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OZET

Meme kanseri tedavisinde kemoterapi Onemli bir yer tutumaktadir. Bu
calismada parental meme kanser hiicresinin (4T1) ve bu hiicrenin karacigere
(4TLM), beyine (4TBM) ve kalbe (4THM) metastazlarinda metotreksatin,
vinorelbinin ve sisplatinin etkisi ve ilag duyarliligini etkileyen mekanizmalarin
belirlenmesi amaglanmistir. Kanser tedavisinde kemoterapétik ilaglara olan direng en
yaygin klinik problemdir. Bu direng primer tedavi sirasinda ya da tedavi sonrasi
kazamlmis olabilmektedir. Ila¢ direncinin gelismesi basarili kanser tedavisinde
onemli bir engel olusturmaktadir.

Bu calismada spesifik olarak metastatik meme kanserinin tedavisinde
kullanilan sisplatin, metatroksat ve vinorelbinin 4THM, 4TBM, 4TLM ve parental
hiicre olan 4T1 dizilerinin in-vitro ortamda proliferasyonu tizerine etkisi ve olasi
sitotoksik etkilerinin aragtirilmigtir. Farkli dozlarda kemoterapiler kullanilarak her bir
hiicre hatt1 lizerinde herbir ilacin pD, degerleri hesaplanmistir . Boylece metastatik
meme kanserinde farkli organlara metastaz yapan hiicreler iizerinde hangi
kemoterapotik ilacin daha etkili oldugunun bulunmasi planlanmistir.

Bu sebeple Klinikte kullanilan sisplatin, metotreksat ve vinorelbin
kemoterapotik ilaglart secildi. Biitiin kemoterapdtikler tek ajan olarak kullanild.
Litaretiire bakildiginda bu ilaglarla ve bu hiicre hatlariyla ilgili bir ¢alisma
bulunmadigindan dolay: ilaclar tek ajan olarak farkli dozlarda 72 saat uygulandi.
Ayrica direng gozlenen hiicre hatlarinda da diren¢ mekanizmas: ile ilgili olarak
survivin diizeyine western blot yontemi ile bakildu.

Calismamizda, 4TBM ve 4TLM hiicrelerinin en duyarli oldugu ilag
metotreksat, 4THM hiicrelerinin en duyarl oldugu ilag ise vinorelbin olmustur. 4T1
hiicrelerinin ise hem metotreksata hem de vinorelbine karsi olan duyarliligi benzer
bulunmustur. Yiiksek dozdaki (10 uM) metotreksat hem 4TBM hem de 4THM
hiicrelerini oldiirmiistiir. Sisplatinin 4TBM, vinorelbinin ise 4T1 hiicrelerini yiiksek
dozlarda 6ldiirdiigi bulunmustur.

10 nM sisplatin ile 4TLM hiicrelerinde survivin ekspresyonunu arttarken,
4THM ve 4TBM hiicrelerinde survivin ekspresyonu azaltmistir. 100 nM metotreksat
4TLM hiicrelerinde survivin ekspresyonunu degistirmezken 4T1, 4THM ve 4TBM
hiicrelerinde survivin ekspresyonunu azaltmistir. Vinorelbin ise hiicrelerdeki survivin
ekspresyonunda herhangi bir degismeye neden olmamustir.

Anahtar kelimeler: Metotreksat, Sisplatin, Vinorelbin, Survivin, Metastatik
Meme Kanseri



ABSTRACT

Chemotherapy has an important role in breast cancer treatment. Resistance to
chemotherapeutics is the most commonly encountered problem in the clinical
oncology. This resistance can develop during primary treatment or can be acquired
after the treatment regimen.

In this study, we aimed to find out the most effective drug against breast
cancer cells metastasized to different organs. As the candidate drugs, methotrexate,
vinorelbine and cisplatin were selected as these drugs are currently under clinical
use. All of the chemotherapeutics were used as single agent and the treatments were
applied for 72 hours at different doses. By this way, the influence of different drug
doses on the in vitro proliferation rates of metastatic breast cancer cell lines 4THM,
ATBM, 4TLM and the parental cell line 4T1, and the possible cytotoxic effects were
investigated. In order to reveal the resistance mechanisms, survivin protein levels
were determined using western blot was made for the resistant cell lines.

According to our results, methotrexate is the most effective drug against 4TBM and
ATLM cell lines, while vinorelbine is the most effective drug against 4THM cell line.
There was no significant difference in the sensitivity of 4T1 cells to either
methotrexate or vinorelbine. Methotrexate, when used at high doses (10 uM) was
cytotoxic against both 4TBM and 4THM cells and induced cell death. Similarly, high
doses of cisplatin killed 4TBM cells while high dose vinorelbine was cytotoxic
against 4T1 cells.

Treatment with 10 nM cisplatin increased surviving expression in 4TLM cells
while the expression levels of the same protein was found to be decreased in 4THM
and 4TBM cells. 100 nM methotrexate was sufficient to decrease survivin expression
levels in 4T1, 4THM and 4TBM cell lines although survivin expression was not
found to be changed in 4TLM cells. Vinorelbine, on the other hand, did not change
the survivin expression levels in any of the cell lines investigated.

Key Words: Methotrexate, Vinorelbine, Cisplatin, Surviving, Metastatic Breast
Cancer.
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GIRIS

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olup, kadinlarda
goriilen kanserlerin %23’ {inli teskil etmektedir. Tahminlere gore, 2015 yilinda,
meme kanserinden kaybedilecek kadin sayist 800.000 olacaktir. Diinya’daki meme
kanseri sikligi, 1990 yilindan itibaren her y1l %0.5°lik artis gostermektedir [1].

