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OZET

Kanser tedavisinde ¢ok sayidaki kemoterapotik ilaglara direng en
yaygin klinik problemdir. Bu diren¢ primer tedavi sirasinda yada tedavi
sonrasi kazanilmis olabilmektedir. Coklu ilag direnci denilen bu durum,
basarili kanser tedavisinde en buyuk engeli teskil etmektedir. Coklu ilag
direncinin en sik sebebi p-glikoprotein’in intrensek yada ekstrensek olarak
gelisen asiri ekspresyonudur.

Kalsiyum kanal blokori olup hipertansiyon, supraventrikuler
tasikardi, hipertrofik kardiyomiyopati tedavisinde kullanilan verapamil, p-
glikoprotein ekspresyonunu azaltmaktadir. Ayrica verapamilin kanser
hicrelerindeki ilag direncini duzelttigi distnulmektedir.

Bu calismada MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hlcre dizilerinde
verapamili tedavide kullanilan ajanlarin degigik dozlari ile kombine ederek,
duguk tedavi dozlarinin etkinliginin arttirlhp arttinlamadidr arastirildi.
Bdylece meme kanserinde yeni tedavi yaklagsimlarinin bulunmasi
planlandi.

Bu nedenle dosetaksol, gemsitabin ve karboplatin kanser ilaglari
secildi. Dosetaksol, gemsitabin ve karboplatin hem tek baslarina hem de
verapamil ile kombine edilerek kullanildi. Diger bir nedende bu ilaglarla
ilgili mevcut literatlrlerde ¢ok az sayida bilginin mevcut olmasiydi.

Calismamizda verapamilin, hem MDA-MB-231 hemde MCF-7 hicre
dizilerinde dosetaksolin ve karboplatinin sitotoksisitelerini arttirdigi
bulundu. Ayni zamanda verapamilin, gemsitabinin etkinligini htcre tipine
badll olarak modifiye ettigi gortldid. Ayni zamanda verapamil tim ilag
gruplarinda ve her iki hucre dizisinde kaspazla kirilmis sitokeratin 18’i
(M30 antijeni) arttirdigi saptandi. Fakat bu etkinin MCF-7 hucre dizilerinde
¢ok daha belirgin ve siddetli oldugu gorulda.
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Sonug olarak bu bulgulara dayanarak ileri arastirmalarin (hayvan

ve insan deneyleri) planlanmasinin uygun olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Verapamil, coklu ilag direnci, meme kanseri, p-

glikoprotein.
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SUMMARY

Investigation into the effects of verapamil on the cytotoxicity of
docetaxol, gemcitabine and carboplatine in MDA-MB-231 and MCF-7
breast cancer cell lines

Resistance to chemotherapeutic drugs is the most common and
serious clinical problem in cancer treatment. During the primary treatment
or after treatment period, the resistance may occur. This stuation is called
multi-drug resistance which is the most important challenge in successful
cancer treatment. The common reason for the multi-drug resistance is the
over expression of p-glycoprotein.

Verapamil is a calcium channel blocker that is used for
hypertension, supraventricular tachycardia and hypertrophic
cardiomyopathy. In addition, it decreases the p-glycoprotein expression. It
has therefore been thought that verapamil restores the resistance to the
drugs in cancer cells.

In this study, MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cell lines
have been used to investigate the effect of verapamil in terms of its ability
to increase the cytotoxic potential of chemotherapeutics at various doses.
We thus aimed to create new therapeutic approaches to the treatment of
breast cancer.

For this reason, docetaxol, gemsitabine, carboplatine were chosen
to study in this thesis. Other reason was that little information is present in
literature.

In our study, it was found that verapamil increased the cytotoxic
effect of docetaxol and carboplatine in both cell lines of MDA-MB-231 and
MCF-7.
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In addition, verapamil modified the effectiviness of gemcitabine
depending on the cell type. Verapamil combined with or without the
chemotherapeutics at all the doses used in this study increased the
caspase cleaved cytokeratin 18 (M30 Antigen) in both cell lines. However,
this (M30 Antigen-inducing) effect was more pronounced in MCF-7 cells
than MDA-MB 231 cells.

In conclusion, taking into account the data above, we suggest that
further research on laboratory animals or clinical phase trials in vivo are

warranted.

Key Words: Verapamil, multi-drug resistance, breast cancer, p-

glycoprotein.



GiRiS

l. 1. Meme Kanseri
Meme kanseri tum dunyada kadinlarda en sik rastlanan malignitedir

ve kanserden 6lum sebepleri arasinda énemli bir yer tutmaktadir (1).

I. 1. 1. Meme Kanseri insidansi

Meme kanseri tum dunyada kanser olumleri icinde akciger, mide,
kolon-rektum, karaciger kanserleri nedeniyle olusan 6limlerden sonra 5.
sirada yer almaktadir (2). Her on kadindan biri meme kanserine
yakalanmaktadir. Yirmi yas altinda nadir gortlmektedir (3). Avrupa’da yilda
180 bin, Amerika’da 184 bin yeni olgu saptanmaktadir. Kadinlarda olum
nedeni olarak akciger kanserinden sonra meme kanseri gelmektedir (4).

Saglik bakanhdinin 1999 vyl istatistiklerine gore kadinlarda en sik
gorulen kanser turG meme kanseridir. Sirasiyla diger kanser turleri mide,
yumurtalik, deri, kolon kanserleridir. En sik gortlen on kanser turinin %

24,1’0n0 meme kanseri olusturmaktadir (5).

I. 1. 2. Meme Kanserinde Risk Faktorleri
A- Yuksek risk faktorleri ( 3 kat ya da daha fazla)
a. Yas (40 yasin Ustunde)

b. Daha o6nceden dier memede kanser Ovkiisii olmasi. Ozellikle

menopoz dncesi meydana gelenler nemlidir.

c. Ailede meme kanseri oykisi olmasi. Meme kanseri insidansi

Ozellikle anne, kiz kardes ve kiz evlatlarda, yine teyze, kuzen, anneannede
de artmig olarak gorulir. Menopoz 6ncesi, bilateral ya da unilateral meme
kanseri gelisen kadinlarin annelerinde, kiz gocuklarinda, kardeslerinde risk
daha yuksektir.

d. Atipi ile birlikte hiperplazi. Bening meme hastalarinin birgok formu

meme kanseri i¢in predispozan faktor degildir. Bu durum, ozellikle fibrokistik



hastalik igin gecerlidir. Atipik hiperplazili memenin proliferatif hastaligi
olanlarda risk 5 kat daha fazladir. Atipinin olusturdugu risk, ailesinde meme
kanser oykusu olanlarda 11 kat daha yuksektir.

e. Parite. Nulliparlar ya da ilk dogumunu 31 yasindan sonra
yapanlarda, ilk gebeligi 18 yasindan dnce olanlara gore risk 3-4 kez daha
fazladir.

f. Lobuler karsinoma insitu. invaziv kanser icin %30 oraninda risk

tasir.
g. Erkeklerde risk faktorleri. Klinefelter sendromu, jinekomasti ve

ailede erkek meme kanseri oykusunun olmasi seklinde sayilabilir.

B. Orta derecede risk faktorleri (1,2 -1,5 kez fazla)
a. Menstriasyon dykusu (erken menars, ge¢ menopoz)
b. Oral 6strojen alma
c. Over, uterin fundus ya da kolon kanser dykusu
d. Diabetes mellitus

e. Alkol alimi

C. Riski azaltan faktorler
a. Asya Irki
b. 18 yas dncesi gebelik
c. Erken menopoz

d. 37 yasindan 6nce cerrahi kastrasyon

D. Risk faktorii olmayanlar.
Daha o6nceden risk oldugu dusunullen fakat risk faktori olmayanlar

arasinda multiparite, laktasyon ve emzirme sayilabilir (6).

1.1. 3. Meme Kanserinde Etyoloji

A. Endokrin Etkenler
a) Ureme ile ilgili Etkenler



» Erken menstruasyon yasi, meme dokusunun Ostrojene maruz kalma
suresini uzatir. Bu nedenden dolayl erken menarsin meme kanseri riskini
arttirdigina inanilmaktadir (7).

» Uzun suren laktasyonlarin, ovulatuvar donem sayisini azaltarak koruyucu
etki yaptigi varsayiimaktadir (8,9).

» Dogurmamis ya da evlenmemis kadinlarda meme kanseri gorulme
olasihgi daha fazladir (10,11).

» ilk dogumunu 35 yasindan sonra yapmis olmak ve ge¢ menapoz da

meme kanseri gorilme olasiligini arttirmaktadir (10,11).

b) Hormonal Etkenler
» Gebelik ve laktasyonun meme kanserine kargi koruyucu oldugu ileri
surtlmektedir (12).
» Oral kontraseptif (OKS) kullanim siresinin, meme kanseri riskini arttirip
arttirmadigiyla iligkili calisma sonucuna gore, OKS kullanim suresi ile risk
artisi arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir (13). Fakat 45 yas alt
kadinlarda uzun sureli OKS kullaniminin etkisi arastirilmis ve meme kanseri

riskinde anlamli bir artisa neden oldugu gdsterilmistir (14).

c) Genetik Etkenler
» Meme kanseri olan anne, kiz ve kizkardegler arasinda meme kanseri
g6rulme olasilidi normal poptilasyondan iki kat fazladir.
» Meme kanseri aile hikayesi olanlarda meme kanseri ortaya ¢ikma yasi
daha erken ve bilateral olma egilimindedir (10,12).
» Son yillarda ailevi meme kanseri ile ilgili oldugu dusunudlen bazi genler
izole edilmistir (15,16). Bu genlerden birisi olan BRCA-1 (Breast Cancer-1)
17. kromozomun uzun bacagina yerlesmistir. Mutasyon sonucu ailevi meme
ve over kanserinde rol oynadigi saptanmistir. Mutasyona ugramis BRCA-1
genine sahip kadinlarda 70 yillik yasam periyodunda meme kanseri olma
olasihdi % 85 olarak hesaplanmigtir (17). BRCA-2 (Breast Cancer-2) geni
hastaligin erken ortaya ¢ikmasinda ve bilateral olmasinda onemlidir.



» Meme kanseri olugsan bir kadinda yagsami boyunca ikinci meme kanseri
olusma riski % 25-30‘dur. Meme koruyucu cerrahi sonrasi kalan meme
dokusu risk altindadir. Fakat bu risk, karsi memede olusma riski kadar ve her
yil % 0.5-1dir (18).

B- Diyet

» Genel egilim yagdan zengin beslenmenin meme kanseri riskini arttirdigi
yonundedir (19). Bircok hayvan modellerinde gosterildigi gibi diyetteki
hayvansal yaglarin % 10’dan fazla olmasi meme kanseri riskini arttirmakta,
buna karsin diyetteki yagin % 5’in altinda olmasi 6zellikle yad icermeyen
diyetle beslenme, tumorun buyumesini dahi inhibe edebilmektedir (10,20).

