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TRANSLASYONEL BIREYE OZGU BIR TEDAVI MODELI OLARAK
DEDIFERANSIYE KONDROSARKOMLARDA iN VITRO ILAC DIRENCININ
NANOPARTIKUL BAGLI HEDEFLENMIS MOLEKULLERLE ASILMASI
Ece CAKIROGLU
Yazisma adresi: Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim

Dali, IZMIR

OZET

Kondrosarkom, en sik goriilen ikinci malign kemik timortidiir. Alt tipleri arasinda en
kotii sagkalim oranina sahip olan ¢esidi dediferansiye kondrosarkomdur. Kondrosarkomlarda
kemoterapi ve radyoterapi direncinin sik goriilmesinden dolayi, ana tedavi olarak cerrahi
miudahale kullanilmaktadir. Bu direncin nedenleri olarak, ekstraseliiller matriksin
yogunlugunun fazla olmasi, hiicre bdliinmesinin az olmasindan 6tiirii hiicre siklusu hedefli
ilaclarin az etki gostermesi ile zayif vaskiilarite sonucu ilacin hedef bolgelere ulasamamasi ve
coklu ila¢ direnci (multi-drug resistance, MDR) gen ekspresyonunun artmasiyla P-
glikoprotein ekspresyonunun artmasindan 6tiiri hidrofobik ilacin hiicreden disariya atilmasi
gosterilmektedir. Bu direng, kondrosarkom sagkalim siirelerindeki basarisizligin temel
nedenidir. Bu durum, ozellikle en kotii sagkalim oranlarima sahip olan dediferansiye
kondrosarkomda, basarisizlik oranlarin arttirmaktadir. Bu ¢alismada, MDR1 ekspresyonunun
regiilatorlerinden biri olan, pregnane X receptor (PXR)’nin gii¢lii ve spesifik agonisti oldugu
bilinen rifampin uygulamasi ile MDR1 ekpresyonu arttirtlarak, MDR1 ekspresyon artisi
iligkili direng, nanopartikiil bagli ilag olan lipozomal doksorubisin ile asilmaya caligilmistir.
Dediferansiye kondrosarkomda lipozomal doksorubisin kullanimi, doksorubisine oranla daha
az olmakla birlikte, hiicre cogalmasini inhibe etmistir. Ayn1 zamanda, IC50 dozundan diisiik
dozlarda bile apoptotik etki gosterilmistir. Ancak, efflux proteini ekspresyonu arttirilarak
saglanan direncin asilmasinda etkin bulunmamistir. Ayrica, ayni ¢alisma ii¢ boyutlu pellet
modelinde de uygulanmis ve li¢ boyutlu yapinin iki boyutluya goére daha direngli oldugu
saptanmistir. Burada, olusan ilag direncinin efflux protein ekspresyonundan bagka nedenleri
de olabilecegi gibi; lipozomal tasiyicilarin ortam sartlarina bagl olarak degisen salinim
mekanizmalar1 da etkin olabilir. Bu agidan, arastirma modelimizde doksorubisinin farkli

nanotastyilar ile enkapsiile edilerek calisilmasi planlanmistir. Ayrica, nanopartikiil dizayninda



dirence neden olan diger faktorlerin de paralel olarak degerlendirildigi kapsamli bir

calismanin yapilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dediferansiye kondrosarkom, iic boyutlu hiicre kiiltiiri,

doksorubisin direnci, nanopartikiil tastyicilar



OVERCOMING IN VITRO DRUG RESISTANCE WITH NANOPARTICLE-BOUND
TARGETED MOLECULES IN DEDIFFERENTIATED CHONDROSARCOMAS AS A
TRANSLATIONAL PERSONALIZED TREATMENT MODEL

ABSTRACT

Chondrosarcoma is the second most recent malignity of bone. Among its subtypes
dedifferentiated chondrosarcoma has the worst survival rates. Because of resistance to chemo-
and radiotherapy, surgery is the main treatment option in chondrosarcoma. Intense
extracellular matrix, slow cell division, poor vascularity and increased activity of multi-drug
resistance (MDR) pump have reported as reasons of resistance. This resistance is the main
reason of the poor survival rates. Especially, dedifferentiated chondrosarcoma, survival rate of
which is the worst increases the failure rates. In this study, we tried to overcome the resistance
associated with MDRI1 expression by increasing the expression of MDR1 by administration of
rifampin, a potent and specific agonist of pregnane X receptor (PXR), one of the regulators of
MDRI1 expression, with a nanoparticle-bounded drug liposomal doxorubicin. The use of
liposomal doxorubicin in the dedifferentiated chondrosarcoma inhibited cell proliferation,
however it was less effective than doxorubicin. At the same time, apoptotic effects were
shown even at lower doses than the IC50 dose. However, it wasn’t found to be effective in
increasing resistance acquired with increased expression of efflux protein. Here, as well as the
drug resistance may have other causes than efflux protein expression, release mechanisms that
vary depending on the ambient conditions of liposomal carriers may also be effective. In this
respect, it has been planned in our standardized research model to encapsulate doxorubicin
with different nanostructures. In addition, it is recommended to perform a comprehensive
study in which other factors causing resistance are evaluated in nanoparticle design.

Keywords: Dedifferentiated chondrosarcoma, tree dimensional cell culture,

doxorubicin resistance, nanoparticle carriers



1. GIRiS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi Ve Onemi

Kondrosarkom en sik goriilen ikinci malign kemik timdoridiir ve kikirdak matriks
ireten hiicrelerle karakterize edilir (1). Yillik tahmini 200000/1 insidansi ile nadir goriilen bir
timordiir (1,2). Ekstraseliiler matriksin yogunlugu, hiicre boliinmesinin kismen az olmasi,
zaylf vaskiilarite ve yliksek P-glikoprotein ekspresyonu nedeniyle sistemik tedavi ve
radyoterapi direncine yatkindirlar (3-5), bu yiizden kondrosarkomlarin ¢ofunda cerrahi
miidahale ana tedavi olarak kullanilmaktadir (1-6).

Konvansiyonel, dediferansiye, mezenkimal ve berrak hiicreli olmak {izere g¢esitli
histolojik kondrosarkom alt tipleri tanimlanmistir. Bindiganavile S. ve arkadaglarinin yaptig
calismada, hastaliga 6zgii sagkalimin histolojik alt tipler arasinda 6nemli oranda degisiklik
gosterdigi ve dediferansiye tipin en kotii sagkalim oranma (%25+%15.3, 10 yillik) sahip
oldugu gosterilmistir (7).

Dediferansiye kondrosarkom tiim kondrosarkomlarin %9-10'unu (7) tiim primer kemik
timorlerinin ise %1-2’sini olusturur (8). Diisiik derece kondrosarkom ve yiiksek derece
dediferansiye bilesen olmak iizere iki bilesenden olusur. Kotii prognozu olan, yiiksek oranda
malign bir tiimordiir. Birincil tedavi segenegi cerrahidir, kemoterapi bazi hastalarda yararl
olabilir. Eksizyon yapilan hastalarda lokal niiks goriilme oran1 %50'ye kadar ¢ikabilir; ancak
radikal ampiitasyondan sonra lokal hastalikta daha i1yi kontrol saglanir. Metastatik niiks sik
goriiliir. Medyan sagkalim yaklasik alti aydir ve bes yillik sagkalim oranlari %10-13'tiir.
Hastalar nadiren iki yildan fazla yasamaktadir (9,10). Surveillance, Epidemiology and End
Results (SEER) veri taban1 ¢alismasina gore son 30 yilda kondrosarkom sagkaliminda 6nemli
bir gelisme olmamistir. Bir¢cok calismada da vurgulandigi gibi kondrosarkom tedavisinde,

ozellikle rezeke edilemeyen ve/veya metastatik hastalikta sistemik bir tedaviye ihtiya¢ vardir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismanin amaci, dediferansiye kondrosarkomlarda iki ve ii¢ boyutlu in vitro
modelde, P-glikoproteini iligkili ekspresyona bagli ila¢ direncinin gelisimini gozlemlemek ve
roliinii arastirmak; bir molekiiler o6zellige bagli gelisen ila¢ direncinin asilmasinda

nanopartikiil ile hedeflenmis ilacin performansini gézlemlemek ve aragtirmaktir.



2. GENEL BiL.GILER

2.1. Kemik Tiimorleri

2.1.1. Epidemiyoloji

Primer kemik tiimorlerinin biliylik cogunlugu iyi huyludur ve c¢ogu semptomatik
olmamasindan dolayr fark edilmez veya baska sebeplerden dolayr yapilan radyografi
muayenelerinde tesadiifen saptanir. Bu nedenle benign kemik tiimorlerinin gergek
insidansinin belirlenmesi zor olmustur. Bununla birlikte, primer kemik malignitelerinin
goriilme sikli81, cesitli ulusal kanser kayit listelerinde oldukca iyi belgelenmistir (11).

Kemik sarkomlari, ABD’de tami alan malignitelerin %0,9’unu olusturmaktadir.
““SEER Cancer Statistics Review of the National Cancer Institute’’ analizine gore, 2016
yilinda 3300 kisinin (1850 erkek, 1450 kadin) kemik ve ekstremite kanseri tanisi alacagi ve
1490 (860 erkek, 630 kadin) kisinin bu ylizden 6lecegi tahmin edilmistir. 2006-2012 yillar1
icin bes yillik relatif sagkalim %69 olarak saptanmigtir. Kemik sarkomlarinin yasa spesifik
insidanslart bimodal dagilim gdstermektedir. Hayatin ikinci on yilinda ve 60 yas iistii
hastalarda olmak iizere iki pik goriilmektedir. Bu durum, ana histolojik alt tiplerin farkli yas
dagilimima baglhdir. Ewing sarkom ve osteosarkom hayatin ikinci on yilinda en sik goriilen
histolojik alt tiplerken kondrosarkom, malign fibr6z fibroma, kordoma ve sekonder
osteosarkomun dordiincii 10 yildan sonra insidansi artmaktadir. SEER verilerine gore, 2009-

2013 yillar1 arasinda kemik ve eklem kanserlerinin tan1 yasi ortalamasi 43°tiir (12).

2.1.2. Etiyoloji

Primer kemik malignitelerinin ¢ogu de novo ortaya ¢ikmasina ragmen, bazilarinin
belli oncii lezyonlardan gelistigi de bilinmektedir. Bunlarin bazilar1 malign transformasyona
yatkin, neoplastik olmayan lezyonlardir. Digerleri ise, malign neoplastik bir siirecin kaynagi
olabilen benign neoplazilerdir. Paget hastalifi, radyasyon tedavisi ve kikirdak displazileri
kemik kanseri gelisimine neden oldugu bilinen pre-kanserdz durumlardan bazilaridir. Primer
malign kemik tiimorii gelisim riski bazi durumlara gére degismektedir. Yiiksek risk tagiyan
oncii durumlar Ollier hastaligi, Maffuci sendromu, ailesel retinablastom sendromu ve
Rothmund Thompson sendromu iken; multiple osteokondrom, Paget hastaligi ve radyasyon

osteoiti orta derece risk tasir. Fibroz displazi, kemik infarkti, kronik osteomiyelit, protez



implantlari, osteogenesis imperfecta, dev hiicreli tiimor, osteoblastom ve kondroblastom ise

diisiik risk tastyan durumlardir (13).

2.1.3. Klinik ozellikler

Kemik tiimdrlerinin klinik 6zellikleri spesifik degildir, bu nedenle tiimor teshis edilene
kadar uzun bir siire gecebilir. Agri, siskinlik ve genel rahatsizlik kemik tiimorlerinin teshisini
saglayan temel semptomlardir. Bununla birlikte, hareketin sinirlanmasi ve spontan kiriklar da

onemli semptomlar olabilir (14).

2.1.4. Tam

Klinik bulgular ve goriintiileme ¢aligmalart ile belirli bir taniya ulagilabilse de, kemik
timorlerinin  kesin tanisinda morfolojik bulgular temel olusturur. Primer kemik
malignitelerinin nihai tanisinda klinik, laboratuvar ve goriintiileme bulgularinin uygun sekilde
entegre edilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, immiinohistokimyasal karakterizasyon,
metastatik kemik hastaliklarinin siniflandirilmasinda (primer alanlarin belirlenememesi
durumunda), lenfohematolojik malignitelerin ve 6zellikle Ewing sarkomu gibi kiiciik yuvarlak
hiicreli malignitelerin alt siniflandirilmasinda 6zel 6nem tagimaktadir.

