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OZET

BORTEZOMIB ile ELLAJIK ASIT, FERULIK ASIT, KAFEIK ASIT
KOMBINASYONLARININ CACO-2, A549 ve 3T3 HUCRELERINDE,
SINERJISTIK SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Merve DILBER
Farmakoloji Ana Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2020
Tez Danismani: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Kanserin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in antioksidan etkileri nedeniyle bir¢cok fenolik
asitlerin kullanildig1 aragtirmalara olan ilgi giderek artmaktadir. Yapilan bir¢ok calismada
sunulan veriler fenolik asitlerin hiicre canliligin1 azaltmada, hiicre dongiisiinii modiile
etmede ve apoptoz indiiksiyonu ile tiimor ilerlemesini kontrol etmede 6nemli bir rol
oynayabilecegini gostermistir. Proteozom inhibitdrlerinden biri olan bortezomibin
multiple myeloma i¢in spesifik etkisi olmakla beraber kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri, pankreas, meme kanseri gibi bircok kanser tiirlerinde de etkili oldugu cesitli
calismalarda mevcuttur.

Bu tez ¢alismasinda, bortezomibin ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit ile kombine
olarak, A549, Caco-2 ve 3T3 hiicre hatlar1 lizerindeki sinerjistik sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in Caco-2, A549 ve 3T3 hiicrelerinde bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asitin belirli konsantrasyonlarda tekli ve kombin
uygulamalarinin sitotoksik etkileri MTT yontemi ile arastirilmis ve her bir hiicre hatt1 igin
CDI (ilag etkilesim katsayis1) degerleri hesaplanmistir.

Calisma sonucunda, Caco-2 ve A549 hiicrelerinde, 3.125-25 uM konsantrasyonlar
aralifinda, bortezomib ile fenolik asit kombinasyonlarinin kontrole gére hiicre canliligini
onemli 6l¢iide azalttig1 belirlenmis olup, 3T3 hiicrelerinde ise bortezomib + ferulik asit
ve bortezomib + kafeik asit kombinasyonlarinin belirgin sitotoksik etkisi goriilmiistiir.
CDI hesaplama sonuglarina gore, 3.125 uM konsantrasyondaki bortezomib + kafeik asit
kombinasyonunun Caco-2 hiicrelerinde giiclii sinerjist etki, 3.125 uM konsantrasyondaki
bortezomib + ferulik asit ve bortezomib + kafeik asit kombinasyonlarinin da 3T3
hiicrelerinde giiclii bir sinerjist etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Fenolik asitler, Bortezomib, A549, Caco-2, Sinerjistik etki
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SYNERGISTIC CYTOTOXIC EFFECTS OF BORTEZOMIB
AND ELLAGIC ACID, FERULIC ACID, CAFFEIC ACID COMBINATIONS ON
CACO-2, A549 AND 3T3 CELLS

Merve DILBER
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2020
Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN

There is growing interest in research using many phenolic acids due to their
antioxidant effects for the prevention and treatment of cancer. The data presented in many
studies have shown that phenolic acids can play important role in reducing cell viability,
modulating the cell cycle and controlling tumor progression by induction of apoptosis.
Although bortezomib, one of the proteosome inhibitors, has specific effect for multiple
myeloma, there are various studies that it is also effective in many types of cancer.

In this thesis, it is aimed to determine the synergistic cytotoxic effects of
bortezomib on A549, Caco-2 and 3T3 cell lines in combination with ellagic acid, ferulic
acid and caffeic acid. The cytotoxic effects of bortezomib, ellagic acid, ferulic acid and
caffeic acid in some concentrations in Caco-2, A549 and 3T3 cells were investigated by
MTT method and CDI values were calculated.

As a result, it was determined that the combinations of bortezomib and phenolic
acids significantly decreased cell viability on Caco-2 and A549 cells in the concentration
range of 3.125-25 puM. Bortezomib + ferulic acid and bortezomib + caffeic acid
combinations showed important cytotoxic effect on 3T3 cells. According to the results of
the CDI ,in the 3.125 uM the combination of bortezomib and caffeic acid showed strong
synergistic effect on Caco-2 cells, while bortezomib and ferulic acid, bortezomib and
caffeic acid at the same concentration showed strong synergistic effect on 3T3 cells.

Keywords: Phenolic acids, Bortezomib, A549, Caco-2, Synergistic effect
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DSO : Diinya Saglik Orgiitii

ECM : Ekstraseliiler Matriks
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FDA : Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve ilag Dairesi)
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TEER : Transepitelyal Elektrik Direnci
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1. GIRIS VE AMAC

Hiicrelerinin siirekli, kontrolsiiz ¢ogalmasi, verilen ilaglara diren¢ kazanmasi ve
metastaz yaparak tiim viicuda yayilabilme 6zelligine sahip olmasi1 kanserin karmagik bir
mekanizma olmasina neden olmustur. Bu yiizden kanser tedavisi i¢in hala yeni tedavi
yollar1 aranmaktadir (Engiir ve Dikmen, 2015).

Bir proteozom inhibitdrii olan bortezomib, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan 2003 yilinda onaylanmasindan bu yana klinik gelismeler hizlanmistir ve su
anda diinya capinda 50'den fazla iilkede onaylanmistir (Field-Smith vd., 2006).
Bortezomibin kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri i¢in bir¢ok mekanizmanin
sorumlu oldugu belirlenmistir (Bruning vd., 2011). Yapilan ¢alismalar bortezomibin
multiple myeloma i¢in spesifik etkisi olmasinin yaninda kolon, akciger, meme ve prostat
kanserleri gibi bir¢ok ¢esit solid tiimorii tedavi etmede basarili oldugunu gostermistir
(Roeten vd., 2018).

Kemoterapotik ajanlarin toksik oldugu ve ciddi yan etkileri oldugu bilinmektedir.
Bitkilerden elde edilen dogal {irlinlerin, bir¢ok iglevleri ve terap6tik aktiviteleri olmasiyla
birlikte toksisite ve yan etkilerinin yok denecek kadar az olmasi kanser tedavisinde
kullanilan dogal bilesikler iizerindeki caligmalara olan ilgiyi arttirmistir. Su anda
kullanilan antikanser ilaglarin %60'imdan fazlasinin dogal kaynaklardan tiiretildigi
bilinmektedir. Bu nedenle, dogal bilesiklerden daha etkili kemoterapdtik ajanlarin
gelistirilmesi ve farkli mekanizmalarla apoptozu indiikleme veya kanser Onleme
yeteneklerinin arastirilmasi, kanser ¢calismalarinda 6nemli odak noktalar1 haline gelmistir.
Aragtirma bulgulari, cesitli fenolik bilesiklerin koruyucu etkileri oldugunu ve apoptoz,
istila, anjiyogenez ve metastaz yollarindaki genlerin ifadelerini diizenleyerek
karsinogenezi inhibe edebildigini gostermistir. Ayrica, bu fenolik bilesiklerin bazilarinin
standart tedavide kullanilan kemoterapo6tik ajanlarla sinerjistik bir etkisi oldugu bulunmus
olup, bircok klinik 6ncesi ¢alismada bazi solid kanser tedavilerinde kemoterapi ilaglarinin
etkilerini arttirma potansiyeli belirlenmistir (Zhang vd., 2019; Rosa vd., 2018; Eroglu vd.,
2018).

Biz de bu ¢alismada, proteozom inhibitorii bortezomib ile ellajik asit, ferulik asit
ve kafeik asitin tekli ve bortezomib ile bu fenolik asitlerin kombine olarak insan akciger
kanseri hiicre hatt1 A549, insan kolorekteral hiicre hatt1 Caco-2 ve saglikli bir hiicre hatt1

olan 3T3 iizerindeki sinerjistik sitotoksik etkilerini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicre dongiisiiniin bozulmasi nedeni ile hiicrelerin anormal bir sekilde
kontrolstiz biiyliylip ¢ogalmasiyla olugan metabolik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Bu hastalik, apoptoz, oksidatif stres, mutasyonlar ve hipoksi gibi nedenlerle hiicresel
fonksiyonlarin gorevini yerine getirememesiyle ya da sigaraya ek olarak, radyasyona,
ultraviyole 1s1nlarina, uzun siire ¢evre kirliligine maruz kalma ve stres gibi dis faktorlerle

ortaya ¢ikmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011), [http-1].

¢ogalma biiylime
sinyalinin  paskjlayicilarindan
strdiirilmesi kagma

enerji bagisikhik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma
hiicresel
oliimsiizliglin
etkinlestirilmesi

hiicresel
oliime
direng

genetik y kanserlesmeyi
kararsizlik ve destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.1. Kanserin temel ozellikleri (El- Tanani vd., 2016)

2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin verilerine gore, kanser 172 iilkenin
91'inde 70 yasin altindaki bireylerde birinci veya ikinci ©onde gelen olim
nedenlerindendir. Kanser tiirleri arasinda en sik teshis edilip, en ¢ok 6liime neden olan
akciger kanseridir. Toplam kanser 6liimlerinin %18.4'linii olusturur. Bunu %11.6 ile
meme kanseri, %10.2 prostat kanseri %9.2 kolorektal kanser takip etmektedir (Bray vd.,
2018).

Kanserin ilerlemesi; kontrolsiiz hiicre biliylimesi ve farklilagsmasi, anjiyogenez,

artan proliferatif sinyallesme, hiicre 6liimiine diren¢ ve son olarak yayilma ve metastaz



asamalariyla gergeklesmektedir. Kanseri kontrol altina alip tedavi etmek i¢in bozulmus
dengeyi onarmaya g¢alisan bu molekiiler yollar1 hedeflemek gerekmektedir (Hanahan ve

Weinberg, 2011), [http-1].

2.1.1. Kanser ve hiicre dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicrenin kendisine tam kopyasini iiretme kabiliyeti veren ¢ok 1iyi
organize edilmis molekiiler olaylarin bir dizisidir. Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)
replikasyonu ve replike edilmis kromozomlarin ayrilmasi, hiicre dongiisiiniin ana
olaylaridir. Okaryot hiicre siklusu mitoz, G1, S ve G fazlarindan olusur. Go'da dinlenme
asamasinda olan, boliinmeyen hiicreler bulunur. G; faz1 biiyiime ve DNA sentezine
hazirlik, S fazi DNA sentezi, G2 fazi biiyiime ve mitoza hazirlik, mitoz bdliinme
gerceklesir (Vermeulen vd., 2003-a).

Hiicre siklusunda bir faz tamamlanmadan sonraki faza gecilirse genetik materyal
tam ve dogru kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir. Hiicre siklusunda G-
S gecisinde, G-M gegisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalar1 vardir. Bu
kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip etmeyecegi karar verilir (Sekil 2.2)

(Vermeulen vd., 2003-b).
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Sekil 2.2. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalar: (Vermeulen vd., 2003-b)

Hiicre dongiisii i¢indeki olaylar1 diizenleyen ve kontrol eden etkilesimler ¢ok
sayida ve komplekstir. Hiicre dongiisliniin diizenlenmesindeki hatalar hiicre
bdliinmesinin kontroliiniin bozulmasina neden olur. Hiicre dongiisii kontroliiniin diizensiz

olmas1 kanserin temel bir 6zelligidir. Normal hiicreler, yalnizca doku biiyiimesi i¢in bir
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gereksinimi gosteren gelisimsel veya diger mitojenik sinyallere yanit olarak ¢ogalirken,
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi esasen kontrol edilmeden ilerler. Bu nedenle, kanser
hiicreleri i¢ ve dis proliferasyon inhibitor sinyallerindeki kusurlar nedeniyle cogalir
(Nakayama ve Nakayama, 2006). Genellikle kanserde diizenlenmeyen hiicre dongiistinde
siirlayict bir adim, dongiiniin ilk asamasindaki (Gi) hiicrelerin S fazina ilerlemesidir

(Gloria, 2014).

2.1.2. Apoptoz ve kanser

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, kendi kendini yok eden dahili olarak
tasarlanmis hiicre Oliimiiniin 6nemli bir seklidir. Membran kabarciklar1 olusumu,
kromatin ve niikleer yogunlagma, apoptotik cisimlerin ayrilmas1 ve DNA parcalanmasi

gibi cesitli morfolojik degisikliklerle tamamlanmaktadir (Earnshaw, 1995). (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Apoptoza giden hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler (Giiltekin vd., 2008)

Niikleus yikim

Apoptoz, organizmalarin gelisim sirasinda ya da hiicresel stresi takiben viicuttaki
gereksiz veya sagliksiz hiicreleri ortadan kaldirmaya yonelik bir mekanizmadir. Fakat bu
mekanizma kanser hiicrelerinde goriilen mutasyonlar nedeniyle devre dis1 birakilir.

Boylelikle kanser hiicreleri kendilerini korumaya alip sagkalimlarmi saglayarak



proliferasyonlarina devam ederler. Bu siirece dahil olan molekiiller, yeni gelistirilen
ajanlarin etkinligini gostermek i¢in dnemlidir (Fernald ve Kurokawa, 2013).

Apoptotik mekanizmalarin anlasilmasi, kanser tedavisinde yeni stratejilerin
gelistirilmesini saglar. Bu tiir stratejiler timor hiicrelerinde 6liimiin indiiklenmesine ve
radyasyon ve sitotoksik ajanlarla tedavilere daha yiiksek yanit verilmesine dayanmaktadir
(Soares vd., 2017).

Uygun apoptotik sinyalizasyon, hiicre 6liimii ve hiicre hayatta kalmasi arasinda
saglikll bir dengeyi korumak ve apoptozun belirgin bir kanser belirtisi olarak kacaginin
ortaya c¢ikmasiyla vurgulandigi gibi genom biitiinliglinii korumak igin temel olarak
onemlidir (Plati vd., 2011).

Apoptotik yollar, transkripsiyonel, translasyonel ve posttranslasyonel olarak kanser
hiicreleri tarafindan degistirilebilir ve kanser hiicreleri apoptozdan kaginmak igin gesitli

stratejiler kullanabilir (Fulda, 2010).

2.1.3. Kanserde NF-kB’nin onemi
Niikleer Faktor kabba B (NF-kB), DNA’ya dogrudan baglanarak genlerin

ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Dolayisiyla immiinitede, hiicre
sagkaliminda, hiicre ¢ogalmasinda, 6grenme ve bellek siireclerinde gorev alir. NF-kB bir
heterodimerdir ve memeli genomunda p52, p50, RelA, RelB ve c-Rel olmak iizere bes alt
birimden meydana gelir (Engiir ve Dikmen, 2015).