» Liften zengin gidalarin barsaktan Ostrojen absorbsiyonunu engelleyerek
meme kanserini Onleyebilecegi dusunulmektedir (21). Alkol kullanan

kadinlarda da meme kanseri daha fazla gértlmektedir (10).

C- Sosyoekonomik durum

Sosyoekonomik agidan dusuk diuzeyde bulunan kisi ya da toplumlarda
meme kanseri gorilme orani daha azdir. Sosyoekonomik yénden gelismis
toplumlarda meme kanserinin daha fazla goérilme nedenleri arasinda

dogurmama, emzirmeme, agiri yag tuketimi, alkol tiketimi sayilabilir (10).

I. 1. 4. Meme Kanseri Siniflandirilmasi
Meme Kanserinin Histopatolojik Siniflamasi
I- Meme basinin Paget hastaligi
[I- Meme duktuslari karsinomu
A-Noninfiltratif
B-infiltratif
1-Produktif fibrozis ile birlikte olan adenokarsinoma
2-Meduller karsinom
3-Komedo karsinom
4-Kolloid karsinom

5-Papiller karsinom



6-Tubuler karsinom
[lI- Lobuler karsinom
A- Noninfiltratif
B- Infiltratif
V- Memenin nadir karsinomlari

V- Meme sarkomu (18)

l. 1. 5. Meme Kanserinin Evrelemesi

TNM Sistemi (American Joint Committee’ye gore evreleme)

T: TUumor
N : Nodil
M : Uzak metastaz

TO:  Tumor ¢cok kuguk palpe edilebilir degil

T1: 2 cm’den kuguk tumor, higbir fiziksel belirti yok

T2: 2 cm’den buyuk tumor, deride gekilme ve meme basinda retraksiyon
T3: Tdmordn boyutlari 5 cm veya 5 cm’den bulyuk, cilt infiltrasyonu, deri
O0demi mevcut

T4: Tdmorun boyutlart belirsiz, cilt, meme basi retraksiyonu, ciltte

Ulserasyon, pektoral kaslara veya gogus duvarina infiltrasyon mevcut

NO: Koltuk alti gangliyon palpe edilmiyor
N1: Koltuk alti gangliyon 1 veya 2 palpe ediliyor, mobil
N2: Gangliyon 2'den fazla, kismen mobil

N3: Koltuk alti gangliyon dolu, fikse

MO: Metastaz yok
M1: Metastaz bir yerde

M2: Metastaz birden fazla yerde

Evre TIS . In situ karsinom
Evre | :T1 NO MO



Evre Il : TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
Evre lll a : TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 NO MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre lll b : Herhangi T N3 MO
Evre IV : Herhangi T herhangi N M1 (19)

l. 1. 6. Meme Kanseri Tedavisi
A - Erken Meme Kanseri
1) Non-invaziv

a) Duktal karsinoma insitu : Total mastektomi, alt seviyede
aksilla diseksiyonu veya genis lokal eksizyon, alt seviyede
aksilla diseksiyonu + radyoterapi — Takip
b) Lobuler karsinoma insutu : Lokal eksizyon veya Bilateral
mastektomi — Takip
2) invaziv
Evre | ve Evre Il : Modifiye radikal mastektomi veya Kuadrantektomi +
aksilla diseksiyonu + radyoterapi
a) Lenf Nodu (-) : Premenopozal hasta—Relatif risk yok—  Takip
Relatif risk var— Kemoterapi
b) Lenf Nodu (+) : Premenopozal hasta— Kemoterapi, (Radyoterapi!)

Postmenopozal hasta— Kemoterapi + Tamoksifen

B - ileri Evre Meme Kanseri
1) Evre 3a ve Evre 3b : Biyopsi — Karsinoma — Neoadjuvan Kemoterapi



— Yeniden evrelenir
a) Evre 2 (cevap var) — Modifiye radikal mastektomi veya radikal
mastektomi
b) Evre 3a 3b (cevap yok) — Kemoterapi
2) Evre 4
a) Hormon reseptorleri (+)— Premenopozal hasta— Ooferektomi +
Kemoterapi + Radyoterapi

b) Hormon reseptorleri (-)— Kemoterapi +Radyoterapi (22)

I. 1. 6. Meme Kanseri Tumor Belirtegleri
Meme kanserinde en ¢ok kullanilan tumor belirtegleri: CA 15-3, MCA,
CEA, TPA, TPS ve Cyfra 21.1°dir (24,25,26).

1) Karbonhidrat Antijen 15-3 (CA 15-3)

Meme dokusunun epitel hucreleri tarafindan Uretilen yuksek molekul
agirhikh glikoprotein yapisinda bir antijendir. GinUmuzde meme kanserinin
yayginligini saptamada kullaniimaktadir. Organa veya timore 6zgln dedgildir.
Duyarlihgi % 77°dir. Diger tumor belirtecleriyle birlikte kullanildiginda
duyarhligr % 12-25 oraninda artmaktadir (27).

2) MCA (“Micin-like Karsinoma Associated Antijen”)

MCA bir serum glikoproteinidir. Normal dokuda MCA duzeyleri ¢ok
duguk olmasina kargin tumor sitozolunde yuksektir (28). Horgan ve ark.'in
(29) calismasinda, bening meme hastaligi olan hastalarda, MCA seviyesinde
yukselme olmadigi gosterilmistir. Ayni calismada meme kanserli hastalar
arasinda evre lll ve evre IV olan hastalarda anlamli bir artis saptanmistir
(29).

3) Karsino Embriyonik Antijen (CEA)

Glikoprotein yapisinda onkofetal timor belirtecidir. Yetiskin insanlarin
serumunda yuksek duzeyde olmasi malignite bulgusudur. Primer olarak
kolorektal kanserlerde kullanilir. Ayrica meme, akciger, pankreas, mide,

serviks, mesane, bobrek, tiroid, karaciger ve over kanserlerinde de



yukselmektedir. Erken evre meme kanserinde duyarlihgr dusuk olmasina
ragmen metastatk meme kanserlerinde % 40-50 olguda ylkseldigi

gosterilmigtir (30).

4) Doku Polipeptid Antijen (TPA)
TUumor hucrelerinin membraninda ve epitel hucrelerinde bulunan doku
polipeptid antijenidir (31). Serum duzeyindeki yukseklik, hucrelerdeki

proliferasyonu gosterir (32).

5) Epidermal Buyume Faktor Reseptor (EGFR)
6000 kDA agirliginda bir peptidtir. Birgok calisma EGFR’nin meme

kanserinde prognostik ve prediktif degeri oldugunu ortaya koymustur (33).

6) Katepsin D
52 kDA agirhginda, asidik lizozomal bir proteaz olan
fosfoglikoproteindir. Katepsin D geni meme kanserli hastalarda asir

ekspresyon gosterir (34).

7) p53

p53, tumor baskilayici genlerdendir. p53 proteini, transkripsiyon
faktort olarak DNA'nin 6zgull bolgesine baglanarak, diger genleri dizenler.
Gen hicreyi DNA hasarina karsi korur ve hasar olustugu zaman hicre
¢ogalmasini G1/S sinirinda durdurarak, DNA onarimini baglatir. Onarimin
gerceklesmedigi durumlarda ise apoptotik hicre dlumunidn gergeklesmesini
saglar. Mutant p53 proteini meme, hemopoetik sistem, bag-boyun,

endometrium, akciger, kolon kanserlerinde belirlenmistir (35).

8) Karbonhidrat Antijen 549 (CA 549)

Normal meme ve epitelyal dokularda bulunabilen bir glikoproteindir.
Meme, akciger, prostat, kolon kanseri olan hastalarin serum duzeylerinde
artis gorulmustur. Tedavi izlemi ve progresyon izlemi igin kullaniimaktadir
(36).



. 1. 7. 1. Meme Kanserinde Kemoterapi

Tek basina kullanilan sitotoksik ajanlarin ¢ogu ile vakalarin % 20-
3%’inde kismi yanit (nadiren tam) alinir. Remisyon siklikla 4-6 ay surer. En
etkili tekli ajanlar doksorubisin ve taksanlardir. Dosetaksol (taksotere) meme
kanserinin tedavisinde oldukga 6nemli sitotoksik ajandir (37). Dosetaksol
Ozellikle karaciger metastazi olan hastalarda etkilidir (6).

Coklu kemoterapi tekli kemoterapiden Ustundur (38). CMF
(Siklofosfamid-metotreksat-5-Florourasil) protokollu 6zellikle klasik versiyonu
baglangi¢ tedavisi igin, prednizon ile birlestirildiginde iyi bir segimdir. Bu
tedavi ile bir yil veya daha uzun bir sureyle % 60 civarinda yanit beklenebilir.

Doksorubisinin, CA (siklofosfamid-Doksorubisin) ve FAC (5-
Florourasil-Doksorubisin-Siklofosfamid) kombinasyonlari da etkilidir. CMF
(Siklofosfamid-Metotreksat-5-florourasil) veya CA (siklofosfamid-
Doksorubisin) basarisiz olunca ardisik tek ajanlar kullanilir.

Son evre hastalarda paklitaksol, doksetaksol, 5-florourasil,
metotreksat, vinorelbin, mitomisin C ve prednizon kullanilan ajanlardir (6).
Meme kanseri tedavisinde klinikte kullanilip, tezde de kullanilan ilaglar;

Dosetaksol: Mikrotlbuler depolimerizasyon inhibitérudir (40,41).
Mitoz zehiri olarak bilinirler. Siklusun M donemine 6zgu ilaglardir. B tlbulin
proteinine badlanirlar ve tubulin proteininin polimerizasyonunu stimule
ederler. Bdylece mikrotubul olusumunu arttirirlar ve fonksiyonel olmayan
mikrotibul sentezi olusur (39). Yan etkileri paklitaksele benzer
myelosupresyon ve ciddi sivi retansiyonuna neden olur (40,41).

Gemsitabin: Bir deoksisitidin analogudur. Hucre fazi spesifiktir. Temel
olarak S fazindaki hiucreleri éldurar. Hucrelerin G1 fazina ilerlemesine engel
olur ve S fazinda tutar. Hucre iginde aktif difosfata ve trifosfata metabolize
olur. Ribonukleotid reduktazi inhibe eder. DNA vyapisina katiimak igin
deoksitidin trifosfatla yarigir.

Yaklasik tamami aktif ilagc ve metabolitleri seklinde idrarla atilir.
Myelosupresyon doz kisitlayici toksisitedir. Bunun diginda grip benzeri
tabloyla beraber ates, bulanti, kusma, diare, stomatit, dokuntu gibi yan

etkilere neden olabilir (41).



