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Goriilme siklifi ve olim oranlant acisindan akciger, meme, kolon ve
genital kanserler tim kanser tiirleri acgisindan ilk sirayr almaktadir. Bu tez
calismasinda, kersetin, berberin ve aspirin’in etkileri A549 kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri, HelLa serviks adenokarsinomu, HT-29 kolon adenokarsinomu,
MCF-7 meme adenokarsinomu ve normal hiicrelere ©ornek olarak NIH3T3
fibroblast hiicrelerinde test edilmistir. Deneylerimizde standart sitotoksik madde
olarak Paklitaksel kullanilmustir. Yontem olarak MTT 6l¢iimii, notral kirmizisi
olclimii, kristal viyole 6lcimii, tripan mavisi hiicre sayimi, yumusak agar koloni
formasyonu ve akridin turuncusu testleri uygulanmustir.

Incelenen biitiin hiicrelerde, paklitakselin sitotoksik ve apoptotik etkileri
gozlenmistir. Kersetin 6strojen (+) meme kanseri MCF-7 ve Ostrojen (+) serviks
adenokarsinom hiicreleri HelLa iizerine muhtemelen antidstrojenik etki ile
antikanser etki gostermistir. Berberin HT-29 kolon kanseri ve MCF-7 meme
adenokarsinom hiicreleri tizerine antikanser etkili bulunmus ve normal hiicreler
(NIH3T3) iizerine diigiik sitotoksisite gostermistir. Tez kapsaminda gbzlenen tiim
etkilerin muhtemel mekanizmalan literatiir bilgileri 1s181nda tartistlmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, paklitaksel, kersetin, berberin



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

EVALUATION OF CYTOTOXIC EFFECTS OF PACLITAXEL, QUERCETIN
AND BERBERINE ON A549, HeLa, HT-29, MCF-7 AND NIH3T3 CELL
CULTURES

Anadolu University
Graduate School of Health Sciences

Pharmacology Program
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZTURK

Regarding to incidences and mortality rates, cancers of lungs, mammary,
~colon and genital organs have primary importance among all cancer types. In this
thesis, effects of quercetin, berberine and aspirin were tested on A549 non-small
cell lung cancer, HeLa cervix adenocarcinoma, HT-29 colon adenocarcinoma,
MCF-7 mammary adenocarcinoma, and, as an example of normal cells, NIH3T3
fibroblast cells. In our experiments, paclitaxel was used as a standart cytotoxic
agent. Measurements of MTT, neutral red and crystal violet and trypan blue cell
counts along with soft agar colony formation and acridine orange tests were
applied as methods.

Cytotoxic and Apoptotic effects of paclitaxel were observed in all cells examined.
Quercetin exhibited anticancer activities on estrogen(+) MCF-7 mammary
adenocarcinoma and estrogen(+) HeLa cervix adenocercinoma cells possibly
through its antiestrogenic action. Berberine was found to have an anticancer
activity on HT-29 colon cancer and MCF-7 mammary adenocarcinoma cells and
to exhibit lower cyctotoxicity on normal (NIH3T3) cells.

Key words: Cancer, paclitaxel, quercetin, berberine
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1. GIRIS

Yazili tarihin baglangicindan beri bilinen kanser, uzun yillardir en yogun
bicimde aragtirlan hastalik olmasina kargin radikal tedavisi bulunamamis olan
oliimciil bir hastaliktir. 19. Yiizyilin ortalarindan itibaren kanserin goriilme sikligt
artmustir ve giiniimiizde her ii¢ insandan birinde kanser gelistigi ve kansere
yakalanan her dort erkekten birinin ve kansere yakalanan her bes kadindan birinin
hastaliktan 6ldiigii bilinmektedir (Franks, 1998). Kanser vaka sayist son on yilda
10 milyondan 20 milyona tirmanmustir, yani insidensi diinya ¢apinda on yilda iki
kat artmistir ve ve oliim oraninin da gelecek 20 yilda 6 milyondan 10 milyona
artmasi beklenmektedir (World Health Report, 1998). Goriilme siklifi ve olim
oranlar1 goz oniine alindifinda, iilkeden iilkeye % oranlar degismekle beraber,
erkeklerde ilk siralan akciger, prostat ve kolon, kanseri, kadinlarda ise meme,
akciger, kolon ve over-serviks kanserleri almaktadir (Hart, 1998). Bunlarin
Otesinde kanserin epidemik boyutta ortaya ¢ikmast ve gerek hastanin, gerekse
yakin cevresinin morali ve davramis1 lizerinde yikict yansimalar yapmasi
nedeniyle ¢agimizin en 6nemli ve dramatik mediko-sosyal sorunlarindan biridir.
Ge'lismis tilkelerde kanser‘ olim istatistiklerinde kalp-damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirayi almaktadir. Tiirkiye’de yillik kanser insidensi yiizbinde 150
olarak tahmin edilmis ve her yil 90,000-100,000 dolayinda yeni kanser olgusunun
goriilecegi bildirilmistir (Kayaalp, 1998).

Kanser, insidensinin yiiksek olmasi disinda terapisinde goriilen
problemlerle de 6nem kazanmaktadir. Kemoterapide amag¢ hastanin normal
hiicrelerine zarar vermeksizin timor hiicresinin biiylimesini ve ¢ogalmasini
durdurmak ve miimkiinse onlar1 yok etmektir. Ancak, kanser hiicrelerinin de
insanin kendi hiicresi olmas1 ve kalitatif agcidan normal hiicreler ile aralarinda fark
olmamast ve sadece kantitatif farklann bulunmas: sebebi ile antineoplastik
ilaglarin kanser hiicresine kars1 selektiviteleri diigiiktiir, bu da tedaviyi giiglestiren
onemli bir faktordiir. Antikanser etkili bir ila¢ kanser hiicresi tizerine toksik etki
gosterirken aym mekanizma ile normal hiicreler lizerine de toksik etki
gostermekte ve etkilenen normal hiicrelerin bulundugu orgamn caligmasim
bozmaktadir ve bu sebeple kiirler sirasinda hastalar ilaglarin bu istenmeyen yan

etkilerine tolerans gosteremeyerek, enfeksiyonlar basta olmak iizere bagka



hastaliklarla miicadele etmek zorunda kalmakta veya miicadele edemeyerek
cabalar olimle sonuglanabilmektedir. Kanserin sosyal boyutlar: ve ozellikleri ile
antikanser ilaglarin normal hiicreler iizerine gosterdikleri istenmeyen etkiler,
kanser tedavisinde yeni ilaglar bulma ve kanser ile ilgili bilinmeyenleri
aydinlatma cabalarini hizlandirmaktadir. Kanser ile ilgili gelismelerde amag,
kanserin normal hiicrelere gore farkli 6zelliklerinin aydinlatilmasi ve bu
ozelliklere yonelik, normal hiicrelerde istenmeyen etkiler gdstermeyecek yani
kanser dokusuna selektif olacak terapilerin geligtirilmesidir. Ozetle kanser tedavisi
icin daha iyi ilaglara siddetle gereksinim vardir, ¢linkii kanser hastaligi radikal
tedavisi heniiz bulunamamis progresif bir hastaliktir. Bu tezin amaci, gesitli
yontemler kullamilarak antikanser 6zellikleri daha 6nceden bildirilmis olan gesitli
maddelerin etkilerinin tek baglarnina ve kombinasyonlar halinde gesitli kanser

hiicre tipleri lizerinde arastiriimasidir.



2. NORMAL VE KANSERLI DOKU ARASINDAKI FARKLAR
2.1. Normal Hiicreler ve Dokular

Viicutta dokular; bag dokusunu da igeren destek dokularin tamami
mezengim, dokuya spesifik hiicreler-epitel, defans hiicreleri retikiilo-endotelial ve
sinir sistemi olarak dort temel gruba aymlir. Mezensim bag doku, kollajen
fibrillerini ve iligkili f)roteinleri sentezleyen fibroblastlar, kemik, kartilaj, kas, kan
damarlan ve lenfatikleri igerir. Epiteliyal hiicreler deri, barsak, karaciger, salgi
bezleri gibi farkll organlara spesifik hiicrelerdir. Retikiilo-endotelial sistem biiyiik
cogunlugu kemik iliginden kok alan kirmizi ve beyaz kan hiicrelerini olusturan
prekiirsor hiicreler, bunlara ilaveten viicudun her yerinde serbest veya karaciger
gibi temel organlarda ya da dalak ve lenf nodlar gibi 6zel organlarda sabit olarak
bulunan bazi hiicreleri (lenfosit ve makrofajlar) icerir. Lenf nodlan, viicuda
tamamen dagilmig bakteri ve diger yabanci cisimlere kars: filtre gorevi goren 6zel
lenfoid hiicre nodiilleridir. Sinir sistemi; beyin ve omurilik ile koruyucu kisimlarin
yer aldifr santral sinir sistemi ve bu santral yapidan baslayan sinirleri iceren
periferik sinir sisteminden olusur. Bu nedenle, her bir doku kendine has, dokuya

ozel fonksiyon ve yapiya sahip bir kag¢ farkls tipte.hiic'relere sahiptir.

Standart diizene sahip spesifik hiicreler organlari olugturur. Dokuya
spesifik hiicrelerin olusturdugu epitelyum temel (basement) membranla dokuyu
destekleyici mezensimden ayirir. Destekleyici dokular (stroma) kas ve kemiklerin
tizerinde destekleyici tabaka olusturan, bag dokusu ve fibroblastlardan olugur.
Kan damarlan lenfatik damarlar ve sinirler bag dokuyu gecer ve spesifik doku

hiicreleri i¢in besin, sinirsel kontrol saglarlar (Franks, 1998).

2.2.Kanserli Hiicreler
2.2.1. Kanser Tiplerinin Smiflandirilmasi

Kanseri iki karekteristik 6zelligi agiklar; eksternal sinyaller (6rn: otonom)
ile diizenlenemeyen hiicre biiylimesi ile dokulan istila etmesi ve metastaz ile
farkli bolgelerde kolonize olmasi. Bu karekterlerden ilki, biitiin neoplazmalarin
bir ozelligi olan anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ya da yeni

cogalmalaridir. Neoplazma beniyn ya da maliyn olabilir. Beniyn tlimdorler tek bir



kiitle halinde kalir, orijini olan dokuya benzer, siirlan dokudan yiikselir ancak
dokuyu istila etmez, kenarlar1 diizenlidir veb genelde bir bag dokusu kapsiilll ile
etrafindaki dokudan aynlir, cerrahi girisimlerle ¢ikartilabilir ve tamamen tedavi
edilebilirler. Eger istila kanserin ikinci temel 6zelligi ise bu durumda neoplazma
maliyndir. Timor eger maliynant neoplazma ise kanser olarak sayilir. Maliyn
timorler etraflarindaki dokulan istila etme yetenegine sahiptirler, bu yetenek
genellikle hiicrelerin kan dolagimina veya lenfatik sisteme girerek taginmasi ve
dokuda ikincil bir tiimor olusturmasi veya viicudun diger bolgelerinde metastaz

yapmasidir, metastaz yapan kanserlerin de tamamen yok edilmesi ¢ok zordur.

Kanser koken aldif1 doku ve hiicre tipine gore isimlendirilir; epiteliyal
dokularin kanserleri karsinoma, nonepitelial olan bag dokusu ve kas (mezengimal)
dokulann kanserleri sarkoma olarak adlandirilir. Bu iki gruba girmeyen,
ldsemilerin de i¢inde oldugu ug kategorilerdeki kanserler hemopoietik hiicrelerden
veya sinir sistemi hiicrelerinden kaynaklanir. insanda olusan kanserlerin %901
epiteliyal hiicrelerin fiziksel ve kimyasal hasarlara ugramasi sonucu meydana

gelmektedir (Franks, 1998, Alberts ve ark., 1994),

2.2.2, Hiicreyi Kanserlestiren Nedenler
Yapilan ¢aligmalar, kanserin cesitli ¢cevresel faktorlerin etkisiyle oldugunu
gostermekle birlikte, olusumunda genetik yatkinligin énemli oldugunu ve aslinda

genetik temellere dayandigini gostermektedir.

Kanser, tek bir somatik hiicrede ortaya gikan bir hiicre hastahigidir, DNA
diizeyinde intirinsik hatalar nedeniyle ortaya‘ cikar veya karsinojene maruz kalma
ile indiiklenir. Tek hiicrede genetik lezybn genellikle bir hiicrenin neoplastik
transformasyonunu indiiklemeye yeterli degildir. Insan hayatin boyunca 10'¢
hiicre bolinmesi gergeklesir, yasam siiresi daha kisa olan ve daha az sayida
hiicreye sahip farede bu rakam 10'®dir. Eger cevrede hi¢ mutajen olmasaydi,
hiicrede DNA replikasyonu ve onanim igin bir hiicrede bir gene diigen mutasyon
sayis1 yaklagik 10 olurdu. Ancak giinlimiiz sartlarinda maliynant fenotip icin

aym hiicre iizerine ayn1 gen ya da gesitli gen iriinlerinde diizensizliklerin onderlik



ettifi, yillar siiren, 5-10 mutasyon gerekir. Her bir genetik degisim epiteliyal
dokularda gelisen hiperplazi, adenoma, displazi, in sitii karsinoma, invazif
karsinoma ile sonuglanabilir. Neoplastik formasyona direng hiicre

fonksiyonlarinin her fazinda kontrol ile gergeklesir.

Viicutta 200 tizerinde hiicre tipinde kanser gelisme riski esit diizeydé
degildir. Kalp kas1 hiicreleri, 1513a ve sese duyarli reseptor hiicreleri, lens fiberleri
gibi hiicreler yasam boyunca bolinmeden ve yenilenmeden kalirlar ve bu
dokularda neoplazi son derece nadirdir. Yenilenebilen dokularda hiicre 6liimii ve
yeni hiicrelerin tiretimi (turnover) s6z konusudur. “Turnover” orani diisiik olan
(hepatosit gibi) hiicrelerde proliferasyon yaralanma, hasar ya da cerrahi girisimler
sonucu atilan karaciger dokusunun yerine yenisini koymak i¢gin gerceklesir. Hizli
“turnover’a” sahip hiicrelerde (kemik iligi, deri, barsak gibi) farklilagma ve yerine
koyma fonksiyonlan farkli hiicre tipleri tarafindan denetlenir. Normal kosullarda
tek bir hiicre boliinme ve farklilagma olaylanimin birine maruz kalir. Boliinme
. yetenegine sahip hiicreler, stem (kok) hiicreleri farklilasma yetenegine,
farklilagmus hiicreler de boliinme yeteneg'i‘né' sahip deildir. Stem hiicreleri, her
ikisi de yeni stem hiicresi olacak iki kardes hiicreye boliinebilir ya da duruma ve
cevreden gelen uyanlara gore terminal farklilagmaya ugrayabilirler. Stem
hiicrelerinin  gen  ekspresyon  kaliplari, farklilasan  hiicrelerin  gen
ekspresyonlarindan farklidir. Gen ekspresyonu, hiicre-hiicre, hiicre-ekstraseliiler
matriks iliskisi gibi, endokrin hormonlar, parakrin bilylime faktorleri ve
farklilagma faktorleri, sicaklik, oksidasyon, iginlar, fiziksel stresler gibi faktdrlerin

dokuya spesifik olan etkilerinin bir tirtintidiir.

Kanser en ¢ok proliferasyonlart hormonlaria diizenlenen ve gevresel
kanserojenlere maruz kalan hizli turnover’li dokularda yaygindir. Cevresel
faktorlerin hedef hiicrelerde gen ekspresyonu iizerine giiclii etkileri vardir. Belirli
hiicreler tarafindan alinan  sinyaller transkripsiyon faktorleri tarafindan
diizenlenen aktivasyonlara yol agar. Transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon

kaliplan hiicrenin bo6liinmesi, farklilagsmasi ya da 6liip 6lmeyecegini belirler. En



yaygin genetik degisimler protoonkogenlerin aktivasyonu ya da tiimér supresor

genlerin inaktivasyonu ile gerceklesir.

2.2.3. Hiicre Boliinmesinin Kontrolii ve Kanser

Gtintimiizde kullanilan antineoplastik ilaglarin kullanilig amaclarini tam
olarak anlayabilmek .igin hiicre siklusu kinetigini bilmek gereklidir. Sitotoksik
ajanlarin ¢ogu hiicre siklusunun spesifik bir fazinda etkilidir ve bu nedenle
yalmizca bu fazdaki hiicreleri etkileyerek béliinmeyi engellerler. Neoplazmalarin
biiyiime fraksiyonlar1 ve bolinme yiizdesi yiiksektir ve bu yiizden ilacin etkisini
gostermesi kolaydir. Benzer sekilde, hizli prolifere olan normal dokular (kemik
iligi, sa¢ folikiilleri ve intestinal epitelyum), kullanilan terapdtik dozlarda
antineoplastik ilaclar tarafindan hasara ugratilirlar. Diger taraftan, yavag biiyiime
fraksiyonuna sahip yavag biiyliyen tiimorler (kolon veya akciger karsinomu gibi)

sitotoksik ilaclara cevapsiz kalir.

Insan viicudunda yaklagik olarak 1x10™ lizerinde hiicre oldugu tahmin
' edilmektedir. Tabii ki tiim bu hiicrelerin aslinda bir tek fertilize hiicreden
cogaldig1 da gozardi edilmemelidir. Benzer sekilde kiiltiirde, teorik olarak gerekli
besin ortamu saglanan hiicreler de tek bir hiicreden milyonlarca hiicreye
cogalabilirler. Kiiltiirdeki hiicrelerin ¢ogu yiizeye tutunarak ¢ogalirlar, ancak bazi
transform ya da neoplastik hiicreler kiiltiirde siispansiye halde de yasamlarin:
devam ettirebilirler. Kiiltlirdeki tek bir hiicreyi ele aldigimizda, teorik olarak hiicre
belli bir zaman periyodu iginde iki kardes hiicre olusturacak sekilde boliiniir,
olusan iki hiicre tekrar ikiye boliiniir ve bu olay 2n formiilii ile sonsuza dek devam
edecektir, ancak teorikte boyle olan bu olay, pratikte farklidir; kiiltiirdeki tiim
hiicreler ayni anda boliinmez, bir kismi boliinticken digerleri béliinmesini
tamamlamis, durgun hiicreler olabilir, hiicrelerin de bir boliinme kapasiteleri
vardir ve bu kapasiteyi tamamlanan veya farkli etki altinda kalan hiicreler &lebilir,
kontakt inhibisyon gerceklesebilir ve bu sebeple kiiltiirdeki popiilasyonun

biiylimesi idealden farkli olur. Bu olay, eksponensiyel biiylime olarak tanimlanir.



Kiiltiirde eksponensiyel olarak gogalan hiicrelerin iki katina ¢ikmalari,
bagka bir degisle bir siklusu tamamlamalan i¢in gecen siire iki katina ¢tkma
zamani (doubling time) olarak kabul edilir. Bu siire ve bununla ters orantili olan
cogalma fraksiyonu kanser kinetigi agisindan klinik anlamda da oldukc¢a 6nemli
parametrelerdir. Ikiye katlanma zamam hiicre siklusu siiresi veya jenerasyon
siresi olarak da bilinmektedir. Kiiltiirde belirli araliklarla sayimlan yapilan
hiicrelerin iki katina ¢ikma zamanlan asagidaki formiiller kullanilarak yapilir.
Saglikli bir sayim i¢in hiicreler yiizeyi kaplayincaya kadar 3-4 siklus siiresi kadar
(yaklagik 96 saat boyunca) takibe alinmalidir.

23log2=kT (Formill) T =(t; —t; ) = doubling time
0,693 = kT (Formiil 2) ‘
T=0.693 /k (Formiil 3)

Ilk formiilde (Formiil 4) log 2 hiicrelerin iki katinin logaritmasidir. Yapilan
deneylerde elde edilen sonuglara gore, 2 yerine, sayilan hiicre sayisinin ( ny )

ekilen hiicre sayisma ( ni ) oran1 kullanilir :
23log(n,;~ny ) =kT

formiiliinden k sabiti bulunur ve
T=0,693/k

formiilinden T yani hiicrelerin ikiye katlanma siireleri ayn ayn hesaplanir
(Sheeler, 1987; Cos ve Sanchez-Barcelo, 1994; Pinard ve ark., 1996, Liebmann
ve ark., 1994, Sato, 2001). |

Proliferasyon orani agagidaki formiilde verildigi gibi hesaplanir (Reddel,
1995);

Proliferasyon Orami = Kontrol Grubundaki hiicrelerin iki katina ¢itkma zamam /

Deney grubundaki hiicrelerin iki katina citkma zamam  (Formiil 4)

5 AT I PR
Anadolu Universitesi

B e neba [T e o 3
7 Wierlez Hitiphanesi



Hiicre b6liinme mekanizmasi, boliinen hiicrelerin tamamen ayni olmasi ve
evrim boyunca hiicrelerin genetik ozelliklerinin korunmasi edilmesi esasina
dayanir. Hiicre boliinme siireci, hiicrelerin iceriklerini ve ozellikle de
kromozomlarim1 dogru bir sekilde duplike etmeyi garanti eder.  Hiicre
boliinmesinde, protein kinazlar tarafindan regiile edilen niiklear DNA sentezinin
ve ardindan mitozun baglamasi olaylan kritik 6neme sahiptir. Hiicre siklusu dort
faza aynlir: M (mitoz) fazi sirasinda replike edilen koromozomlar ayrilir ve mitoz
ile aynlan iki yeni c¢ekirdekte paketlenir ve sitoplazma sitokinler tarafindan iki
kardes hiicreye boliiniir. Hiicre siklusunun diger ii¢ fazi “interfaz” olarak bilinir;
G; (gap 1) fazi bolinme sonucu olusan hiicrenin tekrar DNA sentezine
baslayacagi zaman i¢in kullanilan fazdir. Bu fazda kalan ve boliinmeyen hiicreler
G, fazina gegerler, G, fazindaki hiicreler “durgun (quiscent) hiicre” olarak
isimlendirilir. S (sentez) faz1 sirasinda DNA sentezi gergeklesir, DNA replike olur
ve bir daha replike olmasina izin verilmez. G, (gap 2) fazina gecen hiicrelerin
DNA replikasyonunun dogrulugu onaylamir, hatalar diizeltilir ve ig iplik¢ikleri ile
yeni DNA Yaplsl ohisniéya baslar. Hiicre bundan sonra M yani mitoz fazina
gecer. Mitoz olayinda sirasiyla dort faz gerceklesir; profaz, metafaz, anafaz,
telofaz. Iki katina ¢itkmis olan DNA’nin iki kardes hiicreye esit olarak boliindiigii
fazdir. Mitozdan 6nce DNA zinciri sik sarmallar yaparak kalinlasmaya baglar. Bu
arada histon proteinlerle de kompleks yaparak kromozomlar olusturulur. Bu fazda
her kromozomun bir kopyasi meydana gelmistir (kardes kromatidler). 2n
kromozom sayis1 4n’e ¢ikar ve kardes kromatidlerden biri, bir hiicre kutbuna,
digeri Oteki kutba dogru hareket etmeye baslar. Telofaz safhasinda kutuplara
cekilen kromozomlar iki yavfu hiicre olustururlar (Fenton ve Longo,1988; Alberts

ve ark., 1994; Kayaalp, 1998; Bozkurt, 2000).

