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Amag: Ilag Kombinasyon tedavisi, kanser gibi ¢esitli oliimciil hastaliklarin tedavisinde énemli rol
oynamaktadir. Ilaglar kombine edildiginde sinerjistik, additif veya antagonistik etkilesimler
meydana gelir. Bu etkilegsimlerin tamimlanmast ve ila¢ kombinasyonlarmn kantitatif analizi basit
degildir. Terminoloji, deneysel protokoller ve modellerin yani sira veri analizinde standardizasyon
eksikligi baglhica sorunlardir. Bu ¢alismada, sinerjistik ila¢ kombinasyonlarimin incelenmesi ve
analizi ile ilgili mevcut matematiksel ve istatistiksel yontemler derlenmistir. Takibinde, yaygin
kullanilan yontemleri anlamak i¢in gerekli olan farmakolojik ve matematiksel kavramlar da
derlenmig, avantaj ve dezavantajlar tartislmistir. Son olarak ilag kombinasyonlarinin analizinde
dikkat edilmesi gereken temel konular agiklanmugtir.

Sonuc ve Tartisma: Muhtemel tiim deneysel kosullar i¢in uygun optimum bir model olmadigi icin,
ilag kombinasyonlarimin kantitatif analizinin, burada tartisilan farkl yaklasimlarin kollektif
kullanimu ile kolaylasacagim umuyoruz. Bu ¢alismanin ilag kombinasyonlarimin analizi i¢in bir
referans tegkil edecegine inaniyoruz.

Anahtar Kelimeler: Bliss bagimsizligi, chou-talalay, ilag kombinasyonu, kombinasyon indeksi,
loewe sinerjizm

ABSTRACT

Objective: Combination drug therapy plays an important role in treating various deadly diseases
such as cancer. When drugs are combined, synergistic, additive or antagonistic interactions occur.
The determination of these interactions and the quantitative analysis of drug combinations are not
simple. The lack of standardization in terminology, experimental protocols, and models as well as
data analysis are major challenges. In this study, the current mathematical and statistical methods
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concerning the study and analysis of synergistic drug combinations are reviewed. Following, the
pharmacological and mathematical concepts necessary to understand the widely used methods are
also reviewed, and their advantages and disadvantages are discussed. Finally, the main issues to be
considered in the analysis of drug combinations are explained.

Result and Discussion: Because there is no optimal suitable model for all possible experimental
conditions, we hope that the quantitative analysis of drug combinations will be facilitated by the
collective use of the different approaches discussed here. We believe that this study will serve as a
reference for the analysis of drug combinations.

Keywords: Bliss independence, chou-talalay, drug combination, combination index, loewe
synergism

GIRIS

Hastaliklarin tedavisinde ilaglarin kombinasyon olarak kullanimi oldukg¢a yaygindir. Tek ajan ile
tedaviye (monoterapi) kiyasla yiiksek etki, azaltilmig yan etkiler ve ilag direnci gelismesinin
engellenmesi gibi avantajlar1 sebebiyle kombinasyon tedavi modaliteleri kanser gibi Oliimciil
hastaliklarda standarttir [1]. Ornek olarak, farkli tiir I6semiler i¢in kombinasyon kemoterapisi [2], veya
kolorektal kanser igin floropirimidinler (6rnegin; 5-florourasil) ve platinyum bilesikleri (6rnegin;
okzaliplatin) ve/veya hedefli ajanlar (Ornegin, Panitumumab veya Bevacizumab) ile kombinasyon
tedavi modaliteleri verilebilir [3].

Gegtigimiz 20 yilda, bir¢ok hastalikta sorumlu mutasyonlar ve sinyal yolaklarmi karakterize eden
omik teknolojilerinde dnemli gelismeler meydana gelmistir [4]. Hastaliklarn molekiiler 6zelliklerine
gbre optimize edilen Kkisisellestirilmis tip yaklasimlari ortaya c¢ikmustir [5]. Omik ve hiicre
biyolojisindeki 6nemli ilerlemeler, modern tipta ilag kombinasyonlarmin artan kullanimina katkida
bulunmustur [6]. Kombinasyon ila¢ tedavisinin iistiin etkilerinin incelenmesi giincel arastirma alamdir
[7]. Hastalar-aras1 ve hastaya-ozgii genetik heterojenite, klonal evrim ve diren¢ mekanizmalarmin
belirlenmesindeki sorunlar devam etmektedir. Bu problemler, kombinasyon tedavi modaliteleri ile
biiyiik oranda ¢oziilebilmektedir.

Ilag-ilag etkilesimleri, bir ila¢ diger bir ilacin aktivitesini etkilediginde meydana gelir. Bu
etkilesimler farmakokinetik veya farmakodinamik olabilir [8]. Farmakodinamik ila¢ etkilesimleri
sinerjistik, additif veya antagonistik olarak simflandirilir. Sinerjizm, iki ilacin kombinasyon etkisinin
ayni kosullardaki bireysel etkilerinin toplamindan daha fazla olmasidir [9]. Tlaglarin kombinasyon etkisi,
ayni deneysel ortamdaki ilaglarin bireysel etkilerinden daha kiigiik oldugunda gerceklesen etkilesim tiirii
antagonizmdir.

Terminoloji, farmakolojik sinerjizmin tanimlanmasi, ilag kombinasyonlarinin belirlenmesi i¢in
referans metodoloji ve analizde standardizasyon eksikligi bulunmaktadir [10]. Bu kavramlarin, additif
etkinin tanimiyla baglayan ve basit olmayan ¢oziimlerin 6nerildigi gegerli bir metodolojiye uygulanmasi
karmasiktir. Etkinligi belirlenmis ila¢ kombinasyonlarmin klinik arastirmalara uygulanabilmesi igin
bilimsel ve teknik problemlerin ¢oziilmesi gerekir [11,12]. Bu bilgiler dogrultusunda, bu galigmada
sinerjistik ilag kombinasyonlarinin analizi ve sinerjizmin belirlenmesi i¢in matematiksel ve istatistiksel
yontemler derlenmistir. {lk asamada, kombinasyon etkisinin 6lgiisii olarak bilinen ve bu etkinin
beklenen additif etkiden daha biiyiik, daha kiiciik veya esit oldugu bir etkiyi gosteren kombinasyon
indeksi (CI) tanimlanmustir. ikinci basamakta, ilag kombinasyonlarinin analizinde kullanilan terminoloji
ayrmtili olarak agiklanmistir. Ugiincii asamada ise, ilag kombinasyonlarmin analizinde etkilesimsizlik
hipotezinin uygulamasi igin en yiiksek tek ajan (HSA) yaklagimi, Chou-Talalay metodu, Bliss
istatistiksel bagimsizlik modeli ve Loewe additif etki yaklasimi dahil olmak {izere yaygin olarak
kullanilan geleneksel modeller sunulmustur. Bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlari tartisilmus,
kullanilamayacagi durumlari da belirtilmistir. Takibinde, giincel kullanilan yéntemler agiklanmigtir. Son
olarak, ilag kombinasyonlarinin analizinde dikkat edilmesi gereken hususlar siralanmistir.

Terminoloji ve ila¢c Kombinasyonlarinin Analizi

Ilag kombinasyonlarindaki etkilesimleri tamimlamak ve sinerjizmi tespit etmek amaciyla
matematiksel ve/veya istatistiksel yontemler gelistirilmigtir. Ancak, analiz metodlarinda kullanilan



Ankara Ecz. Fak. Derg., 47(2): 687-704, 2023 Ozer 689

terminoloji maalesef her zaman uyumlu degildir. Bu tutarsizlik, farmakoloji basta olmak iizere ¢esitli
aragtirma alanlarinda hala gozlenmektedir ve ila¢ kombinasyonlarinin analizinde hatalara neden
olmaktadir [13]. Bu béliimde, ila¢ kombinasyonlarindaki sinerjistik etkilesimlerin tanimlanmasi ve
nicellestirilmesindeki muhtemel tutarsizliklari ve yanlis anlasilmalari 6nlemek igin, terminoloji
kapsamli sekilde agiklanmistir.

[lag kombinasyonlar1, kombinasyon etkisinin sifir hipotezinden (etkilesimsizlik etkisi) sapmasina
bagli olarak sinerjistik, additif veya antagonistik olarak tanimlanir [12]. Sinerjizmin kantitatif tek ol¢iisii
CI degeridir. CI<1, =1, >1, sirastyla sinerjizm, additif etki ve antagonizmi ifade eder. Sinerjizm additif
etkiden daha biiyiik, antagonizm ise additif etkiden daha kiigtik olan etkidir [11]. Additif etkiden 6nemli
sapma, sapmanin yoniine bagli olarak sinerjizm veya antagonizm olarak tanimlanir. Sinerjizm ile ilgili
olarak tamimlanmasi elzem ilk kavram, additif etkidir. Additif etki, etkilesimsizlik ve intertizm olarak
da adlandirilir ve sinerjizmin belirlenmesinde temel kabul edilir. Bir ilacin etkisi, diger bir ilacin etkisini
maskelemedigi veya artirmadigi durumda kombinasyon additiftir. Bu durum etkilesimsizlik olarak da
bilinir ve birden fazla ilacin kombinasyonu sinerjizme yol agmadiginda beklenen veya olgiilen etkiyi
belirtir. Sinerjizmin belirlenmesi i¢in additif etki kavraminin dogru sekilde anlasilmasi ve hesaplanmasi
gereklidir. Additif etkinin matematiksel olarak tamimlanmasi dnemli bir problemdir. Additif etkinin
tanimiyla es anlamli olan iki terim, Loewe additif etkisi ve Bliss bagimsizligidir. Loewe additif etkisi,
doz additivitesi ve konsantrasyon ilavesi olarak da isimlendirilir. Bliss bagimsizligi ise, Bliss
additivitesi, yanit-cogaltimi, yanit-ilavesi, etki-ilavesi ve bagimsiz-hareket olarak adlandirilir [13].

