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GALLIK ASIT VE OLAPARIB KOMBINASYON TEDAVISININ
OLAPARIBE DIRENCLI KANSER HUCRELERINDEKI
ANTINEOPLASTIK ETKIiSININ ARASTIRILMASI

OZET

Kanser, giiniimiizde en tehlikeli hastaliklardan birisidir ve diinya iizerindeki en 6nemli
O0lim sebepleri arasinda yer almaktadir. Kanserin klinik tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajanlar ciddi yan etkilere sahiptir. Ayrica bu ajanlara karsi gelisen
kazanilmig ila¢ direnci, kanser ile miicadelenin Oniindeki en biiyiik engellerdendir. Bu
kemoterapotiklerin bitkisel fenolik bilesiklerle kombine olarak kullanimlari, yan etkilerin
azaltilmasini veya ortadan kaldirilmasini ve kazanilmis ilag direncine kars1 etkili olmasini
saglayabilmektedir. Bitkilerin ana biyoaktivite kaynagi olan fitokimyasallar, insan saglig
iizerinde antikarsinojen, antimutajen, antiproliferatif, antioksidan, antimikrobiyal, ndro ve
kardiyo-protektif etkilere sahiptirler. Tedaviye destek olmalari, toksik olmamalari, ¢ok
hedefli olmalar1 ve genellikle ilaclarla sinerjik etki gostermeleri, dogal terapotikleri ¢ok
onemli kilmaktadir.

Bu c¢alismada, kiigiik molekiil PARP inhibitorii olarak klinik Oncesi ve klinik
arastirmalarda basarili sonuglar saglayan olaparib ile fenolik bir bilesik olan gallik asidin
mono- ve kombine-terapotik antikanser etkileri, olaparibe karsi direng kazandirilmis
U20S insan osteosarkoma hiicrelerinde (U20S-PIR) incelendi. Parental U20S ve U20S-
PIR hatlar1 artan konsantrasyonlarda olaparib ve gallik asit ile tedavi edildi ve sitotoksik
etki WST-1 hiicre canlilig1 analizi ile 6l¢iildii. IC50 dozlari belirlenen olaparib ve gallik
asitin sinerjistik etkisi kombine tedavi ile belirlendi. Koloni sagkalimi1 deneyi ile olaparib
ve gallik asit kombinasyonunun kanser hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini
baskilama potansiyeli ortaya konuldu. Gallik asit ve olaparib ile mono- ve kombine-
olarak tedavi edilen U20S-PIR hiicrelerindeki apoptotik etki Akridin oranj/etidyum
bromiir ikili boyama yontemi ile, anti-anjiyogenik etki VEGF ELISA yontemi ile, DNA
hasar1 ve apoptotik sinyal yolaklarindaki proteinlerin ekspresyonlari {izerine olan etki ise
Western blot yontemi ile analiz edildi.

Bu calismadan elde edilen bulgular, gallik asitin olaparib direncine karsi ozellikle
kombine tedavide hiicrelerin canliligim1 ve koloni sagkalimlarmi baskiladigini,
anjiyogenezi inhibe ettigini, CPARP, Bcl-2 ve Bax gibi apoptozla iliskili proteinleri
reglile ederek hiicrelerde DNA hasar1 ve apoptoza neden oldugunu gostermektedir. Bu
bulgular, gallik asitin kazanilmis ilag direncine kars1 terapotik etkinligi artiran bir bilesik
olarak g6z oniinde bulundurulmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Gallik asit, olaparib, U20S, kanser, apoptoz, anjiyogenez.
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INVESTIGATION OF THE ANTINEOPLASTIC EFFECT OF
GALLIC ACID AND OLAPARIB COMBINATION THERAPY ON
OLAPARIB-RESISTANT CANCER CELLS

ABSTRACT

Cancer is one of the most dangerous diseases today and is among the most important
causes of death in the world. Chemotherapeutic agents used in the clinical treatment of
cancer have serious side effects. In addition, acquired drug resistance against these agents
is one of the biggest obstacles to the fight against cancer. The use of these
chemotherapeutics in combination with herbal phenolic compounds can reduce or
eliminate side effects and be effective against acquired drug resistance. Phytochemicals,
which are the main source of bioactivity of plants, have anticarcinogen, antimutagen,
antiproliferative, antioxidant, antimicrobial, neuro and cardio-protective effects on human
health. The fact that they support treatment, are non-toxic, multi-targeted, and generally
have a synergistic effect with drugs makes natural therapeutics very important.

In this study, the mono- and combined-therapeutic anticancer effects of olaparib, which is
a small molecule PARP inhibitor with successful results in preclinical and clinical
studies, and gallic acid, a phenolic compound, were investigated in U20S human
osteosarcoma cells (U20S-PIR) resistant to olaparib. Parental U20S and U20S-PIR lines
were treated with increasing concentrations of olaparib and gallic acid, and the cytotoxic
effect was measured by WST-1 cell viability assay. The synergistic effect of olaparib and
gallic acid, which IC50 doses were determined, was determined by combined treatment.
The colony survival assay demonstrated the potential of the combination of olaparib and
gallic acid to suppress the colony forming capacity of cancer cells. Apoptotic effect in
U20S-PIR cells treated mono- and combined-with gallic acid and olaparib by acridine
orange/ethidium bromide dual staining assay, anti-angiogenic effect by VEGF ELISA
method, and the effect on DNA damage and expression of proteins in apoptotic signaling
pathways was analyzed by western blot method.

The findings of this study show that gallic acid suppresses cell viability and colony
survival, inhibits angiogenesis, and causes DNA damage and apoptosis in cells by
regulating apoptosis-related proteins such as cPARP, Bcl-2 and Bax, especially in
combination therapy against olaparib resistance. These findings suggest that gallic acid
should be considered as a compound that enhances therapeutic efficacy against acquired
drug resistance.

Keywords: Gallic acid, olaparib, U20S, cancer, apoptosis, angiogenesis.



1. GIRIS

Hiicrelerin kontrolden ¢ikip zararli hale gelerek sinirsiz bir sekilde boliinmesi ve ¢cogalmast
kanser olarak tanimlanir (Sayin, 2021). Bu kontrolsiiz boliinmeler, hiicrelerin biiylimesi,
farklilasmasi ve kontrollii 6liimiinde rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin mutasyona
ugramasindan ve bu mutasyonlarin birikmesi sonucu ortaya ¢ikan toplu gen ifadesi
bozuklugundan kaynaklanir. Mutasyonlar genetik ve ¢evresel olmak iizere pek ¢ok faktore
bagl olarak meydana gelebilir (Imani et al., 2021). 2020 yilinda diinya ¢apinda tahmini
olarak 19,3 milyon yeni kanser vakasi goriilmiistiir. Ve yaklasik olarak 10 milyon civarinda

kansere bagli 6lim meydana gelmistir (Sung et al., 2021).

Osteosarkoma, 6zellikle ¢ocuk ve geng eriskinlerde en c¢ok karsilagilan kemik kanseri
tirtidiir (Yan et al., 2016). Bu kanser ¢esidi herhangi bir kemikte meydana gelebilir (Fan
etal., 2015). Buna ragmen osteosarkoma %75’1 diz ¢evresinde goriilmektedir (Hogendoorn
et al., 2010). Osteosarkomalar en yaygin olarak uzun kemiklerde, 6zellikle distal femur ve
proksimal tibiada olusur. Cogunlukla ¢ok yiiksek dereceli tiimoérlerdir (Siclari and Qin,
2010). Giiniimiizde kemik kanseri tedavisinde cerrahi ve kemoterapi yontemlerine
bagvurulmaktadir (Shaikh et al., 2016). Osteosarkomanin tedavisinde kemoterapiye direng
biiyiik bir engel teskil etmektedir. Ilag¢ direnci ve bunun sonucunda ilag¢ tedavisinin

etkisizligi kansere bagli 6liimlerin %90’ 1ndan sorumludur (Organization, 2016).

Kanser tedavisinde son yillarda 6nemli gelismeler saglanmistir. Ancak kanser giinlimiizde
hala ciddi bir saglik problemi olarak bilinmektedir. Bu nedenle yeni yaklasimlarin
gelistirilmesi i¢in biiyiik ¢aba harcanmaktadir (Shewach and Kuchta, 2009). Kansere
yakalanan bireylerde 6liim oranlariin fazla olmasi, ayrica kemoterapi ve radyoterapi gibi
tedavi yontemlerinin ciddi yan etkilerinin olmasi bilinen bir gerc¢ektir. Bu durum hastalikla
miicadelede alternatif yontemlerin gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu nedenle bitkisel

kaynakl1 bilesikler kanser tedavisinde 6nemli bir kaynak olarak goriilmektedir (Erdogan et
al., 2021).



Lokalize solid tiimorler genellikle erken evrelerinde cerrahi yontemle tedavi edilir. Ancak
ileri evrelerde ve/veya cerrahi sonrasinda hedefe yonelik tedaviler, radyoterapi,
immiinoterapi ve kemoterapi gibi diger tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Kemoterapotik
ilaglar siklikla kullanilmasina ragmen, ilaglarin ¢oziiniirliigii ve kararsizligi, spesifik
olmayan ila¢ dagilimi ve sistemik toksisiteye bagli yan etkiler gibi kanser tedavisinde
kullanilmalarinda 6nemli dezavantajlar vardir. Ayrica bazi hastalarda tedavinin

baslangicinda olumlu yanit alinsa dahi kanser yeniden niiksedebilmektedir (Maleki Dana

etal., 2022).

Hem edinilmis hem de igsel siirecler kanser hiicrelerinde kemorezistansa yol agabilir.
Edinilmis ilag¢ direnci, baslangigta etkili olan bir terap6tik yaklagima karsi yeni gelisen bir
direnci gosterir. i¢sel kemorezistans, bir ilacin etkisiz olmasina neden olan dnceden var
olan bir faktorii igerir. Tiimor hiicrelerinin heterojenligi, kemorezistansa yol acan
faktorlerden biridir. Bir tiimor iginde ¢esitli hiicre nesilleri vardir ve her klon bir dereceye
kadar kemoterapdtik ajanlara duyarlidir. Bu nedenle tiimér hiicrelerinin tek bir ajanla
hedeflenmesi olumlu yanit vermeyebilir. Ila¢ hedefindeki degisiklikler, apoptoz ve onarim
sinyal yolaklari, kanser hiicrelerinin kemoterapétik ilaglara direncinde rol oynayan diger

mekanizmalardir (Maleki Dana et al., 2022).

Bir poli-ADP riboz polimeraz (PARP) enzimi inhibitorii olan olaparibin molekiil agirlig
435,08 g/mol ve formiil yapis1 C24H23FN4O3 seklindedir (Sekil 1.1). Olaparibin pek ¢ok
yan etkisi bulunmaktadir. Bunlar kusma, mide bulantisi, istahsizlik, yorgunluk, kas ve
eklem agrisi, diisiik kan sayimi seklinde kendini gosterebilir. Olaparibin toksisitesini ve
maruz biraktig1 olumsuz etkileri azaltan ve olaparip ile ayn1 minvalde c¢alisan yeni tedavi
yontemlerinin olusturulmasi, kanserle miicadelede bireylerin, uygulanilan tedaviden
olumlu sonu¢ almalarini saglamak ve yasam kalitesini 1yilestirmek i¢in olduke¢a elzemdir

(Heller et al., 1996).



Sekil 1.1. Olaparipin kimyasal formiilii (URL, 2022a)

Gallik asit, cay, liziim, kegiboynuzu, sumak, ¢ilek ve diger meyvelerde fazla miktarda
bulunan endojen bir bitki polifenoldiir (Sekil 1.2). Erime noktasi 250 °C ve suda
¢oziiniirliigii 20 °C'de %1.1 olan sarimsi beyaz bir kristaldir (molekiiler kiitle 170,12 g/mol)
(Polewski et al., 2002).

