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Oz

Su ana kadar, ilag kombinasyonlarinin analizi igin ¢ok
sayida c¢esitli yontem gelistirilmistir. Bu metodlar
arasindan “Chou-Talalay'in kombinasyon indeksi teorisi”
artan bir popiilerlik kazanmis ve yaygin kabul gérmiistiir.
Chou-Talalay yontemi, kiitle-eylem yasasinin medyan-
etki prensibinden tliretilen kombinasyon etkisi
denklemine dayanir. Yontem ilag etkilesimlerinin nicel
analizi ve ilag kombinasyonlarinin simiilasyonu igin
bilgisayar yazilim algoritmas1 saglar. Her bir ilacin ve
kombinasyonlarinin  doz-etki egrisinin potensini ve
seklini dikkate alir. CompuSyn yazilimi ile bilgisayar
simiilasyonu, in vitro veya in vivo ¢aligmalar i¢in doz-
etki egrisini, medyan-etki grafigini, kombinasyon indeksi
grafigini, izobologrami, doz-azaltma indeksi grafigini ve
poligonogrami gosterir.

Bu derlemede, ilag kombinasyon c¢aligsmalari i¢in teorik
ve pratik bir kilavuz saglanmasi ve kiitle-eylem yasasi
temelli teori, deneysel tasarimi ve veri analizinin
aciklanmasi amag¢lanmigtir. Chou-Talalay’in medyan-
etki denklemi, ilag kombinasyonlarinin nicel analizi i¢in
kullanisli ve pratik bir yontemdir. Medyan-etki esitligi in
vitro, in vivo ve klinikte az sayida deneysel veri
kullanilmasina imkan verir. Medyan-etki denkleminin
algoritmalari, kii¢iik-6l¢ekli deneyler igin daha az
deneysel veri gereksinimi ve ila¢ kombinasyonlarinin
analizine yonelik kantitatif c¢ikarimlar sagladigi icin
verimli, diisiik maliyetli ¢aligma, ila¢ kesfi ve klinik
arastirmalarda etik planlamaya olanak saglar. Yontem,
ilag kombinasyonlarinin analizinde en yaygin kullanilan
metodtur ve ¢ok sayida atif almigtir. Bu ¢aligmanin ilag
kombinasyonlarinin analizi i¢in 6nemli bir referans teskil
edecegine inanilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Chou-Talalay; CompuSyn; Ilag
kombinasyonu; Kombinasyon indeksi; Medyan-etki
denklemi

Abstract

Until now, a large number of various methods have been
developed for the analysis of drug combinations. Among
these methods, “combination index theory of Chou-
Talalay” has gained increasing popularity and endured
widespread acceptance. The Chou-Talalay method is based
on the combination effect equation derived from the
median-effect principle of the mass-action law. It provides
quantitative analysis of drug interactions, and the
algorithm for computer software for the simulation of drug
combinations. It takes into account both the potency and
the shape of the dose-effect curve of each drug alone and
their combinations. Computer simulation using CompuSyn
software displays the dose-effect curve, median-effect plot,
combination index plot, isobologram, dose-reduction
index plot, and polygonogram for in vitro or in vivo
studies.

In this review, aims to provides a theoretical and practical
guide for drug combination studies and delineates its
essence in terms of the mass-action law based theory,
experimental design and data analysis. Median-effect
equation of Chou-Talalay is a useful and practical method
for the quantitative analysis of drug combinations. The
median-effect equation allows the use of few experimental
data in vitro, in vivo, and in clinics. The algorithms of the
median-effect equation enable efficient, low-cost study,
drug discovery, and ethical planning in clinical research, as
they provide less experimental data requirements for
small-scale experiments and quantitative implications for
the analysis of drug combinations. The method is the most
widely used in the analysis of drug combinations and has
received numerous citations. It is believed that this study
will constitute an important reference for the analysis of
drug combinations.
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index; Drug combination; Median-effect equation
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GIRIS

Hastaliklarin tedavisinde ilag kombinasyonlari
yaygin kullanilmaktadir. Kombinasyon
tedavisine 0rek olarak, geleneksel Cin tibbi
ilaglar1 verilebilir (1). Kombinasyon tedavi
modaliteleri, ilag etkisini artirmak, ilag
direncini engellemek i¢in 6nemli bir stratejidir
ve hastaliklar i¢in standarttir (2). flaclarin diisiik
dozlarda uygulanmasiyla sistemik toksisitenin
azaltilmas1 ve maksimum etkinlik elde etmeyi
amaglayan kombinasyon c¢alismalarina ilgi
artmaktadir. Kombinasyon modalitelerinin
prensipleri, son otuz yilda degismemistir. Genel
ilkeler; ilacin maksimum dozda
uygulanabilmesi igin toksisiteleri Ortiismeyen
ilaglarin kullanilmasi; ilag direnci gelismesini
onlemek amaciyla farkli etki mekanizmalar ve
minimum ¢apraz dirence sahip ajanlarin
kombinasyonda kullanilmasi; tek ajan olarak
etkinligi  bilinen ilaglarn  kullanmm  ve
kombinasyonun hastaligin erken evresinde ve
uygun programda verilmesidir 3).
Kombinasyon tedavisi, uygulama sayisinin
azaltilmas1 ile hasta uyumunun gelismesine,
sinerjizm ile etkinligin artirilmasina, ¢oklu ilag
direnci gelismesinin engellenmesine ve ilag
dozunun azaltilarak saglikli dokulara yan
etkinin en aza indirilmesine olanak saglayabilir
(4).

