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OZET

AMIODARON VE TRASTUZUMAB KOMBINASYONUNUN MEME
KANSERI HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK VE
ANTIANJIYOGENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Beyzanur SIMSEK
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damsman: Doc. Dr. Esra AYDEMIR
Haziran 2023; 90 sayfa

Neoplastik ilerlemede iyon kanallari, bliylimeyi inhibe edecek sinyallere karsi
duyarsizlik, invazyon ve metastaz, anjiyogenez, apoptozdan kagma gibi kanserin ayirt
edici dzelliklerine de katki saglamaktadir. Iyon kanallarinin fonksiyonlar: ve dzellikleri
patolojik kosullarda degisebilmektedir. Bu degisen fonksiyonlardan bazilar1 kanser
hiicreleri i¢in hayatta kalma ve metastaz gibi kritik olaylarda rol oynamaktadir. Iyon
kanallari, bazi Onemli hayatta kalma sinyal yollarini ve membran potansiyelini
diizenleyerek kanser hiicresi proliferasyonunu kontrol etmektedir. Fakat kanser tedavisi
icin iyon kanallarim1 hedefleyecek 6zel olarak tasarlanmis ila¢ heniiz mevcut degildir.
Cesitli hastaliklarin patofizyolojisindeki rolii bilinen iyon kanallarin1 hedef alan, bu
hastaliklar1 tedavi edecek ilag formlar1 zamanla gelistirilmistir. Bu tedavilerde
kullanilanlar arasinda birgok antiepileptik ve migren ilaglari, lokal anestezikler,
antipsikotikler, antiaritmikler, antihipertansifler ve oral hipoglisemik ajanlar sayilabilir.
Klinik olarak onaylanmis bu ilaglar, zaman, bilinen giivenlik profili, insanlar {izerinde
anlasilmis farmakokinetik mekanizma ve ekonomik ydnleriyle kolaylik saglayacagi i¢in
kanser tedavisi i¢in yeniden kullanilabilir.

Bu tez calismasinda trastuzumab, amiodaronun tek basina ve kombinasyonlarinin
MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A ve HUVEC hiicre hatlarinda sitotoksik ve
antianjiyogenik ozellikleri arastirilmistir. Amiodaron, MCF-7 24, 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20 pg/ml dozlarinda
istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki gOstermistir. 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-7 hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak
onemli sitotoksik etki gostermistir. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-
231 hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 ug /ml dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli
sitotoksik etki gostermistir. Trastuzumab 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5 ve 1 ug /ml
dozlarinda higbir hiicre hattinda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki gdstermemistir.
Fakat 72 saatlik inkiibasyon siiresinde 150-100 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif
etkiye sebep olmustur. MCF-7 hiicrelerinde amiodaronun 1, 2.5 ve 5 ug/ml oldugu
kombinasyonlarda higbir dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki gériilmemekte
olup hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

Elde edilen veriler sonucunda MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinde kaspaz-3
miktarinda istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik goriilmemektedir. Sonuglarda
ilaglarin tek basina ve kombinasyonunun apoptotik etkisi olmadigi gortliirken 2.5
pg /ml amiodaron, 5 pug /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda 24 saatlik inkiibasyon



siiresi sonunda VEGF miktarinda MCF-7, MDA-MB-231, MCF10A ve HUVEC hiicre
hatlarinda istatistiksel olarak 6nemli bir azalma gézlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Potasyum Iyon Kanali, Amiodaron, Trastuzumab, Meme
Kanseri, Kombinasyon
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Prof. Dr. Aysun OZKAN
Prof. Dr. ibrahim Hakki CIGERCI



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND ANTIANGIOGENIC EFFECTS OF
AMIODARONE AND TRASTUZUMAB COMBINATION ON BREAST
CANCER CELLS

Beyzanur SIMSEK
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Esra AYDEMIR
June 2023; 90 pages

In neoplastic progression, ion channels also contribute to the distinctive features
of cancer, such as insensitivity to growth-inhibiting signals, invasion and metastasis,
angiogenesis, and escape from apoptosis. Functions and properties of ion channels can
change under pathological conditions. Some of these altered functions play a role in
critical events for cancer cells such as survival and metastasis. lon channels control cancer
cell proliferation by regulating some important survival signaling pathways and
membrane potential. However, there is no drug specifically designed to target ion
channels for cancer treatment yet. Over time, drug forms have been developed to target
ion channels, which are known to play a role in the pathophysiology of various diseases,
and to treat these diseases. Many antiepileptic and migraine drugs, local anesthetics,
antipsychotics, antiarrhythmics, antihypertensives and oral hypoglycemic agents can be
counted among those used in these treatments. These clinically approved drugs can be
reused for cancer treatment because of their convenience in time, known safety profile,
agreed-upon pharmacokinetic mechanism and economic aspects.

In this thesis study, the cytotoxic and antiangiogenic properties of trastuzumab,
amiodarone alone and their combinations were investigated in MCF-7, MDA-MB-231,
MCF-10A and HUVEC cell lines. Amiodarone, MCF-7 showed a statistically significant
cytotoxic effect in MCF-7 cells at doses of 150, 100, 80, 60, 40, 20 pg/ml at the end of
the incubation period of 48 hours. 72 hour incubation period, it showed a statistically
significant cytotoxic effect on MCF-7 cells at doses of 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg/ml.
24, 48 and 72 hours incubation period, it showed a statistically significant cytotoxic effect
on MDA-MB-231 cells at doses of 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg/ml. Trastuzumab did
not show statistically significant cytotoxic effects in any cell line at 150, 100, 80, 60, 40,
20, 10, 5, 2.5 and 1 pg/ml doses. However, at the end of the 72 hour incubation period, it
caused an antiproliferative effect in the dose range of 150-100 pg / ml. In combinations
of amiodarone 1, 2.5 and 5 pg / ml in MCF-7 cells, no statistically significant cytotoxic
effect is observed at any dose and causes a statistical decrease in cell viability.

As a result of the data obtained, there is no statistically significant change in the
amount of caspase-3 in MDA-MB-231 and MCF7 cells. In the results, it was observed
that there was no apoptotic effect of the drugs alone or in combination, while a statistically
significant decrease was observed in the amount of VEGF in MCF-7, MDA-MB-231,
MCF10A and HUVEC cell lines at the end of the 24-hour incubation period with 2.5 pg
/ ml amiodarone, 5 pug / ml trastuzumab and their combinations.
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Combination.
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ONSOZ

Iyon kanallari, normal dokulara kiyasla kanserlerde anormal bir ifadeye sahip
olduklari i¢in kanserin ayirt edici 6zelliklerine katkida bulunmaktadirlar. Radyoterapi ve
kemoterap6tik ajanlar, sadece hizli boliinen kanser hiicrelerini degil, normal hiicreleride
hedef alarak tedavide yer almaktadir. Son yillarda yeni nesil kanser tedavisi yani
bliylimeyi engelleyen, hiicre 6liimiinii artiran ve kanserin yayilmasini sinirlayan hedefe
yonelik kanser tedavileri 6n plana ¢ikmaktadir. Glinimiizde kanser aragtirmalari, tedavi
icin yeni ilaglar gelistirmeye c¢alismaktadir ve olasi yeni hedeflerin belirlenmesine
odaklanmaktadir. Bu hedefler arasinda yer alan iyon kanallar i¢in ise iyon kanali
blokerleri kullanilmaktadir. Iyon kanal blokerleri iyon kanallarinin hiicre proliferasyonu
ve kanser biiylimesi lizerindeki etkisini belirlemek i¢in 6nemli bir ara¢ ve tedavi yontemi
olmaktadir.

Bu tez kapsaminda meme kanserinde yaygin kullanilan trastuzumab ile
antiaritmik olup aynm1 zamanda iyon kanal blokeri olan amiodaron kombinasyonunun
MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri, MCF-10A ve HUVEC epitel ve
endotel hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri, kaspaz-3 aktivitesi ve VEGF miktarlari
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarin yeni kanser tedavileri igin yapilan ¢alismalara
ve arastirmalara katkida bulunacagini umut etmekteyiz.

Hedeflerime ve hayallerime ulasmak i¢in bana ilham veren hem benim igin bir
ornek hem de hayatta bir yol gosterici olan beni ¢ocuklarindan ayirmayan ve hayatimda
kiymetli izler birakan saygi deger danisman hocam Dog. Dr. Esra AYDEMIR e

Akademik alanda ve hayatimin her aninda ilgisi, destegi ve bilgi birikimiyle her
zaman yanimda olan, bu yolda bana 1s1k tutan sayin hocam Dr. Aysegiil Cansu KILIT e

Benim i¢in sadece bir laboratuvar ¢aligma arkadasi olmayip bu siireglerde gerek
bilgi birikimiyle gerekse yardimlariyla yanimda olan bana gosterdigi biitiin destekler i¢in
kiymetli dostum Serap OZKAYA GUL’e

Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Kanser Molekiiler Biyolojisi
laboratuvari ekip arkadaglarima ve Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’niin 6gretim tiyelerine
tesekkiir ederim.

Bu siiregte her zaman yanimda olan ve beni motive eden canim arkadaslarima,

Hedeflerime giden yolda her daim yanimda olan, ne zaman pes edecek olsam
elimden tutup ilerlememi saglayan ve bu hayattaki zorlu kosullar tek bagina sirtlanan
beni bugiinlere getiren, bana her daim inanc1 olan biricik annem Giiler KILIC’a, hayatta
hep birbirimizin destekg¢isi oldugumuz iyi ki hep yanimda dedigim canim kardesim
Aysenur BALKIS’e, her zaman her konuda beni destekleyen, benimle bu hayat yolunu
birlikte yiiriiyen ve varligiyla hayatima anlam katan camim esim Sefa Mert SIMSEK e
tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans grenimim boyunca BIDEB 2210-A Genel Yurt I¢i Yiiksek Lisans
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GIRIS B. SIMSEK

1. GIRIS

Kanser diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda olup 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur. Giiniimiizde tanimlanan 100’den fazla farkli kanser tiiri mevcuttur
(Fitzgerald vd., 2022; Zugazagoitia vd., 2016; Hanahan ve Weinberg, 2000). Hanahan ve
Weinberg (2011)’e gore kanser hiicrelerinin on tane ayirt edici 6zelligi bulunmaktadir
(Hanahan ve Weinberg, 2011). Tiimor gelisimi sirasinda kazanilan bu 6zelliklerin her biri
yeni tani ve tedaviler i¢in uygun birer belirte¢ olarak kullanilabilir (Nair vd., 2018;
Hanahan ve Weinberg, 2011).

Meme kanseri, her yedi kadindan birini etkileyen ve erken bir asamada teshis
edilirse yiiksek oranda tedavi edilebilen kadinlarda en yaygin invaziv kanserdir (Gadaleta
vd., 2022; Nair vd., 2018). Meme kanseri risk faktorleri arasinda yas, tireme faktorleri,
kisisel veya ailesel meme hastaligi Oykiisii, genetik yatkinlik ve cevresel faktorler
bulunmaktadir (Shah vd., 2014).

Cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyasyon kanser tedavileri arasinda yer almaktadir.
Kanser tedavi yontemleri birgok kanser tiirti i¢in sinirh klinik sonuglara sahip olmasina
ragmen bu sinirli klinik sonuglara neden olan faktorleri diizenlemek i¢in yeni tedavi
yontemleri aragtiritlmaktadir. Kanser hiicrelerinde proliferasyon, farklilasma ve apoptoz
gibi hiicresel siireglerde iyon kanallarmin rolii ve tedaviler i¢in 6zellikle K* ve Ca*? kanal
blokerlerinin islevi 1980’lerin sonunda ortaya c¢ikarilmistir (Li ve Xiong, 2011,
Prevarskaya vd., 2010).

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptdrii 2 (HER2) nin asir1 ekspresyonu, meme
kanseri patofizyolojisinde yer almaktadir ve meme kanseri tedavisi i¢in klinik olarak ilgili
bir biyobelirteci temsil etmektedir. HER2'yi hedefleyen trastuzumab, HER2-pozitif
meme kanseri tedavisi i¢in onaylanan ilk biyolojik ilagtir. Farkli anti-HER2 ajanlar1 (6r.
pertuzumab ve lapatinib) olmasina ragmen, trastuzumab bu hastaligin tedavisi i¢in altin
standart olmaya devam etmektedir (Maximiano vd., 2016).

Iyon kanallar;, membranda 3-5A c¢apta olusturduklar1 delikler aracihigiyla iyon
hareketlerini gergeklestirir. Iyonlarin membrandaki bu hareketleri evrimsel olarak
korunmus olup yasam i¢in dnemli islevlere sahiptir (Cannon, 2007, Akay vd., 2010) Iyon
kanallar1 ge¢is mekanizmalarina gore iki kategoriye ayrilabilir: 1) Voltaj kapili iyon
kanallari: membran potansiyel degisikliklerine bagli olarak kanalin acilip kapanmasi
gerceklesir. Bu kanallar aktive olduklarinda belirli iyonlar iletirler. 2)Ligand kapili iyon
kanallar1: Yiiksek bir secicilik olmadan katyonlar1 veya anyonlari ileten iyon kanallaridir.
Patolojik kosullarda iyon kanallarinin islevleri veya ozellikleri degisebilir (Li ve Xiong,
2011). Bu islevlerin bazilari, kanser hiicresinin hayatta kalmasi ve metastazi i¢in kritik
oneme sahiptir (Lang ve Stournaras 2014).