Cesitli kemik tlimorlerinin genetik karakterizasyonu, dogalarinin ve patogenetik
mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina yardimci olmus ve ayrica morfolojiye dayali
siniflandirmalar i¢in  destek saglamistir. Bunun en 1iyi Ornekleri, osteokondrom,
osteokondromatozis ve sekonder kondrosarkom gelisiminde EXT-1 ve 2 genlerinin roliiniin
tanimlanmas1 ve anevrizmal kemik Kkistlerinde, 16-17 translokasyonun yol actig1 ve
lezyonlarin muhtemelen neoplastik yapida oldugunu gosteren CDH11-USP6 fiizyon geninin

tanimlanmasidir (11).

2.1.5. Evreleme ve Derecelendirme

2.1.5.1. Derecelendirme

Kemik tiimorlerinde hiicresellik, diger bir deyisle matrikse kiyasla hiicrelerin nispi
miktar1 ve tiimor hiicrelerinin niikleer Ozellikleri siniflandirma i¢in kullanilan en 6nemli
kriterlerdir. Genellikle, derecesi ne kadar yiiksekse, tiimor daha hiicresel olur. Cekirdeklerin

diizensizligi, genislemesi ve hiperkromasi derecelendirme ile korelasyon gosterir. Mitotik



sekiller ve nekroz da derecelendirmede kullanigh 6zelliklerdir. Bir¢ok c¢aligsma, histolojik
derecelendirmenin kondrosarkom ve malign vaskiiler tiimorlerdeki prognoz ile korele

oldugunu gostermistir.

2.1.5.2. Evreleme

Kemik tiimorlerinde, evreleme, hastanin prognozunu tahmin etmek icin farklilagma
derecesi ile lokal ve uzak yayilimi bir arada degerlendirir. Cogu karsinom i¢in kullanilan
evrensel TNM evreleme sistemi, sarkomlarin lenf nodlarina metastazi nadir goriildiigiinden
sarkomlarda yaygin olarak kullanilmaz. Bu sebeple, ilk kez Enneking ve ark. tarafindan
tanimlanan ve kas-iskelet sistemi toplulugu tarafindan benimsenen 0zel evreleme sistemi
kabul gormiistiir. Benign lezyonlar Arapca rakamlarla, malign lezyonlar ise Roma
rakamlariyla siniflandirilmistir. Evre bir benign lezyonlar, intrakapsiiler eksizyon sonrasinda
thmal edilebilir niiks oran1 olan latent lezyonlardir. Evre iki benign lezyonlar, intrakapsiiler
prosediirlerden sonra anlamli rekiirrens orani ile aktif olarak biiyiimekte ancak marjinal en-
blok eksizyondan sonra ihmal edilebilir tekrarlama oran1 gstermektedir. Uciincii evre benign
lezyonlar lokal olarak agresiftir ve intrakapsiiler ya da marjinal prosediirlerden sonra
rekiirrens orani ytiksektir.

Malign lezyonlar i¢in cerrahi evreleme cerrahi derecenin (G), lokal boyutun (T) ve
bolgesel veya uzak metastazlarin varligr veya yoklugunun (M) degerlendirilmesiyle yapilir.
Herhangi bir neoplazi iki sinifa ayrilabilir; Diistik (G1) ve yiiksek (G2). Genelde, diisiik
dereceli lezyonlar Broders derece bir ve ikiye karsilik gelir ve metastaz riski %25'den azdir.
Yiiksek dereceli lezyonlar (Broders sinif {i¢ ve derece dort) lokal niiks riski yiiksektir ve uzak
yayilim riski %25'den fazladir. Metastaz varlig1 veya yoklugu (M), hem prognoz hem de

cerrahi planlama ile ilgili liciincli 6nemli faktordiir (Tablo 1) (14).



Tablo 1. Kemik tiimorleri i¢in evreleme sistemi.

Primer tiimor (T) TX: primer tiimor saptanamadi
TO:  primer tiimore dair kamt yok
T1l: timodr <8 cm
T2: timodr>8 cm
T3:  primer kemik bolgesinde aralikli timorler
Bolgesel lenfnodu (N) NX: bolgesel lenf nodu saptanamadi
NO:  bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1: bolgesel lenf nodu metastaz
Uzak metastaz (M) MX: uzak metastaz saptanamadi
MO:  uzak metastaz yok
M1: uzak metastaz
MIla: akciger
M1b: diger uzak bolge
Diisiik derece Grade 1
Yiiksek derece Grade 2
Grade 3
Evre IA Tl  NO,NX MO Diisiik derece
Evre IB T2 NO,NX MO Diisiik derece
Evre [IA Tl  NO,NX MO Yiiksek derece
Evre IIB T2 NO,NX MO Yiiksek derece
Evre III T3  NO,NX MO Herhangi bir derece
Evre IVA i NO, NX Mla Herhangi bir derece
Evre IVB L N1 M Herhangi bir derece
N M1lb Herhangi bir derece



2.1.6. Histolojik Stniflandirma

Kemik tiimorleri neoplastik hiicrelerin farklilagma durumuna ve normal eslenikleriyle
benzerliklerine gore smiflandirilir. Bu kriterler kikirdak olusturan veya kemik olusturan
tiimorlere kolayca uygulanabilirken, Ewing sarkom gibi normal bir dokuyla eslestirilebilecek
ayirt edici bir farklilasmadan yoksun olan tiimérlere uygulanamaz. Siiflandirmada zorluga
neden olan bir diger husus da mezenkimal tiimorlerin orijin hiicrelerinin bilinmemesidir.
Cogunlukla c¢ok asamali bir karsinogenez siireci gegiren epitelyal tiimorlerin aksine,
mezenkimal tiimorlerin 6ncii lezyonlar1 tanimlanmamaistir. Sarkom olusumunun, mezenkimal
kok hiicreleri etkileyen molekiiler degisikliklerle ortaya ¢iktigi ve sonugta belirli bir fenotipe
neden olan neoplastik bir farklilagma programinin olustugu diistiniilmektedir. Bu yiizden,
mevcut Diinya Saglk Orgiitii (World Health Organization, WHO) smiflandirmasi primer
kemik tiimérlerinin siiflandirilmasinda histogenezis ve tiimoriin koken hiicresi kavramlarini
terk ederek morfoloji, fenotip ve genotipi iceren parametrelerin bir kombinasyonuna
odaklanmastir.

Primer benign ve malign kemik tiimorleri kikirdak, osteojenik, fibrojenik,
fibrohistiyositik, hematopoietik, dev hiicreli, notokordal, diiz kas, vaskiiler, lipojenik ve noral
timorler, Ewing sarkomu, primitif noroektodermal tiimér, karisik tiimor ve lezyonlar ve

eklem lezyonlar1 olmak tizere 15 farkli kategoride siniflandirilmistir (13).

2.2. Kondrosarkom

Kondrosarkom, ikinci en sik goriilen primer kemik sarkomu olmakla birlikte (15)
erigkin yasta en sik goriilen kemik sarkomudur (16). Yillik tahmini 200000/1 insidansi ile
nadir goriilen bir timordiir (1).

Cogu kondrosarkom primer malign tiimorler olarak ortaya cikar. Cogunluk diistik
dereceli, lokal agresif, metastaz yapmayan tiimorlerdir (derece bir), yiiksek derece
konsrosarkom (derece iki-ii¢) daha az goriiliir. Derece bir kondrosarkomlar atipik kondrojenik
olarak degerlendirilebilir ve genellikle metastaz yapmazlar. Cogu kondrosarkom merkezi,
metafizyal uzun kemik bolgelerinde ortaya cikar; ancak pelvis, kaburga ve skapula gibi diiz
kemiklerde de gelisebilirler. Yiiksek dereceli kondrosarkomlar siklikla aksiyal iskelet ve uzun
kemiklerde ortaya ¢ikar. Kondrosarkom, 6nceden var olan benign lezyonlarda (enkondrom ve
osteokondrom gibi) ortaya cikabilir. Bu kosullar altinda sirasiyla sekonder olarak

adlandirilirlar. Kondrosarkomlarin ¢ogunlugu konvansiyonel alt tiptir, ancak nadir alt tipler



arasinda mezenkimal ve berrak hiicreli kondrosarkom bulunur. Nadir durumlarda,
konvansiyonel kondrosarkomlar, dediferansiye kondrosarkom olarak adlandirilan, koti
prognoza sahip ¢ok yiiksek dereceli bir tiimore dediferansiye olabilir (16).

Yas, cinsiyet, timor yerlesimi ve boyutu, cerrahi evre ve sinirlar, lokal rekiirrens ve
derece, tiimor nekrozu, mitotik sayr ve miksoid matriks gibi ¢esitli histolojik parametreler
kondrosarkomlu hastalarin sagkalimi, rekiirrensi ve metastazi ile iligkilendirilmistir. Bununla
birlikte, cok degiskenli analizlerde derece, evre, yerlesim ve cerrahi sinir dnemli prognostik
faktorlerdir (17).

Kemoterapi kondrosarkomlarda, 6zellikle en yaygin tip olan konvansiyonel ve berrak
hiicreli kondrosarkomlarda etkili degildir. Kemoterapi direncinin muhtemel agiklamasi yavas
biiytime, MDR1 gen ekspresyonunun artmasi, ekstraseliiler matriksin yogun olmasi ve zayif
vaskiilarite nedeniyle kemoterapdtik ilaglarin tiimoér dokusuna erisiminin sinirli olmasidir.
Dediferensiye kondrosarkom i¢in adjuvan kemoterapinin rolii heniiz net degildir. Mezenkimal
kondrosarkomda ise doksorubisin tabanli kemoterapi kombinasyonu metastatik hastaligin
hafifletilmesinde kullanilmaktadir.

Kondrojenik tiimorler nispeten radyasyon direncgli kabul edilir. Bu durumun olas1 bir
aciklamasi timor biiylimesinin yavas olmasidir. Bazi arastirmalar, hiicre dongiisiini
diizenleyen baglica tiimor baskilayict proteinlerinden bir tanesi olan pl6'nin kondrosarkom
hiicrelerinde radyasyon direncinde rol oynayabilecegini gostermistir. Radyasyon tedavisi,
inkomplet rezeksiyon sonrasinda maksimal lokal kontrolii saglamak i¢in ve rezeksiyon
miimkiin degilse (0rn; kafatas1 tiimoril) veya morbiditeye neden olabilecekse diisiiniilebilir.

Kemoterapi ve radyasyon terapisinin rolii sinirlt oldugundan kondrosarkomlar cerrahi
bir hastaliktir. Ozellikle yiiksek dereceli (derece iki ve iic) kondrosarkomlar igin en iyi tedavi
secenegi rezeksiyondur. Diisiik dereceli (derece bir) kondrosarkomlar icin lokal cerrahiyle
saglanabilen diisiik metastatik potansiyel ve diisiik lokal rekiirrens oranit nedeniyle, bu
timorlerde genis rezeksiyondan uzak durulabilmektedir. Bu vakalarda tedavi, tiimériin
sinirlarini ¢evreleyen kemik dokusuyla birlikte kiirtajiyla saglanir. Kemik defekti daha sonra
allogreft veya otolog kemik grefti veya polimetilmetakrilat ile rekonstriikte edilebilir. Tiimor
boslugunun siv1 azot veya diger dondurucu yontemlerle adjuvan kriyocerrahisi, diisiik dereceli
kondrosarkomlu hastalarda lokal rekiirrens oranini diistirebilir, ancak kemigin kirilmas1 ve
cevresindeki ndrolojik yapilarin hasarlanmasi gibi komplikasyonlari artirir. Agresif radyolojik

bulgular1 (6rnegin; yumusak doku kitlesi, kortikal yikim veya uzun kemigin geniglemesi),
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biiyiik tiimor boyutu olan ve intraartikiiler veya pelvik bolgelerde goriilen diisiik dereceli

kondrosarkomlar i¢in ise genis rezeksiyon tercih edilen tedavi olmaya devam etmektedir (17).

Radikal
eksizyon

— T Genis
eksizyon
Marjinal
eksizyon

Intralezyonel
eksizyon

Sekil 1. Kemik tiimorlerinde eksizyon sekilleri.

2.2.1. Berrak Hiicreli Kondrosarkom

Berrak hiicreli kondrosarkom ¢ogunlukla uzun kemiklerin epifizyal uglarinda goriilen
nadir, diisiik dereceli bir kondrosarkom varyantidir. Hiyalin kikirdaga ek olarak histolojik
olarak yumusak saydam hiicreler tarafindan karakterize edilir (14).

Berrak hiicreli kondrosarkom, kikirdak tiimorlerinin yaklasik %1-2'sini olusturur.
Erkeklerde goriilme olasiligi kadinlarin neredeyse iki katidir (6). Kafatasi, omurga, eller ve
ayaklar da dahil olmak tiizere iskeletteki bircok kemikte berrak hiicreli kondrosarkom
goriildiig bildirilmistir. Bununla birlikte lezyonlarin yaklasik iicte ikisi humerus basi veya
femur basinda goriiliir.

