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Ponatinib ve Tiirkiye’de yetisen bazi endemik bitki ekstrelerinin
kombinasyonlarinin meme kanseri hucreleri tizerindeki etkileri

Combinational effects of ponatinib and some Turkish endemic plant extracts
on breast cancer cells
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Amacg: Meme kanseri, dinya genelinde kadinlarda en yaygin gézlenen malignansidir. Bu nedenle
mevcut tedavilerin eksiklerini giderebilecek yeni stratejilerin  tanimlanmasina ihtiyag vardir.
Calismamizda meme kanseri hicrelerinin hedeflenmesinde kullanilabilecek yeni bitkisel kombinasyon
terapileri tanimlamayi hedefledik. Bu amagla, Centaurea calolepis (CCl), Origanum sipyleum (OSM)
ve Phlomis lycia (PLI) bitki ekstrelerinin ponatinib ile kombinasyonlarinin MCF-7 hiicreleri Gizerindeki
sitotoksik, apoptotik, anti-proliferatif ve hiicre déngist Gzerindeki etkileri arastiriimistir.

Gereg ve Yontem: MCF-7 hiicrelerinde OSM, CCi, PLi ve ponatinibin sitotoksik etkileri XxCELLigence
ile gercek-zamanli olarak dlglildii. Ponatinib ile CCi (p-CCi), OSM (p-OSM), PLi (p-PLi)
kombinasyonlarinin analizleri icin medyan-etki denklemini kullanildi. Apoptoz, proliferasyon, hicre
déngusu diuzenlenmesi akim sitometride degderlendirildi.

Bulgular: MCF-7 hiicrelerinde CCi, OSM ve PLIi ekstrelerinin ICs, dozlari sirasiyla 48. saatte 59,5, 57,
44,2 yg/ml ve 72. saatte 51,6, 54,21, 42,52 yg/ml olarak hesaplandi. Kombinasyon analizi sonuglarina
goére 48. saatte p-CCi additif, p-OSM ve p-PLi ihmli sinerjistik etki sergilemekteydi. Ponatinib ile
induklenen apoptozun, CCI ve PLI kombinasyonlariyla anlamli dizeyde arttigi belirlendi. CCl ve PLI
uygulamalari MCF-7 hicreleri Gzerinde ilimli dizeyde anti-proliferatif etki sergilerken, proliferasyonu
en belirgin dizeyde OSM ekstresinin baskiladigi saptandi. Proliferasyon sonuglari ile uyumlu olarak,
en yiksek Go/G; tutulumu OSM uygulamasi ile gbzlendi. Kombine p-CCi ve p-PLI uygulamalarinin
ponatinibin anti-proliferatif etkisini anlamli dizeyde arttirdiklari ve daha ylksek dizeyde Gy/G;
birikimine neden olduklari ortaya koyuldu.

Sonug: Ponatinib ile CCI, OSM, PLIi bitki ekstrelerinin kombinasyonlari apoptozu indiikleyerek,
proliferasyonu baskilayarak ve hiicre déngusunun durdurarak meme kanserinde anti-kanser aktivitesi
sergiledi. Belirlenen yuksek anti-kanser etkilerinin 1s1ginda, Turkiye'de yetisen bu endemik bitki
ekstreleri meme kanseri tedavisinde potansiyel strateji temsil edebilir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, ponatinib, bitki ekstresi, apoptoz, proliferasyon.
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ABSTRACT

Aim: Breast cancer is the most common malignancy in women worldwide. Therefore, there is a need
to define new strategies that can overcome the deficiencies of existing treatments. In our study, we
aimed to define new herbal combination therapies that can be used to target breast cancer cells. For
this purpose, we investigated the cytotoxic, apoptotic, anti-proliferative and cell cycle regulatory effects
of Centaurea calolepis (CCI), Origanum sipyleum (OSM) and Phlomis lycia (PLI) plant extracts in
combination with ponatinib on MCF-7 cells.

Materials and Methods: The cytotoxic effects of OSM, CCI, PLI and ponatinib on MCF-7 cells were
measured in real time by xCELLigence. The median-effect equation was used for the analysis of
combinations of ponatinib with CClI (p-CCl), OSM (p-OSM), PLI (p-PLI). Apoptosis, proliferation and
cell cycle regulation were evaluated by flow cytometry.

Results: The ICsq doses of CCl, OSM and PLI extracts in MCF-7 cells were calculated as 59.5, 57,
44.2 ug/ml at 48 hours and 51.6, 54.21, 42.52 ug/ml at 72 hours, respectively. Combination analyses
revealed that p-CCl was additive, p-OSM and p-PLI showed a moderate synergistic effect at 48"
hours. It was determined that apoptosis induced by ponatinib was significantly increased with the
combinations of CCl and PLI. CCI and PLI treatments exhibited moderate anti-proliferative effects on
MCF-7 cells, while OSM extract suppressed proliferation most significantly. Consistent with the
proliferation results, the highest Go/G; arrest was observed with OSM treatment. It was revealed that
combined p-CCI and p-PLI treatments significantly increased the anti-proliferative effect of ponatinib
and caused a higher level of Go/G; accumulation.

Conclusion: Combinations of ponatinib and CCIl, OSM, PLI plant extracts exhibited anti-cancer
activity in breast cancer with induction of apoptosis, suppression of proliferation and cell cycle arrest.
In light of the high anti-cancer effects identified, extracts of these Turkish endemic plants may
represent a potential strategy in the treatment of breast cancer patients.

Keywords: Breast cancer, ponatinib, plant extract, apoptosis, proliferation.

Some of the data belonging to the research were presented as a poster presentation at the 13th
Medical Biology and Genetics Congress held in Aydin on 27-30 October 2013.