Potasyum iyon kanallar, K* iyonlarinin hiicre zar1 boyunca segici ve etkili bir
sekilde iletilmesine izin veren transmembran proteinlerdir. Birden fazla fizyolojik ve
patofizyolojik siiregte de yer almaktadir. Potasyum iyon kanallarmin farkli iyeleri
arasindaki gesitlilik bu kanallarin agik oldugu farkl yollarla ilgilidir. Bu kanallar voltaj
kapili, iki gdzenekli, ice dogru dogrultucu ve kalsiyumla aktive olan potasyum kanallar
lizere dort farkli iyeden olusmaktadir (Oster vd., 2019; Pardo ve Stiihmer, 2014; Emre,
2020; MacKinnon, 2003). Potasyum iyon kanallar1 hiicre hacminin diizenlenmesi,
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proliferasyonu, hiicre migrasyonu, anjiyogenez ve apoptoz gibi farkli hiicre
fonksiyonlarima ek olarak nérotransmitter ve insiilin salinimini etkiler, membran
potansiyeli ve hiicre uyarilabilirliginin kontroliinii saglamaktadir. Potasyum kanallar1 bu
fizyolojik 6zellikleri sayesinde c¢ok sayida hastalik i¢in terapotik hedef olarak gorev
yapmaktadir. Kanallarin islev bozukluklarinda timér ilerlemesi ve maligniteye neden
olurken alzheimer, Parkinson hastaligi ve benzeri bazi ciddi hastaliklara da neden
olabilmektedir (Comes vd., 2015; Tian vd., 2014)

Amiodaron, ilk olarak antianjinal tedavi i¢in gelistirilmis olsada, 1969 yilinda
antiaritmik etkisi kesfedilmistir. 1985 yilinda yagsami tehdit eden ventrikiiler aritmi
tedavisi icin Food and Drug Administration (FDA) onay1 alan, sinif IIT antiaritmik bir ilag
olarak kategorize edilmektedir. Amiodaronun, vazodilatasyon, fosfolipaz inhibisyonu,
tiroid hormon metabolizmasinin segici inhibisyonu ve iyon kanal bloklamasi gibi farkli
farmakolojik aktiviteleri de mevcuttur bilinmektedir (Kozlik, 2003; Chow vd., 1996).
Amiodaron’un ana metaboliti desetilamiodarondur ve sitokrom P450 (CYP450) enzim
grubu tarafindan metabolize edilir. Lipofilik yapida olan Amiodaron, kan dolagimi yerine
biiyiikk oranda yag dokusu, karaciger ve akciger dokularinda depolanmaktadir (Kozlik,
2003; Chow vd., 1996; Ha vd., 2005; Zaidel, 2019). Klinik 6ncesi yapilan ¢alismalarda,
Amiodaron'un bir¢ok kanser tiirlinde ilag direncini tersine ¢evirebildigi ve hem tek bir
ajan olarak hem de farkli kanser ilaglar1 ile kombine halde sitotoksik etkiler sergiledigi
gosterilmistir (Steinberg vd., 2020).

Bu tez kapsaminda meme kanserinin tedavisinde siklikla kullanilan trastuzumab
ile potasyum kanal blokeri ve antiaritmik bir ila¢ olan amiodaron’un birlikte kullaniminin
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri ile MCF-10A ve HUVEC epitel ve endotel
hiicreleri iizerindeki olasi sitotoksik ve antianjiyogenik etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmaktadir. Bu kombinasyon c¢alismasinin birgok c¢alismaya ve onkoloji
birimlerinde kullanimina 6n bulgu olarak yol gosterici olacagini umut etmekteyiz.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Iyon Kanallar

Iyon kanallari, intraselliiler ve ekstraselliiler ortamlar arasinda membranda 3-5A
capta olusturduklar1 delikler araciligiyla spesifik iyonlarin gecgisine olanak saglarlar.
Iyonlarin membrandaki bu hareketleri evrimsel olarak korunmus olup yasam igin nemli
islevlere sahiptir (Akay vd. 2010.; Kondratskyi vd., 2015). Iyon kanallarinin islevleri
arasinda endokrin fonksiyonu (adrenaller, gonadlar, hipofiz, pankreas), kasilmalar (kalp
kasi, iskelet kasi, diiz kas), noronal uyarilabilirlik, hiicre hacmi regiilasyonu, hiicresel go¢
ve hiicre proliferasyonu gibi hiicresel siiregler yer almaktadir (Brackenbury 2016; Weir
2020).

Iyon kanallar gecis mekanizmalarina gére iki ana kategoriye ayrilabilir. 1) Voltaj
kapili iyon kanallari: membran potansiyel degisikliklerine bagli olarak kanalin agilip
kapanmasi gerceklesir. Bu kanallar aktive olduklarinda belirli iyonlart iletirler. 2)Ligand
kapili iyon kanallari: Biiyiik glikoprotein alt birimlerinden olusturulan multimerik
proteinlerdir. Iyon kanali iizerindeki bir reseptdre (direkt) ya da ayr bir reseptore
(indirekt) bir ligandin (kimyasal molekiil, nérotransmitter vb.) baglanmasiyla aktive edilir
ve islevini gerceklestirir. Bu grup iyon kanallart genellikle genel anestezikler, trankilizan
(anksiyolitikler), antiemetikler ve ndromiiskiiler bloke edici ilaglar tarafindan
modiilasyona duyarlidir. Patolojik kosullarda iyon kanallarinin islevleri veya o6zellikleri
degisebilir. Bu islevlerin bazilari, kanser hiicresinin hayatta kalmasi ve metastazi i¢in
kritik 6neme sahiptir (Erdogan 2018; Lang ve Stournaras 2014; Li ve Xiong 2011.; Weir
2020).

Neoplastik ilerlemede iyon kanallari, Hanahan ve Weinberg (2011)’in belirtmis
oldugu biiylimeyi inhibe edecek sinyallere karsi duyarsizlik, invazyon ve metastaz,
anjiyogenez, apoptozdan kagma gibi ayirt edici 6zelliklere de katki saglamaktadir. Kanser
gelisimine ve ilerlemesine yardimecir olan bu kanallar onkojenik kanallar olarak
tanimlanmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Leanza vd., 2016).

12011 Kanallar1 |

I

P, . . . . . Hiicre hacmi Morfolojik
Apoptoz V,,/ Hilcre dongiisii Migrasyon | | Invazyon | | Intraseliiler sinyal kaskadlar1 | | Adezyon diizenlenmesi degisim
[ [ [ [ \ |

Primer tiimér
biiylimesi
Anjiyogenez
Hiicresel yayilim

I

Hastaligin
ilerlemesi, niiksii ve
metastazi

Sekil 2.1. Kanser ilerlemesinde iyon kanallarinin ¢oklu rolleri (Brackenbury 2016’dan
uyarlanmistir)
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Kanser hiicrelerinde, hiicre dongiislinlin ¢esitli asamalar1 sirasinda hiicre
hacminde degisiklikler meydana gelmektedir. Hiicre hacmi esas olarak potasyum,
kalsiyum, sodyum ve kloriir gibi iyonlar tarafindan diizenlenir. Ca*?, Na* ve K* gibi iyon
kanallari, bazi Onemli hayatta kalma sinyal yollarim1 ve membran potansiyelini
diizenleyerek kanser hiicresi proliferasyonunu kontrol eder. Kanserdeki bu islevlerine
ragmen, kanser tedavisi i¢in iyon kanallarin1 hedeflemek iizere 6zel olarak tasarlanmis
herhangi bir ilag heniiz mevcut degildir. Cesitli hastaliklarin patofizyolojisindeki rolii
bilinen iyon kanallarin1 hedef alan, bu hastaliklar1 tedavi edecek ilag formlar1 zamanla
gelistirilmistir. Bu tedavilerde kullanilanlar arasinda birgok antiepileptik ve migren
ilaglar1, lokal anestezikler, antipsikotikler, antiaritmikler, antihipertansifler ve oral
hipoglisemik ajanlar sayilabilir. Klinik olarak onaylanmis bu ilaglar, zaman, bilinen
giivenlik profili, insanlar iizerinde anlasilmis farmakokinetik mekanizma ve ekonomik
yonleriyle kolaylik saglayacag: i¢in kanser tedavisi i¢in yeniden kullanilabilir. Iyon
kanallar1, normal hiicrede ve kanser hiicresinde farkli sekillerde eksprese ediliyor bu
anormal ekspresyon malign doniisiime iliskin aragtirmalarda yeni biyobelirteg olarak da
kullanilabilir (Cannon, 2007; Erdogan, 2018; Kale vd., 2015; Lastraioli vd., 2015).

2.1.1 Potasyum Iyon Kanallar

Potasyum iyon kanallari, hiicre zar iizerinde bulunmaktadir. Intraselliiler ve
ekstraselliiler ortamlar arasinda potasyum (K+) iyon akigini kontrol eden transmembran
proteinlerdir (Emre, 2020; Kondratskyi vd., 2015). Potasyum kanallarin1 kodlayan genler
hem bitki hem de hayvan basta olmak iizere bir¢ok hiicre tiirlinde mevcuttur. Siki bir
sekilde kontrol edilen potasyum kanallari, aktif bolgesi tarafinda yer alan segici filtre
sayesinde potasyum iyonlarini iletir. Bu se¢ici filtre, sodyum (Na®) iyonlarinin gegisini
engellerken K* iyonlarinin gegisine izin vermektedir. Bu islevi, K* kanallarinin ayirt edici
bir ozelligidir. Potasyum kanallari, sodyum kanallarina kiyasla ¢ok daha secicidir ve
10.000 kat daha gecirgendir (Emre, 2020; MacKinnon, 2003). 1y0n kanallar icerisinde
en yaygin olan potasyum iyon kanallari, yapisal dlgiitlere, iletkenlik 6zelliklerine, hiicre
zarindaki molekiiler diizenine ve farmakolojik yapilarinin farkliligina goére dort alt
gruptan olusmaktadir. Bunlar sirasiyla voltaj kapili potasyum kanali (Kv), igeriye
dogrultucu potasyum kanali (Kir), kalsiyum (Ca*?) ile aktive edilmis potasyum kanali
(KCa) ve iki gozenekli (K2P) potasyum kanallaridir (Emre, 2020; Kale vd., 2015;
Kondratskyi vd., 2015).

Voltaj kapili potasyum kanallar1 (Kv), hiicre membraninda potasyum iyonlarinin
gecisi icin transmembran voltajindaki degisikliklere yanit olarak acilip kapanan
kapilardir. Kv kanallar1, 40 gen tarafindan kodlanip 12 alt grup (Kv1-Kv12) ile en biiyiik
K* kanali sinifin1 olusturmaktadir. Bu kanallar dort o alt gruptan olusur ve her bir alt
grupta 6 transmembranal segment (S1-S6)’ten olusmaktadir. Burada yer alan S1-S4
segmentleri voltaj sensorleri gibi igleve sahipken, S5 ve S6 segmentleri K+ iyonunun
gecis yaptigl kapr boliimiinii olusturmaktadir. S4 segmenti pozitif yiiklii aminoasitleri
icermekte ve bu kanalin voltaja bagimli olarak agilip kapanmasi i¢in sensor islevi
gormektedir. Bundan dolay1 kapi ve voltaj sensorii fonksiyonel olarak baglantili
caligmaktadir. Zarin depolarizasyonu durumunda voltaj sensorii kapt boliimiine sinyal
gonderip bunun sonucunda kanal kapisinin agilmasini saglamaktadir. Voltaj kapili
potasyum kanallarinin islevleri arasinda, apoptoz diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu,
adezyon, endokrin fonksiyonu, kardiyak aktivitenin diizenlenmesi, hiicresel go¢ ve hiicre
hacmi regiilasyonu yer almaktadir. Bu iglevler kanser hiicrelerinin olusumuyla da iliskili
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olmasindan dolayr Kv kanallarmin islevlerindeki herhangi bir degisim veya fazla
ekspresyon saglikli hiicrelerde onkojenik etki yapabilecegini gostermektedir. Voltaj
kapili potasyum kanallarinin mekanizmasi ve islevlerinin anlasilmas1 buradaki
mutasyonlarla iliskili hastaliklarin nedenlerini belirlemekte ve yeni tedavi yontemleri
gelistirmek i¢in 6nemli bir konuma sahiptir (Cosan vd., 2017; Emre, 2020; Grizel vd.,
2014; Zufiiga vd., 2022). Igeriye dogrultucu potasyum kanallar1 (Kir), dért alt birimden
olusup iki transmembran a-helix yapist igermektedir ayn1 zamanda yapisal olarak en basit
iyon kanali grubuna dahildir. igeriye dogrultucu potasyum kanallar1 kanallar1 yapisal
olarak 7 alt gruptan olugmaktadir. Kir kanallar1, hiperpolarizasyonla aktive edilmekte
olup kanalin islevi zar potansiyeli ve hiicre dis1 potasyum konsantrasyonu ile
diizenlenmektedir. Bu kanalin fonksiyonlar1 arasinda kardiyak ve noral hiicre
aktivitesinin modiilasyonu, insiilin salgilanmasi ve epitelyal K+ taginmasi yer almaktadir.
Bu kanallar noronlar, endotel ve glial hiicreler, kan hiicreleri, miyositler ve oositler gibi
birgok hiicrede ifade edilmektedir (Emre, 2020; Richter-Laskowska vd., 2023). Kalsiyum
(Ca*?) ile aktive edilmis potasyum kanallar1 (KCa), hiicre i¢i Ca* iyon
konsantrasyonunda olusan artiy ve membran potansiyelinin hiperpolarizasyonundaki
degisikliklerle aktive olmaktadir. Iletkenlik &zelligine gdre biiyiik (BK), orta (IK), kiiciik
(SK) olmak fiizere ii¢ alt iiniteye ayrilmaktadir. Buradaki gruplar doku dagilimlaria ve
farmakolojik oOzelliklerine gore degisiklik gostermektedir. BK kanallari, noronlar,
mikroglialar, astrositler ve miyositlerde ifade edilmektedir. IK kanallari, kan, epitel
hiicreleri ve periferik noronlarda ifade edilmektedir. SK kanallar1 ise merkezi ve periferik
sinir sisteminde ifade edilmektedir. Ayrica KCa kanallar1 kalpte de eksprese edilmektedir
ve Ozellikle atriyal miyosit ve atriyoventrikiiler diiglimde kardiyak aksiyon potansiyelinin
repolarizasyonunda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Brown vd., 2020; Emre, 2020;
Trombetta-Lima vd., 2020). Yaklasik 25 yil 6nce kesfedilen iki gézenekli potasyum
kanallar1 (K2P), potasyum iyon kanallarinin en yeni grubu olarak bilinmektedir. Yap1 ve
fonksiyonel ozelliklerine gdre 6 aileden olusan 15 K2P kanali vardir. Iki gozenekli
potasyum kanallari, gesitli organ ve dokularda yaygin olarak ifade edilmektedir. Bu
kanallar, miyelinli aksonlarda aksiyon potansiyel yayilimi, kalp ritminin diizenlenmesi,
uyku siiresi, goz i¢i basincinin diizenlenmesi, noro ve kardiyoprotektif etki, apoptozis gibi
bir¢ok fizyolojik siirecte rol oynamaktadir. Fizyolojide oynadigi temel roller, bu kanalin
yer aldig1 doku ve organlardaki fonksiyonlarinin 6nemini agiklamaktadir. K2P kanallari,
agri, aritmi, depresyon, migren, inflamasyon, kanser de dahil olmak iizere bircok
patolojik durumu hedefleyen yeni terapdtikler i¢in umut verici bir hedef olmaktadir
(Emre, 2020; Kamuene vd., 2021; Natale vd., 2021).

