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DOKSORUBISIN YUKLU MiKROKOPUKCUKLERIN MEME KANSERINE ETKIiSININ
IN - VITRO IKi BOYUTLU( 2D) VE UC BOYUTLU( 3D ) DEGERLENDIRILMESI

Melek AYDIN, Saghk Bilimleri Ensitiisii, Inciralt1 Mahallesi DEU Saglk Yerleskesi, IZMIiR

OZET
Amagc: Meme kanserinde kullanilan kemoterapdtiklerin sistemik yan etkileri vardir. Bu yan
etkilerin bertaraf edilmesi ya da azaltilmasi i¢in son yillarda hedeflendirilmis tedavi stratejileri
arastirilmaktadir. Ultrason kontrast ajani mikrokdpiik¢iiklerin meme kanseri hucrelere
hedeflendirilmesi ve bunlara meme kanseri tedavisinde kullanilan Doksorubisin (DOX)
yiiklenmesi, bu ajanlarin patlatilarak ilacin sonoporasyon etkisiyle dogrudan kanserli hiicrelere
aktarilmasi, ve kanserli hiicrelerin bertaraf edilmeleri amaglanmaktadir. Daha onceki
caligmalarimizda ultrason kontrast ajan1 mikrokopiik¢iiklerin tiretilmis, kemoterap0tik ilag olan
DOX’un lipozomlar igerisine hapsedilmis, DOX yiiklii lipozomlarm mikrokdpukgiklere
baglanmistir. Bu ¢alismada DOX yiiklii mikrokopiikgiiklerin ve liposomal doksorubisinin in
vitro meme kanseri hiicre hatlarma iki boyutlu (2D) ve {i¢ boyutlu (3D) etkisi arastiriimistir.
Yontem: Bu calismada DOX, LipoDOX ve DOX yiiklii mikrokdpiikciiklerin meme kanseri
Uzerine etkileri in vitro iki ve (i¢c boyutlu diizeyde arastirilmistir. Bu amagla farkli 6zelliklerdeki
meme kanseri hiicre hatlar1 (4T1, MDA-MB231, MCF-7) iki ve {i¢ boyutlu (matrijel tabanli)
iretilerek, degisik kosul, siire ve dozlarda sitotoksik ve hiicre oliimii etkisi WST-1, tripan
mavisi, koloni saymmi, Annexin V-PI Immunhistokimyasal (Ki-67, kaspaz 3, 8,9) yontemleri
ile aragtirilmistir. Elde edilen bulgular non-parametrik testlerle p<0,05 dlizeyinde istatistiksel
olarak karsilastirilmstir.
Bulgular: DOX uygulandiktan sonra her ii¢ hiicre hattinda da proliferasyon indeksinin azaldigi
ve intrinsik ve ekstrensik yolaklarin her ikisinin de aktiflendigi hem 2D hem de3D modelde
tespit edilmistir. Ancak bu etki 3D modelde DOX’un sferoidlerin i¢ine diflizyonunun daha giic
olmas1 nedeniyle daha diisiik diizeyde goriilmiistiir. Ayrica 3D modellemenin meme kanseri
hicre kilturd modeli agisindan uygun oldugu olusan duktus yapilari ve sferoidler ile
desteklenmistir. Mikrokdpiik¢iik deneylerin, mikrokdpiikgiiklerin ylizeye c¢ikmasit ve 3D
modelde biiyiik olmalar1 nedeniyle matrijelin altinda kalmalar1 sonucu deneylere devam
edilememistir.
Sonug: DOX, meme kanseri hiicre kilttriinde anti-proliferatif ve apoptoz indikleyici etki

gostermektedir. Ancak bu etki; hiicre hatlarinin birbiri arasinda ve 2D ile 3D modelleme tiiriine



gore degismektedir. Bu nedenle 3D sferoid modellemesi 6zellikle ilag etkinligi ¢aligmasi i¢in
oldukc¢a 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: 3D hiicre kiiltiiri, meme kanseri, mikrokopiik¢iik, ilag taginimi



IN-VITRO TWO-DIMENSIONAL ( 2D) AND THREE DIMENSIONAL (3D)

EVALUATION OF THE EFFECT OF DOXOROBICIN-LOADED MICROBUBBLES ON
BREAST CANCER

Melek AYDIN, Institute of Health Sciences, Inciralt1 Mah, IZMIR

INGILIiZCE OZET
Aim: Chemotherapeutics used in breast cancer have systemic side effects. In recent years,
targeted treatment strategies have been investigated in order to eliminate or reduce these side
effects. Mainly it is aimed to target ultrasound contrast agent micro-bubbles to breast cancer
cells by loading doxorubicin (DOX) which is used in the treatment of breast cancer. In our
previous studies, the ultrasound contrast agent was bound to the microbubbles were produced;
DOX, a chemotherapeutic drug, was encapsulated in liposomes in the liposomes of DOX, and
this structure was attached to microbubbles. In this study, two - dimensional (2D) and three -
dimensional (3D) effects of DOX-loaded microbubbles and liposomal doxorubicin were
investigated in in vitro breast cancer cell lines.
Method: In this study, the effects of DOX, LipoDOX and DOX-loaded microbubbles on breast
cancer were investigated in in vitro two and three dimensional levels. For this purpose, breast
cancer cell lines of different characteristics (4T1, MDA-MB231, MCF-7) were produced in two
and three dimensions (matrijel-based). The cytotoxic effects of different doses and duration
were evaluated by WST-1, trypan blue, colony forming assay, Annexin V-PI, and
immunohistochemistry (Ki-67, caspase 3,8,9). The results obtained were statistically compared
with nonparametric tests at p <0.05 level.
Results: After the DOX administration, both in the 2D and 3D models proliferation index were
decreased and both intrinsic and extrinsic apoptotic pathways were activated in all three breast
cancer cell lines. However, these effects were lower in the 3D model due to the insufficient
diffusion of DOX into spheroids. However, 3D modeling was found suitable for breast cancer
cell culture model as supported by formation of ductal structures and spheroids. Microbubble
experiments could not be continued due to the fact that the floading of microbubbles in 2D and
remaining above the matrigel as a result of their big sizes in 3D.
Conclusion: DOX shows anti-proliferative and apoptosis inducing effects in breast cancer cell
culture. But this effect vary among different characterized cell lines and also according to 2D



and 3D modeling type. Therefore, 3D spheroid modeling is found to be important especially
for drug efficacy studies.
Keywords: 3D cell culture, breast cancer, microbubbles, drug delivery



1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve her yil 10 yeni kanser tanisinin
birden fazlasini olusturur. Diinya genelinde kadinlar arasinda kanserden kaynaklanan en yaygin
ikinci 6liim nedenidir. Yaygimn olarak kanser hastalarindaki yan etkileri azaltmaya ve yok
etmeye yonelik yeni yaklasimlar getiren ¢aligmalar stirmektedir. Bu problemi berteraf etmek
tizere lipozomlara hapsedilmis kanser ilaglarmin kullanilmasi glinlimiizde uygulanan tedavi
yontemlerindendir. Lipoplatin (lipozom i¢inde hapsedilmis sisplatin), LipoDOX (lipozom igine

hapsedilmis doksorubisin (DOX) ticari onay almis 6rneklerdir.

Mikrokoptikciiklerin  kabuk yapisinda bir fosfolipid ve uzun zincirli emiilsifier
molekiilleri  bulunmaktadir. Ultrason uygulandiginda yaratilan yliksek basinglarda
mikrokdpiikgiiklerin boyutlar1 kiiciilerek bir kompresyon hareketi yaparken, basing azaldiginda
mikrokdpiik¢iiklerin  boyutlarinda biiylime meydana gelemektedir. Bdylelikle, ultrason
goriintiilemede olusan osilasyon hareketi ile elde edilen sinyaller vasitasiyla daha net ve
anlasilir bilgi edinilmesi saglanir. Ultrason kontrast ajan1 mikrokdpiik¢iiklerin ultrason altinda
osilasyonlar1 esnasinda hiicre duvarinda porlar meydana gelmektedir. Ultrason siddeti
arttiginda, mikrokdpiikgiiklerde jet akisi olugmakta ve bunun sonucunda hiicre duvarinda delik

acilarak disaridan hiicre i¢erisine madde akisina imkan vermektedir.

Ultrason kontrast ajanlar1 ayni zamanda ilag ve gen taginiminda da kullanilabilmektedir.
Kanser ilac1 DOX yiiklii lipozomlar ile kaplanmis ultrason kontrast ajan1 mikrokdpiikciiklerde
baglanma avidin-biyotin kopriisii iizerinden yapilmaktadir. Bu proje kapsaminda daha 6nceki
calismalarimizda ultrason kontrast ajan1 mikrokdpiik¢iiklerin iiretilmis, kemoterapik ila¢ olan
DOX’un lipozomlar igerisine hapsedilmis, DOX yiikli lipozomlarn mikrokdpiikciiklere

baglanmigtir.

1.2. Arastirmanin Amaci
Bu ¢aligmanin amact in vitro meme kanseri hiicrelerinde DOX, LipoDOX ve DOX-yikli

mikrokopukguklerin 2D ve 3D hiicre kulturi modelinde etkilerinin degerlendirilmesidir.

1.3. Arastirma Soru ve Hipotezleri
Dox ve LipoDOX 2D ve 3D meme kanseri Uzerinde etkilidir. Bu nedenle preklinik ve

klinik in vivo galismalarda meme kanserinde kullanima adaydir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadilarda en sik goriilen kanserdir. Her y1l 10 yeni kanser tanisinin birden
fazlasini olusturur. Diinya genelinde kadinlar arasinda kanserden kaynaklanan en yaygn ikinci
oliim nedenidir. Anatomik olarak, meme gogiis duvari 6niinde siit iireten bezler icermektedir.
Pektoralis major kasmin iizerinde bulunan meme dokusunu destekleyen ve gdgiis duvarina
baglayan ligamentler mevcuttur. 15-20 lob dairesel olarak memeyi olusturmak iizere
diizenlenmistir. Loblar1 kaplayan yag meme biiylikligiinii ve seklini belirler. Her lob, hormon
uyarimina cevap olarak siit liretiminden sorumlu bezleri i¢eren lobiiller tarafindan olusturulur.

Meme dokusunun yapis1 Sekil 1°de yer almaktadir.

1Gsvde, kaburgalar {thorax)

3 Lriifis kaskary (pectoralis major + pectoralis
minor

it bezleri (Lobus glamdulie
AT PR )

3

4Meme uew (papills msmmaria)

Sareola
G5t kamallar (ductus lactiferi)

.-Ir‘r'ulnsak vaf dokusu (corpus

Deri {cutis) aliposmm manimaeh

Sekil 1. Memenin anatomisi (1)

Meme kanseri sessizce gelisim gostermekte olup hastalarin ¢ogu, rutin taramalari
sirasinda hastaliklarini kesfeder. Bununla beraber tesadiifen farkedilen memede kitle, meme
sekli veya biiyiikliigiinde degisiklik veya meme bagi akmasi ile ortaya ¢ikabilir. Meme kanserini
teshis etmek i¢in fizik muayene, 6zellikle mamografi ve doku biyopsisi yapilmalidir. Sagkalim
orani erken tani ile iyilestirilebilir. Tiimor lenfatik ve hematolojik olarak yayilma egiliminde
olup uzak metastaz ve kotli prognoza yol acar. Bu, meme kanseri tarama programlarinin

onemini agiklamakta ve vurgulamaktadir (2-4).



2.2. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri gelisimi insidansinin artmasi ile iligkili faktorlerin belirlenmesi, kadinlar
icin genel saglk taramasinda onemlidir (5, 6). Meme kanseri i¢in risk faktorleri 7 genis
kategoriye ayrilabilir (7):

1. Yas: Yasa gore diizeltilmis meme kanseri insidansi, kadin populasyonun ilerleyen yasi ile
birlikte artmaya devam etmektedir.

