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Ozet

Calismanin Amaci : Homeopatide, homeopatik olarak fazla seyreltilmis potenslerin herhangi
bir hastalik durumuna kars1 daha fazla koruyucu/iyilestirici etki sagladigi iddia edilmektedir.
Condurango'nun potansize edilmis formlari, sindirim problemlerinin yani sira 6zofagus ve
mide kanserlerinin tedavisinde basariyla kullanilmaktadir. Ancak, biri Avogadro siniriin
altinda (6C) ve digeri bu sinirin {izerinde (30C, orijinal ila¢ molekiilii igermeyen) seyreltilmis
olan Condurango formlarinin, in vitro akciger kanseri hiicrelerine kars: hiicre 6ldiirme
(apoptoz) etkinlikleri ve sinyal yolaklar1 daha 6nce elestirel olarak analiz edilmemistir. Bu
nedenle mevcut calisma gerceklestirilmistir.

Yontemler : Homeopatik preparatin veya test edilen maddenin H460 kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) hiicreleri tizerindeki etkisini MTT testiyle incelenmistir. Kontrol
grubu olarak ise yalnizca siikiisyon uygulanmis etil alkol (plasebo tastyict) kullanilmistir.
Hiicre morfolojisi, hiicre dongiisii diizenlemesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu,
mitokondriyal membran potansiyelindeki (MMP) degisiklikler ve DNA hasar1 {izerine
caligmalar yapildi ve ilgili sinyal belirteglerinin ekspresyonlari incelendi. Gozlemler
"korleme" yontemiyle gerceklestirildi.

Bulgular : Hem Condurango 6C hem de Condurango 30C, H460 hiicrelerinde subG0/G1
fazinda hiicre dongiisii arresti yoluyla apoptozu indiiklemis ve belirli apoptotik belirteglerin
ekspresyonlarinda anlamli degisikliklere neden olmustur. ilaglar, 18-24 saat igerisinde ROS
diizeyindeki artis ve MMP depolarizasyonu araciligiyla oksidatif stres olusturmustur. Bu
olaylarn, ge¢ fazda (48 saat) hiicrelerin apoptoza yonlendirildiginin RT-PCR (ters
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transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu), Western blot ve immiinofloresans ¢alismalariyla
gosterildigi tizere, kaspaz-3 aracili bir sinyal kaskadini aktive ettigi diisiintilmektedir.

Sonug¢ : Homeopatik doktrinde ileri siirtildiigii izere, Condurango 30C’nin apoptotik etkisinin
Condurango 6C’ye kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

1. GIRIS
Bazi konvansiyonel ilaglarin yan etkilerine iliskin artan farkindalik dogrultusunda, insanlar
daha az ve daha diisiik toksik yan etkiye sahip alternatif tibbi yaklasimlara yonelmektedir [1]
ve homeopati giiniimiizde bir¢ok {ilkede 6nemli bir tamamlayici ve alternatif tip (CAM)
yontemi haline gelmistir. Homeopatide, daha giiclii ve daha uzun siireli etki elde etmek
amaciyla genellikle ana tentiirler (ham ekstreler) yerine dogal maddelerin ¢ok yiiksek
diliisyonlarla elde edilen mikrodozlar1 (potensize edilmis formlar) tercih edilmektedir [2-4].
Baslangic ila¢ maddesi genellikle sulu bir etanol ¢ozeltisinde (cogunlukla %70) ¢oziindiiriiliir
ve ¢alkalama veya sarsma (siikiisyon) ile gerceklestirilen kademeli seyreltme basamaklari
araciligtyla potensize edilir. Centesimal 6lgege gore, 1 mL ana tentiiriin 99 mL etanoliin sulu
cozeltisi (ilag tastyicisi) ile seyreltilmesi ve 10 kez mekanik calkalama (siikiisyon)
uygulanmasi sonucu 1C potensi elde edilir. Elde edilen 1C ¢ozeltisinden 1 mL alinarak tekrar
99 mL etanoliin sulu ¢ozeltisi ile seyreltilip 10 kez calkalanmasiyla 2C potensi olusturulur ve
bu iglem ayn1 sekilde ardisik olarak devam ettirilir. Bu nedenle ilag 12C potense ulastiginda,
yaklagik 1072* oraninda seyreltilmis olur (Avogadro sinirinin 6tesinde) ve orijinal ilag
maddesine ait tek bir molekiiliin dahi varlig1 son derece diistlik bir olasilik haline gelir.
Bununla birlikte, bazi arastirmacilar bu tiir ultra yiiksek diliisyonlu homeopatik preparatlarda
orijinal ilaca ait nanopartikiillerin varligin1 gostermistir [5, 6]; ancak etki mekanizmasi heniiz
kesin olarak ortaya konulamadigi i¢in etkinlik konusu rasyonalist arastirmacilar tarafindan
siklikla sorgulanmaktadir. Bu nedenle, Avogadro sinirinin altinda kalan diliisyonlar (6C, 102
kez seyreltilmis) ile Avogadro sinirinin lizerinde yer alan diltisyonlar (30C, 10%° kez
seyreltilmis) arasinda canli hiicreler iizerinde in vitro kosullarda gézlemlenebilir etkisel
farkliliklar olup olmadigini incelemeye ilgi duyduk ve bu etkilerin olasi sinyal yolaklarin
anlamaya calistik. Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagl dliimlerin baslica nedenidir
[7]. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), tiim akciger kanseri olgularinin
yaklasik %80’ini olusturarak en yaygin alt tiptir. Ayrica, benzo[a]piren sigara dumaninda
bulunan baslica polisiklik aromatik hidrokarbonlardan biridir ve sigara igenlerde akciger
tiimorlerinin indiiklenmesinden sorumludur [8]. Akciger kanseri hastalar1 genellikle
kemoterapi, radyoterapi gibi konvansiyonel tedavi yontemleriyle tedavi edilmektedir; ancak
bu yontemler normal hiicreleri de etkilemektedir. Bu nedenle, homeopati ve akupunktur gibi
tamamlayici ve alternatif tip (CAM) yaklasimlari, kanser dahil olmak iizere tedavisi gii¢
bir¢ok hastaligin tedavisinde veya semptomlarinin hafifletilmesinde giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir.