Kanser, kendini gostermesi, gelisimi ve sonuglari acisindan karmasik bir
hastaliktir. Kanser, hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasi, immiin sistemin gozetiminden
kacarak uzaktaki dokularda metastaz olusturmast ve davramigsal degisiklikler
gecirmesiyle ¢ok basamakli bir siirectir [2].

Metotreksat, vinorelbin ve sisplatin metastatik meme kanseri tedavisinde sik
kullanilan kematorapoétiklerdendir.

Metotreksat, folik asit antimetabolitleri i¢indedir. Tetrahidrofolat sentezinin
inhibisyonu, timidilat ve piirin niikleotidlerinin biyosentezinin durmasina yol agar.
Boylece DNA ve RNA' nin sentezi ve enerji i¢in gerekli ATP yapimi durur.
Metotreksatin hiicrelerdeki toksik etkileri folik asit (N5-formiltetrahidrofolat)
tarafindan antagonize edilir [3].

Vinorelbin  (5'-nor-anhidrovinblastin) vinka alkaloidler ailesinden bir
antineoplastik ilagtir. Etkisini, molekiiler olarak, hiicrenin mikrotiibiilleri {izerinde
gosterir. Tiibiilin polimerizasyonunu inhibe ederek, mitotik mikrotiibiillere tercihli
olarak baglanir ve aksonal mikrotiibiilleri yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda
etkiler. Tiibiilin depolimerizasyonunun indiiksiyonu, vinkristinin yaptigindan daha
azdir. Vinorelbin, mitozu G2-M evresinde bloke ederek, interfazda ya da sonraki
evrelerde hiicre 6liimiine sebep olur [4].

Sisplatin metastatik meme kanserinde hem teshis sonrasindaki ilk tedavide
hem de kurtarma tedavisinde olduk¢a ¢ok denenmistir. Kurtarma tedavisinde fazla
bir etkisi olamamasina ragmen bazi faz II ¢alismalarinda kompozit ile %50 oraninda
onemli etkinlik gostermistir. Sisplatin DNA ¢ift zincirinde ¢apraz baglanma yaparak
sitotoksik etki gostermektedir [5].

Bu ilaglarin meme kanserinde hangi organlara metastaz yapan hiicreler
tizerinde etkili, hangilerine karsi da etkisiz olduklarinin belirlenmesi, etkili tedavi
protokollerinin olusturulmasinda ©nemli olacaktir. Bu c¢alismanin amaci da
karacigere (4TLM), beyine (4TBM) ve kalbe (4THM) metastaz yapmis meme
kanseri hiicrelerinin [6] [7] bu ilaglara duyarliligini ve duyarliligi etkileyen
mekanizmalarin belirlenmesidir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Meme Kanseri Tarihcesi

Meme kanserinin tani ve tedavisine tarihsel olarak bakildiginda, insanligin
5000 yildir bir miicadele i¢inde oldugu goriilmektedir. Meme, eksternal bir organ
oldugundan dolayr meydana gelen patolojik degisiklikler gozle goriilebilmektedir.
Bu durum kanserle ilgili calismalar lizerine ¢ekmistir.

Meme hastaliklarina ait en eski bilgiler Misir papiriisiinde bulunmustur.
Milattan &nce 3000-2500 yillar1 arasinda Eski Misir’da imhotep tarafindan yazildig
tahmin edilmektedir. Bu tarihi belgelerde cerrahi miidahalenin yapildigi 48 hastadan
bahsedilmektedir. Bu yapitta elle dokunuldugunda hissedilebilen tiimoérlerin

bulundugu memenin tedavi edilemecegi anlatilmaktadir.

Klasik Yunan’ da (MO 460-160), 300 y1l boyunca Hipokrat’ m bedenin kan,
sar1 safra, kara safra ve flegmden (asirt mukus) olustugu hipotezi gegerli olmustur.
Bu hipoteze gére meme kanseri bu dort maddenin arasinda meydana gelen
dengesizlik olarak olugmaktadir. Ayrica Hipokrat kanli meme bas1 akintisi ile gelen
meme kanseri bir hastayida tanimlamistir. Menopoz ile meme kanseri arasindaki

iliskiyi saptamistir [8].

Tarihte ilk kez meme kanserini mastektomi ve aksiller kiiraj ile tedavi eden
hekim olan Leonides, koterizasyon ve damar baglama tekniklerini kullanarak
memeyi kesip ¢ikarmistir [9].

Ik basarilh Lumpektomi ameliyatini yapan Paris’te yasayan Hollanda’l1
doktor Adrian Helvetius (1661-1741) olmustur. John Hopkins Universitesi’nde
William Halsted tarafindan XIX. yiizyilin sonlarinda gelistirilen radikal mastektomi,
meme kanseri ameliyatlarinin standart yontemi olmustur. Bu metot da rutin olarak
tim meme, lenf bezleri, pektoralis major ve minor kaslari, interkostal kaslarin
yiizeyel fasyalar ile birlikte blok halinde ¢ikarilmaktadir.

Bu yontem daha sonraki altmig yil Dr.Haagensen’in  yaptigi
modifikasyonlarla agirligini korumustur. Yirminci ylizyilin ortalarindan sonra radikal

mastektomi, yerini daha 1limli cerrahilere birakmigtir [10].



W. Fabry ve J. Schultes 16. ylizyilin sonlarinda meme ameliyatinin teknik
detaylarini anlatan bir kitap yazmislardir. 17. ve 18. yiizyillarda meme ameliyatinin
sadece deneyimli cerrahlar tarafindan yapilmasi karar1 alinmistir. Bu donemde
memenin ve aksiller lenf nodiillerinin anatomisi ve iliskisi anlagilmis ve kanser

ameliyatlar1 sirasinda ¢ikarilmasi kabul edilmistir [11].

