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OZET
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Tez Danismani: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Kanser, giiniimiizde 6nemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu halini almaktadir.
Yapilan aragtirmalara gore 2030 yilinda diinyada yeni vaka sayis1 27 milyon, kanser hastaligina

bagli 6liim 17 milyon ve toplam kanser hastasi sayisinin 75 milyon olmasi beklenmektedir.

Bu tez caligmasinda c¢esitli literatiir bilgileriyle antikanser etkili selektif sigma-1 reseptor
antagonisti olan rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile
kombinasyonlarinin Caco-2, 3T3 ve AS549 hiicrelerindeki sinerjistik/additif sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bunun i¢in Caco-2, A549 ve 3T3 hiicrelerinde rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin tekli ve kombin uygulamalarnin sitotoksik
etkileri MTT yontemi ile aragtirilmis ve her bir hiicrede ilag etkilesim katsayis1 (CDI) degerleri

hesaplanmustir.

Rimkazol ve rimkazolin p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin ile
kombinasyonlarinin 3T3, A549 ve Caco-2 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri konsantrasyona
bagl olarak gerceklesmektedir. Hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuglarina gore;
rimkazoliin kurkumin ile kombine uygulamalarinin A549 hiicreleri iizerinde 12.5 puM
konsantrasyonda kuvvetli sinerjist etki (CDI < 0.7), rimkazoliin o-kumarik asit ile kombine
uygulamalarinin 25 pM konsantrasyonda hem 3T3 hem de A549 hiicreleri iizerinde kuvvetli
sinerjist etki (CDI < 0.7), rimkazoliin p-kumarik asit ile kombine uygulamalarinin 12.5 uM
konsantrasyonda A549 hiicreleri ilizerinde kuvvetli sinerjist etki (CDI < 0.7) gosterdigi

belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Rimkazol, Fenolik bilesikler, Sinerjist etki



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SYNERGISTIC CYTOTOXIC EFFECTS OF RIMCAZOLE AND P-
COUMARIC ACID, O-COUMARIC ACID, CURCUMIN COMBINATIONS ON CACO-2,
A549 AND 3T3 CELLS

Biisra CIFTCI

Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2020

Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Today cancer is becoming an increasingly important health and life problem. According
to research, it is expected that the number of new cases in the world will be 27 million in 2030,

17 million deaths due to cancer and the total number of cancer patients will be 75 million.

In this thesis, it is aimed to determine the synergistic/additive cytotoxic effects of
rimcazole, which is a selective sigma-1 receptor antagonist and considered to be anticancer,
and rimcazole’s combinations with p-coumaric acid, o-coumaric acid and curcumin in Caco-2,
3T3 and A549 cells. For this, cytotoxic effects of single and combination applications of
rimcazole, p-coumaric acid, o-coumaric acid and curcumin in Caco-2, 3T3 and A549 cells were
investigated by MTT method and coefficient of drug interaction (CDI) values were calculated

in each cell.

The cytotoxic effects of rimcazole and, rimcazole with p-coumaric acid, o-coumaric acid,
curcumin in Caco-2, 3T3 and A549 cells occur depending on concentration. According to the
CDI calculation results due to cell viability; it has been determined that combined applications
rimcazole combined with curcumin have a strong synergistic effect (CDI < 0.7) on A549 cells
at a concentration of 12.5 uM, rimcazole combined with o-coumaric acid have a strong
synergist effect (CDI <0.7) on both 3T3 and A549 cells at a concentration of 25 uM, rimcazole
combined with p-coumaric acid have a strong synergistic effect (CDI < 0.7) on A549 cells ata

concentration of 12.5 pM.

Keywords: Rimcazole, Phenolic compounds, Synergistic effect
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gdsterdigimi
ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu Universitesi tarafindan
kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve higbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri
bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul

ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde teknolojinin ilerlemesiyle, saglikta basarili adimlar atilmis ve hastaliklarin
tedavisinde onemli mesafeler kat edilmistir. Tan1 ve tedavi yontemlerindeki gelismelerle
birlikte saglik hizmetlerine verilen 6nemin artmasi, kaza ve akut durumlarda hizli tedavi
olanaklarimin sunulmasi erken yasta 6liimlerin azalmasi, insan dmriinii uzatirken; 6nceleri nadir
goriilen hastaliklarin daha sik goriilmesine neden olmustur. Ayrica hizli kentlesme, sanayilesme
beraberinde cesitli stres etkenlerini getirmis bununla birlikte kronik hastalik insidans1 artmistir.
Kronik hastaliklar igerisinde kanser bugiin diinyanin birgok iilkesinde ve Tiirkiye’de kalp

hastaliklarina bagl 6liimlerden sonra ikinci siray1 almistir (Kavradim ve Ozer, 2014).

Son yillarda tedavi modellemelerindeki onemli gelismelere ragmen, ne hastalifin
insidansi ne de kansere bagli mortalite son 30 yilda degismemistir. Mevcut antikanser ilaglar
ciddi yan etkilerle iliskili sinirli etkinlik sergilemesinin yaninda ayrica pahalidir. Bu nedenle bu
dezavantajlara sahip olmayan farmakolojik ajanlarin tanimlanmasi gerekmektedir
(Shanmugam vd., 2015). Ancak ¢esitli yan etkiler mevcut tedavilerden kaynaklanabilmektedir.
Kanser tedavisinde kullanilan dogal iirlinler ile ilgili artan ¢alismalar son 25 yilda
yayinlanmistir. Bitkilerden elde edilen dogal {iriinlerin birgok islevi ve terapotik etkilerinde,

neredeyse hig toksisite ve yan etki yoktur (Zhang vd., 2019).

Sigma reseptorleri onkoloji alaninda ilgi uyandirmasina ragmen, timor biyolojisindeki
rolii hala gizemini korumaktadir. Predominant subselliiler lokalizasyonu ve ana faaliyet alani
endoplazmik retikulumdur (Tesei vd., 2018). Endoplazmik retikulum ve plazma membraninda
yaygin olarak bulunmaktadir. Katyon kanallarmin (K*, Na® ve Ca?*") modiilasyonu i¢in
onemlidir. o1 reseptorleri hiicre igerisinde yer degistirebilen ve saperon proteinleri olarak islev
gorebilmektedir. Saperon proteinleri, diger proteinlerin sentez ve islevleri sirasinda dogru
katlanmasindan sorumludur (Georgiadis vd., 2017). Inositol trifosfat (IP3) reseptérii yoluyla
ozellikle endoplazmik retikulumdan mitokondriye Ca** sinyallerini diizenler. Hiicre stres
kosullarinda endoplazmik retikulumdaki Ca** homeostazi bozulur ve bu durum potansiyel
apoptoza direng ile sonuglanir. Cok sayida c¢alisma kanser dahil yaslanma ile iliskili
hastaliklarda, sigma reseptorlerinin endoplazmik retikulum stresinin bekgileri oldugu
diistiniilmektedir (Tesei vd., 2018). ol reseptor antagonistlerinin kaspaz bagimli apoptozu
indiiklerken, o1 reseptdr agonistlerinin kaspaz aktivasyonunu onledigi gosterilmistir. Bu
nedenle, o1 reseptor antagonistleri antiproliferatif ve sitotoksik aktiviteye sahiptir; 61 reseptor

agonistleri anti-apoptotik ve néroprotektiftir (Georgiadis vd., 2017).



Serbest radikalleri inaktive ederek oksidatif stres olusumunu geciktirebilen veya
Onleyebilen antioksidan bilesiklere diinya c¢apinda artan bir ilgi s6z konusudur. Fenolik
bilesikler bitkilerde fazla miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir. Bitkisel iirlinlerin
antioksidan etkileri, igeriklerindeki fenolik bilesiklerden ileri gelmektedir. Bu iiriinler serbest
radikallerin neden oldugu reaksiyonlar1 engelleyerek kanser, diyabet, Alzheimer ve kalp
hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaligin olusumuna engel olur. Bitkisel kaynakli fenolik yapidaki
bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin yani sira prooksidan 6zelliklerinin bulunduguna dair

caligmalar da mevcuttur (Bacanh vd., 2015).

Kurkumin zingiberaceae bitkilerinin rizomundan ekstrakte edilen gesitli biyolojik ve
terapotik etkilere sahip dogal bir bilesiktir. Kurkumin yiizyillar boyunca bir gida katki maddesi
olarak kullanilmigtir. Son zamanlarda, ¢ok sayida ¢alisma birgok kanser tiirtiniin 6nlenmesi ve
tedavisi lizerindeki potansiyel etkilerini kanitlamistir. Hiicre kiiltiiri ve hayvan modellerinde
kurkuminin 5-FU, paklitaksel, doksorubisin, vinkristin, melfalan, biitirat, sisplatin, vinorelbin,
gemsitabin, oksaliplatin ve etoposit gibi farkli kemoterapotik ajanlara duyarligi arttirmis oldugu

da agiklanmistir. (Wei vd., 2018; Goel ve Aggarwal 2010).

Rybczynska ve digerleri (2008) tarafindan rimkazol ile C6 glioma hiicreleri iizerinde
yapilan ¢alismalarda antikanser etkisi belirlenmistir. Happy ve digerleri (2015) meme kanseri
hiicreleri lizerinde yaptig1 ¢alismalarda rimkazoliin diisiik dozlarda (4 pM) hiicre biiyiimesini
onemli Olgiide etkilemedigi fakat belirli bir esik konsantrasyonun {iizerinde (10 uM) hiicre
sayisinda azalma oldugu ve 40 puM rimkazol ile 5 gilinlik muameleden sonra tiim hiicre
hatlarinda tam hiicre 6limii gergeklestigi; ayrica rimkazoliin p53 ile kombine uygulamasinda
da 6nemli 6lgtlide hiicre 6liimlerinin arttig1 belirlenmistir. Janicke ve digerleri (2005) tarafindan
yapilan bir ¢alismada p-kumarik asitin, Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
azalttig1 belirlenmistir. Sen ve digerleri (2013) tarafindan o-kumarik asitin insan meme kanseri
hiicreleri (MCF-7) iizerinde birden fazla yolu aktive ederek antikanserojen aktivite gosterdigi
belirlenmis, yine Sen ve digerleri (2015) tarafindan o-kumarik asitin HepG2 hepatoselliiler
kanser hiicreleri iizerinde doza bagl sitotoksisik etki gosterdigi degerlendirilmistir. Liu ve
digerleri (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, A549 akciger kanseri hiicreleri farkl
konsantrasyonlarda kurkumin ile muamele edildikten sonra; kurkuminin bu kanser hiicrelerinde
bliylimeyi konsantrasyon ve zamana bagli inhibe edebilecegi gosterilmistir. Uygulanan
konsantrasyona bagli olarak tiimor hiicre proliferasyonu ve biliylimesini inhibe ettigi yapilan
testlerde gosterilmis olan rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombine

uygulamalari ile sinerjistik sitotoksik etkileri arastirilmistir.

2



Bu caligmada rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkuminin 25 pM, 12.5 uM,
6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlarda tekli ve kombine uygulamalari ile Caco-2, 3T3 ve
A549 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerinin MTT yontemi ile belirlenmesi; CDI
hesaplamalar1 ile rimkazol ve kombinasyonlarinin agonist, antagonist, sinerjist ve additif

etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, normal bir hiicrenin hiicresel homeostazini kaybettigi ve hiicre dongiisii,
invasyon, sagkalim, metastaz ve anjiyogenezde yer alan ¢ok sayida genin yapisal olarak aktive
edilmeye baslandig1 hiperproliferatif bir hastaliktir (Shanmugam vd., 2015; American Cancer
Society, 2015; Sen vd., 2013) (Sekil 2.1). Kanser hastaliginin ortaya ¢ikabilmesi i¢in yalnizca
kontrolsiiz ¢ogalma yeterli degildir. Hiicrenin invazyon (diger saglikli dokular istila etme) ve
metastaz (dolasima gecerek saglikli bagka dokulara yayilma) gibi diger malign 6zellikleri de
kazanmas1 gerekmektedir (Aliustaoglu, 2009). Eger yayilma kontrol edilmezse 06liimle
sonuglanabilir. Kansere tiitiin, bulasici organizmalar ve sagliksiz diyet gibi dis faktorler; kalitsal
genetik mutasyonlar, hormonlar ve bagisiklik durumu gibi i¢ faktorler neden olmaktadir. Bu
faktorler birlikte veya sirayla kansere neden olur. Tedaviler arasinda cerrahi, radyasyon
kemoterapileri, hormon tedavisi, immiinoterapi ve hedefe yonelik tedaviler (6zellikle kanser

hiicresi biiytimesini engelleyen ilaglar) bulunmaktadir (American Cancer Society, 2015).

KARSINOGENEZ
Radyasyon
\alanlar viruslar UV, mineralliﬂer k|myasalajanlar
‘, » " T I ¥,
E::'l_;‘ N l Farl-chlag.madeektlen \ %
: o
=i Onkogenaktwasyanu e\l 0%

g

C-»O -

\olmall'ucrs- Baslangig hilcre

Biiyime kontrolu defektleri

Malign timdr

Preneoplastik
hiicreler

t Tiimor baskllaylugeninaktivasyonu
%,

viruslar

Ayrilma

Radyasyon kimyasal ajanlar viruslar
UV, mineral lifler MMP

invazyen
Maotilite

METASTAZ

Anjiogenez
Codalma

L
Ekstravazasyon®®

Adezyan Dolasimda

safkalim

Embalizasyon

MMP: matriksmetaloproteinaz, L: lanfosit, MK: natural killer hiicre, M: mekanik faktorler, T: trombaosit A: adezyon molekilleri

Sekil 2.1. Karsinogenezin olusumu (Aliustaoglu, 2009; I¢li ve Akbulut, 2005)



Kanser, diinya c¢apinda en sik 6liim nedeni (Momenimovahed vd., 2019) ve 6nemli bir
halk saglig1 problemi olup Amerika Birlesik Devletleri (Siegel vd., 2019; 2020) ve diinyadaki
Oliimlerin kalp hastaligindan sonraki (Sen vd., 2013) ikinci 6nde gelen sebebidir (Siegel vd.,
2019, 2020; Sen vd., 2013). Kansere yakalanan kisi sayis1 hizla artmakta ve Tirkiye'de de her
yi1l mevcut kanser hastasi sayisina, yaklasik 200 bin kisi daha eklenmektedir. Ulkemizde giinde
450 kisiye, her 3 dakikada bir 1 kisiye kanser tanis1 konmaktadir. Tiirkiye’de kanser siklig1
diinya ve diinyanin gelismekte olan iilkeleriyle benzerlikler gostermektedir. Yapilan
arastirmalara gore 2030 yilinda diinyada yeni vaka sayis1 27 milyon, kanser hastaligina bagh

6lim 17 milyon ve toplam kanser hastasi sayisinin 75 milyon olmasi beklenmektedir (http-1).

