimiizde, depresyon
kronik bir hastalik olarak goriilmekte ve diger hastaliklarla da iligkilendirilmektedir
(Yohannes vd. 2010). Depresyon saglikli bireylere kiyasla kronik hastaliklar1 bulunan
bireylerde daha yaygin olarak goriilmektedir (Arslantafi 2011).

Kanser, genomdaki bir¢ok mutasyonun birikimi ile ortaya ¢ikan sistemik bir
hastaliktir (Blagosklonny vd. 2005; Loeb ve Anderson 2003). Hanahan ve Weinberg
(2000) derlemesine gore kanser hiicrelerinin biiylime sinyallerine ihtiya¢ duymama,
biiyiimeyi inhibe edecek sinyallere duyarsizlik, metastaz ve invazyon, anjiyogenez,
apoptozdan kagma, sinirsiz replikasyon olmak tizere alt1 6zelligi bulunmaktadir (Hanahan
ve Weinberg 2000). Bu farkli 6zelliklere sahip olmas1 kanser hiicrelerinin hayatta kalma
olasiligini arttirmakta ve kansere karsi tedavide basarty1 sinirlandirmaktadir.

Kanser teshisi, diger hastaliklara oranla hastalarda daha fazla depresyona yol
acmaktadir. Ayrica depresyon, kanser hastalarinin yaklasik %10’dan fazlasini etkileyen
es zamanl1 bir hastaliktir (Smith vd. 2015). Depresyon, diisiik yasam kalitesine ve kanser
hastalarinda yiiksek 6liim oranlarina neden olmaktadir (Pinquart ve Duberstein 2010).
Kanser hastalarinda tedavi amaciyla kullanilan klasik yontemlerden biri olan kemoterapi,
0zgil olarak cogalmaya meyilli hiicrelere karsi secici olarak toksik etkisi bulunan
biyolojik ve/veya kimyasal ajanlar kullanilarak gergeklestirilen tedavi yontemidir (Capar
vd. 2010). Glintimiizde kanser tedavilerinde yaygin kullanilan kemoterapotik bir ajan olan
kapesitabin, oral olarak uygulanan floropirimidin karbamattir. Kapesitaibin urasil ve
timin bazlarini icermekte ve kemoterap6tik ilaglarin sinifi olan antimetabolitler igerisinde
yer almaktadir. Hedefe 6zgii bir antikanser ajan olan kapesitabin, 3 asamali olarak
detoksifiye edilmekte ve florourasil (5-FU)’e doniismektedir. 5-FU, solid tiimorlerin
tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapotik ajanlardan biridir. Kapesitabinin
metabolitleri timidilat sentazini inhibe ederek ve niikleotit benzeri davranarak RNA'ya
dahil olarak hiicre hasarina neden olmaktadir. Meme ve kolorektal kanser tedavileri igin
kullanim1 onaylanmistir. Ayrica 6zofagus ve pankreas kanserleri gibi ¢esitli 3. evre
tiimdrlere karsi etkileri arastirilmaktadir (Alexandre vd. 2007; Aprile vd. 2009; Baskin ve
Calibas1 2011b; Caraci vd. 2011).

Depresyonun sagliklt bir sekilde tedavi edilmesi i¢in akut, siirdiirme ve idame
asamalarma ve bu asamalarin tamamlanmasina dikkat edilmesi gerekmektedir.
Depresyon; ila¢ kullanimi, psikoterapi ve konviilsif tedavi gibi birgok farkli yontemle
tedavi edilmektedir. Depresyon hastalarinda ila¢ tedavisi i¢in antidepresan, antipsikotik
ve antiepileptikler yaygin olarak kulanilmaktadir. Tedavi yontemleri hastaligin seyrine
gore degismekte olup, birkag ilacin birlikte kullanimi da tercih edilmektedir (Mete ve Elbi
2008).

Antidepresanlar; major depresyon, anksiyete, obsesif kompiilsif bozukluk gibi
hastaliklarin tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Antidepresan ilaglar, temelde
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birinci nesil ve ikinci nesil antidepresanlar olmak {izere iki ana siifa ayrilmaktadir.
Gliniimiizde antidepresanlar etki mekanizmalarina gore monoaminerjik antidepresanlar,
monoaminerjik olmayan antidepresanlar ve arastirma-gelistirmede kullanilan ilaglar
olmak iizere ii¢ ana sinifa ayrilmaktadir (Alvano ve Zieher 2020). Toplumda en yaygin
kullanilan antidepresan sinifi segici serotonin geri alim inhibitorleridir (SSRI)(Matuo vd.
2009; Rodin vd. 2007).

SSRI grubu ilaglar igerisinde Fluoksetin, Fluvoksamin, Paroksetin, Sertralin,
Sitalopram ve Escitalopram bulunmaktadir. SSRI grubu antidepresanlar, aktiviteleri ve
yan etkileri bakimindan c¢ok benzerlik goOstermesine ragmen kimyasal yapilari,
metabolizmalari, farmakokinetik 6zellikleri ve sitokrom p450 (CYP) ile etkilesimleri
bakimindan biiyiik farkliliklar gdstermektedir. Ilag metabolizmasinda gorev alan baslica
CYP enzimleri arasinda CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 ve CYP3A4
bulunmaktadir (Matuo vd. 2009).

Secici serotonin geri alim inhibitorii antidepresanlar arasinda yer alan sertralin,
naftilamin tiirevi iki kiral merkezi bulunan bir ilactir (Mandrioli vd. 2012). Sertralin,
trisiklik antidepresanlara ve diger serotonin geri alim inhibitdrlerine gore daha tolere
edilebilir 6zelliktedir (Hiemke ve Hartter 2000). Serotonin (5-HT)’nin presinaptik ndrona
geri alinimimni bloke ederek, sinaps araliginda postsinaptik reseptorlere baglanacak
ndrotransmitter miktarini ve sinaptik gegisi arttirir. Sertralin, karacigerde sitokrom p450
izoformlar1 (CYP2D6, CYP2C9, CYP2B6, CYP2C19 ve CYP3A4) ile metabolize
edilmektedir (Yamik vd. 2011). Sertralinin biyotransformasyonu sonucu basta ana
metabolit olan N-desmetil-sertralin olmak iizere N-desmetil-sertralin-keton, karbamik
asit ve N-hidroksi-sertralin metabolitleri olugsmaktadir (Mandrioli vd. 2012).

Farmakokinetik etkilesimler, kullanilan herhangi bir ilacin es zamanl olarak
kullanilan diger bir ilacin emilimi, dagilimi ve atilimi iizerine etkiler yaratmasidir.
Antidepresanlar ve anti kanser ilaclar arasinda farmakokinetik etkilesimler oldugu
bilinmektedir. Antidepresan ve anti kanser ilaglarinin birlikte kullanilmasi1 durumunda bu
etkilesimler dikkate alinmal1 ve birlikte kullanimlar1 sonucu yan etki yaratabilecek ya da
tedavi etkinligini diisiirebilecek etkilesimlerden kaginilmalidir. Buna karsin, dogru
belirlenen antidepresan ve anti kanser ilaclarin birlikte kullaniminin, sinerjistik etkiler
yaratarak, kanser tedavisinin basarisini  olumlu yonde etkileyebilecegi de
diisiiniilmektedir (Matuo vd. 2009).

Son yillarda hastanelerin onkoloji birimlerinde tedavi goren kanser hastalarinda
antidepresanlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Antidepresanlar kemoterapotik ilaclar
gibi karacigerde sitokromlar tarafindan detoksifiye edilmektedir. Antidepresanlar ve anti
kanser ilaglarinin benzer detoksifikasyon mekanizmalari nedeniyle iki ila¢ arasinda ilag
etkilesimleri gerceklesebilmektedir. Yapilan literatiir calismalarinda antidepresanlar ile
anti kanser ilaglarinin birlikte kullanimi1 sonucu farkli kanser hiicrelerinde sinerjistik
etkilerin meydana geldigi isaret edilmektedir. Antidepresan ve anti kanser ilaclarinin
kombinasyonlarinin kanser hiicreleri {izerindeki etkileri ve bu etkilerin mekanizmalari
yeterince bilinmemektedir.

Yapilmas1 hedeflenen bu tez caligmasi kapsaminda, meme kanserinin tedavisinde
siklikla kullanilan kapesitabin ile segici serotonin geri alim inhibitdrii olan Sertralinin
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birlikte kullanimimmin MDAMB231, MCF-7 meme kanserleri ile MCF 10-A meme epitel
hiicreleri iizerindeki olast sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Depresyon

Depresyon; duygusal olarak ¢okme, lizgiin hissetme, kisinin iglevsel ve yasamsal
faaliyetlerinde azalma gibi durumlar ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Depresyon
sozclgiiniin kelime kokeni olan “Depress”, Latince bastirmak anlamina gelen,
“Depressus” sozciigiinden gelmektir. Depresyonun yaygin sonucu olarak birey giinliik
yasantisindan, etkinliklerinden ve daha 6nceden keyif aldig1 durumlardan eskisi gibi zevk
almaz. Ayrica, bireyin dnceden keyifle yapmis oldugu faaliyetlere kars1 ilgisinin azalmasi
veya kaybolmasi da goriilebilmektedir. Gergeklesen tiim bu siiregler ile birlikte birey
kendisini karamsar ve ¢okmiis ruh hali igerisinde siirekli iizlintiilii, hem mental hem de
fiziksel olarak enerjisiz hissetmektedir. Depresyon, psikomotor aktivitelerde gerileme ve
diistincelerdeki sinirlilik, bilissel ve islevsel yavaglama ile kendini gostermektedir. Diinya
genelinde en yaygin goriilen duygu durum bozuklugu olan majoér depresif bozukluk en
¢ok 40-50 yaslar1 arasinda ve kadinlarda erkeklere oranla iki kat daha fazla goriilmektedir.
Tiirkiye’de goriilme siklig1 yaklasik olarak %10-20 arasinda degismektedir (Celik 2016).

Major depresif bozukluk (MDB); Amerikan Psikiyatri Birliginin belirlemis

oldugu Mental Bozukluklarin Tanisal ve Istatiksel El Kitabi DSM-5 kriterlerine gére
degerlendirilmekte ve tan1 konulmaktadir (Cizelge 1) (Eser 2019).

Cizelge 2.1. DSM-5 tan1 kriterleri (Eser 2019’dan uyarlanmaistir)

DSM-5 TANI KRITERLERI
Glinler boyunca goriilen depresif ve tiziintiili duygu durumu
Sosyal faaliyetlerden keyif almama (anhedoni) ve etkinliklere katilma isteginde
azalma
Uyku kalitesinde diisiis ve diizensizlikler
Yeme aligkanliklarinda degisiklik ve diizensizlikler
Konsantrasyon problemi
Degersiz, yorgun ve suglu hissetme
Psikomotor davranis bozukluklari (ajitasyon) ve retardasyon
Tekrar eden 6liim diisilinceleri ve intihar girisimleri

Depresyonun beynin fonksiyonel noroanatomisindeki degisikliklerinden
kaynaklandig1 bilinse de major depresyonun altinda yatan patofizyolojik nedenler heniiz
net degildir. Serotonin (5-HT), dopamin ve norepinefrin gibi monoaminerjik
norotransmitterlerin aktivitesindeki bozukluklar, depresyonun patofizyolojisinde kilit rol
oynamaktadir (Artigas vd. 2013). 5-HT; hafiza, ruh hali, duygular, uyaniklik, uyku, istah,
beyin gelisimi, sirkadiyen ritim, termoregiilasyon, cinsel diirtii, korku, motor fonksiyon
ve noroendokrin sekresyonu gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. 5-HT; depresyon, Parkinson hastaligi, sizofreni, anksiyete, bagimlilik,
kronik stres gibi psikiyatrik ve norolojik bozukluklarin patogenezinde de rol
oynamaktadir (Sarrouilhe ve Mesnil 2019).
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2.1.1. Depresyon Tedavileri

Depresyon tanist konulduktan sonra kisinin gilinlilk hayat igerisindeki
faaliyetlerine geri donebilmesi i¢in tedavi edilmesi gerekmektedir. Depresyon tedavisi
icin tercih edilen yontemler, hastaya gore degisiklik gostermektedir. Depresyon
hastalarina psikoterapi, ilag tedavileri, elektro konviilsif tedavi ve 151k tedavisi gibi farkli
tedaviler uygulanmaktadir. Tedavi siireci; akut donem, siirdirme donemi ve idame
donemi olmak iizere 3 asamada gerceklesmektedir. Tedavi siiresince akut donemde
kisinin iyi hissetme durumunun saglanmasi, silirdiirme doneminde iyi hissetme
durumunun devam etmesinin saglanmasi, idame doneminde ise depresyonun yeniden
ortaya ¢cikmasinin engellenmesi amaglanmaktadir (Mete ve Elbi 2008).

Ilag tedavilerinde tedavinin basarisi icin 6ncelikle hasta ile ilag uyumu konusunda
konusulmalidir. Hastalarda kullanilan ilaclarin etki gosterme siirelerinde degisiklikler
olup ilk Onerilen dozlarda iyilesme goriilemeyebilir. Bunlara ek olarak hastalarda hafif
diizeyde yan etkilerin goriilme ihtimali olsa da ilaglara kars1 bagimlilik olusma durumu
s6z konusu degildir (Karamustafalioglu ve Yumrukcal 2011). Ilag tedavisiyle birlikte
gerekirse psikoterapotik destek saglamak, hastaligin seyrinde olumlu etki yaratmasiyla
birlikte intihar riskini de azaltmaktadir. ila¢ tedavilerinde ilk sirada antidepresanlar yer
almaktadir. Depresyon tedavilerinde, daha giivenli ve tolerans araligi yiiksek olmasi
nedeniyle segici serotonin gerialim inhibitorleri (SSRI) ve serotonin noradrenalin
gerialim inhibitorleri (SNRI) yaygin olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda monoamin
oksidaz inhibitorleri (MAO-I) ve trisiklik antidepresanlar (TCA), SSRI ve SNRI grubu
ilaclara kiyasla, daha az giivenilir oldugu i¢in, ¢ok fazla tercih edilmemektedir. Major
depresyon gosteren hastalarin tedavisinde ise hastalarda tedaviye direng olugmasi
durumunda antipsikotik ve antiepileptik ilaglar da tercih edilmektedir.
(Karamustafalioglu ve Yumrukgal 2011). Kronik hastalarda depresyon tedavisi sirasinda
kullanilan bir¢ok ilacin etkilesimi sonucu kronik hastaligin gidisatinda olumsuzluklarin
meydana gelme riski bulunmaktadir. Bu nedenle ila¢ etkilesimlerine dikkat etmek
gerekmektedir. Ayrica bazi hastalarda ilag tedavisine yanit goriilmedigi i¢in elektro
konviilsif tedavi (EKT) uygulanmaktadir. EKT’de 6nlem alinmis bir ortamda hastaya
grand mal epileptik nobet gecirtilmektedir. Son zamanlarda kisa stireli anestezi altinda
yapilan EKT gerekli kosullar saglandiginda daha giivenli bir uygulama olarak goriilse de
adrenalin, kortizol ve biiylime hormonu salimmasimi arttirmakta ve insiiline karsi
antagonist etki gostermektedir (Mete ve Elbi 2008).

Birgok farkli yontemle gerceklestirilen depresyon tedavileri doktor kontrolii ile
tamamlanmali, yarida birakilmamali ve idame donemi gerceklestirilerek ile tekrari
engellenmelidir.

2.1.2. Antidepresanlar

Antidepresanlar, major depresyon tedavisinde hastalara verilmektedir. Temelde
antidepresanlar birinci nesil ve ikinci nesil olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Birinci nesil
antidepresanlar i¢inde, monoamin oksidaz inhibitérleri (MAO-I) ve trisiklik
antidepresanlar (TCA) yer almaktadir. Ikinci nesil (yeni) antidepresanlar ise segici
serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI), serotonin ve noradrenalin geri alim inhibitérleri
(SNRI), noradrenalin gerialim inhibitorleri (NARI), noradrenerjik ve spesifik geri alim
inhibitorleri (NASSA), serotonin antagonisti/gerialim inhibitorleri (SARI), noradrenalin
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ve dopamin geri alim inhibitdrleri (NDI) ve melatonerjik ajanlardir (Rodin vd. 2007;
Caraci vd. 2011). Alvano ve Zieher’in 2020 yilinda yaymlamis oldugu ¢alismada ise
antidepresanlar etki mekanizmalarina gore 3 ana smnifa ayrilmaktadir. Bunlar;
monoaminerjik antidepresanlar, monoaminerjik olmayan antidepresanlar ve aragtirma ve
gelistirmede kullanilan ilaglardir. Mono aminerjik antidepresanlar da kendi iclerinde etki
mekanizmalarma gore dort biiyiik alt gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.1.) (Alvano ve
Zieher 2020).

Cizelge 2.2. Antidepresanlarin etki mekanizmasina gore smiflandirilmasi (Alcano ve
Zieher 2020°den uyarlanmistir)

ANTIDEPRESANLARIN ETKi MEKANIiZMASINA GORE SINIFLANDIRILMASI

Simif Al.a: Geri
Doniistimsiiz Segici Tranylcypromine, Phenelzine,
£ Al: Olmayan Isocarboxazid
E/}m : Antidepresanlar
O Smf Alb:  Geri
P Doniistimsiiz Segici MAO-B: Selegiline
Inhibitorleri .
(MAOI) Antidepresanlar
Simif Al.c: Geri
Doniisiimlii Segici MAO-A: Moclobemide
Antidepresanlar
Smif A2.a: Nispeten | Segici Serotonin Gerialim
Segici Inhibitorleri (SSRI): Fluoksetin,
Smif A2.al: Sertralin, Paroksetin, Citalopram,
Sumif A2: Serotonerjik Escitalopram, Fluvoxa.lmine .
Sinif A: Néronal Sumf A2.b: Serotonin-Noradrenalin Gerialim
Monoaminerjik . 1t AZ.D: inhibitdrleri (SNRI): Venlafaksin,
N Gerialim Serotonerjik ve . .
Modulatorler s . .. Desvenlafaksin, Duloksetin,
Inhibitorleri Noradrenerjik o U
Milnacipran, Levomilnacipran
e i .. Noradrenalin ve Dopamin Gerialim
Noradrenerjik ve Inhibitérleri (NDRI): Bupropion
Dopaminerjik - Puprop
Simf A3: Alfa-2 (a2) Reseptor Noradrenf’:.r_] ik ve singRiis
e Serotonerjik Antidepresanlar
(NaSSA): Mirtazapine
Simif Ad.a: VOrtalamaioxetine, Vilazodone,
Serotonerjik Trazodone
Sinif A4: ST A4'b:.. Mianserine, Maprotiline
. Noradrenerjik
Multimodallar Tmi o Clorimi -
Simif A4.c: Serotonerjik fmipramine, Llorimipramine,
ve Noradrenerjik Anmitriptiline, Desipramine,
NOrtalamariptiline
Siif B:
Monoaminerjik Melatonin Reseptorleri (MT1, MT2) .
. X Agomelatine
Olmayan Antagonistleri
Modiilatorler

Siif C: Arastirma ve Gelistirmelerde Kullanilan ilaclar
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Antidepresanlarin toplumda regeteli veya regetesiz olarak en yaygin kullanilan
smifi, segici serotonin geri alim inhibitorleridir (SSRI). Bunun yani sira, kanser
hastalarinda depresyon tedavisi i¢in kullanilan en yaygin iki antidepresan sinifi; trisiklik
antidepresanlar (TCA) ve secici serotonin geri alim inhibitorleridir (SSRI'lar). SSRI
grubu ilaglar, birinci nesil antidepresanlara (TCA vb) oranla daha fazla tolere
edilebilmekte ve daha az toksik etkiye neden olmaktadir. Bu nedenle birinci nesil
antidepresanlarla kiyaslandiginda SSRI grubu antidepresanlarin kullanimi daha ¢ok
tercih edilmektedir (Caraci vd. 2011; Rodin vd. 2007). SSRI grubu ilaglar igerisinde
Fluoksetin, Fluvoksamin, Paroksetin, Sertralin, Sitalopram ve Escitalopram
bulunmaktadir (Caraci vd. 2011). SSRI grubu antidepresanlar i¢in molekiiler hedef,
serotonerjik noronlarin terminallerinde ve hiicre govdelerinde bulunan serotoninin geri
aliimindan sorumlu olan serotonin tasiyici reseptorlerdir (SERT). SSRI'lar Serotonin (5-
hidroksitriptamin, 5-HT)nin substrat olarak baglandigi bolgeye baglanarak SERT'in
islevini inhibe eder. SERT'in inhibisyonu, beyindeki sinapslarda artmis 5-HT seviyelerine
ve bu ilaglarin antidepresan etkilerinin temeli oldugu diisiiniilen gelismis bir serotonerjik
ndrotransmisyona neden olur.

