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DOXORUBICIN YUKLENMIS MIKROKOPUKCUKLERIN IN-VIVO DENEY HAYVANI
MODELINDE MEME KANSERI UZERINE ETKISI

Efe Ozgiir SERINAN

Yazigsma Adresi: Dokuz Eylll Universitesi, Onkoloji Enstittisti, Temel Onkoloji

Anabilim Dali, izmir

OzZET

Meme kanserinde, beklenmedik yan etkilerle tedavi sirecini olumsuz etkileyen
standart yontemlerin aksine mikrokopukgukler (MB) kanser ile micadelede yeni bir
yaklasim olabilir. Bu ¢alismanin amaci, Doksorubisin (DOX) yuklenmis ilk yerli Gretim
hedeflendirilebilir 6zellikte ultrason kontrast ajani MB’lerin, in-vivo deney hayvani
modelinde, hedeflenen bdlgeye ulastiriimasi, ultrason altinda goéruntulenmesi, hedef
bdlgede MPB’lerin patlatilmasi ve bu sayede ilacin hedef bélgede kontrolli salinimi,
buna bagli olarak ozellikle kanser tedavisinde kullanihp kullaniimayacaginin

belirlenmesidir.

Doksorubisinin (DOX) ve lipozomlara hapsedilmis DOX'un (Lipo-DOX) 4T1 meme
kanseri hucrelerine in-vitro etkisi incelendi. MB’lerin ultrason altinda goruntilenmesi ve
ultrason altinda kontrollu bir bicimde patlatilabildiginin in-vitro olarak gosterilmesi
saglandi. Hayvan modeli igin yaklagik 6 haftalik disi atimik nude fareler kullanildi. Her
bir grupta 7 hayvan olmak Uzere 5 deney grubu olusturuldu. Grupl; Kontrol Grubu,
Grupll; DOX Verilen Grup, Gruplll; MB Uygulanan Grup, GruplV; DOX YUukli MB
Uygulanan Grup, GrupV; Lipo-DOX uygulanan Grup. 4T1 hucreleri subkutan enjekte
edilerek olusturulmus timorlerin ¢gap1 1cm’ye geldiginde, nude farelere ultrason altinda
3 boyutlu timér volim élcimiini takiben ilag uygulamalari yapildi. ilag uygulanan
fareler calismanin 4. gunu yine ultrason altinda 3 boyutlu timér volim d6lgimun
takiben sakrifiye edildi. Dokular (akciger, karaciger, bobrek, beyin, timor) formol
fiksasyonu ile takip sonrasinda kesitlerde Hemotoksilen-Eosin ile boyanarak

histopatolojik olarak degerlendirildi.

Hayvanlara, meme kanseri 4T1 hucrelerinde literatlr bilgisi ile de konfirme edilmis

LD50 dozu olan 5 mg/kg DOX uygulandi. Atimik nude farelerden sakrifikasyon



sirasinda alinan dokulardan yapilan histopatolojik degerlendirmede akciger, karaciger,
bbbrek, beyin ve tumor dokulari incelendi. Akciger, bobrek ve beyinde, tim gruplar igin
normal histoloji gbézlendi. Karacigerde ise, DOX ve Lipo-DOX gruplarinda, her bir
gruptaki 7’ser olgunun parenkiminde spotty nekroz tarzinda hasar, hafif dizeyde
gozlendi. Tumor boyut farki, gruplar arasinda istatistiksel anlam vermezken (p=0,145)
nekroz orani, apoptoz orani, hucre canliligi ve karaciger hasar istatistiksel anlaml

saptandi.

Calismamiz sonucunda, ultrason kontrast ajani mikroképukguklerin, in-vitro ve in-vivo
kosullarda ultrason altindaki goruntilemede kontrast yarattigi ve kontrolli olarak
patlatilabildigi gosterilmistir. DOX ve Lipo-DOX'un LDso dozlarinin nude farede

olusturmus tumorde nekroza yol agtigr gosterilmigtir.

Gelecek cgalismalarda, mikrokopukguklere birden fazla dozda DOX yuklemesi ile
deneylerin yapilmasi, ultrason altinda mikrokopukguklerin patlatiima isleminin birden
fazla kere yapilmasi ve timaor boyutunda istatistiksel anlamli kiigtilmeyi gorebilmek igin

sakrifikasyona kadar gegen surenin uzatilmasi énerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Lipozom, Doksorubisin, MikrokdpUkguk,

Ultrasonografi



THE EFFECT OF DOXORUBICINE LOADED MICROBUBBLES ON BREAST
CANCER IN IN VIVO EXPERIMENTAL ANIMAL MODEL

In-vitro effects of doxorubicin (DOX) and Doxorubicin confined to liposomes (Lipo-
DOX) on 4T1 breast cancer cells were examined. MB images were displayed under
ultrasound and demonstrated to be detonated under ultrasound in a controlled manner.

Approximately 6 weeks of female athymic nude mice were used for the animal model.
5 experimental groups were formed. The number of animals in each group was
determined as 7.

When 4T1 cells were subcutaneously injected and the tumors reached 1lcm in
diameter, nude mice underwent 3-dimensional tumor volume measurement under
ultrasound followed by drug administration. The drug-treated mice were sacrificed on
the 4th day of the study, again following a 3-dimensional tumor volume measurement
under ultrasonication. The tissues (lung, liver, kidney, brain, tumor) were stained with
hematoxylin-eosin in sections after formalin fixation and histopathologically evaluated.
The animals were also treated with 5 mg / kg DOX, which is a well-documented LD50
dose, in the breast cancer 4T1 cells. Lung, liver, kidney, brain and tumor tissues were
examined histopathologically from tissues taken during sacrification of atymic nude
mice. Normal histology was observed in all groups in the lung, kidney and brain. In the
liver, in the DOX and Lipo-DOX groups, the damage in the spotty necrosis style was
observed mildly in the parenchyma of 7 cases in each group. Necrosis rate, apoptosis
rate, cell viability and liver damage were statistically significant when the tumor size
difference did not give statistical significance between the groups (p = 0,145).

As a result of our study, it has been shown that ultrasound contrast agent microtubules
can be contrasted and controlled in vitro under in vivo conditions under ultrasound
imaging. Doses of LD50 of DOX and LIPODOX have been shown to induce tumor
necrosis in nude mice.

In future studies, it is proposed to perform experiments with Doxorubicin loading at
high doses of microbubbles, prolongation of microbubbles until sacrification to see if
the microbubbles are detonated more than once under ultrasound and statistically
significant decrease in tumor size.

Keywords: Breast Cancer, Liposome, Doxorubicin, Microbubble, Ultrasonography



1.GIRiS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Meme kanseri kadin sagligini olumsuz etkileyen ve gunimuzde giderek artan gortulme
sikhgi ile yaygin bir saglik sorunu haline gelmis bir kanser ¢esididir. Meme kanseri
gelismis Ulkelerin gogunda yeni teshisli malignitelerin 3’te 1’ini olusturmaktadir ve bu
oraniyla kadinlar arasinda en sik gorulen timdrlerden biridir. Avrupa’da yilda 180.000,
Amerika Birlegik Devletlerinde (ABD) yilda 184.000 yeni olgu saptanmaktadir. 2015
yilinda yayinlanan istatistik cercevesinde dinya genelinde yaklasik 1,7 milyon meme
kanseri vakasi ve 521,900 meme kanserine bagl olum gozlenmistir. Dunya geneline
bakildiginda ise meme kanseri tim kanser vakalarinin %25’ini olusturur ve kadinlar
arasindaki kanser olumlerinin %15’ini olugturur (1). Farkl alt tipleri ve bu alt tiplerdeki
belirli patolojik Ozellikler ve biyolojik davraniglara sahip olmasi nedeniyle oldukca
heterojen bir hastaliktir (2). Alman Kimyaci Paul Ehrlich’in ilk defa gesitli kimyasallari
deney hayvanlari Uzerinde gozlemlemesi ve bu kimyasallarin anti kanser
potansiyellerini belgelemesi ile “kemoterapi” temini kesfetmesinden bu yana
kemoterapi 20.yy’dan beri, kanser tedavisinde uygulanan en yaygin ve etkili yontemdir
(3). Ancak tedavi slresince veya tedavi sonrasinda basarili olabilmek icin hastalara
¢cogu zaman birden fazla antikanser ilag verilmekte; bununla birlikte ilaglarin
hedeflenmis ve bolgesel salinim olmadan verilmesi ila¢ direncine neden olabilmekte
ve bu durum da kemoterapi etkinligini ve dolayisiyla basariyr bluyuk Olgclude
engellemektedir (4). Bu duruma c¢oklu ila¢ direnci [multiple drug resistance (MDR)]
denilmektedir. MDR, kanser hticrelerinin ¢ok ¢esitli ilag kullanimi sonucunda bu ilaglara
karg! bir direng gostermesi ve nihayetinde yapisal ve fonksiyonel olarak ¢ok cesitli
ilaglara karsi bile hayatta kalmasi olarak tanimlanmis bir durumdur. MDR’nin
ustesinden gelebilmek icin ila¢ dozlari artiriimakta, bunun sonucunda ise kontrolu

mumkun olmayan yan etkiler olusmakta, dolayisiyla tedavi giderek zorlagmaktadir.

Bircok antikanser ilacin etkinligi, ilacin ulastigi bolgede yeterli konsantrasyona sahip
olamamasi ve saglikli doku ve hucrelere, geri donusumu olmayan farmakolojik etkiler

olusturmasi nedeniyle sinirhdir (5).

TUumor dokusu arasindaki mikrokopukguklerin, timér kan damarlarina salinimindan

sonra kontrollt bir sekilde tetiklenerek ilag saliniminin yapilmasi, en yuksek lokal ilag



konsantrasyonunu saglayip normal dokulara ilag dagilimini daha dusuk seviyede

tutabilir (6). Kemoterapide ila¢ tasinimi dizaynindaki en ana hedeflerden biri budur.

Diger kanser cesitlerinde oldugu gibi meme kanserinde de genel ilag tedavisinde
vucuda enjekte edilen ilag yalnizca hastalikli hucreleri degil, ayni zamanda vicudun
tum bolgelerine yayilarak saglikh hucreleri de etkilemektedir. Bu nedenle meme

kanseri tedavisinde, yan etkileri azaltmak igin ilaglarin bolgesel salinimi gok dnemlidir.

Klasiklesmis kemoterapinin tedavide yetersiz kalma nedenlerinden biri olarak timorde

gorulen damarlanma da ornek gosterilebilir.

Tumorde gorulen damarlanma; oldukga heterojen, genis bdlgelere yayillmis, lineer

yapidan uzak; 6zetle oldukga karmasik bir yapiya sahiptir.

Buna ek olarak tumor dokusunda gorulen, dokular arasi bogluktaki sivi basincinin
yuksek olmasi, hucrelerin ve damarlarin i¢ basinci arttirarak yuksek dis basinci
dengelemeye gitmesine yol agtigindan, timor dokusunda sivi aktarimi azalmakta;
dolayisiyla terapétik ajanlarin etkisinin istenilen seviyeye ulagsamamasina neden
olmaktadir (7).

Kemoterapatiklerin mikrokopukguk gibi mikrokdpukglklerde kapsulasyonu; lipozomlar,
polimerik miseller, oyuk yapiya sahip partikiller vb. sekilde yapilabilmekte olup,
kapsulasyon ilag konsantrasyonunu sulu faz iginde bariz bir sekilde arttirip, 6nceki
ilaglarin sulu fazdaki disuk konsantrasyonlari nedeniyle yasadiklari basarisizliklari

ortadan kaldirmayi hedeflemektedir.

Nanoteknolojinin geligimi, tipta ila¢ taginimi basta olmak Uzere kanser teshisi ve
tedavisinde ¢iIgir agici gelismelerin olusmasini saglamistir. Son 10 yilda nanotip,
kemoterapdtik ilaglarin genis yan etkileri ve ilag direnci gibi birgok problemin ¢ézimu
olmaya aday, tibbin yeni bir alani olarak gelisimini sirdirmektedir (7). Nanomateryaller
spesifik bir dokuya ve bunun reseptorlerine yonelik hedeflendirilebilmekte ve ilag
yuklenecek sekilde dizayn edilebilmektedir. Bu da ilacin tiumor dokusundaki

spesifikliginin artisina ve saglikli dokuda minimal yan etkinin gértlmesini saglayabilir.

Nano partiklller permeabiliteyi arttirmasi ve tumoér mikrogevresinde ilag tutulumunu
arttirmasi gibi nedenlerden o6tlrl ¢ok iyi birer timor hedefleyici araglar olarak

kullanilabilirler ve bu sayede MDR mekanizmalarini yenmek tGzere kullanilabilirler (8).



Buna ek olarak; artmig vaskuler gegirgenlik, timorde zayif lenfatik drenaja yol agar. Bu
pozitif etki, timor dokusuna salgilanan pargaciklarin daha uzun tutulmasini saglar. Bu
da, tumorde gorulen damarlanma ve dokular arasi basincin yuksek olmasi nedeniyle
ilagc etkinliginin duguk olmasi sorunun ¢6zUmunde de nanomateryaller

kullanilabileceginin gostergesidir.

Ultrasonografi, tipta cesitli hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde yaygin olarak

kullanilan tanisal bir gorunttileme yontemidir.

Geleneksel kemoterapi tedavisinde ortaya ¢ikan ila¢ konsantrasyonunun yeterli
duzeyde olmayisi, tumor damarlanmasi sonucu tumor dokusuna istenilen miktarda
kemoterapétik ajanin  ulastirlamamasi, hedeflenmis bir tedavi uygulanamamasi
sonucu saglikh dokuda hasarin buyluk olmasi gibi sinirlandirmalar ultrason iligkili

kemoterapdtik yukli mikrokdpukguklerin tedavide kullanimiyla agilabilir.

Ultrason iliskili, yani ultrason altinda izlenebilen ve gerektiginde cihazin mekanik
indeks degeri arttirilarak sonikasyon altinda patlatilabilen mikrokdpukgukler, terapotik
ajanlarin timor dokularina ulastirimasindaki yeni potansiyel nanopargaciklar olarak

gOrulmektedir (7).

Tumor damarlanmasi igindeki ultrason-iligkili mikrokdpukguklerin, ultrason dalgalariyla
etkilesimi sonucunda, mikrokopukguklerin titresimi saglanabilir. Bu da damarlarin i¢
duvarlarinda hasara, yirtiklara neden olabilir. Sonugta timorin damar gecirgenliginde

artisa yol acilabilir. Boylelikle ila¢ taginimindaki zorluklarin Gstesinden gelinebilir.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda ultrason altinda patlatilabilecek ilag yUklG

mikrokopukguklerin hayvan tumorlerinin tedavisinde umut vadettigi gosterilmigtir.

1.2.Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci Doxorubicin (DOX) yiklenmis ilk yerli Gretim hedeflendirilebilir
Ozellikte ultrason kontrast ajani MB’lerin, in-vivo deney hayvani modelinde, hedeflenen
bdlgeye ulastirilmasi, ultrason altinda goruntilenmesi, hedef bodlgede MB’lerin
patlatiimasi ve bu sayede ilacin hedef bolgede kontrolli salinimi, buna bagl olarak

Ozellikle kanser tedavisinde kullanilip kullaniimayacaginin belirlenmesidir.



1.3.Arastirmanin Hipotezleri

Ultrason altinda izlenebilen ve sonikasyon altinda patlatilabilen doxorubicin yuklu

mikrokopukgukler, in vitro deney hayvani modelinde meme kanseri Uzerine

1) Hedeflenmis tedavi ajani olarak kullanilabilirler.

2) Tedavi edici etkiye sahiptir.

3) Sistemik dolagima enjekte edilen mikrokopukgukler ultrason ile goruntileme de
kontrast yaratarak, elde edilen goruntinin netligini, kalitesini ve ¢ozunurlGgunu

artirirlar.



2.GENEL BILGILER

2.1. Memenin Tanimi ve Anatomisi

Meme, kadinlarda st Uretimi ve salgilanmasindan sorumlu, ter bezinden farklilasmis
bir organdir. Sut yapimini saglayan bezlerin olugturdugu lobuler sistem, sutin meme
basina aktarimini ve bosaltiimasini saglayan duktus sistemi ve dokularin arasini
olusturan yag ve bag dokudan olusur (9). Memenin kendisi kas dokusu icermez ancak
gogus duvarinin en buyuk kasi olan pektoral adalelerin Uzerine oturmustur. Memelerin
ic yapisinda lobullerin birlesmesiyle loblar olugur. Her memede 15-20 lob, her lobda
da sut Uretimini yapan birimler olan 20—40 kadar lobuller bulunur. Lobullerin sayisi;
fizyolojik kosullara bagl olarak degismektedir (10). Loplarin ¢evresini dolduran yag
dokusu memeye seklini ve boyutunu verir. Lobuller hormonsal uyaranlara yanit olarak
sut dretirler. Her bir lobdan gelen sit kanallari (duktus), sut sinUsleri ile meme ucunda
sonlanir. Meme basinin cevresindeki koyu renkli yuvarlak bdlgeye areola denir.
Cooper baglari(adini gégus anatomisinin anlasilmasi adina yazdidi kitapla tanina Sir
Astley Cooperdan almaktadir), meme dokusunu, Uzerindeki cilde baglar. Meme

dokusunun dik durusu, Cooper baglari ile saglanmaktadir (9,10).
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‘ COOPER LIGAMENTLERI ‘

[ BUYUK MEME KASI

AREOLA | (MAJOR PEKTORAL KAS)

y //(, P 7
~
MEMEBASI | L2
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Jesinger RA, Breast Anatomy for the Interventionalist. Tech Vasc Interv Radiol. 2014:17(1);3-9’ten uyarlanmistir.

Sekil 1. Meme Anatomisi igten Goriiniim
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YAG

http://www.medicinenet.com/image-collection/breast_anatomy_picture/picture.htm’den uyarlanmistir.