Esas olarak yuvarlak, genis, ¢cekirdegi merkezi konumda, berrak sitoplazma ve belirgin
sitoplazmik membranlara sahip lobiiler hiicre grubundan olusur. Bazi hiicreler soluk pembe

bir sitoplazmaya sahiptir (Sekil 2).
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Sekil 2. Berrak hiicreli kondrosarkom histolojisi.

Belirgin smirli en blok eksizyon ile genellikle iyilesme saglanir. Bununla birlikte,
marjinal eksizyon veya kiiretaj %86 tekrarlama orani ile kabul edilemez sonuclar vermektedir.
Tiimoriin tamamen c¢ikarilmadigr bu vakalarda, genellikle akcigerlere ve diger iskelet

bolgelerine metastaz gelisebilir ve bu vakalarda genel mortalite oran1 %15'tir (14).

2.2.2. Mezenkimal Kondrosarkom

Mezenkimal kondrosarkom, farklilasmamuis, kii¢iik yuvarlak hiicre adalarindan ve iyi
derecede farklilasma gosteren hiyalin kikirdaktan olusan bimorfik bir yapi ile karakterize
edilen, nadir goriilen malign bir tiimordiir. Tiim primer kondrosarkomlarin %3-10'unu
olusturur. Kraniofasial kemikler (6zellikle ¢gene kemikleri), kaburgalar, iliyum ve omurlar en
yaygin gorildigi bolgelerdir (14). Farklilasmamus, kiigiik yuvarlak hiicrelerle karisik hiyalin
kikirdak bolgelerinden olusan iki fazli gériiniim vardir (Sekil 3). Kikirdak miktar1 oldukca
degiskendir. (14,17).
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Sekil 3. Mezenkimal kondrosarkom histolojisi.

Mezenkimal kondrosarkom, lokal rekiirens ve uzak metastaz yoOniinde giiglii bir
egilime sahip, 20 yildan sonra bile niiks goriilebilen, olduk¢a malign bir tiimordiir. Klinik
seyir siklikla uzun ve kotiidiir (14). Yakin zamanda elde edilen kanitlar, mezenkimal
kondrosarkomun kemoterapiye duyarli olabilecegini ve adjuvan veya neoadjuvan tedavi

kullaniminin faydali olabilecegini ileri siirmektedir (4,17).

2.2.3. Dediferansiye Kondrosarkom

Dediferansiye kondrosarkom, en malign primer kemik tiimorlerinden biridir ve iki
farkli histopatolojik bilesen ile karakterize edilir: iyi derecede benign kikirdak lezyonu veya
kondrosarkom (diisiik, orta veya yiiksek dereceli) ve yiiksek dereceli, kikirdak yapida
olmayan bilesen (Sekil 4). Genellikle iki doku tiirii arasinda ani bir sinir gegisi vardir.
Kondroid olmayan bilesen genellikle bir osteosarkom, fibrosarkom veya malign fibroz
histiositomdur. Leiomyosarkom, dev hiicreli tiimor ve nadiren berrak hiicreli kondrosarkom

veya rabdomiyosarkoma dediferansiyasyon da goriilebilmektedir (18).
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Sekil 4. Dediferansiye kondrosarkom histolojisi.

2.2.3.1. Epidemiyoloji

Dediferansiye kondrosarkom tiim kondrosarkomlarin %9-10'unu (7, 14) ve tiim primer
kemik tiimorlerinin ise %1-2’sini olusturur (8). Dediferansiye kondrosarkomlar siklikla
yasamin besinci ve altinci on yillarinda ortaya ¢ikarlar ve bu dagilim ikinci ile sekizinci on
yilar arasinda degisir. Erkeklerde goriilme oranlari kadinlara gore 1:1 ile 3:2 arasinda
degismektedir.

Anatomik olarak, femur, pelvis ve humerus dediferansiye kondrosarkomlarin en
yaygin goriildiigii bolgelerdir. Kiiciik tiibiiler kemik ve ellerde kondrosarkom varligi ¢ok nadir
oldugundan, dediferansiye kondrosarkomlar da nadir goriiliir. Nadir vakalarda, dediferansiye
kondrosarkomlar Ollier hastaligi ve Maffucci sendromu gibi enkondromatozlu hastalarda ve

diafizal aklazisi olan hastalarda saptanmustir.

2.2.3.2. Patogenez

Dediferansiye kondrosarkomun patogenezi belirsizdir. Dahlin ve Beabout,
dediferansiyasyonun, iyi diferansiye bir kikirdak lezyonunun dogrudan doniisiimii sonucu
oldugunu ileri sitirmektedir. Sanerkin ve Woods'a gore ise dediferansiyasyon, kemik
infarktlarinda ve kronik osteomiyelitte, fibrosarkom gelisimine benzeyen bir siirecle, kikirdak
bilesen smirinda nekrotik alanlar1 ¢evreleyen yogun fibrotik reaksiyon i¢indeki doniisiim ile

iligkilidir. Diger arastiricilar, dediferansiyasyonun iki farkli hiicrenin klonundan

14



kaynaklandigin1 savunmaktadirlar; biri diisiik dereceli kondrosarkoma farklilagirken digeri
farklilagsmada basarisiz olmakta ve yiiksek dereceli bir sarkomun 6zelliklerini yansitmaktadir.

Son zamanlarda yapilan molekiiler ¢alismalar ile genetik ve epigenetik arastirmalar,
her iki tiimér bileseninin de ortak bazi genetik degisiklikleri oldugunu gdstermektedir. iki
klon tek bir prekiirsorden tiiretilmekte; ancak iki bilesenin ayrilmasindan sonra Onemli
miktarda genetik degisiklik meydana gelmektedir. Bu durum, bu iki klonun hastalik
ilerlemesinin erken evrelerinde ayrildigim1i ve daha sonra meydana gelen degisikliklerin

yiiksek dereceli anaplastik sarkoma doniisiimii tetikledigini gostermektedir.

2.2.3.3. Klinik goriiniim

Klinik semptomlar agri, sislik, belirgin timor kitleleri ve patolojik kiriklardir.
Hastalarin yaklasik iicte birinde patolojik kirik goriiliitken, beste birinde tani sirasinda
metastaz saptanmaktadir. Bir¢cok durumda tiimor, kiirtaj sonrasinda veya diisiik dereceli

kondrosarkom oldugu diisiiniilen lezyonun rezeksiyonu sonrasinda tesadiifen teshis edilir.

2.2.3.4. Teshis

Radyolojik olarak dediferansiyasyon, altta yatan kikirdak yapida bir lezyona ve
ekstraossedz yumusak doku kitlesi varligina bagl olarak, agresif kemik yikimi alan1 seklinde
gorinmektedir. Cogunlukla, radyograflarda kikirdak matriks mineralizasyonu olduguna dair
herhangi bir kanit bulunmamaktadir. Bununla birlikte, dediferansiyasyon eger periferik
kondrosarkomun kikirdak basligina bagli olarak ortaya c¢ikarsa radyolojik agidan
belirlenemeyebilir.

Dediferansiye kondrosarkomun ii¢ radyografik tipi tantmlanmistir. Tip birde, merkezi
kondrosarkom goriiniimiine ek olarak ¢ok agresif kemik yikimina sahip bir bolge gozlenir.
Tip ikide, lezyonlar benign bir enkondroma benzemekle birlikte yikici degisiklikler ya da
biiyiilk yumusak doku kitlesi ya da her ikisi birden gozlenir. Tip iicte ise, lezyonlar
radyografik olarak ayiricit degildir ve ¢ok yiiksek dereceli, yikici kemik lezyonu olarak
goriiniirler.

Dediferansiye bilesen, manyetik rezonans goriintileme (MRI) ile, sinyal
yogunlugunun azaldig1 osteolitik alan ve bitisiginde dediferansiyasyon bdlgelerine karsilik

gelen yogun kikirdak bileseni olarak kolaylikla tespit edilebilir. Potansiyel dediferansiyasyon
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alanlarinin MRI ile tanimlanmasi, en uygun biyopsi alaninin sec¢ilmesinde yardimci olabilir ve
bdylece dogru teshis koyulabilir.

Ug ayr1 MRI paterni tanimlanmustir. Birincisinde, iki bolge arasinda yiiksek ve diisiik
T2 (sinyalin azalma siiresi) agirlikli sinyal yogunlugu ile tanimlanan, agik smirlarla
belirlenmis ikili bir model bulunur. Bu model tipik olarak tip bir radyolojik lezyon ile
iliskilidir. Ikinci modelde, altta yatan bir kikirdak lezyonunun varligina dair tek MRI bulgusu,
radyografik olarak matriks mineralizasyonuna karsilik gelen, sinyal boslugu bulunan birden
fazla alaninin varhigidir. Bu durum, altta yatan veya rezidiiel enkondromlarin varligin1 gosterir
ve tip iki radyolojik lezyonla uyumlu bir bulgudur. Uciincii MRI modelinde ise, lezyonun
biiyiik cogunlugunda tipik kikirdak dokusuna kiyasla nispeten daha diislik sinyal yogunlugu
vardir ve MRI’de altta yatan bir kikirdak bileseni tanis1 yapilamamistir. Bu durumda, T2
agirlikli goriintiilerde ana tiimor kitlesi icinde daha kiiglik yogun alanlar goriilebilir. Bunlar
muhtemelen kikirdak dokusundan ziyade timor nekrozuna karsilik gelir ve tip ii¢ radyolojik
lezyon ile korelasyon gosterir.

Dediferansiye kondrosarkomun kesin tanis1 her zaman biyopsi ve histolojiye
dayanmaktadir. Histolojik degerlendirme yiiksek dereceli, mezenkimal, kikirdak olmayan bir
bilesene bitigik olarak diisiik dereceli, kondrojenik tiimdri (primer) ya da diisiik dereceli bir
kondrosarkomun rezeksiyonu sonrasi lokal niiksii (sekonder) ortaya koyar. Yiiksek dereceli
bilesenin biyopsisi, dediferansiye tiimorlerin teshisi i¢in gereklidir. Dediferansiye bilesen ¢ok

kiigiik olabilir; bu nedenle, tiimoriin titizlikle degerlendirilmesi gerekmektedir (18).

2.2.3.5. Tedavi
Ulusal Kapsamli Kanser Agi (National Comprehensive Cancer Network, NCCN)
kilavuz ilkeleri, dediferansiye kondrosarkomun osteosarkoma benzer bir sekilde tedavi
edilmesini Onermektedir; ancak kemo- ve radyoterapi direnci nedeniyle daha uzun sagkalim
saglayan bir tedavi heniiz belirlenememistir. Dirence neden olan baglica etmenler arasinda
sunlar vardir:
a) Ekstraseliiler matriksin yogunlugu ve vaskiilaritenin zayif olmasi: Ozellikle kikirdak
kokenli tiimorlerde ekstraseliiler matriksin ¢ok yogun olmasi ve vaskiilarizasyonun
cok az olmasi kemoterapétik ajanlarin tiimor dokusunun i¢ine ulagimi ve etki etmesine

engel olusturmaktadir.
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b) Hiicre boliinmesinin yavas olmasi: Geleneksel kemoterapi ilaglarinin cogu aktif olarak
boliinen hiicreler tizerinde etkili oldugundan, yavag boliinme 6zelliginde olan kikirdak
kokenli hiicrelerin bu ilaglara olan hassasiyeti biiyilik ol¢iide azalmaktadir.

c) MDRI gen ekspresyonunun artmasi: MDR1 geni bir membran transporter proteini
olan P-glikoproteinini kodlamaktadir. Bu glikoprotein, hidrofobik kemoterapdtik
ajanlar aktif olarak hiicre digina ileten bir enerji-bagimli hiicre membran proteinidir.
Baz1 ¢alismalarda, MDR1 gen ekspresyonunun bazi tiimor hiicrelerinde mitomycin,
vincristine ve doksorubisin gibi ajanlara zayif yanittan sorumlu oldugu gosterilmistir.
Wyman JJ ve arkadaslarmin iki kondrosarkom hiicre hatti ile yaptigi ¢alismada,
MDRI1 ekspresyonu agisindan pozitif olan hiicre hattinda hiicre i¢i doksorubisin
miktarimin negatif olana gore anlamli miktarda az oldugu ve ila¢ direncinin anlamli
miktarda fazla oldugu gosterilmistir (20).