2.2.4. Apoptoz ve Kanser

Apoptoz ya da programlanmg hiicre oliimii, embriyonik morfogenez,
metamorfoz, hormona bagimli doku atrofisi ve timusta lenfosit olgunlagmasi gibi
pek ¢ok biyolojik siiregte dnemli rol oynamast ile nekrozdan ayrilir (Duvall ve

Wyllie, 1986; Arends ve Wyllie, 1991; Meyn ve ark., 1994). Proliferasyon,



diferansiyasyon ve hiicre 6liimii oranlan sabittir ve bu sabit oranlar, biiyiime
faktorleri ya da sitokinler gibi faktorlerin salimmindaki oranlarin olusturdugu
kombinasyonlara gore diizenlenir. Hiicre-hiicre temast da bu dengede 6nem tagir.
Omnek olarak hiicre boliinme oran1 hiicre 6liim oranindan daha fazla ise hiicrelere
diisen alan azalacagindan }hiicreler biizlilmeye baslayacaklardir. Hiicre biiytikliigi
ve hiicre dansitesi her doku i¢in ayn1 kalmalidir ve bu siirekli kontrol edilir (Hardy
ve Stark, 2002). Bu nedenle, hiicre-hiicre temas: bir noktadan sonra hiicre
boliinmesi ve proliferasyonunu durduran bir faktér olmaktadir. Bu olay “kontakt

inhibisyon” olarak adlandirilmaktadir.

Apoptoz hem rodent hem de insan orijinli maliyn tiimérlerde intirinsik
homeostatik proseslerle (muhtemelen mitozla) hiicre kazanimini ve bdylece timor
biiylimesini diizenlemek icin spontan olarak gerceklesir (Meyn ve ark., 1994).
Ancak, baz1 tiimér hiicrelerinin apoptotik yeteneklerini kaybettikleri de bilinen bir
gergektir (Karp, 1999). Apoptoz, tumorigenez igin énem!li modiilatdr gérevi goren
ve bcl-2 ile p53 proto-onkogenleri tarafindan regiile edilen bir siiregtir. Hiicre
kiiltiirii caligmalan gesitli uyanlara kars1 apoptbtik yanit1 p53’iin indiikledigini ve
bcl-2’nin suprese ettigini acikca gostermektedir (Pan ve ark., 1997). Apoptoz,
yargl (commitment) ve infaz (execution) fazlarindan olusur. Yarg: fazi hiicrenin
uyaranlara kendi kendisini imha etmesini saglayacak yanitlar olusturmasi, bu
islemden Oliime kadar olan agamalar da infaz fazini olusturur. Apoptoz ile oliim,
hiicre ve niikleusunun tamaminin diizenli bir sekilde kiigiilmesi, komsu hiicrelerle
adhezyonunun kaybi, hiicre yiizeyinde kabarciklarin olugmasi ile hiicre yiizeyinin
girintili ¢ikintil1 bir hal almasi, kromatinlerin kiigiik parcalara boliinmesi ve hizhi

bir sekilde fagositoz ile yutulup yok edilmesidir (Karp, 1999).

2.2.5. Kanserli Dokunun Biiyiime Profili

Kanserin bir somatik hiicre hastaligi olduguna daha once deginilmisti.
Hiicrede hastalik meydana geldikten sonra hiicrenin bsliinmesi kontrol edilemez
ve hiicre mitozdan ¢ikamayarak siirekli boliinmeye devam eder. Kanserli dokuda
timor kitlesi kanserin tipine gére 24 saat-3 ay gibi bir siirede iki katina ¢ikar.

Tiimor kitlesinde proliferasyon hizinin kolay saptanabilen bir gostergesi, ¢ogalma



fraksiyonu ve bu parametre ile ters orantili olan iki katina ¢ikma (doubling)
stiresidir. Cogalma fraksiyonu, timér Kitlesi igindeki boliinme halindeki
hiicrelerin sayisinin toplam hiicre sayisina oramidir. Iki katma gikma siiresi ise
tiimor kitlesindeki hiicre sayisinin iki katina ¢ikma siiresidir. Ikiye katlanma siiresi
- timdr kitlesinin ilaca karg1 duyarligi hakkinda fikir verir; hizli ¢ogalan timér
hiicreleri antineoplastik ilagiann coguna karsi (6zellikle antimetabolitlere ve
antineoplastik antibiyotiklere), yavag ¢ogalan hiicrelere gore daha duyarlidir.
(Cogalma fraksiyonu disiik tiimorlere solid tiimér denir. Solid tiimérlerde bilylime
hiz1 kitle biiylidiikge azalir. Tiimér igindeki kanser hiicresi sayisinin zamana gére
seyrini gosteren egri (Gompertz egrisi) lineer degil hiperboliktir. Bunun sonucu
olarak hiicre sayis: arttik¢a ve tiimor Kkitlesi biyiiditkge cogalma fraksiyonu azalir
ve iki katina ¢ikma siiresi uzar. Bunun sonucu olarak tiimdoriin ilaca kargi duyarli
azalir Bu tip tiimorlerde Ui¢ tabaka vardir: A tabakasi dista kalan ve stirekli mitoz
halinde olan hiicrelerin olusturdugu tabakadir. B tabakasi arada kalan ve
boliinemeyen ancak boliinme yeteneklerini kaybetmemis hiicrelerden olusur. C
tabakas1 ise en igte kalan ve boliinme yeteneklerini kaybetmis, fakat timor
kitlesine katkida bulunan ilk ¢ogalan 6ncii hiicrelerden ol'usl'ir." Tespit edilebilir bir
tiimor kitlesi yaklasik 10° hiicre icerir ve cap1 1-2 cm kadardir. Ancak kitledeki
hiicre say1s1 10'? hiicre oldugunda kitle 20 cm gapa gelir ki bu letal bir kitledir. 1-2
cm capta iken tespit edilen bir kitle kisa siirede 20 cm ¢apa gelebilir, teshisten
sonra kitlenin sabit kalmasi miimkiin olmadig i¢in terapiye bir an 6nce baglamak
gerekir. Ancak ozellikle doneme 6zgii ilag kullanilmas: ile ilaca alinan cevap A
kitlesi azaldikca diisecektir. Kemoterapi kesildikten sonra da B kitlesinde bulunan
hiicreler yine boliinme yeteneklerini kullanip ¢ogalmaya baslayacaklardir ve
~ terapi hedefine ulasmamus olacaktir. Bu yiizden terapide dnce cerrahi ekstirpasyon
veya radyoterapi ile tiimor kitlesinin biiyiik bir hacmi ¢ikarilir (debulking) ve
kalan kismin ¢ogalmasi hizlandinlarak ilaca duyarligr arttinlir. Biiyiik bir kitle ile
savagmak yerine bu kitlenin %0.1°i gibi kiiciik ve gozle dahi gorillemeyecek bir
kitle ile miicadele edilir. Cerrahi girisim ve radyoterapi gibi farkli bir tedavi
uyguladiktan sonra uygulanan kemoterapi programina adjuvan kemoterapi denir.
Adjuvan kemoterapi, giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan kemoterapi seklidir.

Ilac kiirler halinde verilir ve hangi araliklarla kag kiir verilecegi programda
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belirlenir. Genel olarak ilk énce cerrahi ekstirpasyon ile kitle ¢ikarlir, ardindan
radyoterapi kiirleri uygulanir ve bunu takiben kemoterapiye gegilir. Adjuvan
kemoterapinin kisith sekilde uygulanan bir diger sekli de neoadjuvan terapidir. Bu
duruma 6rnek olarak, bag-boyun kanserlerinde radyoterapi ile birlikte sisplatin ve
 fluorourasil verilir ve kitlede kiiciilme saglandiktan sonra daha az hasar verecek

bir cerrahi operasyonla kitle alinir.

Tumor kitlesi yaklagtk 1-2 mm c¢apli bir kitle olusturdugu zaman ig
kisimlarda kalan hiicreler o bolgede kan dolasimi olmadig: igin beslenemez ve
oksijen yeterli derecede ulasamaz. Bunun sonucunda hiicreler bazi biiyiime
faktorleri salgilayarak yeni kan damarlaninin olugmasin: talep ederler. Yeni kan
damarlarinin tiretilmesine anjiyojenez denir. Kitlede kan damarlan olusur ve bu
damarlar sayesinde kitle beslenir ve etrafindaki dokuyu istila ederler (invazyon).
Normal hiicrelerde invazyon yetenegi yoktur, birbirlerine temas ettikleri zaman
cogalmalan kontakt inhibisyon nedeniyle durur. Tiimdr hiicrelerinin sentezledigi
matriks proteinlerini pargalayan enzimler olan matriks metalloproteinazlar
(kollajenaz - gibi) kan darhaﬂafmm duvarlanindaki hiicreler arasinda adhezyon
proteinleri ile kurulmus olan hiicreler aras1 baglantilart parcalayip damar igine
girerler ve uygun bir doku buldugunda metastaz yaparak orada ¢ogalmaya
baslarlar. Maliyn tlimorlerin en Onemli 6zellifi, metastaz yapma yetenekleri
nedeniyle terapilerinin gii¢ olmasidir. Ornegin akcigerde olan bir timdr icin
uygulanan kiirler, beyine metastaz yapmugsa, akcigerdeki kitle i¢in kullanilan ilag
kan-beyin engelini gecemeyebilir ve burada etkisiz kalabilir. Bu sebepten dolay1
kanser terapisinde metastaz basarisiz olmanin en biilyiik sebebidir. Bazen yillar

sonra dahi metastaz ortaya ¢ikabilir. |

Halen kullanimda olan antineoplastik ilaglarin biiyiik bir kismu ozellikle
sitotoksik olanlar antiproliferatif etkilidir ve sadece kontrolsiiz ¢ogalmaya karsi
etkilidir. Invaziflik, diferansiasyon kaybi ve metastaz olusturabilme ozellikleri
tizerine spesifik etkileri yoktur. Antiproliferatif etkileri sadece hiicre siklusunun S
ve G fazlan iizerine olan etkilerinden degil aymi zamanda Apoptoz (programli

hiicre 6liimii) neden olay olaylar iizerine var olan apoptotik etkilerinden
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kaynaklanmaktadir. Normal hiicreler ile kanserli hiicreler organizmamn kendi
hiicreleri oldugundan aralarinda kalitatif yonden bir fark yoktur, farklar kanitatif
diizeydedir ve kanser tedavisi kalitatif farklara yonelik olmalidir. Bu nedenle, her
ne kadar ¢ok sayida antineoplastik ilag var goriinse de spesifitelerinin diigiik
olmasi ve kalitatif farklarn olusturan mekanizmalara yonelik ilagleirm heniiz yeterli
defecede bulunmamas: sebebi ile spesifik olarak kanserli hiicreleri etkileyebilecek
ve diger dokularda toksik etkileri gozlenmeyecek yeni ilaglara halen klinik

kullanimda gereksinim duyulmaktadir (Bozkurt, 2000).
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3. KEMOTERAPIDE KANSERIN MOLEKULER BiYOLOJISINE
YONELIK YENI STRATEJiLER
3.1. p53 proteini ve geni

Normal hiicrelerde p53 proteini, spesifik gen ekspresyonu igin genomdaki
300°den fazla farkhi promoter elementi baglayarak proliferasyonda rol oynayan
gliclii bir transkripsiyon faktérii ve tiimor supresérﬁdﬁf. fnsan timorlerinde p53
geni, mutasyonu en yaygin gendir ve insan tiimorlerinin %50°den fazlasinda,
genin fonksiyonlarimi inaktive eden p53 mutasyonlan gozlenmistir. p53’teki
kalitsal mutasyonlarin (Li-Fraumeni Sendromu) kalitsal kanserlerden sorumlu
oldugu ve inaktive edilmis p53’e sahip farelerin kansere agirt derecede egilim
gosterdigi bilinmektedir. Normal nonstress hiicrelerde p53 geninin yarilanma
omrit 5-20 dakika gibi cok kisa bir siiredir ve bu negatif feed-back
mekanizmasinda Mdm?2 proteini anahtar rol oynar. p53, Mdm?2 genlerinin
kodlanmasinda transkripsiyonal rol oynar. Ancak Mdm2’nin de yarilanma &mrii
¢ok kisadir ve bunun sebebi otoubikitinizasyon aktivitesidir ve ubikitin E3 ligaz
| promoterliginde ubiquitin p53 ile etkileserek konjiigasyon olusturur. Bu ubikitin
konjligasyonu ile etiketlenen p53 proteézom tarafindan dégradasyona ugratilarak
hiicre i¢inde p53, normal hiicre proliferasyonu igin diisiik diizeyde tutulur.
INK4a/ARF tarafindan kodlanan ARF timor supresorii, Mdm?2 araciliklt  p53
degredasyonunu inhibe eder. Yeni bir tedavi sekli olarak p53 mutasyonu mevcut
kanser tiplerinde bu yolaga yonelik tedaviler uygulanmaktadir (Lane ve Lain,

1996; Balint ve Vousden, 2001).

3.2. Gen Terapisi ve Viroterapi

Bu terapiler hedeflendirilmis (targeting) tedavilerin ilklerindendir ve pro-
drug olarak gen hedefleyen terapi sekilleridir. Herpes simplex viriis-timidin kinaz-
gansiklovir (HSV-TK-GCV) kombinasyonu ve sitozin deaminaz-5-florositozin
(CD-5-FC) kombinasyonu klinik olarak test edilmektedir. Bu grupta yer alan
kombinasyonlar hedef enzimlerle hedef noktada birlestiklerinde antineoplastik
ajanlar agiga ¢ikar ve hedef gene yoneltilir. Viroterapide hiicreleri enfekte edip

Olime sevk eden reovirus, autonomous parvovirus, Newcastle disease virus,
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measle virus ve ve vesicularstomatitis virus gibi viriislerden yararlanilmaktadir
(Kim ve ark., 2002).

3.3. Proteazom inhibitorleri

Hiicre proliferasyonunun regiilasyonunda rol oynayan regiilatrlerin
ekspresyonunun kontroh’iﬁde en dnemli gorev proteazomundur. Siklin A, B, D, E,
siklin bagimhi kinaz inhibitorleri, p53, c-fos/c-jun, c-myc, N-myc, IkB, p130,
cdc25 fosfataz, tirozin aminotransferaz, topoizomeraz I, topoizomeraz Ilct gibi
hiicre siklusu aracilikli ¢alisan proteinlerin degredasyonundan sorumludur. PS-

341 klinik kullanima girmis ilk proteazom inhibitoriidiir (Adams, 2002.).

3.4. Aromataz inhibitorleri ve ATAC

Androjenin Ostrojene doniismesine aracilik eden aromataz enziminin
inhibisyonunu saglayan tamoksifen, aminoglutetimid, toremifen, formestan gibi
aromataz enzim inhibitorleri Ostrojen pozitif kanserlerin tedavisinde kullanima
girmig bir gruptur. Bu gruba yeni eklenen anastrozol (Arimidex®) adjuvan
ke'moterapide dstrojen  pozitif meme kanserlerinde en‘ yaygin olarak kullanilan
tamoksifenden daha etkili bulunmustur. Son zamanlarda ATAC ( Arimidex-
Tamoksifen alone or combination) tedavi sekli umut verici bulunup adjuvan

olarak uygulanmaya baslanmistir (Nicholis, 2002)

3.5. Epigenomikler ve Epigenetik Terapi

Normal hiicre bilylimesinin kontrolii icin genlerin epigenetik
inaktivasyonu hayati 6nem tagimaktadir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonu
ve diger kromatin Yapl komponentleri arasindaki iletisimi (crosstalk) kapsayan
epigenetik mekanizmalar, gen transkripsiyon mekanizmalaninin regiilasyonuna
onderlik eder. Bugiin epigenetik inaktivasyon saglayan kiiciik molekiiller klinik
caligmalarda kullamilmaktadir. DNA metil transferaz (DNMT), histon deasetilaz
(HDAC), histon metilaz (HMT) enzimlerinin inhibisyonlarina yonelik
molekiillerin gelistirilmesi, metilasyon sessizlestiren genin (methylation-silenced
gene MLHI) reaktivasyonunu saglayacak desitabin gibi molekiillerin kullanima

kazandinlmas: calismalann devam etmektedir (Brown ve Strathaee, 2002).
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Trikostatin A, RKO kolorektal kanser hiicrelerinde MLH1 ve TIMP3 genlerinin

ekspresyonunda sinerjistik reaktivasyon saglamigtir (Cameron, 1999).

3.6. Histon Proteinlerin Modifikasyonu

Histon proteinlerinin modifikasyonu icin kanser terapttiklerinde “gelecek
dalga” terimi ile gelecekte bu terapinin oldukga onem kazanaca@1 vurgulanmigtir.
Histon proteinleri amino terminalinden baglanarak kromatin liflerini paketleyerek
kromatinleri ve dolayisiyla DNA’nin esas ve iglevsel seklini almasini saglayan
proteinlerdir. Okaryotik kromatinleri paketleyen histon proteinleri 6zellikle Hl1,
H2A, H2B, H3 ve H4 proteinleridir. Histon proteinlerinin post translasyonel
modifikasyonlar amino terminallerinin kuyruk kismundan asetilasyon,
metilasyon, fosforilasyon, ADP-ribozilasyon ve ubikinasyon ile gerceklesir. Bu
islemlerin tiimii enzimler tarafindan gwergeklestirilir ve histon modifiye edici
enzimlerin kodlanmasinda meydana gelen bir mutasyon paketleme ve daha sonra
yapilacak olan proteinlerde hata olugturacagi icin hiicre normal islevini
yapamayacak ve kanser olusabilecektir. P. Workman, kanseri * Histonlarn
modifikasyonu ile modiile edilen bir gen ekspresyon hastdllgl oldugunu ve bu
olaydan enzimlerin sorumlu oldugunu ” s6ylemistir. Trikostatin A ve tropoxin
gibi baz1 dogal diger sentetik histon deasetilaz (HDAC) inhibitorlerinin preklinik
ve klinik ¢aligmalan siirmektedir. Trichostatin A’nin p53 geninin up-regiilasyonu
ve Hipoxia inducible factor-lo¢ (HIF-1c) down-regiilasyonu ile anjiyojenezi
inhibe ettigi bulunmustur. Histon asetiltransferaz (HAT) enziminin ila¢ benzeri
selektif inhibit6rleri heniiz bulunamamugtir ancak asetil-koenzim A ile peptid

konjligatlar1 dizayn edilip sentezlenmistir (Chung, 2002; Molinari, 2000).

3.7. Hipoksi -indiikleyen Faktor (HIF-1c;) Inhibitérleri

HIF-1a, anjiyogenezde oksijen dagilimini ve glikoliz sirasinda hipoksiye
metabolik adaptasyonu kontrol eder. Insan kanserlerinde HIF-1ct asirn eksprese
edilir ve sonug olarak intratiimoral hipoksi ve onkogenler ve timor supresdr
genlerde anahtar rol oynayacak degisimler meydana gelir. HIF-lo timor
anjiyogenezi igin gerekli olan VEGF gibi bazi proseslerde rol oynayan

proteinlerin genlerinin 40’tan fazlasi iizerinde kontroli olan transkripsiyonel bir
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faktordiir. Tedavide basarisizlik ile 6liimle sonuglanan beyin, meme, serviks,
Ozofageal, orofaringeal ve over Kkanserlerinin biyopsilerinde HIF-1a
ekspresyonunun agir1 oldugu gozlenmistir. Klinik ve preklinik caligmalar
tirapazaminin hipoksik hiicreler iizerine selektif olarak toksik oldugunu

gostermektedir (Semenze, 2000).

3.8. Antianjiyojenik ve Antimetastatik Terapiler ve Matriks
Metalloproteinaz Inhibitorleri

Matriks metalloproteinazlar (MMPs), matriksinler olarak da bilinen
ekstraseliiler matriksin ana komponentlerini degrade eden ve ginkoya bagiml
calisan endopeptidazlardir. Normal dokularda bu enzimler embriyonik gelisimde,
oviilasyonda, meme bezlerinin kiiciilmesi ve yara iyilesmesinde remodeling
olaylarinda rol oynarlar. MMP’lerin anormal ekspresyonlart romatoid artrit,
osteoartrit, pulmonar anfizem ve tiimér biiylimesi, invazyonu ve metastazini
kapsayan patolojik olaylarda ortaya cikar. Bugiin bilinen 19 MMP vardir (Duffy
ve ark., 2000). |

Kanserde hastalanma (morbidite) ve 6liim (mortalite) acisindan en 6nemli
sebep metastazdir. Karsinojenezde anahtar rol oynayan tiimor supresor genler,
DNA onaric1 enzimler ve c-onkogenlerde degisimler olurken, metastaza sebep
olan proteazlarin ve motilite faktorlerinin ekspresyonu artar adhezyon
molekiillerinin ekspresyonlant degisir. Proteazlar aracilikli metastazda tirokinaz-
plazminojen aktivatorii, katepsin B, ve L, matriks metalloproteinazlar rol oynar.
Kanserin yayilmasinda rol oynayan bu faktorlere yonelik uygulanan terapiler
antimetastatik terapi olarak adlandirilir (Duffy, 19982). MMP’larin inhibitorleri
olaﬁ TIMP’lerle uygulanan antineoplastik terapi ve VEGF’ye yonelik anti-TNF-o
antikorlar ile yapilan ¢aligmalarda antianjiyojenik terapiler olarak gosterilmektedir
(Griffioen ve Molema, 2000) Son on yilda yapilan ¢alismalarda sinyal iletiminin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin temelinde hiicre iskeletini de kapsayan
hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriksinin oldugunu gostermistir. Ozellikle
hiicre-hiicre baglantilarimin sitoplazmik plaginda kalan molekiillerin niikleusa

dogru lokalize olacak sekilde transkripsiyon faktorleri ile kompleks yaptiklar

16



gosterilmigtir. Buna ilaveten bu birlestirici plak proteinlerinin tiimérijenezde etkin
supresorler olarak rol oynadiklan da gozlenmistir (Ben-Ze’ev 1997). Marimastat
bugiin bilinen ve oral olarak kullanilan klinik ¢aligmalardaki en iyi biyoyararlinim
elde edilen kollajeni taklit eden hidroksamat yapisinda bir bilesiktir (Duffy ve
McCarthy, 1998b.) Marimastatin yanisira arastirmalan stiren MMP inhibitorleri
de oldukca fazladir vé bunlardan bazilart romatoid artritte kullanim igin

gelistirilmektedir (Michaelides, 1999).

3.9. Hsp90 Inhibitorleri

Is1 sok proteinleri (Hsp, heat shock proteins) kanser hiicrelerini biiylimeye
ve hayatta kalmaya sevk eden mutasyona ugramis, kimerik sinyal proteinlerinin
stabilitesi icin esligi gerekli olan yol gosterici (chaperon) bir molekiildiir. Mutant
p53, Ber-Arb, Raf-1, Akt, Erb2 ve HIF-1a, Hsp 90’1n miivekkil proteinleridir.
Hsp90 inhibitorleri, tiim bu miivekkil proteinleri destabilize ettigi igin preklinik
model sistemlerinde umut verici antitimor etkinlik gostermislerdir. Bir hsp90
inhibitorii olan 17-allilamino geldanamisin (17AAG) faz I klinik denemededir
(Neckers, 2002). o

3.10. STI571 (Gleevec™):

STI571 (Gleevec, iminitab mesilat) spesifik kanser tedavisi i¢in molekiiler
hedef icin kullamma yonelik gelistirilmistir ve bu hastalarda mutajenik olan Ber-
Abl geni hedeflenmistir. Gleevec Abl spesifik tirozin kinaz inhibitoriidiir

(Druker, 2002; Novak, 2001).