Birgok aragtirma dengeli diyetler, diizenli egzersiz, sigaray1 birakma, alkolii azaltma, kilo
kontrolii ve stres yonetimini igeren saglikli hayat yasam dongiilerinin kanser riskini azaltmak
icin faydali oldugu vurgulanmistir (Park vd., 2013; Brennan vd., 1995; Pollack vd., 1984;
Thaker vd., 2006; Kenfield vd., 2011; Calle vd., 2003).
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Sekil 2.2. Diinya Saghk Orgiitiiniin 2018 yili verilerine gére tiim kanserlerin her iki cinsiyette ve her yasta

gériilen toplam vaka ve oliim sayilart (http-2, http-3)

Diinya Saglik Orgiitii’'niin agikladig1 verilerde 2018 yilinda yaklasik 18 milyon insana
kanser teshisi konulmus ve 10 milyon civarinda insan kanserden hayatini kaybetmistir.
GLOBOCAN’1n 2018 verilerine gore en sik goriilen kanser tiirleri sirasiyla akciger (2.1
milyon), meme (2.09 milyon), kalin bagirsak (1.8 milyon), prostat (1.3 milyon), mide (1
milyon) kanseridir. Kansere bagli 6liimlere gore ise akciger (1.8 milyon), kolorektal (881 bin),
mide (783 bin), karaciger (782 bin) ve meme (627 bin) siralanmaktadir (Sekil 2.2). Cinsiyete

gore ise erkeklerde goriilme siklig1 sirayla akciger, prostat, kolorektal, mide, karaciger; 6liime
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bagli olarak ise akciger, karaciger, mide, kolorektal, prostat seklinde siralanmaktadir.
Kadinlarda goriilme sikligi meme, kolorektal, akciger, serviks, tiroid; 6liime bagli olarak ise
meme, akciger, kolorektal, serviks, mide kanserleri olarak bildirilmistir. Diinya Kanser
Aragtirma Fonu verilerinde 2018’de diinyada en sik goriilen kanser c¢esitlerinde ilk sirada
akciger kanseri bulunmaktadir; sirasiyla meme ve kolon kanserleri, akciger kanseri sayisini
takip etmektedir. Yaklasik 2 milyon 100 bin kisiye akciger kanseri teshisi ve akciger kanseri
sayisina yakin bir sekilde kolon kanseri vakasi bildirilmektedir (http-4).

Risk faktorleri

e Kanser Riskini Artirdig1 Bilinen Faktorler
Sigara ve tiitlin kulllanim1
Enfeksiyonlar
Radyasyon

Organ nakli sonrast immiinsiipresif ilaglar

e Kanser Riskini Etkileyebilecek Faktorler
Diyet
Alkol
Fiziksel aktivite
Sismanlik
Diyabet
Cevresel risk faktorleri (http-5)

insidans

Sekil 2.3. 2018 ’den 2040°a kadar tahmini diinya ¢apinda gelecekteki

kanser ve mortalite insidansi (http-2)
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Kanser biyolojisi lizerinde yillardir yapilan aragtirmalar, hastaligt yo6nlendiren
mekanizmalara iligkin birtakim goriisler ortaya koymustur. Molekiiler ve diger ¢aligmalardan
elde edilen verilerde, belirli bir kanser tiirtinde bile kanser davranis1 ve tedaviye verdigi yanit
konusunda farkliliklar oldugu gosterilmistir. Bu yeni anlayis, kanserin biiylimesi ve
gelismesinin altinda yatan ve ¢ogunlukla proteinlerdeki spesifik degisiklikleri baz alarak hedefe
yonelik tedaviler gelistirmek i¢in adimlar atilmasini saglamistir. Cerrahi, radyasyon terapisi ve
standart kemoterapi kanser tedavisinde dnemli rol oynamaya devam edecektir. Ancak son
yillarda hedefe yonelik tedaviler ve immiinoterapilerin ortaya ¢ikmasi belirli kanser tiirlerinde
hastalar i¢in mevcut tedavi seceneklerini genisletmistir. Son yillarda kanser tedavisinde 6nemli
ilerlemeler kaydedilmis olsa da kanser teshisi konan hastalarda konvansiyonel kemoterapi
ilaglar1, radyasyon tedavisi ve cerrahi ile kanser tedavisini optimize etmede en 1yi sonuglarin
elde edilmesinde ¢ok sayida zorluk bulunmaktadir. Tedavi sirasinda, normal dokularin zarar
gormesi engellenirken 6ldiiriicli ilag dozlarin tiimorlere verilmesini incelemek icin yeni
kemoterapétik ajanlarin tanimlanmasi ve gelistirilmesi {lizerine arastirmalara ihtiya¢ vardir.
Tespit edilen baz1 potansiyel hedeflerin antikanser ilacin baglanabilecegi yerden yoksun olmasi,
hedefe etkili sekilde ulasan ya da baglanan ilaglarin tasarimi yani hedefe yonelik tedaviler

gelistirmek i¢in molekiiler hedeflerin iyi tanimlanmasini gerektirmektedir (http-6).

Geleneksel kemoterapi ilaglarina veya hedefe yonelik yeni tedavilere kars1 gelisen ilag
direnci, kanser tedavisinde karsilasilan bir diger zorluktur. Ila¢ direng mekanizmalarini
aydinlatmak ve iistesinden gelebilmek i¢in daha fazla arastirma yapilmasina ihtiya¢ vardir

(http-6).

2.1.1. Kolon kanseri

Diinya ¢apinda her y1l 1 milyondan fazla yeni kolorektal kanser vakasi teshis edilmistir.
Kolorektal kanser, diinya ¢apinda en sik goriilen iigiincii malignite ve dordiincii en sik goriilen

kanser mortalitesi nedenidir (Rosa vd., 2016; Terzi¢ vd., 2010).

Kolorektal kanser gelisimi normal kolon mukozasinin kolon adenokarsinomuna ve
sonraki karsinoma doniismesine yol acan mutasyonlarin ya da epigenetik degisikliklerin
birikmesinden kaynaklanmaktadir (Rosa vd., 2016; van Breda vd., 2008). Bu mutasyonlar APC
(Adenomatdz Polipozis Koli), K-ras, DCC (Deleted in Colorectal Cancer) ve P53 (Sekil 2.4)

gibi genleri igerir ve ii¢ asama ile karakterize edilir ve sonugta preneoplastik hiicrelerin malign


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Terzi%C4%87%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420949

hiicrelere kademeli olarak donilismesini igeren tiimor olusumu ortaya ¢ikar (Rosa vd., 2016;

Brown vd., 2012).
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Sekil 2.4. Kolorektal kanserde belirli genlerin mutasyonu (Rosa vd., 2016)

Kolorektal kanser gelisimine ¢esitli faktorler etki etmektedir. Kolorektal kanser riski yas
ile birlikte artmaktadir. Genetik yatkinlik, diyet, obezite, fiziksel inaktivite, uzun siireli sigara
kullanimi, diisiik kalsiyum alimi, tip-2 diyabet ve hayat tarzinin kolorektal kanser gelisimi i¢in
onemli katkida bulunan faktorlerden bazilar1 olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Rosa vd.,
2016; Henning vd., 2013; American Cancer Society, 2015). Tam tahilli lif (American Cancer
Society, 2015), sebze ve meyve tiiketimi Ozellikle kolorektal kanser i¢in disiik risk ile
iliskilendirilmekte (Rosa vd., 2016; ‘American Cancer Society, 2015) olup, bu da gidalarin
fitokimyasal icerikleri ile iliskilidir. Fitokimyasallarin, 6zellikle de fenolik bilesiklerin kanser
Onleyici, antiviral, antioksidan ve antienflamatuar aktiviteler gibi 6nemli biyolojik 6zelliklere

sahip oldugu bildirilmistir (Rosa vd., 2016).

Kolon kanseri, kadin ve erkeklerde en yaygin iigiincii 6nde gelen kanserdir (American
Cancer Society, 2015) ve her y1l 500.000 6liimle sonuglanmaktadir. Her y1l yaklagik 1 milyon
yeni vaka teshis edilmektedir. Agresif tedavilere ragmen bircok tiimoér mevcut tedavi
protokollerine kars1 direnglidir ve epidemiyolojik veriler diyetin kolon kanseri etiyolojisinde

onemli bir faktor oldugunu gostermektedir (Rosa vd., 2018).
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2.1.1.1. Caco-2 hiicre hatti

1970'lerde gastrointestinal timdrlerden birkag epitel hiicre dizisi elde edilmistir. Kanser
gelisimindeki mekanizmalar1 ve sitoterapinin etkilerini arastirmak amacglanmistir. Kismen
primer bagirsak epitel hiicrelerinin hem morfoloji hem de islev, yani ince bagirsak
enterositleri, goblet hiicreleri, enteroendokrin hiicreleri, Paneth hiicreleri ve M-hiicrelerinin
heterojenligi nedeniyle, tiimor hiicrelerinin daha 6zellesmis hiicre tiplerine ayrilmasina
ihtiya¢ duyulmustur. Hiicre hatlarinin birkag1, ortama sentetik veya biyolojik faktorlerin ilave
edilmesiyle kismen ayirt edilebimistir. Bununla birlikte, bunlardan biri olan Caco-2, birlesme
noktasina ulastiginda kendiliginden farklilagsabildiginden oldukca benzersiz bir ozellik
gostermigstir. Caco-2 (Cancer coli-2) (Sekil 2.5) Slogen-Kettering Kanser Arastirma
Enstitiisti'nde Jorgen Fogh tarafindan bir insan kolorektal adenokarsinomundan

olusturulmustur (Lea, 2015; Fogh vd., 1977).

Sekil 2.5. Caco-2 hiicreleri (http-7)

Insan epitel hiicre hatt1 Caco-2, bagirsak epitelyal bariyerinin bir modeli olarak yaygin
kullanilmaktadir. ik ¢alismalar farkhilastirilmis Caco-2 hiicrelerinin ince bagirsak
enterositlerinin karakteristik fonksiyonel 6zelligini ifade ettigini ortaya koymustur. Birlesmeye
dogru karakteristik bir apikal fircamsi1 kenar mikrovillus edinerek kutuplagsmaya baglarlar.
Bitisik hiicreler arasindaki siki baglantilar olusturulur, bunlar da enterositlere 6zgii enzim
aktivitelerini, yani laktaz, aminopeptidaz N, siikraz-izomaltaz ve dipeptidilpeptidaz IV
eksprese eder. Bununla birlikte kolonosit belirtegleri Caco-2 hiicrelerinde de bulunur (Lea,
2015; Engle vd., 1998) (Tablo 2.1). Fakat, hi¢cbir P-450 metabolize edici enzim aktivitesi rapor
edilmemistir (Lea, 2015).



Tablo 2.1. Caco-2 hiicrelerinin ézellikleri (Lea, 2015)

Biiyiime

Farkhlastirma

Hiicre morfolojisi

Elektriksel
parametreler

Sindirim
enzimleri

AKktif tasima

Membran iyonik
tasima

Membran iyonik
olmayan
tastyicilar

Reseptorler

Epitel hiicrelerinin yapigkan bir tek tabakasi olarak kiiltiirde ¢ogaltilir.

Standart kiiltiir kosullarinda 14-21 giin sonra

Apikal tarafta siki kavsaklara ve firca kenarligina sahip polarize hiicrelerdir.

Yiiksek elektrik direncine sahiptirler.

Ince bagirsagm tipik sindirim enzimlerini, membran peptidazlarini ve
disakkaridasyonlarint (laktaz, aminopeptidaz N, siikraz-izomaltaz ve
dipeptidilpeptidaz IV) eksprese ederler.

Amino asitler, sekerler, vitaminler, hormonlar

Na /K * ATPaz, H /K * ATPaz, Na */H * degisimi,
Na */K */C1 - kotransport, apikal Cl ~ kanallara sahiptirler.

Gegirgenlik glikoprotein (P-gp, ¢oklu ila¢ direnci proteini), ¢oklu ilag
direnci iliskili protein, akciger kanseri ile iliskili diren¢ proteini bulunur.

B12 vitamini, D3 vitamini, EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptorii),

seker tagiyicilar (GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUTS, SGLT1) bulunur.

Sitokin iiretimi IL-6, IL-8, TNFa, TGF-21, timik stromal lenfopoietin (TSLP), IL-15

uretirler.

Insan bagirsagi Caco-2 (Sekil 2.6) hiicre hatt1 son yirmi y1l boyunca bagirsak bariyerinin
bir modeli olarak yaygin kullanilmistir. Baslangigta bir insan kolon adenokarsinomundan
edinilen ana hiicre dizisi, kiiltiirde tek katmanli bir hiicre olusumuna yol agan kendiliginden
farklilagsma siirecine maruz kalir, olgun enterositin birka¢ morfolojik ve fonksiyonel 6zelligini
ortaya c¢ikarir. Kiiltiire bagl kosullarin kismen ana hiicre dizisinin heterojenligine bagli olarak
bu 6zelliklerin ekspresyonunu etkiledigi ve hiicrelerin alt populasyonlarinin kiiltiirde 6n plana
cikmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayrica bir¢ok kolon hiicre dizisi ana diziden izole
edilmistir, bu da genel olarak farklilasma O6zelliklerinin daha homojen bir ifadesini sergiler,

ancak her zaman ana dizinin biitiin 6zelliklerini ifade etmez (Sambuy vd., 2005).
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Sekil 2.6. 21 giinliik kiiltiir sonrasi polarize Caco-2 hiicrelerinin SEM (scanning electron microscope)

goriintiisii (Lea, 2015)

2.1.2. Akciger kanseri

Akciger kanseri diinyadaki hem erkek hem de kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 6nde
gelen nedenlerinden biridir (Townsend vd., 2017; American Cancer Society, 2015). Sigara
icmek, bu kanser tiirii i¢in en 6nemli risk faktoriidiir. Hem sigara igme miktart hem de siiresi
ile risk artmaktadir. Diger risk faktorleri asbest (6zellikle sigara igenler), bazi metaller (arsenik,
krom, kadminyum), bazi organik kimyasallar, radyasyon ve hava kirliligidir. Hastalik gelisimi
Ozellikle genc yasta olanlarda genetik duyarlilik, akciger kanserinin gelisiminde rol

oynamaktadir (American Cancer Society, 2015).