GiRiS

Meme kanseri bozulmus hilcre proliferasyonuyla
iliskili heterojen bir hastahktir (1). Dinya
genelinde kadinlarda en yaygin gozlenen
malignansidir ve kanser iligkili dlimler arasinda
ikinci sirada yer almaktadir (2). Ostrojen
reseptori (OR) spesifik genlerin ekspresyonunu
dizenleyerek meme kanseri progresyonunda
6nemli rol oynar. Meme kanseri olgularinin buyuk
bir ylizdesinin OR pozitiftir (3). Geng kadinlarda
yasllara kiyasla daha agresif seyrettigi bilinen

meme kanserinin tedavi protokoli hormon
tedavisi, cerrahi mudahale, radyoterapi,
immuUnoterapi ve kemoterapi uygulamalarini

icermektedir (1, 4). Mevcut ilaglarin en blyik
dezavantajlari zamanla gelisen direng, ylksek
toksisite, dusuk segiciliktir (1).

Ponatinib, kronik myeloid |6semi tedavisinde
T315l-mutant BCR-ABL1’e  karsl  direncin
Ustesinden gelmek igin tasarlanmis bir tirozin
kinaz inhibitéradar (5, 6). Ek olarak Src ailesi
kinazlari, c-Kit, platelet kaynakli blyime faktort
reseptéri alfa (PDGFRa), vaskuler endotelyal
buyume faktdri reseptort 2 (VEGFR2), fibroblast
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biyume faktéri reseptéri 1 (FGFR1) gibi
kinazlari da inhibe edebilmektedir (7). Disreglle
FGFR, PDGFR, VEGFR meme Kkanseri igin
belirgin risk faktorleridir ve meme kanseri
tedavisinde potansiyel hedef teskil etmektedirler
(8-10). Ponatinibin etkinligi meme, tiroid,
yumurtalik, akciger kanserleri dahil olmak Uzere
bu kinazlarin énemli rol oynadigi kanserler
Uzerinde degerlendirilmigtir (11). Ponatinibin
meme kanseri tedavisinde potansiyel bir terapi
olabilecedi gorusu bildirilmistir (12-14).

Tibbi bitkiler bircok hastaligin tedavisinde yaygin
olarak  kullaniimaktadir. ~ Turkiye'ye  6zgu
bitkilerden, Asteraceae familyasi Gyesi Centaurea
calolepis Boiss. linoleik asit ve palmitik asit
icermektedir (15). Anti-leishmanial aktivitesinin
(16) vyani sira anti-inflamatuar, antioksidan
Ozelliklere de sahiptir (17). Bati Anadolu’ya
endemik olan Labiatae familyasi Gyesi Origanum
sipyleum L., tibbi gay, gida katki maddesi ve
ucucu yag Uretimi icin kullanilmaktadir. Orta
Anadolu'da baharat olarak, Bati Anadolu'da
mide-bagdirsak rahatsizliklarini  ve  6ksuragu
tedavi etmek, i¢c bati Anadolu'da soguk alginig
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tedavisi icin kullaniimaktadir (18-20). Origanum
sipyleum L. bitkisinin anti-inflamatuar, anti-
mikrobiyal ve antioksidan 6zellige sahip oldugu
ortaya koyulmustur (21). Labiatae familyasi Gyesi
Phlomis lycia D. Don yapisinda fenolik bilesikler
bulundurmaktadir (22). Leishmania tedavisi (16)
yani sira istah agici olarak ve kabizlik, mide
agrisi, soguk alginhdi, grip tedavilerinde
kullaniimaktadir (23).

Meme kanserinin gorilme sikhdinin ve 46lim
oranlarinin  yuksek  seyretmesi  nedeniyle
hastaligin 6nlenmesinde kullanilabilecek veya
mevcut tedavilerin eksiklerini giderebilecek yeni
stratejilerin  tanimlanmasina ihtiyag vardir. Bu
nedenle, meme kanseri olgularinin buyik
cogunlugunu olusturan OR pozitif grubunun
hedeflenmesinde kullanilabilecek yeni bitkisel
kombinasyon terapileri tanimlamayi hedefledik.
Calismamizda, Ulkemizde yaygin olarak bilinen
ve medikal amagcla kullanilan endemik bitkilerden
yararlanildi. Bu dogrultuda Centaurea calolepis
Boiss., Origanum sipyleum L. ve Phlomis lycia D.
Don bitki ekstrelerinin ponatinib ile
kombinasyonlarinin MCF-7 hicreleri lzerindeki
sitotoksik, apoptotik, anti-proliferatif ve hicre
déngusl Uzerindeki etkileri arastirildi.

GEREG ve YONTEM

Kimyasallar

Ponatinib  (#S1490) Selleckchem (Houston,
Teksas, ABD) firmasindan satin alindi. Ponatinib
final konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
dimetil sulfoksit ile ¢ozilerek stok solisyon
hazirlandi. Ara stoklar, deney sirasinda uygun
medyum ile seyreltilerek taze olarak hazirlandi.

