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Gliniimiizde kanser iizerinde birgok arastirma yapilan ve yeni tedavi yOntemleri
tizerinde ¢alisilan bir hastaliktir. Cesitli yontemlerle tedavi edilmeye ¢alisan kanser birgok tiirii
bulunan ve ¢ogu zaman kétii prognozla sonuglanmaktadir. Meme kanseri, kadinlarda en sik
goriilen kanser tiiriidiir. Siit kanallar1 ve dis lobiillerde biiyiiyebilir, metastaz yaparak diger
dokulara ve organlara sigrayabilmektedir. Her ne kadar meme kanseri denince tek bir
morfolojisi varmis gibi algilansa da meme kanseri morfolojileri, hasta bireylere gore degisiklik
gosterebilmekte; ¢evre ve biyolojik faktorlere gore gidisati sekillenmektedir. Vinkristin, vinka
alkaloidleri grubuna ait olarak bilinen bir ilagtir. Bu ilag, mikrotiibiil polimerizasyonuna etki
etmekte ve mitoz boliinmeyi durdurarak hiicre biiylimesini bloke etmektedir. Etoposid, bir
topoizomeraz II inhibitoridiir. Etoposid, ge¢ S fazinda ve erken G2 fazinda hiicre dongiisiiniin
durmasini indiikleyebilmekte ve podofillotoksinin yar1 sentetik bir tiirevi olarak literatiirde
bilinmektedir. Bu tezde, sisplatin duyarli {iglii negatif meme kanser hiicreleri (MDA-MB-
231/Duyarli) ve sisplatin direngli tiglii negatif meme kanser hiicreleri (MDA-MB-231/Sisplatin
direngli) lizerinde Etoposid ve Vinkristin’in sitotoksik ve metastatik, morfolojik ve molekiiler
etkileri incelenmistir. Yapilan deneylerle, vinkristin ve etoposidin hem ayri hem birlikte
sinerijistik olarak sitotoksisite ve metastatik etkisinin arastirilmasi, daha sonraki ¢alismalar i¢in
on bir ¢alisma niteligi kazanmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Sisplatin, Vinkristin, Etoposid, Sisplatin Direngli Meme

Kanseri.



ABSTRACT

MSc THESIS
INVESTIGATION of THE EFFECT of ETOPOSIDE and VINCRISTINE on
CISPLATIN-RESISTANT and SENSITIVE MDA-MB-231 CELL LINES

Mehmethan YILDIRIM

KIRSEHIR AHi EVRAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

Supervisor: Prof. Dr. Serap YALCIN
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Year: 2023 Pages: 99
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Assoc. Prof. Dr. Nevin "CANKAYA

Assist.. Per. Dr. Selin OZKAN

KOTILOGLU

Today, cancer is a disease in which many kinds of research are done and new treatment

methods are being studied. Cancer, which is tried to be treated with various methods, has many
types and often results in a poor prognosis. Breast cancer is the most common type of cancer in
women. It can grow in milk ducts and external lobules and spread to other tissues and organs
by metastasizing. Although breast cancer is perceived as having a single morphology, breast
cancer morphologies can vary according to patient individuals; Environmental and biological
factors shape its course. Vincristine is a drug known as belonging to the group of vinca
alkaloids. This drug affects microtubule polymerization and blocks cell growth by stopping
mitosis. Etoposide is a topoisomerase Il inhibitor. Etoposide can induce cell cycle arrest in the
late S phase and early G2 phase and is known in the literature as a semi-synthetic derivative of
podophyllotoxin. In this thesis, the cytotoxic and metastatic, morphological and molecular
effects of Etoposide and Vincristine on cisplatin-sensitive triple-negative breast cancer cells
(MDA-MB-231/sensitive) and resistant triple-negative breast cancer cells (MDA-MB-
231/Sisplatin resistant) were investigated. Investigating the synergistic cytotoxicity and
metastatic effects of vincristine and etoposide, both separately and together, has become a
preliminary study for further studies.

Key Words: Breast cancer, Cisplatin, Vincristine, Etoposide, Cisplatin resistant breast cancer
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1. GIRIS

Kanser hastaligi, diinya ¢apinda onde gelen 6lim nedenlerinden biri olarak
bilinmektedir ve tiim gelir diizeylerindeki iilkeleri etkileyen bir hastaliktir. Kanser
vakalarinin ve Oliimlerinin sayisi, popiilasyonlarin artmasi, yaslanma, yasam tarzi
aligkanliklar1 ve risk faktorlerinin artmasi gibi faktorlerle birlikte hizla artmaktadir.
Ozellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde, ekonomik gegis siirecindeki degisiklikler kanser
yikiinlii artiran faktorler arasinda yer almaktadir. Bu {ilkelerde ulasimin artmasi,
isgiicliniin daha fazla mekanizasyonu ve uluslararasi pazarlara daha fazla maruz kalma
gibi etkenler kanserin olusma riskini artirabilmektedir. Bunun yanisira, yiiksek gelirli
ilkelerde yaygin olan yasam tarzi risk faktorlerinin, 6rnegin tiitiin kullanimi, fiziksel
hareketsizlik, asir1 viicut agirhigi ve tireme aliskanliklar1 gibi faktorlerin diisiik ve orta
gelirli tilkelerde de yayginlagsmasi s6z konusudur (Arun U., 2020).

Tiitlin kullanimi, kanser gelisimi i¢in Onemli bir risk faktoriidiir ve diinya
genelinde yaygindir. Fiziksel hareketsizlik, obezite, yetersiz beslenme ve alkol tiiketimi
gibi yasam tarzi aligkanliklar1 da kanser riskini artirabilir. Bu faktorlerin yayginlagmast,
kanser vakalarinin artmasina katkida bulunmaktadir. Kanserin 6nlenmesi ve kontrol
altina alinmasi icin Onleyici saglik politikalarinin ve toplum bilincinin gelistirilmesi
onemlidir. Tiitlin kontroldi, saglikli beslenme, diizenli fiziksel aktivite, asilama
programlar1 ve erken teshis taramalar1 gibi stratejiler kanser vakalarinin azaltilmasina
yardimc1 olabilir. Ayrica, kanser tedavisi i¢in kaynaklarin artirllmasi da 6nemlidir
(National Instute of Health, 2007).

Kanser arastirmalari ve kiiresel is birlikleri, kanser yiikiinlin azaltilmas1 ve daha
etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Kanserin, erken teshis ve uygun
tedavi ile Onelnmesi saglabilmektedir. Boylece kanserle miicadelede ilerleme
kaydedilebilir ve insanlarin yasam siiresi ve yasam kalitesi iyilestirilebilir (Torre ve ark.,
2016).

Kanser tedavisinin iyilestirilmesi ve yan etkilerin azaltilmasi i¢in yeni ve etkili
tedavilere ihtiyag vardir. Geleneksel kanser tedavileri, ozellikle kemoterapi ve
radyoterapi, bazi durumlarda ciddi yan etkilere neden olabilir. Bu nedenle arastirmacilar,
kanser tedavisinin yan etkilerini hafifletebilecek ve tedavi etkinligini artirabilecek

alternatif tedavi yontemleri arastirmaktadir.



MDA-MB-231 hiicre hatti, yaygin olarak ge¢ evre meme kanserini modellemek
i¢in kullanilan bir hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, ostrojen reseptorii (ER), progesteron
reseptorii (PR) ve insan epidermal biiytime faktori reseptorii 2 (HER2) negatif oldugu
i¢in Giglii negatif meme kanserini temsil eder. Ayrica, p53 geninin mutasyona ugramis bir
formunu da ifade etmektedir (J. Welsh, 2013).

Etoposid adli ilag, bir topoizomeraz Il inhibitoriidiir. Etki mekanizmasi, hiicre
dongiisiiniin ge¢ S ve G2 fazlarina etki etmektir. Topoizomeraz II, DNA'nin ¢ift sarmalini
keserek c¢ift sarmalli DNA kiriklar1 olusturur ve yeniden miihirler. Etoposid, bu
mekanizmay1 etkileyerek DNA kiriklarmin tamirini engeller ve kanser hiicrelerinin
biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurur (Reyhanoglu ve ark., 2022).

Vinkristin ise tiibiilin ad1 verilen proteinlere baglanarak etki eder. Bu baglanma,
mikrotiibiil ad1 verilen hiicre iskeletinin yapitaslarinin olusumunu engeller. Ozellikle M
ve S fazlarindaki mitotik boliinme asamasinda, mitozun metafazda durmasina neden olur.
Vinkristine'in diger bir etki mekanizmasi ise glutamik asit kullanimini bloke ederek
niikleik asit ve protein sentezini etkilemektir (Bellow ve ark., 2022).

Bu ilaglar MDA-MB-231 hiicre hattinda kullanilarak, kanser hiicrelerinin
biiylimesini ve ¢ogalmasini engellemeyi amaglayan tedavi stratejileri olarak
arastirilmaktadir. Ancak, belirtmek gerekir ki ilaclar ve tedavi stratejileri, kanserin farkl
tipleri ve evreleri i¢in farklilik gosterebilir ve her hasta igin bireysel olarak

degerlendirilmelidir.

1.1. Tezin Amaci

Calismanin dort ana amaci bulunmaktadir:

1.Etoposid ve vinkristin ilaglarinin ayr1 ayr1 meme kanseri hiicreleri lizerindeki
metastatik ve sitotoksik etkisinin arastirilmasi amag¢lanmaktadir.

2.Etoposid ve vinkristin ilaglarinin birlikte meme kanseri hiicreleri tizerindeki
metastatik ve sitotoksik etkisinin arastirilmasi amag¢lanmaktadir.

3.Uygulamalarin ayn1 zamanda hem duyarli (MDA-MB-231) hem de ilag direngli
(MDA-MB-231/sispaltin direngli) hale getirilmis hiicre hatlar1 {izerinde yapilmasi
amaclanmaktadir.

4. Etoposid ve vinkristin ilaglarinin hem ayr1 ayr1 hemde birlikte Sispaltin direncli
ve duyarli meme kanseri hiicreleri tizerindeki VEGF-A gen ifadesindeki degisikliklerin

arastirilmasi hedeflenmektedir.



1.2. Kanser Biyolojisi

Kanser anormal hiicre biiylimesi ve kontrolsiiz ¢ogalma sonucunda ortaya ¢ikan
bir hastaliktir. Viicudun herhangi bir dokusunda baslayarak zamanla diger bolgelere
yayilma potansiyeline sahip olabilmektedir. Kanser, hem kotii huylu (malign) hem de iyi
huylu (benign) tiimérleri igermektedir (D. Hausman, 2019).

Kanser hastaligi, diinya genelinde Oliimlerin 6nemli bir nedeni olarak
sayllmaktadir. 2020 yilinda Diinya Saglik Orgiitii'nden yayinlanan verilere gore kanser,
9.6 milyon oOliimiin i¢inde ikinci siraya yerlesmistir. Kanser, farkli organlarda farkl
sikliklarda goriilebilmektedir. Erkeklerde en sik goriilen kanser tipleri; akciger kanseri,
prostat kanseri, kolorektal (bagirsak) kanseri, mide kanseri ve karaciger kanseridir.
Kadinlarda ise meme kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri, servikal kanser ve tiroid
kanseri giiniimiizde en yaygin olanlaridir. 2020 yilindaki Birlesmis Milletler Saglik
Orgiitii verilerine gore 2,3 miyon kadindan 685 bin kadari meme kanserinden hayatini
kaybetmistir. Son 5 yila ait 7,8 milyon meme kanseri teshisi, kanser tiirleri arasinda
kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriinlin meme kanseri oldugunu istatistiksel olarak
vurgulamaktadir (Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii, 2023).

Kanserin risk faktorleri arasinda tiitin kullanimi, alkol tiiketimi, beslenme
aliskanliklari, obezite, hareketsiz yasam tarzi, genetik yatkinlik, enfeksiyonlar ve gevresel
faktorler bulunmaktadir. Erken teshis, kanserin tedavi edilebilirligi agisindan son derece
onemlidir. Kanser taramalar1 ve diizenli kontroller, erken evrede kanseri tespit etmeye ve
tedavi segeneklerini artirmaya yardimc olabilmektedir.

Kanserin tedavisi, kanserin tipine, evresine ve hastanin genel saglik durumuna
bagl olarak farkli yontemleri igerebilmektedir. Bunlar arasinda; cerrahi miidahale,
kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, hedefe yonelik tedaviler ve hormonal tedavileri
bulunmaktadir. Tedavi yaklasimi, multidisipliner bir ekibin degerlendirmesi ve hastanin
bireysel durumu dikkate alinarak belirlenmektedir. Kanser arastirmalar1 ve tedavisi,
siirekli olarak ilerlemekte olan bir alandir. Yeni tedavi segeneklerinin kesfedilmesi,
hastalarin yasam stirelerini ve yasam kalitelerini artirmay1 hedefler (Mercadante ve ark.,
2022).
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Sekil 1.1. 2020 yilindaki yasa gore standardize edilen kanser insidans oranlarinin grafik

tablosu (Cancer Today, 2023).

Cevresel faktorler ve yasam standardina bagli faktorler, kanser tiplerinin cogunun
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kanserin etiyolojisi, hem kalitsal genetik
anormalliklerle iligkili olan (%5-%10) hem de eksojen ve endojen cevresel ajanlarin
neden oldugu edinilmis genetik anormalliklerle iliskilidir (%90-%95). Bu faktorlerin
karmasik etkilesimi kanser riskini artirarak, belirli dokular ve organlar iizerinde etkili
olabilir. Epidemiyolojik c¢alismalar, g¢evresel kimyasallara, fiziksel ajanlara veya
biyolojik ajanlara maruz kalmanin kanser riskini artirdigini gdstermistir. Ornegin, bazi
endiistriyel kimyasallar, radyasyon, asbest, sigara dumani gibi ¢evresel faktorler kanser
riskini artirabilir. Maruziyetin dozu, siiresi ve genetik veya edinilmis konakg¢1 faktorlerle
olan karmasik etkilesimleri, kanser gelisiminde kritik belirler olarak bilinmektedir (Mau
ve ark., 2016).

Cevresel kanserojenlere maruz kalma kanser riskini artirabilir. Ancak bu risk
faktorlerine maruz kalmak kanseri kesinlikle garanti etmez. Her bireyin genetik yatkinlig:
ve yasam tarzi faktorleri de kanser riskini etkiler. Saglikli yasam tarzi seg¢imleri, kanser
riskini azaltmaya yardimci olabilir. Bunlar arasinda sigara ve alkol tiiketiminden
kacinma, saglikli beslenme, diizenli egzersiz yapma, giinesten korunma ve enfeksiyonlara
kars1 onlemler almak yer almaktadir. Kanser arastirmalari, ¢evresel risk faktorlerinin
belirlenmesi ve kanser gelisimindeki molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi tizerinde
odaklanmaktadir. Bu arastirmalar, kanserle miicadelede Onleyici stratejilerin
gelistirilmesine ve daha etkili tedavi yontemlerinin bulunmasini hedefler. Ayrica,
cevresel faktorlere maruziyetin azaltilmasi ve koruyucu Onlemlerin alinmasi, kanser

vakalarinin dnlenmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir (Torre ve ark., 2016).



Kanser, anormal hiicre gogalmasi sonucu olusan tiimoérlerden kaynaklanmaktadir.
Bu tiimérler iyi huylu veya kétii huylu olabilmektedir. Iyi huylu tiimérler, bulunduklar
lokasyonda kalirlar ve ¢evredeki dokulara yayilmazlar. Bu tiir tiimorler genellikle daha
yavas biiyiirler ve ¢ogu zaman tedavi edilebilirler. Iyi huylu tiiméorler, normal hiicreleri
cevreleyen dokulara baski yapabilir, ancak bu dokular istila etmezler. Normal viicut
fonksiyonlarini bozmazlar. Kotii huylu tiimorler ise istila etme ve metastaz yapma
potansiyeline sahiptir. Bu tiir timorler, orijinal yerlerinden ¢ikarak ¢evredeki dokulara
yayilabilir ve lenfatik sistem veya dolagim sistemi araciligryla viicudun diger bolgelerine
yayilabilirler. Metastaz, kanser hiicrelerinin bagka organlara veya dokulara yayilmasi
anlamia gelir ve kanserin ilerlemesini daha tehlikeli hale getirir. Kotli huylu tiimdrler
daha hizli biyiiyebilir ve tedavi edilmemesi durumunda bireyin yasamini tehdit
edebilmektedirler (Skuse, 2015).

Kanser hiicrelerinin istila etme ve metastaz yapma yetenekleri, kanserin
ciddiyetini belirleyen faktorlerdir. Bu nedenle, kanserin erken teshis ve tedavi edilmesi
onemlidir. Ciinkii erken asamada kanserin tipi ve evresi belirlenirse, bireyin tedavi sansi
daha yiiksek olmaktadir. Kanser arastirmalari ve tedavileri, kanser hiicrelerinin
yayillmasini engellemek i¢in gesitli stratejiler gelistirmeye odaklanmaktadir. Kanserler
genellikle karsinomlar, sarkomlar ve lenfomalar olarak siniflandirilmaktadir. Bu
gruplarin genel ozellikleri:

Karsinomlar: Karsinomlar, viicudun epitel veya bezsel yapidaki dokularinda
ortaya ¢ikan kanser tiirleridir. Epitel dokular, viicut ylizeyini (deri), i¢ organlarin i¢
ylizeyini (akcigerler, mide, bagirsaklar, meme gibi) ve dis salg1 bezlerini (tiroid, pankreas,
bobrek iistii bezleri gibi) kaplayan dokulardir. Karsinomlar, kanserlerin yaklasik %90'in1
olustururlar ve meme, prostat, akciger, kolon gibi bir¢ok kanser tiirlinli kapsayan sinifi
olusturmaktadirlar.

Sarkomlar: Sarkomlar, bag dokusunda (kas, kemik, kikirdak, fibroz doku gibi)
meydana gelen kati tlimorlerdir. Sarkomlar, viicudun iskelet sistemine, kaslara ve
yumusak dokulara etki edebilirler. Kanser vakalarinin karsinomlara nazaran daha kiigiik
bir ylizdesini olusturumakta ve genellikle daha ender goriilmektedirler.

Lenfomalar: Lenfomalar, bagisiklik sisteminin bir pargasi olan lenfatik sistemde
ortaya ¢ikan kanser tiirleri olarak bilinen bir siiflandirmadir. Lenfatik sistem; lenf
diigiimleri, lenf kanallar1 ve dalak gibi organlar igermektedir. Lenfomalar, lenfosit adi
verilen bagisiklik hiicrelerinden kaynaklanir. Kanser vakalarinin yaklagik %8'ini

lenfomalar olusturmaktadir (Cooper, 2000).