HO OH
OH

Sekil 1.2. Gallik asitin kimyasal formiilii (URL, 2022b)

Gallik asit gibi bir¢ok bitkisel etken maddenin farkli kanser tiirleri {izerinde antiproliferatif
ve apoptotik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Xavier et al., 2009). Farkli farmakolojik
ve biyokimyasal etkilere sahip oldugu bilinen gallik asit, giiglii antioksidan (Feinberg et
al., 2002), anti-enflamatuar (Kroes et al., 1992), antimutajenik (Gichner et al., 1987) ve
antikanser Ozellikler gosterir (Kaku et al., 1995). Gallik asit ayrica metal iyonlarinin
varliginda konsantrasyona bagl bir sekilde pro-oksidan 6zellige sahiptir. Gallik asidin pro-
oksidan ozelligi, kanser hiicre dizilerinde apoptoz indiikleyicisi olarak kabul edilmistir

(Yenietal., 2002).

Ilag ile birlikte baska bir ilag veya bitkisel etken madde kombinasyonunun kullanimi,
birden fazla mekanizma veya yolagi etkileyerek tedaviyi daha etkin hale getirebilmektedir.
Cesitli bitkilerden elde edilen bilesik yapilar, fitokimyasal olarak adlandirilir. Bunlar, insan
sagligi iizerinde antikarsinojen, antimutajen, antiproliferatif, antioksidan ve antimikrobiyal

olmak iizere cesitli etkilere sahiptirler (Surh, 2003). Tamamlayic1 ve alternatif ilag



yaklagimlar1 arasinda yer alan bitkiler, kanser dahil olmak tizere ¢esitli insan hastaliklarini
tedavi etmek i¢in kullanilir. Bitkisel bazli ilaglar, diisiik toksisite ve minimal diizeyde yeni

kanser tedavileri igin umut verici olabilir (Ahmad et al., 2017).

Bu c¢alismanin amaci, kiigiik molekiil PARP inhibitorii olarak klinik oncesi ve klinik
aragtirmalarda basarili sonuglar saglayan olaparib ile bir bitkisel etken madde olan gallik
asidin, in vitro kanser modeli olarak segilen olaparib direngli U20S insan osteosarkoma
hiicrelerinde (U20S-PIR), hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz lizerine olan sinerjistik etkilerini
aragtirmaktir. Calismalar kapsaminda yapilan analizler sonucunda elde edilen bulgular
1s181inda, uygulanan tedavilerin molekiiler etki mekanizmalarinin aydinlatilmas: ve
olaparibe karsi direngli kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik ve antiproliferatif etkinlikleri
ile daha az yan etkiye sahip yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine katki saglanmasi

hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diinya geneline bakildiginda kanser biiyliyen bir saglik sorunudur ve kalp-damar
hastaliklarindan meydana gelen 6liimlerden sonra ikinci en biiyiik 6liim sebebidir. 70 yas
ve Oncesi 0liimlere bakildiginda 183 iilkeden 112’sinde ilk yada ikinci sirada yer alirken,
23 iilkede tigiincii yada dordiincii sirada yer almaktadir. Diinya genelinde en sik goriilen
kanser tipleri sirasiyla meme kanseri (%11,7), akciger kanseri (%]11,4), kolorektal kanser
(%10), prostat kanseri (%7,3) ve mide kanseridir (%5,6). Kanser kaynakli 6liim oranlarinda
ise ilk siralarda akciger kanseri (%18), kolorektal kanser (%9,4), karaciger kanseri (%8,3),

mide kanseri (%7,7) ve meme kanseri (%6,9) yer almaktadir (Sung et al., 2021).

Kanser tedavileri arasinda cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapisi, bagisiklik
terapisi ve hedefe yonelik terapi gibi 6zellikle kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleyen

ilaglar yer almaktadir (Huang et al., 2009).

Gectigimiz yillardaki kanserle miicadelede gosterilen cabalara ve edinilen basarilara
ragmen, klasik kemoterapétik ajanlara ve yeni hedefe yonelik ilaglara direng, kanser
tedavilerinde ciddi bir problem olmaya devam etmektedir. Tedavi edilmeden 6nce var olan
(icsel) ve tedaviden sonra (kazanilmis) olusan ilag direnci, kanserin niiksetmesine sebep
olur. Hastalar ve tiimdrler arasindaki heterojenlik ve kanserin tedavi mekanizmasindaki
cok yonliiliigii, ilag direnciyle basa ¢ikmay1 daha zor hale getirir. ilaglara kars1 olusan bu
diren¢ mekanizmasini daha iyi anlamak, kanserlerle miicadelede bize 6nemli 6lglide yol

gosterici olabilir (Lippert et al., 2008).

Ilag direnci, kazanildif1 zamana gore icsel veya sonrada kazanilmis direnc olarak
ayrilir. igsel direng, ilag tedavisinden &nce bulunurken, kazanilan direng, tedaviden sonra
meydana gelir. Igsel direng genellikle, tedavi baslamadan 6nce var olup dogustan
gelmektedir ve genellikle ilag tedavisinin etkinliginin azalmasina neden olur (Kelderman
et al., 2014). Kazanilmis direng, ilag tedavisinden sonra bir ilacin antikanser etkinliginin
kademeli olarak azalmasiyla tanimlanabilir. Sonradan ortaya ¢ikan ikinci proto-onkogenin

aktivasyonu, ila¢ hedeflerinin mutasyona ugramasi veya degistirilmis ifade seviyeleri,



tedaviden sonra tiimor mikrogevresindeki degisiklikler gibi faktorler direng olusmasina

sebep olur (Quintas-Cardama et al., 2009).

Birden fazla ilaca, farkli kimyasal yapilara, farkli etki mekanizmalarina ve farkli hedeflere
karsi eszamanli diren¢ gelisimi, ¢oklu ilag direnci (MDR) olarak tanimlanir. Kanser
tedavisinde kemoterapinin basarisiz olmasinin en 6nemli nedenlerinden birisi kanserli
hiicrelerin ilaca karsi gelistirdigi ¢oklu ilag direncidir (Dallavalle et al., 2020). MDR,
kanser hiicrelerinin yapilarindan ve etki mekanizmalarindan bagimsiz olarak antikanser

ajanlara kars1 asamali olarak tepkisiz hale geldigi bir siiregtir (Szakécs et al., 2006).

Halihazirda piyasada bulunan tiim antikanser ilaglariin %70'inden fazlas1 dogal
iirtinlerden tretilmistir. Ayrica, dogal bilesikler su anda ila¢ kesfinde ¢cok 6nemli bir rol
oynamaktadir. MDR ile miicadele yolar1 bulmak amaciyla incelenen birka¢ dogal bilesik
sinift vardir ve bunlar arasinda flavonoidler, kurkuminler, alkaloidler, steroidler ve

terpenoidler bulunur (Harvey et al., 2015).

Son yillarda, ila¢ direncinin kazanilmasinin altinda yatan mekanizmalara iligkin
anlayisimizdaki gelismeler, iyi tanimlanmis mekanizmalarin iistesinden gelmeyi veya
bunlara karsi koymay1 amaglayan yeni stratejilerin gelistirilmesine yol agmistir (Assaraf et
al., 2019). Bu stratejiler, kanserli hiicrelerde meydana gelen MDR ile miicadelede timor
hiicrelerinin hedefleme yeteneklerini arttirmak i¢in su anda aktif olan antitiimér ilaglarinda

modifikasyonlarin kullanilmasini kapsar (Wang et al., 2019).

Tek bir molekiiliin iki veya daha fazla ilgili kanser hiicresi hedefiyle eszamanl etkilesimi,
ilag direncini agmak i¢in umut verici bir yaklagimdir. Bu strateji, farkli ilaglarin yapisal
ozelliklerinin yeni bir molekiilde birlestirilmesiyle veya iki ilacin veya farmakoforun
boliinebilir/ayrilmaz baglayicilar yoluyla konjuge edilmesiyle elde edilen hibrit bilesiklerin
tasarimina dayanir. Olaparib gibi antikanser ilaglar, apoptoza yol agabilen DNA tek zincir
kiriklarina neden olur. Bu ilaca kars1 olusturulan direng, genellikle hasar1 tersine ¢evirmede
rol oynayan birincil DNA onarim mekanizmalar1 olan niikleotid eksizyon onarimi ve
homolog rekombinasyon sayesinde gerceklesir (Housman et al., 2014). Hasarli DNA'nin

onarmminin antikanser ilag direncinde 6énemli bir rolii vardir. Dogrudan veya dolayl1 olarak



DNA'ya zarar veren kemoterapi ilaglarina yanit olarak, DNA hasar yaniti (DDR)

mekanizmalari ilaca bagli hasari tersine ¢evirebilir (Bonanno et al., 2014).

Apoptoz, programlanmis bir hiicre oliimiidiir ve kanser tedavilerinde hiicre 6liimiiniin
onciil mekanizmasidir (Danial and Korsmeyer, 2004). Apoptozis, gelisme ve yaslanma
stiresince dokulardaki hiicre sayisin1 korumak i¢in homeostatik olarak meydana gelir. Ayni
zamanda immiin reaksiyonlarda veya hiicreler hastalik ve zararli ajanlarla hasara ugradigi

zaman bir savunma mekanizmasi olarak gerceklesir (Norbury and Hickson, 2001).

Apoptozisi uyaran pek ¢ok fizyolojik ve patolojik uyaran ve durum olmasina ragmen, aynt
uyaranlara cevap olarak dokudaki biitlin hiicrelerin 6liimii gerceklesmez. Kanser tedavisi
icin kullanilan radyoterapi veya ilaglar, bazi hiicrelerde DNA hasarina neden olur ve bu
hasar, p53’e bagli bir yolakla hiicreyi apoptotik 6liime yonlendirebilir (EImore, 2007).
Apoptoz ve kanser arasindaki iligki Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Apoptoz ve kanser arasindaki iliski (URL, 2022c)

Kanserle miicadelede temel hedef, kanserli hiicrelerin apoptoz yoluyla etkili bir sekilde
ortadan kaldirilmasini destekleyen tedavilerin gelistirilmesi olmustur. Bu siirece hiicresel
stres olugmasi, DNA’da hasar meydana gelmesi ve bagisiklik gibi apoptoza yonlendiren

sinyal yolaklarinin tetiklenmesi hedeflenir. Apoptozun altinda yatan mekanizmalarin



kesfedilmelerinin yani sira, tiimdr ilerlemesini engelleyen ¢esitli kinazlarin blokaji yoluyla,
kanser i¢gin hedeflenen tedavilerin tanimlanmasinda ilerleme kaydedilmistir (Carneiro and

El-Deiry, 2020).

Kanser hiicresinin 6zelliklerinden biri de apoptoza karsi gelistirmis oldugu direngtir.
Kanserli hiicrelerin apoptozdan kaginmasi, timoriin ilerlemesine neden olur. Bununla
beraber tedaviye karsi bir diren¢ mekanizmasi olusturulmus olur, ¢iinkii kemoterapi,
radyoterapi ve immiinoterapi dahil olmak iizere ¢cogu kanser tedavisi, Oncelikle kanser
hiicrelerinde apoptoz gibi hiicre 6liim yollarin1 aktive eder. Bu nedenle, apoptotik hiicre
Oliimiine dayanan tiimor direncinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha iyi

anlasilmasi olduk¢a dnemlidir (Fulda, 2009).