2. Cinsiyet: Meme kanseri ¢ogunlukla kadinlarda goriiliir.

3. Kisisel meme kanseri oykiisii: Bir memede kanser 0ykusu, kontralateral memede ikinci bir
primer kanser olasiligin1 artirir.

4. Histolojik risk faktorleri: Meme biyopsisi ile teshis edilen histolojik anormallikler, meme
kanseri risk faktorlerinin 6nemli bir kategorisini olusturur. Bu anormallikler yerinde lobiiler
karsinomu (LCIS) ve atipi ile proliferatif degisiklikleri ierir.

5. Ailede meme kanseri Oyklsi ve genetik risk faktorleri: Meme kanserli hastalarin birinci
derece akrabalarinda hastalik gelisimi i¢in 2-3 kat fazla risk vardwr. Tiim meme kanseri
vakalarmin% 5-10'u genetik faktorlerden kaynaklanmaktadir. BRCA1 ve BRCA2, meme
kanseri duyarliligmnin artmasindan sorumlu en 6nemli 2 gendir.

6. Ureme riski faktorleri: Bir kadinin yasam boyu 6strojen maruziyetinin meme kanseri riskini
arttirdig1 disiiniilmektedir. Oniki yasindan 6dnce menarsin baslamasi, 30 yasindan sonra ilk
canli dogum, nulliparite ve 55 yasmdan sonra menopoz dnemli risk faktorleridir.

7. Ekzojen hormon kullanimi: Terapotik veya tamamlayici Ostrojen ve progesteron gesitli
durumlar i¢in alinir, en yaygm iki senaryo menopoz oncesi kadmlarda kontrasepsiyon ve
menopoz sonrasi kadimlarda hormon replasman tedavisidir.

Risk faktorlerinin ve korunma yaklagimlarnin sematik diyagrami Sekil 2 ‘de yer
almaktadir. Yas, aile Oykiisii, tireme faktorii, Ostrojen ve yasam tarzi, piramit tablosunda
gosterilen, meme kanserininde dnemli risk faktorleridir. Meme kanserini Onlemek igin tarama
(mamografi ve MRG), kemoprevensiyon (segici 6strojen reseptori modulatorleri [SERM'ler]
ve aromataz inhibitorleri [Al'ler] ile) ve biyolojik korunma (Herceptin ve pertuzumab
kullanilarak) kullanilmaktadir. PD1/PDL1 inhibitorleri immiinoterapi ilaglaridir ve ti¢lii negatif
meme kanseri (TNBC) tedavisinde umut verici stratejiler olabilir (20).
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Sekil 2. Risk faktorlerinin ve korunma yaklagimlarinin sematik diyagrami

2.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Invaziv meme kanseri, ABD'de 8 kadindan 1'inde (% 12,4) yasami boyunca
etkilenmektedir (8-10). Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 266.120 kadin invaziv meme
kanseri ve 63.960°1 in situ meme kanseri tanist almistir. Bununla beraber, yaklagik 2550 erkek
invaziv meme kanseri tanist almistir. Her 1000 erkekten yaklasik 1'i yagamlar1 boyunca meme
kanseri gegirme riski tagimaktadir. 2000 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri'nde meme kanseri
gorilme siklig1 azalmaya baslamistir. Bu diisiis, kadinlar tarafindan hormon replasman
tedavisinin (HRT) kullanimindaki azalmaya bagli olabilir. HRT ile artmis meme kanseri riski
arasinda bir baglant1 oldugu oOne siiriilmiistiir (11). ABD'li yaklasik 40.920 kadin meme
kanserinden dlmektedir. 2008 yilinda, diinya genelinde tahmini 1,38 milyon yeni invaziv meme
kanseri vakas1 bulunmaktaydi. Kadinlarda meme kanseri insidans1 2008 yilinda Dogu Afrika'da
100.000'de 19,3, Bati Avrupa'da 100.000'de 89,9 ‘dir. Erken teshis ve tedavide 6nemli
ilerlemeler ile Kuzey Amerika ve Avrupa'nin bazi bolgelerinde son 25 yilda meme kanserinden
Oliim oranlar1 diismektedir. Ancak bir¢cok Afrika ve Asya lilkesinde (6rnegin, Uganda, Gliney
Kore ve Hindistan) meme kanseri 6liim oranlar1 artmaktadir (12). Meme kanseri insidansi yasla
birlikte artmaktadir, 20-24 yas arasi kadinlarda 100.000'de 1.5 vakadan 75-79 yas arasi
kadmlarda 100.000'de 421.3 vakaya kadar bu artig goriilmektedir. Yeni vakalarin % 95'1 40 yas
ve listli kadinlarda goriiliir. Meme kanseri teshisi sirasindaki kadinlarin ortanca yas1 61'dir (13).
Amerikan Kanser Dernegi (ACS)'ye gore, cesitli rk ve etnik gruplardan kadinlarin meme

kanseri oranlar1 asagidaki gibidir (14):



* Hispanik olmayan beyaz: 128,1/100.000
o Afrika kokenli Amerikali: 124,3/100.000
« Ispanyol/ Latin: 91,0/100.000
» Amerikan Yerlisi/Alaska Yerli: 91,9 / 100.000
» Asya Amerikali/Pasifik Adali: 88,3/100.000
Diinya Saglik Orgiitii 2014 yili raporuna gore Tiirkiye’de 15.230 kadin meme kanseri
tanis1 almis olup kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir. Tiirkiye’de kadinlar arasinda
en sik goriilen kanserler Sekil 3 ‘de goriilmektedir. Buna ek olarak, 2000-2012 yillar1 arasinda

da kadinlarda kansere baglh ¢liimler arasinda da meme kanseri en basta yer almaktadir (15).

25,000

20,000
15,230
15,000
10,000
7,076
5,041
5,000 4,182 1,787
D ' ; .
Meme Tiroid Eolorelkital Mide Corpus uteri

Sekil 3. Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen kanserler (15)

2.4. Meme Kanseri Patogenezi

Meme tiimorleri genellikle duktal hiperproliferasyondan baglar ve daha sonra c¢esitli
kanserojen faktorler tarafindan siirekli uyarildiktan sonra benign tiimorlere ve hatta metastatik
karsinomlara doniisiir. Stromal etkiler veya makrofajlar gibi timor mikrogevresi meme kanseri
baslangicinda ve ilerlemesinde hayati rol oynar. Sigcanlarin meme bezlerinin yalnizca stromasi
karsinojenlere maruz kaldiginda (ekstraseliiler matriks veya epitel degil) neoplazmlara neden
olabilir (16, 17).

Makrofajlar, anjiyojeneze neden olabilecek ve kanser hiicrelerinin immin sistemden
kagmasini saglayabilecek mutajenik bir inflamatuar mikrogevre tiretebilir (18, 19). Normal ve
timorle iligkili mikrogevreler arasinda farkli DNA metilasyon paternleri gbzlenmistir. Bu
durum, timor  mikrogevresindeki  epigenetik = modifikasyonlarm  karsinogenezi
destekleyebilecegini gosterir (20, 21). Kanser kok hiicreleri (CSC'ler) olarak adlandirilan

hicreler, tumorler i¢indeki yeni bir malign hiicre alt sinifidir ve tiimoriin baglatilmasi, immiin



kacis ve niiks ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Normal dokularda kok hiicrelerden veya
progenitor hiicrelerden gelisebilecek bu kigik hicre populasyonu, kendini yenileme
yeteneklerine sahiptir ve kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavilere direnclidir (22-
24).

Meme kanserinin baslatilmasi ve ilerlemesi i¢in iki varsayimsal teori vardir: kanser kok
hiicre teorisi ve stokastik teori (20, 25). Kanser kok htcre teorisi, tum timor alt tiplerinin ayni
kok hiicrelerden veya transit amplifiye hiicrelerden (progenitor hiicreler) tiiretildigini ortaya
koymaktadir. Kok hiicrelerde veya progenitdr hiicrelerde edinilmis genetik ve epigenetik
mutasyonlar farkli timor fenotiplerine yol agmaktadir (Sekil 4A). Stokastik teori, her bir timor
alt tipinin, tek bir hiicre tipinden (kok hiicre, progenitor hiicre veya farklilasmis hiicreden)

baslatilmasidir (Sekil 4B) (7).

A Kﬁk.hﬂc:eler: Meme kanseri Mieme kanser alt tipleri
progenitdr hilcreler Lk Hiicreler
veya differansive o Basal-like tumors
hiicreler @ @ rk.rr.HER
! “ I.umvinal tumors
L ——e— —
o . ' d .. ER', PR, HER2
.. ) l._ HER2 I‘Illllq.lt‘x
. ERK . PR, HERI"
B
e Basal-like tumpors
® —{%— @ @ x.PR.HER
- . 1 ' '. Lunnainval tvimmiors
d ' ER*, PR*, HERI
- + - ! 'HER2 tumors
- . ER-, PE-, HERY*
W% Random mutas;,-‘nn\ Karsinojenik «% Genetik ve epigenetik

faktirler transforme edici olaylar

Sekil 4. Meme kanseri baglangici ve ilerlemesine dair iki teori (7)
2.5. Histopatoloji
Meme kanseri bazal membranla olan iligkisine gore invaziv veya non-invaziv olabilir.
Memenin invaziv olmayan neoplazmalari, genis sekilde iki ana tipte, in situ lobiiler karsinom

(LCIS) ve in situ duktal karsinom (DCIS) olarak gortlmektedir.
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LCIS, meme kanseri gelisimi igin bir risk faktorii olarak kabul edilir. LCIS, genisletilmis
ve dolgulu asini ile normal lobiiliin dis ¢izgisine uygunlugu ile taninir. DCIS, morfolojik olarak
LCIS'den daha heterojendir ve patologlar dort genis DCIS tipini tanir: papiller, kribriform, solid
ve komedo.

DCIS, genellikle normal miyoepitelyal hiicrelerden olusan bazal hiicre tabakasi ile malign
hiicrelerle dolu ayr1 alanlar olarak kabul edilir. Papiller ve kribriform DCIS tipleri genellikle
diisiik dereceli lezyonlardir ve invaziv kansere doniismeleri daha uzun stirebilir (26).

Infiltre duktal karsinom olarak da bilinen invaziv duktal kanser, meme kanserinin en
yaygin seklidir; invaziv meme kanserlerinin %50-70'ini olusturur. Invaziv lobiiler karsinom
meme kanserlerinin %10'unu olusturur (27).

2.6. Meme Kanseri Fiziksel Belirtiler

Erken meme kanseri hastalarinin ¢ogu asemptomatiktir ve mamografi sirasinda
kesfedilmektedir. Artan sayida hasta, kanseri ¢ogunlukla dus sirasinda hissedilen bir sislik
olarak kesfetmektedir. GOgiis agrisi, hastalarn  %5'inde gergeklesen olagandis1 bir
semptomdur. Lokalize olarak ilerlemis hastalik, peau d'orange, iilserasyon veya gogiis duvarina
fiksasyonla birlikte goriilebilir. Inflamatuar meme kanseri, gelismis bir meme kanseri bigimidir,
siklikla meme absesine benzer ve sislik, kizariklik ve diger iltihaplanma belirtileri gosterir.
Meme ucunun Paget hastalig1 genellikle meme basi egzamasindan ayrilmasi gereken meme ucu
degisiklikleri ile ortaya ¢ikar.