[laglar kombine edildiginde, sinerjistik, additif
ve antagonistik etkilesimler meydana gelir
(Sekil 1).

Sekil 1. Farkli doz ve etki seviyelerinde
farmakodinamik ilag etkilesimleri.

A () % 50 inhibisyon
Additif etki ] % 75 inhibisyon
cizgisi 5 90 inhibisyon

- Antagonizm
& m / /
H. 6}})@ 'l.//} o/
D \ E
0 b1 B,
flac B

Sinerjizm, additif etki ve antagonizm,
kombinasyon etkisinin bireysel ilag etkilerinin
toplamina gore sirasiyla daha biiyiik, esit veya
daha kii¢lik olmasidir. Sinerjistik etkilesimlerin
avantajlarina O6rnek olarak terapétik etkinin

artirllmasi, yan etkileri onlemek i¢in dozun
azaltilmasi1 ve beraberinde etkinligin artirilmasi
veya ayni diizeyde siirdiiriilmesi, ila¢ direnci
gelisiminin en aza indirilmesi verilebilir. ilag
kombinasyonu, farkli doz ve/veya etki
seviyelerinde sinerjistik, antagonistik veya
additif olabilir (5).

Ilag kombinasyonlarinin analizi i¢in yaygin
kullanilan metod; Chou-Talalay’in medyan-etki
yontemidir (6). Yontemin denklemleri, enzim-
substrat etkilesimleri i¢in gelistirilen ve n-ilag
kombinasyonlarina genisletilen kiitle-eylem
temelli  enzim  kinetik = modellerinden
tiiretilmektedir. Denklem, kararli durumundaki
kiitle-eylem yasas1 ilkesinden yararlanilarak
cesitli reaksiyon mekanizmalari ve farkli
inhibisyon tiirleri i¢in Michaelis-Menten, Hill,
Henderson-Hasselbalch ve Scatchard
denklemlerinden matematiksel tiime-varim ve
tiimden-gelim ile tiiretilmis birlesik bir teoridir.
Medyan-etki denklemi, n-bilesenden olusan ilag
kombinasyonlar1 i¢in genisletilebilir. Esitlikler,
kombinasyon indeksi’nin (CI) hesaplanmasini
saglayan Cl-izobologram denkleminin
temelidir. Kombinasyon indeksi’nin <1, =1 ve
>1 olmasi1 sirasiyla sinerjizm, additif etki ve
antagonizmi  gosterir (7).  Sinerjizm’in
simiilasyonu  i¢in  CompuSyn  yazilimi
gelistirilmistir (8). Bu sayede, doz-etki egrisi,
medyan-etki grafigi, CI grafigi, izobologram,
doz-azaltma indeksi (DRI) grafigi ve
poligonogram kolaylikla ¢izilebilir.

Bu derlemede ilag kombinasyon ¢aligmalarinda
Chou-Talalay’in kiitle-eylem yasas1 temelli CI
teorisi, deneysel tasarim stratejileri, CompuSyn
ile analiz aciklanmustir. Ilag
kombinasyonlarinda  kullanilan  terminoloji
tamimlanmistir.  Medyan-etki  denkleminin
prensibi ve oOzellikleri, Chou-Talalay’in CI
metodunun temelleri anlatilmig, preklinik ilag
kombinasyon c¢aligmalar1 ve  prensipleri
aciklanmugtir.

Sinerjizm veya antagonizm

[lag kombinasyonlarinda *’sinerjizm” teriminin
kullanimi yaygindir. Ilag kombinasyonlarinda
sinerjizm veya antagonizm, kombinasyondaki
her ilagtan kaynaklanmayabilir. Ornegin; bir
ilag  kombinasyonu sinerjistik  etkilesim
gosterdiginde, bu durum A ilacinin m1 B ilacina,
veya B ilacmn mi A ilacina sinerji
olusturdugunu belirtemez. A ve B ilaglarinin
her biri bireysel olarak etkili ise,
kombinasyondaki  etkilesimler  sinerjistik,
additif veya antagonistik olarak isimlendirilir.
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A ilacmin bireysel etkisi oldugu ve B ilacinin
tek basina bir etkisi olmadigi, kombinasyonda
B ilac1 A ilacinin etkisini artirdigi durumda, bu
etkilesim tiirii sinerjizm degil, tek tarafli basit
gelistirme veya giliclendirmedir (2, 9).
Sinerjizm, CI degeri ile ifade edilirken,
gelistirme veya kuvvetlendirme, yiizde veya kat
artisi ile gosterilir. Sinerjizmin derecelerini
tanimlamak i¢in  yari-niceliksel — yontem
Onerilmistir (10, 11). Kombinasyon indeksi
degeri sinerjizm i¢in 0-1, antagonizm i¢in ise 1-
sonsuz araligindadir (Tablo 1).