Dediferansiye kondrosarkom hastalarinda genis veya radikal cerrahi rezeksiyon
zorunludur. Yiiksek doz radyasyon terapisinin rolii ise, cerrahi olarak erigilmesi giic olan
bolgelerin tedavisi ve lokal semptomlarin hafifletilmesi ile sinirlidir. Genellikle dediferansiye
bilesen kemoterapiye duyarli oldugunda ve hasta genel olarak iyi durumda oldugunda
kemoterapi tedaviye eklenir. Saglik durumu siklikla sinirlayict bir faktordiir, ¢linkii bu
hastalar ortalama 60 yas tistiindedir ve siklikla 6nemli komorbiditelere sahiptir.

Yiiksek dereceli kondrosarkomlar (derece iki ve {istii) icin en iyi tedavi genis
rezeksiyon veya amputasyondur. Pelvis ve omurga kondrosarkomlarmin tedavisi ise, biiyiik
boyutlar1 ve tlimoriin bitisiginde bulundugu mesane veya omurilik gibi 6nemli yapilarla
iliskisi nedeniyle 6zellikle zor olabilir. Bu hasta grubunda, lezyoni¢i veya marjinal rezeksiyon
sonrasi lokal rekiirrens ¢ok yiiksektir. Goriintiilemedeki gelismeler de rezeksiyon sinirlarini
veya nihai sonucu iyilestirememistir. Ekstremite kurtarma i¢in dikkatle segilen hastalar ile
amputasyon uygulanan hastalar karsilagtirildiginda, lokal tekrarlama oranlart ve tedavi
sonuclarinda anlamli bir degisim veya diizelme goriilmemektedir (18). Eksizyon yapilan
hastalarda lokal niiks goriilme oran1 %50'ye kadar ¢ikabilir, 6zellikle patolojik kirik varliginda
lokal rekiirrens riski ¢ok yiiksektir; ancak radikal ampiitasyondan sonra lokal hastalikta daha
1yi kontrol saglanir. Metastatik niiks sik goriiliir. (9,10,16).

Lokal ve ileri dediferansiye kondrosarkomu olan hastalarin metastatik hastaliginin
kontroliinde kemoterapinin rolii ve yarar1 tanimlanmamistir. Bununla birlikte, dediferansiye

kondrosarkomun zayif prognozu goz oOniine alindiginda, sonucu iyilestirmek i¢in genellikle
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cerrahi ile neoadjuvan kemoterapi kombine edilmektedir. Dediferansiye bilesen genellikle
kemoterapiye yanit verdigi bilinen yiiksek dereceli igsi sarkomdur. Bununla birlikte, ¢ogu
calismada, rezeksiyon ve patolojik inceleme sirasinda bu tiimérlerin kemoterapiye cevabinin
cok zayif oldugu ve nekroz oranlarmin siirekli olarak %90'm iizerinde oldugu gosterilmistir.
Yalnizca ameliyatla tedavi edilen ile cerrahi ve kemoterapi kombinasyonu ile tedavi
edilen hastalar arasinda kotii sagkalim ve genel sagkalimda herhangi bir fark olmadigi
kanitlanmistir. Dickey ve ark. cerrahi ile tedavi edilen grubun bes yillik sagkalim oranlarinin
%11.8, medyan sagkalim siiresinin 6.4 ay oldugunu, cerrahi ve kemoterapi kombinasyonu ile
tedavi edilen grupta ise bes yillik sagkalim oranlarinin %4, medyan yasam siiresinin 8.4 ay
oldugunu saptamistir. Anatomik lokalizasyon, biyopsi tipi, ekstremite kurtarma, yas ve
cinsiyet bagimsiz degisken olarak degerlendirildiginde anlamli farklilik saptanmamuistir.
Staals ve ark. lezyonlarin derhal cerrahi olarak cikarilmasini ve hastaligin metastatik
yayilimint onlemek i¢in miimkiinse operasyon sonrasi kemoterapinin uygulanmasini

Onermistir (18).

2.2.3.6. Prognoz

Dediferansiye kondrosarkom, konvansiyonel kondrosarkom ile karsilastirildiginda
farkli bir klinik davranisa sahiptir. Akcigere metastaz sik goriiliir ve bu durum zayif prognoza
neden olur. Tanidan metastatik hastalifin baslamasina kadar olan ortalama siire sifir-dokuz
haftadir. Metastazin goriildiigli anatomik boélgeler akciger (%70-82), i¢c organ (%20) ve
iskelettir (%10). Dediferansiye kondrosarkomda kafatasi metastazi bildirilmemistir. Histolojik
olarak, metastazlar sadece yiiksek dereceli anaplastik bilesenden olusur. Metastazlarin
tedavisi ic¢in tek tip bir uygulama yoktur ve kisa siirede 6liim meydana gelir. Akcigerlere
metastatik yayilim goriildiikten sonra tek basina cerrahi veya kemoterapi ile kombine cerrahi
ile de tedavi saglanamaz.

Dediferansiye kondrosarkomlu hastalar i¢in prognostik faktorler belirsizdir. Hastaligin
dikkatli biyopsi ile erken lokal bir evrede teshis edilmesi ve uygun cerrahi tedavi ile sagkalim
iyilestirilebilir. Metastatik hastalik, hastanin sagkaliminda giiclii bir negatif prediktif
faktoriidiir. Pelvisteki tiimor yerlesimi de metastaz ve 6lim i¢in bagimsiz bir risk faktorii
olarak bildirilmistir. Dediferansiye bilesenin lokal rekiirrensi ve histolojisi de metastaz ve

6liim i¢in bagimsiz risk faktorleri olarak belirtilmistir.
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Lokal rekiirrens orani, tiimor rezeksiyonunun simirlarina bagli gibi goriinmektedir.
Beklendigi gibi, radikal veya genis rezeksiyon yetersiz rezeksiyona kiyasla daha diisiik lokal
niiks oranlar ile iligkilidir. Bununla birlikte, lokal tiimor kontrolii daha i1yi sagkalim orani ile

iliskilendirilememistir (18).

2.3. Translasyonel tip

Laboratuvardan klinige kavramina dayanan translasyonel tibbi arastirmalar,
laboratuvar ve klinik aragtirma arasindaki engelleri ortadan kaldirmayi amaclayan bir tibbi
arastirma sinifidir ve siklikla "bench to bed-side" yani ‘‘laboratuvardan klinige’” olarak
adlandirilir. Translasyonel tip, hastalarin klinik uygulamalarma molekiiler bakis agisi
sagladigindan kisisellestirilmis tip veya molekiiler tip ile esanlamli olarak kullanilmaktadir
(21). Hastaliklarin tahmini, 6nlenmesi, teshisi ve tedavisini kolaylastirmay1 amaglayan umut
verici laboratuvar bulgularim1 klinik uygulamalara déniistiiriir ve laboratuvar caligmalarini
kullanarak klinik sorular1 aydinlatir. Yine de, translasyonel tip tanimi acik ve tutarli degildir,
¢linkii translasyonel tip farkli ¢aligma gruplarma farkli seyler ifade etmektedir. Molekiiler
temelli bilim insanlarma gore, temel ve klinik bilimler arasindaki boslugu kapatmak, yani
temel bilim aragtirmasi yoluyla tiiretilen bilgileri, laboratuvardan baslayarak hastalarin
tyilestirilmis tanm1 ve tedavisine doniistiirmektir. Saglik hizmeti veren bilim insanlarina gore
ise translasyonel tip, yeni tedavi segeneklerinin erisim ve uygulanmasindaki boslugu
kapatmak i¢in bireyler hakkindaki bilgiyi popiilasyonlara ¢evirmek demektir (22). Kanser
alaninda ise translasyonel kanser arastirmasi, kanser gelisiminin ve ilerlemesinin altinda yatan
biyolojik mekanizmalara ve tiimoriiniin molekiiler 6zelliklerine dayanarak uyarlanmis yeni
tedavilerin olusturulmasi anlamina gelmektedir (23).

Uzun zamandir kanserin heterojen bir hastalik oldugu bilinmektedir; ancak nispeten
kisa siire once, heterojenligin boyutu anlagilmaya baslanmistir. Ayni1 histolojiye sahip olan
timorler i¢in bile tek bir terapi etkili degildir. Gelismekte olan ¢ok sayida kanser ilacina
ragmen, ABD Gida ve Ilag idaresi (US Food and Drug Administration, FDA) nin pazar
onayma sunulacak yeni kanser ilaglari ¢cok azdir. Ayrica, onkolojide, basarili iigiincii faz
klinik calismalarin orani, tiim terapétik alanlar arasinda en diisiik diizeydedir (24). Ancak, son
zamanlarda hiicresel, klinik 6ncesi ve klinik aragtirmalarda nanotipin uygulanmasi, 6zellikle

kanser alaninda temelden translasyona kadar uzanan heyecan verici ilerlemelere yol agmistir.
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2.3.1. Nanotip uygulamalar:

Nanoteknoloji ve nanoteknolojinin saglik ve tibba uygulanmasi, disiplinlerarasi bilim
icin nispeten yeni bir alandir. Bu alan fizik, kimya, miihendislik, biyoloji ve tip bilimi gibi
bilimsel disiplinlerin genis bir yelpazesini igerir. Nanotip terimi 1990'larin sonlarinda
goriilmeye baslansa da ilk kez 2000 yilinda arastirma yayinlarinda ortaya ¢ikmistir. Nanotip,
saglik hizmetleri iizerinde hizli ve genis bir etki yapmustir (25).

Bu alanin en 6nemli bilesenlerinden biri olan kanser nanotibbi fizik, kimya, kanser
arastirmasi ve klinik uygulama gibi farkli bilim dallarim1 kapsamaktadir. Kanser nanoilaglari,
genel olarak mevcut olan kemoterapotik ajanlarin terapétik etkinligini nano 6lgekli bir
aktarim bileseni ile birlestirerek gelistirmeyi amaclayan, nanotasiyici, nanoterapdtik veya
nanoilag olarak da adlandirilan minyatiir dagitim sistemleri olarak tasarlanmistir. Onkolojide
nanomalzemelerin potansiyel kullanim alanlart teshis, tedavi, tibbi cihazlar ve
kisisellestirilmis tip icin terapotik iiretimidir. Ornegin; nanomalzemelerin kullanilmasi, tanisal
bir probun hedefe spesifikligini ve/veya doku penetrasyonunu artirabilir, boylece malignitenin
daha erken tespit edilmesini saglar. Benzer sekilde, nanoteknolojiden teranostik olarak,
terapotiklerin  hedeflenen iletiminin gercek zamanli izlenmesine olanak taniyan c¢ok
fonksiyonlu klinik tiriinlerin gelistirilmesinde de yararlanmaktadir.

Nanomalzemelerin onkolojide en sik kullanilan uygulamalarindan biri, nanodlcekli
partikiiliin ozelliklerinden yararlanarak anti-kanser ilaclarinin biyoyararlanim, giivenlik ve
Ozglinlik acgisindan performansini arttirmaktir. Kemoterapdtik ilaglar fiziksel baglanma,
kovalent olmayan etkilesimler veya nanomateryal yiizeyine kovalent baglanma yoluyla
nanomalzemelere yliklenebilir. Nanomalzemelerin ayarlanabilir boyutu, sekli ve yiizey
ozellikleri, biyomalzemelerde yiiksek kararlilik, ¢Oziniirlik ve uyumluluk saglayarak
piyasada bulunan kemoterapétik ajanlarin etkinligini arttirabilir. Nanomalzemelerin boyut ve
yiizey Ozelliklerinin dogrudan bir sonucu olarak ilacin doku penetrasyonu artar. Ayrica
nanomalzemelerin ylizeylerinin biyolojik hedefleme molekiilleri ile islevsellestirilmesi
nispeten kolaydir. Bu durum, kemoterapdtiklerin malign dokuya spesifik olarak verilmesine
ve boylece saglikli dokuda toksisitenin diisiiriilmesine olanak saglar. Bu tiir nanotastyicilarin
kullanima ile ilag¢ dozlart artirilip yan etkileri azaltilabilmektedir (26).

Erken tiimor evrelerinde cerrahi rezeksiyon ¢ogu solid malignitenin baglica terapdtik
secenegi olmakla birlikte, yiiksek oranda goriilen tiimor rekiirrensi nedeniyle terapotik fayda

genellikle diisiiktiir. Kemoterapi ve son zamanlarda molekiiler terapinin, kanser tanisi konan
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hastalar icin ¢ok daha etkili terapdtik yaklagimlar sundugu ispatlanmistir. Bununla birlikte, bu
seceneklerde cogunlukla aktif ajan ile iliskili 6nemli sistemik yan etkiler goriiliir ve bu durum,
direkt hedeflemeyi en zararsiz ve etkili tedavi segenegi haline getirir. Kemoterapi ilaglarinin
dogrudan verilmesi, sistemik toksisite riskini en aza indirgeyerek sitostatik ajanlarin hedef
bolgede yliksek konsantrasyonda birikimini saglar.