Potasyum iyon kanallari, norotransmiterlerin salinimi, noronlarin ve kas
dokusunun uyarilabilirliginin diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu ve sinyal iletimi,
insiilin salgilanmasi, hiicre hacminin diizenlenmesi ve apoptoz gibi ¢ok sayida fizyolojik
stirecte rol oynamaktadir (Emre, 2020; Kondratskyi vd., 2015; Zuadiga vd., 2022). Ayni
zamanda potasyum kanallari, néronal ve kardiyak hiicrelerinin uyarilabilirligini etkileyen
kalitsal hastaliklarda (epilepsi, kalp ritim bozukluklari), pankreasta bulunan [-
hiicrelerinden insiilinin kontrol edilmeden salinimi (konjenital hiperinsiilinizm), duyu
organlarinda gergeklesen hasarlar (sagirlik, korliik) ve bazi kanser tiirleri (rahim, gliom
benzeri, prostat ve kolorektal kanserler) gibi patolojik siireglerde de rol oynamaktadir.
Genomik, transkripsiyonel, translasyon sonrasi veya epigenetik degisikliklere bagli
olarak potasyum kanallarinin asir1 ekspresyonu bazi kanser tiirlerinde biiyiimeyi inhibe
edecek sinyallere karsi duyarsizlik, apoptozdan kagcma, anjiyogenez ve metastaz gibi
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stirecleriyle iligkilendirilmektedir (Emre, 2020; Kale vd., 2015; Leanza vd., 2016). Son
yillarda iyon kanallar igerisinde 6zellikle potasyum iyon kanallar1 kanser tedavisi i¢in
molekiiler bir hedef olarak goriilmektedir. Potasyum kanal blokerleri olarak kullanilan
ilag gruplar1 arasinda antihipertansifler, antiaritmikler, anestezikler, antidepresanlar,
antihistaminikler, analjezikler yer almaktadir. Potasyum kanal blokerleri ile yapilan
calismalarda, bu ilaglarin tiimor proliferasyonunu dogrudan inhibe ederek veya kombine
bir terapotik yontem olarak kemoterapétik ilaclarin etkinligini arttirarak antitimor
aktivite gosterdigini belirtmektedir (Ganser vd., 2021; Zaniga vd., 2022).

2.1.2 Amiodaron

Amiodaron, ilk olarak 1961 yilinda antianjinal etkiye sahip bir ila¢ olarak
kullanilsa da, 1969 yilinda antiaritmik etkisi kesfedilmistir. Food and Drug
Administration (FDA), 1985 yilinda yasami tehdit eden ventrikiiler aritmi tedavisi i¢in
amiodaron kullanimini1 onayladi. Kullanim onayinin ardindan giiniimiize kadar klinik
kullanimda iyi bilinen ve etkili olan Vaughan Williams siniflandirmasindan sinif III
antiaritmik bir ilagtir (Cizelge 2.1.) (Hamilton vd., 2020; Kozlik, 2003; Mali vd., 2014;
Steinberg vd., 2020).

Cizelge 2.1. Antiaritmik tedavi i¢in Vaughan Williams siniflandirma sistemi (Barton vd.,
2020’den uyarlanmistir)

Vaughan Williams Antiaritmik Siniflandirilmasi
Simif Etki Mekanizmasi ilag:lar
Sinif | Sodyum Kanal Blokerleri

Prokainamid
la Kinidin
Meksiletin
Ib Lidokain
Flekainid
lc Propafenon
Bisoprolol
Sinif ll B- Blokerler Karvedilol
. Amiodaron
Sinif 11l Potasyum Kanal Blokerleri
Sotalol
) . Verapamil
Sinif IV Kalsiyum Kanal Blokerleri s
Diltiazem
Sinif V Diger Ajanlar Digoksi.n
Adenozin

Amiodaron, aksiyon potansiyelinin 3. fazinda repolarizasyondan sorumlu
potasyum kanallarin1 bloke ederek etkin refrakter periyodunu uzatir yani iyon kanalini
bloke ederek antiaritmik kalp hastaliklarinin tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir
(Steinberg vd., 2020; Zaidel, 2019). Bu etkisinin yani sira vazodilatasyon, fosfolipaz
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inhibisyonu, tiroid hormon metabolizmasinin segici inhibisyonu gibi farkli farmakolojik
aktivitelere de sahiptir (Chow vd., 1996). Amiodaron, molekiiler formiilii C2sH29l2NO3
ve molekiiler agirhigi 681.8 g/mol olan benzofuran tiirevidir (Sekil 2.2.) (Mali vd., 2014).
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Sekil 2.2. Amiodaron yapisal formiilii (Van Erven ve Schalij 2010°dan alinmigtir.)

Amiodaronun oral biyoyararlanimi %30-50 oraninda olup yemekle birlikte
alindiginda emilim hiz1 artmaktadir ayrica oral kullanimi haricinde intravenz olarak da
kullanilmaktadir. (Hamilton vd., 2020; Zaidel, 2019). Amiodaron, insan plazma
proteinlerine yliksek oranda baglanir ve lipofilik 6zellige sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1
yag dokusu, karaciger ve akciger gibi dokularda birikmektedir (Ha vd., 2005;
Vyskocilova vd., 2017). Amiodaron, karacigerde CYP3A4 araciligiyla aktif bir metabolit
olan desetilamiodaron’a metabolize olur (Sekil 2.3.) (Hamilton vd., 2020; Zaidel, 2019).
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Sekil 2.3. Desetilamiodaron yapisal formiilii (Van Erven ve Schalij 2010’dan alinmuistir.)

Diinya capinda yaygin kullanim1 nedeniyle amiodaron ve kanser iliskili raporlar
mevcuttur. Potasyum iyon kanalinin inhibisyonu, hiicre proliferasyonunda énemli bir
sinyal diizenleyici olan PI3K/AKT yolagimi etkilemektedir. Lipofilik bir ila¢ olan
amiodaron, hiicre zarmna niifuz edebilir ve muhtemelen mitokondriyal zara da
erisebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda hiicre i¢i amiodaron birikiminin meydana geldigi
gosterilmistir. Ayrica potasyum kanal inhibisyonu reaktif oksijen tiirlerinin salinmasini
indiikler ve apoptozun arttirtlmasim saglamaktadir (Ketchem vd., 2018). Yapilan klinik
oncesi ¢aligsmalarda amiodaron’un ¢esitli kanser tiirlerinde ¢oklu ilag direncini tersine
cevirdigi gosterilmistir. Bu calismalarin yan1 sira prostat, hepatoseliiler ve meme
karsinomlar1 dahil olmak tizere farkli kanserler lizerinde tek bir ajan olarak ya da farkli
kemoterapotik ajanlarla kombinasyon yapilarak kullanilmasi etkili bir kanser 6nleyici
tedavi olabilecegini gostermektedir (Mali vd., 2014; Steinberg vd., 2020).

2.2. Kanser

Kanser, diinyada mortalite orani1 olarak kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer almaktadir. 2020 senesinde tahmini 19,3 milyon kisinin yeni kanser
tanist aldigi ve 10 milyon kisinin ise kanserden oldiikleri tespit edilmistir. Diinyada
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yaklasik olarak 6 Oliimden biri, {iilkemizde ise 5 Oliimden biri kanserden
kaynaklanmaktadir. Erkeklerde sirasiyla akciger, prostat ve kolorektal kanserin goriilme
siklig1 tilkemizde ve diinyada benzerlik gostermektedir. Kadinlarda ise diinyada goriilme
sikligina gore sirastyla meme, kolorektal, akciger kanseri yer almaktadir. Ulkemizde ise
bu siralama meme, tiroit, kolorektal olarak degismektedir. Ulkemizde kadinlarda
tanilanan kanserler i¢erisinde goriilme sikligina gore her 4 kadindan birinin meme kanseri
oldugu, her 10 kadindan birini ise kolorektal kanser oldugu bilinmektedir (Baran Deniz,
2022; Ferlay vd., 2021).

Kanser, hiicresel DNA’daki bilgi bozuklugu ile ortaya ¢ikan ve anormal gen
ekspresyonuna neden olan genetik bir hastaliktir. Bu anormal ekspresyonun sonucunda,
saglikli hiicrelerin biiyiime, hayatta kalma ve invazyon/motilite gibi fonksiyonlarini
kontrol eden genlerin islevleri artarken, bu fonksiyonlar1 baskilayan genlerin islevleri ise
inhibe edilir. Kanser hastaliginin ortaya cikabilmesi i¢in sadece bu &zellikler yeterli
degildir biiyiime sinyallerine ihtiyag duymama, biiylimeyi inhibe edecek sinyallere karsi
duyarsizlik, invazyon ve metastaz, anjiyogenez, apoptozdan kagma, sinirsiz replikasyon,
genom kararsizligi ve mutasyon, enerji metabolizmasi farklilasmasi, immiin sistemden
kag¢is ve inflamasyon gibi ayirt edici Ozelliklerinde olmasi gerekmektedir (Sekil 2.4.)
(Hanahan ve Weinberg, 2011; Aliustaoglu, 2009; Nenclares ve Harrington, 2020).

Timor baskilayici genler, onkogenler ve DNA tamir genleri kanser gelisiminde
onemli role sahip olan 3 gen ailesidir. Hiicre proliferasyonunu, hayatta kalmasini ve
invazyon/motilitesini diizenleyen proto-onkogenler, mutasyonlarla onkogen haline
dontismektedir. Proto-onkogenlerin mutasyona ugramis kopyalari, kanseri tesvik etmek
igin yeterli bir faktordiir. Glinimiize kadar Ras, Erk ve Myc gibi 50-60 onkogen
tanimlanmistir. Onkogenlere doniisiimle birlikte hiicre biiylimesinin kontrol mekanizmasi
bozulmakta ve hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonlarina ve biiyiimelerine yol agarak
kanser patogenezinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Tiimor baskilayici genler normal
hiicrelerde  proliferasyonu ve boliinmeyi kontrol ederek kanser gelisimini
engellemektedirler. Timor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar islev
kaybina yol agarak hiicre dongiisiinde kontrol kaybolmasina ve hiicrenin kontrolsiiz
cogalmasina neden olmaktadir. Retinoblastoma (Rb) ve P53 genleri tiimor baskilayici
genlere ornektir. DNA tamir genleri ise hiicre dongiisii sirasinda ortaya ¢ikan genetik
hasarlar1 ortadan kaldirmaktadir. Yapilan tamirin basarisiz oldugu durumlarda ise
hiicreleri apoptotik veya nekrotik yolaklarla yok ederek kanser hiicrelerinin olusmasini
onlemektedir. Kanser olusumundaki diger faktorler ise alkol ve tiitiin {irlinlerinin
kullanimi, beslenme aligkanliklari, kimyasallar, viriisler, radyasyona maruziyet ve
cevresel faktorler gibi bir¢ok drnekten olusmaktadir (Baykara, 2016; Aliustaoglu, 2009;
Kontomanolis vd., 2020; Nenclares ve Harrington, 2020; Yokus ve Cakir 2012)
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Sekil 2.4. Kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011)
2.2.1. Apoptoz

Apoptoz, fizyolojik ve morfolojik 6zellikleri olan farkli mekanizmalarla ¢alisan
programlanmis hiicre dliimiidiir. Apoptoz kelimesi ilk defa Kerr ve arkadaslari tarafindan
1972 senesinde morfolojik olarak farkli bir hiicre 6lim tipini tanimlamak igin
kullanilmigtir. Organizmanin gelismesi, proliferasyonu, farklilagmasi, homeostazi ve
immiin sistemdeki hatali hiicrelerin yok edilmesi gibi birden fazla fizyolojik stirecte rol
oynamaktadir. Apoptoz hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 sinyaller tarafindan aktive edilir.
Hiicre i¢i sinyalleri arasinda DNA hasari, bliylime faktorii eksikligi ve sitokin eksikligi
yer alirken, en yaygin hiicre dis1 sinyaller ise hasar gormiis veya enfekte olmus hiicrelere
yanit olarak bagisiklik sisteminden sitotoksik T hiicreleri tarafindan iiretilen ve 6liime
neden olan sinyaller yer almaktadir. Apoptoziste 5 farkli yolak mevcuttur. Bunlar
intrinsik yolak, ekstrinsik yolak, DNA hasar1 nedeniyle p53 ile aktive olan kaspaz 2
bagimh yolak, kaspazin dogrudan aktivasyonu ile granzim-B yolagi ve DNA
fragmantasyonu ile aktive olan granzim-A yolagidir. Bu yolaklar arasinda intrinsik
apoptotik yolak ve ekstrinsik apoptotik yolak en onemli iki basamaktir (Sekil 2.5.)
(D’Arcy, 2019; Celepli vd., 2020; Dagdeviren, 2021; Pfeffer ve Singh, 2018).
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Apoptoz mekanizmasinda gorev alan gruplar arasinda Fas, Fas-ligand (FasL),
BCL-2, p53 ve kaspazlar yer almaktadir. Instrinsik yolak, mitokondriyal zar
gecirgenligini kontrol eden proapoptotik ve antiapoptotik proteinleri igeren Bcl-2 ailesi
tarafindan diizenlenmektedir. Proapoptotik proteinlerin fazla oldugu ortamda hiicre
apoptoza egilimli olmaktadir. Bu proteinler sitozolde yer almakta olup AIF (apoptoz
indiikleyici faktor) ve sitokrom-c’nin salinimini arttirarak apoptozu indiiklemektedir.
Antiapoptotik proteinlerin dahafazla oldugu durumda ise hiicre apoptoza az egilim
gostermektedir. Miitokondrinin dis zarinda, endoplazmik retikulumda ve c¢ekirdek
zarinda bulunmaktadir. Hiicrelerde kalsiyum miktarimi kontrol ederek AIF, sitokrom-c
salinimin1 azaltip apoptozu inhibe etmektedir. Apoptoz mekanizmasinin aktivasyonu bu
proteinlerin arasindaki dengeye baglidir. Apoptoz mekanizmasi ve inflamasyonda
kaspazlar (sistein aspartat spesifik proteazlar) onemli bir role sahiptirler. Kaspazlar
inaktif formda bulunur ve apoptozun indiiklenmesinden sonra kesilerek aktif kaspaz
formuna doniismektedirler. Apoptotik kaspazlar ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5,
11, 12, 13, 14) olarak iki gruba ayrilirlar. Apoptotik kaspazlar ise kendi igerisinde
baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10) ve efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) olarak
siiflandirilmaktadir (Babacan, 2023; Kartlasmis vd., 2016; Dagdeviren, 2021).