Medyan-etki denklemi ve prensibi
Medyan-etki denklemi; mekanizma ve etki-
temelli denklemlerden tiiretilir ve ilag
etkilerinin boyutsuz olarak Sl¢lilmesine olanak
saglar. YoOntemin prensibi  kiitle-eylem
yasasinin  medyan-etki  ilkesidir  (12-14).
Kombinasyonlarm CompuSyn ile simiilasyonu
i¢in algoritmalar gelistirilmistir (8, 15, 16).
Chou-Talalay’in medyan-etki ilkesinin ve CI
teoreminin 6zelligi, matematiksel tiime-varim
ve tiimden-gelim yaklasimlar1 kullanilarak
mekanizmaya 0zgi denklemlerden elde
edilmesidir. Birlesik veya genel denklem,
mekanizma-6zgili, hedef-spesifik, kanser tipi-
spesifik, hastalik-spesifik ve ilag birimlerine
spesifik  degildir. Kombinasyon indeksi
teoremi, ilaglarin etki mekanizmalarindan
bagimsizdir ve farkli etki mekanizmalarina
sahip ilaglarin ~ kombinasyonlari i¢in
kullanilabilir. Kombinasyon indeksi
denklemindeki terimler orandir ve boyutsuz
miktarlardir, doz birimleri ihmal edilebilir.
Medyan-etki denklemi, 'doz' ve 'etki' iligkisini
tanimlayan temel formdur. Doz ve etki birbiri
yerine kullanilabilir. Bu 6zellik, medyan-etki
denkleminin birlesik teori oldugunu gosterir
(9). Medyan-etki denklemi diizenlenerek
biyomedikal bilimlerdeki dort temel esitlik
tiretilebilir (Sekil 2) (17).

Yukaridaki denklemde D; ilacin dozu
(konsantrasyon), f,; D tarafindan etkilenen ve f,,
etkilenmeyen kisimdir (fy =1-f;). Dm; % 50
etkiye neden olan medyan-etki dozudur (ICso,
EDso veya LDsp), ve m; doz-etki iligkisinin
seklini gosteren katsayidir. m=1, >1 ve <l
sirasiyla  hiperbolik, sigmoidal ve diiz-
sigmoidal doz-etki egrilerini ifade eder (14, 18).
Medyan-etki denkleminin logaritmas1

almdiginda, grafigin egimi m ve x-kesme
noktasi elde edilir.

Medyan-etki dozu (Dmy degeri potensi, m
egrinin seklini ve lineer korelasyon katsayisi
(R), wverilerin  kiitle eylem  yasasina
uygunlugunu gosterir. Verilerin medyan-etki
prensibine uyumu R ile belirlenir. Medyan-etki
denklemi iki adet veriyle doz-etki egrisinin
cizilmesine imkan verir. Tek ila¢ icin
gelistirilen medyan-etki denklemi, g¢oklu ilag
kombinasyonlarina uygulanabilir (11, 19, 20).

Chou-Talalay’in CI metodunun 6zellikleri
Medyan-etki dozu, Michaelis-Menten
denklemindeki Km degerine, Hill
denklemindeki K  degerine, Henderson-
Hasselbach esitligindeki pK. parametresine ve
Scatchard denklemindeki Ky degerine karsilik
gelir. Dolayistyla Dy, ortak-baglantidir (9).
Chou-Talalay’m CI metodu, kiitle-eylem
yasasinin medyan-etki ilkesinden tiiretilen
coklu-ilag etkisi denklemine dayanir  ve
sinerjizmin tespiti i¢in algoritmalar saglar (17).
Her bir ilacin bireysel olarak ve
kombinasyonlarinin potensini ve doz-etki
egrisinin seklini temel alir. Her ilag ig¢in
parametreler ~ medyan-etki grafigi ile
belirlenirse, kombinasyondaki etkilesimler
tanimlanabilir. CompuSyn, sinerjistik
etkilesimleri ve herhangi bir etki veya doz
seviyesindeki sinerjizmi belirleyebilir.
CompuSyn, her ilag igin gereken dozla
karsilagtirarak, sinerjizm igin belirli bir etki
seviyesinde  ilag  dozunun  ka¢  kat
azaldigimi/arttigini, sinerjizm i¢in optimum
orani ve sira-bagimliligini gosterir.
Kiitle-eylem yasast temelli medyan-etki
denklemi sayesinde, CI kavrami tanimlanmigtir
(11, 20). Kombinasyon indeksi degeri, ilag
kombinasyonlarindaki etkilesimlerin kantitatif
gostergesidir. x-eksenindeki etki seviyelerinin
bir fonksiyonu olarak y eksenindeki CI
grafigine, f,-CI veya CI grafigi denir. F,-CI
grafigi, tiim etki seviyelerindeki CI degerlerini
gosterir (Sekil 3A). Fa-log (CI) grafigi, f,-CI
grafigindeki Olgek-disi noktalarin
kiictiltiilmesine ve grafiksel gosterimin additif
etki ekseni ile simetrik hale getirilmesine olanak
saglar. CompuSyn ile elde edilen f,-log (CI)
grafiginde sinerjizm negatif, antagonizm ise
pozitiftir.