2.1.3. Sertralin

Sertralin ~ ((+)-cis-(1S,4S)-N-methy-4-(3,4-dichlorophnyl)-1,2,3,4-trahydro-1-
naphthylamine), yiiksek segici ve giiclii serotonin gerialim inhibisyonu olan, iki kiral
merkeze sahip antidepresandir (Sekil 2.1). Dopamin tasiyicilarina baglanabilmesi,
sertralini diger SSRI grubu antidepresanlardan ayiran bir ozelliktir. Ayrica al-
adrenoreseptdrlerini bloke eden sertralin, norotransmitter reseptorlerine diisiik afinite
gostermektedir (Hiemke ve Hartter 2000).

SASY

Cl

Sekil 2.1. Sertralin yapisal formiilii (El-Enany vd 2011°den alinmistir)

Sertralin, karacigerde CYP450 (CYP2D6, CYP2C9, CYP2B6, CYP2CI19 ve
CYP3A4) izoformlar1 ile metabolize edilmektedir (Yamk vd. 2011). Sertralin
metabolizmasina dair bilgiler sinirli miktarda bulunmaktadir. Biyotransformasyondaki
ana metabolik basamak, N-demetilasyon ile N-Desmetilsertralin olusumudur. Bu
metabolit, sertraline gére daha yavas emilmekte ve sertralinden 3 kat daha uzun siirede
(60-100 saat) yarilanmaktadir. Bu nedenle N-desmetilsertralinin plazma konsantrasyonu,
sertralinin yaklasik 3 kati kadardir. Sertralin, monoamin oksidazlar (MAQ) tarafindan
deaminasyona ugratilarak N-desmetilsertralin, bir alkol olan alfa-hidroksi-N-
desmetilsertralin-keton olusturmak tiizere metabolize edilmektedir. Alfa-hidroksi-N-
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desmetilsertralin-keton metaboliti, idrar ve diski ile atilmaktadir (Sekil 2.2) (Mandrioli
vd. 2012).

Sertralin i¢in dogrusal farmakokinetik Onerilmekte ve metabolizmasinda,
cinsiyete ve yasa bagl farkliliklar goriilmektedir. Sertralin emilimi yavas ger¢eklesmekte
ve oral uygulamadan 4-8 saat sonra plazmada maksimum konsantrasyonlara
ulagsmaktadir. Ana metabolit olan N-desmetilsertralin, plazmada en erken ortaya c¢ikan
metabolit olup 8 saatlik gézlemde artis géstermektedir. Sertralinin ve ana metabolitin yar1
Omrii ortalama 24 saattir. Sertralinin gida ile birlikte uygulanmasi halinde plazma
konsantrasyonu  yaklasitk %25 oraninda artmakta ve maksimum plazma
konsantrasyonuna ulagma siiresi kisalmaktadir (Mandrioli vd. 2012).

Sertralin, 5-HT nin presinaptik ndérona geri alimini bloke ederek, sinaps araliginda
postsinaptik reseptorlere baglanacak ndrotransmitter miktarini ve sinaptik gecisi arttirir.
Sertralin, diger SSRI grubu antidepresanlara kiyasla oldukca giivenilir ve yiiksek tolerans
edilebilme 6zelligine sahiptir. Trisiklik antidepresanlarda yaygin olarak goriilen kilo artist
ya da kardiyotoksisite gibi yan etkiler, sertralin uygulamasi sonrasi goriilmemektedir
(Tarhan vd. 1992).
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Sekil 2.1. Sertralin metabolizmasi (Mandrioli, R 2012° den uyarlanmistir)
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2.2. Kanser

Kanser, giiniimiizde 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer almaktadir (Seymen ve Giimiisli 2019). 2020 yilinda, diinya ¢capinda
yaklasik 19,3 milyon kisiye yeni kanser tanis1 kondugu ve 10 milyon kisinin kanserden
oldiigi belirlenmistir (Ferlay vd. 2021). Toplumda her iki cinsiyette goriilen kanserler
olum sikliklarina gore; akciger, karaciger, kolon, rektum, mide, meme, pankreas ve
prostat kanserleri olarak siralanmaktadir (Bray vd. 2018). Erkeklerde goriilme sikliklarina
gore kanserler; akciger, prostat ve melanom olmayan cilt kanseri, 6lim sikliklarina gore
ise sirastyla akciger, karaciger ve mide kanseri olarak siralanmaktadir. Kadinlarda ise
goriilme sikliklar1 ve 6liim oranlarina gore kanserler; meme, akciger ve serviks kanserleri
olarak siralanmaktadir (Ferlay vd. 2021).

Kanser, DNA’da bulunan genetik bilgilerin bozulmasi ile saglikli hiicrelerin
normal hiicre boliinmesi kurallarini goz ardi ederek, kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi
sonucu olusan bir hastaliktir. Genomda meydana gelen bir¢ok mutasyonun birikimi
sonucu olusan kanser, saglikli hiicrelerde bulunan hiicre cogalmasi, farklilagsmasi ve hiicre
olumii gibi fizyolojik olaylar1 kontrol eden molekiiler yollarin, biyokimyasal ve hiicresel
diizeydeki degisiklikleri sonucu olugsmaktadir (Carlos vd. 2019; Pasquier vd. 2011).

Kanser, normal hiicrelerde de dnemli fonksiyonlar gosteren ii¢ sinif gen ailesi
tarafindan yonlendirilmektedir. Bunlar; onkogenler (Her2/neu, Ras, c-Myc vb.), timor
baskilayic1 genler (TSG'ler) (p53 ve Rb) ve DNA tamir genleridir (BRCA1). Proto-
onkogenler; hiicre biiylimesini, hayatta kalmasini ve farklilasmasin1 diizenleyen
genlerdir. Normal hiicrelerde proto-onkogenlerin ekspresyonu kontrolsiiz hiicre
bliylimesini engellemek i¢in kontrollii olarak diizenlenmektedir. Hiicresel proto-
onkogenlerin onkogenlere doniismesi, gen igerisindeki spesifik nokta mutasyonlar1 ve
amplifikasyonlar1 gibi aktive edici ya da fonksiyon kazandirici tek bir mutasyon sonucu
meydana gelmektedir. Proto-onkogenlerin mutasyona ugramis tek bir kopyas: kanseri
tesvik edebilmektedir. Kanserde proto-onkogenlerin aktive edilmesi sonucu kontrolsiiz
hiicre boliinmesi, sag kalim ve invazyon ve metastaz meydana gelmektedir (Foster vd.
2008; Harrington vd. 2016; Rivenbark vd. 2017; Stewart ve Furtado 2018). Onkogenler
kansere 3 farkli sekilde sebep olabilmektedir. Birinci yol genin sekansini degistirecek
olan bir mutasyon ile biyolojik fonksiyonlar arttirir (RAS), ikinci yol gen amplifikasyonu
ile olabilir (N-MYC), ve son olarak gen translokasyonu ile daha aktif bir promotor
element tarafindan kontrol edildigi, fiizyon bir protein liretebilecek yeni kromozomal
lokasyona tasinmasiyla gerceklesebilir (BCR-ABL) (Harrington vd. 2016). Timor
baskilayict genler ise hiicre proliferasyonunu inhibe eden ve tiimorlerin gelisimini
engelleyen proteinleri kodlar. Tiimor baskilayict genlerin tek fonksiyonel kopyasi hiicre
i¢i protein fonksiyonu icin yeterlidir. Bu nedenle tiimor olusumu i¢in bir genin her iki
allelinin mutasyona ugramasi gerekir (Stewart ve Furtado 2018).

Saglikl1 bir hiicrenin biiyiimesi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan fizyolojik
Ozelliklerin pek ¢ogu kanser hiicresinde ya degismistir ya da tamamen yok olmustur. S6z
konusu degisikliklerin her biri kanser gelisimi sirasinda, transforme olan hiicrenin
kazandig1 yeteneklerdir (Sekil 2.3) (Hanahan ve Weinberg 2011).
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Kendi biiyiime Biiyiime inhibitorlerine Bagisiklik
sinyallerini iiretebilme duyarsizhk sisteminden kacma

Stmirsiz inﬂamasyon
replikasyon
Genetik
Apoptozdan
Kacabilme kararsizhk
ve mutasyon
invazyun ve metastaz Enerji metabolizmasini
Anjiogenezi tetikleme yapabilme degistirme

Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinin on temel 6zelligi (Hanahan ve Weinberg 2011’ den
alinarak uyarlanmistir)

2.2.1. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda,
kontrollii olarak hiicresel yok olusu tanimlamak amaciyla kullanmilmistir (Gewies vd.
2003). Apoptoz, farkli kosullarda bir dizi sinyal kaskadi tarafindan diizenlenen hiicre
6limii mekanizmasidir. Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin gelismesi, fizyolojik ve
patolojik kosullarda hiicre popiilasyonlarinin ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve
anormal hiicrelerin elenmesi gibi dnemli fonksiyonlarda rol oynamaktadir (Fan vd. 2005).
Apoptoz, hiicre biiziigmesi, komsu hiicrelerle temasin kaybedilmesi, apoptotik
cisimciklerin olugsmas1 gibi bir¢cok morfolojik degisikliklerle karakterize edilmektedir
(Gewies vd. 2003).

Hiicre 6liim yolaklarinin bir tiirii olan otofaji, 1963 yilinda bilim insan1 Christian
de Duve tarafinda sican karaciger hiicrelerinde kesfedilmistir (Klionsky vd. 2008).
Otofaji, hiicre i¢i proteinler, makro-molekiiller ve organeller gibi yapilarin ¢ift membranli
vezikiillerin i¢ine alinmasini, lizozomal enzimler yardimiyla parcalanmasini ve geri
dontistiiriilmesini saglayan bir siirectir (Yang vd. 2011; Carew vd. 2012). Otofajinin esas
islevi hiicre i¢i homeostazi saglamaktir. Otofaji, proteinlerin yikilmasi, katlanamamais ya
da yanlis katlanmis proteinlerin birikmesini 6nlemekten sorumludur. Sorumlu oldugu bu
durumlar icin protein ve organeller lizerinde kalite kontroliinii denetler ve siirdiiriir.
Yikimlar sonucunda olusan yapitaslari hiicrenin tekrar kullanabilmesi igin geri
dontistiiriiliir ve bu durum hiicre i¢in enerji saglar (Chen vd. 2010; Arslan vd. 2011;
Anding vd. 2017). Otofaji; makro otofaji, mikro otofaji ve saperon aracili otofaji (CMA)
olmak tizere ii¢ farkl1 mekanizma ile gergeklesmektedir (Arslan vd. 2011). Makro otofaji,
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hiicrenin sag kalimi i¢in hasar gormiis organellerin ve proteinlerin otofagozom adli
kesecik yardimiyla yikimidir. Bu yikim mekanizmasii otofagozomun dis zarinin
lizozomun dis zariyla birlesmesi ile baslar ve otofagozomun i¢ zarinin lizozomal
enzimlerle sindirilmesiyle olusan otolizozom yapisinin olusumu ile sonlanir. Besin kitlig
s0z konusu oldugunda, sindirilme sonucu ortaya ¢ikan aminoasit, lipid, niikleosit ve
karbonhidrat gibi molekiiller, hiicresel islevin devami i¢in sitozole geri transfer edilir.
Otolizozom kalic1 bir yap1 olmadigi i¢in otofaji siireci bittiginde parcalanir (Arslan vd.
2011; Kim ve Lee 2014; Anding ve Bachrecke 2017). Mikro otofaji, memelilerde lizozom
organel membraninin, bitkiler de ise lizozoma es deger olan vakuol membraninin
invaginasyonu ile sitosolik molekiillerin (glikojenler, hasarli proteinler ve organeller) bu
yutulup yikilmasidir. Saperon aracili otofaji (CMA), biyokimyasal olarak yanlig
katlanmis veya olusturulmus proteinlerin segici olarak lizozoma taginip parcalanmasidir
(Klionsky vd. 2008; Arslan vd. 2011). Her ne kadar mekanizmalar farkli olsa da, otofajide
rol alan proteinler ‘otofaji ile baglantili proteinler’ (Autophagy-related proteins (Atg))
olarak adlandirilir (Yang ve Klionsky 2009; Arslan vd. 2011; Anding ve Baehrecke
2017). Otofajik aktivitenin denetiminde gorev alan rapamycin hedefi (TOR), 6nemli bir
protein kompleksidir. TOR’un diger islevleri ise hiicre biiylimesini, protein sentezini ve
hiicre metabolizmasini diizenlemektir. TOR, TORC1 ve TORC2 olmak iizere iki farkl
komplekse sahiptir ve memelilerde bulunan TOR kompleksi mTOR (mammalian target
of rapamycin) olarak adlandirilmaktadir. Besinin fazla oldugu durumlarda TOR aktiftir
ve Atgl3 proteinini fosforile ederek otofajiyi baskilar. Aclik gibi stres durumlarinda ise,
Atgl3 defosforile olarak TOR’un aktifligini azaltir ve otofaji indiiklenir (Yang ve
Klionsky 2009; Rabinowitz ve White 2010; Arslan vd. 2011).

Hiicre icinde apoptozun gergeklesebilecegi, tetikleyici sinyal molekiilleri ile
etkinlesen, dissal ve igsel olmak iizere iki farkli yol bulunmaktadir. Digsal yolak hiicre
yiizeyinde bulunan FAS, TNF, TRAIL gibi 6lim reseptorleri ile gerceklesirken, igsel
yolak ise mitokondriyel fonksiyonlarin islevine bagl gerceklesmektedir. Bu iki yol ile
gerceklesen hiicrenin intihari, kaspazlar araciligiyla birbirini takip eden bir¢ok molekiiler
olay sonucu meydana gelmetedir. Bu siirecin kontroliinde anti-apoptotik ve pro-apoptotik
proteinleri iceren BCL-2 ailesi rol almaktadir (Whitehall ve Greaves 2020). Apoptozun
uyarilmasi ile normal kosullarda sitoplazma ve dis mitokondriyal membran arasinda
gomiilii bulunan BAX ve BAK, dis mitokondriyal membranda konformasyonel degisime
ugramaktadir (Westphal vd. 2011). Bu konformasyonel degisim ile mitokondriyal
membrandan sitokrom-c dahil olmak {izere apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salinmasi
icin bir gecit olusturulmaktadir. Apoptotik proteinlerin sitoplazmaya ¢ikmasi ile kaspaz
kaskad aktif hale gelir (Whitehall ve Greaves 2020).

Kaspaz terimi, sisteine bagimli aspartata 6zgii proteazlardan tiiretilmistir. Hiicrede
kaspazlar, prokaspaz olarak adlandirilan inaktif zimojenler olarak sentezlenir. N terminal
uclarinda, bazen bir baglayici peptit ile ayrilan biiyiik ve kiiclik alt birimden olusan
prodomain kisim tagirlar. Olgunlasma siirecinde, prokaspazlarin biiyiik ve kiiciik alt
birimleri arasinda proteolitik olarak kesilerek ayrilir. Daha sonra iki kiigiik ve iki biiyiik
alt birimden olusan heterotetramer aktif kaspaz meydana gelir (Gewies vd. 2003).
Kaspazlarin katalitik aktiviteleri, yiiksek diizeyde korunmus aktif bolge olan pentapeptit
icindeki sistein kalintisina bagl olup, kaspazlar substratlarin1 Asp kalintilarindan sonra
kesmektedir. Memelilerde 14 farkli kaspaz ailesi tanimlanmustir (Sekil 2.4) (Gewies vd.
2003).
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KASPAZ AILESININ ALT UYELERI
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3
! ! !
APOPTOSIS APOPTOSIS INFLAMATUAR
AKTIVATORU YONETICIsI ARACILAR
Kaspaz 2 Kaspaz 3 Kaspaz 1
Kaspaz 8 Kaspaz 6 Kaspaz 4
Kaspaz 9 Kaspaz 7 Kaspaz 5
Kaspaz 10 Kaspaz 11
Kaspaz 12
Kaspaz 13
Kaspaz 14

Sekil 2.3. Kaspaz ailesinin alt iiyeleri (Fan vd. 2005°ten uyarlanmistir)
2.1.1.1. Mitokondri aracih icsel yol

Apoptozun mitokondriyal yolunun aktiflesmesi hipoksi, genetik hasar, kalsiyum
iyon konsantrasyonunun sitozolde artmasi ve yiiksek oksidatif stres gibi faktorlerle
gerceklesebilir. Apoptozun baslatilmasi tamamen BCL-2 ailesine ait olan proapoptotik
ve antiapoptotik proteinler arasindaki dengeye baghdir (Sankari vd. 2012). Apoptotik
uyaricilar, mitokondri dig membraninda gémiilii halde bulunan proapoptotik protein BAX
ve BAK’1n konformasyonunun degigsmesine sebep olmaktadir. Saglikli hiicrelerde BAK,
mitokondriyal dis membranin i¢ine yerlesmis sekilde bulunurken BAX sitosoliktir ancak
kiiciik bir kismi, mitokondriyal dis membranina gevsek bir sekilde tutunmus olarak
bulumaktadir. Apoptoz sirasinda, BAX sitozolden mitokondriyal dis membran igine
yerleserek BAK’1n konformasyonel degisimine neden olmaktadir (Westphal vd. 2011).
Normal sartlarda mitokondri i¢inde bulunan sitokrom-c gibi apoptotik faktorlerin sitosole
salinimina izin vermeyecek sekilde kapali olan bu yap1 konformasyonel degisimle por
seklinde agilarak sitokrom-C salinimina izin vermektedir. Sitoplazmaya salinan
sitokrom-C, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 ve prokaspaz-9 ile birleserek
apoptozomu meydana getirmektedir. Apoptozom olusumu ile aktiflesen kaspaz9, cellat
kaspaz olarak isimlendirilen kaspaz-3’i aktif hale getirir. Mitokondriden sitoplazmaya
sitokrom-C disinda apoptoz indiikleyici faktor (AIF), endoniikleaz endoG, Smac/Diablo
ve Htr/Omi gibi diger proapototik faktdrler de salinmaktadir (Sekil 2.5) (Gewies vd.
2003).
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Sekil 2.4. Mitokondri aracili igsel yolak (Gewies vd. 2003’den uyarlanmistir)

2.1.1.2. Hiicre yiizey reseptorleri aracihigi ile tetiklenen dissal yol

Digsal yol, apoptotik sinyalleri ileten hiicre yiizeyinde bulunan o6lim
reseptOrlerinin aktivasyonu araciligi ile gerceklesmektedir. En iy1 bilinen 6liim sinyalleri
Fas ligandi ve tiimor nekroz faktoriidiir (TNF). Fas, Fas ile iliskili 6liim alanlarina
(FADD) veya timor nekroz faktor ile iliskili olim alanlarina (TRADD)
baglanabilmektedir. Bu baglanma sonucu plazma zarinin sitosolik tarafinda bulunan
prokaspaz-8’in etki alanindaki 6lim effektor alan1 (DED) ile etkilesime girerek, 6liim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) meydana gelmekte ve prokaspaz-8’i aktive
etmektedir (Wong vd. 2011).