On ilacin hiicre icine tasinma sistemlerinde meydana gelen degisiklik
ve ilag metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin duzeylerinde meydana
gelen degisiklikler bu ilaca rezistans gelismesinde rol oynayabilir (40).

Karboplatin: Sitotoksik ilaglarin alkilleyici grubundandir. Alkilleyici
ilaglar hicre igindeki nukleofilik maddelerle kovalent baglar yapma 6zelligi
olan ilaclardir. Etki DNA molekulinin bir kisminin ¢ift zincir halinde olmadigi
ve alkilasyona daha duyarh oldugu replikasyon sirasinda olur. Esas etki S
doénemi sirasinda ortaya gikarak G2’nin blokaji ve bunu takiben hicre élumu
ile sonlanir (42) . Sisplatin kadar guglu bir antineoplastik ajandir ancak renal
toksisite, ototoksisite, norotoksisite ve emetik etkisi daha dusuk olan bir
ajandir. Myeloslpresif etkisi sisplatine nazaran daha fazladir. Ozellikle
trombositopeniye yol acgar. Sisplatinin etkin oldugu tim hastaliklarda
kullanilabilir (40).

. 1. 7. 2. ilag Direnci
Kemoterapi, meme kanserinde yasam suresini uzatmada baglica
sistemik tedavi modalitesidir. Bununla birlikte hastalarin hi¢ biri ¢esitli ilag

direng mekanizmalari yizinden kemoterapi ile kir edilemezler (43).

llag Direncininin Genel Mekanizmalari:
A) Hiicresel ve Biyokimyasal mekanizmalar
a) ilag birikiminin azalmasi

» ilacin hiicreye aliminin azalmasi

» lacin digariya atiliminin artmasi

» ilacin intraselliiler dagihmindaki degisiklikler
b) Degismis ilag metabolizmasi

» ilag aktivasyonunun azalmasi

» lag/toksik ara Uriintin artmis inaktivasyon
c) ilagla indiiklenen hasarin artmigs tamiri
d) ila¢c hedeflerindeki degisiklikler, kalitatif ve kantitaf
e) Metabolik seviyenin degismis kofaktorleri

f) Azalmis apoptozis
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B) in vivo ile ilgili mekanizmalar
a) Konak-ilag etkilesimleri
» Normal dokular ile artmis ilag etkilesimleri
» Normal dokularla azalmig ilag aktivasyonlari
» Normal doku ilag sensitiviti/toksisisitisinde goreceli artis

b) Konak-tumor etkilesimleri (43).

. 1. 7. 3. Goklu ilag Direnci

Kanser tedavisinde ¢ok sayidaki kemoterapotik ilaglara direng en
yaygin klinik problemdir. Bu tip rezistansa c¢oklu ila¢ direnci denir ki; bu
primer tedavi sirasinda (intrinsik) yada tedavi sonrasi kazaniimig olabilir (44-
46).

I.1.7. 4. P-glikoprotein

P-gp (p-glikoprotein), birgok ilacin transportunu gerceklestiren ATP
bagimli bir transmembran proteinidir. TUmor hlcrelerinde eksprese olmasinin
ve c¢oklu ilag rezistansinda rol oynamasinin yani sira karaciger, bobrek, ince
bagirsak, kolon, beyin, kalp, periferal sinirler, plasenta, adrenal bezler ve
testis gibi normal dokularda da bulundugu gdsterilmigtir. Ayrica kan-beyin ve
kan-testis bariyeri gibi kan-doku bariyerlerinde de bulunmaktadir.

Ozellikle ince bagirsak, santral sinir sistemi, karaciger ve bobrek gibi
ila¢g emilimi, dagilimi ve atiliminda rol oynayan dokularda ylksek oranda
eksprese edilmesi p-gp’in substrati olan ilaglarin farmakokinetiginde-
toksikokinetiginde kritik bir rol oynayabilme 6zelligi kazandirmaktadir.

Aralarinda c¢esitli antineoplastikler (vinka alkaloidleri, antrasiklinler,
taksenler, epipodofilotoksinler), HIV proteaz inhibitorleri, immunsupresanlar,
kardiyovaskuler sistem ilaglari ve antimikrobiyal ilaglar gibi klinik pratikte
sikga kullanilan ilaglarin da bulundugu bir¢ok ilag molekuli p-gp substrati

olma 6zelligi gostermektedir (47, 49).
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Sekil 1: P-glikoprotein yapisi

P-gp hucre ici ilaglar hicre disina tek tarafli olarak nakleder. Bdylece
kanser hucreleri, antikanser ila¢ saldirisindan kacgabilirler.

Coklu ilag direnci, basarili kanser kemoterapisine en buyuk engeldir.
Coklu ilag direncinin en sik sebebi p-gp’nin asir ekspresyonudur. Pek ¢ok

insan kanserinde dogal ve kazaniimis ilag direncinden sorumludur (47).

I.1. 7. 5. Meme Kanserinde Coklu ilag Direng Mekanizmalar

1) P-glikoprotein

Meme kanserli hastalarda MDR1 (multidrug resistance 1) gen
ekspresyonunun pozitifligi % 0-100 arasindaki degisen oranlarla
iliskilendirilmigtir (48-57). Merkel meme kanserli hastalarda MDR1 gen
ekspresyonu tespit etmezken, diger arastirmacilar primer meme kanserli
hastalarda MDR1 gen ekspresyonunu % 16-56 degisen oranlarda tespit
etmislerdir (48,50-52). Sonuglardaki bu c¢eliski RT-PCR (es zamanli-

polimeraz zincir reaksiyonu) gibi gen ekspresyonunu tespit etmek igin farkl
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metodlarin kullanimina bagh olabilmektedir. RT-PCR bazh calismalarda
MDR1 gen ekspresyonu % 60-100 olarak tespit edilmigtir (53,54,55-57).

2) MRP1 (“Multidrug resistantance-associated protein 1)

Daha 6nceki ¢alismalarda RT-PCR metodu kullanilarak yapilan MRP1
pozitifligi % 70-100 oraninda tespit edilmigtir (55,56). Meme kanserli
hastalarda gen calismalarinin sonuglarina benzer olarak,
immunohistokimyasal teknik ile protein UrUnleri p-gp ve MRP1 % 0-100
oraninda tespit edilmigstir (58,59-62). Calismalar arasinda tespit edilen protein
artnleri arasindaki farkhliklar ya calisilan hastalarin heterojen grup
olmasindan yada boyanma icin kullanilan monokolonal antikorlarin farkh

olmasindan kaynaklanabilir.

Hilcre digi
] kan
| dolagiminda ilaglar
Hicre digina
pompalanan
b4 ilaglar -
= * -
..-' "- -
e ‘e I o ®
] o . Hocre
— t pe T membrar | @
F o - —Ug
L -
/S Pa®,e 9° Pappompan @ g
s * o ilaglan hicre se %
ilzg sl dizina e @
icin - pompalar ®en e .-,‘.'.
kanal . L '-. s * ®  ompasini
| inhikxe eden
B - |I malekiller
HUCre ici Hicre iginde

hiriken ilaglar

Sekil 2: P-glikoprotein pompasinin islevi.
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3) LRP (“Lung cancer resistance-related protein”)

P-gp ve MRP1’in yani sira meme kanserli hastalarin ila¢g direncinde
bagka proteinlerin de rolu vardir. LRP, ¢oklu ilag direncine dahil olan baska
bir membran pompasidir. LRP, 110 kDa agirliginda bir protein olup ve MRP1
geninin yakinindaki kromozom 16 Uzerinde lokalizedir (63). LRP hucre
nikleus ve sitoplazma arasinda pompa gibi hicre fonksiyonunda major
proteindir. Doku dagihmi MRP1’e benzer olarak tespit edilmigtir (64).
LRP’nin fonksiyonuyla ilgili galigmalar nadirdir, fakat MCF-7 meme kanseri

hicre dizilerinde LRP ekspresyonu gozlenmistir (65).

4) BCRP (“Breast cancer resistance protein”)

Son zamanlarda kesfedilmis baska bir ila¢ direncine dahil olan
proteindir (66). Her ne kadar hucre kuilturlerinde cesitli ilaglara karsi dirence
neden oldugu gosteriimigse de, bunun kanserli hastalardaki rolu henuz

tanimlanmamigtir (67).

l. 1. 7. 6. Goklu ilag Diren¢ Sorununun Asilmasi

Coklu ilag diren¢ fenotipinin tanimlanmasindan ve bununla iligkili
membran proteinlerinin kesfinden itibaren bunlarla ilgili bir ¢cok calismalar
yapilmigtir (68,69). Coklu ilag direncini module edebilen farmakolojik ajanlar
icin yapilan galismalari hakli gosteren pek ¢ok neden vardir.

Genel olarak c¢oklu ilag direnciyle iligkili genler, klinik olarak direncli
timorlerde ve bazi vakalarda yUksek oranda ekspresse edilir ve bazi
vakalarda bu genlerin kemoterapiden sonra aktive olabildigi gorulmektedir,
bu da tumor hicreleri i¢cin bunun yasamsal bir mekanizma oldugunu akla
getirmektedir.

Buglne kadar, cesitli farmakolojik ajanlarin ¢oklu ilag direnciyle iligkili
proteinlerin transport substratlari olabilecekleri rapor edilmigtir (68,69). Bu
ilaclar kemoterapi ilaglarina hucrelerin duyarlilastirimasi ve ¢oklu ilag direng
pompasinin inhibe edilmesiyle ilgililerdir. ilagc pompa inhibitérlerinden bazilari

sunlardir; verapamil, siklosporin, nifedipin, kinidin ve reserpin (70,71).
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1.11.7. 7. Verapamil

Yapisi papaverine benzemektedir. Fenilalkilamin turevidir. Kalsiyum
kanal blokoru olup, kalp, damar ve gastrointestinal duz kaslarda hucre igine
kalsiyum girigini inhibe etmektedir. Negatif inotrop etkilidir. Hipertansiyon,
anjina pektoris tedavisinde, hipertrofik kariyomiyopatide, antiaritmik olarak
paroksismal supraventrikller tasikardi, atriyal fibrilasyon ve flater tedavisinde
kullaniimaktadir (42).

P-gp inhibitorleri ile ilgili galigmalar yirmi yila yakin bir suredir devam
etmektedir. Verapamil kalmodulin antagonistleri, protein kinaz C
inhibitorleri, immunosupresif ilaglar, eritromisin, kinin, fluphenazine ve
rezerpin ile birlikte birinci kusak ¢oklu ilag direnci modulatorleri arasinda yer
almaktadir (72).

|
N 0CH,

CH;0 «He OCH;
CH;0

Sekil 3: Verapamilin molekil yapisi.

