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Abstract

Breast cancer is the second most common cause of death among women and the most frequently diagnosed
cancer type in the worldwide. Cisplatin (CDPP), a chemotherapeutic agent, is used in the treatment of breast cancer, but
has serious side effects. In addition, the resistance of breast cancer cells such as MCF-7 to cisplatin complicates the
treatment. Thymoquinone (TQ), a phytochemical compound found in black cumin, has been applied and investigated as
an anticancer agent in different studies. The aim of this in vitro study is to investigate the antiproliferative effect of
CDPP and TQ combination on MCF-7 cell line. In this study, MCF-7 cells were treated with different concentrations of
TQ, CDDP and thymoquinone:cisplatin combinations (TQ+CDDP) for 24 hours. MTT test were carried out for the cell
viability determination and crystal violet staining methods were applied to observe colony formation. The 1Cs value
and combination index (CI) values that inhibit 50% of the MCF-7 cell population were calculated using the CompuSyn
software program. It was shown that the I1Cso dose of TQ, CDDP and TQ+CDDP on MCF-7 cells were 58 uM, 32 uM
and 31 uM+17 pg/mL, respectively, and the CI value was 1.11. In conclusion, single doses of TQ and CDPP were
shown to have antiproliferative effects on the MCF-7 breast cancer cell line. It was observed that the combination of
TQ+CDDP showed an antiproliferative effect against MCF-7 breast cancer cell line in synergistic or antagonistic effects
corresponding to different Fa values.
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*

Sisplatin ve Timokinon Kombinasyonunun MCF-7 Hiicrelerindeki Antiproliferatif Etkisinin Degerlendirilmesi

Ozet

Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik en sik goriilen ikinci 6lim nedeni ve en sik teshis edilen
kanser tiriidiir. Kemoterapotik bir ajan olan, sisplatin (CDPP), meme kanseri tedavisinde kullanilmakla birlikte ciddi
yan etkilere sahiptir. Ayrica, MCF-7 gibi meme kanseri hiicrelerinin cisplatine karsi direngli olmasi tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Corek otunda bulunan ve fitokimyasal bir bilesik olan timokinon (TQ) farkli ¢aligmalarda antikanser
ajan olarak uygulanmis ve arastirilmigtir. Bu in vitro ¢alismadaki amag, CDPP ve TQ kombinasyonunun MCF-7 hiicre
hatt1 {izerindeki antiproliferatif etkisini arastirmaktir.

Bu calismada, MCF-7 hiicreleri, 24 saat boyunca farkli TQ, CDDP konsantrasyonlari ve timokinon:sisplatin
kombinasyonlart (TQ+CDDP) ile muamele edildi. Hiicre canliligi tayini igin MTT testi ve koloni olugumunu
gozlemlemek i¢in kristal viyole boyama yontemleri uygulandi. MCF-7 hiicre popiilasyonunun %50’sini inhibe eden
(IC50) deger ve kombinasyon index (CI) degerleri CompuSyn yazilim programi kullanilarak hesaplandi.

MCF-7 hiicreleri tizerinde TQ, CDDP ve TQ+CDDP’nin etkin dozlarinin sirasiyla 58 uM, 32 uM ve 31
uM+17 pg/mL oldugu ve bu kombinasyon dozunun Fa=0.5 (IC50) oldugu durumda kombinasyon indeks degerinin 1.11
oldugu gosterildi. Sonug¢ olarak, TQ ve CDPP’nin tekli dozlarmin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerinde
antiproliferatif etkiye sahip oldugu gosterildi. TQ+CDDP kombinasyonunun ise farkli Fa degerlerine denk gelen

* Corresponding author / Haberlesmeden sorumlu yazar: Tel.: +905391064302; Fax.: +905391064302; E-mail: ozkocmete@gmail.com
© Copyright 2022 by Biological Diversity and Conservation Gelis tarihi: 31.08.2022; Yayin tarihi: 15.12.2022 BioDiCon. 1053-310822


http://www.biodicon.com/

Biological Diversity and Conservation — 15 / 3 (2022) 349

sinerjistik veya antagonistik etkilerde MCF-7 meme kanseri hiicre hattina karsi antiproliferatif etki gosterdigi
gozlemlendi.