DNA hasari, hipoksi, yliksek sitozolik kalsiyum konsantrasyonlari, endoplazmik
retikulum stresi, fazla reaktif oksijen tiirlerinin olmas1 ve biiytime faktor eksikligi gibi
bircok neden intrinsik apoptotik yolagi tetiklemektedir. Apoptotik uyar: hiicre i¢i
sinyallerin alinmasiyla baslatilir. Pro-apoptotik protein olan Bid; antiapoptotik protein
olan Bcl-2’ yi inaktive eder ve boylece Bax ve Bak proteinleri aktive edilir. Bu aktivasyon
sonucunda Bax ve Bak proteinleri mitokondri membraninda por olusumunu indiikleyip
mitokondri dis membran gegirgenliginde degisiklige neden olmaktadir. Bu porlardan
sitokrom-c, Smac/Diablo, AIF, endoniikleaz G salinimi uyarilir. Sitokrom-c, elektron
tagiyarak oksidatif fosforilasyonu baslatir. Smac, inhibitoér apoptotik faktdr (IAF)’i
baskilar ve apoptozu hizlandirir. AIF “in ¢ekirdege translokasyonu olup ve Endoniikleaz-
g DNA’y1 pargalamaktadir. Sitokrom-c, Apoptotik proteaz aktive eden faktor-1 (APAF-
1) ve prokaspaz-9 sitozolde Apoptozom denilen bir kompleks olusturur ve apoptozom
kaspaz 9’u aktiflestirir. Aktive olan kaspaz-9 ise efektor kaspaz olarak bilinen kaspaz-3°ii
aktive etmektedir. Kaspaz-3 ise inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)’1 inaktif ederek
serbest hale gelmektedir (Babacan, 2023; Bildik ve Bayar, 2018; Galluzzi vd., 2018;
Dagdeviren, 2021).

Ekstrinsik yol olarak isimlendirilen bir diger apoptoz yolu ise 6liim reseptorleri
olarak bilinen hiicre zar proteinleri tarafindan aktive edilir. Oliim reseptdrleri ve
ligandlari icerisinde FasL/FasR, tiimor nekroz faktorii reseptorleri TNFR1 ve TNFR2 ve
TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) reseptorleri DR4 ve DRS yer
almaktadir. Hedefte bulunan hiicrenin membranindaki 6liim reseptoriine 6liim sinyali
baglanarak aktive edilir. FAS, TNF ve DRS gibi hiicre yiizeyinde bulunan 6lim
reseptorlerinin 6liim sinyalleri olan FasL, TNF- a ve TRAIL ile baglanmasi1 sonucu 6lim
reseptorleri trimerik bir yap1 kazanmaktadir. Bu trimerik yap1 prokaspazla birleserek
6limii indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) adi verilen yapiy1 olusturmaktadir. Olusan
bu yap1 inaktif durumdaki prokaspaz-8’i aktif formu olan kaspaz-8’e doniistiirmektedir.
Kaspaz 8, dogrudan ya da dolayl olarak kaspaz 3’1 aktive etmektedir. Dogrudan kaspaz-
8 kaspaz-3’u aktif forma doniistiirebilir ya da dolayli olarak ise Bcl-2 ailesinin bir
proapoptotik iiyesi olan Bid’i keserek intrinsik apoptotik yolaktan kaspaz-9’u sonrasinda
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kaspaz-3’ii aktive edebilir (Carneiro ve El-Deiry, 2020; Coskun ve Ozgiir, 2011;
Dagdeviren, 2021).

A e
DNA hasari
Hipoksi
Biiytime faktor eksikligi
Metabolik stres

P

BIM BMF BCL-2 MCL-1
PUMA BAD @ — BCL-XL A1
NOXA HRK W BCL-W

BIK s\ j | \/@ 1@
A

cytochrome C release / Kaspaz

CASPQ? APAF1 e aktivasyonu

Kaspaz CASP8
aktivasyonu

CASP9 g
\ g

Apoptoz

Sekil 2.5. Intrinsik ve Ekstrinsik apoptotik yolaklarin sematik ¢izimi (Voss ve Strasser
2020’den uyarlanmigtir.)

2.2.2. Anjiyogenez

Anjiyogenez, onceden var olan damarlardan yeni damarlarin olusum siirecidir.
Yara iyilesmesi, embriyonik gelisim, menstriiasyon dongiisii gibi fizyolojik olaylarda ve
diyabet, romatoid artrit, iskemik dolasim bozukluklar1 ve kanser gibi ¢esitli patolojik
durumlarda da rol oynamaktadir (Hamutoglu ve Onder, 2017; Teleanu vd., 2019).

Anjiyogenez mekanizmasinin aktivasyonu, proanjiyogenik ve antiantiyogenik
faktorlerinin arasindaki dengeye baghdir (Sekil 2.6.). Proanjiyogenik faktorler arasinda
VEGF, FGF, PDGF, TNF-a, EGF, IL-8 ve anjiyogenin yer almaktadir. Bu faktorler
arasinda en 6nemlisi VEGF ve VEGF A-B-C-D-E-F, PIGF olmak iizere yedi alt gruba
ayrilmaktadir. Anjiyogenezde damar endotelini olusturan endotel hiicreleri temel
hiicrelerdir. VEGF, endotel hiicrelerinde ve lenf damarlarinda bulunan transmembran
tirozin kinaz reseptorlerine baglanmaktadir. Baglandiktan sonra aktiflesen VEGF
reseptorleri hiicre i¢inde sinyal iletimi yapan proteinleri fosforilize etmektedir. Bu olaylar
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sonucunda endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinii saglamaktadir (Demirer vd.,
2014; Hamutoglu ve Onder, 2017; Konukoglu ve Turhan, 2005).

Normallestirilmis

Tiimér
olusumu

Anti-anjiyogenik
tedavi

@ Tiimér hiicreleri  Q0O0) Anti-antiyogenik faktorler
¢ Stromal hiicreler  O@@ Pro-anjiyogenik faktorler
“=~ Kan damarlari

Sekil 2.6. Pro-anjiyogenez faktorlerinin etkisi ile anti-anjiyogenez faktorlerinin etkisi
arasindaki denge (Giuliano ve Pages 2013’den uyarlanmistir).

Hiicrenin anjiyogenezi indiikleme yetenegi, kanserin Onemli ayirt edici
Ozelliklerinden biridir. Kanser ile iliskili anjiyogenez ilk kez 1971 yilinda Folkman
tarafindan tanimlanmistir. Tiim6r dokusu biiylime, invazyon ve metastaz i¢in gerekli olan
besin maddeleri ve oksijen i¢in yeni damar olusumuna ihtiya¢ duyarlar. Tiimor dokusu 1-
2 mm?*’liik boyuta ulastiklarinda daha fazla oksijen ve besin maddesi igin anjiyogenezi
uyarmaktadir. Daha biiyiik boyutlara ulasabilmek i¢in anjiyogeneze ihtiyag¢ duyarlar. Son
yillarda anjiyogenez mekanizmasinin daha ¢ok aydinlatilmasiyla birlikte klinik uygulama
icin antianjiyogenik tedavilerinde gelistirilmesini beraberinde getirmistir. Bir dizi
molekiil, anjiyogenezi dnlemek veya durdurmak icin inhibitdr gérevi goérmektedir ve
bunlarin arasinda Endostatin, Interferon, Prolaktin, Trombospondin-1, Interldkin-12,
Anjiyostatin, PF-4 yer almaktadir. Anjiyogenez inhibitorleri, timorlerin yeni kan
damarlar1 gelistirmesini ve boylece biiyiiyiip yayilmasini engelleyen ilag grubudur. Bu
inhibitorler kanser hiicrelerini direkt 6ldiirmeyen ancak tiimoriin kan akisini destekleyen
sinyalleri hedef alacak sekilde caligmaktadir. Bu sebepten dolay1 bu tedavi yontemi tek
basina degil kemoterapi, radyoterapi, cerrahi, immunoterapi veya hormonal tedaviyle
kombine sekilde kullanilmaktadir (Al-Ostoot vd., 2021; Demirer vd., 2014; Giinel vd.,
2020).

2.2.3 MEME KANSERI

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanserdir.
Meme kanseri insidansi, mortalitesi ve morbidite oranlar niifus yapisi, genetik yatkinlik,

12



KAYNAK TARAMASI B. SIMSEK

cevre Ve yasam tarzi gibi bir¢ok faktore bagli olarak Onemli Ol¢lide farklilik
gostermektedir (Momenimovahed ve Salehiniya, 2019). Genellikle patolojik ve klinik
ozelliklerde farklilik gosteren Luminal-A, Luminal-B, Uclii Negatif, insan epidermal
bliytime faktor reseptor 2 (HER-2) olmak iizere dort ana gruba ayrilmaktadir. Luminal-A
ve Luminal-B tiimor modellemesini kolaylastirmak, dstrojen reseptorii (ER) ve HER-2
varliginda ilag¢ yanit1 analizlerini kolaylastirmak i¢in HER-2 seviyesine gore iki gruba
ayrilmistir. En sik goriilen alt grup Luminal-A, strojen reseptdrii (ER) ve progesteron
reseptdrii (PR) pozitif, HER-2 negatif ve Ki-67 esik degeri diisiiktiir. Luminal-B hormon
reseptdrleri ve HER-2 pozitif, Ki-67 degeri ise yiiksektir bdylelikle luminal-A ve B
arasindaki fark Ki67'nin yiiksek ifadesi ile ayirt edilmektedir. Uclii Negatif alt grubunda
ise PR, ER ve HER?2 reseptdrleri negatiftir. HER-2, hormon reseptorleri negatif ve HER-
2 reseptoriiniin asir1 ekspresyonu mevcuttur (Akyolcu vd., 2019; Lau vd., 2022; Ravi vd.,
2019).

Tanisal, terapotik ve prognostik belirtecleri belirlemeye yonelik arastirmalar
devam etmekte olup meme kanseri arastirmalart i¢in farkli materyaller ve yontemler
mevcuttur. Bu materyallerden biri olan hiicre hatlar1 in vitro modeller olarak yaygin
kullanilmaktadirlar. Meme kanseri hiicre hatt1 olarak MCF-7 (ER+, PR+ veya luminal A)
ve MDA-MB-231 (ii¢lii negatif) hiicre hatlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Michigan
Kanser Vakfi'nda 1973 yilinda Dr. Soule ve arkadaglari tarafindan kurulan ve adini
buradan alan MCF-7 hiicreleri, metastatik hastaligi olan 69 yasindaki bir kadinin plevral
eflizyonundan izole edilmistir. Meme kanseri arastirmalarinda in vitro deneyler igin
kullanilan MCF-7 en yaygin kullanilan hiicre hattidir. Meme kanseri hiicrelerinin
biiyiimesi sadece ER ve PR tarafindan degil, ayn1 zamanda plazma zar1 ile iligkili biiyiime
faktorii reseptorleri tarafindan da kontrol edilmektedir. Bu genis ailenin 6zellikle 6nemli
iki liyesi olan ve her ikisi de MCF-7 hiicrelerinde bulunan EGFR ve HER-2dir. MDA-
MB-231 hiicreleri ise MCF-7 hiicrelerinin aksine daha agresif bir fenotip
sergilemektedirler (Berzingi vd., 2016; Ravi vd., 2019; Comsa vd., 2015).

Cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyasyon kanser tedavileri igerisinde yer
almaktadir. Bu tedavi yontemleri meme kanseri gibi birgok kanser tiirii i¢in diisiik
sagkalim oranina ve sinirh klinik sonuglara sahiptir. Sag kalim seviyesini arttirmak ve
sinirli klinik sonuglara neden olan faktorleri diizenlemek icin yeni tedavi yontemleri
arastirllmaktadir. Kemoterapi, kanser tedavisinde kullanilan klasik yontemler arasinda
yer almakta ve ¢esitli ajanlar kullanilarak kanser hiicrelerinin gelismesini ve ¢ogalmasini
onlemektedir. Erken evrelerde kanser teshisi konan hastalarin yaklasik olarak %50'si
kemoterapi ile tedavi edilebilirken eger teshis hastaligin ileri evrelerinde konmus ise tek
basina kemoterapi hastalarinin %10'undan daha azini tedavi edebilmektedir. Bu nedenle
kemoterapi farkli tedaviler ile kombine edilerek, tedavi basaris1 arttirilmaya
calisilmaktadir (Li ve Xiong, 2011; Citlak ve Kapucu, 2015; Chu ve Sartorelli, 2004).