Verapamil P-gp ekspresyonunu azaltmaktadir (47). Bu nedenle

verapamil P-gp aracilikh ilag direncinin dnlenmesinde denenmektedir (6).
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GEREG VE YONTEM

Il. 1. Hucre Kiiltird;
Il. 1. 2 Kullanilan Hiicre Dizileri

MDA-MB-231 Hiicre dizisi: » insan meme kanseri hiicre dizisi

v

Ostrojen reseptori (-)
E-kaderin (-)
Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)

v v

» Plevral efuzyondan elde edilmigtir.

Yiksek oranda invaziv

v

MCF-7 Hucre dizisi: » insan meme kanseri hiicre dizisi
» Ostrojen reseptdrii (+)
» Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)
» Human breast adenokarsinoma
» Plevral efuzyondan elde edilmistir.

» Daha az oranda invaziv

II. 1. 3. Kullanilan Besiyerleri, Sivilar ve Hiicrelerin Uretilmesi

kullanildi. igerisine % 5 Newborn calf serum (Hyclone USA), % 1 L-glutamine
(EuroClone Europe), % 1 Penisilin-Streptomisin (Hyclone, USA ) ilave edildi.
MCF-7 hucre dizisi icin RPMI 1640 besiyeri (Hyclone USA) kullanildi.
icerisine % 10 Fetal bovin serum (Biochrom AG Berlin), % 1 Penisilin-
Streptomisin (Hyclone, USA ) ilave edildi.
Hucre kaltur kablarina ekilen hucreler besiyeri igerisinde % 5’lik CO2’li
inkibatérde 37°C’de blyutildd.
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Il. 2. Metiltiazoltetrazolium (MTT) metodu:
MTT metodu, hicrelerdeki dehidrogenaz aktivitesini olgen kolorimetrik
bir yontemdir. Total dehidrogenaz aktivitesi ile hucre sayisi arasinda dogru

iliski oldugu Mosmann ve ark. tarafindan gosterilmistir (73).

Hiicre Sayisi - Absorbans Grafigi

1,4000
1,2000 -
1,0000 -
0,8000 ~

0,6000 -

Absorbans

0,4000 -

0,2000 -

0,0000 \ \ \ \ \

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Hiicre sayisi

Sekil 4: MTT metodu ile MDA-MB-231 hucrelerinin 570 nm’de verdikleri
absorbans degerleri.

Bu yontemde MDA-MB-231 ve MCF-7 hucreleri sayilarak 5.000
hicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu hicre kultlr kablarina ekildi. 24
saat 37°C, % 5 CO2li ortamda inkibasyonu takiben yapismis olan hcreler
zedelemeden Uzerlerinden 100 pl (mikrolitre) besiyeri aspire edildi. Cesitli
dozlarda kemoterapdétikler ve verapamil 100 pul olacak sekilde Uzerlerine
uygulandi. ila¢ tedavisini takiben hiicreler 72 saat inkiibasyona birakildi
(Sekil 5 ve 7).

» 72. saatin sonunda tum kuyucuklara MTT solusyonu (3-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, PBS (fosfatli tuzlu tampon) icerisinde (5mg/ml,
pH:7.2 ) 25 ul olacak sekilde ilave edilerek karanlhkta 37°C, % 5 CO2'li

etlivde 4 saat inkube edildi.
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» inkiibasyonun sonunda MO’da (ilag uygulanmamis kontrol hiicre grubu,
maksimum yasam) cok fazla sayida, Mi’da (minimum yasam) ise birkag tane
olmak uzere koyu mavi renkli formazon bilesikleri (Sekil 6 ve 8) meydana
geldi. Olusan formazan bilesiklerini ¢ozundr hale getirebilmek i¢in  butin
kuyucuklarin Gzerine Sodyum Dodecyl Silfat (SDS) soliusyonundan (0,01 N
HCI'lG % 10’luk SDS tamponu) 100 ul olacak sekilde eklendi. 18 saat, 37°C,
% 5 CO2'li etlivde inkibe edildi.
» Olusturduklari renk siddeti spektrofotometre (FLASHScan S12) ile 570 nm
dalga boyunda oélguldd.

Ayni sayida ekilmig ve hi¢ ilag uygulanmamis kontrol hicrelerindeki
(MO) renk siddeti ile tedavi uygulanmis hicrelerdeki siddeti oranlanarak
tedaviye maruz birakilmig hucrelerdeki 61um orani (yluzdesi) hesaplandi.

Sekil 5: MTT testi uygulamasindan 6nce MDA-MB-231hucreleri.
MO grubu (maksimum yasam, pozitif kontrol, lla¢ uygulanmamis kontrol
hiicre grubu).

18



Sekil 6: MTT testi uygulamasindan sonra olusan formazon kristalleri.
MDA-MB-231 hicreleri. MO grubu (maksimum yasam, pozitif kontrol, lla¢
uygulanmamis kontrol hicre grubu).

Sekil 7: MTT testi uygulamasindan énce MDA-MB-231 hicreleri.
MI grubu (minimum yasam, negatif kontrol).

19



Sekil 8: MTT testi uygulamasindan sonra olusan formazon kristalleri. MDA-
MB-231 hicreleri. Ml grubu (minimum yasam, negatif kontrol).

Il. 3. M30 Antijen Metodu

M30 antijen metodu, hucrelerin apopitozisle olup 6lmediklerinin
anlasiimasini saglayan bir yontemdir. Apoptozise giden hucrelerde ortaya
clkan kaspazla kirilmig sitokeratin 18’in (M30 Antijen), ELISA yoOntemiyle
saptanmasi i¢in 96 kuyucuklu hicre kultlir kablarina 5000 hucre/kuyucuk
olacak sekilde ekim vyapildi. Ertesi gun hucrelere kemoterapdtikler ve
verapamil tedavisi uygulandi.

» Tedaviden 48 saat sonra tim kuyucuklara Triton X 100 (%10 distile suda)
10 pl ilave edildi.

» 15 dakika oda sicakhginda 600 rpm’de inkiibasyona birakildi.

» Kuyucuklardaki besiyeri ependorflara toplandi.

» 2000 rpm’de 30 sn santrifuj edilip M30 Apoptosense ELISA (PEVIVA,
isveg) kit prospektiisiine uygun olarak galisildi.

» SUpernatanlar kitin icinden ¢ikan striplere 25 ul pipetlendi.
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Sekil 9: Sitokeratin 18’in kaspazlar ile kirilmasi ve M30 antikorunun bu
bolgeleri tanimasi.

» Uzerlerine 75 pl konjugat eklendi .

» 4 saat 600 rpm’de oda sicakliginda inkube edildi.

» 250 pl yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

» 200 pl TMB substrati ilave edildi. 20 dakika karanlikta oda sicakhdinda
bekletildi.

» Reaksiyonu durdurmak i¢in 1N H2SO4 iceren 100 ul stop ¢ozeltisi ilave
edildi

» Olusan renk siddeti spektrofotometrik olarak 450 nm’de (FLASHScan S12)

okundu.

» Hesaplama standart egri grafigi kullanilarak yapildi.

Il. 4. Anneksin V ve Propidyum iyodiir Boyama
Normal hucrelerde hucre zarinin sitoplazmik yuzunde bulunan
fostotidilserin, hlcre apopitozise giderse hicre zarinin dis yuzine transloke

olur. Dis yuze transloke olan fosfotidilserinler, floresan bir madde ile
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isaretlenmis anneksin V kullanilarak gorunur hale getirilir. Boylece apoptotik
hlcreler saptanmis olur.

Propidyum lyodiir ise sadece 6li hiicreleri yani membran butinligi
bozulmusg olan hucreleri boyayabilen bir boyadir. Membrani canli (intakt) olan
hicreler propidyum iyodur ile boyanmazlar. Propidyum iyodur pozitifligi

nekrozisi gosterir.

Yagayan Hicre ~ Apopitatik Hilere ® ¢
i ch 8 9 @ - B 8
200000000y, e0uePieigy aue B9 Sy
Hicre |
membran ../uuu... ¢P2REITR0ge  ob 009 Gug
L)
Fosfotidilzerin 5
Cekirdek .
o

Sekil 10: Anneksin V ve Propidyum iyodur boyama. (PI: Propidyum iyodur)

Hucreler altil hdcre kdltur kablarina 500.000 hicre / 2 ml olacak
sekilde ekildi. Ertesi gun hucrelere ilag tedavisi uygulandi. 48 saat sonra
Anneksin V boyama proseduru uygulandi. Bunun i¢in Anneksin-V-FLUOS
Roche Mannheim Almanya kiti kullanildi.

» Altih hicre kultlr kablarindaki ekili hiacrelerin Uzerlerindeki supernatanlar
14 ml’lik polipropilen santrifljj tiplerine toplandi.

» Hicrelerin Gzerine 1 ml PBS (fosfatli tuzlu tampon) ilave edilip kalan
hicrelerde toplanarak ayni polipropilen santrifij tuplerine konuldu.

» Hlcre kaltar kablarindaki hdcrelerin Gzerine 200 pl tripsin ilave edildi. 4
dakika 37°C derecede bekletildi.

» 2 ml besiyeri ilave edilip ayni polipropilen santriflij tiplerine toplandi.

» 4 dakika santrifuj edilip sipernatani atildi.
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» Uzerlerine 80 pl hazirlanan boyama ¢ozeltisinden koyulup iyice karigtirildi.
Karanlikta 15-20 dakika 37°C’de inklbe edildi.

(Boyama ¢dzeltisi: Az i1sikli ortamda 1.1 ml inkiibasyon buffer, 22 ul Anneksin
5-Fluorescein, 22 ul Propidium iyodur alinip karistirilarak hazirland).

» Temiz bir lam Uzerine 17 yl hicre+boya solisyonundan konularak lamelle
kapatildi. Lamelin ¢cevresine kapatici surulerek incelenecek solusyonun hava

almasi engellend..

II. 5. immiinositokimya

Hucreler kuyucuk basina 500.000 hiicre/2 ml besiyeri icinde olacak
sekilde ekildi. Bir gece 37 °C’lik inkiibatérde inkibe edildi. Ertesi glin uygun
dozlarda kemoterapdétikler ve verapamil ile tedavi uygulandi. 24 saat sonra
tedavi olan hucrelerin supernatanlari polipropilen santrifij tlplerine toplandi.
Yapigsmig durumdaki hucreler ise kurete edilerek yine ayni tup i¢ine toplandi.

800 rpm’'da 5 dakika santrifiij edildi. Ust kisimlari aspire edildi. 1 ml PBS
(fosfatli tuzlu tampon) ile karistirildi (“single cell suspension”). 2200 rpm’da 4
dakika sitosantriflij edildi. Lamellerdeki hiicreler 1 gece kurumaya birakildi.

» Lameller buzdolabinda 4 °C derece sodukta 10 dakika tamponlanmis
formalin (% 10, Ph:7,4) ile fikse edildi. Oda isisinda 15 dakika bekletildi. 2 ml
PBS ile 2x10 dakika yikandi.