Yapilan ve yapilmakta olan pek c¢ok calisma ile NF-kB’yi baglayan bolgeler
bulunduran ve dolayisiyla NF-kB ile iliskilendirilen yiizlerce gen bulunmustur. Bu
bolgelerin varligi NF-kB’nin olas1 gorevlerini aydinlatmak i¢in énemlidir. NF-kB’nin
olagan dis1 aktivasyonu ve inhibisyonu metabolik, inflamatuar ve nérodejeneratif ve
kanser gibi pek ¢ok hastaligin patofizyolojik siireclerinde rol oynar. Bu bolgelerin varligi
NF-kB’nin hematopoez, transformasyon, hiicre proliferasyonu, immiinite, hiicre
sagkalimi, metastaz, anjiogenez ve invazyon gibi gorevleri oldugunu gostermektedir
(Ekinci ve Memis, 2008).

NF-kB tarafindan dogrudan aktive edilen antiapoptotik genler, apoptozun hiicresel
inhibitorlerini (c-IAP1, c-IAP2 ve IXAP), TNF reseptoriine bagh faktorleri (TRAF1 ve
TRAF2), Bcl-2 homologu A1/Bfl-1 ve IEX-IL'Y1 igerir (Wang vd., 1998).

NF-kB ayrica hiicresel apoptoz ve proliferasyon derecesinin belirlenmesinde kritik

bir element olan hiicre dongiisiiniin kontroliinde de etki eder. NF-kB, promoterindeki
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birden ¢ok bolgeye dogrudan baglanarak Gi-S-faz ilerlemesinin pozitif bir regiilatorii
olan siklin D1'in ekspresyonunu aktive eder (Guttridge vd., 1999). NF-kB aktivasyonunun
inhibisyonu, siklin D; aktivitesini ve ardindan retinoblastoma proteininin
fosforilasyonunu azaltarak hiicre dongilisiiniin ilerlemesinin gecikmesine neden olabilir.
Bu bozulmus hiicre dongiisii ilerlemesi, siklin D1'in ektopik ekspresyonu ile kurtarilabilir.
Bu nedenle, NF-kB tarafindan uyarilan apoptozun baskilanmasi, biiyiime kontroliiniin
farkl1 yonlerinde yer alan ¢oklu genlerin diizenlenmesini icerir (Hinz, 1997).

Baz1 fenolik bilesiklerin NF-kB aktivitesini inhibe edebildigi ve apoptozu
indiikleyebildigi gozlemlenmistir. Bunun da bazi kanserlerin 6liim oranini azaltmasina

katkida bulunabilecegini gostermistir (Holmes-Mcnary ve Baldwin, 2000).

2.1.4. Kolon kanseri

Kolorektal kanser (CRC), kolon ve rektumda kanser gelisimini ifade eder. Diinya
capinda en yaygin ti¢lincii kanser olup, CRC hastalarinin yaklasik %56's1 dlmektedir
(Bray vd., 2018; Torre vd., 2015; Riihimaki vd., 2016). Her yil diinya capinda 1
milyondan fazla yeni kolorektal kanser vakasi tespit edilmektedir (Terzia vd., 2010).

CRC gelisimine cesitli faktorler neden olmaktadir. Genetik yatkinlik, yas, yasam
tarzi ve 6zellikle diyet kolorektal kanser gelisimi i¢in en 6nemli faktorlerden bazilaridir
(Johnson, 2007).

Kolon epitel hiicreleri hizli ¢ogalmalar1 sebebiyle potansiyel olarak mutajenik,
kanserojen gida kalintilarina ve bakteri metabolitlerine maruz kalmaktadirlar (Janicke
vd., 2005).

CRC gelisimi, normal kolon mukozasinin kolon adenokarsinomuna ve daha sonra
karsinoma doniismesine yol agan mutasyonlarin veya epigenetik degisikliklerin
birikmesinden kaynaklanmaktadir (van Breda vd., 2008). Bu mutasyonel olay, adenom-
karsinom sekansi olarak adlandirilan bir yoldaki baslangi¢ asamasidir ve  Adenomatozis
Polipozis Coli (APC), K-ras, Deleted in Colorectal Cancer (DCC) ve p53 (Sekil 2.4) gibi
genleri igerir ve iic agsama ile karakterize edilir: i. Kalict DNA hasar ile sonuglanan
karsinojenlere maruz kalma veya bunlarin alimini igeren baglatma. ii. Preneoplastik bir
lezyon olusturan uzun bir anormal hiicre replikasyonu siireci ve iii. Preneoplastik
hiicrelerin malign hiicrelere kademeli olarak doniistiiriilmesini igeren tiimor olusumunun

ilerlemesi (Brown vd., 2012; Ng, 2011)
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Sekil 2.4. Kolon kanserinin olusum agsamalart (Brown vd., 2012)

CRC tedavisi i¢in cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak tizere
multimodalite tedavisi uygulanmaktadir. Bununla birlikte, ileri evrede CRC hastalarinda
bes yillik sagkalim zayiftir ve kemoterapi direnci bu bozuklugun tedavisi i¢in ¢oziilmemis
bir problem olmaya devam etmektedir (Brenner vd., 2014).

Yapilan bazi ¢alismalarda fenolik asitlerin kolon kanseri hiicre proliferasyonunu
inhibe edebilecegini ve kismen oksidan aracili mekanizmalar yoluyla kanser hiicresi
apoptozunu indiikleyebilecegini bulmustur (Rosa vd., 2016). Buna 6rnek olarak yapilan
bir caligmada kafeik asitin, 2500 pM konsantrasyonunda HT 29 kolon kanseri
hiicrelerinin bilyiimesini %50 inhibe ettigi goriilmiistiir (Jaganathan, 2012).

Ferulik asit kullanilarak yapilan 6nceki c¢alismalar kolon kanseri hiicreleri
tizerindeki hiicre canlilig izerinde inhibe edici bir etki gdstermistir (Mori vd., 1999). Bu
etki, Hudson ve arkadaglar1 (2000) tarafindan sicanlarda in vivo testlerle dogrulanmistir
(Hudson vd., 2000).

Rosa ve arkadaglarinin 2018 y1linda HT-29 kolon kanseri hiicreleri izerinde yaptigi
bir caligmada ferulik asitin 0.1 ve 1.0 uM konsantrasyonlari ile tedavisinden sonra hiicre

canliliginda 6nemli bir azalmay1 (%35) desteklemistir. Benzer sekilde 5, 10, 25, 50, 100



uM gibi daha yliksek konsantrasyonlarda ise hiicre canliliginda daha ytiksek bir azalma
(%63) gozlemlenmistir (Rosa vd., 2018).

Janicke ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1 bir caligmada, 1500 puM
konsantrasyondaki ferulik asitin 2-3 giinliik tedavisinden sonra Caco-2 hiicrelerinin
cogalmasini (%43-75) inhibe ettigini gostermistir (Janicke vd., 2005).

Yapilan bir ¢alismada kafeik asit tiirevlerinin insan kolorektal hiicreleri olan HCT-
116 ve SW-480 de ¢ogalmas iizerindeki onleyici etkileri in vitro olarak arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore kafeik asit tiirevlerinin5, 10, 20, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda HCT-116 ve SW-480 hiicrelerinin  proliferasyonunu,
konsantrasyonun artigina paralel olarak 6nemli 6l¢iide (%58-64) inhibe ettigi goriilmiistiir
(Chiang vd., 2014).

Dihidrokafeik ve dihidroferiilik asitin iki farkli Caco-2 ve SW480 kolon
adenokarsinom hiicrelerinde antiproliferatif etkilerinin arastirildig1 bir calismada 200 uM
ferulik asidin SW480 hiicre proliferasyonunu sirasiyla %40.8 ve %59.9 oraninda inhibe
ettigi gozlenmistir. Dihidrokafeik ve dihidroferiilik asitin, Caco-2'de 1C50 degerleri
sirastyla 71.7 = 1.1 ve 83.1 = 1.1 umol/L oldugu gozlemlenip her iki hiicre hattinda
antiproliferatif etkili oldugu belirlenmistir (Martini vd., 2019).

2.1.4.1. Caco-2 hiicre hatn

Caco-2, Slogen-Kettering Kanser Arastirma Enstitiisii'nde Jorgen Fogh tarafindan
bir insan kolorektal adenokarsinomundan izole edilmistir (Fogh vd., 1977).
Kurulusundan bu yana gecen 35 yil boyunca, Caco-2 hiicreleri diinya ¢apinda bir dizi
laboratuvarda ¢ogaltilmistir. Farkli kiiltiir kosullar1 ve farkli sayida pasaj nedeniyle,
Caco-2 hiicreleri genellikle farkli 6zellikler kazanmistir. Boylece enterositlere 6zgii
farklilagma markirlarinin ekspresyonu, pasaj sayisinin artmasiyla degismektedir
(Artursson ve Karlsson, 1991). Ayrica, transepitelyal elektrik direnci (TEER) ve
proliferasyon orani gibi parametrelerin gecis sayisi ile arttigi bildirilmistir (Briske

Andersson vd., 1997).



Sekil 2.5. Diisiik yogunlukta (A) ve Yiiksek yogunlukta (B) Caco-2 hiicrelerinin morfolojik gériintiileri
(http- 2)

Caco-2 hiicrelerinin normal insan bagirsak epitelinde bulunan ¢ok sayida enzim ve
tasiyici proteini ifade ettigi tespit edilmesine ragmen, son caligmalar Caco-2, HT29 ve
normal insan bagirsak epiteli gibi doniistiiriilmiis epitel hiicre hatlarinin gen ekspresyon
profilleri arasinda farkliliklar oldugunu gdstermektedir. Ayrica, hiicre hatlar1 ile normal
epitel arasinda farkliliklar bulunmamakta, gen ekspresyon profillerinin temel bilesen
analizi Caco-2 ve HT29 hiicre hatlar1 arasinda da farkliliklar oldugunu ortaya
koymaktadir (Bourgine ve Billaut-Laden, 2012). Normal bagirsak epiteli birkac farkl
hiicre tipinden olugsmaktadir ve gen ekspresyon profillerindeki farkliliklar sadece tiim
gastrointestinal sistem boyunca mukozal epitelde degil, ayn1 zamanda kript-villus ekseni
boyunca da gézlemlenmektedir (Anderle ve Sengstag, 2005). Bu durumda, Caco-2 hiicre
modelindeki deneylerin veri analizi, in vivo durumla dogrudan karsilastirilamaz. Yine de,
Caco-2 modeli gibi bagirsak epitel hiicre modelleri, kolayligi ve tekrarlanabilirligi
nedeniyle laboratuvarlararasi sonuglarin karsilastirilmasina izin veren bir¢ok avantaja
sahiptir. Ayrica, hiicre hatlar1 biyoaktif molekiillerin etkilerinin izlenmesi i¢in avantajlidir
(Lea, 2015).

Caco-2 hiicreleri, olgun ince bagirsak enterositlerinin fonksiyonel ve morfolojik
(polarize kolonar epitelyum) oOzelliklerini ifade etmek i¢in kendiliginden
farklilasmaktadir. Polarize Caco-2 hiicreleri, HT29 hiicrelerine gore 4 kat daha yiiksek
TEER degerleri gostermekte, yani in vivo duruma daha benzerdir. Caco-2 hiicreleri,

normal epitelde bulunan ¢ogu reseptor, tasiyict ve aminopeptidaz, esteraz ve siilfataz



gibi ilag metabolize edici enzimleri eksprese etmektedir. Bununla birlikte, hi¢cbir P-450

metabolize edici enzim aktivitesi rapor edilmemistir (Lea, 2015).

2.1.5. Akciger kanseri

Giliniimlizde en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan akciger kanseri, diinya
capinda hem kadinlarda hem de erkeklerde en sik rastlanan ve 6liime neden olan malign
kanser tiiriidiir (Rivera ve Wakelee, 2016).

Akciger kanseri, teshis edilen kanser vakalarinin %12'sini olusturur ve diinya
capinda kansere bagli 6liimlerin toplam %23'line neden olarak meme, kolon ve prostat
kanserinin neden oldugu kombine mortaliteyi agsmaktadir (Zhu vd., 2016).

Yapilan arastirmalara gére 2018 yilinda 2.1 milyon yeni akciger kanseri vakasi ve
akciger kanserinden kaynakli yaklasik 1.8 milyon 6lim meydana gelmistir (Bray vd.,
2018).

Akciger kanseri gelisiminden %95 oraninda sigara sorumludur. Diger etkili oldugu
belirtilen yas, cinsiyet, irk, hava kirliligi, meslek, radyasyon, gecirilmis akciger hastaligi,
diyet, viral enfeksiyonlar, genetik ve immiinolojik faktorlerin tiimii %5 oraninda etkilidir
(Halilgolar vd., 1999).

Akciger kanseri, kiiciik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan olmak iizere iki
kategoriye ayrilmaktadir. Bu ayrim tedavi se¢imi ve prognozu belirlemektedir (Travis
vd., 1995).

Akciger kanseri insidansinin yiizde 85'1 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
tipine (KHDAK) aittir. Bundan dolayi, hastalarin yasam siiresini uzatmak ve agrilari
azaltic1 bir segenek sunmak i¢in bu kanser tipini tedavi etmede giivenilir ve etkili bir
tedavi yaklagimi ve terapdtikler gelistirmek ¢ok 6nemlidir (Guo vd., 2018).

Hastalik olusumunda siirekli olarak karsinojen maruziyeti sonucu genetik materyal
de zarar gormektedir. Hiicrenin kanserlesmesi hiicre cogalmasini kontrol eden genlerdeki
degisiklikler ile gergeklesir. Iki ana gen sinifin1 hedef alan mutasyonlar vardir. Bunlar
hiicre ¢ogalmasini uyaran genler ve timoér baskilayici genler seklindedir. Hem kiiciik
hiicreli hem de kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde bulunabilir. Bu kanserojen
hasar, hiicrelerin artisinda rol oynayan c-myc, ras onkogenlerin aktive olmasi ya da Rb,
p53 adiyla anilan tiimor baskilayici genlerin inhibe edilmesi sonucu olusabilir. Hiicrelerin
cogalmasini kontrol eden genlerde olusan hasar akciger kanseri olusumunun temel

nedenidir. Yapilan c¢aligmalar proto-onkogen olarak adlandirilan genlerin kanserojen
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uyarist ile onkogen haline doniiserek, karsinogenezdeki etkinlikleri belirlenmistir. Kiiciik
hiicreli kanserlerde 6zellikle c-myc ve Rb, kiigiik hiicreli olmayan kanserlerde ise RAS
ve p16 genlerinde mutasyon vardir (Turner vd., 2010).

Akciger karsinojenezinde yol aktivasyonu, Epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(EGFR), Kirsten sigan sarkomaviral onkogen (KRAS), Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)
veya Protein kinaz B (AKT)’de mutasyonlarin aktive edilmesi, PIK3CA amplifikasyonu
veya tiimor baskilayict gen Protein tirozin fosfataz ve tensin homologu
(PTEN) tarafindan negatif regiilasyon kaybi dahil olmak iizere cesitli mekanizmalar
yoluyla gergeklesir (Cooper vd., 2013).