Izobologram dozlarda esitlik toplami olan bir
grafiktir. Izobologram ve f,-CI grafigi, CI
denklemine dayanir. Coklu-ilag
kombinasyonlart i¢in CI denklemi 1’¢ esit
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ic;in normallestirilmis izobologramdir.
Izobologram, iki boyutludur ve ikili-ilag
kombinasyonlari i¢in uygundur.

oldugunda, sonu¢ izobologram denklemidir.
Sekil 3B, sirasiyla x ve y ekseninde (D); ve (D)2
doz degerlerini gosteren klasik izobologramdir.
Sekil 3C, sabit-olmayan kombinasyon oranlari

Tablo 1. Ilag sinerjizminin dereceleri

CI Logl10 (CD | Simiflandirma Sembol | Grafiksel Sembol

arahgi arahgi

<0.1 <-1 Cok giiclii sinerjizm | +++++ TR

0.1-03 | (-1)—(-0.52) Gigli sinerjizm ++++ R s s g

0.3-0.7 | (-0.52)—(-0.15) | Sinerjizm +++

0.7-0.85 | (-0.15) — (- 0.07) | Orta sinerjizm ++

0.85-0.9 | (-0.07) - (- 0.05) | Az sinerjizm +

09-1.1 | (-0.05)—(0.04) | Additifetki £ | srssssssessssssssnnns

1.1-1.2 | 0.04—-0.08 Az antagonizm - | eEeeeel e i

1.2-145|0.08 —0.16 Orta antagonizm -- e e e

1.45-3.3 | 0.16 -0.52 Antagonizm --- W S S —

33-10 052 -1 Gi¢li antagonizm ---- R ___NR 0% |

>10 >1 Cok gliglti | ----- N Tl
antagonizm

Sekil 2. Birlesik teori olarak medyan-etki denklemi

Michaelis-Menten Esitligi Henderson-Hasselbalch Esitligi
HA]

v 1 log[H*] = log K, + Iog[[A—_]
Vmuks 1 +& _ 1 [4-]
5 pH= pK, + 08 Tial

Medyan-Etki Denklemi
f,/f, = (D/Dm)™
f, = [1+(Dy/D)"*
log [(f,/(1-£,)] = m [log(D) - logD,,]
log [(f)*-1]"' = mlog(D) - mlogD,,

f./f,=D/D, ]
Hill Denklemi Scatchard Esitligi
Ly _nM. L,
log[y 11 —V] = nlog(s) —log(K) Ly Kg Ky
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Sekil 3. CompuSyn yazilimu ile ila¢ kombinasyonlarinin analizi. A ve B ikili-ilag kombinasyonuna ait
F.-CI grafigi (A), klasik izobologram (B), A ve B ila¢ kombinasyonunun sabit-olmayan ve farkli
oranlardaki kombinasyonlarina ait normalize izobologram (C) ve F,-DRI grafigi (D). Grafikler
CompuSyn yazilim ile yapilan analizden elde edilmistir.
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Kombinasyon indeksi grafigi, n sayida ilag i¢in
olusturulabilir. Kombinasyondaki doz oran
sabit oldugunda, ila¢ karigimi (Dy)12 ve (m)i2
ve (1)12 degerlerine sahip {igiincii bir ajan gibi
davranir. Bu durumda, herhangi bir etki
seviyesinde izobologram grafigi ¢izilebilir.
Diger grafiksel yontem normal-izobologramdir.
Normal-izobol, ila¢ kombinasyonlarinin sabit-
olmayan dozlar1 igin olusturulabilir. Sabit-
olmayan doz oranlarinda, her bir kombinasyon
icin sadece CI degerleri gosterilir. Ancak, F,-CI
grafigi ile karsilastirildiginda, izobologramda
veriler kalabaliktir ve okunmasi zordur.