Bitkilerin Toplanmasi, Ekstrelerin Elde
Edilmesi ve Fitokimyasal Analizler

Calismamizda kullanilan Centaurea calolepis
Boiss. infizyon seklinde hazirlanan su ekstresi
(CCI), Origanum sipyleum L. metanol ekstresi
(OSM) ve Phlomis lycia D. Don infizyon seklinde
hazirlanan su ekstresi (PLI) TUBITAK 110S289
no’lu projeden saglandi (16). Bitkilerin toprak Ustu
kisimlarinin toplanmasi, ekstrelerin elde edilmesi
ve fitokimyasal analizler ©6nceden belirtildigi
sekilde gerceklestirildi (16). Ozetle, Asteraceae
familyasi Uyesi Centaurea calolepis Boiss.
Antalya Elmali (1100 m), Labiatae familyasi Gyesi
Origanum sipyleum L. Manisa Spil Dagi (1050 m)
ve Labiatae familyasi Uyesi Phlomis lycia D. Don
Antalya Korkuteli (550 m) bélgelerinden toplandi.
Bitki tirleri Prof. Dr. Cenk Durmuskahya (izmir
Katip Celebi Universitesi, Orman Fakiiltesi,
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Orman Mihendisligi Bélumi, izmir, Tirkiye)
tarafindan tanimlandi ve bitkilerin toplanan
ornekler Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali, izmir, Tirkiye'de
saklandi. Bitki materyalleri, havada kurutulduktan
sonra ince bir toz haline getirilmistir. Metanol
ekstreleri, ¢odzucu/bitki materyali oraninin 15:1
oldugu 24°C'de 48 saat boyunca karistirilarak
maserasyon Yyoluyla hazirlandi. Su ekstreleri
%2’lik infizyon seklinde hazirlandi ve tim
ekstraksiyon c¢dzuculeri Whatman filtre kagidi
no.1'den slzlldi. Stzintuler, 40°C'de bir déner
buharlastiricida algak basing altinda kuruyana
kadar buharlastinldi. Bakiyeler liyofilize edildi ve
analiz edilene kadar vidali kapakli siselerde -
20°C'de saklandi. Ekstrelerde bulunan sekonder
metabolitleri belirleyebilmek icin (tanen, terpenoit,
saponin, flavonoit, alkaloit, vb.) fitokimyasal
tarama testleri gerceklestirildi (16). Ekstreler final
konsantrasyonlari CCi igin 223 mg/ml, OSM igin
43,4 mg/ml ve PLI igin 105,5 mg/ml olacak
sekilde su ile sulandinidi. Hucre kaltird
calismalari 6ncesinde 0,2 um por caph filtre
kullanilarak sterilize edildi. Ara stoklar, deney
sirasinda uygun medyum ile seyreltilerek taze
olarak hazirlandi.

Hiicre Kiiltiird

Hiicre kiiltir calismalarinda, OR pozitif insan
meme kanseri modeli olarak MCF-7 hucre hatti
(Katalog No:HTB-22, ATCC, Manassas, ABD)
kullanildi. Hucreler %10 Fetal Sigir Serumu,
2mM L-glutamin, 100U/mL penisilin, 0,1 mg/mL
streptomisin  iceren RPMI-1640 medyumu
(Biological Industries, Beit-Haemek, israil) iginde
kiltiire edildi (24). Hicreler 37°C’de, %95 nem ve
%5 COy'li etiivde inklibe edildi.

Sitotoksisite Analizleri

Hucrelerin  %50’sini  6lduren (ICso) sitotoksik
dozlar gergek-zamanl hicre analiz sistemi
(RTCA-xCELLigence, Roche, Berlin, Almanya)
kullanilarak belirlendi. Sistem deneyler siiresince
her 15 dakika bir empedans kaydi gergeklestirdi.
Ponatinib ve bitki ekstrelerinin MCF-7 hiicre hatt
Uzerindeki  sitotoksik  etkilerini  belirlemek
amaciyla hicreler, 96 kuyucuklu E-plaklara g
tekrarli olarak ekildi (1><105 hlcre/kuyucuk).
inkllbasyon sonrasinda hiicreler, seyreltme
faktord 1:2 olacak sekilde ponatinib (3,13-100
uM) ve bitki ekstrelerinin (3,13—-100 pg/ml) artan
dozlan ile 72 saat slresince muamele edildi.
Sitotoksisite, “xCELLigence RTCA yazilim/’
analiz programinda sigmoidal doz-yanit egrisi ile
[Y=bottom+(top—bottom)/(1+10"[(Log|Cse-
X)xHillSlope)] hesaplandi (25).
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Kombinasyon Analizleri

MCF-7 hucreleri, 96-kuyucuklu E-plaklara 1x10°
hicre/kuyucuk olarak ekildi. Bitki ekstrelerinin
ICso degerleri dogrultusunda, ponatinib: CCi 1:10,
ponatinib:OSM  1:11, ve ponatinib:PLI 1:10
oranlarinda (UM:ug/ml) kombine edildi. Oranlar
sabit tutulacak sekilde, 2 kat artan dozlar
hicrelere 3 tekrarli olarak uygulandi. Madde
uygulanmayan kuyucuklar kontrol olarak kabul
edildi. Madde uygulamasini takiben 48 ve 72.
saatlerde, XxCELLigence RTCA sistemindeki
hucre indeksleri (Hi) kullanilarak
[Yositotoksisite=1—(Higo/Hikonro) X100]  formiiliiyle
sitotoksisite yuzdeleri hesaplandi. Ponatinib ve
bitki ekstreleri arasindaki etkilesimler, medyan
etki denklemine dayanan Calcusyn (Biosoft)
yazilimi kullanilarak analiz edildi. Her etkilenen
fraksiyonun (F,) maruz kaldigi dozlar (ED) ve bu
dozlara ait kombinasyon indeksi (Cl) ve ponatinib
doz azaltma indeksi (DRI) hesaplandi.
Kombinasyonlar, Cl degerlerine gore sinerjistik
(CI<0.9), additif (CI=0.9-1.1) ve antagonistik
(CI>1.1) olarak tanimlandi (26).