Prokaspaz-8’in  aktivasyonundan sonra meydana gelen diger kaspaz
aktivasyonlari hiicre tiplerine gore farklilik gdstermektedir. Kaspaz-8, hiicre tipine gore
iki farkli yol izleyebilir. Bunlardan birincisi, lenfoidlerde oldugu gibi, dogrudan
prokaspaz-3’li aktive etmesi, ikincisi ise sitosol i¢inde proapoptotik protein olan Bid’i
keserek tBid aktif formuna doniistiirmesidir. Digsal yolagin tetiklenmesi sonrasinda
kaspaz-8 aktivasyonu sonucu olusan tBid, mitokondri yolunun 6nemli proapoptotoik
proteinleri olan sitokrom-c ve apoptoz indiikleme faktorii gibi (AIF) nin mitokondriden
salinmasi ile apoptozisi tetiklemektedir (Sekil 2.6) (Fan vd. 2005; Wong vd. 2011).

Apoptoz sirasinda prokaspaz-3’iin aktif formu olan kaspaz-3; kaspaz-8-9-10 ve

granzim B (Gran B) tarafindan aktive edilebilmektedir. Kaspazla aktive edilen
deoksiriboniikleaz (CAD), magnezyum bagimli endoniikleazdir. CAD, memelilerin
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apoptozunda DNA yikiminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Normal hiicrelerde CAD,
cekirdegin iginde, spesifik inhibitorii olan ICAD ile kompleks olusturarak bulunur.
Ayrica ICAD, CAD'nin uygun katlanmasi i¢in gerekli olan molekiiler saperondur.
Apoptoz sirasinda kaspaz-9 niikleer gozeneklere zarar verir, kaspaz-3 ise ICAD/CAD
kompleksini ayirmak i¢in ¢ekirdege girer. CAD'nin kompleksten serbest birakilmasini
saglayarak DNA’nin fragmentasyonuna neden olur (Wong vd. 2011).

FasL
AR AAAAAN | i . Ll
‘'Y by Lr 24542021 ' ey
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i E’-J@D “Prokaspaz 8;"10 3
Kaspaz 10 -

\
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(==

Sitokrom-C

Sekil 2.5. Hiicre ylizey reseptorleri araciligi ile tetiklenen dissal yol (Fan vd 2005°ten
uyarlanmistir)

2.2.2. Meme kanseri

2020 diinya kanser istatistiklerine gore kadinlarda en yaygin goriilen ve 6liime
neden olan kanserler sirasiyla; meme, akciger ve serviks kanserleridir (Ferlay vd. 2021).
Meme kanseri, kadinlarda tani konulan kanser tiplerinin %30’unu kapsamakta ve %15
oraninda 6liime neden olmaktadir (Siegel vd. 2019). 2020 yilinda meme kanseri diinyada
en ¢ok tani konulan kanser olarak belirlenmistir (Ferlay vd. 2021).

Meme kanseri, 0strojen veya progesteron reseptor ekspresyonuna ve ERBB2 gen
amplifikasyonuna gore kategorize edilen 3 ana tiimdr alt tipinden olugsmakta ve bu alt
tiplerin farkli risk profilleri ve tedavi stratejileri bulunmaktadir. Meme kanseri
patogenezinde iki ana molekiiler hedef belirlenmistir. Bunlardan biri olan &strojen
reseptorii alfa (ERa), invaziv 6zellikteki meme kanserlerinin yaklasik %70’inde ifade
edilen bir reseptordiir. Ikinci ana molekiiler hedef olan epidermal biiyiime faktorii-2
(ERBB2, HER2) ise meme kanserlerinin yaklasik %20’sinde yiiksek ekspresyon gosteren
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tirozin kinaz reseptoriidiir. ERa, steroid bir hormon reseptoriidiir ve meme kanseri
hiicrelerinde, Ostrojen tarafindan aktive edildiginde, onkojenik biiyiime yollarin1 aktive
eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Ostrojen reseptorii (ER) veya progesteron reseptorii
(PR) ekspresyonu olan tiimdrler hormon reseptdr pozitif (HR +) olarak kategorize
edilmektedir (Waks ve Winer 2019).

Ostrojen reseptdrler ERa ve ERD olarak iki smifa ayrilmaktadir. Bu reseptorler,
hiicre proliferasyonunda yer alan genleri uyarmaktadir. ER’ye karsi cevap olarak
hiicrelerin ¢ogalmasi, ERa ve ERb sinyalleri arasindaki dengenin bir sonucudur. Era;
rahim, prostat, yumurtalik, testiste Leyding hiicreleri, epididimis, meme ve karacigerde
yiiksek oranda ifade edilmektedir. ERa'nin ekspresyonu o6zellikle tiimorlerin gelisimi ile
yakindan iligkili olup, ERa ekspresyonu olmayan meme karsinomlar1 genellikle daha
agresif fenotipler olusturmaktadir. MCF7 hiicre hattinda sadece ERa bulunmaktadir. ERb
ise prostat epiteli, testis, yumurtalik graniiloz hiicreleri, kemik iligi ve beyinde yiiksek
oranda eksprese edilmektedir (Begam vd. 2017). 1994 yilinda meme ve yumurtalik
kanserinin olugma riskini arttiran BRCA1 ve BRCA2 tiimdr baskilayic1 genlerindeki
spesifik mutasyonlarin varligi belirlenmigtir. Bu gen mutasyonlarini tastyan bireylerde
meme kanseri goriilme riski %40 ile %80 arasinda degismektedir. Hem meme kanseri
hem de yumurtalik kanseri aile Oykiisii olan bireylerde genellikle kalitsal BRCALI
mutasyonlar1 goriiliirken, meme kanseri vakalar1 goriilen erkek hastalarda ise BRCA2
mutasyonlar1 goriilmektedir (Lukong vd. 2017).

MCF7’nin yani sira, kanser ¢calismalarinda siklikla kullanilan diger bir hiicre hatti
ise MDAMB-231’dir. MCF7 hiicreleri ER ekspresyonu yoluyla yiiksek hormon
duyarliligina sahip olduklar1 i¢in hormon yaniti ¢aligmalari i¢in ideal bir model olarak
kabul edilmekte ve meme hiicrelerinin luminal epitelyal fenotipinin belirteglerini protein
seviyesinde ifade etmektedir (Levenson ve Jordan 1997). MDAMB-231 hiicreleri ise
MCF 7’nin ifade ettigi s6z konusu belirtegleri ifade etmez. Mezenkimal fenotipin bir
belirteci olarak yliksek diizeyde vimentin iceren MDAMB-231 hiicreleri, ii¢lii negatif
meme kanserleri igin siklikla tercih edilen bir modeldir (Mladkova vd. 2010). Ostrojen,
progesteron ve c-erbB2 ekspresyonu negatif olan ii¢lii negatif meme kanserleri, 6zellikle
beyin ve akcigerler olmak tizere diger organlara agresif bir sekilde yayilabilmektedir. Bu
nedenle, diger meme kanserlerine gore tekrarlama olasiligi daha yiiksektir. MDAMB-231
hiicreleri, normal hiicrelere gosterdikleri benzerliklerin ¢ok az olmasi sebebiyle yiiksek
Ozgiin tiimorler olarak etiketlenmektedir (Foulkes vd. 2010). Bu c¢alismada kullanilan
MDAMB-231 hiicreleri claudin-diisiik meme kanseri olarak siniflandirilirken, BRAF,
CDKN2A, KRAS, NF2 ve TP53'te mutasyonlar bulundurmaktadir (Muguruma vd. 2020).

2.2.3. Kanser tedavileri

Kanser tedavilerinde bazi standart prosediirler benimsenmis olsa da her kanser
tiiriine ve evresine gore farkli tedavi yaklasimlar1 uygulanmaktadir. Kanser tedavilerinde
radyoterapi, kemoterapi, cerrahi, immiinoterapi, hormon terapisi, hedeflenmis terapiler
ve gen terapisi gibi biyolojik tedavi yontemi kullanilmaktadir. Bu belirtilen yontemler
bazen tek basina bazen de birlikte kullanilabilir. Klasik tedavilerin her birinin farkl
avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Baykara vd. 2016).

Radyoterapi, iyonize 1sinlar kullanarak kanserli hiicrelerinin 6ldiirmesinin
amacglandigr tedavi yontemidir. Bireyde sadece belli bir bolgenin hedeflenerek
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radyoterapiye maruz birakilabildigi gibi tiim viicudu hedef alan tedaviler de
uygulanmaktadir. Bu yontemin gelistirilmesindeki temel hedef, hedeflenen kanser
hiicreleri tizerinde maksimum etki gésterecek ancak saglikli hiicrelere de minimum hasar1
verecek olan sistemlerin gelistirilmesidir. Kemoterapinin ise temel amaci kanser
hiicrelerini kemoterapdtik ajanlar yardimiyla 6ldiirmek olup, bu yontemde sitotoksik etki
gosteren anti-neoplastik ajanlar 6nemli rol oynamaktadir (Yap vd. 2011). Hem normal
hiicreler hem de tiimor hiicreleri ¢esitli evrelerden gecerek c¢ogalmaktadir. Sadece
cogalmakta olan hiicrelere etki gosteren kemoterapdtik ajanlar, dongiliye 6zgii ilaglar
olarak isimlendirilmektedir. Dongliye 6zgii olmayan ilaglar, diisiik hizda ¢ogalan kanser
hiicrelerin tedavisinde etkilidir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar daha farkl
mekanizmalarla da etki gosterebilmektedir. Kemoterapi uygulamalari sirasinda verilen
ilaclar alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antimikrotiibiiller, biyolojik diizenleyiciler,
kortikosteroidler, hormon antegonistleri, topoizomeraz inhibitorleri, tirozin kinaz
inhibitorleri, monoklonal antikorlar ve digerleri seklinde siiflandirilabilir (Baykara vd.
2016; Olgen vd. 2002; Yap vd. 2011).

Glinlimiizde oldukg¢a popiiler olan kok hiicreler, kanser de dahil olmak {izere
bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilabilmektedir. Kanser tedavilerinde kok hiicrelerin
kullanilabilmesi i¢in; s6z konusu kok hiicrelerin istenen hiicre tipine doniisebilmesi,
transplantasyon sonrasi konak hiicreye uyum saglayabilmesi, ¢cevre doku ve organlara
hasar vermemesi gibi bir¢ok 6zellige sahip olmasi gerekmektedir. Kok hiicre tedavileri
vericinin hasta disinda bir kisi oldugu allojenik transplantasyon, hastanin kendi kok
hiicrelerinin kullanildig1 otolog transplantasyon ve vericinin hastanin ikizi oldugu
sinjenik transplantasyon olmak {izere 3 farkli sekilde yapilabilmektedir. Kanser
tedavilerinde hormonlar; genellikle prostat, meme ve endometriyum kanserlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Viicudun dogal yollardan iirettigi hormonun
kanser hiicrelerine baglanmasi engellenerek, kanser hiicrelerinin  biiyiimesi
baskilanmaktadir. Bu amagla hormon sentez inhibitdrleri, hormon reseptor antagonistleri
ve hormon takviyesi olmak iizere ii¢ farkli yontem kullanilmaktadir. Kanserli dokunun
viicuttan biyopsi yoluyla ¢ikartilmasi seklinde uygulanan bir tedavi olan cerrahi islemler,
radyoterapi ve/veya kemoterapi ile birlikte de kullanilabilmektedir. Bu yontemlere ek
olarak immiinterapi de uygulanmakta ve viicudun bagisiklik sisteminin, i¢ ve dis
uyaranlara karsi cevap vermesi saglanmaktadir. Bu amagcla sitokinler, antikorlar ve
hiicreler kullanilarak, bagisiklik sistemini harekete gegirip kanserli hiicrelerin taninmasi
ve bireyin kendi bagisiklik hiicreleri yardimi ile kanserli hiicrelerin yok edilmesi
hedeflenmektedir (Baykara vd. 2016).

2.2.4. Kapesitabin

Kapesitabin, 5-FU oral analogu olan tablet formda suda ¢oziinebilir floropirimidin
yapida bir ilagtir. Antimetabolit kemoterap6tik ilaglar sinifi igerisinde yer alan ve hedefe
0zgii bir antikanser ajan olan kapesitabin, urasil ve timin i¢germektedir. Kapesitabin, {i¢
asamali olarak detoksifiye edilmekte ve 5-FU’ya doniismektedir. Kapesitabinin
metabolitleri, timidilat sentaz enzimini inhibe ederek niikleotit benzeri davranip, RNA'ya
dahil olarak hiicre hasarina neden olur (Aprile vd. 2009; Baskin ve Calibas1 2011a).
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Diger ilaglara gore timor icin secici aktiviteye sahip olan kapesitabin, sistemik
toksisiteye daha az sebep olmaktadir. Tek basina kapesitebin sitotoksik bir ajan degildir.
Bir¢ok farkli enzimatik reaksiyon sonucunda 5-FU’ya doniismekte ve bu sekilde
sitotoksik aktivite gostermektedir (Saif vd. 2008). Bagirsaktan emilmekte olan
kapesitabin, karacigerde karboksilesteraz, 5’-deoksi-S-florositidin (5'-DFCR) ve
sitidindeaminaz  enzimleri  aracilifiyla  5’-deoksi-D-florouridin’e  (5'-DFUR)
dontstiiriilir. Son olarak timidin fosforilaz enzimi 5’-DFUR’yi 5-FU’ya
dontistirmektedir (Walko ve Lindley 2005). 5’-DFUR’nin 5-FU’ya secici olarak
dontistiiriilmesi, esas olarak kanser hiicrelerinde ve saglikli karaciger dokusunda
gerceklesmektedir. Bu segici aktivasyon ile intratiimoral seviyede 5-FU aktivasyonu ve
antitimor aktivitenin artmasi saglanir (Saif vd. 2008). Kapesitabinin aktivasyon yolunun
son asamasinda rol alan timidin fosforilaz enzimi, saglikli dokularla karsilastirildiginda,
neoplastik hiicrelerde daha yiiksek oranda ifade edilmektedir. Bu durum kapesitabini
diger antikanser ajanlara gore daha fazla timor spesifik hale getirmektedir. 5’-DFUR,
normal hiicrelerle karsilastirildiginda, tiimor hiicrelerinde yaklasik 3-10 kat daha ytiksek
oranda bulunmaktadir (Aprile vd. 2009; Khvatova ve Semeikin 2011).

Antimetabolitler, neoplastik hiicrelere karsi en yaygin kullanilan kemoterapdotik
ajanlardir (Mehrmohamadi vd. 2017). Kemoterapide kullanilan ajanin tolere edilebilirligi
ve giivenilirligi ¢ok onemlidir. Kapesitabin klinikte meme ve kolorektal kanserlerin
tedavisinde tek ajan olarak kullanilabildigi gibi diger kemoterapdtiklerle kombine
edilerek de kullanilabilir (Saif vd. 2008). Kapasitabin aslinda iyi tolere edilebilen bir
ajandir ancak yine de kapesitabin kullanan hastalarda diger kemoterapétik ajanlarda da
oldugu gibi mide bulantisi, kusma, ishal, disepsi ve anoreksi gibi yan etkiler
goriilebilmektedir (Aprile vd. 2009). Paklitaksel ve antrasiklinlere direngli olan
hiicrelerde, kapesitabinin metastatik meme kanseri tedavisi i¢in uygun oldugu
belirtilmektedir. Ayrica kapesitabinin bu ilaglarla kombine halde uygulandigi tedavilerde
basarili sonuglar elde edilmektedir (Aprile vd. 2009; Dooley ve Goa 1999; Saif vd. 2008).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar1

MCF-7 (ATCC® HTB-22™, §strojen reseptor pozitif insan meme kanseri),
MDAMB-231 (ATCC® HTB-26™, §strojen reseptor negatif insan meme kanseri hiicre
hatt1) ve MCF-10A (ATTC CRL-10317, insan meme epitel hiicre hatt1) hiicreleri Akdeniz
Universitesi Biyoloji ABD, Kanser Molekiiler Biyolojisi laboratuvarindan temin edildi.
MDAMB-231 ve MCF-7 hiicreleri i¢in %10 Fetal Bovin Serum (FBS), %1’lik esansiyel
olmayan aminoasit, sodyum piriivat ve antibiyotik iceren RPMI 1640 besiyerinde
cogaltildi. MCF10A meme epitel hiicreleri ise kendi 6zel besi yeri olan, MEGM
singleQuats (Kat no: CC-4136) biiyiime kiti ilaveli MEMB (Kat no: CC-3151, Memeli
epitel bazal medium) besiyerinde agilarak, uygun hiicre kiiltiirii kosullarinda ¢ogaltildi.
Biitiin hiicreler %5 CO?’li atmosferde 37°C’de inkiibe edilerek ATCC’nin tavsiye ettigi
sekilde hiicreler % 0.25 tripsin, % 0.03 EDTA karisimi ya da hiicre kaziyicilar ile
kaldirilip 1:2 ya da 1:3 oraninda olacak sekilde pasajlandi, kullanilmayan hiicreler ise
%95 besiyeri ve %5 DMSO igerecek sekilde hazirlanan soliisyon igerisinde -80 °C’de
derin dondurucuda saklanda.

3.2. Hicrelere Kapesitabin, Sertralin ve Kombinasyonlarinin Uygulanarak
Sitotoksisite Etkinlilerinin Hesaplanmasi

Kemoterapotik ajan olan kapesitabin ve SSRI grubu antidepresan ilaglar arasinda
yer alan Sertralin, tablet formda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesinden temin edildi.
Hiicreler stoktan agilarak kiiciik petri kaplarina ekilip petri kaplar1 %80-90 oraninda
dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
steril plaklara ekildi. Kapesitabin ve sertralin tabletleri fosfat tamponu (pH:6.2) ile
cozdiiriilerek kullanildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri uzaklastirilip,
her iki ilag %1 FBS igeren besi yeri icerisinde, en yiliksek doz 1 pg/ml olacak sekilde yari
yartya dozlar azaltilarak (1pg/ml- 1.95 ng/ml) hazirlandi. Her iki ilag kuyucuklara es
zamanlt olarak uygulandiktan sonra tek sira kuyucuktaki hiicre canliligt WST ile
belirlenip bu deger baslangic zamani olarak kaydedildi. Sertralin ve Kapesitabin
ilaglarinin her birisi MCF-7, MDAMB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde 6, 12, 24 ve 48
saatlik inkiibasyon siirelerinde uygulanarak, ilaglarin hiicre canlili1 iizerindeki etkileri
siire sonlarin1 takiben WST-1 hiicre proliferasyon kiti kullanilarak degerlendirildi.
llaglarin her biri igin, inkiibasyon siireleri sonunda, hiicre canliliginin %50 azalmasina
sebep olan dozlar (ICso) belirlendi. En etkili doz aralig1 ve inkiibasyon siiresi belirlenip,
bu doz aralig1 ve inkiibasyon siiresi kullanilarak kombinasyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi.
Kombinasyonlar 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde uygulanip, hiicre canlilig1
WST-1 hiicre proliferasyon kiti kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen kombinasyon
verileri Ting-Chao Chou tarafindan hazirlanmig, Chou ve Talalay tarafindan hazirlanan
“coklu ilag¢ etkilesimlerde kombinasyonun verim hesab1” (Chou ve Talalay, 1984) temel
alarak, iki ilacin olasi ilag etkilesimlerini degerlendirmek igin, tasarlanmis Compusyn
programi kullanilarak degerlendirildi. Ilaglarin tek ve kombine olarak uygulamalari
sonucunda WST-1 sitotoksisite testlerinden elde edilen veriler kullanilarak Kombinasyon
Indeksi (KI) hesaplandi ve kombinasyonun hiicreler iizerinde sinerjistik etki gdsterip
gostermedigi belirlendi.
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3.3. Sitotoksisite Testleri

Sertralin, kapesitabin ve Sertralin/Kapesitabin kombinasyonunun hiicreler tizerindeki
sitotoksik etkisi agsagidaki testler ile belirlendi:

3.3.1. WST-1 Hiicre Proliferasyon Kiti

WST-1 hiicre proliferasyon kiti (ALKALI SCIENTIFIC, Katalog No:Y410)
kullanilarak ilaglarin sitotoksik etkileri belirlendi. WST-1 testi, canli hiicrelerdeki
metabolik aktiviteyi, hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi araciligi ile WST-1"1
pargalayarak ¢oziilebilir formazan tuzlart olusturmasi prensibine dayanarak
belirlemektedir. Hiicreler stoktan acilarak kii¢iik petri kaplarina ekilip petri kaplart %80-
90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri
uzaklastirilip, her iki ilag %1 FBS igeren besi yeri icerisinde, en yiiksek doz 1 pg/ml
olacak sekilde yar1 yariya dozlar azaltilarak (1pg/ml- 1.95 ng/ml) hazirlandi. ilaglar her
bir kuyucuga 200 ul olacak sekilde eklenip ardindan 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stireleri boyunca %5 CO2’li atmosferde 37°C’lik etlivde inkiibe edildi. Her bir
inkiibasyon siiresinin ardindan kit protokoliinde belirtildigi tizere kuyucuklardaki besi
yerleri ¢ekilmeden 10 pl WST-1 soliisyonu eklenip Ortalama 3 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda plaklarm absorbans degerleri mikroplaka
okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan Go), 450 nm dalga boyunda Oolgiilerek
kaydedildi.