Bu arastirma kapsaminda iki soruya yanit aranmustir. Birincisi, potensize edilmis homeopatik
ilaglar olan Condurango 6C ve Condurango 30C’nin kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanserinde (NSCLC) apoptozu indiikleme yetenegine sahip olup olmadigi ve bu etkinin
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu ile mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)
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depolarizasyonu yoluyla gerceklesip gerceklesmedigidir. Ikinci olarak ise, Condurango
30C’nin, Condurango 6C’ye kiyasla daha yiiksek apoptoz indiikleyici etkiye sahip olup
olmadigi arastirilmistir.

2. GEREC VE YONTEM

Insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicre hatt1 olan H460 (NCI-H460)
hiicreleri, Hindistan Pune’daki National Centre for Cell Science kurumundan temin edilmis ve
%10 fetal bovin serum (FBS) ile %1 antibiyotik-antimikotik soliisyon ilave edilmis RPMI-
1640 besiyerinde kiiltiire edilmistir. Homeopatik potensize ilaglar olan Condurango 6C ve
Condurango 30C, Schwabe India Pvt. Ltd., Kolkata’dan temin edilmistir.

H460 hiicreleri (1x10%hiicre kuyucugu), farkli konsantrasyonlarda Condurango 6C ve
Condurango 30C (100 puL besiyeri basina 0,5-5 pL) ile ve kontrol grubu olarak plasebo [ilag
tastyicist olan siikiisyon uygulanmis %70 alkol] ile 24 ve 48 saat siireyle muamele edilmistir.
Her iki ilacin yaklasik %50 hiicre 6liimiine neden oldugu konsantrasyonlar, 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizleri kullanilarak belirlenmistir
[9].

H460 hiicreleri ayrica Condurango 6C ve Condurango 30C’nin yar: maksimal inhibitor
konsantrasyon (IC50) dozlar1 ile muamele edilmis ve plasebo uygulanmis ya da
uygulanmamus hiicrelerle karsilagtirilmistir. Tedavinin 24. ve 48. saatlerinde hiicreler inverted
faz-kontrast mikroskobu (Axiscope Plus 2, Zeiss, Almanya) altinda gdzlemlenmis ve
goriintiilenmigstir. Olas1 morfolojik degisikliklerin daha ileri diizeyde dogrulanmasi amaciyla,
S530-Hitachi taramali elektron mikroskobu kullanilarak taramali elektron mikroskopisi
(SEM) calismast gerceklestirilmistir [10].

Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) birikiminin genellikle apoptozun erken evrelerinde meydana
geldigi bilinmektedir [11]. Hiicreler, maksimum ROS birikiminin ger¢eklestigi dl¢iim
zamanini belirlemek amaciyla, Condurango 6C ve Condurango 30C’nin IC50 dozlarn ile ve
bunlara karsilik gelen plasebo preparatlariyla 2, 6, 12, 18 ve 24 saat siireyle muamele
edilmistir. Tedavi sonrasinda hiicreler, 2°,7°-diklorodihidrofloresein diasetat (H2DCFDA) (5
mM) ile inkiibe edilmis ve ROS diizeyleri florimetri yontemi (PerkinElmer, ABD)
kullanilarak 6l¢ililmiistiir. ROS olusumunun en yiiksek diizeye ulastig1 6l¢ciim zamanlarinda
floresan mikroskopi incelemeleri gerceklestirilmistir.