Apoptoz Analizleri

Ponatinib ile bitki ekstrelerinin
kombinasyonlarinin  apoptotik  etkileri akim
sitometride (Accuri C6, Becton Dickinson)

aragtirildi. MCF-7 hucreleri 6-kuyucuklu plaklara
5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 24
saat inkube edildi. Sonrasinda, hicreler 48 saat
siiresince ponatinib (5 yM), CCi (50 ug/ml), OSM
(50 pg/ml), PLi (50 pg/ml), ponatinib (5 pM) ile
CCi (50 ug/ml) kombinasyonu (p-CCi), ponatinib
(5 uyM) ile OSM (50 pg/ml) kombinasyonu (p-
OSM) ve ponatinib (5 uM) ile PLi (50 pg/ml)
kombinasyonu (p-PLi) ile muamele edildi. Madde
uygulanmayan kuyucuklar kontrol olarak kabul
edildi.

Fosfatidilserin Eksternalizasyonu ve
Membran Biitiinliigli Olgimi

Apoptotik hlcrelerdeki fosfatidilserin
eksternalizasyonu ve membran bitinliga “FITC
Annexin 'V  Apoptosis Detection” Kit (BD
Pharmingen, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
Olclldi. Deney sonunda hicreler kit protokoliine
uygun olarak Annexin V/PI ile boyanarak akim
sitometride analiz edildi (27).

Apoptotik DNA Fragmantasyonu Olgiimii

Apoptotik hlcrelerde DNA  fragmantasyonu
“‘APO-DIRECT” Kit (BD Pharmingen) kullanilarak
Olclldi. Belirtilen dozlara maruz birakilan
hicreler kit protokoline uygun olarak, %1
paraformaldehit ile fikse edildi ve %70 soguk
etanolde inkibe edildi. Yikama basamaklarindan
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sonra reaksiyon tamponu, TdT enzimi ve FITC-
dUTP igeren sollisyonda silspanse edildi.
Reaksiyonun durdurulmasi sonrasinda PI/RNase
boyama tamponunda inkiibe edilerek 3 saat
icinde akim sitometride analiz edildi (28).

Proliferasyon Analizi

MCF-7 hlcrelerinin proliferasyon hizi
karboksifloresan  diasetat slksinimid ester
(CFSE) boyama ile olclildi. MCF-7 hcreleri
deney 6ncesinde 10 yM CFSE (BD Pharmingen)
ile boyandi. CFSE ile boyanmig MCF-7 hicreleri
6-kuyucuklu plaklara 5x10° hicre/kuyucuk olacak
sekilde ekildi ve 24 saat inkibe edildi.
Sonrasinda, hiicreler 48 saat ponatinib, CCI,
OSM, PLI, p-CCi, p-OSM ve p-PLIi ile muamele
edildi. Madde uygulanmayan kuyucuklar kontrol
olarak kabul edildi. CFSE ile boyanmayan
hicreler negatif kontrol, 100 ng/ml Colcemid
(Biological Industries) ile muamele edilen
hicreler pozitif kontrol olarak kabul edildi.
Hlcreler akim sitometriyle analiz edilerek yesil
floresan yogunluguna gore hiicre proliferasyon
hizi gdsterildi (29).

Hiicre Dongiisii Analizi

Ponatinib ile bitki ekstrelerinin
kombinasyonlarinin  hiicre déngisl Uzerine
etkileri akim sitometride arastirildi. Bu amacla
MCF-7 hiicreleri 6-kuyucuklu plaklara 5x10°
hicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 24 saat
inkiibe edildi. Sonrasinda, hlcreler 48 saat
ponatinib, CCi, OSM, PLI, p-CCi, p-OSM ve p-
PLi ile muamele edildi. Madde uygulanmayan
kuyucuklar kontrol olarak kabul edildi. Deney
sonunda hucreler, “Cycletest Plus DNA Reagent”
Kit (BD Pharmingen) protokoline uygun olarak
hazirlandi ve akim sitometride analiz edildi (27).

istatistiksel Analizler

Hicre hatlarindan ve kontrollerden elde ettigimiz
sonuglarin istatistiksel olarak kargilastiriimasi
“GraphPad Prism” programi ile gerceklestirildi.
Gruplar arasindaki farkhliklar tek yonli ANOVA
varyans analizi ardindan Tukey’s post-hoc analizi
yapilarak belirlendi. Anlamhlik degeri p<0,05
olarak alindi.

BULGULAR

Ponatinib ve Bitki Ekstrelerinin MCF-7
Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkileri

Ponatinib ve bitki ekstrelerinin MCF-7 hucreleri
Uzerindeki sitotoksik etkileri gergek-zamanh
hicre  analiz  sistemi  xCELLigence ile
degerlendirildi. Onceki calismamizda belirtigi
Uzere, MCF-7 hacreleri icin ponatinibin 1Cs
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dozlari 48. saatte 9,51 uM, 72. saatte 4,59 uM
olarak hesaplandi (24). Flavonoit, tanen,
antrasen igerdigi belirlenen CCI (16) ekstresinin
ICso dozu 48. saatte 59,5 pg/ml, 72. saatte 51,6
pg/ml olarak hesaplandi (Sekil-1a). Terpenoit,
flavonoit, tanen, antrasen igerdigi belirlenen OSM
(16) ekstresinin ICsy dozu 48. saatte 57 pg/ml,
72. saatte 54,2 ug/ml olarak hesaplandi (Sekil-
1b). Flavonoit, tanen, antrasen icerdigi belirlenen
PLi (16) ekstresinin ICs, dozu 48. saatte 44,2
pg/ml, 72. saatte 42,5 pg/ml olarak hesaplandi
(Sekil-1c).
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Hucre indeksi