Sinerjistik ilag kombinasyonlari, terapotik etki
korunurken ila¢ dozunun ve doz ile iligkili yan
etkilerin azaltmasina olanak saglayabilir (2-4).
Doz-azaltma indeksi, sinerjistik bir
kombinasyondaki ilaglarin dozunun, bireysel
dozlar ile karsilagtirildiginda, belirli bir etki
seviyesinde ka¢ kat azaltilabileceginin bir
Olciisiidiir (9). Doz-azaltma indeksi degeri,
terapdtik etkinlik korunurken, doz-
azaltilmasinin yan etkileri en aza indirdigi
durumlarda 6nemlidir. Ancak, DRI>1 yararli
olmasina ragmen, sinerjizmi gostermez. Ayrica,
additif etki veya antagonistik etkilesimlerde de
DRI degeri 1’den biiyilik olabilir (5). Daha
biiylik DRI degeri, belirli bir terapétik etki igin
daha fazla doz azalmasini gosterir. Doz-azaltma
indeksi =1, >1 ve <l sirasiyla ila¢ doz
azalmasinin/artisinin ger¢eklesmedigini,
olumlu doz-azalmasinin gerceklestigini  ve

uygun olmayan doz-artisinin gergeklestigini
ifade eder (17). CompuSyn ile
kombinasyondaki her bir ilaca ait DRI
parametreleri belirlenebilir (8). fa-DRI grafigi,
DRI degerlerini farkli doz ve/veya etki
seviyelerinde gosterir (Sekil 3D).

Ilag kombinasyonlariin
simiilasyonu

Ilag kombinasyonlarindaki sinerjizm ve/veya
antagonizmanin bilgisayarli simiilasyonu i¢in
algoritmalar  gelistirilmistir  (Sekil ~ 4).
CompuSyn yazilimi, Chou ve Talalay’in
teorisine dayanir (21).

Medyan-etki denklemi ile ilag
kombinasyonlarinin analizinde dikkat edilmesi
gereken hususlar bulunmaktadir. Metod, her
ilacin ICsp degerinin oldugunu varsayar.
Ornegin, bir molekdiliin yiiksek
konsantrasyonlarinda dahi anti-kanser etki
gbzlenmemisse, bu molekiiliin anti-kanser
ilaclar ile kombinasyon etkileri Chou-Talalay
metodu kullanilarak analiz edilmemelidir (5).
Inhisyon degeri %0 ise, bu veri kullanilamaz.
Herhangi bir etki yoksa, kullanilan molekiil ilag
degildir. F,=0 degeri (log (fi,)=negatif
sonsuzluk) CompuSyn yazilimina
tamtildiginda, program hata vermektedir.
Negatif f, degeri veya f,>1.0 CompuSyn
programina  girilmemelidir. ~ Medyan-etki
denklemi ile hesaplanan CI degerleri higbir
kosulda negatif olamaz. Medyan-etki grafiginin

bilgisayarh
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egimi negatif ise, muhtamelen kiitle-eylem
yasasl ilkesiyle bir tutarsizlik vardir. Bu, hatali
analizlerin, yanlishkla f; yerine Chou
denkleminde f, degerlerinin sonucu olabilir.
Coziici minimum toksisiteye sahip olmal1 ve
her deney grubu esit konsantrasyonda ¢oziicii
icermelidir (2). Aksi durumda, ¢oziicii ilag
olarak kabul edilir. Ilaclarin bireysel ve
kombinasyon  etkileri aym1  kosullarda
incelenmelidir.

Sekil 4. Farkli etki seviyelerinde CI grafigi ve
DRI grafiginin CompuSyn ile simiilasyonu i¢in
gelistirilmis algoritmalar

Medyan-Etki Denklemi

fy/fa = (D/Dm) D=Doz

log [(f/(fs)] = m [log(D) - logDu] f: = inhibisyon (%)

= 1/[1+(Dw/D)*] fu=100-f;

Dx = D f/(1-fa) 1 D = Medyan-etki dozu

m=Egim

CT=(D)/(Dx)1 + (D)/(Dx)2 = 1(DRI): + 1/(DRI)2
(1< 1 (Sinerjizm)

I C1=1 (Additif etki)

CI > 1 (Antagonizm)

CI : Kombinasyon indeksi

DRI: Doz-azaltma indeksi

D
Cr= Z;?:!D_’i

n-ila¢ kombinasyonu icin:

CompuSyn raporu, doz-etki egrisi, medyan-etki
grafigi, f,-CI tablosu ve grafigi, f,-DRI tablosu
ve grafigi, klasik- veya normal-izobologramu,
poligonogrami igerir. Poligonogram, pratik
kullanim  i¢in  gelistirilmistir (8,  22).
Poligonogram, karmagik coklu-ilag
kombinasyonlariin basit grafiksel gdsterimle
ifade edilmesini saglar (Sekil 5).