Apoptozu baglatan igsel (mitokondriyal) uyar1 yolaklari, hiicrenin igerisindeki hedeflere
dogrudan etki eder ve mitokondriyal yolla baglatilmis hiicrenin igerisindeki sinyaller iireten
uyaranlar1 olusturur. BCL-2 ailesi, dis mitokondriyal membranin biitiinliigiinii etkileyerek
mitokondriyal apoptotik yolu diizenler (Green and Evan, 2002). BCL-2 ve BAX, sirasiyla
apoptoz anti apoptozu ve apoptozun tanitiminin kilit rol oynayan iki ana proteindir. Ayrica,
parcalanmis kaspaz-3, hiicre apoptozunu indiikleyen apoptozun asagi akis proteinidir
(Llambi et al., 2011). I¢sel yolu aktif hale getiren sinyaller, iki ydndede hareket eden hiicre
i¢ sinyalleri retir. Negatif yonlii sinyaller, belirli biiylime faktorlerinin, hormonlarin ve
sitokinlerin yoklugunu igerir ve bu da 6liim yolaklarinin baskilanmasinda basarisizliga yol

acarak apoptozu tetikler (Saelens et al., 2004).

Ikinci bir apoptoz yolu olan digsal sinyal yollar1, liim reseptdrleri olarak bilinen hiicre zari
proteinleri tarafindan baslatilir. Hiicre yiizeyindeki TNFa (tiimor nekrozis faktor-o), Fas
(CD95/APQO1) ve TRAIL (TNF iliskili apoptozis indiikleyici ligand) gibi 6liim reseptorleri
araciliiyla ekstrinsik bir uyaranla apoptozu tetikler (Kroemer et al., 2007).

Normal hiicre biiyiimesi, hiicrenin biyosentetik mekanizmasi olan protein sentezi ve
organel biyogenezi ile parcgalayici siireglerini iceren protein bozulmasi ve organel

doniigiimii arasinda iyi koordine edilmis bir denge gerektirir (Lenz, 2003).



Kilcal damarlarin 6nceden var olan kan damarlarindan filizlendigi siire¢ olan anjiyogenez,
cok sayida proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktor tarafindan siki bir sekilde
diizenlenir. Tiimor hiicrelerinin, biiylimelerini beslemek ve metastazi kolaylastirmak icin
stirekli olarak yeni kan damarlar1 kaynagina mutlak bir gereksinim duyar. Bu nedenle,
tiimor vaskiilarizasyonu, bir neoplazmin kiigiik lokalize bir timérden metastaz yapma

kabiliyetine sahip biiyiiyen bir tiimore ilerlemesi i¢in hayati bir siirectir (Folkman, 1971).

Anjiyogenez siireci, tiimor hiicrelerinin istilasi i¢in gerekli olanlara paralel olan {ic adima
boliinebilir: ilk adim endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi, ikinci adim hiicre digi matrisin

parcalanmasi ve ligiincii adim endotel hiicrelerinin gogiidiir (Denijn and Ruiter, 1993).

Tiimor vaskiilarizasyonuna yol acan anjiyojenik kaskad, iki genel faza ayrilabilir,
prevaskiiler faz ve vaskiiler faz. Timdr hiicreleri bir kez anjiyojenik fenotipe doniisiime
ugradiginda, bu malign hiicreler, diger hiicre tiplerinde oldugu kadar endotelyal hiicrelerde
de fenotipik degisiklikleri indiikleyebilir (Hanahan and Folkman, 1996). Bu noktada,
avaskiiler tlimorler, hizli bir biliylime oranina izin veren kendi kan kaynaklarini elde
edebilirler. Yeterli vaskiilatiirden yoksun tiimorler nekrotik veya apoptotik olurken,
neovaskiilarizasyona ugramis tiimorler sadece hizli biiylime fazina girmekle kalmaz, ayni

zamanda artmig metastatik potansiyele de sahip olabilir (Holmgren et al., 1995).

Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ailesi alt1 iye igerir: VEGF, plasenta biiyiime
faktorii, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E (Neufeld et al., 1999). Bunlar dimerik
glikoproteinler olarak salgilanir ve timi "sistein diigimi" motifi olarak adlandirilan
karakteristik diizenli aralikli sekiz sistein kalintilarini igerir (Potgens et al., 1994). Bu
glikoproteinler, ayn1 zamanda PDGF-BB ve TGF-B2'yi de iceren biiylime faktorlerinin
yapisal bir siiper ailesine aittir (McDonald and Hendrickson, 1993). Tomao ve arkadaslari
(2014) VEGF olusumunu Sekil 2.2°deki gibi agiklamistir.
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Sekil 2.2. VEGF olugumu (Tomao et al., 2014)

Bilinen en gii¢lii dogrudan etkili anjiyojenik protein olan VEGF, damar gegirgenligini de
artiran, yayilabilir bir endotelyal hiicreye 6zgili mitojen ve anjiyojenik faktordiir. Yeni
olusan damarlarda endotel hiicre sagkalimi VEGF'ye baghidir (Connolly et al.,
1989). VEGF asir1 tiretimi, sedef hastaligi, makula dejenerasyonu ve tiimor proliferasyonu
gibi durumlarda in vivo patolojik anjiyogenezin altinda yatan ana faktor olarak tanimlanir
(Bell et al., 1999).

VEGF mRNA'nin transkripsiyonu, Platelet kokenli biiyliime faktorii (PDGF), Epidermal
biiytime faktorii (EGF), tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a)), Doniistiiriicti biiytime faktori
beta-1 (TGF-B1) ve interlokin 1-beta (IL-1 B) dahil olmak iizere gesitli biiyiime faktorleri
ve sitokinler tarafindan da indiiklenir. VEGF, anjiyogenezin parakrin stimiilasyonundaki
roliine ek olarak, timor hiicreleri {izerinde otokrin uyarici bir etkiye de sahip olabilir (Liu
et al., 1995). Biiyiiyen tiimor ve stromal doku tarafindan hipoksi aracili transkripsiyon ve

faktor salgilanmasinin ilk olayi, biiylime faktorii reseptorlerinin bir upregiilasyonuna ve



11

aktivasyonuna yol agar. Bu, endotelyal filizlenme, artan vaskiiler gecirgenlik, doku matrisi
metalloproteinazlarinin (MMP'ler) ekspresyonu ve nihayetinde endotel hiicresinin hareket
etmesi i¢in gerekli olan matrisin sindirimi ile sonug¢lanir. Artan endotel hiicre mitogenezi
ve diger faktorlerin yayilmasi ve aktivasyonu, perisitler gibi diger destekleyici hiicreler de
dahil olmak iizere endotel hiicrelerinin olusumuna ve hareketine yol acar ve sonunda damar
genislemesine, artan kilcal biitiinliigline, mikrodamar destek hiicrelerinin farklilagmasina

ve olusumuna yol agar (Benjamin and Keshet, 1997).

Tiimor metastazi kanser hastalarinda 6nde gelen 6lim nedenidir. Metastaz, bir timor
hiicresinin birincil tiimori terk etmesi, dolasim sistemi yoluyla uzak bir bolgeye gitmesi ve
ikincil bir tiimor olusturmasi stirecidir (Hunter et al., 2008). Bir tiimér hiicresinin istila
etmesi ve metastaz yapmasi i¢in gerekli olan genetik ve molekiiler adimlarin daha derinden
anlagilmasi, yeni teshis ve tedavi stratejileri i¢in baglangic noktasidir. Kan damarlarinin
olusumu (anjiyogenez), birincil tiimoriin biiylimesi i¢in 6nemli bir adimdir. Zengin
vaskiilarizasyon, tiimdr hiicrelerinin kan dolagimina ulagsma ve buna bagli olarak ikincil

bolgeleri kolonize etme sansini artirir. Sekil 2.3°te metastaz olusum semas1 gosterilmistir.
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Kemik, ti¢lincii en yaygin metastaz bolgesidir. Goglis, prostat ve akciger dahil olmak iizere
belirli tiimorler siklikla kemige metastaz yapar. Aslinda meme kanserinden 6len hastalarin

%90'inda kemik metastaz1 vardir (Mundy and Yoneda, 1995).

Olaparib, PARP'1 DNA hasar1 bolgesinde yakalayarak baz eksizyon onarimini bloke eden,
boylece DNA replikasyon catallarinin ¢okmesine ve DNA c¢ift sarmalli kopmalarin
birikmesine neden olan oral (poli / ADP riboz) polimeraz inhibitoriidiir. Olaparib, oncelikle
onarilmamis tek zincir kiriklarina (SSB) yol agan BER yoluna miidahale eden PARP (poli
ADP-riboz polimeraz) inhibitdrleri ad1 verilen yeni bir ilag sinifin1 temsil eder (Bochum et

al., 2018). PARP inhibitérlerinin etki mekanizmasi Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4. PARP inhibitorlerinin etki mekanizmasi: (URL, 2022d)

Poli (ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP-1), tim yiiksek Okaryotlarin ¢ekirdeklerinde
bulunan, olduk¢a bol kromatin ile iliskili bir proteindir. NAD *'dan tiiretilen oldukga
negatif yiikli, dalli zincirli bir post- translasyonel modifikasyon olan poli (ADP-riboz)
(PAR) ile cok cesitli hedef proteinleri degistiren bir enzim ailesinin kurucu tyesidir
(D'amours et al., 1999). PARP ailesinin kurucu iiyesi olan poli (ADP-riboz) polimeraz-1
(PARP-1), onu hem yapisal hem de diizenleyici roller i¢in ¢ok uygun kilan bir dizi farkli
biyokimyasal aktiviteye sahiptir PARP (poli [ADP-riboz] polimeraz), DNA’da olusan tek
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zincir kiriklarinin baz eksizyon tamir (BER) mekanizmasi ile onarilmasi dahil birgok
hiicresel mekanizmada rol oynayan 6nemli bir enzimdir (Vermoortele et al., 2012). PARP
protein ailesi, ART (ADP-ribosil transferaz) protein grubu altinda siniflandirilan 17 adet
enzimden olusmaktadir. ART enzimleri, “PARilasyon” olarak adlandirilan ve PAR (ADP-
riboz polimerleri) iinitelerinin olusturulmasi ve spesifik amino asit bolgeleri vasitasiyla
akseptor proteinlere kovalent olarak eklenmesi amaciyla B-NAD+ (beta nikotinamid
adenin diniikleotid)’den ADP-riboz molekiillerini transfer edebilme kapasitesine sahiptir
(Vermoortele et al., 2012). Bdylece, ilgili DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan kilit
proteinlerin hasarli kromatin bolgesinde toplanmasi PARP enzimlerinin ger¢eklestirdigi
post-translasyonel modifikasyon ile icra edilmis olur (Drean et al., 2016). Ozellikle hiicre
dongiistiniin S/G2 fazinda olusan DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinden sorumlu olan
homolog rekombinasyon (HR) mekanizmasinin (Goodarzi and Jeggo, 2013) tam olarak
caligmadig1 hiicreler, PARP inhibisyonuna kars1 yiiksek duyarlilik gostermektedir (Kangas
et al., 2005; Farmer, 2005). Tam olarak fonksiyonel bir HR mekanizmasina sahip olmayan
homozigot BRCA1/2 mutasyonuna sahip kanserli hiicreler, heterozigot veya normal
BRCA1/2 allellerine sahip hiicrelere kiyasla PARP inhibisyonuna kars1 yiiksek sensitivite
gostermektedirler (Kangas et al., 2005). PARP inhibisyonu nedeniyle biriken DNA tek
zincir kiriklari, 6zellikle DNA sentezinin yasandigi hiicre dongiisiiniin S fazinda biiytik
oranda HR sistemi ile onarilan DNA ¢ift zincir kiriklarina doniistir ve sonrasinda kontrollii
hiicre 6liimii gerceklesir (Petermann et al., 2010; Lord and Ashworth, 2016). Son yillarda,
ozellikle klinikte kullanilmakta olan kiigiik molekiil PARP inhibitorii olaparibin
antineoplastik etkisini arttiracak faktorlerin tanimlanmasi dolayisiyla zamanla olusan ilag
direncine kars1 daha fazla hastanin PARP inhibitor ilaclariyla basarili bir sekilde tedavi

edilebilmesi lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir.