Viicudun farkli bolgelerinde yer alan kanserlerin gesitli tiirleri vardir. Meme,
prostat, akciger ve kolon kanserleri, tiim kanser vakalarinin biiyiik bir yiizdesini
olusturmaktadir. Bu kanserler erken teshis ve tedavi ile daha iyi sonuglar elde edilebilen
kanser tiirleridir. Kanser aragtirmalar1 ve erken tarama ydntemleri, bu yaygin kanser
tiirlerinin teshisini ve tedavisini gelistirmek i¢in devam etmektedir. Tiimor hiicreleri
normal hiicrelerden farklilik gostermektedir ve bir dizi degisikliklere sahiptirler. Bu
farkliliklar kanser hiicrelerinin biiylime kontroliinden hiicre yapisina kadar bir¢ok
alaninda ortaya ¢ikmaktadir. Bazi temel farkliliklara bakildiginda:

Biiytime kontrolii: Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak kontrolsiiz
bir sekilde biiylir ve ¢ogalir. Normal hiicrelerin biiylime ve ¢ogalma siiregleri siki bir
sekilde diizenlenirken, kanser hiicreleri bu diizenlemeyi kaybeder.

Morfoloji: Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli bir sekle sahip olabilir.
Normal hiicreler diizenli bir yapiya sahipken, kanser hiicreleri genellikle anormal bir
sekle ve diizensiz bir goriiniime sahip olabilir.

Hiicreden hiicreye etkilesimler: Kanser hiicreleri normal hiicrelerle saglikli
etkilesimlerde bulunamazlar. Normal hiicreler birbirleriyle iletisim kurarak doku yapisini
korurken, kanser hiicreleri bu etkilesimleri bozmaktadir.

Zar Ozellikleri: Kanser hiicrelerinin hiicre zari, normal hiicrelere kiyasla farkli
Ozelliklere sahip olabilir. Bu degisiklikler kanser hiicrelerinin istila ve metastaz
yeteneklerini artirabilmektedir.

Hiicre iskelet yapisi: Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore farkli bir hiicre
iskelet yapisina sahip olabilir. Bu, hiicrenin seklini ve hareketini etkileyebilmektedir.

Protein salgisi: Kanser hiicreleri normal hiicrelere kiyasla farkli proteinler
salgilayabilir. Bu proteinler, timor biiytimesini tesvik edebilmekte veya cevredeki

dokulara zarar verebilmektedir (Lodish ve ark., 2000).



Kanser gelisiminde proto-onkogenler ve timdr baskilayic1 genler 6nemli rol
oynamaktadir. Proto-onkogenler normalde hiicre biiyiimesini ve ¢ogalmasimi kontrol
eden proteinleri kodlar. Ancak, mutasyonlar veya asir1 gen ifadesi durumunda, proto-
onkogenler kanser gelisimine katkida bulunan onkogenlere doniisebilmektedirler. Timor
baskilayict genler ise hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve hiicrelerin anormal
biiylimesini 6nlemede 6nemli roller tistlenmektedir. Bu genlerin mutasyonlari, kanser
gelisimine katkida bulunabilmekte ve hiicrelerin  kontrolsiiz ¢ogalmasina yol
acabilmektedir. Bu farkliliklarin anlasilmasi, kanserin olusumu ve ilerlemesiyle ilgili
daha iyi anlayisa ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yardimer olmaktadir (Feng

ve ark., 2018).

1.3. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiridiir. Hem insidans (yeni
vakalarin sayis1) hem de mortalite (6liim orani) agisindan 6nemli bir saglik sorunudur.
Meme kanseri tanist konulan kadmlarin sayisi her yil artmaktadir (Birlesmis Milletler
Diinya Saglik Orgiitii, 2023).

Meme kanseri, meme dokusunda baslayan anormal hiicre biiyiimesiyle
karakterizedir. Erken teshis ve tedavi onemlidir, ¢iinkii erken evrede teshis edilen meme
kanserinin tedavi edilebilme sansi daha yiiksektir. Meme kanserinin risk faktorleri
arasinda yas, genetik faktorler, hormonal faktorler, obezite, alkol tiiketimi, sigara i¢me,
hormonal tedaviler, radyasyon maruziyeti ve aile dykiisii gibi faktorler yer almaktadir.
Ancak, birgok meme kanseri vakasinin nedeni tam olarak bilinmemektedir (Park ve ark.,
2022).

Tedavi yaklasimi, meme kanserinin evresine, tiiriine ve diger faktorlere bagh
olarak degisebilmektedir. Tedavi secenekleri arasinda cerrahi miidahale, kemoterapi,
radyoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik tedaviler bulunmaktadir. Tedavi plani,
hastanin durumu ve tercihleri dikkate alinarak bireysellestirilir. Meme kanseri hakkinda
farkindalik ve erken teshis programlari, bu hastaligin sikligin1 azaltmada ve sagkalim
oranlarini artirmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Kadinlar, risk faktorlerini ve belirtileri
ogrenerek kendi sagliklarini takip etmeli ve diizenli olarak taramalara katilmalidir (Park

ve ark., 2022).
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Sekil 1.2. 2020 yilindaki verilere gore her yastan kadinin Diinya genelindeki meme
kanseri insidans orani haritas1 (Cancer Today, 2023).

Memenin anatomik yapisi, gogiis bariyeri {izerinde bulunan pektoralis major kasi
ve gogiis duvarma bagli olan destekleyici baglardan olugsmaktadir. Meme dokusu, siit
tretimiyle iliskili bezleri igeren lobiillerden olusan on bes ile yirmi arasinda dairesel
loblar icermektedir. Her lob, hormonlara yanit olarak siit tiretimi gergeklestiren bezlerden
olusan lobiilleri igerir. Lobiiller, siit kanallar1 vasitasiyla meme bagina agilir. Bu siit
kanallari, siitiin memeden ¢ikmasini saglar. Memenin biiyiikliigli ve sekli, loblar1 orten
yag dokusunun miktaria bagli olarak degisebilmektedir. Bu yag dokusu, memenin
goriiniimiinii ve dolgunlugunu etkiler. Meme yapisi, hormonal degisikliklere ve yasa
bagli olarak da degisiklik gosterebilmektedir. Ozellikle gebelik ve emzirme donemlerinde
meme dokusu daha aktif hale gelir ve siit {iretimi i¢in hazirlanir. Hormonlar, meme
dokusunun biiylimesi ve siit iiretiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Memenin
anatomik yapisinin iyi anlasilmasi, meme kanseri gibi hastaliklarin teshis ve tedavisinde
yardimc1 olmaktadir. Meme muayenesi ve mamografi gibi tarama yontemleri, meme
kanserinin erken teshisi igin biiyiik bir 6nem arz etmektedir (Fares ve ark., 2020; Orrantia
ve ark., 2022).
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Sekil 1.3. Gogiis yapisinin anatomisini gosteren bir iliistrasyon (Orrantia ve ark., 2022).

Meme kanserinin ¢ogunlugu karsinom adi verilen tiimorlerden olusmaktadir.
Karsinomlar, meme dokusunun epitelyal hiicrelerinden koken almaktadir. Meme
dokusunun bezlerinden veya siit kanallarindan kaynaklanan bu tiimdrler, en sik goriilen
meme kanseri tipleridir. Sarkomlar ise meme kanserinde ender olarak goriilmektedir.
Filloid tiimorler, meme stromasindan (bag dokusu) kaynaklanan ender tiimérlerdir ve
genellikle iyi huylu olma egilimindedirler. Antiyosarkomlar ise meme stromasindan
kaynaklanan koti huylu timérler olarak adlandiriimaktadirlar (Fares ve ark., 2020).

Meme kanserinin risk faktorleri ¢ogunlukla bireyin kontrolii disinda
gelismektedir. Cinsiyet, onemli bir risk faktoriidiir, ¢linkii kadinlarda meme kanseri
goriilme olasilig1 erkeklere kiyasla ¢ok daha yliksektir. Genetik faktorler de 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ozellikle BRCAlve BRCA2 gibi mutasyonlar, meme kanseri riskini
artirmaktadir. Ayrica ailede meme kanseri Oykiisii olan kisilerde de risk yiiksektir.
Yaghlik faktoriide meme kanseri riskini artiran faktorlerden biridir. Yasin ilerlemesiyle
birlikte meme kanseri riski artmaktadir. Diger risk faktorleri arasinda; hormonal faktorler
(0strojen ve progesteron), Onceden teshis edilmis meme kanseri, 6strojen hormonu igeren
hormon replasman tedavisi, obezite, alkol tiiketimi ve radyasyon maruziyeti yer
almaktadir (Smolarz ve ark., 2022).

BRCA1 ve BRCAZ2 genlerindeki mutasyonlar meme kanseri riskini artirirken,
PTEN veya TP53 gibi diger genlerdeki mutasyonlar da meme kanseri gelisimine katkida
bulunabilmektedir. Yiiksek risk grubunda olan kadinlarda bu genetik mutasyonlarin test
edilmesi, meme kanserinin erken teshis edilmesi veya gelisiminin 6nlenmesi i¢in 6nemli
olabilmektedir. Meme kanserinin kotii huylu olarak gelismesinin ana sebeplerinden biri

metastazdir.



Metastaz, meme kanseri hiicrelerinin baslangigcta olusan tiimdrden ayrilarak
viicudun bagka boélgelerine yayilmasi anlamina gelmektedir. Bu metastazlar genellikle
kemik, akciger, karaciger ve beyin gibi uzak organlara ulasabilmektedirler. Metastazlar,
kanserin tedavi ve prognozunu etkileyebilirler. Bazi hastalarda meme kanseri agresif
olmakta ve birincil timoriin tespit edilmesinden kisa bir siire sonra uzak bolgelere
metastaz yapabilmektedir. Ancak diger durumlarda, metastazlar daha uzun bir siire
boyunca belirgin hale gelmeyebilir. Bu durumda, meme kanserinin metastaz risk
faktorlerini belirlemek ve uygun tedavi segeneklerini degerlendirmek zorlasabilmektedir
(Feng ve ark., 2018).

Tiimor baskilayici genler, normal doku biiyiime kontroliinde 6nemli bir rol oynar.
Bu genler, hiicre proliferasyonunu sinirlayan ve timor olusumunu 6nleyen proteinlerin
iretiminden sorumludur. Ancak, tiimor baskilayici genlerde meydana gelen nokta
mutasyonlari, delesyonlar veya ekspresyon kaybi gibi degisiklikler sonucunda bu
genlerin islevi bozulabilmektedir. Bu durumda, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi kontrolsiiz
hale gelebilmektedir. BRCA1 ve BRCA2 genleri, tiimor baskilayict genler olarak kabul
edilmektedirler. Bu genlerin mutasyonlari, meme, yumurtalik, prostat ve kolon kanseri
gibi ¢esitli kanser tiirlerinin gelisimine yol agabilmektedir. Yillardir yapilan arastirmalar,
BRCA genlerindeki mutasyonlarin kanser riskini artirdigin1 gostermistir. BRCAL ve
BRCA2 genlerinde yiizden fazla farkli dogal mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar,
BRCA genlerinin islevini etkileyerek kanser gelisimine katkida bulunabilmektedir (Tufail
ve ark., 2022).

BRCA mutasyonlarinin penetransi oldukga yiiksektir, yani mutasyona sahip olan
bireylerin biiyliik bir kisminda kanser gelisme riski artmistir. Bu nedenle, BRCA
mutasyonlaria sahip olan kisilerin diizenli tarama ve Onleyici tedavi yontemleriyle
kanser riskini yonetmeleri biiyiik 6nem arz etmektedir. Ayrica BRCA genetik testleri,
yiiksek risk tasiyan bireylerin erken teshis ve tedavisi ig¢in uygun onlemleri almasina
yardimci olabilmektedir (Casabuon ve ark., 2020).

Meme kanseri arastirmalart ve calismalari, meme kanserinin farkli alt gruplara
ayrilabilecegini gostermektedir. Bu alt gruplar, timor hiicrelerinin 6zelliklerine, hormon
reseptOrii durumuna ve genetik yapiya gore siniflandirilmistir. Asagida belirtilen alt1 ana

alt grupta meme kanseri tanimlanmastir:
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Luminal A: Luminal A tiimorleri, meme kanallarini kaplayan i¢ hiicrelerden
kaynaklanmaktadir. Bu tiimorler genellikle Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptorii (PR) pozitif, HER-2 negatifdir. Luminal A timdrleri en iyi prognoza sahip
olanlardir.

Luminal B: Luminal B tiimérleri de i¢ hiicrelerden kaynaklanmakta ancak
Luminal A tiimorlerine gore daha agresif 6zellikleri bulunmaktadir. Luminal B tiimorleri,
ER velveya PR pozitif olabilir. Daha yiiksek dereceli tiimorler, biiyiikk boyut ve lenf
diigiimii tutulumu gibi 6zelliklere sahip olabilir ve daha kotii prognoza sahiptirler.

Uclii negatif/bazal benzeri: Uglii negatif meme kanseri, ER, PR ve HER-2 negatif
olan timorleri tanimlamaktadir. Bu tiimorler, bazal hiicrelere benzer 6zelliklere sahip
olabilir. Uglii negatif meme kanseri genellikle agresif ve kétii bir prognoza sahiptir.

HER-2 tipi: HER-2 tipi timorler, ER ve PR negatif, HER-2 pozitif olanlardir. Bu
timorler genellikle lenf diigiimii olusumu diisiik dereceli olarak bilinmektedirler. HER-2
tipi tlimorlerin prognozu kotiidiir ve tekrarlama ve metastaz egilimine sahiptirler.
Genellikle daha geng¢ kadinlarda goriiliir.

Claudin-low: Claudin-low tiimérler genellikle ti¢lii negatif tiimorlerdir, ancak
farkliliklar1, hiicre-hiicre adezyon proteinlerinin azalmasi ve lenfosit infiltrasyonunun
siklikla goriilmesine dayanmaktadir. Claudin-low tiimorler mezenkimal ve kok hiicre
ozelliklerine sahip olabilmektedir.

Normal benzeri: Normal benzeri tiimorler, meme kanserinin daha nadir bir alt
grubunu olusturmaktadir. Bu tiimorler genellikle kiiciik boyutta ve iyi bir prognoza tiimdr
yapilari olarak bilinmektedirler (Torre ve ark., 2016).

Bu alt gruplar, meme kanserinin heterojen dogasimi ve farkli molekiiler
ozelliklerini yansitmaktadir. Bu siniflandirma, hastalarin tedavi edilmesi ve prognoz
acisindan daha spesifik yaklagimlarin gelistirilmesine yardimct olabilir. Ancak, tedavi
yaklasimlar1 bireysellestirilmis olmalidir ve her hasta icin en uygun olan tedavi plam

belirlenmelidir (Mehrgou ve ark., 2016).
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1.4. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

1.4.1. Cerrahi Yontemler

Genigletilmis veya siliper radikal mastektomi: Meme koruyucu cerrahinin uygun
olmadig1 durumlarda, meme ve koltukalti1 lenf bezlerinin biiyiik bir béliimiiniin ¢ikarildigi
bir operasyondur.

Radikal Mastektomi: Meme, koltuk alt1 lenf bezleri ve gégiis duvarindaki pektoral
kaslarin alindig1 bir cerrahi yontemdir.

Basit Mastektomi: Meme uglar1 dahil olmak iizere tiim memenin alindig1 bir
islemdir. Koltuk alt1 lenf bezlerine veya kas dokularina miidahale edilmez. Meme kanseri
riski yiiksek olan bazi kadinlarda her iki meme de alinabilir (double mastektomi) (Fares

ve ark., 2020).

1.4.2. Radyoterapi

Radyoterapi, meme kanseri tedavisinde yiiksek enerjili 1sinlarin kullanildigi bir
yontemdir. Meme kanserinin farkli donemlerinde kullanilabilir ve yerel kontrolii
saglamak amaciyla bu islem gerceklestirilmektedir. Ayrica palyatif tedavide semptomlari
hafifletmek i¢inde kullanilmaktadir. Radyoterapinin amaci, hedeflenen alanda homojen
bir doz dagilimi saglamak ve saglam dokulara minimum doz vermektedir (Maani ve ark.,

2022).

1.4.3. Kemoterapi

Kemoterapi, bir veya birden fazla ilacin kullanilarak kanser hiicrelerini yok etmek
amaciyla uygulanan bir tedavi yontemidir. Meme kanserinde kemoterapi, tek basina veya
hormonoterapi ile kullanilabilir. Hastanin yagi, tiimor boyutu, biyolojik ve patolojik
ozellikler g6z Oniinde bulundurularak tedavi plani olusturulur. Kemoterapotik ilaglar
farkl1 yan etkilere sahip olabilir ve hastalarin yasaminda bazi zorluklar yaratabilir.

Bu tedavi yontemleri, meme kanserinin klinik 6zelliklerine, yerlesim yerine ve
hastanin durumuna gore degisebilmektedir. Tedavi plani, bir multidisipliner yaklasim ile
hastanin doktoruyla durumunu degerlendirmesine ve kisiye 0zgii bir yaklasimin

belirlenmesine dayanmaktadir (Kurt ve ark., 2018).
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1.4.4. Meme Kanseri Tedavilerinin Dezavantajlan

1.4.4.1. Kemoterapinin Dezavantajlari

Yorgunluk: Kemoterapi tedavisi sirasinda ve sonrasinda yaygin bir yan etkidir.
Hastalar genellikle kendilerini halsiz ve yorgun hissederler.

Sac kaybi: Kemoterapi, hizla bdliinen hiicreleri hedef aldig1 icin sa¢ koklerini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle sa¢ dokiilmesi goriilebilir. Saglar tedavi sonrasinda
genellikle tekrar biiyiir, ancak bazen kalic1 sa¢ kaybi1 da olusabilir.

Cilt sorunlari: Kemoterapi cildi etkileyebilir ve kizariklik, kuruluk, kasinti,
dokiintiiler veya hassasiyet gibi sorunlara neden olabilir.

Bagisiklik sistemi zayifligi: Kemoterapi, bagisiklik sisteminin normal isleyisini
etkileyebilir ve enfeksiyonlara kars1 direnci azaltabilir. Hastalar enfeksiyonlara kars1 daha
duyarli hale gelebilir.

Mide bulantis1 ve kusma: Kemoterapi, mide bulantis1 ve kusmaya neden olabilir.
Bu yan etkiler, kullanilan kemoterapi ilaglarina, doza ve bireysel farkliliklara bagli olarak
degisebilir.

Istahsizlik ve kilo kaybi: Kemoterapi tedavisi istahsizlik ve kilo kaybma yol
acabilir. Bu, hastalarin yeterli besin almasini zorlastirabilir ve zayiflamaya neden olabilir.

Sindirim sorunlari: Kemoterapi bazen ishal, kabizlik, mide agrisi, gaz veya
sindirim sorunlarina neden olabilir.

Ellerde ve ayaklarda sislik: Baz1 kemoterapi ilaglar1 periferik sinirlerde hasara
neden olabilir, bu da ellerde ve ayaklarda sislik, karincalanma, uyusma veya agr1 gibi
belirtilere yol agabilir. Bu durum, periferik noropati olarak adlandirilir.

Kalp sagligi sorunlari: Bazi kemoterapi ilaglart kalp dokusuna zarar verebilir ve
kalp problemlerine yol agabilir. Bu nedenle, kemoterapi alan hastalar diizenli olarak kalp
fonksiyonlar1 agisindan takip edilmelidir.