Her iki ilacin IC50 dozlari ile gergeklestirilen tedavinin 2., 6., 12., 18. ve 24. saatlerinde
mitokondriyal membran potansiyelindeki (MMP) degisiklikler kaydedilmis ve bu
degisiklikler, Rhodamine-123 kullanilarak ilag uygulanmamis hiicrelerle karsilagtirilmistir.
Hiicreler floresan mikroskobu (Leica, DMLS) kullanilarak analiz edilmistir [12]. MMP’de
meydana gelen degisiklikler ayrica, MMP azalmasinin en belirgin oldugu 6l¢iim zamanlarinda
akim sitometrisi (FACS Aria III, BD Bioscience) yontemiyle de degerlendirilmistir.

Niikleer morfolojideki degisiklikleri goriintiilemek amaciyla hiicreler ayr1 ayri 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (10 pg/mL) ve Akridin Oranj/Etidyum Bromiir (AO/EB) (1
mg/mL) ile boyanmistir [13]. Tedavinin 48. saatinden sonra boyanmis hiicreler floresan
mikroskobu (Leica, DMLS) altinda gézlemlenmis ve goriintiilenmistir.

DNA pargalanmasi, konvansiyonel fenol/kloroform yontemi kullanilarak degerlendirilmis
[14] ve UV transliiminator (Ultracam Digital Imaging, Genei, Hindistan) altinda
goriintiilenmistir. DNA hasar1 ayrica bromo-2’-deoksiuridin 5’-trifosfat (Br-dUTP) [15]
kullanilarak BD FACS Verse™ sistemi ile analiz edilmistir.
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Fikse edilmis hiicreler, propidyum iyodiir (50 pg/mL) ile inkiibe edilmistir [16]. Hiicrelerin
her fazdaki yuzdesi [subG0/G1, GO/G1, S ve G2/M], BD FACS Verse™ kullanilarak akim
sitometrik yontemle nicel olarak degerlendirilmistir. RT-PCR analizleri, Bax, Bcl-2,
sitokrom-c, kaspaz-3 ve GAPDH primerleri kullanilarak gergeklestirilmistir [17]. Primer
dizileri Tablo 1’de verilmistir. Bant yogunluklari, “Image J” yazilim1 kullanilarak
densitometrik olarak ol¢lilmiistiir.

Table 1 Primer sequences of the respective genes

Primers Primer sequences
B Fwd 5'-AGTAACATGGAGCTGCAGAGG-3’
ax
Rev 5'-ATGGTTCTGATCAGTTCCGG-3'
Bel.2 Fwd 5'-GTGACTTCCGATCAGGAAGG-3’
Cl-
Rev 5'-CTTCCAGACATTCGGAGACC-3’
Fwd 5'-CGTGTCGACCTAATATGGGTGATGTTGAAAAGG- 3’
Cytochrome ¢
Rev5'-ACAGATCTTTCTCATTAGTAGCCTTTTTAAG -3
Fwd 5'-AGGGGTCATTTATGGGACA-3’
Caspase- 3
Rev 5'-TACACGGGATCTGTTTCTTTG-3'
Fwd 5'-CCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA-3'
GAPDH
Rev 5'-GCCAGTAGAGGCAGGGATGATGTTC-3'
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Sekil 1. Condurango 6C’nin (A) ve Condurango 30C’nin (B), MTT analizi ile belirlenen H460 hiicre canlilig1 tizerindeki
etkileri. Hiicreler, ilgili plasebolarla birlikte (5 uL/100 uL) Condurango 6C ve Condurango 30C’ye 24 ve 48 saat siireyle (0,5
uL/100 pL—5 pL/100 pL doz araliginda) maruz birakilmistir. Sonuglar, ortalama hiicre canlilig yiizdesi + standart sapma
(SD, N = 6) olarak ifade edilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri su sekilde gosterilmistir: *P < 0,05, tedavi
uygulanmamus hiicrelere kiyasla; 1P < 0,05, her iki plasebo uygulanmis hiicre grubuna kiyasla.
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Hucreler, Bax-Bcl-2 analizi icin 18 saat, sitokrom-c i¢in 24 saat ve kaspaz-3 ile poli(ADP-
riboz) polimeraz (PARP) i¢in 48 saat stireyle her iki ilacin IC50 dozlar1 ile muamele
edilmistir. Protein aktiviteleri, indirekt enzim bagli immiinosorbent assay (ELISA) ve
Western blot analizleri kullanilarak 6l¢iilmiistiir [ 18]. Western blot analizleri sonucunda elde
edilen protein bantlarimin kantitatif analizleri , ImagelJ yazilimi kullanilarak densitometrik
olarak gerceklestirilmistir.