3.3.2. Tripan mavisi

Hiicre canliligini dogrudan mikroskobik olarak belirleyebilmek ve elde edilen
sitotoksisite test sonuglarin1 desteklemek icin tripan mavisi (% 0.4; fosfat tamponu
icerisinde) testi kullanildi. Tripan mavisinin hiicre igerisine alinip alinmamasina bagh
olarak hiicre canliligi degerlendirildi. Membran hasar1 olan hiicreler boyay:1 hiicre
icerisine alabildikleri i¢in mavi renkte gézlemlendi. Canli hiicrelerde ise boyanin igeri
girisi s6z konusu olmadigi icin seffaf renk gézlemlendi. Canli hiicrelerin miktar1 agagida
verilen formiil ile hesaplandi.

Toplam Hiicre Sayisi i} Toplam Hiicre Sayisi | Sulandima . 10
ml. Hemostometrede Sayilan Faktérii
Kare Adedi

Canh Hilere Sayis1

Toplam Hiicre Sayisi X 100

% Canh Hiicre = ~’

Sekil 3.1.Canli hiicrelerin miktarinin hesaplandigi formiil

19



MATERYAL VE METOT S. OZKAYA

3.4. Apoptozis Testleri
3.4.1. Kaspaz-3 enzim miktarimnin arastirilmasi

MDAMB-231 ve MCF-7 hiicreleri kiiciik petri kaplarina 1x10%/mL olacak sekilde
ekilerek, 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, yapisan hiicrelerin besiyerleri
cekilerek, hiicrelere sinerjistik etki gosteren dozlarda %1 FBS igeren besiyeri ile
hazirlanan ilaclar uygulandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri ¢ekildi, petride
kalan hiicreler, fosfat tamponu icerisinde hiicre kaziyicisi ile kaldirildiktan sonra
stipernatanlarin {izerine eklendi ve 2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda
cokelti uzaklastirilarak c¢okelti lizerine 1 mL kaspaz hiicre parcalama tamponu (1X)
eklenerek hiicreler, bes kez, seri olarak -80°C derin dondurucuda dondurulup sonra oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmek kosulu ile ekstre edildi. Ardindan, ikinci kez 2000 rpm’de 20
dk santrifiij edilen 6rneklerin siipernatanlar1 buz igerisine yerlestirilmis ependorf tiiplere
aktarildi. Orneklerde var olan kaspaz-3 varligi, kolorimetrik eliza kit protokolii (Kat no:
E4804Hu) izlenerek belirlendi.

3.4.2. Kaspaz-8 enzim miktarimin arastirilmasi

MDAMB-231 ve MCF-7 hiicreleri kiiciik petri kaplarina 1x10%/mL olacak sekilde
ekilerek, 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, yapisan hiicrelerin besiyerleri
cekilerek, hiicrelere sinerjistik etki gosteren dozlarda %1 FBS igeren besiyeri ile
hazirlanan ilaglar uygulandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri ¢ekildi, petride
kalan hiicreler, fosfat tamponu igerisinde hiicre kaziyicisi ile kaldirildiktan sonra
siipernatanlarin lizerine eklendi ve 2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda
cokelti uzaklastirilarak c¢okelti iizerine 1 mL kaspaz hiicre parcalama tamponu (1X)
eklenerek hiicreler, bes kez, seri olarak -80°C derin dondurucuda dondurulup sonra oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmek kosulu ile ekstre edildi. Ardindan, ikinci kez 2000 rpm’de 20
dk santrifiij edilen 6rneklerin siipernatanlar1 buz igerisine yerlestirilmis ependorf tiiplere
aktarildi. Orneklerde var olan kaspaz-8 varligi, kolorimetrik eliza kit protokolii (Kat no:
YLAO109HU) izlenerek belirlendi.

3.4.3. Kaspaz-9 enzim miktarmin arastirilmasi

MDAMB-231 ve MCF-7 hiicreleri kiigiik petri kaplarma 1x10%mL olacak sekilde
ekilerek, 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, yapisan hiicrelerin besiyerleri
cekilerek, hiicrelere sinerjistik etki gosteren dozlarda %1 FBS igeren besiyeri ile
hazirlanan ilaclar uygulandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri ¢ekildi, petride
kalan hiicreler, fosfat tamponu icerisinde hiicre kaziyicisi ile kaldirildiktan sonra
slipernatanlarin tizerine eklendi ve 2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda
cokelti uzaklastirilarak cokelti lizerine 1 mL kaspaz hiicre parcalama tamponu (1X)
eklenerek hiicreler, bes kez, seri olarak -80°C derin dondurucuda dondurulup sonra oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmek kosulu ile ekstre edildi. Ardindan, ikinci kez 2000 rpm’de 20
dk santrifiij edilen drneklerin siipernatanlar1 buz igerisine yerlestirilmis ependorf tiiplere
aktarildi. Orneklerde var olan kaspaz-9 varligi, kolorimetrik eliza kit protokolii (Kat no:
YLA1683HU) izlenerek belirlendi.
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3.4.4. DNA fragmentasyonu

MDAMB-231 ve MCF-7 hiicreleri kiiciik petri kaplarina 1x10%/mL olacak sekilde
ekilerek, petri kabmin yiizeyine yapismalar i¢in 24 saatlik inkiibasyona birakildi.
Yapisan hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek, hiicrelere %1°lik FBS iceren besiyeri ile
hazirlanan ilaglar sinerjistik etki gosteren dozlarda uygulandi. Her inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerleri cekildi, petride kalan hiicreler lizerine kit icerisinde yer alan 1X
inkiibasyon tamponu fosfat tamponundan 200 pL eklenerek 25 C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda ornekler 250 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve silipernatan buz
igerisine yerlestirilen ependorflara aktarildi. Hiicrelerdeki 6liim mekanizmasinin apoptoz
olup olmadigi, DNA fragmentasyon ELISA kit (Kat no: 11 585 045 001) protokolii
izlenerek arastirildi.

3.5. mTOR Miktarmmin Arastirilmasi

MDAMB-231 ve MCF-7 hiicreleri kiigiik petri kaplarma 1x10%mL olacak sekilde
ekilerek, 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, yapisan hiicrelerin besiyerleri
cekilerek, hiicrelere sinerjistik etki gosteren dozlarda %1 FBS igeren besiyeri ile
hazirlanan ilaglar uygulandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri ¢ekildi, 2000
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Dokelti buz icerisindeki ependorflara aktarilarak,
hiicreden salinan mTOR miktarinin arastirilmasinda kullanildi. Petride kalan hiicrelerin
tizerine 2 mL fosfat tamponu eklendi ve hiicreler kaziyict yardimi ile kaldirildi. Hiicreler
bes kez, seri olarak -80°C derin dondurucuda dondurulup sonra oda sicakliinda
¢ozdiiriilmek kosulu ile ekstre edildi. Ardindan, 2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Siire sonunda ¢okelti buz igerisine yerlestirilmis ependorf tliplere aktarildi ve hiicre
icerisindeki mTOR miktarin1 saptamak icin kullanildi. Orneklerde var olan mTOR
miktar1 kolorimetrik eliza kit protokolii (Kat no: EK710533) izlenerek belirlendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Sitotoksisite, DNA fragmentasyonu ve mTOR testlerinden elde edilen veriler
Graph-pad InStat istatistik programinda Tek Yonlii Anova ve ardindan Dunnet ¢oklu
karsilastirma testi kullanilarak degerlendirilmistir. Kaspaz-3 testlerinden elde edilen
veriler, Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek Yonli Anova ve ardindan
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim veriler Ortalama +
SEM degerleri halinde, Sigma Plot 10.0 programi kullanilarak grafik haline getirildi.
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4. BULGULAR
4.1. MCF10A Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkiler

Kapasitabin ve sertralinin MCF10A hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 6, 12, 24 ve
48 saatlik inkiibasyon siirelerinde; 1000, 500, 250, 125, 62, 31, 15, 7.5, 3.9, 1.95 ng/mL
dozlarda incelendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda her bir hiicre hatt1 i¢in optik
yogunluk (OD) grafikleri sigmaplot istatistik programinda degerlendirilerek ¢izilmistir.
Hi¢¢ bir inkiibasyon siiresinde hiicre canliligini %50 oraninda azaltan doz (ICso)
saptanmamistir.

4.1.1. Kapasitabinin tek basina MCF10A hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-1 testi ile gosterilmesi

Kapasitabin, 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF10A hiicrelerinde 250,
31.25, 7.8 ve 1.95 ng/ml disindaki tiim dozlarda istatistiksel olarak dnemli sitotoksik, 500
ng/ml’lik konsantrasyonda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 6 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF10A hiicrelerinde sitotoksisite (**, p<0.01; *, p<0.05) ve
hiicre canliligina etkisi (#, p<0.05)
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Kapasitabin, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF10A hiicrelerinde 15.62
ve 62.5 ng/mL dozlarda istatistiksel olarak dnemli sitotoksik, 125, 62.5, 15.62, 7,9 ve
1,95 ng/mL dozlarda antiproliferatif etkiye sebep olmaktadir (Sekil 4.2).

0D (450 nm)
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Sekil 4.2. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 12 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF10A hiicrelerinde sitotoksisite (*, p<0.05) ve hiicre canliligina
etkisi (#, p<0.05; ##, p<0.01)

Kapasitabin, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF10A hiicrelerinde 1000,
500 ve 125 ng/mL dozlarda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik, 15.62 ng/mL disindaki
tiim dozlarda ise antiproliferatif etkiye sebep olmaktadir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF10A hiicrelerinde sitotoksisite (*, p<0.05) ve hiicre canliligina
etkisi (##, p<0.01)
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Kapasitabin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF10A hiicrelerinde tiim
dozlarda istatistiksel olarak onemli sitotoksik ve antiproliferatif etkiye sebep olmaktadir
(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarmmin 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF10A hiicrelerinde sitotoksisite (**, p<0.01; *, p<0.05) ve
hiicre canliligina etkisi (##, p<0.05)

4.1.2. Sertralinin tek basina MCF10A hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin WST-1
testi ile gosterilmesi

Sertralin, 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF10A hiicrelerinde denenen
hicbir dozda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki sergilemezken 31.25 ng/mL dozda
istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilen antiproliferatif bir etki sergilemektedir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 6 saatlik inkiibasyon
stiresinde MCF10A hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)
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Sertralin, 12 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda MCF10A hiicrelerinde denenen
hicbir dozda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik ve antiproliferatif etki
sergilememektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 12 saatlik inkiibasyon
stiresinde MCF10A hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi

Sertralin, 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda MCF10A hiicrelerinde denenen
hicbir dozda istatistiksel olarak o6nemli sitotoksik etki saptanmazken, tiim dozlarda
istatistiksel olarak anlamli antiproliferatif etki oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).

1,0
0,8
— 0.6 -
= .
=
=
)
=
o 0.4 |
o
0,2
0,0

Baslangig
Zamani

Sekil 4.7. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 24 saatlik inkiibasyon
stiresinde MCF10A hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)
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Sertralin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise MCF10A hiicrelerinde 31.25
ng/mL ve daha diisiik dozlarda hiicre canliliginin iizerinde istatistiksel olarak anlaml

sitotoksisite, tiim dozlarda istatistiksel anlamli antiproliferatif etkiye sebep olmaktadir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 48 saatlik inkiibasyon
stiresinde MCF10A hiicrelerinde sitotoksisite (**, p<0.01) ve hiicre canliligina etkisi (##,
p<0.01)

4.1.3. Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun MCFI10A hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin WST-1 testi ile gosterilmesi

Kapasitabin ve sertralin tek basgina MCF10A hiicrelerinde 1000-1.95 ng/mL
dozlarda incelenerek, kombinasyon c¢alismalarinin devaminda kullanilmak kapasitabin
i¢in; 300, 100, 50, 25 ve 10 ng/mL, sertralin i¢in ise 300, 100, 50, 25, 10 ve 5 ng/mL’lik
dozlar belirlendi. Uygulanan ilaglarin dozlarinin isimlendirilmesi tablo olarak verilmistir
(Cizelge 4.1). Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun MCF10A hiicrelerindeki
sitotoksik etkileri 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde incelendi. [statistik
programindan elde edilen veriler kullanilarak her bir hiicre hatt1 ve inkiibasyon siiresini
gosteren hiicre canlilig tablosu hazirlandi.

26



BULGULAR S. OZKAYA

Cizelge 4.1. Kapasitabin/sertralin kombinasyonunda kullanilan dozlarin isimlendirilmesi

KAPASITABIN SERTRALIN
K1 300 S1 300
K2 100 S2 100
K3 50 S3 50
K4 25 S4 25
K5 10 S5 10
S6 5

MCFI10A hiicrelerinde uygulanan kombinasyon, 6 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MCFI10A hiicrelerinde hicbir dozda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli azalmaya sebep olmamaktadir. Ancak 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
K1/S1 ve K2/S2 doz setlerinde, MCF10A hiicrelerinin hiicre canliliginin istatistiksel
olarak anlamli azaldig1 goriilmektedir. Ayrica 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda K5/S5 doz setlerinde MCF10A hiicrelerinin hiicre canlilifinda istatistiksel
olarak anlamli azaldig1 goriilmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun MCF10A hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin yilizde canlilik ¢izelgesi

MCF-10A

Dozlar 6. saat 12. saat 24. saat 48.saat

Ortalama |SEM +/-| Ortalama | SEM +/- | Ortalama | SEM +/- | Ortalama | SEM +/-
K1 100.10  5.729| (**) 65.692 5.453 31.876 3.107 24.358 2.448
S1 74479 5521 | (**)42.620 1.796 21.232  0.2875 16.212 0.1605
K181 79.896  3.021| (**)43.883 0.000 26.870 3.050 20.987 1.003
K182 74.167 0.8335| (**)45.213 1.463 24.051 2.762 22.753 1.565
K1S3 66.042  2.084| (**)44.615 2.062 21.462  0.2875 18.218 0.3210
K154 86.146  5.938| (**)61.038 9.575 27.964  0.5755 18.821 1.726
K1S5 83.229 0.7290 67.221 0.4655 34.120  4.661 18.740 0.6820
K1S6 83.333  3.125 76.929 0.4655 39.011 8.056 23.355 4334
S1K1 79.896  3.021| (**)43.883 0.000 26.870 3.050 26.084 0.6425
S1K2 73.646  7.188| (**)39.429 0.8645 20.196  0.4025 25.883 0.1205
S1K3 87.188  6.980| (**)38.498 0.1995 21.174 1.841 25.442 2.087
S1K4 81.459  5.209| (**)39.029 2.194 20.311  0.7480 24.479 1.044
S1K5 80.625  6.250| (**)37.101 1.463 18.988  0.5755 22.994 1.405
K2 104.48  3.021 105.12 9.375 101.15 6.790 74.559 2.328
S2 70.521 0.3125 (*) 41.822 1.131 21.577  0.4025 16.453 0.8825
K281 73.646  7.188 (*) 39.429 0.8645 20.196  0.4025 13.884 0.3210
K282 67917  1.459 (*) 43.152 2.328 20.714  0.9205 14.848 0.4015
K2S3 60.000  2.292 80.120 28.657 18.527 1.151 15.089 0.4815
K2S4 82.813  1.355 61.038 3.724 25317  4.258 14.246  0.04050
K2S5 101.88  1.042 82.048 3989 99.598  38.148 125.68 1.124
K2S6 98.750  6.250 97.540 6716 108.17 1.381 99.599 5.297
S2K1 74.167 0.8335| (**)45.213 1.463 24.051 2.762 26.927 2.368
S2K2 67917 1459 (**)43.152 2.328 20.714  0.9205 23.957 0.2810
S2K3 70.000  3.333| (**)39.229 0.1330 23.418 2.014 22.914 2.047
S2K4 70.834  7.084| (**)37.766 0.2660 21.519  0.9210 21.870 0.6820
S2K5 75.104  1.146| (**)37.500 0.3990 22.785  0.4600 21.228 0.8430

27



BULGULAR S. OZKAYA
Cizelge 4.2°nin devami
MCF-10A
Dozlar 6. saat 12. saat 24. saat 48.saat
Ortalama | SEM +/-| Ortalama SEM +/- | Ortalama | SEM +/- Ortalama SEM +/-

K3 115.42 0.6250 121.88 3.391 112.03 5.006 86.637 5.578
S3 50.521 1.146 32.513 2.992 15.248 1.094 30.578 5.698
K381 87.188 6.980 38.498 0.1995 21.174 1.841 15.249 0.8830
K382 70.000 3.333 39.229 0.1330 23.418 2.014 15.049 0.1205
K3S3 57.709 5.209 37.301 1.929 19.736 1.899 12.881 0.04000
K3S4 86.667 3.750 69.282 3.989 25.777 4.258 13.684 0.7625
K3S5 110.52 5.729 96.077 26.795 143.96 1.842 167.74 9.872
K3S6 102.19 11.146 87.035 4.721 114.67 1.438 101.93 3.050
S1K1 66.042 2.084 44.615 2.062 21.462 0.2875 27.047 0.1605
S1K2 60.000 2.292 80.120 28.657 18.527 1.151 26.445 1.244
S1K3 57.709 5.209 37.301 1.929 19.736 1.899 22.472 1.685
S1K4 80.104 16.354 46.742 2.327 19.966 2.705 20.827  0.04000
S1K5 70.000 11.042 41.357 4.389 18.930 0.8630 86.437 63.564
K4 125.42 1.875 106.65 8.245 116.46 5.984 98.234 13.403
S4 71.146 2.188 57.115 13.764 29.287 8.804 13.283  0.04050
K4S1 81.459 5.209 39.029 2.194 20.311 0.7480 14.567  0.04050
K4S2 70.834 7.084 37.766 0.2660 21.519 0.9210 15.129 1.405
K4S3 80.104 16.354 46.742 2.327 19.966 2.705 12.842 0.1605
K4S4 81.979 1.979 81.051 9.110 33.314 0.5180 13.845 0.2005
K4S5 93.854 5.521 103.39 24.003 137.23 54.028 204.09 50.963
K4S6 104.90 16.146 84.043 4.655 115.02 2.705 101.53 10.835
S4K1 86.146 5.938 61.038 9.575 27.964 0.5755 34.551 1.164
S4K2 82.813 1.355 61.038 3.724 25317 4.258 70.466 6.742
S4K3 86.667 3.750 69.282 3.989 25.777 4.258 90.048 8.668
S4K4 81.979 1.979 81.051 9.110 33.314 0.5180 88.523 3.130
S4K5 85.729 1.771 64.495 2.261 29.804 7.595 103.89 3.010
K5 117.92 4.375 113.50 17.886 107.83 3.107 94.061 2.167
S5 82.917 1.459 (*) 59.974 10.373 26.122 0.1150 | (**)26.285 10.474
K581 80.625 6.250| (**)37.101 1.463 | (*) 18.988 0.5755| (**) 13.604 0.2005
K582 75.104 1.146 | (**)37.500 0.3990 22.785 0.4600 | (**) 14.085 0.3610
K583 70.000 11.042 | (**)41.357 4.389| (*)18.930 0.8630 | (**)12.881  0.04000
K584 85.729 1.771 64.495 2.261 29.804 7.595| (**)13.764 0.5220
K5S5 105.94 0.3125 78.923 3.524 174.51 49.770 172.31 16.694
K5S6 124.06 34.896 94.880 9.907 106.62 7.883 98.114 2.448
S5K1 83.229 0.7290 67.221 0.4655 7.883 4.661 105.86 3.130
S5K2 101.88 1.042 82.048 3.989 99.598 38.148 172.11 6.140
S5K3 110.52 5.729 96.077 26.795 143.96 1.842 199.44 5.137
S5K4 93.854 5.521 103.39 24.003 137.23 54.028 226.00 10.995
S5K5 105.94 0.3125 78.923 3.524 174.51 49.770 192.74 11.196