Akciger kanseri malign tiimér olmasi nedeniyle proliferasyonu diger kanser
tiirlerine kiyasla daha hizli olmaktadir. Oliim oran1 en yiiksek olan akciger kanserinin
proliferasyonun onlenmesi ve mekanizmasinin anlasilmasi amaciyla yapilan ¢aligmalar
akciger hastaliginin dnlenmesinde ve tedavisinde biiyiik 6nem arz etmektedir (Sethi vd.,
1999).

Baska bir ¢caligmada ferulik asit tiirevi olan FXS-3"in insan akciger kanseri A549
hiicreleri proliferasyonu iizerindeki etkisini degerlendirmek icin bir MTT analizi
yapilmistir. FXS-3"in 24 saat boyunca 0.2-50 uM arasinda degisen konsantrasyonlardaki
uygulamasindan sonra, hiicre canliliginin %92.27'den %14.63'e diistiigii goriilmistiir. Bu
da FXS-3'in A549 hiicrelerinin biiyiimesini doza bagli bir sekilde inhibe ettigini
gostermektedir (Yue vd., 2019).

Liu ve arkadaslarinin (2018) yaptiklar bir calismada ise 48. saatteki MTT deneyi
sonucunda, ellajik asidin A549 hiicrelerinin canlilign1 kontrol grubuna gore
konsantrasyon artisgina (5, 10 ve 20 puM) baglh olarak onemli Olgiide azalttigini

gostermislerdir (Liu vd., 2018).

2.1.5.1 A549 hiicre hatt1

A549 hiicre hatt1, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri olarak da adlandirilan
insan alveolar bazal epitelyum hiicresi kaynakli adhere hiicre 6zelligine sahip bir hiicre

hattidir [http- 3].
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Sekil 2.6. Diisiik yogunlukta (A) ve yiiksek yogunlukta (B) A549 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
[http- 4].

A549 hiicre hatt1, 1973'te bir pulmoner adenokarsinomdan 200 farkli timérden
hiicre hatlar1 olusturmaya ¢alismak igin yapilan bir ¢alismada izole edilmistir. insan
alveoler karsinoma hiicrelerinden kdken alan A549 akciger hiicreleri, kanser arastirmasi
i¢in bir arag¢ olarak gelistirilmis olmasina ragmen, insan akcigerinin tip II alveoler hiicre
fenotipi ile eslesmekle birlikte, insan primer alveoler epitel hiicrelerinin sahip oldugu
bircok karakteristige de sahiptir. Bu nedenle A549 hiicre hatti, yaklasik kirk yildir
solunum aragtirmalarinin temelini olusturmustur (Giard, 1973; Shapiro vd., 1978; Lieber
vd., 1976; Foster vd., 1998; Nardone ve Andrews, 1979).

A549 hiicre hatti, kanser arastirmalari, distal akcigerin epitelyal modellerinin
olusturulmasi, solunum yolu hastaliklar1 ve virolojiye yonelik c¢alismalar igin;
adenoviriisler de dahil olmak iizere birgok insan solunum yolu viriisii i¢in uygun bir
konakgidir (Giard, 1973; Shapiro vd., 1978; Lieber vd., 1976; Foster vd., 1998; Nardone
ve Andrews, 1979).

2.2. Fibroblast Hiicreleri

Fibroblastlar, bag dokusunda bulunan en yaygin hiicre tipidir. Fibroblastlar
mezenkimal hiicrelerden koken alir ve ¢ok sayida sitoplazmik ¢ikintiya sahip uzun bir ig
veya yildiz sekline sahiptir (Darby vd., 2014).

Fibroblast, stromada en ¢ok miktarda bulunan hiicre tiplerinden biridir. Cesitli

islevlere sahiptir. Doku ve organlar i¢in temel cerceveyi olusturur. Fibroblastlar
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homeostazda, ekstraseliiler matriksin (ECM) korunmasindan sorumludur. Stres sirasinda,
fibroblastlar c¢evrelerine uyum saglar ve yerel sinyalleri yanitlama ve gonderme
yetenegine sahiptir. Yaralanma zamanlarinda, yarali dokuyu degistirmek i¢in gerekli yap1

taglarin1 sentezleyebilir (Dick, 2020). (Sekil 2.7)

kemik hiicresi kalardak hiicrsi
(osteoblast/osteosit) fibroblact { kondrosit)

= e

e

diiz kas hiicresi

vag hiicresi
{adiposit)

Sekil 2.7. Fibroblastlar ve indiiksiyon durumunda farklilasmalar: (Alberts vd., 2002)

Yetiskin viicutta, uyaranlar protein sentezini ve kasilma mekanizmalarmi aktive
edene kadar fibroblastlar hareketsiz bir formda kalir. Bu hiicreler, cilt, akciger, kalp,
bobrek, karaciger, goz ve diger organlarda bulunan ECM'yi yeniden diizenler. ECM ¢evre
hiicrelerle siirekli iletisim halindedir, clinkii fibroblastlar hem otokrin hem de parakrin
sinyallerini salgilayabilir ve bunlara yanit verebilir (Darby ve Laverdet, 2014; desJardins-
Park vd., 2018)

Fibroblastlar fonksiyonel dokuyu yeniden olusturabilirler. Yara iyilesmesinin;
iltihaplanma, hiicre proliferasyonu, ECM birikimi ve yeniden modelleme gibi {ii¢

asamasina da dahil olurlar (Tracy vd., 2016).

2.2.1. NIH\3T3 hiicre hatt1

3T3 hiicre hatti, farelerin fibroblast embriyonik dokularindan elde edilmis,
tiimorogenik olmayan bir hiicre hattidir [http-5]. 1962 yilinda New York Universitesi T1p
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nda izole edilen bir hiicre hattindan ¢ogaltilmistir [http-
6].
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En yaygin olarak kullanilan hiicre hatlarindan biridir. Hiicrelerin morfolojisi

adhere, fibroblastiktir ve biiylimesi nispeten kolay hiicre hatlar1 arasinda kabul edilir.

Ayrica, 3T3 hiicrelerinin iki katina ¢ikma siireleri 20-26 saattir [http-6].

Sekil 2.8. Diisiik yogunlukta (A) ve yiiksek yogunlukta (B) 313 hiicreleri [http- 5]

2.3 Ubikiitin-Proteozom Sistemi

Proteozom, hiicre ve organizmanin yasami igin gerekli olan ve tiim Okaryotlar,
arkeobakteriler ve bazi bakterilerde bulunan proteolitik aktiviteye sahip bir komplekstir
(Mani ve Gelmann, 2005).

26S Proteozom, yaklasik 2.5 MDa agirligindadir. Silindirik bir 20S proteozom
kompleksi ve bunun her iki tarafinda yer alan iki adet 19S diizenleyici kompleksten
meydana gelmektedir. 20S kompleksinde ii¢ farkli proteolitik aktivite bulunmaktadir.
Bunlar kimotripsin benzeri, tripsin benzeri ve peptidilglutamil benzeri hidrolitik
aktivitelerdir (Hersko ve Ciechanover, 1998; Voges vd., 1999; Adams, 2004-a). (Sekil
2.9)
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Okside olmus proteinler Ubikitinle etiketli proteinler ve
etiketi olmayan peptitler

| Kimotripsin-benzeri

Tripsin-benzeri I

Postglutamil
peptit
hidrolaz-benzeri

195 Bashk

+ 195 Bashk ‘

205 Govde
ATP hidrolizi

20S PROTEAZOM 195 Bashk

O

B pargalan 265 PROTEAZOM

Sekil 2.9. 20S ve 26S proteazomunun sematik gosterimi (Kukan, 2004)

Proteazom, hiicre i¢ci homeostaz i¢in ¢cok dnemli olan ve hiicre i¢i proteinlerin %80-
90'1n1 par¢alamadan sorumlu olan ubikiitin-proteazom sisteminin (UPS) bir parcasidir
(Hochstrasser, 1995; Ri, 2016; Ciechanover, 1994).

Ubikiitin-proteazom yolu, timor hiicrelerinin biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in
onemli olan bircok islemin dilizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Proteazom
fonksiyonunun inhibisyonu, antikanser tedavi i¢in gii¢lii bir strateji olarak ortaya
cikmistir (Manasanch ve Orlowski, 2017).

Normal hiicrelerde, diizenli proteinin bozulmasi UPS i¢in biiyiik bir yiik olusturur,
sentez ve bozulma dengesi artik daha siki bir sekilde diizenlenir. UPS bu dengeyi,
proteazomun bozulmasi i¢in bir sinyal gorevi goren ¢oklu ubikitin parcalarina sahip
hasarli veya yanlis katlanmig proteinleri etiketleyerek kontrol eder. Protein
ubikitinasyonu islemi, 3 enzimatik basamaktan olusur; ubikiitin aktive edici enzimler
(El), ubikiitin konjiige edici enzimler (E2) ve ubikiitin E3 ligazlar1 (Sekil 2.10 ). Protein
yikimi i¢in hedef protein dort veya daha fazla ubikiitin {initesi ile baglantili olmalidir

(Demarchi ve Brancolini, 2005).
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Sekil 2.10. Ubikiitin-Proteozom sistemi (Demarchi ve Brancolini, 2005)

Ubikiitin (Ub) aktive edici E1 enzimi tarafindan aktive edilir, daha sonra Ub
konjiige edici E2 enzimine aktarilir. Ligaz E3 enzimi, Ub'1 hedef proteine (substrat) baglar
ve daha sonra en az dort Ub kismi olan bir substrat, parcalanma i¢in proteazom tarafindan
taninir. Proteazomun 19S kapagi, Ub kisimlarin ¢ikarir, daha sonra substrat 20S'de daha
kiiclik peptitlere ayrilir (Demarchi ve Brancolini, 2005).

Yiiksek protein dongiisii ve UPS' in kanser hiicrelerinin gelisimi, hiicre bliytimesi ve
hayatta kalmasindaki kritik rolii g6z 6niine alindiginda (Adams, 2004-b; Chen vd., 2011),
proteazom inhibisyonunun kemoterapotik miidahale i¢in etkili bir hedef olabilecegini

gostermistir (Manasanch ve Orlowski, 2017; Dou ve Li, 1999; Almond ve Cohen, 2002).

2.3.1. Proteozom inhibitorleri

Hiicre kiiltiirleri ve fare modelleri kullanilarak yapilan en son deneyler, proteazom
inhibitorlerinin hiicre proliferasyonunu diisiirdiiglinii, ¢oklu mekanizmalar yoluyla solid
ve hematolojik malignitelerde apoptozu indiikledigini, bu nedenle tiimor biiylimesini
inhibe ettigini gostermistir (Dou ve Li, 1999; Engiir vd., 2016). Proteazom inhibitorleri;
cesitli insan tiimor hiicre hatlar test edildiginde mevcut antikanser ilaglardan daha fazla
apoptozu indiikleyen giicte olmasi, tiimori segici olarak hedefleme yeteneginin olmasi ve
sitotoksik tedavilerde tiimor hiicrelerinin gdsterdigi direncin {istesinden gelmesi gibi
benzersiz Ozelliklere sahiptir. Proteazom inhibitorlerinin bu 6zelliklere sahip olmasi,
antikanser ajanlar olarak kullaniliminin etkin olacagini géstermistir (Dou ve Li, 1999).

Kanser hastalar1 ile saglikli bireylerin karsilastirildigir bir ¢alismada, kanser
hastalarinin plazmalarinda 20S proteozom miktarinin saglikli bireylere oranla 1000-kat

kadar yiikseldigi gosterilmistir. Bu ¢alismalar, proteozom inhibitorlerinin spesifik olarak
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cogalabilen hiicrelerde apoptoza neden olduklarint ve kanser tedavisinde etkili
olabileceklerini diistindiirmiistiir (Dutaud vd., 2002).

Klinikte birgok proteozom inhibitoriiniin akciger, pankreas, meme, tiroid,
kolorektal, prostat kanseri gibi yaygin malignitelerdeki etkinlikleri ile ilgili caligmalar
mevcut olup, elde edilen bulgular ¢esitli solid malignitelerinde proteozom inhibitorii
tedavisinin uygulanabilir oldugunu, ancak her tiimdr tipi i¢in tam etki mekanizmasini
anlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektirdigini géstermektedir (Roeten vd.,

2018).

2.3.1.1. Bortezomib

PS-341 ve Velcade olarakta bilinen bortezomib, kontrollii bir sekilde protein
yikimini diizenleyerek hiicrede onemli rol oynayan bir enzim kompleksi olan 26S
proteazomun treonin kalintisini spesifik ve geri doniisiimlii olarak inhibe eden bir bor
iceren molekiildiir. NF-kB inhibisyonu, timér biiylimesinin ve sagkalimin onlenmesi,
apoptozun indiiklenmesi dahil olmak {izere ¢ok cesitli molekiiler etkilere sahiptir.
Multiple myeloma ve manto hiicreli lenfoma tedavisinde klinik kullanim i¢in FDA
tarafindan onaylanan birinci nesil proteazom inhibitdr ailesinden gelmektedir (Engiir vd.,

2016).

Sekil 2.11. Bortezomibin kimyasal yapist [hitp-7]

Hiicre dongiisii kontrolii, apoptoz ve hiicre sinyallesmesi dahil olmak tizere gerekli
olmayan proteinler, onlar1 daha sonra parcalayan proteazoma yonlendiren ubikitin ile
etiketlenir. Bu islem, hiicre dongiisiinde yer alan inhibitér ve uyarici proteinlerin

dengesini korur, boylece proteazomun inhibisyonu, hiicre dongiistiiniin birikmesi ve hiicre
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6liimiine yol acan diizenleyici proteinler ile islemin siki kontroliiniin kaybedilmesine

neden olur (Adams, 2004-b). (Sekil 2.12)

. 265 proteazom, ubikitinlenmis
proteinleri degrade bitviik bir

| protein kompleksidir.

. Borteromib, 265
(] proteazomimmm
kimotripsin benzeri
aktivitesinin geri
déniigiimli bir

inhibitGridir. @ 268 proteazomun

bortezomib ile
inhibisyonn, hiicre
@ Sinyal '_\_.'ollamnnl hla_f.a:rlanma:u__ ﬁi’:}iﬁeﬁzﬁ’uiﬂ} al
kanser hﬁcrv:lenmnl f:l'rl'[imﬂne ubikitinlenmis
ve timdr bitylimesinin proteinlerin proteolizim
inhibisvonuna neden ohur. Snler.