Bununla birlikte, kanser ¢ogunlukla ¢oklu ila¢ direnci ile karakterizedir ve bu nedenle
bilim adamlart MDR hiicrelerini hedef alan yeni yollar gelistirmistir. MDR hiicreleri siklikla
herhangi bir kan kaynagindan uzaktaki hipoksik alanlarda bulunur ve bdylece ilag akisi
pompast aktivitesinin dogal bariyerine direngli hale gelirler. Nanotasiyicilar ilact membrana
bagli P-glikoproteinlerden uzakta, ¢ekirdegin yakininda serbest birakarak bu hiicrelerde ilacin
biyoyararlanimini artirabilir ve aktif bir maddeyi diisiik terapdtik bir adaydan etkili bir ilaca
doniistiirebilir (27).

Kanser tedavisi i¢in tasarlanmis nanomalzemeler miseller, lipozomlar, dendrimerler,
inorganik  nanopartikiiller, karbon nanopartikiiller ~ve nanotiipler, nanoelmaslar,
nanoemiilsiyonlar, viral nanotastyicilar, polimerik veya peptit nanopargaciklart ve kati lipit
nanopartikiilleri seklinde cesitlilik gosterir (Sekil 5). Bu yapilar kendiliginden bir araya

gelebilir veya ¢ok bilesenli ve ¢cok fonksiyonlu sistemlerle dogrudan sentezlenebilirler (26).

Dendrimer Fonksiyonalize

altin nanopartikiil

Karbon nanotiip

Polimerik nanopartikiil

Sekil 5. Tipta yaygin olarak kullanilan nanopartikiiller.
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2.3.1.1. Lipozomlar

Nanotip uygulamalar igin gelistirilen ¢esitli nanomalzemeler arasinda, kanser tedavisi
sirasinda intravendz uygulama i¢in onaylanmis nanoterapotiklerin ¢cogunlugunu lipozomlar ve
polimer esasli nanoformiilasyonlar olusturmaktadir. Lipozomlarin ilag tasima araglari olarak
bircok olumlu 6zelligi vardir. Birincisi, hem hidrofobik hem de hidrofilik molekiilleri
tagiyabilirler. Lipozomlarin c¢ekirdek kisimlart hidrofilik terapdtikleri kapsiillemek igin
kullanilabilecek sekilde hidrofiliktir. Lipozomun lipit tabakalar1 arasinda hidrofobik
molekiillerin iletimi igin kullanilabilen bir hidrofobik alan da vardir. ikincisi, lipozomal
taginim, terapotik yiikiin biyolojik dagilimmi ve farmakokinetigini degistirir. Bu tiir etkiler,
toksisiteyi azaltmanin yani sira terapdtik etkinligi de artirabilir. Ugiincii olarak, lipozomlar
terapotik yiiklerini, terapotiklerin kararliligini artirabilen in vivo ortamdan koruyabilirler. Son
olarak, gen terapisi ajanlar1 gibi lizozomal yolagi dnlemeye ihtiya¢ duyan terapdtikler igin,
lipozomlar lizozomlardan kagmak ve yiiklerini sitosol icerisine aktarmak ilizere tasarlanabilir

(25).

2.3.1.1.1. Lipozomal doksorubisin

En 1yi bilinen lipozomal formiilasyonlar arasinda, 1995 yilinda Kaposi sarkomunun
tedavisi icin FDA onaymi alan ilk nanoila¢ olan lipozomal doksorubisin vardir (26).
antrasiklin sinifinin bir liyesi olan anti-kanser ilact doksorubisin, iki katmanli bir lipid
kiiresinde kapsiillenir. Bu vezikiil daha sonra yogun bir polietilen glikol (PEG) tabakasi ile
kaplanir (Sekil 6). Lipozomlarin boyutu yaklasik 100 nm’dir ve bu sayede hem ilacin kalp ve
gastrointestinal sistem gibi dar kilcal baglantilara sahip dokulara girmeleri engellenir hem de
lipozomun tiimor dokusunda secici olarak birikimi saglanir. Normal damarlarin aksine, timor
damarlar1 dolambagli, genislemis ve morfolojik olarak anormal endotel hiicrelerine sahiptir.
Ayrica, perisitler arasindaki alanlarin genis olmasi nedeniyle sizinti goriiliir. Bu fiziksel
ozellikler vezikiillerin tiimor dokusu i¢ine daha fazla girisine izin vererek kemoterapétiklerin
timore daha fazla erisimini saglar. Lipozomlarin PEG ile kaplamasi, lipozom etrafinda
hidrofilik bir katman olusturarak lipozom duvari ve dis ¢evre arasinda tampon islevi goriir.
Bu durum, proteinlerin ¢ift tabakali lipid katmana baglanmasini azaltir. Bu proteinler
opsoninler gibi hareket ederek yabanci parcaciklari ¢eker ve mononiikleer fagositik hiicreleri
aktive eder. Bu, lipozomun pargalanmasini ve ilacin serbest birakilmasini saglar. Boylece,

lipozomun dolagimdaki Omrii artar. Lipozom intravaskiiler bolgeden c¢iktiginda, normal
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dokularda lenfatik sistem yoluyla temizlenir ve dolagima geri gonderilir; timor dokusunda ise
lenfatik sistem yoktur. Bu durum, tiimorde daha yiiksek, normal dokuda ise daha diisiik dozda

MPEG-DSPE kaplama
pozomal ¢ift tabaka

& Li
Doksorubisin HCI igeren

sivi ¢ekirdek

doksorubisinin serbest birakilmasini saglar (27).

PEGile lipozomal

doksorubisin
Sekil 6. PEGile lipozomal doksorubisinin yapisi.

kimiulatif olarak

sayesinde, doz bagiml

biyolojik dagilim o&zellikleri

kardiyotoksisiteye neden oldugu bilinen doksorubisinin, terapotik indeksi iyilestirilir (26).

Bu o6zellikler sayesinde, ilacin dolagimdaki yarilanma omrii artar, timor dokusunda

ila¢ birikiminin en {iist diizeye ¢ikarilmasi saglanir ve daha da 6nemlisi, lipozomun olumlu
ve

agir
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu calisma, in vitro deneysel bir ¢alisma olarak gerceklestirilmistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Bu calisma, Ekim 2015-Aralik 2016 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi

Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji laboratuvarlarinda yiirtitiilmiistiir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Calisma, ticari hiicre hatlarinin  kullanildigi in vitro bir arastirma olarak

gerceklestirilmistir. Insan ya da hayvan materyali kullanmlmamistir.

3.4. Calisma Materyali
Bu calismanin materyalini CAL-78 (ACC 449) dediferansiye kondrosarkom hiicre
hatt1 olusturmustur. Hiicre hattt Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

GmbH (DSMZ)’den satin alinmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Uygulanan ila¢ dozlari, MDR1 ekspresyon degisimi, tiimor hiicre tipleri bagimsiz

degisken; ilac direnci bagimli degiskenlerdir.

3.6. Veri Toplama Araclarn

3.6.1. Hiicre kiiltiirii
Kullanilan malzemeler ve cihazlar:
e RPMI-1640 (Biochrom GmbH, Germany)
e Fotal sigir serumu (Fetal bovine serum, FBS) (Biochrom GmbH, Germany)
e Penisilin-Streptomisin (10,000U/ml) (BIOCHROM AG, Germany)
e Fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (Phosphate buffered saline, PBS) (Biochrom GmbH,

Germany)
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e Tripsin-EDTA (Biochrom GmbH, Germany)

e Dimetil siilfoksit (DMSO) (Applichem GmbH, Germany)

e Tripan mavisi (Sigma Aldrich, USA)

e Mikropipet seti (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e Serolojik pipet (5, 10 ml) (Greiner Bio-One GmbH, Germany)
e Mikropipet uglar1 (Greiner Bio-One GmbH, Germany)

e Pipetor (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e 25cm” hiicre kiiltiir flaski (Greiner Bio-One GmbH, Germany)
e 75cm” hiicre kiiltiir flaski (Greiner Bio-One GmbH, Germany)
e 15 ml santrifijj tiipii (Greiner Bio-One GmbH, Germany)

e 50 mililitre santrifiyj tiipii (Greiner Bio-One GmbH, Germany)
o Karbondioksit inkiibatorii (Thermo Scientific, USA)

e Hiicre kiiltiirti kabini (ESCO, Singapore)

3.6.1.1. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii

Deneysel uygulama:

Dediferansiye kondrosarkom hiicre hatti CAL-78, deneylerde kullanilmak iizere
flasklarda ¢ogaltildi. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in %20 FBS ve %1 Penisilin-streptomisin ile
desteklenmis RPMI-1640’dan olusan kiiltiir ortam1 kullanildi. Hiicreler 37°C’de, %5 CO,

igeren nemli inkiibator ortaminda inkiibe edildi.

3.6.1.2. U¢ boyutlu hiicre kiiltiirii

Deneysel uygulama:

Ug boyutlu hiicre kiiltiirii olusturmak igin ii¢ boyutlu pellet modeli uygulandi. Hiicreler
tripsinize edilerek kaldirildi. 250000 hiicre/500uL olacak sekilde komplet kiiltiir ortamiyla
siispanse edildi ve 15 ml’lik polipropilen santrifiij tiiplerine 500 pL hiicre siispansiyonu
aktarilarak 1200rpm’de bes dakika, dik konumda santrifiij edildi. Hiicre pelletleri oksijen
girisini saglamak i¢in tlip kapaklart tam kapatilmadan, 37°C’de, %5 CO, iceren nemli
inkiibatér ortaminda inkiibe edildi. 21 giin boyunca her iki-lic giinde bir, pelletin

dagilmamasina dikkat edilerek kiiltiir ortami1 taze ortamla degistirildi (28, 29, 30) (Sekil 7).
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Sekil 7. Ug boyutlu pellet modelinin olusturulmasi. Birinci giinde santrifiij sonras1 pellet
goriiniimiinii koruyan hiicreler, ti¢iincii giinden itibaren birbirleriyle baglanti kurarak daha siki
ve oval gorlinlim sergilemeye basladi. 10. giinde ii¢ boyutlu yap1 saglanirken, 18. giinde

hiicreler sitotoksisite deneyleri i¢in hazir hale geldi.

3.6.2. U¢ boyutlu yapinin gosterilmesi
Ug boyutlu hiicre pelletleri 21 giinliik kiiltiir sonrasinda, %10 tamponlu formalinde
alti-sekiz saat fikse edildi. LEICA ASP300S doku takip cihazinda bir gece boyunca islemden
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gecirildi. Hiicreler parafine gomiilerek 4-5um’lik kesitler alindi ve hemotoksilen eozin ile

boyanarak ve 151k mikroskobu altinda goriintiilendi.

3.6.3. MDRI1 gen ekspresyonunun arttirilmasi

Kullanilan malzemeler:

e Rifampin (Rifampisin) (KOCAK FARMA Ila¢ ve Kimya Sanayi A.S. Tiirkiye)

Deneysel uygulama:

MDRI1 ekspresyonu transkripsiyonel kontrol araciligryla, pregnane X receptor (PXR)
gibi niikleer reseptorler tarafindan regiile edilmektedir. Bir antibiyotik olan
rifampin(rifampisin)’in insan PXR’nin giiclii ve spesifik agonisti oldugu bilinmektedir.
PXR’nin rifampin ile aktivasyonunun MDRI1 ekspresyonunu arttirdigt saptanmistir.
Calismamizda, MDR1 ekspresyon artigini saglamak amaciyla rifampin kullanildi. Hiicre

kiiltiir ortamina son konsantrasyon 75uM olacak sekilde rifampin eklendi (Sekil 8). Hiicreler

37°C’de, %5 CO; igeren nemli inkiibator ortaminda ¢ogaltildi (31).

Sekil 8. Rifampin kapsiil halinde alinarak, steril suda ¢oziildii ve seri diliisyon ile,

kullanilacak dozlar elde edildi.