Sekil-1. Bitki ekstrelerinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki
sitotoksik etkileri.
(a) Centaurea calolepis Boiss. infiizyon (CCI),
(b) Origanum sipyleum metanol (OSM) ve (c)
Phlomis lycia infiizyon (PLI) ekstrelerinin artan
dozlari hucreler ile 48 veya 72 saat boyunca
kiltire edildi. Log(doz)-hiicre indeksi egrileri,
xCELLigence ile hesaplandi. Sonuglar, g
bagimsiz deneyin ortalamalaridir.
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Ponatinib ve Bitki Ekstrelerinin MCF-7
Hiicreleri Uzerindeki Kombinasyonel Etkileri

Ponatinib ve bitki ekstrelerinin MCF-7 hucreleri
Uzerindeki kombinasyonel etkileri gergcek-zamanli
hiicre analiz sistemi  xCELLigence ile
degerlendirildi ve Calcusyn yaziliminda analiz
edildi. U¢ kombinasyona ait, ponatinib ile CCi
kombinasyonu (1:10, pM:ug/ml), ponatinib ile
OSM kombinasyonu (1:11, uM:ug/ml), ve
ponatinib ile PLI kombinasyonu (1:10, uM:ug/ml),
EDsy, ED7g ve EDgy dozlari, bu dozlara ait Cl ve
ponatinib icin DRI  degerleri  Tablo-1'de
Ozetlenmistir. Analiz sonuglarina goére 48. saatte
ponatinib ile CCi kombinasyonunun EDs, dozu
additif etkiliyken, ponatinib ile OSM ve PLi
kombinasyonlarinin EDsy dozlari ihmli sinerjistik
etki sergilemekteydi (Sekil-2, Tablo-1). Yetmis iki
saat uygulamalarinda ise her kombinasyon
grubuna ait EDsy, dozlan additif etkili olarak
belirlendi. MCF-7 hiicrelerinde %50 populasyonu
hedeflemek icin gerekli ponatinib dozunun, CCIi
kombinasyonu ile 1,312 kat, OSM kombinasyonu
ile 1,319 kat ve PLi kombinasyonu ile 1,184 kat
azaldigi belirlendi (Tablo-1).

Ponatinib ve Bitki Ekstrelerinin
Kombinasyonlarinin MCF-7 Hiicreleri
Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Daha sonra, 1hmh sinerjistik/ additif etki
gOsterdigini belirlenen kombinasyonlarin
apoptotik etkileri degerlendirildi. MCF-7

hicrelerindeki erken/ ge¢ apoptotik ve nekrotik
hicreler Annexin V/Pl boyama belirlendi. Tekli
CCi, OSM ve PLI (50 pg/ml) uygulamalarinin
MCF-7 hicrelerinde kontrole kiyasla sirasiyla
2,7, 2,3 ve 2,8 kat apoptozu indikledigi saptandi.
Ponatinib (5 uM) ile indiklenen 9,9 kat apoptoz,
50 ug/ml CCi veya PLI kombinasyonlariyla
anlamli duzeyde artmaktadir (Sekil-3).

Ayrica, MCF-7 hucrelerinde indiklenen apoptoz
DNA fragmantasyonu 6lgima ile incelendi. Tekli
CCi, OSM ve PLi (50 pg/ml) uygulamalarinin
MCF-7 hucrelerinde anlamli  dizeyde DNA
fragmantasyonuna neden olamasa da, p-CCli, p-
OSM ve p-PLi kombinasyonlarinin kontrole
kiyasla sirasiyla 16,5, 92,5 ve 8,5 kat apoptozu
indiikledigi saptandi. Ozellikle 50 pg/ml CCi ile
birlikte uygulamasi, 5 uM ponatinib ile indiklenen
apoptozu 5 kat arttirmaktadir (Sekil-4).
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Sekil-2. Ponatinib ile Centaurea calolepis Boiss. infiizyon, Origanum sipyleum metanol ve Phlomis lycia

infliizyon ekstrelerinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki kombinasyonel etkileri. Hiicreler, 48 veya 72 saat
boyunca artan kombinasyon konsantrasyonlarinin varliginda kdiltirlendi. Log(doz)-etki egrileri,
xCELLigence ile elde edilen sonuglar kullanilarak Calcusyn yaziliminda hesaplandi. Sonuglar, Ug
bagimsiz deneyin ortalamalaridir. i¢ grafikler, medyan etki analizi (Calcusyn) tarafindan hesaplanan Cl-
Fa grafiklerini géstermektedir. Cl<1, Cl=1 ve CI>1 degerleri sirasi ile sinerjizm, additif ve antagonizmi
ifade eder. Cl, kombinasyon indeksi; F,, etkilenen fraksiyon.

Tablo-1. Ponatinib ve bitki ekstrelerinin MCF-7 hiicreleri Gzerindeki kombinasyonel etkileri.

Ponatinib inhibitor

(pl\l?:;.lE;lfml) dozu (uM) Cl degerleri Ponatinib DRI degerleri
%50 %70 %90 %50 %70 %90 %50 %70 %90

p:CCi 48s 535 6,59 9,21 0975 0895 0822 1,312 1,316 1,322
(1:10) 72s 5,18 6,84 10,67 0,929 0,923 0,925 1,250 1,220 1,175
p:OSM 48s 532 6,95 1067 0,796 0,810 0,877 1,319 1,248 1,141
(1:11) 72s 512 717 12,28 0938 0917 0993 1,265 1,164 1,021
p:PLI 48s 592 745 10,73 0,855 0,860 0,881 1,184 1,165 1,135
(1:10) 72s 5,83 7,89 12,78 0928 0951 1,020 1,111 1,059 0,981

MCF-7 hiicreleri p:CCI (1:10, uM:ug/ml) , p:OSM (1:11, uM:pg/ml) ve p:PLI (1:10, uM:ug/ml) kombinasyonlarina 48 ve 72 saat
siiresince maruz kaldilar. inhibitér konsantrasyonlari xCELLigence ile elde edilen sonuclar kullanilarak Calcusyn yaziliminda
hesaplandi. Cl<1, CI=1 ve CI>1 degerleri sirasi ile sinerjizm, additif ve antagonizmi géstermektedir. Etkilenen %50, %70 ve %90
fraksiyonlar icin DRI degerleri, tek basina veya kombinasyon halinde kullanildiginda dozlar karsilastirilarak olgulmustar. Cl,
kombinasyon indeksi; DRI, doz azaltma indeksi; p, ponatinib; BE, bitki ekstresi.