Sekil 2. Meme Anatomisi Digtan Gorinim

2.2. Meme Kanserinin Tanimi

Meme kanseri, meme dokusunda bulunan epitelyal kokenli hicrelerden kaynaklanan
koth huylu tumorlerin genel adidir. Meme, yapisal olarak lobuller ve duktal olmak Gzere
iki ana kisimdan olustugundan, memede gelisen tumdrler de, sit salgilayan kisimdan
gelisen timorler olan lobller kanser ve sit kanallarindan gelisen duktal kanser olmak
uzere ikiye ayrilir.

2.2.1. Yayilma Egilimine Gore Meme Kanseri Tipleri

Yayiima egiliminin olup olmamasina gore ise meme kanseri, noninvaziv ve invaziv
olmak Uzere 2’ye ayrilir. Noninvaziv (in situ) meme kanserinde, malign hlcreler cevre
dokuya yayllmaksizin lobiller ya da duktuslar iginde gogalirlar. invaziv meme
kanserinde ise malign hucreler memenin duktuslarinda meydana gelir ve lenf, kan
damarlari ve gevre meme dokusuna yayilim gosterir. Noninvaziv ve invaziv meme

kanserleri duktusta veya lobulde olusumuna gore de alt tiplere ayrilirlar.


http://www.medicinenet.com/image

Lobiiler Kanserler

2.2.1.1.1. Noninvaziv (insitu) Lobuler Kanserler (Lobiiler karsinoma insitu= LCIS)

Lobdl igcinde sinirli kalan, ¢cok yavas gelisen ve genellikle belirgin bir kitle olusturmayan

turdur. Bu nedenle de tani konulmayabilir.

YAG
DOKUSU

https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms?cdrid=44433'den uyarlanmistir.

Sekil 3. Noninvaziv Lobuler Kanser

NORMAL LOBUL

ANORMAL
HUCRELER
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https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms?cdrid=44433'den

2.2.1.1.2. invaziv (infiltratif) Lobiiler Kanserler

Nadir olmakla birlikte sut bezlerinde baslayip ¢evre dokulara yayilan tardur.

http://www.health.harvard.edu/womens-health/breast-cancer'den uyarlanmistir.

Sekil 4. invaziv Lobliler Kanser
2.2.1.2. Duktal Kanserler

2.2.1.2.1. Noninvaziv (insitu) Duktal Kanserler (Duktal karsinoma insitu= DCIS)
Sut kanallari iginde sinirli, belirgin bir buyudklige ulasabilen ve tedavi edilmedigi

takdirde invaziv duktal karsinoma donusebilen turdar.
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http://www.health.harvard.edu/womens-health/breast-cancer'den

- I NORMAL DUKTUS I
.

ANORMAL
HUCRELER

https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancerterms?cdrid=45674’den uyarlanmistir.

Sekil.5. Non-invazif Duktal Kanser

2.2.1.2.2. invaziv (infiltratif) Duktal Kanserler: Siit kanallarinda baslayip tim meme
dokusuna yayilabilen ve en sik gorulen turdir.

» XU/ DUKTUS

4 ry/
) & /% LOBUL

http://www.health.harvard.edu/womens-health/breast-cancer’'den uyarlanmistir.

Sekil 6. invazif Duktal Kanser
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https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancerterms?cdrid=45674'den
http://www.health.harvard.edu/womens-health/breast-cancer'den

2.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri (MK) diinyada en sik gorulen ikinci kanser ve kadinlar arasinda,
buglne kadar en sik gorulen kanser turtdir (11). Meme kanseri dunyadaki kadinlar
arasindaki tum kanserlerin %10'undan fazlasini olusturur (12). Kadinlarda kanser
nedenli 6lumler arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Her
yil dunyadaki yaklasik 230.000 kadina invaziv meme kanseri tanisi konmakta ve bunun
sonucunda yaklasik 40.000 hasta 6imektedir (13)

Meme kanserinde Amerika; yilda 100.000'de 80-90 gorulme sikhgr ile ilk
siralarda yer alirken, Japonya’da bu deger 100.000’de 12-15 arasindadir (14). Ancak
1970’ten bu yana Asya Ulkelerindeki gelisimin ve dogurganhdin bati tarzi olmasi
nedeniyle Japonya, Singapur ve Cin’de meme kanserinin gorulme oranindaki fark
giderek azalmaktadir. Meme kanserinin gorulme sikligindaki en blyuk artis Kanada,

ABD, ispanya ve isveg'te ortaya cikmistir (14).

Yas, kisisel ve aile dykusu ve yuksek meme yogunlugu gibi bir¢ok bilinen meme

kanseri risk faktort vardir.

ABD'de meme kanserlerinin yaklasik %19'unda 30-49 yas kadinlarda teshis

konur ve %44'U 65 yas ve Uzeri kadinlarda goralur.

Japonya'da, 35 yasin altinda meme kanseri tanisi alan kadinlar, TUm meme
kanseri hastalarinin yaklasik %3'Unu olusturmaktadir (11). 2013 yilinda yapilan bir
calismada, ABD kadinlari arasinda yaklasik 232.340 yeni invaziv meme kanseri
vakasl, 64.640 yeni in situ meme kanseri teshisi ve 39.620 meme kanserine baglh 6lum
beklendigi belirtiimigstir (14)

Bu calismada in situ tani alan 1.900 hasta 40 yasindan kuguk, 15.650 hasta 40-
50 yas araliginda, 26.770 hasta 50-64 yas araliginda ve 22.220 hasta 65 yasindan
bayuktir.

invaziv vakalarin 10.980'i 40 yasindan kiiciik, 48.910 hasta 40-50 yas
araliginda, 84.210 hasta 50-64 yas araliginda ve 99.220 hasta 65 yasindan buyuktar.
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Meme kanserine baglh olumlere bakildiginda ise; 1.020 hasta 40 yasindan
kuguk, 4.780 hasta 40-50 yas araliginda, 11.970 hasta 50-64 yas araliginda ve 22.870
hasta 65 yasindan buyuktdr.

Ayni galisma grubu tarafindan 2015 yilinda yapilan bir galismada, 2015 yilinda
ABD'li kadinlarda yaklagik 231.840 yeni invaziv meme kanseri vakasi, 60.290 yeni in
situ meme kanseri teshisi ve 40.290 meme kanserine bagli 6lum beklendigi belirtilimistir
(15). invaziv vakalarin 10.500’i 40 yasindan kiigiik, 35.850 hasta 40-50 yas araliginda,
54.060 hasta 50-60 yas araliginda ve 131.430 hasta 65 yasindan buyuktar. Meme
kanserine bagl dlumlere bakildiginda ise; 1.010 hasta 40 yagindan kiguk, 3.690 hasta
40-50 yas araliginda, 7.600 hasta 50-60 yas araliginda ve 27.990 hasta 65 yasindan
bayuktir.

Ulkemizde ise 1992-2003 yillari arasindaki 3897 meme kanserli hastanin yas
dagilimina bakildiginda, meme kanseri goruilme oranlarinin 45-49 yas araliginda
%16,99, 40-44 yas araliginda %14,8 ve 50-54 yas araliginda %13,6 oldugu
belirtilmigtir (16).

2.4. Meme Kanserlerinde Risk Faktorleri

Meme kanseri gelisiminde rol oynayan etmenler olan risk faktorleri, 5 ana baslikta

siniflandirilabilir.
2.4.1.Demografik Ozellikler

Kadin cinsiyeti meme kanseri gelisimindeki risk faktorlerinin en blyugu olarak
gorulmektedir ve risk artisi 100 kat olarak ifade edilir (17). Kadin cinsiyeti kadar
yaslanma, yeni meme kanseri olusumu igin en buyuk faktorlerden biridir. Amerika'da,
meme kanseri riski 60 ila 79 yas arasindaki kadinlar igin 13'te 1, 40 ile 59 yaslari
arasinda 24’te 1 ve 39 yas ve alti kadinlarda 229'da 1’dir (18). GUnUimUz kosullarinda,
bir kadinin in situ meme kanserine yakalanma riski 6’da 1 iken ve invazif meme
kanserine yakalanma riski 8’de 1’dir. Yagsin ilerlemesi meme kanseri riski dogru orantili
olarak artis gostermektedir (17). Ancak akciger kanseri ile karsilastirildiginda meme

kanseri insidans| daha gencken daha yuksektir (19).

Meme kanseri gorilme sikhgr beyaz kadinlarla karsilastirildiginda, siyah tenli

kadinlarda %20 daha az olmasina karsin mortalite oranlari siyah tenli kadinlarda daha

14



fazladir. Bu durumun aciklamasi ise iki etnik grup arasindaki sosyo-ekonomik

farkliliklar ve yasam tarzi farkhliklari olarak belirtiimektedir (17).

2.4.2. Reprodiiktif Oykii

2.4.2.1. Menopoz Yasl

Over fonksiyonlari; yani menars, gebelik ve menopoz, dstradiol, dstriol ve ostron gibi
Ostrojen alttiplerinin modulasyonu ile saglanir (17).

Ostrojen hormonuna maruz kalinan slrede artisin olmasi, meme kanseri gelisme
riskinde artisla iligkili iken dstrojene maruz kalinan surenin azalmasinin ise koruyucu
oldugu dusunulmektedir. Bu nedenle menstriasyona erken baslayan veya geg¢

menopoz gegiren kadinlarda, meme kanseri gelis riski yluksektir (19).

Menopoz baslangicindaki her 1 yillik gecikme, riskin % 3 oraninda artmasi ile iligkilidir
(18).

55 yasindan sonra dogal bir menopoz olan kadinlar, 45 yasindan 6nce menopoz
yasayan kadinlarda meme kanseri gelisme olasiliginin iki kat daha yuksektir (19).
2.4.2.2. Menars Yasl

Menars baslangicindaki 1 yillik bir gecikme, sonraki hayatta meme kanseri gelisme
riskinde % 5 azalma ile iligkilidir. 11 yas veya daha dncesinde menars olunmasi meme
kanseri igin bir risk faktori olarak kabul edilirken menars baslangicinin 15 yas veya
daha buyuk olmasi bir koruyucu faktor olarak kabul edilir (18).

2.4.2.3. ilk Dogum Yasi

Kadinlarda dogum sonrasi yaklasik 5 yil boyunca meme kanseri riskinde azalma
meydana gelir. Her dogum meme kanseri goreli riskini % 7 oraninda azaltir. Bu

koruyucu etki, gocuk sayisiyla birlikte artar (18).

Hic dogum yapmamis olmak veya ilk dogumdaki ge¢ yas, Omur boyu meme kanseri
insidansini arttirir. 30 yasindan sonra ilk gocugu olan kadinlarda meme kanseri riski,

20 yasindan once ilk gocugu olan kadinlarin yaklasik iki kati kadardir.

En yiksek risk grubunu ise 35 yasindan sonra ilk gocugu olan kigiler olusturur; bu
kadinlar higc dogum yapmamis kadinlara gére daha yuksek risk altinda gorunmektedir
(19).
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2.4.2.4. Emzirme

Emzirmenin meme kanseri riskini azaltmada rolu oldugu uzun zamandan beri
dusunulmektedir. Epidemiyolojik kanitlarin gézden gegiriimesinin sonuglari, Meme
kanserine karsi koruyucu etkisi istatistiksel olarak anlamli bir sonug ifade edemese de,
emzirmenin premenopozal kadinlarda meme kanserini riskini daha belirgin bir sekilde
azalttigi bilinmektedir (17,18).

2.4.3. Ailesel/Genetik Faktorler

Farkli kanserlerde yapilan aile ¢calismalari; kanser olan hasta bireyin birinci ve ikinci
derece yakinlarinda kanser riskinin normal populasyona gore artmig oldugunu
gostermektedir (18). Ailede ayni tip kanserin gorulmesi durumunda kalitsal kanser,
farkh tip kanserlerin gértlmesi durumunda ise kanser ailesi olarak tanimlanmaktadir.
Meme kanserinin aile hikayesinde var olmasi 6nemli bir risk faktoradur. Bir adet birinci
derece akrabada meme kanseri olmasi, meme kanseri riskini 1.80 kat artirirken, iki
tane birinci derece akraba varliginda ise bu risk 2.9 kat artar. Meme kanserine
yakalanmis olan akraba 30 yasindan once tani almis ise risk 2.9 kat, 60 yasindan

sonra tani konmus ise risk 1.5 kat artar.

2.4.4. Cevresel Faktorler
2.4.4.1. Radyasyon

Ozellikle 10-14 yas arasinda, memenin aktif olarak gelistigi donemde, radyasyona

maruz kalma meme kanseri riskini artirmaktadir (17).

ikinci Diinya Savasi sirasinda radyasyona maruz kalan genc kizlarda meme kanseri
riskinin iki katina ¢iktigi gézlemlenmistir (19). Erken yastaki maruziyetin aksine 45
yasindan sonra radyasyona maruz kalma veya radyoterapi meme kanseri riskini
etkilememektedir (17).

2.4.4.2. Alkol Alimi

Alkol tuketiminin 6stradiol serum duzeylerini yukselttigi bilinmektedir. Bazi ¢alismalar
alkol tuketimi ile meme kanseri insidansi arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir,

ancak iligki tutarsizdir ve iligki alkolden ziyade diger diyet faktorleri ile birlikte olabilir.
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2.4.4.2. Beslenme Aligkanhgi

Yag icerigi yuksek yiyeceklerin uzun sureli tuketiminin de serum o6strojen duzeylerini
yukselterek meme kanseri riskinde artisa katkida bulundugunu dusunduiren bazi
kanitlar bulunmasina ragmen, yag alimi ile meme kanseri arasindaki gergek iligki

Ozellikle guglu veya tutarli gorinmemektedir (19).

Prospektif galigsmalarin sonuglari incelendiginde, doymus yag ile zayif sekilde pozitif
bir iligki disinda, meme kanseri riski ile belirli yag tGrantn alimi arasinda higbir iligkiye

rastlanmamistir (18).

Obezite, postmenopozal kadinlarda meme kanseri riskinde artisa neden olmaktadir.
Ozellikle 18 yasindan sonra bly(k kilo alimlarinda, birim viicut kitle indeksi (BMI) artisi
basina risk % 2 oraninda artmaktadir (18,19).

Haftada 5 kez kirmizi et yenilmesi ile meme kanseri riskinde artis oldugu bazi
calismalarda gosterilmistir. Son vyillarda yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda, D
vitamininin meme kanserine karsi koruyucu bir etkisinin olabilecedi gosterilirken, E ve
C vitaminleri veya beta-karoten gibi antioksidanlarin aliminin meme kanseri riskine etki

ettigi yonunde glgliu bir kanit yoktur (17).

2.4.4.4. Oral Kontraseptif Kullanimi

Oral kontraseptifler, uzun vadeli kullanicilar arasinda veya kullanimi biraktiktan sonraki
10 yil igerisinde meme kanseri riskinde hafif bir artis meydana getirebilir, ancak bu kisa

sureli bir etki olarak goérulmemektedir.

Oral kontraseptif kullanan kadinlarda teshis edilen kanserlerin, bu ajanlari hig
kullanmamis kadinlarda tani konanlara kiyasla klinik olarak ilerlemesi daha dusuktir
(goreceli risk 0.88'dir).

Kullanim sduresi, ilk kullanimdaki yas, kontraseptifler icindeki hormon dozu ve tipi,
meme kanseri riski Uzerinde anlamli bir etkiye sahip gérinmemektedir (18,19).

2.4.4.5. Hormon Replasman Tedavisi (HRT) Kullanimi

HRT meme kanseri literatlrinde tartismali bir alan olmustur. Hem 2002'de Randomize
kontrolli Kadin Saghgi Girisimi (WHI) ¢alismasi, 1 Milyon Kadin Calismasi, HRT'nin

mevcut ve son yillarda kullaniminin gégus kanseri riskini arttirdigina dair daha énceki
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bulgulari dogrulamigtir ve yalnizca 6strojen etkileri arasindaki onemli farkliliklarin
artmasiyla (1.30, P <0.0001), mevcut kullanicilardaki gogus kanseri riskinin arttigini
dogrulamistir (18, 19). HRT kullanimi sonucu olusan meme kanseri riski, alkol
kullanimi, asir kilo (BKi >30 kg/m2), 30 yasindan sonra yapilan ilk dogum, gec
menopoz gibi risk faktorlerinden daha farkli degildir, sonug¢ olarak meme kanseri riskini

arttirdigi soylenebilir.
2.4.4.6. Sigara Kullanimi

Onemli arastirmalara ragmen, titin ile g6glis kanseri arasindaki iliski hala
tartismalidir. En buyuk problem alkol ve tutinun yakindan iligkilendiriimesi olmustur.
Bugune kadar yayinlanmig tutarsiz sonuglar géz 6nune alindiginda, bu sonuglari

degerlendirmek igin daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ oldugu sdylenebilir (18).
2.4.5. Diger Faktorler
2.4.5.1. Onceki Benign Meme Hastalik Hikayesi

AQir atipik epitel hiperplazisi olan kadinlar da, memelerinde proliferatif bir degisiklik
olmayan kadinlara gére meme kanseri gelistirme riski dort ila bes kat daha yuksektir.
Bu degisikligin yaninda ailenin gogus kanseri dykusu olan (birinci derece goreli)
kadinlarda, risk dokuz kat artmistir. Elle tutulabilir kistler, kompleks fibroadenomlar,
kanal papillomlari, skleroz adenozisi ve orta veya florid epitel hiperplazisi olan kadinlar,
bu degisiklikler olmadan kadinlara gore biraz daha yliksek meme kanseri riski tasir
(1.53 kat). Ancak bu artig klinik olarak énemli degildir (19).