2.7. Evreleme

Meme kanseri evresi klinik olarak tedavi Oncesi fizik muayene ve gorintileme
caligmalari ile cerrahi tedaviden sonra primer tiimdr ve bolgesel lenf nodlarinin patolojik olarak
incelenmesiyle patolojik olarak belirlenir. Meme kanseri, hastalar1 primer tiimoér boyutuna (T),
bolgesel lenf nodlar1 durumuna (N) ve uzak metastaz (M) durumuna gore hastalar1 4 asamali
gruplara ayiran TNM smiflandirma sistemi ile smiflandirilir. En yaygin kullanilan sistem
Amerikan Kanser Ortak Komitesi'ninkidir (28):

Primer TUmor (T)

Tis: Karsinoma in-situ, Tumoru olmayan Paget'ler

T1: 2 cm Tla'dan az: 0,1-0,5 cm T1b: 0,5-1,0 cm T1c: 1,0-2,0 cm
T2:2-5¢cm

T3: 5 cm'den blyuk
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T4T4a: Gogiis duvar: tutulumu T4b: Deri tutulumu T4c: Hem 4a hem de 4bT4d: inflamatuar
kanser

Bolgesel Lenf Nodlart (N)

N1: Mobil ipsilateral aksiller nodlar

N2: Sabit / donuk ipsilateral aksiller nodlar

N3N3a - Ipsilat infraklavikiiler diigiimleri N3b - Ipsilat int meme diigimleriN3c - Ipsilateral
supraklavikiiler digtimler

Uzak Metastazlar (M)

M1: Uzak metastazlar

Asama 0 Tis

Asama I TINO

Asama II T2NO, T3NO TON1, TIN1, T2N1

Asama III

* Cilt, kaburga invazyonu, kegelesmis LN'ler T3N1 TON2, TIN2, T2N2, T3N2 Herhangi bir
T, N3 T4, herhangi bir N Yerel olarak gelismis meme kanseri

Asama IV

M1 Adv. Meme kanseri

2.8. Prognoz

Erken meme kanseri prognozu oldukga iyidir. Evre 0 ve evre I, %100 5 yillik sagkalim
oranina sahiptir. Evre II ve evre III meme kanserinde 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %93
ve %72'dir. Hastalik sistematik olarak yayildiginda prognozu ¢arpici bir sekilde kdtiilesir. Evre

IV meme kanseri hastasinin sadece %22'si Oniimiizdeki 5 yil icinde hayatta kalmaktadir.

2.9. Meme Kanseri Tedavi

Tedavinin iki temel prensibi lokal niiks olasiligin1 ve metastatik yayillma riskini
azaltmaktir. Radyoterapili veya radyoterapisiz cerrahi, lokal kanser kontroliinii saglar.
Metastatik relaps i¢in bir risk oldugunda, sistemik tedavi hormonal tedavi, kemoterapi, hedefli
tedavi veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu seklinde gosterilir. Lokal ilerlemis hastalikta,
sistemik tedavi, ameliyat i¢in kiglk veya hic rolii olmayan bir palyatif tedavi olarak kullanilir
(29-31).
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Meme kanserinin tedavisinde cerrahinin 6nemli bir rolii vardir. Hastaligin lokal kontrolii
icin temel yaklagimdir. Radyasyon terapisinin lokal hastalik kontroliinde 6nemli bir rolii vardir.
Radyasyon tedavisinin meme koruyucu cerrahiyi takip ettigi 15 yil icerisinde kanser niiksu riski
yaklasik %50 azalmaktave meme kanseri Oliimii riski 15 yilda neredeyse %20 azalmaktadir.
Bununla birlikte, kiguk, lenf nodu negatif, hormon reseptori pozitif (HR +) 70 yas ve
tizerindeki kadimnlar i¢in radyasyon gerekli degildir. Radyasyon tedavisi biiytik tiimorlerde (5-
cm’den biiyiik) veya timor cilt veya gogiis duvarina invaze oldugunda ve pozitif lenf nodu

varliginda etkilidir.

Kemoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik tedavi, meme kanseri tedavisinde
kullanilan sistemik tedavilerdir. 6 aylik bir periyotta, siklofosfamid, metotreksat ve 5-
floroiirasil (CMF) gibi birinci kusak kemoterapi rejimi kullanilarak, 10-15 yillik bir siire iginde
nuks riskinde yuzde 25'lik bir azalma saglanabilmektedir. Antrasiklinler (doksorubisin veya
epirubisin) ve taksanlar gibi daha yeni ajanlar meme kanseri i¢in kullanilan modern rejimlerdir.
Adjuvan ve neoadjuvan kemoterapi igin 3-6 aylik siire kullanilir. Erken evre HR + meme
kanserinin en az 5 yil boyunca tamoksifenle adjuvan tedavisinin, ilk 10 y1l boyunca rekiirrens
oranin1 yaklagik yar1 yartya diisiirdiigi ve meme kanseri mortalitesini ilk 15 yi1l boyunca
yaklasik %30 azalttig1 gosterilmistir. Hedefe yonelik tedavi genellikle biiyiimeyi tesvik eden
protein HER2/neu'yu asir1 {ireten meme kanserlerinin yaklasik %17'sinde endikedir. 11k onayli
ila¢ olan trastuzumab, HER2 proteinini dogrudan hedef alan monoklonal bir antikordur. Tek
basina kemoterapiye kiyasla HER2 + erken evre meme kanserinde kemoterapi ile kombine

edildiginde, niiks ve 0liim riskini sirasiyla %52 ve %33 azaltir (34, 35).

2.10. Doksorubisin

Doksorubisin (Adriamisin), Streptomyces peucetius bakterisinden elde edilen bir
antibiyotiktir. 1960'li yillardan beri yaygm olarak kemoterapdtik bir ajan olarak
kullanilmaktadir (36, 37). Doksorubisin, kemoterapotik ajanlarin antrasiklin grubunun bir
parcasidir; diger antrasiklinler daunorubisin, idarubisin ve epirubisindir. Genellikle,
doksorubisin, yetigkin ve pediatrik hastalarin solid tiimorlerinin tedavisinde kullanilir.
Doksorubisin, yumusak doku ve kemik sarkomlarinin yani sira meme, yumurtalik, mesane ve
tiroid kanserlerini tedavi etmek igin kullanilabilir. Ayrica akut lenfoblastik 16semi, akut

miyeloblastik 16semi, Hodgkin lenfoma ve kiiciik hiicreli akciger kanseri tedavisinde kullanilir.
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Doksorubisin, lipozomal formiilasyonu Doxil'in, platin bazli kemoterapi, AIDS ile iliskili

Kaposi sarkomu ve multipl miyelomda basarisiz olan hastalarda over kanserinin tedavisi i¢in

FDA onaylhdir (36, 38).

Sekil 5. Doksorubisinin Molekiil Yapisi (37)

2.10.1. Etki Mekanizmasi

Doksorubisinin  birincil etki mekanizmasi, DNA baz ¢iftleri iginde araya girme
kabiliyetini icerir, DNA iplik¢iklerinin kirilmasina ve hem DNA hem de RNA sentezinin
inhibisyonuna neden olur. Doksorubisin, topoizomeraz II enzimini inhibe ederek DNA hasarina
ve apoptozun indiiklenmesine neden olur. Demir ile birlestirildiginde, doksorubisin ayrica
DNA sentezini daha da sinirlayan serbest radikal kaynakli oksidatif hasara neden olur.
Deksrazoksan gibi demir selatorler, doksorubisinin demir ile baglanmasini smirlandirarak

serbest radikal olusumunu onleyebilir (39).

2.10.2. Uygulanma Sekli

Doksorubisin intravendz olarak uygulanir ve genellikle 21 giinliik araliklarla verilir. Ilag,
pigmentli, kirmizims1 goriinimii nedeniyle sivi formunda kolayca tanmir. Doksorubisin,
heparin ve fluorourasil ile uyumlu degildir ve bu ilaglarla karigirsa ¢cokelmeye neden olabilir.
Doksorubisin hizli bir sekilde (15-20 dakikadan fazla) uygulanabilirken, infizyon reaksiyonu
riskini azaltmak i¢in lipozomal formiilasyonun (Doxil) yavas uygulanmasi Onerilir.

Doksorubisin soguk bir alanda saklanmali ve uygulamadan Once isiktan korunmalidir.
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Doksorubisin dokularda hizli bir dagilim gdsterir ve 48 saate varan bir eliminasyon yar1 dmriine

sahiptir. Doksorubisin enzimatik indirgemeye ugrar ve biliyer atilimi ile elimine edilir (40).

2.10.3. Yan Etkileri

Doksorubisin uygulamasindan sonra yaygin olarak bazi yan etkiler goriilmektedir. Bunlar
halsizlik, alopesi, bulant1 ve kusma ve oral yaralar: icerebilir. Kemik iligi baskilanmasi ve
sekonder malignite tamisi riski artabilir. Intravendz uygulama sirasinda doksorubisin
ekstravazasyonu, zaman i¢inde kotiilesen ciddi doku {ilseri ve nekrozu ile sonuglanabilir.
Doksorubisin ayrica ilacin uzun siireli kullanimini sinirlayan 6nemli kardiyak toksisite ile de
iligkilidir. Doksorubisin kaynakli kardiyak toksisitenin etki mekanizmasi ilacin antitimdr
mekanizmasindan farklidir ve oksidatif stresin artmasi, kardiyo-spesifik genlerin negative
yonlu regllasyonu ve kardiyak miyosit apoptozun doksorubisin ile indiiklenmesini igerir (41).
Doksorubisinin akut kardiyak toksisitesi, ilacin alinmasindan sonraki giinlerde ve ilac1 alan
hastalarin yaklasik %11'inde meydana gelir. Akut kardiyak toksisite, tersine cevrilebilir bir
miyoperikardit, sol ventrikiil fonksiyon bozuklugu veya aritmi olarak kendini gosterir.
Doksorubisin ile iligkili aritmi, tedavi alan hastalarin %26'sina kadar goriiliir ve siniis
tagikardisi, erken atriyal ve ventrikiiler kasilmalar ve supraventrikiiler tasikardi icerebilir.
Nadiren, doksorubisin uygulamasindan sonra akut sol ventrikiil disfonksiyonu olusabilir; bu

durum geri doniistimludur (42).

2.11. Lipozomal Doksorubisin
Pegile edilmis lipozomal doksorubisin, yiizeye bagli metoksipolietilen glikoliin koruyucu
bir hidrofilik dis kaplamas1 olan lipozomlar i¢inde kaplanmig sulu bir doksorubisin hidrokloriir

cekirdegi icerir (Sekil 6).
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Metoksipolietilen
Glikol yurey kaplama

Liposomal tabaka

Su igeren tabakada
enkapsaile edilmig
Doksorubisin
Hidroklorir

Sekil 6. Pegile liposomal doksorubisin yapis1 (43)

Doksorubisin sitotoksik etkilerinin DNA, RNA ve protein sentezinin inhibisyonuna
aracilik etmekte; bu da DNA'nin bitisik baz c¢iftleri arasinda doksorubisinin araya girmesi ile
gerceklesmektedir. Boylece replikasyon igin sarmalm acilmasi onlenir (44, 45). In vitro
calismalarda, doksorubisinin hizli hiicre penetrasyonunu ve ardindan mitotik aktivitenin ve
niikleik asit sentezinin inhibe edilmesi ve bunun sonucunda boylece mutajenez ve kromozomal

aberasyonlara neden oldugu gosterilmistir (46).

Preklinik caligsmalarda, pegile lipozomal doksorubisinin, kolon, meme, yumurtalik,
akciger ve diger kanser tiirlerinin ¢esitli hayvan modellerinde, tiimor biiyiime oranlarini belirgin
sekilde dnleyen ve bazi durumlarda, geleneksel doksorubisin ile karsilastirildiginda sagkalimi
iyilestiren antitiimor aktivitesini gostermistir (47). Ayrica, fare meme karsinomu (MC2)
modelinde, pegile lipozomal doksorubisin, hem yiiksek hem de diisiik biiyiime oranl fraksiyon

tiimor varyantlarma, MC2A ve MC2B'ye karsi etkinlik gostermistir (47).