18. ylizyilda A. Leewenhoek tarafinda mikroskobun icadiyla canli hiicre
inceleme calismalar1 baglamistir. 19. yiizyilda Berlin’den J.Miiller, M.Schleiden ve
T.Schwann insan viicudunun canli hiicrelerin kompozisyonundan olustugunu
saptadilar. Miiller kanserin de yasayan hiicrelerden olustugunu belirtmis ancak bu
hiicrelerin normal hiicrelerden farkli oldugunu bildirmistir. C.Tiersch ve W.von
Waldeyer metastazin, ana tiimdrden ayrilan hiicreler tarafindan olusturuldugunu
saptamiglardir. C. Moore meme ve aksilla lenf nodiillerinin “en bloc (bir biitiin
halinde)” ¢ikarilmasmin hastaligin yayginlagsmasini engelleyecegini savunmustur
[12].

1939 yilinda Gray meme kanserinin lenfatik yayilmasinin yayilma yolu ile
degil embolizasyon ile oldugunu, kan damari ile yayilmanin uzak metastazlardan
sorumlu oldugunu savunmustur. B. Fisher’e gore bu durum daha farkliydi. B. Fisher,
meme kanserinin sistemik bir hastalik oldugunu ve hastaligin nasil seyredeceginin
beden ile kanser arasindaki biyolojik savas sonucu belirlenecegini ileri stirmiistiir.
Dolayisiyla lokal tedavi yerine sistemik tedavilerin uygulanmasinin daha dogru
olacagini savunmustur. Bu diisiince kemoterapinin oniinli agmistir. Birinci Diinya
Savaginda kullanilan hardal gazinin kemik iligi depresyonu yaptiginin anlagilmasi
bugiinkii modern kemoterapinin temelini atmistir [8].

20. yiizyilin sonuna gelindiginde meme kanserinin gergek nedeni hala
saptanmamistir. Ancak tiimoriin olusmasina yol agabilecek hiicresel biiylime
faktorleri, hiicre i¢i haberlesme yollar1 ve hangi genlerin ne tiir bozulmalar ile
karsilastiginda meme kanseri olusturduguna dair genis bilgilere ulasilmistir.

21. ylizy1l basinda genetikte baslayan gelismeleri gen ekspresyon taramalarin
komperatif genom hibridizasyonu (CGH) veya tek niiklotid polimorfizm taramasi
(SNP) takip etmistir. Bu tekniklerle yapilan arastirmalar meme kanserinin tek tip bir
hastalik olmadigin1 goéstermistir. Meme tiimoriiniin biyolojik davranisi ve cesitli
kemoterapilere nasil cevap verecegi bu yeni molekiiler smiflama ile ©nceden
saptanabilir hale gelmistir. Ancak hala c¢ok sayida yapilmasi gereken calisma
bulunmaktadir. Ozellikle genomik ¢aligmalar ilerledikge meme kanserini anlamamiz
ve hedefe yonelik ilaglar gelistirmemiz miimkiin olacaktir [13].

2.1.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Gelismis iilkelerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biri meme kanseridir.
20-34 yag arasindaki gen¢ kadinlarin %12’sinde meme kanserine rastlanmaktadir
[14]. Bilinen kanser tiirleri arasinda akciger kanserinden sonra ikinci siray1 alirken
kadinlarda en sik goriilen kanserdir. 1948-1985 yillar1 arasinda kanser nedeniyle
olugan Oliimlerin %80’1 meme kanserine bagli iken, 1985’den itibaren akciger
kanseri meme kanserini ge¢cmistir. 2009 yili Amerika Birlesik Devletlerinin (A.B.D.)
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verilerine bakildiginda meme kanserinin yillik insidansinin 190 000 oldugu
gorilmektedir. Yine aynmi yila ait veriler yillik kanser insidansinin 1,5 milyon
oldugunu sdylemektedir [15]. Ulkemizde 1991 yilinda yapilan bir calismada 1985-
1990 yillarin arasinda goriilen kanser tiirlerinden %20’sinin meme kanseri oldugu

gosterilmistir [16]. 2005 yili insidans1 %35 olarak agiklanmustir [17].

Meme kanseri ile iliskili pek ¢ok risk faktorii (yas ve cinsiyet, itk ve etnisite,
iyl huylu meme hastaliklari, meme kanseri Oykiisii, yasam sekli ve beslenme
aligkanligi, reproduktif ve hormonal faktorler, iyonize radyasyona maruz kalmak,
sigara icmek ve ¢evresel faktorler) tanimlanmistir. Meme kanserinde en 6nemli risk
faktorlerinden birisi yastir. Hastalik gelisme riski, yas ile dogrudan iliskili olup, yas
arttikca hastalik goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Bu kanser tiiriiniin 30 yasina
kadar oldukg¢a az goriilmesine ragmen 6zellikle 65 yasindan sonra lineer bir artis
gosterdigi belirtilmektedir. Bu riskin 65-80 yas arasindaki kadinlarda, daha geng
kadinlara gore yaklasik olarak 5,8 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir [18].
Ulkemizde de bu durum genel tablodan farkli degildir. Meme kanseri vakalarmin
sadece %S5’ lik bir kismmin 35 yas altinda goriildigi belirtilmistir [19]. Meme
kanserinin goriilme sikligindaki benzer fakliliklar ayni iilkede yasayan farkli etnik
gruplara arasinda ve/veya beyaz-siyah irk arasinda da goriilmektedir. Bu farkin
nedeni olarak yasam tarzi, sosyoekonomik durum ve c¢evresel etkenler
gosterilmektedir. Ayrica bagka iilkelere goc¢ eden bireylerde yapilan calismada,
birkag nesil sonra gog ettikleri iilkenin goriilme sikligina ulastiklar: gésterilmistir. Bu
sonu¢ hastaligin ortaya ¢ikisinda cevresel etkenlerin ve yasam tarzinin Onemini
ortaya ¢ikarmaktadir [20].