Akciger kanseri hastalarinin 1 yillik sagkalim oram1 %44.5 yillik sagkalim orami ise
sadece %17°dir. Diisiik sagkalim orani, biiyiik Olciide ileri evre tanilara baglanmaktadir.
Hastalarin yaklasik %57°si ileri evrede teshis edilmektedir, bu da tedavi segeneklerinin
azalmasina ve mortalitenin artmasina yol acar. Ileri evrede tan1 koyuldugunda hastalarin 1 yil
ve 5 yil i¢in sagkalim oranlar sirasiyla %26 ve %6’ya diismektedir (Townsend vd., 2017;

American Cancer Society, 2015).

Akciger kanserinin erken tespitinin hastanin hayatta kalmasi i¢in énemli oldugundan
ozellikle kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerini tanimlayan invaziv olmayan testleri
gelistirmek ve hastalig1 daha erken bir asamada teshis etmek i¢in ¢aligmalar devam etmektedir.
Dolagimdaki biyomarkerlar1 bulmak icin kanser dokularinin profillenmesi tiimoér kaynakli
proteinlerin belirlenmesinde yardimci olsa da, bu yontemler son derece invazivdir. Sonug

olarak, aragtirmacilar hastalarin balgamindaki kanser biyomarkerlar1 belirlemek icin teknikler
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gelistirilmistir. Hasta panelleri degerlendirilerek, daha sonra erken akciger kanseri tespitinde
hekimlere yardimci olabilecek referans olarak kullanilabilecek kanser profilleri
olusturulmustur. Bu yontemler akciger kanserinin erken fark edilmesi i¢in umut verici olsa da,

hastalarin tedavisi i¢in uygun degildir (Townsend vd., 2017).

2.1.2.1. A549 hiicre hatt
A549 hiicre dizisi (Sekil 2.7) 1973 yilinda 20 farkli tiimdrden siirekli hiicre dizileri

olusturmaya yonelik bir ¢alismada pulmoner adenokarsinomdan izole edilmistir. A549 hiicre
dizisi insan akcigerinin Alveolar Tip II pnomositlerini temsili seklinde karakterize etmektedir.
Hiicre dizisinin izole edilmesinden kisa bir siire sonra A549 ile yapilan calismalarda, ATII
epitel hiicre fenotipinin 6zelliklerini sergiledikleri de agiklanmistir (Giard vd., 1973; Shapiro
vd., 1978; Lieber vd., 1976; Foster vd., 1998; Nardone ve Andrews, 1979; Balis vd., 1984;
Swain vd., 2010; Corbiére vd., 2011; Cooper vd., 2016) (http-8).

Sekil 2.7. A549 hiicreleri (http-7)

Kanser aragtirmasi, hava yolu fonksiyonu ve hastalig1 ve virolojisi ile ilgili ¢aligsmalar igin
distal akcigerin epitel modellerinin olusturulmasiyla; A549 hiicre dizisi, adenoviriisler de dahil
olmak {izere bir¢ok insan solunum yolu viriisii i¢in uygun bir konaktir (Giard vd., 1973; Shapiro
vd., 1978; Lieber vd., 1976; Foster vd., 1998; Nardone ve Andrews, 1979; Balis vd., 1984;
Swain vd., 2010; Corbiére vd., 2011; Cooper vd., 2016) (http-8).
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2.2. Fibroblast hiicreleri

Bag dokusu hiicreleri hemen hemen her doku ve organin desteklenmesinde ve onariminda
merkezi bir rol oynar. Bag dokusu hiicreleri fibroblastlari, kikirdak hiicrelerini, kemik
hiicrelerini, yag hiicrelerini ve diiz kas hiicrelerini igerir. Baz1 fibroblast hiicreleri, dokunun
tiyelerinden herhangi birine doniigebilir. Bag dokusu hiicre tipinin bu  doniistimleri,
cevredeki hiicre dis1 matrisin bilesimi, hiicre sekli, hormonlar ve biiylime faktorleri tarafindan

diizenlenir (Alberts vd., 2002).

Fibroblastlar (Sekil 2.8) bag dokusunda dagitilirlar, tip I ve/veya tip III kollajen agisindan
zengin rijit bir hiicre dis1 matris salgilarlar. Bir doku yaralandiginda yakinlardaki fibroblastlar
cogalir, yaralanan ve hasarli dokuyu izole ederek onarmaya yardimci olan biiylik miktarlarda
kollajen matris tretir. Yaralanma karsisindaki yetenekleri, yalniz yasam tarzlariyla birlikte
fibroblastlarin neden kiiltiirde biiyiimek i¢in en kolay hiicre oldugunu agiklayabilir. Bu da onlari

hiicre biyolojik ¢aligmalart i¢in favori bir konu haline getirmistir (Alberts vd., 2002).

Sekil 2.8. Fibroblast hiicreleri (http-9)

2.2.1. NIH/3T3 hiicre hatt1
NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicreleri, 1962 yilinda New York Universitesi Tip

Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda izole edilen bir hiicre hattindan baglatilmistir. 3T3 hiicre
transferi ve asilama protokolii hatt1 ve araglar anlamina gelir “3 giinliik transferi, inokulum, 3
x 107 hiicre” bu protokol kullamlarak oliimsiiz hiicre hattt yaklasik 20-30 nesil in
vitro bliylimeye, hiicre kiiltiiriinde gelismeye ve stabilize etmeye baslanmistir. George Todaro
ve bu hiicre hattini ilk kiiltiirleyen bilim adamlart Howard Green, hiicreleri ayristirilmis NIH

Isvigre fare embriyo fibroblastlarindan almistir. O zamandan beri standart bir fibroblast hiicre
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hatt1 haline gelmistir (http-10).

En yaygin olarak kullanilan hiicre dizilerinden biri olarak, NIH/3T3 hiicre dizisi, protein
fonksiyonel analizi de dahil olmak iizere bir dizi mekanik ve hiicre bazli tahliller i¢in
calismalara dahil edilmistir. Hiicrelerin morfolojisi yapisik, fibroblastiktir ve biiyiimesi

nispeten kolay hiicre ¢izgileri arasinda kabul edilmektedir (http-10).

Orijinal hiicre asir1 temasla inhibe edilir, ancak hiicre hatt1 artik inhibe edilmez. NIH/3T3
hiicreleri, poliomaviriis ve SV40 ile transformasyona agiktir. Ayrica, 3T3 hiicreleri sarkom
viriisii odak olusumu ve l6semi virlisiine duyarhidir; temazepam ve diger benzodiazepinler

tarafindan inhibe edilir (http-10).

NIH/3T3 hiicrelerinin sayis1 20-26 saatlik bir hizla 2 katina ¢ikmaktadir ve plastik bir
sisede kiiltiirlenmelidir (yani belirli cam tiirlerine iyi yapismazlar). NIH/3T3 hiicrelerinin kiiltiir
ortam1 %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ilavesiyle formiile edilen Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)’dir. Siseler 37 °C’de %5 CO: i¢inde inkiibe edilmelidir (http-10).

2.3. Rimkazol

Rimkazol, kismen o reseptor antagonisti olan bir karvazol tiirevidir. Wellcome Aragtirma
Laboratuvarlar1 bu bilesigi, daha i1yi bir yan etki profiline sahip yeni bir antipsikotik oldugu
varsayilarak 1980’lerde ortaya ¢ikardi. Ancak sonraki klinik deneyler rimkazoliin sizofreni
hastalarinda etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Su an agirlikli olarak deneysel bir arag olarak
kullanilmaktadir. Bir ¢ reseptdr antagonisti olarak eylemlerine ek olarak, rimkazol dopamin
tastyicilart i¢in yliksek afiniteye sahiptir ve son yillarda yeni dopamin tasiyici ligandlarin
gelistirilmesinde Oncii bir bilesik olarak hizmet etmistir. Her ne kadar rimkazol ¢ reseptorleri
icin secici bir ligand olarak diisiiniilemese de ¢ reseptorleri i¢in diger secici agonistlerin ve
antagonistlerin yakin zamandaki gelisimi, bu reseptorlerin rimkazoliin etkilerine katiliminin

acikliga kavusturulmasina yardime1 olmustur (Gilmore vd., 2004).

Martin ve digerleri, ¢ reseptorlerinin varligini ilk olarak 1976 yilinda SKF 10.047 nin (N-
alillnormetazosin) psikotomimetik etkilerinin aracilik ettigi yer olarak varsaymistir (Gilmore
vd., 2004; Martin vd., 1976). O zamandan beri reseptorlerin fizyolojik islevlerini tanimlamak
icin bir dizi ¢alisma yapilmigtir. Calismalar, ¢ reseptdrlerinin ¢evresel ve merkezi sinir
sisteminde bilinen herhangi bir reseptdrden farkli bir diizende dagilim gosterdigini ortaya
koymustur. Beyinde 6zellikle motor ve limbik sistemlerde lokalizedir (Gilmore vd., 2004;
Walker vd., 1990) ve o reseptorleri periferde kalp, dalak, karaciger, sindirim sistemi, testisler,
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yumurtaliklar, kan mononiikleer hiicreleri ve vas deferenste (Gilmore vd., 2004; Maurice vd.,
2002; Monassier ve Bousquet, 2002; Vaupel ve Su, 1987) yaygin olarak yer almaktadir. ¢
reseptorleri gdgls, kolon, akciger, noral, prostat ve cilt timdr hiicre dizileri de dahil olmak
tizere tiimor hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir. Ayrica bu reseptorler ¢ogalan tiimor
hiicrelerinde 6zellikle ytliksek oranda bulunmaktadir. Biyokimyasal ve farmakolojik ¢aligmalar
coklu o reseptdr alt tiplerinin varligin1 gostermistir ve en iyi karakterize edilenler ise o1 ve o2

reseptorlerdir (Gilmore vd., 2004).

Sigma reseptorleri, meme, akciger ve prostat kanseri hiicrelerinde yiiksek oranda
bulundugundan bu reseptorlerin tiimor biiylimesinden sorumlu oldugu agiklanmistir. Ayrica,
sigma reseptor ekspresyon derecesi ile timor agresivitesi arasinda bir baglanti oldugu ve
yiiksek metastatik potansiyeli olan kanser hiicrelerinde sigma reseptorlerinin yiiksek oranda

bulundugu bildirilmistir (Rui vd., 2016).

Iki ana o reseptorii alt tipinden rimkazoliin o reseptdrlerine olan afinitesi, o
reseptorlerine gore 2 ila 3 kat daha fazladir. Ozet olarak rimkazol (Sekil 2.9) tarihsel olarak
secici ¢ reseptdr ligandi olarak bilinmektedir. Ancak c¢alismalar, o reseptorlerine olan
afinitesinin orta diizeyde oldugunu gdstermistir. ¢ reseptorleri ile etkilesime ek olarak, rimkazol
serotonin tagtyicilari i¢in benzer, dopamin tastyicilari i¢in de daha yiiksek bir afiniteye sahiptir

(Gilmore vd., 2004).

NH

Rimkazol

cis-9-[3-(3,5-dimetil-1-piperazin)propil]lkarbazol

Sekil 2.9. Rimkazoliin kimyasal yapist (Gribble, 1996)
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Rimkazoliin yapilan biyoanalizlerde ¢esitli etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. Kismen
kullanilan bilesigin konsantrasyonuna bagli olarak hem agonist hem de antagonist etkiler
gosterebilmektedir. Genel olarak antagonist etkilerin biyolojik aktiviteden yoksun oldugu daha
diisiik rimkazol konsantrasyonlarinda (< 10uM) goérilmektedir. Fonksiyonel calismalarda
rimkazoliin secici bir ¢ reseptdr agonistinin (6rn: 1,3-di-o-toliguanidin, DTG) veya en az iki ¢
reseptorlerine secici olmayan yiiksek afiniteli agonistlerinin eylemlerini antagonize ettiginde
ya da yiiksek afiniteli ve/veya secicilige sahip baska bir ¢ reseptor antagonisti benzer etkiler

yarattiginda reseptOr antagonisti gorevi gordiigii diistiniilmistiir (Gilmore vd., 2004).

Rimkazoliin diger se¢ici o reseptor agonistleriyle karsilastirilabilecek kendi fonksiyonel
etkilerini yarattiginda veya fonksiyonel etkileri baska ¢ reseptdr antagonistleri tarafindan

antagonize edildiginde ise agonist gorevi gordiigii diistiniilmiistiir (Gilmore vd., 2004).

Antagonist etki gosterdigi konsantrasyonlarinda rimkazol kendi bagina herhangi bir etki
yaratmaz, ancak DTG, (+)-pentazosin ve (+)- SKF 10.047 gibi ¢ reseptor agonistleri tarafindan
iiretilen kontraktilitedeki degisiklikleri 6nler. Bununla beraber rimkazol, genelde bu periferal
dokularda elektrikle tetiklenen kontraksiyonlar1 engellemek i¢in daha yiiksek
konsantrasyonlarinda biyolojik aktiviteyi kendi bagina ortaya ¢ikarir (Gilmore vd., 2004).

Happy ve digerlerinin (2015), MCF-7, T47D, MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 meme
kanseri hiicreleri iizerinde yaptig1 ¢aligmalarda rimkazoliin diisilk dozlarda (4 pM) hiicre
bliytimesini 6nemli 6l¢lide etkilemedigi fakat belirli bir esik konsantrasyonun tizerinde (10 uM)
hiicre sayisinda azalma oldugu ve 40 uM rimkazol ile 5 giinliik muameleden sonra tiim hiicre
hatlarinda tam hiicre 6limi gergeklestigi; ayrica rimkazoliin p53 ile kombine uygulamasinda

da 6nemli 6l¢iide hiicre 6liimlerinin arttig1 belirlenmistir (Happy vd., 2015).