4.2. MDAMB-231 Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkiler

Kapasitabin ve sertralinin MDAMB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 6, 12,

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde; 1000, 500, 250, 125, 62, 31, 15, 7.5, 3.9, 1.95
ng/ml dozlarda incelendi. Her bir hiicre hatt1 i¢in elde edilen optik yogunluk (OD) verileri
sigmaplot istatistik programinda degerlendirilerek grafiklendi. Higbir inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canlilifin1 %50 oraninda azaltan doz (ICso) saptanmamustir.
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4.2.1. Kapasitabinin tek basina MDAMB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-1 testi ile gosterilmesi

Kapasitabin, MDAMB-231 hiicrelerinde denenen hi¢bir doz ve inkiibasyon
siiresinde hiicre canliliginin {izerinde istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki
sergilememektedir. Alt1 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 7.81 ng/ml disindaki tiim
dozlarda ve 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda tiim dozlarda istatistiksel
olarak anlamli antiproliferatif etkiler goriilmektedir (Sekil 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12).
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Sekil 4.9. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 6 saatlik
inkiibasyon siiresinde MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre canliliina etkisi (##, p<0.01; #,
p<0.05)
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Sekil 4.10. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 12 saatlik
inkiibasyon siiresinde MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)
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Sekil 4.11. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)
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Sekil 4.12. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)

OD (450 nm)

|_=n=

Baslangi¢
Zamani
1 pg/mL
500 ng/mL
250 ng/mL
125 ng/mL
62.5 ng/mL
31.25 ng/mL
15.62 ng/mL
7.81 ng/mL
3.9 ng/mL
1.95 ng/mL

4.2.1.1. Kapasitabin’ in tek basina MDAMB-231 hiicrelerindeki sitotoksik
etkilerinin tripan mavisi testi ile gosterilmesi

Instat istatistik programinda degerlendirilen OD degerleri ve grafiklerden elde
edilen verilere dayanarak, hicbir inkiibasyon siiresinde yiizde elli 6liim degerleri
hesaplanamadigl i¢in, tiim doz ve inkiibasyon siirelerinde WST-1 testi sonuglarin
desteklemek amaciyla tripan mavisi testi yapilmistir. Her bir sayim kendi igerisinde 8 kez
yapilmis olup excel programindan yararlanilarak yiizde canlilik degerleri hesaplanmistir.

WST-1 hiicre canliligimin belirlenmesi deneyinden elde edilen verilerin
dogrulugunun degerlendirilmesi amaciyla yapilan tripan mavisi testinden elde edilen
bulgular, toplam hiicre sayisinin hesaplanabilmesi ic¢in kullanilan formiille
degerlendirildikten sonra her bir deney i¢in elde edilen veriler instat istatistik
programinda Dunnet testi kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistik programinda her doz
ve inkiibasyon siiresi i¢in elde edilen “Ortalama” ve “Ortalamanin standart hatasi”
degerleri excel programindan yararlanilarak (Cizelge 4.3.) asagida gosterildigi gibi
belirtilmistir.
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Cizelge 4.3. Kapasitabinin MDAMB-231 hiicrelerindeki 6,12,24 ve 48 saatlik
inkiibasyon stirelerinde tripan mavisi testi ile belirlenen sitotoksik etkilerinin Ortalama
ve Ortalamanin standart hatas1 (SEM) degerleri

MDAMB-231
Dozlar 6. saat 12. saat 24, saat 48.saat
Ortalama SEM +/- | Ortalama | SEM +/- | Ortalama| SEM +/- |Ortalama| SEM +/-

1000 90,65 0,6603 68,15 7,092 60,113 7,313 61,399 8,322
500 91,414 1,187 69,436 6,643 54,646 6,671 61,638 8,015
250 94,418 0,6535 69,281 6,618 50,789 7,565 49,264 8,313
125 89,456 1,056 73,402 5,727 56,374 7,344 46,746 8,397
62,5 89,991 1,011 70,776 5,534 57,149 7,526 56,566 8,582
31,25 90,637 0,8595 65,84 6,341 68,93 5,594 54,04 8,043
15,62 86,036 1,024 66,783 5,859 66,392 5,772 66,535 6,935
7,8 83,051 1,158 64,9 5,678 62,232 6,187 57,319 7,993
3,9 87,431 1,173 63,648 6,123 58,649 6,365 55,39 8,075
1,95 84,773 1,059 57,629 6,563 62,725 6,283 54,75 7,64

4.2.2. Sertralinin tek basina MDAMB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-1 testi ile gosterilmesi

Sertralin, 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerinde 31.25
ve 3.9 ng/mL disindaki tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik ve tim
dozlarda antiproliferatif etkiye sebep olmaktadir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 6 saatlik inkiibasyon
siiresinde MDAMB-231 hiicrelerinde sitotoksisite (**, p<0.01; *, p<0.05) ve hiicre
canliligina etkisi (##, p<0.01)
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Sertralin, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerinde
denenen hicbir dozda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki goriilmezken, tim
dozlarda antiproliferatif etki saptanmaktadir (Sekil 4.14).

0,8

0,4

0D (450 nm)

0,2

Kontrol

Baglangig
Zamani

Sekil 4.14.. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarnin 12 saatlik
inkiibasyon siiresinde MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)

Sertralin, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerinde 125
ng/ml 1s1ndaki tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik ve antiproliferatif etki
sergilemektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siliresinde MDAMB-231 hiicrelerinde sitotoksisite (**, p<0.01; *, p<0.05) ve
hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)
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Sertralin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerinde
denenen hicbir dozda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki goriilmezken,
antiproliferatif etki goriilmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarimin 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01)

4.2.2.1. Sertralinin tek basina MDAMB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
tripan mavisi testi ile gosterilmesi

Instat isatistik programinda degerlendirilen OD degerleri ve grafiklerden elde
edilen verilere dayanarak hiicrelerin inkiibasyon siirelerine gore yiizde elli 6liim degerleri
hesaplanamadigi i¢in, tiim doz ve inkiibasyon siirelerinde WST-1 testi sonuclarini
desteklemek amaciyla tripan mavisi testi yapilmistir. Her bir sayim kendi igerisinde 8 kez
yapilmis olup excel programindan yararlanilarak yiizde canlilik degerleri hesaplanmustir.

WST-1 hiicre canliliginin belirlenmesi deneyinden elde edilen verilerin
dogrulugunun degerlendirilmesi amaciyla yapilan tripan mavisi testinden elde edilen
bulgular, toplam hiicre sayisinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan formiille
degerlendirildikten sonra her bir deney i¢in elde edilen veriler instat istatistik
programinda Dunnet testi kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistik programinda her doz
ve inkiibasyon siiresi i¢in elde edilen Ortalama ve Ortalamanin standart hatasi (SEM)
degerleri excel programindan yararlanilarak (Cizelge 4.5.) asagida gosterildigi gibi
belirtilmistir.
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Cizelge 4.4. Sertralinin MDAMB-231 hiicrelerindeki 6,12,24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stiresinde tripan mavisi testi ile belirlenen sitotoksik etkilerinin Ortalama ve SEM
degerleri

MDA
Dozlar 6. saat 12. saat 24, saat 48.saat
Ortalama SEM +/-| Ortalama | SEM +/- | Ortalama | SEM +/- | Ortalama | SEM +/-

1000 65,075 7,345 68,637 6,638 65,213 7,362 67,472 7,017
500 69,716 7,282 61,687 6,994 60,23 7,324 61,358 7,455
250 67,362 7,583 65,006 6,812 72,399 6,362 62,309 7,561
125 71,061 7,385 63,199 7,134 71,711 6,244 61,631 7,475
62,5 60,911 6,874 69,836 6,049 69,437 7,232 48,828 8,243
31,25 65,475 7,412 66,651 6,941 67,278 7,052 46,16 8,293
15,62 36,222 7,915 61,315 6,964 71,523 6,845 60,501 7,874
7,8 56,527 6,889 60,934 6,884 66,535 6,985 65,11 6,759
3,9 58,878 7,699 61,718 7,553 62,316 7,57 47,578 8,039
1,95 63,254 7,729 63,75 6,661 58,534 7,676 69,316 7,226

4.2.3. Kapasitabin ve Sertralin kombinasyonunun MDAMB-231 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin WST-1 testi ile gosterilmesi

Kapasitabin ve sertralin tek basina MDAMB-231 hiicrelerinde 1000-1.95 ng/mL
dozlarda incelenerek, kombinasyon c¢alismalarinin devaminda kullanilmak iizere;
kapasitabin i¢in en etkili sitotoksik etkinin goriildiigii 300, 100, 50, 25 ve 10 ng/mL,
sertralin i¢in ise 300, 100, 50, 25, 10 ve 5 ng/mL dozlar belirlendi. Kapasitabin ve sertralin
kombinasyonunun MDAMB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 6, 12, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde incelendi. Istatistik programindan elde edilen veriler
dogrultusunda her bir hiicre hatt1 ve inkiibasyon siiresini gdsteren hiicre canlilig1 tablosu
hazirlandi.

Cizelge 4.5. Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun MDAMB-231 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin yiizde canlilik ¢izelgesi

MDA
Dozlar 6. saat 12. saat 24, saat 48.saat
Mean | SEM +/- Mean | SEM+/- | Mean | SEM+/- | Mean | SEM +/-

K1 92.559 3.828 86.275 8.623 | 50.116 0.6925 | 22.690 0.2730
S1 79.164 8.434 (*) 74.583 0.2705| 35.566 6.282 | 32.960 7.513
K181 83.062 11.482 (**) 40.045 1.580 | 24.019 1.479| 20.873 5.423
K1S2 68.675 2.623 (**) 36.976 2.032| 21.663 0.1385| 14.572 1.061
K1S3 63.501 7.654 (**) 35.982 1.941| 18.707 0.3235| 12.633 0.09050
K184 71.013 0.5670 (**) 43.070 4334 19.492 1.016 | 12.633 0.2125
K1S5 77.251 9.072 72912 4.018| 51.733 5.728 | 14.602 0.4240
K1S6 84.409 9.568 67.224 7.721| 68.130 1.802 | 22.024 4.090
S1K1 83.062 11.482 (**) 40.045 1.580 | 83.062 11.482| 20.873 5.423
S1K2 81.007 1.914 (**) 39.774 0.04500 | 81.007 1.914 | 24.690 12.572
S1K3 76.541 0.5670 (**) 40.497 1.400 | 76.541 0.5670| 20.873 9.543
S1K4 73.707 6.662 (**) 40.903 0.7220| 73.707 6.662 | 17.722 5.120
S1K5 61.375 7.796 (**)32.777 7.224 | 61.375 7.796 | 31.233 19.903
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Cizelge 4.5’nin devami
MDA

Dozlar 6. saat 12. saat 24, saat 48.saat

Mean | SEM +/- Mean | SEM +/- Mean | SEM +/- Mean | SEM +/-
K2 95.535 2977 110.11 18.917 64.850 9.146 42.624 1.424
S2 50.390 9.284 (*) 57.653 0.4965 19.400 3.141 13.360 1.788
K281 81.007 1914 (*¥%)39.774  0.04500 21.340 3.603 24.690 12.572
K282 60.879 1.630 | (**)35.937 1.716 17.876 2.264 11.179 0.4545
K283 44,720 11.410 [ (**) 35.802 2.574 16.213 1.340 11.118 0.2120
K254 73.494 0.9210 (*) 59.052 5.147 24.342 1.986 12.027  0.03050
K285 76.613 6.875 74.176 1.038 65.173 14.827 48.046 7.876
K286 77.605  0.07050 79.955 14.853 92.379 1.201 81.218  0.09100
S2K1 68.675 2623  (**)36.976 2.032 24.019 1.479 14.572 1.061
S2K2 60.879 1.630 | (**)35.937 1.716 21.340 3.603 11.179 0.4545
S2K3 63.501 4961 | (¥%)35.531 0.5865 17.137 0.8775 12.027 0.3935
S2K4 58.966 2410| (**)36.298 1.445 19.723 1.247 10.542 0.1820
S2K5 61.304 9.142 | (**)29.842 5.824 16.213 1.063 12.299 1.151
K3 108.79 7.300 124.29 9.797 84.943 2264 65.253 1.878
S3 54.217 11.127 43.251 4.244 17.367 2.956 10.815  0.03000
K3S1 76.541 0.5670 40.497 1.400 17.137 0.8775 20.873 9.543
K3S2 63.501 4.961 35.531 0.5865 15.150 0.4620 12.027 0.3935
K3S3 56.768 2.197 35.350 1.851 15.936 0.4155 11.633 1212
K3S4 70.872 2.977 70.655 1.490 35.889 1.709 12.027 0.1515
K3S$5 73.636 4.607 84.425 4.064 76.351 5.589 37.141 6.241
K3S6 79.943 3.827 79.955 2.032 100.05 5.081 85.096 3.787
S3K1 63.501 7.654 35.982 1.941 18.707 0.3235 12.633  0.09050
S3K2 44.720 11.410 35.802 2.574 16.213 1.340 11.118 0.2120
S3K3 56.768 2.197 35.350 1.851 15.936 0.4155 11.633 1212
S3K4 49.327 14.175 36.750 0.7225 15.243 0.8315 10.573  0.03050
S3K5 46.917 1.701 30.113 7.088 15.889 0.7390 10.179 0.1815
K4 126.65 8.434 119.01 3.070 102.91 4.989 77.492 0.7875
S4 47.484 8.079 56.930 9.616 19.954 2310 10.482 0.1215
K4S1 73.707 6.662 40.903 0.7220 19.723 1.247 17.722 5.120
K4S2 58.966 2.410 36.298 1.445 15.151 0.3695 10.542 0.1820
K4S3 49.327 14.175 36.750 0.7225 15.243 0.8315 10573 0.03050
K4S4 82.637 13.466 76.930 3.521 33.210 0.4160 11.603 0.2125
K4S5 77.251 1.985 85.960 0.9935 71.363 4.204 55.983 13.026
K486 81.786 0.9920 81.897 6.050 98.338 5.035 85.308 7.513
S4K1 71.013 0.5670 43.070 4334 19.492 1.016 12.633 0.2125
S4K2 73.494 0.9210 59.052 5.147 24.342 1.986 12.027  0.03050
S4K3 70.872 2.977 70.655 1.490 35.889 1.709 12.027 0.1515
S4K4 82.637 13.466 76.930 3.521 33.210 0.4160 11.603 0.2125
S4K5 68.604 9.780 68.127 4.741 48314 2.587 12.239 1.333
K5 113.39 5245 110.34 0.9935 97.783 3.557 80.036 10.724
S5 65.628 9.781 76.163 11.964 |  (**)32.148 2033  (*%)11.179 0.1515
K5S1 (*) 61.375 7796 | (**) 32977 7224 (*%)16.213 1.063 (*)31.233 19.903
K582 | (%)61.304 9.142 | (**)29.842 5824 (M 15751]  0.8775| (**)12.299 1.151
K583 [ (%) 46.917] 1701 | (**)30.113 7.088 [ (**)15.889 0.7390 | (**)10.179 0.1815
K554 68.604 9.780 (*) 68.127 4741 | (**)48.314 2587 | (*%)12.239 1333
K585 71.651 10.560 85.960 0.9935 71.086 5.867 49.198 33.566
K556 86.677 8.009 73.138 1.716 113.67 6.698 94.517 6.544
S5K1 77.251 9.072 (*) 72.912 4.018| (**)51.733 5728 [ () 14.602] 04240
S5K2 76.613 6.875 (*) 74176 1.038 65.173 14.827 48.046 7.876
S5K3 73.636 4.607 84.425 4.064 76.351 5.589 37.141 6.241
S5K4 77.251 1.985 92.280 0.8130 71.363 4.204 55.983 13.026
S5K5 71.651 10.560 85.960 0.9935 71.086 5.867 49.198 33.566

4.2.3.1. Kapasitabin ve Sertralin kombinasyonunun MDAMB-231 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin tripan mavisi testi ile gosterilmesi

bulgular,

WST-1 hiicre canliliginin belirlenmesi deneyinden elde edilen verilerin
dogrulugunun degerlendirilmesi amaciyla yapilan tripan mavisi testinden elde edilen

toplam hiicre

sayisinin  hesaplanabilmesi

icin kullanilan formiille

degerlendirildikten sonra her bir deney i¢in elde edilen veriler instat istatistik
programinda Dunnet testi kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistik programinda her doz
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ve 12 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in elde edilen Ortalama ve SEM degerleri excel
programindan yararlanilarak (Cizelge 4.6.) asagida gosterildigi gibi belirtilmistir.

Cizelge 4.6. Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun MDAMB-231 hiicrelerindeki 6,
12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinde tripan mavisi testi ile belirlenen sitotoksik
etkilerinin Ortalama ve SEM degerleri

MDA
Dozlar 12. saat
Ortalama SEM +/-
K5 96,338 2,434
S3 82,543 2,859
K5S3 53,819 3,477

4.3. MCF7 Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkiler

Kapasitabin ve sertralinin MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 6, 12, 24 ve 48
saatlik inkiibasyon siirelerinde; 1000, 500, 250, 125, 62, 31, 15, 7.5, 3.9, 1.95 ng/mL
dozlarda incelendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda her bir hiicre hatti1 i¢in optik
yogunluk (OD) grafikleri Sigma plot istatistik programinda degerlendirilerek ¢izilmistir.
Higbir inkiibasyon stiresinde ICso degeri saptanmamustir.

4.3.1. Kapasitabinin tek basina MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin WST-1
testi ile gosterilmesi

Kapasitabin, 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde denenen
higbir dozda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik ve antiproliferatif etki
sergilememektedir (Sekil 4.17).

0D (450 nm)

Kontrol

Sekil 4.17. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 6 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF7 hiicrelerinde sitotoksisite ve hiicre canliligina etkisi
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Kapasitabin, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde denenen
tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki sergilememektedir (Sekil 4.18).
Baslangi¢ zamanina oranla hiicre canlilifinin artmasina sebep olmaktadir.

1.6

0D (450 nm)
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Sekil 4.18. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 12 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF7 hiicrelerinde sitotoksik etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)

Kapasitabin, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde 1000, 62.5,
15.62, 7.81 ve 1.95 ng/mL dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki
sergilemektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF7 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01; #, p<0.05)
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Kapasitabin, 48 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde 125 ve
62.5 ng/ml dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki, 125 ng/mL ve daha diisiik
dozlarda antiproliferatif etki sergilemektedir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Kapasitabinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde MCF7 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01; #,
p<0.05)

4.3.1.1. Kapasitabin’ in tek basina MCF?7 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
tripan mavisi testi ile gosterilmesi

Instat isatistik programinda degerlendirilen OD degerleri ve grafiklerden elde
edilen verilere dayanarak hiicrelerin inkiibasyon siirelerine gore yiizde elli 6liim degerleri
hesaplanamadigl i¢in, tiim doz ve inkiibasyon siirelerinde WST-1 testi sonuclarin
desteklemek amaciyla tripan mavisi testi yapilmistir. Her bir sayim kendi icerisinde 8 kez
yapilmis olup excel programindan yararlanilarak yilizde canlilik degerleri hesaplanmaistir.