3.11. Siklin bagimh Kinazlarin Inhibitorleri

Hiicre siklusunun regiilasyonundaki anormallikler neoplazmalara sebep
olur. Ilaglar, tiimérdeki patojenik kusurlar i¢in sebep olarak gosterilen normal
hiicre siklusunun siirdiiriilmesini yoneten siklin bagimli kinazlara (CDKs) karg:
yoneltilmektedir. Storosporin, flavopiridol, olomusin, roskovitin, purvalanol,
pollonlar, biitirolakton, aminotiazoller, = benzokarbazoller, primidinler,
tio/okzoflavopiridoller, oksindoller siklin bagimli kinaz inhibitdrleri olarak

deneme galigmalar1 devam eden gruplardir (Sausville, 2002).
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3.12. Raf/MAP kinaz Yolag:

Ras-MAP kinaz yolagi, tiimor hiicrelerinin biiyiimesi, hayatta kalmasi,
farklilasmas1 ve anjiyogenezde hayati rol oynamasi nedeni ile arastirma
laboratuvarlarn tarafindan biiyiik ilgi ¢ekmistir. Ras, raf ve MEK bugiine kadar iyi
calisilmuis olmakla beraber MAP kinazi hedeﬂeyen bazi kiiciik molekiiller klinik
arenaya yeni girmistir. R11577, SCH66336, Bay-43-9006, Cl-1040, PD184352
Raf/MAP kinaz yolaginda inhibitor olarak test edilen maddelerdir (Herrera ve
Sebolt-Leopold, 2002.)

3.13. ExrbB Reseptor Ailesi

Kanser tedavisinde, yapisal olarak EGF reseptorleri ile iligkilendirilen
tirozin kinaz reseptorleri olan ErbB ailesini hedefleyen ZD1839 (Iressa®), OSI-
774 (Tarceva®), Cetuximab® (IMC-C225) ve Trastuzumab (Herceptin®) klinik

calismalara sunulan ve ¢aligmalart halen devam eden maddelerdir (de Bono 2002).
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4. CALISMALARDA KULLANILAN HUCRELER, TEST MADDELERI
VE YONTEMLER

4.1. CALISMALARDA KULLANILAN HUCRELERIN OZELLiKLERi

4.1.1. A549 Kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinomu:

Akciger kanserleri iginde goriilme sikligi en yiiksek (%70) kanser tiirii
olan kiigiik hiicreli olmayan (non-small cell) akciger kanseri segildi. 1972 yilinda
D.J. Giard tarafindan 58 yasinda bir Orta Asyah erkek hastadan alimp eksplant
kiiltiire alinan epitelial o6zellikte adherent akciger karsinomudur. Keratin
tiretmektedir ve {retilen keratin immiino peroksidaz ile pozitif reaksiyon
vermektedir. M. Lieber tarafindan daha sonra yapilan caligmalar A549
hiicrelerinin sistidin difosfokolin yolagindan yiiksek oranda desatiire yag asitleri
ile birlikte lektin de sentezlediklerini gostermistir. Revers transkriptaz negatiftir

(Lieber ve ark., 1976; Lewis ve ark., 1996).

' 4.1.2. HeLa serviks adenokarsinomu

31 yasinda zenci bir kadindan alinarak W.F. Scherer tarafindan stoklanan
adherent ve epitelial serviks adenokarsinom hiicreleridir. Lizofosfatidilkolin AP-1
aktivitesi ve protein kinaz-C bagimli yolak ile c-jun-terminal kinaz aktivitesi
olusturur. Hiicreler immiinoperoksidaz ile boyanmalar sonucunda keratin igin
pozitif reaksiyon verirler. HeLa hiicrelerinin insan papilloma virus 18 (HPV-18)
sekuensleri tasidifi rapor edilmigtir. P53 ekspresyonu diisik ve pRB
(retinoblastoma supressor) diizeyi normal olarak tespit edilmistir. Poliovirus 1, 2,
3; adenovirus 3, ensefalomiyokardit coxsackievirus' B serotiplerine duyarlidir.
Hiicrelerin %98’inde kiiciik telosentrik kromozomlar vardir. Test edilen 1385
hiicrenin tiimii an6ploididir. Literatiirde dort tipik HeLa marker kromozomu rapor
edilmistir (Chen, 1998; Boshart ve ark., 1984; Shneider-Gadicke ve ark., 1986;
Schwarz, 1986; Pater ve Pater, 1985; Yee ve ark., 1985; Jones ve ark, 1971; Fang
ve ark., 1997; Huber, 1997) .
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4.1.3. HT-29 kolorektal adenokarsinomu

J. Fogh tarafindan 44 yaginda A Rh(+) kan grubuna sahip bir orta asyali
kadindan alinarak kiiltiire edilmis adherent, epitelial insan hiicreleridir (Fogh,
1975; Fogh ve ark., 1977a; Fogh ve ark., 1977b). IgA’min sekretuvar
komponentlerini, karsinoembriyojenik antijeni (CEA), TGF-beta baglayic1 protein
vé musin iiretir (Hanski \}e ark., 1992; Butzow ve ark., 1993; Lesuffleur, 1993).
Ultrastriiktiir karakterleri; mikrovillus, mikroflament, genis vakuolli ve koyu
graniillii mitokondriler diiz ve graniilli endoplazmik retikulumlar ve serbest
ribozomlar, yag damlaciklari, az sayida primer ve ¢ok sayida sekonder lizozomlar
icerir. Viriis partikiilleri yoktur (Didier ve ark., 1996; White ve ark., 1996). HT-29
hiicreleri tirokinaz reseptorlerini eksprese ederler, fakat tespit edilebilir bir
plasminojen aktivatér aktivitesine sahip degildirler. P53 geninin Arg ->
substitlisyonu ile son bulan 273. Kodonunda a G -> A mutasyonu vardir. P53
antijeni yiiksek miktarda iiretilmektedir. Hiicreler CD4 icin negatiftir, fakat hiicre
ylizeyinde HIV igin alternatif reseptdr olan galaktoz seramid ekspresyonu vardir
(Adachi ve ark., 1987; Fantini ve ark., 1992; Bamnett ve ark., 1991). myc+, ras+,
myb+, fos+, sis#-, p53+, abl-, ros-, src—- onkbgenlerin’i tasir, c-myc,. K-ras, H-ras,
N-ras. Myb, sis ve fos onkogenlerinin ekspresyonlan pozitif olmasina ragmen N-
myc onkogen ekspresyonu saptanamamustir (Pollack ve ark., 1981; Trainer ve
ark., 1988; Anonim, 2002; Chen, 1987; Santoro ve Groden, 1997; Tsao ve ark,
1998; Qian ve ark., 1997, Wang, 1996; Young, 1996; Groh, 1996; Takahashi,
1996). Vitamin D reseptor ekspresyonu diisiiktiir (Shabahang ve ark., 1993).
Insiilin uygulanmig HT-29 hiicrelerinin alfa-2-adrenerjik reseptor sayisinda doz ve

zamana bagli azalmalar gozlenmistir (Devedjian, 1991).

4.1.4. MCF-7 Meme adenokarsinomu

C.M. McGrath tarafindan 69 yaginda 0 Rh + kan grubuna sahip orta asyal:
bir kadindan plevral efiizyon ile elde edilmis adherent, epitelial siit bezi
adenokarsinomudur (Soule, 1973;. IGF baglayic: proteinler (IGFBP) BP-2, BP-4,
BP-5 iiretir (Bellet ve ark., 1997;. Ostrojen reseptorii pozitif hiicrelerdir
(Takahashi ve ark., 1993; Pratt ve Pollak, 1993; Tasidigi onkogen Wnt7h + ve

Tx-4 tiir., MCF-7 hiicrelerinin bityiimeleri TNF-o. tarafindan inhibe edilir
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(Sugarman ve ark., 1985; Brandes ve Hermanat, 1983;. IGFBPlerin sekresyonu
anti-Ostrojen tedavisi ile modiile edilebilir. MCF-7 hiicreleri sitoplazmik &strojen
reseptorleri aracihiyy ile Ostradiol’ti prosesleme de dahil diferansiye olmus meme
epitel hiicrelerinin ¢esitli 6zelliklerini tasimaktadir. (Anonim, 2002; Lan, 1990;
Littlewood-Evans ve ark., 1997; van Dijk ve ark., 1997; Umekita ve ark., 1996;
Zamora-Leon ve ark, 1996; Geiger ve ark, 1998; Jang ve ark., 1996; Lee ve ark.,
1996; Chang vePastan, 1996; Zhu, 1996; Bacus, 1990). Radyosyon uygulanan
MCF-7 hiicrelerinde ¢ekirdekte p53 akiimiilasyonunun p2lwafl ekspresyonunu
arttirdifn gozlenmistir ve p53’iin hiicre siklusu siiresince degisimleri aragtiriimigtir
(Komarova ve ark., 1997). Bir diger ¢aligmada da p53 ile mdm2 ekspresyonu
iligkilendirilmistir (LLanders ve ark, 1997).

4.1.5. NIH3T3 Fibroblast Hiicreleri

S.A. Aaronson tarafindan stoklanan NIH Swiss fare embriyosundan elde
~ edilen kontakt inhibisyona duyarli adherent fibroblast hiicreleridir. Ozellikle DNA
transfeksiyonu  ve tranSformasyon ¢alismalan igin kullanilmaktadir.
Ectromelia virus (mousepox) viriisii igin test edilmis ve negatif bulunmustur. Fare
sarkoma virusleri ve murine 16semi viriislerine duyarlidir. Kiiltiirdeki hiicrelerin
normal ¢aligmast i¢in haftada bir kez ylizeyi tamamen kaplamadan pasajlanmalidir

(Anonim, 2002; Jainchill ve ark., 1969).
4.2. CALISMALARDA KULLANILAN MADDELERIN OZELLIKLERI

4.2.1. Paklitaksel (Taxol®)

Bu bilesik ilk kez Taxus brevifolia’dan 1971 yilinda izole edilmistir.
Vinca alkaloidleri ve Kkolgisin tiirevlerinden farkli olarak mikrotiibiil
formasyonunu inhibe degil promote eder ve mitoz inhibitorii olarak farmakolojik
etki gosterir (Wani ve ark., 1971). Klinik kullanimina sunulmasini takiben
sisplatine direngli over kanserlerinin tedavisi i¢in uygun goriilmiistiir (Rowinsky
ve Done-hower, 1995) ve meme, akciger, 6zofagus ve bas-boyun kanserlerine

kars1 timit verici bulunmustur. Ila¢ kombinasyonlarinda optimal dozu, doz rejimi
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ve kullanimi tamamen anlagilamamustir. Akciger ve prostat kanserlerine ve kaposi

sarkomu {izerine olan etkileri aragtirilmaktadir (Reynolds, 1996).

Paklitaksel cekirdeginde kompleks taksan halkalan igeren bir diterpenoid
bilesiktir. Yan zincir taksan halkasina antitiimér aktivite icin gerekli olan karbon
13’ten baglanmistir. Yan zincirin modifikasyonu meme ve over kanserlerine kargi
klinik aktiviteye sahip daha aktif bir analog olan dosetaksel (Taxotere®)’ye
onderlik etmistir. Molekiilin ¢oziiniirligii dustiktiir ve  tasiyici olarak %50
etanol ve %50 polietoksillenmis hintyagi (Cremophor EL) iginde

uygulanmaktadir, muhtemelen hastanin, difenilhidramin gibi Hj antihistaminik,
simetidin gibi Hp antihistaminik ve deksametazon gibi kortikosteroidlerle

engellenemeyen asin  duyarlik  reaksiyonlarindan sorumlu olan bu
formiilasyondur. Paklitaksel, esasen Taxus brevifolia’min goévde kabuklarinda
izole edilen ve cesitli kiiltire alinmig kanser hiicrelerinde antiproliferatif ve
kanserli hastalarda, antineoplastik etkiler gosteren diterpen bir bilesiktir. Bu
~etkiler taksoliin tiiblilin polimerizasyonunu arttirma - yetenegi ve tiibilin
depolimerizasyonunu engellemesi ile iligkili goriinmektedir. Aynca taksoliin gen
ekspresyonunu da degistirdigine iliskin ¢aligmalar mevcuttur (Toillon ve ark.,
2000; Hawkins ve ark., 1996 ).

Paklitaksel mikrotiibiillerin  o-tiibiilin  alt iinitesine spesifik olarak
baglanir ve bu anahtar hiicre iskeleti proteininin ¢dziilmesini antagonize ederek
etki gostermektedir. Bunun sonucunda, paklitaksel uygulanan hiicrelerde
mikrotiibill demetlerinin ¢dziilmemesinden kaynaklanan hatali yapi olusur ve
bunu mitozun durdurulmasi takip eder. Hiicre 6liimi hem illag konsantrasyonuna
hem de hiicrelerin maruz kalma siiresine baglidir. Hiicre kiiltiirlerindeki timor
hiicreleri mdr-1 geni ve bunun iiriinii P-glikoprotein ile rezistans gosterirken, bazi
hiicre soylan tiibiilin polimerizasyonunda mutasyon ile paklitaksele rezistan hale
gelirler, bu mutasyon sonucunda Vinca alkaloidlerine kars1 duyarliliklarinin arttigi
gozlenmistir (Cabral, 1983.). Klinik olarak gézlenen rezistansin temelinde ne

oldugu ise bilinmemektedir.
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Paklitaksel klinik olarak 3 ve 24 saatlik infiizyonlar halinde uygulanr.
Daha uzun siireli infiizyonlar (96 saat) meme kanserlerli hastalarda ilk
uygulamada yiiksek cevap alabilmek i¢in uygulanir. (Wilson , 1994). Paklitaksel
yogun olarak P450-aracilikli hepatik metabolizmaya ugrar (izoenzimleri CYP3A
ve CYP2C), dozun %10’unundan daha azi idrarla atilir. Ana metaboliti 6-
hidroksipaklitakseldir, ancak idrar ve plazmada daha farkli metabolitleri de tespit
edilmistir (Cresteil, 1994). Taksoliin over kanserlerinde kullanimina iligkin
sunulan bir raporda taksoliin over kanserleri i¢in onemi ve kullamilmakta olan
diger aktif ilaclarla kombinasyonlart ve bunlarin klinik kullammlan tartigilmigtir
(Runowicz, 1993). Taksole ait, MCF-7 hiicreleri ile yapilmis pek ¢ok antikanser
etki galismalan vardir. MCF-7 hiicreleri kullanilarak yapilan bir in vitro ¢aligmada
taksoliin 2-100 nM konsantrasyonlar1 hiicrelerin biiylime inhibisyonu, koloni
formasyonu, DNA fragmentasyon testleri uygulanarak aragtinlmig ve taksoliin
tiazofurin ile kombinasyonlar test edilerek antiproliferatif ve apoptotik etkileri
gosterilmigtir (Olah, 1996). Taksol kullanilarak MCF-7 hiicreleri ile yapilan bir
- mekanizma caligmasinda plazma membrant Ostrojen reseptdrleri aracihfy ile
meydana gelen apoptozun &stradiol (E,) ile engellendigi gosterilmistir (Raiaﬁdi,
2000) MCF-7 hiicreleri ile yapilan bir mekanizma c¢alismasinda Bcl-2 gen
ekspresyonu ile Ostrojen miktarinin iligkili oldugu ve Ostrojen reseptoril pozitif
meme kanseri hiicrelerinde antitiimoral aktiviteden Ostrojenin sorumlu oldugu
taksol kullanilarak gosterilmistir (Huang ve ark.,1997). Paklitaksel ve radyasyon
uygulayarak HelLa ve MCF-7 hiicrelerinin de icinde oldugu dort hiicre tipi
iizerinde bisbenzimid (Hoechst-33258) ile yapilan mikroniikleus testinde
paklitakselin genotoksik etkileri saptanmistir (Preisler ve ark,. 1999). MCF-7 ve
-MD-MBA->468_ meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir caligmada paklitakselin 1-
500 nM dozlar1 denenmis ve serémid jenerasyonu ve apoptoz iizerine olan etkileri
arastinlmistir (Charles ve ark., 2001). MCF-7 meme kanseri ve DLD-1 kolon
karsinoma hiicreleri ve multiseliiler sferoidleri ile yapilan bir ¢alismada hiicre
migrasyonu ve sferoidlere ilag penetrasyonu doz ve siire degistirilerek
aragtinimustir (Nicholson ve ark., 1997). MCF-7 hiicreleri ile yapilan bir bagka
calismada 0-20 ng/ml dozda uygulanan paklitakselin apoptoz olusturdugu ve bu
etkinin kafein ile giiglendigi tespit edilmistir (Saunders ve ark.,1997).
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Flutax (taksoid) ile MCF-7, HeLa, OVCAR-3 ve K562 hiicreleri ile
mikrotiibiil formasyonu ¢aligmasinda standart olarak taksol kullanilmus ve interfaz
sirasinda flutax baglanmas:1 ile kromozom, DNA pargalanmasi, tiibiilin
polimerizasyonu ve mikroniikleus testleri uygulanmls‘ ve hiicre siklusu de-
regiilasyonu ile hiicre 6liimii tespit edilmistir (Abal vé ark., 2001). Bir klinik
galismada metastatik meme kanserine kargi vinorelbin ve paklitaksel
kombinasyonu 6nerilmistir (Cocconi ve ark., 2000.). Myeloblastik 18semilerde
paklitakselin koloni stimiile edici faktorler, sitozin arabinozid ve trans retinoik
asitler ve hidrokortizon ile kombinasyonlan hiicre kiiltiirlerinde test edilmis ve
sinerjistik etkileri gosterilmistir (Curtis ve ark., 1996). Bir bagka calismada
paklitakselin kumarin ile kombinasyonunda sinerjik etkiler tespit edilmistir (Zobel
ve ark., 2000). Kanser6z kolon hiicreleri ve polipozda paklitaksel rezistansina
baglit olarak p-glikoprotein ekspresyonunda artig gozlenmis ve normal kolon
epitelial hiicrelerinde minimal etki oldugu gosterilmistir (Sheppard ve ark.,
1999). Normal ve maliyn hiicrelerde yapilan bir hiicre kiiltiirli galigmasinda
akciger fibroblastlan ve kiiciik - hiicreli olrhayan akciéér kanseri hiicrelerinde
paklitakselin toksisitesine kargi aminofostin kullanilmistir (Taylor ve ark., 1997).

A549 hiicreleri ile yapilan bir ¢caligmada p53 (wild-type) geninin olmast ya
da olmamasmin paklitakselin apoptotik etkisini degistirmedigi gosterilmis ve
yliksek doz yerine klinik olarak yinelenen diisiik dozlarda kullanilmasi
Onerilmistir (Das ve ark., 2001). Multiseliiler over kanser hiicre sferoidlerinde
taksoliin hiicre siklusunu G,-M fazinda durdurdugu gosterilmstir (Frankel ve ark.,
1997). Paklitakselin etki mekanizmasina yonelik daha 6nceden yapilan genetik bir
calismada, galigmalanimizda kullandigimiz HeLa, MCF-7 ve NIH3T3 fibroblast
hiicreleri kullanilmustir (Makino ve ark., 2001). Paklitakselin suda c¢oziinen
polimerik misellar formu ile yapilan bir ¢aligmada androjenden bagimsiz prostat
timorleri ile apoptotik etki galisilmig ve bu formun kombinasyonlarn preklinik

calismalar i¢in Onerilmistir (Leung ve ark., 2000).
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4.2.2. Kersetin (Quercetin)

Kersetin (3,3’,4’5,7-pentahidroksiflavon) yenebilir sebze ve meyvelerde
en yaygin olarak bulunan bioflavonoidlerden biridir. Maliyn hiicrelerin
biiylimesini glikoliz ve makromolekiil ve enzim sentezinin inhibisyonu, 6strojen
tip II baglanmav bolgesi ile etkilesmesi sonucu hiicre siklusunu dondurmas: gibi
mekanizmalarla maliyn hiicre bﬁyﬁmesini durdﬁrur. Ayrica keréetin Hsp
ekspresyonunu durdurur ve tiimor hiicrelerini apoptoza sevk eder (Pawlikowska-
Pawlega ve ark., 2001; Wie ve ark., 1994). Kersetinin mitokondriyal ATPaz,
fosfodiesteraz, histidin dekarboksilaz, protein-tirozin kinaz, tripsin ve lizin
aminopeptidazlan inhibe ettigi, antioksidan, antimutajenik, antikanser ve
antifungal etkileri oldugu bildirilmigtir (Bilaloglu ve Harmandar 1999.).
Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan digiik molekiil agirlikh
bilesiklerdir. Kersetinin de icinde bulundugu cesitli flavonoidler ile MCF-7
hiicreleri tizerinde yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore, kersetin tirozin spesifik
protein kinazlan inhibe etmektedir (So ve ark., 1997). Giinliik diyetlerde 1 gram
flavonoid alimiminin timér olugumuna kar§1 sitoprotektif etkili oldugu
sOylenmektedir. MCF-7 hiicreleri ile yapllari bir diger caligmada mirisetin,
epikatesin ve kersetinin sitokrom p450 iizerine olan etkileri arastinilmuis ve anti-
timor ilaglar ile kombinasyonlarinin sinerjik etkileri oldugu savunulmustur
(Rodgers ve ark., 1998). HL-60 16semi hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada kaspaz-
3 ve 9 aktivasyonlan ile sitokrom c salimimu aragtirilmis ve etkilerinin hidroksil
gruplan ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (Wang ve ark., 1999). 178-
hidroksisteroid dehidrojenaz (tip 5) enzimi, Ostrojen androjen metabolizmasinin
bir iyesidir. Kersetinin de ic¢inde bulundugu bir grup fitodstrojenin 17f-
hidroksisteroid dehidrojenaz tip 5 enzimi ﬁzeﬁne olan etkileri arastlnlmls ve
aromaz inhibitdrii olma potansiyelleri test edilmigtir. Bu enzimi inhibe ettikleri
icin kansere karsi proflaktik olarak flavonlarca zengin olan soya ile beslenme
Onerilmistir (Krazeisen ve ark., 2001). MCF-7 ve MD-MBA-468 meme kanseri
hiicreleri ile saraptaki polifenollerin p53 gen ekspresyonu iizerine etkileri
arasgtinlmig etkilerinin doza bagimli olmadifi ve p53 gen modiilasyonunu
saglamadiklani tespit edilmistir (Soleas ve ark., 2001). Antiproliferatif etkili

flavonoidlerle Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreler {izerinde askorbik asit
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akiimiilasyonunu  engelleyerek  antiproliferatif =~ etkilerini  gOsterdikleri
savunulmaktadir. Askorbik asit pek ¢ok biyokimyasal reaksiyon igin gerekli
kofaktdr olan suda ¢6ziinen ¢ok énemli bir antioksidan bir maddedir ve ayrica
onemli genlerin ekspresyonlarnini da regiile etmektedir. Kersetinin, askorbik asit
oksidasyonunu saglayarak antiproliferatif etki gosterdigi tartisiimaktadir (Kuo ve
ark., 1997). Sebzeler, domates ve gaydaki antioksidanlarin etkilerinin anlatildigi
bir derlemede kersetin ve besinlerle alinan diger polifenolik bilesiklerin besin
olarak hazirlanigt ile biyoyararhmim ve farmakolojik etkileri tartigiimustir
(Weisburger, 1999). HeLa ve A549 hiicrelerinin de kullanildig: ti¢ boyutlu ve iki
boyutlu kiiltiir sisteminde kersetinin Hsp27 1s1 soku proteini {izerine etkileri
arastinlmis ve ii¢ boyutlu sisteminde hiicrelerin ilaglann etkilerine rezistans
gosterdikleri, iki boyutlu sistemde etkili olan kersetinin sadece A549 ii¢ boyutlu
sisteminde etki gosterdigi bulunmustur (Jakubowicz-Gil ve ark., 2002). Bitkisel
kaynakli polifenollerin pankreas kanserlerinde mitokondriyal sitokrom C
salimmmum sagladiklan ve apoptoz olusturduklari, ayrica kersetinin metastazi da
- engelledigi bulunmustur (Mouria ve ark., 2002). Soya fasulyesi ile beslenen Asya
halkinda meme kanserlerinin az gﬁrﬁldﬁgﬁ teépit edilmis ve soyé faSulyesinde bol
bulunan iki fitoOstrojen genistein ve kersetinin etkilerinin MCF-7 ve Hela
hiicrelerinde  erkilerinin  Ostrojen  reseptorlerin = m-RNA’laninin ~ down-
regiilasyonuna bagimli olarak gosterdikleri saptanmugtir (Maggiolini ve ark.,
2001). Flavonoidlerin antioksidan etkilerinin ¢aligildig1 bir caligmada, oksidatif
bir reaksiyon olan hemoglobin glikozilasyonundan yararlamlarak kersetin ve
flavonoid igereren bitkilerin diabetik komplikasyonlara kars: koruyucu olabilecegi
savunulmustur (Asgary ve ark., 1999). HeLa hiicreleri ile yapilan bir caligmada
kersetinin stiperoksid dismutaz aktivitesini artﬁrarak, hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi gozlenmistir (Horakova ve ark., 2001). Colo-320 kolon kanseri
hiicreleri ile yapilan galiymada proliferasyonu engelleyen fitodstrojen tastyan
bitkisel ilaglar kansere kars: protektif olarak onerilmislerdir (Mori ve ark., 2001).
Kersetinin MMP gen regiilasyonu iizerine etkisi oldugu, TIMP-1 ve 2 diizeyleri
caligilmis ve sadece TIMP-1 gen transkripsiyonunu arttirdigt ve MMP-2 ve
TIMP-2 iizerine etkisi olmadig: tespit edilmistir (Morrow ve ark., 2001). Rodent

ve insan hiicrelerinde kersetinin mutant H-ras ve p53 ekspresyonu iizerine olan

26



etkisi ile neoplastik fenotip hiicrelerde modiilatér etki gdsterdigi savunulmaktadir
(Avila ve ark., 1996). Kersetin ile yapilan baz1 yayinlarda kersetinin etkilerinin
spesifik olmamas: tartigilmug ve sitokinler ve tirozin protein kinazlar iizerine

modiilator etkileri tartigilmugtir (Barret ve ark., 1993; Kenny ve ark., 1990).