Kaspaz-3’iin lokalizasyonu immiinofloresans yontemi ile degerlendirilmis [19] ve floresan
mikroskobu altinda goriintiilenerek fotograflanmistir.

Gozlemciler, kontrol ve/veya ilagla muamele edilmis materyalleri incelediklerini bilmeyecek
sekilde korleme yontemiyle calistirilmistir. Veriler analiz edilmis ve ortalama degerler
arasindaki farklarin anlamliligi, SPSS 14 yazilim1 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Fisher’in en kiigiik anlamli fark (LSD) post
hoc testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P < 0,05 ve P < 0,001 olarak
kabul edilmistir.
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Sekil 2. Hiicresel morfolojinin 1sik
mikroskobisi ile analizi: tedavinin 24.
saatinde (l) ve 48. saatinde (I1) (40x).

(i) tedavi uygulanmamis,

(i) 6C plasebo uygulanmis,

(iii) 30C plasebo uygulanmis,

(iv) Condurango 6C uygulanmis ve

(v) Condurango 30C uygulanmis hiicreler.




ISSN 2093-6966 [Print], ISSN 2234-6856 [Online]
Journal of Pharmacopuncture 2014;17[1]:059-069
DOI: http://dx.doi.org/10.3831/KPI1.2014.17.008
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Sekil 3. Hiicresel morfolojinin taramal
elektron mikroskobisi ile analizi:

(1) 2000x ve (Il) 6000x buyutmelerde;
(i) tedavi uygulanmamis,

ee0  Zovy

(ii) 6C plasebo uygulanmis,

(iii) 30C plasebo uygulanmis,

(iv) Condurango 6C uygulanmis ve

(v) Condurango 30C uygulanmis hiicreler.
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Sekil 4. Hucre ici ROS birikiminin (A) florimetri ve (B) floresan mikroskopisi ile lguimd:

(i) tedavi uygulanmamus, (ii) 6C plasebo uygulanmis, (iii) 30C plasebo uygulanmis, (iv) Condurango 6C
uygulanmis ve (v) Condurango 30C uygulanmis hiicreler.
Anlamlilik diizeyleri, tedavi uygulanmamisg hiicreler ile Condurango 6C ve 30C uygulanmis hiicreler arasindaki

ve ayrica tedavi uygulanmamis hiicreler ile plasebo uygulanmis hiicreler arasindaki karsilagtirmalar igin
*P < 0.05 ve ¥***P < 0.001 olarak gdsterilmistir.
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Sekil 5. Condurango 6C ve 30C uygulanmis hiicrelerde, tedavinin 18. saatinde Bax-Bcl2 diizeylerinin (C) RT-
PCR, (D) Western blot ve (E) ELISA yontemleri ile analizi; tedavi uygulanmamis ve plasebo uygulanmis
kontrol gruplar1 korunmustur. L1: tedavi uygulanmanus, L2: 6C plasebo, L3: 30C plasebo, L4: Condurango 6C
ve L5: Condurango 30C.

Sonuglar ortalama * standart sapma (SD) olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri:

*P < 0.05 — tedavi uygulanmamis (UT) grup ile Condurango 6C ve 30C gruplari arasinda,

P <0.05 — 6C plasebo grubu ile Condurango 6C grubu arasinda ve

1P <0.05 — 30C plasebo grubu ile Condurango 30C grubu arasinda gosterilmistir.
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Sekil 6. Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) degisimlerinin, Condurango 6C ve 30C uygulanmis hiicrelerde
tedavi uygulanmamis hiicrelere karsilagtirmali olarak; (A) floresan mikroskopisi ve (B) akim sitometrisi ile analizi.
(i) tedavi uygulanmamus, (ii) 6C plasebo uygulanmus, (iii) 30C plasebo uygulanmus, (iv) Condurango 6C uygulanmis
ve (v) Condurango 30C uygulanmus hiicreler.
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Sekil 7. Sitokrom-c translokasyonunun doz bagimliliginin (A) RT-PCR ve (B) Western blot yontemleri kullanilarak analizi.
L1: tedavi uygulanmamis, L2: 6C plasebo, L3: 30C plasebo, L4: Condurango 6C ve L5: Condurango 30C.

Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri:

*P < 0.05 — tedavi uygulanmamis (UT) grup ile Condurango 6C ve 30C gruplar arasinda,

#P < 0.05 — 6C plasebo grubu ile Condurango 6C grubu arasinda ve

TP <0.05 — 30C plasebo grubu ile Condurango 30C grubu arasinda gosterilmistir.

3. Sonugclar

H460 hiicre hattina karg1 Condurango 6C (3.57 uLL/100 uL) ve Condurango 30C (2.43 pL/100
pL) ile 48 saatlik tedavi sonucunda elde edilen IC50 degerleri, ¢aligma boyunca referans
dozlar olarak se¢ilmistir (Sekil 1). Maksimum dozda (5 pL/100 pL) uygulanan her iki plasebo
grubunda hiicre canliliginin, tedavi uygulanmamis (kontrol) hiicrelere olduk¢a yakin oldugu
belirlenmistir.

Isik mikroskopisi (Sekil 2) ve SEM (Sekil 3) caligsmalari, tedavi uygulanmamais ve plasebo
uygulanmis hiicrelerde hiicre membraninin biitiinliigiinii korudugunu ve hiicresel uzantilarin
(cellular extensions) varligini slirdiirdiigiinii, hiicre morfolojisinin ise degismeden kaldigini
gostermistir.

Buna karsilik, Condurango 6C ile tedavi edilen hiicrelerde kademeli bir deformasyon ve
hiicresel biiziisme (shrinkage) gézlenmistir. Condurango 30C ile muamele edilen hiicrelerde
ise hiicrelerin giderek kii¢lildiigli ve yuvarlaklastigi, ¢ekirdek morfolojisinin bozuldugu ve
hiicresel uzantilarin hasar gordiigii tespit edilmistir. Bu bulgular, Condurango 30C’nin yiiksek
diizeyde apoptoz indiikleyici potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Tedavi uygulanmamis ve plasebo uygulanmis hiicrelerde, farkli saat araliklarinda floresans
yogunlugunun optik dansite (OD) degerlerinin oldukga diisiik oldugu gézlenmistir. Buna
karsilik, Condurango 6C ve 30C ile tedavi edilen hiicrelerde 18. saatte floresans
yogunlugunda anlamli bir artis tespit edilmistir (Sekil 4A). Floresan mikroskopisi bulgulari
da, 18. saatte ilacla tedavi edilen hiicrelerde H2ZDCFDA yogunlugunun, tedavi uygulanmamais
hiicrelere kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermistir (Sekil 4B).
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Elde edilen sonuglar, 18. saatte ilag uygulanmamais hiicrelere kiyasla her iki tedavi grubunda
Bax ekspresyonunun arttigini ve Bel2 ekspresyonunun ise azaldigini ortaya koymustur (Sekil
5). Condurango 30C ile tedavi edilen 6rneklerde, Condurango 6C ve plasebo gruplarina
kiyasla Bax ekspresyonunda daha belirgin bir artig ve Bcl2 ekspresyonunda daha belirgin bir
azalma gozlenmistir.

Sekil 6A, ila¢ uygulanmamis hiicrelerde ve farkli zaman noktalarinda parlak yesil floresans
varligin1 gostermektedir. Buna karsilik, Condurango 6C ve 30C ile tedavi edilen hiicrelerde
zamanla floresans yogunlugunda kademeli bir azalma izlenmis, ancak en belirgin diisiis 24.
saatte meydana gelmistir. Bu durum, mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP) en
yiksek diizeyde depolarizasyonunun 24. saatte gerceklestigini ve bunun mitokondriden
sitokrom-c salinimint tetikledigini diisiindiirmektedir. Akim sitometrisi analizleri de bu
bulgular1 desteklemistir (Sekil 6B).

24 saatlik tedavi sonunda, ilag uygulamasina yanit olarak sitokrom-c ekspresyonunda artis
gozlenmistir (Sekil 7). Condurango 30C ile tedavi edilen hiicrelerde, Condurango 6C ile
tedavi edilenlere kiyasla sitokrom-c ekspresyonunda daha belirgin bir artis saptanmustir.

| L3 L4 L5

C

Sekil 8. Hem ilagla tedavi edilen hem de tedavi uygulanmamus hiicrelerde (A) DAPI ve (B) AO-EB boyamasi kullanilarak
niikleer morfolojideki degisimlerin analizi. (C) DNA fragmantasyon analizi; 48 saatlik zaman araliginda, ila¢ uygulamasinin
ardindan 6zellikle Condurango 30C ile tedavi edilen 6rnekte, tedavi uygulanmamis DNA’ya kiyasla DNA laddering
(merdivenlesme) olusumunu gostermektedir.

