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Abstract

N-Acetylcysteine (NAC) is a low molecular weight and thiol-containing antioxidant. The free radical
scavenging property is linked to the nucleophilicity and redox interactions of the thiol group. The aim of
this study was to investigate the cytotoxic effect of paclitaxel used in chemotherapeutic treatment of
breast cancer and N-Acetylcysteine, an antioxidant molecule, on MCF7 cells.

In the MCF7 breast cancer cell line, the cytotoxic effect of paclitaxel is 7.5 pM and 10 uM and N-
acetylcysteine's 10mM, 25mM, 50mM, 75mM dose combinations on the cells were determined by WST1
test at 24, 48 and 72 hours incubation times.

N-Acetylcysteine showed proliferative effect on breast cancer cells. This effect persisted when combined
with paclitaxel and weakened the cytotoxic effect of paclitaxel. However, the proliferative effect of NAC
decreased with increasing incubation time. Colony forming ability of applied combinations at MCF 7
cells is also supports the results of cytotoxicity. In vivo and in vitro longer-term studies that will be used
concurrently with conventional cancer treatment and NAC will contribute to clarify the issue.
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MCF7 Meme Kanser Hiicre Hattinda Paklitakselin
Sitotoksik Etkisi Uzerine N-Asetilsisteinin Koruyucu Rolii

Ozet

N-Asetilsistein (NAC), diisiik molekiil agirlikli tiyol iceren bir antioksidandir. Serbest radikal temizleme
ozelligi, tiyol grubunun niikleofilikligi ve redoks etkilesimlerine baglanmistir. Bu calismada meme
kanserinin kemoterapotik tedavisinde kullanilan paklitaksel ile birlikte antioktioksidan molekiil olan N-
Asetilsisteinin MCF7 hiicreleri iizerine stotoksik etkisi arastirildi.
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MCF7 meme kanser hiicre hattinda, paklitakselin, 7,5 uM ve 10 pM; N-Asetilsisteinin ise 10mM,
25mM, 50mM, 75mM doz kombinasyonlar1 24, 48 ve 72 saat inkubasyon siirelerinde, hiicreler {izerine
sitotoksik etkisi WST1 testi ile belirlendi.

N-Asetilsistein, meme kanser hiicreleri iizerinde proliferatif etki gosterdi. Bu etkinin paklitaksel ile
birlikte kombine uygulandiginda da devam ettigi, paklitakselin sitotoksik etkisini zayiflattig1 gortildii.
Ancak NAC’n proliferatif etkisinin inkubasyon siiresi arttik¢a azaldigi saptandi. Kombinasyonlarin
uygulandigt MCF7 hiicrelerinin koloni olusturabilme yetenekleri de sitotoksite sonuglarini
desteklemektedir. Konvensiyonel kanser tedavisi ile NAC’in eszamanlh kullanilacagi daha uzun siireli
invivo ve invitro aragtirmalar konunun aydmlatilmasina katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: N-Asetilsistein, paklitaksel, MCF7

1.Giris

Viicudun doku ve organlarini olugturan hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal bir sekilde ¢ogalmasi kanser
olarak tanimlanir. Hiicreye disardan etki eden radyasyon, uv isik, viriis, sigara dumani gibi bazi
genotoksik faktdrler ya da kalitsal mutasyon, hiicresel onarim mekanizmalarmin bozulmasi gibi i¢
faktorlerin kanser olusumunda etkin rol oynadigi bilinmektedir. DNA replikasyonu esnasinda meydana
gelen mutasyonlar kanser hiicrelerinin olusumu ile sonuglanir. Viicudun tiim doku ve organlarinda kanser
olusabilir. Daha genel bir ifade ile kanser, genetik ve epigenetik sonuglara sebep olan biiyiimesi kontrol
edilemeyen, gesitli organ ve dokulara yayilim gésterebilen bir durumdur (Cho ve ark.,2014; Valko ve
ark.,2006). Modern toplum, teknolojik aletlerin kullanimindaki artis, besinlerdeki katkilar, ultraviyole
151k gibi ¢esitli nedenlerden kanser vakalari hizla artmaktadir. Halen en etkili tedavi kemoterapidir.
Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde uygulanan en yaygin ve etkili yontemdir. Ancak, kemoterapi
siiresince, hastalarm tedaviye cevap vermemesi veya tedavi sonrasi kanserin tekrarlamasi siklikla goriilen
bir durumdur (Kars Demirel ve ark., 2009; Papet ve ark., 2011).

Paklitaksel (Taksol) en aktif kanser kemoterapdtik ajanlarindan biridir. Over, meme ve kiigiik hiicreli
dis1 akciger tiimorlerinin yani sira bas boyun kanserleri gibi gesitli insan tiimérlerine karsi etkilidir.
Paklitaksel, 1967 yilinda Monroe E. Wall ve Mansukh C. Wani tarafindan Pasifik porsuk agaci (Taxus
brevifolia) kabugundan izole edilmis yari sentetik ve taksan grubundan kemoterapotik bir ilagtir.
Paklitaksel mitoz boliinme sirasinda mikrotiibiillerin B-Tiibiilin alt grubuna baglanarak, mikrotiibiillerin
tiibiilinlere doniismesini ve mitoz boliinme sirasinda olusan ig ipliklerinin yikimini engeller ve hiicre
boliinmesini durdurur. Hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurup apopitozisi tetikler ve sitoktoksisiteye
neden olur. Paklitakselin indiikledigi sitotoksisite ve apopitozis arasindaki pozitif korelasyon in-vivo
olarak da gésterilmistir (Fukui ve ark.,2010; Ozfiliz, 2013).