Pegile lipozomal doksorubisin, multipl miyelomlu hastalarda proteazom inhibitor
bortezomib ile kombinasyon halinde kullanim i¢in endikedir (48). Cesitli tiimér model
sistemlerindeki preklinik ¢aligmalarda, doksorubisin bortezomib ile kombinasyon halinde
uygulandiginda artmig apoptotik aktivitenin ve bastirilmig anti-apoptotik yollarin sinerjistik bir
etkisi gdzlenmistir. Aktive edilmis protein kinaz fosfataz MKP-1'in bu siirecte rol oynadigi

diisiiniilmektedir (49-51).
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Kaposi sarkomlu, intravendz pegile lipozomal doksorubisin ile dongii basina 20 mg/m?
(n = 8) ile tedavi edilen hastalarda, s6z konusu alanlarin histolojik incelemesinde tiimor benzeri
yapilarin azaldig1 ve Kaposi sarkomu ig hiicrelerinin bulunmadig1 gosterilmistir. Bu gézlem
icin destekleyici kanitlar, in vitro olarak da goriilmiistiir; pegile lipozomal doksorubisin (0.01-
1 mg/L), Kaposi sarkom ig hiicrelerinin ve AIDS'li hastalardan elde edilen fibroblastlarin
cogalmasmi inhibe etmektedir. Ayrica, pegile lipozomal doksorubisin, Kaposi sarkom ig
hicrelerinde monosit kemoatraktan protein-1 ekspresyonunu indikleyerek Kaposi sarkom

lezyonlarinda fagositik hiicrelerin sayisinda artisa yol acabilmektedir (52).

2.12. Konvansiyonel Antrasiklinler ile Lipozomal Doksorubisinin Karsilastirilmasi

Antrasiklinler hem hematolojik hem de solid timarlerin tedavisinde en 6nemli ilaglardan
biri haline gelmistir. Geleneksel olarak kullanilan antrasiklinler nispeten diisiik bir terapdtik
indekse sahiptir (53, 54). Kardiyotoksisite riski, daha ytiksek kiimiilatif antrasiklin dozlariyla
artar. Doksorubisinin kiimulatif yasam siiresi dozunun 450-500 mg/m?'yi asmamas1 Onerilir.
Antrasiklin kardiyotoksisitesi, sadece tek bir ajan olarak uygulandiginda degil, ayn1 zamanda
kendi bagina bir kardiyo toksik ajani olan trastuzumab gibi diger ajanlarla birlestirildiginde de
bir sorundur (55). Kardiyotoksisite mekanizmalari, esas olarak, miyositlerde serbest radikal
hasar1 sonucu kardiyomiyopatinin geligmesinden kaynaklanmaktadir. Toksisite, yliksek pik
plazma antrasiklin seviyeleri ile artar. Serbest radikallerin miyositlerin mitokondri- sine verdigi
hasarm kiimiilatif kardiyomiyopatiye katkida bulunduguna inanilmaktadir. Antrasiklinlerin
terapotik endeksini arttrmak i¢in antrasiklinlerin birka¢ lipozomal formiilasyonu
geligtirilmistir.

Lipozom-kapsiillenmis antrasiklinler, doku dagilimini ve farmakokinetigini degistirerek
antitimor etkinligini korurken, doksorubisinin toksisitesini azaltmak i¢in tasarlanmustir.
Intravendz olarak enjekte edilen lipozomlar, kalp kasi ve gastrointestinal sistem gibi siki
kapiller birlesme bolgelerinde damar boslugundan kagamazlar. Lipozomlar genel olarak, siki
bir sekilde birlestirilmis olmayan veya kilcal damarlarin iltihaplanma veya tiimor biiyiimesiyle
bozuldugu alanlarda bulunan dokular ve organlardaki dolagimdan ¢ikar. Bu nedenle, lipozomlar
tercihen doksorubisini potansiyel toksisite alanlarindan uzaga yonlendirmeli, ancak timorii
acikta birakmalidir (56). Lipozomal doksorubisin anlamli derecede daha az kardiyak ve

gastrointestinal toksisite ile iliskiliyken, antitiimor etkinligi ana molekiile benzer goriilmiistiir

(57).
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Doxil/Caelyx, bir pegile (polietilen glikol kapli) lipozom ile kapsiillenmis (PLD)
doksorubisin formudur. Doxil, polietilen glikol kaplama nedeniyle deride istenilen bir
konsantrasyona sahiptir. Doxil ile iligkili ana doz sinirlayict yan etkiler, el-ayak sendromu
olarak bilinen palmar plantar eritrodisestezidir (PPE). Doxil'in uygulanmasinin ardindan, kiigiik
miktarlarda ilag, ellerin avug i¢cindeki kilcal damarlardan ve ayak tabanlarindan sizabilir. Bu
sizintmin sonucu, rahatsiz edici ve hatta aci verici olabilen cildin kizarikligi, hassasiyeti ve
soyulmasidir. Bu yan etkinin prevalansi, ayni tedavi rejiminde doksorubisin ile
karsilastirildiginda verilebilecek Doxil dozunu smirlar. Amerika Birlesik Devletleri disinda,

Doxil, Caelyx olarak bilinir (58).

Myocet, Avrupa ve Kanada'da metastatik meme kanserinin siklofosfamid ile
kombinasyon halinde tedavisi icin onaylanan, pegile olmayan bir lipozomal doksorubisindir.
Tasariminin ardindaki mantik Doxil'e benzerdir. Doxil'den farkl: olarak, Myocet lipozomun bir
polietilen glikol kaplamas1 yoktur ve bu nedenle el-ayak sendromu agisindan ayn1 prevalansa
neden olmaz. Bu yan etkinin en aza indirilmesi, ayn1 tedavi rejiminde doksorubisin ile 1:1

uygulanmamasina izin verebilir ve boylece etkinlik kayb1 olmadan giivenligi arttirir (59).

DaunoXome®, ileri diizeyde AIDS ile iliskili Kaposi sarkomunun ilk sira tedavisi i¢in

ABD'de belirtilen pegile olmayan bir lipozomal daunorubisindir (60).

Lipozomal antrasiklinleri konvansiyonel antrasiklinlerle karsilastiran randomize ¢aligmalarda,
liposomal antrasiklinlerin siklikla benzer veya daha yiiksek etkinlik gosterdigini ortaya
koymustur. Lipozomal doksorubisin ve pegile lipozomal doksorubisin, geleneksel
antrasiklinlere kiyasla daha iyi kalp gilivenligi ve daha az miyelosupresyon, alopesi, bulant1 ve
kusma ile olumlu toksisite profilleri gostermistir. Etkinligi riske atmadan lipozomal
antrasiklinlerin daha iyi terapotik indeksi, yasl hastalarda, kalp hastalig1 i¢in risk faktorii olan
hastalarda ve daha once antrasiklin kullanimi olan hastalarda konvansiyonel antrasiklinlere

gOre uygun bir se¢cimdir (61).

2.13. Ultrason ve Mikrokopiik¢iik Yonlendirmeli Tla¢ Tagiim

Mikrokopiik¢iikler kullanilarak yapilan ultrason aracili ilag verme, lokalize ilag
uygulamasi i¢in giivenli ve invazif olmayan bir yaklagimdwr. Bu yaklasim, hiicresel
membranlarda ve damar duvarlarinda (“sonoporasyon” adi verilen bir islem) gegici ve geri
dontistimlii acikliklar olusturarak, terapdtik ajanlarin bu dogal bariyerler boyunca daha fazla

taginmasini saglar. Genel olarak, sonoporasyon isleminin, mikrokopiik¢iik enerjisel kavitasyon
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aktiviteleri (hacimsel genisleme, biiziilme, par¢alanma ve ¢okme) ile yakindan iliskili olduguna
inanilmaktadir. Sonoporasyonun mekanistik anlayist ve bunlara karsilik gelen fizyolojik
tepkiler in vitro ve in vivo olarak onemli bir ilerleme kaydetmistir. Spesifik olarak, son
arastirmalar mikrokopiik¢iiklerin kavitasyon islemine ve ultrason insonasyonu sirasinda sivi
hareketine, ayrica mikrokopiikciikler ve hiicreler veya damar duvarlar1 arasindaki uzaysal-
zamansal etkilesimlere ve sonraki biyolojik etkilerin zamansal akigina 151k tutmustur. Bu
bulgular etkili ila¢ taginmasi i¢in en uygun tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde dnemli klinik

etkilere sahiptir (62).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu arastirma, in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmasi olup deneysel arastirma tipindedir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu arastirma Subat 2018 - Subat 2019 tarihleri arasinda Dokuz Eylul Universitesi
Onkoloji Enstitiisti, Temel Onkoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Mikrokopiik¢iik ve
akis deneylerinin bir boliimii Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi Kimya Miihendisligi

Bolumi’nde yapilmstir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Yapilan bu ¢ahsma hiicre kiiltiirii calismasidir. Ug tip meme kanseri hiicre hatti
kullanilarak kiiltiire edilmistir. Orneklemi ise; MCF-7 (HTB-22), MDA- MB-231 (HTB-26),
4T1 hiicre hatlar1 ile DOX, LipoDOX, DOX yiiklii mikrokopiikgiiklerin farkli dozlar

olusturmustur.

3.4. Cahsma Materyali
Her bir kosul 3 hiicre hatt1 i¢in (4T1,MDA-MB-231, MCF-7)

1) 2D: Her bir kosul 24, 48, 72 saat i¢in 3’er kez

la: 96’lik well’de her bir kosul i¢in 6 kuyucuk olmak {izere DOX etkisinin 0,5-20
mikromolar (M) doz araliginda WST-1 ile arastirilmast

4T1 igin
MDA-MB-231 igin
MCF-7 igin

1b. 2D’de 96 well’de her bir kosul i¢in 6 kuyucuk olmak iizere LipoDOX (ticari Doxil)
etkisinin 0,5-20 mikromolar (uM) doz araliginda WST-1 ile arastirilmasi)

1c. 2D’de lam tizerinde akis deneyi

le. 6 well’de etkin saat ve dozda DOX, uygulamasmin Annexin V+PI akim sitometri

yontemi ile apoptoz ve nekroz oranlarinin tayini
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le. etkin saat ve dozda DOX, uygulamasmin immunohistokimyasal analizi (Ki-67,
Kaspaz 3, Kaspaz 8, kaspaz 9) .

2) 3D matrijel ile karistirilmig hiicre ekerek; etkin saat ve dozda her {i¢ hiicre hatt1 igin DOX

uygulamasi

2a. 96 well’de her bir kosul i¢in 6 kuyucuk olmak tizere DOX etkisinin etkin dozun koloni

say1, ¢ap Olclimii ve tripan blue canlilik orani ile arastirilmasi
2b. 3D’de lam iizerinde akis deneyi

2c. 25 cm? flaskta etkin saat ve dozda DOX vyiiklii mikrokopiikciik ultrason ile patlatilmus
uygulamasinin ila¢ uygulanmamis kontrollerle karsilastirmali; kolonileri toplayip parafin blok

hazirlanarak kesitlerde immunohistokimyasal analizi (Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8, kaspaz 9).