4.2.3. Berberin

Berberin, Coptidis ve Berberis tiirlerinde bulunan izokinolin tiirevi bir
alkaloiddir. Berberinin antiiilser, antimikrobiyal gibi diger etkilerinin yaninda
antikanser etkilerinin de oldugu bilinmektedir (Leibich ve ark., 1998). Bundan
dolayr berberin igeren bitkiler geleneksel tipta kullamlmaktadir ve Cin tip
tarihinde az 3000 yillik bir kullanima sahiptir (Timoty ve ark., 1997). Yapilan bir
calismada, berberin malignant beyin tiimérleri igin test edilmis, insanda beyin
tiimorlerinin tedavisinde kullanilabilirliginin aragtinlmasi i¢in daha fazla klinik
calisma yapilmasi Onerilmistir (Zhang ve ark., 1990). Berberin EL4 l6semi
hiicrelerine trityum isaretli timidinin inkorporasyonunu inhibe ettigi, makrofajlan
aktive ettigi ve tiimorostatik oldugu saptanmugtir (Kumazawa ve ark., 1984).
Antibaktériyal, antimalaryal, - antileis‘hmani'yal etkileri‘ bildirilmistir.  Son .
zamanlarda berberinin antitimoral etkileri klinik onkologlarin ilgisini
cekmektedir. Beyin tiimorleri, 6zofagus kanseri, l6semi ve kolon kanserleri .
Uizerine test edilmis ve 6nemli derecede oldiirticti etkileri bulunmustur (Kuo ve
ark., 1995; Kuo ve ark., 1996; lizuka ve ark., 2000). Berberinin 5-200 pM
dozlarinin skilaméz hiicre karsinomu iizerine etkilerinin aragtinldig: bir caligmada
Olgtimler 30-90 dakika gibi ¢ok kisa siirelerde yapilmus ve doza bagimli DNA
hasart gozlenmistir (Szeto ve ark.,, 2002). Berberin ve paklitaksel
kor‘nbinasyonlahnm cesitli sindirim sistemi kanserlerinde dehenmis, berberinin
multi-drug rezistan transportdrii olan pgp-170 ekspresyonunda up-regiilasyona

sebep oldugu tespit edilmistir (Lin ve ark., 1999).

Ozofagus kanser hiicrelerinde berberin ve Coptidis rizomlan ile yapilan
bir ¢aligmada berberinin 0.25-10 mg/m! dozlari kullanilmis ve 72 saat sonunda
MTT testi ile proliferasyonu doza baZimli olarak inhibe ettifi gOsterilmigtir

(lizuka ve ark., 2000). DLD-1 insan kolon kanserleri ve P-galaktozidaz tagiyici
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gen sistemlerini kullanilarak spesifik olarak Cox-2 transkripsiyonu aragtirilmig ve
kolon kanserlerinde berberinin Cox-2 transkripsiyonunu inhibe ettigi tespit
edilmigtir (Fukuda ve ark., 1999). Protoberberin alkaloidleri ile larinks, farinks ve
uterus kanser hiicreleri tizerinde yapilan sitotoksisite testlerinde, berberinin kanser
“hiicreleri  lizerine sitotoksik oldugu, ancék selektivitesinin diisiik oldugu
bildirilmigtir (Orfila ve ark., 2000). Daha once yaptifimiz bir gahsmada
berberinin C6 gliomalar iizerine selektif olarak sitotoksik etki gosterdigini
gozlemlenmisti (Korkmaz ve ark., 2000). Berberinin antikanser etkisi ile ilgili
yapilan caligmalar heniiz az sayida oldugu igin caligmamizda berberin tercih

edilmistir.

43. CALISMALARDA KULLANILAN YONTEMLER HAKKINDA
GENEL BILGILER

Hiicre membraninin segici gecirgenligine bagli olarak vital boyalar
hiicrenin ¢esitli organellerine kars: afinite gosterirler; tetrazolyum tuzlan ve Janus
yesili-B mitokondriye, neutral red up-take lizozomlara, seramid analoglart Golgi
aygitina, Hoechst 33258 ve DAPI cekirdege affinite duyarlar. Cok yaygin olarak
kullanilan tripan mavisi ve nigrosin WS ise 6lii hiicreleri boyarlar. Vital boyalar,
hiicre besiyerine verildiklerinde canl hiicreleri selektif olarak boyayan ekstrinsik

isaretleyicilerdir (Celis, 1998; Barile, 1997; Roguet, 1997).

4.3.1. Tripan Mavisi Diskalifikasyonu

Tripan mavisi diskalifikasyonu, hiicre bitlinliigi bozulan hiicrelerin
boyanmasi esasina dayanir ve yasayan ( boyanmayan ) hiicrelerin ayirt edilmesini
“saglar ve biiyiime egﬁlerinin cikartilmasinda canli kalan hiicrelerin sayilmasimi
kolaylastinr. Her iki odac1kta. beser alan boyanan-6lii ve boyanmayan-canl
hiicreler olarak sayilir. Canls hiicreler parlak ve seffaf yuvarlak halinde goriiliirken
olen hiicreler kenarlani diizensiz ve boyali/mavi olarak goriiliir. Boya ile
hiicrelerin uzun siire muamelesi canli hiicrelerin de boyanmasina sebep olacagi

icin hiicreler boya da uzun siire bekletilmeden sayilmalidir.
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ml’deki Hiicre Sayis1 = karedeki ortalama hiicre say1s1 x diliisyon faktorii x 10* (Formiil 5)
Total Hiicre Sayis1 = ml’deki hiicre say1s1 x hiicre 6rneginin toplam voliimii  (Formiil 6)

% Hiicre canlihi (Cell Viability) = Toplam yasayan hiicre (boyanmams) / Toplam hiicre

(boyanmls ve boyanmamis) x 100 (Formiil 7

formiilleri kullamlarak yasayan hiicreler hesaplanir (Giannoni ve ark., 2000,

Ercoli ve ark.,1998).

4.3.2. Mitokondriyal Aktiviteye Dayali Testler ve MTT Ol¢iimii:

In vitro caligmalarda hiicre sayisimn ifade edilmesini saglayan farkli
biyolojik oOlclimler vardir. MTT  hiicre proliferasyon olgimii  hiicre
proliferasyonunu, canliligini ve sitotoksisiyeyi ©l¢mekte kullanilan kantitatif
kolorimetrik bir yo6ntemdir (Holst-Hansen ve Briinner, 1998). Bu teknigin
mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan katalize edilen tetrazolium tuzlarinin
indirgenmesine dayandifi ve hiicre biiyiimesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini
yansittigs bildirilmistif. Her ne kadar kolay, uyguIanébilir ve kolaylikla otomatize

edilebilir olsa da belirli artifaktlar tarafindan etkilenmektedir.

Yagsayan hiicreler bazi vital boyalar kullanilarak boyanabilmektedir, ancak
yitkama basamaklarn hem siireyi uzatmakta, hem de hata payimi arttirmaktadir.
ELISA cihaz1 (¢cok kuyucuklu plaka okuyucu) ¢cok miktarda drnegi, yiiksek oranda
dogrulukla okuyabilir, boylece kullanilan renk reaksiyonunu yagayan hiicre sayisi
olarak degerlendirebilme imkan: saglar. Bu tiir kolorimetrik 6l¢iimlerde ideal olan
renksiz substratlar kullanarak yasayan hiicrelerde renkli iiriinler elde etmektir.
Tetrazolyum tuzlann bu amagla kullanilan, substrat olarak renksiz, yasayan
hiicrelerin aktif mitokondrilerinde renkli iiriinler veren maddelerdir. MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) bu amagla kullamlan bir
tetrazolyum tuzudur ve substrat olarak san renkte olmasina ragmen yagayan
hiicrelerin mitokondrilerinde  siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak
baglandifinda suda ¢dziinmeyen mavi-mor formazan tuzlan olusturur. Formazan

tuzlari organik solventlerde (DMSO, izopropanol gib) kolayca coziiniirler.
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Solventte c¢oziinen materyalin optik dansitesi, ¢6ziinmiis olan boyann
konsantrasyonunun verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak olgiilebilir.
Olgiilen deger direkt olarak kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir, bu
deger de yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir (Mosmann, 1983; Denizot ve
Lang, 1986; Carmichael ve ark, 1987). Bu yéntém hizli kolay ve calisma
basamaklarinin az olmasi ve 96 kuyucuklu plaka ile ¢aligma imkani olmasi
agisindan hizli kolay ve ¢ok sayida 6rnegin calisilmasina imkan veren bir testtir
(Reile ve ark., 1990; Kueng ve ark., 1989; Senaratne ve ark. 2000).

Siiksinat dehidrojenaz, Krebs siklusunun mitokondri membraninda olan
tek enzimidir ve siiksinati fumarata katalizler. Krebs siklusunun diger tiim
enzimleri solubl fazdadir. Yapisal analogu olan malonat, siiksinat dehidrojenazin

kompetitif inhibitoriidiir (Voet ve Voet, 1995; Alberts ve ark, 1994).

- 4.3.3. Lizozomal Aktiviteye Dayanan Testler ve Neutral red up-take (NR)
vf)lgiimii o | |
Borenfreund ve Puemer (2000) tarafindan tamimlanan ve ¢ok yaygin
olarak kullanilan bu teknik, lizozomlar tarafindan katyonik boya (Neutral Red)
uptake’ine dayanir. Supravital bir boya olan neutral red up-take zayif katyonik bir
boyadir ve noniyonik difiizyonla hiicre membranindan pehetre olarak
lizozomlarda akiimiile olur ve lizozomal matriksin anyonik  bolgelererine
baglanir. Hiicre ylizeyinde veya lizozomal membranda meydana gelen
degisiklikler lizozomal hassaslia ve diger irreversibl degismelere Onderlik
ederler. Ksenobiyotiklérin aktivasyonu ile meydana gelen bu degisimler NR’in
baglanmasinda veya up-take’inde azalmaya sebep olur. Bu nedenle yasayan-
saglikli, hasarli-6lti hiicreler boyay: almalari farkli olur ki, bu da yontemin
temelini olusturmaktadir. Uygulanabilirligi yiiksek ve duyarli olan bu test
otomatik hale getirilebilir ve diger sitotoksisite testleri ile kombine edilebilir.
Hiicrelerin  metabolik  aktivitesi farkli  diizeylerde tespit  edilebilir.

Ksenobiyotiklerin etkisi hiicre fizyolojisi ve spesifik makromolekiillerin sentezini
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baz alan tekniklerle 6lgiilebilir (Anonim, 2000a,b; Horakova ve ark., 2001; Shen,
1998; Xie ve ark., 1999).

4.3.4. Hiicre Cekirdegi Olciimiine Dayanan Testler ve Kristal Viyole
Yontemi |

Hiicrede DNA miktarin1 6l¢gmek i¢in kullanilan pek ¢ok yontem ve kitler
vardl‘r. Bunlardan en yaygin kullanimi olan testlerden biri bromodeoksiiiridin
DNA proliferasyon kitleridir. Kristal viyole ise son zamanlarda popiilaritesi artan
ve web sitelerinde kanserojen olan etidyum bromiire alternatif olarak dnerilen bir

boyadir.

Bu yontem de sitotoksik aktiviteyi gostermekte kullanilan hizli ucuz ve
kolay bir yontemdir. Gluteraldehit veya formaldehit ile fikse edilen hiicreler,
kristal viyole ile boyanir. Boya direkt ¢ekirdek tarafindan absorbe edilir. Yikama
islemi ile absorbe edilmeyen boya ortamdan uzaklastirilir. Spektrofotometrik
olérak olgtilen niiklear ekstraktlarin optik‘ dansitesi ile hiicre miktan arasmnda
direkt iliski kurulur (Gillies ve ark.,1986; Kueng ve ark., 1989; Reile ve ark.,,
1990; Senaratne ve ark., 2000).

4.3.5. Hiicrelerin Koloni Olusturma Yeteneklerinin Olciilmesi Yumugak
Agar Koloni Formasyonu

Cift agar tabakas: arasina tek tek ekilen hiicrelerin, ksenobiyotiklerin etkisi
ile koloni olusturabilme kabiliyetlerinindeki degisimleri dl¢meye yarayan bir
testtir. Ancak efektif olarak kemotaktik ve kemokinetik cevaplar ayirt edilemez. -
Kemokinez ve kemotaksis arasindaki farklar Zigmond Cemberi yontemi ile
olgiiliir (Celis, 1998). Hastadan alinan dokudaki hiicreler ile yapilan yumusak agar
koloni formasyon testlerinden elde edilen sonuslar ile ilacin hastaya uygulanmasi
ile birebir ortiigen sonuglar elde edilmistir. Bu sebeple koloni formasyon testi
antineoplastik ilaglarin in vitro yamtlani ile ilacin hastaya uygulanmas: ile elde

edilecek in vivo cevaplan tahmin edebilmek igin pratik bir yontemdir (Von Hoff,
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1983). Koloni formasyonu hiicre adhezyonu ile ilgili testlerde karsilastirma

yapmak amaci ile de kullanilabilmektedir (Yeates ve Powis, 1997).

4.3.6. Hiicrelerdeki DNA ve RNA Miktarlar1 ve Akridin oranj ile Boyama

| Niiklear kromatinler hiicre siklusu boyunca yogunlasmaya baglarlar.
Mitozda maksimum yogunlagma gozlenirken S fazina girdiginde yogunlagma
azalmaya baglar. Bu yontem ile niikleik asitler (DNA-yesil ve RNA-turuncu)
floresan olarak boyanir (Kasten, 1981). Etidyum, akridin oranj, proflavin gibi
(planar aromatic cation) maddeler DNA’nin iki zinciri arasinda birikir ve U.V.
lambasi 15181nda serbest boya dan ¢ok fazla floresans gosterir, deney bu esas goz
Oniinde tutularak uyulanmaktadir. DNA miktarina bagl olarak floresans miktari
da degismektedir (Celis1998). Elde edilen sonuglar diger testlerde elde edilen
sonuglar ile karsilagtirilacak. Bu yontem ile elde edilen preparatlar, tezde sadece

fotograf olarak verilecek, sayim yapilmayacak .
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5. AMAC

Kanser, ilizerinde en ¢ok aragtirma yapilan konulardan biri olmasina
ragmen, halen radikal tedavisinin bulunamamas: sebebi ile ilgiyi toplamaktadir.
Giinlimiizde insidensi yliksek olan ve ©lim oranlarinda kanserler icinde ilk
siralari alan akciger, kolon, meme ve serviks Kkanserleri olduéu icin
caligmalarimizda bu kanserleri kullanmayi tercih ettik. Ayrica caligtifimuiz
hiicreler kendi kategorilerindeki caligmalarda en c¢ok kullanilan ve pek ¢ok
yOnilyle taninan hiicrelerdir. Bunlari bilmemiz bize c¢alismalarimizda elde

ettigimiz sonuglart daha giivenilir bir sekilde degerlendirme imkan1 vermektedir.

Tercih ettigimiz test maddelerinden paklitaksel, tizerinde pek ¢ok klinik ve
preklinik caligma yapilmig ve etkileri ve toksisitesi iyi bilinen ancak,
calismalanmizda kullandiimuz dozlart ve kullandigimiz hiicre ve yontem
kombinasyonlan ¢alisilmamus, standart madde olarak iyi bir 6rnektir.

Kersetin, antioksidan o6zelligi sebebi ile bilinen ve giinliik olarak
tiikettigimiz sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunan, kanser iizerine etkileri
aragtinlmaya devam edilen, ancak iizeri‘nde'halen bir sonuca varilamamus popiiler
bir maddedir. Ayrica antioksidan maddelerin aym zamanda antikanser etkilerinin
olduguna dair inanci test etmekte kullanabilecegimiz bir prototiptir.

Berberin ise, antikanser 6zelligi acisindan son yillarda 6nem kazanmaya
baglayan, aragtirmamin simrlart heniiz yeni olarak uzak- dogudan batiya
genislemis, uzun yillardir Cin halk tibbinda kullanilan ancak yeterli bilimsel
destekten yoksun bir maddedir. Bu sebeple daha once yaptifimiz caligmalar
dogrultusunda, berberini daha ¢ok kanser tipinde ve farkli y&ntemlerin
kombinasyonu ile ¢calismay1 amagladik. |

Tim maddeler icin yapilan ¢aligmalarda konsantrasybnlan cok yakin iki
ya da li¢ doz ¢alisildigini, dozlarin ¢ogunun hiicre kiiltiirleri igin yiiksek oldugunu
ve genelde bir giin ¢alisma ile sonuglara varildigini tespit ettik. Bu siireyi daha
uzun tutarak etki siiresinin ne olabilecegi de ¢aliymamizin amaglan arasindadir.
Ayrica maddeyi ilk giin tek doz uygulayarak direkt bir sitotoksisite gisterme,
siklusa katilma ve ilaglarda en 6nemli parametrelerden biri olan etkinin gegici

olmasi gibi yorumlan da yapabilme imkam bulduk.

i Universiosl
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Kullandigimiz ~ yontemler hiicrenin  farkli  organellerine  yonelik
proliferasyon, apoptotik etki ve mutajenik etkilerin degerlendirilebildigi
yontemlerdir. Bu yontemlerden elde edilen sonuglarn birlikte degerlendirilmeleri

ile daha saglikli yorumlar yapabilme inmakiniz oldu.
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6. MATERYAL YONTEM
6.1. GERECLER

Kimyasallar ve Cozeltiler

Akridin oranj (Sigma)

Amfoterisin-B (Sigma)

Bovine Pankeas Insiilin (Sigma)

Berberin (TBAM)

Dimetilsiilfoksit -DMSO (Sigma, Merck)

Dulbecco’s Modification Eagles Medium (Biological Industries)
tanol

Fetal Calf Serum (Biological Industries)

Formaldehit (Merck)

Fosfat Tuz Tamponu (PBS-A)

Glasiyel Asetik asit (Sigma) _ _
Hank’s Balans Tuz Soliisyonu (Sigma)Paklitaksel '(Bristdl-Myers-Squibb)
Kalsiyum kloriir- CaCl, (Merck)Kersetin (sigma)

Kiristal violet (Reidel-de Haén)

MEM vitamin soliisyonu (Sigma)

MEM non-esansiyel amino asit soliisyonu (Sigma)

Metanol

Minimal Essential Medium-Eagle (Biological Industries)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) (Sigma)
Neutral red (Sigma) |

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Sigma)

Sodyum piriivat soliisyonu (Biological Industries)

Sodyum sitrat (Carlo Erba)

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biological Industries)

Tripan Mavisi (Sigma)
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Malzemeler

Otoklavlanabilir cam sise (Isolab)

96, 24 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP)

25 ve 75 cm?2’lik killtiir siseleri (TPP)

15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipti (TPP)

1,2, 5 10 ve 25 ml’lik cam pipet (Isolab)

5, 10 ve 25 ml’lik tek kullanimlik pipet (Serological Pipette)

Neubauer lamu (Iso-lab)

Cihazlar

Steril Kabin (Holten)

Karbondioksit inkiibatorii (Heraeus)

Sogutmali santrifiij (Heraeus)

Inverted mikroskop (Olympus)

Immiino-floresan mikroskop ve fotograf atagmani (Olympus)
ELISA cihazi (Bio-Tek ) |

Otoklav (Hirayama)

Kuru hava sterilizatorii (Heraeus)

36



6.2. YONTEMLER

6.2.1. Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

Hiicreler deneyler i¢in yeterli sayiya eristiklerinde tripsinlenerek toplaﬁdl
ve Neubauer lamu ile sayilarak ml’de 250 000 hiicre olacak sekilde hazirlandi.
MTT, neutral red up-take ve kristal viole testleri i¢in 96 kuyucuklu plakalara 0,1
ml hiicre slispansiyonu (25 000 hiicre) ekildi. Hiicreler yapismalar igin 24 saat
bekletildi. Siire sonunda hiicrelerin lizerlerindeki besiyerleri plakalarin ters
gevrilmesi suretiyle uzaklastirildi. Uzerlerine test maddelerinin istenen

konsantrasyonlarini iceren taze besiyerleri ilave edildi.