3.6.3. Real time PCR ile MDRI gen ekspresyonunun olgiimii
Kullanilan malzemeler ve cihazlar:

e RNeasy mini kit (QIAGEN, Germany)

e NEB ProtoScript® First Strand cDNA Sentez Kiti (NEB, USA)
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e Real-time PCR cihazi

e MDRI primerleri

e [-aktin primerleri

e Light-Cycler Fast Start DNA MasterPlus SYBR Green I kiti (Roche, Germany)
e Light-Cycler 480 II (Roche, Germany)

Deneysel uygulama:

Standart kiiltiir ortamin da biiyiitilen CAL-78 ve rifampinli kiiltiir ortaminda
biiyiitiilen CAL-78 (Rifampin) hiicrelerinden RNA izole edildi. Elde edilen RNA
orneklerinden 6ul kalip kullanilarak NEB ProtoScript® First Strand cDNA Sentez Kiti ile
cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri real-time PCR caligsmasinda kalip
olarak kullanildi. Real-time PCR c¢alismast MDR1 primerleri ve housekeeping gen olarak f3-
aktin primerleri (Tablo 2) ile Light-Cycler Fast Start DNA MasterPlus SYBR Green I kiti
kullanilarak Light-Cycler 480 II cihazinda gergeklestirildi. Ug tekrarli olarak goreceli
kantitasyon analizi yapildi. Real-time PCR cihazi ile goreceli kantitasyon islemi, kontrol yani
kalibrator olarak tanimlanan hedef gen degerleri 1 olarak kabul edilerek, deney gruplarindaki
hedef genlerin mRNA diizeylerinin saptanmasi temeline dayanan bir testtir. Cihaz, goreceli
kantitasyon analizini Orneklerin {i¢ tekrarli gercek zamanli PCR calismalar1 sonucunda elde

edilen kat (2-AACT ) degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasini hesaplayarak vermektedir.
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Tablo 2. MDRI1 ve B-aktin primer dizileri

MDR1 Forward 5-AGGTGCAGAGTGGGCAGACG-3' 212 bp
MDR1 Reverse 5S-TTCAGCTATCGTGGTGGCAAAC-3'

p-aktin Forward 5-CTTCCTGGGCATGGAGTCCTG-3' 202 bp
B-aktin Reverse 5-GGAGCAATGATCTTGATCTTC-3'

Gergek zamanli PCR ¢alismasinda kullanilan 1s1 profili Tablo 3’°te verilmistir.

Tablo 3. Gergek Zamanli PCR Is1 Profili

Dongii sayis1 Siire

1 dongi S:dk:sn
R 95 °C 00:10:00
30 dongii

] 95 °C 00:00:10
R 60 °C 00:00:10
] 72°C 00:00:15
1 dongii

] 95 °C 00:00:05
] 65 °C 00:01:00
] 95°C continuous

Reaksiyon bilesenlerinden asagida verilen miktarlarda kullanilarak reaksiyon

gerceklestirildi. Reaksiyon bilesenlerinin toplam hacmi 20 ul’lik olacak sekilde caligildi.
» Sybr green PCR Master mix: 4 pl

» Primer Mix (Forward+Reverse primer, 10 pmol): 1 pl

» Niikleaz icermeyen su: 11 pl
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» Kalip ¢cDNA 6rnegi: 4 ul (Bu calismada kalip olarak, elde edilen cDNA’lar ve negatif

kontrol olarak da kalip yerine su kullanildi)

3.6.4. Doz tayini
Kullanilan malzemeler ve cihazlar:
o E-Plate 96 (ACEA Biosciences, California)
e xCELLigence RTCA Sistemi (ACEA Biosciences, California)
e 96 kuyucukla plate (Becton Dickinson, USA)
e Hiicre proliferasyon ajant WST-1 (Roche, Switzerland)
e ELISA plate okuyucu
e Doksorubisin (Adrimisin®) (Deva Holding A.S. Tiirkiye) (Sekil 9)
e Lipozomal doksorubisin (Caelyx®) (JANSSEN-CILAG Pty Ltd, Australia) (Sekil 9)
e Sisplatin (KOCAK FARMA ila¢ ve Kimya Sanayi A.S. Tiirkiye) (Sekil 9)

3.6.4.1. WST-1 ile canlilik analizi

Deneysel uygulama:

Hiicrelerin proliferasyonlarini takip etmek amaciyla, WST-1 hiicre canlilik ajani
kullanilarak canlilik analizi yapildi. WST-1 formazan tabanli bir canlilik analizi saglar. Canli
olan hiicrelerin metabolik aktivasyonu sonucu, mitokondrilerinde bulunan siiksinat
dehidrogenaz enzimi WST-1’de bulunan tetrazolyum halkasin1 parcalayarak formazan
tuzlarmi olustururlar. Olusan formazan tuzu miktar1 ile canli hiicre sayisindaki artig
(mitokondriyal dehidrogenaz enziminin aktivitesinde artis) dogrudan iligkilidir ve reaktifin
rengi kirmizidan sari-turuncuya doner. Hiicreler 10000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plate'e aktarildi. Hiicre kiiltiirlerinin 24. saatinde, literatiir taramasi sonucu
belirlenen doz araliginda doksorubisin, lipozomal doksorubisin ve sisplatin en az bes farkli
konsantrasyonda ii¢ tekrarli olarak hiicrelere uygulandi. 72 saat sonra her kuyucuga 10uL
WST-1 eklenerek karanlik ortamda dort saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ELISA plate
okuyucu ile absorbans degeri olarak 450nm, referans degeri olarak 630nm dalga boyunlarinda

Olciim yapild: (Sekil 10).
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Sekil 9. Calismada kullanilan anti-kanser ilaglar.
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Sekil 10. WST-1 ile canlilik analizi.

3.6.4.2. xCELLigence gercek zamanli hiicre analizi sistemi ile canlilik analizi

Elde edilen sonuglarin bagka bir yontemle kanitlanmasi i¢in doz tayini deneyi
xCELLigence gergek zamanli hiicre analiz sistemi ile tekrarlandi. Olgiim igin, her kuyucugun
altinda elektrot iceren ve empedansa bagli hiicre indeksi 6l¢iimii yapan 96 kuyucuklu E-plate
kullanildi. Hiicreler 10000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde E-plate'e aktarildi. Hiicre
kiiltiirlerinin 24. saatinde, literatiir taramasi sonucu belirlenen dozlarda doksorubisin ve
lipozomal doksorubisin en az bes farkli konsantrasyonda; sisplatin dort farkl
konsantrasyonda, 1{i¢ tekrarli olarak hiicrelere uygulandi ve hiicre proliferasyonu
xCELLigence RTCA SP Cihazi (ACEA Biosciences, Inc.San Diego,USA) ile 72 saat
boyunca ol¢iildii (Sekil 11).
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Sekil 11. xCELLigence RTCA sistemi ile canlilik analizi akis semas.

3.6.5. ki boyutlu hiicre kiiltiiriinde WST-1 ile sitotoksisite 6lgiimii

Hiicreler 10000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plate'e aktarildi. Hiicre
kiiltiirlerinin 24. saatinde, doz tayini ¢alismasi sonrasi belirlenen doz araliginda doksorubisin,
lipozomal doksorubisin ve sisplatin dort farkli konsantrasyonda, {i¢ tekrarli olarak hem
standart hiicre kiiltiir ortaminda yetistirilen CAL-78 hem de 75uM rifampin iceren kiiltiir
ortaminda yetistirilen CAL-78 (Rifampin) hiicrelerine uygulandi. 72 saat sonra her kuyucuga
10uL WST-1 eklenerek karanlik ortamda dort saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ELISA
plate okuyucu ile absorbans degeri olarak 450nm, referans degeri olarak 630nm dalga

boyunlarinda Sl¢iim yapildi.

3.6.6. U¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde WST-1 ile sitotoksisite olciimii

Uc boyutlu hiicre pelletlerinde, hem standart hiicre kiiltiir ortam: hem de 75uM
rifampin iceren kiiltiir ortaminda yetistirilen {i¢ boyutlu pelletlere hiicre kiiltiiriiniin 18.
giiniinde, belirlenen dozlarda doksorubisin ve lipozomal doksorubisin dort farkli
konsantrasyonda; sisplatin tek konsantrasyonda, {i¢ tekrarli olarak uygulandi. 72 saat sonra
her kuyucuktaki ortam atilarak 10uL. WST-1 igeren 100’er pL kiiltiir ortam1 eklendi ve
karanlik ortamda dort saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda ELISA plate okuyucu ile
absorbans degeri olarak 450nm, referans degeri olarak 630nm dalga boyunlarinda 6l¢iim

yapildi.

3.6.7. Akim sitometri ile apoptoz analizi
Kullanilan malzemeler ve cihazlar:
e 24 kuyucuklu plate (Greiner Bio-One GmbH, Germany)
e FITCH Annexin V Apoptoz Kiti (Becton Dickinson, USA) (Sekil 12)

e Alkum sitometri cihazi
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Deneysel uygulama:

Hiicreler 24 kuyucuklu plate’e ekildi ve hiicre kiiltiiriiniin 24. saatinde, hiicre
cogalmasini %50 oraninda inhibe eden dozlarda (inhibitory concentration of 50%, 1C50)
doksorubisin, lipozomal doksorubisin ve sisplatin eklendi. 72 saat inkiibasyondan sonra
hiicreler tripsinize edilerek kaldirildi ve soguk PBS ile 2 kere yikandi. Kullanilan kitin

uygulama talimatlarina gére Annexin V ve Propidum iodide ile boyand1 ve akim sitometri

cihazi ile apoptoz degerlendirildi.

Sekil 12. FITCH Annexin V Apoptoz Kiti.

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi
1) Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 28.10.2015
tarihinde 10840098-604.01.01-E.3216 say1 ve 493 karar numarasiyla etik kurul onay1

alinmasi ve itibariyle literatiir taramalar1 ve deney planlamalarinin yapilmasi (Ekim 2015)

. =
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2) Malzemelerin temin edilmesi (Ocak 2016)

-

3) Dediferansiye konsdrosarkom hiicrelerinin ¢ogaltilmasi (Subat-Mart 2016)

-

4) Normo- ve hiper- eksprese MDRI iceren iki ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiri modelinin

olusturulmasi ve validasyonu (Nisan-Mayis 2016)

-

5) Ug boyutlu hiicre yapis1 elde edildiginin gosterilmesi (Haziran 2016)

-

6) Doz tayini/canlilik analizleri ve tekrar ¢aligmalar1 (Haziran-Agustos 2016)

-

7) Apoptoz dl¢iimii (Agustos 2016)

-

8) Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizi (Temmuz-Ekim 2016)

-

9) Literatiir taramasi ve tezin yazimi (Ekim-Aralik 2016)

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Elde edilen sonuglar SPSS Version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik

programi kullanilarak analiz edildi.

3.9. Arastirmanin Sinirhhiklar:
Uc boyutlu model uygulamalar1 her ne kadar tiimor dokusunu en iyi modelleyen in

vitro c¢alismalar olsa da organizmanin immiin yanit, metabolizma vb. kosullarindan
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yoksundur. Bu calisma yalnizca secilen parametrelerin salt etkilerini degerlendirmek {izere

tasarlanmstir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Bu calisma Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 28.10.2015 tarihinde 10840098-604.01.01-E.3216 say1 ve 493 karar numarasiyla
etik kurul onayr almistir (Ek 1).
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4. BULGULAR

4.1. Dediferansiye Kondrosarkom Hiicrelerinin Cogaltilmasi
Deneylerin yapilmasi i¢in segilen CAL-78 hiicre hattt DSMZ’den temin edildikten

sonra, deneylerde kullanilmak tlizere uygun kiiltiir ortami i¢inde ¢ogaltildi (Sekil 13).

e g 3 . ’\
o\ y g = VR \ 3\ o &l P

Sekil 13. CAL-78 hiicrelerinin JuLI Br canli hiicre goriintiileme sistemi altinda

goriintiisii (1x).

4.2. Uc boyutlu yapinin gosterilmesi
Ug boyutlu hiicre pelletleri 21 giinliikk kiiltiir sonrasinda fikse edilerek parafine
gomiildii. SuM’lik kesitler alinarak hemotoksilen eozin ile boyand1 ve 151k mikroskobu altinda

goriintiilendi (Sekil 14).
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Sekil 14. U¢ boyutlu pelletlerden alinan, hematoksilen eozin ile boyanmis kesitlerin
mikroskop altinda goriintiisti.

4.3. Uygun doz arahi@inin tayin edilmesi

Farkli dozlarda ila¢ uygulamalarindan sonra ilag¢ etkinliginin karsilastirilmasinda
kullanilacak olan doz araligi (Sekil 15) ve IC50 degerleri belirlendi. Doksorubisin ve
lipozomal doksorubisin i¢in 10-0,2um; siplatin icin ise 80-10uM doz aralifinin

kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 15. CAL-78 hiicre hattinda (A) doksorubisin, (B) lipozomal doksorubisin ve (C)

sisplatinin doza bagl sitotoksisite egrileri. *p<0,05 vs kontrol. Ol¢iimler ii¢ tekrarli olarak
yapildi.
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4.4. MDR1 gen ekspresyon artisinin gosterilmesi

4.4.1. Real-time PCR Ozgiilliigii: Evime Egrisi Analizi ve Agaroz jel Elektroforezi
Sonucglart
Uygulanan Real-time PCR’1n 6zgiilliigiinii degerlendirmek i¢in hedef genlere spesifik

erime egrileri incelendi. Her hedef i¢in beklenen sicaklikta pik varligi gozlendi (Sekil 16).

