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OZET

Kemoterapi ilaglarma kars: direng, kanser tedavisindeki en yaygin ve ciddi klinik sorundur. Bagarili kanser tedavisindeki en biiyiik zorluk
olan bu olguya coklu ila¢ direnci denir. Coklu ilag direncinin yaygimn bir nedeni P-glikoproteinin asirt ekspresyonudur. Verapamil, P-
glikoprotein ekspresyonunu azaltan bir kalsiyum kanal blokeridir. Bu ¢alisma, Verapamilin ¢esitli dozlarda, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlarini kullanarak, kemoterapétiklerin sitotoksik potansiyelini arttirma etkisini arastirdi. Insan meme kanseri hiicre hatlar
MDA-MB-231 ve MCF-7, Dosetaksel, Gemsitabin ve Karboplatin kombinasyonlartyla tedavi edildi. Hiicre canliigt MTT yontemi
kullanilarak degerlendirildi. Apopitozun varligi (M30 Antijeni) ELISA yontemi kullanilarak tespit edildi. Apopitoz tespiti i¢in Annexin-V
floresan konjugatlari kullanildi. Primer nekroz veya ge¢ apopitoz (sekonder nekroz) nedeniyle hasarli membranlara sahip hiicrelerin
DNA'sia propidyum iyodiir, sekonder boya olarak kullanildi ve floresan mikroskopisi ile analiz edildi. Caliymada Verapamil'in hem MDA-
MB-231 hem de MCF-7 hiicre hatlarinda Dosetaksel ve Karboplatinin sitotoksik etkilerini artirdif: tespit edildi. Ek olarak Verapamil, hiicre
tipine bagli olarak Gemsitabinin etkinligini degistirdi. Verapamil, MCF-7 hiicre hattinda kaspazla pargalanan sitokeratin 18'i arttirdi. MCF-7
hiicrelerinde Gemsitabin-Verapamil kombinasyonunun kullanilmasinin sitotoksik etkiyi artirma agisindan etkili bir strateji olabilecegi
diistiniildii. Ancak bu sonuglarin daha fazla ve farkli deneylerle dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Verapamil. Coklu ila¢ Direnci. Meme Kanseri. P-Glikoprotein. Apopitoz.

Investigation of Cytotoxic and Apoptotic Effects of Combined Treatment of Verapamil with Docetaxel, Gemcitabine and
Carboplatin in Human Breast Cancer Cell Lines

ABSTRACT

Resistance to chemotherapeutic drugs is the most common and serious clinical problem in cancer treatment. This phenomenon, which is the
major challenge in successful cancer therapy, is referred to as multidrug resistance. A frequent reason for multidrug resistance is the
heightened production of P-glycoprotein. Verapamil, a calcium channel antagonist, diminishes P-glycoprotein levels. This study investigated
the effect of Verapamil at various doses on enhancing the cytotoxic potential of chemotherapeutics using MDA-MB-231 and MCF-7 breast
cancer cell lines. Human breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF-7 were treated with combinations of Docetaxel, Gemcitabine, and
Carboplatin. Cell viability was assessed using the MTT method. The presence of apoptosis (M30 Antigen) was detected using the ELISA
method. Annexin-V fluorescent conjugates were used for apoptosis detection. Propidium iodide, which binds to the DNA of cells with
damaged membranes due to primary necrosis or late apoptosis (secondary necrosis), was used as a secondary dye and analyzed by
fluorescence microscopy. In this study, Verapamil was observed to amplify the cytotoxicity of Docetaxel and Carboplatin in both MDA-MB-
231 and MCF-7 cell lines. Furthermore, Verapamil influenced the effectiveness of Gemcitabine in a cell type-dependent manner. Verapamil
increased caspase-cleaved cytokeratin 18 in MCF-7 cell line. It is thought that the use of Gemcitabine-Verapamil combination in MCF-7
cells may be an effective strategy in terms of increasing the cytotoxic effect. However, these results need to be confirmed with more and
different experiments.
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Meme kanseri diinyanin her yerinde kadinlar
etkileyen yaygin bir kanserdir'. Sitotoksik ajanlarla
sistemik kemoterapi tedavi rejimlerinin onemli bir
bileseni olmaya devam etmektedir’. Meme kanseri
tedavisinin erken ve ileri asamalar1 i¢in Onerilen en
yaygin ajan taksan bazli kemoterapidir’. Dosetaksel,
meme kanseri de dahil olmak {izere kanserlerin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan klasik bir

antimitotik ~ kemoterapi  ilacidir®.  Gemsitabin,
antimetabolit, antineoplastik ajan olarak yaygin
sekilde kullanilan bir niikleozid analogudur.