Paklitaksel’in 0,5-1-5-10-50 ve 100 uM , Kersetin’in 1-10-50-100 ve 250
mM ve Berberinin 0,1-1-10-25 ve 50 mM dozlar1 hazirlandi. Tiirﬁ madde}erde
¢oziicii olarak DMSO kullanildi. Daha 6nce yapilan caligmalarda Ongiiriilen
sekilde besiyerinde DMSO oramt % 0,1-0,2’yi gecmeyecek sekilde maddeler
besiyérinde % 0,1 olacak sekilde 1 ml icine 1 pl DMSO’da verildi ve final :
konsantrasyonlan: Paklitaksel’in 0,5-1-5-10-50 ve 100 nM , Kersetin’in 1-10-50- ‘
100 ve 250 uM ve Berberinin 0,1-1-10-25 ve 50 pM olarak saglandi.
Kullandigimiz Berberin TBAM’da Dr Miiberra Kosar tarafindan Berberis |
crataegina L. den izole edilmigtir (Kogar 1998). Paklitaksel ise Bristol Myers-

Squibb ilag firmas: tarafindan saglanmustur.

Bu konsantrasyonlarda besiyerinde hazirlanan test maddelerinin
konsantrasyonlari, kontrol grubu (bos) ve %0,1 DMSO igeren ¢oziicii kontrol
grubu da teste eklendi. Test maddeleri igeren besiyerleri 96 kuyucuklu plakalarin
kuyucuklarina 24 saat sayimlan i¢in 0,1 ml, 48 saat sayimlan igin 0,2 ml, 72 ve
96 saat sayimlan i¢in 0,3 ml koyularak gerekli siirelerde inkiibasyona birakildi.

Bu siireler sonunda hiicrelere gerekli boyama yontemleri uygulandi.

Hiicre sayilan i¢cin ml’de 25 000 hiicré olacak sekilde hiicre siispansiyonu

hazirlanarak 24 kuyucuklu plakalara 1’er ml koyuldu.

37



Koloni formasyonu i¢in sayimi yapilan hiicre siispansiyonunudan ml’de

1000 hiicre olacak sekilde hesaplayarak hazirlandi.

Akridin oranj igin hiicreler 250 000 hiicre/ml olacak sekilde petrilere
koyulmus 22x22 mm steril laméllere ekildi. 24 saat sonra lamellerin iizerindeki
besiyerleri ¢ekildi ve test maddeleri igeren taze besiyerleri ilave edildi. Hiicrelerde
diger testlerde maksimum etki goriilen siireler (HeLa hiicreleri i¢in 48 saat, diger

hiicreler igin 72 saat) bekletildikten sonra boyama islemi uygulandi.

6.2.2. Tripan Mavisi ile Hiicrelerin Sayillmasi

Yetistirilen hiicreler tripsinlendi ve Neubauer lamu ile sayilarak 25 000
hiicre/ml olacak sekilde hazirlandi. 24 kuyucuklu plakalara ekildi 24 saat sonra
maddeler ilave edildi ve sirast ile 24, 48, 72 ve 96 saat bekletildikten sonra sayima
alindi. Hiicrelerin tizerindeki besiyerleri atildiktan sonra hiicrelerin iizerine 250 pl
tripsin sdliisyohu eklendi ve 5-10 dakika hiicrelerin kalkmas: beklendikten sonra -
lizerine 750 pl HBSS ilave edildi (hacim ilk koydugumuz hacme toplam 1 ml’e
getirildi).

2 ml hacimli Eppendorf tiiplere her bir 6rnegimiz igin 0.5 ml %0.4’lik
tripan mavisi soliisyonundan koyuldu ve iizerine iyice pipetleyerek homojen hale
getirilen hiicre siispansiyonundan 0.5 ml ilave ederek karistinldi (diliisyon
faktorii:2) ve 10 dak kadar beklendi (siire gectiginde yasayan hiicreler de

boyanmaya baglar).

Hiicre sayma laminin her iki odacigina da hiicre stispansiyonu koyuldu ve
bir odacikta dort kose ve ortada kalan 1 mm?lik alanlardaki boyanmus ve
boyanmamus hiicreler sayildi. Daha sonra elde edilen degerlerden, genel bilgilerde
verilen formiiller yardimu ile yasayan hiicre sayilant hesaplandi (Ducommun ve

ark. 2001; Giannoni ve ark. 2000; Ercoli ve ark. 1998; Yamamoto ve ark. 2000).
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6.2.3. MTT Ol¢iimii

MTT 5 mg/ml olacak sekilde PBS i¢inde ¢oziindiiriilerek stok soliisyon
hazirlandi. Stok soliisyon —20 °C’de 6 ay bekleyebilmektedir. Caligma soliisyonu
stok soliisyondan 1 kisim stok soliisyon ve 9 kisim besiyeri olarak taze hazirlandi
(0,5 mg/ml MTT ) (bir plaka i¢in 10 ml). Her bir lkuyucuga 0,1 ml MTT calisma
soliisyonu ilave edilerek karbondioksit inkiibat6riinde 3-4 saat inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda plakalar alind1 ve besiyerleri uzaklastirld: ve 0,1 ml
DMSO ilave edildi. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 540
nm dalga boyunda okutuldu. Bu deneyin her asamasi boya 1s1tkta bozuldugu igin
miimkiin oldugunca karanlikta yapilmalidir (Mosmann, 1983; Denizot ve Lang
1986; Holst-Hansen ve Briinner 1998; Tedone ve ark. 1996; Kokawa ve ark.
2001; Alley ve ark.,1988; Horakova ve ark., 2001; Reile ve ark., 1990; Korkmaz
ve ark., 2001).

6.2.4. Neutral Red Up-take Sitotoksisite Ol¢iimii | _

Test maddeleri ile gerekli siire bekletilen hiicreler alindi, besiyerléri |
uzaklagtinldi ve hiicreler 37°C’ye getirilmis PBS ile yikandi. Neutral red up-take
stok soliisyonu 1: 100 oraninda besiyeri ile karngtirnlarak caligma soliisyonu
hazirlandi (bu soliisyon Ek.1’de anlatildig1 sekilde hazirlandi) ve her bir kuyucuga
0,1 ml ilave edilerek 37°C ‘de 3-4 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda boyama
soliisyonu uzaklasgtinlarak taze hazirlanmus formaldehit-kalsiyum Kloriir
fiksatif/yikama soliisyonundan 100’er ml ilave edilerek yikandi ve soliisyon
dokiildi, plakalar ters cevrilerek kurutma kagidi iizerinde bir giin bekletilerek
kurutuldu ve asetik asit-etanol soliisyonu her bir kuyucuga 0,1 ml ilave edilerek
15 dakika oda 1sisinda bekletildi ve 30 dakika calkalayicida c¢alkalanarak boya
homojen hale getirildi. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda
540 nm dalga boyunda okutuldu. Bu deneyin her agamast boya 1sikta bozuldugu
icin miimkiin oldugunca karanhkta yapilmalidir. Bu test 6 kez tekrar edildi.
(Horakova 2001, Shen 1998, Xie, 1999).
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6.2.5. Kristal Viyole Proliferasyon Ol¢iimii

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara yukanida anlatildign gibi ekildi ve
gereken siire test maddeleri ile muamele edildikten sonra, hiicreler inkiibatrden
alindi ve iizerlerindeki besiyerleri uzaklagtirildi. Hiicrelerin iizerlerine %25
metanolde ¢6ziinmiis 0.5 kristal viyole cozeltisi ilave edildi ve 10 dakika
bekletildi. Boya uzaklastirildi ve plakalar dalduina metodu ile 4-5 kez distile su |
ile yikand1. Yaklagik bir giin kurumasi igin kurutma kagidi iizerine ters gevrilerek
bekletilen plakalar, bu siire sonunda alind: ve iizerlerine 0.1 ml okuma soliisyonu
ilave edildi ve 5 dakika ¢alkalandiktan sonra optik dansiteleri ELISA cihazinda
540 nm dalga boyunda okundu. Bu test 6 kez tekrar edildi. (Yamamoto, 2000, Xie
1999, Thompson 1993, Shaik 2001, Leung 2000, Takahashi 1994, Ducommun
2001).

6.2.6. Yumusak Agar Koloni Formasyonu

Onceden hazirlanip steril hale getirilmis %3 select agar, 60 °C’ye besiyeri
37 °C’ye getirildi. Alt agar tabakasi 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugu igin 1
ml olarak hesaplandi ve 1 kisim agar + 4 kisim Besiyeri olacak sekilde hazirland
ve hemen kuyucuklara ilave edildi. Donmasi igin 5 dakika buzdolabinda +4 °C’de
bekletildi. Bu sirada iist agar tabakas: ve 1 ml iist tabaka i¢in 1000 hiicre olacak
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. Ust agar tabakasi 1 kisim hiicre
siispansiyonu (hiicre miktar, tiim Uist tabaka. hacmi i¢in hesaplanacak) + 2 kisim
agarli besiyeri (alt agar tabakasi: 1 kistm agar + 4 kisim besiyeri) olarak
hazirlandi. Buzdolabindan alinan plakalara ilave edildi, tekrar buzdolabinda 5
dakika bekletildikten sonra iizerlerine bir kuyucuk hacmi 2 ml olacak sekilde
hesaplanarak 0.1 ml iginde test maddelerinin konsantrasybnlan uyguland1 ve
hiicreler 37 °C’.de inkiibasyona birakildi. Hergiin takip edilerek koloniler 35-40
hiicreye ulaginca (her hiicre igin bu siire farkhidir, yaklagik 10-13 giin) inverted
mikroskopta sayildi. Sayimlar ii¢ kez tekrar edildi. (Kim ve ark. 1984; Glinsky ve
ark., 1996; Wan ve ark.1998; Yeates ve ark., 1997; Kachhap ve ark., 2001;
Ruohola ve ark. 2001; Altinoz ve ark., 2001;Korkmaz 2001).
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6.2.7. Akridin oranj ile Floresan DNA ve RNA Boyamasi:

Test maddeleri ile gereken siire muamele edilmis lameller alindi, 2 kez 2
dakika PBS ile yikandi. 5 dakika % 70 etanol ile fikse edilen hiicreler 5 defa
distile su ile yitkandi. 2 dakika PBS’de bekletilir, oda 1sisinda 15 dakika akridin
oranj ¢aligma ¢ozeltisi ile boyandi. Boya kurutma kaidinin iizerine lamellerin dik
tutulmas: ile uzaklastinldi ve 4 .kez PBS ile yikand:. Larneller bir damla PBS
damlatilmug lamlarin {izerlerine kapatildi ve etraflan seffaf tinak cilasi ile
sabitlenerek floresan mikroskobunda incelendi ve fotograflan ¢ekildi (Celis 1998,
Kasten 1981). Bu yontemde fiksasyondan sonra tiim islemler miimkiin oldugunca

karanlik bir ortamda yapilmalidir.

6.2.8. Istatistiksel Degerlendirmeler:

Istatistiksel degerlendirmeler i¢in SPSS programu kullamldi. Elde edilen veriler;
hiicreler, giinler ve gruplar parametrelerine gore degerlendirildi ve ¢ok yonlii
ANOVA ile post-hoc olarak da Tukey testi ugulanarak anlamliliklan belirlendi.
Anlamhhk degeri olarak p< 0,05 kabul edildi.
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7. SONUCLAR
7.1. PAKLITAKSEL SONU CLARI
7.1.1. Paklitakselin MTT Ol¢iim Sonuclari

A549
120
100 -
—e— DMSO
g 80 :
g —8— Paklitaksel 0.5 nM
E —A— Paklitaksel 1 nM
§ 60 - —X—Paklitaklse 5 nM
E —— Paklitaksel 10 nM
¥ 401 —e— Paklitaksel 50 nM
—— Paklitaksel 100 nM
20 -
Paklitaksel 5 nM
0 . . .
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 1. Paklitakselin A549 hiicreleri izerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
ol¢timii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik

degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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HeLa
120
100 -
—e—DMSO
g 80 - —8— Paklitaksel 0.5 nM
= —a— Paklitaksel 1 nM
§ 60 - —> Paklitaksel 5 nM
= —¥— Paklitaksel 10 nM
g 40 | —6— Paklitaksel 50 nM
—+— Paklitaksel 100 nM
20 -
0 T ) T
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 2. Paklitakselin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
olctimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlaml farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata

(n=6).
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- HT-29
120
100 -
—e— DMSO
£ 801 —=— Pakiitaksel 0.5 nM
£ ;
E —— Paklitaksel 1 nM
§ 60 - —>— Paklitaksel 5 nM
E —%— Paklitaksel 10 nM
§ 40 -0 Paklitaksel 50 nM
-4 Paklitaksel 100 nM
20 A
0 1) 1] T
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 3. Paklitakselin HT-29 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasybn testi
olgtimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml farkliliklar, (+) hiicrelere

gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata
(n=6).
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MCF-7

—e— DMSO

—=— Paklitaksel 0.5 nM
—— Paklitaksel 1 nM
—>»— Paklitaksel 5 nM
—¥— Paklitaksel 10 nM
—e— Paklitakse!l 50 nM
—+— Paklitaksel 100 nM

(%) Metabolizma

1 2 3 .4

Zaman (giin)

Sekil 4. Paklitakselin MCF-7 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
ol¢iimii ile degerlendirilmeleri. (*) Gunlere gore anlaml: farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlamli farkliliklar Anlamhilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n
=6).

45



NIH3T3

120
100 - - =
o><‘,\,_/ —o—DMSO
‘é 80 1 —a— Paklitaksel 0.5 nM
= —&— Paklitaksel 1 nM
:§ 60 —¢— Paklitaksel 5 nM
= —%— Paklitaksel 10 nM
S 40 —e— Paklitaksel 50 nM
—— Paklitakse! 100 nM
20 -
0 T T ¥
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 5. Paklitakselin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon
testi 6lciimil ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlamli farkliliklar, (+)
hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler +

St. hata (n = 6).
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7.1.2. Paklitalselin Neutral Red Up-take Olciim Sonuclar

A549
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Sekil 6. Paklitakselin A549 hiicreleri iizerine ’etkilerinin neutral red up-take ile |
lizozomal enzim miktari agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml
farkhiliklar, (**) gruplara gore anlamli farkliliklar. Anlamlihk degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 7. Paklitakselin HeLa hiicreleri tizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktan agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli
farkliliklar, (**) gruplara gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere gére anlamli

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 8. Paklitakselin HT-29 hiicreleri tizerine etkilerinin neutral red up-take" ile
lizozomal enzim miktar1 agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamh
farkliliklar, (+) hiicrelere gére anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekﬂ 9, Paklitakselin MCF-7 hiicfeleri tizerine etkilerinin neutral red up-take ile

‘lizozomal enzim miktar1 agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli
farkliliklar, (+) hiicrelere gére anlamli farkliliklar. Anlamlilhk degeri p<O0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).

50
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Sekil 10. Paklitakselin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take
ile lizozomal enzim miktari agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore
anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamhilik degen

p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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7.1.3. Paklitakselin Kristal Viyole Ol¢iim Sonuclar

A549.
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Sekil 11. Paklitakselin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
Olgiimi ile canlillk acisindan degerlendirilmeleri. (*) Gilinlere gore anlamli
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 12. Paklitakselin HeLa hiicreleri {izerine etkilerinin kristal viyole DNA
olgimii ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamh

farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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HT-29
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Sekil 13. Paklitakselin HT-29 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
olgtimii ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlihik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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MCF-7
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Sekil 14. Paklitakselin MCF-7 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
Ol¢timil ‘jle canhilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml
farklhiliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 15. Paklitakselin NIH3T3 hiicreleri iizerine étkilerinin kristal viyole DNA
Olgimii ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farklilbiklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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7.1.4. Paklitakselin Koloni Formasyonu Sonuclar

' A549 HeLa
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- Sekil 16. Paklitakselin A549, HeLa, HT-29, MCF-7 ve NIH3T3 hiicreleri lizerine
etkilerinin koloni formasyon olusumu agisindan degerlendirilmeleri. (*) Dozlara
gore anlaml farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri

p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 3).
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7.1.5. Paklitakselin Akridin Oranj Boyama Sonuclari

Sekil 17. Paklitaksel uygulanan A549 hiicrelerin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmuzi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5nM, f- 10 nM, g- SQ
nM, h- 100 nM Paklitaksel. (lcm = 62.5 pm, biiylitme 1600X)
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Sekil 18. Paklitaksel uygulanan HeLa hiicrelerin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmmzi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, ¢- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5 nM, f- 10 nM, g- 50
nM, h- 100 nM Paklitaksel. (1cm = 62.5 pm, biiylitme 1600X)
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Sekil 19. Paklitaksel uygulanan HT-29 hiicrelerin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, ¢- 0.5 1M , d- 1 nM, e- 5 nM, {- 10 nM, g- 50
nM, h- 100 nM Paklitaksel. (1cm = 62.5 um, biiyiitme 1600X)
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Sekil 20. Paklitaksel uygulanan MCF-7 hiicrelerin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5 nM, f- 10 nM, g- 50
nM, h- 100 nM Paklitaksel. (1cm = 62.5 um, biiylitme 1600X)
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Sekil 21. Paklitaksel uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmuzi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c¢- 0.5 nM , d- 1 1M, e- 5 nM, - 10 nM, g- 50
nM, h- 100 nM Paklitaksel. (1cm = 62.5 pm, biiylitme 1600X)
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7.2. KERSETIN SONUCLARI
7.2.1. Kersetinin MTT Olgiim Sonuclar

A549
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Sekil 22. Kersetinin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
ol¢limd ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere

gore anlamli farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n
=6).
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Sekil 23. Kersetinin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
ol¢limii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlaml farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n
= 06).
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HT-29
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Sekil 24. Kersetinin HT-29 hiicreleri {izerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
olclimii ile degerlendirilmeleri. b(*) Giinlere gore anlaml farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlamli farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n
=6).
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MCF-7
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Sekil 25. Kersetinin MCF-7 hiicreleri tizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
ol¢iimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlamlt farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n
=06).
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NIH3T3
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Sekil 26. Kersetinin NIH3T3 hiicreleri tizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
Ol¢iimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlamli farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n
= 6).
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7.2.2. Kersetinin (Que) Neutral Red Up-take Ol¢iim Sonuclar

A549
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Sekil 27. Kersetin A549 hiicreleri tizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktari agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlamli

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 28. Kersetinin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktan agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamlt
farklihiklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlihik degeri p<O0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 29. Kersetinin HT-29 hiicreleri tizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktari agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere goére anlaml

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 30. Kersetinin HT-29 hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktar1 agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlaml
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 31. Kersetinin NIH3T?3 hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktar1 agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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7.2.3. Kersetinin Kristal Viyole Ol¢iim Sonuclari

A549
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Sekil 32. Kersetinin A549 hiicreleri tizerine etkilerinin kristal viyole DNA olciimii
ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar, (+)

hiicrelere gore anlaml farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler +
St. hata (n = 6).
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Sekil 33. Kersetinin HeL.a hiicreleri izerine etkilerinin kristal viyole DNA olctimii
ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlaml farkliliklar, (+)

hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler +
St. hata (n = 6).
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Sekil 34. Kersetinin HT-29 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
olciimii ile canlilik acisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gbre anlamh
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamhi farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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MCF-7
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Sekil 35. Kersetinin MCF-7 hiicreleri {izerine etkilerinin kristal viyole DNA
olcimii ile canlilik acisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,

Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 36. Kersetinin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
Olctimii ile canlilik acisindan degerlendirilmeleri. (¥) Giinlere gore anlamli
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamlhi farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,

Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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7.2.4. Kersetinin Koloni Formasyonu Sonuclari
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Sekil 37. Kersetinin A549, Hela, HT-29, MCF-7 ve NIH3T3 hiicreleri iizerine
etkilerinin koloni formasyon olusumu agisindan degerlendirilmeleri. (*) Dozlara
gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri

p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 3).
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7.2.5. Kersetinin Akridin Oranj Boyama Sonuclar

Sekil 38. Kersetin uygulanan A549 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sar-
yesil-DNA.a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 uM, d- 10 uM, e- 50 uM, f- 100 pM, g-
250 uM Kersetin. (lem = 62.5 um, biiytitme 1600X)
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Sekil 39. Kersetin uygulanan HeLa hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, ¢- 1 uM, d- 10 uM, e- 50 pM, f- 100 uM, g-
250 uM Kersetin. (1cm = 62.5 um, biiylitme 1600X)



Sekil 40. Kersetin uygulanan HT-29 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmuzi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 uM, d- 10 uM, e- 50 pM, f- 100 uM, g-
250 uM Kersetin. (1cm = 62.5 um, biiyiitme 1600X)
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Sekil 41. Kersetin uygulanan MCF-7 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 uM, d- 10 uM, e- 50 pM, f- 100 uM, g-
250 uM Kersetin. (1cm = 62.5 um, biiyiitme 1600X)
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Sekil 42. Kersetin uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 uM, d- 10 pM, e- 50 uM, f- 100 uM, g-
250 uM Kersetin. (1cm = 62.5 um, bilylitme 1600X)
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7.3. BERBERIN SONUCLARI
7.3.1. Berberinin MTT Ol¢iim Sonuclar:

A549

120

100 A
S 504 —— DMSO
E —=— Ber 0.1 mikroM
2 —a— Ber 1 mikroM
S 80 .
§ —— Ber 10 mikroM
§ a5y —x— Ber 25 m{krol\f‘l
s —s— Ber 50 mikroM

20 -

O 1 i ]
1 2 & 4
Zaman (glin)

Sekil 43. Berberinin A549 hiicreleri tizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
Ol¢ciimii ile degerlendirilmeleri. (*) Gilinlere gore anlamli farkliliklar, (**) Gruplara
gore anlamh farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamhi farkliliklar Anlamlilik degeri

p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Hela

80 | = ——DMSO

o —— Ber 0.1 mikroM
—a&— Ber 1 mikroM
—— Ber 10 mikroM
—¥— Ber 25 mikroM
—o— Ber 50 mikroM

(%) Metabolizma
»
o

1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 44. Berberinin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
dl¢limii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlamli farkliliklar, (**) Gruplara
gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata
(n=06).
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HT-29

120

100 -
S —=— Ber 0.1 mikroM
(=] &
:% 50 - —i— Ber 1 mlk-roM
§ —— Ber 10 mikroM
gg A6 —%— Ber 25 mikroM
. —e— Ber 50 mikroM

20 4
0 i 1} T
1 2 3 4
Zaman (gun)

Sekil 45. Berberinin HT-29 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
ol¢limii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlamli farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n

= 6).
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MCF-7

120

100 A
g 554 —— DMSO
= —=— Ber 0.1 mikroM
(=] o
:@ 60 - —a— Ber 1 mikroM
§ —x— Ber 10 mikroM
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o —e— Ber 50 mikroM

20 -
0 T T
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 46. Berberinin MCF-7 hiicreleri tizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
Olclimili ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml farklhiliklar, (+) hiicrelere
gore anlamli farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n
= 6).
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NIH3T3

120

100 -
E sod * = —e— DMSO
S * —=— Ber 0.1 microM
.§ 50 - —&— Ber 1 microM
g —>— Ber 10 microM
§ 40 —%— Ber 25 microM
i —o— Ber 50 microM

20 -
0 - : ;
1 2 3 4
Zaman (Giin)

Sekil 47. Berberinin NIH3T3 hiicreleri {izerine etkilerinin MTT proliferasyon testi
dlglimii ile degerlendirilmeleri. (*) Guinlere gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere
gore anlamli farkliliklar Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n

=6).
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7.3.2.Berberinin Neutral Red Up-take Ol¢iim Sonuglar

A549

200
b 180 -
& 160 -
E“ 140 - —e— DMSO
s 120 - —s— Ber 0.1 mikroM
E 100 - —a— Ber 1 mikroM
i —<— Ber 10 mikroM
TEU RE T | |~ Ber 25 mikroM
S 601 " * | |—e—Ber 50 mikroM
N 40
=

20 A

0 T I
1 2 3 4
Zaman (gun)

Sekil 48. Berberinin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktar1 agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli
farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,

Ortalama degerler + St. hata (n = 6).