Sinerjizm, iki ilacin kombinasyon etkisinin ayni deney kosullarindaki bireysel etkilerinin
toplamindan daha fazla olmasidir. Sinerjistik kombinasyon tedavi rejimleri, ila¢ dozlarinin azaltilmasi
ve terapdtik etki korunurken doz ile iliskili yan etkilerin azaltmasina olanak saglayabilir [11]. Ilag
kombinasyonlarinda sinerjizm, tamamlayici ilag etkileri (ayni protein veya yolak iizerindeki farkli
bolgelerin hedeflenmesi), anti-karsit etkiler (bir ilag diger bir ilacin farmakolojik yanitini etkiledigi
durum) veya fasilitasyon etkilerin (bir ilag digerinin etkisini artirdigi durum) sonucu olarak ortaya gikar
[12]. Sinerjizm, siiper-additif etki, potansiyalizasyon, gii¢clendirme, supra-additif etki olarak da
isimlendirilir. Koalizm terimi, kombinasyondaki ilaglarm higbiri tek basina etkili olmadiginda
sinerjizme atifta bulunmak i¢in kullanilir.

Ilaglarin doz-etki egrilerinin belirlenmesi ve ila¢ kombinasyonlarindaki sinerjistik etkilesimlerin
diizeyini 6l¢mek icin yaygmn kullanilan geleneksel yontemler, HSA modeli, Loewe additif etki
yaklagimi, Bliss istatistiksel bagimsizlik modeli ve Chou-Talalay (kiitle-eylem yasasi temelli medyan-
etki denklemi) yontemidir [14] (Tablo 1). Bu boliimde, ilag kombinasyonlarinin analizi i¢in yaygin
kullanilan geleneksel yontemlerin prensipleri, avantaj ve dezavantajlar1 agiklanmistir. Takibinde de
giincel orjinal ¢aligmalara deginilmistir.

Tablo 1. ilag kombinasyonlarmin analizi icin yaygin kullanilan geleneksel yéntemler

Yontem Temeli Sinirlama
Etkililik genellikle, istatistiksel analiz sonucu
Kombinasyon Alt Etkisiz ilag dozlarmin elde edilen p-degeri ile verilir. Bir esige bagh
Esikleme Yaklasim kombinasyonunun énemli bir etki olarak hesaplanan etkililigin, ilag kombinasyon
olusturdugu prensibine dayanir. etkisi ile bireysel bilesenlerin etkileri arasinda

6nemli bir fark oldugu anlamina gelmez.
Yontem, bireysel bilesenlerden beklenen additif

Kombinasyon etkisi, bireysel olarak etkisiye kiyasla istiin bir kombinasyon etkisini
HSA Yaklasim HSA’nin etkisi ile kargilastirilir. gostermekte basarisizdir. En az bir ilacin
bireysel olarak etkisiz oldugu durumlarda kisitli
Veri sunar.

Kombinasyon etkisini, ilaglarin bireysel
etkileri yerine beklenen additif etki ile Yontem, dogrusal olmayan doz-etki egrilerine
Yamt-katki Yaklasim karsilastirir. Yontem, ilaglarin sifir sahip kombinasyonlarm analizinde
kesisimli dogrusal doz-etki egrilerine kullanilamaz.
sahip oldugunu varsayar.
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Tablo 1 (devami). 1lag kombinasyonlarinin analizi igin yaygin kullamlan geleneksel yontemler

Yontem Temeli Simirlama
Tlag etkilerinin olasiliksal siireclerin
sonuglari oldugu ve ilaglarin birbirini
Bliss istatiksel etkilemedigi (farkl etki Model, yalnizca 0 ve 1 arasinda degisen olasilik
Bagimsizlik Modeli mekanizmalar1), ancak her birinin ortak olarak ifade edilen etkiler i¢in gegerlidir.
bir sonuca katkida bulundugu
varsayimina dayanir.
Izobologram cizgileri, ayni etkiye (izo

Klasik izobologram etkisi) sahip dozlar1 veya dozlarin Yontem, ¢ok sayida deneysel veri gerektirir.
kombinasyonlarini birlestirir. Ayrica, bilgisayar yazilimi ve istatistiksel
Yontemin temeli additif etkidir. yaklasim yetersizdir ve sadece ikili-ilag
Modifiye izobologram Sitotoksik ajanlarin 6nemli 6l¢tide kombinasyonu degerlendirilebilir. Birbirini-
etkilesime girmedigi giiven aralig ile dislamayan iki ilag durumunda yontem
sinirlandirilmis bolgede analiz yapilir. uygulanamaz.
Medyan-Etki Modeli Enzim kinetigi sistemleri: Kiitle eylem Dogrusal regresyon analizinin uygulama
(Chou-Talalay metodu) yasas1, Michaelis-Menten ve Hill zorlugu nedeniyle, doz-cevap egrileri sigmoidal
denklemleri. olmadiginda yontem uygulanmamalidir.
Model, her farkli yanit-yiizey tipi i¢in birkag
3-boyutlu Analiz Michaelis-Menten denklemleri ve matematiksel fonksiyon ve yazilim gerektirir.
Medyan-Etki prensibi. Karmasik uygulama, preklinik ¢aligmalarda

yaygin kullanim onler.
Yontem, doz-cevap egrilerinin (m> 1 veya m
Oransal-verim metodu iki ilacin etkisinin toplam, inhibisyon <1) muhtemel sigmoidalitesini dikkate almaz
etkilerinin sonucu ile ifade edilir. ve karsilikli olarak birbirini dislayan iki ayr1
ilag veya ikinci-derece karsilikli olarak birbirini
tamamen-dislamayan iki ilag i¢in gecerli
degildir.

Kombinasyon alt-esik yaklasimi, ilaglarin etkili olmayan dozlarinin kombinasyonunun 6nemli
etkisinin oldugu diisiincesine dayanir. Etkinlik, ilag kombinasyon grubunun etkisinin kontrol grubuna
kars1 istatistiksel analiz ile kiyaslanarak p-degerine bagl gosterilir (istatistiksel anlamlilik, p<0.05).
Ancak, belirli esik deger referans alinarak gosterilen etkililik, kombinasyon etkisi ile ilaglarin bireysel
etkileri arasinda onemli bir fark oldugu anlamina gelmez [15]. Kombinasyon etkisinin ¢ok az anlamli
oldugu (6rnegin, p=0.049) ve ilaglarn bireysel etkileri anlamli olmadiginda (Ornegin, p=0.051),
"anlaml1" ve "anlamli olmayan" arasindaki fark her zaman anlamli degildir ve tek ajanin etkisine kryasla
pozitif bir ilag kombinasyon etkisini gostermez [10]. Dolayisiyla bu yaklasim ilag kombinasyonlarinin
analizinde tercih edilmemelidir.

HSA modeli [16], bir ilag kombinasyon etkisinin (Eag), bireysel bilesenlerin etkilerinden (Ea ve
Eg) daha biiyiik oldugu fikrine dayanir [17]. HSA modeli, ilag kombinasyon etkisi bilesenlerin
etkisinden biiyiik oldugunda bir miktar etkilesimin gerceklesmis olmasi gerektigi sezgisidir. Modelde,
ilaclarin herhangi bir konsantrasyonunda (X,Y), inhibisyon etkisi [HSA=maks (IX,IY), hesaplanir. IX
ve 1Y, ayni deney kosullarinda ilaglarin tek ajan olarak etkileridir (sirasiyla (X, 0) ve (0, Y)). Model
degerleri, IX ve I'Y'nin tek ajanin etki verilerine sigmoid uyumu kullanilarak belirlendigi her bir doz
matriks noktasinda hesaplanir. HSA modeli ile CI degeri asagidaki formiille belirlenir. Denklemde Ea,
A ilacinin, Eg ise B ilacinin tek ajan olarak etkisini, Eag ise, A ve B kombinasyonunun etkisini gosterir
[10].

ol = maksimum(E,; Eg)

Eag

HSA, hedefleri ortak olmayan ajanlarin kombinasyonlarindan pozitif bir etki beklentisidir. Model
basit oldugundan dolayi, ilag kombinasyonlarinin analizinde yaygin olarak kullanilir. HSA metodu ile
elde edilen sonug, hedefleri ortak olmayan ilaglarin kombinasyonlarinin triiniidir [16]. Ancak,
referansin tizerindeki kombinasyon yamitlari, etki artislarndan ve/veya potensideki sapmalardan
kaynaklanabilir. Pozitif kombinasyon etkisinin 6énemi, kombinasyonun etkisini HSA ile karsilastiran
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istatistiksel analizin p degeri ile verilir. HSA modeli, kombinasyon alt egik yaklasimindan daha gelismis
bir yontemdir ve anlamin farkliligindan ziyade farkliliklarm anlamini gosterir [10]. HSA modeli,
islenmemis veriler, inhibisyon ve kat artiglari dahil tim etki Olgtimleri i¢cin kullanilabilir. HSA
hesaplamasi, iKili-ilag kombinasyonu igin her iki ajanin da tiim konsantrasyonlarda pozitif etkileri
oldugunda (giiriiltii hari¢) anlamlidir. Bu basit model, ayn1 deney kosullarinda kombinasyondaki
bilesenlerin bireysel etkilerine kiyasla, kombinasyon etkisinin istiinliigine dair kanit saglar. Fakat
model, kombinasyonda yer alan bir ilacin herhangi bir konsantrasyonda etkisiz oldugu durumlarda
kullanilabilir [14]. Hatta, bu modele gore preklinik ¢alismalarda bir ilag kendisi ile kombine edildiginde
bile HSA'dan fazla etki gosterebilir ve dolayisiyla bu durum anlamsizdir.