Anahtar kelimeler: timokinon, sisplatin, MCF-7, antiproliferatif etki
1. Giris

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan malignitedir. Hastali§in toplum iizerinde oldukca etkili olmasi
onemli bir halk saglig1 problemi olusturmakta ve dolayisiyla, tan1 ve hedef tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in daha fazla
molekiiler diizeyde aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir [1]. Bugiine kadar gelistirilen bir cok meme kanseri hiicre hatlari
icerisinde MCF-7 hiicre hatti, arastirma gruplarimin en ¢ok kullandigi hatlardan biri olmustur [2]. Ostrojen ve
progesteron gibi hormon reseptorlerini eksprese eden MCF-7 hiicre hatti1 [2], doksorubisin, salvianolik asit, cisplatin ve
etoposid gibi antikanser ajanlarina da direng gostermektededir [3].

Antikanser ajanlar1 igerisinde yaygin bir sekilde kullanilan cisplatin ya da cis-DDP (cis-diamin
dikloroplatin(Il), CDPP), testis ve over kanserlerinde tedavi edici olarak etkin bir sekilde uygulanmaktadir [4].
Sisplatinin antikanser ajan olarak etki mekanizmasi, piirin niikleotidlerinin yedinci azot atomuna baglanarak DNA
hasarina neden olmasi ve ayn1 zamanda replikasyonu engelleyerek hiicre boliinmesini bloke etmesine dayanmaktadir
[5]. Sisplatin uygulanmasinin nefrotoksisite ve ototoksisite gibi yan etkilerinin yam sar1, kolorektal [4] ve MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hattinin da i¢inde bulundugu bazi kanser tiirlerinin bu ajana kars1 direng gostermesi [6] asilmasi
gereken sorunlardan biridir.

Yillarca siiregelen in vitro ve in vivo calismalarda dogal bilesenler arastirmacilarin odak noktasi olmustur.
Bunlardan biri olan ve ¢orek otunda baskin bir sekilde bulunan Timokinonun (TQ), antioksidan, antiinflamatuar,
antihepatotoksik ve antinefrotoksik, antidiyabetik, antimikrobiyal ve antikanser gibi etkileri detaylica arastirilmistir [7].
Yapilan aragtirmalar, TQ’nun kanser hiicrelerinin boliinmesini, hiicre dongiisiinii farkli asamalarda durdurdugunu;
ayrica, proapoptotik faktorleri indiikleyip antiapoptotik faktorleri baskilayarak kanser hiicrelerinin apoptotik hiicre
6liimiine devam etmesinde onemli rol oynadigini gostermektedir [8]. TQ ve CDPP kombinasyonunun antiproliferatif
etkinligi, NCI-H460 (karaciger kanseri hiicre hatti) ve UMSCC-14C (oral sukamoz kanser hiicreleri) gibi gesitli kanser
hiicre hatlarinda arastirtlmgtir [9,10].

Bu in vitro arastirmada TQ ve CDDP’nin hem tekli dozlarmm hem de olusturulan kombinasyon dozlarimin MCF-7
hiicre canliligi iizerindeki etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir

2. Materyal ve yontem

1.1. Kimyasallar

Meme kanseri hiicre hattt (MCF-7), Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (ATCC, Manassas, VA) satin
almmigtir. Metanol Sigma-Aldrich firmasindan, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), dimetil siilfoksit
(DMSO) ve Timokinon Merck firmasindan temin edilmistir. Sisplatin ise Kogak Farma’dan satin alinmigtir. Caligmada
kullanilan diger malzemeler ise TermoFisher Scientific firmasindan temin edilmistir.

1.2. Hiicre Kiiltiirii

MCEF-7 hiicreleri, %10 fetal bovin serumu (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L-glutamin igeren DMEM
besiyerinde, 37°C, %5 CO; olacak sekilde ayarlanmig inkiibator igerisinde ¢ogaltildi. Yeterince ¢ogalmis olan MCF-7
hiicrelerine ¢alisma giindi, tripsin-EDTA (%0.05) ile miidahale edilerek yapistiklari flask yiizeyinden serbestlesmeleri
saglandi. Serbestlesen MCF-7 hiicreleri 1500 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve hiicreler
DMEM ile yeniden siispanse edildi. Hiicre sayimini gerceklestirmek iizere 1:1 oraninda tripan mavi ile boyanan
hiicrelerin sayimi gerceklestirildikten sonra her kuyucukta 1x10*hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplaklara ekim
yapildi ve hiicrelerin yapismasi igin bir giin boyunca inkiibasyona birakild1.