Sekil 2.12. Bortezomibin etki mekanizmasi (Adams, 2003)

Bortezomib, tiim 6karyotik hiicrelerde proteazomlar bulundugundan bir¢ok farkli
tiimor tipinde kemoterapdtik bir ajan olma potansiyele sahiptir. Bununla birlikte multiple
myeloma i¢in spesifik etkisi vardir. Ayrica kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri,
pankreas, meme kanserinde de etkili oldugu cesitli ¢alismalarla gosterilmistir (Roeten
vd., 2018; Karin vd., 2002; Scagliotti, 2006; Richardson vd., 2007; Kumar vd., 2011;
Papandreou ve Logothetis, 2004; Yang vd., 2008).

Ando vd. (2014) yaptig1 bir ¢alismada; A549 akciger kanseri hiicre hattinda, 80 nM
bortezomib ile CID (kimyasal indiiklii dimerizasyon) kombin uygulanmasi sonucunda
sinerjistik bir etki olusturdugu belirlenmistir (Ando vd., 2014).

Yapilan bagka bir ¢alismada 5, 10, 20 nM bortezomibin Colo320HSR, HT 29 ve
DLDI1 kolon kanseri hiicre hatlar1 ile 24 saatlik inkiibasyonu sonunda, hiicre
proliferasyonlarinin anlamli diizeyde azaldigi belirlenmistir. Bu etkinin bortezomibin
proteazom inhibisyonundan kaynaklanan hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
iiretiminin artmasiyla iliskili olarak hiicre dongiisiinii durdurarak antikanser aktivite

gosterdigini agiklanmistir (Hong vd., 2012).
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Englir ve Dikmen (2017) tarafindan yapilan bir c¢aligmada MLN2238 ve
bortezomib'in insan kolon adenokarsinom Caco-2 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif ve
apoptotik etkileri karsilastirilmali olarak arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
bortezomib ve MLN2238, Caco-2 hiicreleri lizerinde zaman ve konsantrasyona bagli
onemli antiproliferatif ve apoptotik etkiler gosterdigi belirlenmistir (Englir ve Dikmen,
2017).

Bir baska calismada bortezomibin saglikli insan deri fibroblast hiicre hattinin
(CRL1474) canlilig1 iizerine etkileri arastirilmistir. Bortezomibin hiicre proliferasyonuna
olan etkileri, artan bortezomib konsantrasyonlariyla 12 saat, 24 saat ve 48 saat i¢in MTT
yontemi ile degerlendirilmistir. 25 nM ile 1000 nM arasinda bortezomibin hiicrelerin
canliliginda zamana ve doza bagli bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. 1000 nM
bortezomibinin hiicre canliligin1 6nemli oranda azalttigr goriilmistiir (Kretowski vd.,

2014).

2.4. Fenolik Bilesikler ve Kanser iliskisi

Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir ya da daha fazla hidroksil grubu iceren
bilesiklerdir (Shahidi ve Naczh, 1995; Chirinos vd., 2009).

Fenolikler, meyveler, sebzeler, tahillar ve baklagillerde siklikla bulunan hayati
bilesenlerdir (Rosa vd., 2016).

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda, fenolik bilesiklerin, antienflamatuar,
antiaterosklerotik, antitiimor, antimutajenik, antikarsinojenik, antibakteriyel ve antiviral
aktiviteler gibi 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Halliwell, 1994;
Sala, 2002; Cai, 2004)

Fenolik bilesikler, bitkilerde pigmentasyon, biiyiime, iireme ve patojenlere veya
yirticilara karsi direng gibi ¢ok ¢esitli stireclerde islev goriirler. Kumarinler, flavonoidler,
fenolik asitler, stilbenler ve tanenler olmak {izere bes ana sinifa ayrilirlar (Ls ve Nja, 2016;
Anantharaju, 2016).

Fenolik bilesikler, bitkisel kaynakli maddelerin en ¢ok calisilan grubunu
olusturmaktadir (Aydin ve Ustiin, 2007). Fenolik asitler, stilbenler ve flavonoidler en ¢ok
calisilmis bilesik gruplaridir. Bunlardan 6zellikle fenolik asitler ve flavonoidler

antioksidanlar olarak 6nemli 6zelliklere sahiptir (Giilesci ve Aygil, 2016).
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Ferulik, kafeik ve ellajik asitler dogal olarak olugan bitki fenolleridir (Wood, 1982).
Dogal fenolik bilesikler, kanseri 6nleme ve tedavisinde dnemli rol oynamaktadir (Huang,
2009).

Iyilesme siiresini azaltmak ve kemoterapdtiklerin etkinligini potansiyel olarak
artirmak i¢in, kanser tedavisinde =zararli maddelerin ortadan kaldirilmasi
onemlidir. Dogal tirlinlerin kanser onleyici ve antikanser etkileri, epidemiyolojik, hiicre
kiiltlirii ve hayvan caligmalarindan elde edilen sonuglarla genis dl¢giide desteklenmektedir
(Landis-Piwowar vd., 2006; Huang vd., 2009).

Yapilan c¢aligmalar fenolik bilesiklerin 6zellikle antikarsinojen aktiviteleri
oldugunu agiklamaktadir. Fenolik bilesikler karsinojenik kimyasal maddelerin yan
etkilerini; karsinojenleri detoksifiye ederek, karsinojenlerin alinimini inhibe ederek,
aktivasyonlarini ve yapilarinit bozarak, DNA’ya baglanmasini dnleyerek ve DNA tamir
mekanizmasinin etkisini artirarak Onlemektedirler (Ramos vd., 2011). Ozellikle
antikanserojen etkilerinin, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etme yetenekleri

ile de iligkili oldugu aciklanmistir (Srinivasulu vd., 2018; Ls ve Nja, 2016).

2.4.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler, bircogu diyette giinliik olarak tiiketilip, bir¢ok kanser tedavisi i¢in
ana kaynak olmustur. Cesitli kanserlere ve diger bir¢ok hastaliga kars1 6nemli koruma
saglarlar. Fenolik asitler antioksidan 6zellikleri sayesinde, hiicreleri hasardan koruyarak
kanserden ve diger hastaliklardan korurlar (Ls ve Nja, 2016; Chander, 2018).

Yapilan bir¢ok c¢alismada sunulan veriler fenolik asitlerin hiicre canliligini
azaltmada, hiicre dongiisiinii modiile etmede ve apoptoz indiikksiyonu ile timor
ilerlemesini kontrol etmede 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir (Rosa vd., 2018).

Cesitli ¢aligmalarda fenolik asitlerin antikanser Ozellikleri bildirilmis olmasina
ragmen, bazilarinin mekanizmalar1 hala tam olarak belirlenememistir. Ancak fenolik
asitlerin, serbest radikalleri azaltmak, ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynayan
enzimlerin indiiksiyonu arttirmak, gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve hiicresel sinyal

yollarinin modiilasyonu gibi temel rolleri oldugu agiklanmistir (Rosa vd., 2016).
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2.4.1.1. Ellajik asit

Ellajik asit, bitkilerde bulunan dogal bir fenolik asittir. Ellajik asit, lipofilik alani
gosteren dort halka, hidrofilik kismui temsil eden dort fenolik ve iki lakton grubu ile
termodinamik agidan oldukga kararli bir molekiildiir (Hurley, 1998). (Sekil 2.13)

Sekil 2.13. Ellajik asitin kimyasal yapist [http-8]

Ellajik asit; suda az ¢ozilindiigii halde metanolde, etanolde ve dimetil siilfoksitte iyi
coziinmektedir (Aguilera-Carbo vd., 2008).

Ellajik asit, jaboticaba, ceviz, myrobalan, biiylik burnet, nar gibi ¢esitli bitkilerin
yapraklarindan, meyvelerinden ve tohumlarindan elde edilir. Ellajik asit, ellajitaninlerin
sekonder metabolitlerinin hidrolizi ile olusturulabilir. Ellajik asidin bir¢ok kanser
hiicrelerinde antienflamatuar ve antioksidan ozellikleri oldugu bilinmektedir. Birgok
caligma bitkilerin ellajik asit Oziitlerinin farkli kanser tiirlerindeki hiicreler {izerinde
biiyiimeyi baskilayan bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (Caglar vd., 2017).

Yapilan bircok c¢aligmada ellajik asidin antioksidan, antikanserojenik,
antiostrojenik, antiperoksidatif, antiviral ve antimutajenik etkilerinin bulundugu
bildirilmistir (Aguilera-Carbo vd., 2008; Olsson vd., 2004; Notka vd., 2004; Pinto vd.,
2008)

Ellajik asitin, bir dizi farkli mekanizmalarla cesitli kanserojen kaynakli tiimor
insidansini azalttig1 gosterilen bir¢ok ¢alismalar mevcuttur. (Lesca, 1983; Mukhtar vd.,
1984; Chang vd., 1985; Mukhtar vd., 1986; Mandal ve Stoner, 1990).

Ellajik asit, hiicre dongiisiinli durdurarak, tiimdr hiicresi proliferasyonunu inhibe

ederek, hiicre apoptozunu indiikleyerek, enflamasyonu iyilestirerek ve anjiyogenezi
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inhibe ederek in vitro ve in vivo antikanser aktiviteler gostermistir (Duan vd., 2019).
Ellajik asitin detoksifikasyon enzimleri olarakta bilinen Faz II enzimlerini indiikleyip
kanserojen maddelerin barsakta emilimini inhibe ettigi de bildirilmistir (Watzl ve
Leitzmann, 2005).

Bir ¢alismada ellajik asitin; prokanserojenlerin aktivasyonunu katalize eden Faz I
enzimlerini de inhibe ettigi bildirilmistir (Waladkhani ve Clemens, 2001). Ornegin;
Ellajik asit, benzo [a] pirenin CYP1A'ya bagimli aktivasyonunu inhibe ederek polisiklik
aromatik hidrokarbon kaynakli tiimor olusumunu engeller (Shugart ve Kao, 1984). Buna
ek olarak, ellajik asidin DNA'ya baglandigt ve kanserojenlerin metilasyonuyla
metilguanin olusumunu engelledigi gosterilmistir. (Dixit ve Gold, 1986; Barch ve Fox,
1988).

Ellajik asitin DNA’y1 modifiye eden birka¢ enzimi (topoizomeraz I-II, giraz ve
polimeraz) inhibe ettigi ve bu sekilde kanser hiicrelerinin biiyltimesini 6nledigi rapor
edilmistir (Thulstrup vd., 1999). Ayrica ellajik asitin antikanserojen etkisiyle ilgili
yapilan bir arastirmada ellajik asit ile DNA arasinda kovalent baglarinin oldugu goriilmiis
ve bu sayede DNA’nin, kanserojen madde ile baglanmasinin engellendigi gdsterilmistir
(Huetz vd., 2005).

Ellajik asitin, kolon, prostat, meme, rahim agz1 ve pankreas kanseri hiicreleri
lizerine antitimor etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Papoutsi vd., 2005; Moktar vd.,
2009).

Kanserojen olarak etki gosteren polisiklik aromatik hidrokarbonlarin bu etkilerini
fenolik asitlerle inhibe etmenin arastirilldigi bir calismada ferulik asit, kafeik asit,
klorojenik asit ve ellajik asitin etkileri karsilastirildiginda en yliksek antikanser aktiviteyi
ellajik asit gostermistir (Watzl, 2005).

Yapilan bir ¢calismada; ellajik asitin insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
A549 hiicreleri iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu aragtirma sonucunda ellajik asitin,
PI3BK/AKT sinyal yolunun baskilanmasi yoluyla insan A549 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu baskilayabilecegi, hiicre dongiisiinii durdurabilecegi ve apoptozu
indiikleyebilecegi gosterilmistir. Elde edilen bu bulgular, ellajik asitin akciger kanseri
tedavisi i¢in potansiyel bir tedavi olarak gelistirebilecegini gostermistir (Liu vd., 2018)

Yapilan bagka bir ¢alismada da ellajik asitin diisiikk konsantrasyonlarda A549
kanser hiicre hatt1 iizerinde anlamli bir sitotoksisitesi oldugu belirlenmistir. Ayrica ellajik

asitin yiiksek sitotoksik aktiviteye neden oldugu ve AS549 hiicrelerinde apoptozu
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tetikledigi gosterilmistir. Sonug olarak ellajik asitin, kanser tedavisinde alternatif bir
madde olarak in vitro ve in vivo kanser modellerinde ileri diizey arastirmalar1 devam

etmektedir (Comlekei vd., 2019).

2.4.1.2. Ferulik asit
Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) (Sekil 2.14) bitkilerde en fazla

bulunan fenolik asitlerden biridir. Bugday, piring, misir, yulaf, ¢avdar, portakal ve arpada
bulunan fenilalanin ve tirozinin metabolize edilmesinden elde edilen bir yan iiriindiir (Ls

ve Nja, 2016).

HO
OCHs

Sekil 2.14. Ferulik asit kimyasal yapist [http-9]

Kanser, noérodejeneratif, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak {izere
bir¢ok hastaliklarda ferulik asitin ¢ok ¢esitli terapotik etkileri oldugu gosterilmistir (Zhou
vd., 2016).

Ferulik asitin antioksidasyon, antiateroskleroz, antienflamasyon, antikoagiilasyon,
detoksifikasyon, hepato-koruma ve bagisiklik diizenleme gibi ¢ok ¢esitli farmakolojik
aktiviteleri oldugu agiklanmistir (Yue vd., 2019).

Ferulik asit diisiik toksisiteye sahip olmas1 ve dogada yaygin olarak mevcut olmasi
nedeniyle biiylik ilgi gormiistiir. Son zamanlarda ferulik asitin 6nemli antikanser
aktivitelerine sahip oldugu kanitlanmistir (Kampa vd., 2004; Lee, 2005).

Ferulik asitler ayn1 zamanda tiimdr gelisimi lizerinde inhibe edici etkiler sergilerler
ve nitrozaminler gibi mutajenik bilesiklerin olusumunu engelleyebilirler (Andreasen vd.,

2001).
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Yapilan birtakim caligmalarda ferulik asitin Caco-2 hiicrelerinin hiicre dongiisii
tizerindeki antiproliferatif etkisi oldugu gortilmiistiir. Bu etkiyi, S/G2 fazini uzatip ve G1
fazini azaltarak gosterdigi belirlenmistir (Janicke vd., 2011).

Yapilan bagka bir g¢alisma sonucunda kafeik asit ve ferulik asitin, timor
ilerlemesinin adezyon ve migrasyon adimlarinda, akciger ve kolon kanseri gelisimine
kars1 antikanser ajanlarla aktif maddeler olarak katilabilecegini gostermistir (Bouzaiene
vd., 2015).