2.4. Fenolik Asitler (p-Kumarik Asit ve o-Kumarik Asit)

Son zamanlarda meyve, sebze ve bitkilerden elde edilmis 5000’den fazla fitokimyasal
tanimlanmistir. Bitkilerdeki baslica fitokimyasallar; fenolik asitler, flavonoidler, tanenler,
stilbenler, kurkuminoidler, kumarinler, lignanlar, kinonlar gibi farkl bilesikler grubunu temsil
eden fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler arasinda fenolik asitler en basit yapiya sahip olan
gruptur. Bircok meyve, sebze, tahil ve tibbi bitkide bulunan ve flavonoid olmayan polifenolik
bilesiklerdir. Bu nedenle, bu fenolik asitlerin diyete bagli 25 mg ile 1 g/giin arasinda degisen
alimi oldukga yiiksektir (Sen vd., 2015).
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Fenolik asitler genellikle iki ana gruba ayrilir; yedi karbon atomu igeren benzoik asitler
ve (C6-C1) ve dokuz karbon atomu iceren sinnamik asitler (C6-C3) (Teixeira vd., 2013; Sen
vd., 2015). Bu bilesikler baskin olarak hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler (Tablo 2.2)

olarak bulunur, serbest veya konjuge formlarinda ortaya ¢ikabilir (Teixeira vd., 2013).

Tablo 2.2. Hidroksisinamik asit tiirevlerinin kimyasal yapisi (Rosa vd., 2016, Yeh ve Yen, 2003)

Ry”
Ry

Radikal Hidroksisinamik Asit
Ri=R>=Rs=R+=H Sinnamik asit
R:=0OH, R>= Rs=Rs=H o-Kumarik asit
R:i=R.= R+=H; R;=OH p-Kumarik asit
R:=R:>=H; Rs= R«=0H Kafeik asit
R:=R>=H; Rs=0OH; R+=0OCH3 Ferulik asit
R:=H; R>= R~~=0OCH3s; R==0OH Sinapik asit

Fenolik asitlerden olan kafeik, kumarik ve ferulik asit bircok bitkide bulunmaktadir;
bunlarin tiimor hiicre proliferasyonunu inhibe ederek ve artmis antioksidan aktiviteyle tiimor

biiyiimesini baskiladig1 gosterilmistir (Bouzaiene vd., 2015).

p-kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik asitler (Tablo 2.2) gibi hidroksisinamik asitlerin
dogada onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Hidroksisinamik asitler, amidler (mono- veya
poliaminler, amino asitler veya peptitlerle konjiige edilmis), esterler, 6zellikle de tartarik asit,
seker tlirevleri ve glikozitler gibi hidroksiasit esterleri de dahil olmak iizere bir¢ok konjuge
edilmis formda bulunan sekonder metabolitlerdir. Sinnamat esterleri yiiksek bitkilerde yaygin
olarak bulunurken, sinnamik asitlerin amidleri nadir goriliir (Teixeira vd., 2013). p-Kumarik
asit, sinnamik asidin yaygin bulanan izomeri olup fistik, domates ve havug¢ gibi birgok

yenilebilir bitkilerde bulunur. p-Kumarik asidin tiimor karsitt ve mutajenik aktiviteye sahip
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oldugu bildirilmistir (Jaganathan vd., 2013).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada, p-kumarik asidin kolon epitel hiicrelerine (Caco-2)
etkisi arastirilmigtir. 1500 pmol/l konsantrasyonda p-kumarik asitin 24-72 saatlik
uygulamasindan sonra Caco-2 hiicrelerinin ¢ogalmasimi %43-%75 oraninda O6nledigi
bulunmustur. Bununla birlikte, p-kumarik asitin kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz

mekanizmasini tasvir etmez (Jaganathan vd., 2013).

Janicke ve digerleri (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ferulik asit ve p-kumarik
asitin, Caco-2 kolon kanseri hiicrelernin proliferasyonunu ve hiicre dongiisii faz dagilimi
tizerindeki etkileri (Tablo 2.3) arastirilmistir. Hiicreleri 1500 pM ferulik asit ile muamele
ettikten 2 ve 3 giin sonra Caco-2 hiicre canliliginin kontrole gore sirasiyla %75 ve %43 oraninda
azaldigini belirlemislerdir. Ayni sekilde Caco-2 hiicreleri 1500 uM p-kumarik asit ile muamale
edildikten 2 ve 3 giin sonra hiicre sayis1 kontrole gore sirasiyla %74 ve %55 oraninda azalmistir.
Her iki fenolik asit ile 1 giin sonra G: fazindaki azalma, S fazinda artis; 2 ve 3. giinlerde G:

fazinda artig belirlenmistir (Rosa vd., 2016; Janicke vd., 2005).

Tablo 2.3. p-Kumarik asitin antikanser etkileri (Rosa vd., 2016, Janicke vd., 2005, 2011)

Hiicre/Hayvan Modeli Fenolik Asitler ve Tiirevleri Antikanser Etkiler
Caco-2 ferulik asit; Hiicre canlilig: |
p-kumarik asit Gi faz1 | ; S ve Gz fazlar
Caco-2 ferulik asit; Hiicre ¢ogalmasini diizenleme;
p-kumarik asit Hiicre dongiisiinii diizenleme

Fenolik asitlerin antikanser Ozellikleri oldugu aciklanmasina ragmen, hiicresel
mekanizmalar tlizerindeki etkileri hala arastirilmaktadir. Ancak serbest radikallerin atilmasi,
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin indiiksiyonu, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, DNA hasar onariminda, hiicre proliferasyonunda, apoptoz ve invazyondaki
hiicre sinyal yollarinin  modiilasyonunda (Sekil 2.10) o6nemli rolleri oldugu
bilinmektedir. Fenolik  asitlerin, inflamasyon, proinflamatuvar sitokinler, COX-2,
lipooksijenazlar (LOX) (Sekil 2.10), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ile iliskili
transkripsiyon faktorlerini inhibe ettigi bildirilmistir (Rosa vd., 2016; Rosa vd., 2018).
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Hiicre canhhg |

FENOLIK
|7 —» Koloni elusumu

ASITLER
/ # \, Siklin D1 |
Bax:Bcl-2 MME-9 | NF-EB
protein oram |
LOX | C-Myc
Kaspaz 3 1
COX-2 | +
Kaspaz 8 7
Tiimér
‘ Baslangica
Apoptozis

Sekil 2.10. Kolon kanserinde fenolik asitlerin antikanser mekanizmast (Rosa vd., 2016)

Hidroksisinamik asitlerin oksidatif stres ile ilgili ¢esitli hastaliklarda (6rn. ateroskleroz,
inflamatuar yaralanma, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar) Onleyici ve/veya terapotik
amaglar i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir. En 6nemli antioksidan etki mekanizmasinin,
hidrojen veya elektron verici kabiliyetleri ve sonugta meydana gelen fenoksil radikallerinin
stabilitesiyle baglantili olan radikal atma aktivitesi yoluyla oldugu varsayilmaktadir (Teixeira

vd., 2013).

p-Kumarik asit hem in vitro hem de in vivo kolon kanseri modellerinde Grp (Glucose
Regulated Protein) down-regiile etmis, UPR aracili apoptozu da aktive etmistir. Ayrica p-
kumarik asitin sitokin COX-2, IL-6, TNF-a ve PGE2 ekspresyonunu azaltarak inflamasyonu
onemli Olcilide azalttigin1 ve ayrica western blot yontemiyle analiz edildigi lizere p-p65 ve p-
IkBa ekspresyonunu azalttigr gozlemlenmistir. Ayrica, p-kumarik asitin apoptoz indiikleyici
etkisi sonucunda PERK-elF2a-ATF-4-CHOP yolunun aktivasyonu yoluyla (Sekil 2.11) kanser
hiicrelerinde Grp78 (78 kDa Glucose Regulated Protein) up-regiilasyonunu inhibe ettigi
aciklanmistir (Sharma vd., 2018).
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Sekil 2.11. p-Kumarik asitin antikanser etkisinin molekiiler mekanizmasi (Sharma vd., 2018)

Yapilan bir ¢aligmada kafeik, kumarik ve ferulik asitin insan akciger (A549) ve kolon
(HT29-D4) kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, doza bagli bir sekilde 50-1000 uM

konsantrasyon araliginda énemli 6l¢iide inhibe ettigi goriilmiistiir (Bouzaiene vd., 2015).

Bu fenolik asitlerin A549 insan akciger kanseri ve HT29-D4 kolon adenokarsinom
hiicrelerinin adezyonu lizerinde etkileri arastirilmis, A549 ve HT29-D4 hiicrelerinin kafeik,
kumarik ve ferulik asitin konsantrasyonuna bagli olarak tip I kollajene baglanmalarinin
engellendigi ve hiicre adezyonunun sirasiyla %77.9 ile %79.8 oraninda azaldig1 gosterilmistir

(Bouzaiene vd., 2015).

Hidroksisinamik asitlerden kafeik, ferulik, m- ve p-kumarik asitlerin antioksidan,
antifibréz, antiviral, antitiimor, antitrombotik biyolojik aktiviteleri nedeniyle biiyiik ilgi
gormesine ragmen; o-kumarik asitin biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢aligsmalar sinirlidir (Sen vd.,

2013).

o-Kumarik asit ¢ay, kahve, findik, Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker (Compositae),
Mikania glomerata Spreng, Medicago sativa L. (Leguminosae), Caucalis platycarpos L.
(Apiaceae) ve Urtica urens gibi bircok gida ve bitkide bulunan bir hidroksisinamik asittir.
Yapilan ¢alismalar o-kumarik asitin antilipidemik, antioksidan ve antikanserojen gibi farkli

biyolojik aktivitelerinin oldugunu gostermistir (Sen vd., 2015).

20



2.5. Kurkumin

Zerdecal, eski tibbi metinlerde ve geleneksel Cin tibbinda bir¢ok hastaliklarin 6nlenmesi
ve iyilestirilmesinde yararli oldugu bilinen Curcuma longa Linn bitkisinden bir rizomdur.
Zerdegal tozu sar1 pigmentlidir; kurkumin (%77), dimetoksikurkumin (%17) ve
bismetoksikiiriimin (%3) iceren ¢ok sayida kurkuminoide sahiptir. Kurkumin bir polifenoldiir
(1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1, 6 heptadien-3,5-dion) (Shanmugam vd., 2015; Ammon
ve Wahl, 1991).

Kurkumin Curcuma mangga, Curcuma zedoaria, Costus speciosus, Curcuma
xanthorrhize, Curcuma aromatic, Curcuma phaeocaulis, Etlingera elatior ve Zingiber
cassumunar gibi diger Curcuma tiirlerinden elde edilmistir (Shanmugam vd., 2015; Aggarwal

vd., 2007) (Sekil 2.12).

Curcuma
aromatica

Curcuma Costus speciosus Etlingera elatior Zingiber
xanthorrhiza cassumunar

Sekil 2.12. Kurkuminin kimyasal yapust ve biyolojik kaynaklari (Shanmugam vd., 2015; Park vd., 2013;

Aggarwal vd., 2007)

Curcuma longa'dan ¢ polifenol izole edilmis olup, bunlardan kurkumin (bis-a,p-
doymamis -diketon) en ¢ok, gli¢lii ve kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Park vd., 2013; Amin
vd., 2009). Kurkumin, farkli kiiltiirlerdeki bir¢ok hastalik i¢cin ampirik ilag olarak kullanilmistir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda antikanser etkileri oldugu agiklanmistir (Park vd., 2013; Kuttan

vd., 1987).
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Son on yildir kurkumin hakkinda yaklasik 6850 yayinla yapilan kapsamli arastirmalar
tibbi ve saglik yararlar1 hakkinda oldukca fazla bilgi vermistir. Antienfeksiyoz, antioksidan,
antienflamatuar, hepatoprotektif, kardiyoprotektif, trombosiipresif, antiartritik, kemopreventif
ve antikanserojen 0zelliklerine dair birgok rapor bulunmaktadir. Kurkuminin ayrica birden fazla
hiicresel molekiiler hedefi (Sekil 2.13) modiile ettigi gosterilmistir (Shanmugam vd., 2015;
Chan vd., 2005; Sreejayan, 1997; Brouet ve Ohshima, 1995; Dikshit vd., 1995; Kiso vd., 1983;
Venkatesan, 1998; Deodhar vd., 1980; Chen A vd., 2006; Chen J vd., 2006; Divya ve Pillai,
2006; Shishodia vd., 2007; Shanmugam vd., 2011).

LATPase, LFPT, LCOX-2,
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Sekil 2.13. Kurkumin tarafindan modiile edilen hiicresel molekiiler hedefler (Shanmugam vd., 2015)

Kurkumin, kanser baglangici ve ilerlemesinde aktif olarak yer alan ¢ok sayida hiicre dis1
ve hiicre i¢i molekiillerle etkilesime girerek (Sekil 2.13) kanserin ilerlemesini engelledigi
aciklanmistir (Shanmugam vd., 2015; Anand vd., 2008; Aggarwal ve Gehlot, 2009; Aggarwal
vd., 2006; Gupta vd., 2011).