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden tiireyen serbest oksijen radikalleridir
(ROS). ROS, hem endojen hem de eksojen maddelerden iiretilebilir. ROS, biyolojik sistemler i¢in faydali
yada zararli rol oynayabilir (Valko ve ark, 2007). ROS'un faydal etkileri, 6rnegin enfeksiyoz ajanlara
kars1 savunma ve bir dizi hiicresel sinyallesme sisteminin islevinde oldugu gibi, zararl etkilere kargi
hiicrenin verdigi fizyolojik tepkileri icerir. Diisiik konsantrasyonlarda ROS'un bir baska faydasi,
mitojenik yanitin indiiklenmesidir. ROS’un ¢ok sayida genin ve sinyal iletim yollarinin ekspresyonuna
midahale ettigi agikga kanitlanmustir. Buna karsilik, oksidatif stres olarak adlandirilan yiiksek
konsantrasyonlarda ROS, lipitler membranlar, proteinler ve niikleik asitler dahil hiicre yapilarma zarar
verir (Poli ve ark., 2004). ROS’un zararli etkileri antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin etkisiyle dengede tutulur. Hiicrenin antioksidan savunma sistemine ragmen yasam
donglisii boyunca biriken oksidatif hasar, DNA’ya, proteinlere ve lipitlere hasar verebilir; kanser,
arteriyoskleroz, artrit, norodejeneratif hastaliklar ve yasa bagli diger durumlar gibi hastaliklarin
gelisiminde kilit rol oynar (Cadenas ve Davies, 2000).

Birgok tiimor destekleyicileri, SOD, katalaz, glutatyon vb. gibi hiicresel antioksidan savunma sistemleri
iizerinde gii¢lii bir inhibe edici etkiye sahiptir. Yiiksek seviyede oksidatif stres hiicre i¢in sitotoksiktir ve
apoptoz, hatta nekrozu indiikkleyerek proliferasyonu durdururken, diisiik seviyedeki oksidatif stres
aslinda ¢ogalma asamasinda hiicre béliinmesini uyarabilir ve bdylece tiimdr biiyiimesinin ilerlemesini
indiikleyebilir (Valko ve ark.2006). Biyolojik sistemler, antioksidan savunma mekanizmalari ile serbest
radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldiran savunma sistemleri gelistirmiglerdir. Antioksidanlar; lipit
peroksidasyonunu engellerler ve okside olan substratlara gore daha az konsantrasyonlarda bile substratin
oksidasyonunu geciktirirler ve inaktif duruma getirirler Bu gibi antioksidanlar, serbest radikallerin
(prooksidantlar) dogrudan uzaklastirilmasini temsil ettigi icin son derece 6nemlidir, bu nedenle biyolojik
alanlar i¢in maksimum koruma saglar. En etkili enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidazdir (Mates ve ark. 1999). Enzimatik olmayan antioksidanlar C vitamini, E vitamini,
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karotenoidle; glutation, tioredoksin ve lipoik asit gibi tiyol antioksidanlari, dogal flavonoidler, pineal
bezin hormonal bir {iriinii melatonin ve diger bilesikleri icerir (McCall ve Frei, 1999). Tiimor hiicrelerinde
artmig ROS diizeyleri ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin dengesiz aktiviteleri arasinda
bir baglant1 vardir.

Glutatyon (GSH),cok islevli bir hiicre i¢i enzimatik olmayan antioksidandir. Hiicrenin ana tiyol-disiilfiir
redoks tamponu oldugu disiiniilmektedir. Glutatyon sitosol (1-11 mM), ¢ekirdekler (3-15 mM) ve
mitokondri (5-11 mM)de olduk¢a bol bulunur ve bu hiicre kombonentlerinin major soluble
antioksidanidir. Cekirdekteki GSH, DNA onarimi1 ve ekspresyonu i¢in gerekli olan kritik protein
stilfidrillerin redoks durumunu korur. GSH, detoksifikasyon; hiicresel redoks durumun modiilasyonu ve
redoks duyarli hiicre sinyallizasyon yolaklari; pro- ve anti-apoptotik sinyallerle etkilesimleri igeren ¢ok
faktorli mekanizmalarla hiicreleri apoptotise karsi korur (Masella ve ark.,2005). GSH diizeyi apoptoza
kars1t korunmada onemli bir faktdr oldugundan, antikanser ilaca bagli apoptozun etkinligi, GSH'nin
tikkenmesini gerektirir, boylece tiimér tedavisini kolaylastirir (Valko ve ark.,2006).