Konsantrasyon sorunlari: Kemoterapi tedavisi, bazi hastalarda konsantrasyon
sorunlari, hafiza kaybi ve bilissel islevlerde azalma gibi norolojik etkilere neden olabilir.

Ruh hali degisiklikleri: Kemoterapi, baz1 hastalarda depresyon, kaygi, irritabilite
ve diger ruh hali degisikliklerine neden olabilir.

Cinsel sorunlar: Kemoterapi, cinsel istekte azalma, kisirlik veya diger cinsel
sorunlara yol acabilir. Bu yan etkiler, tedavinin tiiriine ve dozuna bagli olarak degisebilir

(Nurgali ve ark., 2018).
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Ozet olarak, kemoterapi tedavisi bircok yan etkiye ve dezavantaja sahip olabilir.
Ancak bu etkiler her hastada farklilik gosterebilir ve cogu yan etki tedavi sonrasinda geri
donebilir. Tedavi siirecinde hastalarin saglik ekibiyle iletisim halinde olmalar1 ve yan

etkileri yonetmek i¢in destek almalar1 6nemlidir (Ramirez ve ark., 2010).

1.4.4.2. Radyoterapinin Dezavantajlari

Radyoterapinin meme kanseri tedavisinde kullanilmasinin baz1 dezavantajlari ve
yan etkileri sunlar olabilir:

Saglikli doku hasar1: Radyoterapinin ana hedefi kanser hiicrelerini hedef almak
olsa da saglikli dokular da radyasyona maruz kalabilir ve zarar gorebilir. Radyasyonun
normal dokuya yapacagi hasar, tedavi alaninin genisligi ve lokalizasyonuna, uygulanan
toplam ve giinliik doz miktarina ve hastanin yasina ve genel durumuna bagli olarak
degisebilmektedir.

Akut yan etkiler: Radyoterapinin akut yan etkileri, tedavinin basladigi ilk
haftalarda ortaya ¢ikabilir. Bu yan etkiler arasinda ciltte kizariklik, yanma, kasinti,
kabarciklar, gdglis agrisi, yorgunluk, bulanti ve kusma gibi sikayetler bulunabilir. Bu
etkiler genellikle tedavi sonrasinda gerilemektedir.

Kronik yan etkiler: Radyoterapinin kronik yan etkileri, tedavi sonrasinda aylar
veya yillar iginde ortaya c¢ikabilmektedir. Kronik yan etkiler arasinda; ciltte renk
degisiklikleri, kalic1 killanma veya killarda seyrelme, lenfodem (kol ve elde sigsme), g6 giis
duvarinda sertlesme, kalp ve akcigerlerde hasar, kaburgalarda kirilmalar ve ikincil kanser
riski gibi etkiler bulunabilir.

Cilt sorunlar1: Radyoterapi alaninda cilt hassaslasabilir ve kizarabilir. Bunun yani
sira cilt kurulugu, kasinti, kabarciklar, yara olusumu ve enfeksiyon riski gibi sorunlar da
goriilebilir.

Meme rekonstriiksiyonuna etkisi: Radyoterapi, meme rekonstriiksiyonu yapilacak
hastalarda cerrahi sonrasi 1yilesmeyi etkileyebilir. Radyasyon, implantlar veya dokusal
fleplerin basarisin1 azaltabilir ve cilt dokusunu bozabilir.

Kalp ve akciger hasari: Meme kanseri radyoterapisi, kalp ve akcigerlere yakin
bolgeleri etkileyebilir ve bu organlarda hasara neden olabilir. Bu nedenle, radyoterapi
alan hastalarin kalp fonksiyonlar1 diizenli olarak izlenmelidir.

Ikincil kanser riski: Radyoterapinin uzun vadede ikincil kanser gelisimine yol
agma potansiyeli vardir. Ozellikle radyasyon alaninda bulunan diger organlarda kanser

riski artabilir.
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Radyoterapi tedavisinin yan etkileri, tedavi siireci boyunca dikkatli takip ve

yonetim gerektirebilmektedir (Ertem ve ark., 2009; Akdemir ve ark., 2004).

1.5. Metastaz ve Invazivite

Kanser hiicreleri viicutta yayilabilir ve birincil tiimoriin bulundugu bélgeden uzak
bolgelere metastaz yapabilir. Metastaz, kanser hiicrelerinin kan dolasimi veya lenf sistemi
araciligryla viicudun farkli bolgelerine yayilmasi anlamina gelmektedir.

Metastatik tiimorler, birincil timdriin kanser hiicrelerinin yayilmasi sonucu olusan
ikincil tiimdrlerdir.

Metastaz siireci oldukca karmasiktir ve birgok faktoriin etkilesimini gerektirir.
Birincil tiimor hiicreleri, invaziv Ozellikler kazanarak c¢evre dokulara sizmaya
baslamaktadir. Daha sonra, kan dolasimi veya lenf sistemi yoluyla viicudun farkl
bolgelerine taginirlar. Ancak, metastaz yapabilme potansiyeline sahip kanser hiicrelerinin
sayist oldukea diisiiktiir.

Metastaz, kanserin ilerlemesi ve tedavi segceneklerini sinirlamasi agisindan 6nemli
bir asamadir. Metastaz yapabilen kanser hiicrelerinin erken tespiti ve hedeflenmis
tedavilerle engellenmesi veya durdurulmasi, kanserin yayilmasini kontrol etmek ve tedavi

basarisini artirmak i¢in 6nemlidir (Alkabban ve ark., 2022).
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Sekil 1.4. Kanser hiicrelerinin kan dolasimindaki bir illiistrasyonu. Kanser hiicreleri, tek

tek veya kiime halinde dolasabilirler. ikincil bolgelere ulastiktan sonra, dolasimdaki
kanser hiicreleri (CTC'ler) bazen kilcal damarlarin duvarlarina tutunabilir veya sikisabilir.
Daha sonra, bu hiicreler disar1 ¢ikabilir ve yeni bir bolgede kolonileserek metastatik timor

olusturabilirler (Fares ve ark., 2020).

Hiicreler arasinda bulunan etkilesimdeki yapigma potansiyelinin azalmasi veya
kaybolmasi metastaz siirecinde dnemli bir rol oynamaktadir. Birincil timorden ayrilan
kanser hiicreleri, hiicre-matris etkilesimlerinde degisiklikler yasarak hareketli bir fenotipe
gecmektedirler.

Normal hiicreler, g¢evreleriyle etkilesim halindedir ve ¢evrelerindeki dokulara
baglanma yetenegine sahiptirler. Bu baglanma, hiicrelerin bir arada tutulmasini saglar ve
doku yapisinin korunmasina katkida bulunur. Ancak, kanser hiicreleri, bu baglanma
yetenegini kaybedebilir veya azaltabilir.

Metastaz siirecinde, kanser hiicreleri birincil tiimdrden ayrilirken, ¢evrelerindeki
hiicre-matris etkilesimlerinde degisiklikler yasarlar. Bu degisiklikler, hiicrelerin
baglantilarinm1 gevsetebilir ve onlar1 hareket etme yetenegi kazandirabilir. Kanser
hiicreleri, cevrelerindeki matriks proteinlerine baglanma yeteneklerini degistirerek veya
kaybederek, cevrelerinde serbestce hareket edebilirler. Bu degisiklikler, kanser
hiicrelerinin dolasim sistemine girmesini ve viicudun diger bélgelerine ulasmasini

saglamaktadir.

16



Ayrica, metastaz siirecinde hedef bolgelere yerlesirken de yapisma
potansiyellerindeki degisiklikler 6nemli bir rol oynar. Kanser hiicreleri, yeni bdlgelere
tutunmak ve yeni tiimor olusumunu baglatmak i¢in ¢evrelerindeki hiicrelerle veya matriks
proteinleriyle etkilesime ge¢cmelidir. Yapisma yeteneklerindeki degisiklikler, kanser
hiicrelerinin  bu etkilesimleri diizenleyerek veya degistirerek metastatik timor
olusumunda yer almaktadir. Bu siirecte, yapisma molekiilleri ve hiicre yiizey reseptorleri
gibi faktorler onemli roller {istlenirler. Bu faktorler, kanser hiicrelerinin diger hiicrelere
veya matriks proteinlerine baglanma yeteneklerini belirler. Metastaz siirecindeki yapisma
potansiyelinin azalmasi veya kaybolmasi, kanser hiicrelerinin metastatik bolgelere
kolonize olmasini kolaylastirabilmektedir (Martin ve ark., 2013).

Metastaz siireci hala tam olarak anlagilamamis olsa da yapilan arastirmalar
yapisma molekiillerinin ve hiicre-matris etkilesimlerinin metastazda onemli bir rol

oynadiginmi gostermektedir.

1.5.1. Meme Kanserinde Metastaz

Meme kanseri hastalarinda metastaz kaynakli oliimlerin yaygin olmasi ve
ozellikle kemik metastazinin sik goriilmesi gergekten biiyiik bir sorundur. Geleneksel
tedavilere ragmen, metastatik meme kanseri olan hastalarin sagkalim oranlar1 diisiiktiir.
Bu durum, metastattk meme kanserinin molekiiler mekanizmalarinin smirh
anlasilmasindan kaynaklanmaktadir.

Meme kanseri hiicreleri, yayilma siirecinde en sik olarak kemik yapisini hedef
almaktadir. Bununla birlikte, akciger, karaciger ve beyin gibi diger organlara da metastaz
yapabilirler. Ozellikle ileri evre meme kanserinde, hastalarin %70'inde kemik metastaz1
goriilebilir. Kemik metastazi olan hastalar, tiimor hiicrelerinin mekanik basing ve
inflamatuar sitokinlerin etkisiyle olusturdugu siddetli agridan muzdariptirler. Ayrica,
kemik metastazi, kisith hareketlilik, hiperkalsemi (kalsiyum seviyelerinin yiikselmesi),
kiriklar, omurilik sikismasi ve kemik iligi rejenerasyon yeteneginin azalmasi gibi
sorunlara yol agarak hastalarin yasam kalitesini ciddi sekilde etkilemektedir (Fares ve
ark., 2020).

Metastatik hiicre popiilasyonunun alt kiimesi, primer timorde belirli 6zelliklere
sahiptir ve uzak metastaz ve diisiik sagkalim oranlariyla iliskilidir. Kemik mikro ortama,
diger bolgelere daha giiglii baglanma yetenegi ve bagisiklik sistemine daha giiclii direng
gibi belirgin 6zelliklere sahip olabilir. Bu da tiimdr hiicreleri i¢in en uygun lokalizasyonu

saglamaktadir.
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Bu nedenle, metastatik meme kanserinin yonetimi i¢in kemik mikro ortaminin ve
metastaz mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi biiyiik 6nem tasir. Bu bilgi, daha etkili
tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ve metastatik meme kanseri olan hastalarin sagkalim

oranlarinin artirilmasina yardimei olabilmektedir (Luo ve ark., 2020).

1.6. Etoposid ilac1 ve Etki Mekanizmasi

DNA topoizomerazlari, DNA molekiiliinde gecici kirilmalar yaparak genetik
materyalin topolojik durumunu diizenleyen enzimlerdir. Bu enzimler, ¢ift sarmalli
DNA'nin ¢oziilmesi ve geri sarilmasi, protein hareketi ve DNA'nin yapisinin sarilmasi
gibi siireglerde rol almaktadirlar (Montecucco ve ark., 2015).

DNA topoizomeraz II (Topoll), tip Il topoizomerazlar sinifina aittir ve ¢ift
sarmalli  DNA  kopmalarinin  dretimini  gergeklestirmektedir. ~ Topoll, iki
transesterifikasyon reaksiyonu aracilifiyla topolojik déniisiim saglamaktadir. Ilk
transesterifikasyon reaksiyonu, enzimin aktif bolgesindeki bir tirozin kalintisi tarafindan
baglatilmakta ve DNA molekiiliniin omurgasindaki fosfatla kovalent bir kalinti
olusturmaktadir. Bdylece ¢ift sarmalli DNA'da gecici bir kirilma olusur. ikinci
transesterifikasyon reaksiyonu, DNA kopmasini yeniden miihiirlemekte (yeniden
ligasyon) ve serbest tirozini yeniden olusturmaktadir. Topoll'nin {i¢ ana reaksiyonu
vardir: DNA gevsemesi, katenasyon/dekatenasyon ve diigiimleme/diglim ¢6zme. DNA
gevsemesi, Topol enzimlerinde de goriilen bir 6zelliktir ancak katenasyon/dekatenasyon
ve digiimleme/digiim ¢ozme reaksiyonlar: Topoll'ye 6zgiidiir (Baldwin ve ark., 2005).

Topoll enzimlerinin islevi, hiicrelerin DNA replikasyonu, transkripsiyon, onarim
ve kromatin yeniden diizenlenmesi gibi temel biyolojik siireclerini diizenlemektedir.
Topoll inhibitérleri, kanser tedavisinde kullanilan o6nemli ilaglardan biridir. Bu
inhibitdrler, kanser hiicrelerinin DNA replikasyonunu ve béliinmesini engelleyerek tiimor
biiyiimesini durdurmay1 hedeflemektedirler.

Topoll-DNA kompleksi ve etoposid arasinda olusan Tclii kompleksin
incelenmesi, kompleksin stabilizasyonunda Onemli olan etkilesim &gelerini ortaya
cikarmistir. Etoposidin, Topoll-DNA kompleksiyle etkilesime girmesi i¢in enzimin 6zgiil
amino asitleriyle baglantt kurmasi biiyiik bir énem arz eder. Bu iglii kompleksin
Topollcc'yi tesvik etme ve stabilize etmede aktif rolii bulunmaktadir ve etoposidin tek
basina serbest DNA'ya diisiik afinite gosterdigi, zayif bir DNA interkalatorii oldugu
fikriyle uyumludur. Ancak, yakin zamandaki caligmalar, etoposidin kromatine ve

histonlara, 6zellikle H1 histonuna kars1 yiiksek bir afiniteye sahip oldugunu gostermistir.
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Bu da etoposidin sadece Topoll'yi hedeflemekle kalmayip, ayni zamanda
kromatin yapisini da bir hedef haline getirebilecegini diisiindiirmektedir (Meresse ve ark.,
2004).

Etoposid, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan 6nemli bir kemoterapotik
ajandir. Etoposidin hedefi topoizomeraz Il enzimidir. Topoizomeraz II, DNA'nin alt ve
tist sarmalin1 diizenleyen bir enzimdir ve genomdaki diigiimleri gidermek igin gegici ¢ift
sarmalli kirilmalar olusturmaktadir. Topoizomeraz II'nin kanserin hem tedavi hem de
baslangi¢ asamasindaki merkezi rolii g6z oniine alinmalidir. Béylece etoposidin ve diger
antikanser ilaglarin topoizomeraz II iglevini nasil degistirdigi ve DNA sarmal
kirilmalaria nasil yol actig1 daha iyi anlasilabilir. Bu anlayis, kanser tedavisi ve yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde yardimci olabilir.

Etoposid, testis kanseri ve lenfoma gibi baz1 kanser tedavisinde kullanilan bir
antitimor ajandir. 1971'den beri kullanilan bu ilag, giiclii antineoplastik 6zellikleri
nedeniyle kimya ve biyoloji alanlarinda yogun bir sekilde ¢alisilmistir (Montecucco ve
ark., 2015; Baldwin ve dig, 2005).

1.7. Vinkristin ilac1 ve Etki Mekanizmasi

Vinblastine, aslinda vinka alkaloidleri olarak bilinen bir ila¢ grubuna aittir.
Vinkristin ise vinka alkaloidlerinden bir bagkasidir. Vinkristin, vindolin ve katerantin ad1
verilerin iki ¢oklu halkadan olugsmaktadir. Vinka domeni olarak adlandirilan yapi, GTP
baglanma bolgesinin yanindaki bir bolgede p-#ibiilin ile etkilesime girmektedir.
Vinkristin, hiicrelerde krozomlar: hareket ettirme ve hizalama mekanizmasini devre dis1
birakan mikrotiibiillerin olusumunu engellemektedir. Ayrica kardes kromatit degisimi,
kromozom sapmalar1 ve tek sarmalli DNA’ya olanak veren DNA yapisina zarar vermekte
ve DNA, RNA, akabinde protein sentezine miidahale edebilmektedir. Bunun yani sira
aksonal dejenerasyon goriillen sinir uyarilabilirliginin artmasina neden olan bir
molekiildiir (Mohammadgholi ve ark., 2013).

Vinkristin, mikrotiibiil polimerizasyonuna miidahale ederek hiicreleri durdurup
cogalmasini bloke etmektedir. Mikrotiibiiller, hiicre yapilar1 sirasinda énemli bir rol
oynayan protein yapilaridir. Vinkristin, mikrotiibiil hiicrelerini inhibe ederek hiicrelerin

mitotik aktivitesini engellemektedir.

19



Antikanser ilaglarinin ¢ogunluguna bakildiginda, biyolojik etkilerini niikleik asit
ve protein baglarmma baglanarak gostermektedirler. Vinkristin ilaci, giiglii bir
topoizomeraz II inhibitorii olarak literatiirde yer edinmistir. DNA’nin yapisiyla dogrudan
etkilesime girmektedir. Vinkristin’in mitotik ig yapisin1 bloke etmesiyle beraber, p53
aktivasyonundan bagimsiz olarak hiicreler apoptoza yonelmektedir. Bunun yani sira
akson taginmasinin inhibisyonu, sekresyon siiregleri, trombosit fonksiyonlarinin
bozulmasi gibi mikrotiibiilleri iceren diger tiim siire¢lerde de vinkristin ilacinin etkileri
goriilmektedir. Bu  nedenle  vinkristin, antitimor aktivitesini  tiibiilinlerin
polimerizasyonunu engelleyerek gostermektedir (Skubnik ve ark., 2022; Zhou ve ark.,
2019; Below ve ark., 2022).

1.8. VEGF-A Geni ve Etki Mekanizmasi

Vaskiiler endotel biiylime faktor A (VEGF-A), hiicrelerin ¢ogalmasini,
biiyiimesini ve yeni kan damarlarinin davranislarini (anjiyogenezi) tesvik eden bir protein
olan damar endotel biiylime faktor (VEGF) ailesinin bir iiyesidir. VEGF-A, kan
damarlarindaki endotel hiicrelerine baglanir ve genellikle endotel hiicreleri tarafindan
salgilanir.

VEGF-A, sekiz ekzon ve yedi intron igermektedir. Ekzonlar, proteinin yapisi ve
islevi icin kodlanan boliimlerdir ve intronlar aralarda bulunan islevi heniiz
tanimlanmamus kilavuzlardir (Brogowska ve ark., 2023).

VEGF-A'nin farkli izoformlari, alternatif ekleme ad1 verilen bir siiregle meydana
gelir. Bu siirecte, ayni genden farkli protein iriinleri elde edilir. VEGF-A'nin izoformlari:

VEGF121: Ekson 6 ve 7'den yoksun olan en kii¢iik izoformdur.

VEGF145: Ekson 6'dan yoksun ve ekson 7'nin bir kismini igeren izoformdur.