Yumurtalik, mesane, kiiclik hiicreli olmayan akciger,
pankreas ve meme kanseri dahil olmak {izere gesitli
durumlarin  tedavisinde tek basina veya diger
antikanser ilaglarla kombinasyon halinde uygulanir’.
Karboplatin, genis spektrumlu antitiimor aktivitesine
sahip, tek ajan olarak veya c¢oklu tiimdrlerin
tedavisinde kombinasyon halinde kullanilan bir
Sisplatin  tiirevidir®. Meme kanserinde hastalik
heterojen olup, klinik pratikte kemoterapinin yani sira
cerrahi ve radyoterapi gibi lokal tedaviler olarak cesitli
tedavi segenekleri uygulanmaktadir. Daha spesifik
tedaviler arasinda hormon tedavisi, hedefe yonelik
tedavi ve immiinoterapi yer alir. Yine de ilag¢ direncine
bagli olarak tedavi basarisizligi ve hastaligin
tekrarlamas1 tiim meme kanseri tiirlerinde yaygin
olmaya devam etmektedir. Kemoterapi direnci,
timorlerin kendine 6zgili ve dogal bir 6zelligi olabilir.
Tiimorlerin direng mekanizmalari daha 6nce, degisen
membran ila¢ taginmasi, degisen DNA onarimi ve
degisen apopitoz mekanizmalart gibi tiimor hiicresi
degisiklikleriyle iliskilendirilmistir™®. Coklu ilag
direnci (MDR), farkli kimyasal yapilar ve farkli etki
mekanizmalar1 ile karakterize edilen kemoterapotik
ilaclara karst mikroorganizmalarin ve  kanser
hiicrelerinin kazanilmis bir tiir ila¢ direncidir. MDR,
kemoterapi ilacim1 hiicreden disar1 ¢ikaran ve
konsantrasyonunu etkili olanin altina diisliren ¢esitli
proteinlerin asir1 ekspresyonunun bir sonucudur’. P-
glikoprotein (P-gp) veya ¢oklu ilag direnci proteini 1
(MDR1), birgok kemoterapdtik ilag da dahil olmak
lizere substratlarini aktif olarak hiicre disina ¢ikaran
ATP'ye bagimli bir coklu ilag tasiyicisidir'®. Bu
nedenle ¢oklu ila¢ direncinin gelismesinde ¢ok 6nemli
rol oynar. P-gp'nin bir¢ok tiimér tipinde asir1 eksprese
edildigi bilinmektedir'"'>. Kanser hiicrelerinde P-
gp'nin artan ekspresyonunun, ¢ok sayida antikanser
ilacin akigmi arttirdigi, kemoterapétik ilaglarin hiicre
ici birikiminin azalmasma yol actigi ve dolayisiyla
cesitli tiimor hiicrelerinde kemorezistansa katkida
bulundugu dogrulanmistir'®. Verapamil bir gesit
kalsiyum kanal blokeridir. Verapamil ayrica bir dizi
ilacin taginmasi ve metabolizmasi ile yakindan iligkili
olan P-gp’nin spesifik bir inhibitoriidiir'®. Verapamil
klasik bir kemosensitizandir'.

Bu ¢alismada MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser
hiicre hatlarinda Verapamili, tedavide kullanilan
ajanlarin degisik dozlar1 ile kombine ederek, ilag
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etkinligini arttirp arttrmadig1 arastirildi. Boylece
meme kanseri icin yeni tedavi yaklasimlariin
gelistirilmesi amaglandi. Bu dogrultuda Dosetaksel,
Gemsitabin ve Karboplatin kanser ilaglar1 se¢ildi. Bu
ilaclar hem tek baslarina hem de Verapamil ile
kombinasyon halinde kullanild1.

Gereg ve Yontem
Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 ve MCF-7 Insan meme kanseri hiicre
hatlart  kullanildi. Meme kanseri hiicre hatlar
Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu'ndan (ATCC,
Manassas, VA, ABD) temin edildi. RPMI 1640
besiyeri (Hyclone USA) kullanildi. %1 Penisilin-
Streptomisin (Hyclone, USA) eklendi. MCF-7 hiicre
hatti igin besiyeri Igerisine %10 Fetal sigir serumu
(Biochrom AG Berlin), MDA-MB-231 hiicreleri igin
%35 Yenidogan buzagi serumu (Hyclone USA), %1 L-
glutamin (EuroClone Europe) ilave edilerek, %5’lik
COx1

brrakildi.

MTT Testi Ile Kemoterapétik flaglar ve
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

inkiibatorde 37°C’de hiicreler biiyiimeye

MTT (Metiltiazoltetrazolium) ydnteminin esasi, hiicre
kiiltiriinde yetistirilen hiicre hatlarinda dehidrogenaz
enzim aktivitesinin = Ol¢lilmesine  dayanir  (16).
Kullanilan konsantrasyonlar (uM cinsinden), klinik
doza uygun dozlarin kullanilmasi amaciyla se¢ilmistir.
Her iki  hiicre tipindeki hiicrelere, c¢esitli
konsantrasyonlarda Verapamil (200, 100, 50, 25, 12.5,
6.25 uM) tek bagina uygulandi. Uygulanan tedaviden
72 saat sonra % canliblk, MTT metodu ile
degerlendirildi. IC50 (Hiicrelerin %50’sini inhibe
eden konsantrasyon), subletal doz ve subletal doza en
yakin nontoksik dozlar tespit edildi. Caligmanin
bundan sonraki deneylerinde MDA-MB-231 hiicreleri
i¢in subletal doz olan 50 uM Verapamil ve nontoksik
doz olan 25 uM Verapamil, meme kanseri tedavisinde
verilen Dosetaksel, Gemsitabin ve Karboplatin ile
kombine edilerek kullanildi. MCF-7 hiicreleri i¢in ise
subletal doz olan 100 uM Verapamil ve nontoksik doz
olan 25 pM Verapamil, Dosetaksel, Gemsitabin ve
Karboplatin ile kombine edildi. MDA-MB-231 ve
MCEF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina
ekildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibe
edildi. Cesitli dozlarda kemoterapotikler ve Verapamil
100 pl olacak sekilde uygulandi. flag tedavisini
takiben hiicreler 72 saat inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda tiim kuyucuklara MTT soliisyonu, fosfat
tuzlu tampon (PBS) icerisinde (Smg/ml, pH:7.2) 25 pl
olacak sekilde ilave edilerek karanlikta 37°C, %5
CO2’li etiivde 4 saat inkiibe edildi. Olusan formazan
bilesiklerini ¢oziinlir hale getirebilmek igin biitiin
kuyucuklarin {izerine Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
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solisyonundan (0,01 N HCI'li %l10’luk SDS
tamponu) 100 pl olacak sekilde ilave edildi.
Olusturduklart  renk  siddeti  spektrofotometre

(FLASHScan S12)
olciilerek belirlendi'”.

ile 570 nm dalga boyunda

Apopitotik Etkinin Degerlendirilmesi (M30 Antijen
Testi)

Sadece apopitotik hiicrelerde aktive olan bir enzim
grubu olan kaspazlar, apopitoz sirasinda 6nemli bir
sitoskeletal protein olan CK18'i keserek CK18 (CK18-
Asp396) dretir. CK18'in  (M30-antijeni) Asp396
parcasi, M30 monoklonal antikoru tarafindan taninir
ve bu da CKI18'in bir apopitotik belirte¢ oldugunu
gosterir (18). Kaspazla kirilmis sitokeratin 18’in (M30
Antijen), ELISA yontemiyle saptanmast icin 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma ekildi. Sonraki giin
hiicrelere kemoterapétikler ve Verapamil tedavisi
uygulandi. Yontemden dolay1 tedaviden 48 saat sonra
tiim kuyucuklara Triton X 100 (%10 distilesuda) 10 ul
ilave edildi. 15 dakika oda sicakliginda 600 rpm’de
inkiibasyona birakildi. 2000 rpm’de 30 sn santrifuj
edildi. M30 Apoptosense ELISA (PEVIVA, Bromma,
Isveg) kit prospektiisine uygun olarak g¢aligma
gerceklestirildi. Olusan renk siddeti spektrofotometrik
olarak 450 nm’de (FLASHScanS12) 6lgiildii".