Aminotiyol ve hiicre i¢i sistein ve GSH'nin sentetik bir dnciisii olan N-asetilsistein (NAC), uzun yillar
mukolitik bir madde olarak ve parasetamol zehirlenmesinde ana yan etkileri olmadan tercih edilen ilag
olarak kullanilmistir (Duran ve ark., 2011). Molekiiler yapisi nedeniyle N-Asetilsisteinin; hiicre i¢ine
kolayca girebildigi ve glutatyon (GSH) olusumunda onciil rol oynayarak oksidatik strese karsi hiicre
savunmasini destekledigi, ayn1 zamanda yapisinda bulunan serbest tiyol gruplari ile de direkt antioksidan
etki gosterdigi; hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipoklordz asit gibi oksidan molekiillerle etkileserek
radikal toplayici etki gosterdigi ileri stirilmektedir. Hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalardan elde edilen
kanitlar, NAC'nin hiicre dis1 sistini sisteine indirgeyerek veya siilthidril (-SH) gruplar1 saglayarak GSH
sentezini uyardigr ve glutatyon-S-transferaz aktivitesini artirarak hiicre ici GSH"1 yenileyebildigini
gostermektedir (Issels ve ark., 1988). Son yirmi yilda, sayisiz in vitro ve in vivo ¢alisma, NAC'm
kanserojenez, tiimorijenez ve mutajenezin yani sira timor bllyiimesi ve metastazi inhibisyonu dahil
olmak iizere faydali tibbi 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir (Kumamato ve ark., 2001).
Kemoterapatik ajanlarla birlikte antioksidan uygulamasinin etkisi halen tam olarak bilinmemektedir.
Calismada kanser tedavisinde kullanilan paklitaksel ile birlikte antioktioksidan molekiil olan N-
Asetilsisteinin MCF7 hiicreleri iizerine stotoksik etkisi arastirildi.

2.Materyal Ve Yontem

Calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda paklitaksel sitotoksik etkisi lizerine N-asetil sisteinin
antioksidan roliiniin gosterilmesi amaglanmistir. MCF-7 hiicreleri, Haziran 1970 tarihinde, 64 yasinda
evre IV invaziv duktal karsinomali bir kadin olgunun plevral efiizyonundan elde edilmistir (Soule ve
ark., 1973). Calismada kullanilan MCF-7 (insan meme adenokarsinoma) hiicre hatti1 Ankara Sap
Enstitiisii’nden temin edildi.

MCF-7 hiicre hatti, 37 C° de, % 5 CO2"li, nemli ortamda , %10 FBS, 2mM L-glutamin, 0,02M non
esansiyal aminoasit, ImM sodyum piruvat 16mg/dL gentamisin iceren DMEM FI12 besiyerinde
cogaltildi. Hiicre kiiltiir islemleri steril laminar hava akimli ¢aligma kabininde gergeklestirildi. Kiiltiir
flasklarinin %80-90 kaplandiginda, 3 ml Tripsin/EDTA (% 0.05) ile 3 dakika muamele edilerek,
hiicrelerin flask zemininden ayrilmasi saglandi. Hiicreler zeminden kalkinca, besiyeri ile nétralize edilip,
15 ml’lik steril santriftj tiiplerine aktarildi. Santrifiijlenen hiicrelerin, islem sonrasinda siipernatanti
atilarak dibe ¢oken hiicre pelleti 10 ml besiyeri ile seyreltildi.

Hiicrelerin yeterince ¢ogalip ¢ogalmadiginin ve hiicre canliliginin degerlendirilmesi igin, hiicreler tripan
mavisi ile boyanarak sayim yapidi. Pipetajla homojenize edilen hiicrelerin siispansiyonundan 100 pl
alind1 ve thoma laminda sayim gergeklesti.

Calismada 9x10° ml hiicre sayildi. Hiicrelerin 24 saatte IC50 sayismni belirlemek amaciyla 1/2, 1/4, 1/8,
1/16 oranlarinda sulandirilan hiicrelerde WST-1 testi ile canlilik analizi yapildi. Sitotoksik etki ve
metabolik aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan WST-1 testi canli hiicrelerden tetrazolium tuzlarmnin
ayristirilmasina dayanan kolorimetrik bir testtir. WST-1 reaktifinde bulunan tetrazolyum tuzu, 6ncelikle
hiicre ylizeyinde olusan karmasik bir hiicresel mekanizma ile ¢dziiniir bir formazana bdlinir. Bu
biyolojik indirgeme, canli hiicrelerde biiyilk oranda NAD(P)H'min glikolitik iiretimine baghdir.
Dolayisiyla formazan boyast miktar: kiiltiirdeki metabolik olarak aktif hiicrelerin sayis1 ile dogrudan
iligkilidir.

Bu amagla 96 well plaklara 200pu1 hiicre siispansiyonu ilave edildi, 24 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda 6lii hiicreler PBS ile 2 kez yikanarak uzaklastirildi, 100ul %10 WST-1 ilave edildi, 3 saat %5
CO; ortaminda inkiibe edildikten sonra 450nm’de absorbanslar okundu. Sonug¢lar GraphPad Prism 5
programinda degerlendirildi, 24 saatlik MCF-7 hiicrelerin IC50 sayis1 3500 olarak hesaplandi.
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2.1.C50 Dozlarimin Belirlenmesi

Paklitakselin sitotoksik analizlerini yapmak amaciyla 96’lik plaklara her bir kuyucuga 5000 hiicre olacak
sekilde 200pl hiicre siispansiyonu ilave edildi. Hiicreler 24 saat %5 CO; ortaminda inkiibe edildi. Seri
dilusyonlar (0.5, 1, 2.5, 5,7.5,10, 15, 20 uM) halinde hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki paklitaksel
ihtiva eden medyum hiicrelerin iizerine ilave edildi. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyondan sonra WST-1 ile
hiicre proliferasyon testi yapildi ve paklitaksel’in IC50 dozu 72.saatte 6 uM olarak bulundu.