89



Hela

200

180 -
& 160 -
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= 100 4 —a— Ber 1 mikroM
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o
N
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Sekil 49. Berberinin Hel.a hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktar1 agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli
farklibiklar, (**) gruplara gore anlamh farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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HT-29
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180 -
& 160 -
g 140 —e—DMSO
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g 100 - —&—Ber 1 mikroM
e =S B
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Sekil 50. Berberinin HT-29 hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktan agisindan degerlendirilmeleri. (*) Gilinlere gére anlamli
farkliliklar, (**) gruplara gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamh

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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MCF-7
200
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< 160 -
é 140 - . ——DMSO
S 120 - A —&— Ber 0.1 mikroM
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w100 - )
5 = Ber 10 mikroM
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o
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Sekil 51. Berberinin MCF-7 hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gére anlamh
farkliliklar, (**) gruplara gore anlamh farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamh

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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- NIH3T3
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Sekil 52. Berberinin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin neutral red up-take ile
lizozomal enzim miktan agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli
farkliliklar, (**) gruplara gore anlamli farkhiliklar. Anlamlilik degeri p<0,05,
Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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7.3.3. Berberinin Kristal Viyole Sonuglar:

A549
160
140 A
120 ~
—e— DMSO
s 100 - —u— Ber 0.1 mikroM
X 80 - —a— Ber 1 mikroM
g . —— Ber 10 mikroM
O 604 * —x— Ber 25 mikroM
—&— Ber 50 mikroM
40 A
20 A
0 T 1) 1
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 53. Berberinin AS549 hiicreleri {izerine etkilerinin kristal viyole DNA
olciimii ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml
farklihiklar, (**) gruplara gore anlamlh farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlaml

farklhiliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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Sekil 54. Berberinin HeLa hiicreieri ﬁzerine etkilerinin kristal viyole DNA
Olgiimii ile canliik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Glinlere gore anlamli
farkliliklar, (**) gruplara gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamh

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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HT-29
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Sekil 55. Berberinin HT-29 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
Olgiimii ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Glinlere gore anlamli
farkliliklar, (**) gruplara gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli

farkliliklar. Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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MCF-7
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Sekil 56. Berberinin MCF-7 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
dlciimii ile canlibk acgisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamhi
farkliliklar, (**) gruplara gore anlamli farkhliklar, (+) hiicrelere gore anlamli

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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NIH3T3
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Sekil 57. Berberinin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin kristal viyole DNA
olgiimii ile canlilik agisindan degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamh
farklibiklar, (**) gruplara gore anlamli farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 6).
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7.3.4. Berberinin Koloni Formasyonu Sonuglari

A549 Hela
120 120
—_
2
= DMSO =
s ) £ @ pMso
< Berberin _'g' @ Berberin
X, ¥
01 1 10 25 50
0,1 1 10 25 50
Konsantrasyon (M) Konsanirasyon (4 M)
HT-29 MCF-7
120 120
§ B DMSO £ O pMsO
-§ Berberin '§ @ Berberin
b4 X
0,1 1 10 25 50 0,1 1 10 25 50
Konsantrasyon (1 M) Konsantrasyon (x M

Sekil 58. Berberinin A549, HeLa, HT-29, MCEF-7 ve NIH3T3 hiicreleri iizerine
etkilerinin koloni formasyon olusumu agisindan degerlendirilmeleri. (*) Dozlara
gore anlaml farkliliklar, (+) hiicrelere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri

p<0,05, Ortalama degerler + St. hata (n = 3).
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7.3.5. Berberinin Akridin Oranj Boyama Sonugclar:

Sekil 59. Berberin uygulanan A549 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 uM, d- 1 uM, e- 10 uM, f- 25 uM, g- 50
uM Berberin. (Icm = 62.5 pum, biiytitme 1600X)
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Sekil 60. Berberin uygulanan HeLa hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, ¢- 0.1 pM, d- 1 uM, e- 10 uM, f- 25 uM, g- 50
UM Berberin. (Icm = 62.5 um, biiyiitme 1600X)
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Sekil 61. Berberin uygulanan HT-29 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmuzi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 pM, d- 1 uM, e- 10 puM, f- 25 uM, g- 50
UM Berberin. (lecm = 62.5 pum, biiytitme 1600X)
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Sekil 62. Berberin uygulanan MCF-7 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 uM, d- 1 uM, e- 10 uM, f- 25 uM, g- 50
UM Berberin. (1cm = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)
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Sekil 63. Berberin uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin oranj ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmizi- RNA, Sari-
yesil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 uM, d- 1 uM, e- 10 pM, f- 25 pM, g- 50
uM Berberin. (Icm = 62.5 wm, biiytitme 1600X)
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8. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

8.1. Paklitaksel Sonuclar:
8.1.1. Paklitakselin MTT Sonuglari

Paklitaksel uygulanan hiicrelerle yapilan MTT testi sonucunda A549
hiicrelerinde maksimum yanmitin {igiincii giin elde edildigi 100 nM dozda
paklitaksel uygulanmasi ile hiicre yiizdelerinin % 37,6183 % 0.6096’ya diistiigii ve
dordiincii giin ilacin etkisinin azaldip1 g6zlenmektedir. Ilacin etkisi doza bagiml
ve 1,10 ve 100 nM dozlar ile elde edilen sonuglarin birbirine yakin oldugu
gorilmektedir (Jekil 1). HeLa hiicrelerinde 0.5 ve 1 nM dozlarin etkilerinin
DMSO ile yakin oldugu ve beklenen etkinin gozlenmedigi, ancak 5-100 nM
dozlarda doza bagiml bir etkinin elde edildigi ve bu etkinin 6zellikle ikinci giin
baslayip dordiincii glin de devam eden uzun siireli bir etki oldugu ve 10,50 ve 100
nM dozlarda dordiinci giin alinan cevaplarin birbirine ¢ok yakin oldugu
gozlenmekte ve 100 nM paklitaksel uygulanmasi ile dordiincii giinde maksimum
cevap olarak hiicre popiilasyonunun kontrole gére % 6,1750 £ 0.1909°a kadar
azaldig: gﬁzlendi (Sekil 2). HT-29 hiicrelerinde etkinin ilk glin baglayip dordiincii
glin de devam eden zamana ve doza bagimli bir etki vardir maksimum etki
dordiincti giinde 100 nM paklitaksel uygulanan hiicrelerde % 37,3666 + 1,8535
olarak ol¢iildu (Sekil 3). MCF-7 hiicrelerinde ilk giin etki doza bagimli olarak
baglamig, maksimum etkinin {clincii giin gozlendi ve dordiincii giin de devam
ettigi ve maksimum etkinin dérdiincii giin 100 nM paklitaksel uygulanmasi ile
kontrole gore hiicre popiilasyonunun % 29,3817 + 1,1860’a kadar azaldigs
goriildii, 0.5 nM haricinde diger dozlarla yakin cevaplar elde edildigi gbzlemlendi
(Sekil 4). NIH3T3 hiicrelerinde de fibroblastik karakter gosteren A549 hiicreleri
ile benzerlik gosteren ve yine maksimum etkinin ticlincii giin elde edildigi (%
30,9833 + 0.7572) ve dordiincti giin bu etkinin ortadan kalkti§1 doza bagimh bir
etki elde edilmistir (Sekil 5 ).

8.1.2. Paklitakselin NR Sonuclar:
Paklitaksel uygulanan AS549 hiicrelerinde 100 nM haricindeki dozlarin
ikinci giin birbirine yakin bir grafik verdigi, tiglincii giinde ise 0.5 ve 1 nM

dozlarda lizozomal enzimlerde ikinci giine oranla fakat DMSO’yu agmayan bir
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artiy, diger dozlarda azalma gozlenmis ve etkinin {igiincli giinden itibaren ortadan
kalktig1 goriilmiistiir (Sekil 6). Maksimum etki iigiincii giinde 100 nM paklitaksel
uygulandiinda % 44,8916 + 2,4696 olarak bulundu. Paklitaksel uygulanan HeLa
hiicrelerinde maksimum etkinin ikinci giin gortldigii (% 21,1783 + 1,3343) ve
takip eden giinlerde etkinin kaikt1g1 gozlendi ve doza bagimli yanitlar elde edildi
(Sekil 7). HT-29 hiicrelerinde doza ve zamana bagimli uzun siireli bir etki e‘lde
edilmis ve etkinin dort giin boyunca devam ettigi goriilmiistiir. Maksimum etki
dordiincii giinde 100 nM paklitaksel uygulanan hiicrelerde % 17,0483 + 0.1419
olarak olgiildi (Sekil 8). MCF-7 hiicrelerinde 6zellikle 5-100 nM dozlarda
birbirine yakin cevaplar elde edildi ve etkinin dort giin boyunca siirdiigii gozlendi
(Maksimum cevap 4. giin 100 nM dozda % 26,9683 + 0,9683 (Sekil 9). NIH3T3
hiicrelerinde 0.5 ve 1 nM dozlarda paklitaksel uygulanmasi ile lizozomal enzim
miktarinda hafif bir artis gozlendi. Maksimum etki (% 28,9117 + 1,8369) ikinci
glinde gdzlendi ve bu stireyi takiben etkinin azaldigi tespit edildi (Sekil 10).

8.1.3. Paklitakselin Kristal Viyole Sonugclari

' Paklitaksel uygulanan hiicrelerle yapilan kristal viyole 6l¢iim sonuglarinda,
A549 hiicrelerinde ikinci giin DNA miktarninda birinci giine oranla bir artis oldugu
ancak bu etkinin liglincii giin zit yonde degistigi ve ti¢lincti giinden itibaren etkinin
azaldig: tespit edilmistir maksimum etki 100 nM paklitakselde iigiincii giin elde
edildi (% 32,5850 + 0.5759) (Sekil 11). 10, 50 ve 100 nM dozlarda alde edilen
cevaplar ilk ii¢ giinde birbirine ¢ok yakin, dordiincii giinde alinan cevaplar iseda
ise 10 nM ile 1 ve 5 nM dozlarda elde edilen cevaplar birbirine ¢ok yakin goriildii.
HeLa hiicrelerinde ilk giinde doza bagimli bir azalma, ikinci giinde 0.5-1 nM
dozlarda DMSO'nun daha alinda ancak ilk giine gore DNA miktaninda artig
oldugu gozlenmistir. Genel olarak grafige bakildiginda doza ve zamana baglmh'
bir etki gozlenmekle beraber 50 ve 100 nM dozlarda alinan yamtlar birbirine
yakin goriilmektedir, elde edilen maksimum cevap ikinci giinde DNA miktarin1 %
100°den % 9,4783 + 0.2217’ye diisiiren 100 nM paklitaksel ile elde edildi ve bu
yanit bu grupta elde edilen sonuglar iginde en iyi olamidir (Sekil 12). HT-29
hiicrelerinde MTT ve NR sonuglarina benzer profilde dort giin boyunca devam

eden uzun bir etki gozlendigi grafik elde edilmistir. Yiiksek dozlarda elde edilen
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etki dordiincii gtin birbirine yakin gériilmektedir Maksimum yanit dérdiincii giin
100 nM paklitaksel uygulamasi ile % 21,1633 = 0,2843’tiir. (Sekil 13). MCF-7
hiicrelerinde de DNA miktar agisindan dért giin boyunca devam eden uzun siireli
bir yanit elde edilmistir ve hiicre yiizdeleri bu siire sonunda 100 nM paklitaksel
uygulamas: ile % 27,4133 + 0.93,37° ye kadar diismiistiir (Sekil 14). Benzer
sekilde NIH3T3 hiicrelerinde de doza bagiml: ve dort gﬁn> boyunca .devam eden
sonuglar elde edilmigtir (Sekil 15). Maksimum cevap 100 nM paklitaksel
uygulanmast ile dordiincii giinde % 52,2967 + 0.5210 olarak bulundu.

8.1.4. Paklitakselin Koloni Formasyon Sonuclar

Koloni formasyon 6l¢limlerinden elde edilen grafiklerde A549, HeLa, HT-
29 ve MCEF-7 hiicrelerinde koloni sayilarinda doza bagimli bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Dort hiicre tipi birbirleri ile karsilastinldiginda MCF-7 ve Hela
hiicrelerinde daha iyi cevaplar alindig1 gézlendi (Sekil 16).

- 8.1.5. Paklitakselin Akridin Oranj Sonuclar1 '
Akridin oranj ile floresan boyama sonucunda elde edilen goriintiilerden,
A549 hiicrelerinde, ilk dozdan itibaren hiicre sekillerinin bozuldugu, kontrol ve
DMSO uygulanan gruplarda gozlenen RNA goriintiilerinin ve diizglin kenarl
cekirdek yapisinin kayboldugu, 0,5 ve 1 nM dozlarda g¢ekirdegin parcal: bir hal
aldig1 ve kontrolde hiicre membranina yakin goriilen RNA’larin hiicre i¢inde
dagimik goriildiikleri, 5 nM ve tizeri dozlarda hiicrelerde RNA sentezinin durdugu
ve hiicrelerin karekterlerinin bozuldugu goriildii (Sekil 17). Hela hiicrelerinde de
yine RNA sentezinin ilk dozdan itibaren azaldigi, hiicrelerin giderek kii¢iildiigii ve
Olume gittigi gozlendi (Sekil 18). HT-29 hiicrelerinde epiloid yapinin bozuldugu,
hiicrelerin tek baslarina ve giderek sagliksiz bir gortinti gésterdigi ve Oliime
gittigi tespit edildi (Sekil 19). MCF-7 hiicrelerinde de hiicre sayisinin giderek
azaldig1 ve ozellikle 10-100 nM  dozlarda apoptotik hiicre goriintiisii kazandig
saptanmistir (Sekil 20). NIH3T3 hiicrelerinde de ilk dozdan baslayarak RNA
sentezinin durdugu, 1 nM’dan itibaren ¢ekirdegin parcalanmaya bagladifn ve
mikroniikleuslarin arttigi, 50 ve 100 nM dozlarda paklitaksel uygulanan hiicrelerin

bol vakuollii ve karekterizasyonlarim yitirmis olduklan gozlendi (Sekil 21).
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8.2.Kersetin Sonuclar
8.2.1. Kersetinin MTT Sonuglar

Kersetin uygulanan hiicrelerle yapilan MTT 6l¢iim sonuglarinda, A549
hiicrelerinde ikinci giinde proliferasyonda ikinci giinde birinci giine oranla hafif
| bir artig, maksimum sonucun (% 51,0683 + 2,5353) iiciincii giin elde edildigi ve
tiglincli giinden itibaren sitotoksik etkinin azaldigi ve tiim giinlerde doza bagimli
bir etki goriilmektedir (Sekil 22). HeLa hiicrelerinde ilk giin hiicrelerdeki
metabolizmanin tiim dozlarda artt181, ikinci giinden itibaren 1 ve 10 uM dozlarda
etkinin azaldigi, diger dozlarda ise sabit devam ettigi ve dordiincii giin de devam
ettigi gdzlenmistir. 250 uM kersetin uygulanmas: ile maksimum etki dordiincii
giinde hiicre metabolizmasina bagh olarak 6lgiilen proliferasyon % 27,0267 +
0,1934 olarak bulundu (Sekil 23). HT-29 hiicrelerinde ikinci giinde 1-50 uM
dozlarda DMSO’ya gore hafif bir artig oldugu ancak daha yiiksek dozlarda
sitotoksik etki oldugu, liclincti giin tiim dozlarda antiproliferatif etki goézlendigi ve
10 uM’m tizerinde olan dozlarda dordiincti giin etkinin azalarak devam ettigi ve
maksimum yamtin (%12,9717 + 0,1061) doérdiincii giin elde edildigi saptandi v
(Sekil 24). MCF-7 hiicrelerinde ilk giinden baslayarék dordiincii giin de devam
eden uzun siireli doza ve zamana bagimli bir etki gozlendi. Elde edilen maksimum
yamit, dordiincii giinde proliferasyonu %24,0067 + 0,3359’a diistiren 250 pM
dozda gozlendi (Sekil 25). Kersetinin NIH3T3 hiicrelerine uygulanmasi ile ilk
giin elde edilen sonuglarin dort giin boyunca doza bagimh olarak devam ettigi,
ikinci glinden itibaren etkinin hafifce azalmaya basladif1 saptanmigtir. Maksimum
yanit olarak 250 uM kersetin hiicre %’sini % 43,6017 + 0,4589’a diistirmiistiir
(Sekil 26).

8.2.2. Kersetinin NR Sonuclar:

Kersetinin NR testi uygulanmasi ile elde edilen sonuglarinda, A549
hiicrelerinde ikinci giin 1 pM, igiincii giin 10uM dozlarda lizozomal enzim
miktarinin DMSO’ya ve kontrole gore artt11, diger dozlanin ise ikinci giinden
itibaren azaldig1 goriilmiistiir. Maksimum inhibit6r yamit tigiincti giinde % 58,55 *
1,1916 olarak elde edilmis dérdiincii giin bu etkinin azaldigi, daha diisiik dozlarda

ise ikinci yada tigiincii giinde baslayip dordiincii giin de devam eden daha geg bir
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inhibitdr yanit alindig1 gozlenmistir (Sekil 27). HeLa hiicrelerinde de lizozomal
enzim miktarinda ilk giin 1-50 pM dozlarda artt1§1, ikinci giin azaldig1 ve iigiincii
glin tekrar artarak dordiincii giin iyice azaldigi gozlenmistir. 100 ve 250 uM
kersetin uygulanan hiicrelerde lizozomal enzim miktari ikinci giin en etkin
goriinmekte (maksimum yanit ikinci giin % 20,525 + 0,3196) ve bu giinden
itibaren etki azalmaktadir (Sekil 28). HT-29 hiicrelerinde etki sadece 100 ve 250
UM dozlarda ilk giinden dordiincti giine kadar siiren uzun etki seklinde
goriilmiistiir. Maksimum yamt dordiincii giinde 250 pM dozda % 27,8783 =
1,5476 olarak bulundu (Sekil 29). MCF-7 hiicrelerinde doza ve zamana bagimh
ve kersetinin bu test igin verdigi yanitlar i¢inde maksimum sonuglar alimustir.
250 puM kersetin uygulanmasi ile lizozomal enzim miktarlart dordiincii giin
sonunda % 15,5383 + 0,3163 kadar azald1 (Sekil 30). NIH3T3 hiicrelerinde en
yiiksek dozun ilk giin verdigi toksisite haricinde fazla bir toksisite gozlenmedi, 1
uM kersetin uygulanmas: ile dordiincii giinde gozlenen artis istatistiksel olarak

anlamsiz ¢cikmistir (Sekil 31).

8.2.3. Kerseﬁnin Kristal Viyole Sonuclar:

Kersetin uygulanmis hiicrelerde yapilan kristal viyole testi sonucunda,
A549 hiicrelerinde, 1 ve 10 uM dozlarda DNA miktan artmus, ancak iiglincti ve
dordiincii giin DNA miktarlarinda tiim dozlarda azalma gozlenmigtir. Dordiincti
giin sonunda DNA miktan1 lizerinden gosterilen canlilik agisindan maksimum
cevap olarak % 49,645 + 0,3646 alinmustir (Sekil 32). Hel.a hiicrelerinde sadece
100 ve 250 uM dozlarda DNA’nin énemli miktarda azaldig1 saptanmistir. 100 ve
250 uM dozlarda ikinci giin ilk giine oranla DNA miktar: artmug, Uglincii giin
tekrar azalmistir ve bu dordiincii giin de 'devé.m etmektedir. Dbr'diinc'ﬁ giin
maksimum cevap olarak elde edilen deger %21,27 +0,6159°dur (Sekil 33). HT-29
hiicrelerinde 250 pM dozda dramatik bir azalma gozlenirken dier dozlarda
giinlere gore artis ve azalmalar gitzlenmistir (Sekil 34). MCF-7 hiicrelerinde tiim
dozlarda DNA miktarinda azalma meydana geldi. Elde edilen maksimum deger
dordiinct giin % 11,5933 + 0,2968’dur (Sekil 35). NIH3T3 fibroblastlarinda 1-10
UM dozlarda kersetin uygulanan hiicrelerde DNA miktar1 kontrole ve DMSO
uygulanan gruba gore artti, 50 uM dozda DMSO ile yakin, 100-250 pM dozlarda
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ise azaldi . DNA miktar1 olarak elde edilen en diisiik deger, dolayisi ile

maksimum etki ti¢lincii giin % 60,1133 =+ 1,1442 olarak bulundu ($ekil 36).

8.24. Kersetinin Koloni Formasyon Sonuclar:
Kersetin uygulanan hiicrelerde koloni formasyonu sonucunda kullanilan
tiim kanser hiicrelerinde koloni say1s1nda azalma meydana gelmis, szellikle HeLa

ve MCF-7 hiicrelerinde bu etkinin daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 37).

8.2.5. Kersetinin Akridin Oranj Boyama Sonuglari

Akridin oranj ile floresan boyama sonucunda kersetin uygulanan A549
hiicrelerinde 1-10 uM dozlarda hiicre ¢ekirdeklerinin kenarlarinin diizgtinligiini
kaybettigi gorilmektedir, 50 UM ve iistii dozlarda ¢ekirdegin kenarlarinin
bozuldugu ve hiicrenin seklini kaybettidi ve mikroniikleus olustugu gozlendi
(Sekil 38). HeLa hiicrelerinde daha ilk dozdan itibaren ¢ekirdeklerin pargalandigi,
1 ve 10 mM dozlarda hiicrelerin hacminin azaldig: gozlendi, daha yiiksek
dozlarda ise hiicrelerin 6zelliklerini tamamen yitirdigi gozlendi (Sekil 39). HT-29
hiicrelerinde hiicrelerin normal sekillerini kaybettigi, gekjrdegin merkezden hiicre
membranina yaklastifn gozlenmekte ve tiim dozlarda sitotoksisitenin oldugu
acikca goriilmektedir (Sekil 40). MCF-7 hiicrelerinde artan dozla beraber
hiicrelerin giderek sekillerini kaybettikleri, 50 pM dozda mikroniikleuslar
olustugu, 100 ve 250 uM dozlarda hiicrelerin pargalandigi goriildii (Sekil 41).
NIH3T3 fibroblastlarinda 10 pM dozda hiicrelerin vakuollii ve mikroniikleuslu,
50 uM dozda mikroniikleus ile beraber hiicrenin fibroblastik 6zelliklerini yitirdigi
ve sekillerinin bozuldugu ve uzantilannin azaldigi, 100 uM dozda hiicrelerde
mikroniikleuslarin arttig1 'd‘ikka'ti gekmektedir. 250 uM dozda hiicrelerir‘lb

sitoplazmalarimin daha flu ve hiicre sinirlarinin belirsiz oldugu goriildii (Sekil 42).