Apopitozun Hiicre Membraninda Gosterimi: Anneksin
V Testi ve Nekrozun Belirlenmesi: Propidyum Iyodiir
Testi

Anneksin-V floresan konjugatlari, apopitoz sirasinda
ortaya cikan agikta kalan fosfatidilserine spesifik
olarak baglandiklar1 igin apopitozun tespiti igin
kullanilabilir. Propidyum iyodiir (PI), membran
gecirimsiz olan ve yalnizca birincil nekroz veya gec
apopitoz (ikincil nekroz) nedeniyle zarar gormiis
membranlara sahip hiicrelerin DNA'sina baglanan
ikinci bir boya olarak kullanilir®®. Hiicreler altili hiicre
kiiltiir kaplarina 500.000 hiicre/2 ml olacak sekilde
ekildi. 48 saat sonra Anneksin V boyama prosediirii
tatbik edildi. Bunun i¢in Anneksin-V-FLUOS Roche
Mannheim Almanya kiti kullamldi. Uzerlerine 80 pl
hazirlanan boyama c¢ozeltisinden konuldu ve
karigtirtldi. Karanlikta 15-20 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. (Boyama c¢ozeltisi: Az 1siklt ortamda 1.1 ml
Inkiibasyon buffer, 22 pl Anneksin 5-Fluorescein, 22
pl PI karigtirilarak hazirlandi). Hiicreler daha sonra
floresan mikroskobu ile analiz edildi’'.

Istatistiksel Analiz

Calismanin analizleri SPSS 13.0 paket programinda
yapildi. Siirekli degiskenler ortalama ve standart
sapma ile verildi. Coklu karsilagtirma testi olarak
Tukey testi kullanildi. % canlilik degerlerinin ilag ve
doz gruplarma goére karsilastirmalari ve ilag-doz
etkilesiminin O6nemliligi iki yoOnlii varyant analizi
kullanilarak yapildi. Kategorik degiskenler arasindaki

karsilagtirmalar Ki-kare testiyle yapildi. Caligmada
p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Bulgular
Haglarin Canhilik Uzerine Etkilerinin Gosterilmesi

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine, ¢esitli
konsantrasyonlarda Verapamil (200,100, 50, 25, 12.5,
6.25 uM) tek basma uygulandi. Uygulanan tedaviden
72 saat sonra % canliblk, MTT metodu ile
degerlendirme yapildi. 1Cs, (Hiicrelerin  %50’sini
inhibe eden konsantrasyon), subletal doz ve subletal
doza en yakin nontoksik dozlar tespit edildi. Bundan
sonrasinda subletal doz olan 50 uM Verapamil ve
nontoksik doz olan 25 pM Verapamil, meme kanseri
tedavisinde kullanilan Dosetaksel, Gemsitabin ve
Karboplatin ile kombine edilerek uygulandi. Sonuglar
Dosetaksel, Gemsitabin ve Karboplatinin tek
baslarinayken olan etkileriyle karsilastirildi. Bu
kombinasyonlarin kanser hiicreleri iizerindeki %
canlilik etkisini degerlendirmek igin MTT testi
yapildi. Yapilan MTT testine gore; Tek basina
Dosetaksel ile Verapamil 25 pM ile kombinasyonu
uygulanmas1 karsilastirildiginda aralarindaki farklilik

istatistiksel olarak anlamli  bulundu (p<0.05).
Dosetaksel tek basmna ile Verapamil 50 pM
kombinasyon uygulanmast karsilagtirildiginda
aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p<0.05). Fakat Dosetaksel + Verapamil 25

pM  ve Dosetaksel + Verapamil 50 pM
kombinasyonlart  kargilagtirildiginda  aralarindaki
farklilik  istatistiksel  olarak  anlamli  degildi.

Verapamilin her iki dozu da (25uM, 50uM)
Dosetakselin tek basina olan kanser hiicresi 6ldiirme
etkisini anlamli oranda arttirdi (Sekil 1-A). Aym
sonuglara Gemsitabin ve Verapamil
kombinasyonlarinda ulagilamadi. Gemsitabin tek
basina kullanilmasina gére Verapamilin her iki
dozunun (25 pM ve 50 uM) Gemsitabin ile kombine
kullanilmast anlamli olmadigi gibi, Gemsitabin +
Verapamil 25 pM ve Gemsitabin + Verapamil 50 pM
kombinasyonlarinin birbiriyle karsilastirilmalar: da
istatistiksel olarak anlamli degildi. Verapamilin
Gemsitabin lizerinde etkisi gosterilemedi (Sekil 1-B).
Dosetakselde oldugu gibi Karboplatin tek basina ile
Verapamil 25 pM kombinasyon uygulanmasi
karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). Karboplatin tek
basina uygulanmasi ile Verapamil 50 pM
kombinasyonu karsilastirildiginda aralarindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Fakat Karboplatin + Verapamil 25 pM ve Karboplatin
+ Verapamil 50 uM kombinasyonlari
karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli degildi. Verapamilin her iki dozu da
Karboplatinle kombine edildiginde % canlilik iizerine
etkiliydi (Sekil 1-C).
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0 D+V50

225 12,5 25 50 100 29’_0 25 50

: . ”
%TIK  Dosetaksel %TIK Verapamil

Sekil 1-A.