48 saatlik uygulama sonrasinda, Condurango 6C ve 30C ile tedavi edilen hiicrelerde DAPI
floresans siddetinde kademeli bir artis gozlenmistir (Sekil 8A). Ayrica, AO/EB boyamasi;
floresans paterninde yesilden (normal hiicresel DNA) turuncuya (kesintiye ugramis/nicked
hiicresel DNA) dogru bir degisim oldugunu ve ilagla tedavi edilen hiicrelerde EB floresansinda
artis meydana geldigini gostermistir (Sekil 8B). Sekil 8C, 6zellikle Condurango 30C ile tedavi
edilen orneklerde belirgin olmak tzere, ila¢ uygulanmamis gruplardaki DNA ile
karsilastirildiginda her iki ilag uygulanmis 6rnekte de DNA laddering (DNA parcalanma
paterni) olusumunu gostermektedir.

ilacla tedavi edilen hiicrelerde, tedavi uygulanmayan hiicrelere kiyasla dUTP-nick sayisinda
kademeli bir artis saptanmistir (Sekil 9). Bu bulgu, her iki ilacin da apoptozu indiikleyen DNA
kiriklari/nickleri olusturabilme kapasitesine glicli bicimde isaret etmektedir. Kantitatif
degerlendirme, TUNEL-pozitif cekirdek ylizdesinin Condurango 30C ile tedavi edilen
hicrelerde daha yuiksek oldugunu ortaya koymustur. SubG0/G1 fazindaki sub-diploid hiicre
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popitlasyonu, Condurango 6C ve 30C ile tedavi edilen hiicrelerde; plasebo uygulanmis ve
uygulanmamis hiicrelere kiyasla daha belirgin sekilde artmistir (Sekil 10).
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Sekil 9. TUNEL testi kullanilarak dUTP-nick olusumunun incelenmesi. TUNEL-pozitiflik yiizdesel (%) olarak gosterilmistir.
(i) tedavi uygulanmamus, (ii) 6C plasebo uygulanmus, (iii) 30C plasebo uygulanmus, (iv) Condurango 6C uygulanmis ve (V)

Condurango 30C uygulanmis hiicreler.
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Samples Sub G0/G1 (%) GO0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Untreated(i) 978 2337 556 0.73
6PIc. i) 23.89 59.19 29] 3.26
30PIc.(ili) 25.00 56.99 5.18 296
Con6C(iv) 26.69 54.13 3.62 242
Con 30C(v) 27.28 51.53 5.15 248

Sekil 10. PI (propidyum iyodiir) boyamasi ve akim sitometrik analiz kullanilarak hiicre dongiisti dagiliminin incelenmesi.
(1) tedavi uygulanmamus, (ii) 6C plasebo uygulanmus, (iii) 30C plasebo uygulanmis, (iv) Condurango 6C uygulanmis ve
(v) Condurango 30C uygulanmis hiicreler. Hiicre dongiisiiniin her fazindaki hiicre ytlizdeleri tabloda sunulmustur.
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Sekil 11. Caspase-3 aktivasyonunun (A) RT-PCR, (B) ELISA ve (C) Western blot yontemleri kullanilarak analizi ve PARP
kesilmesinin (cleavage) Western blot analizi ile degerlendirilmesi. L1: tedavi uygulanmamus, L2: 6C plasebo, L3: 30C
plasebo, L4: Condurango 6C ve LS: Condurango 30C. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir.
Istatistiksel anlamlilik diizeyleri:

*P <0.05 — tedavi uygulanmamis (UT) grup ile Condurango 6C ve 30C gruplar1 arasinda,

TP <0.05 — 6C plasebo grubu ile Condurango 6C grubu arasinda ve

1P <0.05 — 30C plasebo grubu ile Condurango 30C grubu arasinda gosterilmistir.

Sekil 12. Tedavinin 48. saatinde immiinfloresan yontem kullanilarak caspase-3 lokalizasyonunun incelenmesi. (i) tedavi

uygulanmamius, (ii) 6C plasebo uygulanmus, (iii) 30C plasebo uygulanmis, (iv) Condurango 6C uygulanmis ve (v)
Condurango 30C uygulanmis hiicreler.