» TritonX100 % 2’lik (100 ml PBS igerisine 2 ml % 10’luk TritonX100 konulur)
ile 30 dakika oda isisinda inklbe edildi. 2 ml PBS ile 3x5 dakika yikandi.

» Hicreleri kapatacak sekilde (yaklasik 200 pl) PBS ‘de ¢6zinmus % 8'lik
BSA ile 1 saat muamele edildi. (Bu asamada MDR antikoru hazirlandi ve
buz Ustine bekletildi)

» BSA hafifce lamellerin kenarindan aspire edildi. Uzerine yikama
yapillmadan MDR(G-1):sc-13131 Roch Mannheim Almanya kiti kullanilarak
MDR antikoru 100 pl steril pipet ucuyla pipetlendi. Buz Ustinde 1 saat
bekletildi. MDR antikoru: Mouse. 200 ug/ml. Sulandirma: 1:250 Ana stoktan 4
Ml alip 1000 ul PBS’e tamamlandi. 2 ml PBS ile 1x5 dakika yikandi.
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» Sekonder antikor uygulandi. Biyotinlenmis anti-fare, tavsan, kegi serumu

kullanildi. Her bir lamel Gzerine 100 pl uygulandi ve oda sicakliginda 15
dakika bekletildi.

» H202 uygulandi: Lamel basina ikiser ml hazirlanan % 0,06’hk H202'den
uygulandi ve 30 dakika oda sicakhginda inkibe edildi. (10 ml PBS igerisine
% 30’luk H202'den 200 pl pipetlendi)

» 2 ml PBS ile 2x3 dakika yikandi ve PBS aspire edildi.

» Her lamel Uzerine Streptavidin HRP’den 100 yl uygulandi ve oda
sicaklhiginda 15 dakika bekletildi.

» Lamellerin kenarindan Streptavidin-HRP dikkatlice aspire edildi.

» 2 ml PBS ile 2x3 dakika yikandi ve PBS aspire edildi.

» 100 yl DAB ile lameller karanlikta 4-5 dakika muamele edildi.

» Distile su ile 2x3 dakika yikandi.

» Lameller Uzerine 100 yl 30 saniye hematoksilen uygulandi.

» Cesme suyunda yikandi. 2x3 dakika distile su ile yikandi.

» Gliserol damlatip mikroskop altinda incelendi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismanin analizleri SPSS 13.0 paket programinda yapildi. Surekli

degigkenler ortalama ve standart sapma ile verildi. Yuzde canlilik degerlerinin

ilag ve doz gruplarina gore kargilastirmalari ve ilag-doz etkilesiminin

onemliligi iki yonli varyant analizi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirma

testi olarak Tukey testi kullanildi. Calismada p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

IV. 1. Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi (MTT Testi Sonuglari)
IV. 1. 1. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Dizisinde

IV. 1. 1. 1. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Verapamile

Verdigi Yanit
Verapamil Doz - % Canhlilik Egrisi
120
12,5 25
100 - d
L J
50

i‘ 80 6,25
& 60 100
(&) .
2

40

20 V200

0 ‘ ‘
1 10 100 1000

% Test ilag Konsantrasyonu

Sekil 11: MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde 72 saatlik
verapamil uygulamasi sonrasi MTT metoduna goére verapamil doz yanit
egrisi. Test ilag Konsantrasyon (TIK) degerleri: 200 TIK: 200uM, 100 TiK:
100uM, 50 TiK: 50uM, 25 TiK: 25uM, 12.5 TiK: 12.5uM, 6.25 TiK: 6.25 uM

MDA-MB-231 insan meme kanseri hlcrelerine, cesitli
konsantrasyonlarda verapamil (200,100, 50, 25, 12.5, 6.25 pM) tek basina

uygulandi. Uygulanan tedaviden 72 saat sonra % canlihk MTT metodu ile
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degerlendirildi. ICso (HuUcrelerin yizde 50’sini inhibe eden konsantrasyon),
subletal doz ve subletal doza en yakin nontoksik dozlar belirlendi.

Calismanin bundan sonraki deneylerinde subletal doz olan 50 yM
verapamil ve nontoksik doz olan 25 uM verapamil, meme kanseri tedavisinde
kullanilan dosetaksol, gemsitabin ve karboplatin ile kombine edilerek
kullanildi.

IV.1.1. 2. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinin Dosetaksol ve

Verapamile Verdikleri Yanit
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o @ V50
= 80 L I L mv2s
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0 - ‘
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. > <« >
% TIK Dosetaksol % TIK Verapamil

Sekil 12: MDA-MB-231 insan meme kanseri hucrelerinde 72 saatlik
dosetaksol ve dosetaksol +verapamil uygulamasi sonrast MTT metoduna
gore % canhlik duzeyleri. D:Dosetaksol, V25: 25 yM Verapamil, V50: 50uM
Verapamil. Test ila¢ Konsantrasyon (TiK) degerleri (Dosetaksol) : 200 TiK:
22.6ug/ml, 100 TiK: 11.3ug/ml, 50 TiK: 5.65ug/ml, 25 TiK: 2.82ug/ml, 12.5
TiK: 1.41ug/ml, 6.25 TiK: 0.70ug/ml. Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri
(Verapamil): 25 TiK: 25 pM, 50 TiK: 50uM.
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MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli yiizde test ilag
konsantrasyonlarinda (TiK), dosetaksol (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 TiK)
tek bagina ve verapamil (25, 50 upM) ile kombinasyonlari uygulandi.
Uygulanan tedaviden 72 saat sonra % canliik MTT metodu ile
degerlendirildi.

Dosetaksol tek basina uygulanmasi ile dosetaksol + verapamil 25 yM
kombinasyonlari, kargilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05).

Dosetaksol tek bagina uygulanmasi ile dosetaksol + verapamil 50 yM
kombinasyonlari, karsilastirildiginda aralarindaki  farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05 ).

Dosetaksol + verapamil 25 yuM ve docetaksol + verapamil 50 pM
kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak

anlaml bulunmadi ( Sekil 12 ).
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IV. 1. 1. 3. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinin Gemsitabin ve

Verapamile Verdikleri Yanit
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Sekil 13: MDA-MB-231 insan meme Kkanseri hucrelerinde 72 saatlik
gemsitabin ve gemsitabin+ verapamil uygulamasi sonrasi MTT metoduna
gore % canlihk duzeyleri. G: Gemsitabin, V25: 25 yM Verapamil, V50: 50
UM Verapamil. Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri ( Gemsitabin): 200
TiK: 50ug/mL, 100 TiK: 25ug/mL, 50 TiK: 12.5ug/mL, 25 TiK: 6.25ug/mL,
12.5 TiK:3.125ug/mL, 6.25 TIK: 1.56ug/mL. Test ilag Konsantrasyon (TiK)
degerleri ( Verapamil): 25 TIK: 25 yM, 50 TiK: 50uM

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli yiizde ilac
konsantrasyonlarinda (TiK), gemsitabin (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 TiK)
tek bagina ve verapamil (25, 50 pM) ile kombinasyonlari uygulandi.
Uygulanan tedaviden 72 saat sonra % canliik MTT metodu ile
degerlendirildi.

Gemsitabin tek basina uygulanmasi ile gemsitabin ve verapamil 25
MM kombinasyonu karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.
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Gemsitabin tek basina uygulanmasi ile gemsitabin ve verapamil 50

MM kombinasyonu karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi.

Gemsitabin + verapamil 25 pM ve gemsitabin + verapamil 50 uM

kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak
anlaml bulunmadi ( Sekil 13 ).

IV.1.1. 4. MDA-MB-231 Meme Kanseri Huicrelerinin Karboplatin ve

Verapamile Verdikleri Yanit
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Sekil 14: MDA-MB-231 insan meme kanser hucrelerinde 72 saatlik
karboplatin ve karboplatin+verapamil uygulamasi sonrasi MTT metoduna
gore % canlilik duzeyleri. K: Karboplatin, V25: 25 yM Verapamil, V50: 50 yM
Verapamil. Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri (Karboplatin): 200 TiK:
31.6 pg/mL, 100 TIK: 15.8 ug/mL, 50 TiK: 7.9 pyg/mL, 25 TiK: 3.95 ug/mL,
12.5 TIK: 1.97 pg/mL, 6.25 TiK: 0.98 ug/mL Test ila¢ Konsantrasyon (TiK)
degerleri (Verapamil): 25 TiK: 25 uM, 50 TiK: 50 uyM.
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MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli yiizde ilag
konsantrasyonlarinda (TiK), karboplatin (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 TiK)
tek bagina ve verapamil (25, 50 pM) ile kombinasyonlari uygulandi.
Uygulanan tedaviden 72 saat sonra % canliik MTT metodu ile
degerlendirildi.

Karboplatin tek basina uygulanmasi ile karboplatin + verapamil 25 pM
kombinasyonu karsilastinldiginda aralarindaki farkhlik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P<0,05).

Karboplatin tek bagina uygulanmasi ile karboplatin + verapamil 50
MM kombinasyonu karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P<0,05).

Karboplatin+ verapamil 25 yM ve karboplatin + verapamil 50 pM
kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak

anlaml bulunmadi ( Sekil 14 ).
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IV. 1. 2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde

IV. 1. 2. 1. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Verapamile Verdigi

Verapamil Doz - % Canliik Egrisi
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Sekil 15: MCF-7 insan Meme Kanseri hiicrelerinde 72 saatlik verapamil
uygulamasi sonrasi MTT metoduna gore verapamil doz yanit egrisi. Test ilac
Konsantrasyon (TiK) degerleri: 200 TiK: 200 uM, 100 TiK: 100 uM, 50 TiK:
50 uM, 25 TiK: 25 uM, 12.5 TiK: 12.5 uM, 6.25 TiK: 6.25 uM

MCF-7 insan meme kanseri hicrelerine, gesitli konsantrasyonlarda
verapamil (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 uM) tek basina uygulandi. Uygulanan
tedaviden 72 saat sonra % canhlik MTT metodu ile degerlendirildi. Subletal
doz ve subletal doza en yakin nontoksik dozlar belirlendi.