Ponatinib ve Bitki Ekstrelerinin
Kombinasyonlarinin MCF-7 Hiuicreleri
Uzerindeki Anti-proliferatif Etkileri

CCi, OSM ve PLi tekli uygulamalarinin ve
ponatinib ile kombinasyonlarinin MCF-7 hucreleri
Uzerindeki anti-proliferatif etkileri CFSE boyama
ile akim sitometride degerlendirildi. Ponatinibin
MCEF-7 hlcre proliferasyon hizini kontrole kiyasla
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10 kat yavaslattigi belirlendi. Tekli CCi ve PLI
uygulamalari MCF-7 hicreleri Uzerinde 1ilimli
diizeyde anti-proliferatif etki sergilerken, OSM
uygulamasinin en belirgin etkiyi gdstererek
proliferasyonu 4,8 kat baskiladigi saptandi (Sekil-5).
Kombine p-CCi ve p-PLi uygulamalarinin
ponatinibin  anti-proliferatif ~ etkisini  anlamli
diizeyde arttirdi§i ortaya koyuldu (Sekil-5).
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Sekil-3. Ponatinib, CCi, OSM, PLi ve kombinasyonlarinin
MCF-7 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkileri.
MCF-7 hiicreleri, ponatinib (5 pM), CCIi (50
pg/ml), OSM (50 pg/ml), PLI (50 pg/ml) ile tekli
ve kombinasyon halinde (p-CCi, p-OSM ve p-
PLI) 48 saat siresince kiiltire edildi. Apoptoz
indUksiyonu, akim sitometri kullanilarak Annexin

V/PI  boyamasi yoluyla 6lglldi. Barlarin
Gzerindeki yildizlar *), kontrol ile
karsilastinldiginda anlamli  olan farkliliklan

goOstermektedir (**** p<0,0001). Annexin V-/PI-
fraksiyonu canli  hucreleri, Annexin V+/PI-
fraksiyonu erken apoptotik hiicreleri, Annexin
V+/PI+ fraksiyonu geg¢ apoptotik hicreleri ve
Annexin V-/Pl+ fraksiyonu nekrotik hicreleri temsil
etmektedir. Istatistiksel analizler, toplam apoptotik
hiicre sayisi kullanilarak yapildi.

Ponatinib ve Bitki Ekstrelerinin
Kombinasyonlarinin MCF-7 Hiicre Déngusi
Uzerindeki Etkileri

Hucre proliferasyonunu durdurdugunu
belirledigimiz CCi, OSM ve PLI tekli
uygulamalarinin ve ponatinib ile
kombinasyonlarinin  MCF-7 hiicre doénglsu

dizenlenmesi Uzerinde etkileri akim sitometride
degerlendirildi. Ponatinibin anlamli  duzeyde
Go/G; ve S tutulumuna neden oldugu belirlendi.
CCIi, OSM ve PLIi uygulamalari 48 saatte MCF-7
hicrelerinin G;1-S gegisini bloke etmekteydi. Anti-
proliferasyon sonuglari ile uyumlu olarak, en

belirgin  Go/G;  tutulumu OSM uygulamasi
sonrasinda gd6zlendi (Sekil-6). Kombine p-CCl ve
p-OSM uygulamalari tekli ponatinib

uygulamasindan daha yiksek dizeyde Gy/G;
birikimine neden olurken, bu birikime eslik eden S
ve G,/M fazlarinda azalmalarini indiklemistir.
Kombine p-PLI uygulamasi sonrasinda gézlenen
S birikimi ise tekli ponatinib uygulamasina gore
anlaml farklilik gdstermemektedir (Sekil-6).
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Sekil-4. Ponatinib, CCi, OSM, PLi ve kombinasyonlarinin
MCF-7 hiicrelerinde DNA fragmantasyonu
tizerine etkileri. MCF-7 hicreleri, ponatinib (5
pM), CCI (50 pg/ml), OSM (50 pg/ml), PLI (50
pg/ml) ile tekli ve kombinasyon halinde (p-CCl, p-
OSM ve p-PLI) 48 saat siiresince killtiire edildi.
DNA fragmantasyonu goézlenen apoptotik hiicre

yuzdesi, akim sitometride olculdu. Barlarin
Uzerindeki yildizlar ), kontrol ile
karsilastinildiginda anlamli  olan  farkhhklari