VEGF148: Ekson 6'dan yoksun ve ekson 7'nin tamamini i¢eren izoformdur.

VEGF162: Ekson 6'y1 igerir ve ekson 7'nin bir kismindan yoksundur.

VEGF165: Ekson 6'y1 icerir ve heparin yuvasini iginde ekson 7'ye sahiptir. Ayrica
VEGF-A'nin en baskin izoformudur.

VEGF165b: Ekson 6'dan tiiretilir ve VEGF165 ile benzer biiylimeye sahip
olmasina ragmen, farkl biyolojik etkilere sahip bir izoformdur.

VEGF183: Ekson 6'y1 igerir ve VEGF-A'nin daha uzun izoformlarindan biridir.

VEGF189: Ekson 6 ve 7'yi igerir ve heparin yuvasini iginde barindiran giiglii bir
izoformdur.

VEGF206: Ekson 6, 7 ve 8'i igerir ve VEGF-A'nin en uzun izoformudur.
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Bu izoformlarin her biri, anjiyogenez siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir ancak

farkli uzunluklar ve yapilara sahip olduklarindan farkli bir karmasik siireci de
baslatmaktadirlar. Ornegin, VEGF165, ekson 6'dan yoksun olan VEGF-A'nin en baskin

izoformu olup, endotelyal sistemlere baglanabilme yetenegi sayesinde performansi daha

yuksektir. Diger izoformlar ise farkli heparin baglant1 yeteneklerine sahiptir ve farkli
alicilara etkilesim hizlar1 bulunmaktadir.

VEGF-A, ozellikle endotel hiicreleri tarafindan salgilanir. Bu protein, doku
rejenerasyonu ve normal hiicre gelisimi gibi faktorlerde 6nemli bir rol oynar. Ayrica,

VEGF-A'nin asir1 iretimi veya regiilasyonu, kanser gibi hastaliklarin patolojik
anjiyogenezin olusmasina katkida bulunabilir. Bu nedenle, VEGF-A ve izoformlarinin

hedeflenmesi, tedavi ve ilag gelistirme alaninda énem arz etmektedir (Melincovici ve
ark., 2018).
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Sekil 1.5. VEGF ailesindeki reseptdr ve ligand iliskisi arasindaki baglarin sematik
gosterimi (Brogowska ve ark., 2023).

Vaskiiler endotel faktor biiyiime A (VEGF-A), gesitli faaliyetler tizerindeki etkileri
olan 6nemli bir biiyiime faktoriidiir. VEGF-A, endotel iirlinlinde bulunan VEGFR-1
(VEGFR-1/FIt-1) ve

VEGFR-2 (VEGFR-2/KDR) alicilarina
gostermektedir (Ramakrishnan ve ark., 2014).

baglanarak  etki
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VEGF-A'nin aktif halde gosterdigi etkiler asagidaki gibidir;

Endotel Hiicre Cogalma ve Migrasyonu: VEGF-A, endotel ¢cogalmasini ve hareket
etmelerini tesvik eder. Bu, yeni kan damarlarinin olusmasit ve mevcut damarlarin
beslenmesi i¢in 6nemlidir.

Vaskiiler Gegirgenlik: VEGF-A, kan damarlarinda bulunan sivi ve hiicrelerin
gegcisine izin verir. Bu, doku rejenerasyonu ve inflamasyon siirecinde rol oynayabilir.

Enflamatuar Hiicre Aktivasyonu: VEGF-A, makrofajlar ve graniilositler gibi
enflamatuar hiicreleri aktif hale getirerek inflamasyon etkilerini etkiler.

Rejeneratif Kapasite: VEGF-A, bazi i¢ organlarin rejenerasyon siirecinde rol
oynayabilir, bosaltma, genisletme ve kapsamli rejenerasyonunda etkili olabilir.

Noral Progenitdr Hiicreler: VEGF-A, noral progenitor hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farklilasmasi i¢in 6nemli bir rol oynar ve sinaptik olarak bu yapilar1 diizenleyebilir.

Podositler ve Retinal Pigment Epitel (RPE) Hiicreleri: VEGF-A, koruyucu ve goz
dokularinda podositler ve RPE hiicreleri tarafindan tiretilir ve bu dokularin sagliginin ve
islevlerinin korunmasinda rol oynar.

Yag Asidi Regiilasyonu: VEGF-A, yag asitlerinin alimi ve tedavisinde etkili olan
endotelyumdaki yag asitlerini baglayici proteini (FABP4) diizenleyerek yag
metabolizmasinda da rol oynar.

VEGF-A, bu ¢esitli etkileriyle 6nemli bir rol oynar ve saglikli doku ve organlarin
etkilerinin korumasi, rejenerasyonu siirecine katkida bulunur. Ancak genin dengesiz ifade
edilmesi, VEGF-A regiilasyonunu etkileyerek patogenezlerde rol istlenmesini
saglayabilir. VEGF-A’nin asir1 ifade edilmemesi bu yiizden biiyiikk bir énem arz
etmektedir (Matsumoto ve ark., 2014).

1.9. MMP-2 Geni ve Etki Mekanizmasi

Matris metaloproteinaz (MMP) ailesi, hiicre dis1 matrisin par¢alanmasinda rol
oynayan proteinleri igermektedir. Bu proteinler, normal fizyolojik siireglerde, 6rnegin
embriyonik gelisim, iireme ve doku yeniden sekillenmesi gibi olaylarda yer alirken, ayni
zamanda artrit, kanser metastazi gibi hastaliklarda da 6nemli roller istlenirler. MMP'ler
genellikle inaktif proprotein formunda salgilanir ve hiicre dis1 proteinazlar tarafindan
aktive edildiklerinde etkin hale gelirler. Bu aktivasyon genellikle hiicre disinda
gerceklesir. MMP-2 geni ise tip IV kollajenin ana yapisal bileseni olan bir enzimi kodlar.
MMP-2 enzimi, endometriyal par¢alanmasinda, vaskiilarizasyonun diizenlenmesinde ve

inflamatuar yanitta rol oynar.
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Ayrica, bazal membranin bozulmasinda ve metastaz siirecinde de 6énemli bir rol
oynayabilir. Béylece, MMP-2'nin normal fizyolojik siireglerin yani sira bazi hastaliklarin
gelisiminde de etkili oldugu diistiniilmektedir (Weekly ve ark., 2023).

MMP-2'nin kisitlamalari, proteolitik islemleri igerir. Aktivasyon stireci genellikle
hiicrelerde meydana gelir ve bir dizi faktor etkilesimini gerektirir. Aktivasyon, hiicre
yapisinda MT1-MMP (MMP-14) ile pro-MMP-2'nin (inaktif form) kompleksini
olusmaktadir. Bu kompleks, pro-MMP-2'nin hiicre disina tasinmasini saglar. Daha sonra,
aktif bir MT1-MMP ayrilmasina dayali oto-katalitik bir boliinme islemi gergeklesir. MT1-
MMP, pro-MMP-2'yi aktif eder.

Biitiinlesik zincirlerinin kiimelenmesi, MMP-2'nin kisitlamalarini tesvik eden bir
faktordiir. Biitlinlestiriciler, aglar arasi baglantilardan sorumlu olan proteinlerdir ve
MMP-2'nin yapilarinda 6nemli bir rol oynarlar. Ayrica, MMP-2'yi aktif hale getirmek i¢in
bir diger faktor de hiicre-hiicre kiimelenmesidir. Hiicrelerin bir araya gelmesi, MMP-2'nin
ifade edilebilecekleri bir ortam yaratir. Bunlarin yani sira, bir diger olmasi1 gereken faktor
de bir 16kosit adezyon boliimii olan ALCAM'dir. ALCAM, MMP-2'nin kisitlamalarini
tesvik eden ve diizenlemesinde rol oynayan bir faktdrdiir. Bu unsurlarin bir araya gelmesi,
MMP-2'nin dogru sekilde aktif olarak muhafaza edilmesini ve hiicre dis1 matrisin
parcalanmasini saglamaktadir (Feng ve ark., 2022).

Matris metaloproteinazlar (MMP'ler), tiimor istilasinda, metastazda ve yeni kan
damarlarinin olusumunda yonetilen 6nemli enzimlerdir. MMP'ler, hiicre dis1 matrisi
(ECM) ve bazal membrani bozarak tiimdrlerin kontrollerini ve sonuglarini hizlandirirlar.
Matris metaloprotein-2 (MMP-2) hiicre disi matrisi parcalayan ana enzimlerdir. Bu
enzimler, timor olusumlarinin ¢evre dokulara yayilmasina tesvik edebilir ve tiimorlerin

ilerlemesine yol agabilir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

PARPi (Poli (ADP-riboz) polimeraz inhibitorleri), BRCA mutasyonu tasiyan
timor hiicrelerinde DNA hasar tepkisini (DDR) hedefleyerek secgici bir sekilde
oldiirebilen potansiyel tedavi secencklerinden biridir. Zhang ve ark., 2017 yilinda
etoposid ilacinin farkli meme Kkanseri tipleri tlizerindeki BRCAL ekspresyonunu
aragtirmigtir. DNA hasarina yanit olarak regiile edilen BRCAL'in, etoposid gibi DNA
hasar ajanlarina yanit verdigi ve bu yanitin sitoplazmik BRCA1 protein seviyesinde artiga
neden oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, sitoplazmik BRCAL1 protein seviyesinin
degerlendirilmesi, meme kanseri alt tiplerini daha iyi ayirt etme ve tedavi yanitin1 bulma
potansiyeline olanak saglamaktadir (Zhang ve ark., 2017).

Ancak, bu c¢alismanin sonuglar1 daha fazla dogrulama ve genisletme
gerektirmektedir. Daha biiyiik bir hasta kohortunda, BRCA1 protein seviyeleri ile meme
kanseri alt tipleri arasindaki iliskinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica,
sitoplazmik BRCAL protein seviyelerinin klinik uygulanabilirligini belirlemek i¢in daha
fazla caligmaya ihtiya¢ vardir (Zhang ve dig., 2017).

Yu ve arkadaglarinin 2023 yilinda yayinladigi calismada, etoposid ilacinin Daam1
proteini ile etkilesimine bakmiglardir. Etoposid'in kii¢iik hiicreli karaciger kanser (H446)
hiicreleri ve meme kanseri (MCF-7) hiicreleri tizerindeki Daam1 proteinini eksprese eden
geninin iizerinde apoptotik bir etki sagladigi gozlemlenmistir. Ayrica, 270 pumol/L
dozunda etoposidin, H446 ve MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini, gogiinii ve invazyonunu
biiylik 6l¢iide engelledigi bulunmustur (Yu ve ark., 2023).

Skubnik ve arkadaslarinin 2021 yilinda yayinladig1 arastirmada, vinkristin ilactyla
birlestirilmis bir diger modern yaklasim, kansere yatkin antikorlarin kullanilmasi
olmustur. Losemili ¢ocuklarn organlarinda, vinkristin sayesinde saglikli hiicrelerin
yeniden tiretimi eski diizeyine ¢ikmigtir (Skubnik ve ark., 2021).

Sonug olarak, vinkristin temelli ilag tedavileri, kanser tedavisinde 6nemli bir yer
edinmektedir. ilacin yan etkilerine ragmen, vinkristin ilacinin yerini alacak daha etkili bir
ila¢ halen bulunamamistir (Skubnik ve ark.,2021).

Thomas ve arkadaslarinin 1994 yilinda gergeklestirdikleri calismada, vinkristin ve
etopsidin sinerjik etkisi metastatik meme kanseri olan belirli bir grup hastada denenmistir.
Faz Il asamasina kadar gelen bu siiregte daha 6ncesinde in vitro bir ¢alisma yapilmamis;

ila¢ kombinasyonu hastalara uygulanmigtir (Thomas ve ark., 1994).
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Deneye toplam 18 metastatik meme kanseri hastasi dahil edilmistir. Bu hastalarin
gecmis profillerine bakildiginda, 14'i adjuvana sahiptir ve 8'i ilerlemis metastatik etkiye
sahiptir.

Degerlendirme UICC (Uluslararas1 Kansere Karsi Birlik) kriterlerine gore
yapilarak; yanit degerlendirme sonucu, bir hastada tam yanit (CR) (%6-%48 giiven
aralig1) ve li¢ hastada ise genel yanit (PR) olarak elde edilmistir.

Tedavinin basarisizlifina kadar gegen siire 3,5 ay olmus ve calismanin
baslamasindan itibaren sagkalim 8,3 ay olarak bulunmustur. Baslica ilag kombinasyonun
yan etkisi miyelosupresyon (kemik iligi baskisi) olarak raporlanmistir. Dokuz hastada
(%50), beyaz kan hiicreleri (WBC) toplami 1.000/mm3'nin altina diismiistiir. Bes hastada
(%28) 3.derece ates ve kusma nobetleri gozlemlenmistir. Vinkristin ve etoposid ilag
kombinasyonun metastatik meme aktivasyonunda etkili olabilecegini gostermesine
ragmen, calisma tedavinin etki profili de dikkate alinarak Faz II’de durdurulmustur.

Bunun sebebi, hastalarda oldukga sik goriilen yan etkilerin olugsmasindan kaynaklanmistir

(Thomas ve ark., 1994).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Tezde Kullanilan Hiicre Hatlar:
Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tibbi Farmakoloji Laboratuvarindan MDA-MB-

231 hiicre hatti temin edilmis ve MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hatti

gelistirilmistir.

3.1.2. Laboratuvarda Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Tablo 3.1. Calismalarda kullanilmis olan kimyasallar ve Kitlerin bir tablosu.

Kullanim Amaci

Kimyasallar, Kitler

Uriin Firma Adi

Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve

Gelistirilmesi

RPMI-1640 Medium

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Fetal Bovin Serum (FBS)
Gentamisin
Tripsin-EDTA

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil

Amresco®, ABD

Ticari Satin Alinan Kitler

Memeli Hiicresi RNA izolasyon

Kiti

cDNA Sentez Kiti

GeneAll®, Kore

ABCP®, Kore

Calismada Kullanilan flaglar

Etoposid

Vinkristine

Kogak Farma, Tiirkiye

Kogak Farma, Tiirkiye

Hiicre Saymmi

Trypan Mavisi

ThermoFisher, Tiirkiye

Invazyon Tahlili

Gieamsa

Formaldehit

Metanol

Merck, Tiirkiye
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3.1.3. Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Laboratuvarda kullanilan cihazlarin listesi.

Kullanim Amaci

Cihazlar

Uriin Firma Ad1

CO; Inkiibator

Laminar Akimli Kabin

Niive EC 160, Tirkiye

Niive MN 090, Tiirkiye

Hiicresel Calisma I¢in Inverted Mikroskop BAB, Tiirkiye
Kullanilanlar
Mikroskop Kamerasi Leica, Almanya
Stereo Mikroskop Leica, Almanya
PCR Cihazi Thermo Hybaid, ABD
Vorteks IKA® Vortex, ABD
Mini Santrifiij Cihazi Niive NF 024, Tiirkiye
Molekiiler Calisma I¢in Santrifiij Cihaz1 Niive NF 400, Ttrkiye
Kullanilanlar

Nanodrop Cihaz

Mecasys Obtizen NanoQ, Kore

Malzeme Depolanmast igin

Kullanilanlar

Buzdolabi (+4 °C)

Buzdolabi (-20 °C)

Derin Dondurucu (-80 °C)

Vestel, Tiirkiye
Vestel, Tiirkiye

ARCTIKO, Danimarka

Diger Cihazlar

Masa Ustii Bilgisayar

Diziistii Bilgisayar

Hewlett Packard (Hp), ABD

Hewlett Packard (Hp), ABD
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3.2. Metot

3.2.1 Hiicre Kiltiirii

3.2.1.1. Duyarli ve Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinin Iki Boyutlu
Gelistirilmesi

MDA-MB-231 ve MDA-MB-231/Sisplatin direngli meme kanseri hiicre hatlar1 %
10 (v/v) Fetal Bovin Serum ve % 1 (v/v) Gentamisin antibiyotigi eklenerek hazirlanmig
% 88 (v/v) RPMI-1640 besiyerinde 37 °C’de % 5 karbondioksit optimizasyonunda
bulunan inkiibatérde inkiibe edilmistir. Hiicreler biiyiitiilitken 75 cm?lik flasklarda
tretilmistir. 500mL satin alinan mediumun igerisine 50mL FBS ve 1mL gentamisin
antibiyotik eklenmis ve kullanima hazir hale getirilmistir. Daha sonrasinda 75 cm?’lik
flasklarin igerisinde total olarak 12mL medium eklenerek hiicrelerin gelismeleri
saglanmistir. Kullanilan hiicre hatlarina ait flask ytizeylerinin % 80’1 hiicreler tarafindan
kaplandig1 takdirde hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak pasajlanmis; pasajlanma ihtiyaci
duyulmadigi ancak 6lii hiicreler bulundugu stire¢ i¢eresinde PBS ile yikanarak mediumu

degistirilmistir.

3.2.1.2.MDA-MB-231 Hiicre Hattina Sisplatin Direncin Kazandirilmasi

MDA-MB-231 hiicre hattinin biiyiitiilmesinin ardindan cisplatin ilact belirli
dozlarda belirli siirelerde verilerek hiicre hattinin diren¢ kazanmasi saglanmistir.
Cisplatin ilacinin ana stok dozuna bagli olarak ara stok dozlar1 hesaplanmis ve yaklasik
birka¢ aylik bir siiregte hiicrelerin direng kazanmasi saglanmistir. Bu siiregte istenilen
uM’a gelindikten sonra hiicreler {izerinde tez icerisinde yapilacak olan g¢alismalar
gergeklestirilmigtir. Cisplatin’in hazirlandig1 ara stoklar agagidaki gibidir. Bu dozlar
farkli pL seviyelerinde hiicrelerin durumuna gore flask igerisine ilave edilmistir.

Cisplatin Ara Stok Doz Hesaplamasi:

1660uM.x=250uM.2000uL

= 301,2 Cisplatin + 1698,8 RPMI 1640 medium

1660uM.x=500uM.2000uL

= 602,4 Cisplatin + 1397,4 RPMI 1640 medium

1660uM.x=1000pM.2000pnL

=1204,8 Cisplatin + 794,2 RPMI 1640 medium
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NOT: Cisplatin ilacinin satin alindigi firmanin belirttigi ana stok dozu
1660uM’dir. Bu ana stok birimine gore ara stoklar hazirlanmis ve 333uM direng

kazandirilarak tez ¢alismasinda kullanilmistir.

3.2.1.3.Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler yeterince biiyliylip gelistiginde iist iiste ¢ikma egilimine sahiptirler.
Birbirleri {izerine ¢ikmalar: altta kalan hiicrelerin 6lmesini saglayacagi ve calismada bu
istenmedigi; tam tersine hiicrelerin yasayarak gerekli deneylerde kullanilmasi gerektigi
icin pasajlanmasi sarttir. Kontakt inhibisyonu adiyla literatiirde yer alan bu 6liime dayali
mekanizmay1 engellemek icin hiicrelerin yiizey alanindan substrat ile ayrilmasi
gerekmektedir. Kanser hiicreleri yilizeye yapismak i¢in ekstraseliiller matriks adi verilen
bir enzim salgilar ve bu sayede flasklarin ylizeyine tutunurlar. Bu enzim yapisinin
pargalanmasi hiicrelerin tutunduklari yilizeyden kalkmalarini saglayacaktir. Hiicre kiiltiirii
bulundugu flaskin yiizey alanini biiyiik dl¢lide kapladiklarinda, laminer akis kabininin
icerisinde tripsinizasyon islemi adini verdigimiz bir tepkime ile kaldirilir (Kwist ve ark.,
2016).