Hedefe yonelik tedavinin amaci, ilaglar1 kanser hiicrelerine veya kanser
biiylimesini destekleyen dokulara 6zgii belirli genlere veya proteinlere iletmektir. Kanser
tedavilerindeki gelismelerle birlikte bu hedefe yonelik tedaviler arasinda monoklonal
antikorlar yer almaktadir. Monoklonal antikorlar VEGF, EGFR, HER2 gibi biiyiime
faktorlerini, CD52 ve CD20 gibi antijenleri hedef almaktadir. Tedavinin etkinligi, normal
dokulardaki hedef dis1 yan etkileri en aza indirirken, hastalik bolgesini hedef almaya
dayanir. Genellikle kemoterapi ve diger kanser tedavileriyle birlikte kullanilmaktadirlar
(Yazicioglu vd., 2018; Padma, 2015).
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Trastuzumab, 1998 senesinde FDA tarafindan onaylanip kullanimina baglanan ilk
monoklonal antikordur (Bedard vd., 2009). Trastuzumab, meme kanseri hastalarinin
yaklasik olarak %30’unda asir1 eksprese olan, HER-2’yi hedef almaktadir. Trastuzumab,
yalnizca meme kanseri i¢in degil HER-2 reseptoriiniin ifade edildigi mide kanseri i¢in de
kullanilmaktadir. Trastuzumab, HER-2 dimerizasyonunun engellenmesi, HER-2 reseptor
diizeyinin azaltilmasi, p27 proteininin indiiklenmesi ve anjiyogenez olusumunun inhibe
edilmesi gibi farkli mekanizmalarla antitiimoral etki gostermektedir (Boekhout vd., 2011;
Demirelli, 2005).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hiicreler ve Kiiltiir kosullari:

MCF-7 (ATCC® HTB-22™, §strojen reseptor pozitif insan meme kanseri), MDA -
MB-231 (ATCC® HTB-26™, Gstrojen reseptor negatif insan meme kanseri hiicre hatt1),
MCF-10A (ATTC CRL-10317, insan meme epitel hiicre hatt1) ve HUVEC (ATCC CRL-
1730 ™, insan umbilikal endotel hiicre hatt1) hiicre hatlar1 Akdeniz Universitesi Biyoloji
ABD, Kanser Molekiiler Biyolojisi laboratuvarindan temin edildi. MDA-MB-231, MCF-
7 ve HUVEC hiicreleri RPMI 1640 besiyerinde; MCF10A meme epitel hiicreleri ise kendi
0zel besi yeri olan, MEGM biiylime kiti ilaveli MEMB (Memeli epitel bazal medium)
besiyerinde agilarak, uygun hiicre kiiltiirii sartlarinda ¢ogaltildi. Hiicreler 37°C’de ve %5
CO2 olan ortamda inkiibe edilerek ATCC de yer alan kilavuza gore hiicreler %0.25 tripsin
ve %0.03 EDTA karisimiyla kaldirildi, 1:2 veya 1:3 oranlarinda pasajlandi.
Kullanilmayan hiicreler ise hazirlanan 6zel soliisyon kullanilarak -80 °C’de derin
dondurucuda muhafaza edildi.

3.2. Hiicrelere Amiodaron ve Trastuzumab Kombinasyonunun Uygulanmasi:

Amiodaron ve Trastuzumab ilaglar1 siv1 ve toz formda eczaneden temin edildi.
Hiicreler stoktan agilarak kiiglik petri kaplarma ekilip petri kaplar1 % 80 veya %90
oraninda doldugu zaman tripsin yardimiyla kaldirildi ve 5000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi bittiginde
besiyeri uzaklastirildi. Trastuzumab ve Amiodaron 150 pg/ml’den baglamak {izere 100,
80, 60, 40, 20, 10, 5, 2,5 ve 1ug/ml doz araliginda olacak sekilde %1 FBS iceren besiyeri
kullanilarak hazirlandi. Iki ila¢ kuyucuklara ayni anda uygulandiktan sonra baslangic
zamani i¢in bir sira kuyucuktaki hiicre canliligt WST testi belirlendi. MCF-7, MDA-MB-
231, MCF-10A ve HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde,
ilaglarin hiicre canlilig: tizerindeki etkileri siire bitiminde belirtilen sitotoksisite testleri
ile degerlendirildi. En etkili doz araligi ve inkiibasyon siiresi belirlenip bu aralikta
kombinasyon caligmalari yapildi. Iki ilacin etkilesimlerini kombinasyon verileri ile
Compusyn programi kullanilarak degerlendirildi. Kombinasyon indeksi (KI),
Sitotoksisite testlerinden elde edilen veriler kullanilarak hesaplandi ve kombinasyonun
hiicrelerdeki sinerjistik etkisi belirlenmistir.

3.3. Sitotoksisite Testleri:

Amiodaron, Trastuzumab ve kombinasyonlarinin hiicreler iizerindeki etkileri
asagida yeralan testler kullanilarak belirlenmistir.

3.3.1. WST-8 Hiicre Proliferasyon Kiti:

WST-8 hiicre proliferasyon kiti (Katalog No: KTA1020) kullanilarak ilaglarin
sitotoksik etkisi arastirildi. Test uygulamasi igin hiicreler stoktan agilip petri kaplarina
ekildi ve petri kaplar1 %80 veya %90 oranina ulasinca tripsin yardimiyla kaldirilip 1x10*
hiicre/ kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik siire sonunda
besiyerleri uzaklastirildi ve iKi ilag i¢in dozlar 1 pg/ml’den baslamak {izere 0.5, 0.25,
0.125, 0.062, 0.031, 0.015, 0.0078, 0.0039 ve 0.0019ug/ml olacak sekilde %1°lik FBS
igeren besiyerinde hazirlanip, kuyucuklara ekildi. Her kuyucukta 200ul ilag olacak
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sekilde ayarlanip sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca %5 CO2’li
atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibe edildi. Mevcut kit uyguland1 fakat bulunan doz
araliginin  hiicre canliliginin %50 azalmasina sebep olan doz (ICso) degerlerini
hesaplamak i¢in yeterli olmadig tespit edildi. Yeni doz araligi belirleyebilmek igin bu
sefer dozlar 150 pg/ml’den baslamak iizere 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2,5 ve 1ug/ml
olarak belirlendi, dort hiicre hatti i¢in her bir kuyucuga 100 ul ve 5000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekilip uygulandi ve 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi. Amiodaron
i¢in kullanilan yeni dozlarda ICso degeri belirlendi, Trastuzumab igin farkli doz aralig1 ve
farkli hiicre sayilarinda deney tekrari1 yeniden yapildi. Elde edilen sonuglarda ICso
degerine ulasilamadi. Bu sebeplerden dolay1 trastuzumab i¢in 150, 100, 80, 60, 40, 20,
10, 5, 2,5 ve 1pug/ml; amiodaron igin 5, 2.5, 1pug/ml etkili dozlar ile dort hiicre hatti i¢in
her bir kuyucuga 100 pl ve 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilip uygulandi ve 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi. Her bir inkiibasyon siiresinin ardindan ve her
deneyde ila¢ bulunan besiyerleri ¢ekilmeden, mevcut besiyerin tizerine 10 pl wst-8
soliisyonu eklenerek 3 saat bekletildi. Sonrasinda elisa kit okuyucuda (Thermo Scientific
Multiskan Go), 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iiliip kaydedildi.

3.3.2. Tripan Mavisi:

Elde edilen wst-8 sitotoksisite test sonuglarini destekleyebilmek igin hiicre canliligini
dogrudan mikroskobik olarak belirleyebilen tripan mavisi (0.4 %; Hanks tuz-fosfat
tamponu icerisinde) testi kullanildi. Hiicreler 5x10* hiicre/ kuyucuk olacak sekilde 24
kuyucuklu steril plaklara boliindii. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda besiyerleri
uzaklastirilarak; doz taramasi sonras: belirlenen dozlarinda ilag iceren 1ml %1 serumlu
besi yerleri uygulandi. Kontrol grubu olarak kullanilan kuyucuklara yalnizca %1 FBS
iceren besiyeri uygulandi. inkiibasyon siireleri sonunda besiyerleri almarak 1000 rpm’de
5 dk santrifiijlendi. Kuyucuklarin igerisine 200pl, tripsin-edta eklenerek hiicreler
plaklardan ayrilip tiipteki ¢Okeltinin {lizerine eklendi. Karisim, 5000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi. Stipernatant uzaklastirild1 ve {izerine 250ul Tripan mavisi soliisyonu ve
250ul %1 besiyeri eklenerek peletler ¢ozdiiriildii. Ornekler buz igerisine alinip, canli ve
o0li hiicre sayilart 151k mikroskobu altinda hemositometre kullanilarak belirlendi. Hiicre
icine tripan mavisi alip almamasina bagli olarak hiicre canliligi degerlendirilmistir.
Membran hasari olan hiicreler boyayi iglerine aldiklar1 i¢in mavi renkte gézlemlenirken
canli hiicrelerde boyanin igeri girisi s6z konusu olmadigi igin seffaf renkte
gbzlemlenmistir. Asagida verilen formiillerle de canli hiicrelerin miktar1 hesaplandi.

Toplam hiicre sayisi Toplam Huicre Sayisi
P VBl | 0P : LI Sulandirma faktori % 10
ml Hemositometrede

sayllan kare adedi

Canli Hlcre Sayisi

% Canli Hliicre = ® 100

Toplam Hucre Sayisi

Sekil 3.1. Canl1 hiicrelerin miktarinin hesaplandigi formiil
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3.4. Kaspaz-3 Enzim Miktarimin Arastirilmasi

MDA-MB-231, MCF-7, MCF-10A ve HUVEC hiicreleri kii¢iik petri kaplarina
1x10°® olacak sekilde ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerin besiyerleri ¢ekildi. Hiicrelere sinerjistik etki gosteren dozlarda %1 FBS iceren
besiyeriyle hazirlanmis ilaglar uygulandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri
cekilip falkonda 4000 rpm’de 15 dk santrifiijlendi. Petride kalan hiicreler, Lizis tamponu
igerisinde hiicre kaziyicisi ile kaldirildiktan sonra falkonlardaki siipernatanlar
uzaklastirilip tizerine kaldirilan hiicreler eklendi. 5 dakika buz igerisinde 5 dakika oda
sicakliginda olmak tizere 3 defa tekrarlandi. 3. tekrarin sonunda -80°C derin dondurucuda
5 dakika bekletildi ve sonrasinda 5 dk oda sicakliginda ¢6zdiiriildii 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Slipernatanlar buz igerisinde bulunan ependorflara aktarildi. Kaspaz-3 elisa
kit protokolii (Kat no: EH0546) kullanilarak kaspaz-3 aktivitesi degerlendirildi.

3.5. VEGF Miktarinin Arastirilmasi

MDA-MB-231, MCF-7, MCF-10A ve HUVEC hiicreleri kiigiik petri kaplarina
1x108 olacak sekilde ekilip, 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Sonrasinda, yapisan
hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek, hiicrelere sinerjistik etki gosteren dozlarda %1 FBS
besiyeri ile hazirlanmis ilaglar uygulandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri
cekilip falkonda 4000 rpm’de 15 dk santrifijjlendi. Santrifiijden alinan siipernatan
ependorfa aktarilip -20 de saklandi. Bu ornekler hiicreden salinan VEGF miktarinin
arastirilmasinda kullanildi. VEGF kit protokolii (Kat no: EK0539) ile VEGF miktar1
degerlendirildi.

3.6. istatistiksel Analiz:

GraphPad Instat istatistik programinda, Tek Yonlii Anova Testi ve ardindan Dunnet
Coklu Karsilastirma Testi ile sitotoksisite testlerindeki veriler kontrol ve diger gruplar
arasindaki farkliliklar kullanilarak degerlendirildi. Kaspaz-3 aktiviteleri ile ilgili
deneylerden elde edilen veriler ise GraphPad Instat istatistik programinda, Tek Yonlii
Anova Testi ve Tukey ¢oklu karsilastirma testiyle degerlendirildi. Ilaglarda belirlenen
dozlarda kombinasyon yaptiktan sonra bunlarin etkilerini incelemek i¢in Compusyn
programi kullanilarak kombinasyon indeksleri hesapland: ve etkileri belirlendi. Tim
veriler ortalama = SEM degerleri halinde, Sigma Plot programiyla grafiklendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. MCF-7 Hiicre Hattinin Sitotoksik Etkileri

Amiodaron ve trastuzumabin MCF-7 hiicresindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siirelerinde; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1 ug /ml dozlarda
denendi. Sonuglar sigmaplot istatistik programinda degerlendirilip ¢izilmistir.
Trastuzumab i¢in hi¢bir inkiibasyon siiresinde ICso degerine ulagilamamustir.

4.1.1. Amiodaronun tek basina MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin WST-8
testi ile gosterilmesi

Amiodaron, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde 150, 100,
80, 60, 40, 20 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki gostermistir ve
150-10 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur (Sekil 4.1 ve Sekil
4.2).
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Sekil 4.1 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.2 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda hiicre canlilifina etkisi (**, p<0.01)

Amiodaron, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde 150, 100,
80, 60, 40, 20 png /ml dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki gostermistir ve
150-10 ug /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur (Sekil 4.3 ve Sekil
4.4).

WST (OD 450 nm)

FH ek Ak Fede **ﬁ

_ e e = == =

Kontrol

Baslangic Zaman! RN NANANNANY

Sekil 4.3 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.4 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)

Amiodaron, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde 150, 100,
80, 60, 40, 20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak énemli sitotoksik etki gostermistir
ve 150-10 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur (Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6).