Kurkumin’in antikanser aktivitesi, transkripsiyon faktorler, sitokinler, kemokinler, reaktif
oksijen tiirleri (ROS), COX-2, NF-xB, tiimoér nekroz faktorleri (TNF), matriks
metaloproteinazlar (MMP’ler), sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) ve protein
kinaz B’nin etkili oldugu kanser hiicre gelisimi, proliferasyon, transformasyon, invazyon,

metastaz ve anjiogenez gibi ¢esitli hiicresel mekanizmalarla iligkilidir (Wei vd., 2018).
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Etki tiirlerine gore kemopreventif ajanlar farkli alt gruplara ayrilir: antiproliferatifler,
antioksidanlar veya kanserojen bloke edici ajanlar. Kurkumin ¢oklu etki mekanizmalari
nedeniyle bu 3 alt grubun hepsine dahildir. Kurkuminin antikanser etkileri esas olarak
programlanmis hiicre 6liimii ve sagkalim sinyallerinin diizenlenmesinde yer alan ¢ok sayida
biyokimyasal mekanizmadan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.13). Sinyal yollarinda yer alan
kurkumin hedeflerinde transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorleri, enflamatuvar sitokinler,

reseptorler ve enzimler bulunmaktadir (Shanmugam vd., 2015; Park vd., 2013).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Araclar ve Gerecler
Caco-2 Hiicre Hatt1 (ATCC® HTB-37™, Amerika Birlesik Devletleri)

AS549 Hiicre Hatt1 (ATCC® CCL 185™, Amerika Birlesik Devletleri)

NIH/3T3 Hiicre Hatt1 (ATCC® CRL-1658, Amerika Birlesik Devletleri)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Penisilin/Streptomisin (Gibco, Amerika Birlesik Devletleri)

12 kanall1 otomatik pipet (Axygen, Birlesik Krallik)

Sarjl1 pipetor (Starlab, Almanya)

Tripan mavisi (Roche, Almanya)

Fluo-3 Suitable For Fluorescence %70 (Sigma-Aldrich, Almanya)

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Invitrogen, Almanya)

Cell Proliferation Kitt 81 (MTT) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Dimetilstilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Almanya)

10, 100, 1000 ve 5000 ul’lik otomatik pipetdr (Eppendorf, Kanada)

10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu (Greiner Bio-One, Amerika Birlesik Devletleri)
12 kanalli otomatik pipet (Axygen, Birlesik Krallik)

15 ve 50 mI’lik santrifijj tiipleri (Isolab, Almanya)

25 cm?-75 em?lik hiicre kiiltiir flaskr (Greiner Bio-One, Amerika Birlesik Devletleri)
2 ml’lik Ependorf tiip (Greiner Bio-One, Amerika Birlesik Devletleri)

6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvigre)

Cedex Smart Slide (Roche, Almanya)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)
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Lamel (Isolab, Almanya)

Rimcazole dihydrochloride (Tocris Bioscience, Birlesik Krallik)
Kurkumin (Katolog no: C1386) (Sigma-Aldrich, Almanya)
p-Kumarik asit (Katolog no: C9008) (Sigma-Aldrich, Almanya)

o- Kumarik asit (Katolog no: PHL82343) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Tripsin-EDTA 10X (Pan Biotech, Almanya)

Masaiistii sogutmali santrifiij (Eppendorf, Almanya)

Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

Su banyosu (Niive, Tiirkiye)

Vorteks (Daihan, Giiney Kore)

Inverted mikroskop (Leica, Almanya)

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Amerika Birlesik Devletleri)
Cedex XS (Innovatis, Amerika Birlesik Devletleri)

Derin dondurucu buzdolab1 (Altus, Tiirkiye)

Hassas terazi (Ohaus, Avustralya)

Laminar flow kabin (Heal Force, Cin)

Light Cycler (Roche, Almanya)
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4. YONTEM
4.1. Kullanilan Arag¢ ve Gereglerin Hazirlanmasi

4.1.1. Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Calismalarimizda kullanilan cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarilmis ve
sterilizatorde kuru 1s1 ile 180 °C’de 2 saat; s1v1 soliisyonlar ise otoklavda 121 °C, 1.5 atm/Hg’de

20 dakika olmak tiizere steril edilmistir.

4.1.2. Rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin konsantrasyonlariin
hazirlanmasi

Toz halindeki molekiiler agirliklar1 bilinen rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkuminin belirli hacimlerde DMSO i¢inde ¢oziilerek 100 mM konsantrasyonlarda ana
stoklar1 hazirlanmistir. Belirli sayida aliquotlama yapilarak, 20 °C’de stoklanmistir. Deneyler
sirasinda taze medyum ic¢inde dilue edilerek, farkli konsantrasyonlar hazirlanarak
kullanilmistir. Kontrol grubuna medyum ig¢inde, %0.1 oraninda DMSO (¢0ziicii) eklenerek

uygulanmaistir.

4.2. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii ¢ok hiicreli organizmalarin hiicrelerinin 1s1, nem, besin gibi sartlarin
kontrol edilerek laboratuvar kosullarinda ve 6zel kaplarda (Sekil 4.1) kontaminasyondan uzak
tutularak yasatilmasidir. Kanser, as1 c¢alismalari, ilag gelistirilmesi ve in vitro sitotoksisite

calismalar sik tercih edilmektedir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Sekil 4.1. Hiicre kiiltiir kaplar: (http-11)
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Calismada kullanilan Caco-2, A549 ve 3T3 hiicreleri daha 6nceden ATCC’den temin
edilmis olan Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvarmin hiicre

kiiltiirti stoklarindan kullanilmastir.

A549 (insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti, ATCC kodu: CCL 185™)
ve Caco-2 (insan kolorekteral kanser hiicre hatti, ATCC kodu: HTB-37™) hiicreleri %10 fotal
sigir serumu, %1 penisillin-streptomisin iceren RPMI-1640 besiyerinde, NIH/3T3 (fare
embriyonik fibroblast normal hiicre hatti, ATCC CRL-1658) hiicreleri de %10’luk fotal sigir
serumu ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM (%1 L-glutamin, %1 sodyum piriivat
iceren) besiyerinde %5 CO2’li etiivde, %95 bagil nemde 37 °C’de Kkiiltiir ortaminda
cogaltilmigtir. Kiiltiir flask1 %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman alt kiiltiirlere

ayrilarak biiytimesi saglanmis ve deneylerde kullanilmigtir.

4.2.1. Hiicre sayimlar

Calismalar stiresince flasklar icerisindeki besiyerleri 2-3 giin arayla degistirilerek, flask
ylizeyinin tamamina yakin boliimii hiicreler ile kaplaninca, hiicreler tripsinojen yontemiyle
pasajlama islemine tabi tutulmustur. Oncelikle yapisan hiicreler i¢in iizerindeki besiyeri pipet
yardimiyla cekilerek atilmigtir. Hiicreler 5 ml PBS ile yikanmustir. Yapisan hiicreler {izerine ve
tiim yiizeye temas edecek sekilde 2 ml Tripsin (75 cm? i¢in) ilavesinin ardindan 3-5 dakika
etiivde bekletilmistir. Hiicrelerin tamamen kalkmasi i¢in hafif vurarak mekanik giic
uygulanmistir. Uzerine direkt 5-7 ml besiyeri eklenmis ve pipet yardimiyla falkon tiipe alinan
hiicreler 5 dakika/1200 rpm santrifiij edilmistir. Falkonda biriken s1vi kisim, santrifiijdeki yatay
durus yoniiniin tam tersinden olmak tiizere dokiilmiistiir. Falkon igerisinde sadece hiicrelerin
kalmasi saglanmistir. Hiicreler iizerine 1 ml besiyeri eklenmistir ve pipet yardimiyla iyice
karistirtlmigtir. Bir lamel {izerine 10 pl Tripan Blue ve 10 pl hazirlanan hiicrelerden ilave
edilerek pipetaj islemine tabi tutulmustur. Hazirlanan karisimdan 10 pl alinan 6rnek tek
kullanimlik Cedex Smart Slidelar’da (Sekil 4.2-A) bulunan kuyucuklara eklenerek Cedex XS
otomatik hiicre sayici cihaz (Sekil 4.2-B) igerisine yerlestirilmistir. Boylece 1 ml igerisindeki

hiicre sayis1 belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Cedex smart slide (A) ve Cedex XS otomatik hiicre sayici (B) (http-12)

-
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4.2.2. MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Heterosiklik organik yapidaki tetrazolyum tuzlarindan olan MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-
2-il] -2,5 difenil tetrazolyum bromiir) bu yontemde, elektron alarak formazan isimli yapiya
indirgenmektedir. MTT bilesigi sar1 renklidir, olusan formazan ise mor renklidir. Indirgenme
neticesinde olusan renk kalorimetrik olarak dl¢lilmektedir. Formazan, suda ¢6ziinmeyip kristal
seklinde ¢oktiigli i¢in testlerde ¢oziindiirmek icin DMSO kullanimin uygun oldugu ortaya
konulmustur. Tetrazolyum halkasi sadece aktif mitokondri tarafindan kirilabildiginden, renk
reaksiyonu sadece canli hiicreler tarafindan gercgeklestirilebilmektedir. Bu sebeple olusan
formazan miktari, canli hiicre sayisin1 vermektedir (Tokur ve Aksoy, 2017; Karakas vd., 2017)

(Sekil 4.3).
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Kuyu bagma hiicre sayis: artizy

Sekil 4.3. Canli hiicreler tarafindan 96 kuyulu bir plakada MTT nin formazan tuzuna kimyasal
reaksiyonla metabolize olmasi (http-13)
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3T3, A549 ve Caco-2 hiicreleri biiyiime besiyeri ortaminda 37 °C’de %5 CO:’li
inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince ¢ogalip ¢cogalmadiginin ve hiicre canliligin
degerlendirilmesinde, sayim yapilarak 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5%10° hiicre
olacak sekilde besiyeri ortamina ekilmistir. Hiicrelerin plakaya yapismalari i¢in 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin DMSO’da
coziilerek hazirlanmis olan 100 uM stok soliisyonlarindan; 25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125
UM olacak sekilde diliisyonlar yapilmistir. Hazirlanan konsantrasyonlar, hiicrelere tekli ve
kombinasyonlar halinde uygulanmis ve tekrar hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Kontrol olarak da besiyeri i¢inde %0.1’liikk DMSO (¢6ziicii) kullanilmstir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda plakani igindeki besiyeri atilmis ve kuyucukta bulunan
hiicrelere 1/10 oraninda MTT (5 mg/ml) soliisyonundan 100 pl olarak her kuyucuga ilave
edilerek plakalar 3 saat inkiibatorde bekletilmistir. inkiibasyon sonunda MTT igeren besiyerleri
atilarak her kuyucuga 100 ul DMSO konulmustur. Plakalar, Cytation 3 Cell Imaging Multi-
Mode Reader’da 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri, her grup i¢in 8 tekrar (8 kuyucuk)
olacak sekilde okunmustur. Kontrol kuyularinin absorbans degerleri ortalamasi1 %100 kabul
edilmis ve maddelerin konsantrasyonlari uygulanan gruplarin, % hiicre canlilik degerleri

hesaplanmustir.

Ornegin absorbans degeri
% Canlilik = %100 4.1)

Kontroliin absorbans degeri

4.2.3. Kombine konsantrasyonlarin sinerjistik sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi

4.2.3.1 Tlac etkilesim katsayisi1 (CDI) hesaplama

CDI, ila¢ kombinasyonlarinin etkilerini analiz etmek i¢in kullanilir. CDI, su sekilde

hesaplanmaktadir:
CDI = AB/(A x B) (4.2)

Her grubun absorbansina gore, AB kombinasyon gruplarinin kontrol grubuna orani, A
veya B tek ajan grubunun kontrol grubuna oranidir. Dolayistyla, CDI < 1, =1 veya > 1 ilaglarin

sirastyla sinerjist, additif veya antagonist etkilerini gosterir (Zhao vd., 2014; Hao vd., 2008).

Bununla birlikte CDI ile ila¢ etkilesimini, sadece bir konsantrasyonda degerlendirmek
kapsamli degildir. Klasik CDI yontemi degistirilerek ila¢ ajanlarin toplam ilag etkilesimini
degerlendirebilmek icin birkac ilag konsantrasyonunun ortalama CDI degeri hesaplanmistir

(Zhao vd., 2014).
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Hesaplanan sonuglarda ¢ikan ilag etkilesim katsayilari; CDI < 1 sinerjist etki, CDI < 0.7
kuvvetli sinerjist etki, CDI = 1 additif etki ve CDI > 1 ise antagonist etki olarak
degerlendirilmistir (Zhao vd., 2014; Hao vd., 2008; Lopez-Acevedo vd., 2014).

4.2.4. Istatistik

MTT analizi sonucu elde edilen % hiicre canliliklarina gore hazirlanan grafikler ve CDI
tablolar1 Graphpad Prism 8’de tek yonlii varyans analizi ANOVA ile post-hoc olarak Tukey
testi uygulanarak analiz edilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.
Anlamlilik degerleri; p > 0.05 fark yok, *p < 0.05 fark var, **p < (.01 onemli derecede fark
var, ***p < (.001 ¢ok 6nemli derecede fark var,**** p < (0.0001 ¢ok 6nemli derecede fark var

olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Rimkazol, p-Kumarik asit, o-Kumarik asit ve Kurkuminin Tekli ve Rimkazol ile
Kombinasyonlarimmn 3T3 Hiicrelerinde 24. Saat Sitotoksik Etkilerinin

Degerlendirilmesi

3T3 hiicrelerinde rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin 25, 12.5 uM,
6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlarinin tekli uygulamalar1 ve rimkazol ile p-kumarik asit,
o-kumarik asit, kurkumin kombin uygulamalarinin % hiicre canlilig1 {izerine etkileri Sekil 5.1-

Sekil 5.4’ te verilmistir.

Sekil 5.1°de goriildiigi gibi kontrole gore 25 uM rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit
ve kurkumin uygulanan gruplarda MTT sonuglarimiza paralel olarak hiicrelerin canlili§inin
azaldig1 goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin kombin
konsantrasyonlarin (25 pM + 25 pM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye bagli olarak

3T3 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.

3T3 Hixcrelerinde 25 pVlUygularrmasa

1504

8

g

Hicre Carliligs (%9

P EEELPy:
peitag

P
&L &

Sekil 5.1. 373 hiicrelerinde 25 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin
tekli ve rimkazol ile kombin uygulamalarinin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliligi
oranlart (Ortalama + Standart sapma, n = 8, ****p < 0.0001, *p < 0.05) Deneyler 3 tekrarli olarak
calisilmistir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, 3T3 hiicrelerinde sadece 25 uM konsantrasyonda rimkazol, p-
kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlar1 kontrole

gore sirastyla %50.17, %69.44, %91.99, %53.41 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile p-kumarik
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asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (25 uM + 25 uM) gruplarda da sirasiyla
kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %37.07, %32.17 ve %28.61 olarak belirlenmistir.
Kontrol grubuna gore, 25 puM konsantrasyonlarin uygulandigi tekli ve kombin gruplar
arasindan istatistiksel anlamlilik o-kumarik asit i¢in *p < 0.05; diger tiim gruplarda ise ****p

< 0.0001 olarak bulunmustur (Sekil 5.1).