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde
Dosetaksel ve kombinasyon uygulamasi sonrasi MTT
metoduna gére % canlilik diizeyleri. V25: 25 uM
Verapamil, V50: 50uM Verapamil. Dosetaksel Test
Ilag¢ Konsantrasyon (TIK) degerleri; 200 TIK:
22.6ug/ml, 100 TIK: 11.3ug/ml, 50 TIK: 5.65ug/ml,
25 TIK: 2.82ug/ml, 12.5 TIK: 1.41ug/ml, 6.25 TIK:
0.70ug/ml. *V25 ile kombine tedavi, tek basina
Dosetaksele gére anlamlidr. **V50 ile kombine
tedavi, tek basina Dosetaksele gore anlamlidr.

140
120

100

mvso
mV25
60 HG
OG+V25
OG+V50

% Canlihk

40

20

625 125 25 50 100 200 25 50

%TIK (Gemsitabin)

Sekil 1-B.

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde
Gemsitabin ve kombinasyon uygulamasi sonrasit MTT
metoduna gére % canlilik diizeyleri. V25: 25 uM
Verapamil, V50: 50 uM Verapamil, Gemsitabin: 200
TIK: 50 ug/mL, 100 TIK: 25 ug/mL, 50 TIK: 12.5
ug/mL, 25 TIK: 6.25 ug/mL, 12.5 TIK: 3.125 ug/mL,
6.25 TIK: 1.56 ug/mL.

b
%TIK (Verapamil)
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%TIK (Karboplatin)

Sekil 1-C.

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde
Karboplatin ve kombinasyon uygulamasi sonrast MTT
metoduna gore % canlilik diizeyleri. V25: 25 uM
Verapamil, V50: 50 uM Verapamil. TIK degerleri
Karboplatin: 200 TIK: 31.6 ug/mL, 100 TIK: 15.8
ug/mL, 50 TIK: 7.9 ug/mL, 25 TIK: 3.95 ug/mL,12.5
TIK: 1.97 ug/mlL, 6.25 TIK: 0.98 ug/mL *V25 ile
kombine tedavi, tek basina Karboplatine gore
anlamblidir. **V50 ile kombine tedavi, tek basina
Karboplatine gore anlamhidr.

MCF-7 insan meme Kkanseri hiicrelerine, cesitli
konsantrasyonlarda Verapamil (200, 100, 50, 25, 12.5,
6.25 uM) tek basina uygulandi. Uygulanan tedaviden
72 saat sonra % canliblk, MTT metodu ile
degerlendirildi. Subletal doz ve subletal doza en yakin
nontoksik dozlar belirlendi. Calismanin bundan
sonrasinda subletal doz olan 100 uM Verapamil ve
nontoksik doz olan 25 pM Verapamil; Dosetaksel,
Gemsitabin ve Karboplatin ile kombine edilerek
kullanildi.  Sonuglar Dosetaksel, Gemsitabin ve
Karboplatinin tek baslarinayken olan etkileriyle
karsilastirildi. Bu kombinasyonlarin kanser hiicreleri
iizerindeki % canlilik etkilerini degerlendirmek icin
MTT testi yapildi. Dosetaksel tek basina uygulanmasi
ile Verapamil 25 uM kombinasyonu
karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Dosetaksel tek bagina
uygulanmasiyla Verapamil 100 pM kombinasyon
uygulamasi karsilagtirildiginda aralarindaki farklilik
anlamliydi (p<0.05). Dosetaksel + Verapamil 25 pM
ve Dosetaksel + Verapamil 100 uM kombinasyonlari
karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil 2-A).
Gemsitabin tek basima uygulanmasi ile Verapamil 25
uM  kombinasyonu karsilastirildiginda  aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.
Gemsitabin tek basina uygulanmasi ile Verapamil 100
uM  kombinasyonu karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.05).
Bununla birlikte Gemsitabin + Verapamil 25 uM ve
Gemsitabin + Verapamil 50 uM kombinasyonlari
karsgilagtirildiginda  aralarinda  istatistiksel ~olarak
anlamh farklililk bulundu (p<0.05) (Sekil 2-B).



Verapamil ile Kemoterapotik Etkinin Arttirilmasi

Karboplatin tek bagina uygulanmasi ile Verapamil
25uM kombinasyonlar1 karsilagtirildiginda
aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Karboplatin tek bagina uygulanmas: ile
Verapamil 100uM kombinasyonlari
karsilagtirildiginda aralarinda farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P<0.05). Karboplatin +
Verapamil 25 uM ve Karboplatin + Verapamil 100
uM  kombinasyonlar1 karsilagtirildiginda aralarinda
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05)
(Sekil 2-C).
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80
60

% Canlilik

40

20 -

G_
65 125 25 50 100 200 25 100

<
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= >
%TIK (Dosetaksel) %TIK (Verapamil)

Sekil 2-A.

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde Dosetaksel
ve kombinasyon uygulamasi sonrast MTT metoduna
gore % canlilik diizeyleri. V25: 25 uM Verapamil,
V100: 100 uM Verapamil. TIK degerleri Dosetaksel:
200 TIK: 22.6 ug/ml, 100 TIK: 11.3 ug/ml, 50 TIK:
5.65 ug/ml, 25 TIK: 2.82 ug/ml, 12.5 TIK: 1.41 ug/ml,
6.25 TIK: 0.70 ug/ml. *V25 ile kombine tedavi, V100
ile kombine tedaviye gore anlamhidr. ¥**V100 ile
kombine tedavi, tek basina Dosetaksele gire
anlamlidir.
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Sekil 2-B.

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde Gemcitabin
ve kombinasyon uygulamasi sonrast MTT metoduna
gére % canlilik diizeyleri. V25: 25 uM Verapamil,
V100: 100 uM Verapamil. TIK degerleri Gemsitabin:
200 TIK: 50 ug/mL, 100 TIK: 25 ug/mL, 50 TIK: 12.5
ug/mL, 25 TIK: 6.25 ug/mL, 12.5 TIK: 3.125 ug/mL,
6.25 TIK: 1.56 ug/mL *V25 ile kombine tedavi, V100
ile kombine tedaviye gore anlamhidr. **V100 ile
kombine tedavi, tek basina Gemsitabine gére
anlamhdir.
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Sekil 2-C.