8.3. Berberin Sonuclari

8.3.1. Berberinin MTT Sonuclari
Berberin uygulanan hiicrelerin  MTT oOl¢limleri sonucunda, A549

hiicrelerinde ilk giinden itibaren dordiincii giin de devam eden antiproliferatif bir

etki g6zlenmistir. Dérdiincti giinde 50 mM berberin uygulanmas: ile hiicrelerde
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maksimum etki olarak % 42,2067 + 0,7267 degerine ulasiimustir (Sekil 43). HeLa
hiicrelerinin metabolizmasinda 6zellikle ikinci giin doza bagimli bir azalma
oldugu goézlemlenmistir. Doza bagimli oldugu gozlenen etkinin diger hiicrelerde
elde edilen etkiden daha diisiik oldugu ve ikinci giinden itibaren cevaplarin ayni
paralelde dordiincii giin de devam ettigi goriilmektedir. Maksimum etki olarak
ikinci giin % 61,7117 + 1,9393 degerine ulagildi (Sekil 44). I-IT-29 hiicrelerinin
metabolizmasinda berberin tiim dozlarda azalma ve 6zellikle 25-50 uM dozlarda
dramatik bir azalma go6zlenmistir. HT-29 hiicrelerinde iiglincii giin hiicre
metabolizmas1 Uzerinden elde edilen proliferasyon degerlerinde berberinin
antiproliferatif olarak etki gosterdigi ve ikinci giin masksimum etki olarak hiicre
proliferasyonunun % 7,8383 * 0,08076’ya dustiigii goriildii (Sekil 45). MCF-7
hiicrelerinde berberinin etkisi doza bagimlidir ve 10-50 uM dozda berberin
uygulanan hiicrelerde etki liglincii giin dramatik bir sekilde azalmig, 50 pM dozda
dordiincti glinde devam eden, 0,1 ve 1 uM dozlarda azalan bir etki izlenmigtir
(Sekil 46). NIH3T3 hiicrelerinde ilk giin bir toksisite gézlenmis, diger giinlerde bu
toksisitenin azaldifi ve iigiincii giin disik dozlarda metabolizmanin arttift

gozlenmistir (Sekil 47).

8.3.2. Berberinin NR Sonuclar:

Berberin uygulanan hiicrelerde NR olgiimleri sonucunda, A549
hiicrelerinde doza bagimli bir azalma gozlenmektedir. Ancak bu azalma li¢iincli
giin ancak %70,3467 + 1,6897’ye kadar azalma gostermigtir (Sekil 48). HeLa
hiicrelerinde lizozomal enzimlerde ilk giin doza bagiml: %80 artis gozlenirken,
ikinci giinde 25-50 uM dozlarda %62’ye kadar azalma gézlenmis, daha digiik
dozlarda ise DMSO’ya aykln degerler' elde edilmistic (Sekil 49). HT-29
hiicrelerinde tiim dozlarda berberin, lizozomal enzimlerde doza bagimli, 0,1 ve 1
UM dozlarda disitk etki, 10-50 pM dozlarda oldukca anlamli bir azalma
sergilemistir. Maksimum etki dordiincii giiniin sonunda % 16,6217 = 0,7134
olarak bulunmustur (Sekil 50). MCF-7 hiicrelerinde 0,1 ve 1 uM dozlarda
lizozomal enzimler iizerine berberinin etkisi degiskenlik gosterdi; U¢linci giin
lizozomal enzim miktarlarinda azalma gézlenirken dordiincii giin lizozomal enzim

miktarlarinda artiga sebep oldu. Berberinin 6zellikle 10-50 pM dozlan lizozomal
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enzim miktarin1 doza ve zamana bagli olarak azaltmigtir. Elde edilen maksimum
yant ii¢iincii giin en yliksek doz ile % 17,86 + 0,1149 olarak bulunmustur (Sekil
51). NIH3TS3 hiicrelerinde ise tiim dozlarda lizozomal enzimlerde ilk giin hafif bir
azalma, ikinci giinden itibaren artarak devam eden, DMSO uygulanan grubu
gecen ve _anlamh bir artis gdstermistir. Dordiincii giin alinan maksimum cevap ara

doz olan 10 pM ile % 122,1317 + 3,4515’tir (Sekil 52).

8.3.3. Berberinin Kristal Viyole Sonuclari

Berberin uygulanan hiicrelerin Kristal viyole ile degerlendirilmeleri
sonucunda A549 hiicrelerinde doza ve zamana bagimh ve oldukca anlamli bir
azalma olmustur. Maksimum etki ikinci giin 50 mM dozda % 25,6033 + 1,3726
olarak tespit edildi. Ikinci gnden itibaren berberinin etkisinin azaldifn goriildii
(Sekil 53). HelLa hiicrelerinde sadece 50 uM dozda belirgin bir azalma
gozlenmistir (Sekil 54). HT-29 hiicrelerinde tiim dozlarda ilk giin hafif bir azalma,
ikinci giin artis, iiciincii glinden itibaren olduk¢a anlamli ve doza bagimli bir
inhibitdr etki izlenmistir. Maksimum yanit hiicrelerdeki DNA miktarim %
| 31,6967 + 2,1042’ ye getiren 50 uM berberin uygulanma51 ile alindi (Sekil 55).
MCF-7 hiicrelerinde tiim dozlarda doza bagimli ve dort giin boyunca devam eden
toksisite gozlenmigtir. 50 pM dozda uygulanan berberin ile maksimum yanmt
olarak dordiincii giin % 20,4933 + 0,5217 alind1 (Sekil 56). NIH3T3 hiicrelerinde
DNA miktan ii¢iincii giine kadar DMSO uygulanan gruba gore bir arti§ géstermis,
dordiincii giin etkinin azaldign gozlenmistir. Uciincii giin elde edilen degerlerin
tlimii istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ve elde edilen maksimum deger 50

UM berberin uygulanan grupta % 131,9183 + 1,7036°dir (Sekil 57).

8.3.4. Berberinin Koloni Formasyon Sonuclari

Berberin uygulanan hiicrelerin koloni formasyonlarinda berberinin koloni
olusumunﬁ engelledigi goriildii. A549 hiicrelerinde doza bagimli, HeLa
hiicrelerinde 1 UM dozdan itibaren %50’nin altinda degerler, HT-29 hiicrelerinde
ozellikle 25 ve 50 uM dozlarda oldukga diisiik koloni sayis1 oldugu, MCF-7
hiicrelerinde aise doza bagimli etki oldugu goriildii (Sekil 58).

finadeiu Universitest

112 Wherker Kitiphanesl



8.3.5. Berberinin Akridin Oranj Sonuglar:

Berberin uygulanan hiicrelerin akridin oranj ile buyanmas: sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiilerden, A549 hiicrelerinde ilk dozdan
itibaren RNA sentesinin durdugu, 0.1 pM dozda uygulanan berberinde
mikroniikleuslerin gozlendigi, 1 ve 10 uM dozlarda hiicre ¢ekirdeklerinin pargali
hal aldigi, 25 ve 50 pM dozlarda ise hiicrelerin 6lume gittigi tespit edilmigtir
(Sekil 59). HeLa hiicrelerinde ilk dozdan itibaren apoptotik oldugu diisiiniilen
(ktigtilmiig, kenarlari kabarcikli (blebing)) hiicre goriintiilerine rastlandi. Tim
dozlarda mikroniikleus, vakuollenme, DNA fragmentasyonu, parcali ¢ekirdek
goriintiileri tespit edildi (Sekil 60). HT-29 hiicrelerinde daha ikinci dozda
hiicrelerin canliliklarimi yitirdigi gozlendi ($ekii 61). MCF-7 hiicrelerinde de ilk
dozdan itibaren RNA sentezinin azaldifi, {i¢lincli dozda hiicrelerin kotiilegtigi ve
yliksek dozlarda hiicrelerin tamamen parcalandig1 goriildii (Sekil 62). Berberinin
NIH3T3 fibroblastlan {izerine toksik etkilerine 10 uM dozdan itibaren bagladig
ve yiiksek dozda hiicrelerin vakuollii hal aldiklar gozlenmektedir (Sekil 63).

113



9. TARTISMA
9.1. Paklitaksel

Calismalarimizda standart olarak kullandigimiz paklitakselin test ettigimiz
hiicreler ile degisik dozlarda yapilmis ¢aligmalar vardir. A549 hiicrelerinde
uyguladigimz testlerde elde edilen verilerde paklitakselin kiiglik hiicreli olmayan
akciger kanseri iizerine olan etkisinde 50 nM dozun iizerindeki dozlarda yakin
cevaplanin alindifim gozlemledik. Elde ettigimiz bu sonuglar daha 6nce de
yapilan bir ¢aligmada izlendigi ve yiiksek doz yerine diisiik dozda paklitakselin
yinelenen dozlarla verilmesinin daha yararli olacagimi savunduklarini tespit ettik ,
aym ¢alismada bu etkinin apoptotik etki oldugu da savunulmaktadir (Das ve ark.,
2001). A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde paklitakselin
0.5-10 nM dozlan sitotoksik etki i¢in yeterli goriildii ve bu dozlarda NIH3T3
fibroblastlar tizerine de sitotoksik etkileri az olacagindan daha spesifik bir terapi
olanag: saglayacaktir. Lizozomal enzimler 6zellikle katepsinler ve niikleazlar gibi
hidrolitik lizozomal enzimlerin apoptozda énemli rol oynadiklar1 bilinmektedir,
paklitakselin de apoptotik etkileri oldugu bilinmektedir, A549 hiicrelerinde;_
lizozomal enzim mjktarlénnm artmast apoptosis ile iligkilendirilebilir (Akay,
1996; Brunk, 1998). A549 hiicrelerinde paklitakselin kristal viyole sonugclarinda
2. giinde DNA miktarinda gozlenen artig kromatin miktarinda meydana gelen bir
artiga baglt olabilir ve bu bir calismada paklitakselin apoptotik etkisinden
kaynaklanan bir etki seklinde yorumlanabilir (Pucci ve ark.1999). Ayrica akridin
oranj ile boyama sonuclarindan elde ettigimiz goriintiilerde tiim hiicrelerde
niikleuslanin  pargalanmast ile baglayan apoptotik hiicre goriintiilerine
rastlanmustir.

Paklitakselin HeLa serviks adenokarsinomu hiicrelerinde tim dozlarda
doza ve zamana bagh bir toksisite gostermistir. HeLa hiicrelerinde paklitakseli
genotoksik ve mikrotiibiiller iizerine stabilizan etkileri farkli deneylerle daha dnce
gosterilmistir. Ancak dozlar farkli ve siire kisa tutulmus ve takip dort giin
siirdiirilmemistir (Preisler ve Ark, 2001, Abal ve Ark. 1999). Bizim de
caligmalannmizda  buldugumuz  bulgular bu  c¢alismalar  tarafindan
desteklenmektedir, ancak bulgularimizda paklitakselin HeLa hiicrelerinde daha

genis bir doz aralifinda etkili oldugunu ve bu hiicreler igin paklitakselin terapotik
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penceresinin daha genis oldugunu soyleyebiliriz. HeLa hiicrelerinde de A549
hiicrelerinde oldugu gibi lizozomal enzim artislari gdzlenmektedir, bu da yine
apoptoz belirtisi olarak yorumlanabilir, ancak enzimlerin tiplerini belirlemeye
yonelik spesifik testler uygulanmas: gerekmektedir. Ozellikle 5-50 nM dozlarda
MTT, CV ve koloni formasyon testleri ile sitotoksik etkiler elde edilmigtir, bu
dozlar ile elde edilen etkiler AO ile gekilen fotograflarda da gézlenmektedir (Sekil
18). HeLa hiicreleri izerine paklitakselin etkisi daha énce over kanserleri iizerine
yapilan bir ¢aligma ile desteklenmektedir ve yapilmus olan bu ¢alismada
paklitaksel kombinasyonlart onerilmektedir (Runowicz ve ark., 1993). Hela
hiicreleri ve MCF-7 hiicreleri ile yapilan c¢esitli caligmalarda paklitakselin
apoptotik etkileri, DNA fragmentasyonu, genotoksisitesi, tiibiilin polimerizasyonu
gibi parametrelere bakilmig ve bunlardan paklitakselin etki mekanizmasina ait
veriler elde edilmigtir. (Olah ve ark., 1996; Razandi ve ark., 2000; Huang ve ark.,
1997; Charles ve ark. 2001; Nicholson ve ark., 1997; Saunders ve ark., 1997;
Cocconi ve ark., 2000).

Paklitaksel HT-29 hucrelennde dort gun boyunca siiren bir etki
gostermlstlr ayrica Paklitakselin HT-29 hucrelen iizerine gozledlglmlz sitotoksik
etkilerinin daha 6nce kansertz kolon hiicreleri ile elde edilen verilerle paralellik
gosterdigini saptadik (Sheppard ve ark.,, 1999).Paklitaksel HT-29 kolon
adenokarsinomu hiicrelerinde 1 ve 5 nM dozlarda dordiincii giin de devam eden
bir sitotoksisite gosterdi. 10-100 nM dozlarda paklitakselin DNA iizerine
gosterdigi etkilerin ¢ok yakin oldugu goriildii. 1-10 nM dozlarda paklitakselin
NIH3TS3 hiicreleri lizerine olan etkisinin HT-29 hiicreleri {izerine olan etkilerinden
cok daha dusiik oldugundan hareketle paklitakselin kolon kanserlerine kars: da
kombinasyonlar iginde diisiik dozlarda kullammuimin terapdtik agidan elverisli
olacag1 sOylenebilir. Daha once paklitaksel ile'yapllan bir bagka calismada da
paklitakselin kolon kanserinde diisiik dozlarda ve wuzun siireli olarak
kullanilabilecegi savunulmugtur (Taylor ve Ark., 1999).

Paklitakselin MCF-7 meme adenokarsinomu hiicreleri {izerine
uygulanmas: ile de yine disiik dozlarda etki oldugu ve doz arttirilsa da daha
yiiksek bir terapotik etki alinamayacagi gozlendi. Saunders ve arkadaglan

tarafindan yapilan bir caligmada da paklitakselin MCF-7 hiicreleri Uzerine
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apoptotik etkilerini diigiik dozlarda gosterdigi rapor edilmistir ( Saunders ve Ark.
1997). Bizim de caligmalarimizda elde ettiimiz bulgular bunu desteklemektedir
ve diisiik doz paklitaksel uygulanmasina oranla yiiksek doz paklitaksel uygulanan
hiicrelerde doza bagimli olarak daha iyi cevaplar alinmadi81, bu sebeple daha az
toksisitenin gdzlenecegi diisiik dozun yinelenerek verilmesi 6nerilebilir.

Paklitaksel kanser hiicreleri lizerine sitotoksik eﬂd géstefdigi 1-10nM
dozlarinda akridin oranj ile boyama sonucunda gekilen fotograflarda NIH3T3
hiicrelerinde digerler hiicrelerde gorillene oranla daha az sitotoksisite
gozlenmektedir (Sekil 21). Paklitakselin etki siiresi NIH 3T3 hiicrelerinde de
diger hiicrelerle benzerlik gostererek dort giin boyunca siiren bir etki olmasina
ragmen kullandigimiz tiim kanser tiplerinden daha diisiik bulundugundan bu
kanser tiplerinde paklitakselin 6zellikle 5 ve 10 nM in vitro dozlan antikanser etki
i¢in elverigli bulunmustur. NIH3T3 hiicrelerinde paklitakselin gézlenen sitotoksik
etkileri daha 6nce yapilmig olan bir calisma ile de desteklenmektedir.

Sonug olarak paklitaksel sonuglarimiz literatiir ile paralellik gostermekle
beraber, genis doz araliginda, ayn1 kosullarda, birden fazla kanser tiiriiniin, dort
glin siire ile ¢ok sayida parametre ile degerlendiﬁldigi géi Oniine ‘ah'ndlgmda '
farkli bir ¢alisma oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica elde ettigimiz veriler
kemoterapotik ajanlarin terapotik pencerelerinin  dar oldugu gergegi ile de
bagdasmaktadir ve tek doz uygulamak yerine yinelenen diisiik doz uygulanmasi

ile daha selektif ve basarili terapiler elde edilecegini savunmaktay1z.

9.2. Kersetin

Fitoostrojen olarak bilinen ve yenebilir sebze ve meyvalanin ¢ogunda
bulunan kerse_tin, A549 hﬁcrélerind¢ %50 ciVarmda maksimum etkinlik
gostermistir, lizozomal enzimlerde ikinci giin gdzlenen artis paklitakselde oldugu
seklinde yorumlanabilirr MTT, NR ve CV sonuglarindan kersetinin A549
hiicrelerinde kisa etkili oldugu goriilmiistiir.

Kersetin uygulanan HeLa hiicrelerinde MTT, NR, CV ve koloniformasyon
testlerinde belirgin ve doza bagimli sitotoksik etkiler gézlenmistir. AO boyamasi
ile elde edilen gortintillerde Hela hiicrelerinde kersetinin tim dozlarinda

sitotoksik etkiler gozlenmektedir (Sekil 39). Ozellikle 1-10 uM Kersetin
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uygulanan hiicrelerde hiicrelerin kiigiildiigii, tizeri dozlarda ise hiicrelerin
sekillerini kaybederek oldiikleri gézlenmektedir.

HT-29 hiicrelerinde kersetinin etkisi ancak yiiksek dozlarda 6zellikle 250
UM dozda gozlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde kersetin ile en iyi cevaplar alinmistir.Uyguladigimiz
tim testlerde kersetin MCF-7 hiicrelerinde doza ve zamana bagimli etkiler
gostermistir, AO boyama sonuglarinda mikroniikleus bulgularina rastlanmaktadir
ve bu bulgulanimiz daha Once yapilan ¢aligmalar ile de desteklenmektedir (da
Silva ve ark. 2002).

NIH 3T3 hiicrelerinde 50 uM dozun iizerindeki dozlarda kersetin AO
goriintiilerinde hiicrelerin uzantilann1 kaybettigi ve mikroniikleuslar icerdigi
goriilmektedir (Sekil 42).

Calismalanimizda kersetin 6zellikle HelLa ve MCF-7 kanserleri iizerine
etkili bulunmus ve bu etkisinin Ostrojene bagimli caligmayan hiicrelerde
etkilerinin az olmas: sebebi ile dstrojene bagimli oldugu samilmaktadir. Ancak
Ostrojenik karakterde olan bu maddenin MCF-7 ve HeLa hiicrelerinde
antivstrojenik dzellikler gostermesi, meme ve rahim kanserlerinde kullanilmasinin
miimkiin olabilecegini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada kersetinin de iginde
bulundugu bir grup fitodstrojenin aromataz inhibitérii olabilecegini ve bu sebeple
soya ile beslenmenin 6nemini vurgulanmaktadir (Krazeisen ve ark., 2001). Elde
edilen bu veriler bizim elde ettigimiz bulgulan desteklemektedir.
Caligsmalarimizda tespit ettigimiz apoptotik goriintiilerin de dogrulugu pankreas
kanserleri ile yapilan bir calisma ile desteklenmektedir (Mouria ve ark.,
2002).Yapilan bir ¢alismada kersetinin anti ostrojenik etkisinin MCF-7 ve Hela
hiicrelerinde 6strojen reseptorlerin m-RNA’larinin down-regulasyonuna bagimli
olarak gosterdikleri saptanmustir (Maggiolini ve ark., 2001). Bu da kersetinin
Ostrojen pozitif hiicrelerde gosterdigi etkileri agiklamakta ve bulgularimizi

desteklemektedir.
9.3. Berberin

Berberin igeren bitkiler ¢in tibbinda ylizyillardir bilinip kullanilmasina

ragmen batimin ilgisini ancak son yillarda ¢ekebilmis ve berberin bilimsel
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aragtirmalarda yeni yeni yer almaktadir. Yaptigimz bu ¢alisma berberin ile
bugiine kadar yapilan en kapsamh ¢alismadir. Genelde berberin iceren bitkiler
aragtirtlmis ya da berberinin sadece bir tek hiicrede az sayida yontem ile
antikanser etkileri oldugu bildirilmistir.

Berberinin A549 hiicrelerinde sitotoksik etkileri ozellikle CV ve AO
sonuglarinda doza bagimli olarak goriilmektedir. Ancak bu degerlerin diger
kanser tipleri ile karsilastinldiginda diisiik degerler oldugu, ancak NIH3T3
hiicrelerinde gozlenen ¢ok diisiik toksisite ile kargilagtinildifinda yine de kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde kullanilabilir oldugu sdylenebilir, bu
bulgular daha 6nce yapilan galigmalar ile de desteklenmektedir (Mitani ve Ark.,
2001). |

Berberin HeLa hiicrelerinde uygulanmasi ile AO boyamada hiicrelerin
daha ilk dozdan itibaren sekillerini kaybettigi, hiicre ¢cekirdeklerinin par¢alanmaya
bagladig1, mikroniikleuslarin varlig1 ve vakuoller gozlenmektedir, diger yontemler
ile elde edilen sonuglarimiz yapilan bir ¢aligma ile de desteklenmektedir (Orfial ve
Ark., 2000).

HT-29 hiicrelerinde berberin tim dozlarda doza baglrhh ve oldukea etkili
sitotoksik yanitlar olusturmaktadir, bu etkiler uygulanan tiim testlerde
goriilmektedir. HT-29 hiicrelerinde MTT uygulamast ile {igiincii giin %7.8, NR ile
%16,62, CV ile %31.7 gibi degerlere diistiigii ve koloni formasyonu ve AO
boyamasi ile de doza bagl;nh sitotoksik etkiler elde edildigi gozlenmektedir. Elde
edilen bu veriler ile berberinin kolon kanserinde kullanilma potansiyelinin yiiksek
oldugu, ancak bunu gostermek icin calismalarin in vivo testler ile de
desteklenmesi gerekmektedir (Colombo ve Ark.).

MCF-7 hiicrelerinde berberin HT-29 hiicrelerinde gozlenen sitotoksisiyeye
esdeger yanitlar olusturmustur. Elde edilen verilerde berberinin 6zellikle iigiincii
giin maksimum etkiye ulastii ve dordiincti giin etkisini kaybetmeye bagladig
goriilmektedir, doza bagimli olmasi ile de ila¢ olma potansiyeli tagidigini
sOylemek miimkiindiir. MCF-7 hiicrelerinde berberinin sitotoksisitesine dair

literatiirde bir veri tespit edilememigtir.
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NIH3T3 hiicreleri {izerine berberin tiim testlerde ¢ok diisiik toksisite
gostermektedir. Bu bulgular berberinin glivenle kullanilabilecek bir ilag
olabilecegi hakkinda bir basamak tegkil etmektedir.

Elde ettigimiz verilerde berberinin doza bagimli etkilerinin 6zellikle HT-
29 ve MCF-7 hiicreleri tizerinde yiiksek oldugu, bu tip kanserlerin tedavisinde ilag
olarak Onerilebilecegini savunmaktayiz. Ayrica NIH3T3 fibroblastlar1 tizerine
sitotoksik etkilerinin de yok denecek kadar az olmasi, bu maddenin degerini
arttirmaktadir. HT-29 hiicrelerinde g6zledigimiz etki kolon kanserleri ile yapilan
bir caligma ile desteklenmektedir (Fukuda ve ark., 1999). Bu madde ile yapilmig
heniiz yeterli sayida makale bulunmadifindan elde ettiimiz veriler 6nem

tagimaktadir.
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EX 1:

BESIYERLERI, KATKI MADDELERI VE TAMPON
COZELTILER
DMEM (Dulbecco’s Modification of Eaglas Medium)

Bu soliisyon asagida kodu verilen toz DMEM sigesi lizerinde verilen bilgiler
dogrultusunda hazirlanmgtir.