Calismanin bundan sonraki deneylerinde subletal doz olan 100 yM
Verapamil ve nontoksik doz olan 25 uM verapamil dosetaksol, gemsitabin ve

karboplatin ile kombine edilerek kullanildi.
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IV.1. 2. 2. MCF-7 Meme Kanseri Hucrelerinin Dosetaksol ve Verapamile

Verdikleri Yanit
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Sekil 16: MCF-7 insan meme kanser hicrelerinde 72 saatlik dosetaksol ve
dosetaksol + verapamil uygulamasi sonrasi MTT metoduna gore % canllik
dizeyleri. D: Dosetaksol, V25: 25 yM Verapamil, V100: 100 yM Verapamil
Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri (Dosetaksol): 200 TiK: 22.6 pg/ml,
100 TiK: 11.3 pg/ml, 50 TIK: 5.65 ug/ml, 25 TiK: 2.82 ug/ml, 12.5 TiK: 1.41
ug/ml, 6.25 TiK: 0.70 upg/ml. Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri
(Verapamil): 25 TiK: 25 uM, 50 TiK: 50 uM

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli yizde ilag
konsantrasyonlarinda (TIK), dosetaksol (200,100, 50, 25, 12.5, 6.25 TIK) tek
basina ve verapamil (25, 100 uM) ile kombinasyonlari uygulandi. Uygulanan
tedaviden 72 saat sonra % canlihk MTT metodu ile degerlendirildi.

Dosetaksol tek basina uygulanmasi ile dosetaksol + verapamil 25 pM
kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farkilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmad..
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Dosetaksol tek basina uygulanmasi ile dosetaksol ve verapamil 100

MM  kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farklihk istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P<0,05).

Dosetaksol + verapamil 25 yuM ve dosetaksol + verapamil 50 pM

kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farkhlik istatistiksel olarak
anlaml bulundu (P<0,05).

IV. 1. 2. 2 MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinin Gemsitabin ve

Verapamile Verdikleri Yanit
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Sekil 17: MCF-7 insan meme kanser hucrelerinde 72 saatlik gemsitabin ve
gemsitabin+verapamil uygulamasi sonrasi MTT metoduna gore % canlilik
dizeyleri. G: Gemsitabin, V25: 25 uM Verapamil, V100: 100 yM Verapamil
Test ilag Konsantrasyon (TIK) degerleri ( Gemsitabin): 200 TiK: 50 pg/mL,
100 TIK: 25 pg/mL, 50 TiK: 12.5 pyg/mL, 25 TiK: 6.25 ug/mL, 12.5 TiK:3.125
ug/mL, 6.25 TiK: 1.56 pyg/mL. Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri

( Verapamil): 25 TIK: 25 uM, 50 TiK: 50 uM.
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MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli yilizde ilac
konsantrasyonlarinda (TiK), gemsitabin (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 TiK)
tek basina ve verapamil (25, 100 uM) ile kombinasyonlari uygulandi.
Uygulanan tedaviden 72 saat sonra % canliik MTT metodu ile
degerlendirildi.

Gemsitabin tek basina uygulanmasi ile gemsitabin + verapamil 25 yM
kombinasyonu karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik bulunmadi.

Gemsitabin tek basina uygulanmasi ile gemsitabin + verapamil 100
MM kombinasyonu karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
farklihk bulundu (P<0,05).

Gemsitabin + verapamil 25 pM ve gemsitabin + verapamil 50 uM
kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik bulundu (P<0,05).
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IV. 1. 2. 3. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinin Karboplatin ve Verapamil

Tedavisine Verdikleri Yanit
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Sekil 18: MCF-7 insan meme kanser hicrelerinde 72 saatlik karboplatin ve
karboplatin+ verapamil uygulamasi sonrasi MTT metoduna gore % canlilik
dizeyleri. (K: Karboplatin, V25: 25 yM Verapamil, V100: 100 uM Verapamil)
Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri (Karboplatin): 200 TiK: 31.6 pg/mL,
100 TiK: 15.8 pg/mL, 50 TiK: 7.9 pg/mL, 25 TiK:3.95 pg/mL, 12.5 TiK: 1.97
ug/mL, 6.25 TiK: 0.98 pg/mL Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri
(Verapamil): 25 TiK: 25 pM, 50 TiK: 50 uM.

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli yilizde ilag
konsantrasyonlarinda (TiK), gemsitabin (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 TiK)
tek basina ve verapamil (25, 100 pM) ile kombinasyonlari uygulandi.
Uygulanan tedaviden 72 saat sonra % canlihk MTT metodu ile
degerlendirildi.

Karboplatin tek bagina uygulanmasi ile karboplatin ve verapamil 25

MM kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.
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Karboplatin tek basina uygulanmasi ile karboplatin ve verapamil 100

MM kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarinda farkhlik istatistiksel olarak

anlamli bulundu (P<0,05).
Karboplatin + verapamil 25 yM ve karboplatin + verapamil 50 pM

kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarinda farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulundu (P<0,05).

IV. 2. Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi
IV. 2. 1. Apoptozisin Hiicre iskeletinde Gosterilmesi (M30 Antijen Testi)

IV.2.1.1. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Dizisinde Dosetaksol,

Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil uygulamasi
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Sekil 19: MDA-MB-231 insan meme kanser hiucrelerinde 48 saatlik
dosetaksol, gemsitabin, karboplatin ve verapamil uygulamasi sonrasi
kaspazla kiriimis sitokeratin 18 (M30 Antijen) dizeyleri. D200: Dosetaksol
200 TiK: 22,6 pg/mL, G200: Gemsitabin 200 TIK: 50 pug/mL, Karboplatin 200
TiK: 31,6 pg/mL, V50: Verapamil 50 uM, MO: Maksimum yasam.
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Sekil 19'te goriildiigii gibi dosetaksol 200 TIK ile verapamil 50 pM’in
birlikte kullaniimi tek basina dosetaksol 200 TiK kullanimina gére % 14 daha
fazla kaspazla kiriimig sitokeratin 18 (M30 antijen) artigi ile sonuglanmigtir.

Gemsitabin 200 TiK ile verapamil 50 puM’in birlikte kullaniimi tek
basina gemsitabin 200 TiK kullanimina gére % 6 daha fazla kaspazla kirilmig
sitokeratin 18 (M30 antijen) artisi ile sonuglanmistir.

Verapamil 50 uM’in karboplatin 200 TIK ile birlikte kullanimi tek
basina Karboplatin 200’e gore % 4 daha fazla kaspazla kirilmig sitokeratin 18

(M30 antijen) artigi ile sonuglanmigtir.

IV. 2. 1. 2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde ilag Tedavi
Sonrasi M30 Antijeni
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Sekil 20: MCF-7 insan meme kanser hucrelerinde 48 saatlik dosetaksol,
gemsitabin, karboplatin ve verapamil uygulamasi sonrasi kaspazla kiriimis
sitokeratin 18 (M30 Antijen) dizeyleri. D200: Dosetaksol 200 TiK: 22,6
ug/mL, G200: Gemsitabin 200 TiK: 50 pg/mL, Karboplatin 200 TiK: 31,6
pg/mL, V100: Verapamil 100 uM, MO: Maksimum yasam.
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Sekil 20’da gériildiigii gibi dosetaksol 200 TiK ile verapamil 100 pM’in
birlikte kullaniimasi tek basina dosetaksol 200 TiK’'e gére % 5 daha fazla
kaspazla kirilmig sitokeratin 18 (M30 antijeni) artigi ile sonuglanmistir.

Gemsitabin 200 TiK ile verapamil 100 yM’in birlikte kullaniimasi tek
basina gemsitabin 200 TiK'e gére % 236 daha fazla kaspazla kirilmig
sitokeratin 18 (M30 antijeni) artisi ile sonuglanmistir.

karboplatin 200 Tik ile verapamil 100uM’in birlikte kullaniimasi tek
basina karboplatin 200 TiK'e gére % 38 daha fazla kaspazla kirilmig
sitokeratin 18 (M30 antijeni) artigi ile sonuglanmistir.

IV. 2. 2. Apoptozisin hiicre membraninda gosterilmesi (Anneksin V
Testi)

IV. 2. 2. 1. MDA-MB-231 insan Meme Kanser Hiicre Dizilerinde ilag

Uygulamasi Sonrasi Anneksin V Pozitifligi
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Sekil 21: MDA-MB-231 insan meme kanseri hucrelerinde 48 saat
dosetaksol, gemsitabin, karboplatin ve verapamil uygulamasi sonrasi
Anneksin V pozitif boyanma goOsteren hucrelerin ylzdesi. MO: Tedavi
uygulanmamis kontrol hiicre grubu, D200: Dosetaksol 200 TiK: 22,6 pg/mL,
G200: Gemsitabin 200 TiK: 50 ug/mL, Karboplatin 200 TiK: 31,6 pug/mL, V50:
Verapamil 50 uM, % Anneksin V (+): Anneksin V pozitif boyanma ylzdesi.
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Sekil 21’de goruldagu gibi kontrol hiicrelerinde % 5 oraninda anneksin
V pozitifligi saptandi. Verapamil 50 pM uygulanan hucrelerde de % 5
oraninda anneksin V pozitifligi saptandi.

Dosetaksol 200 TiK'in verapamil 50 pyM ile kombinasyonu (% 80
anneksin V pozitif) tek bagina dosetaksol 200 TiK’e (% 80 anneksin V pozitif)
goOre anneksin V oranini arttirmadi.

Gemsitabin 200 TiK'in verapamil 50 uM ile kombinasyonu (%23
anneksin V pozitif) tek basina gemsitabin 200 TiK’e (%20 anneksin V pozitif)
gore anneksin V oranini % 3 arttird1.

Karboplatin 200 TiK ile verapamil 50 yM kombinasyonu (% 43
anneksin V pozitif) tek basina karboplatin 200 TiK’e (% 10 anneksin V pozitif)

g6re anneksin V oranini % 33 arttirdi.
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IV. 2. 2. 2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde ilag Tedavi
Sonrasi Anneksin V Pozitifligi
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Sekil 22: MCF-7 insan meme kanseri hlcrelerinde 48 saat dosetaksol,
gemsitabin, karboplatin ve verapamil uygulamasi sonrasi Anneksin V pozitif
boyanma gosteren hicrelerin ylzdesi. MO: Tedavi uygulanmamis kontrol
hiicre grubu, D200: Dosetaksol 200 TIK: 22,6 yg/mL, G200: Gemsitabin 200
TiK: 50 pug/mL, Karboplatin 200 TiK: 31,6 pug/mL, V100: Verapamil 100 uM,
% Anneksin V (+): Anneksin V pozitif boyanma yuzdesi.

Sekil 22'de goérulduglu gibi MCF-7 insan meme kanseri hucre
dizilerinde kontrol hicrelerinde (MO) % 15 oraninda anneksin V pozitifligi
saptandi. Verapamil 100 uM uygulanan hucrelerde % 30 oraninda anneksin
V pozitifligi saptandi.

Dosetaksol 200 TiK'in verapamil 100 uM ile kombinasyonu (% 98
anneksin V pozitifligi) tek bagina dosetaksol 200 TiK'e ( % 90 anneksin V
pozitifligi) gére anneksin V oranini % 8 arttirdi.