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde Karboplatin
ve kombinasyon uygulamasi sonrasi MTT metoduna
gore % canlilik diizeyleri. V25: 25 uM Verapamil,
V100: 100 uM Verapamil. TIK degerleri
(Karboplatin): 200 TIK: 31.6 ug/mL, 100 TIK: 15.8
ug/mL, 50 TIK: 7.9 ug/mL, 25 TIK: 3.95 ug/mL, 12.5
TIK: 1.97 ug/mL, 6.25 TIK: 0.98 ug/mL. *V25 ile
kombine tedavi, V100 ile kombine tedaviye gore
anlamhdir. **V100 ile kombine tedavi, tek basina
Karboplatine gore anlamlidr.

Apopitotik Etkinin Degerlendirilmesi

M30 Antijen Testi, hiicrelerin apopitoz yoluyla
olmesini tespit etmeye yarayan bir yontemdir'®.
Apopitoz siirecine giren hiicrelerde meydana gelen
kaspaz aracili sitokeratin 18 pargalanmasini (M30
Antijen) belirlemek i¢in ELISA yontemi kullanildi.
Her iki hiicre tipine Dosetaksel, Gemsitabin,
Karboplatin ve Verapamil tedavi uygulamasi
yapildiktan sonra calisildi. Sekil 3-A’da gorildiigi
gibi MDA-MB-231 hiicre hatlarinda; Dosetaksel 200
TIK’in Verapamil 50 pM ile beraber (%4.8)
kullanilimi tek basma Dosetaksel 200 TiK (%4,9)
gore kaspazla kirilmis sitokeratin 18’1 (M30 antijen)
anlamli  derecede  degistirmemistir  (p=0.828).
Gemsitabin 200 TiK ile Verapamil 50 pM’in birlikte
kullanihimi (%5,0), tek basma Gemsitabin 200 TiK
(%4,5) kullanimina gore kaspazla kirilmis sitokeratin
18’1 (M30 antijen) anlamli derecede degistirmemistir
(p=0.256). Verapamil 50 pM’in Karboplatin 200 TIK
ile birlikte kullanim1 (%5,1) tek basma Karboplatin
200 TIK’e (%5,6) gore kaspazla kirilmis sitokeratin
18’1 (M30 antijen) anlamli derecede degistirmemistir
(p=0.268). Verapamil kombinasyonlarma iliskin
apopitoz, MDA-MB-231 hiicre hatlarinda her {i¢ ilag
grubunda da gosterilememistir.

Sekil 3-B’de goriildiigii gibi MCF-7 hiicrelerinde;
Dosetaksel 200 TiK ile Verapamil 100 uM’in birlikte
kullanilmas1 (%7,4), tek basina Dosetaksel 200 TiK’e
(%9,2) gore kaspazla kirilmis sitokeratin 18’1 (M30
antijeni) anlamli derecede azaltmistir (p=0.001).
Gemsitabin 200 TiK ile Verapamil 100 uM’in birlikte
kullanilmast (%40,2), tek basmna Gemsitabin 200
TiK’e gore (%15,7), kaspazla kirilmis sitokeratin 18’1
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(M30 antijeni) anlamli derecede arttirmstir (p<<0.001).
Karboplatin 200 TiK ile Verapamil 100uM’in birlikte
kullanilmas1 (%39,0) tek basma Karboplatin 200
TIK’e (%25,0) gore kaspazla kirilmis sitokeratin 18’
(M30 antijeni) anlamli derecede arttirmistir (p<<0.001).
Verapamil kombinasyonlarina iligkin apopitoz MCF-7
hiicre hatlarinda Gemsitabin ve Karboplatin ilag
gruplarinda gosterilmistir.
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Sekil 3-A.

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde
Dosetaksel, Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil
tedavisinden sonra kaspazla par¢alanan sitokeratin
18 (M30 Antijeni) diizeyleri. D200: Dosetaksel 200

TIK: 22,6 ug/mL, G200: Gemsitabin 200 T K: 50

ug/mL, Karboplatin 200 TIK: 31,6 ug/mL, V50:

Verapamil 50 uM, MO: Tedavi edilmemig kontrol

grubu.
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Sekil 3-B.

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde Dosetaksel,
Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil tedavisinden
sonra kaspazla par¢alanmis sitokeratin 18 (M30
Antijeni) diizeyleri. D200: Dosetaksel 200 TIK: 22.6
ug/mL, G200: Gemsitabin 200 TIK: 50 ug/mL,
Karboplatin 200: 31.6 ug/mL, V100: Verapamil 100
uM, MO: Tedavi edilmemis kontrol grubu.

Apopitozun Hiicre Membraninda Gésterilmesi
(Anneksin V Testi)

Sekil 4-A da gorildigi tizere MDA-MB-231
hiicrelerinde; Kontrol hiicrelerinde %35 oraninda
anneksin 'V pozitifligi tespit edildi (p=1.000).
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Dosetaksel kombinasyonu (%80 anneksin V pozitif),
tek basina Dosetaksele gore (%80 anneksin V pozitif)
gore anneksin V pozitifligini anlamli derecede
arttirmadi (p=1.000). Gemsitabin kombinasyonu (%23
anneksin V pozitif) tek basina Gemsitabine gore (%20
anneksin V pozitif) gore anneksin V pozitifligini
anlamli  derecede arttirmadi  (p=0.286). Ancak
Karboplatin kombinasyonu (%43 anneksin V pozitif)
tek basina Karboplatine (%10 anneksin V pozitif) gore
anneksin 'V pozitifligini anlamli derecede arttirdi

(p<0.001). MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
Verapamilin Dosetaksel ya da Gemsitabin ile
kombinasyonunda apopitotik etki gosterilemedi.

Ancak Karboplatinin Verapamil ile kombinasyon
uygulamasinda, tek Dbasina Karboplatine gore
apopitotik etki gosterildi.