Meme kanseri goriilme sikliginda Diinya iilkeleri arasinda 6zellikle menapoz
sonrast kadinlarda ciddi farklilik goriilmektedir. Japonyada yiiz binde 12-15
arasindayken, Hawai, Kaliforniya ve Kanada bu oran yiiz binde 80-90° lara
cikmaktadir [21].

1980 1i yillarda mamografiyle tarama yontemlerinin gelismesiyle birlikte
meme kanseri gorilme sikligr artmustir. Fakat bu artis erken evre hastalarda
olmustur. Ileri evre hastalarda ise azalma goriilmistiir [22].

Gelismis iilkelerde mamografinin kullanimindaki yayginlasma olgularin
%80’ ninde erken evrede tani konulmasini saglamistir. Mamagrofinin diizenli
yapilmast durumunda 50 yas ve iizeri kadinlarda mortalitede %30 azalma
goriilmiistiir. 2000 yilindan bu yana mamagrofi 40 yas ve iistii kadinlarda meme

kanserinin taranmasinda ve hastalifin saptanmasinda en 6nemli yontem olmustur
[23].

2.1.3. Risk Faktorleri

Meme kanserinin en onemli risk faktorlerinin basinda yas ve cinsiyet
gelmektedir. Bayanlarda meme kanseri goriilme orami erkeklere gore oldukca
yiiksektir. Bunlarin yaninda 20 yas altt bayanlarda meme kanseri goriilme siklig
olduke¢a diisiiktiir. 35 yas civarinda biiyiik bir artis gosteren hastalik, 50 1i yaglara
gelindiginde en riskli donemi olusturur. Bundan sonra daha diisiik hizla devam eder.
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Meme kanseri meme dokusunun gelisimi ve hormonal etkiler nedeniyle
kadinlarda oldukga sik goriilmektedir. Erkeklerde goriilme sikligi %1’ dir. Dogumda
memenin epitelyal komponenti meme basinin altinda az sayida rudimenter kanaldan
olusur ve prepubertal yillarda bu kanallar yavas yavas biliylimeye baslar. Kadinlarda
cinsiyet hormonlarinin etkisi ile meme gelisimi pubertede hizlanmaktadir. Ayrica
dogum kontrol ilaglari ve hormon replasman tedavisi kullanimi da kadinlarda meme

kanserinin daha sik goriilmesine neden olabilmektedir [24].

2.1.4. Meme Kanserinin Olusumu

Normal hiicreler belirli bir kontrol mekanizmasi igerisinde boliiniir ancak s6z
konusu kanser hiicreleri oldugunda bu mekanizma kontrolden ¢ikmuistir. Kanser
hiicrelerinde normal hiicre donglisii kontrolii kaybolur ve uygunsuz bir sekilde
boliintirler. Hiicre boliinmesinde genetik kontrol mekanizmasi ¢ok 6nemlidir. Cilinkii
hiicrenin davranigini kontrol etmek ve diizenlemek karmasik bir sinyal alis verisiyle
gerceklesir. Hiicrenin ne zaman boliinecegi, farklilasacagi veya olecegi, hiicrenin
aldig1 sinyaller dogrultusunda gergeklesir. Mutasyon sonucu bu agda meydana
gelebilecek bir bozukluk hiicrelerin daha hizli boliinmesine neden olacaktir. Fakat
hiicrelerin daha hizli boliinmesi kanserli hiicre olustugu anlamina gelmez.

Klasik tiimor gelisiminde, normal bir epitel hiicre premalignant atipik hiicreye
doniigiir. Daha sonra bu tip lezyonlar invazif olur ve dagilirlar. Dagilan lezyonlar
immiin sistemden kurtulduklari taktirde metastaz olustururlar.

Duktal hiperplazi meme kanseri baslangicinin ilk isaretidir. Bu esnada
diizgiin dagilim gostermeyen epitel hiicrelerinde ¢ogalma goriilmektedir. Bu hiicreler
baslangigta iyi huyludur. Ancak kiside genetik olarak kanser riskinin yiiksek olmasi
hiperplaziden atipik hiperplaziye doniistimiin olmasina neden olur. Daha sonra duktal
veya lobular olarak karsinom gelisir. Bu durumda atipiklesme sonrasi kotii huylu
ozellikteki hiicrelerin artig1 baglar. Son olarak hiicreler bazal membrandan ayrilarak
komsu dokulara dogru yayilim gosterirler [25].

2.2. Metastaz Biyolojisi

2.2.1. Metastaz patogenezi

Metastaz, en basit ifadeyle primer tiimor hiicrelerinin uzak bdolgelere
dagilarak orada biiylime gostermeleri olarak tanimlanabilir. Metastaz olusabilmesi
icin kanser hiicrelerinin birbirini izleyen bir takim basamaklar1 tamamlamasi
gerekmektedir. Metastaz olusumu farkli organ cevreleri ile metastatik hiicrelerin
etkilesimine baglidir. Organa 0zgli metastazlar ¢esitli deneysel modellerde
gosterilmistir. Isaiah J. Fidler 1990 senesinde yaptig1 bir ¢aligmada bir organdaki
timor biiyiimesinin belirli bir yere spesifik oldugunu gostermistir [26].



Metastaz kanserin en korkutucu yonlerinden biridir. Tip alaninda gelisen
teknoloji, artan bilgi ve donanima ragmen kanser Oliimlerinin biiylik bir kismi
tedaviye direng gdsteren metastazlardan dolay1 olmaktadir. Oyle ki kanser tanisi alan
bir ¢cok hastada tani esnasinda metastaz mevcut olabilmektedir. Metastaz farkli
viseral organlarda bulunabilecegi gibi tek bir organda bir ¢ok bolgede ve lenf
nodunda goriilebilir. Ozellikle lenf nodu ve viseral organlarda ayni anda metastaz
olugmasi tedavi siirecini zorlastirir.