WST-1 hiicre canliligimin belirlenmesi deneyinden elde edilen verilerin
dogrulugunun degerlendirilmesi amaciyla yapilan tripan mavisi testinden elde edilen
bulgular, toplam hiicre sayisinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan formiille
degerlendirildikten sonra her bir deney icin elde edilen veriler instat istatistik
programinda Dunnet testi kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistik programinda her doz
ve inkiibasyon siiresi icin elde edilen Ortalama ve SEM degerleri excel programindan
yararlanilarak (Cizelge 4.7.) asagida gosterildigi gibi belirtilmistir.
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Cizelge 4.7. Kapasitabinin MCF7 hiicrelerindeki 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
siiresinde tripan mavisi testi ile belirlenen sitotoksik etkilerinin Ortalama ve SEM
degerleri

MDA
6. saat 12. saat 24. saat 48.saat

Dozlar Ort?‘lam SEM +/- Ortzlam SEM +/- Ortzlam SEM +/- Ort:lam SEM +/-

1000 97 0,5162 77,858 6,062 79,767 5,464 91,913 0,4593
500 91,997 0,9097 80,82 4,861 85,805 1,55 85,984 1,015
250 94,821 0,8553 75,246 6,527 91,525 0,611 89,186 0,6853
125 92,893 0,8842 81,264 4,796 92,394 0,7729 90,306 0,7805
62.5 86,933 1,029 90,345 0,9933 72,504 5,141 87,287 0,9441
31.25 87,39 1,462 84,633 3,35 93,157 0,4994 85,766 0,9361
15.62 86,659 1,039 79,863 1,039 78,677 6,17 82,762 0,8469
7.8 92,383 0,8994 78,221 5,406 76,759 6,639 83,666 0,5876
3.9 87,081 0,9238 77,845 5,386 92,389 0,6173 81,536 1,185
1.95 94,278 0,86 64,731 6,818 77,157 6,673 85,723 0,8593

4.3.2. Sertralinin tek basina MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin WST-1
testi ile gosterilmesi

Sertralin, 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde denenen higbir
dozda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik ve antiproliferatif etki sergilememektedir
(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Sertralinin 1000-1.95 ng/ml arasinda denenen dozlarinin 6 saatlik inkiibasyon
stiresinde MCF7 hiicrelerinde sitotoksisite ve hiicre canliligina etkisi
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Sertralin, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde denenen tiim
dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki sergilemektedir (Sekil 4.22). Baslangi¢
zamanina oranla hiicre canlilifinin artmasina sebep olmaktadir.

1.6

1.4 -

Sekil 4.22. Sertralinin 1000-1.95 ng/ml arasinda denenen dozlarinin 12 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF7 hiicrelerinde sitotoksik etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)

0D (450 nm)
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Sertralin, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde 62.5 ng/mL
dozda istatistiksel olarak anlaml1 sitotoksik etkiye sebep olurken, 500, 62.5, 15.62, 7.81
ve 1.95 ng/mL dozlarda antiproliferatif etki sergilemektedir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF7 hiicrelerinde sitotoksisite (**, p<0.01) ve hiicre canliligina
etkisi (##, p<0.01; #, p<0.05)
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Sertralin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerinde 250 ng/mL
disindaki tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli antiproliferatif etki sergilememektedir
(Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Sertralinin 1000-1.95 ng/mL arasinda denenen dozlarmin 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde MCF7 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01; #, p<0.05)

4.3.2.1. Sertralin’ in tek basina MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin tripan
mavisi testi ile gosterilmesi

Instat isatistik programinda degerlendirilen OD degerleri ve grafiklerden elde
edilen verilere dayanarak hiicrelerin inkiibasyon siirelerine gore yiizde elli 6liim degerleri
hesaplanamadigi i¢in, tiim doz ve inkiibasyon siirelerinde WST-1 testi sonuclarini
desteklemek amaciyla tripan mavisi testi yapilmistir. Her bir sayim kendi igerisinde 8 kez
yapilmis olup excel programindan yararlanilarak yiizde canlilik degerleri hesaplanmustir.

WST-1 hiicre canliliginin belirlenmesi deneyinden elde edilen verilerin
dogrulugunun degerlendirilmesi amaciyla yapilan tripan mavisi testinden elde edilen
bulgular, toplam hiicre sayisinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan formiille
degerlendirildikten sonra her bir deney i¢in elde edilen veriler instat istatistik
programinda Dunnet testi kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistik programinda her doz
ve inkiibasyon siiresi i¢in elde edilen Ortalama ve SEM degerleri excel programindan
yararlanilarak (Cizelge 4.8.) asagida gosterildigi gibi belirtilmistir.
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Cizelge 4.8. Sertralinin MCF7 hiicrelerindeki 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
tripan mavisi testi ile belirlenen sitotoksik etkilerinin Ortalama ve SEM degerleri.

MDA
Dozlar 6. saat 12. saat 24. saat 48.saat
Ortalama SEM +/- | Ortalama | SEM +/- | Ortalama| SEM +/- |Ortalama| SEM +/-

1000 84,722 4,923 93,253 0,6152 67,223 7,562 76,555 6,853
500 79,773 5,451 91,28 0,6776 63,91 7,194 74,073 6,402
250 75,834 5,902 89,893 0,8483 70,205 6,695 74,155 6,42
125 79,88 5,461 90,489 0,813 75,625 6,549 72,597 6,914
62.5 81,399 4,74 89,837 0,7101 44,102 8,437 64,363 6,684
31.25 78,438 5,401 89,339 0,992 54,448 8,094 69,53 6,624
15.62 73,975 5,16 84,543 1,36 62,5 7,578 61,423 7,459
7.8 73,633 6,382 90,009 1 60,219 7,317 57,55 7,492
3.9 89,272 2,96 92,152 0,7073 72,124 6,251 64,168 6,673
1.95 73,938 6,414 91,24 0,7843 62,876 7,086 65,932 6,854

4.3.3. Kapasitabin ve Sertralin kombinasyonunun MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik
etkilerinin WST-1 testi ile gosterilmesi

Kapasitabin ve sertralin tek bagina MCF7 hiicrelerinde 1000-1.95 ng/mL dozlarda
incelenerek, kombinasyon ¢alismalarinin devaminda kullanilmak iizere; kapasitabin igin
en etkili sitotoksik etkinin goriildiigii 300, 100, 50, 25 ve 10 ng/ml, sertralin i¢in ise 300,
100, 50, 25, 10 ve 5 ng/mL dozlar belirlendi. Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun
MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde
incelendi. Istatistik programindan elde edilen veriler dogrultusunda her bir hiicre hatt: ve
inkiibasyon siiresini gosteren hiicre canliligi tablosu hazirlandi (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik

etkilerinin ylizde canlilik ¢izelgesi

MCEF-7
Dozlar 6. saat 12. saat 24. saat 48.saat
Mean | SEM +/- Mean | SEM +/- Mean | SEM +/- Mean | SEM +/-
K1 51.457 6.290 | 33.312 6.920 | 13.437 1.482 | 8.478 0.04700
S1 34.572 2.322 | 16.217 2.935 | 9.526 0.8440 | 14.573 3.395
K1S1 31.659 0.5065 | 13.925 0.3425 | 7.649 0.2415 | 9.315 0.6315
K1S2 31.659 3.124 | 14.375 1.264 | 7.322 0.05150 | 9.994 0.6155
K1S3 31.659 0.000 | 14.439 0.08550 | 7.494 0.08650 | 7.926 1611
K1S4 31.659 4.306 | 18.445 0.6215 | 8.183 0.6375 | 7.989 0.4105
K1S5 31.659 11.735 | 56.512 1.671 | 26.753 4.393|7.010 0.06300
K1S6 31.659 9.920 | 50.836 20.459 | 33.782 5.048 | 7.531 0.1105
S1K1 31.659 0.5065 | 13.925 0.3425 | 7.649 0.2415 | 9.315 0.6315
S1K2 31.659 1.013 | 13.818 0.06450 | 6.546 0.1380 | 7.847 0.5210
S1K3 31.659 1.140 | 13.582 1.114 | 5.943 0.3270 | 7.910 2.700
S1K4 31.659 0.2110 | 13.068 0.5570 | 5.513 0.1375 | 5.478 0.07900
S1K5 31.659 0.7175 | 12.275 0.7500 | 5.255 0.1895 | 5.100 0.1425
K2 98.101 6.248 | 79.992 1.714 | 60.517 6.322 | 48.532 2.400
S2 29.844 5.868 | 11.333 0.5785 | 4.927 1.034 | 7.752 1.311
K2S1 28.366 1.013 | 13.818 0.06450 | 6.546 0.1380 | 7.847 0.5210
K2S2 25.581 0.7595 | 12.789 0.1500 | 6.891 0.2415 | 6.094 0.09500
K2S3 59.097 34952 | 14.117 0.6640 | 6.891 0.2065 | 6.284 0.1575
K2S4 53.061 4.686 | 37.618 3.599 | 18.105 4.152 | 6.489 0.2050
K2S5 89.532 0.4645 | 91.881 3.278 | 111.16 6.426 | 97.537 17.872
K2S6 66.864 9.625 | 73.308 30.720 | 90.336 13.092 | 85.712 16.056
S2K1 30.055 3.124 | 14375 1.264 | 7.322 0.05150 | 9.994 0.6155
S2K2 25.581 0.7595 | 12.789 0.1500 | 6.891 0.2415 | 6.094 0.09500
S2K3 28.029 2.449 | 12.233 1.093 | 5.978 0.01750 | 6.963 0.1425
S2K4 25.074 0.3380 | 11.675 0.3640 | 5.788 0.06900 | 5.573 0.4580
S2K5 24314 1.520 | 11.333 0.4495 | 5.220 0.01750 | 5.147 0.1580
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Cizelge 4.9.un devami
MCF-7

Dozlar 6. saat 12. saat 24. saat 48.saat

Mean | SEM +/- Mean | SEM +/- Mean | SEM +/- Mean | SEM +/-
K3 78.726 22.415 | 94.238 5.720 | 100.26 2.515 | 81.844 22.450
S3 23.301 3.546 | 10.990 0.06450 | 4.531 0.5685 | 5.242 1.453
K3S1 |28.071 1.140 | 13.582 1.114 | 5.943 0.3270| 7.910 2.700
K382 |28.029 2.449 | 12.233 1.093 | 5.978 0.01750| 6.963 0.1425
K383 |25.918 0.4220 | 11.997 0.8995 | 5.754 0.06900 | 5.984 0.07900
K3S4 |63.234 1.351 | 48.072 4.627 | 11.456 0.01750 | 5.573 0.3630
K385 |92.951 3.462 | 106.47 2.742 | 111.27 4.462|102.23 13.341
K386 |74.251 21.908 | 96.594 15.360 | 95.900 10.801 | 109.66 0.7260
S3K1 |26.762 0.000 | 14.439 0.08550 | 7.494 0.08650 | 7.926 1.611
S3K2 |59.097 34.952 | 14.117 0.6640 | 6.891 0.2065 | 6.284 0.1575
S3K3 |[25918 0.4220 | 11.997 0.8995|5.754 0.06900 | 5.984 0.07900
S3K4 | 24.145 0.1690 | 11.119 0.02150 | 5.409 0.06900 | 5.700 0.3315
S3K5 [23.048 0.000 | 46.144 33.933]5.237 0.06900 | 5.100 0.07850
K4 114.44 8.569 | 101.20 0.2145 | 110.37 0.1205 | 104.48 0.09450
S4 24.188 0.04250 | 11.311 0.2140 | 5.048 0.01750 | 4.974 0.04750
K4S1 | 26.045 0.2110 | 13.068 0.5570 | 5.513 0.1375 | 5.478 0.07900
K482 |25.074 0.3380| 11.675 0.3640 | 5.788 0.06900 | 5.573 0.4580
K4S3 | 24.145 0.1690 | 11.119 0.02150 | 5.409 0.06900 | 5.700 0.3315
K4S4 | 68.975 0.2535|47.258 1.671 | 13.075 3.394|5.921 0.1425
K4S5 |100.21 6.585| 120.65 5.870 | 113.25 4.307 | 117.38 0.1420
K4S6 | 82.609 10.427 [ 107.18 12.747 | 104.41 5.426 | 113.34 0.4895
S4K1 |41.368 4.306 | 18.445 0.6215 | 8.183 0.6375 | 7.989 0.4105
S4K2 | 53.061 4.686|37.618 3.599 | 18.105 4.152 | 6.489 0.2050
S4K3 |63.234 1.351 | 48.072 4.627 | 11.456 0.01750| 5.573 0.3630
S4K4 | 68.975 0.2535|47.258 1.671|13.075 3.394|5.921 0.1425
S4K5 | 64.542 4.432 | 55.463 1.607 | 8.872 1.086 | 5.226 0.01600
K5 104.56 7.387 | 112.51 2.400 | 98.347 1.706 | 106.62 2.542
S5 (**) 54.031 11.313 | 80.806 15.082 | (*) 57.589 25.961 | 47.143 41.554
K5S1 | (**) 26.805 0.7175 | (**) 12.275 0.7500 | (**) 5.255 0.1895 | (**) 5.100 0.1425
K582 | (**)24.314 1.520 | (**) 11.333 0.4495 [(**) 5.220 0.01750 | (**) 5.147 0.1580
K5S3 .i**§23-048 | 0.000 | 46.144 33.933 | (**) 5.237 0.06900 | (**) 5.100 0.07850
K584 | (**) 64542 4.432 | 55.463 1.607 | (**) 8.872 1.086 | (**) 5.226 0.01600
K585 |97.299 2.153 | 102.89 5.977|116.97 7.511 | 120.87 4.547
K586 |95.863 2.237 ] 95.459 9.255(109.30 1.947 | 112.44 2.526
S5K1 |59.941 11.735 | (**) 56.512 1.671 | (**) 26.753 4.393 | (*) 7.010 0.06300
S5K2 | 89.532 0.4645 | 91.881 3.278 | 111.16 6.426 | 97.537 17.872
S5K3 | 92.951 3.462 | 106.47 2.742 | 111.27 4.462|102.23 13.341
S5K4 | 100.21 6.585 | 120.65 5.870 | 113.25 4.307 | 117.38 0.1420
S5K5 |97.299 2.1531102.89 5.977|116.97 7.511]120.87 4.547

4.3.3.1. Kapasitabin ve Sertralin kombinasyonunun MCF7 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin tripan mavisi testi ile gosterilmesi

WST-1 hiicre canliligimin belirlenmesi deneyinden elde edilen verilerin
dogrulugunun degerlendirilmesi amaciyla yapilan tripan mavisi testinden elde edilen
bulgular, toplam hiicre sayisinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan formiille
degerlendirildikten sonra her bir deney i¢in elde edilen veriler instat istatistik
programinda Dunnet testi kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistik programinda her doz
ve 6 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in elde edilen Ortalama ve SEM degerleri excel
programindan yararlanilarak (Cizelge 4.10.) asagida gosterildigi gibi belirtilmistir.
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Cizelge 4.10. Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun MCF7 hiicrelerindeki 6, 12, 24
ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinde tripan mavisi testi ile belirlenen sitotoksik etkilerinin
Ortalama ve SEM degerleri

MCF7
6. saat
Dozlar Ortalama SEM +/-
K5 101,96 2,218
S3 86,33 1,363
K5S3 52,116 2,438

4.4. Apoptozis Testleri

MDAMB-231 ve MCF7 hiicrelerinde apoptoz varliginin arastirilmasi i¢in kaspaz-
3,-8-9 ve DNA fragmentasyon miktarlarinda meydana gelen degisim incelenmistir.

4.4.1. MDAMB-231 hiicrelerinde apoptozis testleri

4.4.1.1. Kapasitabin ve sertralinin tek basina ve kombinasyonunun MDAMB-231
hiicrelerindeki kaspaz-3 miktarinin gosterilmesi

Kaspaz-3 elisa kiti kullanillarak MDAMB-231 hiicrelerinin  apoptoz
mekanizmasinda yer alan kaspaz-3 miktarindaki degisim gosterilmistir. Sonucunda elde
edilen absorbans degerine gore spektrofotometrede okuma alinmustir. Elde edilen
absorbans degerleri Oncelikle instat programinda istatistiksel olarak degerlendirilip,
Sigma plot 10.0 programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.25. 100 ng/ml kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarmin (K2S3), 12
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerindeki kaspaz-3 miktar
(p>0.05)

Sekil 4.25’den de anlasilacag: gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
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hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla kaspaz-3 enzim
miktarinda 1,02 kat arttirirken, sertralin (50 ng/mL) uygulamas1 kontrole kiyasla 0,13 kat
ve kombinasyonlarinin uygulamasi 0,106 kat azalmaya sebep olmaktadir.

4.4.1.2. Kapasitabin ve sertralinin tek basma ve kombinasyonunun MDAMB-231
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin kaspaz-8 elisa kiti ile gosterilmesi

Kaspaz-8 elisa kiti kullanilarak MDAMB-231 hiicrelerinin  apoptoz
mekanizmasinda yer alan kaspaz-8 miktarindaki degisim gosterilmistir. Sonucunda elde
edilen absorbans degerine gore spektrofotometrede okuma alinmistir. Elde edilen
absorbans degerleri Oncelikle instat programinda istatistiksel olarak degerlendirilip,
Sigma plot 10.0 programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.26. 100 ng/mL kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarinin (K2S3),
12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerindeki kaspaz-8 miktar
(p>0.05)

Sekil 4.26’den de anlasilacag: gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla kaspaz-8 enzim
miktarinda 1,065 kat arttirirken, sertralin (50 ng/mL) ve kombinasyonlarinin uygulamasi
kontrole kiyasla 0,054 kat azalmaya sebep olmaktadir.

4.4.1.3. Kapasitabin ve sertralinin tek basma ve kombinasyonunun MDAMB-231
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin kaspaz-9 elisa kiti ile gosterilmesi

Kaspaz-9 eliza kiti kullanilarak MDAMB-231 hiicrelerinin  apoptoz
mekanizmasinda yer alan kaspaz-9 miktarindaki degisim gosterilmistir. Sonucunda elde
edilen absorbans degerine gore spektrofotometrede okuma alimmistir. Elde edilen
absorbans degerleri Oncelikle instat programinda istatistiksel olarak degerlendirilip,
Sigma plot 10.0 programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.27. 100 ng/mL kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarinin (K2S3),
12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerindeki kaspaz-9 miktari
(p>0.05)

Sekil 4.27°den de anlasilacag: gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla kaspaz-9 enzim
miktarinda 0,031, sertralin (50 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla 0,062 azaltirken,
kombinasyonlarinin uygulamasi kontrole kiyasla degisiklige sebep olmamaktadir.

4.4.1.4. Kapasitabin ve sertralinin tek basina ve kombinasyonunun MDAMB-231
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin DNA fragmentasyon elisa Kkiti ile gosterilmesi

DNA fragmentasyon elisa kiti kullanilarak MDAMB-231 hiicrelerinin apoptoz
mekanizmas1 sonucu meydana gelen DNA fragmentasyonu miktarindaki degisim
gosterilmistir. Sonucunda elde edilen absorbans degerine gore spektrofotometrede okuma
alimmistir. Elde edilen absorbans degerleri Oncelikle instat programinda istatistiksel
olarak degerlendirilip, Sigma plot 10.0 programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.28. 100 ng/mL kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarinin (K2S3),

12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDAMB-231 hiicrelerindeki DNA fragmentasyon
miktar1 (p>0.05)
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Sekil 4.28’den de anlasilacagi gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla DNA fragmentasyon
miktarinda 1,06, sertralin (50 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla 1,091 ve
kombinasyonlarmin uygulamasi 1,087 kat artmasina sebep olmaktadir.