2.5. Tedavi
2.5.1. Doxorubicin ve Kullanimini Sinirlayici Etkileri

Antrasiklinler, 6zellikle doxorubicin, uzun zamandan beri kanser tedavisinin ana
dayanag! olmustur. Doxorubicin, mesane, meme, mide, akciger, yumurtalik kanseri,
tiroid, yumusak doku sarkomu, multipl miyelom ve Hodgkin lenfoma kanserlerini tedavi

etmek icin en sik kullanihr. (20)

Ozellikle erken evre meme kanserinde doxorubicin standart terapi olarak
kullaniimaktadir (21).
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Guclu antineoplastik etkinligine ragmen doxorubicin klinik kullanimi, bulanti, kusma,
Ozellikle de hematolojik toksisite ve geri dondurulemez kardiyak hasar gibi yan etkileri

nedeniyle sinirh kalmigtir (21).

Doxorubicin kullanimindaki en buyuk sorun tedavi sirasinda doz sinirlamasinin
olmasidir. Klasik olarak Doxorubicin’in kimdulatif dozlari 450 mg/m2’de kardiyak hasar

g6zlenmezken, 550 mg/m2 ve 700 mg/m2’de kardiyak hasar artisi gézlenmistir (20).
2.5.2. Tedavide Yeni Arayiglar
2.5.2.1. Lipozomlar

Geleneksel Doxorubicin tedavisinin yan etkileri nedeniyle, esit etkinlik ve daha az yan
etki ile lipozomal formulasyonun gelistiriimesi ihtiyaci ortaya ¢ikti (20). Lipozomlar, su
dolu vezikullerin, fosfolipid molekullerinden olusan bir veya birkag zar ile ¢evrelendigi
yapilar olarak tanimlanabilir. Fosfolipidler, icine yuklenecek ilaglari sulu bolmelerinde
ve/veya membranlar igerisinde hapsedecek sekilde modifiye edilebilir (22). Lipozomlari
kullanmanin baglica avantajlarindan biri, bu vezikilleri olusturmada kullanilan
fosfolipidlerin dogdal kaynaklardan ekstrakte edilmesi ve vicut acisindan guvenli
olmalaridir. Buna ek olarak, fosfolipid ¢ift tabakanin doygunluk derecesi ila¢g salinim

oranini degistirmek icin modifiye edilebilir (20).

Lipozomlar, antikanser ilaglari i¢in tasiyici aracglar olarak kullanildigindan, ilacin etki
alanina hedeflenmesi, klinik etkilerinin gelistiriimesi ve surdurulmesi, toksisitesinin

azaltilmasi ve metabolizma ve bagisiklik yanitlarindan korunmasi daha iyidir (22).
2.5.2.2. Hedeflendirilmis ila¢c Tasima Sistemleri

Geleneksel tedavideki sinirlamalardan birisi de doku segiciliginin olmamasidir. Bu
durum saglikl dokuda anlamli yan etkilere yol agacagi gibi, tUmor dokusunda dusuk

ila¢ konsantrasyonlarina da yol agar (23).

Hedeflendirilmis ilag tasima sistemlerinin kullanimi bu sorunlari ¢ézmeye yardimci
olabilir. Bu tur sistemlerde bir ilag tasiyicisi gegirgen tumor kaplarindan geger ve

tasiyicli igindeki gomula ilag timar hicreleri arasi bosluga salinir (23).

llag tasima sistemlerinde, tasiyicinin timdr dokusunda hedeflendiriimis olarak
birikmesi de saglanabilir. GémUll ilag daha sonra timoér dokusunda serbest birakilirsa,

19



tedavinin etkinligi arttirilabilir ve yan etkiler azaltilabilir, bOylece hedeflenen ila¢ dagitim
hedeflerine ulasilabilir (23).

2.5.2.3. Mikrokopiukgiikler

Mikrokdpukguklerle ultrason aracili ilag sunumu, terapdtik maddelerin hedeflenen

timorlere tasinmasini noninvaziv olarak artirabilir (24).

Hedeflendirilmis DOX Yiikli Fosfolipid Mikrokopiikglikler
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Sekil 7. Hedeflendirilmis DOX YUklU Fosfolipid Mikrokdpukgigin Sematize Gortntisu

2.5.2.4. Ultrason iligkili Terapi

Son yillarda ultrason iligkili yontemler hedefleme araci olarak onerilmigtir (25).
MikrokopukgUkler  timdér  damarlanmasinda iken, ultrason dalgalarinin
mikrokopukguklerle etkilesimi kdpukguklerin salinimina ve yikimina neden olabilir. Bu
da vaskuler duvarlarin yirtiimasina neden olabilir. Bu agikhklar, tUmorin vaskuler
gecirgenligini artirabilir (24,26). Ayrica, ilag yukla mikrokdpukguklerin hedef bolgeye
ulastiktan sonra ultrason sonikasyonu ile yok edilmesi sonucunda hedef bolgeye yuklu
bir madde saglayabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Bu arastirma, deneysel olarak gergeklestirilmis bir aragtirmadir.
3.2. Aragtirmanin Yeri ve Zamani

Bu arastirma 01.05.2016 tarihinde literatlr taramasi ile baslamis olup, 10.07.2017
tarihinde tez savunmasi ile sonlandiriimistir. Arastirma, c¢alisma igin gerekli
biyoglvenlik diizeylerine uygun donanima sahip Dokuz Eylul Universitesi Onkoloji
Enstitisi Temel Onkoloji Anabilim Dali ve Dokuz Eylil Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitisu  Laboratuvar Hayvanlari  Bilimi  Anabilim Dali laboratuarlarinda

gergeklestiriimistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismada, farelerde meme kanseri olusturmak amaciyla hayvan kdkenli 4T1 meme

kanseri hicre hatti kullaniimigtir
3.4. Calisma Materyali

Bu calismada, incelenen 5 grupta, her bir grup icin 7 hayvan olmak Uzere toplam 35

adet atimik nude fare, kullaniimigtir..
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bu calismada, tedavi ajani olarak kullanilacak olan Doxorubicin, ultrason altinda
goruntulemede kontrastlanmayi arttirma amaciyla kullanilan mikrokopukgukler ve
hedeflenmis tedavide kullanilip kullanilamayacaginin arastirildigi Doxorubicin yUklG
mikrokdpukgukler arastirmanin bagimsiz degiskenlerini olustururken; bu ajanlarin
kullanimiyla timor olusturulmus atimik nude farelerden elde edilecek timér yanitlari,

arastirmanin bagimlh degiskenlerini olugturur.
3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
3.6.1.1.Kullanilan Cihazlar

Laminar Akigli Biyoguvenlik sinif Il Kabinet (NUve)
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Karbondioksitli inkiibator (NUve)

Sogutmali Santriftij Cihazi (Heraus)

Akim Sitometri Cihazi (BD Accuri C6)

+4 °C Buzdolabi (Argelik 450 lux)

-20 °C derin dondurucu (Ariston)

-80 °C Buzdolabi (Thermo Science)

-196 °C sivi azot tanki (Heraus)

Otomatik pipet 0.5-10 pl (Isolab)

Otomatik pipet 20-200 ul (Isolab)

Otomatik pipet 100-1000 pl (Isolab)

Inverted Mikroskop (Olympus CKX41)

Motorlu Pipet (Diamed)

Ultrason Goruntuleme cihazi (Visual Sonics Vevo 2100)
3.6.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Steril Pipetler-2 ml,5 ml, 10ml, 20 ml (Greiner)
Pipet Uclari (Sari ve Mavi)

15 ml vida kapakli konik santrifdj ttpu (Falcon)
50 ml vida kapakl konik santriflij tipl (Falcon)
Polistren Akim Sitometri TupU

Steril pastor pipeti (Greiner)

Steril tek kullanimlik bisturi ucu

3.6.1.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
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Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) ortami (Gibco)
Tripan Mavisi

Tripsin/EDTA

PEG-MB-DOX

Doxorubicin

Fetal Bovin Serum (FBS) (Biochrom)
Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Gibco)
L-Glutamin (Biochrom)

Penisilin/ Streptomisin (Gibco)

Dimetil sulfoksit (DMSO)

Annexin-V Apoptosis Kit (BioVision, Inc.)
3.6.2. 4T1 Hiicre Hattinin Ekilmesi
3.6.2.1. Amag

e Atimik nude farelerde meme kanseri timér modeli olusturmak amaciyla hayvan

kokenli 4T1 meme kanseri hiicre hatti gogaltilmak Gzere agilmistir.
3.6.2.2. Uygulama Basamaklari

e Laminar akigli kabin; yapilacak igslemden en az 15 dk. dncesinden ¢aligtirilir.

e Kabinetin igi %70'lik alkol ile silinir.

e Bu hicre hattinda kullanilacak olan RPMI 1640 hicre besi ortami; hicre hatt
bilgilerinde idame bilgilerine uygun bir bicimde gereken komponentler konularak
(50 ml'lik hazirlanmis ortam igin: 44ml hazirlanmamis ortam+ 5ml fetal bovin
serum (FBS)+ 0,5ml Penisilin-Streptomisin.+0,5 ml L-Glutamin.) hazirlanir ve
kabinet igcine konarak ortam sicakligina gelmesi saglanir (27).

e Su banyosu calisma baslamadan dnce 37 °C'ye isitilir.

¢ Kullanilacak pipetler, otomatik pipetdr gibi malzemeler kabinet igine yerlestirilir.
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Dondurulmus hicre, azot sivi azot tankindan veya -80 °C buzdolabindan
cikarihr ve gikartilir ¢ikartilmaz hizh bir sekilde énceden 37°C'ye isitilmis su
banyosuna daldirilir ve sivi ¢bézlilemeye baslayana kadar burada hafif
calkalanarak tutulur.

Kriyoviyal igindeki, hicrelerin bulundugu donmus vaziyetteki ortam eridiginde,
dis kismi %70’li etil alkol ile silinerek kabinet igine yerlestirilir.

Cozunmus kriyoviyal igerigi; 15 ml'lik santriflj tiptne aktarilir ve tGzerine 10mi
hszirlanmig ortam eklenir ve ardindan pipetleme ile homojenizasyon saglanir.
Homojenizasyon sonrasi 15 ml'lik santriflj tipU santrifij cihazina yerlestirilir,
tam karsisina ayni miktardaki denge tupu yerlestirilir ve 10 dk 1300 rpm'de
santrifujlenir.

Bu sirada hiicrelerin ekilecegi 25 cm?'lik flasklara 4ml hazirlamis ortam eklenir.
Santriflj islemi sonrasi pellet altta, supernatant Ustte kalmis olur.

Supernatant kisim kisim atilir, ve kriyoviyal Gzerine 1 ml hazirlanmis ortam
eklenir; ardindan pipetleme ile homojenizasyon islemi saglanir.

1ml hazirlanmis ortam iginde homojenize edilen hiicreler igcinde 4 ml ortam
bulunan 25 cm?'lik flasklarin alt ylizeyine; yavasga, ylizeyin tamamina yayilacak
sekilde ve kopuk olusturmadan eklenir.

Flakslarin agzi kapatilir.

Flask Uzerine gerekli bilgiler(hticre hattinin adi+ hicre hatti icin kullanilan
ortamin adi+ekimi yapan kisinin adi+ekim tarihi+pasaj no'su) yazilir.

Ekilen hicrelere inverted mikroskop altinda bakilarak durumlari incelenir.
Flaskin her tarafi, bilgi yazilari silinmeyecek sekilde%70'lik alkol ile silinir ve
inkubatore kaldirilir 37 °C sicaklik %5 CO2’li inkubatore kaldirilir (28).

3.6.2.3. Tripan Mavisi ile Hiicre Canliliklarinin Degerlendirilmesi

3.6.2.3.1. Genel ilke

Yeni acgilan bir htcrenin canllik durumunu hizlica tayin etmek adina tripan mavisi adi

verilen bir boya kullaniimaktadir. Bu boya negatif yukludur. Eger hicre membrani zarar

g6érmemis ve canli bir hiicre ise, boya hicre igine girmez. Ancak canli olmayan hicreler

boyayi absorbe eder ve mikroskop altinda mavi gorundarler.
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3.6.2.3.2.Uygulama Basamaklari

e Kriyoviyalde kalan 10 pl hticre, 10 pl tripan mavi ile birlikte karistirilir.
e Karigimdan alinan 10 ml 6rnek, otomatik hicre sayim cihazina 6zel hiicre sayim

lamina aktarilir ve okutma iglemi yapllir.
3.6.3. 4T1 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi
3.6.3.1. Amag¢

Kulturlerde ¢ogalan tumor hicreleri; icinde bulunduklari besi ortamindaki nutrientleri
tuketerek; Ureme ylzeyine yayllma 6zelligi gosteririler. Cogalan timor hicrelerinde,
normal hdcrelerden farkli olarak kontakt inhibisyon oladigindan, ¢odalma nedeniyle
hicreler yuzeyden kalkabilir veya besinsiz kaldiklarindan bu hucrelerde o6lum
gérulebilir. Bu nedenle bu tur bir durumda kultirin bolunmesi, yapilacak en dogru

hareket islemdir. Bu isleme pasajlama adi verilir.
3.6.3.2. Uygulama Basamaklari

e Laminar akigli kabin; yapilacak igslemden en az 15 dk. dncesinden ¢aligtirilir.

e Kabinetin ici %70'lik alkol ile silinir.

¢ Kullanilacak hazirlanmis ortam ve PBS kabinet icine konarak ortam sicakligina
gelmesi saglanir.

e Tripsin/EDTA sollsyonu -20 °C'den ¢ikarilarak erimesi ve ortam sicakligina
gelmesi saglanir.

e Hducrelerin bulundugu flasktaki ortam; hdcreleri yapistigi  yluzeyden
kaldirmayacak sekilde cekilir ve kabinet iginde bulunan igine %70'lik alkol
sikilmig sivi atik kabina dokulur.

e Kiltlr ylzeyi PBS ile 1 (veya kirlilik durumuna gore 2) kez yikanir.

e PBS, hicreler Uzerinde 2-3 kez hafif ¢alkalama yolu ile dolastirilir ve bir pipet
vasitasi ile hucrelere zarar vermeden cekilir.

¢ Yikama igleminden sonra, erimis ve ortam sicakligina gelmis olan Tripsin/EDTA
sollisyonu 25 cm?lik kiiltlr flaski Gzerine igin 1 ml, 75 cm?lik kiiltir flaski Gzerine
icin 3 ml eklenir.

e Eklenen Tripsin/EDTA'nin hiicre yluzeyinin tamamina yayilmasi saglanir.
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Tripsin/EDTA eklenmis olan kultir flaski 1-3 dakika arasinda 37 °C %5 CO2'li
inkdbatdrde tutulur. Tripsin/EDTA proteolitik bir enzim oldugundan, inkiibasyon
suresi asilmamalidir.

Inkibasyon sonrasi kultir flaski inkibatérden ¢ikarilir.

Gerek makroskopik gerekse mikroskopik olarak hucrelerin yuzeyden kalkip
kalkmadigi kontrol edilir.

Hucrelerin kalkmasi saglandiktan sonra flask, %70'lik alkolle silinir ve kabinet
icine konur.

Flaskin icine Tripsin/EDTA'y1 inaktive etmesi amaciyla, Tripsin/EDTA miktarinin
2 kati kadar hazirlanmis ortam konur.

Tripsin/EDTA inaktive edildikten sonra flask icindeki ortam bir pipet ile al-ver
yapilarak homojenize edilir ve bir pipet ile ¢ekilir santrifuj tiptne aktarilir.

1300 rpm de 10 dk. santrifijlenir.

Santriflj sonunda stpernatant pipet ile pellete zarar vermeyecek sekilde gekilir
ve sivi atik kabina dokulir.

Kalan pellet Gzerine taze besi ortami eklenir.

25cm?'lik flaska pasaj yapilacaksa; flaska 4 ml complete ortam; pellet tizerine 1
ml complete ortam; 75 cm?lik flaska pasaj yapilacaksa; flaska 8 ml complete
ortam; pellet Gzerine 2 ml hazirlanmig ortam eklenir.

Pellet Uzerine ortam eklendikten sonra 6nce santriflij tiplne disaridan
vurularak, ardindan bir pipet ile al-ver yapilarak hucrelerin suspanse olmasi
saglanir. Bu asamada hucrelerin uygun sekilde homojenize olmasi dnemlidir.
Aksi takdirde hucreler obek halinde kalacagindan yeterli beslenememeleri,
¢ogalamamalari ve buna bagli olarak olumleri gergeklesebilir.

Pasajlama isleminden sonra flaskin kapagi kapatilir.

Flask Uzerine gerekli bilgiler (htcre hattinin adi+ hicre hatti icin kullanilan
ortamin adi+ekimi yapan kisinin adi+ekim tarihi+pasaj no'su=bir dnceki no'dan
bir arttirihir) yazilir.

Pasajlanan hicrelere, inverted mikroskop altinda bakilarak durumlari incelenir.
Flaskin her tarafi, bilgi yazilari silinmeyecek sekilde %70'lik alkol ile silinir ve
inkubatore kaldirilir.
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3.6.4. 4T1 Hiicre Hattinin Kaldirilmasi ve Toplanmasi

3.6.4.1. Amag¢

Atimik nude farelerde tUmor olusturmak Gzere g¢ogaltilan 4T1 meme kanseri hicre

hatti, cogalma kabindan kaldirilmali ve uygun bigimde toplanmalidir.

3.6.4.2. Uygulama Basamaklari

Laminar akigli kabin; yapilacak islemden en az 15 dk. dncesinden calistirilir.
Kabinetin ici %70'lik alkol ile silinir.

Flask igindeki besi yeri uzaklastirilir.

Flasklardaki hucreler, hiicre kaziyici cell scraper ile kaldirilir

Kaldirilan hucreler; enjeksiyon sayisina gore istenilen miktarda hazirlanmis

ortam ile restspanse edilir ve insulin enjektorlerine aktarilir.