N-Asetil sistein hiicre proliferasyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla hiicre mediumunda hazirlanan
100mM stok NAC ¢ozeltisinden 1; 5; 10; 25; 50, 75 mM hazirlandi, 24, 48 ve 72 saat inkubasyondan
sonra WST-1 ile canlilik testi yapildi. NAC’m 72.saat IC50 dozu 7.5mM olarak bulundu.

Sitotoksite diizeyleri asagidaki formiil ile hesaplandi.

1-(test kuyucugunun adsorbansi / kontrol kuyucugunun adsorbansi) x 100

2.2.N-Asetil Sistein ve Paklitaksel Kombinasyonlar

Caligmada MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda IC50 dozlar1 dikkate alinarak belirlenen paklitaksel ve
N-asetil sistein’in farkli dozlarinm tek basmma ve kombine uygulanmasindaki olasi sinerjistik sitotoksik
etkileri arastirildi.

Caligmanin baginda 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarmna, toplam 100ul voliim i¢inde 5.000 hiicre olacak
sekilde ve her bir konsantrasyon i¢in li¢lii kontrollii hiicre ekimleri yapildi. Paklitakselin deneyimizde
calisilacak konsantrasyonlart 7,5 puM ve 10 puM’dir. N-Asetil Sistein igin ise olusturulan
konsantrasyonlar1 10mM, 25mM, 50mM, 75mM olarak saptanmustir. Hiicre ekim isleminden sonra 24
saat boyunca inkiibatérde bekletilen hiicre kiiltiir plaklarina planlanan konsantrasyonlardaki paklitaksel
ve N-asetil sistein toplam 100 pl voliim i¢inde olacak sekilde, tek baslarina veya kombine edilecekleri
dozlarida 24-48-72 saatlik sitotoksisite analizleri i¢in ekimleri yapildi ve her bir deney 3 kez tekrarland1.

2.3.Kristal Viyole ile Koloni Olusturma Yeteneklerinin Belirlenmesi

Klonojenik test hiicrelerin lireme ve koloni olusturma kapasitelerinin arastirilmasinda kullanilan bir
sitotoksisite testidir. Bu nedenle MCF7 meme kanser hiicre hattinin paklitaksel ve n-asetil sisteine
duyarliliklarini belirlemede bu yontemden yararlanildi. Bu amagla MCF7 meme kanser hiicreleri, 24
kuyulu plaklarm her kuyucugunda 1,25x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin yapismalar1 igin
plateler 37Cde %5 CO2 ve %95 nem igeren ortamda 24 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
mikroskopta hiicrelerin tutunduklar1 kontrol edilerek, hiicreler steril PBS ile yikandi. P7,5/NACI10,
P7,5/NAC25, P7,5/NAC50, P7,5/NAC75, P710/NAC10, P10/NAC25, P10/NAC50, P10/NACT75
konsantrasyonlarda paklitaksel ve N-Asetilsistein hiicrelerin lizerine uygulandi ve 72 saat inkiibe edildi.
Inkubasyonun ardindan besiyeri uzaklastirildi, PBS ile yikandi. Hiicreler %10 formaldehit ile oda
sicakliginda 15 dak fikse edildi.

Metanol iginde %0.5 g olacak sekilde hazirlanan kristal viyole boyasmin stok soliisyonundan 1/10
oraninda distile su ile diliie edilerek ¢aligma soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyondan fikse edilen hiicrelerin
tizerine 250 pl eklendi ve 15dk bekletildi. Inkubasyonun ardindan hiicreler boyay1 uzaklastirmak i¢in 3
kez distile su ile birer dakikalik periyotlarla yikandi. Ardindan plakalar kapaklar1 a¢ik vaziyette
kurumaya birakildi. Isik mikroskobu altinda degerlendirme yapilarak, sonuglar fotograflanda.

3.Bulgular

Meme kanser hiicreleri lizerine uygulanan NAC ve paklitakselin sitotoksite sonuglar1 Tablo 1, 2 ve 3’de
gosterilmistir.Fa rkli doz ve siirelerde NAC uygulanan MCF7 hiicre hattinda hiicre gogalmas1 24 saat
inkubasyon siiresinde, SmM dozdan itibaren doz artigina paralel olarak kontrollere gore 6nemli diizeyde
arti gdsterdi (p<0,005). 48 ve 72 saatlik inkubasyon siirelerinde 1mM, SmM ve 10mM NAC uygulanan
hiicrelerin ¢ogalmasinda kontrollere gore bir farklilik gozlenmedi (p>0,05), 25mM uygulamada hiicre
sayisinin azaldigi, 50 ve 75SmM da hiicrelerin ¢ogalmasinda artis oldugu gériildii (p<0,001) (Tablo 1).
Paklitakselin 0,5-20 uM arasindaki farkli dozlar1 uygulanan MCF7 hiicre hattinda 24 saat ve 72 saat
inkubasyon siirelerinde biitiin uygulamalarda kontrol grubuna goére hiicre canliliginda 6nemli bir azalma
goriildii (p<0,05). 48 saat inkubasyon siiresinde hiicre canliligindaki azalma 5 uM doz uygulamasindan
sonra hiicre proliferasyonu anlamli bir sekilde azald1 (p>0,05). Paklitakselin MCF7 hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisi doz ve zamana bagli olarak arttig1 saptandi (Tablo2).