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz degisken: Meme kanseri hiicre hatlari, DOX, LipoDOX ve DOX yiiklii
mikrokopukguk,

Bagimli degisken: Canlilik ve apoptoz % degerleri, 3D sferoid say1 ¢aplar1 Ki-67 ytzdesi,
kaspaz 3, 8, 9 yuzdeleri

3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Mevcut Olanaklar: Temel Onkoloji Lab Mevcut Altyapi: Sogutmali santrifiij (Heraeus),
ELISA Reader (Thermo), -80 °C dondurucu (Nlve), CO2 inkubatori (Nuve ve Thermo),
laminar akigli kabinet (NUve), inverted mikroskop (Leica), pastor firin (Thermo), flow sitometri

(BD-Accuri), otomatik immiinositokimya boyama cihazi (Ventana Discover).
Alinan Malzemeler

e Serolojik pipet 25 ml steril
e Penisilin/streptomisin

e Hucre kaziyici (cell scraper)
e Caspase 9 antikoru

o Well plate 6 kuyucuklu

¢ Primer antikor Ki-67 (C20)
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e DMEM [DULBECCO'S MODIFIED EAGLE MEDIUM] 500 ml
e Flask 25 cm?

e Flask 75 cm?

e Santrifuj tipd 15 ml

o Kaspaz 8 antikoru (caspase 8 antibody)
e Annexin-V FITC apoptosis detection kit
¢ Rabbit anti caspase 3 polyclonal antibody
e Petri kutusu 60x15 mm

o Nitril eldiven (lateks pudrasiz, medium)
o Nitril eldiven (lateks pudrasiz, small)

e Matrijel matriks

e RPMI 1640 W/O L-Glutamine

e FBS fotal dana (Fetal Bovine) serum

e Tripsin EDTA solusyon 100 ml

e L-Glutamine 100 ml

e DMEM F-12 (phenol red iceren) 500 ml
e Serolojik pipet 5 ml steril

e Serolojik pipet 2 ml steril

e Serolojik pipet 10 ml steril

e Pipet ucu mavi 0-1000 mikrol

e Pipet ucu sar1 0-200 mikrol

e Santrifuj tipd 50 ml

3.6.2. Mikroképiikciiklerin hazirlamisi ve karakterizasyonu:

Mikrokdpiik¢iiklerin yapiminda, lipid olarak disterol-glisero-fosfokolin (DSPC, %99)
Avanti polar lipids (Alabaster, AL), emulisfiyer olarak polietilen glikol-40-stearat (PEG40St)
kullanilmistir. Mikrok&piikgiikler, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Kimya Miihendisligi

Laboratuari’nda hazirlanmistir.

3.6.3. Lipozomlarin hazirlanis1 ve karakterizasyonu:
Lipozomlarin tretimide, mikrokdpukglk formilasyonlarma DSPC, DSPE-PEG2000 ve
kolesterol ilave edilerek formulasyonalar hazirlanmistir. Mikrokopiikeiik tretimi ile ayni

stiregler kullanilarak ve farkli olarak lipozom iiretiminde lipit karigimi 200 nm polikarbonat
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mebranlardan gegirilerek iiretilmislerdir. Lipozomlarin boyut ve boyut dagilimlar1 dinamik 151k

sacilmasi (DLS) yontemi ile belirlenmistir.

[lag yiiklii ultrason kontrast ajanlarmin yapilmasinda éncelikle DOX yuKlii lipozomlarin
iiretimi  yapilmistir. Uretilen lipozomlar suda siispansiyon olarak bulunmaktadirlar.
Lipozomlara DOX yiiklenmesi sonucu, i¢lerinde DOX bulunan lipozomlar kirmizidan pembe
renge dogru bir goriiniim almakadir. Farkli zamanlarda yiiklenen Lipo-DOX’larin stabileteleri

arastirilmig ve stabil olduklar1 bulunmustur. Lipozomlara DOX yiiklenmesi basarilmistir.

3.6.4. Mikrokopukguk-lipozom baglanmalarinin yapilmasi:

DOX vyikKli lipozomlarm mikrokdpiikgiiklere baglanmasi formulasyonlara biyotinli
lipopolimer (DSPE, PEG2000 — biyotin) molekilu ilavesi ve daha sonra avidin ile konjuge
edilmeleri vasitasiyla yapilacaktir. Avidin-Biyotin ara bagi kullanilarak baglanmalar
saglanmistir. Mikrokopiik¢iiklerin Meme Kanseri Hiicrelere Hedeflendirilmesi: Meme kanseri
hicrelerine ekspresse edilen olduk¢a yiikksek EGFR molekiilleri oldugu bilindiginden,
mikrokdpukguklerin meme kanseri hiicrelere hedeflendirilmek tizere biyotinli EGF molekdlleri

kullanilmistir.

3.6.5. Doksorubisin, lipozomal doksorubisin ve hedeflendirilmis doksorubisin yUkli
mikrokopukcuklerin 2D ve 3D meme kanser hiicreleri iizerine etkinliginin belirlenmesi:
Normal meme kanseri hiicre hattt (MCF-10A) iiretilememistir. Bu nedenle kullanimindan
vazgegilmistir. 3 tip meme kanser hiicre hatt1 ve kullanilarak kiiltiire edilmistir. MCF-7 (HTB-
22), MDA- MB-231 (HTB-26), 4T1 hiicre hatlar1 25 cm? flasklara 2 mM L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin ilaveli %10 fetal bovin serum iceren DMEM ve RPMI 1640 ortamlarinda
kiiltire edilmistir. Haftada 2 veya 3 defa ortamlari tazelenerek 37°C’de %5 CO2‘lik
inklbatorde inklbe edilmistir. Kiiltiirler yaklasik %80 sikisikliga eristiginde tripsin/EDTA
soliisyonuyla kiiltiir kaplarindan kaldirilarak 1:2 oraninda pasajlanmistir. Calismalar en az 3

farkli zamanda 3 tekrar ile gerceklestirilmistir. 24, 48 ve 72 saatler i¢in tekrarlanmustir.

Meme kanseri hticreleri bir cam (steril lam) yiizeyde lam flask: i¢inde veya petri kab1
icerisinde iretilmistir. 2D ve 3D boyutlarda deneyleri gerceklestirebilmek iizere bir akis
diizenegi tasarlanmistir. 2D akis diizenegine yerlestirilen hiicre ihtiva eden cam yiizey
yerlestirilmis ve 2D akis deneyleri gerceklestirilmistir. 3D akis deneyleri i¢in, hiicreler matrijel

ile karistirilmis ve tasarlanan 3D akis diizenegine gonderilmistir.
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3.6.6. WST-1 ile hiicre proliferasyonunun tayini:

Hicreler her kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde 96 well plate ekilecek, ertesi giin
ortamlari ¢ekilerek DOX un farkli dozlar1 (0,5, 1,5, 2,5, 5, 10, 20 mikromolar) uygulanacaktir.
Ila¢ uygulamas: sonrasinda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edelerek doz ve zaman bagimli hiicre

canlilig1 tizerindeki etkisi degerlendirilmistir.

Inkiibasyonlarm sonunda hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuku plate iginde bos bir
kuyucuga da sadece ortam koyularak kor olarak kullanilmigtir. 100 mikrol/kuyucuk hiicre i¢in
her kuyucuga 10 mikrol/kuyucuk WST-1 hiicre proliferasyon reaktifi eklenerek (1:10 diltisyon)
hiicreler 35°C %5 CO?'lik etiivde 2 saat inkiibasyona birakilacaktir. Plate calkalayicida 1 dk
calkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 450 nm de okutulmustur. Referans dalga boyu olarak
600 nm’den fazlasi (630 nm) sec¢ilmistir. Kontrol grubunun absorbans ortalamalar1 %100
canlilik olarak kabul edilerek diger absorbanslar karsilastirilarak hiicre canlilik ytlizdeleri tayin

edilmistir.

3.6.7. Flow sitometrik Annexin V-FITC/PI boyamasi ile apoptoz ve nekroptoz tayini:
Hicreler toplandiktan sonra tripsin ile muamele edilip tek hiicre siispansiyonu
hazirlanmistir. 50 mikrometre ¢apli polistren filtreden gecirilmistir. Stispanse hiicreler 15 ml’lik
falkon tiip i¢erisine alinarak, 1200 rpm de 5 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan
sonra pellet kit ile birlikte verilen 10 x baglanma tamponundan diliisyon yoluyla hazirlanan 1
x konsantrasyonlu 100 pl tampon ile resuspanse edilip polistren 5 ml’lik akim sitometri test

tiiptine aktarilmigtir.

Bu analizde dogru kapilama ayarini yapabilmek igin ayni ornek igin bir tip hig
boyanmadan ayrilip, diger tiipe de sadece 5 pl propidium iyodid (PI), bir tiipe sadece 5 pl FITC-
Annexin V ve bir tupe Pl ve Annexin V birlikte 5’er pl eklenip karanlik ortamda oda
sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipe 400 ul baglanma tamponu
eklenip akim sitometri analizi yapilmistir. Uygun kapilamalar yapildiktan sonra sadece
Annexin V boyananlar erken apototik, Annexin V ve Pl ikisi de boyananlar ge¢ apoptotik veya
nekrotik olarak tanimlanmistir. Elde edilen bu ylizde verileri ile en basta yapilan hiicre sayimina

gore karsilastirmali hesaplamalar yapilmistir.

3.6.8. Parafin kesitlerde TUNEL ile apoptoz analizi:
Kesitler, bir gece 60 °C etiivde tutulmustur. Kesitler oda 1sisinda soguduktan sonra 2 x 30
dk ksilende bekletilmistir. Kesitler sirasiyla; %96, %80, %70 ve %60'lik etil alkolde 2'ser dk

24



bekletildikten sonra 5 dk PBS ile yikanmugtir. TdT isaretleme karigimi TdT tamponu, Biotin d-
UTP ve TdT nin sirastyla 90:5:5 oraninda karistirilmasiyla hazirlanmstir. 50°ser mikrol TdT
isaretleme karigimi ile hiicreler 60 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. TB (10x) tamponunun
distile su ile 1:10 dilusyonu ile elde edilen TB (1x) tamponuna slaytlarin daldirilmas: ve oda
sicakliginda 5 dk bekletilmesi ile TdT reaksiyonu sonlandirilmistir. Kesitler PBS ile 2’ser dk
olmak iizere 4 defa yikanmustir. 1:3 oraninda sirasiyla bloklama soliisyonu ve PBS karistirilarak
bloklama tamponu hazirlanmistir. Kesitler 50’ser mikrol bloklama tamponu ile oda sicakliginda
20 dk inkiibe edildikten sonra tampon uzaklastirilmistir. 1:9 oraninda sirastyla avidin-FITC ile
bir 6nceki adimda hazirlanan bloklama tamponu karistirilarak 6rnek basina 50 mikrolitre olacak
sekilde yeterli miktarda avidin-FITC soliisyonu hazirlanmistir. Ornekler 50’ser mikrolitre
avidin-FITC soliisyonu ile karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Daha
sonra karanlik ortamda 3 defa 5’er dk PBS ile yikanmustir. 10 dakika siire ile DAPI zemin
boyama yapilip distile su ile yikanip, gliserin ile slaytlar lamel ile kapatilarak floresan
mikroskobu ile incelenmistir. Yesil floresans veren hiicreler apoptotik kabul edilmemistir. Mavi

hicreler negatiftir. Toplam 5000 hiicre sayilip yesil hiicre orani saptanmistir.

3.6.9. Immunhistokimya boyama

Sferoidler katilagtirilmis agarozun yiizeyinden cell scrabber ile nazikce ¢ikarilmustir.
Immiinohistokimyasal analiz igin, sferoidler 4°C'de 24 saat fosfat tamponlu salin (PBS, pH 7.4)
icerisinde %4 paraformaldehit icinde tesbit edilmis, takiben sferoidler kademeli etanol (80, 95
ve 100% sirayla) ile dehidrate edilip, ksilen igcinde bekletilip, parafin i¢ine gomiillip ve
mikrotom Uzerinde 5 mikrometre koronal kesitler alinmustir. Kesitler 60°C derece su banyosuna
konulmugtur. Poli-L-lisin kapli cam slaytlar iizerine alinan kesitler 60°C derece sicakliginda
etiivde 24 saat kurutulmustur. Ventana discover otomatik imminohistokimya boyama
cihazinda Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9 primer antikorlar ile primer antikor stresi 30
dakika olacak sekilde antirabit HRP yontemi ile imminohistokimyasal boyanmistir. Zemin
boyama hematoksilendir.

Tum kesitteki kolonilerdeki pozitif hiicre sayilart Olympus 151k mikroskobunda
kaydedilmistir.