Olaparib, PARP't DNA hasar1 bolgesinde yakalayarak baz eksizyon onarimini bloke eden,
boylece DNA replikasyon catallarinin ¢okmesine ve DNA ¢ift sarmalli kopmalarin
birikmesine neden olan oral (poli/ ADP riboz) polimeraz inhibitoriidiir. Olaparib, oncelikle
onartlmamis tek zincir kiriklarina (SSB) yol acan BER yoluna miidahale eden PARP (poli
ADP-riboz polimeraz) inhibitorleri adi verilen yeni bir ilag sinifini temsil eder (Kangas et

al., 2005).
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DNA replikasyonu sirasinda kalici SSB'ler, daha sonra HR ile onarilan DSB'lere
doniistiiriiliir. Bununla birlikte, HR eksikligi olan hiicrelerde (6rn., BRCA1/2'nin fonksiyon
kaybi1 yoluyla), PARP'nin eszamanli inhibisyonu, organizma veya hiicresel 6liime yol agan
iki genetik olayin birlikte ortaya ¢ikmasiyla tanimlanan bir siire¢ olan sentetik dliimcilligi

indiikler (Kangas et al., 2005).

Bitkilerden elde edilen dogal bilesikler antikanser potansiyele sahiptirler ve kemoterapotik
ilaglarla kombine olarak kullanildiklarinda onlarin etkinliklerini arttirirlar. Cogu dogal
bilesik hiicresel sinyal iletiminde birden fazla hedefe etki eder. Bu yiizden dogal
bilesiklerle ilgili genis Olgiide ¢alismalar yapilmaktadir (Erdogan, 2016). Tibbi bitkiler
kanserin de dahil oldugu pek ¢ok hastaligin tedavisinde toksisiteye neden olmadiklari i¢in
kullanilmaktadir. Kanserde bircok bitkisel etken maddenin c¢esitli sinyal yolaklari
izerindeki etkisi bilinmektedir. Gen ekspresyon c¢aligmalar: hiicre dongiisii ve apoptozun
diizenlenmesinin yani sira, MAPK sinyal yolaklari ile ilgili genlerin iizerindeki bitkisel
etken maddelerin etkisini gostermektedir. Proteomik ¢aligmalar, Akt inhibisyonu ve MAP
kinazlarin seviyelerinin diizenlenmesinde bu rollerini ortaya koymaktadir. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada, p53’e bagl olarak p38 MAPK seviyesinin yukar1 yonlii regiile
edildigi ve bu sekilde apoptozisin inkiibe edildigi gosterilmistir (Erdogan, 2016).

Gallik asit, farkli molekiiler seviyelerde ¢esitli timor tipleri lizerinde farkl etkilere sahiptir.
Kansere karsi etkileri, bu bilesigi terap6tik kullanimlar i¢in 6nemli bir biyomolekiil haline
getirir. Gallik asit, kanserli hiicreler i¢in segici sitotoksisite gostermistir ve normal hiicreler
icin ¢ok daha az toksisiteye sahiptir (Chia et al., 2010). Bu 6zellik, gallik asidi kanser
tedavisinde besin takviyeleri olarak degerli bir katki maddesi yapar (Verma et al., 2013).

Caligmalar ayrica kimyasal kaynakli indiiklenen karsinogenezde gallik asidin koruyucu

etkisini dogrulamistir (Senapathy et al., 2011).

Gallik asidin kanser tedavisinde neoplastik bir etkiye sahip olduguna dair glinlimiizde pek
cok calismaya ulagsmak miimkiindiir (Zhang et al., 2019). Farkli hiicre hatlar1 {izerindede
etkili olabildigini gosteren calismalar, gallik asidin kanser tedavisinde etkin bir fenol
bilesik olabilecegi umudunu vermektedir. Ayrica ¢esitli kanser ilaglariyla sinerjik etkiye
sahip oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir (Dogrul et al., 2016). Kalsiyum kanallarinin

aktivasyonunu disiirdiigii, p53 yolagmin aktivasyonunu arttirarak apoptoz yolagini
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tetikledigi yapilan ¢alismalar arasinda yerini almigtir (Yang et al., 2018). Bu agidan gallik
aside baktigimizda meme kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri gibi pek ¢ok kanser

tiirtinde tedavi amacli uygulandiginda etkili sonuglar alinmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismalarda U20S insan osteosarkoma hiicre hatt1 ve olaparibe kars1 direng gelistirilmis
U20S hiicreleri (U20S-PIR) kullanildi. Tez ¢aligmasi kapsaminda tiim hiicre kiiltiiri
caligmalar1 Bingdl Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Kanser Arastirma
Laboratuvari’nda gergeklestirildi ve kullanilan tiim kimyasal ve sarf malzemeler ile kitler
ticari olarak satin alind1. Analizlerde kullanilan materyaller: Olaparib (MedChem); Gallik
asit (Sigma-Aldrich); cPARP, Bax, Bcl-2, Cas-9, p53 ve p21 antikorlar1 (Santa Cruz);
DMEM, Penisilin/Streptomisin, FBS, Tripsin-EDTA, DPBS (Gibco); Tris HCI, DMSO,
Tween-20, Bromfenol mavisi, B-merkaptoetanol, NP-40, EDTA, EGTA, B-gliserofosfat,
H20,, NaOH, glisin (Merck); tripan mavisi, TEMED, Tris, KCI, NaCl, HCI, NaF, Na3VOsa,
Commasie blue-G250, NaNs, luminol, yagsiz siit tozu, Ponceau S, H3POs, p-kumarik asit,
PMSF, DTT, benzamidin, etanol, gliserin, gliserol, sodyum dodesil siilfat (Sigma-Aldrich);
0,45 pm PVDF membran (Millipore); mikrosantrifiij tiipleri, 15 ve 50 mL’lik Eppendorf
tiipleri (Isolab); 25 ve 75 cm? hiicre kiiltiirii flasklar1 (Sarstedt); 6 ve 96 kuyucuklu
mikroplakalar (Corning); 5-10-25 mL steril pipetler ve plastik pipet uglari, 3 ve 6 cm petri
kaplar1 (Costar) seklindedir. Ayrica ¢aligmalarda iiretici protokollerine uygun olacak
sekilde WST-1 hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite test kiti (Boster) ve insan vaskiiler
endotel hiicre biiytime faktéric A (VEGF-A) ELISA kiti (YL Biotech) kullanildi. Tiim
reaktif, ¢oziicli ve Ornekler analitik grade olacak sekilde hazirland1 ve uygun kosullarda
alikuotlanarak saklandi (Buzdolabi 2-8 °C / SEG, Derin Dondurucu -20 °C / Vestel, Derin
Dondurucu -86 °C / Nuaire Glacier NU-9668GC).

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

U20S parental ve U20S-PIR hiicreleri, %10 FBS, %1 L-glutamin ve %21 penisilin-
streptomisin igeren yliksek glukozlu DMEM besiyerinde 37 °C’de, %95 nem ve %5-6
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CO2’li ortamda kiiltiire edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler her giin kontrol edilerek besiyerleri
yenilendi. %80 oraninda yogunluga ulastiklart zaman hiicreler tripsin uygulanarak
kaldirildi ve ardindan pasajlandi. Hiicre kiiltiirii flasklar1 igerisindeki besiyeri uzaklastirildi
ve kaplarin igerisi PBS ile iki kez yikandi. Daha sonra Tripsin-EDTA ¢0zeltisi eklendi,
flasklar 3 dk inkiibatorde bekletildi. Mikroskop altinda, hiicrelerin flask yiizeyinden
tamamen ayrildig1 goriildii ve laminar flow kabini igerisinde flasklara tripsin ¢ozeltisinin
iki kat1 kadar besiyeri eklendi. Hiicre siispansiyonu steril pipetler kullanilarak flasklarin
icerisinden ¢ekilip, icerisinde 3 mL besiyeri bulunan 15 mL’lik eppendorf tiiplerine
aktarildi. Bu tiipler 2500 rpm’de 4 dk santrifiijlendi ve siipernatant kisimlar1 uzaklastirildi.
Pelet lizerine 5 mL besiyeri eklenip birkag kez pipet ile alinip tekrar birakilarak homojen
bir karisim elde edildi. Karigimda bulunan hiicrelerin sayimi yapildi ve i¢inde 8 mL
besiyeri bulunan flasklara hiicre slispansiyonu pipetlendi. Stok olarak saklanmas1 i¢in, 15
mL’lik eppendorf tiiplerinden bazilarindaki hiicre peletlerinin iizerine freezing medyum
(%95 FBS + %5 DMSO) eklenip homojen sekilde karigmasi saglandi. Karisim dondurma
tiiplerine konularak once bir gece -86 °C’de bekletilip ertesi giin siv1 azot tankina (-196
°C) kaldirildi (Erdogan, 2016). Hiicre kiiltiirii calismalarinda, parental U20S ve olaparib
direngli U20S hiicrelerine gallik asit (monoterapi), olaparib (monoterapi) veya gallik asit
+ olaparib (kombo-terapi) tedavileri 72 saat boyunca uygulandi. Kontrol grubu olan

hiicreler ise sadece besiyeri+DMSO karisimi ile muamele edildi.

3.2.2. Olaparib ve Gallik Asit Stoklarinin Hazirlanmasi

Olaparib ve gallik asit ticari olarak satin alindi ve ana stoklar hazirlandi. Caligmalarda
kullanilan olaparib (MA: 434,46 g/mol) 10 mM stok konsantrasyonu ile DMSO iginde
¢oziildi, 20 pL alikuotlara ayrildi ve -80 °C' de sakland1. Gallik asit (170,12 g/mol) ise 20
mM olacak sekilde DMSO ile ¢oziilerek hazirlandi ve 20 pL alikuotlarla -80 °C' de
saklandi. Her deney i¢in, ana stoktan taze olacak sekilde -80 °C' den ¢ikarild1 ve ¢alisma

konsantrasyonlari hiicre kiiltiirii ortaminda hazirlandi.

3.2.3. Olaparib Direncli U20S Hiicrelerinin Olusturulmasi

PARP inhibitorii olaparibe direngli U20S hiicre klonlari, literatiir aragtirmasina gore

belirlenen olaparib IC50 dozlar ile tedavi edilerek olusturuldu. Stirekli se¢im teknigi ile
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ilgili deney setleri gerceklestirildi (Edwards et al., 2008). 60 mm hiicre kiiltiirii kaplarina
ekilen hiicreler, bir hafta boyunca ilk doz 1 uM olacak sekilde olaparib ile tedaviye tabi
tutuldu. U20S hiicreleri kiiltiir kaplarindan topland1 ve sayildi. 2x10° hiicre 60 mm hiicre
kiiltiirii kaplarina ekildi. Hiicreler, 24 saat inkiibatorde bekletilerek kaplarin ylizeyine
baglanmasina izin verildi. Ertesi giin, hiicreler, olaparib 1 uM olaparib ile 5 giin boyunca
tedavi edildi. 5 giin sonra, U20S hiicreleri pasajland1 ve artan dozlarda olaparib ile tedavi
stirecine devam edildi. Her bes giinde bir olaparib konsantrasyonunun arttirilmasi, PARP
inhibitorii olaparibe direngli bir U20S/PIR hiicre hattinin elde edilmesi ile sonuglandi.
Calismalarda kullanilmak iizere elde edilen U20OS/PIR hiicreleri -80 °C' de saklandi.