Ayrica metastazin olustugu organin spesifik ortami sistematik tedaviye olan
yanit1 degistirmektedir. Timor hiicreleri tek baslarina fonksiyonel degildirler.
Fonsiyonel hale gelebilmeleri (biliylimeleri ve metastaz olusturabilmeleri) i¢in stroma
ile etkilesim halinde olmalar1 gerekir. Stroma cesitli konakci hiicre tiplerinden
Olusur. Bu hiicreler tiimor mikrogevresini olustururlar. Stromal hiicreler fibriler
proteinler ve glikoproteinler kompleksine gomiiliidiir. Timor hiicreleri kronik
inflamasyon olusturarak stromal hiicre bilesiklerini aktive ederler. Aktive edilmis
stromal hiicrelerin salgiladig1 sitokinler ve proteazlar, tiimor biiylimesini aktive
ederler ve metastaz olusumuna yardimci olurlar. Timoér hiicreleri metastaz
olusturduklarinda genellikle konvensiyonel kemoterapiye direnc¢ gelistirirler. Bu
durum anti-kanser ilaglarin etkisini degistirmektedir ve metastatik meme kanserli
hastalarda kotii prognoza neden olmaktadir (Sekil 2.1.) [27].
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Sekil 2. 1. Terap6tik miidahalenin mevcut ve potansiyel agamalar gosteren metastaz siireci [27].

Kanser hiicrelerinin primer ve sekonder bolgelerdeki biyolojik ¢esitliligi
metastaz tedavisinde ciddi bir engel olusturmaktadir. Bu ¢esitlilik kendini biyolojik
ve immiinolojik 6zelliklerde gosterebildigi gibi genetik olarak da ortaya ¢ikmaktadir.
Enzimler, hiicre morfolojisi, salgilanan biiylime faktorleri, hiicre yiizey reseptorleri,
kemoterapotiklere yanit, invasyon yetenegi ve metastaz yetenegi gibi ¢ok genis
alanda heterojenite goriilebilmektedir.



Primer ve sekonder tiimorlerde meydana gelen bu ¢esitlilige neyin neden
oldugunu bulmak ve bunun altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi kanser
arastirmacilarinin temel amaci olmustur. Ancak bu sekilde kansere ve metastazlarina
etkili tedavi yontemleri gelistirmek miimkiin olacaktir [27].

Metastatik siireg; kanser hiicrelerinin ana tiimori terk ederek lenf ya da kan
dolasimina girdikleri, hayatta kalarak goc¢ ettikleri ve uzak organlarda kolonize
olduklart bir dizi karmasik basamaktan olusmaktadir. Bu karmasik siire¢ metastatik
hiicrelerin genetik ve epigenetik degisimler yoluyla bircok 6zellik edindigini
gostermektedir [28]. Massagué ve Nguyen, metastatik siireci temel olarak ii¢ genel
metastaz simifina ayirmaktadir: metastaz baslangici, metastaz ilerlemesi ve metastaz
viriilansi [29]. Metastaz baslangi¢ genleri tiimor hiicrelerinin dolagima girmelerinin
yolun agan genlerdir. Metastazin ilerlemesine neden olan genler primer tiimoriin
biliylimesinde bazi hiz siirlayici ve metastatik kolonizasyonda baska 6zel islevleri
yerine getiren genlerdir. Metastaz viriilans genleri primer tiimorde degil fakat
metastatik kolonizasyona katkida bulunan genlerdir. Ancak, kotii huylu hiicreler
metastaz olusturmadan Once bazi tiimérjenik kosullar yerine getirmelidirler. Bu
hiicreler hizli ¢ogalabilmelidirler, koken dokularinin c¢evresel kisitlamalarindan
kagabilmelidirler, anjiyogenez adi verilen, yeni kapiler ve kan damarlar1 olusturarak
kan ihtiyacin1 saglayabilmelidirler. Tiimorler biiyiidiik¢e, immiin yanit tiimorler
tizerinde, oksijen derisiminin azalmasi ve asidik ¢evrenin artist gibi baskilar
olusturur. Timor hiicreleri bu baskiya uyum saglamali. Bu gibi 6zellikler tiimor
baslangict ve lokal gelisim sirasinda edinilir. Fakat metastatik hastaligin
gelisebilmesi igin bu 6zellikler etkin kalmahidirlar [30].

2.2.2. Meme Kanserinin Yayilim

Bir ¢ok tlimoriin mikroskobik olarak yayilabilmesi i¢in 1 mm?® lik bir hacime
ulagmas1 gerekmektedir. Meme kanserinin mamografiyle tespit edilebilmesi igin 3-5
mm, palpe edilebilmesi i¢in 10 mm bir biiyiiklige ulagsmasi gerekmektedir [31].

Metastaz olusumuna bakildiginda iki temel durumun s6z konusu oldugu
goriilmektedir. Bunlardan bir tanesi tiimor hiicrelerinin sahip oldugu genotip ve
fenotiplerin degiserek farkli hiicre popiilasyonlart olusturmasi bir digeri ise timor
hiicre 6zellikleriyle metastaz siireci arasindaki iliski ve mikrogevredir (Sekil 2.2.).
Integrin  reseptdrler, biiyiime faktdrlerinin  asirt  salgilanmasi,  matriks
metalloproteazlar, hiicre adezyonu, hiicre dongiisii kontrolii ve anjiojenik faktorler
metastaz biyolojisinde 6nemli role sahiptirler.