3.6.10. Akis denemesi
Meme kanseri hicreleri bir cam (steril lam) yuzeyde 4 well plate igerisinde

biiyiitiilmiistiir. 2D ve 3D boyutlarda deneyleri gerceklestirebilmek iizere bir akis hiicresi
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tasarlanmistir. 2D akis diizenegine yerlestirilen hiicre ihtiva eden cam yiizey yerlestirilecek ve
2D akis dneyleri gerceklestirilmistir. 3D akis deneyleri i¢in, hiicreler matrijel ile karistirilacak

ve tasarlanan 3D akis diizenegine gonderilmistir.

3.7. Arastirmanin Plam1 ve Takvimi

- - ,
| Ocak 2017 [

N\

Etik Kurul Onayimnin Alinmasi
[ Kasmm 2017 |

Deneysel Calisma
Subat 2018 - Ocak 2019
A4
Laboratuar ve Veri Analizleri
Subat 2019
N
Yazim Asamasi
Mart - Mayis 2019

\Z

Tez Savunmasi
Haziran 2019

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

WST-1, tripan mavisi canlilik testleri, Anneksin-V ve Pl apoptoz ve nekropitoz testleri,
immunohistokimya bulgular1 % olarak kaydedilmis; sferoid ¢ap ve sayilarinin numerik
degerleri ortalamalarin karsilastirilmasi testi Mann Whitney U ile p<0,05 kesim noktasi ile

analiz edilmistir.

3.9. Arastirmanin Simirhhiklar:

Calismanin baslangicinda amaglanan DOX yiiklii mikrokopiikglkler ile 2D ve 3D’de
canlilik analizlerine bakilamamig ve ultrason ile patlatma yapilamamistir. Ciinkii ultrason
patlatma icin ortama verilen mikrokdpukcukler medium icerisinde yizmekte ve zemindeki
hiicrelere temas etmedigi goriilmiistir. Bu nedenle hiicrelere baglanma saglanamadigi igin
basarili olamamistir. Bu yiizden 2D ve 3D hiicre kiiltiiriinde bir diger hedefledigimiz DOX
yiiklii mikrokdpiikgiiklerin akis diizeneginde deneyleri yapilmustur.
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3.10. Etik Kurul Onay1

Tiim ¢alismalar Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
Tarafindan 09.11.2017 ve 3647-GOA protokol numarali 2017/26-22 karar numarali etik kurulu
onay1 dogrultusunda gerceklestirildi (Ek 1).
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4. BULGULAR
4.1. WST-1 ile Hucre Proliferasyonunun Tayini

4.1.1 DOX Etkisinin WST-1 ile arastirilmasi

4T1 24h WST-1 DOX

120,0

100,0 -

80,0 -

60,0 -

40,0

20,0 - I

0,0 -
Kontrol 0 5ug/m| 0,75 1 ug/ml 1,5 5 ug/ml 10 ug/ml20 ug/ml

ug/ml ug/ml ug/ml

Sekil 7. 4T1 Hucrelerine 24 saat DOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik Grafigi.

120,0 4t1 48h dox WST-1

100,0 -

80,0 -

60,0 -

40,0 -
0,0 -

C Q@ © Q& & ¢ & &
%o& \>°> OQ‘} \)‘70\ 00,} \)Qé \)Qé 00} \)(’}
Q Q/‘\ '\,\ "\,\ '» r‘/

Sekil 8.4T1 Hicrelerine 24 saat DOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik Grafigi.
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4T1 72H WST-1 DOX

100
90 -+
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 - T T T
20 -

T T T T 1
O 1 T T T T T T T T
0,75 1 5 2 5 0 20

Kontrol 0,5 3 1, ,5 1

Sekil 9.4T1 Hicrelerine 72 saat DOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik Grafigi.

4T1 hicrelerinde DOX’un farkli dozlar1 (0,5, 1,5, 2,5, 5, 10, 20 ug/ml) uygulanmistir.
Ilag uygulamas: sonrasinda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edelirek doz ve zaman bagimli hiicre
canlilig1 lizerindeki etkisi degerlendirildiginde, WST-1 testi sonucunda 4T1 hiicresi igin etkin
dozun 48 saat 1,5 pg/ml oldugu goriilmiistiir.

120

MCF-7 24H DOX WST-1

100 -

0 I T T T T I T I T i T i_V

kont 0,5ug/ml 1ug/ml 1,5pug/ml 2 pug/ml 2,5ug/ml 5ug/ml 10 pg/ml

00
o
I

% canlihk
(o))
o
1

N
o
1

N
o
I

Sekil 10. MCF-7 Hiicrelerine 24 saat DOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik Grafigi.
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120
MCF-7 48H WST-1 DOX
100
80 -
,:E“ 60 -
N
40 -
. i
kont lug/ml 15ug/m| 2 pg/mi 25ug/m| Sug/mil 10 ug/mi
ug/ml

Sekil 11. MCF-7 Hiicrelerine 48 saat DOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik Grafigi.

MCEF7 htcrelerinde DOX’un farkli dozlar1 (0,5, 1,5, 2,5, 5, 10, 20 pg/ml) uygulanmustir.
Ila¢ uygulamasi sonrasinda 24 ve 48 saat inkiibe edelirek doz ve zaman bagimli hiicre canlilig1

tizerindeki etkisi degerlendirildiginde, WST-1 testi sonucunda MCF7 hucresi i¢in etkin dozun
24 saat 1,5 pg/ml oldugu gortilmiistiir.

120
MDAMB-231 24H WST-1 DOX

100 T

80 T
,:g 60
X

40 T

0 T T T T T
kont 2,5ug/ml 3 pg/ml 3,5ug/ml 4ug/ml Sug/mi

Sekil 12. MDAMB-231 Hiicrelerine 24 saat DOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik
Grafigi.
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120
MDAMB-231 48H WST-1 DOX
100
80 -~
?, 60 - T
X
40 T
) ' i:
0
kont 2,5ug/ml 3 pg/ml 3,5ug/ml 4ug/ml Spg/mi

Sekil 13. MDAMB-231 Hiicrelerine 48 saat DOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik
Grafigi.

MDAMB-231 hicrelerinde DOX’un farkli dozlar1 (0,5, 1,5, 2,5, 5, 10, 20 pg/ml)
uygulandiginda ila¢ uygulamasi sonrasinda 24 ve 48 saat inkiibe edelirek doz ve zaman bagimli
hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi degerlendirildiginde, bu dozlar i¢in etkin doz bulunamamustir.
Bu ylzden DOX’un dozlar1 arttirilmistir (2,5,3,3,5,4,5 pg/ml). WST-1 testi sonucunda
MDAMB-231 hiicresi igin etkin dozun 48 saat 3 pg/ml oldugu gorilmiistiir.
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4.1.2 LipoDOX Etkisin WST-1 ile Arastirilmasi

MCF-7 24H LipoDOX

120 -

100 -

80 -

60 4 T - T
40
20
0 - : : : : : : :

kontrol 0,1 0,25 0,5pug/ 0,75 1lug/ml 1,5pg/ml 2ug/ml
pg/ml - pg/ml ml ug/ml

% canlilik

1

1

Sekil 14. MCF-7 hicrelerine 24 saat LipoDOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik
Grafigi.
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Sekil 15. MCF-7 hicrelerine 48 saat LipoDOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik
Grafigi.
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MCF7 hucrelerinde LipoDOX’un farkli dozlar1 (0,1,0,25,0,5,0,75,1,1,5,2 pg/ml)
uygulanmustir. Ilag uygulamasi sonrasinda 24 ve 48 saat inkiibe edelirek doz ve zaman bagiml
hiicre canliligr tizerindeki etkisi degerlendirildiginde, WST-1 testi sonucunda MCF7 hucresi
icin etkin dozun 24 saat 0,75 pg/ml oldugu goriilmiistiir.

120

4T1 24H LipoDOX

100 -

80 -
60 -
40 -
20 -
0 - T T T T T T T

kontrol 0,ipug/ml 0,25  0,5ug/ml 0,75pg/ml 1pg/ml 1,5ug/ml  2ug/ml
pug/ml

Sekil 15. 4T1 hucrelerine 24 saat LipoDOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik Grafigi.

120

4T1 48H LipoDOX

100 -
80 - T
60
40
20
0 - : : : : : : :
0,25 0,5 0,75 1 1,5 2

kontrol 0,1

]

]

]

Sekil 16. 4T1 hucrelerine 48 saat LipoDOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik Grafigi.
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4T1 hucrelerinde LipoDOX’un farkli dozlar1 (0,1,0,25,0,5,0,75,1,1,5,2 pg/ml)
uygulanmustir. {lag uygulamasi sonrasinda 24 ve 48 saatt inkiibe edelirek doz ve zaman bagiml
hiicre canlilig1 izerindeki etkisi degerlendirildiginde, WST-1 testi sonucunda 4T1 hicresi i¢in
etkin dozun 48 saat 1,5 ng/ml oldugu goriilmiistiir.

MDAMB-231 24H LipoDOX

120

100 -
80
60
40
20
0 - T T T T T T T

kontrol  0,1ug/ml 0,25 pg/ml 0,5ug/ml 0,75ug/ml  1pg/ml  1,5ug/ml 2ug/ml

]

]

]

]

Sekil 17. MDAMB-231 hiicrelerine 24 saat LipoDOX Uygulanmasiyla Zamana Bagl
Canlilik Grafigi.

MDAMB-231 48H LipoDOX
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]

Sekil 18. MDAMB-231 hiicrelerine 48 saat LipoDOX Uygulanmasiyla Zamana Bagli Canlilik
Grafigi.
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MDAMB-231 hcrelerinde LipoDOX’un farkli dozlar1 (0,1,0,25,0,5,0,75,1,1,5,2 pg/ml)

uygulanmstir. {lag uygulamasi sonrasinda 24 ve 48 saatt inkiibe edelirek doz ve zaman bagiml

hlicre canlilig1 tizerindeki etkisi degerlendirildiginde, WST-1 testi sonucunda 24 saatte hi¢ bir

etkinlik gozlememistir. MDAMB-231 hcresi i¢in etkin dozun 48 saat 0,25 ug/ml oldugu

gorilmiistiir.

4.2. Flow sitometrik Annexin V - FITC/PI boyamasi ile apoptoz ve nekroptoz tayini

Data Set 2: MCF-7 control 962
Ase 2 1.3%

b)

a) R P

Propidium lodide

1-:? 110' |T:~' 1w
Annexin.V FITC

Data Set 3: MCF-7 Dox 963

W
}A-. :95.3%

Propidium lodide
=
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As+: 2.T%
.o
|
A-- 1 2.0% A+ 1 0,05
1 W 0 10

Annexin.V FITC

Sekil 19.MCF-7 hiicresinin DOX uygulanmasiyla Annexin-V —FITC/ PI bulgular1 a. MCF-7

kontrol b. MCF-7 DOX.

4T1 control 969
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107 10" 10° 10°
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Sekil 20. 4T1 hucresinin DOX uygulanmasiyla Annexin-V —FITC/ PI bulgular1. a. 4T1

kontrol b. 4T1 DOX.

b)

Propidium lodide
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Annexin.V FITC
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Tablo 1.Deney Kosullarindaki Apaptoz Degerlendirme Bulgular1

Deney kosulu Canhhk Erken apaptoz | Geg apaptoz Nekroz
4T1 kontrol %61,6 % 0,2 %14,9 %23,3
4T11,5 pg/ml % 0,2 %0,0 % 0,6 %99,1
DOX

MCF7 kontrol %46,8 %0,3 %1,3 %51,6
MCF7 1,5 %2,0 %0,0 %2,7 %95,3
pg/ml DOX

4.3. Parafin kesitlerde TUNEL ile apoptoz analizi

Sekil 21.MCF-7 ve 4T1 3D Hiicre blogunun parafin kesitlerde TUNEL ile apaptoz analizi. A)

4T1 Kontrol. B) 4T1 DOX. C) MCF-7 Kontrol. D) MCF7 DOX.