Kemoterapotik ajanlarin toksik oldugu ve ciddi yan etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Dogal iiriinler, tedavide kullanilan ajanlarla sinerjistik bir etki gosterebilir
ve bu yan etkileri azaltabilir. Yapilan bir ¢aligmada, ilk kez standart tedavide kullanilan
bir ajan olan gemsitabin ile ferulik asit kombinasyonunun prostat kanseri hiicrelerinde bu
sireclerle iliskili genleri diizenleyerek sinerjik olarak apoptozu arttirdi§i ve metastazi
inhibe ettigi goriilmiistiir. Boylece ferulik asitin kombinasyon tedavilerinin etkili bir

pargast olabilecegini gdstermektedir (Eroglu vd., 2018).

2.4.1.3. Kafeik asit

Kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit) (Sekil 2.15), fenolik propolis ekstraktinda
ve ayrica ¢ok cesitli bitkilerde bulunan aktif bir bilesendir (Onori vd., 2009). Kafeik asit
bugday, arpa, misir, yulaf, ¢cavdar, piring, kekik ve adagayinda ester formu olarak bulunur.
(Ls ve Nja, 2016; Srinivasulu vd., 2018).

Yapilan birtakim c¢aligmalar kafeik asitin antienflamatuar, antimutajenik,
antibakteriyel ve antikanserojen 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir (Genaro-Mattos,

2015; Chen vd., 1995; Yamada ve Tomita; 1996; Ani vd., 2006; Kang vd., 2009).

HO

HO

Sekil 2.15. Kafeik asit kimyasal yapisi [http-10]
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Son ¢alismalar kafeik asitin, in vitro arastirmalarda ve hayvan modellerinde cesitli
farmakolojik etkileri oldugu ve hiicre dongiisii inhibisyonu ve proapoptotik etki ile giiclii
kemopreventif etkileri olan bilesik oldugu aciklanmistir (Kampa vd., 2004; Kabala-Dzik
vd., 2017; Dziedzic vd., 2017; Sun vd., 2017; Lin vd., 2012; Jaganthan, 2012; Orsolic
vd., 2005; Yang vd., 2014).

Kafeik asitin ayrica, insan akciger A549 ve kolon adenokarsinomu HT29-D4
hiicrelerinde hiicre dis1 matrise baglanmasin1  azaltarak, ROS-SOD {iretimini
baskilayarak, kanserin ilerlemesi ve migrasyonu énlenmesi yoluyla énemli antioksidan

etkiler gosterdigi bildirilmistir (Anantharaju vd., 2016; Nasr Bouzaiene vd., 2015).
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3. GERECLER
3.1. Kullanmilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bortezomib (BioChemica - A7737, Almanya)

Caco-2 Hiicre Hatt1 (ATCC kodu: HTB-37™, Amerika Birlesik Devletleri)
NIH/3T3 Hiicre Hatt1 (ATCC kodu: CRL-1658, Amerika Birlesik Devletleri)
Kafeik Asit (Sigma-Aldrich, C0625, Almanya)

Ferulik Asit (Sigma-Aldrich, Y0001013, Almanya)

Ellajik Asit (Sigma-Aldrich, E2250, Almanya)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma, D 5671, Almanya)
RPMI-1640 medyum (1X) (HyClone, Thermo Scientific, Almanya)
Penisilin/Streptomisin (Gibco, Amerika Birlesik Devletleri)

12 kanalli otomatik pipet (Axygen, Ingiltere Birlesik Krallig)

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya)

Tripan mavisi (Roche, Almanya)

Kryotiip (2ml) (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Invitrogen, Almanya)

MTT (Sigma-Aldrich, Almanya)

Dimetilstilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Almanya)

xCELLigence E-plate 96 (Roche, Almanya)

0,2 mI’lik PZR tiipii (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)

10, 100, 1000 ve 5000 pl’lik otomatik pipetor (Eppendorf, Kanada),

10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)
15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipleri (Isolab, Almanya)

25 cm2-75 cm?2’lik hiicre kiiltiir flaski (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)
2ml’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)

16 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvicre)

Cedex smart Slide (Roche, Almanya)

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

Lamel (Isolab, Almanya)

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch, Almanya)
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Cedex (Innovatis, Almanya)

Derin dondurucu buzdolab1 (Altus, Tiirkiye)

Hassas terazi (Ohaus, Avustralya)

Laminar Flow kabin (Heal Force, Cin Halk Cumhuriyeti)

Masaiistii sogutmali santrifiij (Eppendorf, Almanya)

Mikro santriftij (Hettich, Almanya)

HERACcell 150 Steril CO2 inkiibatorii (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

Su banyosu (Niive, Tiirkiye)

Inverted mikroskop (Leica, Almanya)

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Bio-tek, Amerika Birlesik Devletleri)
xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) (Roche, Almanya)
Otoklav (Alp, Tiirkiye)

Sterilizator (Niive, Tiirkiye)
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4. YONTEMLER
4.1. Deneylerde Kullamilan Hiicre Hatlar:

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde akciger kanseri (A549) ve kolon kanseri
(Caco-2) olmak tizere iki farkli kanser hiicre hatti ve saglikli bir hiicre hatt1 olan fare
embriyonik fibroblast hiicreleri (3T3) kullanilmistir. Calismada kullanilan Caco-2, A549
ve 3T3 hiicreleri daha 6nceden Amerikan Tissue Culture Collection (ATCC)’den temin
edilmis olan Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Laboratuvarinin

hiicre kiiltiirii stoklarindan kullanilmistir.

4.2. Kullanilan Arag¢ ve Gereclerin Hazirlanmasi

4.2.1. Kullamilan malzemelerin sterilizasyonu

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili
sekilde sterilizatorde kuru 1s1 ile 180°C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar ise otoklavda 121°C,

1.5 atm/Hg’de 20 dakika steril edilmistir.

4.2.2. Ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit ve bortezomib konsantrasyonlarinin

hazirlanmasi

Molekiiler agirliklar bilinen toz halindeki ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit ve
bortezomibin belirli hacimlerde dimetilsiilfoksit (DMSO) ig¢inde ¢oziilerek 100 mM
konsantrasyonda ana stoklar1 hazirlanmistir. Bu stok soliisyonlardan, her deney 6ncesinde
taze besiyeriyle seyreltme islemleri yapilarak farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir.

Kontrol grubuna medyum iginde %0.1 oraninda DMSO eklenerek uygulanmistir.

4.3. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar:

4.3.1. Stoktan hiicre ¢ikarma

Calismamizda Caco-2 A549 ve 3T3 hiicre hatlar1 stoklarimizdan kullanilmistir.
Hiicreler kiiltiir koleksiyonundan alindiginda donmus halde bulunmaktadirlar.
Dondurulmus halde bulunan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosunda hizli bir

sekilde cryo tiipilin i¢ine su girmeyecek sekilde bekletilerek ¢oziilmesi saglanmistir.

Hiicreler tamamen c¢oziildiikten sonra %10 Fotal Sigir Serum, %1 Penisilin-
Streptomisin igeren besiyerine aktarilarak, 5 dk. boyunca 1250 RPM (Revolutions Per

Minute)’de santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra steril kabin i¢ine alinip
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tiipiindeki medyum uzaklastirilmistir. A549 ve Caco-2 hiicreleri %10 fotal sigir serumu,
%1 penisillin-streptomisin igeren RPMI besiyerinde, NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast
normal hiicre hatt1 da %10’luk fotal si8ir serumu ve %1 penisilin-streptomisin iceren
DMEM (%! L-glutamin, %1 sodyum piriivat i¢ceren) besiyerinde %5 CO>’li etiivde, %95
bagil nemde 37°C’de kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. Kiiltiir flask1 %70 oraninda hiicre
yogunluguna sahip oldugu zaman alt kiiltiirlere ayrilarak biiyiimesi saglanmis ve

deneylerde kullanilmistir.

4.3.1.1. Hiicre sayumlar

Deneylerimizde kullanilan hiicreler, yetistirildikleri flasklarda yeterli yogunluga
ulastiklarinda belirli araliklarla pasajlama islemi gerceklestirilmistir. Pasajlanacak olan
hiicreler mikroskopta bakildiktan sonra steril kabinin i¢ine alinmistir. Flaskin iistiindeki
medyum pipet yardimiyla c¢ekilerek uzaklastirilmistir. Sonra PBS’den 5 ml flaska
konulup ve agzi kapatilarak flask nazikge saga sola hareket ettirilmis ve bu sekilde
hiicreler yikanmistir. Daha sonra PBS atilmig ve flaska 2 ml tripsin konmus, 3-5 dakika
inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yapistiklar1 flasktan kalkmalari saglanmaistir.
Tripsinin etkisini noétralize etmek igin, kalkan hiicrelerin iizerine 5 ml besiyeri ilave
edilerek pipetaj yapilmistir. Besiyeri-hiicre karisimi falkon tiipiine alinip 1250 RPM’ de
5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilip hiicre pelleti
tizerine 1 ml besiyeri ilave edilip tekrar pipetaj yapilmistir. Hiicre slispansiyonundan 10
pL pipet yardimiyla alinarak bir lamel tizerinde 10 pl Tripan mavisi ile karistirilip Cedex

Smart Slide’a aktarilmis ve Cedex XS cihazi ile Iml’deki hiicre sayis1 belirlenmistir.

4.3.2. MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Bortezomib, ellajik asit, kafeik asit ve ferulik asitin kullanilan hiicre hatlar
tizerindeki konsantrasyona bagl sitotoksik etkileri, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
yontemiyle belirlenmistir (Denizot ve Lang, 1986).

Bu yontem canli hiicrelerdeki mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanir. Bu yontemde, sar1 renkli ve suda ¢06ziinebilen
tetrazolium tuzu (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir, MTT), canli
hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve canli hiicrelerde aktive olan mitokondriyal siiksinat

dehidrogenaz enzimi tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen
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formazana indirgenir (Sekil 4.1). Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canli hiicrelerde goriiliir. Bu da hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul
edilip, spektrofotometrik olarak belirlenen degerler canli hiicre sayisi ile iligkilendirilir

(Denizot ve Lang, 1986; Horakova vd., 2001).

NH“N /@ I\-ﬁtnknnd.ti}-‘_al _ M
/ \ r,f rediiltar enzimi J/ NH
| h————

MTT- Sar1 tetrazolium Mor formazan

Sekil 4.1. Tetrazoliumun mitokondriyal rediiktaz enzimleri araciligryla formazan tuzuna

indirgenmesi (Ganot vd., 2013)

4.3.2.1. Yontemin uygulanmasi

3T3, Caco-2, A549 hiicreleri uygun besiyeri ortaminda 37°C’de %5 CO:’li
inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicreler her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plakalara ekilmis ve hiicrelerin plakaya yapigsmalari i¢in 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki medyumlar uzaklastirilmis ve
bortezomib, ellajik asit, bortezomib + ellajik asit, ferulik asit, bortezomib + ferulik asit,
kafeik asit, bortezomib + kafeik asitin medyum i¢inde hazirlanan 25, 12.5, 6.25, 3.125
UM konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulanmistir (Sekil 4.2). Kontrol olarak da besiyeri

icinde %0.1°lik DMSO kullanilmistir. Hiicreler tekrar 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 4.2. Hiicre plaklarina MTT nin uygulanmasi

Steril PBS igerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan (5 mg/mL), MTT
calisma soliisyonu hazirlanmistir. Plakalardaki besiyeri atilmis ve her bir kuyucuga taze
besiyerinde hazirlanmig MTT ¢alisma soliisyonundan 100 pL eklendikten sonra, hiicreler
3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda MTT igeren besiyerleri atilarak,
her kuyucuga ¢oziicii olarak 100 pnL. DMSO pipetlenmistir. Plakalar, Cytation 3 Cell
Imaging Multi-Mode Reader’da 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri, her bir
konsantrasyon i¢in 8 tekrar (8 kuyucuk) olacak sekilde okunmustur. Kontrol kuyularinin
absorbans degerleri ortalamast %100 kabul edilmis ve maddelerin uygulandig

konsantrasyonlarin % canlilik degerleri hesaplanmustir.

4.3.3.Kombine konsantrasyonlarin sinerjistik sitotoksik etkilerinin

degerlendirilmesi

Bortezomib ile ellajik asit, bortezomib ile ferulik asit ve bortezomib ile kafeik asit
arasindaki sinerjistik / antagonistik etkilesimler MTT analizi ile aragtirilmistir. 25, 12.5,
6.25, 3.125 uM konsantrasyonlarda bortezomib ile ellajik asit, bortezomib ile ferulik asit
ve bortezomib ile kafeik asit 24 saat boyunca 1:1 oraninda 3T3, A549, Caco-2 hiicre
hatlarina kombine olarak uygulanmistir. Etkiler MTT yontemi ile belirlenmistir. MTT
sonuglarina gore elde edilen % hiicre canlilik degerleri kullanilarak CDI hesaplanmus,
sinerjistik ve antagonistik etkiler degerlendirilmistir (Yildiz-Ozer vd., 2018; Zhou vd.,
2012).
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4.3.3.1. Ilag etkilesim katsayis1 (CDI) hesaplama

Ilag etkilesiminin katsayis1 (CDI) asagidaki formiille hesaplanmistir (Daphu vd., 2014).

CDI=[AB /(A x B)] x 100 @.1)

AB = kombine uygulanan grubun % hiicre canlilig1

A ve B = tek madde i¢in % hiicre canlilig1

CDI < 1 sinerjizmi, CDI < 0.7 gii¢lii sinerjizmi, CDI = 1 additifligi ve CDI > 1

antagonizmi gosterir (Lopez-Acevedo vd., 2014).

4.3.4. istatistiksel analiz

Deneyler farkli zamanlarda 3 tekrarli denenmis ve her deney de kendi iginde 7
tekrarli calisilmistir.

MTT sonuglarina gore hesaplanan % hiicre canlilik degerleri kullanilarak,
ortalama =+ standart sapma degerlerine gore grafikler cizilmistir. GraphPad Prism 8’de
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile istatistiksel yonden anlamliliklar belirlenmistir.
Anlamlilik degerleri; p > 0.05 fark yok, *p < 0.05 fark var, **p < (.01 anlaml fark var,
*#%p < 0.001 dnemli derecede fark var, ****p < (0.0001 ¢ok 6nemli derecede fark var

olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Bortezomib, Ellajik asit, Ferulik asit, Kafeik asit ve Bortezomibin Bu
Fenolik Asitlerle Kombinasyonlarinin 3T3 Hiicrelerinde 24. Saat Sitotoksik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

3T3 hiicrelerinde bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asitin 25, 12.5 uM,
6.25 uM ve 3.125 uM konsantrasyonlarinin tekli uygulamalar1 ve bortezomib ile ellajik
asit, ferulik asit, kafeik asitin kombin uygulamalarinin % hiicre canlilig1 iizerine etkileri

Sekil 5.1- Sekil 5.4 te verilmistir.