3.6.5. Hayvan Modeli ve Deney Gruplari

Hayvan modeli i¢in yaklasik 6 haftalik disi atimik nude fareler kullaniimistir. 4T1

hicreleri atimik nude farelere, 0.5 ml hacimde 4x10° olacak sekilde subkutan olarak

enjekte edilmistir (29). Her bir grupta 7 hayvan olmak Uzere 5 deney grubu

olusturulmustur. Gruplar Tablo 1’de gosterilen sekildedir.
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Tablo 1. Deney ve Kontrol Gruplari

Grup
basina
Deney ve kontrol gruplari
Hayvan
adedi
1.Sadece Tumor Dokusu Olusturulan Grup (Kontrol) 7
2.TUmor Olusturulup, Sadece Doxorubicin Verilen Grup 7
3.Tumor Olusturulup, Sadece Mikrokopukguk Uygulanan Grup 7
4. Tumor Olusturulup, Doxorubicin Yuklt Mikrokopukguk Uygulanan Grup 7
5. Tumor Olusturulup, Lipozomal Doxorubicin Verilen Grup 7
Kullanilan toplam Hayvan Sayisi 35

Tumor enjeksiyonundan itibaren hayvanlar her gun kontrol edilmigtir. TUmor ¢api 1

cm’ye ulasan farelerde manuel ve ultrason altinda timér boyut élcimua yapildiktan

sonra Tablo 1’de beliritilen deney gruplarina uygun olacak sekilde ajan uygulamasi

yapilmigtir.
3.6.5.1. Farelerde Tiimor Boyut Olgiimii
TUumor boyut 6lumu manuel ve ultrason altinda yapiimigtir.

3.6.5.1.1. Manuel Tiimér Boyut Olgiimii

TUmor boyutunun manuel olarak Olctlmesi Sekil 7’de gdsterildigi sekilde manuel

kumpas kullanilarak yapilmistir.
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Tumor Uzunlugu(cm

TOMOR MANUEL | (1)| Tumer Alan: em? @) ot o
OLCUM YONTEMI cinsinden)

Sekil 8. Manuel olarak fare firtindaki tumor boyutunun 6lgulmesi.
3.6.5.1.2. Ultrasonografik Tiimor Boyut Olgiimii

Ultrasonografik dlgim ise Visual Sonics Vevo 2100 model hayvan deneylerine dedike
yuksek ¢ozunurlikla ultrasonografi cihazinin 6zelliklerinden biri olan 3D goéruntileme

ile gerceklestirilmigtir.

Ultrasonografik o6lgimde, kiguk deney hayvani stabilizasyon tablasi Uzerine
yerlestirilen ve anestezi altinda bulunan nude farenin sirtindaki timoér Gzerine cihaz

probu, U¢ boyutlu transduser konumlandirma sistemi yardimi ile konumlandiriimistir.
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Sekil 9. Farenin stabilizasyon tablasi Uzerine konmasi ve ultrason probunun g boyutlu

transduser konumlandirma sistemi yardimi ile konumlandiriimasi

Probu hareket ettirilen 3D goruntileme motoru ve U¢ boyutlu konumlandirma sistemi

ile tumorun 3 boyutlu olarak boyut dlgumu alinmistir.
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Sekil 10.Ultrason altinda 3D tumor boyutu lgumu gorantisu.

Cihazin 3D goruntileme yazilimi ve 3D goéruntileme motoru yardimi ile nude

farelerden otomatik olarak ultrasonografik kesitler alinarak gorinttlenmistir.

Ultrasonografik kesit gortintileme islemi tamamlandiginda, tamamlandiginda yazilim

tum timaorun sinirlarint otomatik olarak belirleyerek tumor hacmini hesaplamistir.
3.6.5.2. Ajan Enjeksiyonlarinin Yapilmasi

3.6.5.2.1.Kontrol Grubu

Kontrol Grubu hayvanlarina, manuel ve ultrasonografik timaor boyut dlginlerini takiben

0,5 ml hacimde serum fizyolojik intraperitoneal sekilde enjekte edilmistir.
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Sekil 11. Manuel ve ultrasonografik volim olgimu sonrasi kontrol grubu hayvanlarina

0,5 ml hacimde intraperitoneal sekilide serum fizyolojik verilmesi
3.6.5.2.2. Doxorubicin Grubu

Doxorubicin (DOX) Grubu hayvanlarina, manuel ve ultrasonografik timdér boyut
Olcunlerini takiben 0,5 ml hacimde, literatur bilgisi ile de konfirme edilmis olan 5 mg/Kg
DOX intraperitoneal sekilde enjekte edilmistir. DOX, kuyruktan enjekte edildiginde
damarlarda nekroza yol agtigindan ve bu nedenden o6turlu farelerde aciya yol
agmasindan dolayi uygulama intraperitoneal yapilmigtir.

3.6.5.2.3. Lipozomal Doxorubicin Grubu

Lipozomal Doxorubicin (Lipo-DOX) Grubu hayvanlarina, manuel ve ultrasonografik
tumor boyut dlgtnlerini takiben 0,3 ml hacimde 5 mg/ Kg olacak sekilde Lipo-DOX

kuyruk veninden intravendz olarak enjekte edilmigtir.
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Sekil 12. Manuel ve ultrasonografik volim &lcimi sonrasi Lipo-DOX grubu

hayvanlarina 0,3 ml hacimde intravendz sekilde Lipo-DOX verilmesi
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Sekil 13. 27 G kelebek igne ile fare kuyruk veninin kataterizasyonu.

3.6.5.2.4.Mikrokopiikcuk Grubu

MikrokdplUkguk (MB) Grubu hayvanlarina, manuel ve ultrasonografik timor boyut
Olclnlerini takiben 0,3 ml hacimde 3x108 konsantrasyonda MB kuyruk veninden

intravendz olarak enjekte edilmigtir. Enjeksiyon sirasinda ayni zamanda tumor
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dokusundan ultrasonografi esliginde ekojenite Olgumleri yapilmis ve Kkontrast

maddenin tumor dokusuna ulagimi gézlenmistir.
3.6.5.2.5 Doxorubicin Yuklenmis Mikrokopiik¢iik Grubu

Doxorubicin Yuklenmis Mikrokoéplkglik (MB-DOX) Grubu hayvanlarina, manuel ve
ultrasonografik timor boyut dlgtnlerini takiben 0,3 ml hacimde 22,7 ug/ml DOX olacak
sekilde 3x108 konsantrasyonda mikrokopiikglik kuyruk veninden intravendz olarak
enjekte edilmigtir. Enjeksiyon sirasinda ayni zamanda tumor dokusundan
ultrasonografi esliginde ekojenite dlgumleri yapiimis ve Doxorubicin kontrast maddenin
timor dokusuna ulagimi gozlenmistir. Enjeksiyonun gozlenmesini takiben, ultrason
cihazindaki “Burst” tusu kullanilarak mikrokdpUkguklerin patlatiimasi ve DOX’un lokal
olarak salinimi saglanmistir. Bu tusa basildiginda cihazin mekanik indeksi arttigindan

dolayl mikrokopukguklerin patlatiimasi saglanmigtir.
3.6.5.3.Hayvanlarin Sakrifikasyonu

Ajan uygulanan fareler ¢calismanin dérdinci gund yine manuel ve ultrason altinda 3
boyutlu timadr boyut dlgiminl takiben sakrifiye edilmistir. Dokular (Akciger, karaciger,
bdbrek, beyin ve timor) olagan formol ile fiksasyon ile takip sonrasinda kesitlerde

Hemotoksilen-Eosin ile boyanarak histopatolojik olarak degerlendirilmigtir.
3.6.6. Akim Sitometri Yontemi ile Dokulardaki Apoptoz Oranlarinin Belirlenmesi
3.6.6.1. Amag

Akis sitometrisi, hlicre yuzeyinin ve hicre i¢i molekullerin ekspresyonunu analiz etmek,
heterojen hucre populasyonlarinda farkli hicre tiplerini tanimlamak, izole edilmis alt
populasyonlarin safligini degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(30).

Akis sitometrisi ile hicrelerin birden fazla 6zelligi hizli ve es zamanl olarak analiz
edilebilir (31). Akis sitometrisi son yillarda hizla gelismistir ve uygulamalari hem temel
hem de klinik arastirma laboratuarlarinda yayginlagmaktadir (32).

Bunun nedeni olarak Tek hucrelerin (veya c¢ekirdek, mikroorganizmalar, kromozom

preparatlari ve diger tim pargaciklar) optik ve floresans dzelliklerinin dlgilmesi ve bu
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sayede hucre buyuklugu, sitoplazmik icerik, DNA veya RNA igerigi gibi bilgilerin elde
edilebilmesi gosterilebilir (31).

Bir akim sitometri cihazi, hicre toplulugunun hidrodinamik odaklama ile tek hucre
seklinde lazer dnlinden gegmesini saglayan akis sistemi olan “hidrolik kisim”dan, lazer
onunden gecgen hucrelerden agiga ¢ikan floresan sacilimlarinin gesitli filtreler (¢apraz,
silindirik filtreler) yardimiyla toplanarak detektore aktariimasini saglayan “optik
kisim”dan ve elde edilen optik sinyalin arttirilarak elektrik sinyaline gevriimesini ve
devaminda bilgisayarda analiz edilmesini saglayan “elektronik kisim”dan olusur (31,
33).

Akim Sitometri cihazina Cihaz disinda suspansiyon halinde bulunan hucreler, cihaz
icine tek hicre stispaniyonu olacak sekilde alinir. Cihaz icindeki akis kabini hicrelerin
lazer 6nunden tek tek olacak sekilde gegmesini saglar. Hucreler lazer 6ninden
gecgerken lazerden gelen monokromatik bir 1siIn demeti hlcreleri keser. Sagilan
iIsinlardan ileri olanlarin (Forward Scatter) tespiti ile hiicrenin bayUukIugu ile ilgili, yana
olanlarin (Side Scatter) tespiti ile de hucrenin igindeki granil yapisi ile ilgili yaklasik
olarak bilgiler elde edilir. Akim sitometri ile floresan isaretlenmis hicrelerin tespiti de

yapilabilir.
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http://www.abcam.com/protocols/introduction-to-flow-cytometry’den Tirkge'ye uysrisnmistir.

Sekil.14. Akim Sitometri Calisma Prensibi

Floresan boyalar, DNA veya RNA gibi farkli hiicresel bilesenlere baglanabilir veya
interkalasyon yapabilir (33).

Ayrica, flioresan boyalara konjuge edilmis antikorlar hlicre zarlarindaki veya hiicre
icindeki spesifik proteinleri baglayabilir.

isaretli hiicreler lazer éniinden gegcirildiginde, fliloresan molekiilleri daha yiiksek bir

enerji durumuna gecerler.

Yuksek enerjileri nedeniyle kararsiz durumda olan floresan molekulleri daha dusiuk

enerji seviyesine donmek i¢cin daha yuksek dalga boylarinda 1sik enerjisi yayarlar.

Her biri benzer uyarilma dalga boylarina ve farkli emisyon dalga boylarina (dolayisiyla
“renklere”) sahip olan birden fazla florokrom kullaniimasi, birkag hicre 6zelliginin ayni

anda 6lgulmesini saglar (31).
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http://www.abcam.com/protocols/introduction-to-flow-cytometry'den

Yaygin olarak kullanilan boyalar, propidyum iyodur, fitoeritrin ve floresein igerir, ancak

bircok bagka boyalar mevcuttur.

Yana Sagcilan Isin (Side Scatter)
Tespiti->Hiicrelci Yapilar

Floresan Kaph Antikor

v— Ylzey antijeni

ileri Sagilan Isin (Forward
Scatter) Tespiti=>»Hiicre
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BlyuklGga

—————| Floresan Yogunlugu—> Antijen
Ekspresyonu

Yana Sacilan Isin (Side Scatter)
Tespiti=>Hiicre ici Yapilar

Sekil.15. Akim sitometride hicre deteksiyonunun sematik gosterimi.

3.6.6.6.2. Uygulama Basamaklari

e Farelerden elde edilen timor dokulari laminar akigl kabinde steril kosullarda
homojenize edilir, filtreden gegirilerek tek hicre stspansiyonu elde edilir.

e Tek hucre slUspansiyonu olarak elde edilen hicreler 1200 rpm de 5 dk
santrifujlenir.

e Santrifij sonrasi stipernatant uzaklastirilir.

o Pellet bicimindeki hucreler, kit ile birlikte verilen baglama solusyonunda 500 pl
hacimde resuspanse edilir ve 5ml’lik akim sitometri tUpune aktarilir.

e Bu basamakta belirtilen miktarlar 1-5 x 10° hiicre i¢in gegerlidir. Bu nedenle
oncesinde hlcre sayimi yapilarak eklenecek miktarlar optimize edilecektir.

e Akim sitometri tipUne aktarilan érnekler Gzerine 5 ul FITC-Annexin V, 5 ul PI
(Propidyum iyodiir) eklenir ve oda sicakhiginda ve karanlikta 5 dakika inkiibe

edilir.
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Analizde dogru kapilama ayarini yapabilmek igin her bir ornek i¢in ayri bir tipe
hi¢c boya konmadan sadece baglama solusyonunda resuspanse edilmig ornek
konur ve ayni kosullarda inktbe edilir.

inkiibasyon sonunda érneklerin akim sitometri cihazinda élgtimi yapllir.
Olglim sonunda Annexin V boyananlar erken apoptotik, Annexin V ve PI
boyananlar ge¢ apoptotik veya nekrotik, Iki boyayla boyanmayanlarda canli
olarak tanimlanacaktir.

Elde edilen bu ylzde verileri ile en basta yapilan hicre sayimina gore

hesaplamalar yapilacaktir.
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3.7. Aragtirmanin Plani ve Takvimi
Arastirmanin on literatur taramasi (Ocak 2015- Mayis 2015)
!

Arastirmanin etik kurul onayinin Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 29/2015 protokol no’lu olmak Gzere alinmasi (Haziran 2015)

!

Sarf malzemelerin temini (Nisan 2016)

!
4T1 Hlcre hattinin agilmasi, pasajlanmasi ve ¢ogaltiimasi (Agustos 2016-Eylul 2016)

!
Atimik Nude farelerin temini (Eylul 2016)

!
Atimik Nude farelerde timor olusturulmasi (Eylal 216-Ekim 2016)

!

Hayvanlara deney gruplarinda uygun goruldugu uzere ajanlarin uygulanmasi, ultrason
altinda goruntuleme ile tumor boyutlarinin dlgumleri ve sakrifikasyonlari (Ekim 2016-
Aralik 2016)

!

Hayvanlarin  sakrifikasyonlari  sirasinda alinan  dokularindan histopatolojik
degerlendirmeleri (Aralik 2016-Ocak 2017)

!

Hayvanlarin sakrifikasyonlari sirasinda alinan timoér dokularindan, akim sitometri
yontemi ile apoptoz oranlarinin bakilmasi (Ocak 2017)

l

Verilerin dliizenlenmesi istatistiksel analizlerin yapilmasi (Ocak 2017)

!

Tez Savunmasi (Temmuz 2017)
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Gruplar arasindaki histopatolojik ve biyokimyasal farklar, SPSS.15 programinda,
“Kruskal Wallis H” ve “Mann Whitney-U” testi kullanilarak degerlendirilmistir. Tim
analizlerde, P degerinin 0.05’ten dusuk olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
3.9. Arastirmanin Sinirliliklan

Bu calismanin sinirhliklari arasinda; hayvan kullanimini minimum sayida tutmak
amaciyla, tek doz MB-DOX'un denenmis olmasi, hayvanlara ultrason altinda
goruntileme igsleminin hayvan refahi agisindan her gun yapilamiyor olusu érnek olarak

gOsterilebilir.
3.10. Etik Kurul Onay!

Bu calisma, Dokuz Eylil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
09.06.2015 tarihinde verilen 29/2015 protokol no’lu etik kurul onayl kapsaminda
gerceklestiriimistir (Ek 1).
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4 BULGULAR

4.1. 4T1 Meme Kanseri Hiicre Hattinin Cogaltilmasi

Deneylerin yapilmasi i¢in segilen 4T1 Hlcre Hatti, deneylerde kullaniimak Uzere uygun

kUltur ortami iginde ¢ogaltildi.

Sekil 16. 4T1 meme kanseri hucrelerinin inverted mikroskop altinda géruntusu.
4.2. Manuel Tiimér Boyut Olgiimiiniin Yapilmasi

4T1 meme kanseri hicre hatti gogaltildiktan sonra farelere 5 ml hacimde subkutan
olarak enjekte edildi ve hayvanlarin tumor olusana kadar her gun izlemleri
gergeklerstirildi. TUmoér ¢capr 1 cm’ye ulasan farelerde ise enjeksiyonun yapildigi 1.
gunden, sakrifikasyonun yapildigi 4. gine kadar her giin manuel timor boyutu 6lgimu

yapildi.
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Doxorubicin Grubu
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Sekil 17. DOX grubu hayvanlarinin 1. ve 4. Gin manuel tumor boyutu grafigi

Lipozomal Doxorubicin Grubu
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Sekil 18. Lipo-DOX grubu hayvanlarinin 1. ve 4. GlUn manuel timor boyutu grafigi
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Kontrol Grubu
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Sekil 19. Kontrol grubu hayvanlarinin 1. ve 4. GUn manuel timor boyutu grafigi

Doxorubicin Yiklenmis Mikrokdpiikglik Grubu
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Sekil 20. MB-DOX grubu hayvanlarinin 1. ve 4. Gun manuel timér boyutu grafigi
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Mikrokopikeiuk Grubu

25

1,
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B 1.Giin W4.Giin

[ 3] ]

Tumor Capi{cm)
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Sekil 21. MB grubu hayvanlarinin 1. ve 4. Gin manuel tim&r boyutu grafigi

Tdm gruplarin  timoér boyut farki, gruplar arasinda istatistiksel olarak

degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir (p=0,145).