Paklitaksel ve NAC’m MCF7 hiicreleri {izerine yukarida belirtilen dozlarda nygulamalarin sitotoksite
sonuglarmm CompuSYN 1.0 (CombeSyn Inc., Paramus, NJ, USA) programi kullanilarak hesaplanan
IC50 dozlarma gore paklitaksel-NAC kombinasyonlar: belirlendi. 24 saat inkubasyon siiresinde artan
konsantrasyonlarda P/NAC uygulamasinin hiicre proliferasyonunu istatistik olarak anlamli bir sekilde
artirdigr  goriildiic (p<0,05). Kombinasyonlarin uygulandigi hiicreler 48 saat inkubasyona tabi
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tutuldugunda kontrollere goére hiicrelerin daha fazla ¢ogaldigi (p<0,05), ancak bu artisin 24 saat
inkubasyon siiresine gore daha yavas oldugu; P7,5/NAC25, P10/NAC10, P10/NAC25 dozlarindaki
degisimlerin ise kontrol grubuna gore 6nemli olmadigi bulundu (p>0,05). Paklitaksel ve N-Asetilsistein
kombinasyonlarmin uygulandigt MCF7 hiicreler, 72 saat inkube edildiginde P7,5/NAC25 uygulanan
hiicrelerin proliferasyonu ile kontroller arasinda bir fark bulunmazken (p>0,05), diger doz
uygulamalarinda 6nemli degisimler tespit edildi (p<0,05). P7,5/NAC10; P10/NAC10; P10/NAC25
uygulama gruplarinda hiicre ¢ogalmasi kontrollere gore diiserken diger uygulamalarda yiiksek oldugu

goriildii (p<0,05).
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Tablo 1. NAC’1n doz ve zamana bagli olarak MCF7 hiicre ¢ogalmasi lizerine etkisinin istatistiki

N-Asetilsistein

(mM)

Kontrol
1
5
10
25
50

75

degerlendirilmesi

24 h WST-1 48 h WST-1

% hiicre p %hiicre p

¢ogalmasi ¢ogalmast

100 100
99,4 1 100,8 1
109,9 0,006 99,4 1
129,9 0,000 97,2 0,432
183,5 0,000 83,9 0,001
193,8 0,000 126,1 0,000
217,9 0,000 1319 0,000

72 h WST-1
% hiicre p
¢ogalmasi

100

104,3 0,123
106,4 0,030
67,6 0,000
85,4 0,001
118,9 0,000
121,4 0,000

Tablo 2. Paklitakselin doz ve zamana bagh olarak MCF7 hiicre ¢ogalmasi lizerine etkisinin istatistiki

Paklitaksel

(uMol)

Kontrol

0,5

1
2,5

5
7,5
10
15

20
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degerlendirilmesi
24 h WST-1 48 h WST-1
% hiicre p % hiicre p
cogalmast cogalmast

100 100

87,2 0,003 91,9 0,021
87,7 0,004 91,7 0,190
87,2 0,003 91,4 0,160
83,1 0,001 88,8 0,006
81,7 0,001 86,7 0,003
79,5 0,001 79,5 0,001
66,1 0,000 65,3 0,000
53,4 0,000 46,2 0,000

72 h WST-1
% hiicre p
cogalmast

100

87,9 0,004
85,7 0,020
91,4 0,016
89,3 0,007
87,6 0,004
81,5 0,001
53,5 0,000
30,2 0,000
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Tablo 3. Paklitaksel ve NAC kombinasyonlarmin doz ve zamana bagli olarak MCF7 hiicre ¢ogalmasi
tizerine etkisinin istatistiki degerlendirilmesi (P:Paklitaksel, NAC:N-Asetilsistein)

Kombinasyonlar 24 h WST-1 48 h WST-1 72 h WST-1
Y%hiicre p %hiicre p %hiicre p
¢ogalmast ¢ogalmasi ¢ogalmasi
Kontrol 100 100 100
P7,5/NAC10 87,1 0,010 70,6 0,000 38,8 0,000
P7,5/NAC25 127,7 0,000 112,3 0,120 103,6 0,707
P7,5/NAC50 153,8 0,000 157,9 0,000 120,6 0,002
P7,5/NAC75 186,4 0,000 161,1 0,000 116,9 0,003
P10/NAC10 97,3 0,953 90,3 0,300 87,2 0,010
P10/NAC25 117,4 0,003 110,1 0,250 88,5 0,015
P10/NAC50 168,1 0,000 149,6 0,000 121,1 0,001
P10/NACT75 211,0 0,000 179,7 0,000 127,6 0,000

3.1.Paklitaksel-NAC Kombinasyon uygulamalarimin MCF7 hiicreleri iizerine Kristal Viyole ile Koloni
Olusturma Yetenekleri

NAC ve pakitakselin MCF7 hiicre hattina 72 saat inkubasyon siiresinde koloni olusturabilme yetenegi
iizerine etkileri kristal viyolet boyamasinin ardindan goriintiilenerek Sekil 1’°de verilmistir. Paklitakselin
yiiksek dozlarinin doz artigina paralel olarak hiicrelerin koloni olusturma yetenegini azalttig; NAC’m
ise 10mM NAC uygulamasi koloni olusturma sonuglar1 kontrole yakinken, 25, 50 ve 75 mM NAC ilave
edilen uygulamalarda daha az oldugu goriildii. Paklitaksel ve NAC kombinasyon uygulanan MCF7
hiicrelerinde ise kontrollere gore belirgin bir bicimde koloni olusturma yeteneklerinin azaldigi,
paklitakselin sitotksik etkisini ise ilave edilen NAC’m azalttig1, hiicre kolonisi oranmin artirdig1 kristal
viyole sonuglarinda belirgin bir sekilde goriilmektedir.