MTT sonuglarina gore, 3T3 hiicrelerine 25 pM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (25uM + 25uM) gruplarinda, kontrole gore
% hiicre canlilik oranlar siras1 ile; %48.68, 86.06, 59.8, 128.3, 45.63, 97.35 ve 42.59
olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna goére % hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit, ferulik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyonu ic¢in ****p < 0.0001 olarak anlamli

bulunmustur (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. 373 hiicrelerinde 25 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi
sonuglarmma gére % hiicre canlilik oranlari (ortalama =+ standart sapma), n=7,

*ExED < 0.0001, deneyler 3 tekrarli olarak ¢calisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarina gore, 3T3 hiicrelerine 12.5 uM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5uM + 12.5uM) gruplarinda, kontrole
gore % hiicre canlilik oranlar1 sirasi ile; %46.52, 96.96, 70.32, 132.0, 44.95, 105.7 ve
42.84 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna goére % hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit, ferulik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in ****p < (.0001 olarak anlaml

bulunmustur (Sekil 5.2).
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3T3 Hicrelerinde 12,5 M Uygulanmas:
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Sekil 5.2. 373 hiicrelerinde 12.5 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi

sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlari (ortalama =+ standart sapma), n=7, ****p < 0.0001,

deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglaria gore, 3T3 hiicrelerine 6.25 uM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25uM + 6.25uM) gruplarinda, kontrole
gore % hiicre canlilik oranlar sirast ile; %46.58, 99.41, 87.01, 132.5, 43.89, 115.59 ve
42.59 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore ferulik asit ve kafeik asitte % hiicre
canlilik oranlar1 artmig olup istatistiksel olarak sirastyla p < 0.0001 ve p < 0.01 olarak
belirlenmistir. Bortezomib, bortezomib + ferulik asit, ve bortezomib + kafeik asit
kombinasyonlarinda kontrole gére % hiicre canlilik oranlar1 azalmis olup istatistiksel
olarak p < 0.0001; bortezomib + ellajik asit i¢in de p < 0.05 olarak anlaml1 bulunmustur
(Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. 373 hiicrelerinde 6.25 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlart (ortalama =+ standart sapma), n=7,
*E*ED < 0.0001, **p < 0.01, *p < 0.05, deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmigtir. (Kontrol: %0.1

DMSO)

MTT sonuglarina gore, 3T3 hiicrelerine 3.125 uM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125uM + 3.125uM) gruplarinda, kontrole
gore % hiicre canlilik oranlar sirast ile; %56.92, 101.12, 100.49, 135.82, 43.18, 124.44
ve 44.65 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore % hiicre canlilik oranlar1 kontrole
gore ferulik ve kafeik asit gruplarinda artmistir (p < 0.0001 ve p < 0.001). Bortezomib,
bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyonlrinda ise kontrole gore
hiicre canlilig1 azalmis ve istatistiksel olarak anlamlilik p < 0.0001 olarak belirlenmistir

(Sekil 5.4).
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Sekil 5.4. 373 hiicrelerinde 3.125 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi

sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlart (ortalama =+ standart sapma), n=7,

XA < 0.0001, ***p < 0.001, deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

5.2. Bortezomib, Ellajik asit, Ferulik asit, Kafeik asit ve Bortezomibin Bu Fenolik
Asitlerle Kombinasyonlarinin Caco-2 Hiicrelerinde 24. Saat Sitotoksik
Etkilerinin Degerlendirilmesi

MTT sonuglaria gore, Caco-2 hiicrelerine 25 pM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (25uM + 25uM) gruplarinda, kontrole gore

% hiicre canlilik oranlar sirasi ile; %32.71, 66.07, 57.96, 81.25, 39.67 , 68.59 ve 41.81

olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlarindaki azalma

istatistiksel olarak bortezomib, ellajik asit, bortezomib + ellajik asit , bortezomib + ferulik
asit, kafeik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001; ferulik asit igin

de p < 0.01 olarak anlaml1 bulunmustur (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5. Caco-2 hiicrelerinde 25 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi
sonuglarima gére % hiicre canlilik oranlari (ortalama + standart sapma), n=7,

*¥E*Ep < 0.0001, **p < 0.01, deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarina gore, Caco-2 hiicrelerine 12.5 uM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5uM + 12.5uM) gruplarinda, kontrole
gore % hiicre canlilik oranlar1 sirasi ile; %39.62, 78.18, 51.82, 88.86, 42.48, 78.53 ve
41.48 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak bortezomib, ellajik asit, bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001; kafeik asit i¢in p < 0.001

olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6. Caco-2 hiicrelerinde 12.5 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlari (ortalama + standart sapma), n=7, ****p < 0.0001,

***p < 0.001, deneyler 3 tekrarh olarak ¢alisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarina gore, Caco-2 hiicrelerine 6.25 uM konsantrasyondaki
bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit,
bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25uM + 6.25uM),
gruplarinda, kontrole gore % hiicre canlilik oranlan siras1 ile; %45.91, 93.45, 55.09,
85.02, 44.82, 80.23 ve 40.38 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna goére hiicre canlilik
oranlarindaki azalma istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit,
bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001; kafeik

asit i¢in p < (.05 olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.7)

39



CaCOR Hicrelerinde 6,25 iVl Uygulaarmasi

150
S
>8) 100~ T *
= _— -
FhAK
E ez T AR
ﬁ 50 T l T o
0- L) L T . L}

’O ., - *, 4 *
FS g

e

Sekil 5.7. Caco-2 hiicrelerinde 6.25 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlart (ortalama + standart sapma), n=7, ****p < 0.0001,

*p < 0.05, deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisilmigtir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarina gore, Caco-2 hiicrelerine 3.125 pM konsantrasyondaki
bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit,
bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125uM + 3.125uM)
gruplarinda, kontrole gore % hiicre canlilik oranlar siras1 ile; %50.96, 96.12, 48.80,
86.21, 44.94, 80.46 ve 26.56 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna goére hiicre canlilik
oranlarinin azalmasi istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit, bortezomib
+ ferulik asit ve bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001; kafeik asit i¢in

p < 0.001; ferulik asit i¢in p < 0.05 olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. Caco-2 hiicrelerinde 3.125 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit,
kafeik asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarinin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina goére % hiicre canlilik oranlart (ortalama =+ standart sapma), n=7,
*REED < 0.0001, ¥**p < 0.001 *p < 0.05, deneyler 3 tekrarli olarak ¢calisilmistir. (Kontrol: %

0.1 DMSO)

5.3. Bortezomib, Ellajik asit, Ferulik asit, Kafeik asit ve Bortezomibin Bu Fenolik
Asitlerle Kombinasyonlarinin AS549 Hiicrelerinde 24. Saat Sitotoksik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

MTT sonuglarina gore, A549 hiicrelerine 25 M konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (25uM + 25uM) gruplarinda, kontrole gore
% hiicre canlilik oranlar sirasi ile; %29.74, 91.27, 35.37, 92.56, 24.17, 96.85 ve 26.85
olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit,
bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001; ellajik asit i¢in p < 0.01 olarak

anlamli bulunmustur (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9. 4549 hiicrelerinde 25 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarmin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlari (ortalama + standart sapma), n=7 ****p < 0.0001,

**p < 0.01, deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarina gore, A549 hiicrelerine 12.5 M konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5uM + 12.5uM) gruplarinda, kontrole
gore % hiicre canlilik oranlar1 sirasi ile; %30.42, 91.93, 32.54, 97.05, 25.23, 96.90 ve
26.06 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit,
bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001 olarak anlamli bulunmustur

(Sekil 5.10).
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Sekil 5.10. A549 hiicrelerinde 12.5 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarimin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlart (ortalama =+ standart sapma), n=7.

*Exxp < 0.0001, deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisiimistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarina gore, A549 hiicrelerine 6.25 pM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25uM + 6.25uM) gruplarinda, kontrole
gore % hiicre canlilik oranlar1 sirasi ile; %30.70, 92.85, 29.02, 94.13, 26.14, 90.79 ve
27.42 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit ve
bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001 olarak anlamli bulunmustur

(Sekil 5.11).
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Sekil 5.11. 4549 hiicrelerinde 6.25 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarmmin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlart (ortalama + standart sapma), n=7,

*Exxp < 0.0001, deneyler 3 tekrarli olarak ¢calisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

MTT sonuglarina gore, A549 hiicrelerine 3.125 uM konsantrasyondaki bortezomib,
ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik
asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125uM + 3.125uM), gruplarinda, kontrole
gore % hiicre canlilik oranlar1 sirasi ile; %31.92, 103.0, 27.25, 96.28, 27.42, 85.44 ve
25.58 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak bortezomib, bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit ve
bortezomib + kafeik asit kombinasyonu i¢in p < 0.0001; kafeik asit i¢in de p < 0.001

olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12. 4549 hiicrelerinde 3.125 uM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
asit ve bu fenolik bilesiklerin bortezomib ile kombinasyonlarinin 24. saatteki MTT testi
sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlart (ortalama =+ standart sapma), n=7,

*¥E*ED < 0.0001, ***p < 0.001 deneyler 3 tekrarl olarak ¢alisilmistir. (Kontrol: %0.1 DMSO)

5.4. Bortezomibin Ellajik asit, Ferulik asit ve Kafeik asit ile Kombinasyonlarinin
3T3, A549 ve Caco-2 Hiicreleri Uzerinde Sinerjistik Sitotoksik Etkilerinin

Degerlendirilmesi

3T3, Caco-2, A549 hiicre hatlarina 25, 12.5, 6.25, 3.125 uM konsantrasyonlardaki,
bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit, bortezomib + ellajik asit, bortezomib +
ferulik asit ve bortezomib + kafeik asit kombin uygulamalarinin 24. saat MTT absorbans
sonuglarina gore elde edilen % hiicre canlilik degerleri kullanilarak CDI hesaplanmus,
sinerjistik ve antagonistik etkiler degerlendirilmistir (Tablo 5.1-Tablo 5.9) (Zhou vd.,
2012).

CDI < 1 sinerjistik, CDI < 0.7 giiclii sinerjistik, CDI = 1 additif ve CD > 1
antagonistik etkiyi ifade etmektedir (Lopez-Acevedo vd., 2014).

45



5.4.1. Bortezomibin ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asit ile kombinasyonlarinin

3T3 hiicreleri iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

Tablo 5.1°de goriildiigii iizere, MTT absorbans sonucglarindan elde edilen % hiicre

canlilik degerlerine gore, 3T3 hiicrelerinde bortezomib ve ellajik asit kombin

uygulamalari sonucunda, 25, 12.5, 6.25, 3.125 pM konsantrasyonlarda antagonistik etki

belirlenmistir.

Tablo 5.1. 373 hiicrelerine bortezomib, ellajik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat i¢in hiicre canlilik

(%) oranlar: (ortalama =+ standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul

edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayis.)

Konsantrasyon
(nm) Bortezomib Ellajik Asit Bortezomib + Ellajik Asit CDI
(% Hiicre Canlihi@l)) (% Hiicre Canhhg) (% Hiicre Canhihgy)
25 48.68 +7.84 86.06 + 3.52 59.8 +1.77 1.42
12.5 46.52 +1.88 96.96 +7.97 70.32 £ 5.66 1.56
6.25 46.58 £0.45 99.41+7.49 87.01+11.44 1.88
3.125 56.92 + 8.50 101.12+5.48 100.49 £4.39 1.75

Tablo 5.2°de goriildiigii iizere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre
canlilik degerlerine gore, 3T3 hiicrelerinde bortezomib ve ferulik asit kombin
uygulamalari1 sonucunda, 25, 12.5, 6.25 uM da sinerjistik, 3.125 uM konsantrasyonda da

giiclii sinerjistik etki belirlenmistir.

Tablo 5.2. 373 hiicrelerine bortezomib, ferulik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat icin hiicre canlilik
(%) oranlar: (ortalama =+ standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul
edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayisi.)

Bortezomib + Ferulik

Kons?;g; syon Bortezomib Ferulik Asit Asit CDI
(% Hiicre Canlihi@1) (% Hiicre Canhhg) (% Hiicre Canlihid)

25 48.68 +7.84 128.3+17.44 45.63 + 1.41 0.73

12.5 46.52 + 1.88 132.0£11.06 44,95+ 1.66 0.73

6.25 46.58 £ 0.45 132.5+£9.42 43.89 +1.05 0.71

3.125 56.92 +8.5 135.82 £19.85 43.18 £ 1.00 0.56
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Tablo 5.3’te goriildiigii tizere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre
canlilik degerlerine gore, 3T3 hiicrelerinde bortezomib ve kafeik asit kombin
uygulamalari1 sonucunda, 25, 12.5, 6.25, uM da sinerjistik, 3.125 uM konsantrasyonda da

giiclii sinerjistik etki belirlenmistir.

Tablo 5.3. 373 hiicrelerine bortezomib, kafeik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat igin hiicre canlilik
(%) oranlart (ortalama =+ standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul
edilmistir. CDI: Ila¢ etkilesim katsayist.)

Bortezomib + Kafeik

K“"s?;';f;' syon Bortezomib Kafeik Asit CAsit ool
(% Hiicre Canlihgr) (% Hiicre Canlihigy) (% Hiicre Canliligy)

25 48.68 +7.84 97.35+7.37 42.59+1.90 0.9

12.5 46.52 + 1.88 105.7 £ 6.15 42.84+3.90 0.87

6.25 46.58 £ 0.45 115.59 £9.37 42.59 +£0.92 0.79

3.125 56.92 £8.5 124.44 £ 10.85 44.65 +2.75 0.63

5.4.2. Bortezomibin ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asit ile kombinasyonlarinin

Caco-2 hiicreleri iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

Tablo 5.4°te goriildiigii izere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre
canlilik degerlerine gore, Caco-2 hiicrelerinde bortezomib ve ellajik asit kombin
uygulamalar1 sonucunda, 25, 12.5, 6.25 uM konsantrasyonlarda antagonistik etki

goriiliirken, 3.125 uM konsantrasyonda ise aditif etki oldugu belirlenmistir.

Tablo 5.4. Caco-2 hiicrelerine bortezomib, ellajik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat icin hiicre
canlilik (%) oranlar: (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul

edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayisi.)

Konsantrasyon CDI
(um) Bortezomib Ellajik Asit Bortezomib + Ellajik Asit
(% Hiicre Canliig1) (% Hiicre Canlhihig) (% Hiicre Canlihigy)
25 32.71+6.29 66.07 £9.04 57.96 +£5.72 2.68
12.5 39.62+4.74 78.18 £7.98 51.82+7.13 1.67
6.25 4591+94 93.45+6.12 55.09 £10.78 1.28
3.125 50.96 + 3.78 96.12 + 6.94 48.8 +£2.30 0.997
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Tablo 5.5’te goriildiigii lizere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre

canlilik degerlerine goére, Caco-2 hiicrelerinde bortezomib ve ferulik asit kombin

uygulamalar1 sonucunda 25, 12.5, 6.25, 3.125 uM konsantrasyonlarda antagonistik etki

belirlenmistir.