Tablo 2. 4T1,MDAMB-231 ve MCF7 3D Hucrelerinin parafin kesitlerinde TUNEL ile

apoptoz bulgular1

Hiicre hatt1 Kosullar % pozitiflik

4T1 Kontrol % 3

4T1 DOX % 35
MDAMB-231 Kontrol ----(degerlendirilmedi)
MDAMB-231 DOX %24

MCF7 Kontrol %5

MCF7 DOX %25
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3D modelde apoptoz sayilarinin saptanmasi i¢in TUNEL ile boyama yapilmistir. Buna
gore 4T1 hiicrelerinin 3D modellenmesi sonucunda apoptoz degeri kontrol grubunda % 3 iken
DOX uygulanan hiicrelerde %35 oraninda saptanmistir. MCF-7 hicrelerinin 3D modellemesi
sonucunda da benzer bulgular saptanmis ve 4T1‘e kiyasla daha az diizeyde olmakla birlikte
DOX sonrasi apoptoz artmustir (kontrol %5, DOX sonrasi %25). MDA-MB-231 hucreleri 3D

modellemesinde de DOX sonrasi apoptoz artarak % 24 diizeyinde goriilmektedir.

4.4. Iimmunhistokimya boyama

4.4.1 2D Hiicre Kesit Bulgular

Sekil 22. Hiicre proliferasyonunun ( Ki-67) inhibisyonu. A) 4T1 Kontrol. B) 4T1 DOX. C)
MDAMB-231 Kontrol. D) MDAMB-231 DOX.
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Sekil 23. 4T1 hucresinin Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 antikorlari ile immUnohistokimyasal boyanmasi. A)
4T1 DOX Kaspaz 9. B) 4T1 Kontrol Kaspaz 9. C) 4T1 DOX Kaspaz 8. D) 4T1 Kontrol Kaspaz 8.

Sekil 24. 4T1,MCF7 hiicrelerinin Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 antikorlar1 ile immiinohistokimyasal
boyanmasi. A) 4T1 Kontrol Kaspaz 3. B) 4T1 DOX Kaspaz 3. C) MCF-7 Kontrol Kaspaz 9.
D) MCF-7 DOX Kaspaz 9




Sekil 25.MCF-7 hiicresinin Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 antikorlar1 ile immiinohistokimyasal

boyanmasi. A) MCF-7 Kontrol Kaspaz 8. B) MCF-7 DOX Kaspaz 8. C) MCF-7 Kontrol
Kaspaz 3. D) MCF-7 DOX Kaspaz 3.

Sekil 26. MDAMB-231 hiicresinin Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 antikorlar1 ile immiinohistokimyasal
boyanmasi. A) MDAMB-231 Kontrol Kaspaz 3.B) MDAMB-231 DOX. C) MDAMB-231
Kontrol Kaspaz 8. D) MDAMB-231 DOX Kaspaz 8.
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Tablo 3. 4T1 hiicrelerinde Ki-67, Kaspaz3, Kaspaz 8 ve Kaspaz9‘un immunohistokimyasal

Bulgular1.
4T1 Ki-67 Kaspaz 3 Kaspaz 8 Kaspaz9
Kontrol %80 %60 % 50 %30
DOX %27,2 %80 % 90 %50

4T1 fare kokenli progresif tcli negative meme kanseri hiicrelerinde Ki-67‘nin %80
dizeyinde ylksek proliferative aktiflik gdsterirken DOX uygulandiktan sonra %27,2‘ye
diistiigii goriilmektedir. 4T1 hiicrelerinin 2D kultird sonucunda kaspaz 3*Uin kontrole gore %20
oranda artt11, kaspaz 8°in %40 oraninda, kaspaz 9‘un ise %20 oraninda protein diizeyinde artis
gosterdigi gorilmiistiir.

Tablo 4. MDAMB-231 hiicrelerinde Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 ‘un
Immunohistakimyasal Bulgular:.

MDAMB-231 Ki-67 Kaspaz 3 Kaspaz 8 Kaspaz 9
Kontrol % 98 - %21 -
DOX %13,6 %95 % 96 % 90

MDA-MB-231 hiicrelerinde 2D kiiltiir kosullarinda DOX ‘un kontrole kiyasla Ki-67
proliferasyon indeksini %98‘den %13,6°ya indirdigi, kaspaz 3, 8 ve 9“u belirgin olarak arttig1
tespit edilmistir.

Tablo 5. MCF7 hucrelerinde Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9°‘un
Immunohistakimyasal Bulgular:.

MCF7 Ki-67 Kaspaz 8 Kaspaz 3 Kaspaz 9
Kontrol % 30 % 49 % 20

% 18,8 % 60 % 82 % 81
DOX
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4.4.2 3D Kesit Hematoksilen Eozin Bulgulan

Sekil 27. MCF-7, MDAMB-231 ve 4T1 hucrelerinin 3D Parafin kesitlerden Hematoksilen
Eozin ile boyanmasi. A) MCF-7 Kontrol. B) MCF-7 DOX. C) MDAMB-231 Kontrol. D)
MDAMB-231 DOX. E) 4T1 Kontrol. F) 4T1 DOX.
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4.4.3 3D Hiicre Kesitlerin immiinohistokimyasal Bulgular

Sekil 28. MCF-7 3D Hiicre Blogu kesitlerinin Ki-67 ve Kaspaz 3 antikorlart ile
immiinohistokimyasal boyanmasi. A) MCF-7 Kontrol Ki-67. B) MCF-7 DOX Ki-67. C) MCF-
7 Kontrol Kaspaz 3. D) MCF-7 DOX Kaspaz 3.

Sekil 29. MCF-7 3D Hiicre Blogu kesitlerinin Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 antikorlar1 ile
immiinohistokimyasal boyanmasi. A) Kontrol Kaspaz 9. B) DOX Kaspaz 9. C) Kontrol Kaspaz
8. D) DOX Kaspaz 8.
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Sekil 30. 4T1 3D Hicre Blogu kesitlerinin Ki-67 ve Kaspaz 3 antikorlart ile
immiinohistokimyasal boyanmasi. A) Kontrol Ki-67. B) DOX Ki-67. C) Kontrol Kaspaz 3.D)
DOX Kaspaz 3.

Sekil 31. 4T1 3D Hiicre Blogu kesitlerinin Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 antikorlar1 ile
immiinohistokimyasal boyanmasi. A) Kontrol Kaspaz 8. B) DOX Kaspaz 8. C) Kontrol Kaspaz
9. D) DOX Kaspaz 9.
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Sekil 32. MDAMB-231 3D Hiicre Blogu kesitlerinin Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9
antikorlar1 ile immiinohistokimyasal boyanmasi. A) DOX Ki-67. B) DOX Kaspaz 3. C) DOX
Kaspaz 8. D) DOX Kaspaz 9.

Tablo 6. MDAMB-231 3D hticrelerinde Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9‘un
Immunohistakimyasal Bulgular:.

MDAMB231 Ki-67 Kaspaz3 Kaspaz 8 Kaspaz 9
Kontrol - (degerlendirilmedi) - - -
% 50 % 100 % 73 % 70
DOX
Tablo 7. MCF7 3D hiicrelerinde Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9‘un
Immunohistakimyasal Bulgular:.
MCF7 Ki-67 Kaspaz3 Kaspaz 8 Kaspaz 9
Kontrol % 100 %80 % 80 % 80
% 80 % 95 % 95 % 95
DOX

MCF7 hiicrelerinin 3D sferoidlerinde DOX sonrasinda kontrole kiyasla %15 oraninda

kaspaz 3, 8 ve 9 aktivasyonlarinda artis saptanmistir. Bununla beraber proliferasyon indeksi

acisindan %20 azalma gorilmiistiir.




Tablo 8. 4T1 3D hcrelerinde Ki-67, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9‘un
Immunohistakimyasal Bulgular:.

411 Ki-67 Kaspaz3 Kaspaz 8 Kaspaz 9
Kontrol % 90 %100 % 100 % 90

% 50 % 100 % 100 % 85
DOX

4T1 hiicre hattinda 3D sferoid modelde, DOX Ki-67 proliferasyon indeksini % 40
azaltmustir, ancak kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonlarinin yiiksek olmasina ragmen kontrol grubunda

da ekspresyonlar1 yiiksek saptanmustir.

4.5. Akis denemesi
Tasarlanan 2D ve 3D akis kanallar1 Sekil 33°de gosterilmistir. Uygun bir kamera sistemi
ile akis video ile kayit altina alinabilmekte ve mikrokopiikgiiklerin hiicrelerle etkilegimi

hiicrelere baglanma egilimleri, kayma gerilimi altinda hiicre davraniglar1 incelenmistir.

4.5.1 2D Akis Diizenegi

Sekil 33. In Vitro ¢alismalarda kullanilan 2D ve 3D akis diizenek tasarimi (a) Taban akis kanali

ve kapak tasarimi, (b) mikroskop altinda goriintiileme diizenegi.
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Sekil 34. MDAMB-231 2D hiicrelerinin DOX yiiklii Mikrokopiik¢iik (MB) ile akis
diizeneginde etkilesimi. A) Akis dncesi. B) Akis esnasi. C) Akis sonrasi.

Sekil 34°de gorildiigi gibi mikrokopiikeiiklerin MDAMB-231 hicrelerine baglandigi

gdzlenmistir.

A

Sekil 35. MCF-7 hiicrelerinin DOX yiiklii Mikrokopiik¢iik (MB) ile akis diizeneginde
etkilesimi. A) Akis dncesi. B) Akis esnast. C) Yikima sonrasi.

MCEF7 2D akis diizeneginde mikrokopiik¢iiklerin yapigsmadigi goriilmiistiir. Sekil 35 de
de goraldugii gibi hiicrelerin iizerinde MB yoktur. Akis esnasinda gonderilen free-DOX’larin
membranlara absorblandigi fakat DOX yiikli Mikrokopiikg¢iiklerin absorblanmadigi

gorilmiistiir.

4.5.2 3D Akis Diizenegi

-

Sekil 36. MDAMB -231 3D hiicrelerinin DOX ytiklii Mikrokopiik¢iik (MB) ile akis
diizeneginde etkilegimi.

Sekil 36’da goriildiigi gibi akis jelin altindan gidiyor bu yuzden DOX yukli MB’lar sferoide
ulagsamadigi goriilmiistiir.
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Sekil 37. MCF7 3D hiicrelerinin DOX yiiklii Mikrokdpiik¢iik (MB) ile akig diizeneginde

etkilesimi

3D akis diizeneginde MB’lar biiyiik oldugu i¢in akis esnasinda matrijelin altinda kalmaktadir.
Sadece free-DOX’un (ortamda ¢6ziinmiis olan DOX’un hiicrelere baglandig1 goriilmiistiir).
Matrijel tizerinde olusan sferoidler, matrijelin porlar1 lipozomlarin ve MB’larin gecisine izin
vermemektedir. Bundan dolay1 gonderilen DOX yiiklii MB’larin porlardan gegemedigi igin

hiicrelere attach olmadig1 goriilmiistiir.

Akis deneyinde ¢alismamizin amaglarindan biri olan Mikrokopiikgiiklerin ultrason ile patlatma
gerceklesritilmemistir Ultrason patlatma igin ortama verilen mikrokopikcukler yiizdiigii i¢in
ve zemindeki hiicrelere temas etmedigi i¢in ve bu nedenle baglanma saglanamadigi i¢in basarili

olamamastir.