Karbondioksit igeren inkiibatorde steril bir sekilde bulunan flask i¢indeki hiicreler
ilk basta mikroskopta incelendi. Incelendiginde yiizeyinin %80’lik bir kism1 kaplandig1
belirlenerek flask ig¢inde bulunan ve “kirli medium” olarak adlandirdigimiz i¢indeki
12mL’lik medium c¢ekiler sivi atik kutusuna atildi. Ardindan flaskin igerisinde
otoklavlanmis steril PBS tamponu 4mL olacak sekilde serolojik pipet yardimiyla aktarild
ve Olu hiicreler (flask yiizeyinde yapisik degillerdir) arindirildi. Flaskin kapagi kapali
olacak sekilde olduk¢a yavas bir sekilde sallanarak hiicreler PBS ile muamele edilip,
ardindan PBS tamamen flaskin iginden gekilerek sivi atik kutusuna bosaltildi. Olii
hiicrelerden arindirilan flask tirpsin-EDTA ile muamele gérmeye hazirlandi. Hiicrelerin
ekstraseliiler yapilarinin parcalanip kalkmasi i¢in tripsin-EDTA 75cm:’lik flaskin
igerisine 2mL kadar eklendi. Bu islemin ardindan 37°C’de yaklagik olarak 2 ile 5 dakika
arasinda inkiibatore konulara inkiibe edilmesi saglandi. Bu siire¢ zarfinda hiicreler
yapistiklar1 ylizeyden kalktilar. Tripsin-EDTA nin toksik etkilerini azaltmak adimna flask
inkiibatorden alindiktan sonra {izerine RPMI 1640 mediumu 4mL kadar ilave edildi ve
hiicrelerin belirli bir miktar1 ¢alismalarda kullanilmak icin hiicre sayim1 yapilmak {izere
15mL’lik falkona aktarildi. Yine baska deneylerde kullanilacak olan flask icerisine
toplam konsantrasyonu 12mL’ye denk gelecek sekilde RPMI 1640 mediumu ilave edildi.
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3.2.1.4. Etoposid ve Vinkristine Ilaglarmin Ana ve Ara Stok Dozlarinin

Hesaplanmast

e FEtoposid Ana Stok Hesaplama Islemi
0,1 gram
588.6 mol =0,03397 =33.978uM
0,005 Litre

e Etoposid Ara Stok Hesaplama Islemi
33978 .x=10uM . 1000uL =
0,29uL ilag + 999,71 uL medium (100uL hiicre + 899,71 uL bos medium)
33978 . x=5uM . 1000pL =
0,145uL ilag + 999,855uL medium (100uL hiicre + 899,855uL bos medium)

e Vinkristin Ana Stok Hesaplama Islemi
0,001 gram
824,958 mol =0,0012122 =1212,2uM
0,001 Litre

e Vinkristine Ara Stok Hesaplama Islemi
1212 . x=100uM . 1000pL =
82,5uL ilag + 817,5uL medium (100puL hiicre + 717,5uL bos medium)
1212 . x =50uM . 1000pL =
41,25puL ilag + 858,75uL medium (100uL hiicre + 758,75uL bos medium)
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e Etoposid ve Vinkristin Ara Stok Kombinasyonlarinin Ug Boyutlu Deney
I¢in Hesaplanmasi Islemi

Vinkristine S0uM ve Etoposid 5uM (Total Konsantrasyon 1000puL) igin;
1212 . x =400uM . 500uL = 33.978 . x =40uM. 500uL
165uL vincristrine + 335uL medium  ve  0,6uL etoposid + 499,4 medium
Vinkristine 50uM ve Etoposid 10uM (Total Konsantrasyon 1000uL) igin;
1212 . x =400uM . 500uL = 33.978 . x = 80uM. 500uL
165uL vincristrine + 335uL medium  ve  1,2uL etoposid + 498,8 medium
Vinkristine 100uM ve Etoposid SuM (Total Konsantrasyon 1000uL) i¢in;
1212 . x =800uM . 500uL = 33.978 . x =40uM. 500uL
330uL vincristrine + 170puL medium  ve  0,6uL etoposid + 499,4 medium
Vinkristine 100uM ve Etoposid 10uM (Total Konsantrasyon 1000uL) igin;
1212 . x =800uM . 500uL = 33.978 . x = 80uM. 500uL
330uL vincristrine + 170puL medium  ve  1,2uL etoposid + 498,8 medium

NOT: Hiicre hatlari pasajlandiktan _sonra hiicre sayimi vapilmistir. Bunun

akabinde iic boyutlu hiicrelerin gelistirilmesinin ardindan yukarida belirtilen dozlar total

konsantrasyonlart 1000ul 've esdeger gelecek sekilde karisim olarak hazirlanmuistir.

Bunun yam swra her iki ilac kendi dozlarinda da hesaplanarak ara stoklari

olusturulmustur.

3.2.2. Trypan Mavisi ile Hiicre Sayimi

Trypan mavisi boyast ile hiicre sayiminin ger¢eklesmesi kromoforun negatif
yuklii olmasina bundan 6tiirii de membran hasar gérmedigi siirece hiicre ile etkilesime
girmemesine bagl olan bir tepkimedir. Hiicrelerin 6lii olmasi durumunda mavi renkte
goziikmesi gerekirken; 6lii olmayan hiicrelerin trypan boyasi ile boyanmamis olmasi
gerekir (W. Strober, 2015).

Pasajlanmis ve falkon ya da ependorf igersine alinmis hiicreler, trypan mavisi
soliisyonuyla 10:1 oran1 kullanilarak karistirilir. Boya 1s18a hassas durumda oldugundan
oranina gore 250 pL hiicre soliisyonu, 25 pL trypan mavisi soliisyonu ile karistirilip bir
miihlet aliiminyum folyo sarilmis bir sekilde bekletilir. Ardindan Thoma lami {izerine

konularak hiicreler mikroskopta incelenir ver sayimi yapilir.
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1 mL*deki Hiicre Sayis1 = Karelerdeki Hiicre Say1s1 x Seyreltme Faktorii x 4 x 108
[Denklem 3.1.]

Sekil 3.1. Thoma lamindan hiicre sayiminin sematik gosterimi (Freshney, 1987).

3.2.3. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda Sitotoksisite
Analizi

Etoposid ve vinkristine ilaglarinin ayri ayrt ve kombinasyon halinde belirli
dozlarda her iki hiicre hattinda da sitotoksisite analizi gergeklestirilmistir.

12 kuyucuga sahip platelere her iki hiicre hattindan hiicre sayimi yapilmis hiicreler
total konsantrasyonu temiz medium ile 1000uL olacak sekilde eklenmistir ve 37°C’de
%5’lik karbondioksitli inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin bir gece inkiibe
edilmesinin ardindan kuyucuklarin  %g80’inini kapladigi mikroskop yardimiyla
belirlenerek hiicrelere literatiirde yapilan ¢aligsmalara dayanarak hazirlanan belirli ara stok
dozlardaki ilaglar ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde verilmistir. Inkiibasyona birakilan
hiicreler 24,48 ve 72.saat olmak iizere mikroskopta fotograflari cekerek gézlemlenmis ve
dozlarin hiicreler {iizerindeki metastatik, sitotoksik ve morfolojik proliferasyonu
incelenmistir. Asagida hazirlanmis tabloda kuyucuklara verilen ilaglar ve dozlar

bulunmaktadir (Riss ve ark., 2019).
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Tablo 3.3. Calismada kullanilan ilaglar, ana ve ara stok dozlar1 ve kullanilma

miktarlariin gosterimi.

ila¢ Ana Stok Hesaplamasi Kullanilan Kullanilan Kullanmilan
Ara Stoj Dozu  la¢ Miktar: Medium
(M) (nL) Miktar: (nL)
Etoposid 0,1 gram 5 0,14 999,855
588.6 mol =0,03397 =33.978uM
0.005 Litre 10 0,29 999,71
Vinkristin 0.001 gram 50 41,25 858,75
824,958 mol =0,0012122=12122uM
0,001 Litre 100 82,5 817,5

3.2.4. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda Motilite Analizi
(ing. Migrasyon Assay)

Tezde kullanilan iki hiicre hatt1 iginde metastaz kabiliyetinin ilaglarla etkilesimini
incelemek adina hiicre go¢ analizi yapilmistir. Oncelikle ara stok dozlar1 hesaplanmis ve
hesaplanan dozlarla doz belirleme deneyi gerceklestirilmistir. Daha sonrasinda belirlenen
dozlarla kontrol grubu dahil olmak tizere 12 kuyucuklu bir plaka igerisine her kuyucuga
total olarak 2x10° hiicre ilave edilmistir. ilaglar total konsantrasyon 1000uL’ye denk
gelecek sekilde diliie edilip ara stoklar hazirlandigindan; her kuyucuktaki toplam
konsantrasyon 1000uL’ye denk gelmektedir. Bir gece boyunca 37°C’de %S5’lik
karbondioksit iceren inkiibatdrde hiicreler inkiibe edildikten sonra kuyucuklarin yiizeyi
tamamen kaplandig1 gézlemlenmistir. Boylece 10uL’lik pipet ucu yardimiyla, dikkatli ve
hizli bir sekilde tam orta iistten orta asagiya kadar dikey bir yara agilmistir. Bunun
ardindan ilaclar belirlenen dozlarda belirlenen kuyucuklara verilmis ve 24,48,72.saat
fotograflart ¢ekerek metastatik etkileri mikroskopta gozlemlenmistir (Wells ve ark.,
2013).
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3.2.5. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda invazyon Tahlili

Her iki hiicre hattininda daha iyi morfolojilerini ve niikleus yapilarini gérmek
adina giemsa boyama deneyi gerceklestirilmistir. Flasklarda biiyiitilen hiicreler
pasajlanip ardindan ependorflarda toplanmistir. Bunun ardindan hiicre sayimi yapilmis
ve hiicreler 24’1l kuyucuklara ekilmistir. Ekilen hiicrelerin toplam konsantrasyonu temiz
medium ve hiicre bilesimi olarak her bir kuyucukta 1000pL’dir. Hiicre ekimi isleminin
gerceklestirilmesiyle 37°C’de %5°lik karbondioksit i¢eren inkiibatorde bir gece boyunca
inkiibe edilmesinin ardindan kuyucuklar %80’lik bir sekilde yilizeyi kaplamistir. Ertesi
giin ylizeyt %80 hiicreyle kapli olan kuyucuklara belirlenen dozlarda ayr1 ayr1 ve
kombinasyon halinde ilaglar verilmis ve tekrar inkiibe edilmek iizere inkiibatore
yerlestirilmistir. Tla¢ verildikten 24 saat itibariyle ilk 8 kuyucuk icin boyama islemine
gecilmistir.

Ilk oncelikle “kirli medium” olarak adlandirdigimiz kuyucuklarin icerisinde
bulunan mediumlar hiicrelere herhangi bir sekilde zarar vermeden alinmis ve sivi atiga
aktarilmistir.  Her bir kuyucuga 250uL olacak sekilde formaldehit eklenmis ve 2dk
boyunca hiicreler bu kimyasal ile muamele edilmistir. Ardindan formaldehit otomatik
pipet yardimiyla gekilerek sivi atiga atilmistir. Iki kez kuyucuklar PBS ile yikamustir.
Yikama iglemi bitince iyice PBS kuyucuklardan arindirilmis ve 500uL metil alkol
eklenerek 20 dakika kadar hiicreler muamele edilmistir. Bu islemle beraber formaldehit
ile tabana yapismis olan hiicrelerin hiicre zarmin gecirgen bir yapiya sahip olmasi
saglanmistir. Metil alkoliin kuyucuklardan c¢ekilmesi ve tekrar iki kez PBS ile
kuyucuklarin yikanmasiyla 250uL. giemsa boya her bir kuyucuga ilave edilmistir. Bu
asamada steril kabinin 15181 kapatilir ¢linkii giemsa boyanin 1s18a hassasiyeti mevcuttur.
Boya eklenen plate, iizeri aliiminyum folyo ile kaplanarak 20 dakika muamele edilmistir.
Boya 20 dakika sonunda kuyucuklardan g¢ekilip son olarak iki kez PBS ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. Kuyucuklarin mikroskopta net goziikmesi icin steril swap yardimiyla
kuyucuk kenarlarindaki su damlaciklar1 toplanmistir. Bu islem yapilirken hiicrelere temas

etmemesine 6zen gosterilmistir (Barcia ve ark., 2007).
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Boyama isleminde her saat i¢in ayr1 bir boyama yapilmasi gerekmektedir. Bu
yilizden boyama islemi her iki hiicre hatt1 i¢in 24,48 ve 72.saatlerde ayr1 ayr1 boyanmis;
toplamda alt1 kez boyama islemi gergeklesmistir. Her boyama isleminin bitmesiyle 24,48

ve 72.saat boyama fotograflari ¢ekilerek deney tamamlanmustir.

3.2.6. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarimn Ug¢ Boyutlu
Gelistirilmesi

Hiicre hatlar1 pasajlanip bir ependorfa alindiktan sonra hiicre ekimi i¢in sayimi
yapilmis, bunun akabinde ii¢ boyutlu asili damla yontemi kullanilarak (ing. spheroid)
ekilmistir. Hiicreler bulunduklar1 ependorfta otomatik pipet yardimiyla pipetaj yapilarak
homojen bir siislipansiyona doniistiiriilmiislerdir. Hiicrelerin bu siireden 6nce birkag
dakikada dibe ¢okme olasiliklari bulunmaktadir. Bu yiizden pipetaj yapilmustir.

Ardindan petri kabmin kapak kismi ters ¢evrilerek belirli satirlar ve siitunlar
olusturulacak sekilde otomatik pipet yardimiyla 10 pL (= 10.000 hiicre) hiicre
slispansiyonu petrinin {ist tabanina damlacik olarak konumlandirilmigtir. Nem kontroliinii
saglamak ve medium ile karisik hiicrenin bulundugu yerde kurumamas: icin petrinin alt
tabanina 5 mL PBS eklenmistir.

Bununla beraber hiicrelerin damlacik yapist bozulmadan petri kapagi ters
cevrilmis ve 37 °C’de % 5 karbondioksitli inkiibatorde bir gece inkiibasyona birakilmistir
(Lv ve ark., 2017).

Hiicrelerin bir gece inkiibe olmasiyla beraber ilag dozlar1 belirli
konsantrasyonlarda hazirlanmis ve bu dozlar total konsantrasyonlari 10uL’ye denk
gelecek sekilde hazirlandigi i¢in buluan damlaciklarin {izerine yine bir otomatik pipet
yardimiyla 10’ar pL ila¢ diliisyonlar1 eklenmis, damlaciklar total olarak 20uL’lik bir
konsantrasyona ulasmiglardir. Damla modeli bozulmadan tekrar petri kabi inkiibatore
yerlestirilmis ve 24,48,72. saat olmak iizere mikroskopta fotograflar1 cekilerek

incelenmislerdir.
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3.2.7. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.2.7.1. Duyarli ve Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda RNA
[zolasyonu

RNaz inaktivasyonu i¢in tiim materyaller, dietil karbonat (DEPC) ile islenmis
damitilmis su ile muamele edilmistir. Ureticinin protokoliine gére toplam RNA
izolasyonu i¢in GeneAll® Hybrid-R™ RNA izolasyon kiti kullanilmistir. Yaklasik 1x10°
ila 5x10° arasinda degisen iki boyutlu ve iic boyutlu MDA-MB-231 ve MDA-MB-
231/Sisplatin direngli hiicrelerinin {izerine 1 mL RiboEx™ ilave edilip 5 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Hiicreler liziz oldugunda tizerine 200 pL kloroform eklenip
12.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. (+4 °C) Kolonun iist fazindaki 500 pL seffaf
siipernatant temiz bir ependorfa alinmistir ve 500 pL RBI Tampon ilave edilmistir.
Pipetaj yapildiktan sonra karisim spin kolona (yesil) aktarilmistir ve 10.000 g’de 30
saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon iizerine 500
uL SWI Tampon ilave edilip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip
yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon {izerine 500 uL RN'W Tampon ilave edilip 10.000
g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Icerisinde herhangi bir tampon kalmamas: i¢in 10.000
g’de 1 dakika bos santrifiij yapilmistir. 1,5 mL etiketlenmis ependorflara spin kolonlar
aktarilmistir. Son olarak 50 uLL. DNaz ve RNaz icermeyen distile su ilave edilip 10.000

g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir (Samandi ve ark., 2015).
Izole edilen RNA’min safligzi ve konsantrasyon durumu NanoDropta

belirlendikten sonra cDNA sentezi ile deneye devam edilmistir.

3.2.7.2.NanoDrop ile izole Edilen RNA’larin Olgiilmesi
Optik  yogunlukta, izole edilmis toplam DNA ve RNA orneklerin
konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi i¢in 260 nm ve 280 nm’de verdigi
absorbans degerleri oranlanir. (A2e0/A280) 260 nm’de DNA ve RNA maksimum absorbans
degeri (veya dalga boyu) gosterecektir. ideal DNA saflik oran1 yaklasik 1.8 ve ideal RNA
saflik oranmi ise yaklasik 2.0 olmalidir. Toplam RNA safliginin nicellestirilmesi icin

kullanilan denklem:

[RNA] = Azeo x Seyreltme Faktorii x RNA nin Ortalama Ekstinksiyon Katsayisi (40.0)
[Denklem 3.2.]
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RNA saflig1 ve konsantrasyon degeri NanoDrop cihazi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
izole edilen iki boyutlu ve ii¢ boyutlu MDA-MB-231 ve MDA-MB-231/Sisplatin direncli
RNA orneklerinden 2 pL kadar alinip cihaza yiiklenmistir. Cihazin verdigi konsantrasyon

ve saflik degerleri gozlenmistir (Samandi ve ark., 2015).

3.2.7.3.cDNA Sentezi ve Ekspresyon Analizi

Izole edilen tek zincirli mRNA nin, ¢ift zincirli komplementer DNA’ya yani
cDNA’ya ¢evrilmesi gerekmektedir. Bunun igin ¢cDNA sentezi yapilir. Ureticinin
protokoliine gére toplam cDNA sentezi icin ABM® OneScript™ cDNA sentez Kiti
kullanilmistir. Biitiin cDNA sentezi siireci boyunca kullanilan malzemeler DEPC’li ve
otoklavhdir.