KONTROL P7,5 P10
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KONTROL P7,5 NAC10 P7,5 NAC25 P7,5 NAC50 P7,5 NAC75

P10 NAC10
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Sekil 1. NAC ve paklitakselin MCF7 meme kanser hiicre hattinda 72 saat inkubasyon siiresinde
hiicrelerin koloni olugturabilme yetenegi tizerine etkisi

4. Tartisma

Konvansiyonel kanser tedavileri sirasinda eszamanli antioksidan kullanimi konusunda yogun bir
tartigma vardwr. Oksidatif stresin, antineoplastik ajanlarin kanser hiicreleri {izerinde optimal
sitotoksisiteleri i¢in gerekli olan hiicresel islemlere miidahale ettigi ve hafif oksidatif stres seviyelerinin,
antikanser ilaglarin sitotoksisitesini azalttigr ileri siiriilmistiir. Bu nedenle, antikanser ilaglari
uygulandiginda meydana gelen ROS olusumunun tedavinin etkinligini azalttig1 iddia edilmistir. Buna
karsilik, antineoplastik ajanlarin neden oldugu yan etkilerin bir kism1 baz1 antioksidanlar tarafindan
onlendigi goriildiigiinden kemoterapi sirasinda bu antioksidan takviyesinin yan etkileri azaltabilecegi
ve tedaviye yaniti artirabilecegi gortisii de ileri siiriilmektedir (Ozben, 2007). Bu bilgiler 1s1gimda son
zamanlarda artan sayida hasta, antioksidanlarla tamamlayici tedavilere yonelirken; bir¢ok onkolog
antioksidanlarin aleyhine donmiistiir; hastalarini konvansiyonel kanser tedavisi sirasinda antioksidan
kullanmamalar1 konusunda uyarmaktadir. Bu argiiman radyasyon tedavisi ve bazi kemoterapi ilaglarinin
kanser hiicrelerini 6ldiiren reaktif oksijen tiirleri (ROS) {irettigi gercegine dayanmaktadir. Anti-
oksidanlar kemoterapiye miidahale edebilir ve kanser hiicrelerinin ROS tarafindan oldiiriilmesini
Onleyebilir, bu nedenle gelencksel kanser tedavisi sirasinda eszamanli antioksidan kullanimindan
kagmilmasi gerektigi o6ne siiriilmektedir (Akbas ve ark., 2006). Bu tartisma bilimsel alanlarda halen
devam etmektedir. Bu baglamda MCF7 meme kanser hiicre hattinda, N-Asetilsisteinin kemoterapotik
ajan olan paklitakselin ile kombinasyonunun hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi aragtirilmigtir.

Cok sayida in vitro ¢alisma, ¢ok ¢esitli antikanser ajanlarm, kanserde Onemli terapdtik girisimsel
yaklasimlardan biri olan ROS iireterek malign hiicrelerde apoptozu indiikledigini géstermistir (Papet ve
ark., 2011, Ozfiliz, 2013). Kemoterapotiklerle birlikte antioksidanlarin kemoprotektif uygulamalarinin
ROS'u siipiirerek ROS'un indiikledigi apoptoz tarafindan kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesini
Onleyebilecegi iddia edilmektedir (Akbas ve ark., 2006; Ozben, 2007). Ancak durum belirtilenden daha
karmagiktir. Her ne kadar birgok kemoterapi ilact serbest radikal olusumunu indiiklese de, antikanser
etkileri sadece serbest radikallere bagli degildir. Antioksidan, serbest radikallerin neden oldugu yan
etkileri 6nlerken kemoterapinin etkilerini artirabilir (Ozben, 2007) .