11t -1X veya 100ml —10X soliisyon hazirlamak i¢in:

DMEM (toz) 1342 ¢
Steril distile su 100ml veya 1 1t
HAZIRLANISI:

Steril olan toz steril kabinde daha once daras: alinmuig kapakli bir steril siseye
konur. Kapali olarak steril kabinin digina alinarak tartilir. Gerekli miktar suyun

. %90’1 steril kabinde ilave edilerek karnistirilir ve hacim tamamlanir.

STERILIZASYONU:
Steril olarak hazirlanmayan solisyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum
veya basing uygulayarak 0.22 pm por capl filtreden gecirilerek sterilize edilir

(enjektor ucu filtresi de kullanilabilir).

SAKLAMA SARTLARI:

Tozu ve soliisyonu buzdolabinda saklanur.
PH:72-74

RAF OMRU: 36 ay

NOT:

Rengi sartya yakin turuncu... DMEM Sigma D 5648 kullaniliyor. Bu medyumun
ozellikleri; sodyum bikarbonatsiz, 4500 mg/lt D-glukozlu, 2mM L-glutaminli,
0.005mg/1t fenol-red’li olmasidir.
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%10 FCS (FETAL CALF SERUMLU DMEM)
HeLa ve NIH3T3 Hiicreleri icin;

100 ml %10 serumiu medyum hazirlamak i¢in;

10X DMEM sol. ‘ 10ml
% 9.2 Sodyum bikarbonat 4 ml
Penisilin- Streptomisin sol. %1

Fetal Calf Serum ‘ 10ml
Steril distile su 75ml

HAZIRLANISI:Steril kabinde steril pipet yardimi ile steril siselere hazirlanir.
Soliisyonun pH’s1 IN HCI ve 1N NaOH ile ayarlanir.

STERILIZASYONU:

Steril hazirlanir. Soliisyonlarin her biri steril olmalidir.

SAKLAMA SARTLARI:

Buzdolabinda saklanir. Uzun siire saklanacaksa derin dondurucu’da tutulmalidur. -
Miimkiin oldugunca taze hazirlanip kullanilmalidir. |
RAF OMRU: 3 ay

PH:72-74

NOT: Primer kiiltirlerde %20 serum iceren medyum kullanilabilir. Diistik
konsantfasyonlu medyumlarda(%1, %5, %7.5) su miktann yeniden
hesaplanmalidir. DMEM L-glutaminsiz ise ayrica 2mM L-glutamin ilave
edilmelidir.

KULLANILAN MADDELER:

DMEM Sigma D 5648 ‘

Fetal Calf Serum Biological Industries 04-121-1A veya Sigma F 2442, F 9665, F
4135, F3018

Heat inactive degilse 56 °C’de l1saat inaktif edilmelidir. Penisilin-streptomisin
soliisyonu Biological Industries 03-031-1B veya Sigma P 0781, P 4333, L-
glutamin kullaniliyorsa Sigma G 7513’ten %! oraninda kullanilir (Anonim,
ATCC, 2002) .

DMEM- F 12 MEDIUM
AS549 Hiicreleri icin;
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100ml igin:

10X DMEM 5ml

10X F 12 Ham Nutrient Sml

Penisilin -streptomisin sol. Iml

Amfoterisin B sol. Iml

Fetal Calf Serum 10ml

%9.2 NaHCO 5.225ml

Steril distile su 73ml
STERILIZASYONU:

Steril olarak hazirlanmadiysa membran filtre ile steril edilir.
SAKLAMA SARTLARI:

Formiilde bulunan maddeler ayri ayn derin dondurucuda, hazirlanan medyum
buzdolabinda saklanir.

RAF OMRU:

Hazirlaninca 6ay iginde kullanilmalidir.

PH=7-2-73

NOT:

Hiicrelerin durumlarina gore C6 glioma cell line hiicrelerde FCS %5 veya %2.5°e
dustiriilebilir. Medyum olarak direkt DMEM nutrient F-12 HAM alinabilir
(Anonim, ATCC, 2002).

KULLANILAN MADDELER:

DMEM: Sigma D 5648

F-12 HAM: Sigma N 6760

Penisilin- streptomisin sol.: Sigma P 0781’den hazirlanmustir.

Fetal Calf Serum: Sigma F 3018
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10X MEM Eagle Besiyeri (Minimal Essential Medium Eagla)
Bu soliisyon asagida kodu verilen toz MEM sisesi lizerinde verilen bilgiler

dogrultusunda hazirlanmugtir.

100ml —~10X soliisyon hazirlamak igin:

MEM Eagle Besiyeri (toz) 1 Itigin
Steril distile su 100ml
HAZIRLANISI:

Hazir olarak alinmus toz besiyeri steril kabinde, steril kaba konur. Steril su ilave
edilerek hacim tamamlanir. Tam hacim ve steriliteden emin olunmak isteniyorsa
bir meziir icine konulan toz besiyeri manyetik karistirict ile suyun % 90’min

ilavesi ile hazirlanir. Hacim 100 m!’e tamamlanir.

STERILiZASYONU:
Steril olarak hazirlanmayan soliisyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum
veya basing uygulayarak 0.22um por ¢aph filtreden gecirilerek sterilize edilir

(enjektor ucu filtresi de kullanilabilir).

SAKLAMA SARTLARI:

Tozu ve soliisyonu buzdolabinda saklanir.

PH:7.2-74
RAF OMRU: 36 ay
NOT:

Rengi sartya yakin turuncu... DMEM Sigma D 5648 kullaniliyor. Bu medyumun
ozellikleri; sodyum bikarbonatsiz, 4500 mg/lt D-glukozlu, 2mM L-glutaminli,
0.005mg/1t fenol-red’li olmasidir.

Anadeiu Universitesi
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MEM-Vit. BESIYERI

HT-29 Hiicreleri icin:

100 ml igin;

10X MEM Eagle besiyeri 10 ml
FCS 10 ml
100X MEM vitamin solisyonu 2ml
Non-esansiyel amino asit sol. 1 ml
%7,5 Sodyum bikarbonat soliisyonu 2.9 ml

(Anonim, ATCC, 2002)

HAZIRILANISI: Kullanilan biitiin soliisyonlar daha 6nce steril olarak
hazirlandigs i¢in, steril kabinde steril malzeme kullanilarak steril siseye hazirlanir.
STERILIZASYONU:

Steril olarak hazirlanmayan soliisyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum
veya bas_mg uygulayarak 0.22um por capl filtreden gegirilerek sterilize edilir
(enjektor ucu filtresi de kullanilabilir).

SAKLAMA SARTLARI:

Buzdolabinda saklanir.

PH:72-74

RAF OMRU: 3 ay

NOT: Uzun siire bekletildiginde aktivitesini kaybettigi icin taze hazirlanip

kullanilmali.
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MEM-Insiilin BESIYERI
MCF-7 Hiicreleri icin:

100 ml igin;
10X MEM Eagle Besiyeri (Earle's BSS) 10 ml
100X L-glutamine (2 mM) 1 ml

7.5 gr/ml Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi 2 ml

100X Non-esansiyel amino asit ¢ozeltisi 1 ml

100 mM Sodium piriivat ¢ozeltisi 1 ml
1 mg/ml Bovine insiilin 1 ml
FCS 10 ml
Steril Bidistile su 74 ml

(Anonim, ATCC, 2002)

HAZIRLANISI: Kullanilan biitiin soliisyonlar daha dnce steril olarak
hazirlandig: i§in, steril kabinde steril malzeme kullanilarak steril siseye hazirlanir.
 STERILIZASYONU:

Steril olarak hazirlanmayan soliisyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum
veya basing uygulayarak 0.22um por ¢apl filtreden gegirilerek sterilize edilir
(enjektor ucu filtresi de kullanilabilir).

SAKLAMA SARTLARI:

Buzdolabinda saklanir.

PH:7.2-74

RAF OMRU: 1 ay

NOT: Igindeki insiilinin aktivitesi azalacag: icin uzun siire bekletilen besiyeri

kullanilmamalidir.
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100X L-GLUTAMIN SOLUSYONU
Hazir soliisyon tizerinde verilen degerlere gore hazirlanmus, sterilizasyon ve diger
sartlar laboratuarimizda modifiye edilmistir.
100 ml 100X icin;

L-glutamin (toz) 2.922¢g
Steril distile su km 100ml
STERILiZASYONU:

Steril olarak hazirlanir. Toz steril degilse 0.22um por ¢apli membran filtreden
stiziilerek sterilize edilir.

SAKLAMA SARTLARI:

Soliisyon derin dondurucu’da saklanir.

RAF OMRU:

Soliisyon 18 ay , toz 36 ay

NOT: L-glutaminin mol agirlig1:146.1g., 29.22 mg/ml olarak 200mM hazirlanir
ve %1 olarak medyuma ilave edilir. | |

Tozdan hazirlamak yerine hazir soliisyon da kullanilabilir.

KULLANILAN MADDELER:

Toz L-glutamin Sigma G5763

200mM L-glutamin soliisyonu Sigma G 7513
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PENISILIN-STREPTOMISIN SOLUSYONU

100ml soliisyon igin:

Penisilin ~ (toz) =~ 1.000.000 U
Streptomisin (toz) 1.000 mg
%0.9 NaCl ¢oz. 100 ml
STERILiZASYONU:

Steril olarak hazirlanir veya 0.22 pm por ¢apli membran filtreden siiziilerek
sterilize edilir.

SAKLAMA SARTLARI:

Derin dondurucu’da -20°C’de saklanir. Uzun siire saklanacaksa —80°C tercih
edilmelidir.

RAF OMRU:

12 ay

NOT:

Soliisyon 50X olarak da hazirlanabilir ve medyuma %2 ilave edilebilir.

Bu soliisyon kiiltiirii 3 giin siire ile korur.

Bu soliisyon liyofilize antibiyotiklerle (ilag) hazirlandifinda hafif bulamk
goriiniiglii olmaktadir.

Antibiyotik soliisyonu fungusidli hazirlanacaksa: Penisilin 10.000 U/ml,
Streptomisin 10.000 pg/ml ve Amfoterisin B 25pg/ml olacak sekilde serum

fizyolojik icinde ¢oziindiiriilerek hazirlanir.
Bu soliisyon hazir olarak alindifinda: Biological Industries 03-031-1B veya

Sigma P 0781, P 4333 kullanilabilir. Hazir bulunmadig1 takdirde hiicre kiiltiirii

katologlarinda verilen degerlere gore yukaridaki sekilde hazirlanabilir.
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10X TRIPSIN-EDTA

100 ml hazirlamak i¢in:

Tripsin (Toz) 500mg
EDTA (toz) 1,86 g
Sodyum kloriir (toz) 900mg
Distile su 100ml
HAZIRLANISI:

Once sodyum kloriirii suyun %90’1nda ¢ozerek serum fizyolojik hazirlanir. Sonra
tripsin ve EDTA ilave edilir. Manyetik karistiric1 tlizerinde berraklasana ka{dar
NaOH ilave edilir. 100ml’ye tamamlanur.

STERILiZASYONU:

0.22 pum por ¢aplt membran filtre ile steril edilir.

SAKLAMA SARTLARI:

Derin dondurucu’da —-80° C'de saklanr.

RAF OMRU: 18 ay .

PH: 8

NOT: Enzim aktivitesi diisiik tripsin olmamalidir. Miimkiinse hazir 10X tripsin-
EDTA soliisyonu kullamlmalidir. EDTA’siz tripsin soliisyonu kullaniliyorsa
300mM EDTA soliisyonu 1X tripsin sollisyonu hazirlanirken ilave edilir. Tripsin
soliisyonu kalsiyumsuz ve magnezyumsuz olmali. '

KULLANILAN MADDELER:

Toz tripsin Sigma T 2271

EDTA Merck

Hazir kullanilacaksa

10X Tripsin-EDTA Sigma T 4174

10X Tripsin soliisyonu Sigma T4549 veya Biological Industries 03-046-1B

Hazir bulunmadig: takdirde hiicre kiiltiirii katologlarinda verilen degerlere gore

yukaridaki sekilde hazirlanabilir.
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1X TRIPSIN SOLUSYONU

100 ml i¢in:

10X Puck’s Saline A (PSA) 10ml
%5 Sodyum bikarbonat 0.7ml
10X Tripsin-EDTA 10ml
Steril Distile Su 79.3ml
HAZIRLANISI:

Steril kabinde steril malzeme ile hazirlanir. Sterilizasyonu i¢in membran filtre
kullanilir.

SAKLAMA SARTLARI:
Derin dondurucu’da -20°C’de saklamir. Uzun siire saklanacaksa -80°C’de

muhafaza edilir.
RAF OMRU: 18 ay
PH: 7.2

NOT:
10X Tripsin ¢ozeltisi EDTA’s1z ise 0.33 ml 300 mM EDTA formiile ilave edilir.

(Freshney, 1994)

STOK SOLUSYONLARI:

1. 10X Tripsin-EDTA soliisyonu Sigma T 4174
2. %5 NaHCO3 Cozeltisi (oda 1sisinda saklanir.)
3. 300mM EDTA (10X tripspinde yoksa)

4. 10X Puck’s Saline A ¢ozeltisi
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10X PUCK’S SALINE A (PSA) TAMPON COZELTiSi

100 ml i¢in:

Potasyum Klorlir  (4g/lt) 04g
Sodyum klortir (80g/1t) | 8¢g
Sodyum bikarbonat (3.5g/1t) 035¢g
D-glukoz (10g/1t) lg
Fenol-red (0.05g/1t) 0.005 g
Bidistile su 100 ml
(Anonim, Gibco, 1998-99).
HAZIRLANISI:

Oda 1si1sinda tim maddeler tartilarak 90 ml su icinde ¢oziindiiriiliir, 100 ml’ye
tamamlanir.

STERILIZASYONU:

Steril kabinde steril malzeme kullanilarak membran filtre ile yapilir.

SAKLAMA SARTLARI:

Oda 1s1s1nda veya buzdolabinda saklanir.

RAF OMRU: 24 ay

PH: 7.2+0.2

NOT:

Fenol-red Sigma P 0290 soliisyon olarak kullamilabilir. %1 ilave edilir. Tripsin

igin kullanilan tampon ¢ozeltiler kalsiyum ve magnezyum icermemelidirler.
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300 mM EDTA (ETILENDIAMINTETRAASETIK ASIiT) SOLUSYONU

100 ml i¢in:

EDTA disodyum (toz) 11.166¢g
Bidistile su 100 ml
Sodyum hidroksit ~1.2g pH=8

(veya IN Sodyum hidroksit)

HAZIRLANISI:

90 ml su icinde EDTA c¢oziindiiriilir. Manyetik karistirici tizerinde soliisyon
berrak hal alana kadar NaOH taneleri tek tek atilir. PH=8 oldugunda soliisyon
berraklasir. 100 ml’ye tamamlanur.

STERILIZASYONU:

Siki kapali ve 1s1ya dayanikli cam sisede 121 °C’de 1.1 atm. basingta 30 dak’da
yapilir. '

SAKLLAMA SARTLARI

Oda 1s1sinda + 20 °C’de saklanr.

RAF OMRU: 24 ay

PH: 8

NOT:

Etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu kullanilir. Anhidr ¢dziinmez. PH=8
disinda EDTA yeterince ¢oziinmedigi i¢in bulaniktir.

EDTA’nin formilu: CyoH;4 N; Na, Og. 2H,0

Mol agirllgu 3722¢g
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YIKAMA COZELTISI
10x PBS (FOSFAT TAMPON COZELTiSi- PHOSPHATE BUFFER

SALINE )
10X 1 It i¢in:
Sodyum kloriir (NaCl) 80g
Potasyum kloriir (KCD 2g
Potasyum bifosfat (KH,PO,) 2g
Sodyum bifosfat (Na,HPO,) 114g
Bidistile su 1000ml
(Korkmaz, 1996; Kruse ve Patterson, 1973)

HAZIRLANISI:

Maddeler tartilarak 900 ml suda ¢6ziindiiriiliir. 11’ye tamamlanarak pH ayarlanir.
STERILIZASYONU:

Stki kapali ve 1siya dayanikli cam sisede 121 °C’de 1.latm. basingta 30 dak’da
yaplilr.

SAKLAMA SARTLARI:

Oda 1s1s1nda saklamr.

RAF OMRU: 24 ay

PH=73

NOT:

Kullanilacag: zaman steril kabinde agilir ve 100ml i¢in 10ml alinarak 90ml steril
distile su ile 100ml’ye tamamlanir.

Primer kiiltiir yapilirken: doku % 1-2 ml penisilin-streptomisin soliisyonu ilaveli
PBS icinde 5-10 dakika bekletildikten sonra izolasyon islemi uygulamr.

1X PBS igindeki madde konsantrasyonlari: NaCl = 137mM, KCl = 2.7mM,
KH,PO; = 1.5mM, Na,HPO, = 8mM.
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1X HBSS (HANK’S BALANCED SALT SOLUTION)

11t 1X igin;

CaCl, 0.14g *
KCl 0.40¢g
KH,PO4 0.06g
MgSQO, . TH,0O 0.10g
MgCl,. 6H,0 0.10g
NaCl 8.00g
NaHCO; 0.35¢g
Na,HPO, 0.09g
D-Glukoz 1.00g *
Phenol-red 0.01g
Distile su 985ml ‘ye tamamlanir.
(Anonim, Gibco, 1998-1999)
HAZIRLANISI:

* CaCl, ve D-glukoz direkt formiile ilave edilmez. kalsiyum Kloriiriin %1.4°litk
ve D-glukozun %20’lik ¢ozeltileri ayn ayri hazirlanr, kullanilacag: zaman 100 ml
icin: HBSS 98.5ml, D-glukoz ¢6zeltisi Sml ve CaCl, ¢ozeltisi 10ml ilave edilir.
Soliisyonlar karistinldig1 zaman 24 saat iginde kullanilmalidir.

KULLANILISI: Hiicreler PBS i¢inde uzun siire bekletilemez. Doku alinmasinda,
hiicrelerin serumsuz bekletilmesinde alternatif olarak kullanilir. Tripan mavisi -
diskalifikasyonu ydnteminde hiicreler icin serumsuz besiyerine alternatif vasat
olarak kullanilabilir.

STERILIZASYONU:

%20 D-glukoz, %1.4 CaCl, ve HBSS soliisyonlarinin her biri siki kapali ve is1ya
dayanikli cam sisede 121 °C’de 1.1atm. basingta 30 dak’da steril edilir.
SAKLAMA SARTLARI:

Buzdolabinda saklanir.

RAF OMRU: Soliisyonlar ayn ayr: 24 ay saklanabilir. Soliisyonlar birlestirildigi
zaman HBSS 24 saat icinde kullanilmalidir. |

pH=72

NOT: D-glukoz %20’nin altinda otoklava verilirse karamelize olur.

Anadolu Universitesi
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IN HIDROKLORIK ASIT HAZIRLANMASI

1000ml igin 100ml i¢in
%37’1ik HCl 82.80ml 8.28ml
Distile su 917.2ml 91.72ml

HESAPLANMASI VE HAZIRLANISI:
Litredeki ekivalen gram sayisi = 36.46/1
Konsantre HCI ¢ozeltisi %37 liktir.

H=1g

Cl=3546¢g

100g da 37g HCI varsa
X gda 36.46 g vardir

X =98.54g’da 36.46g HCl vardur.

Dansitesi:
d = 1.19 =98.54/V ise V = 82.80 ml %37’lik HC] alindiginda 11t i¢in IN ‘i

verecek miktar bulunur.

STERILIZASYONU:

0.22pm por ¢apli membran filtreden stiziiliir.

SAKLAMA SARTLARI

Buzdolabinda saklanir.

NOT: Besiyerinin baza kayan pH’sin1 ayarlamak icin kullanilir.

RAF OMRU:
24 ay
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IN SODYUM HiDROKSIT HAZIRLANMASI

Na = 23g
O =16g
H=1g

Ekivalen gram sayis1 = 40/1g
NaOH 4g
Distile su 100ml

HAZIRLANISI:

4g sodyum hidroksit 40-50ml suda iyice ¢oziindiiriiliir. Distile su ile 100m!l’ye
tamamlanir.

STERILIZASYONU:

Membran filtreden siiziiltir.

__SAKLAMA SARTLARI:

Buzdolabinda saklanir.

NOT: Besiyerinin aside kayan pH’larin1 ayarlamak igin kullanilir.
RAF OMRU: 24 ay
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EK 2.
YONTEMLERDE KULLANILAN SOLUSYON VE BOYA FORMULLERI

TRIPAN MA VISi: Hazir olarak alinan %0.4 ‘liik ¢ozeltisi kullamld:.

MTT STOK COZELTISIi: 500 mg MTT toz 100 ml PBS ic¢inde ¢oziindiiriiliip,
membran filtrer ile steril edildi ve 1s1k gecirmeyen sigelere konuldu. Derin

dondurucuda raf 6mrii 6 aydir (Mosmann, 1983).

MTT CALISMA COZELTISi: 1 kissm stok cozeltisi + 9 kisim besiyeri
(Mosmann, 1983).

KRISTAL VIYOLE CALISMA COZELTISI: 500 mg toz kristal viyole + 26
ml absolii alkol + 74 ml distile su (%0.5’lik hazirland1) (Yamamoto ve ark., 2000;
Xie ve ark., 1999).

0.1 KRISTAL VIiYOLE OKUMA SOLUSYONU: 0.1 m sodyum sitrét
cozeltisi: 2.941 gr sodyum sitrat + 100 ml distile su (Xie ve ark., 1999).

NOTRAL KIRMIZI BOYA SOLUSYONU: 0.4 gr. Notral kirmuzi + 100 ml
distile su (membran filtreden gegirilip steril edildi ve koyu renk sisede
buzdolabinda saklandi) (Xie ve ark., 1999).

NOTRAL KIRMIZI BOYAMA YONTEMI iCiN FIKSATIF SOLUSYON:
Formaldehit/kalsiyum klorlirti yikama ve fiksatif ¢ozeltisi kullanildi. Taze olarak
hazirlanip hemen kullanilmalidir. 1.3 ml %37’lik formaldehit + 10 ml %10’luk
kalsiyum Kloriir ¢ozeltisi + 89 ml distile su (Xie ve ark., 1999).

NEUTRAL RED UP-TAKE OKUMA SOLUSYONU: %1 Asetik asit etanol
cozeltisi kullanilir. 1 ml asetik asit + 99 ml %50’lik etanol (Xie ve ark., 1999).
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KOLONi FORMASYONU iCiN AGAR: %3’liik agar distile su ile hazirlanip,
otoklav ile steril edilir (Altin6z ve ark, 2001, Korkmaz ve ark., 2001/b).

KOLONI FORMASYONU iCiN ALT AGAR TABAKASI: 1 kisim %3’liik
agar + 4 kisim serumlu besiyeri (Altindz ve ark, 2001, Korkmaz ve ark., 2001/b).

KOLONI FORMASYONU iCiN UST AGAR TABAKASI: 1 kisim hiicre
siispansyonu +2 kisim alt tabaka (1 kisim %3’lik agar + 4 kisim besiyeri)
(Altinéz ve ark, 2001, Korkmaz ve ark., 2001/b).

AKRIDIN ORANJ STOK COZELTISI: 100 mg AO + 100 ml distile su.
Buzdolabinda 151k gecirmeyen kaplarda 6 ay saklanabilir (Kasten, 1981).

AKRIDIN ORANJ CALISMA COZELTISI: 1 kisim AO stok ¢ozeltisi + 9
kisim PBS. Taze hazirlanip kullanilmalidir (Kasten, 1981).
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