Sekil 5.2°de goriildiigii gibi kontrole gore 12.5 uM rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik
asit ve kurkumin uygulanan gruplarda MTT sonuglarimiza paralel olarak hiicrelerin canliliginin
azaldig1 goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin kombin
konsantrasyonlarin (12.5 uM + 12.5 uM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye bagli

olarak 3T3 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.

3T3 Hicrelerinde 12,5 Vi Uygularnmasa
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Sekil 5.2. 373 hiicrelerinde 12,5 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi sonuglarmma gére % hiicre canliligi oranlari
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001)
Deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmigtir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza goére, 3T3 hiicrelerinde sadece 12.5 pM konsantrasyonda rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlar
kontrole gore sirasiyla %52.62, %85.05, %82.41, %72.89 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile
p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (12.5 uM + 12.5 uM)
gruplarda da sirasiyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 9%38.20, %42,18 ve %32.11

olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore, 12.5 uM konsantrasyonlarin uygulandig: tekli ve
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kombin gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik tiim gruplarda ****p < 0.0001 olarak

bulunmustur (Sekil 5.2).

Sekil 5.3’te goriildiigli gibi kontrole gore 6.25 uM p-kumarik asit ve kurkumin harig
rimkazol ve o-kumarik asit uygulanan gruplarda MTT sonuglarimiza paralel olarak hiicrelerin
canliliginin azaldig goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
kombin konsantrasyonlarin (6.25 uM + 6.25 uM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye

bagli olarak 3T3 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.

3T3 Hixrelerinde 6,25 iVl Uygularnmasa

150+

3

2

Hiicre Canlihg (%9

e

I EIIITY:
pereg

Konsantasyonlar (L)

Sekil 5.3. 373 hiicrelerinde 6.25 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi sonuglarmma gére % hiicre canliligi oranlari
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001)
Deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmigtir(Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza goére, 3T3 hiicrelerinde sadece 6.25 pM konsantrasyonda rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlari
kontrole gore sirastyla %53.84, %89.07, %78.21, %96.71 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile p-
kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (6.25 uM + 6.25 uM) gruplarda
da sirastyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1  %42.76, %39.37 ve %36.88 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuna gore, 6.25 uM konsantrasyonlarin uygulandig tekli ve kombin
gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik rimkazol, rimkazolin p-kumarik asit ile
kombinasyonu, o-kumarik asit, rimkazoliin o-kumarik asit ile kombinasyonu ve rimkazoliin

kurkumin ile kombinasyon gruplar1 i¢in ****p < 0.0001 olarak bulunmustur (Sekil 5.3).
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Sekil 5.4’te goriildiigli gibi kontrole gore 3.125 uM p-kumarik asit ve kurkumin harig
rimkazol ve o-kumarik asit uygulanan gruplarda MTT sonuclarimiza paralel olarak hiicrelerin
canliliginin azaldig goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
kombin konsantrasyonlarin (3.125 uM + 3.125 uM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye

bagli olarak 3T3 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.
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Sekil 5.4. 373 hiicrelerinde 3.125 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliigi oranlar
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8'de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001,
**%p < 0.001) Deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisiimistir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, 3T3 hiicrelerinde sadece 3.125 uM konsantrasyonda rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlari
kontrole gore sirasiyla %87.94, %94.94, %71.85 ve %96.02 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile
p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (3.125 uM + 3.125 uM)
gruplarda da sirasiyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %67.59, %52.30 ve %63.53 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuna goére 3.125 uM konsantrasyonlarin uygulandigi tekli ve kombin
gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik rimkazoliin p-kumarik asit ile kombinasyonu, o-
kumarik asit, rimkazoliin o-kumarik asit ile kombinasyonu ve rimkazoliin kurkumin ile

kombinasyon gruplari i¢in p < 0.0001; rimkazol i¢in p < 0.001 olarak anlamli bulunmustur
(Sekil 5.4).
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5.2. Rimkazol, p-Kumarik asit, o-Kumarik asit ve Kurkuminin Tekli ve Rimkazol ile
Kombinasyonlarimmn AS549 Hiicrelerinde 24. Saat Sitotoksik Etkilerinin

Degerlendirilmesi

A549 akciger kanseri hiicrelerinde rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkuminin 25 pM, 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlarinin tekli uygulamalari
ve rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin kombin uygulamalarinin % hiicre

canlilig1 tizerine etkileri Sekil 5.5- Sekil 5.8’de verilmistir.

Sekil 5.5°te goriildiigii gibi kontrole gore 25 uM o-kumarik asit hari¢ rimkazol, p-kumarik
asit, ve kurkumin uygulanan gruplarda MTT sonuglarimiza paralel olarak hiicrelerin
canliliginin azaldig1 goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
kombin konsantrasyonlarin (25 uM + 25 uM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye bagl

olarak A549 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.
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Sekil 5.5. 4549 hiicrelerinde 25 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliigi oranlar
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001)
Deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmigtir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, A549 hiicrelerinde sadece 25 uM konsantrasyonda rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlari
kontrole gore sirasiyla %54.12, %75.39, %93.45 ve %74.81 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile
p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (25 pM + 25 uM) gruplarda

35



da sirasiyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlart %30.11, %32.71 ve 9%29.37 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 25 uM konsantrasyonlarin uygulandig: tekli ve kombin
gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik rimkazol, p-kumarik asit, rimkazoliin p-kumarik asit
ile kombinasyonu, rimkazoliin o-kumarik asit ile kombinasyonu, kurkumin ve rimkazoliin

kurkumin ile kombinasyon gruplari i¢in p < 0.0001 olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.5).

Sekil 5.6’da goriildiigii gibi kontrole gore 12.5 uM rimkazol hari¢ p-kumarik asit, o-
kumarik asit ve kurkuminin tekli uygulandig1 gruplarda hiicrelerin canliligi kontrole gore
anlamli derecede azalmamistir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
kombin konsantrasyonlarin (12.5 uM + 12.5 uM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye

bagli olarak A549 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.
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Sekil 5.6. 4549 hiicrelerinde 12.5 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliigi oranlar
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ****p <0.0001)
Deneyler 3 tekrarh olarak ¢alisilmistir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, A549 hiicrelerinde sadece 12.5 uM konsantrasyonda rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlari
kontrole gore sirasiyla %50.33, %93.47, %90.99 ve %107.3 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile
p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (12.5 pM + 12.5 uM)
gruplarda da sirasiyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %32.41, %34.10 ve %29.17 olarak

belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 12.5 uM konsantrasyonlarin uygulandigi tekli ve kombin
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gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik rimkazol, rimkazoliin p-kumarik asit ile
kombinasyonu, rimkazoliin o-kumarik asit ile kombinasyonu ve rimkazoliin kurkumin ile

kombinasyon gruplari i¢in p < 0.0001 olarak anlamli bulunmustur. (Sekil 5.6).

Sekil 5.7°de goriildiigii gibi kontrole gore 6.25 uM rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik
asit ve kurkumin wuygulanan gruplarda hiicrelerin canliligimin anlamli azalmadigi
goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin kombin
konsantrasyonlarin (6.25 pM + 6.25 uM) uygulandig1 gruplarda da onemli bir sitotoksik

sitotoksik etki belirlenmemistir.
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Sekil 5.7. 4549 hiicrelerinde 6.25 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi sonuglarmma gére % hiicre canliligi oranlari
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8 de bulunan P degerleri; ns anlamsiz) Deneyler
3 tekrarh olarak ¢alisilmigtir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, A549 hiicrelerinde sadece 6.25 uM konsantrasyonda rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlari
kontrole gore sirastyla %98.54, %97.98, %95.44 ve %99.43 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile
p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (6.25 pM + 6.25 uM)
gruplarda da sirasiyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %92.26, %93.99 ve %91.93 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 6.25 uM konsantrasyonlarin uygulandigi tekli ve kombin

gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik tiim gruplar i¢in anlamsiz bulunmustur (Sekil 5.7).
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Sekil 5.8’de goriildiigii gibi kontrole gore 3.125 uM rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik
asit ve kurkumin wuygulanan gruplarda hiicrelerin canliliginin anlamli azalmadigi
goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin kombin
konsantrasyonlarin (3.125 pM + 3.125 puM) uygulandigr gruplarda da sitotoksik etki

belirlenmemis olup, 6zellikle kombine uygulama gruplarinda hiicre proliferasyonu artmstir.
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Sekil 5.8. 4549 hiicrelerinde 3.125 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkumin ile kombinasyonlarmmin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gére % hiicre canliligi oranlart
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ***p < 0.001,
**p < 0.01) Deneyler 3 tekrarli olarak ¢calisiimistir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, A549 hiicrelerinde sadece 3.125 puM konsantrasyonda
rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik
oranlar1 kontrole gore sirastyla %112.2, %100.3, %94.98 ve %100.1 olarak belirlenmistir.
Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (3.125 uM +
3.125 uM) gruplarda da sirastyla kontrole goére % hiicre canlilik oranlar1 %124.6, %124.4 ve
%123.98 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 3.125 uM konsantrasyonlarin uygulandigi
tekli ve kombin gruplar arasinda hiicre proliferasyonlarinin artisina bagli olarak istatistiksel
anlamlilik rimkazoliin p-kumarik asit ile kombinasyon ve rimkazoliin o-kumarik asit ile
kombinasyon gruplari i¢in p < 0.001; rimkazoliin kurkumin ile kombinasyonu i¢in p < 0.01

olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.8).

38



5.3. Rimkazol, p-Kumarik asit, o-Kumarik asit ve Kurkuminin tekli ve Rimkazol ile
Kombinasyonlarimin Caco-2 Hiicrelerinde 24. saat Sitotoksik Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkuminin 25, 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlariin tekli uygulamalar1 ve
rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin kombin uygulamalarinin % hiicre

canlilig1 tizerine etkileri Sekil 5.9- Sekil 5.12°de verilmistir.

Sekil 5.9°da goriildiigi gibi kontrole gore 25 uM rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit
ve kurkumin uygulanan gruplarda MTT sonuglarimiza paralel olarak hiicrelerin canliliginin
azaldig1 goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin kombin
konsantrasyonlarin (25 uM + 25 uM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye bagl olarak

Caco-2 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.
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Sekil 5.9. Caco-2 hiicrelerinde 25 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliligi oranlari
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001)
Deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisilmigtir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, Caco-2 hiicrelerinde sadece 25 M konsantrasyonda rimkazol,
p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik oranlari
kontrole gore sirasiyla %45.28, %60.62, %71.95 ve %67.05 olarak belirlenmistir. Rimkazol ile
p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (25 uM + 25 uM) gruplarda
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da sirasiyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlart %26.87, %29.83 ve 9%21.29 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 25 uM konsantrasyonlarin uygulandig: tekli ve kombin
gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik tiim gruplar i¢in p < 0.0001 olarak anlaml

bulunmustur (Sekil 5.9).

Sekil 5.10°da goriildiigii gibi kontrole gore 12.5 uM rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik
asit ve kurkumin uygulanan gruplarda MTT sonuglarimiza paralel olarak hiicrelerin canliliginin
azaldig1 goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin kombin
konsantrasyonlarin (12.5 uM + 12.5 uM) uygulandigi gruplarda da sitotoksik etkiye bagli

olarak Caco-2 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.
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Sekil 5.10. Caco-2 hiicrelerinde 12.5 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkumin ile kombinasyonlarinin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliligi oranlar
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001,
*4%p < 0.001) Deneyler 3 tekrarli olarak ¢calisiimistir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, Caco-2 hiicrelerinde sadece 12.5 uM konsantrasyonda
rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik
oranlar1 kontrole gore sirasiyla %47.44, %69.49, %79.04 ve %73.66 olarak belirlenmistir.
Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (12.5 pM + 12.5
uM) gruplarda da sirastyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %32.30, 9%34.43 ve 9%29.29
olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gére 12.5 uM konsantrasyonlarin uygulandig: tekli ve

kombin gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik rimkazol, p-kumarik asit, rimkazoliin p-
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kumarik asit ile kombinasyonu, rimkazoliin o-kumarik asit ile kombinasyonu, kurkumin,
rimkazoliin kurkumin ile kombinasyon gruplari i¢in p < 0.0001; o-kumarik asit i¢in p < 0.001

olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.10).

Sekil 5.11°de goriildiigii gibi kontrole gore 6.25 uM rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik
asit ve kurkumin uygulanan gruplarda MTT sonuglarimiza paralel olarak hiicrelerin canliliginin
azaldig1 goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin kombin
konsantrasyonlarin (6.25 pM + 6.25 uM) uygulandig1 gruplarda da sitotoksik etkiye bagl

olarak Caco-2 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.
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Sekil 5.11. Caco-2 hiicrelerinde 6.25 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkumin ile kombinasyonlarinin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliligi oranlar
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8 de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001,
***p < 0.001,*%*p < 0.01) Deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmistir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, Caco-2 hiicrelerinde sadece 6.25 pM konsantrasyonda
rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik
oranlar1 kontrole gore sirastyla %68.69, %78.59, %86.92 ve %84.15 olarak belirlenmistir.
Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (6.25 uM + 6.25
uM) gruplarda da sirastyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %72.71, %78.59 ve %67.08
olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 6.25 uM konsantrasyonlarin uygulandig: tekli ve
kombin gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik rimkazol, p-kumarik asit, rimkazoliin p-

kumarik asit ile kombinasyonu, rimkazoliin o-kumarik asit ile kombinasyonu, rimkazoliin

41



kurkumin ile kombinasyon gruplar1 i¢in p < 0.0001; kurkumin i¢in p < 0.001; o-kumarik asit

icin p < 0.01 olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.11).