TQ ana stogu 200 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziildii ve -20°C’de muhafaza edildi. Sisplatin igin
500 uM olan ana stok kullanildi. Calisma aninda, bir giin 6nceden mikroplakalara ekilmis olan hiicreler iizerine TQ ve
sisplatin ana stoklarindan eklendi. Kuyucuklar igerisindeki son hacim DMEM ile 100 pL’ye tamamlanarak, son
konsantrasyonlarin, TQ i¢in 10, 20, 40, 60, 80, 100 pM ve sisplatin i¢in ise 10, 20, 30, 40 ve 50 ng/mL olmasi saglandi
ve 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. DMSO’nun son konsantrasyonu %0.1’i gegmeyecek sekilde ayarlandi.

1.3. Hiicre Canliligi

Hiicre canlihigimi test etmek iizere MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolyum bromiir) testi
uygulandi. TQ ve sisplatin ile ayr1 ayr1 miidahale edilen MCF-7 hiicreleri {izerine (4 tekrarli), 24 saatlik inkiibasyonun

Evaluation of antiproliferative effect of cisplatin and thymoquinone combination on MCF-7 cells
Mete OZKOC, Bur¢in Sim OZBAL, Ergiil MUTLU ALTUNDAG



350 Biological Diversity and Conservation — 15 / 3 (2022)

ardindan, her kuyucuga 10 uL. MTT soliisyonu eklendi ve 3 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra besiyeri
uzaklastirildi ve olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in her kuyuya 100 uL. DMSO ilave edildi. DMSO igerisinde
¢oziinen mor renkli formazan kristalleri Varioskan Flash mikroplak okuyucu (Skanit Software 2.4.5, Thermo Scientific)
ile 540 nm dalga boyunda 6lgiildii. Elde edilen veriler, TQ ve CDDP'nin hiicre canliligini belirlenmesi igin:

Hiicre Canlilig1 (%) = —tzst—felamk . 1

konerol —Ablonk

formiilii kullanilarak her kuyucuktan elde edilen absorbans degeri i¢in ayri ayr1 hesaplandi. Béylece, TQ ve CDPP’nin
kombinasyonu igin ICsg degerleri belirlenerek bu degerler kombinasyon oraninin hesaplanmasinda kullanildi.

1.4. Kombinasyon Indeksinin Belirlenmesi

TQ ve CDPP’nin ICso degerleri CompuSyn bilgisayar yazilim programinda hesaplandiktan sonra kombinasyon
calismasi i¢in bir oran belirlendi. TQ+CDPP i¢in dozlar yeniden bu orana gore ayarlandi ve hiicre canliligi testi
uygulandi. CDPP ve TQ kombinasyonu igin IC50 degerleri ve kombinasyon indeksleri (CI), Chou ve Talalay’m [11]
medyan etki prensibine gére CompuSyn bilgisayar yazilim progranu kullanilarak belirlendi. CompuSyn programi ile
hesaplanan kombinasyon indeks degerleri; CI>1 ise antagonistik, CI=1 ise additif ve CI<I ise sinerjistik etki gdsteren
degerler olarak degerlendirildi.

1.5. Kiristal Viyole Boyama

MCF-7 hiicreleri, her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Yapigan hiicreler, TQ
ve CDDP'nin I1Csp dozlarinda ve ti¢ farkli dozda kombinasyonlari ile 24 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra
iki kez soguk 1x PBS ile yikandi ve sogutulmus metanol ile 10 dakika boyunca fikse edildi. Plakalardan metanol aspire
edildikten sonra sabitlenmis hiicreler %0.5 kristal viyole soliisyonu (% 25 metanol i¢inde ¢6ziilmiis) ile boyandi ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Hiicreler, fazlalik boya temizleninceye kadar distile suyla yikandi ve oda
sicakliginda kurumaya birakildu.

1.6. Istatistiksel Analiz

MTT deneyi sonuglarinin istatistiksel analizi Graphpad Prism 9 kullanilarak yapildi. TQ, CDDP ve
TQ+CDDP uygulanmis hiicre gruplari ile kontrol gruplari arasinda antiproliferatif etki acisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in One-Way ANOVA ve Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testleri kullanildi.
p<0.05 olan sonuglar istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi..