Grup-ilag kombinasyonlar1 veya kombinasyon
kokteyllerini  gelistirmek icin kullamighdir.
Poligonogramlarda, sinerjizm diiz, antagonizm
ise kesik ¢izgi ile temsil edilir. Sinerjizm veya
antagonizmanin derecesi, ¢izginin kalinhg ile
ifade edilir. Poligonogramda ilag etkilesimleri
renklerle de belirtilebilir. Sinerjizm kirmizi,
antagonizm ise mavi renkler ile gosterilir.

In vitro ve in vivo ortamlarda ilac
kombinasyon ¢calismalari

[lag oranina bagl etkilerin degerlendirilmesi
amacityla hiicre kiiltiirii sistemleri kullanilir (3).
Konsantrasyon ve uygulama siiresi kontrol
edilebilir ve hiicre biiylimesinin inhibisyonu

Olciilebilir. Cesitli hiicre dizilerinin
kullanilabilmesi, kiltlir kosullarinin esnekligi
ve protein/niikleik asit miktar tayin kolaylig
hiicre kdltiirii  sistemlerinin  avantajlaridir.
Hiicre dizileri, primer hiicre kiiltiirleri veya in
vivo modeller ile yapilan preklinik ¢aligmalarin
tasarimu, ila¢ konsantrasyonu, maruziyet siiresi,
uygulama programi ve ilag etkilesimini
degerlendirmek ic¢in kullanilan metod gibi
cesitli faktorler dikkate alinmalidir.

Sekil 5. Ornek poligonogram gdsterimleri.

A, B, C, D ve E besli ilag kombinasyonunun
%50 inhibisyon seviyesine ait poligonogram
(A), %75 inhibisyon seviyesine  ait
poligonogram (B) ve %90 inhibisyon
seviyesine ait poligonogram (C). A, B, C ve D
dortlii ilag kombinasyonuna ait %50 inhibisyon
seviyesine ait poligonogram (D) ve %095
inhibisyon seviyesine ait poligonogram (E).
Grafikler CompuSyn yazilim ile yapilan
analizden elde edilmistir.
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In vitro ortamda deneysel kosullar kolaylikla
standartlastirilabilir. In vitro c¢alismalarda ilag
konsantrasyonu nispeten sabittir. Sinerjistik
etkilesimler, biiyilk ol¢iide ilag:ilag oranina
baghdir. Kombinasyon indeksi-izobologram
yontemine dayali in vitro ¢alisma 1-2 hafta
stirer. Bir arastirmada, ilag kombinasyonlarinin
analizi i¢in Chou-Talalay metodu kullanilmistir
(5). Calismada, gallik asit’in 5-florourasil veya
okzaliplatin ile IC50/16 - 4IC50 araligindaki
kombinasyonlar1 = sinerjizm gdstermistir. 5-
Florourasil ve okzaliplatin  igin DRI
degerlerinin 1’den biiyiikk oldugu ve olumlu
doz-azalmasinin gergeklestigi bulunmustur.

Deneysel tasarim ve veri analizinde, in vitro ve
in vivo modeller ile yapilan ilag kombinasyon
caligmalart benzer prensibe sahiptir. In vivo
caligmalarda deneysel-0l¢cek daha kiigiiktiir. In
vivo kosullarda maksimum terapdtik etkililigi
elde etmek i¢in ilag uygulama programi ve
sirasinin ~ belirlenmesi  gereklidir. In  vivo
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kosullarda sinerjizm veya antagonizmanin
belirlenmesi daha zaman alir, pahalidir ve
Ol¢limlerde daha fazla degiskenlik meydana
gelir. Kiitle-eylem yasasina dayanan medyan-
etki teorisi ve CI yontemi, in vivo ilag
kombinasyon ¢aligmalarmin zaman, maliyet ve
deney hayvanlarinin korunmasini saglayan
kapsamli, kolay, verimli ve bilgisayarli
analizine imkan verir (23).

Ilag kombinasyonlarmin analizi igin teorik
gereklilikler Ilag kombinasyonlarinin analizi
icin her bir ilacin bireysel doz-etki parametreleri
belirlenmelidir. (m)1, (Dm)1, (m)2 ve (Dm)2
degerleri 6n-kosullardir. Doz-etki parametreleri
biliniyorsa CI degeri hesaplanabilir. ilag
kombinasyonlarinda,  doz-etki  egrilerinin
belirlenmesi Onerilmektedir, ancak zorunlu
degildir. Kombinasyon ig¢in doz-etki egrisi
mevcutsa, herhangi bir etki seviyesinde fa-CI
grafiginin  simiilasyonu yapilabilir veya
herhangi bir doz seviyesinde izobologram
olusturulabilir. In vitro calismalar icin, her bir
ilag ve kombinasyonlar1 genellikle 5-8 adet veri
noktasindan olusur (2, 9). In vivo ¢alismalarda,
deney pratikligi, maliyetler gibi nedenlerle
verilerin sayisi azaltilabilir.