Yanit katki yaklagimi (lineer etkilesim etkisi [18], kombinasyon etkisi, ajanlarin bireysel
etkilerinin toplamu ile verilen additif etkiden daha biiyiik oldugunda pozitif kombinasyon etkisinin
meydana geldigini ifade eder [10]. Bu yontemde CI degeri asagidaki formiil ile hesaplanir.

Ep +E
cl = A B

Eap

p degeri, ajanlarin bireysel ve kombinasyon etkilerinin varyans analizindeki etkilesim etkisinin
onemidir. Yanit-katki yaklagimi, kombinasyon etkisini ajanlarin bireysel etkisi yerine beklenen additif
etki ile karsilastirir. Sinerjizmi degerlendirmek icin HSA modelinin gelismis formudur. ilaglarm sifir-
kesisimli lineer doz-etki egrilerine sahip oldugunu varsayar. Ancak doz-etki egrileri genellikle lojistik
veya egriseldir [19]. Yamt katkisi, yukari-egimli kisimda sinerjizmi ve asagi-egimli kisimda
antagonizmi gosterir ve kombinasyon etkisinin gegersiz ¢ikarimiyla sonuglanir [10]. Bir baska ifade ile,
bu ¢ikarim sinerjistik kombinasyon etkisinin, ajanlarin bireysel etkilerinden daha az oldugu anlamina
gelir ki bunun da bilimsel bir temeli bulunmamaktadir.

Bliss istatistiksel bagimsizlik modeli, ilag¢ etkilerinin olasiliksal siire¢lerin sonucu oldugu ilkesine
dayanir ve ilaglarm, birbirini etkilemedigi (farkli etki mekanizmalar1) ancak her birinin ortak bir sonuca
katkida bulunacak sekilde bagimsiz etki gosterdigini varsayar. Bliss modeli, bir yiizeyin Bliss
bagimsizligindan sapmasini 6lger [13]. Yontem, ilag etkilerinin olasiliksal olarak bagimsiz olaylar
oldugunu varsayar. Olasilik olarak ifade edilen gézlemlenen kombinasyon etkisi (0 < Eag<l), olasilik
bagimsizlik Ea + Eg (1 - Ea) = Ea + Eg - EaEs i¢in beklenen additif etki ile karsilastirilir (0 <Ea <1 ve
0 <Eg<l1). Bliss modeli ile CI degeri asagidaki formiil ile hesaplanmaktadir [10].

Epr + Eg —Epp

EaB

Loewe additif etki yaklagimina alternatif olarak kullanilan yontem Bliss modelidir. Ancak, Bliss
modeli Hill egimine bagli Loewe additif etkisini gosteremez [13]. Model, bir kombinasyondaki her
ilacin birbirinden bagimsiz etki mekanizmalarinin oldugunu varsayar ve etkilesimsizlik fikrine dayanir
[10]. Bliss modeli ile hesaplanan kombinasyon etkisi, beklenen additif etkiden daha biiyiik oldugunda
etkilesim tirt sinerjizmdir. Bliss modeli ¢oklu-ilag kombinasyonlarina uygulanabilir [20]. Yakin
zamanda yapilan bir calismada, ikili, ticlii, dortlii ve besli-ilag kombinasyonlarinin analizinde Bliss
istatistiksel bagimsizlik modeli kullanilmigtir [21]. Sunu belirtmekte fayda vardir ki, en az g ilag
kombinasyon olarak uygulandiginda, formiil karmasik hale gelebilir. Ilag kombinasyonlarinin analizi
icin yaygmn kullanilmasina ragmen, Bliss modelinin bazi smirlamalari mevcuttur. Bliss modelinin
istatistiksel kesinlikten yoksun oldugu ve bazi durumlarda yanlis-pozitif sonuglara yol agtigi
bilinmektedir [22]. Yontem, ikili ilag kombinasyonundaki molekiillerin birbirinden bagimsiz etki
mekanizmalarina sahip oldugunu varsayar [10]. Ilag kombinasyonlarindaki farmakolojik etkilesimlerin
biiylik bir kismi igin bu durumun gegerli olmayabilecegi gosterilmistir [23,24]. Bliss modelinin gegerli
olmasi i¢in, doz-etki egrisinin tiim doz ve/veya etki seviyelerine uygulanabilir olmas1 gerekir. Bu durum
birgok kosulda dogru olmayabilir [24]. Bliss metodu, Loewe additif etki modelinin temeli olan “’sham
karisim’’ yaklasimina uygulandiginda hatali analiz sonuglarmnin elde edilmesi muhtemeldir. Sham
karisim yaklagimmin sezgisel oldugu belirtilmistir [13]. Farmakolojik sinerjizm, karmasik ve
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bilinmeyen birden ¢ok etki mekanizmalarina sahip ilaglar1 kapsar. Dolayisiyla, metodolojiler ilaglarin
etki mekanizmalarina bagli olmamalidir. Bliss modeli, ilaglarin iistel doz-etki egrilerine sahip oldugunu
varsayar. Yontem, 0 ve 1 araliginda degisen olasilik olarak ifade edilen etkiler igin gegerlidir [10]. Bliss
modeli, sigmoidal doz-etki egrileri igin uygun degildir ve sabit oranli bir kombinasyonun tek basimna her
iki ilagtan daha az etkili oldugu ve dolayistyla sinerjizm olarak kabul edilebilecegi gibi mantik dis1
sonuglar tiretebilir.

Doz-etki temelli analiz yontemlerine gore non-lineer doz-etki egrilerine sahip farkli ajanlarin
etkilerini karsilagtirmanin yolu, her bir ilacin hangi konsantrasyonunun aym etkiyi Urettigini
belirlemektir. Doz-etki temelli yaklagimlar, ilk olarak Frei tarafindan bildirilmistir [25]. Loewe
tarafindan resmi olarak tammmlanmistir ve Loewe additif etkisi olarak bilinen matematiksel modele
dayanir. Loewe additif etkisi, doz denklik ilkesi ve sham kombinasyon ilkesini temel alir [14]. Ornegin;
A ve B ilaglarinin additif etkisi, bireysel doz-etki egrilerine baghdir. Loewe, ilaglarin sabit bir etki
(potensi) oranina sahip oldugunu varsayar (R=A/B). Sabit potensi oranma sahip doz-etki egrileri, her
etki diizeyinde sabit doz oranina sahiptir ve log-doz dlgeginde paraleldir ve esit bireysel ilag maksimum
etkilerine sahiptir [26]. Eas kombinasyon etkisine sahip tiim doz ¢iftleri (a, b) ve bu etkiye ulasmak i¢in
gerekli olan A ve B dozlar1 arasindaki iliski asagidaki esitlikler ile tanimlanir.

at+a,=A ; a+bxR=A ;a+b><§=A

Yukaridaki esitlikler, Loewe additif etki modelinin matematiksel olarak ifade edilmesini ve CI
parametresinin degerlendirilmesine olanak saglar [27,28].

b . _
+2=1 ; a=24

>
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A

CI<1 degeri, a ve b dozlarmin kombinasyon etkisinin additif etkiden daha diisiikk oldugunu ve
sinerjizmi gosterir. Loewe additif etki modelinin bir diger avantaji, cebirsel analizi izobologram olarak
bilinen sezgisel ve yaygin kabul goren grafiksel yontem ile tanimlanmasina olanak saglamasidir [29]. A
ve B ilaglarmin sirasiyla a ve b dozlarmin kombinasyon etkisi (E), a/A + b/B = 1 denklemi, Eag
kombinasyon etkisine yol agan tim A ve B ila¢ doz ciftlerini tammlar. x- ve y- eksenlerinin A ve B
ilaclarinin dozunu gosterdigi bir grafikte negatif egimin additif etki egrisi olarak ¢izilebilir. Bu gosterim,
A ilact A dozunda uygulandiginda, belirtilen seviyeye ulagmak icin gereken B ilaci miktarmnm sifir
oldugunu ve B ilacinin varliginda ise, model tarafindan tahmin edilen miktarda gereken A dozuna
ihtiyacin azaldigini ifade eder. Additif etki ¢izgisine gore bir kombinasyon etkisi (Eag) i¢in ihtiyag
duyulan dozlara karsilik gelen deneysel veri (a, b) sinerjizm, additif etki ve antagonizm agisindan
degerlendirilebilir [30]. Cizginin altindaki deneysel veri, CI<l ve sinerjizmi belirtir. Cizgi tizerindeki
bir nokta CI=1'e ve ¢izginin {iistiindeki nokta ise CI>1'e karsilik gelir ve sirasiyla additif etki ve
antagonizmi gosterir (Sekil 1).
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Sekil 1. izobologram. CI: Kombinasyon indeksi.
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Loewe additif etki temelli ila¢ kombinasyon analizinin bazi siirlamalari bulunmaktadir.
Kombinasyon etkisini (Eag) iireten dozlarin (A ve B) hesaplanmasi i¢in belirlenen doz-etki egrilerine
dayanir. Doz-etki iliskisi, asagidaki formiil tarafindan tanimlanan Hill denklemini (sigmoid veya lojistik
fonksiyon) temel alir [10].