WST (OD 450 nm)
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Sekil 4.5 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araligmin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-7 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.6 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araligmmin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda hiicre canliliina etkisi (**, p<0.01)

4.1.2. Trastuzumabin tek basina MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin WST-
8 testi ile gosterilmesi

Trastuzumab, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde
uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki ve antiproliferatif
gostermemistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.7 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Sekil 4.8 Trastuzumabin 150-1 pug /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi

Trastuzumab, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde
uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki ve antiproliferatif
gostermemistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
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Sekil 4.9 Trastuzumabin 150-1 pug /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Sekil 4.10 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-7 hiicre hattinda hiicre canliliina etkisi

Trastuzumab, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde
uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki ve antiproliferatif
gostermemistir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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Sekil 4.11 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Sekil 4.12 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-7 hiicre hattinda hiicre canliliina etkisi

4.1.3. Amiodaron ve trastuzumab kombinasyonunun MCF-7 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin WST-8 testi ile gosterilmesi

Kombinasyon c¢aligmasinda Trastuzumab i¢in; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5,
1 pg /ml, amiodaron i¢in ise 5, 2.5, 1 ug /ml dozlar belirlendi. Kombinasyonun MCF-7
hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde incelendi.
Istatistik programindan elde edilen veriler kullanilarak grafikleri ¢izildi.

MCF-7 hiicrelerinde amiodaronun 1 pg/ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak dnemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda ise trastuzumabin sadece 100 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda

hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 4.13, 4.14 ve
4.15).
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Sekil 4.13. Amiodaron 1 ug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

Sekil 4.14. Amiodaron 1 pug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
25

saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01) ve

sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)
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Sekil 4.15. Amiodaron 1 ug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canliligina (#, p<0.05) ve
sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)

MCEF-7 hiicrelerinde amiodaronun 2.5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 5 ve 1 pg/ml dozlartyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 2.5 pg /ml dozlartyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ise trastuzumabin sadece 150 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18).
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Sekil 4.16. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)
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Sekil 4.17. Amiodaron 2.5 ug /ml ve trastuzumab 150-1 ug /ml kombinasyonunun 48
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saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01) ve

sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.18. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,
p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

MCF-7 hiicrelerinde amiodaronun 5 pg/ml oldugu kombinasyonlarda hicbir
dozda istatistiksel olarak dnemli sitotoksik etki goriillmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
siresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80 ve 40 pg/ml dozlartyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80 pg /ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise trastuzumabin 150, 100 ve 80 pg /ml dozlariyla

olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir
(Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21).
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Sekil 4.19. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksisite (**, p<0.01; *, p<0.05)
ve hiicre canliligina etkisi (##, p<0.01; #, p<0.05)
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Sekil 4.20. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml
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kombinasyonunun 48

saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canliliina (##, p<0.01; #,
p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.21. Amiodaron 5 ug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre canlilifina (##, p<0.01) ve
sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

4.1.4. Amiodaron ve trastuzumabin tek basimma ve kombinasyonunun MCF-7
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin tripan mavisi testi ile gosterilmesi

Trastuzumabin uyguladigimiz dozlar1 ve inkiibasyon siirelerinde 1C50 degerleri
olmadigr i¢in kombinasyon uygulamasinin etkili olan dozlarinda ve inkiibasyon
stiresindeki (24 saat) WST-8 testi sonuglarim1 desteklemek igin tripan mavisi testi
kullanilmistir. Her sayim kendi icinde tekrarlanmis olup excel programinda yiizde
canlilik degerleri hesaplanmistir. Sonrasinda instat istatistik programinda Dunnet testi
kullanilarak degerlendirilip grafiklendirilmistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. Amiodaron 2.5 pug /ml ve trastuzumab 5 pg /ml dozlarinin tek basina ve
kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-7 hiicre hattindaki hiicre
canliligina etkisi (**, p<0.01).

4.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattimin Sitotoksik Etkileri

Amiodaron ve trastuzumabin MDA-MB-231 hiicresindeki sitotoksik etkileri 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1 pg /ml
dozlarda denendi. Sonuglar sigmaplot istatistik programinda degerlendirilip ¢izilmistir.
Trastuzumab i¢in higbir inkiibasyon siiresinde 1C50 degeri saptanmamustir.

4.2.1. Amiodaronun tek basina MDA-MB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-8 testi ile gosterilmesi

Amiodaron, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDA-MB-231
hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli
sitotoksik etki gostermistir ve 24, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-10 pg /ml
doz araliginda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 150-5 pg /ml doz araliginda
antiproliferatif etkiye sebep olmustur (Sekil 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28).
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Sekil 4.23 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Sekil 4.24 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.25 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01).
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Sekil 4.26 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)

33



BULGULAR B. SIMSEK

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

WST (OD 450 nm)

0,4 -

I+

0,2 +

dede dede ded

Y

00 ——F &= === ===

Kontrol

Baglangic Zaman: aaa NN NNNNNNNNN—

Sekil 4.27 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi (**, p<0.01).
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Sekil 4.28 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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4.2.2. Trastuzumabin tek basina MDA-MB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-8 testi ile gosterilmesi

Trastuzumab, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDA-MB-231
hiicrelerinde uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak ©Onemli sitotoksik etki
gostermemistir, 24, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etki
gostermemis olup 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-100 pg /ml doz araliginda
ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur (Sekil 4.29, 4.30, 4.31, 4.32, 4.33 ve 4.34).
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Sekil 4.29 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi.
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Sekil 4.30 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.31 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.0; *, p<0.05).
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Sekil 4.32 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canlili§ina etkisi
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Sekil 4.33 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01).
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Sekil 4.34 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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4.2.3. Amiodaron ve trastuzumab kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin WST-8 testi ile gosterilmesi

Kombinasyon ¢alismasinda Trastuzumab i¢in; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5,
1 pg /ml, amiodaron igin ise 5, 2.5, 1 pug /ml dozlar belirlendi. Kombinasyonun MDA-
MB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde
incelendi. Istatistik programindan elde edilen veriler kullanilarak grafikleri ¢izildi.

MDA-MB-231 hiicrelerinde amiodaronun 1 pg /ml oldugu kombinasyonlarda
hi¢cbir dozda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki goriillmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 100 pg /ml dozuyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80 pug /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda ise trastuzumabm 150, 100 ve 80 pg/ml dozlartyla olan
kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir
(Sekil 4.35, 4.36 ve 4.37).
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Sekil 4.35. Amiodaron 1 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##,
p<0.01) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.36. Amiodaron 1 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canlilifina (##,

p<0.01) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.37. Amiodaron 1 ug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##,

p<0.01) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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MDA-MB-231 hiicrelerinde amiodaronun 2.5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda
hicbir dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabm 100, 80 ve 5 pg/ml dozalariyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 10 ve 2.5 pg /ml dozlartyla
olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.
72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise trastuzumabin 150, 100 ve 80 pg /ml dozlariyla
olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir
(Sekil 4.38, 4.39 ve 4.40).
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Sekil 4.38. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##,
p<0.01; #, p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)
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Sekil 4.39. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canlilifina (##,

p<0.01) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.40. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72

saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canlilifina (##,

p<0.01) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)
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MDA-MB-231 hiicrelerinde amiodaronun 5 pg/ml oldugu kombinasyonlarda
hicbir dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 80 pg /ml dozuyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda ise trastuzumabin 150-1 pg /ml doz aralifiyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 4.41, 4.42 ve
4.43).
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Sekil 4.41. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canlilifina (##,
p<0.01; #, p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)
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Sekil 4.42. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##,
p<0.01) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.43. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre canliligina (##,
p<0.01) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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4.2.4. Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MDA-MB-231
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin tripan mavisi testi ile gosterilmesi

Trastuzumabin uyguladigimiz dozlar1 ve inkiibasyon siirelerinde IC50 degerleri
olmadigr i¢in kombinasyon uygulamasinin etkili olan dozlarinda ve inkiibasyon
stiresindeki (24 saat) WST-8 testi sonuglarini desteklemek igin tripan mavisi testi
kullanilmistir. Her sayim kendi i¢inde tekrarlanmis olup excel programinda yiizde
canlilik degerleri hesaplanmistir. Sonrasinda instat istatistik programinda Dunnet testi
kullanilarak degerlendirilip grafiklendirilmistir (Sekil 4.44.)
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Sekil 4.44. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 5 pg /ml dozlariin tek basina ve
kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinde MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre
canliligina etkisi (**, p<0.01).

4.3. MCF-10A Hiicre Hattinin Sitotoksik Etkileri

Amiodaron ve trastuzumabin MCF-10A hiicresindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve
72 saatlik inkiibasyon siirelerinde; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1 ug /ml dozlarda
denendi. Sonuglar sigmaplot istatistik programinda degerlendirilip ¢izilmistir.
Trastuzumab igin hicbir inkiibasyon siiresinde 1C50 degeri bulunmamustir.

4.3.1. Amiodaronun tek basina MCF-10A hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-8 testi ile gosterilmesi

Amiodaron, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-10A
hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak onemli
sitotoksik etki gdstermistir ve 150-5 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep
olmustur (Sekil 4.45, 4.46, 4.47, 4.48, 4.49 ve 4.50).
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Sekil 4.45 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-10A hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01).

120

100 - o I:[

53
B 80 - =
i I
3"
(&) 60 -
=
o
=
I

40 -

20

0

Kontrol

Sekil 4.46 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-10A hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.47 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde

MCEF-10A hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01).

Sekil 4.48 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde

MCF-10A hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.49 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-10A hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01).
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Sekil 4.50 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-10A hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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4.3.2. Trastuzumabin tek basina MCF-10A hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-8 testi ile gosterilmesi

Trastuzumab, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-10A
hiicrelerinde uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak ©6nemli sitotoksik etki
gostermemistir ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etki gostermemis
olup 48, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150 ug /ml dozunda ise antiproliferatif
etkiye sebep olmustur (Sekil 4.51, 4.52, 4.53, 4.54, 4.55 ve 4.56).
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Sekil 4.51 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCEF-10A hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (*, p<0.05).
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Sekil 4.52 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-10A hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.53 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-10A hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.54 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
MCF-10A hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (*, p<0.05)
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Sekil 4.55 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araligimin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde

MCF-10A hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.56 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde

MCF-10A hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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4.3.3. Amiodaron ve trastuzumab kombinasyonunun MCF-10A hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin WST-8 testi ile gosterilmesi

Kombinasyon ¢alismasinda Trastuzumab i¢in; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5,
1 pug /ml, amiodaron ig¢in ise 5, 2.5, 1 ug /ml dozlar belirlendi. Kombinasyonun MCF-
10A hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde
incelendi. Istatistik programindan elde edilen veriler kullanilarak grafikleri ¢izildi.

MCF-10A hiicrelerinde amiodaronun 1 pg /ml oldugu kombinasyonlarda hicbir
dozda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki goriillmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda trastuzumabin 80 pg/ml dozuyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda trastuzumabin 150, 100, 80, 40, 5 ve 1 ug /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda ise trastuzumabm 100, 80, 60, 5 ve 1 pg/ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir
(Sekil 4.57, 4.58, 4.59).
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Sekil 4.57. Amiodaron 1 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canlilifina ( #, p<0.05) ve
sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.58. Amiodaron 1 ug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon stiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01)

ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

Sekil 4.59. Amiodaron 1 pug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
52

saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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MCF-10A hiicrelerinde amiodaronun 2,5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda hi¢bir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 2.5 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginda olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ise trastuzumabin 150, 100, 80 ve 1 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 4.60, 4.61 ve
4.62).
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Sekil 4.60. Amiodaron 2,5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,
p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.61. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.62. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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MCF-10A hiicrelerinde amiodaronun 5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda hicbir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80, 60, 20, 10, 5, 2.5 ve 1 pg /ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150-1 pg/ml doz araliginda olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise trastuzumabin 150, 5, 2.5 ve 1 pg /ml dozlariyla

olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir
(Sekil 4.63, 4.64, 4.65).
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Sekil 4.63. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,
p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.64. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

(wu 05 @O) LSM

Sekil 4.65. Amiodaron 5 ug /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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4.3.4. Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MCF-10A
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin tripan mavisi testi ile gosterilmesi

Trastuzumabin uyguladigimiz dozlar1 ve inkiibasyon siirelerinde IC50 degerleri
olmadigr i¢in kombinasyon uygulamasinin etkili olan dozlarinda ve inkiibasyon
stiresindeki (24 saat) WST-8 testi sonu¢larim1 desteklemek i¢in tripan mavisi testi
kullanilmistir. Her sayim kendi iginde tekrarlanmis olup excel programinda yiizde
canlilik degerleri hesaplanmistir. Sonrasinda instat istatistik programinda Dunnet testi
kullanilarak degerlendirilip grafiklendirilmistir (Sekil 4.66)
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Sekil 4.66. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 5 pg /ml dozlarmin tek basina ve
kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinde MCF-10A hiicre hattindaki hiicre
canliligina etkisi (**, p<0.01).

4.4. HUVEC Hiicre Hattimin Sitotoksik Etkileri

Amiodaron ve trastuzumabin HUVEC hiicresindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve
72 saatlik inkiibasyon siirelerinde; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1 ug /ml dozlarda

denendi. Sonuglar sigmaplot istatistik programinda degerlendirilip ¢izilmistir.
Trastuzimab ig¢in higbir inkiibasyon siiresinde 1C50 degeri bulunmamustir.

4.4.1. Amiodaronun tek basina HUVEC hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin WST-
8 testi ile gosterilmesi

Amiodaron, 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde

150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 png /ml dozlarinda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150,
100, 80, 60, 40, 20 pg/ml dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki
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gostermistir ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-10 pg /ml doz araliginda, 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-2.5 pg /ml doz araliginda, 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda ise 150-5 pg /ml doz araliginda antiproliferatif etkiye sebep olmustur
(Sekil 4.67, 4.68, 4.69, 4.70, 4.71 ve 4.72).
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Sekil 4.67 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.68 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.69 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.70 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.71 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.72 Amiodaronun 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01)

4.4.2. Trastuzumabin tek basina HUVEC hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
WST-8 testi ile gosterilmesi

Trastuzumab, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC
hiicrelerinde uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki
gostermemistir ve 24, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etki
gostermemis olup 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150, 100, 80, 60, 2.5 pg /ml
dozlarinda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur (Sekil 4.73, 4.74, 4.75, 4.76, 4.77 ve
4.78).
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Sekil 4.73 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattindaki sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.74 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.75 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattinda sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.76 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05)
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Sekil 4.77 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz aralifinin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattindaki sitotoksisite etkisi. (**, p<0.01)
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Sekil 4.78 Trastuzumabin 150-1 pg /ml doz araliginin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina etkisi

4.4.3. Amiodaron ve trastuzumab kombinasyonunun HUVEC hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin WST-8 testi ile gosterilmesi

Kombinasyon ¢alismasinda Trastuzumab i¢in; 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5,
1 pg /ml; amiodaron igin ise 5, 2.5, 1 pg /ml dozlar belirlendi. Kombinasyonun HUVEC
hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde incelendi.
Istatistik programindan elde edilen veriler kullanilarak grafikleri ¢izildi.