4.4.2. MCFT7 hiicrelerinde apoptozis testleri

4.4.2.1. Kapasitabin ve sertralinin tek basina ve kombinasyonunun MCF7
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin kaspaz-3 elisa Kiti ile gosterilmesi

Kaspaz-3 eliza kiti kullanilarak MCF7 hiicrelerinin apoptoz mekanizmasinda yer
alan kaspaz-3 miktarindaki degisim gosterilmistir. Sonucunda elde edilen absorbans
degerine gore spektrofotometrede okuma alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri
oncelikle instat programinda istatistiksel olarak degerlendirilip, Sigma plot 10.0
programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.29. 10 ng/mL kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarinin (K2S3), 6
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerindeki kaspaz-3 miktar1 (p>0.05)

Sekil 4.29°den de anlasilacag gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi1 kontrole kiyasla kaspaz-3 enzim
miktarinda 0,009, sertralin (50 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla 0,028 ve
kombinasyonlarinin uygulamasi 0,009 kat azalmaya sebep olmaktadir.

4.4.2.2. Kapasitabin ve sertralinin tek basmma ve kombinasyonunun MCF7
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin kaspaz-8 elisa Kkiti ile gosterilmesi

Kaspaz-8 eliza kiti kullanilarak MCF7 hiicrelerinin apoptoz mekanizmasinda yer
alan kaspaz-8 miktarindaki degisim gosterilmistir. Sonucunda elde edilen absorbans
degerine gore spektrofotometrede okuma alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri
oncelikle instat programinda istatistiksel olarak degerlendirilip, Sigma plot 10.0
programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.30. 10 ng/mL kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarinin (K2S3), 6
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerindeki kaspaz-8 miktart (p>0.05)

Sekil 4.30’den de anlasilacag gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla kaspaz-8 enzim
miktarinda 0,007, sertralin (50 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla 0,078 ve
kombinasyonlarinin uygulamasi 0,007 kat azalmaya sebep olmaktadir.

4.4.2.3. Kapasitabin ve sertralinin tek basmma ve kombinasyonunun MCF7
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin kaspaz-9 elisa kiti ile gosterilmesi

Kaspaz-9 eliza kiti kullanilarak MCF7 hiicrelerinin apoptoz mekanizmasinda yer
alan kaspaz-9 miktarindaki degisim gosterilmistir. Sonucunda elde edilen absorbans
degerine gore spektrofotometrede okuma alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri
oncelikle instat programinda istatistiksel olarak degerlendirilip, Sigma plot 10.0
programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.31. 10 ng/mL kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarinin (K2S3), 6
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerindeki kaspaz-9 miktar1 (p>0.05)
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Sekil 4.31°den de anlasilacagi gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) ve sertralin (50 ng/mL) uygulamasi kontrole
kiyasla kaspaz-9 enzim miktarinda 0,016, kombinasyonlarinin uygulamast 1,008 kat
artmaya sebep olmaktadir.

4.4.2.4. Kapasitabin ve sertralinin tek basina ve kombinasyonunun MCF7
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin DNA fragmentasyon elisa Kiti ile gosterilmesi

DNA fragmentasyon eliza kiti kullanilarak MCF7 hiicrelerinin apoptoz
mekanizmasit sonucu meydana gelen DNA fragmentasyonu miktarindaki degisim
gosterilmistir. Sonucunda elde edilen absorbans degerine gore spektrofotometrede okuma
alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri oncelikle instat programinda istatistiksel
olarak degerlendirilip, Sigma plot 10.0 programindan yararlanilarak grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.32. 10 ng/mL kapasitabin, 50 ng/mL sertralin ve kombinasyonlarinin (K2S3), 6
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicrelerindeki DNA fragmentasyon miktari
(p>0.05)

Sekil 4.32’den de anlasilacag: gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamas: kontrole kiyasla DNA fragmentasyon
miktarinda 1,152 ve sertralin (50 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla 1,019 kat artmasina
sebep olurken, kombinasyonlariin uygulamasi 0,09 kat azalmaya sebep olmaktadir.

4.5. Otofaji Testleri

MDAMB-231 ve MCF7 hiicrelerinde otofaji varliginin arastirilmasi i¢in, otofajinin ana
mekanizmasinda yer alan mTOR miktarlarindaki degisim incelenmistir.
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4.5.1. MDA otofaji testleri

4.5.1.1. Kapasitabin ve sertralinin tek basina ve kombinasyonunun MDAMB-231
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin mTOR elisa Kiti ile gosterilmesi

mTOR elisa kiti kullanilarak MDAMB-231 hiicrelerinin otofaji mekanizmasinda
yer alan mTOR miktarindaki degisim gosterilmistir. Otofaji varliginin arastirilmasi igin,
hiicre ekstraktlarindan elde edilen 6rneklerle hiicre slipernetantindan elde edilen mTOR
miktarindaki degisim ayr1 ayr1 incelenmistir. Deney sonuglarinin absorbans degerine gore
spektrofotometrede okuma alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri oncelikle instat

programinda istatistiksel olarak degerlendirilip, Sigma plot 10.0 programindan
yararlanilarak grafiklendirilmistir (Sekil 4.33, 4.34).
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Sekil 4.33. Hiicre ekstraktlarindan elde edilen 6rneklerin 12 saatlik inkiibasyon siiresi
sonundaki mtor miktar1 (**, p<0,01; *, p<0,05)

Sekil 4.33’den de anlasilacag: gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla 0,045, sertralin (50
ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla mtor miktarinda 0,11 ve kombinasyonlarinin
uygulamasi1 0,06212 kat azalmaya sebep olmaktadir.

51



BULGULAR S. OZKAYA

3,5 q
3,0 1
2,5 1
&
e
2,0 +
o !
Lo
<
~— 1,5 s
S
1,0 4
0,5 4
0,0 -

Kontrol K2 S3 K283

Sekil 4.34. Hiicre silipernatantindan elde edilen 6rneklerin 12 saatlik inkiibasyon siiresi
sonundaki mtor miktar1 (*, p<0,05)

Sekil 4.34°ten de anlasilacag gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamasi1 kontrole kiyasla 0,8, sertralin (50
ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla mtor miktarinda 0,725 ve kombinasyonlarinin
uygulamasi 0,775 kat azalmaya sebep olmaktadir.

4.5.2. MCF7 otofaji testleri

mTOR elisa kiti kullanilarak MCF7 hiicrelerinin otofaji mekanizmasinda yer alan
mTOR miktarindaki degisim gosterilmistir. Otofaji varliginin arastirilmasi igin, hiicre
ekstraktlarindan elde edilen Orneklerle hiicre siipernetantindan elde edilen mTOR
miktarindaki degisim ayr1 ayr1 incelenmistir. Deney sonuglarinin absorbans degerine gore
spektrofotometrede okuma alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri dncelikle instat
programinda istatistiksel olarak degerlendirilip, Sigma plot 10.0 programindan
yararlanilarak grafiklendirilmistir (Sekil 4.33, 4.34).
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4.5.2.1. Kapasitabin ve sertralinin tek basina ve kombinasyonunun MCF7
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin mTOR elisa Kkiti ile gosterilmesi
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Sekil 4.35. Hiicre ekstraktlarindan elde edilen 6rneklerin 6 saatlik inkiibasyon siiresi
sonundaki mtor miktar1 (**, p<0,01; *, p<0,05)

Sekil 4.35ten de anlasilacag gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamas1 kontrole kiyasla 0,717, sertralin (50
ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla mtor miktarinda 0,757 ve kombinasyonlarinin
uygulamasi 0,525 kat azalmaya sebep olmaktadir.
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Sekil 4.36. Hiicre siipernetantindan elde edilen 6rneklerin 6 saatlik inkiibasyon siiresi
sonundaki mtor miktar1 (**, p<0,01)

Sekil 4.36’dan de anlasilacag gibi; kapasitabin (100 ng/mL), sertralin (50 ng/mL)
ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamaktadir. MDAMB-231
hiicrelerinde kapasitabin (100 ng/mL) uygulamas1 kontrole kiyasla 0,533, sertralin (50
ng/mL) uygulamasi kontrole kiyasla mtor miktarinda 0,664 ve kombinasyonlarinin
uygulamasi 0,59 kat azalmaya sebep olmaktadir.
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5. TARTISMA

Kanser, diinya genelinde 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir ve
kadinlarda 6liime neden olan en yaygin kanser tiirii meme kanseridir (Seymen vd. 2019).
Kanser teshisi konulan hastalarda; iyilesememe diisiincesi, fiziksel degisikliklerin
meydana gelmesi ve 6liim korkusu gibi birgok endise meydana gelmektedir. Bireyde
olusan bu kaygilar, psikolojik bozukluklar1 da beraberinde getirmektedir. En yaygin
goriilen duygu durum bozukluklari, anksiyete ve depresyondur. Depresyon kanserle es
zamanl olarak kendisini gdsteren bir hastalik oldugu i¢in eger ihmal edilirse her iki
hastaligin seyrini de olumsuz etkilemektedir (Thakur vd. 2021). Diger hastalik
teshislerine kiyasla, kanser teshisi konulan hastalarda daha yiiksek oranda depresyon
gorilmektedir (Smith vd. 2015). Onkoloji birimlerinde kanser tedavisi géren hastalarda,
kemoterapi ile birlikte depresyonla miicadele edebilmek i¢cin SSRI grubu antidepresanlar
yaygin olarak kullanilmaktadir (Matuo vd. 2009).

Meme kanserinde, ameliyat Oncesi ve sonrast donemlerde, kemoterapi yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kemoterapétik bir ajan olan kapasitabin, birgok kemoterapdtik
ajana yanit vermeyen kanser hastalarinda 6n ilac olarak kullanilmaktadir (Ovey ve Giiler
2020). Kapasitabin, timidin fosforilaz (TP) tarafindan 5-florourasile doniistiiriilmekte ve
daha sonra tiimor dokusunda yogunlasmaktadir (Pitts vd. 2020). TP, viicuttaki bir¢ok
dokuda diisiik, ¢ogu timor dokusunda ise yiiksek konsantrasyonlarda eksprese
edilmektedir. Bu nedenle tiimor hiicrelerinde 5-FU birikimi meydana gelmektedir
(Focaccetti vd. 2015). Kanser hiicrelerinde yogun olarak ifade edilen timidin fosforilaz
(TP), MDAMB-231 ve MCF7 hiicrelerinde yok denilecek kadar az miktarda ifade
edilmekte ve diisiik sitotoksisite gdstermektedir (Terranova-Barberio vd. 2016).

Ovey ve Giiler'in 2020 yilinda yaptigi calismada, kapasitabinin 2uM
konsantrasyonda uygulanmasi sonucu MCF7 hiicreleri iizerinde meydana getirdigi
sitotoksik ve apoptotik etkiler incelenmistir. Bu calismada kapasitabin’in MCF7
hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresinde ve 2uM konsantrasyonda kaspaz-3 ve -9
aracili apoptotik etki gdsterdigi belirlenmistir (Ovey ve Giiler 2020). Yapilan baska bir
calismada ise kapasitabin’in MCF7 hiicreleri {izerinde 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonrasinda farkli dozlardaki (5- 0,3 mg/mL) sitotoksik etkileri arastirilmis ve ilacin en
diisiik doz olan 0.3 mg/mL disindaki tiim dozlarda sitotoksik oldugu belirtilmistir
(Khvatova ve Semeikin 2011). Pitts ve arkadaslarinin 2020 yilinda yapmis oldugu
calismada, kapasitabinin MDAMB-231 hiicrelerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri
incelenmistir. Bu ¢alismada 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda higbir dozda (7.5, 15
ve 30 uM) apoptotik etki goriilmemistir (Pitts vd. 2020).

Calismamizda, 1000 ve 1.95 ng/mL arasindaki dozlarda yar1 yariya
sulandirilarak hazirlanan kapasitabinin MCF7 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 6, 12, 24
ve 48 saatlik inkiibasyon stirelerinde incelenmistir. Kapasitabin, MCF7 hiicrelerinde 6
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hi¢bir dozda sitotoksik degilken, 3.9 ve 1.95 ng/mL
dozlarda antiproliferatif etki gdstermektedir. 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda
istatistiksel olarak anlamli sitotoksik ve antiproliferatif bir etki yaratmamis, aksine
hiicrelerin ¢cogalmasina sebep olmustur. 24 saatlik inkiibasyon siiresinde ise hi¢gbir dozda
sitotoksik degilken; 1000, 62.5, 15.62, 7.81 ve 1.95 ng/mL dozlarda antiproliferatif etki
gostermektedir. Son inkiibasyon siiresi olan 48 saat sonunda ise 125 ve 62.5 ng/mL
dozlarda sitotoksik, 125, 62.5, 15.62, 7.81, 3.9 ve 1.95 ng/mL dozlarda antiproliferatif
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etki gostermektedir. Calismamizda elde etmis oldugumuz bu bulgular, Terranova-
Barberio ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis olduklari ¢aligmanin sonuglari ile
uyumludur (Terranova-Barberio vd. 2016).

Kapasitabin, MDAMB-231 hiicrelerinde; 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
higbir dozda sitotoksik degilken, 7.81 ng/mL hari¢ tiim dozlarda antiproliferatif etki
gostermektedir. Ayrica kapasitabin; 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde hi¢bir
dozda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki sergilememis ancak ilag, tiim dozlarda
antiproliferatif etkili bulunmustur.

Kapasitabin, meme epitel hiicresi olan MCF10A hiicrelerinde; 6 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 250, 31.25, 7.81 ve 1.95 ng/mL dozlarda istatistiksel olarak
anlamli sitotoksik, 500 ng/ml’de ise antiproliferatif etki meydana getirmistir. 12 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 62.5 ve 15.62 ng/mL’de sitotoksik, 125, 62.5, 31.25, 15.62,
7.81 ve 1.95 ng/mL dozlarda ise antiproliferatif etki gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda 1000, 500, 250 ve 62 ng/mL’de sitotoksik, 31 ng/mL disindaki tiim
dozlarda antiproliferatif etki sergilemistir. Son inkiibasyon siiresi olan 48 saat sonunda
ise 15 ng/mL digindaki tiim dozlarda sitotoksik ve tiim dozlarda antiproliferatif etki
gbzlenmistir.

Elde ettigimiz bulgular birlikte degerlendirildiginde; kapasitabin, MCF7
hiicrelerinde sadece 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 125 ve 62.5 ng/mL dozlarda
sitotoksik bulunmustur. MDAMB-231 hiicrelerinde hi¢bir dozda ve inkiibasyon siiresi
sonunda sitotoksik etki goriilmemistir. Kanser hiicre hatlarinda uygulanan dozlarda
sitotoksik etki gostermeyen kapasitabin, MCF10A hiicrelerinde cesitli dozlarda
sitotoksik ve antiproliferatif etkiler sergilemistir. Bu sonuglar uygulamis oldugumuz doz
araliginda kapasitabin’in segici sitotoksik etki yaratmadigini net bir bigimde ortaya
koymaktadir.

Depresyon tedavisinde kullanilan en yaygin SSRI grubu antidepresan
sertralindir. Biyotransformasyonu yavas olan bu ilag, 4-8 saat icerisinde plazmada en
yiiksek seviyesini gostermekte olup ana metaboliti olan N-desmetil-sertralin seviyesi de
ilk 8 saat icerisinde artmaktadir (Mandrioli vd. 2012). Depresyon tedavisi i¢in kullanilan
antidepresanlar, onkoloji birimlerinde kanser hastalarinda meydana gelen depresyonun
tedavisi i¢in de verilmektedir. Ek olarak antidepresan ilaclarin, kanser hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki sergilediklerini isaret eden caligsmalar da bulunmaktadir (Chen vd. 2019;
Zhou vd. 2012).

Kanser hiicrelerinde sertralin ile yapilan ¢alismalarda, sertralinin bir¢ok farkli
kanser tipinde sitotoksik etki meydana getirdigi belirtilmektedir. Chinnapaka ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptigi calismada sertralinin PC3, DUI145 ve LNCaP
hiicreleri tlizerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda farkli dozlardaki (1-100 uM)
sitotoksik etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar sertralinin prostat kanserini gii¢lii bir
sekilde inhibe ettigini, apoptoz ve otofaji yolagimi indiikledigini gostermektedir
(Chinnapaka vd. 2020). Chen ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptig1r calismada ise
sertralinin HepG2 hiicreleri {lizerindeki sitotoksik etkileri incelenerek 7.5 ve 15uM
konsantrasyonda uygulanan sertralinin, hiicre canliligini sirasiyla yaklasik %15 ve %80
oraninda azalttif1 ve kaspaz3 artisina bagli olarak apoptozu indiikledigi belirtilmistir
(Chen vd. 2020). HepG?2 ile yapilan baska bir ¢alismada sertralin (50 uM), 6 saatlik
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inkiibasyon sonrasinda kaspaz-3 ve -9 aracili apoptozu tetiklemektedir (Chen vd. 2014).
Kapasitabinin ana metaboliti olan SFU ve antidepresan olan sertralin’in kolon kanserinde
tek basma kullanimlariin karsilastirildigi bir ¢alismada, sertralin’in 5-FU’ya kiyasla
daha sitotoksik oldugu ve hiicre canliligini daha c¢ok inhibe ettigi belirlenmisir (Gil-Ad
2008). Astrositler ile yapilan bir calismada ise sertralinin farkli dozlarda (10-40 uM), 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde kaspaz aracili apoptozu tetikledigi
gosterilmistir (Then 2017).

Literatiirde, sertralinin kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla birgok calisma yer almaktadir. Yapilan literatiir taramasinda,
sertralinin MCF7 ve MDAMB-231 meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkilerine dair
yapilmis in vitro sadece bir ¢alisma bulunmaktadir. Gwynne ve arkadaslariin 2017
yilinda yaptig1 calismada SSRI grubu antidepresanlar ve sertralin, i¢lerinde MCF7
hiicrelerinin de oldugu 9 farkli meme kanser hiicre hattinda uygulanmistir. Yapilan
caligmada sertralin’in SERT reseptoriinii hedef aldigt ve MDAMB-231 hiicrelerinde
MCEF7’ye gore daha fazla ifade edildigi belirtilmis ve bunun yani sira hiicre canlilifinin
yarisini Oldiiren doz da (ICso) tespit edilmistir. ICso degerleri; MCF7 ve MDAMB-157
hiicrelerinde 2.4 uM, MDAMB-453 ve MDAMB-361 hiicrelerinde ise sirasiyla 1.9 ve
1.4 uM dozlar olarak belirlenmistir (Gwynne vd. 2017).

Calismamizda sertralinin MCF7 hiicrelerinde 6, 12 ve 48 saatlik
inkiibasyonlarda uygulanan hi¢bir dozda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik ve/veya
antiproliferatif etki gostermedigi aksine, 12 saatlik inkiibasyon siiresinde hiicre sayisinda
artisa sebep oldugu gosterilmistir. Sertralin, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 62.5
ng/mL’de sitotoksik; 500, 62.5, 15.62, 7.81 ve 1.95 ng/mL’lik dozlarda ise antiproliferatif
etki gostermistir.

Sertralin, MDAMB-231 hiicrelerinde tiim dozlarda ve inkiibasyon siirelerinde
antiproliferatif, 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 31.25 ve 3.9 ng/mL disindaki tim
dozlarda ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 125 ng/ml disindaki tiim dozlarda
sitotoksik etki sergilemistir. 12 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise higbir
inkiibasyon stiresinde sitotoksik bulunmamistir. Sertralin’in MDAMB-231 hiicrelerinde
MCF7 hiicrelerine kiyasla daha fazla sitotoksik ve antiproliferatif etki gostermesinin
sebebi Gwynne ve arkadaglarinin 2017 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada vurguladiklari
gibi, sertralin’in hedef aldig1 SERT reseptoriiniin MDAMB-231 hiicrelerinde daha fazla
ifade edilmesi olabilir (Gwynne vd. 2017).