Gemsitabin 200 TiK’in verapamil 100uM ile kombinasyonu % 35
anneksin V pozitifligi) tek basina gemsitabin 200 TiK'e (% 35 anneksin V
pozitifligi) gore anneksin V oranini degistirmedi.
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Karboplatin 200 TiK'in verapamil 100 uyM ile kombinasyonu (% 45
anneksin V pozitifligi) tek basina karboplatin 200 TiK’e ( % 30 anneksin V
pozitifligi) gore anneksin V oranini % 15 arttirdi.

IV. 2. 3. Nekrozun Gosterilmesi (Propidyum iyodiir Testi)

Sekil 23: Propidyum iyodurle boyanan hicrelerin (nekroza giden hicreler )
floresan mikroskobundaki goruntileri.
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IV. 2. 3. 1. MDA-MB-231 insan Meme Kanser Hiicre Dizilerinde
Dosetaksol, Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil Uygulamasi Sonrasi

Propidyum liyodiir (Pi) Pozitifligi
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Sekil 24: MDA-MB-231 insan meme kanseri hicre dizisinde 48 saat
Dosetaksol, gemsitabin, karboplatin ve verapamil uygulamasi sonrasi
propidyum iyodir pozitif boyanma gdésteren hiicrelerin yiizdesi. MO: ilag
uygulanmamis kontrol hiicre grubu, D200: Dosetaksol 200 TiK: 22,6 pg/mL,
G200: Gemsitabin 200 TiK: 50 ug/mL, Karboplatin 200 TiK: 31,6 pug/mL, V50:
Verapamil 50 uM, % PI (+): propidyum iyodir pozitif boyanma yiizdesi.

Sekil 24’de goruldugu gibi kontrol hucrelerinde (MO) % 1oraninda
propidyum iyodur pozitifligi saptandi. Verapamil 50 uM uygulanan huicrelerde
% 2 oraninda propidyum iyudur pozitifligi saptandi.

Dosetaksol 200 TiK'in verapamil 50 uM ile kombinasyonu (% 60
propidyum iyodiir pozitif) tek basina dosetaksol 200 TiK’e (% 55 propidyum

iyodur pozitif) gére propidyum iyodur pozitifligini % 5 oraninda arttirdi.
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Gemsitabin 200 TiK'in verapamil 50 uM ile kombinasyonu (% 5
propidyum iyodir pozitif) tek basina gemsitabin 200 TiK’e (% 2 propidyum
iyodur pozitif) gére propidyum iyodur pozitifligini oranini % 3 arttirdi.

Karboplatin 200 TiK ile verapamil 50 yM kombinasyonu (% 20
propidyum iyodir pozitif) tek basina karboplatin 200 TiK'e gére (% 15
propidyum iyodur pozitif) propidyum iyodir oranini % 5 arttird1.

IV. 2. 3. 2. MCF-7 insan Meme Kanser Hiicre Dizilerinde Dosetaksol,
Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil Uygulamasi Sonrasi Propidyum
iyodiir (Pi) Pozitifligi
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Sekil 25: MCF-7 insan meme kanseri hlcrelerinde 48 saat dosetaksol,
gemsitabin, karboplatin ve verapamil uygulamasi sonrasi propidyum iyodur
pozitif boyanma goésteren hicrelerin ylzdesi. MO: Tedavi uygulanmamis
kontrol hiicre grubu, D200: Dosetaksol 200 TIK: 22,6 ug/mL, G200:
Gemsitabin 200 TIiK: 50 ug/mL, Karboplatin 200 TiK: 31,6 ug/mL, V100:
Verapamil 100 uM, % PI (+): propidyum iyodir pozitif boyanma ylizdesi.
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Sekil 25'de goruldiglu gibi MCF-7 insan meme kanseri hlcre
dizilerinde kontrol hucrelerinde (MO) % 10 oraninda propidyum iyodur
pozitifligi saptandi. Verapamil 100 yM uygulanan hucrelerde % 8 oraninda
propidyum iyodur pozitifligi saptandi.

Dosetaksol 200 TiK’in verapamil 100 uM ile kombinasyonu ( % 3
propidyum iyodir pozitif) tek basina dosetaksol 200 TiK’e (% 2 propidyum
iyodur pozitif) gore c¢ok az (% 1) arttirdi.

Gemsitabin 200 TiK’in verapamil 100 uM ile kombinasyonu (% 20
propidyum iyodir pozitif) tek basina gemsitabin 200 TiK’'e (% 32 propidyum
iyodur pozitif) gére propidyum iyodur oranini % 13 azaltti.

Karboplatin 200 TiK'in verapamil 100 uM ile kombinasyonu (% 30
propidyum iyodir pozitif) tek bagina karboplatin 200 TiK’e ( % 27 propidyum

iyodur pozitif) gére propidyum iyodur oranini % 3 arttirdi.
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IV. 3. P-gp ekspresyonunun immiinositokimyasal Olarak
Degerlendirilmesi

Tablo 1: MDA-MB-231 ve MCF-7 insan Meme Kanser Hiicre Dizilerinde P-

gp Ekspresyonunun immmiinositokimyasal Degerlendirilmesi.

Uygulama Siresi

Hucre Dizisi Turt Ornekler 24 saat 48 saat

MDA-MB-231 MO (-) (-)
Ml 4-5 (-)
(-) Kontrol ) Q)
V50 TIK ) )"
D200 TiK (-)* )
D200+V50 TIK (-)* )
D100+V50 TiK * )¢
G200 TiK )

G200+V50 TiK
G100+V50 TiK
K200 TIK “)
K200+V50 TiK )
K100+V50 TiK “)

MCF-7 MO 0-1 1
MI 0-1 1
V100 TiK 1 1
D200 TiK ) 1
D200+V100 TiK 1-2 1
D100+V100 TiK
G200 TiK

G200+V100 TIK
G100+V100 TIK
K200 TIK

K200+V100 TIK
K100+V100 TiK

S Ul U I U U §

MO: ila¢ uygulanmamis kontrol hiicre grubu, MI: Minimum yasam.

(-): Boyanma yok. (-)*: Hiicre gdzlenmedi. D200: Dosetaksol 200 TIK: 22,6
pg/mL, D 100 TiK: Dosetaksol 11,3 pyg/mL, G200: Gemsitabin 200 TiK: 50
pug/mL, Gemsitabin 100 TiK: Gemsitabin 25 pg/mL, Karboplatin 200 TiK:
31,6 ug/mL, Karboplatin 100 TiK: Karboplatin 15.8ug/mL , V50: Verapamil 50
MM, V100: Verapamil 100 uM

45



TARTISMA VE SONUG

Bu calismada MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hicre
dizilerinde secili kemoterapoétik ilaglarin sitotoksik etkileri degerlendirildi.
Ayrica coklu ilag direng proteini olan P-gp’i (P-glikoprotein) inhibe eden
verapamilin bu ilaglarla kombinasyonlari arastirildi. Bununla ilgili olarak
literatlr taramasi sonuglarina gére meme kanseri tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajanlardan daha once verapamil ile birlikte kombine edilerek
kullaniimamis veya c¢ok az arastirma konusu yapiimis kanser ilaglarini
(dosetaksol, gemsitabin, karboplatin) tercih ettik.

Sectigimiz ilacglarin kanser hucreleri Uzerine olan sitotoksisitelerini
degerlendirmek i¢in ¢ok sik kullanilan ve ayni zamanda ucuz olan MTT
metodunu kullandik, buyumeye etkilerini inceleyip, yuzde canliliklarini
hesapladik. Meydana gelen hlcre olumlerinin nekrozdan mi yoksa
apoptozisten mi kaynaklandigina baktik.

Daha onceki ¢aligmalarda verapamil gesitli tumor tiplerinde denenmigtir
ve bunlardan bazilari gbyledir; Tsuruo ve ark.lari (36) verapamilin kanser
ilaglari Uzerindeki etkilerini saptamak igin C26 kolon adenokarsinoma
hicrelerinde calisma yapmislardir. Calismalarinda verapamil, vinkristinin
hacre ici birikimini 3-4 kat arttirmigtir. B16 melanoma ve LL Lewis akciger
karsinoma hucrelerinde ise vinkristinin hlcre i¢i birikimini 2 kat arttirmigtir.
verapamil, vinkristinin hucrelerden digariya nakledilmesini inhibe etmektedir.

Chitnis ve ark. (74) Verapamil ilacini in vitro ve in vivo olarak bouvardine
direncgli sarkoma 180 hucrelerinde denemiglerdir. Verapamil bouvardin’e
(NSC 259968) olan dogal direnci bu hucrelerde o6nledigi bulunmustur.
Robinson ve ark. (75) yaptiklari ¢alismada bu bulguyu desteklemektedir.
Verapamil fibrosarkomlarda melfalan’in alimini ve sitotoksisitesini arttirmakta
oldugunu bulmuslardir. Boylece bu iki sonu¢ bize verapamilin sadece
epiteliyal timorlerde degil ayni zamanda stromal tumorlerde de etkili

oldugunu gdstermektedir.
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Merry ve ark.’nin (76) calismasinda verapamil, adriamisine direncli G-
UVW ve G-CCM anaplastik astrositoma hicre dizilerinde adriamisin
duyarhigini arttirmaktadir.

Ballou ve ark. (77) calismalarinda murine bladder karsinoma hucrelerinde
verapamil kullaniminin thiotepa ve adrimasin tedavisinin etkisini arttirdigini
bulmusglardir.

Futscher ve ark. (78) verapamili hematolojik timorlerden biri olan insan
multiple miyelom hucre dizisi RPMI 8226’te (8226/S) denemislerdir ve
c¢alismalarinda doksorubisinde karsilastiklari ¢oklu ilag direncini verapamil
kullanarak énlemiglerdir. Timcheva ve ark. (79) ise hematolojik timaorlerden
CEM/O (P-gp negatif) ve CEM/VCR 1000 (MDR fenotipli) insan I6semi hucre
dizilerinde epirubisin ile birlikte verapamil kullandiklarinda, CEM/O (P-gp
negatif) hicrelerde énemli bir etki ile karsilasmazlar iken, CEM/VCR 1000
(MDR fenotipli) hucrelerde verapamili etkili bulmuslardir. Yalowich ve ark.
(80) calismalarinda etoposidin verapamil ile birlikte kullaniminin K562
hicrelerine  kargl, insan normal kemik iligi granulosit-makrofaj
progenitorlerine goére 10 kat daha gugli etki gdsterdigini saptamiglardir.
Benzer sekilde verapamilin K562 hucrelerinde vinkristin sitotoksisitesini 10
kat daha fazla arttirdigini bulmuslardir. Yine Beck ve ark. (81) yaptiklari
calismada ise verapamilin insan Idsemik hiicrelerinde vinka alkaloidlerinin
sitotoksisitesi arttirdigini bildirmiglerdir. Yalowich ve ark. (82) L1210 fare
lenfositik 16semi hicrelerinde calismiglar ve bu calismada verapamil ile
etoposidin birlikte kullaniminin etoposidin hucre i¢i  birikimini indUkledigini
goOstermiglerdir. Hematolojik tumorlerde yapilan arastirmalar bu taGmor
grubunda da verapamilin kanser ilaglarinin etkisini arttirdigini géstermektedir.
Bu nedenle, verapamil hucre turine baglh olmaksizin tiumor hicrelerinde
ortak bir mekanizmay kullaniyor olabilir.