10 pg ve 500 ng arasinda total RNA ic¢in gerekli hacimler kit protokolii
cergevesinde hesaplanmistir. Bu hesapla her bir 6rnek i¢in; 1 pL dNTP ve 1 pL Oligo DT
primer karisimi hazirlanmistir. Belirlenen RNA hacimleri tizerine bu karigim ilave
edilmistir ve lizerine niikleaz free water (DNA ve RNA igcermeyen su) ilave edilmistir.
PCR cihazinda 5 dakika 65 °C’de inkiibe edilip ardindan 1 dakika buz blok iizerinde
bekletilmistir. Bylece cDNA ilk zincir sentezi gergeklesmistir.

cDNA ikinci zincir sentezi i¢in ayri bir ependorf igerisinde; 2 pLL RTaz Reaksiyon
Tamponu (10x), 2 uL DTT (0.1 M), 1 uL HyperScript™ Reverse Transkriptaz ve 1 pLb
ZymAlI™ RNaz inhibit6r karisimi hazirlanmistir. Bu karisim ¢cDNA ilk zincir sentezinde
elde edilen karisim ile birlestirilmistir. PCR cihazinda; 55 °C’de 60 dakika, 85 °C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. Nihai inkiibasyondan sonra cDNA iiriinleri ekspresyon analizi
igin -20 °C’de muhaféza edilmistir (Kuang ve ark., 2018).

Elde edilen cDNA’larin gen ifade diizeyini (ing. ekspression analysis) belirlemek
icin hizmet alim1 kapsaminda revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR)
diizenegi kurulmustur. Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu yardimiyla
mMRNA ekspresyonunun kantitasyonu; kompetetif polimeraz zincir reaksiyonu ve real-
time polimeraz zincir reaksiyonu olarak iki ana basamakta gergeklesmistir. Revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon muhtemel basamaklar1 diizeneginde gosterilmistir

(Kuang ve ark., 2018).
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Tablo 3.4. RT-PCR’da kullanilan primerlerin sekanslar1 ve 1s1 dereceleri.

VEGF-A Forward;
5’-GAAGAAGCAGCCCATGACAG-3’
(9.(AT).2) + (9(GC).4) =54=Tn,

VEGF-A Reverse;
5’-CTCACACACACACAACCAGG-3
(9.(AT).2) + (9(GC).4) =54=Tn,

MMP-2 Forward;
5’-CTCGAGATGCTAACGTTTCACCGC-3’
(9.(AT).2) + (9(GC).4) =54=Tn,

MMP-2 Reverse;
5’- CTCGAGATGCTAACGTTTCACCGC-3’
(9.(AT).2) + (9(GC).4) =54=Th,

B-Actin Forward (Kontrol);
5’-CTCGAGATGCTAACGTTTCACCGC-3’
(9.(AT).2) + (9(GC).4) =54=Tn,

B-Actin Reverse (Kontrol);
5’-CTCGAGATGCTAACGTTTCACCGC-3’
(9.(AT).2) + (9(GC).4) =54=Tn,

Tablo 3.5. cDNA sentezinde kullanilan bilesenler ve hacimleri.

Bilesenler Hacim

2X SYBRGreen Mastermix 10uL
Forward Primer (10uM) 1uL
Reverse Primer (10uM) IuL
Ornek cDNA 2uL
Nuclease-free Water 6ulL
Toplam Hacim 20uL

Tablo 3.6. RT-PCR dongii islemlerindeki optimum degerler.

Admmlar Sicakhk Zaman Dongii
HotStart Aktivasyonu 95°C 5 dk. 1
Amplifikasyon 95°C 15 sn. 40
55°C 30 sn.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda Sitotoksisite
Bulgular:

Hiicrelere belirlenen dozlarda ilag verilmesinin ardindan sitotoksisitelerini
gbzlemlemek icin 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi. Bu islem sirasinda 24,48 ve 72.saat

hiicre proliferasyonlari incelendi.

4.1.1.1. Duyarh MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Sitotoksisite Analiz Bulgular:
e MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Kontrol Grubu
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan kontrol
grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri
cekildi.
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24 (A), 48(B), 72(C) 4X mikroskop goriintiileri.

e Etoposid 5uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna 5uM ara stok etoposid ilac1 eklendi. Ila¢ verilmesi siiresini miiteakip

24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicre hattina SuM ara stok etoposid uygulanmis halinin 24.saat
(A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

e Etoposid 10uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna 10puM ara stok etoposid ilac1 eklendi. Ilag verilmesi siiresini miiteakip

24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicre hattina 10uM ara stok etoposid uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

e Vinkristin 50uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna SouM ara stok vinkristin ilac1 eklendi. lag verilmesi siiresini miiteakip

24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicre hattinda 50uM ara stok vinkristin uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

e Vinkristin 100 uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna 100uM ara stok vinkristin ilac1 eklendi. Ilag verilmesi siiresini miiteakip

24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.5. MDA-MB-231 hiicre hattinda 100uM ara stok vinkristin uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 50pM Vinkristin Ilag Kombinasyonu Sitotoksisite
Analizi Sonuglari
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna 5uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ilag kombinasyonu
eklendi. Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X

mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 50uM Vinkristin {lag Kombinasyonu Sitotoksisite
Analizi Sonuglari
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna 10uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ilag kombinasyonu
eklendi. Ilag¢ verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.7. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM etoposid ve S0uM vinkristin ara stoklarima
sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X

mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin ilag Kombinasyonu Sitotoksisite
Analizi
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna 5uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ilag kombinasyonu
eklendi. Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢gekildi.
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Sekil 4.8. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5uM etoposid ve 100uM vinkristin ara stoklarina
sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X

mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu Sitotoksisite
Analizi
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin yapilmasinin ardindan
bir kuyucuguna 10puM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ilag kombinasyonu
eklendi. Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM etoposid ve 100uM vinkristin ara

stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite
4X mikroskop goriintiileri.

4.1.1.2. Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Sitotoksisite Analiz Bulgulari

e MDA-MB-231/Sisplatin Direncli Sitotoksisite Kontrol Grubu
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan kontrol grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X
mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.10. MDA-MB-231/Sisplatin direncli hiicre hattinda kontrol grubunun 24 (sag),
48(orta), 72(sol) 4X mikroskop goriintiileri.

e Etoposid 5uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 5uM ara stok etoposid ilaci eklendi. Ilag verilmesi
sliresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop
goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.11. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 5uM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop

goriintiileri.

e Etoposid 10uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 10uM ara stok etoposid ilaci eklendi. Ilag
verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.12. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop

goriintiileri.

e Vinkristin 50uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 50uM ara stok vinkristin ilaci eklendi. ilag
verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.13. MDA-MB-231/Sisplatin direnc¢li hiicre hattinda 50uM ara stok vinkristin
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop

goriintiileri.

e Vinkristin 100uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 100puM ara stok etoposid ilaci eklendi. Ilag
verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X
mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.14. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 100uM ara stok vinkristin
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop

goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 50pM Vinkristin Ilag Kombinasyonu Sitotoksisite

Analizi Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 5pM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda
ilag kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve

72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.15. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda SuM etoposid ve 50uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 50uM Vinkristin lag Kombinasyonu Sitotoksisite

Analizi Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 10uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda
ilag kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve

72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.16. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM etoposid ve 50uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin ilag Kombinasyonu Sitotoksisite

Analizi Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattimin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 5uM etoposid + 100puM vinkristin ara stoklarinda
ilag kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve

72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.17. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 5uM etoposid ve 100uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 100uM Vinkristin flagc Kombinasyonu Sitotoksisite

Analizi Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminin
yapilmasinin ardindan bir kuyucuguna 10uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda
ilag kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve

72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.18. MDA-MB-231/Sisplatin direncli hiicre hattinda 10uM etoposid ve 100uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) sitotoksisite 4X mikroskop goriintiileri.

4.1.2. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda Motilite Bulgular
(ing. Migrasyon Assay)

Hiicreler ekildi ve kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru

otomatik pipet ucuyla (10uL’lik) yara agildi. Belirlenen dozlarda ilag verilmesinin

ardindan motilitelerini gézlemlemek icin 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi. Bu islem

sirasinda 24,48 ve 72.saat hiicre proliferasyonlar: incelendi.

4.1.2.1. Duyarli MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Motilite Testi Bulgular
e MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Motilite Kontrol Grubu
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10uL’lik) yara
acildi. Ardindan kontrol grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X
mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.19. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24 (sag), 48(orta), 72(sol) 4X mikroskop goriintiileri.
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e Etoposid 5uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10uL’lik) yara
acildi. Ardindan bir kuyucuguna 5uM ara stok etoposid ilaci eklendi. Ila¢ verilmesi
stiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop

goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.20. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5pM ara stok etoposid uygulanmis halinin
24 .saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.

e Etoposid 10uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10pL’lik) yara
acildi. Ardindan bir kuyucuguna 10puM ara stok etoposid ilaci eklendi. ilag verilmesi
stiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop
goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.21. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM ara stok etoposid uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.
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e Vinkristin 5S0uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta {istten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10uL’lik) yara
acildi.  Ardindan bir kuyucuguna 50uM ara stok vinkristin ilact eklendi. ilag verilmesi
stiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop

goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.22. MDA-MB-231 hiicre hattinda 50uM ara stok vinkristin uygulanmig halinin
24 .saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.

e Vinkristin 100 uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10pL’lik) yara
acildi. Ardindan bir kuyucuguna 100uM ara stok vinkristine ilaci eklendi. flag verilmesi
stiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) sitotoksisite 4X mikroskop
goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.23. MDA-MB-231 hiicre hattinda 100uM ara stok vinkristin uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.
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e 5uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu Motilite Analizi
Bulgulari
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10uL’lik) yara
acildi. Ardindan bir kuyucuguna 5uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve
72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.24. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5uM etoposid ve S0uM vinkristin ara stoklaria
sahip ila¢c kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X

mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 50uM Vinkristin {lagc Kombinasyonu Motilite Analizi
Bulgular
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10pL’lik) yara
acildi. Ardindan bir kuyucuguna 10uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. fla¢ verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve
72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.25. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM etoposid ve 50uM vinkristin ara

stoklarina sahip ila¢ kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X

mikroskop goriintiileri.
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e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu Motilite Analizi
Bulgulari
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10uL’lik) yara
acildi. Ardindan bir kuyucuguna 5uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. fla¢ verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve
72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.26. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5uM etoposid ve 100uM vinkristin ara

stoklarina sahip ila¢ kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X

mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilag¢ Kombinasyonu Motilite Analizi

Bulgulart
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Kuyucuk yiizeyi
%80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla (10uL’lik) yara
acildi. Ardindan bir kuyucuguna 10uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve

72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.27. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM etoposid ve 100uM vinkristin ara

stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X

mikroskop goriintiileri.

4.1.2.2. Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Motilite Analizi Bulgular

e MDA-MB-231/Sisplatin Direncli Hiicre Hatt1 Motilite Kontrol Grubu
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta {istten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10uLl’lik) yara agildi. Ardindan kontrol grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.28. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde
kontrol grubunun 24 (sag), 48(orta), 72(sol) 4X mikroskop goriintiileri.

e Etoposid 5 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10uLl’lik) yara agildi.  Ardindan bir kuyucuguna 5uM ara stok etoposid ilaci eklendi.
Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.29. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 5uM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop

goriintiileri.

e Etoposid 10 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta {istten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10pL’lik) yara agildi.  Ardindan bir kuyucuguna 10uM ara stok etoposid ilaci eklendi.
Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.30. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop
goriintiileri.

e Vinkristin 50 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta {istten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10pL’lik) yara agildi. Ardindan bir kuyucuguna 50uM ara stok vinkristin ilact eklendi.
Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X
mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.31. MDA-MB-231/Sisplatin direng¢li hiicre hattinda 50uM ara stok vinkristin
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop

goriintiileri.

e Vinkristin 100 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta {istten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10pLlik) yara agildi. Ardindan bir kuyucuguna 100puM ara stok vinkristin ilaci eklendi.
Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X
mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.32. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 100uM ara stok vinkristin
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop

goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu Motilite Analizi

Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10uLl’lik) yara acildi. Ardindan bir kuyucuguna SuM etoposid + 50uM vinkristin ara
stoklarinda ilag kombinasyonu eklendi. Ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A),

48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.33. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda S5uM etoposid ve 50uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu Motilite Analizi

Bulgular1
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta {istten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10pL’lik) yara agildi. Ardindan bir kuyucuguna 10puM etoposid + 50uM vinkristin ara
stoklarinda ila¢ kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A),

48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.34. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM etoposid ve 50uM

vinkristin ara stoklarina sahip ila¢g kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.

58



e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilag¢ Kombinasyonu Motilite Analizi

Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta iistten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10uL’lik) yara agildi.  Ardindan bir kuyucuguna SuM etoposid + 100uM vinkristin ara
stoklarinda ila¢ kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A),

48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.35. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda SuM etoposid ve 100uM

vinkristin ara stoklaria sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilag¢ Kombinasyonu Motilite Analizi

Bulgular
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Kuyucuk yiizeyi %80 dolduktan sonra orta {istten orta alta dogru otomatik pipet ucuyla
(10pLlik) yara agildi. Ardindan bir kuyucuguna 10uM etoposid + 100uM vinkristin ara
stoklarinda ilag kombinasyonu eklendi. ilag verilmesi siiresini miiteakip 24.saat (A),

48.saat (B) ve 72.saat (C) motilite 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.36 MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM etoposid ve 100uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) motilite 4X mikroskop goriintiileri.
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4.1.3. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre invazyon Tahlili Bulgular (ing.
Invazyon Assay)

Hiicrelere belirlenen dozlarda ila¢ verilmesinin ardindan 24.saat, 48.saat ve

72.saat ayr1 ayr1 olmak {izere giemsa ile boyama islemi gerceklestirildi. Hiicre istilalarini

gozlemlemek i¢in 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi. Bu islem sirasinda 24,48 ve 72.saat

hiicre proliferasyonlari incelendi.

4.1.3.1. Duyarli MDA-MB-231 Hiicre Hattinda invazyon Tahlili Bulgulari
e MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 invazyon Tahlili Kontrol Grubu
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Buna miiteakip
giemsa boyama prosediirli izlenmis ve boyama islemi gergeklestirildi. Ardindan kontrol
grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop
goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.37. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri.

e Etoposid 5 uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna 5uM ara stok etoposid ilaci eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama
prosediirii izlenerek boyama islemi gergeklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.38 MDA-MB-231 hiicre hattinda 5uM ara stok etoposid uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri.

e Etoposid 10 uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna 10uM ara stok etoposid ilaci eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama
prosediirii izlenerek boyama islemi gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.39. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde 10uM ara stok
etoposid uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X

mikroskop goriintiileri.

e Vincrisitne 50 uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna 50uM ara stok vinkristin ilact eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama
prosediirii izlenerek boyama islemi gergeklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.40. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde 50uM ara stok
vinkristin uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X

mikroskop goriintiileri.

e Vinkristin 100 uM
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna 100puM ara stok vinkristin ilact eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama
prosediirii izlenerek boyama islemi gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C)
invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.41. MDA-MB-231 hiicre hattinda 100puM ara stok vinkristin uygulanmis halinin
24 .saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu invazyon Tahlili
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna S5uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ila¢ kombinasyonu eklendi.
Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama islemi gercgeklestirildi.

24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.42. MDA-MB-231 hiicre hattinda SpM etoposid ve 5S0uM vinkristin ara stoklarina

sahip ila¢ kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X

mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilag¢ Kombinasyonu Invazyon Tahlili
Bulgular1
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna 10uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ila¢ kombinasyonu
eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama islemi
gergeklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop
goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.43. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM etoposid ve 50uM vinkristin ara

stoklarina sahip ila¢g kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon
tahlili 4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu Invazyon Tahlili
Bulgulari
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna 5uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ila¢ kombinasyonu
eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama islemi
gergeklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop
goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.44. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5uM etoposid ve 100pM vinkristin ara

stoklarina sahip ila¢g kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon
tahlili 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilagc Kombinasyonu invazyon Tahlili
Bulgular
MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi. Ardindan bir
kuyucuguna 10uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ilag kombinasyonu
eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama islemi
gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop
goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.45. MDA-MB-231/Sisplatin direncli hiicre hattinda, 10uM etoposid ve 100uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) invazyon tahlili 4X mikroskop gortintiileri.
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4.1.3.2. Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Invazyon Tahlili Bulgulari

e MDA-MB-231/Sisplatin Direncli Hiicre Hatt1 Invazyon Tahlili Kontrol

Grubu
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenmis ve boyama islemi gerceklestirildi.

Ardindan kontrol grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.46. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde
kontrol grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop

goriintiileri.

e Etoposid 5 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna SuM ara stok etoposid ilact eklendi. Buna miiteakip giemsa
boyama prosediirii izlenerek boyama islemi gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve
72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.47. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 5uM ara stok etoposid

uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop

goriintiileri.
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e Etoposid 10 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna 10uM ara stok etoposid ilact eklendi. Buna miiteakip giemsa

boyama prosediirii izlenerek boyama islemi gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve

72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.48. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili analizi 4X

mikroskop goriintiileri.

e Vinkristin 50 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna 50uM ara stok vinkristin ilac1 eklendi. Buna miiteakip giemsa
boyama prosediirii izlenerek boyama islemi gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve
72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.49. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 50uM ara stok vinkristin

uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop

goriintiileri.
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e Vinkristin 100 uM
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna 100uM ara stok vinkristine ilact eklendi. Buna miiteakip
giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama iglemi gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat

(B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.50. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 100pM ara stok vinkristin

uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X mikroskop

goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilag Kombinasyonu Invazyon Tahlili

Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna SpuM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama
islemi gerceklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.51. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 5uM etoposid ve 50uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri.
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e 10pM Etoposid + 50uM Vinkristin ilag Kombinasyonu Invazyon Tahlili

Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna 10uM etoposid + 50uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama
islemi gercgeklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.52 MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM etoposid ve 50uM

vinkristin ara stoklaria sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin {lag Kombinasyonu Invazyon Tahlili
Bulgulart
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna 5uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama
islemi gercgeklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X
mikroskop gortintiileri ¢ekildi.

Sekil 4.53. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 5uM etoposid ve 100uM
vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri.
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e 10pM Etoposid + 100uM Vinkristin Ila¢ Kombinasyonu invazyon Tahlili

Bulgulari
MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimi yapildi.
Ardindan bir kuyucuguna 10uM etoposid + 100uM vinkristin ara stoklarinda ilag
kombinasyonu eklendi. Buna miiteakip giemsa boyama prosediirii izlenerek boyama
islemi gercgeklestirildi. 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) invazyon tahlili 4X

mikroskop goriintiileri ¢ekildi.
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Sekil 4.54. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM etoposid ve 100pM

vinkristin ara stoklaria sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) invazyon tahlili 4X mikroskop goriintiileri.