Kanser metastazinin patogenezinde hem tiimoér hemde konake¢i hiicrelerin
intrinsik 6zellikleri dnemlidir. Ikisi arasindaki etkilesim hastadan hastaya farklilik
gostermektedir. Temel olarak kan akimiyla tasinan kanser hiicrelerinin organlara
spesifik olarak gitmesini ve orada biiyiimesini konak¢i organ ile kanser hiicresi
arasindaki molekiiler etkilesim belirlemektedir.
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Sekil 2.2. Primer timér ve metastaz olusumu. Meme kok hiicresinde (kirmizi) olusan onkogenik
mutasyonlar zayif progresyonlu meme kanseri kok hiicresinin (turuncu) olusmasina neden
olur. Farklilagan progenitor hiicrelerde olusan mutasyonlar (sar1) metastatik olmayan iyi
progresyona sahip meme kanser hiicreleri (pembe) olusturur. Metastatik zayif progresyona
sahip tiimorlerde sadece meme kanseri kok hiicre popiilasyonu metastaz olusturabilir.
Metastaz olusturan hiicreler tekrar primer meme tiimorii gibi benzer stromal yanit olusturur
[32].

Neoplastik doniisimden sonra kanser hiicreleri hizla proliferasyona baslar.
Olusan tiimor kitlesi ilk once basit difiizyonla beslenirken daha sonra yontem yerini
yeni kan damarlarina birakmaktadir. Yeni kan damarlarinin olusmasi anjiogenezis ile
gerceklesir. Tiimor 1-2 mm biiylikliige ulastiginda yeni kan damarlarina ihtiyag
duyar. Kanser hiicrelerinin primer timdrden ayrilmasi ile metastaz siireci baslamis
olur. Tiimor hiicreleri daha sonra dolasima girerler. Dolasima katilan tlimor
hiicrelerinin en ¢ok kullandig1 yol lenfatiklerdir. Ciinkii lenfatiklerde penetrasyon
icin diren¢ ¢ok zayiftir. Dolasimda bulunan tiimdr hiicreleri yeni organin kiigiik
kapilerlerinde sikisirlar, aciga ¢ikmis olabilen subendoteyal bazal membrana
yapigirlar. Dolasimin kesilmesini ekstravazasyon izler ve yeni organda kanser
hiicreleri ¢ogalarak metastatik siireci tamamlar. Mikrometastazlar konakg1 tarafindan

parcalanir. Parcalanamadig taktirde biiylik metastazlar i¢in zemin hazirlanmis olur.
(Sekil 2.3.)

Yapilan aragtirmalarda kanser hiicrelerinin metastaz olusturmasinda genetik
faktorlerinde rol oynadigi belirtilmistir. Timoér olusumu sirasinda hiicrelerin,
proliferasyon sinyalin devami, biiylimeyi baskilayan ajanlarin etkilerinden kaginma,
replikatif immortaliteyi saglama, anjiyogenezi indiikleme, invazyonu aktive etme ve
metastazi saglama 6zelliklerinin olmas1 gerekmektedir.
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Sekil 2. 3. Meme kanseri metastaz semasi [32].

Invazyon ve metastaz siiresince hiicrede birbirini izleyen degisik biyolojik
olaylar meydana gelir. Metastaz lokal invazyonla baslar ve en yakin kan ve lenfatik
damarmna kanser hiicrelerinin girmesi ve uzak doku parakimine ekstravaze olmasiyla
devam eder. Metastaz olusan dokuda Oncelikle mikrometastazlar, daha sonra ise
biiyliyerek makroskopik tiimér olusur. Bu invazyon ve metastaz siirecinde hiicrenin
biyolojik o6zellikleri degisir. Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, kontrol
baglanti bdlgelerinin kaybina neden olur ve poligonal epitelya hiicrelerinin
bozulmasina yol agar, matriks enzimlerinin aktive olmasi ile kanser hiicrelerinin

motilitesi artarken hiicreler apoptoza kars1 direng kazanirlar [32].

Kanserin erken evresinde bir ¢ok kanser hiicresi ¢oktan kana karigsmistir
ancak bunlarin bir¢ogu kanda yok edilir. Zamanla tiimoriin biiylimesi sonucu kana
karigan hiicre sayisinda bir atig gozlenir. Bu durum metastaz yapma olasiligini
arttirir. Dolagimdaki bu kanser hiicrelerinin metastaz olusturabilmesi i¢in uygun
ortam bulmalar1 gerekir. Uygun ortam her kanser tiirline 6zgli belirli oksijen
saturasyonu gerektirmektedir [33].

Yapilan ¢alismalarda meme kanserinin bolgesel olarak en ¢ok aksiller lenf
bezleri, mamaria interna lenf bezleri ve supraklavikular lenf bezi gruplarina yayilim
gosterdigi  goriilmistiir. Bu bolgelerdeki tutulumlarin 1y bilinmesi tedavi
yontemlerinin belirlenmesinde 6nemlidir.
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Fizik muayenede palpe edilebilecek boyutlara ulasmis meme tiimdrii bulunan
olgularin yaklasik %50’ sinde lenf bezi tutulumunun bulundugu goériilmiistiir. Primer
tiimdr ne kadar biiyiikse aksilla metastaz riski o derece fazladir. Mamaria interna lenf
bezleri meme kanserinin metastaz yaptigi ikinci lenf bezi grubudur. Supraklavikuler
lenf bezi metastazlari, yaygin aksilla tutulumu ile birlikte seyretmektedir.
Supraklavikuler metastazlarin yaygin aksilla tutulumunu takiben ortaya ciktigi ve
prognozu kotiilestirdigi bilinmektedir [34].

Kanserin meme ic¢inde lokal gelismesi ile lenfatik yayilim her zaman birlikte
gerceklesmez. Kiiglik timdrler yaygin aksilla lenf metastazlann ya da uzak
metastazlar yapabilmesinin yaninda aksilla lenfatigin tutulumundan 6nce hizli yerel
ilerleme ile goglis duvarina yapisiklik yapabilirler.