RT-PCR ve ELISA verileri, Condurango 6C ve 30C uygulamasi sonrasinda tedavi
uygulanmamis 6rneklerle karsilastirildiginda kaspaz-3 ekspresyonunda artis oldugunu
gostermistir (Sekil 11). Western blot analizi, Condurango 30C nin, par¢alanmis (cleaved) 20
kDa ve 12 kDa fragmanlarini olusturarak kaspaz-3 ekspresyonunu anlamli diizeyde artirma
kapasitesinin daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Immiinfloresans ¢alismasi, ilagla
tedavi edilen hiicrelerde, 6zellikle Condurango 30C uygulanan hiicrelerde, hiicre sitozolu
icerisinde kaspaz-3 lokalizasyonunda kademeli bir artis oldugunu gostermistir (Sekil 12).
Kaspaz-3 aracili yolun son basamagi olan PARP aktivasyonu, 116 kDa (inaktif) ve 89 kDa
(aktif) olmak tizere iki par¢alanmis fragmanin olusumu ile karakterizedir.
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Western blot analizi, 48 saatlik tedavi sonrasinda Condurango 6C ve 30C uygulanan
hiicrelerde bu iki fragmanin olustugunu, buna karsin ilag uygulanmamis 6rneklerde bu
olusumun neredeyse hi¢ bulunmadigini gostermistir (Sekil 11B).

Bant yogunluklari, 6zellikle Condurango 30C ile tedavi edilen hiicrelerde, 116 kDa’lik
fragmanin kademeli olarak asagi regiile oldugunu ve 89 kDa’lik fragmanin ise anlamli
bigimde yukar regiile oldugunu dogrulamustir.

4. Tartisma

Sunulan bulgular, NSCLC-H460 hiicrelerinin 48 saat boyunca Condurango 6C ve 30C’nin
IC50 dozlarina maruz birakilmasinin apoptotik hiicre 6liimiine yol actigin1 géstermektedir.
Ayrica, oldukga yiiksek derecede diliie edilmis olan Condurango 30C’nin, bu ¢alismadaki tim
parametreler lizerinde Condurango 6C’ye kiyasla daha belirgin degisikliklere neden oldugu
goriilmiistiir. Bu durum, bir ilacin etkisinin konsantrasyonla dogrusal olarak arttigin1 6ne
stiren genel farmakolojik kuralla uyumlu degildir; bununla birlikte, homeopatik doktrinde yer

.9

alan “dillisyon arttik¢a etkinin artt1g1” iddiasiyla uyumludur.

Bununla birlikte, Avogadro sinirinin altinda ve iistiinde iki farkli diliisyonun 6l¢iilebilir etkiler
olusturduguna dair gozlemler, fizik bilimlerinin ve farmakolojinin kabul edilmis yasalarina
inanan bir¢ok rasyonalist i¢in bir paradoks olarak degerlendirilmektedir. Ancak homeopatik
potanslarin Avogadro sinirinin 6tesinde dahi farkli hastaliklara, kanser dahil olmak {izere,
kars1 dlgtilebilir terapotik etkiler gosterebildigine dair artan sayida ¢alisma bulunmaktadir
[20-22]. Daha 6nce benzo[a]piren ile indlklenen akciger kanseri sigan modelinde elde
ettigimiz in vivo bulgular da Condurango 30C’nin belirgin iyilestirici etkisini ortaya
koymustur [17]. Bu nedenle, bu ¢aligmada potentize edilmis ilacin NSCLC hiicrelerinde anti-
kanser potansiyelini dogrulamak amaciyla apoptotik sinyal yollarina iliskin mekanizmalarin
arastirilmasina yonelik bir yaklagim benimsenmistir.

Kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesi, kanser kemoterapisinde siklikla hedeflenen
temel mekanizmalardan biridir. Bu nedenle, yaklagimlardan biri reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu incelemek ve bunun apoptoz indiiksiyonundaki spesifik roliinii ortaya
koymakti. Zamansal analiz ¢alismalari, tedavinin 18 ila 24. saatleri arasinda ROS
diizeylerinde artis, mitokondriyal membran potansiyelinde (MMP) depolarizasyon ve
sitokrom c saliniminda yiikselme oldugunu gostermistir; bu durum, s6z konusu olaylarin 48.
saatte gozlenen apoptotik hiicre 6liimiinden daha erken gergeklestigini gostermektedir. 24
saatlik tedavi sonunda gozlenen sitokrom c salinimina iliskin bulgularimiz, bu olaylarin
mitokondriyal yapida meydana gelen bir degisiklik sonucu ortaya ¢iktigini1 ve bunun apoptozu
tetikleyebilecegini ileri siirmektedir.