Melting Peaks

13,842
12,842
11.842
10,842
9842
8.8429
7842
6842
5.842]
48424

-(d/dT) Fluorescence {465-510)

3842
28429
1.842]
0.842

0158

e e 70 72 74 76 73 a0 &2 54 a5 a8 50 2 94 95
Temperature [*C)

Sekil 16. Erime egrisi analizi ile MDR1 ig¢in elde edilen pikler

Ayrica PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda beklenen biiyiikliiklerde
tek bir bant varliginin saptanmasi PCR’nin 6zgiilliigiinii dogruladi. MDRI1 i¢in 212 baz ciftlik,
bantlar izlendi (Sekil 17).

| 2 3 4 2 M M

Sekil 17. Real-time {irinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri. M, molekiiler marker,
1:MDRU1 iiriinii; 2:p-aktin iirlinii.
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4.4.2. Standart Egrilerin Olusturulmasi

“LightCycler” bilgisayar yazilimi ile standart kalibin her seri diliisyonu i¢in dongi
numarasina karsilik gelen floresan siddetinin isaretlenmesiyle standart egriler olusturuldu.
Floresan sinyalin arka plandan ¢ikip, log linear faza girdigi dongii numarasi “crossing point
(Cp)” olarak tanimlandi. Standart egriyi olusturmak i¢in her Cp degeri standartin tanimlanmis
olan konsantrasyonuna karsilik gelecek sekilde isaretlendi. Sonug olarak test ornegi igin
Olctlilen Cp degeri ile standart egriye gore ornekteki hedef DNA konsantrasyonu hesaplandi.
Hedef genlerin amplifikasyon etkinlikleri bilgisayar yazilimi ile egrinin e§imine gore
belirlendi. Tablo 4’te standart egrilerin olusturulmasinda kullanilan seri diliisyonlarin DNA
konsantrasyonlari, real-time PCR sonucu belirlenen ortalama Cp degerleri ve hedef genlerin

amplifikasyon etkinlikleri sunulmaktadir.

Tablo 4. Standart Egrilerin Olusturulmasi ve Etkinlikleri

Results
Bar Target Name TgtCp Ref Cp Ratios Cormr/Multi
Chart' Pairing = Sample Name Targets References Mean Mean Tgt/Ref. = Norm Factor ' Status
2 BACTIN 16.52 1367 | 0.1386 @ 02156 1M
CAL78;MDR1
CAL78
B G8/G11 BACTIN CAL78 12.05 1141 06428 @ 1.000 111
RIFAMPIN;MDR1
CAL78

4.4.3. MDRI1 ekspresyon diizeyleri
MDRI1 gen ekspresyon verileri incelendiginde, CAL-78 hiicre hattina gore, CAL-78
(Rifampin) hiicre hattinda MDR1 ekspresyonunun 3,7 kat arttig1 gozlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. CAL-78 (Rifampin) hiicre hattinin CAL-78 hiicre hattina kiyasla MDRI1
ekspresyonu.

4.5. MDR-1 ekspresyonu aracili direncin iki boyutlu kiiltiirde gosterilmesi

10, 5, 1 ve 0,4uM doksorubisin uygulanmasindan sonra CAL-78 hiicrelerinin hiicre
canlilif1 sirasiyla %17, 18, 21 ve 59; rifampinli ortamda biiyiitiilmiiy CAL-78 (Rifampin)
hiicrelerinin hiicre canlilig1 ise sirasiyla %21, 25, 29 ve 67 olarak saptandi (Sekil 19A).

10, 5, 1 ve 04uM lipozomal doksorubisin uygulanmasindan sonra CAL-78
hiicrelerinin hiicre canlilig1 sirastyla %37, 48 68 ve 77; CAL-78 (Rifampin) hiicrelerinin hiicre
canliligr ise sirasiyla %55, 63, 88 ve 90 olarak saptandi (Sekil 19B).

80, 40, 20 ve 10uM sisplatin uygulan CAL-78 hiicrelerinin hiicre canlilig1 sirasiyla
%18, 22, 44 ve 60; ; rifampinli ortamda biiyiitiilmiis CAL-78 (Rifampin) hiicrelerinin hiicre
canliligr ise sirasiyla %25, 30, 59 ve 86 olarak saptandi (Sekil 19C).

Direng gelisimi sonrasi, IC50 degerleri belirlendi (Tablo 5).

Tablo 5. CAL-78 hiicre hattinda MDR-1 gen ekspresyon artist aracili direng gelisimi sonucu
elde edilen CAL-78 (Rifampin) hiicre hattinda IC50 degerleri.

Ilag IC50 (um)

CAL-78 CAL-78 (Rifampin)
Doksorubisin 0,5 0,7
Lipozomal 6 11
doksorubisin
Sisplatin 20 46
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Sekil 19. Iki boyutlu kiiltirde, CAL-78 ve CAL-78 (Rifampin) hiicre hattinda,

(A)doksorubisin, (B)lipozomal doksorubisin ve (C)sisplatin uygulamasi sonrasi hiicre
canlilig. #*p<0,05 vs CAL-78. Olgiimler ii¢ tekrarl olarak yapildi.
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4.6. MDR-1 ekspresyonu aracili direncin ii¢ boyutlu kiiltiirde gosterilmesi

Uc boyutlu kiiltiirde, 10, 1 ve 0,2uM doksorubisin uygulamasindan sonra CAL-78
hiicrelerinin hiicre canlili1 sirasiyla %61, 73 ve 75; rifampinli ortamda biiyiitiilmiis CAL-78
(Rifampin) hiicrelerinin hiicre canlilig1 ise sirasiyla %78, 80 ve 90 olarak saptandi (Sekil
20A).

10, 1 ve 0,2uM lipozomal doksorubisin uygulamasindan sonra CAL-78 hiicrelerinin
hiicre canlili1 sirasiyla %76, 84 ve 100; CAL-78 (Rifampin) hiicrelerinin hiicre canlilif1 ise
strastyla %88, 100 ve 123 olarak saptandi (Sekil 20B).

20uM sisplatin uygulamasindan sonra CAL-78 hiicrelerinin hiicre canlilign %75;
CAL-78 (Rifampin) hiicrelerinin hiicre canlilig1 ise %97 olarak saptandi.

Direng gelisimi sonrast, IC50 degerleri belirlendi (Tablo 6).

Tablo 6. CAL-78 hiicre hattinda, li¢ boyutlu kiiltirde MDR-1 gen ekspresyon artis1 aracili
direng¢ gelisimi sonucu elde edilen CAL-78 (Rifampin) hiicre hattinda IC50 degerleri.

flag IC50 (um)

CAL-78 (3D) CAL-78 (3D) (Rifampin)
Doksorubisin 15 31
Lipozomal 20 24
doksorubisin
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Doksorubisin
100-
" . CAL-78 (3D)
80- B CAL-78 (3D) (Rifampin)
60

40-

% Canlilik

20+

Lipozomal doksorubisin
140-
120 CAL-78 (3D)
' mE CAL-78 (3D) (Rifampin)
100- * ,

60
40
20-

% Canlilik

: S &

Doz

Sekil 20. U¢ boyutlu kiiltirde, CAL-78 ve MDRI1 ekspresyonu arttirilmis CAL-78 (Rifampin)
hiicre hattinda (A)doksorubisin ve (B) lipozomal doksorubisin uygulamasi sonrasi hiicre
canlilig. #*p<0,05 vs CAL-78(3D). Olgiimler ii¢ tekrarl olarak yapildi.
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4.7. U¢ boyutlu yapinn ilac etkinligi iizerine etkisi

10, 1 ve 0,2uM doksorubisin uygulanmasindan sonra iki boyutlu CAL-78 hiicrelerinin
hiicre canlilig sirasiyla %17, 21, ve 74; li¢ boyutlu CAL-78 hiicrelerinin hiicre canlilig1 ise
strastyla %61, 72 ve 78 olarak saptand1 (Sekil 21A).

10, 1 ve 0,2uM lipozomal doksorubisin uygulanmasindan sonra iki boyutlu CAL-78
hiicrelerinin hiicre canlilig1 sirastyla %37, 68 ve 86; iic boyutlu CAL-78 hiicrelerinin hiicre
canlilig1 ise sirasiyla %76, 84 ve 100 olarak saptandi (Sekil 21B).

20uM sisplatin uygulan iki boyutlu CAL-78 hiicrelerinin hiicre canliliglr %44; ii¢
boyutlu CAL-78 hiicrelerinin hiicre canlilig ise %75 olarak saptandi.
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Doksorubisin
140+
120+
100+

BE CAL-78 (2D)
CAL-78 (3D)

% Canlilik
*

Lipozomal doksorubisin
140-
120- i
100- s
80+
60-
40+
20

mm CAL-78 (2D)
CAL-78 (3D)

% Canlilik

Doz

Sekil 21. ki ve ii¢ boyutlu kiiltiirde, CAL-78 hiicre hattinda iizerinde (A)doksorubisin ve (B)
lipozomal doksorubisin uygulamasi sonrasi hiicre canlilii. *p<0,05 vs CAL-78.
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4.8. Apoptoz Analizi

Sekil 22°de, Q1 alan1 nekrotik hiicreleri, Q2 alan1 erken apoptoza giden hiicreleri, Q3
alan1 canli hiicreleri, Q4 alan1 ise apoptotik hiicreleri gostermektedir. Kontrol hiicrelerinde
hiicre canliligt %80,4 olarak saptanirken, hiicrelerin %13,5’1 apoptozda, %6,1°1 ise
nekrozdaydi (Sekil 22A). Doksorubisin uygulanan hiicrelerde hiicre canliligt %32 olarak
saptanirken, hiicrelerin %44,5’1 apoptozda, %3,5’1 ise nekrozdaydi (Sekil 22B). Lipozomal
doksorubisin uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %358,4 olarak saptanirken, hiicrelerin
%39,1’1 apoptozda, %2,51 ise nekrozdaydi (Sekil 22C). Sisplatin uygulanan hiicrelerde hiicre
canliligt %36,8 olarak saptanirken, hiicrelerin %45,1°1 apoptozda, %5,8’1 ise nekrozdaydi
(Sekil 22D).
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IC50 dozlarinda

(B)doksorubisin,

(O)lipozomal doksorubisin ve (D)sisplatin uygulanan hiicrelerin apoptoz analizi sonuglari.

48



5. TARTISMA

Kondrosarkom en sik goriilen ikinci malign kemik tiimdriidiir ve yillik tahmini
1/200000 insidansi ile nadir goriilen bir timordiir (1,2). Dediferansiye kondrosarkom tiim
kondrosarkomlarin %9-10'unu (7) tiim primer kemik tiimorlerinin ise %1-2’sini olusturur (8).
Birincil tedavi secenegi cerrahidir, kemoterapi yalnizca bazi hastalarda yararli olabilir.
Radikal amputasyondan sonra lokal hastalikta daha iyi kontrol saglansa da eksizyon yapilan
hastalarda lokal niiks goriilme oran1 %50'ye kadar ¢ikabilir (9,10). Metastatik niiks sik goriiliir
(7). Medyan sagkalim yaklagik alt1 aydir ve bes yillik sagkalim oranlar1 %10-13'tiir. Hastalar
nadiren 2 yildan fazla yasamaktadir. (9,10). Bindiganavile S vd. yaptig1 calismada, hastaliga
0zgli sagkalimin histolojik alt tipler arasinda Onemli oranda degisiklik gosterdigi ve
dediferansiye tipin en kotii sagkalim oranmna (%25+%15.3, 10 wyillik) sahip oldugu
gosterilmistir. SEER veritaban1 ¢alismasina gore son 30 yilda kondrosarkom sagkaliminda
onemli bir gelisme olmamuistir (1) ve kondrosarkom tedavisi 6nemli bir sorun olmaya devam
etmektedir.

NCCN, kondrosarkom i¢in osteosarkom tedavisi ile benzer tedavi 6nerse de giiniimiize
kadar yapilan caligmalarda etkili bir kemoterapi ajan1 saptanamamuistir. Bir¢ok calismada
kondrosarkom tedavisinde, 6zellikle rezeke edilemeyen ve/veya metastatik hastalikta sistemik
bir tedaviye ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir.