Cn
= Emaksimum X W

Formiilde E, ¢ konsantrasyonunun etkisini, Emax maksimum etkiyi, ECso maksimum etkinin
yarisina denk gelen ila¢ dozunu gosterir ve egrinin biikiilme noktasidir. n, egrinin sekil parametresidir.
Kombinasyondaki ilaglar i¢in doz-etki egrilerinin tahmini, belirli miktarda veri gerektirir. Bu durum,
deneysel ve hesaplama agisindan zor olmanin yani sira pahalidir ve ila¢ kombinasyonlarinin analizini
engelleyici hale getirebilir [16]. Loewe additif etki modeli, ilag doz-etki egrisi mevcut olmadigi veya
modellemesinin zor oldugu durumlarda kullanissizdir [22]. Smirli durumlarda additif izoboller diiz
¢izgidir. Potensi orani (R), genellikle sabit degildir. Dolayisiyla, bireysel log-doz-etki egrileri paralel
olmadiginda ve/veya ilag maksimum etkileri farklilik gosterdiginde ve additif izobollere yol actiginda
gecerlidir [30].

Ilag kombinasyonlarinin kantitatif analizi i¢in kullanilan en yaygmn yontem, Dr. Chou ve Dr.
Talalay tarafindan gelistirilmis olan medyan-etki denklemidir [11]. Chou-Talalay, ila¢ kombinasyon
etkilerinin kiitle-eylem ilkesi temelinde analizini saglayan medyan-etki yaklagimini Onermistir.
Medyan-etki denklemi, kiitle-eylem yasasi ilkesinden yararlanilarak ¢esitli reaksiyon mekanizmalari ve
farkli inhibisyon tiirleri i¢cin Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch ve Scatchard
denklemlerinden matematiksel tiime-varim ve tiimden-gelim ile tiiretilmistir. Chou-Talalay yontemi,
kiitle-eylem yasasimin medyan-etki prensibinden tiiretilen ilag kombinasyon etkisi denklemine dayanir.
Ilag etkilesimlerinin sayisal analizi ve kombinasyonlarm simiilasyonu i¢in CompuSyn bilgisayar yazilim
algoritmasi saglar. Yontem, her bir ilacin ve kombinasyonlarinin doz-etki egrisinin potensini ve seklini
temel alir [31]. Denklem, CI degerinin hesaplanmasi ve ila¢ kombinasyonlarinin analizinde siklikla
tercih edilmektedir ve ¢ok sayida atif almistir. Medyan-etki denklemi, asagida verildigi gibidir.

f, D\™
f, (Dm)

Medyan-etki esitligi, ilacin dozunu ve etkisini iliskilendirir. Denklemde D; ilacin dozu, fs; ilag
dozunun etkisi ve fy; ise ilag dozundan etkilenmeyen kisimdir (f; = 1-fa). Dm, % 50 inhibisyona yol agan
medyan-etki (ICso, EDso veya LDso) dozu ve m, doz-etki egrisini gosteren kinetik katsayidir. m=1, >1
ve <1 sirastyla hiperbolik, sigmoidal ve diiz-sigmoidal doz-etki egrisini ifade eder [32]. Medyan-etki
denklemi, mekanizma-temelli (6rnegin; Michaelis-Menten) ve etki-temelli denklemlerden tiiretilir ve
ilag etkilerinin boyutsuz olarak 6l¢iilmesine olanak saglar. Denklem, etkilerin orani (Eq, (1-Eq) veya fa
ve fu) ve dozlarm oranindan (ger¢ek doz d, medyan doz M) olusur. Doz ve etkinin tanimlanmig
parametreler ile degistirilebilecegi rapor edilmistir [11]. Medyan-etki denklemi, analiz yoluyla
tiiretilmis olmasina ragmen mekanizmaya-6zgii sabitler yerine doz ve etkiyi boyutsuz oranlarda
iligkilendirir. Medyan-etki denkleminde m egim degeri, Dn ise x eksenini kesen noktanin anti-
logaritmasidir. m ve Dm degerleri biliniyorsa, herhangi bir etki (fa) seviyesi i¢in doz (D) veya herhangi
bir doza karsilik gelen etki ve doz-etki egrisi belirlenebilir [32]. Medyan-etki denklemi, esitligin her iki
tarafinin logaritmasi alinarak kolaylikla dogrusallastirilabilir. log (f/fua) ile log(d) arasindaki diiz ¢izgi,
Hill grafigini verir [31].

Medyan-etki denklemi yeniden diizenlenerek ve/veya logaritmasi alinarak biyomedikal
bilimlerdeki dort temel yaygin denklem Michaelis-Menten (birinci dereceden enzim kinetigi, m=1), Hill
esitligi (oksijen-hemoglobin etkilesimi (m=n)) gibi yiiksek miktarda biyolojik reseptorlerde birincil
ligand etkilesimi), Scatchard denklemi (ligand reseptér baglanmasi ve ayrigsmasi) ve Henderson-
Hasselbalch (pH-iyonizasyonu) denklemi elde edilebilir [32]. Medyan-etki dozu (Dm), Michaelis-
Menten denklemindeki Ky, degerine (yari-doygunluk), Hill denklemindeki K degerine (yari-etkilesim),
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Henderson-Hasselbach esitligindeki pKa degerine (yari-iyonizasyon) ve Scatchard denklemindeki Kg
degerine (yari-baglanma ve -ayrigma) karsilik gelir [11].

Tek ilag i¢in gelistirilmis olan medyan-etki denkleminin, ¢oklu ila¢ kombinasyonlarina
genisletilmesi miimkiindiir. n sayida bilesenden olusan ilag kombinasyonlari, medyan-etki prensibi ile
analiz edilebilir. Ikili-ilag kombinasyonlarimin analizi ve sinerjizmin sayisal tayini i¢in CI terimi ve
esitligi tammlanmustir.

_ O @ _ (D), N (D),

~ Dy (Dx)z‘(Dmhx[l %fa]m% O x| ]m—

CI

ClI denkleminde (Dx)1 ve (Dx)2, % x inhibisyon i¢in gereken D1 ve D, dozlaridir. (Dy)1 ve (Dx)2
degerleri, doz-etki denkleminden hesaplanabilir. Paydadaki dozlarin toplami, (D)i+(D),, sistemi % X
oraninda inhibe eder. Yukaridaki esitlikte CI degerinin <1, =1 ve >1, olmasi sirasiyla sinerjizm, additif
etki ve antagonizmi gosterir. Medyan-etki prensibi sayesinde CI teoremi ve izobologram gelistirilmistir
[11,31]. Fa-CI grafigindeki, x-ekseni etki seviyelerini (fa) y-ekseni ise CI degerlerini belirtir. Fa-log(Cl)
grafigi, Fa-Cl egrisindeki biiyiik 6lgekli noktalari kiigiilterek additif eksen (CI=1) ile simetrik hale getirir.
Medyan-etki esitligi, ilag kombinasyonlarmin kantitatif olarak tespit edilmesini saglayan CI-
izobologram denkleminin temelidir. izobologram egrisi, ilaglarin dozlarmi temel alir. CI grafigi ise etki-
temelli bir grafiktir. Her iki yaklasimin prensibi, CI teoremine dayanir. izobologram iki boyutludur ve
ikili-ilag kombinasyonlar1 igin uygundur. Izobologram grafigi, ilaglarm kombinasyon etkisi olarak
cizilir. Her ilacin bireysel etkileri, eksenlerden belirlenebilir. izobologram, ICsy (IC7s veya 1Cqo) Ve bu
etkiyi elde etmek i¢in ilacin hangi konsantrasyonunun gerekli oldugunu gosterir.

Sinerjistik etkilesimin derecesi, ila¢ kombinasyonunun farkli doz ve/veya etki seviyelerinde farkli
olabilir. Chou tarafindan, sinerjizmin dereceleri tammlanmustir (Tablo 2). Sinerjizm i¢in CI degeri, 0 ile
1 arah@indadir. Log(CI), CI grafiginin simetrik olarak gosterilmesine imkan saglar (Fa-log(Cl)
grafiginde, sinerjizm i¢in CI= 0.1 ve 0.01, log(CI) = -1 ve -2'yi verir).