gostermektedir (**** p<0,0001, ns p>0,05).
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Sekil-5. Ponatinib, CCi, OSM, PLi ve kombinasyonlarinin
MCF-7 hiicre proliferasyonu lizerine etkileri.
CFSE boyamasindan sonra ponatinib (5 pM),
CCi (50 pg/ml), OSM (50 ug/ml), PLI (50 pg/ml)
ile tekli ve kombinasyon halinde (p-CCI, p-OSM
ve p-PLI) 48 saat siiresince kiiltiire edilen MCF-7
hucrelerinin proliferasyon hizlari akim sitometride
olculdu. Colcemid ile muamele edilmis hicreler
pozitif kontrol olarak ve negatif kontrol olarak
CFSE ile boyanmamis hiicreler negatif kontrol
olarak kullanildi. Barlarin Gzerindeki yildizlar (*),
kontrol ile karsilastinidiginda anlamli  olan
farkhliklari géstermektedir (**** p<0,0001).
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Sekil-6. Ponatinib, CCi, OSM, PLi ve kombinasyonlarinin
MCF-7 hiicre dongisiu uUzerindeki etkileri.
MCF-7 hiicreleri, ponatinib (5 pM), CCI (50
pg/ml), OSM (50 ug/ml), PLI (50 ug/ml) ile tekli
ve kombinasyon halinde (p-CCi, p-OSM ve p-
PLI) 48 saat siiresince Kkiiltiire edildi. Hiicre
dongusu dizenlenmesi, akim sitometri
kullanilarak DNA'nin Pl ile boyamasi yoluyla
incelendi. Hiicre dongusinin Go/G:, S ve G,/M
fazlarinda biriken hiicrelerin ylUzdesi belirlendi.

TARTISMA

Meme kanserinin gorilme sikhginin ve olim
oranlarinin yuksek seyretmesi nedeniyle (2),
hastaligin énlenmesinde kullanilabilecek veya
mevcut tedavilerin eksiklerini giderebilecek yeni
stratejilerin  tanimlanmasina  ihtiyagc  vardir.
Ponatinib meme kanseri tedavisinde potansiyel
bir in vitro terapi olsa da (13, 14, 24), ponatinibin
kanser hastalarinda ciddi yan etkilere neden
olabildigi rapor edilmistir (30). Kombinasyon
terapileri, yaniti ve tolere edilebilirligi arttirmak ve
direnci azaltmak igin rasyonel stratejiler
oldugundan malignitelerde tedavi standardi
haline gelmislerdir. Bitkisel bilesiklerin ve bitki
ekstrelerinin  meme kanseri Uzerindeki anti-
kanser etkinligi yaygin olarak arastiriimaktadir
(31-33). Bitkilerden elde edilen dogal Urinler
sagkalim, bagisiklik ve yasam kalitesi lzerinde
faydali etkilere ve daha guvenli profile sahip
olabilir (34). Bu nedenle ¢calismamiz kapsaminda,
meme kanseri olgularinin buyik ¢ogunlugunu
olusturan OR pozitif grubunun hedeflenmesinde
gerekli ponatinib dozunu azaltabilecek,
fitokimyasal ajanlari iceren yeni in Vvitro
kombinasyon terapileri tanimlamayi hedefledik.

Tarkiye'de yetisen tibbi bitkilerden Centaurea
calolepis Boiss. anti-inflamatuar, antioksidan
Ozelliklere  sahiptir.  Centaurea calolepis’in
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sekonder metabolitlerinin meme kanseri dahil
bircok solid timor tipine karsi in vitro sitotoksisite
sergiledigi belirlenmistir (17). Benzer sekilde
calismamizda flavonoit, tanen, antrasen igerigine
sahip Centaurea calolepis inflizyon ekstresinin
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde doz ve zaman
bagimh olarak sitotoksik etkiye sahip oldugu

belirlendi. Ayrica hilcre dongusinin G;-S
gecisini  belirgin seviyede blokladidi, anti-
proliferatif ve apoptotik etki sergiledigi ortaya
koyuldu. Calismamiz Centaurea calolepis

bitkisinin apoptotik ve anti-proliferatif etkinliginin
degerlendirildigi ilk arastirma olma niteligindedir.
Bununla birlikte, Centaurea cinsine ait farkli
bitkilerle yapilan in vitro calismalar
bulunmaktadir. Meme kanseri hicrelerinde
Centaurea bruguierana ekstresinin apoptoza ve
G, hiicre doéngusu tutulumuna neden oldugu (35),
Centaurea cyanus ekstresinin apoptoza ve subG;
ve G; hiicre déngusu tutulumuna neden oldugu
gOsterilmistir  (36). Ayrica  g¢alismamizda,
Centaurea calolepis su ekstresi uygulamasinin
meme kanseri hiicre populasyonununun %50’sini
hedeflemek igin gerekli ponatinib dozunu azalttigi
(1,3 Kkat) belirlendi. Ponatinib tedavisinin yan
etkilerinin ~ (30)  giderilmesinde  uygulanan
ponatinib dozunun azaltmasinin énemi buyuktur.
Ponatinib ile kombinasyon halinde Centaurea

calolepis  ekstresi  uygulanan  hucrelerde,
ponatinib ile indiklenen apoptozun, anti-
proliferasyonun ve Gy/G; hiicre donglsu

tutulumunun oldukga belirgin dizeyde yukseldigi
de ortaya koyuldu. Centaurea albonitens
ekstresinin kombinasyonel anti-kanser etkinliginin
arastinldigi bir galismada (37), farkli l6semi hiicre

modellerinde vinkristinin kemoterapdtik
duyarlihgini artirdigi belirlenmistir. Bizim
sonuglarimizdan  farkh  olarak, Centaurea

albonitens ekstresinin vinkristin aracili apoptozu
hicre déngusu duraklamasina neden olmadan
arttirdid1 rapor edilmistir.