4.3. Mikroképiikgiiklerin Ultrason Altinda Goriintiilemesinin in-Vitro Olarak

Yapilmasi

Mikrokdpukguklerin  farelere verilmeden Once, ultrason altinda patlatilabildiginin
gOsterilmesi amaciyla ultrason altinda 96 kuyucuk well platelere hiicre ekimi yapilarak

in-vitro bir calisma yapilmigtir.
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Sekil 22. 96 kuyucuklu plate’de ultrasonografik islemin uygulanmasi

'"L—J.Itrason Altinda F;;tlatulmadan Ultrason Altinda Patlatildiktan
Once Mikroképlketklerin Sonra Mikrokdpukelklerin
Kuyucuk igindeki Gérinimi Kuyucuk igindeki Gérinimi

Sekil 23. Kuyucuk igindeki mikrokoplkguklerin ultrason altinda patlatiimadan énce ve

patlatildiktan sonraki goruntaleri
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Yapilan bu ¢calisma sonucunda mikrokopukgUklerin ultrason altinda, cihazin mekanik

indeksi arttinlarak kontrollu bir bicimde patlatilabildigi sdylenebilir.

4.4. Akim Sitometri ile Apoptoz Tayininin Yapilmasi

Atimik nude farelerden sakrifikasyon sirasinda alinan timoér dokusu 6rneklerinden,

akim sitometri ile apoptoz tayini yapiimigtir. Apoptoz orani grupla arasinda istatistiksel
anlamli saptanmistir (p=0,001).
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Sekil 24. Kontrol grubuna ait akim sitometrik apoptoz analizi goéruntuleri
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Sekil 25. MB grubuna ait akim sitometrik apoptoz analizi gértntuleri
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Sekil 26. DOX grubuna ait akim sitometrik apoptoz analizi géruntuleri
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Sekil 27. MB-DOX grubuna ait akim sitometrik apoptoz analizi géruntuleri
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Sekil 28. Lipo-DOX grubuna ait akim sitometrik apoptoz analizi gértntuleri
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Sekil 29. kontrol grubu ile karsilastinllan diger gruplarin apoptoz yuzdeleri. (*
p<0,05)

4.5. Histopatolojik Degerlendirmenin Yapilmasi

Atimik nude farelerden sakrifikasyon sirasinda alinan dokulardan yapilan histopatolojik
degerlendirmede akciger, karaciger, bobrek, beyin ve tiumor dokulari incelendi.

Akciger, bobrek ve beyinde, tim gruplar i¢cin normal histoloji gdzlendi.
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Sekil 30. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda akciger dokusunun
histopatolojik goruntusu. Akciger dokusundan alinan kesitler histopatolojik olarak

incelendiginde tum gruplar igin normal histopatoloji goézlendi.
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Sekil 31. Kontrol (A), DOX (B) , MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda bébrek dokusunun
histopatolojik gorintusu. Bobrek dokusundan alinan kesitler histopatolojik olarak

incelendiginde tum gruplar igin normal histopatoloji goézlendi.
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Sekil 32. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda beyin dokusunun
histopatolojik goruntist. Beyin dokusundan alinan kesitler histopatolojik olarak
incelendiginde tum gruplar igin normal histopatoloji goézlendi.

Karacigerde ise, DOX ve Lipo-DOX gruplarinda, her bir gruptaki 7’ser olgunun
parenkiminde spotty nekroz tarzinda hasar, hafif dizeyde dikkati cekmigtir.
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Sekil 33. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda karaciger
dokusunun histopatolojik gorintist. Karaciger dokusundan alinan kesitler
histopatolojik olarak incelendiginde, Doxorubicin ve Lipozomal Doxorubicin

gruplarinda karaciger parenkiminde spotty nekroz tarzinda hasar, hafif duzeyde dikkati

cekmistir.
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Sekil 34. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda timdér dokusunun
histopatolojik gorintusu.

Her bir grupta 7 olgu olmasi nedeniyle non-parametrik test yapiimistir. 2’den fazla grup
olmasi ve gruplarin birbirinden bagimsiz olmalari nedeniyle, Kruskal Wallis H testi
uygulanmistir. Bu test ile gruplar arasinda timoér boyut farki, apoptoz, nekroz ve
canlilik oranlari, karaciger hasari degerlendirilmistir.

5 gruptaki toplam 35 hayvanin tiumér boyut farki, apoptoz, nekroz ve canlilik
degerlerinin ortalamalarina bakildiginda, Tumor boyut farki orani %1,6, Nekroz orani

% 35,4, apoptoz orani %17,2 ve canlilik orani %63 gikmigtir.
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Tablo 2. Tum gruplardaki 35 hayvanin timor boyut farki, nekroz, apoptoz ve canlilik
oranlarinin ortalamalarn (istatistiksel analiz sonucunda p degeri 0,05°ten kiguk olan

veriler istatistiksel anlamli dedisiklik géstermis olarak degerlendirilecektir.)

Parametreler Ortalama Deger p Degeri istatistiksel Anlam
Tlmor Boyut Farki 1,6571 0,145 YOK
Nekroz 35,4 0,000 VAR
Apoptoz 17,2571 0,001 VAR
Canlilik 63,0 0,000 VAR
Karaciger Hasari - 0,000 VAR

Tablo 3. Tum Gruplara Kruskal Wallis H testi uygulanmasi sonucu apoptoz orani,

nekroz orani, canlilik degerlerinin istatistiksel degerlendiriimesi

Grup % Canlilik % Apoptoz % Nekroz
Kontrol 92% 3% 2,3
Doxorubicin 16% 38% 60%
Mikrokopukgik 80% 9% 6%
Lipozomal Doxorubicin 66% 18% 63%

Doxorubicin Yiiklenmis

0, o, o
Mikrokopiikgiik >8% 16% 44%

Tumor boyut farki, gruplar arasinda istatistiksel anlam vermezken (p=0,145) nekroz
orani, apoptoz orani, hidcre canlhihdl ve karaciger hasari istatistiksel anlaml
saptanmistir. Bu bulgunun Utzerinde her bir grup kendi arasinda Mann Whitney-U testi

ile degerlendirilmigtir.
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Tablo 4. Kruskal Wallis-H testi sonucu anlamli ¢ikan gruplarin arasinda Mann Whitney-
U testi uygulanmasi sonucu tumor boyut farki, nekroz, apoptoz ve canlilik degerlerinin
istatistiksel olarak karsilastiriimasi (istatistiksel analiz sonucunda p degeri 0,05'ten

klguk olan veriler istatistiksel anlamli degisiklik gostermis olarak degerlendirilecektir.)

Tumor Boyut Nekroz Apoptoz Canlilik Karaciger

Grup Fark Degeri Degeri Degeri Hasar

p Degeri pLee pLee pLee p Degeri
Kontrol x DOX 0,259 0,01 0,01 0,01 0,026
DOX x MB-DOX 0,71 0,209 0,017 0,007 0,026
MB x MB-DOX 0,011 0,017 0,097 0,128 1
Kontrol x MB 0,456 0,053 0,456 0,456 1
Kontrol x MB-

DOX 0,097 0,007 0,017 0,004 1
Kontroig 0,902 0,001 0,004 0,001 0,026
LipoDox

Dox x LipoDox 0,535 0,902 0,011 0,001 1

DOX ve kontrol gruplar karsilastirildiginda, timor boyutu farki igin istatistiksel anlamli
bir degisiklik gozlenmemistir (p=0,259). istatistiksel olarak; Nekroz (p=0,001), Apoptoz
(p=0,001), canlihk (p=0,001) ve karaciger hasari(p=0,026) degerlerinde anlamli bir
g6zlenmigtir. Kontrol grubu igin tim %92 hicre canlihgi, %3 apoptoz, %2,3 ise nekroz
g6zlenmis olup; DOX grubunda %16 canliik, %38 apoptoz ve %60 nekroz
g6zlenmigtir. DOX grubunda hicre canhhidil, kontrol grubuna goére anlamli oranda
azalis gosterirken, apoptoz ve nekroz oranlari kontrol grubuna gore anlamli oranda

artis gostermistir.

DOX ve MB-DOX gruplari karsilastirildiginda, timor boyutu farki (p=0,710) ve Nekroz
(p=0,209) acisindan istatistiksel anlaml bir degisiklik gézlenmemistir. Canlilik
(p=0,007), apoptoz (0,017) ve karaciger hasari (p=0,026) agisindan ise istatistiksel
anlamli bir fark gézlenmigtir. DOX grubu igin %16 hucre canlihgi, %38 apoptoz, %60
ise nekroz gozlenmis olup; DOX yukli mikrokdplk¢lk grubunda %58 canlilik, %16
apoptoz ve %44 nekroz goézlenmistir. DOX grubunda, canhlik degeri DOX yuklenmig
mikrokopukguk grubuna gore istatistiksel olarak anlaml azalis gosterirken, apoptoz

orani istatistiksel olarak anlamli artis gdstermisgtir.

59



MB ve MB-DOX gruplari karsilastirildiginda, tumor boyut farki (p=0,011) ve Nekroz
(p=0,017) acisindan istatistiksel anlamli bir fark gozlenirken, apoptoz (p=0,097),
canhlik (p= 0,128) ve karaciger hasari (p=1,000) acgisindan istatistiksel anlamli bir
g6zlenmemigtir. MB grubu i¢in tim hayvanlarin ortalamalari alindiginda, %2,28 timor
boyut farki, %80 hucre canlihgi, %9 apoptoz, %6 ise nekroz gdzlenmis olup; MB-DOX
grubunda %7,143 tUmor boyut farki, %58 canllik, %16 apoptoz ve %44 nekroz
g6zlenmistir. MB-DOX, MB grubuna goére timoér boyutunda istatistiksel anlamh bir
azalis gozlenmis, nekroz oraninda ise istatistiksel anlamli bir artis gozlenmistir.
Karaciger hasarina bakildiginda ise, her iki grupta da karaciger hasari anlamli duzeyde
olmadigindan, 2 grup arasinda karaciger hasari bakimindan anlamh bir fark

bulunmamaktadir.

Kontrol ve mikrokodpukguk gruplari karsilastirildiginda, timor boyut farki (p=0,456),
apoptoz (p= 0,456), nekroz (p=0,53) ve canlilik (p=0,456) degerleri arasinda
istatistiksel anlamli bir fark gdézlenmemistir. Kontrol ve mikroképuikguk gruplari
karsilastinldiginda, kontrol grubu igin tim hayvanlarin ortalamalari alindiginda, %92
hacre canliligl, %3 apoptoz, %2,3 ise nekroz gézlenmis olup; mikrokdpukglik grubunda

%80 canhlik, %9 apoptoz ve %6 nekroz gozlenmistir.

Kontrol ve MB-DOX gruplari karsilastinldiginda, timor boyutu farki (p=0,097) ve
karaciger hasari (p=1,000) igin istatistiksel anlamh bir degisiklik goézlenmemigtir.
Nekroz (p=0,007), apoptoz (p=0,017) ve canlilik (p=0,004) agisindan ise istatistiksel
anlamli bir farklihk goézlenmistir. Kontrol grubu igin tim %92 hidcre canhiligi, %3
apoptoz, %2,3 ise nekroz gbzlenmis olup; Doxorubicin ylklenmis mikrokdpukguk
grubunda kontrol grubuna godre %58 canlilik, %16 apoptoz ve %44 nekroz
g6zlenmistir. MB-DOX grubunda, apoptoz ve nekroz oranlarinda istatistiksel anlamli

bir artig gozlenirken, canlilik degerinde istatistiksel anlamli bir azalis gozlenmistir.

Kontrol ve Lipo-DOX gruplar karsilastirildiginda, tumor boyutu farki (p= 0,902) icin
istatisitksel olarak anlamli bir fark gdzlenmemisken, nekroz (p=0,001), apoptoz
(p=0,004), canhlik (p=0,001) ve karaciger hasari (p=0,026) agisindan ise istatistiksel
anlamli bir farklilik gézlenmigtir. Kontrol grubu igin %92 hicre canliligi, %3 apoptoz,
%2,3 ise nekroz gbzlenmis olup; Lipo-DOX grubunda %66 canlilik, %18 apoptoz ve

%63 nekroz godzlenmistir. Lipo-DOX grubunda nekroz, apoptoz ve karaciger hasari
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acisindan istatistiksel anlamli bir artig gozlenirken, canlilik oraninda istatistiksel

anlamh bir azalig gozlenmistir.

DOX ve Lipo-DOX gruplan karsilastirildiginda, goére timoér boyutu farki (p=0,535),
nekroz (p=0,902) ve karaciger hasari (p=1,000) igin istatistiksel anlaml bir degisiklik
g6zlenmemigtir. Apoptoz (p=0,011) ve canhllik (p=0,001) agisindan ise istatistiksel
anlamhl bir farklihk gdézlenmistir. DOX grubu igin tim hayvanlarin ortalamalari
alindiginda, %16 hicre canlihdi, %38 apoptoz, %60 ise nekroz gdzlenmis olup; Lipo-
DOX grubunda %66 canlilik, %18 apoptoz ve %63 nekroz gozlenmistir. DOX grubunda
Lipo-DOX grubuna gore, apoptoz orani istatistiksel olarak artis gozlenirken, canlilik

oraninda istatistiksel olarak anlamli azalis gézlenmisgtir.

Lipo-DOX ve MB-DOX gruplari karsilagtirildiginda, MB-DOX grubunda %58 canlilik,
%16 apoptoz ve %44 nekroz gozlenmis olup; Lipo-DOX grubunda %66 canhlik, %18
apoptoz ve %63 nekroz gozlenmistir. Bu verilere gére sadece karaciger hasarinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmis olup, timdr boyut farki, apoptoz,

nekroz canlilik acisindan istatisitksel olarak anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir.
4.6. Biyokimyasal Degerlendirme

Hayvanlarin sakrifikasyonlari sirasinda alinan kan ve idrar drneklerinden biyokimyasal
analizler yapilmis ve istatistiksel olarak karsilagtiriimigtir. MB verilen grupta ornek
sayisi yetersiz oldugundan (n=1) degerlendirmeye alinmamistir. idrar degerleri
agisindan kontrol, DOX, Lipo-DOX ve MB-DOX gruplarina Kruskal Wallis H testi
yapilmistir ve kreatinin, protein, albimin degerleri istatistiksel olarak karsilastiriimigtir.
Bu dort grup arasinda protein (p=0,036), kreatinin (0,023) dederlerinde istatistiksel

anlamli fark bulundugu saptanmistir.
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Tablo 5. Tum Gruplara Kruskal Wallis H testi uygulanmasi sonucu idrardaki kreatinin,
protein ve albimin degerlerinin istatistiksel degerlendiriimesi (istatistiksel analiz
sonucunda p degeri 0,05’ten klguk olan veriler istatistiksel anlamli degisiklik gdstermis

olarak degerlendirilecektir.)

Parametreler p Degerleri
idrar-Kreatinin 0,023
idrar-Protein 0,036
idrar-Albumin 0,134

Bulunan bu bulgu Uzerinde gruplar arasinda Mann Whitney-U testi yapilarak degerlerin

gruplar arasindaki degisimi istatisiksel olarak incelenmisgtir.

Kontrol ve MB-DOX gruplari Mann Whitney-U testi yapilarak karsilastirildiginda,
albumin (p=0,0,32), sgot (p=0,057) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

saptanmigtir.

Tablo 6. Kruskal Wallis-H testi ile anlamh ¢ikan gruplara Mann Whitney-U testi
uygulanmasi sonucu Kan-kreatinin, protein, albumin, seker, Serum Glutamik
Oksaloasetik Transaminaz (SGOT), Serum Glutamik Piruvik Transaminaz (SGPT),
Laktat Dehidrogenaz (LDH) degerlerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi
(istatistiksel analiz sonucunda p degeri 0,05’ten kiclk olan veriler istatistiksel anlamli

degisiklik gostermis olarak degerlendirilecektir.)

idrar- idrar- idrar- SGOT  SGPT

Grup Kreatin Albumin Protein Kar:)i%';ii” Kan;:ue::im p I;?:'eri
p Degeri p Degeri p Degeri pDes p e Degeri Degeri P €8

Kontrol x

MB-DOX 0,730 0,032 0,730 0,057 0,343 0,047 1,000 0,057
K°Sg§' X 0,413 0,286 0,556 0,610 0,914 0,914 0,257 0,762
Kontrol x

Lipo-DOX 0,05 0,548 0,016 - - - - -
DO)Sé)lz/lB— 0,343 0,486 0,486 0,010 0,476 0,114 0,476 0,038
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Kontrol ve DOX guplari karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel agidan

anlamli fark saptanamamistir.

Kontrol ve Lipo-DOX gruplari karsilastirildiginda, kan ornekleri elde edilemedigi icin
istatistiksel degerlendirme yapilamamustir. idrarda ise, iki grup arasinda protein degeri

(p=0,016) istatistiksel olarak anlamli farkl oldugu saptanmigtir.

Buna gore protein degeri, Lipo-DOX grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bir artig gostermistir.

DOX MB-DOX gruplar karsilastirildiginda, kan sekeri (p=0,010) ve LDH (p=0,010)

degerlerinde anlaml istatistiksel fark saptanmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada Doxorubicin (DOX) yuklenmis ilk yerli Gretim hedeflendirilebilir 6zellikte
ultrason kontrast ajani mikrokdpukguklerin (MB), in-vivo deney hayvani modelinde,
hedeflenen bdlgeye ulastirilmasi, ultrason altinda goruntulenmesi, hedef bdlgede
MB’lerin patlatiimasi ve bu sayede ilacin hedef bdlgede kontrolli salinimi, buna bagli
olarak Ozellikle kanser tedavisinde kullanilip kullanilmayacaginin belirlenmesi

hedeflenmistir.