3. Bulgular

1.7. Timokinonun ve Sisplatinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Antiproliferatif Etkisi

Sekil la’da 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarindaki CDPP’nin MCF-7 hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkisi goriilmektedir. Buna gore kontrol grubu ile kiyaslandiginda 10 ve 20 uM uygulanan gruplarda
istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilirken (sirasiyla p<0.05; p<0.01); 30, 40 ve 50 pg/mL dozlarinin
uygulandigr gruplarda ileri derecede anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001). CDPP’nin ICso degeri ise 32 pg/mL
olarak hesaplandi.

Sekil 1b’de 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 uM konsantrasyonlardaki timokinonun MCF-7 hiicrelerinin canlilig
iizerindeki etkisi goriilmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10 ve 20 uM konsantrasyonlarindaki fark
istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (ns). Buna karsilik, 40, 60, 80 ve 100 uM konsantrasyonlarindaki hiicre canlilig1
kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma oldugu ve bu azalmanin istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik
gosterdigi saptandi (p<0,001). CompuSyn Software programi kullanilarak fraksiyonel etki (Fa) degerleri iizerinden TQ'
nun ICsg konsantrasyonu 58 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 1. a. Farkli konsantrasyonlardaki sisplatinin hiicre canlilig1 izerindeki etkisi. b. Farkli konsantrasyonlardaki

timokinonun hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi. ns, anlamli olmayan farklilik; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.

1.8. TQ ve CDDP Kombinasyonunun MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Antiproliferatif Etkisi

351

TQ ve CDDP kombinasyon gruplarinin hazirlanmasinda TQ ve CDDP’nin ICsp degerlerinin birbirine orani

“TQ: CDDP,

1,8:1” olarak belirlendi ve kombinasyon dozlar1 Tablo 1’de verildigi gibi hesaplandi. Bu

konsantrasyonlara gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda K1’in istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli
(p<0,01); K2, K3, K4 ve K5’in ise ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0,001) gosterdigi saptandi (Sekil 2a).
CompuSyn Software programi ile MCF-7 hiicreleri lizerinde TQ+CDDP kombinasyon uygulamalari sonucunda elde
edilen CI (Sekil 2b) ve Fa degerleri ve bunlara denk gelen tanimlamalar Tabloda 1’de verilmistir. Ayrica Fa= 0.5 igin
TQ+CDDP dozu 31 uM+17 pg/mL ve kombinasyon indeksi 1.11 olarak hesaplanmistir.

Tablo 1. MCF-7 hiicrelerine uygulanan kombinasyon gruplari i¢in belirlenen doz miktarlari, CI, Fa degerleri ve

tanimlamalar
TQ Sisplatin
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | Kombinasyon | Fraksiyonel
Gruplar indeksi (CI) Etki (Fa) Tanimlamalar
(uM) (ng/mL)
Konsantrasyon 1(K1) 20 11 1.15 0.31 Hafif antagonizm
Konsantrasyon 2 40 99 156 0.45 Antagonizm
(K2)
Konsantrasyon 3 60 33 071 0.84 Orta sinerjizm
(K3)
Konsantrasyon 4 80 44 0.62 0.91 Sinerjizm
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(K4)
Konsantrasyon 5 100 55 071 0.92 Orta sinerjizm
(K5)
1Cso 31 17 1.11 0.5 Hafif antagonizm
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Sekil 2. a. Farkli konsantrasyonlardaki timokinon ve sisplatin kombinasyonunun hiicre canliligi {izerindeki etkisi. b.
Farkl1 konsantrasyonlardaki timokinon ve sisplatin kombinasyonunun fa degeri ve kombinasyon indeksi grafigi. CI,
kombinasyon indeksi; Fa, fraksiyonel etki; com, kombinasyon dozlari; ns, alamli olmayan farklilik; *: p<0.05; **:
p<0.01; ***: p<0.001.

1.9. Koloni Olusumu

MCEF-7 hiicrelerinin 6’11 mikro plakalarda koloni olusumu kristal viyole ile boyanarak gosterilmis ve goreceli
olarak karsilastirilmistir (Sekil 3). Buna gore kolonilesmenin diger gruplara kiyasla kontrol grubunda ¢ok daha fazla
oldugu goriilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla koloni olusumundaki azalma en fazla TQ+CDD kombinasyonunun 60
uM=+33 pg/mL oldugu konsantrasyonunda saptanmig, bunu 40 uM+22 pug/mL ve 20 uM+11 pg/mL konsantrasyonlari
takip etmistir.
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TQ+CDDP ~ TQ+CDDP  TQ+CDDP
(20uM+11ug/mL)  (40uM+22ug/mL) (60uM+33ug/mL)
Sekil 3. Farkli gruplara ait kristal viyole boyama.