Sekil 5.12°de goriildigii gibi kontrole gore 3.125 uM p- ve o-kumarik uygulanan
gruplarda hiicrelerin canliliginin azaldig1r goriilmektedir. Rimkazol ile p-kumarik asit ve
rimkazol ile o-kumarik asit kombin konsantrasyonlarin (3.125 uM + 3.125 uM) uyguladigi

gruplarda da sitotoksik etkiye bagli olarak Caco-2 hiicrelerinin canliliklar1 azalmistir.
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Sekil 5.12. Caco-2 hiicrelerinde 3.125 uM konsantrasyonlardaki rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkumin ile kombinasyonlarinin 24. saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliligi oranlar
(Ortalama + Standart sapma, n = 8, GraphPad Prism 8’de bulunan P degerleri; ****p < 0.0001,
*n < 0.05) Deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarimiza gore, Caco-2 hiicrelerinde sadece 3.125 puM konsantrasyonda
rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre canlilik
oranlar1 kontrole gore sirastyla %95.15, %79.57, %88.14 ve %92.24 olarak belirlenmistir.
Rimkazol ile p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkuminin kombin uygulanan (3.125 pM +
3.125 uM) gruplarda da sirasiyla kontrole goére % hiicre canlilik oranlar1 %78.50, %88.70 ve
%92.87 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 3.125 uM konsantrasyonlarin uygulandigi
tekli ve kombin gruplar arasindan istatistiksel anlamlilik p-kumarik asit ve rimkazoliin p-
kumarik asit ile kombinasyonu i¢in p < 0.0001; o-kumarik asit ve rimkazoliin o-kumarik asit

ile kombinasyonu i¢in p < (.05 olarak anlaml1 bulunmustur (Sekil 5.12).
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5.4. Rimkazoliin p-Kumarik asit, o-Kumarik asit ve Kurkumin ile Kombinasyonlarinin
(25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM) 3T3, A549 ve Caco-2 Hiicreleri Uzerinde Sinerjistik

Sitotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile kombine uygulamalarinin 25
uM, 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlarda 3T3, A549 ve Caco-2 hiicreleri
lizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri asagidaki CDI formiiliine gore, MTT absorbans
sonuclarinin =~ %  hiicre  canlilik  degerlerine  doniistiiriilmesiyle  hesaplanmig  ve

degerlendirilmistir. Buna gore;

Kombin (A + B) % Hiicre Canlilig1
CDI = x 100 (5.1)

A % Hiicre Canlilig1 x B % Hiicre Canlilig1
formiilii ile yapilan hesaplamada, kontrol grubu %100 kabul edilmistir. Hesaplanan
sonuglarda ¢ikan ilag etkilesim katsayilari; CDI < 1 sinerjist etki, CDI < 0.7 kuvvetli sinerjist
etki, CDI = 1 additif etki ve CDI > 1 ise antagonist etki olarak degerlendirilmistir (Zhao vd.,
2014; Hao vd., 2008; Lopez-Acevedo vd., 2014).

5.4.1. Rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile kombin

konsantrasyonlariin 3T3 hiicreleri iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

MTT sonuclarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gére 3T3 hiicrelerinde
rimkazol ve p-kumarik asit kombine uygulamalari1 sonucunda, 24 saatte 25 uM rimkazol ve p-
kumarik asit i¢in CDI = 1 (additif etki); 12.5 pM, 6.25 uM ve 3.125 uM rimkazol ve p-kumarik
asit i¢cin de CDI < 1 (sinerjist etki) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. 373 hiicrelerinde rimkazol, p-kumarik asit ve kombine uygulamalarinin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM
24 saat i¢in % hiicre canlilik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: llag etkilesim katsayisi

Konsantrasyon CDI
(uM) Rimkazol p-Kumarik asit Rimkazol + p-Kumarik asit
25 uM 50.17 £1.926 69.44 £ 3.516 37.07 £4.762 1.064145
12.5 uM 52.62 +5.485 85.05 +£4.604 38.20 + 1.462 0.853569
6.25 uM 53.84+7.176 89.07 +£3.732 42.76 +£10.38 0.891714
3.125 uM 87.94 + 3.664 94.94 + 4,572 67.59 +£3.712 0.809624
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MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gére 3T3 hiicrelerinde
rimkazol ve o-kumarik asit kombine uygulamalari sonucunda, 24 saatte 25 uM, 12.5 uM, 6.25
UM ve 3.125 uM rimkazol ve o-kumarik asit i¢gin CDI < 1 (sinerjist etki); ayrica 25 uM rimkazol
ve o-kumarik asit i¢in CDI < 0.7 (kuvvetli sinerjist etki) hesaplanmistir (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. 373 hiicrelerinde rimkazol, o-kumarik asit ve kombine uygulamalarmmin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM)
24 saat igin % hiicre canliik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilegim katsayis

Konsantrasyon CDI
(M) Rimkazol o-Kumarik asit Rimkazol + o-Kumarik asit
25 uM 50.17+1.926 91.99 + 6.326 32.17 +1.429 0.697168
12.5 uM 52.62 + 5.485 82.41 +£4.030 42.18 £3.452 0.972729
6.25 UM 53.84+7.176 78.21 £ 5.880 39.37 + 5.668 0.935022
3.125 yM 87.94 £ 3.664 71.85+3.789 52.30 £ 4.602 0.827689

MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gére 3T3 hiicrelerinde
rimkazol ve kurkumin kombine uygulamalari sonucunda, 24 saatte 25 puM rimkazol ve
kurkumin i¢in CDI = 1 (additif etki); 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125 pM rimkazol ve kurkumin
icin de CDI < 1 (sinerjist etki) hesaplanmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. 373 hiicrelerinde rimkazol, kurkumin ve kombine uygulamalarimin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM) 24
saat i¢in % hiicre canlilik oranlary (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: llag etkilesim katsayisi

Konsantrasyon CDI
(M) Rimkazol Kurkumin Rimkazol + Kurkumin
25 uM 50.17 £ 1.926 53.41 + 1.667 28.61 +0.8106 1.067796
12.5 uM 52.62 + 5.485 72.89 +2.998 32.11 £ 4.445 0.83729
6.25 uM 53.84+7.176 96.71 £ 8.919 36.88 + 5.875 0.70838
3.125 uM 87.94 + 3.664 96.02 + 6.339 63.53 + 1.626 0.752437

5.4.2. Rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile kombin

konsantrasyonlarinin A549 hiicreleri iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gore A549 hiicrelerinde
rimkazol ve p-kumarik asit kombine uygulamalar1 sonucunda, 24 saatte 25 uM, 12.5 uM ve
6.25 uM rimkazol ve p-kumarik asit icin CDI < 1 (sinerjist etki); 3.125 uM rimkazol ve p-
kumarik asit i¢gin CDI > 1 (antagonist etki); ayrica 12.5 pM rimkazol ve p-kumarik asit i¢in de
CDI < 0.7 (kuvvetli sinerjist etki) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.4).
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Tablo 5.4. A549 hiicrelerinde rimkazol, p-kumarik asit ve kombine uygulamalarinin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM)
24 saat i¢in % hiicre canlilik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon CDI
(M) Rimkazol p-Kumarik asit Rimkazol + p-Kumarik asit
25 uM 54.12 +£5.817 75.39 +£5.429 30.11 £2.496 0.737889
12.5 uM 50.33 +1.813 93.47 +11.69 32.41+£2.202 0.688944
6.25 uM 98.54 + 8.092 97.98 + 7.665 92.26 +7.960 0.955548
3.125 uM 112.2+2.278 100.3 + 10.09 124.6 £ 10.28 1.106672

MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gore A549 hiicrelerinde
rimkazol ve o-kumarik asit kombine uygulamalar1 sonucunda, 24 saatte 25 uM, 12.5 uM ve
6.25 uM rimkazol ve o-kumarik asit icin CDI < 1 (sinerjist etki); 3.125 uM rimkazol ve o-
kumarik asit i¢in CDI > 1 (antagonist etki); ayrica 25 pM rimkazol ve o-kumarik asit i¢in de

CDI < 0.7 (kuvvetli sinerjist etki) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.5).

Tablo 5.5. A549 hiicrelerinde rimkazol, o-kumarik asit ve kombine uygulamalarinin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM)
24 saat i¢in % hiicre canlilik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon CDI
(M) Rimkazol o-Kumarik asit Rimkazol + o-Kumarik asit
25 uM 54.12 + 5.817 93.45 + 4.987 32.71+3.018 0.646774
12.5 uM 50.33 £1.813 90.99 + 5.151 34.10+ 16.37 0.744639
6.25 uM 98.54 + 8.092 95.44 + 3.868 93.99 +10.19 0.999355
3.125 yM 112.2 £2.278 94.98 £9.243 124.4 + 5453 1.166956

MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gore A549 hiicrelerinde
rimkazol ve kurkumin kombine uygulamalar1 sonucunda, 24 saatte 25 uM, 12.5 uM ve 6.25
uM rimkazol ve kurkumin i¢in CDI < 1 (sinerjist etki); 3.125 uM rimkazol ve kurkumin i¢in
CDI > 1 (antagonist etki); ayrica 12.5 pM rimkazol ve kurkumin i¢in de CDI < 0.7 (kuvvetli
sinerjist etki) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.6).

45



Tablo 5.6. A549 hiicrelerinde rimkazol, kurkumin ve kombine uygulamalarinin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM) 24
saat i¢in % hiicre canlilik oranlary (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon CDI
(M) Rimkazol Kurkumin Rimkazol + Kurkumin
25 uM 54.12 + 5.817 74.81 £9.347 29.37 +0.7748 0.725427
12.5 uM 50.33 +£1.813 107.3 £3.235 29.17+2.913 0.540427
6.25 uM 98.54 + 8.092 99.43 + 4.301 91.93+5.116 0.938225
3.125 uM 112.2+£2.278 100.1 £ 1.755 123.98 £10.91 1.103354

5.4.3. Rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve Kkurkumin ile kombin

konsantrasyonlariin Caco-2 hiicreleri iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gére Caco-2 hiicrelerinde
rimkazol ve p-kumarik asit kombine uygulamalar1 sonucunda, 24 saatte 25 uM ve 12.5 uM
rimkazol ve p-kumarik asit i¢in CDI < 1 (sinerjist etki); 6.25 uM rimkazol ve p-kumarik asit
icin CDI > 1 (antagonist etki); 3.125 uM rimkazol ve p-kumarik asit i¢cin de CDI = 1 (additif
etki) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.7).

Tablo 5.7. Caco-2 hiicrelerinde rimkazol, p-kumarik asit ve kombine uygulamalarimin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125
uM) 24 saat icin % hiicre canlilik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol
grubu %100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon CDI
(uM) Rimkazol p-Kumarik asit Rimkazol + p-Kumarik asit
25 uM 45.28 +5.008 60.62 + 6.249 26.87 £3.067 0.979032
12.5 uM 47.44 +£9.232 69.49 +9.822 32.30+2.225 0.979623
6.25 uM 68.69 +2.330 78.59 £ 5.610 72.71 £5.733 1.346972
3.125 uM 95.15 + 6.291 79.57 + 5.469 78.50 + 4.727 1.036838

MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gére Caco-2 hiicrelerinde
rimkazol ve o-kumarik asit kombine uygulamalar1 sonucunda, 24 saatte 25 uM ve 12.5 uM
rimkazol ve o-kumarik asit i¢in CDI < 1 (sinerjist etki); 6.25 uM rimkazol ve o-kumarik asit
icin CDI > 1 (antagonist etki); 3.125 uM rimkazol ve o-kumarik asit i¢cin de CDI = 1 (additif
etki) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.8).
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Tablo 5.8. Caco-2 hiicrelerinde rimkazol, o-kumarik asit ve kombine uygulamalarimin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125
uM) 24 saat i¢in % hiicre canlilik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol
grubu %100 kabul edilmistir. CDI: llag etkilesim katsayisi

Konsantrasyon CDI
(M) Rimkazol o-Kumarik asit Rimkazol + o-Kumarik asit
25 uM 45.28 +£5.008 71.95+3.474 29.83 +2.053 0.915646
12.5 yM 47.44 +£9.232 79.04 £ 5.507 34.43 +2.692 0.918255
6.25 UM 68.69 + 2.330 86.92 + 5.457 78.59 + 7.131 1.316379
3.125 uyM 95.15+6.291 88.14 +£2.759 88.70 +£ 7.356 1.057688

MTT sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine goére Caco-2 hiicrelerinde
rimkazol ve kurkumin kombine uygulamalar1 sonucunda, 24 saatte 25 uM ve 12.5 uM rimkazol
ve kurkumin i¢in CDI < 1 (sinerjist etki); 6.25 uM rimkazol ve kurkumin i¢in CDI > 1
(antagonist etki); 3.125 puM rimkazol ve kurkumin i¢in de CDI = 1 (additif etki) olarak
hesaplanmistir (Tablo 5.9).

Tablo 5.9. Caco-2 hiicrelerinde rimkazol, kurkumin ve kombine uygulamalarinin (25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM) 24
saat icin % hiicre canlilik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon CDI
(M) Rimkazol Kurkumin Rimkazol + Kurkumin
25 uM 45.28 +5.008 67.05 + 5.884 21.29 +1.082 0.701132
12.5 yM 47.44 +£9.232 73.66 +4.038 29.29 +2.356 0.838127
6.25 UM 68.69 +2.330 84.15+2.639 67.08 +2.749 1.160459
3.125 yM 95.15+6.291 92.24 +6.814 92.87 +£4.081 1.058189

Bu tez calismasi ile rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile
kombinasyonlarinin hiicreler {lizerinde sitotoksik etkileri arastirilarak, antikanser etkinlikleri
degerlendirilmeye calisilmigtir. Bu amagla A549 akciger kanseri, Caco-2 kolon kanser hiicreleri
ile 3T3 saglikli fibroblast hiicreleri iizerinde rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve
kurkumin ile kombinasyonlarinin farkli konsantrasyonlarda sitotoksik etkileri MTT testi ile
arastirilmis; sinerjist/antagonist etkinlikleri arasindaki iliski de CDI degerleri hesaplanarak

belirlenmistir.