5. TARTISMA

2D kiltirde MCF7, MDA-MB-231 ve 4T1 hicrelerinde kontrol ve DOX olarak
belirlenen gruplarda imminohistokimyasal olarak Ki-67 proliferasyon indeksi ile kaspaz 3, 8
ve 9 degerlendirilmistir. Buna gore 4T1 fare kokenli progresif iiclii negative meme kanseri
hicrelerinde Ki-67 ‘nin %80 duzeyinde yiiksek proliferative aktiflik gosterirken DOX
uygulandiktan sonra %27,2 ‘ye diistiigii gorilmektedir. Ki-67 degerlendirme bulgulart DOX*un
4T1 hiicreleri lizerine 2D kiiltiir kosullarinda anti-proliferatif etki gdsterdigini belirtmektedir.
Hiicrelerin prolifere olmak iizere hiicre dongiisline girigini biiyiikk oranda durdurmustur.
Apoptoz lzerine olan etki degerlendirildiginde intrinsik apoptoz yolag1 belirteci olarak kaspaz
9, ekstrensik yolak belirteci olarak kaspaz 8 ve ortak belirte¢ olarak kaspaz 3 ekspresyonlari

2D kiiltiir sonunda immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir.

4T1 hicrelerinin 2D kilturd sonucunda kaspaz 3‘lin kontrole gore %20 orandaarttigi,

kaspaz 8‘in %40 oraninda, kaspaz 9‘un ise %20 oraninda protein diizeyinde artis gosterdigi
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goriilmiistiir. Kaspazlar arasinda karsilagtirilmali degerlendirilme yapildginda en ¢ok kaspaz
8‘de artig gorilmesi her iki yolak Uzerinden apoptozun indiiklenmesine karsin ekstrensik

yolagin daha fazla aktiflendigini diisiindiirmektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 2D kiiltiir kosullarinda DOX ‘un kontrole kiyasla Ki-67
proliferasyon indeksini %98‘den %13,6ya indirdigi, kaspaz 3, 8 ve 9°u belirgin olarak arttirdig1
tespit edilmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda DOX ‘un apoptoz iliskili proteinler olan kaspaz
3, 8 ve 9‘u aktive etmesi ve proliferasyon indeksini diigiirmesi 4T1 hiicrelerine kiyasla daha
fazladir. Her iki hiicre hatt1 da ticlii negatif meme kanseri karakteristigindedir ancak orjinleri
farklidir. Insan kokenli MDA-MB-231 hiicrelerinde DOX 2D kiiltiirde daha etkindir ve apoptoz
indikleyici etkisi hem ekstrensik hem de intrinsik yolak tzerindendir.

MCF-7 hiicreleri 2D kiiltiir kosulunda degerlendirildiginde DOX’un proliferasyon
indeksinin diisiik oldugu dikkat ¢cekmektedir. Kaspaz 3,8 ve 9 protein ekspresyonlarinda
belirgin artig goriilmektedir. Bu artis oranlar1 4T1 ve MDA-MB-231 hucrelerinden daha az
dizeydedir. DOX, 2D MCF7 kiiltiir kosullarinda hem ekstrensik hem de intrinsik yolak

iizerinden apoptozu uyarmaktadir.

3D kiiltiir sonrasinda basarili sekilde parafin bloklama yapilarak sferoidlerin morfolojileri
hematoksilen eosin boyama ile degerlendirilebilmistir. Elde edilen gorunttler 3D kultirin
meme kanseri kultirinde uygun bir modelleme oldugmu gostermistir. Matrijel, hiicre
sferoidlerinin etrafindan adeta bag dokusu halinde bir yap1 olusturmustur. Sferoidlerin
merkezlerinde yer yer apoptotik cisimcikler ve duktus yapilar1 (6zellikle MCF-7 hiicrelerinde)
dikkat ¢ekmektedir. Bu yapilar 3D kiiltiir ile olusturulan yapilarin meme kanseri i¢in uygun
oldugunu kanitlar niteliktedir. Bu sferoidlerin boyut, c¢ap ve sayilar1 degiskenlik
g0Ostermektedir. Kontrol grubunda 0Ozellikle duktus yapilarinin bulundugu sferoidlerin daha
blyik boyutta oldugu tespit edilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinin sferoidleri MCF-7*ye gore
daha kicik boyutlarda dikkat cekmektedir. 4T1 hiicrelerinin sferoidlerinin en basarili ve yogun
olarak olugsmus daha belirgin ve ¢ok sayida durumdadir. Bunlarda da olusan duktus yapilar1

sferoidlerin merkezlerinde yer almaktadir.

Kontroller ile DOX uygulanmis karsilastirildiginda tiim hiicrelerde sferoidlerin ¢aplarinin
belirgin oranda diisiik oldugu, nekroz ve apoptozun sferoidlerin ic¢indeki hicrelerde
gorilmiistiir. MCF-7‘de sferoidler daha kiigiik olmakla beraber hala korunmus durumdadir.

Apoptoz oranmin diger hiicrelere gére daha diisiik olmasi bulgusu ile bu durum uyumludur.
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MDA-MB-231 DOX uygulanmis sferoidlerin ¢ok az sayida oldugu ve bu hiicrelerin tamamen
apoptotik morfoloji gosterdigi dikkat ¢ekmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerindeki DOX sonrast
proliferasyon indeksindeki azalma ve apoptoz iliskili proteinlerdeki artma 3D sferoidlerdeki bu
morfolojiyi desteklemektedir. 4T1 hiicrelerinde ise DOX sonrasindaki sferoidlerin sayisi diger
iki hiicre hattina kiyasla daha fazla olmakla birlikte ¢caplar1 azalmistir. Her bir sferoidi olusturan
hiicre say1s1 da azalmistir ancak canli hiicre oraninin diger hiicrelerin 3D sferoidlerine gore daha
yiikksek oldugu bulunmustur. DOX uygulanmis 4T1 hiicrelerinin 3D modelinde duktus
yapilarinin da bozuldugu ve azaldigir goriilmiistiir. Her ii¢ hiicre hatt1 icin 3D modelleme
sonucunda proliferasyon indeksi yiiksek saptanmistir. Ancak 2D kiiltiire gore 3D modeled

proliferasyon indeksinin saptanmasinin daha gii¢ oldugu sonucuna varilmaistir.

3D hiicre kiiltiirii sonras1 parafin bloklardan alinan kesitlerde immiinohistokimyasal
olarak Ki-67, Kaspaz 3, 8 ve 9 degerlendirilmistir. 4T1 hiicre hattinda 3D sferoid modeled,
DOX Ki-67 proliferasyon indeksini % 40 azaltmistir, ancak kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonlarinin
yiksek olmasma ragmen kontrol grubunda da ekspresyonlar1 yiiksek saptanmistir. 3D
modellerde kontrol grubunda da gorulen yiksek kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonu; hiicre kilturiinde
matrijel gibi az destegi olan ve vaskiilerizasyona gidemeyen sferoidlerde belli bir siire sonra
hiicre 6liimiiniin indiiklenmis olabilecegi seklinde agiklanabilmektedir. Bununla beraber teknik
bir hatadan kaynaklanabilirligi sorgulandiginda sferoidler i¢inde kaspazlar agisindan negative
hiicrelerin de tespit edilmesi immiinohistokimyasal boyamada bir sorun olmadig:1 isaret
etmektedir. DOX sonras1t meydana gelen apoptoz mekanizmasi agisindan kaspaz 3 ortak yolak,
kaspaz 8 ekstrensik yolak ve kaspaz 9 intrinsik yolak her {i¢ hiicre hatt1 icin 2D“de oldugu gibi
3D modelde de aktif saptanmistir. Ancak bu modelde 3D modelin kontrol gruplari, 2D kontrol
gruplarma gore daha yiiksek diizeyde kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyon paterni gostermektedir.
MCF7 hucrelerinin 3D sferoidlerinde DOX sonrasinda kontrole kiyasla %15 oraninda kaspaz
3, 8 ve 9 aktivasyonlarinda artig saptanmistir. Bununla beraber proliferasyon indeksi agisindan
%20 azalma gorilmiistir. MDA-MB-231 hicrelerinin 3D sferoidlerinde DOX sonrast
proliferasyon indeksinin, 2D‘de oldugundan daha az diizeyde azaldigi dikkat ¢ekmistir. 3D
modelde her ii¢ hiicre hattinda proliferasyon indeksinin DOX sonrasi azaldigi goriilmekle
birlikte bu azalmanin 2D modeldeki azalmaya oranla daha diisiik diizeyde oldugu saptanmistur.
Bu durum 3D modellemede DOX ‘un hiicre i¢ine difiizyonunda bir azalma meydana geldigini
diistindiirmiis ve 3D hiicre kiiltiiriiniin ilag¢ etkinligi ¢aligmalar1 i¢in ne kadar 6nemli oldugunu

desteklemistir. Sferoid yapilar olustugunda DOX ‘un in vivoda oldugu gibi hiicrelerin timiine
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diftizyonu giiglesmektedir. Bu durum in vivo kosullarda tekrarlayan dozlarin belirli aralikla
verilmesinin nedenlerinden biri olabilir. Her {i¢ hiicre hattinda hem 2D hem de 3D modellerde
DOX ‘un anti-proliferatif ve apoptoz indikleyici etkisi gorulmiis ancak hiicre hatlar1 arasinda
bu etkinin diizeyi farklilik gostermektedir. Bu durum ayni kanser tanili farkl bireylerin farkli
tedavi yanitlar1 gostermesini, dolayistyla bireye 6zgii tedavi yaklagimlarinim nemini pre-klinik
yansitmaktadir. 3D modelde apoptoz sayilarmin saptanmasi icin TUNEL ile boyama
yapilmigtir. Buna gore 4T1 hiicrelerinin 3D modellenmesi sonucunda apoptoz degeri kontrol
grubunda % 3 iken DOX uygulanan hiicrelerde %35 oraninda saptanmistir. MCF-7 huicrelerinin
3D modellemesi sonucunda da benzer bulgular saptanmis ve 4T1‘e kiyasla daha az diizeyde
olmakla birlikte DOX sonrasi apoptoz artmistir (kontrol %5, DOX sonrasi %25). MDA-MB-
231 hicreleri 3D modellemesinde de DOX sonrast apoptoz artarak %24 duzeyinde
gorulmektedir. DOX “un bu apoptoz indlkleyici etkisinin hem ekstrensik hem de intrinsik yolak
tizerinden gergeklestigi kaspaz sonuglart ile anlasilmistir. Bununla beraber morfolojik
degerlendirmelerde nekroz yaptigr da dikkat ¢ekmektedir.3D ve 2D modelerin bulgulari
birbiriyle karsilastirildiginda proliferasyon indeksleri ve kaspaz diizeyleri agisindan da

farkliliklar goriilmiistiir.

6. SONUC VE ONERILER

Ug farkli meme kanseri hiicre hattinda yapilan in vitro 2D ve 3D modellemeler ile DOX
etkisinin degerlendirildigi bu ¢alismada DOX ‘un kiiltiir modeline gore etki diizeyinin farklilik
gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu degerlendirme hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda 3D
modellemenin gerekliligine iligkin literature katkida bulunmaktadir. Calisma bulgularimiz
apoptoz ve nekroz agisindan sferoid modellerde de degerlendirme yapilabilecegi kanitlanmustir.
3D modellerdeki sferoidlerin proliferasyon agisindan degerlendirilmesi WST-1 gibi absorbans
temelli analizlerle yapilmasi oldukga giictiir. Bu nedenle 3D hiicre kiiltiirii sferoid modellerinde
canlilik testi i¢in tripan mavisi boyanmasi ¢aligmamiz sonucunda daha etkin ve gilivenilir
bulunarak onerilmektedir. DOX renkli bir madde oldugu icin WST-1 ile absorbans temelli
Olcimlerde sorun yaratabilmektedir. Bir sonraki c¢alismamizda fare modelinde DOX’un
mikrokopikglk iginde uygulanmasi ve EGFR reseptoriine baglanarak hedefe ulastiginda
ultrasonik olarak patlatilmasi ile etkisinin degerlendirilmesi planlanmaktadir. Hedeflenen bu
degerlendirmenin in vitro olarak on ¢alismasi yapildiginda mikrokopiikgiiklerin ylizmesi ve

akis halinde stabil kalmamas1 nedeniyle degerlendirme yapilamamaistir.
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