Dr. Chou, medyan-etki prensibi ile ilag kombinasyon ¢aligmalarinin tasarimi i¢in molekiillerin
ve/veya kemoterapdtiklerin ICso doz katlarinin temel alinmasini ve ilaglarin ICs0/4-41Cso konsantrasyon
araliginda sabit-oranli dozlarmm kombinasyon etkilerinin incelenmesini Onermektedir [11]. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada, polifenol-kemoterapétik ajan ikili ilag kombinasyonlarimin etkilerinin
incelenmesinde 1Cso/16-41Cso doz araligi kullanilmis ve kombinasyonlar analiz edilmistir [21]. Elde
edilen in vitro deneysel bulgulardan, Chou-Talalay metodunun ikili-ilag kombinasyonlarindaki
sinerjistik ve kuvvetli sinerjistik etkilesimleri basaril bir sekilde gosterdigi anlasiimaktadir.

Tablo 2. CI metodu ile sinerjizm ve antagonizmanin dereceleri [11]

CI arahg | Logl0 (CI) arah@g | Simflandirma
<0.1 <-1 Cok giiclii sinerjizm
0.1- 0.3 |(-1)-(-0.52) Giiglii sinerjizm
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
09-11 (- 0.05) - (0.04) Additif etki

1.1-1.2 |0.04-0.08 Az antagonizm
1.2-1.45 | 0.08-0.16 Orta antagonizm
1.45-3.3 | 0.16 - 0.52 Antagonizm
3.3-10 052-1 Giiclii antagonizm

>10 >1 Cok gii¢lii antagonizm
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Chou ve ekibi, ila¢ etkilesim parametrelerinin belirlenmesini saglayan CompuSyn yazilimini
gelistirmistir. Yazilim, preklinik ¢caligmalar i¢in doz-etki egrisini, medyan-etki grafigini, CI grafigini,
izobologrami ve poligonogrami gosterir [31]. CompuSyn giincel kullanilan yazilimlardan birisidir, basit
ara-ylize sahiptir ve kullanimi kolaydir. Chou-Talalay metodu ¢ok sayida atif almistir ve yaygin olarak
kullamlmaktadir [33,34]. Ancak, bazi smirlamalari mevcuttur [9,12]. Yontem, ilaglarin sabit potensi
oranina sahip oldugunu varsaymaktadir. Ilaclarin doz-etki egrileri non-lineer oldugu igin, medyan-etki
dozunun ve doz-etki egrisinin sigmoiditesinin dogru bir sekilde hesaplanmasi zordur. Lineer regresyon
analizinin zorlugundan dolayi, doz-etki egrileri sigmoidal olmadiginda yontem uygulanmamalidir.
Medyan etki yontemi, Scatchard analizi gibi ideallestirilmis kiitle-eylem ilkesini temel alir varsayar ve
log-linearizasyona dayanir.

Farmakolojide Scatchard analizi yerine, non-lineer regresyon kullanilmaktadir. Log-

linearizasyondaki deneysel hatalardan dolay1 zayif model uyumunun oldugu ve medyan etki analizinde
de benzer bir sorun yasanabilecegi One siiriilmiistiir. Hatta, kombinasyon analizine uygun olmayan
modelin, deneyde kullanilan ilaglara verilen yanitlarin analizinde hatalara neden olabilecegi ve
dolayisiyla kombinasyonunun yanlis yorumlanmasina yol a¢acagi bildirilmistir [35].
Bahsedilen geleneksel metotlara ek olarak, bazi ¢alismalarda ilag etkilesim esitligi (CDI) olarak
adlandirilan basit denklem kullanilarak ilag kombinasyonlarinin monoterapiye kiyasla iistiin etkisi
tahmin edilmistir [36]. Bu yontem, ilag kombinasyon etkisinin bireysel ilag etkisine goére basit bir
kiyaslamasidir. Ancak bu metot oldukea ilkel bir kiyaslama yaklagimidir ve literatiirde yaygin olarak
tercih edilmemektedir. Bu denklemle hesaplama yapilirken ilag doz-cevap egrilerinin temel alinmasi ve
analizi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Hatta 0.7’den kii¢iik olan her CDI degeri i¢in sinerjizm
degerlendirmesi yapmaktadir ve “’kuvvetli sinerjizm’> veya ’hafif sinerjizm’’ gibi ¢ikarimlar
vermemektedir.

Ilag kombinasyonlarmin analizi igin, son zamanlarda yeni yontemler gelistirilmistir. ilaglarmn
bireysel ve kombinasyon etkileri arasindaki doz-etki egrilerinin potensisindeki degisiklikler
karsilastirilarak ilag etkilesimlerini belirleyen sifir etkilesim giicli (ZIP) adli model Onerilmistir.
Yontem, ila¢ kombinasyonlarini tek bir parametre temelinde degerlendirmek yerine, sinerjistik doz
bolgelerini belirlemek ve 6lgmek igin tam doz-yanit matriksi {izerinde bir etkilesim bdlgesinin
kullamlmasina dayanir. Calisma, literatiirde 300’den fazla atif almustir [37]. Modelde sifir etkilesim
beklentisinden sapmay1 olgmek igin bir delta degeri tamimlanmustir. Sifir delta puani, olasiliksal
bagimsizligin ve doz additivitesinin gdstergesidir. Boyutsuz CI parametresinden farkli olarak, delta
skoru hiicre proliferasyon inhibisyonunun yiizdesini gosterir ve ila¢ etkilesim etkisinin dogrudan
tahminini saglayabilir. Ornegin, 0.1 delta degeri, kombinasyondan beklenen etkiye kiyasla ortalama %
10 daha fazla inhibisyon iiretecegini belirtirken, -0,1 delta skoru ise aym biyiikliikteki antagonizmi
gosterir. Delta skoru O ile 1 araliginda ise kombinasyon sinerjistiktir. Bu degerin -1 ile 0 arasinda olmast,
ila¢ kombinasyonunun antagonistik etkilesime sahip oldugunu ifade eder. Antikanser ila¢ kombinasyon
calismasindan elde edilen veriler kullanilarak, ZIP skorlama yaklagiminin yanlis-pozitif orani diisiik bir
seviyede tutarken ilag¢ sinerjizmini basarili bir sekilde gostermistir. Etkilesim bolgesi, gesitli ilag
kombinasyonlar1 arasinda ayrim yapilmasini saglar. Bu sebeple kombinasyonlarm klinige
uygulanmasina yonelik ila¢ etki mekanizmalarini belirlemek igin iyi bir metot olabilir.

Ilag kombinasyonlarinin siklikla CI-temelli metotlar kullanilarak analizi oldukca yaygindir.
Ancak yapilan galigmalar, yamt-yiizey temelli modellerin ilag sinerjizminin belirlenmesinde daha
giivenilir oldugunu gostermistir [38]. Yanit-ylizey temelli modeller, 3°lii ilag kombinasyonlarina ve
atipik ilag kombinasyon yanitlarima da uygulanabilir. Yakin zamanda, additif etkilesimli dozlara iki-
degiskenli yanit (BRAID) olarak adlandirilan BRAID yamt-yiizey modeli rapor edilmistir [39]. Yontem,
yanit-ylizey temelli bir modeldir ve ilag etkilesimlerini belirlemek i¢in gerekli kolaylik, sezgisellik,
farmakolojik ve toksikolojik kisitlamalar temelinde analiz i¢in ¢ok yonlii modeldir. Model, tek bir ilacin
doz-etki analizi i¢in yaygin olarak kullanilan Hill veya log-lojistik denklemlerine dayanir. ilag
etkilesimlerinin smiflandirilmasi ve kombinasyonun doz-etki egrilerinin modellemesini de barindiran
birlesik bir arag¢ olarak diigiiniilebilir. Model, Ewing sarkomu {izerine yapilan deneylerde elde
kombinasyon veri setinin analizinde kullanilmistir. Yontem temelinde yapilan analiz sonucunda, ilag
kombinasyonlarindaki etkilesimlerin siniflandirmalarinin, geleneksel yontemlere gore daha tutarh
oldugu ve ilag etki mekanizmalari ile etkilesim arasindaki iliskiyi gosterdigi rapor edilmistir. Caligmalar
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sonucunda, farkli modellerin kesfedilmesine ve spesifik deneysel veriler icin en uygun olanin
secilmesine olanak taniyan agik erisimli ve kullanimi kolay tek ve kombine ilag etkisi analizi
(SiCoDEA) olarak adlandirilan kombinasyon analiz uygulamasi gelistirilmistir [40]. Yontem, yukarida
anlatilan etki- ve doz-etki temelli geleneksel yontemleri referans alir. SiCoDEA sinir verilerinin
cikarilmas1 veya analiz i¢in farkli modeller arasinda se¢im yapma imkani sunmak gibi se¢enekleri
barindirdigi i¢in esnek bir uygulamadir.