Rimkazol, glioma ve meme kanserine kars1 giiclii tek ajan anti-timdr aktivitesi gosteren
cesitli kanserler i¢in halen klinik calismalarda kullanilan bir sigma reseptorii ligandidir (de
Bruyn vd., 2010). Rybczynska ve digerleri (2008) tarafindan, rimkazol ile C6 sican glioma

hiicreleri lizerinde yapilan ¢calismalarda antikanser etkisi belirlenmistir (Rybczynska vd., 2008).
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de Bruyn ve digerleri (2010) tarafindan, rimkazoliin anti-MCSP: TRAIL ile kombine
uygulamalarda melanom hiicreleri {izerinde sitotoksik etkileri degerlendirilmis, malign
melanom tedavisi i¢in potansiyel degerde olabilecegi sonucuna varilmistir (de Bruyn vd.,
2010). Happy ve digerlerinin (2015) MCF-7, T47D, MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 meme
kanseri hiicreleri iizerinde yaptigi ¢aligmalarda rimkazoliin diisilk dozlarda (4 pM) hiicre
biiylimesini 6nemli 6l¢ilide etkilemedigi fakat belirli bir esik konsantrasyonun iizerinde (10 pM)
hiicre sayisinda azalma oldugu ve 40 uM rimkazol ile 5 giinliik muameleden sonra tiim hiicre
hatlarinda tam hiicre 6liimii gerceklestigi; ayrica rimkazoliin p53 ile kombine uygulamasinda
da Onemli Olciide hiicre oliimlerinin arttigi belirlenmistir (Happy vd., 2015). Bu tez
caligmasinda sigma reseptdr antagonistlerinden rimkazoliin tekli ve p-kumarik asit, o-kumarik
asit, kurkumin ile kombine uygulamalarinin Caco-2 kolon kanseri, A549 akciger kanseri ve
3T3 saglikl fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etkileri degerlendirildiginde; MTT sonuglarina
gore hiicre canliliklarinin konsantrasyona bagli sonuglarinda rimkazoliin p-kumarik asit, o-
kumarik asit ve kurkumin ile ikili kombinasyonlarinin 3T3 hiicreleri iizerinde 25 pM, 12.5 uM
ve 6.25 uM konsantrasyonlarda; A549 hiicreleri ile Caco-2 hiicreleri iizerinde 25 uM ve 12.5
uM konsantrasyonlarda hiicre canliliklarinda belirgin azalma belirlenmis olup rimkazoliin
antikanser ve sitotoksik etkileri literatiirlerde yer alan ¢alismalar1 destekler niteliktedir. Ayrica
rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile ikili kombinasyonlarinin A549
hiicreleri iizerinde 3.125 uM konsantrasyonda sitotoksik etki gostermedigi, aksine hiicre
proliferasyonunda artisg gerceklestigi belirlenmis olup, 3.125 uM konsantrasyonda antikanser

aktivite gostermedigi degerlendirilmistir.

3T3 hiicreleri iizerinde hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuclarina gore
rimkazoliin p-kumarik asit ile kombinasyonlarinda 25 uM konsantrasyonda additif etki (CDI =
1), 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlarda sinerjist etki (CDI < 1); rimkazoliin o-
kumarik asit ile kombinasyonlarinda 25 puM, 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125 uM
konsantrasyonlarda sinerjist etki (CDI < 1), 25 uM konsantrasyonda kuvvetli sinerjist etki (CDI
< 0.7); rimkazoliin kurkumin ile kombinasyonlarinda 25 uM konsantrasyonda additif etki (CDI
=1), 12.5 uM, 6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlarda sinerjist etki (CDI < 1) gosterdigi

belirlenmistir.

AS549 hiicreleri iizerinde hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuclarina gore
rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile ikili kombinasyonlarinda 25 puM,
12.5 uM ve 6.25 uM konsantrasyonlarda sinerjist etki (CDI < 1), 3.125 uM konsantrasyonlarda

ise antagonist etki (CDI > 1) degerlendirilirken; rimkazol + p-kumarik asit ve rimkazol +
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curcumin kombinasyonlarinin 12.5 puM konsantrasyonda, rimkazol + o-kumarik asit
kombinasyonunun 25 uM konsantrasyonda kuvvetli sinerjist etki (CDI < 0.7) gosterdigi

belirlenmistir.

Caco-2 hiicreleri iizerinde hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuglarina gore
rimkazol + p-kumarik asit, rimkazol + o-kumarik asit ve rimkazol + kurkumin ikili
kombinasyonlarinin 25 uM ve 12.5 uM konsantrasyonlarda sinerjist etki (CDI < 1), 6.25 uM
konsantrasyonda antagonist etki (CDI > 1) ve 3.125 uM konsantrasyonda additif etki (CDI =

1) gosterdigi belirlenmistir.

Janicke ve digerleri (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada p-kumarik asit ve ferulik
asitin, Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve hiicre dongiisii faz dagilimi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Hiicreleri 1500 uM ferulik asit ile muamele ettikten 2 ve 3
giin sonra Caco-2 hiicre canliliginin kontrole gore sirasiyla %75 ve %43 oraninda azaldigini
belirlemislerdir. Ayni sekilde Caco-2 hiicreleri 1500 uM p-kumarik asit ile muamale edildikten
2 ve 3 giin sonra hiicre sayis1 kontrole gore sirasiyla %74 ve %55 oraninda azalmistir (Rosa
vd., 2016; Janicke vd., 2005). Bouzaiene ve digerleri (2015) tarafindan kafeik, kumarik ve
ferulik asitlerin 50-1000 uM konsantrasyonlarinin A549 ve HT29-D4 kanser hiicrelerinde 24
saat inkiibasyondan sonra MTT yontemi kullanilarak sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Her ti¢
fenolik asitin de A549 ve HT29-D4 kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, konsantrasyona bagh
olarak onemli 6l¢iide inhibe ettigi belirlenmis; kumarik asitin A549 kanser hiicrelerinde %
hiicre canlilik oranlar1 1000, 500 200 100 ve 50 uM konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
anlamli bulunmustur (Bouzaiene vd., 2015). Calismamizda p-kumarik asitin rimkazol ile
kombine uygulamalarinin hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuglarina gore 12.5 uM
konsantrasyonda AS549 hiicreleri ilizerinde kuvvetli sinerjist etki (CDI < 0.7) gosterdigi
belirlenmistir. MTT sonuglarina gore hiicre canliliklarinin konsantrasyona bagli sonuglarinda
p-kumarik asitin rimkazol ile kombine uygulamalarinin en ¢ok Caco-2 hiicreleri tizerinde ve 25
UM konsantrasyonda hiicre canliligini azaltic1 etkisi oldugu belirlenmistir. p-Kumarik asitin
tekli ve rimkazol ile kombin uygulamalarinin Caco-2 kolon kanseri, A549 akciger kanseri ve
3T3 saglikli fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etkileri degerlendirildiginde, antikanser ve

sitotoksik etkileri literatiirlerde yer alan ¢aligmalar1 destekler niteliktedir.

Sen ve digerleri (2013) tarafindan o-kumarik asitin insan meme kanseri hiicreleri (MCF-
7) lizerinde birden fazla yolu aktive ederek antikanserojen aktivite gdsterdigi bildirilmistir.

Ayn1 zamanda o-kumarik asitin yiiksek kanserojen aktivasyon ve ilag etkilesim potansiyeline
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sahip olmast nedeniyle kullanilmadan 6nce ciddi dnlemler alinmasi gerekliligi belirtilmistir
(Sen ve ark., 2013). Yine Sen ve digerleri (2015) tarafindan o-kumarik asitin HepG2
hepatoselliiler kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyonundan sonra bu hiicreler {izerinde doza
bagl sitotoksisik etki gosterdigi degerlendirilmistir. 2.5 mM ve 5 mM o-kumarik asit ile
muamele edilen HepG2 kanser hiicrelerinin canliliklar1 kontrol grubu hiicreleri ile
karsilastirildiginda sirasiyla %11.1 ve %31.3 azaldigi gosterilmistir (Sen vd., 2015).
Calismamizda MTT sonuglarina gore hiicre canliliklarinin konsantrasyona bagli sonuglarinda
o-kumarik asitin rimkazol ile kombine uygulamalarinin en ¢ok Caco-2 hiicreleri lizerinde ve 25
UM konsantrasyonda hiicre canliligini azaltici etkisi oldugu belirlenmistir. o-Kumarik asitin
rimkazol ile kombine uygulamalarinin hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuglarina
gore 25 uM konsantrasyonda hem 3T3 hem de A549 hiicreleri iizerinde kuvvetli sinerjist etki
(CDI < 0.7) gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde o-kumarik asitin Caco-2, A549 ve 3T3
hiicreleri lizerine etkisi ile ilgili dnceden yapilmis herhangi bir ¢aligma verisine ulagilamamuistir.
Bu tez c¢alismasinda o-kumarik asitin tekli ve rimkazol ile kombine uygulamalariin Caco-2
kolon kanseri ve A549 akciger kanseri ve 3T3 saglikli fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkileri ilk kez ¢alisilmistir. Bu sebeple o-kumarik asitin tekli ve kombin uygulamalarinin Caco-
2, A549 ve 3T3 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin gelecekte yapilacak g¢aligmalara 151k

tutabilecegi degerlendirilmektedir.

Kurkuminin antitimér mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamasina ragmen (Liu
vd., 2017) 16semi, lenfoma, gastrointestinal kanserler, genitoiiriner kanserler, meme kanseri,
yumurtalik kanseri, akciger kanseri, melanom, ndrolojik kanserler, bas/boyun yassi hiicreli
karsinom ve sarkom gibi birden fazla hedefi etkileme 6zelligi rapor edilmistir (Anand vd.,
2008). Dikmen ve digerleri (2010) tarafindan HL-60 insan 16semi hiicreleri 10 uM, 15 uM, 20
uM ve 40 uM konsantrasyonlarda kurkumin ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Kurkuminin
HL-60 kanser hiicrelerinde konsantrasyon ve zamana bagli olarak biiyliimeyi inhibe ettigi; hiicre
canliliklarinin ise 24 saatte 15 uM, 20 uM ve 40 uM konsantrasyonlarda; 48 saatte 10 uM, 15
uM, 20 uM ve 40 uM konsantrasyonlarda belirgin bir sekilde diistiigii belirlenmistir (Dikmen
vd., 2010). Liu ve digerleri (2017) tarafindan yapilan bir caligmada, A549 akciger kanseri
hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 20 ve 40 uM) kurkumin ile muamele edildikten
sonra 24, 48, 72 ve 96 saatlerde gozlemlenmis; kurkuminin bu kanser hiicrelerinde biiyiimeyi
konsantrasyon ve zamana bagl inhibe edebilecegi gosterilmistir (Liu vd., 2017). Lev-Ari ve
digerleri tarafindan (2005) yapilan bir ¢alismada HT-29 ve IEC-18-K-ras (expressing high
levels of COX-2), Caco-2 (expressing low level of COX-2) ve SW-480 (no expression of COX-

50


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28928819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28928819

2) hiicre hatlar1 farkli konsantrasyonlarda kurkumin (0-20 pmol/L) muamele edilmis,
kurkuminin (10-15 pmol/L) konsantrasyonlar1 hiicre biiyiimesi {lizerinde sinerjistik inhibitor
etki gostermistir (Lev-Ari vd., 2005). Calismamizda MTT sonuglarina gore hiicre
canliliklarinin konsantrasyona bagli sonuglarinda o-kumarik asitin rimkazol ile kombine
uygulamalarinin en ¢ok Caco-2 hiicreleri lizerinde ve 25 pM konsantrasyonda hiicre canliligin
azaltic1 etkisi oldugu belirlenmistir. Kurkuminin rimkazol ile kombine uygulamalarinin hiicre
canliliklarma bagli CDI hesaplama sonuglarima gore AS549 hiicrelerinde 12.5 uM

konsantrasyonda kuvvetli sinerjist etki (CDI < 0.7) gosterdigi belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda literatiir bilgilerinden yararlanarak sigma reseptor antagonistleri ve
fenolik bilesiklerin antikanser etkilerinin, ajanlarin farkli konsantrasyonlarda ve rimkazol ile
kombinasyonlar halinde 3T3, AS549 ve Caco-2 hiicrelerinde antiproliferatif etkilerinin
belirlenmesi; degisen konsantrasyonlarda hiicreler {izerindeki sinerjist, antagonist ve additif

etkilerinin CDI hesaplamalari ile degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Ozet olarak, calismamizda MTT sonuglarina gore hiicre canliliklarinin konsantrasyona
bagli sonuglarinda rimkazoliin p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin ile kombine
uygulamalarinin 3T3 hiicreleri tizerinde 25 uM, 12.5 uM ve 6.25 uM konsantrasyonlarda; A549
hiicreleri ile Caco-2 hiicreleri ilizerinde 25 pM ve 12.5 uM konsantrasyonlarda hiicre
canliliklarinda belirgin azalma belirlenmis olup, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve kurkumin
ile kombine uygulamalarinin en ¢ok Caco-2 hiicreleri tizerinde ve 25 uM konsantrasyonda

hiicre canliligini azaltici etkisi oldugu belirlenmistir.

Rimkazol ve rimkazolin p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin ile
kombinasyonlarinin 3T3, A549 ve Caco-2 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri konsantrasyona
bagli olarak gergeklesmektedir. Hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuglarina gore;
rimkazoliin kurkumin ile kombine uygulamalarmin A549 hiicreleri {izerinde 12.5 pM
konsantrasyonda kuvvetli sinerjist etki (CDI < 0.7), rimkazoliin o-kumarik asit ile kombine
uygulamalarinin 25 pM konsantrasyonda hem 3T3 hem de A549 hiicreleri lizerinde kuvvetli
sinerjist etki (CDI < 0.7), rimkazoliin p-kumarik asit ile kombine uygulamalarinin 12.5 pM
konsantrasyonda AS549 hiicreleri ilizerinde kuvvetli sinerjist etki (CDI < 0.7) gosterdigi

belirlenmistir.

Gerek MTT yontemi ile yapilan sitotoksisite testleri gerekse CDI ile yapilan
degerlendirmeler agisindan elde edilen sonuglar literatiirlerde yer alan calismalar1 destekler
nitelikte olmasinin yaninda ilag kombinasyonlarinin kanser tedavilerinde yiiriitiilen ¢caligmalara

veri sunmasi ve 1s1k tutmasi agisindan 6nem tagimaktadir.
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