MCFI10A hiicrelerindeki sertralin muamelesi sonucu; 6 saatlik inkiibasyonda
hicbir dozda sitotoksik etki goriilmezken 31.25 ng/mL’de antiproliferatif etki
gostermistir. 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hi¢bir dozda sitotoksik ve
antiproliferatif etki gériilmemistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise higbir dozda
sitotoksik etki saptanmamis ancak tiim dozlarda ilag antiproliferatif etki sergilemistir.
Son inkiibasyon siiresi olan 48 saat sonunda; 31.25, 15.62, 7.81, 3.95 ve 1.95 ng/mL
dozlarda sitotoksik, tiim dozlarda ise antiproliferatif oldugu saptanmuistir.

Calismamizda kontrol hiicre grubu olarak kullandigimiz MCF10A hiicrelerinde
kapasitabin, her inkiibasyon siiresinde ve farkli dozlarda istatistiksel olarak anlamli
sitotoksik etkiler sergilemistir. Sertralin uygulamasi sonrasinda 6, 12 ve 24 saatlik
inkiibasyon stirelerinde hiicrelerde herhangi bir sitotoksik etki saptanmamigtir. Ancak 48
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saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan 31.25 ng/mL ve daha diisiik dozlarda istatistiksel
olarak anlamli sitotoksik etki oldugu belirlenmistir. Her iki ajanin meme epitel hiicreleri
tizerindeki etkileri incelendiginde, sertralin’in kapasitabin’e gore daha az sitotoksik
etkiye sebep oldugu goriilmektedir. Antikanser ¢aligsmalarinda siklikla goriilen yan etkiler
goze alindiginda, antidepresan olan sertralin’in meme kanserinde sitotoksik etki
gostermekle birlikte, kemoterapide yaygin goriilen olasi yan etkileri de daha az
gosterebilecegi diisliniilebilir.

Kapasitabin’in MCF7 ve MDAMB-231 hiicrelerindeki etkileri, WST-1 hiicre
canliligimmi belirleme testini dogrulamak amaciyla yapilan tripan mavisi testi ile de
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, kapasitabin’in 6 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 3.9 ve 1.95 ng/mL, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 1.95 ng/mL dozda
WST ile uyumlu antiproliferatif etki sergiledigini gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda 1000, 62.5, 15.62, 7.8 ve 1.95 ng/mL dozlarda WST ile uyumlu
antiproliferatif etki saptanmistir. MDAMB-231 hiicrelerindeki etkileri ise; 6 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 15.62, 3.9 ve 1.95 ng/mL dozlarda, WST ile uyumlu olarak,
hiicre canliliginda azalmaya sebep olmustur. 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 31.25,
15.62,7.81, 3.9 ve 1.95 ng/mL dozlarda sitotoksik etki gosterirken, 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda 31.25 ve 15.62 ng/mL dozlar disindaki tiim dozlarda antiproliferatif etki
sergilemistir. Son inkiibasyon siiresi olan 48 saatin sonrasinda, WST uyumlu olarak tiim
dozlarda antiproliferatif etki oldugu tespit edilmistir.

Sertralin’in MCF7 ve MDAMB-231 hiicrelerindeki etkileri, WST-1 hiicre
canliligimmi belirleme testini dogrulamak amaciyla yapilan tripan mavisi testi ile de
degerlendirilmistir. Sertralin MCF7 hiicrelerinde; 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
WST-1"de oldugu gibi tiim dozlarda, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise sadece
15.62, 7.8 ve 1.95 ng/mL’lik dozlarda antiproliferatif etki sergilemistir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 250, 125 ve 3.9 ng/mL disindaki tiim dozlarda, WST-1 ile
uyumlu olarak, hiicrelerde antiproliferatif etkiye neden olmustur. Son inkiibasyon siiresi
olan 48 saat sonunda ise 62.5 ng/mL ve daha diislik dozlarda antiproliferatif etki oldugu
saptanmistir.

WST testine paralel olarak, Sertralin MDA hiicrelerinde; 6 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda 62.5 ng/mL ve daha diisiik dozlarda, 12 saatlik inkiibasyon siiresinde ise
tiim dozlarda antiproliferatif etki sergilemistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 250,
125, 62.5 ve 15.62 ng/mL, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1.95 ng/mL disindaki
tiim dozlarda antiproliferatif etki oldugu saptanmustir.

Yapilan detayli literatiir taramasi sonucu, meme kanserinde hi¢ calisilmamig
olmasina ragmen farkli kanser hiicrelerinde sertralin ile antikanser bir ajanin kombine
edildigi iki ¢alismanin varlig1 tespit edilmistir. Tzadok ve arkadaslarinin 2010 yilinda
U87 hiicreleri ile yapmis oldugu ¢alismada, sertralin/temozolomid ve sertralin/imatinib
kombinasyonlarinin etken maddelerin tek kullanimlarina kiyasla hiicre canliliginin daha
cok azalmasina sebep oldugu bildirilmistir (Tzadok vd. 2010). Yapilan diger ¢caligmada
ise, kiiclik hiicreli akciger kanserinde sertralin/erlotinib kombinasyonunun etken
maddelerin tek kullanimlarina kiyasla hiicre canliligini daha ¢ok azalttigi ve otofaji
yolagini tetikledigi belirtilmistir (Jiang vd. 2018). Literatiirde, meme kanseri hiicrelerinde
sertralin ile yapilmis herhangi bir kombinasyon ¢aligmasi yer almamaktadir. Bu nedenle
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calismamiz Sertalin/kapasitabin kombinasyonuna dair literatiirdeki ilk ¢alisma niteligini
tasimaktadir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler, MDAMB-231 hiicrelerinde 12 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, etken maddelerin tek kullanildig1 sonuglara kiyasla
sertralin/kapasitabin  kombinasyonunun hiicre canliligim1 daha ¢ok azalttigim
gostermektedir. Kapasitabin 100 ng/mL konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliligi;
%110.11, sertralin 50 ng/mL konsantrasyonda uygulandiginda ise hiicre canlilig1 %43.25
olarak hesaplanmistir. Sertralin/kapasitabin kombinasyonunda (K2S3) ise hiicre canlilig
%35.80 olarak belirlenmistir. MCF7 hiicrelerinde 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda da
etken maddelerin tek kullanildig1 sonuglara kiyasla sertralin/kapasitabin kombinasyonu
hiicre canliliginin daha ¢ok azalmasma sebep olmustur. Kapasitabin 10 ng/mL
konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliligi; %104.56 iken, sertralin 50 ng/mL
konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canlilignt  %23.30, sertralin/kapasitabin
kombinasyonunda (K5S3) ise hiicre canliligi %23.04 olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubu olan MCF10A hiicrelerinde K2S3 ve K5S3 kombinasyonlarinin uygulandig
hiicrelerde canlilik sirastyla; %80.12 ve %70 oraninda saptanmistir. Yapilan
kombinasyonlar sonucu meme epitel hiicrelerine zarar vermeyen bu kombinasyonlar en
etkili dozlar olarak belirlenmis ve daha sonraki deneylerde bu inkiibasyon stireleri ve
dozlar kullanilmistir.

Sertralin/kapasitabin kombinasyonunun MCF7 ve MDAMB-231 hiicreleri
tizerindeki etkileri tripan mavisi ile degerlendirilmistir. MDA hiicrelerinde 12 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda kapasitabinin 100 ng/mL konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu hiicre canlilifi %96.338, sertralin’in 50 ng/mL konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu hiicre canliligi %82.543 ve kombinasyonlarinin uygulanmasi sonucu ise hiicre
canliligr %53.819 oraninda saptanmistir. WST-1 ile elde etmis oldugumuz sonuclarda
kapasitabin 100 ng/mL konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliligit %110.11,
sertralin 50 ng/mL konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliig %43.251 ve
kombinasyonlarimin uygulanmasi sonucu ise hiicre canliligit %35.802 oraninda
saptanmistir. MCF7 hiicrelerinde ise 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kapasitabin10
ng/mL konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliligt %101.96, sertralin 50 ng/mL
konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliligt %86.33 ve kombinasyonlari
uygulandiginda ise hiicre canlilig1r %52.116 oraninda saptanmistir. WST-1 ile elde etmis
oldugumuz sonuclarda kapasitabin 10 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda hiicre
canliligr %104.56, sertralin 50 ng/mL konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canlilig
%23.301 ve kombinasyonlar1 uygulandiginda ise hiicre canlihig %23.043 oraninda
saptanmuistir.

Igsel yolakla apoptozun uyarilmasim saglayacak olan ajanlar, mitokondri dis
membraninda bulunan proapoptotik proteinlerin konformasyonunun degismesine sebep
olmaktadir. Prokaspaz-9 araciligi ile olusan apoptozom meydana gelmesiyle, cellat
kaspaz olarak bilinen kaspaz-3 aktif hale getirilir (Gewies vd. 2003). Hiicre yiizeyinin
reseptorleri araciligiyla tetiklenen dissal yolda ise, hiicre yiizeyine baglanan bir ligand
tarafindan prokaspaz-8 kesilir ve kaspaz-8 aktivasyonu ile farkli kaspaz kaskadlar
meydana gelebilmektedir. Prokaspaz direkt kaspaz-3’ii aktive etmek disinda bazi
proteinler aracili81 ile dolayli yoldan mitokondri aracilt apoptozu tetiklemektedir (Fan vd.
2005; Wong vd. 2011).
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Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinin hem i¢sel hem de dissal yolaginda ¢ok etkili
olmasi nedeniyle, varliginin tespit edilmesi olduk¢a Onemlidir. Kaspaz-8 varliginin
incelenmesi sonucu elde ettigimiz veriler ise sitotoksik etkinin apoptozun digsal yolagi
araciligi ile olup olmadigin1 vurgulamaktadir. Sertralin ve kapasitabin etken maddelerinin
tek basina ve kombinasyonlarinin meme kanserinde uygulanmasi sonucu elde ettigimiz
veriler incelendiginde; kaspaz-3,-8 ve-9 miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik goriilmemistir. Ayrica apoptoz i¢in belirteg olan DNA fragmentasyonu miktari
incelenmis ancak ne MDAMB-231 ne de MCF7 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik saptanamamistir. Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde;
sitotoksisite testleri ile elde etmis oldugumuz hiicre Oliimlerinin apoptoz aracili
olmadigini diisiinmekteyiz.

Diger 6liim mekanizmalarindan biri olan otofaji, hiicre i¢i proteinler, makro-
molekiiller ve organeller gibi yapilarin parcalanmasmni ve geri doniistiiriilmesini
saglamaktadir (Yang vd. 2011; Carew vd. 2012). Otofajinin kontroliinde gorev alan
rapamycin hedefi (TOR), memelilerde mTOR (mammalian target of rapamycin) olarak
adlandirilmaktadir (Yang ve Klionsky 2009; Rabinowitz ve White 2010; Arslan vd.
2011).

MDAMB-231 ve MCF7 hiicrelerinde mTOR miktariin belirlenmesi i¢in hiicre
ekstrakt1 ve siipernetanti ayr1 ayri incelenmisti. MDAMB-231 hiicrelerinde 12 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda, hiicre ekstraktindaki mTOR miktar1 kontrole oranla
kapasitabin’in 100 ng/ml konsantrasyonunda 0.717, sertralin’in 50 ng/mL
konsantrasyonunda 0.757 ve kombinasyonlarinda ise 0.525 kat baskilanmistir. Hiicre
siipernetantindaki mTOR miktar1 ise kontrole oranla kapasitabin’in 100 ng/mL
konsantrasyonunda 0.533, sertralin’in 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.664 ve
kombinasyonlarinda ise 0.59 kat baskilanmistir. mTOR miktari ilaglarin tek kullanildig:
durumlarda hiicre ekstraktinda daha fazla baskilanmaktayken, kombinasyonlarda mTOR
proteini ise stipernatantinda daha fazla baskilanmaktadir. Bu durum dikkate alindiginda;
ilaglarin tek bagina kullaniminin daha uzun inkiibasyon siirelerinde etki edebilecegi ve
kombinasyonlarin kisa siirede etki gdstermesinin sebebinin mTOR proteinin hiicre
siipernatantinda hizli bir sekilde baskilanmasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

MCEF7 hiicrelerinde 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre ekstraktindaki
mTOR miktar1 kontrole oranla, kapasitabin’in 10 ng/mL konsantrasyonunda 0.045,
sertralin’in 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.11 ve kombinasyonlarinda ise 0.0612 kat
baskilanmistir. Hiicre siipernetantindaki mTOR miktar ise; kapasitabin’in 10 ng/mL
konsantrasyonunda 0.8, sertralin’in 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.725 ve
kombinasyonlarinda ise 0.775 kat baskilanmistir. mTOR miktar1 hiicre ekstraktinda
kapasitabinin  tek  kullanildigi  durumda kombinasyona kiyasla daha az
baskilanmaktayken, sertralin ise kombinasyona kiyasla daha fazla baskilanmaktadir.
mTOR miktar1 hiicre siipernatantinda, hiicre ekstraktina kiyasla daha fazla
baskilanmaktadir. Her iki meme kanseri hiicresinde de baskilanmis olan mtor miktari
hiicrelerde belirlenmis olan sitotoksisitenin otofaji ile olabilecegini diistindlirmektedir.

Ileride yapilacak olan kapsamli ¢alismalar ile sertralin ve sertralin/kapesitabin

kombinasyonunun hiicrelerde sergiledigi sitotoksik etki mekanizmasi net bir bicimde
aydinlatilmaya ¢aligilacaktir.
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6. SONUCLAR

Tiim bu verilerle birlikte degerlendirildiginde elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir:

1.

10.

11.

12.

13.

Kapasitabin MCF7 hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, 125 ve
62.5 ng/mL dozlar haricinde ve MCF7 hiicrelerinin diger inkiibasyon siireleri
sonunda ve hi¢bir dozda sitotoksik etki gostermemektedir.

Kapasitabin MDAMB-231 hiicrelerinde, hi¢gbir doz ve inkiibasyon siiresi sonunda
sitotoksik etki gostermemektedir.

Kapasitabin’in her iki meme kanser hiicresinde sergiledigi sitotoksik etkiler
kiyaslandiginda, MCF7 hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 125 ve
62.5 ng/ml dozlarda sitotoksik etki gosterirken MDAMB-231 hiicrelelerinde
sitotoksik etki gdstermemektedir. Bu sonuclar kapasitabin’in, daha agresif ve
Ostrojen negatif meme kanseri hiicre hatti olan MDAMB-231"de etkili bir ajan
olmadigin1 géstermektedir.

Kanser hiicre hatlarinda uygulanan dozlarda sitotoksik etki gdstermeyen
kapasitabin, MCF10A hiicrelerinde ¢esitli dozlarda sitotoksik ve antiproliferatif
etkiler gostermektedir. Bu sonuglar uygulamis oldugumuz doz araliginda
kapasitabin’in se¢ici sitotoksik etki yaratmadigini isaret etmektedir.

Sertralin, MCF7 hiicrelerinde 6, 12 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda uygulanan
higbir dozda istatistiksel olarak anlamli olan sitotoksik ve antiproliferatif etki
gostermemektedir.

Sertralin, MCF7 hiicrelerinde 12 saatlik inkiibasyon siiresinde hiicre canliliginda
artisa sebep olmaktadir.

Sertralin, MCF7 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 62.5
ng/ml’de sitotoksik, 500, 62.5, 15.62, 7.81 ve 1.95 ng/mL dozlarda ise
antiproliferatif etki gostermektedir.

Sertralin MDAMB-231 hiicrelerinde, tim dozlarda ve inkiibasyon siirelerinde
antiproliferatif etki gdstermektedir.

Sertralin’in her iki meme kanser hiicresinde sergiledigi sitotoksik etkiler
kiyaslandiginda; Sertralin’in MDAMB-231 hiicrelerinde MCF7 hiicrelerine
kiyasla daha fazla sitotoksik ve antiproliferatif etki gdstermesinin sebebi,
sertralin’in hedef aldigi SERT reseptoriinin MDAMB-231 hiicrelerinde daha
fazla ifade edilmesi olabilecegi diisiiniilmektedir.

MCFI10A hiicrelerindeki sertralin muamelesi sonucu; 6 saatlik inkiibasyonda
hi¢bir dozda sitotoksik etki goriilmezken 31.25 ng/mL’de antiproliferatif etki
gostermektedir.

Sertralin MCF10A hiicrelerinde, 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda higbir
dozda sitotoksik ve antiproliferatif etki gostermezken, 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda hig¢bir dozda sitotoksik degil fakat tiim dozlarda antiproliferatif
etki gostermektedir.

Sertralin MCF10A hiicrelerinde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda 31.25
ng/mL ve daha diisiik dozlarda sitotoksik, tiim dozlarda ise antiproliferatif etki
gostermektedir.

Her iki ajanin meme epitel hiicreleri lizerindeki etkileri incelendiginde,
sertralin’in  kapasitabin’e goére daha az sitotoksik etkiye sebep oldugu
gorilmektedir.
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Etken maddelerin tek kullanildigi sonuglara kiyasla sertralin/kapasitabin
kombinasyonunun kanser hiicrelerinde hiicre canliligini daha c¢ok azalttig
gosterilmektedir.

MDAMB-231 hiicrelerinde Sertralin/kapasitabin kombinasyonunda (K2S3) ise
hiicre canlilig1 %35.80° kadar azaltmistir.

MCF7 hiicrelerinde Sertralin/kapasitabin kombinasyonu (K5S3) ise hiicre
canliligini1 %23.04 oranina diisiirmektedir.

Kapasitabin ve sertralin kombinasyonunun her iki meme kanser hiicresinde
sergiledigi sitotoksik etkiler kiyaslandiginda, sertralin/kapasitabin kombinasyonu
MCF7 hiicrelerinde daha sitotoksik etki gostermektedir.

Sertralin ve kapasitabin etken maddelerinin tek basimna ve kombinasyonlariin
meme kanserinde uygulanmasi sonucu elde ettigimiz veriler incelendiginde;
kaspaz-3,-8 ve-9 miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
goriilmemektedir.

DNA fragmentasyonu miktar1 incelendiginde hem MDAMB-231 hem de MCF7
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemektedir.
Kaspaz-3,-8,-9 ve DNA fragmentasyon miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli
degisikligin elde edilememesi hiicrelerin 6lim mekanizmasinin apoptoz
olmadigini diisiindiirmektedir.

Uyguladigimiz dozlarda MCF7 ve MDAMB-231 hiicrelerinde kaspazlarda bir
degisiklik goriilmemekte, mtor seviyesi ise hem hiicre ekstraktinda hem de
siipernatantinda baskilanmaktadir.

mTOR miktar1 hiicre siipernatantinda, hiicre ekstraktina kiyasla daha fazla
baskilanmaktadir.

MDAMB-231 hiicrelerinde hiicre ekstraktindaki mTOR miktar1; kapasitabin’in
100 ng/mL konsantrasyonunda 0.717, sertralin’in 50 ng/mL konsantrasyonunda
0.757 ve kombinasyonlarinda ise 0.525 kat baskilanmuistir.

MDAMB-231  hiicrelerinde  hiicre  siipernetantindaki mTOR  miktari;
kapasitabin’in 100 ng/mL konsantrasyonunda 0.533, sertralin’in 50 ng/mL
konsantrasyonunda 0.664 ve kombinasyonlarinda ise 0.59 kat baskilanmigtir.
MCEFT hiicrelerinde hiicre ekstraktindaki mTOR miktari; kapasitabin’in 10 ng/mL
konsantrasyonunda 0.045, sertralin’in 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.11 ve
kombinasyonlarinda ise 0.0612 kat baskilanmistir.

MCF7 hiicrelerinde hiicre siipernetantindaki mTOR miktar1; kapasitabin’in 10
ng/ml konsantrasyonunda 0.8, sertralin’in 50 ng/mL konsantrasyonunda 0.725 ve
kombinasyonlarinda ise 0.775 kat baskilanmistir.

Kanser hiicrelerinde meydana gelen mTOR seviyesindeki baskilanma, 6lim
mekanizmasinin otofaji olabilecegini diisiindiirmektedir.
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