[lag kombinasyon etkilerinin kantitatif analizi igin gelistirilen bir diger model yanit zarf analizidir
[41]. Yontem, meveut yontemlerin sinirlamalarini 6nemli 6lgiide bertaraf eder. Bu yontem, ilag-reseptor
etkilesimlerinin tamimlanmasinda yaygin olarak kullanilan Hill denklemine dayanarak Loewe additif
modeli ve Bliss bagimsizlik modelinden tiiretilmistir. Bliss modeli ve genellestirilmis Loewe additif etki
yaklagimu, ilag etkilesimlerinin iki sinirim1 gésterdigi i¢in inhibisyon mekanizmalarina gerek kalmadan
sinerjizm, additif etki ve antagonizmin belirlenmesi amaciyla bir yanit zarfi tamimlar. Metot, aslinda
Loewe ve Bliss modellerini temel alan ii¢-boyutlu yanit-yiizey yaklagimidir. Yontem kullanighdir ve
farkli olgeklerde ve cesitli ilag kombinasyonlarmin etkilerini incelemek icin kullanilabilir. Yapilan
calismada, antikanser ve antibiyotik ila¢ kombinasyonlar1 analiz edilmis ve yamt-zarf modelinin mevcut
yontemlere gore avantajli oldugu gosterilmistir. Bu model ile analiz edilen ilag kombinasyon etkilerinin,
molekiiler veya klinik diizeyde karmasik ¢aligmalarin sonuglariyla daha uyumlu oldugu gdsterilmistir.
Diger yontemlere kiyasla, dogrulugu yiiksek bir yontemdir.

Ila¢c Kombinasyonlarimn Analizinde Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Ilag kombinasyonlarinin analizi i¢in gelistirilen metotlar, matematiksel ve istatistiksel modellere
ragmen, biitiin deney kosullar1 icin gecerli tek bir ideal analiz yontemi bulunmamaktadir. Onceki
boliimde agiklanan geleneksel metotlar ve giincel modellerin her biri sinirli kosullarda gegerlidir. Bu
sebeple, en uygun referans analiz modelini belirlemek zordur. Dolayisiyla, ila¢ metabolizmasi veya
olumsuz etkiler gibi ajanlarin bireysel etkilesimlerini etkileyen bir¢ok faktoriin dikkate alinmasi
gereklidir [10,12]. Varsayimlarindaki temel farkliliklar sebebiyle, hangi referans modelin istatistiksel
olarak dogru bir sekilde kullanilmasi gerektigi konusunda konsensiis yoktur ve hatta uygun referans
modelin nasil secilecegine dair bir kilavuz bulunmamaktadir. Sunu belirtmekte fayda vardir ki; mevcut
hicbir analiz yontemi, muhtemel tiim deney kosullarinda sinerjizmi gosteremez. Hatta, aym deneysel
veri setine uygulanan farkli yontemler birbirinden farkli sonu¢lara yol a¢abilir [12,42]. Bu boliimde, ilag
kombinasyonlarmin analizi i¢in uygun yontemin secilmesi ve bu alanda dikkat edilmesi gereken
hususlar ac¢iklanmustir.

Ilac kombinasyonlarinin sayisal analizi ve CI degerlerinin hesaplanmasi icin dikkat edilmesi
gereken hususlarin birincisi, terminoloji ve yontemlerin uygun bir sekilde kullanimidir. Ilag¢
kombinasyonlarinin kantitatif analizi i¢cin uygun yontem ve/veya yontemler secilmelidir. Sinerjizm
kavrami yaygin olarak kullanilir. Ancak, literatiirde tam anlasiimamis ve agik¢a tanimlanmayan teknik
terimler mevcuttur [27] ve sinerjizm kavramimin analiz yontemlerine ve anlamina uygun olarak
kullamlmadig: bilinmektedir [43,44]. la¢ kombinasyonlarinin sayisal analizi icin, ilaclarin tek ajan
olarak doz-etki egrilerine iliskin deneysel verilerin elde edilmesi zorunludur. Deneysel tasarim, ilag
kombinasyonlarmin dogru analizi i¢in Onemlidir. Sinerjistik ila¢ etkilesimlerini dogru bir sekilde
belirleyebilecek bir yontem secilmelidir. Deneysel verilerin yanlis analizi sonucunda etkilesim tiirii
sinerjizm olarak veya sinerjistik ila¢ kombinasyonu additif olarak yorumlanabilir. Hatta antagonistik
ilac kombinasyonlari, yanhs analizden dolay: additif olarak degerlendirilebilir. Ila¢ kombinasyon
calismalarindaki sinerjistik etkilesimleri arastirmak icin ila¢larm en az ti¢ farkli dozunun uygulanmasi
gereklidir. Bir ilacin ti¢ farkli dozundan daha az sayida doz uygulamasi yapilan ¢aligmalar, sinerjistik
ilag etkilesimlerini arastirmak icin yeterli degildir [27]. Onceki bolimde anlatildig1 gibi, iki ilacin
kombinasyonunun (Ornegin; A ve B ilag kombinasyonu) bireysel ila¢ uygulamasina kiyasla iistiin bir
etkilesim gostermesi sinerjizmden baska formlarda da tanimlanabilmektedir. Kombinasyondaki
ilaglardan biri tek ajan olarak etkili ise, bireysel ilag uygulamasina kiyasla iistiin bir kombinasyon etkisi
“potansiyalizasyon” olarak adlandirilir [11,31]. Kombinasyon etkisi incelenen ilaglar tek ajan olarak
etkili olmadiginda, bireysel ila¢ uygulamasina kiyasla iistiin bir kombinasyon etkisi koalizm olarak
tanimlanir. Herhangi bir ilacin etkisine tamamen bagli olmayan etkili kombinasyonlardaki etkilesim tiirii
ise, “is birligi etkisi” olarak isimlendirilir [45].
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Dikkat edilmesi gereken ikinci husus, ilag kombinasyonlarmim analizinin standart bir referans
model gerektirmesidir. Ideal analiz modeli, kesin olarak bilinmeyen ila¢ etki mekanizmalarindan
bagimsiz olarak additif, sinerjizm ve/veya antagonistik etkilesimi tanimlamalidir. Ayni1 deneysel verinin
farkli modeller ile analizi sonucunda farkli sonuglar ve ¢ikarimlar ile karsilagilabilir. ideal analiz model,
ilaglarin etki mekanizmalarindan bagimsiz olmahidir [46]. Ayrica, ila¢ kombinasyonlarinin analizi igin
ideal metot, nadir ve 6zel durumlar1 kapsayacak kadar genel olmali, karsit sezgisel sonuglar ile
sonuglanmamali, veri elde etmek icin pratik ve etik konulara uygun ve bilimsel olarak kabul edilebilir
olmalidir. Ancak, ilag kombinasyonlarinin analizi igin biitiin bu nitelikleri karsilayan ideal bir model
yoktur [47]. Loewe additif etki modeline dayanan doz-etki temelli yaklasimlar, ilag kombinasyonlarmin
analizi i¢in uygundur. Fakat, bu yontemler 6nemli miktarda deneysel veri gerektirir. Bu durum, verilerin
elde edilmesinin pahali ve/veya zor oldugu durumlarda ¢alismayi sinirlayabilir. Yanit-katki yaklasimi,
HSA modeli ve Bliss yontemi, en az li¢ ve/veya dort deneysel veriye ihtiyag duydugu icin pratik
sinirlamalara daha fazla uyumludur. Ancak, bu analiz yontemleri ¢esitli siirlamalara ve bazi
dezavantajlara ragmen bireysel ilag uygulamasina kiyasla iistiin pozitif bir kombinasyon etkisine dair
yeterli kamitlar saglayabilir [10].

Dikkat edilmesi gereken tiglincii husus, ila¢ kombinasyonlarmin analizi i¢in arastirma ve
gelistirme siireglerinin her asamasina uygulanabilir ydntemlerin secilmesi gerektigidir. ilaglarm
kombinasyon etkileri farkli dozlarda uygulama yapilarak genellikle in vitro modeller kullanilarak
aragtirthir. Ancak in vitro ortamlarda ila¢ dozu sabittir. Hiicre dizileri ile yapilan in vitro deneyler,
hastaliklarin molekiiler mekanizmalarimi arastirmak igin 6nemli kaynaktir. Hiicre kiiltiirii sistemleri,
avantajlidir. Ornek olarak; cesitli insan hiicre dizilerinin kullamlabilmesi, kiiltiir kosullarinin esnekligi
ve protein/niikleik asit miktar tayininin kolaylig1 verilebilir [9]. Fakat, her bir ila¢ i¢in doz belirleme
deneylerinin, ilacin ICsp degerinden biiylik ve kiiciik dozlar1 kapsayacak sekilde yapilmasi
onerilmektedir [11,31]. HSA yaklasimi, Bliss metodu ve Loewe additif etki modeli, ¢esitli arastirmalar
icin faydali olabilir. Ancak, ilaclarin, doz-etki egrileri ayrintili olarak incelenmelidir. flag
kombinasyonlarinin analizi i¢in, CI degeri ve izobologram egrisi ile Loewe additif etki modeline
dayanan doz-etki yaklasimlari uygun yontemlerdir. Potansiyalizasyon veya koalizm gibi etkilesimlerde
tiim ilaglar i¢in doz-etki egrilerinin mevcut olmadig1 kombinasyonlarda, HSA yaklagimi kullanilabilir.