3.2.4. Hiicre Canlilig1 Deneyi

Hiicre canlihgi WST-1 testi ile belirlendi. 96 kuyucuklu mikroplaklara 5x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarli) parental ve olaparib direncli U20S hiicreleri
ekildi. Bir gecelik inkiibasyon siiresinin ardindan artan konsantrasyonlarda gallik asit ve
olaparib tedavileri tek ya da kombine olarak (gallik asit 0-500 uM, olaparib 0-10 uM ve 0-
100 uM, kombine tedavide GA IC25 + artan OL konsantrasyonu veya OL IC25 + artan
GA konsantrasyonu) uygulandi. Ardindan hiicreler 72 saat boyunca inkiibe edildi. Pozitif
kontrol olarak yalnizca DMEM + DMSO ortami igerisinde bekletilen hiicreler kullanildi.
Ardindan kuyucuklardaki ilagli mediumlar uzaklastirildi ve kuyucuklara taze mediumlar
eklendi. Kuyucuklara 10 pL WST-1 reaktifi eklenerek 37 °C’de yaklasik 3 saat siireyle
karanlikta inkiibasyona birakildi. Kuyucuklarda meydana gelen renk degisimi
spektrofotometrede (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices) 450 nm dalga boyunda
Olciildii. Okunan absorbans degerlerinden, background kontrol (hiicre icermeyen
kuyucuktaki DMEM + WST-1 reaktifi kullanilarak hazirlanan) degerleri ¢ikarildi. Tedavi
uygulanan hiicrelerdeki canlilik degerleri, tedavi uygulanmamig pozitif kontroldeki
hiicrelerle kiyaslanarak hesaplandi. Elde edilen verilerle hiicrelerin % canlilik oranlari
belirlendi. Daha sonra bu veriler kullanilarak olaparib ve gallik asitin IC50

konsantrasyonlart GraphPad Prism 8,1 programi kullanilarak hesaplandi.



19

3.2.5. Sinerjizmin Belirlenmesi

U20S parental ve U20S-PIR hiicrelerinde gallik asit ile olaparib tedavisi arasindaki
sinerjizmin belirlenmesi i¢in kombinasyon indeksi (KI) hesaplandi. Bir ilag ve bitkisel bir
bilesik arasinda bu hesaplama sonucunda; KI > 1 ise antagonizm, KI = 1 ise gii¢lendirici
(aditif) ve KI <1 ise sinerjizm oldugu anlamini tasir (Chou 2006). Kombinasyon indeksinin

hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi (Li vd. 2017);
KI = (AoL) 50/ (Bor) 50 + (Aca) 50/ (Bsa) 50 (3.1)

Bu formiilde; (AoL) 50: GA’in IC50 konsantrasyonunun yarisi uygulandiginda (1C25)
hiicre canliigini %50’ye indiren OL konsantrasyonunu; (BoL) 50: OL’in IC50
konsantrasyonunu; (Aca) 50: OL’in IC50 konsantrasyonunun yarisi uygulandiginda (1C25)
hiicre canliligimi %50’ye indiren GA konsantrasyonunu; (Bca) 50: GA’in 1C50
konsantrasyonunu, ifade etmektedir.

3.2.6. Koloni Sagkalimi Deneyi

Koloni sagkalimi deneyi, farkli tedavilerin hiicrelerin koloni olusumunu azaltma etkisini
belirlemek icin gerceklestirildi. Bu deney i¢in, 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina
5x10% hiicre olacak sekilde parental U20S ve U20S-PIR hiicreleri ekildi. Ertesi giin,
hiicreler 72 saat boyunca GA ve OL ile mono- ve kombine-tedaviyle muamele edildi ve
ardindan besiyeri uzaklastirilip taze besiyerinde hiicreler 12 giin boyunca inkiibe edildi (%5
CO2ve %95 nem ile 37 °C). Bu siireden sonra, besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile
yikanip, metanol: aseton (3:1) ile fikse edildi ve 20 dakika boyunca kristal viyole ile

boyandi. Daha sonra, olusan koloniler incelendi.

3.2.7. Wound Healing Analizi

U20S-PIR hiicrelerinin hiicre go¢ kapasitesini belirlemek i¢in in vitro yara iyilesme analizi
yapildi (Erdogan et al., 2021). 5x10° hiicre 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarma ekildi ve %80-
90 yogunlukta tek katl hiicre tabakasi olusumundan sonra steril bir pipet ucu ile yiizeyde

lineer bir ¢izik agildi. Yiizeyden ayrilan hiicreler PBS ile yikanarak uzaklastirildi ve

hiicreler 24 saat boyunca OL (IC50), GA (IC50) ve OL (IC25) + GA (I1C25) ile mono-ve
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kombine- tedavi edildi. Yara kapanmasini degerlendirmek i¢in 0., 12. ve 24. saatlerde ¢izik
genisligi kontrol edildi ve goriintiiler invert mikroskop (Olympus CKX 41) ile kaydedildi.
Elde edilen goriintiiler Image J yazilimi ile analiz edildi. Yara kapanmasi, her tedavi
grubunun 0, 12 ve 24 saatlik goriintiilerinin kontrol ile normalize edilmesi ve

karsilastirilmasi ile degerlendirildi.

3.2.8. Apoptozun Morfolojik Olarak incelenmesi

Akridin oranj (AO) boyasi yalnizca canli olan hiicrelerin zarindan igeriye girer ve bu
hiicrelerin DNA’sina baglanarak canli hiicreleri yesil renkli gosterir. Ancak hem akridin
oranj boyast hem de etidyum bromiir (EB) boyasi apoptotik hiicre zarmnin igerisine
girebildiginden kirmizi-turuncu renk ve karakteristik apoptotik niikleus goriintiisiiniin
goriintiilenmesine imkan verir. U20S-PIR hiicreleri 72 saat siireyle olaparib (IC50 dozu),
gallik asit (IC50 dozu) ve kombine olarak (olaparib IC25 + gallik asit IC25) tedavi edildi.
Daha sonra mediumlar tazelenerek kuyucuklara 100 pug/mL konsantrasyonda akridin
oranj/etidyum bromiir karisimi eklendi ve canli ve apoptotik hiicre sayilarinin birbirlerine
oranlarinin belirlenmesi i¢in floresan atagmanli invert mikroskop (Olympus CKX 41) ile

hiicreler gortintiilendi.

3.2.9. Anti-anjiyogenik Etkinin Belirlenmesi

Vaskiiler endotel biiytime faktorii (VEGF), kanser olusumundaki anjiyogenezin dikkate
alinmasi gereken bir diizenleyicisi konumundadir. Insan VEGF (Hu VEGF) Elisa ydntemi,
VEGF miktarlarin1 kantitatif sekilde belirleyebilmek amaciyla kullanildi. 96 kuyucuklu
olan mikroplakanin kuyucuklarina 1x10* U20S-PIR hiicreleri ekildi ve standart sartlar
altinda bir gece boyunca inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, 72 saat boyunca OL (1C50),
GA (IC50) ve OL (IC25) + GA (IC25) ile mono-ve kombine- tedavi edildi. Besiyerleri
ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS yardimiyla yikanip kaziyict yardimiyla
toplanarak 50 pL miktarinda taze besiyeri eklenmis olan tiiplere alindi. 50 pL inkiibasyon
tamponunu, tedavi edilen hiicreleri igeren 50 pL besiyeri ve 50 pL standart seyreltici
tampon, 8 kuyucuklu serit plakalarin kuyucuklarina eklendi. Oda sicakliginda 2 saat siiren
inkiibasyondan sonra, kuyucuklara 4 sefer yikama tampon ile yikama yapildi ve 100 pL

Hu-VEGF biyotin konjugat ¢ozeltisi eklenerek 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
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edildi. Sonrasinda bu ¢ozeltiler uzaklastirilarak kuyucuklar tekrar 4 sefer yikama tamponu
ile yikandi. Ardindan kuyucuklara 100 pL streptavidin-HRP eklenip oda sicakliginda 30
dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Sonrasinda ¢ozeltiler bu kuyucuklardan aspire
edildi ve kuyucuklar 4 kez 1 X yikama tamponu ile yikandi. Ardindan kuyucuklara 100 pL
stabilize kromojen ¢ozeltisi eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika karanlik ortamda inkiibe
edildi. Cozeltiler uzaklastirilarak kuyucuklarin igerisine 100 uL durdurma ¢ozeltisi (Stop
solution) ilave edildi. Homojenizasyon gergeklestirildikten sonrasinda, kuyucuklarda
bulunan c¢ozeltilerin gosterdikleri renk mavi tonlarindan sar1 tonlarina doniistii. 2 saat
inkiibasyon siiresinin ardindan 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusu ile absorbanslar
oOl¢iildii. Tiim caligmalar i¢in standart egri grafigi olusturuldu ve sonuglar standart egri ile

kiyaslanarak her tedavi grubu i¢in VEGF miktar1 kontrol grubu ile kiyaslandi.

3.2.10. Western Blot ile Protein Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

U20S-PIR hiicrelerindeki DNA hasar1 ve apoptoz ile iliskili proteinlerin tedaviye bagh
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in toplam protein igerikleri 6ziitlenerek hedeflenen
proteinlerin ifade diizeyleri Western blot teknigi ile belirlendi. 72 saat boyunca OL (IC50),
GA (IC50) ve OL (IC25) + GA (IC25) ile mono-ve kombine- tedavi edilen U20S-PIR
hiicrelerinin ekildigi kiiltiir kuyucuklar1 oncelikle soguk 1X PBS tamponuyla iki kez
yikandi. Proteinlerin piirifikasyonu i¢in igerisinde 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM
NaCl, NP-40 0,5%, (v/v), 1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT, proteaz inhibitorii
koktail (complete EDTA-free) bulunan standart lizis tamponu kullanildi. Kaziyici yardimi
ile toplanan hiicreler, 1 X PBS tampon ile siispanse edildikten sonra 1.100 rpm’de 10 dakika
stiresince santrifiij yapildi ve sipernatantdaki kismi aspirator yardimiyla alindi. Elde edilen
pelet yeterli miktarda (5x10° hiicre igin 100 pL) lizis tamponu ile yeniden siispanse edildi
ve siispansiyon esnasinda 1 mL’lik enjektorler kullanilarak etkin bir homojenizasyon ve
protein eldesi saglandi. 45 ila 60 dakika buzun iizerinde bekletildi ve sonra 6rnekler 10
dakika siiresince, 15000 rpm’de ve 4 °C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant yeni
bir mikro-santrifiij tiipine aktarildi. Bradford metodu kullanilarak 6rneklerdeki protein
konsantrasyonlart belirlendi. Protein 6rnekleri uygun konsantrasyonlarda SDS-PAGE jel
ile ayrildi. Daha sonra PVDF (poliviniliden floriir) membranina transfer edilip ve transfer
sonrast bloklama tamponunda (%5’lik BSA) inkiibe edildi. Bloklamanin ardindan

membranlar gece boyunca ilgili primer antikoru ile 4 °C’de inkiibasyonu saglandi. 1X T-
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BST kullanilarak membran yikama asamasi tamamlandiktan sonra HRP ile isaretli
sekonder antikor ile inkiibe edildi (Tablo 3.1). Membran 1X T-BST ile yeniden yikandi.
Goriintileme i¢in  kemiliiminesans yoOntemine dayanan ECL kiti kullanildi.
Kemiliiminesans goriintii X-ray goriintiileme sistemi kullanilarak filme aktarilarak elde
edildi. Son olarak bantta goériilen yogunluklar Image-J programi yardimiyla dansitometrik

olarak degerlendirildi.