Sitotoksisite testleri kullanilarak, in vitro
kombinasyon c¢alismalarinin  tamamlanmasi
haftalar siirer. Ilaglarm IC50 degerlerini

belirlemek amaciyla genellikle 6n ¢alisma veya
literatiir ~ arastirmas1  yapilabilir. Deneysel
tasarim 6rnegi Tablo 2'de verilmistir (Tablo 2).
Genellikle 2 kat seyreltme yapilmalidir.
Spesifik durumlar disinda bes veya on Kkat
seyreltme oranlar1  kullanilmamalidir. Bu
oranlar, testin dogrulugunu asan degerleri
verebilir veya kullanigsiz veriler saglayabilir.
Diyagonal sabit-oranli ila¢ kombinasyon
tasarimi, gerekli deney hayvanmi sayisinin
azaltilmasi, kombinasyonlar hakkinda bilgilerin
eldesi ve deneylerin maliyet etkinliginin
artirilmasina imkan saglar. Onerilen diyagonal
sema, az sayidaki veriye sahip karigimin
seyreltilmesi ile gergeklestirilebilecek bir deney
tasarimidir. Elde edilen verilerle fa-CI ve fa-
DRI grafikleri olusturulabilir. Her ilacin
etkisinin kombinasyona katkis1 esit olacak
sekilde deneyler gergeklestirilmelidir (2, 9, 11,
24).

Optimum doz oranimi belirlemek i¢in
kombinasyonun farkli oranlardaki etkileri
arastirilabilir. Kombinasyon i¢in sabit oranda
doz-etki egrisinin belirlenmesi onerilmektedir,
ancak zorunlu degildir. Deneyler sabit-olmayan
ilag oranlarinda da gergeklestirilebilir. Her
ilacm (m)l, (Dm)l, (m)2 ve (Dm)2
parametreleriyle, tek bir

Tablo 2. iki-bilesenli ilag kombinasyon ¢alismalar1 i¢in deneysel tasarim (F; Ilag etkisi. ICso; % 50

inhibisyona neden olan doz)

Ilac A
0 0.125 x| 025 x|05 x|1 X |2 x| 4 X
(ICs0)A | (ICs0)A | (ICs0)A | (ICs0)A | (ICs0)A | (ICs0)A
0 Kontrol | (Fa)a (Fa)a (Fa)a (Fa)a (Fa)a (Fa)a
0.125 x | (Fa)s (Fa)aB
(ICs50)B
_ 025 x| (FJs (Fa)an
Ila¢ B | (IC50)B
0.5 X (Fa)B (Fa)A,B
(ICs50)B
1 X (Fa)B
(IC50)B (Fa)as
2 x | (Fa)B
(IC50)B (Fa)as
4 X (Fa)B (Fa)A,B
(ICs0)B
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kombinasyon verisi ile sinerjizm belirlenebilir.
Ilaglarm m ve Dy, degerleri belirli ise, sabit-
olmayan oran tasarimi i¢in her bir kombinasyon
veri noktasinda CI degerleri hesaplanabilir. Bu
durumda, f,-CI  grafigindeki her  bir
kombinasyon etkisi i¢in CI degerleri gosterilir
ancak grafikle simiile edilemez. Normal-
izobologram sabit-olmayan oranli kombinasyon
tasarimi icin olusturulabilir. Klasik
izobologram,  sadece  sabit-oranli  ilag
kombinasyonlarinda ¢izilebilir.

Chou-Talalay yontemi, kombinasyonlarda ilag
oraninin sabit tutulmasi gerektigini varsayar.
Bu sekilde, her ilacin kombinasyona katkisi
yaklastk  olarak  esit  olur.  Onerilen
kombinasyon, esit potens kombinasyonu igin
(ICs0)1/(ICs0)2 oranini kullanan sabit
kombinasyon oranidir. ICso oraninda ilag A ve
B'den olusan bir karisim hazirlanip ve 4-6 defa
2 kat seyreltme gerceklestirilebilir. Bu
verilerden, f,-CI grafigi ¢izilebilir.

Toksisite, diisiik ¢oOziiniirlik veya ekonomik
kosullar gibi birgok durumda ila¢ miktari
azaltilabilir ve/veya artirilabilir. Genis doz
araliklarinda  rastgele  oranlarda  deney
gergeklestirilebilir.  1:1, 1:3 ve 3:1 doz
oranlarinda caligma yapilarak hangi oranin
kuvvetli sinerjizm gosterdigi belirlenebilir (2,
9). Sinerjistik etkilesimlerin arastirilmasinda,
doz araliginin in vivo uygulanabilir ve terapotik
olarak etkili aralikta olmas1 gerektigi
unutulmamalidir.