Sekil 4-B’de goriildiigii izere MCF-7 hiicrelerinde;
Kontrol hiicrelerinde %15 oraninda anneksin V
pozitifligi saptand1 (p<0.001). Dosetaksel
kombinasyonu (%98 anneksin V pozitifligi), tek
basina Dosetaksele (%90 anneksin V pozitifligi) gore
anneksin V pozitifligini anlamli derecede arttirdi
(p<0.001). Gemsitabin kombinasyonu (%35 anneksin
V pozitifligi) tek basina Gemsitabine (%35 anneksin
V  pozitifligi) gore anneksin V  pozitifligini
degistirmedi (p=1.000). Karboplatin kombinasyonu
(%45 anneksin V pozitifligi) tek basina Karboplatine
(%30 anneksin V pozitifligi) goére anneksin V
pozitifligini anlamli derecede arttirdi (p<<0.001). MCF-
7 Hiicre Hatlarinda; Verapamilin Gemsitabin ile
kombinasyonunda apopitotik etki gosterilemedi.
Ancak Dosetaksel ve Karboplatinin Verapamil ile
kombinasyonlarinin, tek baslarma ila¢ kullanimlarina
gore apopitotik etkileri gosterildi.
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Sekil 4-A.

Dosetaksel, Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil ile
tedaviden sonra MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinde Anneksin V pozitif boyanan hiicrelerin

yiizdesi. MO: Tedavi edilmemis kontrol grubu, D200:

Dosetaksel 200 TIK: 22.6 ug/mL, G200: Gemsitabin
200 TIK: 50 ug/mL, Karboplatin 200 TIK: 31.6
ug/mL, V50: Verapamil 50 uM, % Anneksin V (+):
Anneksin V pozitif boyama yiizdesi
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Sekil 4-B.

Dosetaksel, Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil ile
tedaviden sonra MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde Anneksin V pozitif boyanan hiicrelerin
yiizdesi. MO: Tedavi edilmeyen kontrol hiicre grubu,
D200: Dosetaksel 200 TIK: 22,6 ug/mL, G200:
Gemsitabin 200 TIK: 50 ug/mL, Karboplatin 200 TIK:
31,6 ug/mL, V100: Verapamil 100 uM, % Anneksin V
(+): Anneksin V pozitif boyanma yiizdesi.

Nekrozun Gésterilmesi (Propidyum Lyodiir Testi)

PI, yalnizca membran biitiinligii bozulmus, yani 6li
hiicreleri  boyayabilen bir boyadir. Membran
biitiinliigli saglam olan (intakt) hiicreler ise PI
tarafindan boyanmazlar. PI, membran ge¢irimsiz olan
ve yalnizca birincil nekroz veya gec apopitoz (ikincil
nekroz) nedeniyle zarar gérmiis membranlara sahip
hiicrelerin DNA'sia baglanan ikinci bir boya olarak
kullanlir®. Dosetaksel, Gemsitabin, Karboplatin ve
Verapamil uygulandiktan sonra PI  pozitifligi
arastirildi. Sekil 5-A da goriildiigi tizere MDA-MB-
231 hiicre hatlarinda; Kontrol hiicrelerinde %l
oraninda PI pozitifligi saptand1 (p=0.281). Dosetaksel
kombinasyonu (%60 PI pozitif) tek basina
Dosetaksele (%55 PI pozitif) gore PI pozitifligini
anlamli derecede arttirmadi (p=0.134). Gemsitabin
kombinasyonu (%5 PI pozitif) tek basina Gemsitabine
(%2 PI pozitif) gore PI pozitiflik oranimi anlaml
derecede arttirdi (p=0.017). Karboplatin
kombinasyonu (%20 PI pozitif) ise tek basina
Karboplatine (%15 PI pozitif) gore PI pozitifligi,
istatistik anlamlilik sinirinin  biraz iizerinde kald1
(p=0.051). MDA-MB-231 Hiicre hatlarinda
Verapamilin her ii¢ ilagla olan kombinasyonlarinda
degisik oranlarda birincil nekroz veya ge¢ apopitoz
(ikincil nekroz) saptanmasmna ragmen, yalnizca
Gemsitabin kombinasyon uygulamasindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sekil 5-B de goriildigii tlizere MCF-7 hiicre
hatlarinda; Kontrol hiicrelerinde %10 PI pozitifligi
saptand1 (p=0.289). Dosetaksel kombinasyonu (%0 PI
pozitif) tek basina Dosetaksele (%2 PI pozitif) gore P1
pozitifligini anlamli derecede azaltti (p=0.004).
Gemsitabin kombinasyonu (%20 PI pozitif) tek basina
Gemsitabine (%32 PI pozitif) gore PI pozitifligini

anlamli derecede azalti (p<0.001). Karboplatin
kombinasyonu (%27 PI pozitif) tek basina
Karboplatine (%27 PI pozitif) gore PI pozitifligini
anlamli derecede degistirmedi (p=1.000). MCF-7
Hiicre hatlarinda; Dosetaksel ve Gemsitabin
kombinasyonlari tek baslarina ilag kullanimlarina goére
PI pozitiflik oranlarini anlamli derecede azaltiyor iken,
Karboplatin kombinasyonunda tek basina ilag
kullanimina goére PI pozitiflik oraninda anlaml
degisiklik goriilmedi.
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Sekil 5-A.

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda
Dosetaksel, Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil ile
tedaviden sonra PI pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi.

MO: Tedavi edilmeyen kontrol hiicre grubu, D200:

Dosetaksel 200 TIK: 22,6 ug/mL, G200: Gemsitabin
200 TIK: 50 ug/mL, Karboplatin 200 TIK: 31,6
ug/mL, V50: Verapamil 50 uM, % PI (+): PI pozitif

boyanma yiizdesi.
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Sekil 5-B.