Bir diger farkli lenfatik yayilim tiirli ise “permeasyon yayilmasi” dir.
Permeasyon yayilim ile de kanser hiicreleri lenf akimi ters yoniinde lenfatik damarin
duvarinda tutunarak ilerlerler. Bu sekilde gelen kanser hiicreleri burada metastatik
nodiiller olusturur. Bunlara “satellit deri nodiilleri” denir. Satellit deri nodiilleri
hastaligin ¢ok ilerlediginin bir isaretidir. Cilinkii bu nodiiller permeasyon yolu ile
lenfatik yayilma hastaligin ileri evrelerinde goriilmektedir.

Meme kanseri metastazi icin ikinci bir yol ise vertebral venoz (Batson
pleksusu) dallaridir. Venoz kanallar bu pleksus ile toraks, abdomen ve pelvis
organlarinin venleri arasinda uzanir. Bu pleksus vertebralardan gegerek, sakruma
kadar ilerler. Bu durum pulmoner metastaz olmadan vertebra, kafatasi, pelvis ve
santral sinir sistemine olan metastazlar agiklar.

Meme kanseri, progresyon mekanizmalarinin anlagilmasina ve yeni tedavi
modellerinin gelistirilmesine ragmen bayanlarin Oliimiinde hala ikinci siray1
almaktadir. Meme kanseri metastatik olmasindan dolayr dliimler devam etmektedir.
Ornegin meme kanseri tanis1 alan hastalarm %25 ila %50 sinde 6liimciil metastaz
gelismektedir. Meme kanserinin farkl altipleri ve molekiiler belirteglerin ekspresyon
diizeyi (6strojen reseptdrii, OR; progesteron reseptdr, PR; insan epidermal biiyiime
faktor reseptorii 2, HER2) giiclii prognostik ve prediktif degerlere sahiptir. Ornegin
iiclii negatif meme kanserlerinde (OR-, PR-, HER2-) molekiiler belirteglerin metastaz
olusumu ve progresyonu pozitif hastalara gére daha kotidir. Preklinik ve klinik
caligmalara ragmen metastatik hastalifin tedavisinde c¢ok yol alimamamustir.
Terapotik uygulamalar sitotoksik kemoterapi, radyoterapi ya da cerrahi miidehale ile
siirhdir. Fakat bu uygulamalar da sagkalim tizerinde sinirh etki gostermektedir.
Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi uygulamalar1 primer tiimor biiyiimesini kontrol
edebilmelerine ragmen relaps1 engellemede ¢ok etkili degildirler. Metastaz siireci
primer timoér bolgesinde, lokal invazyonla baslayan olaylarin gesitli basamaklarin
ardarda gelismesi olarak goriilmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4. Meme kanserinin en sik metastaz yaptigi organlar [35].

Metastatik yayilimin diger bir ¢arpict 6zelligi ise organa 6zgii olmasidir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar, incelenen bircok timoriin  metastazinin
organotropizmini belirlemek i¢in hem kanser hiicrelerinin hem de hedef dokunun
molekiiler karakteristiklerinin birlikte hareket ettigini gostermistir. Mevcut kanser
arastirmalarinda 6ne ¢ikan konulardan birisi de farkli timor tiplerinin dagildig
organlarin spesifik mekanizmalarinin, diseksiyonunun, molekiiler yolaklarinin
tanimlanmasidir. Bu molekiiler yolaklarin ortaya ¢ikarilmasi klinikte yeni tedavi
seceneklerininde ortaya ¢ikmasini saglayacaktir.

Timor hiicrelerinin dolasimla uzak organlara ulagsmasindaki ilk engel damar
duvandir, ozellikle de endotel tabakasidir. Karaciger ve kemik iligi gibi bazi
organlarda oldukca gecirgen olan siniizoit mikro damarlar bulunmaktadir. Siniizoitler
kan hiicrelerinin ekstravazasyonuna izin verirler. Bu nedenle dolagimda bulunan
kanser hiicreleri igin zayif bir engel olusturur. Bunun aksine bir ¢ok organdaki endotel
hiicreleri kanser hiicrelerinin kolayca gegisine engel olmak i¢in bitisik durumdadir.
Beynin sahip oldugu kan-beyin bariyeri olduk¢a siki endotel tabasina sahiptir. Kan
hiicreleri ve lokositler metastazi kolaylastirmaktadir. Kan hiicreleri ve l6kositler
timor hiicreleriyle L ve P selektinler ile kompleks olustururlar [35]. Boylece
damarda emboli olusturmaya katkida bulunurlar. Selektin ligantlarin ( sLex/a, sialyl
Lewis x/a glikanlar) olugmasi hastalar i¢in zayif prognoz ile korele ve metastatik
progresyon ile iligkilidir. Ayrica spesifik organ tropizmi hedef dokuda eksprese
edilen kemokinlere ve sitokinlere baglidir. Tiimor hiicrelerinden eksprese edilen bu
kemokin ve sitokin konjuge reseptdrleri de organ tropizmi ile iliskilidir. Ornegin
CXCR4 ve CCR7 reseptorlerinin ligantlar1 sirastyla CXCL12 ve CCL21’ dir.
Bunlarin antagonistleri 6zellikle meme kanserini durdurmak ve ikinci bir organa gog
etmesini engellemekte kullanilmaktadir [36].
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2.2.3. Yeni Cevreye Adaptasyon

Dagilmis kanser hiicrelerinin metastaz olusturmasi i¢in ikinci engel yabanci
dokuya adapte olabilme yetenekleridir. Fizyolojik olarak normal hiicreler kendi
spesifik orjinal dokularinda hayatta kalabilir ve prolifere olabilirler. Bu durum dogru
dokuyu tanimada ve tropizmin devamlilifinda kritik mekanizma olarak
gorilmektedir. Normal dokularda durum bu sekildeyken dolasimdaki kanser
hiicreleri orjinal dokularindan farkli bagka organ ve dokularda biiyiiyebilmektedir.
Bunun i¢in kanser hiicrelerinin yeni dzellikler kazanmas1 gerekmektedir. Ozellikle
yeni mikrogevrenin hiicreleri ve ekstraselliiler matriks ile etkilesim i¢inde olabilme
yetenegine sahip olmalidirlar. Tiimor hiicreleri progresyon boyunca ¢ok ¢abuk bir
sekilde ¢evrelerindeki stroma ile iki yonli bir iliski kurabilirler. Boylece metastaz
boyunca tiimor progresyonu tiimor-stroma etkilesimi ile aktif olarak desteklenir [29].