Bu hedef dogrultusunda 4T1 meme kanseri hlcresi, in vitro olarak Uretilmis ve atimik
nude farelere enjekte edilmigtir. TUmoér olusumlarini takiben, sadece serum
fizyolojik(SF) verilecek olan kontrol grubu, timér olusumunu takiben ultrasonografik
goruntulerde kontrastlanmayi saglayacak olan MK’lerin verilecegi grup, tumor
olusumunu takiben DOX verilecek olan grup, DOX yan etkilerini azaltmak amaciyla,
timér olusumunu takiben LIPO-DOX verilecek olan grup, ve hedeflendiriimis tedavi

denemesinin yapilacagi DOX yuklid MB (MB-DOX) verilecek olan grup olusturulmustur.

Ultrason altinda tumor boyut dlgimu yapilan hayvanlar; ilag enjeksiyonlari sonrasi 4.
glinde yine ultrason altinda boyut o&lgiminad takiben sakrifiye edilmislerdir.
Sakrifikasyon sirasinda uygun kosullarda alinan karaciger, akciger, beyin, bobrek ve
tumor dokularinda akim sitometri ile apoptoz tayini, histopatolojik olarak incelemeleri
ve yapllmig, ayni zamanda yine hayvanlarin sakrifikasyonu sirasinda hayvanlardan
alinan kan ve idrar drneklerinden biyokimyasal analizler yapiimig ve tum bu sonugclar

cercevesinde istatistiksel olarak gruplarin birbirleriyle degerlendiriimesi yapiimigtir.

istatistiksel analizler incelendiginde Timér boyut farki, gruplar arasinda istatistiksel
anlam vermemistir (p=0,145). Anlamh fark olmamasinin nedeni olarak
sakrifikasyonlarin 4.gunde yapilmasi gosterilebilir. Doxorubicin grubundaki tumorlerde
nekrotik ve apoptotik etki, kontrol grubuna gdére anlamli artigsta iken, Doxorubicin
grubundaki timdrlerde resorbsiyon olmayisi, timér boyutunda fark olmamasinin

nedeni olarak gosterilebilir.

Hayvan kullanimini minimum sayida tutmak amaciyla, tek doz MB-DOX denenmis

olmasi, hayvanlara ultrason altinda goérintileme isleminin hayvan refahi acisindan her
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gun yapilamiyor olusu, tumoér boyutunda istatistiksel anlamli azalma olmamasinin

nedenleri arasinda gosterileblir.

Doxorubicin, ¢ok genis bir etki yelpazesine sahip, kendi basina veya diger ajanlarla
kombinasyon halinde regete edilebilen, antrasiklin sinifinin en guglu Uyelerinden bir

antikanser ilagtir (34,35).

Genis aktivite yelpazesi nedeniyle gogus, prostat, rahim, yumurtalik, karin ve karaciger
tumorleri, gcocukluk ¢agi solid timoarleri, osterosarkomlar ve yumusak doku sarkomlari
ve Kaposi sarkomu gibi kati timorlerin ve akut miyeloblastik ve Lenfoblastik I16semi gibi

hematolojik malignitelerin tedavisinde siklikla kullaniimaktadir (34, 36,37)

Yapilan cgesitli calismalarda, Doxorubicin’in 6zellikle erken evre meme kanserinde

standart terapi olarak kullanildigi bilinmektedir (20).

Klinik uygulamada serbest DOX kullanimi, olusturdugu bircok ciddi sistemik yan etkiler
nedeniyle halen oldukga siniridir (35). Nitekim, timorde hasar olusturmasinin yani

sira kardiyotoksisiteye ve nefrotoksisiteye neden olur (38)

Doxorubicin ile ilgili bilinen en 6nemli yan etkinin kardiak problemler oldugu bir¢cok
calismada gosterilmistir (20,39). Rivankar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada,
Doxorubicin’in kiimdlatif dozunun 450 mg/m?de kardiak hasara yol agmazken, 550
mg/m? ve 700 mg/m?de kardiak hasara yol agtigini gostermistir (20). Bu durum,
yuksek doz Doxorubicin kullaniimasi gereken hastalarda onemli oranda risk teskil

etmektedir.

Ek olarak, serbest DOX'in etkinligi, P-glikoproteinden ve topoizomeraz Il direncinden
kaynaklanan coklu ilag direnci nedeniyle de engellenmektedir (40).
Doxorubicin’in  kullanimini  sinirlayici  etkilerinin, lipozomlarin terapoétik olarak

kullanimiyla agilabilecegine iligkin calismalar bulunmaktadir

Lipozomlari kullanmanin baslica avantajlarindan biri, bu vezikulleri olusturan
fosfolipidlerin dogal kaynaklardan gikariimasi ve vicut igin glvenli olmasidir. Buna ek
olarak, fosfolipid ¢ift tabakanin doyma seviyesi, ilag salinim oranini degistirmek tzere
modifiye edilebilir (20,22). Buna ek olarak lipozomlar, retikiloendotelyal sistem
tarafindan taninmayi énlemek igin yluzeylerinde PEG (polietilen glikol) zincirleri igerir
(38).

65



Lipozomlarin kullaniimasiyla yan etkilerin azalmasinin gorulmesi Uzerine, birgok
¢alisma lipozomlari insan kullanimi icin denemeye baslamistir (41). Lu ve arkadaslari,
Lipozomal Doxorubicin'in, tedavi ile iligkili yan etkiler yonetilebilir oldugu i¢in evre 1-3
invaziv meme kanserlerinde kullanilabilecegini gdstermistir. Ghannam ve arkadaslari,
Doxorubicin yUklu lipozomlarin, bazi kati tumorlerde, serbest Doxorubicin ile

karsilastirildiginda daha etkili oldugunu gostermislerdir (22).

Bu calismada ilag enjeksiyonlari timoér hacim gelismesine bakilmaksizin 7.glinde
yapilmigtir. Bizim galismamizda ise tumor enjeksiyonunu takiben timor hacim kontrolU
yapilmis ve ilag enjeksiyonu, timor hacmi 1cm®e ulastiginda yapiimistir. Calismadaki
kontrol ve serbest DOX (2ug Dox/ Hayvan Agirligi g) grubu hayvanlari 30. gline kadar
yasatilirken, Lipo-DOX grubu hayvanlari 60.gine kadar yasatiimislardir. Bizim
calismamizda ise tum gruplarda ila¢ enjeksiyonundan sonraki 4. gune kadar
yasatiimislar, 4. gunde tumor boyut dlgcimuni takiben sakrifiye edilmiglerdir. Kontrol
grubunda hayvanlarin sakrifiye edildigi 30.glindeki timaér buyukligi 0,93 cm? iken
serbest DOX grubunda timor blydklagu 0,85 cm®tir.  Lipo-DOX grubunda timor
blayUklugu, ancak 40.gunde kontrol ve serbest DOX i¢ceren grubun tumor bayuklugune
yaklasabilmistir. Ancak 40. gunden sonra tumoér blyumesi devam etmigstir ve
sakrifikasyonun yapildi§i 60. giinde timor butylkligad 1,5 cm? olarak Olglimistar.
Calismada ilag yuklu lipozomlarin, ilacin metabolizma ve bagisiklik tepkilerinden
koruyarak daha uzun sure etkili tuttugunu, bu nedenle sakrifikasyonun kontrol e ve

serbest DOX’a gore daha ileri bir zamanda yapildigina dikkat ¢ekilmistir (22).

DOX'un lipozomal formu olan ve FDA onay! alan ilk formilasyonlardan biri olan
Doxil’in, klinik ¢calismalarda Serbest Dox’un yarattigi kardiotoksisiteyi 6nemli oranda
azalttigr gosterilmis olsa da, Doxil kullanimina bagli da cgesitli yan etkiler ortaya
cikmistir. Ozellikle timor damar yapisi disinda deri kilcal damarlarinda lipozomlarin

pasif bir sekilde birikmesi durumu birgok hastada gozlenmistir (35,38).

Bu nedenle, birgok arastirma grubu, DOX'in yUklU araglara ligandlar veya antikorlar

eklenmesi yoluyla DOX'in timoarlere hedeflenmesini arttirmaya ¢alismaktadir (38).

Bununla birlikte 1980’lerden beri yapilan galismalarda, ilag taginimini arttirmak icin
akustik dalgalar gibi ultrason iligkili yontemlerin kullanilmasi gerektigi ortaya konmustur
(42).
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Gecgmiste ultrason, ilag yuklu tastyicilardan ilag salinimini baglatmak igin harici bir
tetikleyici olarak kullaniimistir. ilk caligmalarda, disik frekans (<1 MHz) ultrason
kullanilarak deneyler gercgeklestirilirken, daha yakin zamanlarda, yuksek frekansli
ultrasonun (1-10 MHz), mikrokdépukguklerle kombine edildiginde, ilaglarin hlcre igi
iletimi ve salinimini artirabilecegi gosterilmistir (43). Mikrokopukgukler bir ultrasonik
alanin etkisi altinda iken buyluyUp daralabilir yani kavitasyona ugrayabilir. Ultrason
yogunlugu yeterince yuksek oldugunda ise, mikrokOpukgukler kavitasyona
dayanamayarak parcgalanabilir. Sonugta mikrokopukguklerin patladigi yerin yakindaki
hdcrelerin zarlarinda gegici olarak delikler agilabilir ve dolayisiyla ilaglarin hicre igi

alimi kolaylasabilir. Bu olguya sonoporasyon denir (38).

Bununla birlikte, DOX-lipozomlari ve mikrokdpukguklerin birlikte enjekte edilmesinin
onemli bir dezavantaji, DOX-lipozomlarin hala ekstravazasyona ugramasi ve cilt kilcal
damarlari gibi istenmeyen dokularda (ultrasona maruz birakilimayan bdlgelerde)
birikmesidir. Lipozomlar ve mikrokdpukguklerin birbirine baglanmasi ise bu durumu
Onleyebilir. Lipozomlarin mikrokOpukguk duvarina tutturulmasi ile lipozom igindeki
DOX'un disart salinimini durdurulabilir. Bu nedenle, DOX iceren lipozomlarin,
mikrokdpukguklerin lipid kabuguna avidin-biotin baglanmasi yoluyla "DOX-yUklG

mikrokdpukgukler" tasarlanmistir.

Doxorubicin kullaniminda ultrasonun sinerjik etkisi ¢esitli ¢galismalarda gosterilmistir
(44). Ancak bu calismalar genellikle ultrasonun tek basina kullaniimasi ve devaminda

Doxorubicin’in hicre icine iletimi Gzerine yogunlasmistir (34,45,46).

Daha onceki ¢alismalarda Ultrason ve Doxorubicin iletimi iki ayri mekanizma olarak
calisilirken, Gao ve meslektagslari, ultrasonla muamele edildiginde DOX'u serbest
birakabilen bir DOX-yuklemeli mikrokdpukgik tasarimini ilk yayimlayan Kkisiler
olmustur (47). Gao ve meslektaslari yaptiklari ¢alismada perfluoropentan gazi ve onu
stabilize etmek igin kullanilan biyolojik olarak pargalanabilir blok kopolimerlerden
yapilmis nanokopukgukler olusturmuslardir. Olusturulan nanoképukguklerin, timor
kan damarlarinin normal doku vaskulatiirden daha gegirgen olmasi nedeniyle pasif bir
hedefleme yoluyla timoér dokusunda birikmesi saglanmistir. Nanokopukgcuklerin hiicre
icine salinimi sonrasi sisteminin 5 dakika boyunca 42 ° C'ye isitilmasi tzerine 29 ° C'lik

bir kaynama noktasina sahip olan perfluoropentan buharlastinimis ve
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nanokopukguklerin (691 nm) birleserek mikrokopukguklere (1.24 um) donusumu ve
devaminda guglu ultrason kontrasti saglanmistir. Son olarak ise mikrokdpukgukler

ultrason altinda kontrolll olarak patlatilarak lokal ilag salinimi saglanmistir (47).

Gao ve arkadaslarinin atimik nude farelerle yaptiklari ¢calismada hayvanlarda timor
olusumu gozlendikten sonra tedavi 2 ay boyunca, haftada 1 gun ilag verimi olacak
sekilde silirerken; bizim calismamizda timor ¢api 1 cm®e ulastigi andan itibaren ilag
uygulamasi yapilmis ve ilag uygulamasini takiben 4 glinde hayvanlar sakrifiye

edilmistir.

Calismada hayvanlarin sag ve sol arka kisimlarinda tumaor olusturulmustur. Timarlerin
ikisine de 0,75 mg/ml dozda liposzomal kapli DOX yuklu mikrokdpukguk verilmistir.
Bizim calismamizda ise hayvanlara 0,125 mg/ml olacak sekilde DOX verilmistir. bu
calismada, hayvanlardaki tumorlerin bir tanesine ilag verilmesine ragmen ultrason
uygulanmazken diger tumoére ila¢ enjeksiyonundan 4 saat sonra ultrason
uygulanmigtir. Bizim c¢alismamizda ise ila¢ uygulamasi ile ayni anda ultrason
uygulamasi da yapilmis, mikrokopukgukler ultrason altinda patlatiimistir. Calismada 2
aylik tedavi suresince ultrason almis tumorun buyumesinin, ultrason almamig olan
tumor buyumesine gore anlamli farklilik gosterdigi belirtiimisse de, her iki uygulamada

da tumor boyut kigulmesi gozlenmemigtir (47).

Lentacker ve calisma arkadaslarinin melanom hucrelerinde DOX yukld
mikrokdpukguklerin ultrason ile etkilesiminin incelendigi bir calismada, DOX yukIU
mikrokopukguklerin,  ultrasona  maruz  birakildiginda, serbest lipozomal

Doxorubicin’lerden ¢ok daha fazla timoér hucresi olduraldugu gosterilmistir (38).

Bu calismada BLM melanom hicre hatti kullaniimig ve Lipo-DOX, ultrason ile
indUklenmis Lipo-DOX ve Ultrason ile indiklenmis DOX yukli mikrokdpukguklerin
hiacre canhhgina etkisi, hicre kulturi duzeyinde incelenmistir. 30 pg/ml DOX
konsantrasyonunda, ultrason ile indiklenmis DOX yukli mikrokdpukgik %40 canlilik
gOsterirken, Lipo-DOX ve ultrason ile induklenmis Lipo-DOX gruplarinda yaklasik %80
hicre canhligi gostermistir. Doz artn ile beraber ultrason ile induklenmis DOX yukli
mikrokopukguklerin hucre olumunu arttirdid1 gosterilmigtir. Ultrason ile induklenmis
DOX yukli mikrokdpukgukler 50 ug/ml’lik DOX dozunda %70 canlilik, 100 ug/ml’lik
DOX dozunda ise %60 canlihk géstermistir.
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Calismanin devaminda ise, antikanser ilaglarin biyolojik aktivitesi Uzerindeki sinerjistik
etkisi, calismacilar tarafindan acgiklanmaya calisiimistir. Buna gore; lipozomal kapli
DOX'un ultrasonla muamelesi sonucu, DOX'un hicrelere pasif diflizyon ve pinositoz
yoluyla giren lipozomlardan salindigi dusunulmektedir. Bu hipotezi dogrulamak igin;
mikrokopukguklerin yarattigi kavitasyon etkisinin, hiicre zarindaki dogrudan etkisinden
kaciniimalidir, boylelikle sadece DOX’tan gelen sitotoksik etki hesaba katilabilir. Bu
nedenle oncelikle mikrokdpukgukler, melanom hucreleri olmadan ultrasona maruz
birakilmigtir. Daha sonra, mikrokopukguklerin patlatiimasi sonucu yayilan Lipo-
DOX'un bulundugr ortam, melanom hucrelerinin bulundugu kaba aktariimistir.
Baoylelikle mikrokdpukguklerin, melanom hucreleri Gzerine kavitasyonu ve melanom
hlcrelerinin  sonoporasyonu oOnlenmistir. 4 saatlik inkibasyondan sonra ortam
uzaklastiriimis ve 48 saat sonra hucre canliidi olgulmustar. 30 ug/ml DOX dozunda
bu grup icin %45, 50 ug/ml DOX dozunda %38 canlilik ve 100 pg/ml DOX dozunda
%30 canlihlk go6zlenmistir. Bu grup ultrason ile indiklenmis Lipo-DOX yuKIU
mikrokdpukglik grubundan daha az hicre 6limu yapmis olmasina ragmen, sadece

lipo-DOX uygulanan gruba gore daha fazla hucre 6liumune neden olmustur (38).

Bunun yani sira DOX-yukli mikrokopukguklerin Lipo-DOX’a gére daha az yan etkiye
sahip oldugu gosterilmigtir. Clnkld Ultrasona maruz kalmayan dokularda mikron
boyutlu DOX yukli mikrokdpukgukler bozulmadan durmakta ve bu nedenle Lipo-

DOX’u serbest birakmamaktadir.

Escoffre ve arkadaslari ise hem glioblastoma hem de meme kanseri hicreleri
Uzerinde, ultrason altinda farkh tarlerdeki mikrokoépukguklerin, DOX’un antitimoral
etkinligi Gzerinde etkisini incelemiglerdir. Bu galismada U87-MG glioblasstom hucreleri
kullaniimis ve serbest DOX ve 200 kPa, 400 kPa, 600 kPa ultrason degerlerinde
indUklenmis DOX yuklt mikrokopukguklerin hicre canliliyina etkisi 48. saatte MTT testi
ile degerlendirilmistir. Buna gore serbest DOX %60 civarinda bir canhlik gdsterirken,
200 kPa, 400 kPa ve 600 kPa ultrason degerlerinde indiklenmis serbest DOX’ta
canhlik sirasiyla yaklasik %40, %20 ve %18 bulunmustur.