4. Sonuglar ve tartisma

Kanser tipleri arasinda kadinlarda yiiksek mortaliteye sebep olan meme kanseri en yaygin kanser tiirlerinden
biridir [12,13]. Bu durum, biiyiik bir halk sagligi1 problemine neden olmakta ve arastirmacilarin bu saglik sorunu iizerine
odaklanmalarini arttirmaktadir.

DNA’ya baglanarak DNA hasarma neden olan, ayrica replikasyonu ve dolayisi ile hiicre boliinmesini
engelleyerek etki gosteren sisplatin [5,14] farkli in vivo ve in vitro modellerde ¢alisilmigtir. 1978 yilinda FDA (Food
and Drug Administration) tarafindan testis ve mesane kanseri tedavisinde kullanilmak {izere onay almis olan sisplatin,
bu giine kadar yaygin bir sekilde testis, yumurtalik, mesane, kolorektal ve akciger kanseri gibi tiirlerde etkin bir sekilde
kullanilmistir [15]. Buna Karsin igerisinde meme kanserinin de oldugu bazi kanser tiirlerinin sisplatine kars1 direngli
oldugu bilinmekte [2] ve asilmasi gereken bir problem olarak aragtirmacilarin kargisina ¢ikmaktadir. Literatiirdeki
caligmalar incelendiginde sisplatin konsantrasyonlarinin degisebildigi goriilmiistir [16-19]. Bir ¢alismada, 48 ve 72
saat boyunca 10 pg/mL sisplatine maruz birakilan MCF-7 ve kaspaz-3 geni ile transfekte edilen MCF-7 hiicreleri
(MCF-7 CASP-3) apoptotik hiicre 6limi yolaklar1 iizerinden arastirilmis ve karsilagtirilmigtir. Bu caligmaya gore,
sisplatinin MCF-7 CASP-3 hiicreleri lizerinde MCF-7 hiicrelerine kiyasla yaklagik 50 kat daha etkili oldugu gosterilmis
ve MCF-7 hiicrelerindeki sisplatin direncinin kaspaz 3 ile iliskili oldugu belirtilmistir [18]. Buna karsilik baska bir
calismada, farkli dozlarda (1.5-20 uM) uygulanan sisplatinin MCF-7 hiicre canlilif1 lizerindeki etkileri incelenmis ve 5
saat gibi kisa bir inkiibasyon siiresinin sonunda sisplatinin 20 uM olarak uygulandig1 grupta hiicrelerin yaklasik
%75’inin 6ldagi belirtilmistir [19]. Bizim, MCF-7 hiicrelerine 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda sisplatin
uyguladigimiz g¢alismamizda sisplatinin ICso dozu 32 pg/mL olarak hesaplanmis, ayrica koloni olusumunun géreceli
olarak azaldig kristal viole boyama ile gosterilmistir.