Preklinik ilag kombinasyon ¢aligmalari, her ilacin maksimum tolere edilebilen dozlarinda birlikte
uygulanarak en yiiksek etkinligin elde edilebilecegi varsayimina dayanan kombinasyon kemoterapi
protokollerinin rasyonel tasarimina imkan saglar [9]. Dolayisiyla preklinik kombinasyon galigmalarinin
tasarimi yapilirken, ila¢ konsantrasyonu, uygulama siiresi, yontemi ve ila¢ kombinasyonlarini analiz
etmek icin kullanilan matematiksel ve istatistiksel metot gibi ¢esitli faktorler dikkate alinmalidir. Klinik
calismalarda, ila¢ kombinasyonlarinin analizi kolay degildir. Bu asamada, pratik ve etik kisitlamalar soz
konusudur ve sinerjistik ila¢ etkilesimini bilimsel olarak belirlemek i¢in yeterli veri elde etmek
neredeyse imkansizdir [11,31]. Bu sebeplerle, resmi kuruluslar tarafindan kombinasyon ila¢ tedavi
modalitelerinin gelistirilmesi icin gereken kriterler acikca belirlenmistir [48,49]. In vitro deneylerden
elde edilen sonuglarin hayvanlara, in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerin insan klinik denemelerine
ekstrapolasyonu onemlidir [11,31]. Klinikte kombinasyon tedavi gelistirme ¢alismalari, kombinasyon
etkisinin ayn1 dozda tek basma verilen ilaclarin herhangi birinden daha yiiksek etkinlige ve/veya iyi
giivenlik profiline sahip oldugunu kanitlamalidir [9-11,31]. Her asama i¢in gerekli veri miktari, tiirleri
ve uygun calisma tasarimlari, kombinasyonun yapisi, hastalik ve onceki asamalardan elde edilen
bilgilere gore degismektedir. Dort-kollu klinik ¢alisma (plasebo veya standart bakim, ila¢ A, ila¢ B ve
kombinasyon) yapilmalidir [49]. Her ilacin kombinasyon etkisine katkis1 6nceki asamalarda gosterilmis
ise, plasebo ve/veya sub-optimal doz terapisinin etik olmadigi durumlarda deneysel tasarim
basitlestirilebilir [10].

Dikkat edilmesi gereken dordiincii husus, optimum doz oraninin belirlenmesidir. Doz orani, ilag
kombinasyonlarinin analizinde kritik 6neme sahiptir [50]. Cogu durumda, kombinasyon tedavisi
monoterapiden daha istiin ve yararli etkiler saglayabilir [1]. Ancak, bu istiinlik sadece ilacin
Ozelliginden dolay1 olmayabilir. Bu Ustiin etki, aym1 zamanda doz oranina da bagh olabilir. Dolayisiyla,
iki ilacin belirli bir oranda kombinasyonunu doz-etki egrisi olan tigiincii bir ajan olarak diisiinmek akilc1
bir yaklasim olacaktir. [lag kombinasyonunun sinerjistik etkilesim gosterip gostermedigini arastirmak
yerine, hangi doz oranimn sinerjistik etkilesimi optimize ettigini incelemek ¢ok daha faydali olabilir
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[51]. Doz oran, klinik denemelerden 6nce preklinik ¢aligmalarda belirlenmesi gerekir. Dolayisiyla, ilag
kombinasyon calismalar1 i¢in deney tasarmm iyi planlanmalidir. Ilaglarm secilen dozlarinin tiim
kombinasyonlarini inceleyen tam-faktorlii tasarim (Sekil 2A) veya belirli bir sabit orana dayali ¢oklu-
oran tasarimi (Sekil 2B) tercih edilebilir. Farkli doz oranlari, egri-kaymasi analizi uygulanarak ilgili
doz-etki egrilerinin ortalamast ile kargilastirilabilir.

B ilaci 5 1
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2 -
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Sekil 2. ilag kombinasyon ¢alismalarinin tasarimi. Coklu oran tasarimi (A), tam faktorlii tasarim (B)

Dikkat edilmesi gereken besinci husus, ila¢ kombinasyon calismalarinda deneysel verilerin
analizi i¢in uygun metodolojilerin kullanilmas1 gerektigidir. Biyolojik deneysel modeller, her zaman
hata barmdirirlar ve sinir verileri kullanmak neredeyse imkansizdir [52]. Ornegin; 0.98 olan CI degeri
rapor edilirken giiven araligi (% 95) dikkate alinmalidir. Eger istatistiksel analiz sonucunda elde edilen
giiven araligi; 0.95-0.99 ise, kombinasyonun CI degerinin 1'den farkli oldugu ¢ikarimi yapilabilir. % 95
giiven aralig1 0.85-1.05 ise, ila¢ kombinasyon etkisi additif etkiden sapan herhangi bir etki olarak kabul
edilemez [53]. HSA modeli ve yanit-katki yaklasimi, 6nemin ol¢iilmesine ve kombinasyon etkisinin
ilaglarin bireysel maksimum etkilerine kars1 istatistiksel olarak analiz edilmesine dayanir. Bliss modeli
ve Loewe additif etki yaklagimi ile hesaplanan CI degerleri, kesinligin derecesine iliskin degerlendirme
yapilmadan rapor edilir. Dolayisiyla, bu yaklasimlarda dogrudan istatistiksel ¢ikarim saglayan bilimsel
bir temel mevcut degildir. Bu teknik problem, az sayida ¢alismada ele almistir ve kolay uygulanabilecek
bir ¢6ziim bulunmamaktadir [54-57,22].

Sunu belirtmekte fayda vardir ki, ila¢ kombinasyonlariin analizi i¢in kullamlan matematiksel ve
istatistiksel metotlar karmasiktir ve gelismeye acik yontemlerdir. Ila¢ kombinasyonu arastirma ve
gelistirme siireci ¢cofgu zaman hatali tasarimlara ve analizlere yol acar. Istatistik uzmanlarinin ilag
arastirma ve gelistirme siireclerinin tiim asamalarinda yer almasi faydali olacaktir. Yontemlerin ¢oguna
uyumlu standart yazilim ve/veya veri bankalarmin gelistirilmesi, sonuclarmm iyilestirilmesi ve
tekrarlanabilirligin artirilmasi bakimindan 6nemlidir. fla¢ kombinasyonlarinin analizinde ozel bir
yaklasima odaklanan 6rnekler mevcuttur. MixLow R paket programi, Loewe additif etki modelini 6nerir
[58]. Cok sayida ¢alismada SAS [59] veya R kodlarmin [60,61] kullanilmasindan bahsedilmektedir.
Ancak bu yontemlerin nasil uygulandigi ile ilgili literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir.

Dikkat edilmesi gereken altinci ve son husus ise, en az ti¢-bilesenli ila¢ kombinasyonlarinin
analizidir. Ila¢ kombinasyonlarinin analizi yapilirken genellikle iki-bilesenli ila¢ kombinasyonlari
kullanilir. Hastaliklarin tedavisi i¢in iig-bilesenli ilag kombinasyonlar1 da literatiirde rapor edilmistir
[62]. ila¢ kombinasyonlarmin analizi igin gelistirilen yontemlerin ¢ogu, n sayida ilacin
kombinasyonlarmin analizi i¢in genisletilebilir (Sekil 3). ikili-ila¢ kombinasyonlarinin analizi i¢in
gelistirilmis olan HSA yaklasimi, Bliss yontemi, Loewe additif etki modeli ve Chou-Talalay’in medyan-
etki denklemi ii¢ veya daha fazla bilesenli kombinasyonlarin analizi i¢in kullanilabilir. Ancak, énceki
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boliimde belirtilen HSA modelinin dezavantajlarindan dolayi, en az ii¢ bilesenli ilag kombinasyonlari
icin deneysel tasarim ve analizin yapilmasi amaciyla Bliss modeli ve Chou-Talalay metodu tercih

edilmelidir.
Bliss istatiksel Bagimsizhk modeli: Chou-Talalay metodu:
n
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Sekil 3. n bilesenli ilag kombinasyonlarinin analizi igin kullanilan matematiksel formiiller

Ilag kombinasyonu ii¢ bilesenden meydana geldiginde, CI=1 denklemi A, B ve C ilaglarinin
dozlarindan gecen ticlii-koordinat eksenine karsilik gelir. Bu durum, ikili ila¢ kombinasyonunda additif
etki ¢izgisi ile gosterilir. Sinerjistik etkilesim gosteren ¢ ilacin (A, B ve C) kombinasyon etkisi, A ve
B arasindaki sinerjistik etkilesimden kaynaklanabilir. Her ilacin kombinasyon etkisine katkisinin tam
olarak belirlenmesi i¢in, tim alt kombinasyonlarin da ayni deneysel kosullardaki etkilerinin
degerlendirilmesi gereklidir [31]. Dr. Chou, ii¢lii-ila¢ kombinasyonu (Da, Dg ve Dc) igin, ICso
oranlarmin (a:b:c) kullanilmasini onermistir [11]. Da+Dg+Dec, (a:b:c) orammi ifade eder (Sekil 4). Aymi
deneysel ortamda ilaglarin iki-bilesenli kombinasyon etkilerinin (Da+Dg (a:b), Dg+Dc (b:c) ve Da+Dc

(a:c)) de incelenmesi gereklidir.