4.1.4 Duyarh ve Direnci MDA-MB-231 Hiicre Hatlarmm Ug¢ Boyutlu

Gelistirilmesinin Bulgular

4.1.4.1. Duyarli MDA-MB-231 Hiicre Hattinin U¢ Boyutlu Gelistirilmesinin

Bulgulart

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters ¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gergeklestirildi. Petri kabinin alt tarafina PBS
eklenerek hiicre ekilen petri asili damla yontemi olacak sekilde kapatildi. Bunun akabinde
bir gece inkiibasyondan sonra her bir damlaciga farkli ila¢ dozlarinda 10uL ilag verilerek

24,48 ve 72.saat fotograflari alinmistir.

e MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 U¢ Boyutlu Kontrol Grubu
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar ters ¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gergeklestirildi. Bunun akabinde 24,48 ve 72.saat

fotograflar1 alinmistir.
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Sekil 4.55. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemiyle ekiminde kontrol
grubunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ti¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar ters ¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gercgeklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara SuM etoposid ara stok dozuna sahip 10uL

ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar: alinmistir.

e g o S o R 4 3 K

Sekil 4.56. MDA-MB-231 hiicre hattinda S5uM ara stok etoposid uygulanmig halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) li¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters ¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 10uM etoposid ara stok dozuna sahip 10uL.

ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflari alinmistir.
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Sekil 4.57. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM ara stok etoposid uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.

e 50uM Vinkristin
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar ters ¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 50uM vinkristin ara stok dozuna sahip

10uL ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar1 alinmistir.

Sekil 4.58. MDA-MB-231 hiicre hattinda 50uM ara stok vinkristin uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.

e 100uM Vinkristin
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarmin kapaklari ters cevrildi ve asil
damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 100uM vinkristin ara stok dozuna sahip

10uL ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar1 alinmistir.
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Sekil 4.59. MDA-MB-231 hiicre hattinda 100puM ara stok vinkristin uygulanmis halinin
24 saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilag Kombinasyonunun Ug¢ Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgulari

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarmin kapaklari ters cevrildi ve asil

damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara SuM etoposid + 50uM vinkristine ara stok

dozlarma sahip 10pL ila¢ kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflari

alinmustir.

Sekil 4.60. MDA-MB-231 hiicre hattinda S5uM etoposid ve 50uM vinkristin ara stoklaria

sahip ila¢ kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu 4X

mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 50uM Vinkristin ilag Kombinasyonunun Ug¢ Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgular

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar ters ¢evrildi ve asili

damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 10uM etoposid + S0uM vinkristine ara stok

dozlarina sahip 10uL ilag kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflari

alimustir.
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Sekil 4.61. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM etoposid ve 50uM vinkristin ara

stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu
4X mikroskop goriintiileri.

e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin ila¢ Kombinasyonunun U¢ Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgular

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters cevrildi ve asili

damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara SuM etoposid + 100uM vinkristine ara stok

dozlarina sahip 10uL ilag kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflari

alinmustir.

Sekil 4.62. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5uM etoposid ve 100uM vinkristin ara

stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu
4X mikroskop goriintiileri.
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e 10puM Etoposid + 100pM Vinkristin {lag¢ Kombinasyonunun Ug Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgular

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters cevrildi ve asili

damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 10uM etoposid + 100uM vinkristine ara

stok dozlarina sahip 10uL ilag kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar

alimustir.

Sekil 4.63. MDA-MB-231 hiicre hattinda 10uM etoposid ve 100uM vinkristin ara

stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu
4X mikroskop gortintiileri.

4.1.4.2. Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Ug¢ Boyutlu Gelistirilmesinin
Bulgulart
e MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Ug Boyutlu Kontrol Grubu
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar ters ¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gergeklestirildi. Bunun akabinde 24,48 ve 72.saat

fotograflar1 alinmistir.

Sekil 4.64. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin asili damla yontemiyle
ekiminde kontrol grubunun 24.saat (A) {i¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiisii.
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e 5uM Etoposid
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar1 ters g¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 5uM etoposid ara stok dozuna sahip 10uL

ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar1 alinmistir.

A B : “le

Sekil 4.65. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda SuM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ili¢ boyutlu 4X mikroskop

goriintiileri.

e 10uM Etoposid
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters cevrildi ve asili
damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gergeklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 10uM etoposid ara stok dozuna sahip 10uLL

ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar1 alinmistir.

A B

Sekil 4.66. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu 4X mikroskop

goriintiileri.
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e 50uM Vinkristin
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar ters g¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 50uM vinkristin ara stok dozuna sahip

10uL ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar1 alinmistir.

A B ' C

Sekil 4.67. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 50uM ara stok vinkristin
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ili¢ boyutlu 4X mikroskop

goriintiileri.

e 100uM Vinkristin
Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters ¢evrildi ve asili
damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece
inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 100pM vinkristin ara stok dozuna sahip

10uL ilag verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar1 alinmistir.

A B C

Sekil 4.68. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 100uM ara stok etoposid
uygulanmis halinin 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat (C) ii¢ boyutlu 4X mikroskop

goriintiileri.
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e 5uM Etoposid + 50uM Vinkristin Ilag Kombinasyonunun Ug¢ Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgular1

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklar ters ¢evrildi ve asili

damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara SuM etoposid + 50uM vinkristine ara stok

dozlarina sahip 10uL ilag kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar

alimustir.

A , B c

Sekil 4.69. MDA-MB-231/Sisplatin direncli hiicre hattinda 5uM etoposid ve 50pM
vinkristin ara stoklarina sahip ila¢g kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) ii¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 50uM Vinkristin ilag Kombinasyonunun Ug¢ Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgulari

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters g¢evrildi ve asili

damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 10uM etoposid + 50uM vinkristine ara stok

dozlarma sahip 10pL ila¢ kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflari

alinmistir.

Sekil 4.70. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10uM etoposid ve 50uM
vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) ti¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.
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e 5uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilag¢ Kombinasyonunun U¢ Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgular1

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters cevrildi ve asili

damla yontemi ile 10pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara SuM etoposid + 100uM vinkristine ara stok

dozlarina sahip 10uL ilag kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflari

alimustir.

A | B A c

Sekil 4.71 MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 5uM etoposid ve 100pM
vinkristin ara stoklarina sahip ila¢g kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) ii¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.

e 10uM Etoposid + 100uM Vinkristin Ilag¢ Kombinasyonunun Ug Boyutlu
Gelistirilmesi Bulgulari

Hiicreler flasktan pasajlanarak petri kaplarinin kapaklari ters g¢evrildi ve asili

damla yontemi ile 10puL hiicre ekimi gerceklestirildi. Bunun akabinde bir gece

inkiibasyondan sonra belirlenen damlaciklara 10uM etoposid + 100uM vinkristine ara

stok dozlarina sahip 10pL ilag kombinasyonundan verilerek 24,48 ve 72.saat fotograflar

alinmistir.
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Sekil 4.72. MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinda 10pM etoposid ve 100uM

vinkristin ara stoklarina sahip ilag kombinasyonunun 24.saat (A), 48.saat (B) ve 72.saat

(C) ti¢ boyutlu 4X mikroskop goriintiileri.
4.1.5 Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlar1 RT-PCR Bulgularn

4.1.5.1. Duyarli MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 RT-PCR Bulgular1

VEGFA- 2D MDA-MB-231/Sensitive

Control - -

N N N Y

-5
-6

-7

Sekil 4.73. 2 Boyutlu hiicre hatlarindan izole edilen cDNA’nin MDA-MB-231 hiicre
hattindaki RT-PCR VEGF-A geni ekspresyon degerleri.
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VEGFA- 3D MDA-MB-231/Sensitive

15

0,5

Control Eto Vin

-0,5

-1

Sekil 4.74. 3 Boyutlu hiicre hatlarindan izole edilen cDNA’nin MDA-MB-231 hiicre
hattindaki RT-PCR VEGF-A geni ekspresyon degerleri.

4.1.5.2. Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 RT-PCR Bulgulari

VEGFA- 2D MDA-MB-231/Resistance

1 -
0
Control Eto+vin Eto

-1

-2

Sekil 4.75. 2 Boyutlu hiicre hatlarindan izole edilen cDNA’nin MDA-MB-231/Sisplatin
direngli hiicre hattindaki RT-PCR VEGF-A geni ekspresyon degerleri.

VEGFA-3D MDA-MB-231/Resistance
1,2

1
0,8
0,6
0,4

0,2

. L i
Control - Eto Vin

-0,2

-0,4

Sekil 4.76. 3 Boyutlu hiicre hatlarindan izole edilen cDNA’nin MDA-MB-231/Sisplatin
direncli hiicre hattindaki RT-PCR VEGF-A geni ekspresyon degerleri.
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4.1.5.3. Duyarl ve Direngli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda S-Actin, MMP-2 ve
VEGF-A Genlerinin RT-PCR Ekspresyon Bulgulari

Amplification

Sekil 4.77. p-Actin geninin RT-PCR ifadesinin sonuglari. f-Actin kontrol geni

olarak kullanilmistir.

Amplification

Sekil 4.78. MMP-2 geninin RT-PCR ifadesinin sonuglari.

Amplification

Sekil 4.79. VEGF-A geninin RT-PCR ifadesinin sonuglari
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4.2. Tartisma

Bu tez ¢alismasi, etoposid ve vinkristin ilaglarinin, sisplatin direngli ve duyarli 2B
ve 3B meme kanseri hiicre hatlarina ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandigindaki hiicreler
tizerinde sitotoksik, metastatik ve morfolojik sonuglarini ortaya ¢ikarmistir. MDA-MB-
231 hiicre hatt1 li¢lii negatif meme kanseri hiicrelerini temsil eden bir hiicre hatt1 olarak
tez calismasinda secildi. Meme kanserinin biyolojisini ve patolojisini daha iyi anlamak,
bu kanser tiiriinlin mekanizmalarin1 kesfetmek ve potansiyel stratejileri gelistirmek igin
uygun bir se¢enek olarak g6z oniine alindi. Ciinkii ticlii negatif meme kanseri hiicre hatti
olan MDA-MB-231, hem 0strojen reseptorii (ER) hem progesteron reseptorii (PR) hem
de HER2 gibi ii¢ 6nem arz eden belirtecin eksik oldugu, bu yiizden bu reseptorlere dayali
tedavileri kabul etmeyen bir hiicre hattidir (Reyhanoglu ve ark., 2022). Bunun yani sira
ikincil olarak incelenen hiicre hatti da MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattidir.
Bahsi gegen hiicre hatti, MDA-MB-231 hiicre hattina belirli ara dozlarda Sisplatin ilacinin
verilmesi ile 333uM’lik direncli hale getirilmistir. Sisplatin, platin baz alinan bir ilag
olarak bir¢cok kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Meme kanserinin mitotik aktivitesini
hiicrenin DNA’sina baglanarak gergeklestirmektedir. Yine de literatiirde yer alan in vivo
ve in vitro ¢alismalara bakildiginda, MDA-MB-231 hiicre hatti Sisplatin tedavisine direng
gosterebilecegi gozlemlenmistir. Bu sayede hiicreler artik sisplatin ilacina yanit
vermemekte ve morfolojik degisimleri bulunsa dahi metastaz yapmaya devam
etmektedirler (Below ve ark., 2022).

Bugiine kadar yapilan klinik ¢alismalarda sisplatin oldukg¢a siklikla kullanilan bir
ilag olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan tez calismasinda hiicreler s6z konusu ilagla
direncli hale getirilmis ve MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hatlar1 {izerinde de
etoposid ve vinkristin ilact ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmistir. Elde edilen bulgulara gore,
duyarli MDA-MB-231 ve ilag direngli hiicre hatlarinda farkli sonuglar elde edilmistir.

Tez calismasi i¢in segilen iki farkli ilag bulunmaktadir; birincisi etoposid, ikincisi
ise vinkristindir. Etoposid VP-16 olarak bilinen ve yar1 sentetik bir glikoizid tiirevi olarak
kliniklerde yaygin kullanilan bir ilactir (Stalder ve ark., 2023). DNA’ya baglanmakta
daha sonrasinda DNA zincirlerinin kopmasint saglayarak hiicreyi apoptoza
stiriklemektedir. Vinkristin ilact ise, hiicreleri kontrol eden mikrotiibiillerin bir pargasi
olan mitotik ipleri hedef alan bir ila¢ grubudur. Mikrotiibiil polimerizasyonunu
engelleyerek mitozun ilerlemesini durdurmakta ve metastazi inhibe etmektedir (Arora ve
ark., 2022).
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Calistigimiz hiicre hatlarinin aksine vinkristin 16semi, lenfoma ve bazi solid timér
tedavilerinde kullanilmaktadir. Bu da tez ¢aligmasinin 6zgiinliigiinii ortaya koyabilmek
icin 6nem arz etmektedir. Duyarli MDA-MB-231 ve MDA-MB-231/Sisplatin direngli
hiicrelerde etoposid ve vinkristin bu hiicrelere hem ayr1 ayri hem de birlikte
uygulanmustir.

Sekil 4.2. ve Sekil 4.10°dan yola ¢ikilarak sitotoksisite analizlerine bakildiginda,
etoposid kendi basina en kii¢ilik ara dozu olan 5SuM’da dahi duyarli ve diren¢gli MDA-MB-
231 hiicre hattinin metastaz yetenegini kisitliyordu. Zhang ve arkadaslarinin 2017 yilinda
yiriittiikleri calismada, duyarli MDA-MB-231 hiicre hattina 25,50,75 ve 100uM etoposid
uygulanmistir (Zhang ve ark., 2017). Bu tezde yiiriitiillen deneylerde, SuM ve 10uM ara
stok doza sahip etoposid ilacinin hiicrede mitotik etkiyi azalttigi ve ilag dozunun
artilirilmasina gerek olmadig1 gozlemlendi. Her iki hiicre hatt1 da ekstraseliiler matriks
(ECM) ad1 verilen ve meme kanseri hiicrelerinin ¢evresinde bulunan kompleks yapiya
sahip oldugundan, bu yap1 hiicrelerin bulunduklari lokasyona tutunmalarini ve metastatik
aktivitelerini devam ettirebilmelerini saglamak i¢in islev gormesini saglamaktadir. Ancak
sitotoksisite deneylerinde etoposidin 24.saatinden itibaren uygulanan her iki dozunun
(5uM ve 10uM), iki hiicre hatt1 iginde ekstraseliiler matriks yapisinin degradasyonunu
saglayarak hiicre-hiicre, hiicre-doku etkilesimini azaltmalttig1 gézlemlendi. Bu da ilacin
hiicrelerin bulunduklar1 yiizeyden ayrilmalarina, mitotik aktivitelerinin etkilenerek
hiicrelerin biiylimesini inhibe etmesine olanak saglamistir (Stalder ve ark., 2023).

Wawruzsak ve arkadaslarinin 2015°te yiiriittiigii bir ¢alismada vinkristin, duyarlt
MDA-MB-231 hiicre hatlarina 100uM’lik konsantrasyon ile verilmistir (Wawruzsak ve
ark., 2015). Calismadan referans alinan degerler ile tezde, hiicreler S0uM ve 100uM ara
stoklarda vinkristin ilacina maruz birakildi. Ancak, vinkristinin iki farkli dozunda da
hiicreler gogalmaya devam ettiler. Vinkristin, etoposid ilacindan farkli olarak hiicrelerin
dogrudan 6lmesini degil, morfolojik degisimlerine neden oldugu goriildii. Hem duyarl
hem de direngli MDA-MB-231 hiicre hattinin sitotoksik analiz sonuglarina bakildiginda,
kontrol gruplarindaki uzayan kollara sahip hiicrelerin aksine (bkz. Sekil 4.1. ve Sekil
4.10) ilaca maruz kalan hiicreler dairesel hale geldiler (bkz. Sekil 4.4. ve Sekil 4.13) ve
bazilar1 bulundugu yiizeyden ayrildi. Yine de karsilagtirmali olarak incelenmesi gerekirse
vinkristin 100uM ara stoga maruz kalmis MDA-B-231/sisplatin direngli hiicreler (bkz.
Sekil 4.14.), duyarli MDMB-231 hiicre hattina gore daha yogun inhibisyona ugramistir
(bkz. Sekil 4.5.).
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Etoposid ilacinda hiicreler tamamen bulunduklari kuyucugun igerisindeki
mediuma dagilirken; vinkristin uygulanan hiicreler bulunduklari yerde ekstraseliiler
matriks tabakay1 degrade ederek medium igerisinde dagilmak yerine topluluk halinde
yapisik olmayan bir vaziyette lokasyonlarina yakin yerlerde kalmislardir. Direngli hiicre
hattinin sitotoksisite analizi 100uM ara stok 72.saat sonuglarina bakildiginda bu agikca
goriilmektedir. Yine de bu durum igerisinde 72 saat ilaca maruz birakilan hiicrelerin
medium igerisindeki besini tiiketmesi, metastatik etkisini yavaslatmis ve ilacin sitotoksik
etkisine neden olmustur.

flag kombinasyonlar1 sitotoksisite analizinde hiicreleri apoptoza ydnlendirmeye
dayali olumlu sonuglar ortaya c¢ikardi. 5uM etoposid ve 50uM vinkristin ilag
kombinasyonunun 24.saatinden 72.saatine kadar olan siirecte (bkz. Sekil 4.6. ve Sekil
4.15.) her iki hiicre hatti i¢in hiicre oliimii gergeklesmeye basladigi goriilmiistiir.
Etoposid, vinkristinden farkli olarak uygulandig1 bélgeye dogrudan etki ettiginden; en
diisiik doz kombinasyonundaki duyarli ve direngli MDA-MB-231 hiicre hatti 24.saat
fotograflarina bakildiginda belirli bir bdlgede hiicrelerin bulunmadigi, ECM yapinin
pargalanarak hiicrelerin bulundugu bélgeden ayrildiklari gézlemlendi. Bunun yani sira
ilacin dogrudan etki ettigi ¢evrede yakin bulunan hiicrelerin metastaz yeteneklerinin
azaldigi, biiyime fazinin yavasladigi gortildii (bkz. Sekil 4.2 ve Sekil 4.11). Boylece
vinkristinin kendi basina olan etkisinin etoposidin sagladig: toksik etki kadar biiyiik
olmasa da kombinasyon halinde etoposidin etkisini artirdig belirlenmistir.

[lag kombinasyonunda metastaz1 yavaslatan ve hiicreler {izerinde sititoksistenin
arttigr en iyl dozun 5uM etoposid ve 100uM vinkristin ilag kombinasyonu oldugu
belirlenmistir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda etoposid ve vinkristinin sinerjistik olarak
uyustugu da eblirtilmistir (Thomas ve ark., 1994). Ancak yapilan analizlerdeki
kombinasyon dozlar, bu hiicre hatlar1 {izerinde daha 6ncesinde in vitro olarak literatiirde
yer almamistir. Boylece yapilan ¢alismadaki bulgular, etoposid ilacinin en diisiik ve
vinkristin dozunun en yiiksek kombinasyonun hiicre iizerine olan etkilerini belirli bir
diizeyde baskiladigini ortaya koydu. Yapilan sitotoksisite, migrasyon ve invazyon
deneylerinde bu acik¢a gozlemlenmektedir.

Motilite deneyinde hem duyarli hem de direngli hiicre hatlarinda agilan
yaralarinda, vinkristin ilacinin hiicre metastazini tamamen engelleyemedigi ve yaranin
72.saatte dahi kapanmasi i¢in saglikli kanser hiicrelerine sahip oldugu gézlemlendi (bkz.