Gilintimiizde bitkilerden, hayvanlardan veya mikroorganizmalardan elde edilen dogal iiriinler kanser
tedavisinde 6nemli rol oynamaktadir [20, 27]. Bunlardan biri olan ve ¢orek otunda bulunan TQ, tiimor gelisimini inhibe
etme ve kansere kars1 koruyucu etkiye sahip olma gibi biyolojik aktivite ile iyi bilinen bir antioksidan molekiildiir [9].
Timokinonun, farkl kanser tiirlerinde ve hatta kanserin farkli asamalarinda (proliferasyon, metastaz ve invazyon) etkin
bir sekilde koruyucu oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [21]. Bir ¢alismada TQ’nun 50 uM dozunun 18 saatte
hiicre canliligint %20, 24 saatte %30 ve 48 saattte %70 azaltt1g1, buna karsilik 100 pM dozunun 18 ve 24 saatte hiicre
canlihigm %80 azalttigi gosterilmistir [22]. Igerisinde MCF-7’nin de oldugu ii¢ farkli kanser hiicre hatt1 {izerinde
yapilan baska bir ¢alismada, TQ i¢in 24 saatlik etkin dozun 40 uM oldugu bildirilmistir. Aragtirmacilar, TQ nun MCF-7
hiicreleri lizerinde 6zellikle kaspaz -7, -8 ve -9’un aktivasyonu ile sitotoksik etki gostererek kemoterapétik bir ajan olma
ozelligine sahip olabilecegini One siirmiiglerdir. Ayrica arastirmacilar, pS3 protein seviyelerinde hi¢ bir degisiklik
olmamasinin, MCF-7 hiicrelerinin bu yolaktan bagimsiz olarak apoptoza devam ettigini diigiinmiis [23], Dastjerdi ve
ark. (2016) ise bunun tam tersini iddia etmistir [24]. Bu ¢aligmalarin aksine Motaghed ve ark. (2013), 24 saat boyunca
MCF-7 hiicrelerine 25 pM gibi daha disiik bir konsantrasyonda TQ uygulanmasimin hiicre canliligini %50
azaltabilecegini gostermistir [25]. MCF-7 meme kanseri hiicrelerine timokinonun tekli dozlarim 10, 20, 40, 60, 80 ve
100 uM olarak uyguladigimiz bu calismada ICso konsantrasyonunu 58 pM olarak bulunmustur. Koloni olusumunu
inceledigimizde ise 24 saat 58 uM timokinon uyguladigimiz grupta kontrol grubuna gére ¢ok daha az koloni olustugu
goriilmistiir. Literatiirdeki benzer caligmalar incelendiginde bizim belirledigimiz etkin konsantrasyona yakin
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konsantrasyonlar goriilmiis olmasina ragmen, konsantrasyonu daha az veya daha fazla belirtilmis olan aragtirmalar da
mevcuttur [8].

Son yillarda dogal ajanlarla ile modern tipta kullanilan ajanlarin kombinasyonlar1 sadece kanser degil, bir ¢ok
farkli hastalik modeli {izerine yapilan ¢alismalarda da olduk¢a giindeme gelmistir [20, 26]. Kanser hiicreleri tizerindeki
kombine tedavilerde dogal ajanlarin kullanilmasi, anti kanser ajanlara kars1 bir kemoprotektif etki saglamakta ve ayrica
anti-proliferatif etkinligi arttirmaktadir [10, 26]. Genis ¢apli bir literatiir taramasindan sonra NCI-H146, UMSCC-14C,
A2780 (yumurtalik kanseri hiicre hatt1) gibi farkli kanser hiicre hatlarina timokinon ve sisplatinin kombinasyonunun
uygulandig1 gorilmiig; ancak, MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde bu kombinasyonun uygulandigi herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamigtir. Bu ¢alisma, TQ+CDDP kombinasyonunun MCF-7 hiicrelerindeki anti-proliferatif etkinliginin
gosterildigi ilk ¢aligma olmustur.

Once sisplatin ve timokinonun tekli dozlarinin uygulayip ICso degerlerinin belirlendigi bu calismada, daha
sonra kombinasyon orani hesaplanarak farkli kombinasyon dozlar1 uygulanmis ve hiicre canlilig iizerindeki etkileri
analiz edilmistir. Buna gore, K1 konsantrasyonunda hafif antagonizm, K2 konsantrasyonunda ise antagonizm oldugu
goriilmils, K3 ve K5’ de orta sinerjizm, K4’de sinerjizm ve kombinasyonun ICso dozunda hafif antagonizm
gOriilmistiir.

Sonug olarak, iki farkli ajan kullanarak cesitli kombine dozlar belirledigimiz ¢alismamizda genel olarak
ajanlar arasinda antagonist bir etki goriilmistiir. Sinerjizm goriilen dozlarda ise TQ ve CDDP ’nin tekli dozlarindan
daha yiiksek dozlar bulunmustur. Bu ¢aligmada belirledigimiz kombine dozlarin 24 saat boyunca MCF-7 hiicrelerine
uygulanmasi, uygun dozlarda sinerjizm yakalanmadig: i¢in tavsiye edilmemektedir. Ileride yapilacak olan ¢aligmalarda
stire faktoriiniin degistirilmesi ile iki ajan arasinda sinerjizm yakalanabilecegi; ayrica bu kombinasyona ek olarak farkli
ajanlarin eklenmesinin de sinerjizmi arttirabilecegi diigiiniilmektedir.
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