Bu calisma ile, ultrason ve mikrokdpukguklerin kullanimi sonucu kanser hucresinin

olumunde artis oldugu gosterilmistir (34).
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Bizim de calismamizda ultrason goéruntileme cihazini kullandigimiz Vevo marka
mikrokopukguk ile DOX'un ultrason altindaki uygulamasinin hem glioblastoma hem de

meme kanseri hucresi 6lumunde sinerjistik bir gelismeye neden oldugu gosterilmigtir.

Bu calismada, serbest DOX ve 400 kPa, 600 kPa, 800 kPa ultrason degerlerinde
indUklenmis DOX yUklu mikroképukguklerin, U87-MG glioblastom ve MDAMB-231
meme kanseri hlcre hatlarinda, hdcre canliligi Uzerine 48. saatteki etkileri
incelenmigtir. Buna goére U87-MG glioblastom hucrelerinde serbest DOX ve ultrason
ile induklenmis DOX %60 canlilik gdsterirken, 400 kPa, 600 kPa ve 800 kPa ultrason
degerlerinde induklenmis DOX yukli mikrokdpukgUk gruplarinda sirasiyla %20 ve
%25’er canlihik gézlenmistir. MDAMB-231 hlcre hattinda ise serbest DOX ve ultrason
ile (400 kPa) indiklenmis serbest DOX %90 canlilik gdsterirken, 400 kPa, 600 kPa ve
800 kPa ultrason degerlerinde indiklenmis DOX yUkli mikroképlikgik gruplari

sirasiyla %70, %60 ve %45 canhlik gostermiglerdir.

Literatirde mevcut verilerle uyumlu olarak, bu sonuglar, dolayl olarak, hicre dlumanin
artmasinin, ultrasonla indiklenen hidrofilik gézenekler yoluyla artmig DOX alimina

bagli oldugunu gostermistir.

Daha sonra, ultrason altinda mikrokgpukguk etkinliginin mikrokdpukguklerin tlrine
bagdli oldugu gosterilmistir. Calisma sonucunda, U-87 MG glioblastom ve MDA-MB-231
meme kanseri hicrelerinde; bizim ¢alismamizda kullanigimiz mikrokdpukguklerimize
benzer bir sekilde PEG kapli mikrokodpukguklerin en etkili mikroképukgukler oldugu
gOsterilmistr. Bununla birlikte yine bizim calismamizdaki “sadece mikrokopukguk
verilen” ve “DOX yuklu mikrokdpukguk verilen” gruplardan elde ettigimiz sonuglara
benzer bir sekilde Escoffre ve arkadaslari da, mikrokdpukguk destekli ultrasonun kendi
basina apoptozu uyarmadigini ve dolayisiyla, apoptozun mikrokopukguk ile birlikte

verilen ultrason uygulamasi sirasinda DOX alimiyla induklendigini dogrulamistir.

Escoffre ve arkadaslarinin yaptidi baska bir galismada ise, insan glioblastoma
hiacrelerinde DOX lipozom  yukli  mikrokopukguklerin  terapodtik  etkinligi
degerlendirilmigtir. Calisma sonucunda DOX yUkli mikrokdpukgUklerin iyi goruntileme
Ozelliklerine ve yuksek bir terapétik potansiyele sahip oldugunu goésterilmistir (35).

Yang ve arkadaslarinin kronik miyeloid |I6semi hucre hatti Uzerinde yaptigi ¢alismada

ise, ultrason iligkili DOX yukIi mikro kopUkguklerin antitimdral etkisi incelenmis ve
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ultrason iligkili bu methodun, tedavi etkinligini arttirdigi ve bu nedenle potansiyel klinik

method olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (49).

Tinkov ve arkadaslari tarafindan yarutulen bir hayvan arastirmasinda, serum fizyolojik
verilen kontrol grubu, DOX yUkli mikrokdpukguk verilen grup ve ultrason altinda DOX
verilen grup olmak Uzere 3 grup olusturulmustur. Her bir gruptaki hayvanlara 1. Ve 7.
Gunde ilag uygulamalari yapiimis ve 14. Glnde tumor hacim buyumesi yuzdeleri
kargilastiriimistir. 0. ve 7. gunde sadece serum fizyolojik alan kontrol grubunda
%961+743’lUk bir artis gozlenmigtir. 0. ve 7. gunde DOX yuklu mikrokopukguk alan
grupta %700+608’lik bir artis gozlenmistir. 0. Ve 7. Gunde ultrason altinda DOX yuklu
mikrokdpukguk alan grupta %284+166°lik bir artis gozlenmigtir. Ultrason altinda DOX
yukli mikrokopukguk alan gruptaki tumoér hacim degdisimi, DOX yUkli mikrok6pukguk
alan gruba (p<0,05) ve kontrol grubuna (p<0,01) gore istatistiksel anlamli farkli olarak

g6zlenmistir (25).

Bu calisma ile Tinkov ve arkadaslari; Doxorubicin yukli hedeflendirilmis
mikrokdpukguklerin hedef tumor de buyuameyi dnemli dlgude azalttigini gostermiglerdir
(25).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Doxorubicin (DOX) yuklenmis ilk yerli Gretim hedeflendirilebilir
Ozellikte ultrason kontrast ajani mikrokopukguklerin (MB), in-vivo deney hayvani
modelinde, hedeflenen bolgeye ulastiriimasi, ultrason altinda goruntulenmesi, hedef
bdlgede MB’lerin patlatilmasi ve bu sayede ilacin hedef bdlgede kontrolli salinimi,
buna bagli olarak ozellikle kanser tedavisinde kullanilip kullaniimayacaginin

belirlenmesi amaclanmistir.

Kontrolle karsilastirildiginda, literatur bilgisi ile konfirme edilen DOX dozu olan
5mg/Kg DOX’un antitimoral olarak etkili oldugu gézlenmistir. Gézlenen bu etki timor
boyutundan ziyade, tumordeki nekroz, apoptoz ve canlilik oranlarinin karsilastiriimasi
ile elde edilmigtir. DOX grubunda, kontrolle karsilastirildiginda yan etki olarak anlaml

duzeyde karaciger parenkim hasari gdzlenmistir.

DOX yukla MB’lerin, DOX'a gore daha az etkili oldugu gozlenmistir. MB-DOX
antitimoral etkili olarak bulunmustur, ancak, doz ayarlama c¢aligsmalari (ayni
konsantrasyondaki mikrokdpukglk Uzerine daha fazla DOX yuklenmesi) yapiimahdir.
Antitimoral etki gdésteren MB-DOX'un karacigerde nekroz yan etkisi yapmadigi
saptanmigtir. MB-DOX’lerin nekroz orani, DOX’un nekroz oranina yakin ¢ikmistir. MB-
DOX'larin apoptoz yerine nekrozu indukledigi gézlenmistir. Sadece DOX ise hem
apoptozu hem nekrozu induklemektedir. Kontrol grubu ile MB grubu
karsilastirildiginda, hicbir parametrede istatistiksel olarak anlamli bir sonug
gorulmemigstir. Bu durum, tek bagina mikrokdpukguklerin kontrole esdeger oldugunu

ve mikrokdpukguklerin uygun bir sham grubu oldugunu gostermektedir.

Kontrol ile MB-DOX grubu Kkarsilastirildiinda, karaciger hasarinda fark
gorulmemesi MB-DOX'larin karaciger hasarindan korudugunu gostermektedir.
Nekroz, apoptoz ve canliliktaki istatistiksel anlamh farklar ise MB-DOX'un etkili
oldugunu gostermektedir. Lipo-DOX'un antitimoéral etki gostedigi, ancak buna karsilik
karaciger hasari yaptigi soylenebilir. Lipo-DOX, ayni dozda DOX’a kiyasla benzer
oranda nekroz olustururken, apoptoz daha az olusturdugu sdylenebilir. MB-DOXlar,
Lipo-DOX ile ayni timoral etkiyi gosterirken, karaciger hasari olusturadigi gdzlenmistir.
Bu nedenle tumor Uzerinde yogunlastirimis kemoterapdtik ajanlarin  6zellikle

karacigerdeki yan etkilerden koruyucu olabilecegi sOylenebilir.
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Calismamiz sonucunda, Ultrason kontrast ajani mikrokopukguklerin, in-vitro ve in-vivo
kosullarda ultrason altindaki goéruntilemede kontrast yarattigi ve kontrolli olarak
patlatilabildigi gésterilmistir. DOX ve Lipo-DOX'un LD50 dozlarinin nude farede

olusturmus tumorde nekroza yol acgtigi gosterilmigtir.

Gelecek galismalarda, mikrokopukguklere bireden fazla dozda Doxorubicin ylklemesi
ile deneylerin yapilmasi, ultrason altinda mikrokopukguklerin patlatilma igleminin
birden fazla kere yapilmasi ve timér boyutunda istatistiksel anlamh kuigllmeyi

gorebilmek igin sakrifikasyona kadar gegen surenin uzatilmasi planlanmaktadir.
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ABSTRACT

Breast cancer is a type of cancer that affects women's health negatively and has become a
widespread health problem with increasing frequency. Although Doxorubicin is a frequently
used chemotherapeutic agent in breast cancer, it limits the use of many side effects, especially
irreversible cardiac damage. Unlike standard methods that negatively affect the treatment
process with unexpected side effects in breast cancer, ultrasound-associated microbubbles
may be a new approach in the treatment of cancer. Drug-loaded microfbubbles that can be
detonated under controlled ultrasound are seen as new potential nanoparticles for delivering

therapeutic agents to tumor tissues

The aim of this study is to demonstrate that the first localized production of Doxorubicin
loaded with the ultrasound contrast agent microspheres in the in-vivo experimental animal
model, delivery to the target site, imaging under ultrasound, detonation of the microspheres

in the target area and thus controlled release of the drug in the target area.

In summary, it has been shown that ultrasound contrast agent microbubbles can be contrast-

enhanced and detonated under in-vitro and in-vivo conditions under ultrasound imaging.

Key Words: Breast Cancer, Ultrasound, Microbubbles, Liposomes, Drug Delivery
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INTRODUCTION

Breast cancer is one of the most commonly diagnosed cancer types in women and accounts
for more than 10% of all cancers among women (1). Throughout their lives, one in every eight
women is diagnosed with breast cancer (2). Breast cancer is the second most common cancer-
related death in women after lung cancer. Each year, approximately 230,000 women in the
world are diagnosed with invasive breast cancer, resulting in about 40,000 deaths (3).
Approximately 19% of breast cancers in the United States are diagnosed in women aged 30-
49 and 44% are seen in women over 65 years of age. In Japan, women who have breast cancer
diagnoses below 35 years old make up about 3% of all breast cancer patients (1). In a study
conducted in 2013, approximately 232,340 new invasive breast cancer cases, 64,640 new in
situ breast cancer diagnoses and 39,620 breast cancer-related deaths were expected among
US women (4). In a study conducted by the same study group in 2015, approximately 231,840
new invasive breast cancer cases, 60,290 new in situ breast cancer diagnoses and 40,290
breast cancer-related deaths were expected in US women in 2015 (5). Anthracyclines,
especially Doxorubicin, have long been the mainstay of cancer treatment. Doxorubicin was
first used in cancer types such as multiple myeloma and Hodgkin's lymphoma, but has long
been used in the treatment of breast cancer. (6). Doxorubicin is used as standard therapy
especially in early stage breast cancer (7). Despite strong antineoplastic efficacy, the clinical
use of doxorubicin has been limited due to nausea, vomiting, especially side effects such as
hematological toxicity and irreversible cardiac damage (7). The major problem with the use of
doxorubicin is the dose limitation during treatment. In general, the cumulative doses of
doxorubicin did not show cardiac damage at 450 mg / m?, whereas cardiac damage was
observed at 550 mg / m? and 700 mg / m? (6). Due to the side effects of traditional doxorubicin
treatment, the need for the development of a liposomal formulation with equal efficacy and
fewer side effects emerged (6). Liposomes can be described as structures in which water filled
vesicles are surrounded by single or multiple membranes of phospholipid structure.

Phospholipids can be modified to trap drugs to be loaded into aqueous compartments and /
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or membranes (8). One of the main advantages of using liposomes is that the phospholipids
used to form these vesicles are extracted from natural sources and are safe for the body. In
addition, the saturation level of the phospholipid bilayer can be modified to change the drug

release rate (6).

Another limitation of conventional treatment is the lack of tissue selection. This may lead to
significant side effects in healthy tissue, as well as lower drug concentrations in the tumor (9).
Targeted drug delivery systems can be used to derive from these limitations. In targeted drug
delivery systems, a drug carrier structure passes through the spaces in the tumor vasculature
and the buried drug in the carrier is released into the tumor cell space. In drug delivery
systems, the carrier may be targeted to the tumor tissue and accumulation in a particular area
may be provided. If the drug is released when the targeted drug carrier reaches the tumor

tissue, the efficacy of the treatment can be increased and side effects can be reduced. (9).

Ultrasound-mediated drug delivery with microbubbles may noninvasively increase the
transport of therapeutic agents to targeted tumors (10) In recent years, ultrason-mediated
methods have been proposed as a targeting tool (11). While microbubbles are in tumor
vasculature, the interaction of ultrasound waves with microtubules may cause release and
destruction of foam cells. This can cause the vascular walls to tear. These openings may
increase the vascular permeability of the tumor (10,12). In addition, drug loaded microspheres
may provide a lumen to the target site as a result of ultrasound sonication after reaching the
target site (12). Since liposomes are used as carrier vehicles for anticancer drugs, targeting of
the drug to the area of action, development and maintenance of clinical effects, reduction of

toxicity and protection from metabolism and immune responses are better (8).

The aim of this study is to demonstrate that the first localized production of Doxorubicin
loaded with the ultrasound contrast agent microspheres in the in-vivo experimental animal
model, delivery to the target site, imaging under ultrasound, detonation of the microspheres

in the target area and thus controlled release of the drug in the target area,
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MATERIAL&METHODS
Cell Lines

Mammary carcinoma cell line 4T1 was used in the experiments. 4T1 cell line was grown in
RPMI-1640 (Gibco™) containing 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin and 1% L-glutamine
(13). The incubation of the cells was adjusted to 37 ° C with an incubator containing 5% CO2
(14). The effect of anticancer drug Doxorubicin (DOX) and Doxorubicin (Lipo-DOX) loaded to
liposomes on in vitro 4T1 breast cancer cells was examined. Cell viability of DOX and Lipo-DOX
at different concentrations was determined by measuring dead and viable cell numbers in 96-
well plated breast cancer cells. Microbubbles were imaged under ultrasound and shown to be

detonated under in-vitro conditions under ultrasound.

Experimental Design

6-7 week old athymic female nude mice were taken from the Dokuz Eylil University
Department of Laboratory of Animal Science. All experiments were conducted with the approval
of Dokuz Eylil University Animal Experiments Local Ethics Committee. All animals were fed ad
libitum feed and water in sterile cages with HEPA filter. The 4T1 cancer cells (4x10°) were

injected subcutaneously into the left rear leg of each Mouse (15) (Figure 1).
The description of the experimental groups is given below:

Group |: Experimental group in which 0.5 ml of serum was injected intraperitoneally into nude

mice and considered as control group.

Group ll; Experimental group in which 0.5 ml, 5 mg/kg single injection of DOX was injected

intraperitoneally into nude mice.

Group lll; Experimental group in which 0.5 ml, 5 mg/kg single injection of microbubble was

injected intravenously into nude mice.
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Group 1V; Experimental group in which 0.5 ml, 5 mg/kg single injection of DOX-loaded

microbubble was injected intravenously into nude mice.

Group V; Experimental group in which 0.5 ml, 5 mg/kg single injection of Lipo-DOX was

injected intravenously into nude mice.

When the tumor reached 1 cm size, the mice underwent 3-dimensional volume measurement
under ultrasound (Figure 2). Animals were administered 5 mg / kg DOX (LD50) in 4T1 cells of
breast cancer. On the fourth day of study, under ketamine/xylazine anaesthesia (50 and 5
mg/kg, respectively), the 3-dimensional volume measurement of each mice has been re-
performed and mice were sacrificed (Figure 3). Lung, liver, kidney, brain and tumor samples
were obtained with dissection. Then, they were fixed in 10% neutral buffered formalin

solution and staining with haematoxylin—eosin dye (16).
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RESULTS
The 4T1 Cell Line selected for the experiments and the cells cultured in the appropriate

culture medium for use in experiments (Figure 4).

Manual Tumor Size Measurement

Cultured 4T1 breast cancer cells were injected subcutaneously into the mice in a volume of 5

ml and the mice were followed up daily until the tumors were formed.

When the tumors reached a diameter of 1 cm in the mice, manual tumor size measurement

was performed every day for 4 days from injection to sacrification.

The tumor size difference before injection (Day 1) and before sacrification (Day 4) was

examined for each animal in each group.

When the tumor size difference was compared among all groups, no statistically significant

results were found (p=0,145) (Figure 5.a-e)

Ultrasonic Imaging of Microbubbles in In-Vitro Conditions

Before an animal study was initiated, an in-vitro study demonstrated that microbubbles

could be exploded under ultrasound (Figure 6).

As a result of this study, it can be said that the microbubbles can be detonated in a

controlled manner by increasing the mechanical index of the device under ultrasound.

Determination of apoptosis by flow cytometry

Atomic nude mice were subjected to apoptosis determination by flow cytometry from tumor
tissues taken during sacrification. Apoptosis rate was statistically significant among all

groups (p=0,001) (Figure 7).

Histopathological examination of nude mice

Lung, liver, kidney, brain, tumor tissues were taken from atypical nude mice during
sacrification and these tissues were examined histopathologically. Normal histology was

observed in all groups in the lung, kidney and brain. Spotty necrosis-like damage was
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observed in the liver parenchyma of animals in groups DOX and Lipo-DOX at a mild level

(Figure 8-12).