N-Asetilsistein, diisiik molekiil agirlikli tiyol igeren bir antioksidandir, serbest radikal temizleme
ozelligi, tiyol grubunun niikleofilikligi ve redoks etkilesimlerine baglanmistir. Ek olarak, NAC
genellikle de novo GSH sentezinin simirlayic1 onciisii olan bir sistein kaynagidir. Glutatyon, canlt
hiicrelerde bulunan en bol miktarda protein olmayan tiyol oldugu ve seviyeleri hiicre i¢i antioksidan
durumunun bir gostergesi olarak kullanildigi i¢in 6nemli bir antioksidandir (Duval ve ark.,2013).
Hiicrenin en 6nemi antioksidanlarindan olan glutatyon (GSH), viicut homeostazinin korunmasinda ve
hiicrelerin oksidanlara, toksik maddelere, DNA'ya zarar veren ajanlara ve eksojen veya endojen kaynakli
kanserojenlere karsi korunmasinda merkezi bir fizyolojik rol oynar. Ne yazik ki, bityiik GSH molekiili,
hiicrelere verimli bir sekilde taginmamaktadir. Ayrica, bu tripeptidin (y-glutamil-L-sisteinil glisin) hiicre
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i¢i sentezindeki hiz1 smirlayan amino asit olan L-sistein insanlar i¢in toksiktir. N-asetil-L-sistein (NAC),
L-sistein elde etmek tizere hiicrelerde kolayca deasetile edilir, bdylece hiicre i¢i GSH sentezini arttirir.
GSH onciisii olarak bu aktivitenin yani swra, NAC, ksenobiyotiklerin toksikokinetigini etkileyen
niikleofilik ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1 hiicre dis1 ortamdaki koruyucu etkilerden sorumludur.
1960'larda mukolitik bir ajan olarak tanitilan N-Asetilsistein, akut bronsit, kronik bronsit ve akut solunum
giicliigii sendromu ve influenza gibi solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde ve profilaksisinde ¢ok
kapsamli klinik uygulamalarda kullanilmistir. Ayrica NAC, parasetamol doz asiminin neden oldugu akut
zehirlenmelerde ve doksorubisin, siklofosfamid ve ifosfamid gibi antikanser ilaglarin toksisitesine karsi
bir panzehir olarak da kullanilmistir (De Flora ve ark.,2001). NAC'nin hiicre zarlarmi lipid
peroksidasyonuna ve protein oksidasyonuna karsi koruyabilecegi ve hiicresel organellerin biitiinliigiiniin
korunmasina yardime1 olabilecegi 6nerilmektedir. Bununla birlikte, NAC'nin apoptoz gibi temel hiicresel
stirecleri etkileyip etkilemedigi ve nasil etkiledigi heniiz belirlenmemistir (Mansour ve ark.2008, Neal
ve ark.,2003, Spapen, 2004).

N-Asetil sistein, E vitamini ile birlikte kolon karsinomu hiicrelerinde Bax proteininin indiiksiyonunu
artirarak 5-FU'ya duyarlilig1 artirmistir (Adeyemo ve ark, 2001). NAC, NF-«B'yi inhibe ederek sisplatin
ve etoposidin prostat kanseri hiicreleri tizerindeki kemoterapdtik etkisini arttirdigi goriilmiistiir (Tozawa
ve ark., 2002). NAC'in kolorektal (Nargi ve ark.,1999) , mesane (Kawakami ve ark, 2001), prostat (Lee
ve ark.2011) ve akciger (Hann ve ark.,2013) karsinoma hiicresi dahil olmak {iizere invitro kanser
hiicrelerinin bliyliimesini, ¢ogalmasini inhibe ettigi bildirilmistir. NAC'in, kemoterapdtik ilaglarin (Bach
ve ark.,2011; Brum ve ark.2013), interferon a (Kretzmann ve ark.,2012), bakir (Zheng ve ark., 2010) ve
epigallocatechin-3-gallatin (Lambert ve ark. 2008) sitotoksik etkileriyle etkilesime girdigi ve kanser
hiicreleri tizerindeki etkilerini arttirdigi da gosterilmistir. Buna karsilik, birkag¢ geliskili rapor da
mevcuttur. Sceneay ve ark. (2013), NAC in vitro meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
etmedigini, in vivo olarak tiimér biiylimesini engellemedigini, hatta daha da arttirdigini rapor etti. Amini
ve ark., (2014) ise MKN45, KATO-III, HT29-5F12, HT29-5M21 and LS174T gastrointestinal kanser
hiicresi hatlarmda 10, 25, 50, 75 mM NAC 72 saat uygulamasmin doz artisiyla birlikte sitotoksik etki
gosterdigini saptamislardir, bu etkiler bleomycin kombinasyonuyla birlikte artmustir.

Paklitaksel, Pasifik porsuk agacmimn kabugundan izole edilen dogal bir alkaloiddir, yumurtalik, meme ve
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserleri de dahil olmak iizere g¢esitli kanserlerin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Paklitaksel, mitotik G2 / M fazin1 durduran ve apoptoz ile sonuglanan tiibiilin
polimerizasyonuyla ve mikrotiipleri stabilize ederek antikanser aktivitesini uyaran antimikrotubiil bir
ajanidir (Saunders ve ark., 1997). Paklitakselin ayrica kanser hiicrelerinde erken reaktif oksijen tiirii
(ROS) ve hidrojen peroksit iiretimine neden olarak hem in vitro hem de in vivo olarak paklitaksel
kaynakli kanser hiicresi 6liimiine katildigi bulunmustur (Ramanathan ve ark., 2005).

Kanser tedavisi goren bircok hasta, kemoterapinin toksisitesini diisiirmek amacryla diyet takviyeleri,
6zellikle antioksidanlar kullanmaktadir. Antioksidanlarin sitotoksik tedavinin etkinligi artiran arastirma
sonuglar1 oldugu gibi (Hans Konrad ve Jiirgen, 2003; Ladas ve Kelly, 2010; Muralikrishnan ve ark.,
2010); antioksidanlarm konvansiyonel sitotoksik tedavilerin etkilerini azaltabilecegini gdsteren kanitlar
da vardir. Kucuksayan ve ark. (2013), insan cancer testis hiicrelerinde (NTERA-2, NT2), NAC'm
bleomisinle indiiklenen apoptozun mitokondriyal ve dliim reseptdr yolaklarmi azalttigini gostermistir.
NAC'nin bleomisin kaynakli apoptoz tizerindeki bu antiapoptotik davranigmni biiyiik olasilikla bleomisin
tarafindan tiretilen ROS'u temizleyen giiglii antioksidan 6zelliginden kaynaklandigmi diistinmiislerdir.
Apoptoz lizerinde olumsuz etkisi olan NAC gibi antioksidanlarm  dikkatli tiiketilmesi veya
konvansiyonel kanser tedavisi sirasinda kemoterapdtik ajanlarla eszamanli kullanimindan kag¢imnilmast
gerektigi sonucuna varmiglardir (Kucuksayan ve ark, 2013).