Diger yapilan c¢alismalar ise soyledir; Okana ve ark. (83) verapamili
insan renal adenokarsinomasinda denemigler ve c¢alismalarini, bu hucre
grubunda verapamil, adriamisin ve vinblastinin antikanser aktivitelerini
artitirmaktadir seklinde yorumlamiglardir. Warmann ve ark. (84) yaptiklar

calismada insan hepatoblastoma htcre dizilerinde, MDR1 modulatorleri olan
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siklosporin analoglari ve verapamilin onemli derecede hepatoblastomaya
doksorubisin cevabini iyilestirdigini saptamiglardir. Ehrlichova ve ark. (85)
verapamilin, NCI/ADR-RES hucrelerine paklitakselin alimini yedi kat
arttirdigini, disariya atilimini ise 2.5 kat azalttigini saptamiglardir. Pesic ve
ark. (86) NCI-H460 ve NCI-H460/R hucre dizilerinde verapamil in etkisini test
etmiglerdir ve bu ¢aligmada verapamil, doksorubisinin digari atilimini onemli
derecede azaltmaktadir sonucuna varmiglardir. Sulova ve ark (87) P-
glikoprotein pozitif L1210/VCR kanser hucrelerinde verapamil ve all-trans
retinoik asidi birlikte kullanmislardir ve sonugta verapamil bu hucrelerde P-gp
‘nin transport aktivitesi ile ekspresyonunu azaltmakta oldugunu bulmuslardir.
Simpson ve ark. (88) calismalarinda verapamilin, thiotepa ve doxorubisin
hidroklorid ile kombinasyonunun onemli derecede T24 hucrelerinin
bdyUmesini ve yasamasini azalttigini gostermiglerdir. Guo ve ark. (89)
SW1990 ve HL60 pankreas kanseri hiicre dizilerinde, adriamisin ve
verapamilin birlikte kullanilmasinin  P-glikoprotein aracilikli  ¢oklu ilag
direncinin 6nlenmesinde etkili olundugunu gostermislerdir.

Shen ve ark. (90) verapamil MDA-MB-435mdr kanser hucrelerinde
doksorubisinin hlcre igi birikimini % 79 kadar arttirmakta oldugunu
bulmuslardir. Hayvanlarda verapamilin doksorubisin tedavisinden once
verilmesi MDA-MB-435mdr hucrelerinde doksorubisin hicre igi birikimini %
94 oraninda arttirmaktadir. Bizim c¢alismamizda ise MDA-MB-231
hicrelerinde verapamil, dosetaksolun ve karboplatinin sitotoksisitesini
istatiksel olarak anlamli 6lgude arttirmaktadir. Yine bizim ¢alismamizda MDA-
MB-231 hucre dizisinde dosetaksol + verapamil 25 pM konsantrasyonu ile
dosetaksol + verapamil 50 uyM  konsantrasyonu uygulanmasi arasinda
sitotoksisite acisindan anlaml bir fark gérilmemistir. Yani, ayni sitotoksik etki
potansiyelini daha disuk dozlarda gorebilmekteyiz. Bu nedenle de MDA-MB-
231 hucre dizisinde daha dusuk verapamil dozu kullanilarak yuksek sitotoksik
etki elde edilebilmektedir. Bu durum kemoterapdétik ilaglarin istenmeyen yan
etkilerinden korunmada énemli olabilir. Ozellikle MDA-MB-231 hiicre dizisinin
invaziv karakterli oldugu g6z onune alindiginda bu O6nem daha da

artmaktadir.
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Chung ve ark. (91) MCF-7/ADR ve MCF-7 sensitif hlcrelerle calisma
yapmislardir ve daunorubisinin disari atihminin MCF-7/ADR hicrelerinde,
MCF-7 sensitif hucrelere gore daha fazla oldugunu gostermislerdir. Ayni
zamanda daunorubisinin verapamil ile birlikte kullaniminin hicre igi
daunorubisin birikimini % 17.6 arttirdidini  saptamiglardir.  Bizim
calismamizda ise MCF-7 hicre dizilerinde verapamil, dosetaksolin ve
karboplatinin sitotoksisitesini istatiksel olarak anlamli 6lgude arttirmaktadir.

Smith ve ark.’nin (92) yaptigi galismada MCF-7 hicrelerinde vinblastin ve
paklitakselin intracelliiler akimiliisyonu verapamil ile belirgin derecede
artmistir. Kars ve ark.‘da (93) direngli MCF-7 hucre dizilerinde paklitaksel,
dosetaksol, vinkristin ve doksorubisinin, verapamil ile birlikte kullaniminin
coklu ilag direncini 6nlemede etkili olduklarini bulmuslardir.

Dong ve ark. (94) bizim ¢alismamizda kullandigimiz hicre grubu olan
MCF-7 hucrelerinde cgalismislar ve bu c¢alismalarini verapamil, MCF-7
hicrelerinde doksorubisin ve vinkristinin intraselliler konsantrasyonunu
arttirmaktadir geklinde yorumlamisglardir. Bu bulgu bizim elde ettigimiz
sitotoksisitenin ilag birikimi sonucu olabilecegini géstermektedir. Ehrlichova
ve ark.nin (95) yaptidi calismada ise verapamil, direncli meme kanseri
hlcrelerinde paklitakselin alimini 7 kat arttirir ve onun digari atilimini 2,5 kat
azaltmaktadir.

Yan ve ark. (96) termokimyasal 1sinin verapamil ile birlikte kullaniminin,
hicre igi adriamisin oranini ve MCF-7/ADM hlcre dizilerinin apoptozis hizini
arttirdigini bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda da verapamil tum ilag
gruplarinda ve her iki hicre dizisinde apoptozis belirteci olan M30 antijenini
arttirmaktadir. Dolayisiyla apoptozisi arttirmistir. Bu etki MCF-7 hucre
dizilerinde ¢ok daha belirgin ve siddetlidir. MDA-MB-231 hucrelerinde M30
antijeni yaklasik 100 U/L duzeylerinde seyrederken, MCF-7 hucrelerinde
1700 U/L duzeylerine c¢ikabilmigtir. Bu bulgular, MCF-7 hucrelerinin esas
olarak apoptozisle o6lduginin gostergesidir. Nitekim laboratuvarimizda
yapilan bir baska calismada MDA-MB-231 ve MCF-7 hicrelerine klasik
meme kanseri tedavisi olan FEC (5-Florourasil-Epirubisin-Siklofosfamid)
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tedavisi uygulanmigtir ve  MDA-MB-231 hducreleri tipik olarak nekrozisle
olirken, MCF-7 hucrelerinin tipik olarak apopitozisle 6ldugu bulunmustur.

Bizim galismamizda hem MDA-MB-231 hucre dizilerinde hemde MCF-7
hicre dizilerinde verapamil, dosetaksolin ve karboplatinin sitotoksisitesini
(MTT metodu ile) istatiksel olarak anlamli olglide arttirmaktadir. Fakat
verapamil MCF-7 hucrelerinde gemsitabinin sitotoksik etkisini anlamli olarak
arttirmiyor iken, MDA-MB-231 hucrelerinde anlamli olarak arttirmaktadir.
Dolayisiyla bu galismada ilging olarak, verapamilin gemsitabinin etkinligini
hicre tipine bagl olarak modifiye ettigi bulundu.

Dosetaksol+Verapamil 100 pM, tek basina dosetaksol uygulamasina gore
daha guglu sitotoksik etkiye neden oluyor iken, M30 sonuglarinda bu etkiyi
goéremedik. Cunkli muhtemelen sitotoksik etki apoptozisle degil nekrozisle
olmaktadir.

Ayrica MDA-MB-231 insan meme kanser hucre dizilerinde ilag gruplarina,
doz gruplarina ve ilag-doz etkilesimlerine gore yuzde canlilik ortalamalari
farklihk gosterdigi bulundu.

MDA-MB-231 ve MCF-7 hucre dizilerinde ila¢ tedavileri sonrasinda az
miktarda (% 0-2) immuanositokimyasal boyanma tespit edildi. Bu durumun
MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hicre dizilerinde coklu ilag
direng proteini olan p-glikoproteinin ¢ok az miktarda (97) eksprese olmasiyla
baglantili oldugu dusunuldld. Fakat bu durumda verapamilin sagladigi
toksisitenin  P-glikoprotein  diginda baska bir mekanizmadan da
kaynaklanabilecegini dusunebiliriz.

MCF-7 huacre dizilerinde verapamil ve karboplatinle 48 saatlik tedavi
sonrasi P-gp ekspresyonunda yaklasik 2 katlik artig saptanmigtir. Bu durum
kemoterapotiklerle tedavi sirasinda karsilasilan direngten sorumlu olabilir.
Nitekim, kemoterapinin siklikla kanser hucrelerinde c¢oklu ilag direncinin
gelismesine neden oldugu rapor edilmistir (98).

Sonug olarak, biz bu ¢alismamizda, 6zellikle dosetaksoliun verapamil ile
kombinasyonunun sitotoksik etkiyi artirmak acisindan etkili bir strateji
olabilecegini gostermis bulunmaktayiz. Daha ileri g¢aligmalarin (deney

hayvanlari, klinik calismalar) yapiimasinin uygun olacagini dusinmekteyiz
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EKLER

Ek: 1- Etik Kurul Yazisi
Ek: 2- Kisaltmalar
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BRCA-1
BRCA-2
BRCP
CA 15-3
CA-549
CEA
EGFR
FEC
LRP
MCA
MDR 1
MI

MO
MRP 1
MTT
OKS
P-gp
RT-PCR
TiK
TPA

KISALTMALAR

: Breast Cancer Resistance Protein 1

: Breast Cancer Resistance Protein 2

: Breast Cancer Resistance Protein

: Karbonhidrat Antigen 15-3

: Karbonhidrat Ag 549

: Karsino Embriyonik Antigen

: Epidermal Bayume Faktor Reseptor

: 5-Florousali-Epirubisin-Siklofosfamid

: Lung Cancer Resistance Related Protein
: Mdcin-like Karsinoma Associated Antigen
: Multi Drug Resistance 1

: Minimum yasam

- ilag uygulanmamis kontrol

: Multidrug Resistan Associated Protein 1
: Metiltiazoltetrazolium

: Oral Kontraseptif

: P-glikoprotein

: Es zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu

: Test ilag Konsantrasyon

: Doku Polipeptid Antigen
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