Tablo 5.5. Caco-2 hiicrelerine bortezomib, ferulik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat icin hiicre

canlilik (%) oranlart (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul

edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist.)

Konsantrasyon . . . . . .
(um) Bortezomib Ferulik Asit Bortezomib + Ferulik Asit CDI
(% Hiicre Canliigl)) (% Hiicre Canhihigy) (% Hiicre Canlihigy)
25 32.71+£6.29 81.25+4.13 39.67£4.6 1.49
12.5 39.62+4.74 88.86 £3.91 42.48 +4.99 1.2
6.25 4591+9.4 85.02 £3.56 44.82 + 8.82 1.15
3.125 50.96 + 3.78 86.21 £7.46 44,94 + 4,93 1.02

Tablo 5.6°da goriildiigii iizere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre

canlilik degerlerine gore, Caco-2 hiicrelerinde bortezomib ve kafeik asit kombin

uygulamalar1 sonucunda 25, 12.5, 6.25 uM dozlarinda antagonistik, 3.125 uM da ise

giiclii sinerjistik etki belirlenmistir.

Tablo 5.6. Caco-2 hiicrelerine bortezomib, kafeik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat icin hiicre

canlilik (%) oranlart (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul

edilmistir. CDI: Ila¢ etkilesim katsayisi.)

Konsantrasyon CDI
(num) Bortezomib Kafeik Asit Bortezomib + Kafeik Asit
(% Hiicre Canliigl) (% Hiicre Canhhg) (% Hiicre Canlihid)
25 32.71 £ 6,29 68.59 £ 6.68 41.81+£5.82 1.86
12.5 39.62 +4,74 78 53 £6.63 41.48 +£3.73 1.33
6.25 4591+9,4 80.23 + 6.94 40.38 £5.89 1.1
3.125 50.96 + 3,78 80.46 +5.25 26.56 £ 1.69 0.65
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5.4.3. Bortezomibin ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asit ile kombinasyonlarinin

A549 hiicreleri iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

Tablo 5.7°de goriildiigii lizere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre
canlilik degerlerine goére, A549 hiicrelerinde bortezomib ve kafeik asit kombin
uygulamalar1 sonucunda 25, 12.5, 6.25 uM da antagonistik etki goriiliirken, 3.125 uM

konsantrasyonda da sinerjistik etki belirlenmistir.

Tablo 5.7. A549 hiicrelerine bortezomib, ellajik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat igin hiicre
canlilik (%) oranlart (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol grubu %100
kabul edilmistir. CDI: Ila¢ etkilesim katsayist.)

Konsantrasyon Bortezomib + Ellajik

(um) Bortezomib Ellajik Asit Asit CDI
(% Hiicre Canlihigl) (% Hiicre Canhihgr) (% Hiicre Canlihigy)

25 29.74 £ 2.33 91.27+1.53 3537+3.37 1.31
12.5 30.42+1.86 91.93+5.73 32.54+3.61 1.16
6.25 30.70 £ 1.43 92.85+8.17 29.02 +0.92 1.02

3.125 31.92+0.61 103.0 £+ 8.32 27.25+1.45 0.83

Tablo 5.8’de goriildiigii iizere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre
canlilik degerlerine gore, A549 hiicrelerinde bortezomib ve ferulik asit kombin
uygulamalar1 sonucunda 25, 12.5, 6.25, 3.125 uM konsantrasyonlarda sinerjistik etki

belirlenmistir.

Tablo 5.8. 4549 hiicrelerine bortezomib, ferulik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat igin hiicre
canlilik (%) oranlar: (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul

edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayisi.)

Bortezomib + Ferulik

Konsantrasyon

(nm) Bortezomib Ferulik Asit Asit CDI
(% Hiicre Canlilig1) (% Hiicre Canhhgy) (% Hiicre Canlihid)

25 29.74 £2.33 92.56 +2.06 2417+ 1.74 0.88
12.5 30.42 +1.86 97.05+3.72 2523 +1.26 0.85
6.25 30.70 +1.43 94.13 £2.71 26.14 + 1.60 0.91

3.125 31.92 £ 0.61 96.28 £ 6.70 2742 +£2.17 0.89
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Tablo 5.9’da goriildiigi tizere, MTT absorbans sonuglarindan elde edilen % hiicre
canlilik degerlerine goére, A549 hiicrelerinde bortezomib ve kafeik asit kombin
uygulamalar1 sonucunda 25, 12.5, 6.25, 3.125 uM konsantrasyonlarda sinerjistik etki

belirlenmistir.

Tablo 5.9. 4549 hiicrelerine bortezomib, kafeik asit ve kombine uygulamalarin 24 saat igin hiicre canlilik
(%) oranlart (ortalama =+ standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol %100 kabul
edilmigtir. CDI: Ila¢ etkilesim katsayist.)

Bortezomib + Kafeik

Konsantrasyon C
(um) Bortezomib Kafeik Asit Asit DI
(% Hiicre Canliligl)) (% Hiicre Canlihg) (% Hiicre Canlihigy)
25 29.74 £2.33 96.85 +1.49 26.85 £1.29 0.94
12.5 30.42 +1.86 96.90 = 0.84 26.06 = 0.66 0.88
6.25 30.70 £ 1.43 90.79 £ 4.41 27.42 +1.81 0.98
3.125 31.92+0.61 8544 £5.21 25.58 £0.61 0.94

Sebze, meyve, kepekli tahillarin tiiketiminin kronik hastaliklarin ve 6zellikle mide,
akciger, pankreas ve kolon gibi ¢esitli kanserlerin insidansini azalttig1 bilinmektedir. Bu
gidalarin antikanser aktiviteleri, bir veya daha fazla hidroksil grubuna sahip ortak bir
aromatik halkal1 ikincil metabolitler olan fenolik bilesiklerle iligkilidir. Yapilan gesitli
caligmalar, fenolik asitlerin hiicre canliligini azaltmada, hiicre dongiisiinii modiile etmede
ve apoptoz indiiksiyonu ile tiimdr ilerlemesini kontrol etmede ©nemli bir rol
oynayabilecegini gostermistir Kemoterapotik ajanlarin toksik oldugu ve ciddi yan etkileri
oldugu bilinmektedir. Dogal bilesiklerin, bu yan etkileri azaltmanin yan1 sira tedavide
kullanilan ajanlarla sinerjik bir etki de gosterebildigi cesitli caligmalarla mevcuttur
(Eroglu vd., 2018).

Bu tez calismasinda; akciger ve kolon kanseri hiicrelerinde bir proteozom
inhibitorii olan bortezomib ile ellajik asit, ferulik asit, kafeik asitin (25, 12.5, 6.25, 3.125
uM) kombinasyonlarinin sitotoksik etkileri aragtirilmis ve antiproliferatif etkilerine gore
hesaplanan CDI oranlarina gore sinerjistik/antagonistik etkileri degerlendirilmistir.

Hong vd. (2012) yaptig1 bir ¢alismada 5, 10, 20 nM bortezomibin Colo320HSR,
HT 29 ve DLDI kolon kanseri hiicre hatlar1 ile 24 saatlik inkiibasyonu sonunda, hiicre
proliferasyonlarinin anlamli diizeyde azaldigi belirlenmistir. Bu etkinin bortezomibin
proteazom inhibisyonundan kaynaklanan hiicre i¢i ROS iiretiminin artmasiyla iliskili

olarak hiicre dongiisiinli durdurarak antikanser aktivite gdsterdigini agiklanmistir (Hong
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vd., 2012). Bizim c¢alismamizda 24. saat MTT sonuglarina goére bortezomibin Caco-2
kolon kanseri hiicre hatti iizerinde (3.125, 6.25, 12.5, 25 pM) artan konsatrasyonlara
bagli olarak hiicre canliligini 6nemli 6l¢iide azalttig1 belirlenmistir.

Ando vd. (2014) yaptig1 bir calismada; A549 akciger kanseri hiicre hattinda, 80 nM
bortezomib ile CID (kimyasal indiiklii dimerizasyon) kombin uygulanmast sonucunda
sinerjistik bir etki olusturdugu belirlenmistir (Ando vd., 2014). Calismamizda da A549
hiicrelerine bortezomibin ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asit ile kombin
uygulamalarinin hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplamalar1 sonuglarina gore 3.125,
6.25, 12.5, 25 pM konsantrasyonlarda bortezomibin ferulik asit ve kafeik asit ile
kombinasyonlarinin, 3.125 pM konsantrasyonda bortezomib ile ellajik asit
kombinasyonunun sinerjist etki gosterdigi belirlenmistir.

Losso vd. (2004) yaptiklar bir caligmada ellajik asidin 10-100 uM konsantrasyon
araliginda, 24 saatlik bir inkiibasyon sonunda saglikli insan akciger fibroblast
hiicrelerinin canlilig1 lizerinde herhangi bir sitotoksik etki gostermezken, Caco-2 kanser
hiicresinde segici bir sitotoksisite ve buna bagli olarak da antiproliferatif aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Losso vd., 2004).

Liu vd. (2018) yaptiklar1 bir caligmada ise 48. saatteki MTT deneyi sonucunda,
ellajik asidin A549 hiicrelerinin canliligni kontrol grubuna goére konsantrasyon artigina
(5, 10 ve 20 puM) bagh olarak 6nemli dl¢lide azalttigini gostermislerdir (Liu vd., 2018).
Bu literatiir ¢alismasinda elde edilen veriler bizim calisma sonuglarimizi destekler
niteliktedir.

Bir bagka ¢alismada da ellajik asitin 12.5, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda 48
saat inkiibasyon sonucunda, SW480 metastatik olmayan kolon kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu %49-76, SW620 metastatik kolon kanseri hiicrelerinde %14-35, HT-29
kolon kanseri hiicrelerinde %0-21, HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde %53-87 oraninda
inhibe ettigi belirlenmistir (Seeram vd., 2005).

Calismamizdaki MTT sonuglarina gore ellajik asitin 3.125, 6.25, 12.5 ve 25 uM
konsantrasyonlarda A549, 3T3, Caco-2 hiicreleri iizerinde, antiproliferatif etkilerinin
oldugu belirlenmis olup, bu etkiyi artan konsantrasyona bagli olarak en c¢cok 25 uM
konsantrasyonda gosterdigi belirlenmistir. Literatiir ¢alismalariyla bizim elde ettigimiz
sonuglar birbirini desteklemektedir. Yapilan literatlir taramalarinda ellajik asitin
bortezomib ile kombine uygulamalarinin Caco-2, A549 ve 3T3 hiicreleri lizerine

sitotoksik etkisi ile ilgili dnceden yapilmis calismalara rastlanilmamustir. Ellajik asitin
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bortezomib ile kombine uygulamalarinin Caco-2 kolon kanseri, A549 akciger kanseri ve
3T3 saglikl: fibroblast hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri ilk kez bu tez ¢alismasinda
arastiritlmistir. Bizim ¢alismamizdaki sonuglara gore ellajik asitin bortezomib ile kombin
uygulamalarinin hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuglarina gore A549
hiicreleri lizerinde 3.125 uM konsantrasyonda sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir.
Duan ve arkadaslarinin (2019) bir yaptig1 calismasinda da akciger kanseri H1975 ve
HOP62 hiicre hatlarinda 25 ve 50 uM ellajik asitin 48 saatte uygulanmasi sonucunda,
kanser hiicre proliferasyonlarinin azaldigi belirlenmistir (Duan vd., 2019). Bu sonuglar
bizim sonuglarimizla paralellik gostermektedir.

Baska bir ¢alismada, insan akciger (A549) ve kolon adenokarsinomu (HT29-D4)
hiicre proliferasyonu iizerine kafeik ve ferulik asitin antikanser etkileri arastirilmistir.
A549 ve HT29-D4 hiicrelerinde 50, 100, 200, 500, 1000 uM kafeik ve ferulik asit
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Kafeik asitin A549 hiicre canliligin1 %17-30 oraninda,
HT29-D4 hiicre canliligini ise %22-33 oraninda; ferulik asitin ise A549 hiicre canliligini
%12-25 oraninda, HT29-D4 hiicre canliligin1 %13-27 oraninda azalttig1 belirlenmistir
(Bouzaiene vd., 2015).

Dihidrokafeik ve dihidroferiilik asitin iki farkli Caco-2 ve SW480 kolon
adenokarsinom hiicrelerinde antiproliferatif etkilerinin arastirildigi bir calismada 200 uM
ferulik asidin SW480 hiicre proliferasyonunu sirasiyla %40.8 ve %59.9 oraninda inhibe
ettigi gozlenmistir. Dihidrokafeik ve dihidroferiilik asitin, Caco-2'de 1C50 degerleri
sirastyla 71.7 = 1.1 ve 83.1 = 1.1 umol/L oldugu gozlemlenip her iki hiicre hattinda
antiproliferatif etkili oldugu belirlenmistir (Martini vd., 2019). Bizim ¢aligmamizdaki
MTT sonuglarina gore ferulik asitin Caco-2 hiicreleri iizerinde 25 uM konsantrasyonda
hiicre canliligini %20 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Rosa ve arkadaglarinin (2018) HT-29 insan kolon adenokarsinom hiicreleri
tizerinde yaptig1 bir ¢alismada, ferulik asit 0.1 ve 1.0 uM konsantrasyonlarda hiicre
canliligin1 %35 oraninda; 5, 10, 25, 50, 100 uM gibi daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
%63 oraninda azaltmistir (Rosa vd., 2018).

Janicke vd. 2005 yilinda yaptiklar1 bir caligmada ferulik asitin, Caco-2 hiicrelerinin
proliferasyonu ve hiicre dongiisii faz dagilimi tizerindeki etkileri aragtirilmistir. 1500 uM
konsantrasyondaki ferulik asitin 2-3 giinliik tedavisinden sonra Caco-2 hiicrelerinin

cogalmasini %43-75 oraninda inhibe ettigini géstermistir (Janicke vd., 2005).
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Calismamizdaki MTT sonuglarina gore ferulik asitin 3.125, 6.25, 12.5 ve 25 uM
konsantrasyonlarda A549, Caco-2 hiicreleri iizerinde, antiproliferatif etkilerinin oldugu
belirlenmis olup, bu etkiyi artan konsantrasyona bagli olarak en c¢ok 25 uM
konsantrasyonda gosterdigi belirlenmistir. Literatiir caligmalariyla bizim elde ettigimiz
sonuglar birbirine paralellik gostermektedir. Yapilan literatiir taramalarinda ferulik asitin
bortezomib ile kombine uygulamalarinin Caco-2, A549 ve 3T3 hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisi ile ilgili dnceden yapilmis caligmalara rastlanilmamustir. Ferulik asitin
bortezomib ile kombine uygulamalarinin Caco-2 kolon kanseri, A549 akciger kanseri ve
3T3 saglikl: fibroblast hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri ilk kez bu tez ¢alismasinda
arastirilmistir. Bizim ¢alismamizdaki sonuglara gore ferulik asitin bortezomib ile kombin
uygulamalarinin hiicre canliliklarina bagli CDI hesaplama sonuglarina gore 3.125, 6.25,
12.5 ve 25 puM konsantrasyonlarda A549 ve 3T3 hiicreleri {izerinde sinerjist etki
belirlenmis olup, 6zellikle 3.125 konsantrasyonda 3T3 hiicreleri iizerinde giiclii sinerjist
etki gosterdigi belirlenmistir.