Dosetaksel, Gemsitabin, Karboplatin ve Verapamil ile
tedaviden sonra MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde PI pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi.
MO: Tedavi edilmeyen kontrol hiicre grubu, D200:
Dosetaksel 200 TIK: 22,6 ug/mL, G200: Gemsitabin
200 TIK: 50 ug/mL, Karboplatin 200 TIK: 31,6
ug/mL, V100: Verapamil 100 uM, % PI (+): PI pozitif
boyanma yiizdesi.
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Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢alismada, MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme
kanseri hiicre hatlarinda, segilen kemoterapdtik
ilaglarin sitotoksik etkileri incelendi. Ayrica, ¢oklu
ila¢c diren¢ proteini P-gp’yi inhibe eden Verapamilin
bu ilaglarla olan kombinasyonlari degerlendirildi.
Literatiir taramasinda elde edilen sonuglara dayanarak,
meme kanseri tedavisinde kullanilan ve daha once
Verapamil ile birlikte kombine edilerek kullanimi ya
hi¢ calisilmamis ya da ¢ok az arastirilmis olan
kemoterapotik  ilaclar;  Dosetaksel, Gemsitabin,
Karboplatin tercih edildi. Secilen ilaglarin kanser
hiicrelerine yonelik sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan
MTT yontemi uygulandi ve hiicrelerin % canlilik
oranlart hesaplandi. Olusan hiicre 6limlerinin
apopitozdan mi yoksa nekrozdan mi kaynaklandigi
arastirildi.

Daha onceki g¢aligmalarda Verapamil c¢esitli timor
tiplerinde denenmistir ve bunlardan bazilar1 soyledir;

Cadagan ve ark. Hiicre hatlan 1929 (fare
fibrosarkomu) ve MCF-7 (insan meme
adenokarsinomu) hiicrelerinde, sitotoksik ilaglar
Doksorubisin, Vinkristin ve Paklitaksel'e karst

dogustan veya kazanilmis direnci ortadan kaldirmak
icin lic modiile edici ajanin (Kinin, Verapamil ve
Sinnarizin)  etkilerini  aragtirmiglar. En  etkili
kombinasyonun Kinin-Verapamil ile sitotoksik ilag
olan Doksorubisin oldugunu belirtmislerdir”®. Bu iki
sonug, Verapamilin yalnizca epiteliyal tiimorlerde
degil, aym zamanda stromal timorlerde de etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Diger yapilan
calismalar soyledir: Guo ve ark. Adriamisin (ADR)
direngli meme kanseri (MCF 7/ADR) hiicrelerinde
Dosetaksel ve Verapamilin birlikte uygulamasinin p-
gp'nin akig aktivitesini belirgin sekilde inhibe ettigini
ve hiicre apopitozunu hizlandirdigini, bunun da
antitimor aktivitesinde iyilesme ve MDR'nin tersine
gevrilmesiyle sonuglandigim1  rapor etmislerdir®.
Uematsu ve ark. yaptiklart ¢alismada insan meme
kanseri MCF-7 hiicrelerinin iki boyutlu (2D) ve ii¢
boyutlu (3D) sferoidlerinin  kemo-duyarliligini
aragtirmis ve bir p-gp inhibitorii olan Verapamilin,
Daunorubisin, Dosetaksel ve Arsenik Disiilfid’in
antiproliferatif ~ etkilerini kismen  arttirdiginm
bulmuslardir®. Kars ve ark. da direngli MCF-7 hiicre
hatlarinda, Paklitaksel, Dosetaksel, Vinkristin ve
Doksorubisinin Verapamil ile birlikte kullanilmasinin
coklu ila¢ direncini engellemeye yardimci oldugu
tespit etmislerdir”. Bu galismada MCF-7 hiicrelerinde
Verapamilin Dosetaksel ile kombinasyon
uygulamasinda, tek basina kullanimina gore kaspazla
kirilmig  sitokeratin 18 miktarinda anlamli  artis
goriilmiiyorken,  Verapamilin ~ Gemsitabin  ve
Karboplatinin ile kombinasyonlar1 tek baslarina ilag
kullanimlarina goére kaspazla kirilmis sitokeratin 18
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miktarini, apopitozu (M30 antijen) istatistiksel olarak
anlamli derecede arttirmistir (Sekil 3-B). Anneksin V
boyama uygulamasina gore de Karboplatin
kombinasyonlarinda Anneksin V pozitifligi anlaml
derecede artmustir (Sekil 4-B). Mohseni ve ark. H1299
Akciger kanseri hiicrelerinin kemo duyarliliginin
Verapamil ile  diizeltilip  diizeltilemeyecegini
arastirmak igin, Dosetaksel/Verapamil ve
Vinblastin/Verapamilin hiicresel proliferasyon ve
apopitotik  yanit  lzerindeki  birlesik  etkilerini
incelemiglerdir. Her iki ajanin kombine
konsantrasyonlarina Verapamil eklenmesi, hiicre
canliliginda 6nemli 6l¢iide azalmaya neden olmustur.
Ayrica Verapamilin, Dosetaksel ile birlikte, apopitotik
hiicre yiizdesini arttirdigim ortaya koymuslardir’®. Bu
calismada ise her iki hiicre hattinda Dosetakselin
Verapamil ile kombinasyonu apopitotik hiicre oranini
anlamli derecede arttirmiyorken, MCF-7 hiicre
hatlarinda Verapamilin Gemsitabin ve Karboplatin ile
kombinasyonlari, tek basina uygulamalarina gore
apopitotik hiicre oranin1 anlamli derecede arttirmistir
(Sekil 3-B). Jaferian ve ark. yine H1299 Akciger
kanseri hiicrelerinde Verapamilin, Dosetaksel ve
Vinblastinin sitotoksik etkilerini artirdigini buldular.
P-gp aktivitesinin Verapamil tarafindan
inhibisyonunun, her bir ajanin tek basina tedavisinden
daha diisiik hiicre canliligt ile sonuglandigini
gosterdiler”’. Live ark. Paklitaksel ve Verapamilin,
MCF-7/ADR hiicreleri iizerindeki sinerjistik etkisini
aragtirdilar.  MCF-7/ADR  hiicrelerinin  apopitoz
oraninin, Paklitakselin tek basina tedavisine kiyasla
kombinasyon tedavisinde 6 kat arttigini gosterdiler.
Bu veriler, Paklitaksel ve Verapamil kombinasyon
terapisinin, hiicre apopitozunu tesvik etmede
sinerjistik etki sagladigini aydinlatmistir. Paklitaksel
ve Verapamil kombinasyonu, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini durdurarak hiicre ¢ogalmasim dnleyebilir
ve hiicre apopitozunu tesvik edebilir (28). Yan ve ark.
termokimyasal  1simin  Verapamil ile  birlikte
kullaniminin, hiicre i¢i ADR oranin1 ve MCF-7/ADM
(ADM-resistant line MCF) hiicre hatlarinin apopitoz
hizint  arttirdigim bulmuslardir®.  Zhao ve ark.
Verapamil ve Gemsitabinin Insan pankreatik
adenokarsinom hiicre hatlarinda (L3.6pl) kombine
pro-apopitotik etkileri oldugunu belirlemislerdir™.
Nandi ve ark. ise meme kanseri kok hiicreleri (BCSC)
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Kaempferol’iin
Verapamil ile kombinasyonunun tek basina
Kaempferol’den daha giiglii etkinlige sahip oldugunu
ve G2/M'ye baghh hiicre dongilisii durmasini
indiikledigini gosterdiler’’. Kayouka ve ark. Insan
karaciger kanseri hiicreleri (HepG2) hiicrelerinde
Oleanolik Asitin Verapamil ile kombinasyonunun
sitotoksisiteyi biiyiik Olclide arttigini, 72 saat sonra