Sekil 4.22. ve Sekil 4.31.).
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Etoposid i¢in en diisiik doz migrasyonda calisma i¢in olumlu sonug verirken;
vinkristinin en giiglii dozunun bir yandan hiicreleri apoptoza tesvik etti ve diger ilaca
nazaran mitotik aktivitedeki degradasyonda hedeflenen letaliteyi saglayamad. Ilag
kombinasyonlar1 incelendiginde; duyarli hiicre hatti icin 10uM etoposid ve 50uM
vinkristin kombinasyonunun 72.saatinde yaranin kapanmadigi, kanser hiicrelerinin
oldigi gozlemlendi (bkz. Sekil 4.25.). Direngli hiicre hatlarinda farkli olarak duyarlida
belirlenen doz yerine, 5uM etoposid ve 50uM vinkristin ilag kombinasyonu hiicre
Oliimiinii hedeflendigi bi¢imde saglamistir (bkz. Sekil 4.33.). Diren¢ kazanan hiicre
hatlarinda yaranin iyilesmesi daha zor hale geldi ve direngsiz hiicre hattina gore ilag doz
seviyesi daha diigik dozda etki etmistir. Sisplatin ilacinin etki mekanizmasi,
kombinasyon ilag yapisin1t motilite deneyinde destekledigi gdzlemlenmistir.

Invazyon deneyinde, her iki hiicre hattinda da etoposidin en diisiik dozda (5uM)
dahi hiicreler lizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve en iyi ilag kombinasyonu dozunun
10uM etoposid ve 100uM vinkristinde oldugu tespit edilmistir (bkz. Sekil 4.45. ve Sekil
4.54.). Ancak ayn ayri ilaglar incelendiginde duyarli hiicre hattinin 100uM vinkristin
uygulanan hiicreler daha yavas ¢ogalirken (bkz. Sekil 4.41.); direngli hiicre hattinda
kazanilan direncten dolay1 hiicrelerin daha fazla ¢ogaldigi ve hiicrelerin 24.saatte
bulunduklar yiizeyi kapladigi ve 72.saate ise 6liimlerinin gergeklestigi belirlendi (bkz.
Sekil 4.50.). Bunun sonucunda, etoposid etkisini duyarli hiicre hattinda hizli bir sekilde
gosterirken; vinkristin ilacinin sitotoksik etkisini bu hiicre hattinda daha uzun bir siirede
gosterdi.

Duyarli ve direngli hiicre hatlar1 3 boyutlu olarak gelistirildikten ve ilaglarin hem
ayr1 hem kombinasyon olarak uygulanmasinin ardindan elde edilen sonuglarda, duyarli
hiicre hattinda ilag kombinasyonlar1 direnglilere gére daha ¢ok etkilendigi belirlenmistir.
Direngli hiicre hatlarinda, hiicrelerin bir topluluk halinde diger hiicre hattina gore
ilaglardan daha az etkilendigi gozlemlendi. MDA-MB-231 hiicre hattinin 3 boyutlu
hiicrelerinde en diisiik dozlarda ayr1 ayri1 her iki ilagta hiicre yapisinin bozulmasina neden
olurken; direngli hiicre hattinda 10uM etoposid ancak 72.saatte istenilen sonucu verdigi
belirlenmistir (bkz. Sekil 4.66.). Duyarl hiicre hattindan 50uM vinkristin ilact 24.saatten
itibaren hiicre yapisin1 bozmaya baglarken (bkz. Sekil 4.58.); direngli hiicre hattinda her
iki vinkristin dozu da 3 boyutlu hiicreler iizerinde etkili olamamistir (bkz. Sekil 4.67. ve
Sekil 4.68.). Duyarli hiicre hattina uygulanan 5uM etoposid ve 50uM vinkristin ilag
kombinasyonu (bkz. Sekil 4.60.)
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24 saat itibariyle hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterirken, ayni durum direngli
hiicre hatt1 i¢in 10uM etoposid ve 100uM vinkristin ila¢ kombinasyonu uygulanmasinin
ardindan da gozlemlendi (bkz. Sekil 4.72). Duyarli meme kanseri hiicrelerinde ilaglar
direngli meme kanseri hiicrelerine gore daha yogun etki gosterdi. Literatiir taramasi
yapildiginda, duyarh ve direncli hiicre hatlarinin ii¢ boyutlu gelistirerek ayni veya
benzer ila¢ kombinasyonlarimin verildigi baska bir caliyjma bulunamadi. Yapilan
deneyde ilaglarin hem ayri hemde birlikte uygulama sonucu duyarli meme kanseri hiicre
hattinda apoptotik etkileri gozlemlendi. Bunun yani sira direngli hiicre modellerinde bu
durumun gerceklesmemesi, hiicrenin kazandigi ilag direncine ve morfolojisinin
farklilagsmasina bagli olarak degismis olabilecegi 6ngdriildii.

Duyarli hiicre hatlarinda, RT-PCR sonuglarina bakildiginda, etoposid ve
vinkristin ilaglar1 birlikte verildiginde VEGF-A gen ifade diizeyinin 3B hiicre
modellerinde, 2B hiicrelere gore daha fazla azaldig1 gortiilmektedir (bkz. Sekil 4.73.).

Direngli hiicre hatlarinda ise etoposid ve vinkristin ilaglari birlikte verildiginde
VEGF-A gen ifade diizeyinin 2B hiicre hattinda yukar diizeyde ifade edildigi, 3B hiicre
modellerinde ise asag1 ifade edildigi goriilmektedir.

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu duyarli hiicre hatlar1 karsilastirildiginda (bkz. Sekil 4.73.
ve Sekil 4.75.), ila¢ kombinasyonu ii¢ boyutlularda VEGF-A gen ifade diizeyinin arttig1
ancak 2B hiicrelerde gen ifade dziieyinin azaldig1 goriilmektedir. Tez icerisinde yapilan
diger caligmalarda 3B hiicre modellerine verilen dozlarin hiicreler iizerinde etkisi
goriilsede molekiiler diizeyde gen ifade diizeyinin baskilanmasina yetmedigi
goriilmektedir.

Ayrica tez ¢aligmasinda gen ifade diizeyinin belirlenmesi igin uygulanan tek
zaman araliZinin ¢alisilmast da ekspresyon degisikliliginin kagirilmasina neden
olabilecegi diisliniilmektedir.

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu direngli hiicre hatlar1 karsilastirildiginda ise (bkz. Sekil
4.74. ve Sekil 4.76.), ilag kombinasyonu ti¢ boyutlularda VEGF-A gen ifade diizeyinin
iki hiicre modelindede azaldig1 goriilmektedir. Ancak direngli hiicre modellerinde bu
azalmanin daha az oldugu gostermektedir. Sonuglar karsilagtirildiginda, daha invaziv
olan direngli hiicre hatlarinda hiicre siirekli diren¢ kazandig1 i¢in gen ifade diizeyinin 2
ve 3 boyutlu yapilarda farklilik gostermesine neden olmustur. Bu yiizden mekanizmalari
benzeyen bu ilaglar her iki boyutta hiicre hatlarinda farkli sonuglar ortaya koyarak duyarl

ve direncli hiicre hatlarindaki sonuglar1 etkilemis olabilecegi varsayilabilir.
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lleriki ¢alismalarda farkli genler iizerinde farkli dozlarm farkli zaman
araliklarinda calisilmasi olusturulacak tedavinin en etkin optimum sonuca ulastirilmasi
icin 6nem arz etmektedir. Bu bulgular, daha sonra gerceklestirilecek ¢alismalara referans

niteligi tasimaktadir.
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5.  SONUC ve ONERILER

Sonug olarak tez ¢aligmalart, MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerinde gerceklestirilmis
olup, etoposid ve vinkristin ilaclarin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde meme kanseri
hiicrelerine etkisini incelemistir.

Mahdie ve arkadaslarinin 2021°de yiriittiigli bir calismada benzer olarak ilag
kombinasyonlari denenmis ve bu kombinasyonlar silibin ve etoposid ilaglarinin
bilesimini igermistir. Ancak 2021°de yiiriitiilen bu ¢alismada baslanan doz etoposid ara
stogu icin 25uM olarak belirlenmisti. Bunun akabinde MDA-MB-231 hiicre hatti
tizerinde yiiriittiikkleri deneylerde yliksek doz etoposid kullaniminin diger ilag iizerinde
daha agir bir etki yarattig1 ve hiicreleri apoptoza siiriiklemenin yani sira toksisitesinin
yiiksek oldugu gozlemlendi (Koushki ve ark., 2021). Boylece Mahdie ve arkadaslar1 doz
diisiirme yontemine basvurarak MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde SuM’lik ara stoga
sahip bir etoposid kullanmaya karar vermislerdir. Tezde yapilan ¢alisma bu calismaya
kiyasla sunu gostermektedir ki, her ne kadar in vitro ¢alisma gergeklesmis olsa da tezin
asil amaci in vivo olarak uygulanabilecek yeni bir tedaviyi olusturmaktir. Fazla doz ilag
verilmesi meme kanseri hiicrelerini pekala oldiirebilirken; in vivo sartlarda saglikli
normal hiicrelerde de toksisite yayabilir ve bu da istenilmeyen yan etkilere yol agabilir.
Bu amagla tezde sadece istenilen hiicre yapilarin1 6ldiirmeye yonelik doz belirlenmis,
33.978uM ana stoguna sahip giiclii bir ila¢ olan etoposidin fazla dozda zararl bir etkisi
olabilecegi arastirilarak deneyler buna gore gergeklestirilmistir. Tezdeki her iki etoposid
dozu da hiicreleri apoptoza gotiirmiis ancak vinkristin bu etoposid etkisini sinerjistik
olarak artirmistir.

Zhang ve arkadaglarinin 2017°de yaptig1 bir ¢alismada etoposid ilacinin BRCA1
gen ekspresyonu tizerindeki etkilerinin gbzlemlenmesi igin in situ nick-translasyon
apoptoz testi gerceklestirilmistir (Zhang ve ark., 2017). Ancak etoposidin uygun dozlarda
mutasyona ugramamis BRCA1l ekspresyonunu artirmasina ragmen yiiksek dozda
kullaniminin fazla BRCAL ekspresyonuna neden olduguna ve sitoplazmik lekelenmeleri
sagladigina kanaat getirilmistir. Duyarli MDA-MB-231 hiicre hattinda uygulanan
deneyler, tezde kullanilan dozlarin ideal oldugunu ve ileriye yonelik bir perspektif olarak
baktigimizda kullanilan etoposid dozlarinin in vivo ¢alismalar i¢in ideal olabilecegini

vurgulamaktadir.
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Skubnik ve arkadaslarinin 2021 yilinda yiiriittiigii baska bir ¢alisma ise pediatrik
kanserde vinkristin ilacinin farkli ilaglarla kombine edilmesine dayalidir. Bu yiiriitiilen
calismada vinkristinin yani sira doksorubisin, prednizon, siklofosfamid gibi ilaglarla
kombinasyonlar in vivo olarak denenmis ve vinkristinin kanser hiicreleri tizerindeki etkisi
arastirilmistir (Skubnik ve ark., 2021). Yine de denenen kombinasyonlara ragmen ilacin
yerine kullanilabilecek bir muadili ya da lenfoma da daha etkili farkli bir kombinasyon
tiriniin  olusturuldugu bu c¢alisma i¢in sdylenemez. Vinkristin, meme kanseri
arastirmalarinda ¢ok fazla kullanilan bir ilag olmamasiyla beraber MDA-MB-231 ve
MDA-MB-231/Sisplatin hiicre hattindaki uygulanan ayr1 ve kombinasyon dozlari bizlere
gelecek i¢in bir 6n nitelik olusturmaktadir. Daha ¢ok lenf kanserinde kullanilan bu ilag,
meme kanserinde de oOnemli etkiler gosterebilmektedir. Bu her iki hiicre hattinin
sitotoksisite analiz sonucunun 100uM 72.saatinde goriilebilmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hatti, ii¢lii negatif meme kanseri hiicrelerini temsil eden bir
hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve
HER2 gibi ii¢ 6nemli belirtecin eksik oldugu bir kanser hiicre hattidir. Bu yiizden bu hiicre
hatt1, bu belirteclere dayali tedavilere yanit vermeyen bir hiicre hattidir.

Ayrica, tez calismasinda MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hatti da
incelenmistir. Bu hiicre hatti, MDA-MB-231 hiicre hattina belirli dozlarda sisplatin ilact
verilerek direngli hale getirilmistir. Sisplatin, meme kanserinin tedavisinde kullanilan
ilaglardan biridir, ancak bazi durumlarda hiicreler bu ilaca direng gelistirebilir.

Calismada etoposid ve vinkristin adli iki farkli ila¢ kullanilmistir. Etoposid,
kliniklerde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir ve DNA'ya baglanarak hiicreleri apoptoza
stiriikler. Vinkristin ise mitotik iplikleri hedef alan bir ilagtir.

Tez ¢aligmasinda yapilan sitotoksisite analizleri sonuglarina gore, etoposid MDA -
MB-231 ve MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hattinin metastaz yetenegini
azaltmistir. Etoposid, hiicrelerin ekstraseliiler matriks yapisin1 degradasyona ugratarak
hiicre-hiicre ve hiicre-doku etkilesimini azaltmistir.

Bunun yaninda, vinkristin ilacinin hiicrelerin metastaz yetenegini tamamen
engellemedigi ancak hiicrelerin morfolojisini degistirdigi gozlemlenmistir. Vinkristin,
hiicreleri dairesel hale getirmis ve bazi hiicrelerin bulunduklar yiizeyden ayrilmasini
saglamistir.

Etopoisd ve vinkristin birlikte hiicrelere uygulandiginda ise sitotoksik etkinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu kombinasyon, ilaglarin birbirlerinin etkilerini

baskilamadigini1 gostermektedir.
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Migrasyon deneyleri, vinkristin ilacinin hiicre metastazini  tamamen
engelleyemedigini ve hiicrelerin yaralarin kapanmasi i¢in saglikli kanser hiicrelerine
sahip oldugunu gostermistir. Etoposid ve vinkristin ila¢ kombinasyonu ise yaralarin
kapanmasini engellemistir.

invazyon deneyleri, etoposid ve vinkristin ilag kombinasyonunun, ayri ayr ilag
uygulanmalarina nazaran degradasyonda daha etkili oldugunu gdstermistir. Bu
kombinasyon, hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesini saglamistir.

RT- PCR sonuglarina bakildiginda, ilaglarin birlikte verilmesi VEGF-A geninin
asag1 regiilasyonunu saglamistir. Ancak sisplatin direncli hiicre hatlarinda ilaglarin etki
mekanizmalar1 degistigi goriilmektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasi etoposid ve vinkristin ilaglarinin meme kanseri
hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini ortaya koymaktadir. Ozetlemek gerekirse, bu tez
calismas1t MDA-MB-231 ve MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hatlarinda etoposid
ve vinkristin ilaglarinin ayr1 ayri1 ve kombinasyon halinde kullanilmasinin sitotoksik,
metastatik ve morfolojik sonuglarini arastirmastir.

Sonuglara gore, MDA-MB-231/Sisplatin direncli hiicre hattinda diren¢ kazanan
hiicrelerin ilaca daha az yanit verdigi ve metastaz yeteneklerinin devam ettigi
gbzlemlenmistir.

[lag¢ kombinasyonlari sitotoksisite analizi i¢in olumlu sonuglar vermistir. Etoposid
ve vinkristin kombinasyonu, hiicre 6liimiinii artirmis ve metastazi engellemistir. Bununla
birlikte, ilaglarin birbirlerinin etkisini baskilamadig1 ve sinerjistik bir etki gosterdigi
gorilmiistiir.

Ayrica, gen ekspresyon analizleri sonucunda ilaglarin VEGF-A geninin ifadesi
lizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Ilag¢ kombinasyonu, VEGF-A geninin asag1
regililasyonunu saglamis ve tiimor anjiyogenezini etkilemistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi etoposid ve vinkristin ilaglarinin ayr1 ayr1 ve
birlikte verildiginde MDA-MB-231 ve MDA-MB-231/Sisplatin direncli hiicre hatlarinda
meme kanseri hiicrelerine etkilerini incelemistir. Elde edilen bulgular, bu ilaglarin birlikte
potansiyel olarak meme kanseri tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak,

daha fazla ¢caligma yapilmasi ve klinik deneylerin gergeklestirilmesi gerekmektedir.
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Bu tez ¢alismasina on bir nitelik kazandiran bir ¢alisma ise Thomas ve arkadaslari
tarafindan 1994 yilinda etoposid ve vinkristin ilaglarinin kombinasyon halinde in vivo
uygulanmasina dayanmaktadir (Thomas ve ark., 1994). Vinkristin ve etoposidin birbirine
sinerjistik oldugunu belirten ¢alisma Once radyasyon sonra ise kemoterapi alinmasinin
ardindan 3 haftalik ara ile hasta bireylere uygulanmistir. Faz II noktasina kadar gelen bu
calismada hastalarda bulanti ve kusma gibi ilag yan etkilerinin gelismesi, tedavi stiresince
ilag kombinasyonunun olumlu yonde meme kanserine etki etmesine ragmen hastalara
uygulanan dozlarin agir olmasi sebebiyle ndrolojik toksisite sorunu ortaya ¢ikmistir.
Ancak buradaki ¢alismanin en biiyiik sorunu in vitro olarak hiicreler belirlenmeden ve 0
donemin sartlarina gore teknolojinin zayif kalmasiyla ilaglarin direkt hastalara
uygulanmasindaki sikintidan kaynaklanmaktadir. Hiicrelerin gen dizilimi, ekspresyon
diizeyi ve hangi tip meme kanseri ile ¢alisildigi tam olarak bilinmeden c¢alismanin
yiriitiilmesi faz Il asamasinda durmasina sebep olmustur.

Glinlimiiz teknolojisinin siirekli gelismesi ve laboratuvar ¢alismalarinin biiyiik bir
sikiliga kavusmasiyla bu tez, 1994 yilinda Thomas ve arkadaslarinin yurittigi
calismadan daha nitelikli olarak hangi hiicre hatt1 {izerinde hangi ila¢ kombinasyon
dozunun daha etkili olacagini ve hiicre morfolojisini, sitotoksisitesini, proliferasyonunu
literatlire sunmaktadir. Yiritiilen tezin onceden gerceklestirilen ¢aligmalardan farkli
olarak MDA-MB-231/Sisplatin direngli hiicre hatlar1 {izerinde denenmesi, ilag
kombinasyonunun sinerjistik oldugunun hiicrelerde yarattig1 etkinin gozlemlenmesi ve
duyarli ve direngli MDA-MB-231 hatlarinin her ikisinde de ayni anda galisilmasindan
kaynakli 6zgiin bir nitelik kazandirmaktadir. Bu tez bu kapsamda in vivo ¢alismalar igin
bir onciil olma ve farkli kombinasyon tedavilerinin olusturulmasina yeni bir perspektif

sunmaktadir.
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