Paklitaksel ve FUdR ile muamele edilmis meme karsinomu hiicre hatlarinda (MCF-7 veya MDA
MB435S), epigallocatechin gallat, fenetil izotiyosiyanat ve tert-butilhidrokino gibi antioksidanlarin
etkilerini inceleyen bir ¢aligmada, antioksidanlarla eszamanli tedavinin kemoterapdtik ajanlarin
etkinligini azalttigt ve antioksidanlarin sagkalimi artirdigi, antioksidan cevabi diizenleyen gen
ekspresyonunu indiikledigi bulunmustur (De Larco ve ark. 2010). Insan adenokarsinom alveoler epitel
hiicrelerinin ( A549), 5.0 mM NAC ve 1.0 uM paklitaksel ile 24 saatlik bir inkiibasyon siiresi sonunda
NAC, Paklitakselin hiicreler ilizerindeki hiicre i¢i ROS artisi, apoptotik etkisini ve hiicre tizerindeki doz
ve zamana bagli sitotoksik etkisini azalttig1 rapor edilmistir (Lyle ve ark., 2011). Resveratrolun, bazi
insan meme kanseri hiicre hatlarinda paklitakselin antikanser etkilerinin hem in vitro hem de in vivo
olarak etkinligini azalttig1. bu etkiyi paklitakselin neden oldugu G2 / M hiicre dongiisiiniin durmasinin
engellenmesinden ve paklitaksel kaynakli ROS birikiminin baskilanmasi; ardindan anti-apoptotik Bcl-
2'nin etkisizlestirilmesi sonucu ortaya ¢iktigi ileri stiriilmiistiir. (Fukui ve ark., 2010)
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Ayrica, normal hiicreleri sitotoksik uyaricilara karsi koruyan NAC'm anti-apoptotik etkilerini ortaya
koyan kanitlara ragmen, NAC'nin pro-apoptotik bir rolii i¢in tartisilan raporlar da vardir. Tsai ve ark.
(1996), NAC'nin aortik diiz kas hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ancak endotel hiicrelerinde
olmadigin1 bildirmistir. Benzer olarak Havre ve ark. (2002), NAC'm secici olarak p53 aracili apoptozu,
onkojenik olarak transforme edilmis fibroblastlarda secici bir sekilde indiikledigini, ancak normal
hiicrelerde indiilemedigini belirtmistir. Cho ve ark. (2014), NAC'in meme kanseri hiicrelerinde ROS
iiretimini ve Akt fosforilasyonunu azalttigimi ve apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugunu bulmusglardir.
MCF7 hiicrelerinde antikanser olarak etkili oldugu bilinen Triphala (TPL)’nin sitotoksik etkisi NAC
tarafindan 6nlenmis, hiicre proliferasyonunu artirmustir (Sandhya ve Mishra, 2006).

Yapilan arastirmada kematerapotik bir ajan olarak meme kanseri tedavisinde kullanilan Paklitakselin
MCF7 meme kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin doz ve zamana baglh artti§i, 72. saatte
hiicrelerin %50 oraninda Sliimiine yol agtig1 gosterilmistir. NAC’m ise bu hiicrelerde sitotksik etki
yapmadig1 hiicre proliferasyonuna destek oldugu goriilmiistiir. 24.saat’den sonra hiicre g¢ogalmasi
azalmis, ancak doz artisi ile birlikte hiicre ¢cogalmast uyarilmigtir. Bu sonuglar NAC MCF7 hiicreleri
tizerine sitoksik etki etmedigini tersine proliferatif etki yaptigini gostermektedir. NAC’in meme kanser
hiicreleri tizerindeki proliferetif etkisi paklitaksel ile birlikte kombine uygulandiginda da devam etmis,
paklitakselin sitotoksik etkisi zayiflamistir. Kombinasyonlarin uygulandigi MCF7 hiicrelerinin koloni
olusturabilme yetenekleri de sitotoksite sonuglarini desteklemektedir. NAC ilave edilen meme kanser
hiicrelerinde koloni formlar1 gozle goriiliir bir sekilde artmustir. Paklitakselin, kanser hiicrelerinde erken
reaktif oksijen tiirii (ROS) ve hidrojen peroksit olusumunu uyararak etki ettigi bilindiginden giiglii bir
antioksidan olan NAC’m ROS siipiiriiciisii roliinden kaynaklandig1 disiiniilebilir. Arastirmada,
antioksidan ve kemoterapik ilaglar birlikte verildiginde kemoterapinin etkisinin azaldigini iddia eden
calisma sonuglarina benzer sonuglar elde edildi, ancak bu etki yukarida ayrmtilar1 verilen arastirmalarda
sunuldugu gibi hiicre tipine ve i¢erigine gore degisebilir.
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