Tablo 3.1. Western blot analizlerinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar ve diliisyon oranlari

Primer antikor  Diliisyon oram Sekonder antikor Diliisyon oram
cPARP 1:1000 Goat anti rabbit 1IG-g HRP 1:5000
Bax 1:1000 Goat anti rabbit 1IG-g HRP 1:5000
Bcl-2 1:1000 Goat anti rabbit 1IG-g HRP 1:5000
Cas-9 1:1000 Goat anti rabbit 1IG-g HRP 1:5000
p53 1:1000 Goat anti mouse IG-g HRP  1:5000
p21 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP 1:5000
Tubulin 1:100 Goat anti mouse IG-g HRP  1:5000

3.2.11. istatistiksel Analizler

Deneyler sonucunda elde edilen bulgular, en az ii¢ deneyin ortalama =+ standart sapmasi
(SD) olarak ifade edildi. Kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda yapilan kiyaslamalar, tek yonlii
ANOVA ve Tukey’in ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak gerceklestirildi. Istatistiksel
analizler i¢in GraphPad Prism 8,1 programi kullanildi. p < 0,05 istatistiksel olarak

anlamlilik degeri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sitotoksisite ve Kombinasyon indeksi Bulgulari

Kanser, kiiresel 6l¢ekte en yiiksek Oliim oranina sahip hastaliklardan birisidir ve diinya
genelinde kanserle miicadele i¢in biiyilk ¢aba harcanmaktadir. 2005 ve 2018 yillar
arasinda, kanser ilerlemesini etkili bir sekilde engelleyen hedefe yonelik tedaviler de
dahil olmak iizere, insan malignitelerini tedavi etmek i¢in 1100'den fazla antikanser ilaci
gelistirilmistir (Chen et al., 2021). Ancak bu ilaglarin kullanimini sinirlayacak kagimilmaz
bircok ciddi yan etkisi vardir. Ozellikle uzun siireli tedavi durumunda, hastalarda tedavi
sirasinda ¢oklu ilag direnci (MDR) gelisebilir. Bu noktada dogal bilesikler ve bitkisel
etken maddelerin kanser tedavisinde kullanilabilme potansiyeli biiyiik ilgi gérmektedir.
Cok sayida galisma, standart kemoterapdtik ilaglarla karsilastirildiginda, bitkisel etken
maddelerin ve dogal bilesiklerin tiimoér olusumunu engellemede, sagkalim siiresini
uzatmada, kemoterapi ve radyoterapinin yan etkilerini azaltmada ve kanser hastalarinin
yasam kalitesini iyilestirmede yararli ve etkili oldugunu kanitlamistir (Newman ve Cragg,
2012; Nie et al., 2016). Bu nedenle, biiyiikk ve kayda deger bir kaynak olan bitkisel
bilesiklerin antitimor hedefli yeni terapotik ajanlar olarak etkinliklerinin ortaya konmasi
biiylik bir 6neme sahiptir. Bir polihidroksifenolik bilesik olan gallik asit (GA), énemli
biyoaktif bilesiklerden biridir (Chen et al., 2009). Ceviz, sumak, mese kabugu, yesil ¢ay,
elma kabuklar, liziim, ¢ilek, ananas, muz, limon gibi ¢esitli bitki ve meyvelerde yaygin
olarak bulunur (Sun et al., 2002; Wolfe et al., 2003; Chen et al., 2009). GA’nin anti-
kanser (Yang et al., 2006) ve antioksidan (Garcia-Ruiz et al., 1997) dahil olmak iizere

cesitli farmakolojik aktiviteleri bildirilmistir.

Bu calismada gallik asit, olaparib ve olaparib + gallik asit tedavilerinin parental U20S
insan osteosarkom hiicre hatt1 ve olaparib direnci kazandirilmig U20S insan osteosarkom
hiicreleri (U20S-PIR) iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in WST-1 hiicre
canlilifi analizi yontemi kullanildi. Gallik asit tedavisinin oOzellikle yiiksek

konsantrasyonlarda (200 uM ve iistii) parental U20S hiicreleri lizerinde kuvvetli bir
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sitotoksik etkiye sahip oldugu gorildi (Sekil 4.1.A). Olaparibin ise en diisiik
konsantrasyonlarda (0,5 uM) bile parental U20S hiicrelerinde etkili bir antiproliferatif
aktivite gosterdigi ve bu etkinin konsantrasyon bagimli oldugu belirlendi (Sekil 4.1.B).
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Sekil 4.1. Gallik asit (A) ve olaparib (B) ile 72 saat tedavi edilen parental U20S hiicrelerinin artan
konsantrasyonlara bagli canlilik grafikleri

Gallik asitin, insan kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri NCI-H460 hiicrelerinde hiicre
dongiisiinii durdurdugu ve apoptoz ile hiicre 6liimiini indiikledigi bildirilmistir (Ji et al.,
2009). Yine ayni ¢alismada, bizim bulgularimizla uyumlu olarak, gallik asitin 6zellikle
200 pM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve

apoptozu indiikledigi gdsterilmistir.
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Olaparibe karsi direng kazandirilmis U20S hiicrelerinde (U20S-PIR) yine gallik asitin
konsantrasyon bagimli olarak yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki sergiledigi
gozlemlendi (Sekil 4.2.A). Direngli hiicrelerde parental hiicrelere gore daha yliksek
dozlarda (0-100 uM) uygulanan olaparib tedavisinin ise dirence bagli olarak hiicrelerin

canliligin1 yiiksek konsantrasyonlarda azalttig1 belirlendi (Sekil 4.2.B).

A

1004
)
5
S 754
-
Ei
2 50+
=
-1
5]
@
5 254
E

0-

0 5 10 20 40 60 80 100 200 300 400 500

Gallik asit konsantrasyonu (uM)

&1 (% kontrol)

Hiicre canhh

0 5 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100

QOlaparib konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.2. Gallik asit (A) ve olaparib (B) ile 72 saat tedavi edilen olaparib direngli U20S (U20S-PIR)
hiicrelerinin artan konsantrasyonlara bagli canlilik grafikleri
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U20S ve U20S-PIR hiicrelerinde GA ile OL arasindaki sinerjizmin belirlenmesi i¢in
kombinasyon indeksleri (KI) hesaplandi. 72 saatlik tedavi sonucunda elde edilen hiicre
canliligi degerlerinden hesaplanan IC50 degerlerinin yaklasik yarisina (IC25) sahip
konsantrasyonlar (GA i¢in U20S parental hiicrelerde 66 uM ve U20S-PIR hiicrelerinde
67 uM, OL igin U20S parental hiicrelerde 1,5 uM ve U20S-PIR hiicrelerinde 37 uM)
kullanildi (Tablo 4.1). U20S hiicreleri 66 uM GA tedavisi sabit kalacak sekilde artan OL
konsantrasyonlariyla (0-10 uM) ve ayrica 1,5 uM OL tedavisi sabit kalacak sekilde
kombine artan GA konsantrasyonlartyla (0-500 uM) 72 saat siireyle tedavi edildi. U20S-
PIR hiicreleri ise 67 uM GA tedavisi sabit kalacak sekilde artan OL konsantrasyonlariyla
(0-100 uM) ve ayrica 37 uM OL tedavisi sabit kalacak sekilde kombine artan GA
konsantrasyonlariyla (0-500 uM) 72 saat siireyle tedavi edildi. U20S parental hiicreler
icin sadece 66 uM gallik asit ve U20S-PIR hiicreleri i¢in sadece 67 uM gallik asit ile;
U20S parental hiicreler i¢in sadece 1,5 uM olaparib ve U20S-PIR hiicreleri i¢in sadece
37 uM olaparib ile tedavi edilen hiicrelerin canlilig1 i¢in okunan absorbans degerleri
%100 canlilik olarak normalize edildi ve hesaplamalar yapildi. Tablo 4.1°de gorildiigi
gibi U20S parental ve U20S-PIR hiicrelerinde kombine tedavide GA igin IC50 degerleri
sirastyla 54,6 + 3,54 uM ve 61,64 = 2,13 uM olarak hesaplanirken, OL i¢in bu degerler
sirastyla 1,47 £ 0,15 uM ve 37,73 £ 1,48 uM olarak belirlendi.

Tablo 4.1. Mono- ve kombine- tedaviler sonucunda belirlenen IC50 dozlar1 ve kombinasyon indeksleri

Gallik asit Olaparib-1C25 Gallik asit-1C25
/ + +
Olaparib Gallik asit Olaparib
131,89 £ 13,79* 54,6 £ 3,54*
Gallik asit 1IC50 (uM)
133,99 + 1,71** 61,64 +£2,13**
3,05 + 0,40* 1,47 + 0,15*
Olaparib IC50 (uM)
73,39 + 3,76** 37,73 + 1,48**
0,89*
Kombinasyon indeksi (K1)
0,97**

*Parental U20S hiicrelerinde
**Qlaparib direngli U20S hiicrelerinde (U20S-PIR)
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Kombine bir tedavide sinerjizmden bahsetmek icin; terapotik etkinligin artmasi, daha
diisilk dozlarda ayni etkinligi devam ettirmek veya arttirmak, ila¢ direncinin Oniine
gecmek ya da minimize etmek, ve hedeflenen molekiil veya mekanizmaya kars1 segici
sinerjizm saglamak gibi etkilerin bir veya birkag¢inin gériilmesi gereklidir. Bu sinerjistik
etkiler, ilag kombinasyonlarinin yogun sekilde kullanilmasini ve kanser gibi pek c¢ok
tehlikeli hastaliga karsi tedavi etkinliginin artmasini saglamaktadir (Chou, 2006). GA ve
kurkumin kombinasyonunun sinerjistik olarak MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinin biiyiimesini baskiladig1 bir calismayla bildirilmistir (Moghtaderi et al.,
2018). Bizim c¢alismamizda elde edilen veriler degerlendirildiginde, OL + GA
kombinasyonunun kombinasyon indeksi (K1), U20S ve U20S-PIR hiicrelerinde sirasiyla
0,89 ve 0,97 olarak belirlendi. Bu degerler KI<l oldugundan GA ile OL arasinda
sinerjizmin oldugunu ve gallik asitin sadece bitkisel bilesiklerle degil ayn1 zamanda

kemoterapotiklerle de sinerjistik iligki sergiledigini gostermektedir.

4.2. Koloni Sag Kalim Bulgulari

Koloni sag kalimi analizi, sitotoksik ajanlarin etkinligini belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir (Franken et al., 2006). GA ve OL’ nin bireysel ve kombine tedavilerinin U20S
ve U20S-PIR hiicreleri tizerindeki koloni olusturma kapasitelerini etkileme potansiyelleri
koloni sag kalimi analizi ile degerlendirildi. Sekil 4.3-A’de goriildiigii gibi, U20S
parental hiicrelerin koloni olusumlarinda tedavi edilmeyen hiicrelere géore GA ve OL
tedavileri ile anlamli oranda azalma oldugu (p<0,05), kombine tedavilerin ise koloni
olusumunu biiyiik 6lgiide baskiladigi goriildii (p<0,01). Sadece OL tedavisi uygulanan
hiicrelere gore OL + GA tedavisinin U20S hiicrelerinin koloni olusturma potansiyellerini

onemli oranda azalttig1 belirlendi (p<0,01 ve p<0,001) (Sekil 4.3-B).