Non-parametric tests were performed because of 7 cases in each group. Kruskal Wallis H test
was applied because there were more than 2 groups and the groups were independent from
each other. Tumor size difference, apoptosis, necrosis and viability rates, liver damage were
examined among the groups. When all groups were evaluated together, mean tumor size
difference ratio was found as 1,6%, mean necrosis rate was found as 35,4%, mean apoptosis

rate was found as 17,2% and mean viability rate was found as 63% (Table 1)

Tumor size difference was not statistically significant between groups (p=0,145). In contrast,
necrosis rate, apoptosis rate, cell viability and liver damage were statistically significant.

Thus, each group was assessed by the Mann Whitney-U test (Table 2).

When the groups DOX and Control were compared, there was no statistically significant
change in the tumor size difference (p=0,259). However, statistically significant changes
were observed in necrosis (p=0,001), apoptosis(=0,001), viability(p=0,001) and liver
damage(p=0,026) values. For the control group, 92% cell viability, 3% apoptosis and 2.3%
necrosis were observed; 16% viability, 38% apoptosis and 60% necrosis were observed in the
DOX group. While cell viability in the DOX group showed a significant decrease compared to
the control group, the rates of apoptosis and necrosis increased significantly in comparison

with the control group (Table 3).

When the groups DOX and MB-DOX were compared, there was no statistically significant
change in the tumor size difference (p=0,209) and necrosis (p=0,209). However, statistically
significant changes were observed in, apoptosis(=0,017), viability(p=0,007) and liver
damage(p=0,026) values. For the DOX group, 16% cell viability, 38% apoptosis and 60%
necrosis were observed; 58% viability, 16% apoptosis and 44% necrosis were observed in the
MBDOX group. While cell viability in the DOX group showed a significant decrease compared
to the MB-DOX group, the rates of apoptosis increased significantly in comparison with the

MB-DOX group (Table 3).

When the groups MB and MB-DOX were compared, there was no statistically significant

change in apoptosis(=0,097), viability(p=0,128) and liver damage(p=1,000). However,
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statistically significant changes were observed in the tumor size difference (p=0,011) and
necrosis (p=0,017) values. For the MB group, 2,28% tumor size difference, 80% cell viability,
9% apoptosis and 6% necrosis were observed; 7,143% tumor size difference, 58% viability,
16% apoptosis and 44% necrosis were observed in the MB-DOX group. While tumor size
difference in the MB-DOX group showed a significant decrease compared to the MB group,
the rates of necrosis increased significantly in comparison with the MB group. Liver damage
was not significant in both groups, so liver damage was not compared between the groups
(Table 3). When the groups Control and MB were compared, there was no statistically
significant change in the tumor size difference (p=0,456), apoptosis (p=0,456), necrosis
(p=0,53). For the Control group, 92% cell viability, 3% apoptosis and 2,3% necrosis were
observed; 80% viability, 9% apoptosis and 6% necrosis were observed in the MB group.
When the groups Control and MB were compared, there was no statistically significant value

(Table 3).

When the groups Control and MB-DOX were compared, there was no statistically significant
change in the liver damage (p=1,000). However, statistically significant changes were
observed in, apoptosis(=0,017), necrosis (p=0,007) and viability(p=0,004) values. For the
Control group, 92% cell viability, 3% apoptosis and 2,3% necrosis were observed; 58%
viability, 16% apoptosis and 44% necrosis were observed in the MB-DOX group. While
apoptosis and necrosis values in the MB-DOX group showed a significant increases
compared to the Control, the rates of cell viability decreased significantly in comparison

with the control group (Table 3).

When the groups Control and Lipo-DOX were compared, statistically significant changes
were observed in, apoptosis(=0,004), necrosis (p=0,001) and viability(p=0,001) values. For
the Control group, 92% cell viability, 3% apoptosis and 2,3% necrosis were observed; 66%
viability, 18% apoptosis and 63% necrosis were observed in the MB-DOX group. While
apoptosis and necrosis values in the Lipo-DOX group showed a significant increases
compared to the Control, the rates of cell viability decreased significantly in comparison with

the control group(Table 3).
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When the groups DOX and Lipo-DOX were compared, there was no statistically significant
change in the liver damage (p=1,000) and necrosis(p=0,902). However, statistically
significant changes were observed in, apoptosis(=0,011) and viability(p=0,001) values. For
the DOX group, 16% cell viability, 38% apoptosis and 60% necrosis were observed; 66%
viability, 18% apoptosis and 44% necrosis were observed in the Lipo-DOX group. While
apoptosis value in the DOX group showed a significant increases compared to the Lipo-DOX,
the rates of cell viability decreased significantly in comparison with the Lipo-DOX group

(Table 3).

When the groups MB-DOX and Lipo-DOX were compared, there was no statistically
significant change in the apoptosis (p=0,383), necrosis(p=0,073) and cell viability (p=0,620).
However, statistically significant change was observed in, liver damage(p=0,026) values. For
the MB-DOX group, 58% cell viability, 16% apoptosis and 44% necrosis were observed; 66%
viability, 18% apoptosis and 44% necrosis were observed in the Lipo-DOX group (Table 3).

Biochemical examination of nude mice

Biochemical analyzes were performed on the blood and urine specimens taken during the

sacrification of animals and the findings were compared statistically.

In group A, statistical evaluation was not possible as the number of samples was insufficient

(n=1).

Kruskal Wallis H test was performed on DOX, Lipo-DOX and MB-DOX groups and creatinine,
protein and albumin values in urine were statistically compared. Protein(p=0,0,36) and

creatinin(p=0,023) values were statistically significant.

When groups Control and MB were assessed using the Mann-Whitney U test, p = 0.730 for
urine-creatine and p = 0.730 for urine-protein were found. As a result, no nephrotoxic effect

was observed when the control and Mb-DOX groups were compared (Table 4).

When groups Control and DOX were assessed using the Mann-Whitney U test, p = 0,413 for
urine-creatine and p = 0,556 for urine-protein were found. Accordingly, no nephrotoxic

effect was observed when the control and DOX groups were compared (Table 4).
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Control and Lipo-DOX groups were found to be p = 0.05 for Urine-Creatine and p = 0.016 for
Urine-Protein when compared with Mann Whitney-U test. As a result, statistically significant
nephrotoxic effect was observed when the control and Lipo-DOX groups were compared
(Table 4).

Also a significant statistical difference was found in blood glucose (p=0,010), LDH (p=0,010)

values when DOX and MB-DOX groups were compared.
DISCUSSION

The aim of this study is to demonstrate that the first localized production of Doxorubicin
loaded with the ultrasound contrast agent microbubbles in the in-vivo experimental animal
model, delivery to the target site, imaging under ultrasound, detonation of the microbubbles
in the target area and thus controlled release of the drug in the target area, The use of
ultrasonic related methods such as acoustic waves to increase drug transport has been known
since 1980 (17). Several studies have shown that doxorubicin is an effective chemotherapeutic
agent for cancer treatment, but it has many major side effects. It is known that Doxorubicin is
used as standard therapy especially in early stage breast cancer (6). Several studies have
shown that the most important side effect of doxorubicin is cardiac problems (6,18).
Therapeutic use of liposomes can be used to overcome emerging problems. One of the main
advantages of using liposomes is that the phospholipids used to form these vesicles are
extracted from natural sources and are safe for the body. In addition, the saturation level of
the phospholipid bilayer can be modified to change the drug release rate(6). Several studies
have shown that side effects, especially cardiotoxicity, are diminishing while the efficacy of
drugs in liposomal formulations increases in human use.(19). In another study, Lu et al.
Showed that liposomal Doxorubicin could be used in the stage 1-3 invasive breast cancers that
can be treated because the side effects associated with the treatment are manageable (7).
Ghannam et al. Have shown that Doxorubicin-loaded liposomes are more effective in some
solid tumors when compared to free Doxorubicin (8). Tinkov et al. showed that doxorubicin-
loaded microbubbles under ultrasound sonication increased the amount of drug accumulating
in tumor tissues compared to free Doxorubicin (12). In an animal study conducted by Tinkov
et al., they showed that Doxorubicin significantly reduced tumor growth with microbubbles

loaded with the target tumor.
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CONCLUSION

In this study, it has been observed that 5mg / Kg DOX, which is confirmed by literature
information, is effective as an antitumoral agent. This observed effect was obtained by
comparing the rates of tumor necrosis, apoptosis and viability. In the DOX group, significant

liver parenchyma damage was observed as a side effect when compared to the control.

As a result of this study, it was observed that DOX-loaded MBs were less effective than DOX,
so dose-setting studies should be performed on MBs loaded with DOX. It was determined
that MB-DOX, which had antitumor effect, did not have side effects of necrosis in the liver.
The necrosis rate of MB-DOX was close to the necrosis rate of DOX. While Dox induces both
apoptosis and necrosis, MB-Dox induces necrosis instead of apoptosis. When the control
group and the MB group were compared, no statistically significant results were observed
for any parameters. This indicates that the microbubbles alone are equivalent to the control

and the microbubbles are a suitable sham group.

When the control and MB-DOX groups are compared, there is no difference in liver damage.
This suggests that MB-DOX protects against liver damage. In addition, statistically significant
differences in necrosis, apoptosis and viability indicate that MB-DOX is effective. In this
study, it can be said that Lipo-DOX has antitumor effect but liver damage. While MB-DOX
showed the same tumor effect as Lipo-DOX, it did not cause liver damage. Therefore, it can
be said that the chemotherapeutic agents intensified on the tumor may be protective
against the side effects, especially in the liver.

As a result of our study, it has been shown that the ultrasound contrast agent microbubbles
can be contrasted in vitro and in-vivo under ultrasound imaging and can be detonated in a

controlled manner. It has also been shown that doses of LD50 of DOX and LIPODOX lead to
tumor necrosis in nude mice.
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In future studies, we propose that experiments with multiple doses of Doxorubicin loading
on microsomes, prolongation of microsomal puncture under ultrasound, and prolongation of
survival to sacrifice to see statistically significant decrease in tumor size.

ACKNOWLEDGMENTS
We would like to thank TUBITAK for the project 213M668 for the financial support of this
work.
REFERENCES
1. Darwish AD, Helal AM, El-din NH, etal. Breast cancer in women aging 35 years old and
younger: The Egyptian National Cancer Institute (NCI) experience. The Breast
2017;31:1-8
2. Jansen LA, Backstein RM, Brown MH. Breast size and breast cancer: A systematic
review. J Plast Reconstr Aesthet Surg; 2014; 67:1615-1623
3. Tangy, WangY, Kiani MF,etal. Classification, Treatment Strategy, and Associated Drug
Resistance in Breast Cancer. Clin Breast Cancer; 16:335-343
4. DeSanctis C, Ma J, Bryan L, etal. Breast Cancer Statistics, 2013. CA CANCER J CLIN 2014
;64:52-62
5. DeSanctis C, Fedawa AS, Sauer AG, etal. Breast Cancer Statistics, 2015: Convergence of
Incidence Rates Between Black and White Women. CA CANCER J CLIN 2016; 66: 31-42
6. Rivankar S. An overview of doxorubicin formulations in cancer therapy J Cancer Res
Ther 2014; 10: 853-858
7. LuYC, Yang FO, HSIEH CM, etal. Pegylated Liposomal Doxorubicin as Adjuvant Therapy
for Stage I-1ll Operable Breast Cancer. in vivo 2016; 30: 159-164
8. Ghannam MM, Gebaly RE, Fadel M. Targeting doxorubicin encapsulated in stealth
liposomes to solid tumors by non thermal diode laser. Lipids Health Dis 2016; 15: 68
9. Ping X, Angang D Xia G, etal. Improved Efficacy of Liposomal Doxorubicin Treatment of
Superficial Tumors by Thermotherapy. Technol Cancer Res Treat 2016; 15: 314-321
10. Lin CY, Li JR, Tseng HC, Enhancement of focused ultrasound with microbubbles on the
treatments of anticancer nanodrug in mouse tumors. Nanomedicine 2012; 8: 900-907
11. Tinkov S, Coester C, Serba S, etal. New doxorubicin-loaded phospholipid microbubbles

for targeted tumor therapy: In-vivo characterization. J Control Release 2010; 148: 368-

372

97



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Tinkov S, Winter G, Coester C, etal. New doxorubicin-loaded phospholipid
microbubbles for targeted tumor therapy: Part | — Formulation development and in-
vitro characterization. J Control Release 2010; 143: 143-150

Gelder M, Vancle” A, Elssen C, etal. Bone marrow produces sufficient alloreactive
natural killer (NK) cells in vivo to cure mice from subcutaneously and intravascularly
injected 4T1 breast cancer. Breast Cancer Res Treat 2107; 161: 421-433

Li D, Qin Q, Wang X, etal. Intratumoral expression of mature human neutrophil
peptide-1 potentiates the therapeutic effect of doxorubicin in a mouse 4T1 breast
cancer model. Oncol Rep 2014; 31: 1287-1295

Przybyla B, Shafirstein G, Vishal S, etal. Molecular changes in bone marrow, tumor and
serum after conductive ablation of murine 4T1 breast carcinoma. Int J Oncol 2014; 44:
600-608

Eryilmaz, Eliyatkin N, Demirci B, etal. Protective effect of Pycnogenol on
cisplatininduced ototoxicity in rats. Pharm Biol 2016; 54: 2777-2781

Marano F, Argenziano M, Frairia R, etal. Doxorubicin-Loaded Nanobubbles Combined
with Extracorporeal Shock Waves: Basis for a New Drug Delivery Tool in Anaplastic
Thyroid Cancer. THYROID 2016; 26: 705-716

Octavia Y, Tocchetti C, Gabrielson K, etal. Doxorubicin-induced cardiomyopathy: From
molecular mechanisms to therapeutic strategies. J Mol Cell Cardiol 2012; 52: 1213-
1225

Torchilin VP, Targeted Pharmaceutical Nanocarriers for Cancer Therapy and Imaging.

AAPS J 2007; 9: 128-147

98



Figure 1: Injection of tumor cells in mice. The 4T1 cancer cells (4x10°) were injected

subcutaneously into the left rear leg of each Mouse

Figure 2: 3D measurement of tumor volumes under ultrasound after reaching 1 cm of tumor

size

Figure 3: Sacrified of the mice after 4 after drug administration
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Figure 4. Image of 4T1 breast cancer cells under an inverted microscope
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Figure 5. a-e. Tumor size difference before injection and before sacrifice for control (a),
Doxorubicin (b), Liposomal Doxorubicin (c), Microbubble (d) and Doxorubicin Loaded

Targeted Microbubble Groups.
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Figure 6. Ultrasonographic procedure in 96 well plates
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Figure 7. Apoptotic fractions of other groups compared to the control group.(* p<0,05)
Figure 8. Histopathological image of lung tissue in groups Control (A), DOX (B), MB (C) and MB-DOX

(D). Histopathologic examination of the sections taken from lung tissue revealed normal
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Figure 9.Histopathological image of kidney tissue in groups Control (A), DOX (B), MB (C) and MB-
DOX (D). Histopathologic examination of the sections taken from lung tissue revealed normal
histopathology for all groups.

Figure 10. Histopathological image of brain tissue in groups Control (A), DOX (B), MB (C) and MB-
DOX (D). Histopathologic examination of the sections taken from lung tissue revealed normal
histopathology for all groups.
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Figure 11. Histopathological image of liver tissue in groups Control (A), DOX (B), MB (C) and MB-
DOX (D). Spotty necrosis-like damage was observed in the liver parenchyma of animals in groups
DOX and Lipo-DOX at a mild level

Figure 12. Histopathological image of tumor tissue in groups Control (A), DOX (B), MB (C) and MB-
DOX (D).
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Table 1. Mean Values and statistical evaluation of tumor size difference, necrosis, apoptosis,
viability and liver damage for all groups. (Values of p <0.05 will be regarded as statistically
significant.)

Parameters Mean Value p Value Statistically Significant
Tumor Size Difference 1,6571 0,145 NO
Necrosis 35,4 0,000 YES
Apoptosis 17,2571 0,001 YES
Viability 63,0 0,000 YES
Liver Damage - 0,000 YES

Table 2. Mean Values of viability, apoptosis and necrosis for each group by Kruskal Wallis-H Test.

Groups Viability % Apoptosis % Necrosis %
Control 92% 3% 2,3
Doxorubicin 16% 38% 60%
Microbubble 80% 9% 6%
Liposomal Doxorubicin 66% 18% 63%

Table 3. Statistical evaluation of tumor size difference, apoptosis , necrosis , viability and liver
damage between Control vs. DOX, DOX vs. MB-DOX, MB vs. MB-DOX, Control vs. MB, Control vs.
MB-DOX, Control vs. LipoDOX, DOX vs. MB-DOX groups by Mann Whitney-U test. (Values of p
<0.05 will be regarded as statistically significant.)

Groups 'Fu\;?;:zij]; p Value 'of p Value c.>f p \(algg of p Value of Liver
Difference Necrosis Apoptosis Viability Damage

Control x DOX 0,259 0,01 0,01 0,01 0,026
DOX x MB-DOX 0,71 0,209 0,017 0,007 0,026

MB x MB-DOX 0,011 0,017 0,097 0,128 1

Control x MB 0,456 0,053 0,456 0,456 1
Control x MB-DOX 0,097 0,007 0,017 0,004 1
Control x LipoDox 0,902 0,001 0,004 0,001 0,026

Dox x LipoDox 0,535 0,902 0,011 0,001 1
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Table 4. Statistical evaluation of urine-creatine and urine-protein between Control vs. MB-DOX,
Control vs. DOX, Control vs. Lipo-DOX groups by Mann Whitney-U test. (Values of p <0.05 will be
regarded as statistically significant.)

GrouDs p Value of p Value of
P Urine-Creatine Urine-Protein
Control x MB-DOX 0,730 0,730
Control x MB-DOX 0,413 0,556
Control x Lipo-DOX 0,05 0,016
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