Mitokondriyal disfonksiyonlara ek olarak, ROS {iretimi ilaca maruz kalmanin erken
saatlerinde Bax—Bcl-2 modiilasyonu yoluyla da baslatilabilmektedir [11]. Bu ¢alismada,
tedavi uygulanan seride 18. saatte Bax ekspresyonunda artis ve Bcl-2 ekspresyonunda azalis
tespit edilmistir. Ancak sasirtici bir sekilde, Bax—Bcl-2 ekspresyon degisikliklerinin
Condurango 30C ile tedavi edilen 6rneklerde daha belirgin oldugu goriilmiistiir; bu durum,
daha yiiksek diliisyona sahip homeopatik ilacin daha yiiksek etkinligine isaret eden bir bulgu
olarak degerlendirilmektedir.
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Apoptozun bir diger gostergesi, interniikleozomal DNA pargalanmasidir. DAPI ve AO/EB
boyama sonuglari, DNA’da “nicks” (tek zincir kiriklari) olusumunu diisiindiirmektedir; bu
durum, ilagla muamele edilmis hiicrelerde DNA bantlasmasi (DNA laddering) ile daha da
dogrulanmistir. Her iki ilagla muamele edilmis hiicrede plasebo grubuna kiyasla gézlenen
TUNEL-pozitifligi, ROS’a bagli DNA hasar1 aracili apoptotik olaylar1 daha da
desteklemektedir.

Ilging olarak, Condurango 30C ile tedavi edilen hiicrelerde, Condurango 6C’ye kiyasla daha
fazla DNA hasar tespit edilmistir.

Kaspaz-3 aktivasyonu, apoptoz aracili hiicre 6liimiiniin temel belirteclerinden biridir.
Bax/Bcl-2 oranindaki artigin, mitokondriden sitokrom ¢ salinimini uyararak kaspaz-9
aktivasyonuna yol agtig1; bunun da Apaf-1 ile kompleks olusturarak kaspaz-3’iin
aktivasyonuna ve PARP’1n kesilmesine neden oldugu bilinmektedir [7]. Sonuglar, ilagla
muamele edilmis hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonuna agik bir sekilde isaret etmektedir. Ilag
maruziyetinden sonra kaspaz-3 ve PARP proteinlerinin artmis ekspresyonu ile birlikte
kesilmis formlariin olugmasi, intrinsik yolak {izerinden kaspaz-3 aracili apoptoz
indiiksiyonunu dogrulamaktadir. Bununla birlikte, dikkat ¢ekici sekilde Condurango 30C ile
tedavi edilen hicrelerde, kaspaz-3 ve PARP kesilmesi Condurango 6C’ye kiyasla daha
belirgin modiilasyon gostermistir. Bu bulgular, daha yliksek potentizasyona sahip Condurango
30C’nin NSCLC-H460 hicrelerinde apoptozu indiikleme kapasitesinin daha yiiksek oldugunu
yeniden desteklemektedir.

Benzer sonuglar dikkate alindiginda, olasi bir sonug olarak homeopatik ilaglarin, spesifik
genlerin ekspresyonunu diizenleyen belirli yiiksek afinite reseptorleri ile etkileserek etkilerini
gosterebilecegi one siiriilebilir [23]; ancak bu mekanizmada eksik olan baglantilarin ortaya
konulabilmesi i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir. Bu ¢alisma, zaman zaman sindirim
problemleri ve mide kanserinin tedavisinde kullanilan [22, 24], Avogadro sinirinin altinda
(6C) ve Ustlinde (30C) yer alan potentize Condurango formlarinin, in vitro kosullarda akciger
kanseri progresyonunu inhibe etme kapasitesini degerlendirmeye ¢aligmasi agisindan 6nem
tasimaktadir. Bu calismada gbzlenen ¢esitli degisikliklerin ancak belirli genlerin aktivitesi ve
epigenetik modifikasyonlar yoluyla ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir; bu durum, ultra
yiiksek derecede diliie edilmis ilaglarin, kanser hiicrelerinde regiilasyonu bozulmus olan ilgili
gen ekspresyonlarini bir sekilde diizeltebilecegi hipotezini desteklemektedir [3, 23].
Nanopartikullerin varligi [5,25] ile kap materyalleri (6rnegin camdan kaynaklanan silika ya da
polimer yapilar) ve ilag molekiilleri arasindaki etkilesimler giiniimiizde arastirilmaktadir. Bu
caligmalar, homeopatik remedinin hazirlama siireci sirasinda i¢inde bulundugu ortamin
yapisal organizasyonunu ve fizikokimyasal 6zelliklerini degistirebilecegini; boylece
baslangictaki orijinal molekiil artik bulunmasa bile [6,26], ortaya ¢ikan homeopatik preparatin
farkl 6zellikler kazanabilecegini diisiindiirmektedir.

5. Sonug

Bu c¢aligmanin genel bulgulari, Condurango 30C’nin Condurango 6C’ye kiyasla daha yiiksek
apoptoz indiikleme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonug, homeopatik
doktrinde ileri siiriilen “daha yiiksek diliisyonun daha giiglii etki gosterebilecegi” goriislyle
uyumludur.
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