Bati Anadolu’ya endemik Origanum sipyleum L.
bitkisi anti-inflamatuar, antioksidan ozelliklere
sahiptir. Origanum sipyleum bitkisinin kolon
kanserinde anti-proliferatif etkinlik sergiledigi
ortaya koyulmustur (21). Calismamizda terpenoit,
flavonoit, tanen, antrasen icerigine sahip
Origanum sipyleum metanol ekstresinin MCF-7
meme kanseri hdcrelerinde doz ve zaman
bagiml olarak sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirlendi. Sitotoksik etkilerine ek olarak, ihml
seviyede apoptozu indikledigi, belirgin olarak
proliferasyonu baskiladigi ve ponatinibden daha
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gucli dizeyde Gy/G; hicre dénglsu tutulumuna
neden oldugu ortaya koyuldu. Literatirde
Origanum cinsine ait farkh tirlerle yapilan meme
kanseri in vitro calismalar da mevcuttur.
Origanum majorana etanol ekstresinin meme
kanseri hucrelerinde apoptozu indiklemesinin
yaninda dusik dozlarda hiicre déngusuni G,/M
fazinda durdururken ylksek dozlarda sub-Gg
birikimine neden oldugu bildiriimistir (38). Yine
bizim sonuglarimizla paralel olarak, Origanum
acutidens ekstresinin meme kanserinde apoptozu
indikledigi (39), liyofilize Origanum vulgare
meme kanserinde apoptozu indukledigi ve sub-
Go/G; birikimine neden oldugu rapor edilmistir
(40). Ayrica Origanum sipyleum uygulamasinin
ponatinibin etkinligi Uzerindeki etkilerini
arastirdigimizda, MCF-7 hticre populasyonunun
%50’sini hedeflemek i¢in gerekli ponatinib
dozunu azalttigi (1,3 kat) belirlendi. Origanum
sipyleum kombinasyonu araciligiyla gerekli
ponatinib dozunun azalmasi, ponatinib
tedavisinin yan etkilerinin azaltiimasina katkisi
olacaktir. Origanum vulgare etanol ekstresinin
kolon kanseri hiicrelerinde 5-Florourasil aracili
apoptozu arttirdigi ortaya koyulmustur (41).
Origanum sipyleum ekstresinin ponatinib ile
indiklenen Gy/G; tutulumunu guglendirdigi ancak
ponatinibin indlkledigi apoptozu arttirmadigi
belirlendi. Sonuglarimiz, Origanum sipyleum
MCF-7 meme kanseri hiicreleri tzerindeki anti-
kanser Ozelligini sitostatik etkilerle gosteriyor
olabilecegini géristni desteklemektedir.

Flavonoit, tanen ve antrasen yapisinda bilesikler
icerdigi belirlenen Phlomis lycia D. Don inflizyon
ekstresinin, calisma  kapsamindaki  diger
ekstrelere kiyasla MCF-7 meme kanseri hlcreleri
Uzerinde daha ylUksek sitotoksik etkiye sahip
oldugu belirlendi.  Calismamiz  Turkiye'de
kullanilan tibbi bitkilerden biri olan Phlomis lycia
tirinun anti-kanser etkinliginin arastirildigi ilk
calismadir. Bununla beraber literatlirde Phlomis
cinsine ait farkh turlerle yapilan meme kanseri in
vitro calismalar da mevcuttur. Stojkovi¢ ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada Phlomis fruticosa L.
metanol ekstresinin MCF-7 hicrelerinde zayif
anti-kanser etki (ICso: 454 pg/ml) sergiledigi
ortaya koyulmustur (42). Sitotoksisite
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sonuglarimiz tlrler arasindaki farkhhdi ortaya
koyar nitelikte olup, c¢alismamizda MCF-7
hicrelerinde Phlomis lycia inflizyon ekstresi
yuksek sitotoksik etkinlige sahip olarak 1Cs, dozu
42,5 yg/ml olarak belirlenmistir. Yarmolinsky ve
ark. yaptiklari calismada, Phlomis viscosa etanol
ekstresinin MCF-7 hucre canliligini
doksorubisinden bile daha belirgin seviyede
azalttigini ortaya koyarak, gugli anti-kanser
etkinlige sahip oldugunu belirtmiglerdir (43). Bu
bilgiyle uyumlu olarak ¢alismamizda da, Phlomis
lycia ekstresinin MCF-7 hiicre dongusinin G;-S

gecisini  belirgin seviyede blokladidi, anti-
proliferatif ve apoptotik etki sergiledigi ortaya
koyuldu. Phlomis cinsi bitkilerden Phlomis

leucophracta ile prostat kanserinde anti-kanser
kombinasyon c¢alismasi gergeklestiriimis ve
Phlomis leucophracta ekstresinin paklitaksel ile
kombinasyonunun sinerjistik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (25). Benzer sekilde galismamizda,
Phlomis Lycia, ponatinib ile kombine
uygulamasinda, ponatinibin apoptotik etkisini en
yiuksek seviyede arttiran bitki ekstresi olarak

belirlendi. Buna ek olarak ponatinibin anti-
proliferatif ~etkisini de guglendirdigi ortaya
koyuldu.
SONUGC
Ponatinib ile Centaurea calolepis Boiss.,

Origanum sipyleum L. ve Phlomis lycia D. Don
bitki ekstrelerinin kombinasyonlari, in vitro
apoptozun  induklenmesi,  proliferasyonunun
baskilanmasi ve hicre dongustnin bloklanmasi
ile MCF-7 OR pozitf meme kanseri hiicre
modelinde  anti-kanser aktivitesi  sergiledi.
Belirlenen ylksek anti-kanser etkilerinin 1s1ginda,
Tirkiye'de yetisen bu endemik bitki ekstrelerinin
meme kanseri hastalarinin tedavisinde potansiyel
strateji temsil edebilecedi gdrusindeyiz.

Aciklamalar

Calismaya ait proje butce destegi bulunmaktadir.
Calismada kullanilan bitki ekstreleri TUBITAK
110S289 no’lu projeden saglanmistir.

Cikar gatismasi: Yazarlar bu makale igin ¢ikar
catismasi olmadigini beyan etmiglerdir.
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