HUVEC hiicrelerinde amiodaronun 1 ug /ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriillmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 150 ve 100 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ise trastuzumabin 20 pg/ml dozlartyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 4.79, 4.80, 4.81)
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Sekil 4.79. Amiodaron 1 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,
p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.80. Amiodaron 1 ug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canlilifina (##, p<0.01) ve
sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.81. Amiodaron 1 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,
p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

HUVEC hiicrelerinde amiodaronun 2,5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriillmemis olup 24 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda trastuzumabin 150 ve 100 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda trastuzumabin 150, 100, 80, 60, 5 ve 10 ug /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda ise trastuzumabin 100, 2,5 ve 5 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 4.82, 4.83, 4.84).
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Sekil 4.82. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01) ve

sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.83. Amiodaron 2.5 ug /ml ve trastuzumab 150-1 ug /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.84. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01) ve
sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

HUVEC hiicrelerinde amiodaronun 5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda 24 saatlik
inkiibasyonda 100 ve 80 ug /ml istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki goriilmektedir.
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80 ve 1 pg /ml dozlariyla
olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.
48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80, 60 ve 10 pg /ml
dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise trastuzumabin 150 ve 100 pg /ml
dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir (Sekil 4.85, 4.86, 4.87).
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Sekil 4.85. Amiodaron 5 pg/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 24

saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligina (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.86. Amiodaron 5 pug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 48
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligia (##, p<0.01; #,

p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)
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Sekil 4.87. Amiodaron 5 pug/ml ve trastuzumab 150-1 pg /ml kombinasyonunun 72
saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre canliligia (##, p<0.01; #,
p<0.05) ve sitotoksisiteye etkisi (**, p<0.01)

4.4.4. Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun HUVEC
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin tripan mavisi testi ile gosterilmesi

Trastuzumabin uyguladigimiz dozlar1 ve inkiibasyon siirelerinde IC50 degerleri
olmadig1 i¢in kombinasyon uygulamasmin etkili olan dozlarinda ve inkiibasyon
stiresindeki (24 saat) WST-8 testi sonuc¢larin1 desteklemek icin tripan mavisi testi
kullanilmistir. Her sayim kendi ic¢inde tekrarlanmis olup excel programinda yiizde
canlilik degerleri hesaplanmistir. Sonrasinda instat istatistik programinda Dunnet testi
kullanilarak degerlendirilip grafiklendirilmistir (Sekil 4.88).

70



BULGULAR B. SIMSEK

120

100 +

Hiicre Canlihg (%)
3

Amiodaron
(2.5 ug /ml)
Trastuzumab

(5 pg /ml)
Amiodaron

+
Trastuzumab

Sekil 4.88. Amiodaron 2.5 pg /ml ve trastuzumab 5 pg /ml dozlarimin tek basina ve
kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinde HUVEC hiicre hattindaki hiicre
canliligina etkisi (**, p<0.01).

4.5 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MCF-7
hiicrelerindeki kaspaz-3 miktarimin gosterilmesi

MDAMB-231, MCF-7, MCF-10A VE HUVEC hiicrelerinin apoptoz
mekanizmasinda yer alan kaspaz-3 miktarindaki degisimi Kaspaz-3 elisa kiti kullanilarak
gosterilmistir. Spektrofotometrede okuma alindiktan sonra elde edilen absorbans
degerleri ilk olarak instat programinda istatistiksel olarak degerlendirilip, sonrasinda
sigmaplot programiyla grafikleri ¢izildi.

2.5 ug /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artig olmamaktadir. (Sekil 4.89).
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Sekil 4.89. MCF-7 hiicrelerinde 2.5 pg/ml amiodaron, 5 pug/ml trastuzumab ve

kombinasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kaspaz-3 aktivitesine etkisi
(p>0.05)

4.6 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MDA-MB-231
hiicrelerindeki kaspaz-3 miktarinin gosterilmesi

2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis olmamaktadir (Sekil 4.90).
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Sekil 4.90. MDA-MB-231 hiicrelerinde 2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve

kombinasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kaspaz-3 aktivitesine etkisi
(p>0.05)
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4.7 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MCF-10A
hiicrelerindeki kaspaz-3 miktarimmin gosterilmesi

2.5 ug /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis olmamaktadir (Sekil 4.91).
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Sekil 4.91. MCF-10A hiicrelerinde 2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg/ml trastuzumab ve

kombinasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kaspaz-3 aktivitesine etkisi
(p>0.05)

4.8 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun HUVEC
hiicrelerindeki kaspaz-3 miktarimin gosterilmesi

2.5 ug /ml amiodaron, 5 pug /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis olmamaktadir (Sekil 4.92).
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Sekil 4.92. HUVEC hiicrelerinde 2.5 pg/ml amiodaron, 5 pg/ml trastuzumab ve

kombinasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kaspaz-3 aktivitesine etkisi
(p>0.05)
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4.9 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MCF-7
hiicrelerindeki VEGF miktarimin gosterilmesi

2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamlidir (Sekil 4.93).
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Sekil 4.93. 2.5 ug /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinin 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerindeki VEGF miktar1 (***, P<0.001; **,
p<0,01)

4.10 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MDA-MB-231
hiicrelerindeki VEGF miktarinin gosterilmesi

2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamlidir (Sekil 4.94).
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Sekil 4.94. 2.5 ug /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda MDA-MB-231 hiicrelerindeki VEGF miktar1 (***, P<0.001)
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4.10 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun MCF-10A
hiicrelerindeki VEGF miktarimin gosterilmesi

2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamlidir (Sekil 4.95).
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Sekil 4.95. 2.5 ug /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda MCF-10A hiicrelerindeki VEGF miktar1 (***, P<0.001)

4.11 Amiodaron ve trastuzumabin tek basina ve kombinasyonunun HUVEC
hiicrelerindeki VEGF miktarinin gosterilmesi

2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamlidir (Sekil 4.96).
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Sekil 4.96. 2.5 ug /ml amiodaron, 5 pg /ml trastuzumab ve kombinasyonlarinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerindeki VEGF miktar1 (***, P<0.001)
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5. TARTISMA

Kanser diinyada, alt1 6liimden birinin sebebi olup bu 6liim nedenleri arasinda da
ikinci sirada bulunmaktadir. Yapisal farklilik gosteren hiicrelerin anormal sekilde artmasi
ve bu hiicrelerin viicuda yayilmasiyla olusmaktadir. Tiim kanser tiplerinin ortak
ozellikleri vardir. Kanser diinya genelinde ciddi bir sorun olmaya devam etmektedir bu
ylzden tedavisi i¢in daha etkili yontemlerin kullanimi zorunlu hale gelmektedir.
Giiniimiizde kanser tedavisi i¢in non-spesifik yontemlerden ¢ok spesifik yontemler
kullanilmaktadir. Cerrahi tedavi ve radyoterapi tedavisi tiimorlerin yok edilmesi igin
etkili bir tedavi olsa da metastaz gibi nedenlerden dolay: hastalik tekrarlar1 6nemli bir
sorun olmaktadir. Bu yontemlerle kemoterapi kombinasyonu kanser tedavisinde etkili
olmaktadir. Fakat kemoterapinin kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelere verdigi
zararda kisiye o6zel ve tiimore spesifik tedavilere olan ilgiyi arttirmaktadir (Ada vd., 2021;
Barbaros ve Dikmen 2015).

Hurrell ve Outhoff ‘un 2013 yilinda yaptigi calismada, Doksorubisin ve
geldanamisin ile trastuzumabin kombinasyonunu SK-BR-3 ve MCF-7 meme kanseri
hiicre hatlarinda hiicre canlihigina etkisi incelenmistir. Tek basina trastuzumab (100
ug/ml) ile tek basma doksorubisin (0.17 upM) ve trastuzumab-doksorubisin
kombinasyonunun arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur.
Uygulanan dozlarda kombinasyon, hiicre canliligini her iki hiicre hattinda da tek basina
kullanilan dozlara gére daha fazla azalttig1 belirlenmistir (Hurrell ve Outhoff, 2013).

Calismamizda, MCF-7 hiicrelerinde amiodaronun 2.5 pg/ml oldugu
kombinasyonlarda hi¢bir dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis
olup 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 5 ve 1 pg /ml dozlartyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 2.5 pg /ml dozlartyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise trastuzumabin sadece 150 pg /ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

Merlin vd. 2002 de yaptiklar1 ¢alismada, trastuzumabin paklitaksel ve
docetaxel ile kombinasyon etkisi MCF-7, MDA-MB-453 ve SK-BR3 meme Kkanseri
hiicre hatlarinda incelenmistir. Kullanilan konsantrasyon araliginda (0,7-338 nmol/l)
higbir hiicre hattinda trastuzumabin IC50 degerine ulasilamamustir.  Trastuzumab
sitotoksisitesi, sirasiyla MCF-7, MDA-MB-453 ve SK-BR3 hiicre hatlarinda 0,7
nmol/l'de %2, %3 ve %19 oranminda hiicre Olimiine ve kullanmilan maksimum
konsantrasyonda ise (338 nmol/l) %10, %16 ve %30 oraninda hiicre 6liimiine neden
olmustur. MCF-7 hiicrelerinde, her iki ilacin trastuzumab ile kombinasyonu sinerjik
etkilesim gostermistir. MDA-MB-453 hiicrelerinde, sadece paklitaksel trastuzumab ile
sinerjistik etkilesimler saglarken, docetaxel aditif etkilesim gostermistir. SK-BR3
hiicrelerinde ise her iki ilacin kombinasyonunda da aditif etkilesim gostermistir (Merlin
vd., 2002).

Yaptigimiz calismada trastuzumabin tek basina 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5,

2.5, 1 pg/ml dozlarinda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde MCF-7 hiicre
hattindaki sitotoksik etkileri incelenmistir. Trastuzumab, MCF-7 hiicrelerinde 24, 48 ve
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72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda uygulanan dozlarda sitotoksik ve antiproliferatif
olmay1p 1C50 degerine ulasilamamustir.

Meme kanserinde asir1 eksprese edilen HER2’yi hedef alan ilk monoklonal
antikor trastuzumabdir. Trastuzumabin meme kanseri hastalarinda sagkalimi arttirdigi
gosterilmesine ragmen, kardiyotoksisitenin de iginde bulundugu bir dizi yan etkiye neden
olmaktadir. Kardiyotoksisite, kanser tedavisi sirasinda kalbin kasilma fonksiyonunda
meydana gelen bir azalma olarak tanimlanmaktadir. Trastuzumabin kardiyotoksisiteye
neden oldugu mekanizma halen tam agiklanamamakla beraber aslinda trastuzumabin
normal kardiyak biiylime ve idame i¢in gerekli olan neuregulin islevini de bloke etmesi
de bu yan etkiye sebep olabilmektedir. Uzun vadeli sonuglar elde etmek ve yasam
kalitesini arttirmak i¢in, kanser tedavisinden beklenen faydalar ile tedavi ve hastaya 6zgii
kardiyovaskiiler hastalik riski arasindaki dengeyi kurmak ve kardiyotoksisiteyi dnleyecek
stratejileri belirlemek gerekmektedir. Kardiyotoksik yan etkiye neden olan kanser
tedavisiyle iliskili kardiyovaskiiler bozukluklar konusunda farkindaligi artirmak ve meme
kanseri tanis1 almis olan hastalar i¢in kardiyolojik bakima ydnelik yeni disiplinler arasi
yaklasimlara katkida bulunulmalidir (Méndez-Valdés vd., 2023; Mirakhmedov, 2023;
Chianca vd., 2023)

Abo-Zeid ve arkadaslar1 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada MCF-7 ve MDAMB-
231 hiicre hatlarinda trastuzumabin sitotoksik etkisini incelemislerdir. Sonuglarina gore
MCEF-7 hiicreleri i¢in, IC50 degerleri sirasiyla 6, 12, 24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerine
gore 31.65,21.08, 17.53 ila 11.97 pg/ml araliginda olup bu degerler MDA-MB-231 hiicre
hatti i¢in biraz daha yiiksektir ve IC50 degerleri ayn1 zaman araliklarinda sirasiyla 32.09,
29.07, 26.16 ve 16.64ug/ml doz araligindadir. Trastuzumab tiim zaman araliklarinda
diisitk konsantrasyonlarda (1.25 ve Spg/ml) MCF-7 veya MDA-MB-231 hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki olugturmamistir ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda (10 ve
20pg/ml) daha yiiksek sitotoksik etkiler yaratmistir. Apoptoz yoluyla ortalama hiicre
Olim yiizdeleri, her iki hiicre hattinda trastuzumabin yiiksek konsatrasyonunda énemli
Olclide artmistir. Kaspaz-3 miktari, trastuzumab ile tedavi edilen kanser hiicresinde,
tedavi edilmeyen hiicrelere gore asir1 eksprese edildigi goriilmiistir. Yiiksek
konsantrasyonlarda trastuzumab sitotoksisiteyi, kaspaz-3 protein ekspresyonunu ve
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin DNA hasarin1 arttirdig1 ve sonug olarak apoptotik
hiicre 6liimiinii 6nemli 6l¢iide neden oldugu bulunmustur. (Abo-Zeid vd., 2019).