Sekil 4.4-A ve Sekil 4.4-B’° de gosterildigi gibi, U20S-PIR hiicrelerinin koloni sag kalimi
tizerinde OL ve GA’in kullanilan konsantrasyonlarda bireysel olarak inhibe edici etkiye
sahip oldugu, bu etkinin kombine tedavi ile birlikte daha da arttig1 gézlendi (p<0,01 ve
p<0,001). Ayrica kombine tedavilerin, olaparibin tek basina kullanimina gére U20S-PIR
hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini énemli 6l¢iide baskiladigi belirlendi (p<0,05

ve p<0,01).
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Koloni sag kalimi analizlerinden elde edilen sonuglar, gallik asitin olaparibin etkisini

arttirdig1 ve hem parental hem de olaparibe kars1 direng kazanmig hiicrelerde de olaparib

ile sinerjistik etkiye sahip oldugu hiicre canlilig1 bulgularin1 desteklemektedir.
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Sekil 4.3. GA, OL ve OL + GA ile tedavi edilen U20S hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri. ((A)
U20S hiicreleri 60 mm kiiltiir kaplarina ekilip bir gece inkiibe edildikten sonra 72 saat boyunca yalnizca
DMEM (kontrol), 1,25 uM OL, 25 uM GA, 0,625 uM OL + 12,5 uM GA ve 0,625 uM OL + 25 uM GA
ile tedavi edildi. Bu siirenin sonunda tedaviler sonlandirildi ve ilaghh mediumlar uzaklastirilarak tiim gruplar
taze mediumda 10 giin bekletildi. Ardindan materyal-metod kisminda belirtildigi sekilde boyama islemi
gerceklestirildi ve olusan kolonilerin goriintiilenmesi saglandi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan

koloni yiizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; Kkontrol ile
kiyaslandiginda, ## p<0,01; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile kiyaslandiginda, ### p<0,001; sadece
OL tedavisi uygulanan grup ile kiyaslandiginda.)
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Sekil 4.4. GA, OL ve OL + GA ile tedavi edilen U20S-PIR hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri. ((A)
U20S-PIR hiicreleri 60 mm kiiltiir kaplarina ekilip bir gece inkiibe edildikten sonra 72 saat boyunca
yalnizca DMEM (kontrol), 12,5 uM OL, 25 uM GA, 6,25 uM OL + 12,5 uM GA ve 6,25 uM OL + 25 uM
GA ile tedavi edildi. Bu siirenin sonunda tedaviler sonlandirildi ve ilaghh mediumlar uzaklastirilarak tiim
gruplar taze mediumda 10 giin bekletildi. Ardindan Materyal-metod kisminda belirtildigi sekilde boyama
islemi gergeklestirildi ve olusan kolonilerin goriintiilenmesi saglandi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
olusan koloni yiizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda, # p<0,05; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile
kiyaslandiginda, ## p<0,01; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile kiyaslandiginda.)

4.3. Yara lyilesmesi Bulgular

Yara iyilesmesi analizi (wound-healing assay), in vitro hiicre gogiinii incelemek igin
kullanilan bir yontemdir. Bu analiz hiicrelerin kiiltiir kaplarinda olusturdugu tabakada bir
"yara" olusturmayi, yarayr kapatmak ig¢in hiicre gocii sirasinda baglangicta ve diizenli
araliklarla goriintiileri yakalamay1 ve hiicrelerin gé¢ oranmi 6lgmek igin goriintiileri

karsilastirmay1 igerir (Rodriguez et al., 2005). GA , OL ve OL + GA kombinasyonu ile
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24 saat tedavi edilen U20S-PIR hiicrelerinin gog¢ hizinin belirlenmesi igin yara iyilesmesi
analizi gerceklestirildi. Her grup kendi arasinda 0. saat degerleri kullanilarak normalize
edildi. Sekil 4.5-A’da goriildiigii gibi, 12. saat sonundaki yara kapanmasinin bireysel ve
kombine tedavi uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gére anlamli sekilde yavasladigi
(p<0,05), ancak sadece OL tedavisi ile kombine tedavi grubu arasinda anlamli bir farkin

olmadigi gorildi (p>0,05, ns).
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Sekil 4.5. U20S-PIR hiicreleri ile gergeklestirilen yara iyilesmesi analizi sonuglari. ((A) 0., 12. ve 24. saat
sonunda ¢izik alaninin goriintiileri mikroskop altinda incelenerek fotograflandi. (B) Normalizasyon yapilan
yart agikligi yiizdesi grafigi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda,
*** np<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda, # p<0,05; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile
kiyaslandiginda.)
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24. saatin sonunda ise yara acikliginin tedavi edilmeyen hiicrelere gore OL ve GA
tedavisiyle daha genis oldugu (p<0,01), bu genisligin kombine tedavi uygulanan grupta
cok daha anlamli Olgiide fazla oldugu gozlemlendi (p<0,001). Ayn1 zamanda 24. saat
sonunda kombine tedavinin bireysel OL tedavisine gore hiicre migrasyonunu istatistiki
olarak 6nemli Ol¢lide azalttigr gorildi (p<0,05) (Sekil 4.5-B). Bu bulgular, GA + OL
kombinasyon tedavisinin U20S-PIR hiicre go¢linii engelledigini gosteren daha yavas bir

cizik yarasi iyilesme siirecine neden oldugunu gostermektedir.

4.4. Anjiyogenez Bulgulari

Kanser hiicreleri, metastaz olarak bilinen bir siirecle komsu organlara yayilma yetenegine
sahiptir. Kanser hiicrelerinin bu yetenegi sayesinde yasami tehdit eden bir durum gelisir.
Metastaz siirecinde damar aginin biiylimesi ¢ok onemli bir rol oynar (Parveen et al.,
2019). Yeni kan damarlart ve lenf damarlari, sirasiyla anjiyogenez ve lenfanjiyogenez
olarak bilinen mekanizmalarla olusturulur. Tiimor biiylimesi, tiimor hiicreleri tarafindan
tiretilen gesitli sinyaller tarafindan tetiklenen bu mekanizmalara baghdir (Ribatti et al.,
2013; Trachana et al., 2016). Tiimor hiicreleri, anjiyogenez siirecinde kimyasal uyarimi
baglatan vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), noropilinler ve integrinler gibi
cesitli anjiyojenik proteinler ve biiyiime faktorleri icerir. VEGF, normal ve anormal
anjiyogenezin anahtar diizenleyicisi olarak gorev yapar. Bir sinyal proteini olan VEGF,
vaskiiler gecirgenlik faktorii olarak bilinir. Endotelyal hiicreye 6zgii bir mitojen olarak
tamimlanir. VEGF ailesi, VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE, VEGFF ve
plasental biiyiime faktorleri (P1GF'ler) olmak iizere yedi iiye igerir. VEGF ailesinin tiim
iiyeleri, ortak bir VEGF homoloji alani igerir. VEGF ligandlari, kanser gelisiminde rol
oynayan farkli tirozin kinazlara ve tirozin olmayan kinaz reseptorlerine baglanarak
etkilerini gosterirler (Hoeben et al., 2004; Nishida et al., 2006). VEGF inhibisyonu
yoluyla bu faktorleri baskilayarak veya inhibe ederek, potansiyel bir antikanser tedavisi

gelistirilebilir (Parveen et al., 2019).

Bu c¢alisma kapsaminda, olaparib direngli kanser hiicrelerinde (U20S-PIR) uygulanan
bireysel ve kombine tedavilere bagh olarak degisen VEGF miktarlar1 da in vitro olarak
belirlenmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi, sadece OL ile tedavi edilen hiicrelerde VEGF

miktarinda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik gozlenmezken (p>0,05, ns), GA
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(p<0,05) ve OL + GA (p<0,01) tedavisi sonucunda kontrol grubuna gore VEGF

miktarinda anlamli bir azalma goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. Olaparib, gallik asit ve olaparib + gallik asit kombinasyon tedavileri sonucunda U20S-PIR
hiicrelerindeki VEGF miktarlarini gosteren grafik. (*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01;
kontrol ile kiyaslandiginda, ## p<0,01; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile kiyaslandiginda.)

Vaskiiler ag viicuttaki tiim hiicrelere oksijen ve besin saglar. Oksijenin kati timor
biiylimesinin diizenlenmesinde en 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir. Anormal
biliylime ve ardindan oksijen arz1 ve talebindeki dengesizlik nedeniyle kati tiimorler, daha
fazla oksijen elde etmek i¢in yeni kilcal damarlarin biiylimesini destekleyen hipoksiye
neden olur (Zhao ve Hu, 2013). Onceki calismalar, gallik asidin in vitro ve in vivo
anjiyogenezin azalmasindan sorumlu oldugunu bildirmistir (Liu et al., 2006). Bir insan
plasental ven anjiyogenez modelinin kullanilmasiyla, gallik asidin, anjiyogenezin
baglamasini ve yeni damar biiylimesini 6nemli 6lciide engelledigi gosterilmistir (Liu et
al., 2006). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligsma, olaparibin Panc02 insan pankreas kanseri
hiicrelerinde doz bagimli olarak anjiyogenezin indiiklenmesini Onledigini gostermistir
(Quidonero et al., 2022). Kanser hiicrelerinin VEGF gibi anjiyojenik faktorleri salma
kapasitesinin PARP1 inhibisyonu ile iliskili oldugu 6nceki bir ¢alismada gosterilmistir
(Martin-Oliva et al., 2006). Bizim bulgularimiz ise, olaparib direnci kazandirilmis
hiicrelerde (U20S-PIR) anjiyogenezin onemli bir belirteci olan VEGF miktarinin OL
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tedavisinde kontrole gore anlamli sekilde azalmadigini ortaya koymustur. Ayn1 zamanda
kombine tedavinin, hem kontrol grubuna hem de OL tedavisine gére VEGF miktarini
onemli oOlclide diisiirdiigli (p<0,01) ve bu sekilde anti-anjiyogenik etki gosterdigi

sOylenebilir.

4.5. Apoptotik indeks Bulgulari

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, organizma gelisimi ve doku homeostazinda
onemli rol oynayan bir siiregtir. Bununla birlikte, kanser gibi patolojik kosullarda
diizensiz apoptotik sinyalleme, Ozellikle bir anti-apoptotik sistemlerin aktivasyonu,
kanser hiicrelerinin bu programdan kagmasina izin vererek, kontrolsiiz ¢ogalmaya yol
acarak tlimoriin hayatta kalmasi, terapdtik direng ve kanserin tekrarlamasi ile sonuglanir.
Bu direng, ¢esitli molekiillerin ve sinyal yollarinin etkilesimlerinden kaynaklanan

karmasik bir olgudur (Mohammad et al., 2015).

Apoptoz mekanizmalar1 sirasinda hiicre kiiclilmesi, niikleer kromatinin yogunlagmasi,
DNA pargalanmasi ve apoptotik cisim olusumu gibi 6nemli morfolojik degisiklikler
goriiliir. Ardindan membranlardan salinan fosfatidilserin, inflamatuar yanit olmaksizin
hiicrelerin fagositoz ile makrofajlarca dliiriilmesine neden olur (Jeong et al., 2022). Anti-
kanser tedavilerinin ¢ogu, malign hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in apoptoz
indiiksiyonunu ve ilgili hiicre 6liimii aglarin tetikler (Mohammad et al., 2015). U20S-
PIR hiicrelerinde GA, OL ve OL + GA tedavilerinin neden oldugu apoptozun morfolojik
olarak belirlenmesi i¢in Akridin oranj/Etidyum bromiir (AO/EB) ikili boyama yontemi
kullanildi. Akridin oranj (AO) hem canli hem de Olii hiicrelere niifuz ederken, bu
hiicrelerin DNA’sina baglandigindan canli hiicreler yesil renkte goriiliir. Etidyum bromiir
(EB) sadece hiicre zarlar1 hasar gormiis hiicreler tarafindan igeri alinir. Apoptotik
hiicreler, membran biitiinliigli kaybinin derecesine ve etidyum bromiir ile birlikte
boyamaya bagli olarak turuncu veya kirmizi renkte boyanir. 72 saatlik tedavinin ardindan
hiicreler akridin oranj ve etidyum bromiir igeren karigim ile boyanarak floresan
mikroskop altinda canli ve apoptotik hiicre oranlar1 belirlendi. Sekil 4.7’ de gosterildigi
gibi, GA (p<0,05), OL (p<0,01) ve OL + GA (p<0,001) tedavisi uygulanan gruplardaki

apoptotik morfoloji gosteren hiicre sayisi kontrol grubuna gore onemli dl¢lide artarken,
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ayn1 zamanda kombine tedavi uygulanan hiicrelerdeki apoptotiks indekste sadece OL ile

tedavi edilen hiicrelerdekine gore istatistiki olarak anlamli bir artig goriildii (p<0,05).
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Sekil 4.7. Kontrol (A), OL (B), GA (C) ve OL + GA (D) ile tedavi edilen; U20S-PIR hiicrelerinin
morfolojik gérliniimii. Beyaz oklar canli hiicreleri, sar1 oklar ise apoptotik hiicreleri gostermektedir. (E)
AO/EB boyamasi sonrasinda hiicrelerdeki morfolojik farkliliklara gore olusturulan apoptotik indeks grafigi.
*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile
kiyaslandiginda, # p<0,05; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile kiyaslandiginda.)