hiicre canliginin  %63,7 den %25’¢ distligiini
gosterdiler. Bu sonuglar1 ise, P-gp’nin inhibe
edilmesinin ~ Oleanolik  Asitin ~ kemoterapotik


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Uematsu+N&cauthor_id=29599328
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aktivitesini
yorumladilar®,

arttigini gostermistir seklinde
MDA-MB-231

Karboplatinin

Bu calismada ise Verapamil,
hiicrelerinde ~ Dosetakselin ~ ve
sitotoksisitesini istatiksel olarak anlamli GSlgiide
arttirmigtir  ve Dosetaksel + Verapamil 25 uM
kombinasyonu ile Dosetaksel + Verapamil 50 pM
kombinasyonu arasinda sitotoksisite agisindan anlamli
bir fark goriilmemistir (Sekil 1-A). Ayni sitotoksik
etki, daha diisik dozlarda goriilebilmektedir. Bu
nedenle de MDA-MB- 231 hiicre hattinda daha diisiik
Verapamil dozu kullanilarak yiiksek sitotoksik etki
elde edilebilmektedir. Bu durum kemoterapotik
ilaglarin istenmeyen yan etkilerinden korunmada
onemli olabilir. Ozellikle MDA-MB-231 hiicre
hattinin  invaziv karakterli oldugu g6z Oniine
alindiginda bu 6nem daha da artmaktadir.

Bu c¢alismada Verapamil; Gemsitabin ve Karboplatin
ilag gruplarinda, MCF-7 hiicre hatlarinda M30
antijjenini arttirmaktadir (Sekil 3-B). Dolayisiyla
apopitozu arttirmigtir. Ancak MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda ayni etki bulunmamistir (Sekil 3-A). MDA-
MB-231 hiicrelerinde M30 antijeni yaklasik 220 U/L
diizeylerindeyken, MCF-7 hiicrelerinde 2000 U/L
diizeylerine kadar ¢ikabilmistir. Bu bulgular, MCF-7
hiicrelerinin  esas olarak apopitozla 6ldiiglini
gostermektedir. Nitekim Ari ve ark. yaptiklar
calismada MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerine

klasik meme kanseri tedavisi olan 5-Florourasil-
Epirubisin-Siklofosfamid (FEC) tedavisini
uygulanmiglar ve  MDA-MB-231  hiicrelerinin

nekrozisle 6liirken, MCF-7 hiicrelerinin tipik olarak
apopitozla 61diigiinii bulmuslardir®.

Bu calismada hem MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
hemde MCF-7 hiicre hatlarinda  Verapamil,
Dosetakselin ve Karboplatinin sitotoksisitesini (MTT
metodu ile) istatiksel olarak anlaml 6lgiide arttirdigi
bulunmustur. Fakat Verapamil, MDA-MB-231
hiicrelerinde =~ Gemsitabinin ~ sitotoksik  etkisini
arttirmiyorken (Sekil 1-B), MCF-7 hiicrelerinde
anlamli olarak arttirmaktadir (Sekil 2-B). Bundan
otiric bu calismada ilging olarak, Verapamilin
Gemsitabinin etkinligini hiicre tipine bagl olarak
modifiye ettigi bulunmustur. MDA-MB-231 insan
meme kanser hiicre hatlarinda ila¢ gruplarma, doz
gruplarina ve ilag-doz etkilesimlerine gore % canlilik
ortalamalar farklilik gésterdigi bulunmustur.

Sonug olarak, bu calismada her iki hiicre tipinde

(MDA-MB-231, MCEF-7) Dosetaksel ve
Karboplatinin, Verapamil ile kombinasyonunun,
sitotoksik  etkiyi  arttirdigi  gosterilmis  oldu.

Gemsitabinin enzimlerle hizli metabolizma, bobrek
yoluyla hizli atilim nedeniyle etkinligi azalmaktadir.
Bu nedenle etkinligini arttirmak igin, gastrointestinal
toksisiteye neden olan yiiksek dozlarda Gemsitabin
alimmas1 tavsiye edilir. Birgok kanser tiirii
Gemsitabine direng gelistirmektedirg. Bu durum goz

oniinde bulunduruldugunda MCF-7 hiicrelerinde,
Gemsitabin-Verapamil kombinasyonunun
kullanilmasinin, sitotoksik etkiyi artirmasi agisindan
etkili bir strateji olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak
daha fazla, farkli deneyler ile bu sonuglarin
dogrulanmasi gerekmektedir.

Calismanin Sturlhiliklar

Verapamilin apopitoz ve nekroz mekanizmalarina
yonelik olarak, protein seviyesinde detayli analizlerin
yapilmast ve daha fazla kanser hiicre hattinda
deneylerin uygulanmast.
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