Yaptigimiz ¢alismada trastuzumabin tek basina 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5,
2.5, 1 pg /ml dozlarinda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde MDA-MB-231 hiicre
hattindaki sitotoksik etkileri incelenmistir. Trastuzumab, MDA-MB-231 hiicrelerinde 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresinde uygulanan doz araliginda sitotoksik etki ve 24, 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etki gostermemis olup 72 saatlik
inkiibasyon siiresinde 150 ve 100 pg/ml dozlarda ise antiproliferatif etkiye sebep
olmustur. Yapilan kaspaz-3 ¢alismasinda ise tiim hiicre hatlarinda 2.5 pug /ml amiodaron,
5 pg /ml trastuzumab tek basina ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
artis olmamaktadir.

Iyon kanallari, kanser hiicrelerinin patofizyolojisinde anahtar bir rol
oynamaktadir. Hiicre ozmolaritesinin ve membran potansiyelinin korunmasi, sinyal
iletimi, transkripsiyonel aktivite ve hiicre dongiisii ilerlemesi gibi gesitli faktorlere
katkida bulunarak tiimor ilerlemesine ve metastazina neden olmaktadir. Bu 6zelliginden
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dolay1 iyon kanallar1 kanser tedavisi icin umut verici hedef haline gelmektedir. Iyon
kanallarinin bir¢ogu plazma zarinda eksprese edilmektedir ve ¢esitli inhibitorleri diger
endikasyonlar igin klinikte kullanilmaktadir. Mevcut olan ve yeni Na*, K *, Ca?* ve
Cl kanal inhibitorleri, tek basina veya kombinasyon halinde, kanser hiicrelerinin
cogalmasini, gdclinli ve istilasin1 baskilamakta ve ayrica apoptozu arttirarak timor
biiylimesinin ve metastazin baskilanmasma yol agmaktadir. Iyon kanallarmin
hedeflenmesi, kanser tedavisi i¢in uygun avantajlar sunmaktadir. Fakat bununla yani sira
iyon kanallar1 ayn1 zamanda uyarilabilir ve uyarilamaz hiicrelerde farkli fizyolojik roller
sergilemektedir. Bundan dolay1 kanal hedefleme farkli yan etkilere neden olabilmektedir
(Capatina vd., 2020; Arcangeli ve Becchetti, 2010).

Payne vd. 2022°de yaptiklar ¢calismada MDA-MB-231, MDA-MB-468 , BT-20
hiicre hatlartyla HEK293T ve MCFALO epitel hiicre hatlarinin iyon kanal ekpresyonlari
belirlenmistir. Daha sonra MDA-MB-231, MDA-MB-468 hiicre hatlarinda potasyum
iyon kanal blokeri olan amiodaron, Kkarvedilol , imipramin ve tioridazinin gesitli
konsantrasyonlarda (0.001, 0.01, 0.1, 1,5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM) sitotoksik etkileri
incelenmistir. Tiim ilaglar diisiik mikromolar aralikta IC50 degerlerinde 6nemli hiicre
6liimiine neden olmustur. Amiodaron i¢in bu degerler 5 ve 10 uM segilmistir. MDA-MB-
231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda 5-10 uM'de amiodaron ile tedavisi sonucu, her iki
konsantrasyonda MDA-MB-231 hiicreleri igin ve 10 uM'da MDA-MB-468 hiicreleri i¢in
2B hiicre gogiinde énemli bir azalma ile sonuglanmustir. (Payne vd., 2022).

Amiodaron, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde 150,
100, 80, 60, 40, 20 pg/ml dozlarinda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki
gostermistir ve 150-10 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur.
Ayrica 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40,
20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak dnemli sitotoksik etki gdstermistir ve 150-10
ug /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur. Amiodaron, 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MDA-MB-231 hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20,
10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki gostermistir ve 24, 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-10 pg /ml doz araliginda, 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda ise 150-5 pg /ml doz araliginda antiproliferatif etkiye sebep olmustur.

Atriyal fibrilasyon (AF) en sik goriilen kardiyak aritmidir ve Onemli
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile iliskilidir. Amiodaron atriyal fibrilasyona
sahip olan hastalarda siniis ritmini siirdiirmek i¢in en sik kullanilan ajandir. Kanser
hastalarinin atriyal fibrilasyon riski, hasta olmayanlara gore %47 daha fazladir. Ayrica
AF'si olan hastalarda ise kanser olma riskinin arttig1 da rapor edilmis olup dolayisiyla bu
iliski ¢ift yonlii olabilmektedir. Atriyal fibrilasyona zemin hazirlayan énemli bir faktor
ise kadin cinsiyetidir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanserinde artmis
kardiyovaskiiler hastalik riski mevcuttur. Ayrica, kanserin dogrudan etkileri ve iki
hastalik arasindaki ortak risk faktorlerinin yani sira, AF ve meme kanseri arasindaki iliski
de kanser tedavisinin olumsuz etkileri de yer almaktadir (Singh, 2008; Mauro vd., 2022;
Madnick ve Fradley, 2022).

Szabo ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada mitokondriyal Kv1.3 potasyum (K¥)

kanalinin, lenfositlerde Bax kaynakli apoptozun diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermislerdir (20).
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Klinik 6ncesi yapilan g¢aligmalarda, amiodaron'un bir¢ok kanser tiirlinde ilag
direncini tersine ¢evirebildigi ve hem tek bir ajan olarak hem de farkli kanser ilaglari ile
kombine halde sitotoksik etkiler sergiledigi gosterilmistir. Bu durum amiodaron’u kanser
tedavisi i¢in potansiyel bir aday haline de getirmektedir.

Potasyum kanallarin1 hedefleyen ilaglar ile kemoterapétik ilaglar ve bu ilaglarin
kombinasyonu, daha yiiksek antitimor etkiye sahip olabilir. Bu nedenden dolayi
potasyum kanallarinin hedeflenmesi ilag direncinin ortadan kaldirilmasina ve terapotik
etkinligin arttirilmasina yardimer olmaktadir. Kombinasyon tedavisi ise kemoterapdtik
ajanlarin ve hedeflenen ilaglarin dozunu azaltmada etkilidir bundan dolay1 da ilaglarin
toksisitesini azaltabilmektedir. Boylelikle potasyum kanal blokerlerinin kombinasyon
tedavisi de tiimorlerin Klinik tedavisinde umut verici bir yaklagim haline gelmektedir (Xia
vd., 2023).

Steinberg ve arkadaslarini yaptiklar1 bir ¢alismada U-87 ve HUVEC hiicre
hattinda 24 veya 72 saatlik inkiibasyon siiresinde amiodaronun sitotoksik ve proliferasyon
hiz1 etkilerini arastirmiglardir. Amiodaron, in vitro deneylerde kullanilan en yiiksek
konsantrasyon olan 50 uM ile daha az sitotoksik bir etki olusturmus ve 24 saat sonra
hiicrelerin canliligin1 %28 azaltmigtir. 72 saatlik inkiibasyon siiresinde ise 10 ve 50 uM
tedavileri sirasiyla %18 ve %56 azalmaya yol agmustir. Ayrica amiodaron'un doza bagl
bir sekilde, esas olarak nekroz yoluyla hiicre canliligini azaltma etkisi oldugu sonucuna
ulagmislardir. Huvec igin ise amiodaronun kullanilan tiim konsantrasyonlarda (0,1 — 10
uM) sitotoksik etkilere neden olurken, 10 uM, hiicre canliliginda %32'lik bir azalmaya
yol agtig1 goriilmiistiir. (Steinberg vd., 2020).

Amiodaron, 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde
150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 png /ml dozlarinda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150,
100, 80, 60, 40, 20 pg/ml dozlarinda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki
gostermistir ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-10 pg /ml doz araliginda, 48
saatlik inkiibasyon siiresinde 150-2.5 ug /ml doz araliginda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonundaysa 150-5 pg /ml doz araliginda antiproliferatif etkiye sebep olmustur.

MCF-10A hiicrelerinde ise amiodaron, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 ug/ml dozlarinda istatistiksel olarak Onemli
sitotoksik etki gdstermistir ve 150-5 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep
olmustur.
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6. SONUCLAR

Verilerden elde edilen sonuglara asagida yer verilmistir:

1.

Amiodaron, 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan MCF-7 hiicrelerinde 150, 100,
80, 60, 40, 20 pg/ml dozlarinda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki
gostermistir ve 150-10 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep
olmustur

Amiodaron, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerinde 150, 100,
80, 60, 40, 20 pg/ml dozlarinda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki
gostermistir ve 150-10 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep
olmustur.

Amiodaron, 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicrelerin de 150, 100,
80, 60, 40, 20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki
gostermistir ve 150-10 pg /ml doz araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep
olmustur.

Trastuzumab 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5 ve 1 pg /ml dozlarinda higbir
hiicre hattinda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki gostermemistir.

MCF-7 hiicrelerinde amiodaronun 1 pg/ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabim 150, 100, 80 pg /ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80
ng /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin sadece 100 pg/ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir

MCF-7 hiicrelerinde amiodaronun 2.5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 5 ve 1 pg/ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canlih@inda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 2.5
pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin sadece 150 pg/ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

MCF-7 hiicrelerinde amiodaronun 5 pg/ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80 ve 40 pg /ml dozlariyla
olan kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80
ng /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin 150, 100 ve 80 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliinda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

Amiodaron, 24,48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda MDA-MB-231
hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak
onemli sitotoksik etki gdstermistir ve 24, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

150-10 pg /ml doz araliginda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 150-5
ug /ml doz araliginda antiproliferatif etkiye sebep olmustur.

Trastuzumab, 24,48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda MDA-MB-231
hiicrelerinde uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki
gostermemistir, 24, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etki
gostermemis olup 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-100 ug /ml doz
araliginda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur.

MDA-MB-231 hiicrelerinde amiodaronun 1 pg/ml oldugu kombinasyonlarda
hicbir dozda istatistiksel olarak dnemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabmm 100 pg/ml dozuyla olan
kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80
pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin 150, 100 ve 80 ng /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde amiodaronun 2.5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda
hi¢bir dozda istatistiksel olarak dnemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 100, 80 ve 5 pg /ml dozalartyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 10 ve
2.5 pg /ml dozlartyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin 150, 100 ve 80 ug /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde amiodaronun 5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda
hicbir dozda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki gériilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 80 pg/ml dozuyla olan
kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 80
ug /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin 150-1 pg/ml doz araligiyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

2.5 pg /ml amiodaron, 5 pg/ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda kaspaz
miktarinda istatistiksel olarak hi¢bir hiicre hattinda anlamli bir artis olmamaktadir.
2.5 pg/ml amiodaron, 5 pg/ml trastuzumab ve kombinasyonlarinda VEGF
miktart biitlin hiicre hatlarinda istatistiksel olarak énemli bir azalma gézlenmistir.
Amiodaron, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF-10A
hiicrelerinde 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak
onemli sitotoksik etki gostermistir ve 150-5 pg/ml doz araliginda ise
antiproliferatif etkiye sebep olmustur.

Trastuzumab, 24,48 ve 72 saat inkiibasyon siiresinin ardindan MCF-10A
hiicrelerinde uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki
gostermemistir ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etki
gostermemis olup 48, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150 pug /ml dozunda
ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur.
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20.

21.

22.

MCF-10A hiicrelerinde amiodaronun 1 pg /ml oldugu kombinasyonlarda hig¢bir
dozda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 80 upg/ml dozuyla olan
kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80, 40,
5 ve 1 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel
olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin 100, 80, 60, 5 ve 1 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

MCF-10A hiicrelerinde amiodaronun 2,5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda hi¢bir
dozda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100 ve 2.5 pg /ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150-1 pg /ml doz
araliginda olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya
sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise trastuzumabin 150,
100, 80 ve 1 pg/ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda
istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

MCF-10A hiicrelerinde amiodaronun 5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda hig¢bir
dozda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80, 60, 20, 10, 5, 2.5 ve 1
ug /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin
150-1 pg/ml doz araliginda olan kombinasyonunda hiicre canliliginda
istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ise trastuzumabin 150, 5, 2.5 ve 1 pg/ml dozlartyla olan
kombinasyonunda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir.

Amiodaron, 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC hiicrelerinde
150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 pug /ml dozlarinda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 150, 100, 80, 60, 40, 20 pg /ml dozlarinda istatistiksel olarak onemli
sitotoksik etki gostermistir ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-10 pg /ml
doz araliginda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150-2.5 pg/ml doz
araliginda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 150-5 pg /ml doz araliginda
antiproliferatif etkiye sebep olmustur.

Trastuzumab, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HUVEC
hiicrelerinde uygulanan doz araliginda istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki
gostermemistir ve 24, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etki
gostermemis olup 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 150, 100, 80, 60, 2.5
ng /ml dozlarinda ise antiproliferatif etkiye sebep olmustur.

HUVEC hiicrelerinde amiodaronun 1 pug/ml oldugu kombinasyonlarda higbir
dozda istatistiksel olarak Onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80 pg /ml dozlaryla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150 ve 100
ug /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
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23.

24,

trastuzumabin 20 pg /ml dozlartyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda
istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

HUVEC hiicrelerinde amiodaronun 2,5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda hicbir
dozda istatistiksel olarak onemli sitotoksik etki goriilmemis olup 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabmn 150 ve 100 pg/ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80, 60,
5 ve 10 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel
olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
trastuzumabin 100, 2,5 ve 5 pg/ml dozlariyla olan kombinasyonunda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir.

HUVEC hiicrelerinde amiodaronun 5 pg /ml oldugu kombinasyonlarda 24 saatlik
inkiibasyonda 100 ve 80 g /ml istatistiksel olarak 6nemli sitotoksik etki
goriilmektedir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda trastuzumabin 150, 100, 80
ve 1 pg/ml dozlartyla olan kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel
olarak azalmaya sebep olmaktadir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
trastuzumabin 150, 100, 80, 60 ve 10 pg /ml dozlariyla olan kombinasyonunda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep olmaktadir. 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda ise trastuzumabin 150 ve 100 pg /ml dozlariyla olan
kombinasyonunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalmaya sebep
olmaktadir.
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