Gallik asit maruziyetinin, HelLa insan servikal kanser hiicreleri, K562 insan 16semi
hiicreleri ve SMMCC-7721 insan hepatoselliiler karsinom hiicre hattinda apoptotik hiicre
oranini arttirdig1 rapor edilmistir (You et al., 2010; Reddy et al., 2012; Sun et al., 2016).
Liang ve arkadaglari GA’in U20S ve MNNG/HOS insan osteosarkoma hiicrelerinin
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apoptozunu indiikledigini ve hiicrelerde erken apoptotik morfolojik oOzellikler tespit
edildigini gostermislerdir (Liang et al., 2012). Yapilan bazi ¢alismalar GA’nin apoptoz
yoluyla kanser hiicresi 6liimiinii segici olarak indiikledigini ve normal hiicrelere karsi
hi¢bir sitotoksisite gostermedigini bildirilmistir (Inoue et al., 1994; Inoue et al., 1995;
Isuzugawa et al.,, 2001). Ayrica, GA, kanser kemoprevensiyonu ig¢in yararli bir
fitokimyasal olarak kabul edilir (Surh, 2003). Bizim bulgularimiz da, tiim bu ¢alismalarla
uyumlu olarak, GA ile tedavi edilen U20S-PIR hiicrelerinin de apoptoza yoneldigini ve

bu yonelimin kombine tedavide daha yiiksek oranda oldugunu ortaya koymaktadir.

4.6. Western Blot Bulgulan

Poli (ADP-ribosil)asyon, hiicre enerji seviyesinden etkilenen DNA hasarina bagli bir
stiregtir. Poli (ADP-riboz) (PAR) seviyesi, poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve PAR'In
katabolizmasindan sorumlu ana enzim olan poli (ADP-riboz) glikohidrolazin karsit
hareketleri tarafindan kontrol edilir (Mahfouz et al., 2009). Poli (ADP-riboz)
metabolizmasi, ¢ok c¢esitli biyolojik siireclerde kritik 6neme sahiptir. Bunlar arasinda
DNA onarimi1 ve genomik stabilitenin korunmasi, transkripsiyonel diizenleme, sentromer
ve sentrozomal fonksiyon, mitotik 1§ olusumu, telomer dinamikleri, apoptoz ve nekroz

yer alir (Amé et al., 2004; Biirkle, 2005; Wacker et al., 2007; Hassa and Hottiger, 2008).

Insanlarda PARP-1 en ¢ok ifade edilen iiyedir (Amé et al., 2004). Poli (ADP-riboz)
polimeraz 1, poli (ADP-ribosil)asyon siirecinde birincil bir rol oynar ve genom onarimi,
karsinojenez, yaslanma, bagisiklik, inflamatuar durumlar ve norolojik fonksiyon ile
iliskilendirilmistir (Kim et al., 2005; Wacker et al., 2007; Mahfouz et al., 2009). PARP-
I'in bir formu olan cPARP"'!n ortaya ¢ikmasi, apoptotik hiicre liimiiniin son agamasini
simgeleyen genomik biitiinliiglin kaybini1 gosterir (Sittihan et al., 2022). Sekil 4.8 ve Sekil
4.9’da goriildiigi gibi cPARP proteinin ekspresyonundaki artisin GA (p<0,05) ve OL +
GA (p<0,001) tedavisi uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gére anlamli oldugu,
ayrica, kombine tedavinin sadece olaparib tedavisine gére de cPARP miktarini 6nemli

olgtide arttirdigi goriildii (p<0,001).

Olaparib ve gallik asit tedavisi Bax seviyesini kontrol grubuna gore arttirmazken,

olaparib + gallik asit kombinasyon tedavisinin Bax miktarinda anlaml bir artisa neden
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oldugu goriildii (p<0,01). Yine kombine tedavi uygulanan hiicrelerdeki Bax protein
diizeyindeki artis sadece olaparib tedavisi uygulanan hiicrelere gore de dnemli bulundu

(p<0,001) (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

-+ - + Olaparib

- -+ + Gallik Asit

89 — cPARP
21 - Bax

26 — Bel-2
47 — Cas-9
53— pS3
21— p21
55— Tubulin

Sekil 4.8. Olaparib, gallik asit ve olaparib + gallik asit kombinasyon tedavileri sonucunda U20S-PIR
hiicrelerindeki cPARP, Bax, Bcl-2, Cas-9, p53 ve p21 proteinlerinin ifade diizeylerini gosteren bant
goriinttileri. U20S-PIR hiicreleri sitotoksisite analizleri ile belirlenen IC50 dozlar1 ve IC50 dozlarinin yarisi
ile 72 saat siireyle tedavi edildi. Sonuglar tubulin ile normalize edildi

GA, OL ve OL+GA tedavilerinin Bcl-2 protein ekspresyonunu herhangi bir tedavi
uygulanmayan hiicrelere gore anlamli oranda azalttig1 (p<0,001), ayn1 zamanda kombine
tedavinin sadece olaparib tedavisine gore de Bcl-2 seviyesini 6nemli oranda inhibe ettigi

gozlemlendi (p<0,001) (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. GA, OL ve OL + GA ile tedavi edilen U20S-PIR hiicrelerinde cPARP, Bax, Bcl-2, Cas-9, p53 ve
p21 proteinlerinin ifade diizeyleri. (*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda, # p<0,05; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile
kiyaslandiginda, ### p<0,001; sadece OL tedavisi uygulanan grup ile kiyaslandiginda.)
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Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da gorildigi gibi GA, OL ve OL+GA tedavilerinin kaspaz-9 ve
p53 ekspresyonlarini kontrol grubuna gore arttirmadigi, ancak sadece olaparib uygulanan
hiicrelere gore ise kombine tedavinin her iki proteinin ekspresyonunda az bir artisa sebep

oldugu goriildii (p<0,05).

p21 protein seviyesinin sadece kombine tedavi uygulanan hiicrelerde tedavi edilmeyen
hiicrelere gore bir miktar azaldigir (p<0,05), yine kombine tedavinin sadece olaparib
tedavisine gore de p21 protein ekspresyonunda azalmaya neden oldugu belirlendi

(p<0,05) (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Polifenoller, klasik antikanser ilaglarinin toksisitelerini azaltabilen, standart antikanser
tedavilerinin ila¢ direncinin iistesinden gelmeye yardimci olan ve potansiyel kanser
kemoterapétik ajanlariin dogal kaynaklaridir (Bayet-Robert et al., 2010). Bir polifenolik
asit tiirii olan gallik asit, yiiksek biyoaktiviteye sahip olmasi ve toksik olmamasi
nedeniyle ilgi ¢ekici bir bilesiktir (Shahrzad et al., 2001). Gallik asitin, TE-2 6zofagus
kanseri, MDA-MB-231 meme kanseri, CaSki serviks kanseri MKN-28 mide kanseri ile
HT-29 ve Colo201 kolon kanseri gibi ¢esitli insan kanser hiicre hatlarinda potansiyel bir

antikanser ajani oldugu ortaya koyulmustur (Faried et al., 2007).

Onceki calismalar gallik asitin oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre ici
Ca?* seviyesindeki artis ile baglantili olarak kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini
gostermistir (Serrano et al., 1998; Inoue et al., 2000). Yakin zamanda yapilan bir
caligmada, gallik asitin tek basina ve paklitaksel veya karboplatin ile kombinasyon
halinde destekleyici tedavi olarak potansiyeli arastirilmistir (Aborehab et al., 2021). S6z
konusu c¢aligmada, gallik asitin Ozellikle paklitaksel ve karboplatin ile kombine
kullantminin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin canliligini inhibe ettigi, Bax ve p53
mRNA ve protein ekspresyon diizeylerini up-regiile ederken, anti-apoptotik protein olan
Bcl-2 protein ve mRNA seviyesini ise down-regiile ettigi rapor edilmistir. Baska bir
calismada, 5-florourasil veya okzaliplatin ile kombine GA tedavisinin HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerinde, Bax ve Kaspaz-8 mRNA ifade diizeyinde kontrole gore onemli
oranda arttig1, Bcl-2 mRNA ifade diizeyinde ise kontrole gore azalma meydana geldigi
gosterilmistir (Ozer, 2021). AGS insan mide kanseri hiicrelerinde GA maruziyetine bagl

olarak apoptotik hiicre 6liimiiniin indiiklendigi ve hiicrelerde Kaspaz-3, -8 ve -9 protein
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diizeylerinde artis, Bcl-2 protein seviyesinde ise diisiis meydana geldigi gézlemlenmistir
(Tsai et al., 2018). Yine GA tedavisinin A375.S2 insan malign melanoma hiicrelerini
apoptoza yonlendirdigi ve sitokrom c, Bax, Kaspaz-3 ve -9 proteinlerinin seviyesinde
artisa neden olurken Bcl-2 protein seviyesinde ise azalmaya sebep oldugu bildirilmistir
(Lo et al.,, 2010). Bizim galismamizda ise GA + OL kombinasyonunun olaparib
tedavisine gore U20S-PIR hiicrelerinin canliligini 6énemli oranda baskiladigi, cPARP ve
Bax gibi apoptozla iliskili proteinleri up-regiile ederken, anti-apoptotik Bcl-2 protein
diizeyini down-regiile ettigi gosterildi. Bu bulgular, GA ve OL arasindaki sinerjistik

iligkinin apoptozun tetiklenmesi sonucunda ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kazanilmis ila¢ direnci, kanser tedavisinin basarisiz olmasina neden olan 6nemli bir
problem haline gelmistir. Bu ¢alismada, kiigliik molekiil PARP inhibitorii olarak klinik
oncesi ve klinik arastirmalarda basarili sonuglar saglayan olaparib ile bir bitkisel etken
madde olan gallik asidin, in vitro kanser modeli olarak segilen olaparibe karsi direng
kazandirilmis U20S insan osteosarkoma hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz
tizerine olan sinerjistik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismalar kapsaminda
yapilan analizler sonucunda elde edilen bulgular 1s18inda, uygulanan tedavilerin
molekiiler etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi; olaparibe karsi direngli kanser hiicreleri
tizerindeki apoptotik ve antiproliferatif etkinlikleri ile daha az yan etkiye sahip yeni

kombine tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine katki saglanmasi hedeflenmistir.

Sonug olarak, olaparib ile gallik asidin kombine tedavisi olaparib direngli U20S
hiicrelerinin canliligini, koloni olusturma kapasitelerini, migrasyon yeteneklerini ve
anjiyogenezini onemli seviyede inhibe etmistir. Ayrica hiicrelerin uygulanan kombine
tedavi ile birlikte anlamli derecede apoptotik morfoloji gosterdigi, apoptoz ve DNA
hasari i¢in 6nemli belirtecler olan bazi proteinlerin (cPARP, Bax, Bcl-2) ifadelerinin de
regiile edildigi goriilmiistiir. Bu ¢aligmada elde edilen bulgular, kazanilmis ila¢ direncine
kars1 gallik asitin goz oOnlinde bulundurulmasi gereken bir ajan olabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu bulgularin ileri donemlerde yapilacak in vivo ¢alismalarla
desteklenmesi, kanser tedavisinde biiylik bir engel teskil eden ve tedavi basarisini1 6nemli
olglide diisiiren kazanilmig ilag direncine karsi yeni yaklasimlarin oniiniin agilmasina

katk1 saglayabilir.
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