[lag kombinasyon galismalarinda, ajanlar ayni
anda veya sirali uygulama ile kombine
edilebilir. Sinerjizm veya antagonizmanin
derecesine bagli olarak programlanabilir.
Deneysel tasarima bagli olarak uygulama
stireleri arasindaki zaman farki degistirilebilir.
Bir ilag kombinasyonu monoterapiye kiyasla
istiin etkiye sahip ve o kombinasyondaki
bilesenlerden birinin bireysel olarak higbir
etkisi yoksa, bu durumdaki etkilesim tiirii
kuvvetlendirme veya ylizde inhibisyon olarak
ifade edilir. Bu durumda Chou-Talalay metodu
kullanilmamalidir. Ancak kombinasyondaki
ilaglar bireysel olarak etkili ise, etkilesim tiirleri
CI yontemi ile belirlenir.

En az {i¢g-bilesenli ilag kombinasyonlar1 igin
denklemler, ikili-ilag kombinasyonlar1t igin
gelistirilmis olan esitlikler ile ayni formdadir.
Ancak bu, iki ilacin sirali kombinasyonlarindan
daha karmasiktir. Bazi kosullarda bir grup
olarak iki veya daha fazla ilag kombine
edilebilir ve zaman faktoriiniin sinerjizm veya
antagonizm tlizerindeki Onemini belirlemek

amaciyla gruplar arasinda (Dx+Dy) = (Dy+Dy)
sirali kombinasyon calismalari
gerceklestirilebilir. Uc-ilag, X, Y ve Z,
kombinasyonlar1 i¢in sabit kombinasyon
oranlari (Ornegin ICso oranlar, x: y: 2)
kullanilmalidir (Sekil 6).

Sekil 6. En az iig¢-bilesenli ilag
kombinasyonlarinin tasarimi ve analizi

Sabit-oranl iki- ve ii¢-bilesenli ilag
wn tasarim

Usg-bilesenli ilag kombinasyonlarinn
kombinasyonlarm etkilerinin i nmesi

]A Il [L

N/ |

X Y : z | !
fty Ty, Letl, mp Cl degerlert
X Y \M
v : 2 Tty +1, mpCl degeri
x z

Bt g e Mgl T+ iy
|

o olarak analizi)

Kombinasyon karistmi (m)xyz, (Dm)xy. Ve
(t)xy, degerlerine sahip tek bir ilag gibi
davranir. Ucglii-ilag  kombinasyonlarinin  CI
degerleri ve ikincil CI degerleri de belirlenir (2,
9). Etkilesimleri incelemek amaciyla, aym
zamanda ikili- ve {iglii-ila¢ kombinasyonlarinin
etkileri de incelenmelidir.

SONUC

Sonu¢ olarak, kiitle-eylem yasas1t temeline
dayanan birlesik medyan-etki denkleminin ilag
kombinasyonlarinin nicel analizi i¢in uygun,
kullanisli ve pratik bir yontem oldugu
kanitlanmustir. flaclarin bireysel ve
kombinasyon etkilerinin analizi, kantitatif
sinerjizmi belirlemeye yonelik algoritmalardir.
Bu denklemin algoritmalari, kii¢iik-6l¢ekli
deneyler i¢in daha az veri ile ilag
kombinasyonlariin analizine yonelik kantitatif
c¢ikarimlar sagladigi i¢in  verimli, disik
maliyetli arastirma, ilag kesfi ve klinik
caligmalarda etik planlamay1 miimkiin kilar. En
yaygin uygulama alani ilac-ilag
kombinasyonlar1 olmasina ragmen, ilag ve
oksijen yogunlugu, ilag ve radyasyon, ilag ve
viriis, ilag ve antikor, radyasyon ve oksijen
yogunlugu gibi kosullara da medyan-etki
denklemi uygulanabilir.

Denklemlerin basitligi, deneysel tasarim ve veri
analizinin kolayligi, verimlilik, ekonomi ve
kullanilan deney hayvanlarinin sayisi veya ilag
kombinasyonunun klinik denemeleri ig¢in
gereken hasta sayisinin  azaltilmasi  gibi
avantajlar1 vardir. Kiitle-eylem yasas1 temelli
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medyan-etki prensibi arastirmalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir ve gelecekteki ilag
kombinasyon caligmalarinin yolunu agmuistir.
Bu caligmanin, ila¢ kombinasyonlarinin analizi
icin Onemli bir referans teskil edecegine
inaniyorum.

Yazar Deklarasyonlari

Yazarin herhangi bir ¢ikar ¢atismas1 yoktur.
Caligmada  higbir ~ hibe  veya  destek
kullanilmamustir.

Yazar c¢alismanin tim asamalarina katkida
bulundugunu beyan etmis ve makalenin son
halini onaylamigtir.

Yazar, bu calismanin bagka bir dergide
yayinlanmadigini, sunulmadigini ve baska bir
derginin incelemesinde olmadigimi beyan eder.
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