A. ICsq degerine bagh sabit-oranh 2 ve 3 bilesenli ila¢ kombinasyonlarinin tasarimi.
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B. Uclii ilag kombinasyonlarinin incelenmesi.
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Sekil 4. Chou-talalay yaklagimu ile {iglii ilag kombinasyonlarmin analizi [11]



700 Ogzer Ankara Ecz. Fak. Derg., 47(2): 687-704, 2023

Yaklagim, li¢-bilesenli ilag kombinasyonunun iki-bilesenli ila¢ kombinasyonlari halinde analiz
edilmesini saglar. Bu yaklasim temelinde, CI degerleri ve ikincil CI degeri belirlenebilir. Deney
tasarmmi, ayn1 deneysel sartlarda bireysel ilaclar (Da, Dg ve Dc), Da+Dg, Dg+Dc, Da+Dc iki-bilesenli
ilag kombinasyonlar1 ve {ig-bilegenli ilag kombinasyonu (Da, Dg ve Dc) igin doz-etki egrileri elde
edilecek sekilde yapilmalidir [31]. Ucg-bilesenli ila¢ kombinasyonlarmimn iki-bilesenli ilag
kombinasyonlar1 halinde (6rnegin, Da+Ds, orta sinerjistik, Dg+Dc antagonistik, Da+Dc giiclii sinerjistik
ve Dat+Dg+Dc sinerjistik olabilir) analizi, ilaglarin farmakolojik etkilesimleri hakkinda énemli bilgi
saglayabilir.

SONUC VE TARTISMA

flaglarin kombinasyon etkileri uzun yillardir incelenmis ve analiz edilmistir. Kombinasyon
tedavisinin avantajlar1 yaygin olarak bilinmektedir ve bu alandaki caligmalar, cesitli hastaliklarin
fizyolojisi ve biyolojisinin anlagilmast ile 6nemli Olgiide artmustir. Tip, farmakoloji, matematik ve
epidemiyoloji gibi bir¢ok farkli disiplinden bilim insanlar1 bir araya gelmis ve bu alandaki arastirmalar
sonucunda, biyolojik ve medikal bilimlerde ¢ok sayida teorik ve deneysel makale yayinlanmistir. Bu
caligmada, ilag kombinasyon etkilerinin, 6zellikle de sinerjizmin belirlenmesi igin mevcut istatistiksel
ve matematiksel yontemler derlenmistir. Bliss modeli, Loewe additif etki yaklagimi ve Chou-Talalay’in
medyan-etki denklemi de dahil olmak {izere, ilag kombinasyonlarinin analizi i¢in yaygim kullanilan ve
¢ok sayida atif almus referans yontemler sunulmus ve iliskili avantajlar1 ve dezavantajlar irdelenmistir.
Takibinde, ilag sinerjizmini 6lgmek i¢in kullanilan giincel metodlar tamtilmustir. Son olarak ise, ilag
kombinasyonlarmin analizinde dikkat edilmesi gereken hususlar agiklanmistir.

Ilag kesfindeki yiiksek olgekli tarama teknolojileri ve hesaplama kapasitesindeki &nemli
gelismeler sayesinde, veri eldesi ve analiz yontemlerinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ancak,
temel metodolojik sorunlar onemli Olglide aymi kalmustir. Bilgi yoksunlugundan kaynakli olarak,
literatiiriin 6nemli kismi terminoloji ve yontemlerin yanlis anlasilmasina yol agmaktadir. Gelecekte
yapilmasi planlanan ¢alismalarda, kombinasyon etkilerinin bilimsel ve dogru analizi i¢in burada
tartisilmis olan kavramlarin ve yontemlerin daha uygun ve titiz bir sekilde uygulanmasi gerektigini
diisiiniiyoruz.

Bazi kisitlamalarina ragmen Chou-Talalay metodu en ¢ok atif almis yontemdir ve giincel olarak
genis ¢apta uygulama alanina sahiptir. Chou-Talalay metodundan sonra, siklikla tercih edilen yontem
ise Bliss modelidir. Bliss modelinin giincel olarak kullamlmasmin yani sira, modelin modifiye
versiyonlar1 gelistirilmis ve ilag kombinasyonlarinin analizinde kullanilmugtir [22]. Her iki metot
kullanilarak n-ilag kombinasyonlar1 rahatlikla tasarlanabilir ve analiz edilebilir. Dolayisiyla, ilag
kombinasyon calismalar1 ve deneysel verilerin analizi igin CDI ve HSA gibi giiniimiizde gegerliligi
olmayan ilkel yontemler yerine Bliss modeli, Chou-Talalay metodu, ZIP modeli tercih edilmelidir. ZIP
modeli kullanilarak elde edilen delta skorlari, ilag etkilesim araliginin gorsellestirilmesi ve belirli doz
bolgelerinde klinik-esdeger ilag sinerjizminin tanimlanmasinda 6nemli rol oynayabilir [37]. Ayrica, CI-
temelli yontemlerin oldukg¢a degisken ve ongoriilemeyen sonuglara yol agabilecegini diisiinecek olursak,
BRAID yanit-yiizey modeli 6nemli bir alternatif olabilir.

Cesitli bilgisayar yazilimlarmin kullanilmasi, kombinasyonlarin analizini siiphesiz kolaylastirir.
Ancak, CompuSyn programu yalnizca Windows isletim sisteminde ¢alismaktadir. Program tek seferde
yalmzca bir ilag kombinasyonu igin doz-etki degerlerinin sisteme girilmesine izin verir. Ilag
kombinasyonlarmin analizinde CompuSyn yazilimina ek olarak, yakin zamanda gelistirilen ve giincel
olarak kullanilan Combenefit [63] ve SynergyFinder [64] yazilimlaridir. Combenefit, Loewe, HSA ve
Bliss modellerinin kullanilarak analiz yapilmasini saglar. CompuSyn ve Combenefit iicretsizdir,
kullanimu kolaydir. Windows isletim sisteminde kullanilabilir ve deneysel verilerin grafikle gosterimine
de olanak saglarlar. Synerfinder 2.0 uygulamasi da Loewe, HSA, Bliss ve ZIP modellerini sunar ve Cl
degerinin hesaplanmasi i¢in farklt modeller arasinda se¢im yapilmasina imkan tanir. Ancak, farkli doz-
etki egrileri modeller arasinda se¢cim yapilmasina izin vermez. Uygulama, R kod temelli paket
programdir ve iicretsizdir. Ancak R kodlarmin kullanimi karmagiktir. SICODEA, kombinasyon verilerini
analiz etmek ve secilen modele gore farkli sonuglar sunmak i¢in kullanim kolayligi olan bir aragtir.
CompuSyn veya SynergyFinder 2.0 yazilimlarina alternatiftir.
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Ilaglarin kombinasyon olarak uygulanmasindaki en 6nemli amaglardan biri, terapotik etki
korunurken veya sinerjistik etkilesimler ile artirtlirken ayni zamanda doz ile iliskili yan etkilerin de
azaltilmasidir. Dolayisiyla ilag kombinasyon c¢aligmalarinda uygulama dozu ve/veya doz araligi
belirlenirken bu durum dikkate alinmalidir. Bu sebeple yan etkisi az, minimum g¢apraz dirence sahip
molekiillerin kombinasyon c¢aligmalarinda degerlendirilmesinin klinik uygulamalar ve terapdtik
modalitelerin gelistirilmesi bakimindan hayati éneme sahip bir strateji oldugunu diisiiniiyoruz. lag
kombinasyon ¢alismalarinda deneysel tasarim igin ilaglarin ICsy dozlari ve katlar1 kullamilarak doz-
bagiml ilag etkileri incelenebilir. Tlag kombinasyonlar1 diisiik dozlarda (ICso/16 veya 1Cso/8 gibi)
kuvvetli sinerjistik, yiiksek dozlarda (21Cso veya 4ICso gibi) additif hatta antagonistik etkilesimler
gosterebilir [21]. Dolayisiyla, ilag kombinasyonlarmmda uygulama dozu ve/veya doz araliklari
belirlenirken bu durum da g6z 6niinde bulundurulmalidir. Ek olarak, sabit-oranli tasarim ve ray-tasarimi
da ilag kombinasyon galismalarinda deney tasarimi yapilirken kullanilmalidir [65]. Tiim deneysel
kosullara uygun ideal bir referans analiz metodu olmadigi i¢in, bu c¢alismada sunulan farkli
yaklasimlarin birlikte kullanilmasi ile ila¢ kombinasyonlarinin analizinin kolaylasacagini diisiiniiyoruz.
Giliniimiize kadar yapilmig olan ¢aligmalarmn, klinik olarak etkili ilag kombinasyon tedavilerinin
belirlenmesi, gelistirilmesi ve optimizasyonu siiregleri i¢in umut verici bir temel sagladigina inaniyoruz.
Bu ¢aligmanin, siiregteki 6nemli hususlar i¢in bir referans gorevi gérecegini umut ediyoruz.
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