Kondrosarkomlar, ekstraseliiler matriksin yogunlugu, hiicre bdliinmesinin kismen az
olmas1 ve zayif vaskiilarite nedeniyle sistemik tedavi ve radyoterapi direncine yatkindirlar (3,
4). Ayrica, MDR1 pompasi aktivitesinin de kondrosarkomda kemoterapi direncinde rolii
olabilecegi diisliniilmektedir (5). MDR1 geni bir membran transporter proteini olan P-
glikoproteinini kodlamaktadir. Bu glikoprotein, hidrofobik kemoterapotik ajanlar: aktif olarak
hiicre digina ileten bir enerji-bagimli hiicre membran proteinidir (Sekil 23). Bazi ¢alismalarda,
MDRI1 gen ekspresyonunun bazi tiimor hiicrelerinde mitomisin, vinkristin ve doksorubisin
gibi ajanlara zayif yanittan sorumlu oldugu gosterilmistir. Wyman JJ ve arkadaslarinin iki
kondrosarkom hiicre hatt1 ile yaptig1 calismada, MDR1 ekspresyonu agisindan pozitif olan
hiicre hattinda hiicre i¢i doksorubisin miktarinin negatif olana gore anlamli miktarda az
oldugu ve ilag¢ direncinin anlamli miktarda fazla oldugu gosterilmistir. Terek RM vd.’ nin, 41
hastada MDR1 ekspresyonunun test edildigi ve sagkalim analizlerinin yapildig1 retrospektif
caligmasinda ise kemoterapiye direncin MDRI1 ekspresyonuyla ilgili olabilecegi ortaya

konmustur (20).
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Literatiirde, doksorubisinin lipozomal enkapsiilasyon ile hiicre icine iletildigi
durumlarda P-glikoproteinin substrati olmadigr gosterilmistir (32). Bu baglamda,
calismamizda MDR1 aracili gelisen ilag direncinin nanopartikiil tasiyicilar ile asilip
asilamayacag1 arastirllmistir. Hidrofilik yapist nedeniyle nanopartikiil bagl ila¢ olarak,
kondrosarkom tedavi rejiminde de siklikla kullanilan doksorubisin’in lipozomal formu
secilmistir. Lipozomal formun hidrofobik molekiillerin hiicre disina atimina neden olan MDR

pompasi engelinin asilmasini saglayacagi diistiniilmiistiir.

Drug efflux

— Plasma
membrane

» Etoposide
T \\ Daunomycin
ATP-bindin \ Taxol
domain = 22 Vinblastine
P N Doxorubicin
7/
/’
,/
Il )\
/, ABC Nf(f)| » (S
/ transporter bl N
/ protein ]
7 expression
i N
’ \ .
“encapsulated
substrate
substrate
drugs \‘
Nanodiamond carriers

Carbon nanotubes
Nanoparticles

Sekil 23. Hidrofobik ilaglarin hiicre disina MDR pompasi araciligiyla atilmasi (Xia CQ,
2012’den uyarlanmstir (32)).

MDRI1 ekspresyonu aracili direncin saglanmasi i¢in, kondrosarkom hiicreleri MDR1
ekspresyonunun regiilatorlerinden biri olan PXR’nin giiglii ve spesifik agonisti oldugu bilinen
rifampin ile muamele edilmis ve ekspresyon artisi real-time PCR ile gosterilmistir. Ayrica,

olusturulan ilag direnci sitotoksisite testi ile gosterilmistir. Uygulanan dozlarda, rifampin ile
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muamele edilen grupta standart kiiltiir ortaminda yetistirilen hiicrelere gore canlilik oraninin
ve IC50 degerlerinin anlamli oranda arttigi saptanmis ve direng gelisimi dogrulanmistir.
Simdiye kadar, kondrosarkomda lipozomal doksorubisin etkinligini gostermeye yonelik
yapilmig laboratuvar veya klinik ¢alisma bulunmamaktadir. Lipozomal doksorubisinin diger
kanser tiirlerindeki etkinligine yonelik faz ¢aligmalari bulunmaktadir. Garcia AA ve ark.’in
yaptig1 faz II ¢alismasinda, lipozomal doksorubisinin yumusak doku sarkomunda etkinliginin
daha diisiik oldugu saptanmistir (33). MDRI1 aracili direncin 6nemli bir sorun oldugu
metastatik meme kanseri olan hasta grubuyla yapilan Ranson MR ve ark.’in cok merkezli faz
I (34) ve O’Brien MER ve ark.n faz III c¢alismasinda (35) lipozomal doksorubisin,
etkinliginin yakin olmasi; ancak diisiik toksisitesi nedeniyle doksorubisine alternatif olarak
onerilmesine yol agmustir. lgili ¢alismada, yanit oranlar1 doksorubisine kiyasla daha diisiik
bulunmustur. Bizim c¢alismamizda da, literatiirle uyumlu bir sekilde, doksorubisinin hem
standart kiiltiir ortaminda hem rifampin ile MDRI1 ekspresyonu arttirilmis hiicrelerde
lipozomal doksorubisine gore hiicre Oliimiinde daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
lipozomal tastyicilarin hiicresel ve ortam sartlarindan etkilenen salinim mekanizmalarinin
farklilanmasina baglanabilir (36). Bu acidan, literatiirde de tartisilan farkli tasiyicilarin ayni
modelde sinanmasi onerilmektedir.

Calismamizin bir diger sorusu metadolojiktir. Hiicre davraniglarin1 degerlendirmekte
siklikla kullandigimiz iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinin literatiirde en fazla elestirildigi nokta in
vivo c¢aligmalariyla zaman zaman celisen sonuclaridir. Bu baglamda, iki boyutlu hiicre
kiiltiirlerinin in vivo dogal yapisin1 ve mikrogevresini iyi temsil etmedigi, bu agidan hiicre
davranigini degerlendiren c¢alismalarin ii¢ boyutlu ya da organoid tiirde in vitro modellerle
yapilmas1 gerektigi onemle vurgulanmaktadir. U¢ boyutlu hiicre kiiltiiriiniin in vivo doku
yapisini ve hiicresel yanitlari daha iyi yansittig1 bilinmektedir. Ayrica, kanser tedavileri bireye
0zgli hedeflenmis tedaviye dogru ilerledikce, lic boyutlu kiiltliriin iki boyutlu kiiltiirde
saptanamayan yeni hedeflerin belirlenmesinde de faydali olacagi disiiniilmektedir (37).
Bir¢ok calismada, ii¢ boyutlu kiiltiirde yetisen hiicrelerin iki boyutlu yetisen hiicrelere gore
anti-kanser ilaglarina daha direngli oldugu gosterilmistir. Karlsson ve ark.n HCT-116
kolorektal kanser hiicre hatt1 ile yaptig1 calismada, standart tedavide kullanilan dort farkl
anti-kanser ilact denenmis ve tiim ilaglarin iki boyutlu kiiltiirde yiiksek derecede aktivite
gosterirken, {i¢ boyutlu kiiltiirde aktivitelerini kademeli olarak kaybettikleri saptanmistir (38).

Bu yiizden, ¢aligmamiza doku yapisini daha iyi yansittig bilinen ti¢ boyutlu hiicre kiiltiirii de
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dahil edilmistir. Bu amagcla ii¢ boyutlu pellet modeli kullanilmis ve ii¢ boyutlu yapinin elde
edildigi parafin kesit alinarak gosterilmistir. Uygulanan dozlarda, ti¢ boyutlu kiiltiirde iki
boyutluya gore ila¢ direncinin daha fazla oldugu ve IC50 degerlerinin anlamli oranda arttig1
saptanmistir. Ayrica, MDR1 aracili gelisen dirence karsi ilag etkinliginin bu hiicrelerde
calisilmasi icin hiicreler iki gruba ayrilmistir. Bir grup standart kiiltiir ortaminda
biiyiitiiliirken, diger gruba rifampin uygulanmistir. Uygulanan dozlarda, rifampin ile muamele
edilen grupta standart kiiltlir ortaminda yetistirilen hiicrelere gore ila¢ direncinin daha fazla
oldugu ve IC50 degerlerinin anlamli oranda arttig1 saptanmis, direng gelisimi ii¢ boyutlu
kiiltiirde de dogrulanmistir. Doksorubisinin hem standart kiiltiir ortaminda yetistirilen hem de
rifampin ile muamele edilen hiicrelerde lipozomal doksorubisine gore daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Ancak; iki boyutlu kiiltiirde lipozomal doksorubisinde daha yiiksek direnc
goriiliirken, tic boyutlu kiiltiirde doksorubisinde daha yiiksek direng saptanmistir.

Simdiye kadar dediferansiye kondrosarkom iizerine yapilmig calismalarin
¢ogunlugunu vaka sunumlart olusturmaktadir. Tedavi iizerine yapilan calismalar ise klinik
calismalar olup uygulanan tedavi ve sagkalima etkileri {lizerine retrospektif veriler
icermektedir. Bu c¢alismalar sonucunda da hala etkin bir tedavi saptanamamuistir.
Dediferansiye kondrosarkom hiicre hatt1 lizerine tek bir in vitro ilag (Diacerin) calismasi
yapilmistir (39). Bu ¢alismada yiiksek dozda biiylimeyi azaltici etki elde edilse de, apoptotik
etki saglanamamistir. Calismamizda, hem doksorubisin hem de lipozomal doksorubisinin
kontrol ile kiyaslandiginda belirgin apoptotik etkisi gosterilmistir.

Kondrosarkom hiicre hattinda direncin asilmasina yonelik nanopartikiille yapilmis ¢ok
az klinik caligma olmakla birlikte yalnizca ii¢ in vitro ¢aligma bulunmaktadir ( 40, 41, 42);
ancak lipozomal tasiyici kullanilan ¢alisma bulunmamaktadir. Dediferansiye kondrosarkomda
ise nanopartikiil kullanimina yonelik in vitro ¢aligma bulunmamaktadir. Literatiirde ilk kez bu
calisma ile dediferansiye kondrosarkomda iki ve ii¢ boyutlu kiiltiir modelinde lipozomal

doksorubisin denenerek etkinligi ve kullanim avantaj1 olup olmadig: arastirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, tedavi direnci yiiksek olan kondrosarkom hiicrelerinden en agresif ve
sagkalim oranmi diislik olan dediferansiye kondrosarkomda, ila¢ direncinin nedenlerinden biri
olan MDRI1 ekspresyonunun artisina bagli olarak ortaya c¢ikan direncin, ilaci efflux
proteininin substrati olmaktan kurtardig: bilinen lipozomal tasiyicilarla hiicreye iletildiginde
asilip asilamayacagi arastirilmigtir.

Ayrica, in vivo doku yapisini daha dogru temsil eden ii¢ boyutlu in vitro modelde, bu
hiicresel davranisin degisiklik gosterip gostermeyecegi degerlendirilmistir.

Aragtirmamiz  sonucunda, dediferansiye kondrosarkomda MDRI1 ekspresyonu
arttirllarak doksorubisine karst ila¢c direnci saglanmistir. Calismamiz, literatiirde bunu
gosteren ilk caligmadir.

Ayrica, dediferansiye kondrosarkomda {ii¢ boyutlu pellet modeli basarili olarak
uygulanarak ii¢ boyutlu yap1 elde edilmistir. Iki boyutlu hiicre kiiltiiriine gére, ii¢ boyutlu
kiiltiirde hiicrelerin ilag uygulamasina daha direngli oldugu goriilmiistiir. Bu durum, iki
boyutlu kiiltiiriin in vivo yapiyr yansitmadigini kanitlar niteliktedir. Sonuglarimiz literatiirle
uyumlu bulunmustur.

Dediferansiye kondrosarkomda lipozomal doksorubisin kullanimi, doksorubisine
oranla daha az olmakla birlikte, hiicre ¢ogalmasinin inhibe etmistir. Ayni1 zamanda, 1C50
dozundan diisiik dozlarda bile apoptotik etki gosterilmistir. Ancak, efflux proteini
ekspresyonu arttirtlarak saglanan direncin asilmasinda etkin bulunmamistir. Burada, olusan
ilag¢ direncinin efflux protein ekspresyonundan baska nedenleri de olabilecegi gibi; lipozomal
tastyicilarin ortam sartlarina bagli olarak degisen salinim mekanizmalar1 da etkin olabilir.

Bu acidan, standardize edilen arastirma modelimizde doksorubisinin farkl
nanotagtyilar ile enkapsiile edilerek c¢alisilmasi planlanmistir. Ayrica, nanopartikiil dizayninda
dirence neden olan diger faktorlerin de paralel olarak degerlendirildigi kapsamli bir

calismanin yapilmasi onerilmektedir.
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