Chiang vd. (2014) yaptig1 bir calismada kafeik asit tiirevlerinin insan HCT-116 ve
SW-480 kolorektal hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkileri arastirilmistir. Kafeik asit
tirevlerinin 5, 10, 20, 50 ve 100 pM konsantrasyonlarinda HCT-116 ve SW-480
hiicrelerinin proliferasyonunu, konsantrasyonun artigina paralel olarak 6nemli dlgiide

sirastyla %58-64 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir (Chiang vd., 2014).

Yapilan bagka bir calismada da kafeik asidin, 2500 uM konsantrasyonunda HT 29
kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesini %50 inhibe ettigi goriilmiistiir (Jagannathan,

2012).

Calismamizdaki MTT sonuglarina gore kafeik asitin 3.125, 6.25, 12.5 ve 25 uM
konsantrasyonlarda A549, Caco-2 hiicreleri iizerinde, antiproliferatif etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Caco-2 hiicreleri iizerinde artan konsantrasyona bagl olarak 3.125-25 uM
araliginda %20-32 oranlarinda hiicre canliligin1 inhibe ettigi goriilmiistiir. A549
hiicrelerinde ise, en yiiksek inhibisyonu 3.125 pM da %15 oraninda gostermistir.
Literatiir ¢caligmalartyla bizim elde ettigimiz sonuglar benzerlik gostermektedir. Yapilan
literatiir taramalarinda kafeik asitin bortezomib ile kombine uygulamalarinin Caco-2,
A549 ve 3T3 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi ile ilgili onceden yapilmis ¢alismalara
rastlanilmamistir. Kafeik asitin bortezomib ile kombine uygulamalarinin Caco-2 kolon

kanseri, A549 akciger kanseri ve 3T3 saglikli fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik
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etkileri ilk kez bu tez ¢alismasinda arastirilmistir. Bizim ¢alismamizdaki sonuglara gore
kafeik asitin bortezomib ile kombin uygulamalarinin hiicre canliliklarina bagli CDI
hesaplama sonuclarina gore 3.125, 6.25, 12.5 ve 25 uM konsantrasyonlarda A549 ve 3T3
hiicreleri iizerinde sinerjist etki gosterdigi, ozellikle 3.125 uM konsantrasyonda 3T3
hiicreleri iizerinde gii¢lii sinerjist etki gosterdigi belirlenmistir. Caco-2 hiicrelerinde ise,

3.125 uM konsantrasyonda giiclii sinerjist etki gdstermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma, proteozom inhibitéri olan bortezomib ile bir¢ok literatiir
caligmalariyla antikanser aktiviteleri belirlenen 25, 12.5, 6.25, 3.125 uM
konsantrasyonlardaki ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asitin kombin uygulamalarinin
A549, Caco-2, 3T3  hiicreleri {izerindeki sinerjistik sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla planlanmistir. Tez kapsaminda; bortezomib-ellajik asit,
bortezomib-ferulik asit ve bortezomib-kafeik asit kombinasyonlarinin insan kolon kanser
hiicre hatt1 Caco-2, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatt1 A549 ve saglikli
hiicre hatt1 3T3 iizerinde sinerjistik sitotoksik etkilerinin arastirildigi ilk ¢aligma olmasi

nedeniyle 6zgiin bir deger tasimaktadir.

Kanser hiicrelerinin farkli 6zelliklere sahip olmasi, antikanser tedavisinin sonraki
asamasinda hastaligin niiksetmesine yol agabilecek ilaglara karsi direng gelistirmesi,
kombin kullanimlarin ¢alisilmasi gibi alternatif tedavi yollarina yonlendirmektedir. Bu
durum da yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine, yeni kemoterapi rejimlerinin
arastirilmasina neden olmaktadir.

Calismamizda MTT sonuglarina gore, Caco-2 ve A549 hiicreleri iizerinde 3.125-
25 uM konsantrasyonlar araliginda bortezomib + ellajik, bortezomib + ferulik asit ve
bortezomib + kafeik asit kombinasyonlarinin kontrol grubuna goére hiicre canliligini
onemli Olgiide azalttig1 belirlenmis olup, 3T3 hiicreleri {izerinde ise bortezomib + ferulik
asit ve bortezomib + kafeik asit kombinasyonlarinin belirgin sitotoksik etkisi
gOriilmiistiir.

CDI hesaplama sonuglarina gore, 3.125 uM konsantrasyondaki bortezomib + kafeik
asit kombinasyonunun Caco-2 hiicreleri iizerinde giiglii sinerjist etki, 3.125 uM
konsantrasyondaki bortezomib + ferulik asit ve bortezomib + kafeik asit
kombinasyonlarinin da 3T3 hiicreleri iizerinde gii¢lii bir sinerjist etki gosterdigi
belirlenmistir.

Sonug olarak; in vitro ortamda bortezomib ve fenolik asit kombinasyonlarinin,
sinerjistik sitotoksik etkilerinin ileri molekiiler ¢calismalar ile de belirlenerek, alternatif

antikanser tedavisi i¢in yeni umutlar agacagi kanaati olugmustur.
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	Kanserin önlenmesi ve tedavisi için antioksidan etkileri nedeniyle birçok fenolik asitlerin kullanıldığı araştırmalara olan ilgi giderek artmaktadır. Yapılan birçok çalışmada sunulan veriler fenolik asitlerin hücre canlılığını azaltmada, hüc...
	Bu tez çalışmasında, bortezomibin ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit ile kombine olarak, A549, Caco-2 ve 3T3 hücre hatları üzerindeki sinerjistik sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bunun için Caco-2, A549 ve 3T3 hücreler...
	Çalışma sonucunda, Caco-2 ve A549 hücrelerinde, 3.125-25 µM konsantrasyonlar aralığında, bortezomib ile fenolik asit kombinasyonlarının kontrole göre hücre canlılığını önemli ölçüde azalttığı belirlenmiş olup, 3T3 hücrelerinde ise bortezomib...
	There is growing interest in research using many phenolic acids due to their antioxidant effects for the prevention and treatment of cancer. The data presented in many studies have shown that phenolic acids can play important role in reducin...
	In this thesis, it is aimed to determine the synergistic cytotoxic effects of bortezomib on A549, Caco-2 and 3T3 cell lines in combination with ellagic acid, ferulic acid and caffeic acid. The cytotoxic effects of bortezomib, ellagic acid, f...
	As a result, it was determined that the combinations of bortezomib and phenolic acids significantly decreased cell viability on Caco-2 and A549 cells in the concentration range of 3.125-25 µM. Bortezomib + ferulic acid and bortezomib + caffe...
	Keywords: Phenolic acids, Bortezomib, A549, Caco-2, Synergistic effect
	Biz de bu çalışmada, proteozom inhibitörü bortezomib ile ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asitin tekli ve bortezomib ile bu fenolik asitlerin kombine olarak insan akciğer kanseri hücre hattı A549, insan kolorekteral hücre hattı Caco-2 ve...
	İlaç etkileşiminin katsayısı (CDI) aşağıdaki formülle hesaplanmıştır (Daphu vd., 2014).
	CDI = [AB / (A x B)]  x 100                                                  (4.1)
	MTT sonuçlarına göre, 3T3 hücrelerine 25 µM konsantrasyondaki bortezomib,         ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (25µM + 25µM) grupl...
	Şekil 5.1. 3T3 hücrelerinde 25 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
	ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                      sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7,                        ****p < 0.0001, deneyler 3 ...
	MTT sonuçlarına göre, 3T3 hücrelerine 12.5 µM konsantrasyondaki bortezomib,         ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5µM + 12.5µM)...
	MTT sonuçlarına göre, 3T3 hücrelerine 12.5 µM konsantrasyondaki bortezomib,         ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5µM + 12.5µM)...
	Şekil 5.2. 3T3 hücrelerinde 12.5 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
	ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                      sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7, ****p < 0.0001,                      deneyler 3 tek...
	MTT sonuçlarına göre, 3T3 hücrelerine 6.25 µM konsantrasyondaki bortezomib,         ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25µM + 6.25µM)...
	Şekil 5.3. 3T3 hücrelerinde 6.25 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
	ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                      sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7,                  ****p < 0.0001, **p < 0.01, *p < 0...
	MTT sonuçlarına göre, 3T3 hücrelerine 3.125 µM konsantrasyondaki bortezomib,         ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125µM + 3.125...
	MTT sonuçlarına göre, 3T3 hücrelerine 3.125 µM konsantrasyondaki bortezomib,         ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125µM + 3.125...
	Şekil 5.4. 3T3 hücrelerinde 3.125 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik                    asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                   sonuçlarına göre % h...
	Şekil 5.5. Caco-2 hücrelerinde 25 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
	asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                         sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7,                  ****p < 0.0001,  **p < 0....
	MTT sonuçlarına göre, Caco-2 hücrelerine 12.5 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5µM + 12.5µM) grup...
	MTT sonuçlarına göre, Caco-2 hücrelerine 12.5 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5µM + 12.5µM) grup...
	Şekil 5.6. Caco-2 hücrelerinde 12.5 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
	asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                  sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7, ****p < 0.0001,
	***p < 0.001, deneyler 3 tekrarlı olarak çalışılmıştır. (Kontrol: %0.1 DMSO)
	MTT sonuçlarına göre, Caco-2 hücrelerine 6.25 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25µM + 6.25µM), gr...
	MTT sonuçlarına göre, Caco-2 hücrelerine 6.25 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25µM + 6.25µM), gr...
	Şekil 5.7. Caco-2 hücrelerinde 6.25 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik                   asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                    sonuçlarına göre %...
	*p < 0.05, deneyler 3 tekrarlı olarak çalışılmıştır. (Kontrol: %0.1 DMSO)
	MTT sonuçlarına göre, Caco-2 hücrelerine 3.125 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125µM + 3.125µM) g...
	MTT sonuçlarına göre, Caco-2 hücrelerine 3.125 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125µM + 3.125µM) g...
	Şekil 5.8. Caco-2 hücrelerinde 3.125 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit,                   kafeik asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının  24. saatteki MTT testi
	sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7,                    ****p < 0.0001, ***p < 0.001 *p < 0.05, deneyler 3 tekrarlı olarak çalışılmıştır. (Kontrol: %                    0.1 DMSO)
	MTT sonuçlarına göre, A549 hücrelerine 25 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (25µM + 25µM) gruplarında,...
	Şekil 5.9. A549 hücrelerinde 25 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit
	ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                  sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7 ****p < 0.0001,
	**p < 0.01, deneyler 3 tekrarlı olarak çalışılmıştır. (Kontrol: %0.1 DMSO)
	MTT sonuçlarına göre, A549 hücrelerine 12.5 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (12.5µM + 12.5µM) grupla...
	Şekil 5.10. A549 hücrelerinde 12.5 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
	asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                     sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7.                   ****p < 0.0001,  deneyler 3...
	MTT sonuçlarına göre, A549 hücrelerine 6.25 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25µM + 6.25µM) grupla...
	MTT sonuçlarına göre, A549 hücrelerine 6.25 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (6.25µM + 6.25µM) grupla...
	Şekil 5.11. A549 hücrelerinde 6.25 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
	asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının 24. saatteki MTT testi                    sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7,                  ****p < 0.0001, deneyler 3 te...
	MTT sonuçlarına göre, A549 hücrelerine 3.125 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125µM + 3.125µM), gr...
	MTT sonuçlarına göre, A549 hücrelerine 3.125 µM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit kombinasyon (3.125µM + 3.125µM), gr...
	Şekil 5.12. A549 hücrelerinde 3.125 µM konsantrasyonlardaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik
	asit ve bu fenolik bileşiklerin bortezomib ile kombinasyonlarının  24. saatteki MTT testi                      sonuçlarına göre % hücre canlılık oranları (ortalama ± standart sapma), n=7,                   ****p < 0.0001,  ***p < 0...
	5.4. Bortezomibin Ellajik asit, Ferulik asit ve Kafeik asit ile Kombinasyonlarının         3T3, A549 ve Caco-2 Hücreleri Üzerinde Sinerjistik Sitotoksik Etkilerinin         Değerlendirilmesi
	5.4.1. Bortezomibin ellajik asit, ferulik asit ve kafeik asit ile kombinasyonlarının            3T3 hücreleri üzerinde antagonist/sinerjist etkileşimleri
	Tablo 5.1’de görüldüğü üzere, MTT absorbans sonuçlarından elde edilen % hücre canlılık değerlerine göre, 3T3 hücrelerinde bortezomib ve ellajik asit kombin uygulamaları sonucunda, 25, 12.5, 6.25, 3.125 µM konsantrasyonlarda antagonistik etki ...
	Tablo 5.1. 3T3 hücrelerine bortezomib, ellajik asit ve kombine uygulamaların 24 saat için hücre canlılık
	(%) oranları (ortalama ± standart sapma) ve CDI değerleri. (Kontrol %100 kabul                  edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı.)
	Tablo 5.2’de görüldüğü üzere, MTT absorbans sonuçlarından elde edilen % hücre canlılık değerlerine göre, 3T3 hücrelerinde bortezomib ve ferulik asit kombin uygulamaları sonucunda, 25, 12.5, 6.25 µM da sinerjistik, 3.125 µM konsantrasyonda da...
	Tablo 5.2. 3T3 hücrelerine bortezomib, ferulik asit ve kombine uygulamaların 24 saat için hücre canlılık
	(%) oranları (ortalama ± standart sapma) ve CDI değerleri. (Kontrol %100 kabul                  edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı.)
	Tablo 5.3’te görüldüğü üzere, MTT absorbans sonuçlarından elde edilen % hücre canlılık değerlerine göre, 3T3 hücrelerinde bortezomib ve kafeik asit kombin uygulamaları sonucunda, 25, 12.5, 6.25, µM da sinerjistik, 3.125 µM konsantrasyonda da...
	Tablo 5.3. 3T3 hücrelerine bortezomib, kafeik asit ve kombine uygulamaların 24 saat için hücre canlılık
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