2.2.4. Metastaz Oncesi Dokudaki Degisiklikler

Doku degisiklikleri tiimdr hiicrelerinin tutunmasindan 6nce gozlendigi i¢in 6n
metastatik nis kavrami kullanilmistir. Yeteri kadar 6n metastatik nisin olmasi timor
hiicrelerinin ilk olarak bulunmasi ve yasamasi i¢in gereklidir [37]. Kaplan ve
arkadaglar1 akcigerin metastatik kolonizasyonu i¢in uygun mikrogevrenin
olusmasinda mobilize kemikiligi tiirevi hiicrelerin (KiTH) o6nemine vurgu
yapmiglardir. Bu hiicreler primer tiimorlerin salgiladigr faktorlerle hareket ederler.
Bu faktorler dagilmis tiimor hiicrelerini olasi bolgelere yonlendirirler. Bu hiicreler
VEGFR1, CD133, CD34 ve c-Kit ekprese ederler. On-metastatik nis olusumunda
ortaya cesitli molekiiler mekanizmalar da atilmistir. VEGFR1+ KITH tarafindan
eksprese edilen VLA-4 (04Blintegrin) bu hiicrelerin 6n-metastatik niste depolanan
fibronetin ile etkilesimi icin dnemlidir. KITH’ ler bir kere giiclendirildiginde matriks
metalloproteinazlar salgilamak i¢in uyarilirlar ve VEGF gibi matriks bagli proteinler
eksperese ederler [38].

2.2.5. Metastazin Organ Se¢imi (Organotropizm)

Metastazlarin  organlara dagilimi  tiimoriin  tiirline ve yerine gore
degismektedir. Yayilma genellikle tiimor i¢inde ya da tiimoriin hemen yakininda
karsilasilan ilk kapiler dizisinde baslar. Metastatik hiicreler lenfatik kanallar boyunca
bir noddan digerine ziplayabilir ve drenaj nodlarinda birikebilirler. Tiimor hiicresinin
lenfatik damarlarda ya da kapilerde yayilma egilimi, drenaj nodlarinin subkapsiiler
siniisiindeki retikiiler lifler ya da kan damarlarinin i¢ geperlerindeki endotel hiicreleri
gibi 6zgiin yapilara yapigabilme yetenegine baghdir. Bu yapilarla etkilesimler timor
hiicreleri tarafindan eksprese edilen yapigma molekiillerinin tiirlerine, 6zellikle de
integrinlere baghdir [39].

Metastazin diger carpict 6zelligi lokalizasyonudur. Lokalizasyon rastgele
degildir. Kan dolagimindaki patternler metastatik kanseri olan hastalarda organa 6zgii
lokalizasyon igin sadece kismi bir agiklama saglar. Ornegin meme kanseri siklikla
akcigere, kemige, karacigere ve beyne metastaz yapabilmektedir. Fakat biitiin bu
bolgeler meme bezi dokusuyla dogrudan vaskuler bir baglantiya sahip degildirler
[40].
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Metastatik olusum uygun bir mikrogevre gerektirmektedir. Bu mikrogevrede
kanser hiicreleri hayatta kalabilmeleri, prolifere olabilmeleri ve yeni tiimor kiitlesi
olusturabilmeleri gerekmektedir. Bu fikir 1889 yilinda “tohum ve toprak™ (seed and
soil) adiyla Stephen Paget tarafinda One siiriilmiistiir. Bu sebeple yeni bir hipotez
degildir. Stephen Paget’ e gore ikincil organa basarili bir kolonizasyon timor
hiicresinin kendi i¢ Ozelliklerine (tohum) ve mikrogevrenin (toprak) destekleyici
ozelligine baghdir. Bu karsilikli isbirligi hayatta kalmay1 ve prolifere olmay1 saglar
[41].

Daha sonrasinda yapilan ¢alismalarda metastatik tropizminde bolgeye 6zgii
biiyiime medyatdrleri ortaya ¢ikmistir. Ozellikle meme kanserinin metastazini
akcigere, kemige ve beyne yoOnlendiren genler tanimlanmistir. Bu genler kanser
hiicresiyle mikrocevre arasindaki uyumsuzlugu gidererek metastatik dagilimin organ
spesifik paternlerini diizenlemektedirler.

Metastatik kolonizasyonun pleiotropik mekanizmalari, kanser hiicrelerinde
birikmis genetik modifikasyonlarin paternleri olarak yorumlanabilir. Bu durum
yabanci mikrogevrede primer tiimoriin biiytimesi, dagilmasi1 ve hayatta kalabilmesi
icin gereklidir. Metastazin farkli zamansal paterni de diistiniildiigiinde olay daha da
karmasik bir hale gelmektedir. Ornegin akciger veya pankreas gibi baz1 karsinomalar
kisa siire iginde metastaz olusturabilirken, meme kanseri gibi diger karsinomalarin
metastaz olusturmasi genellikle yillar siirebilmektedir. Bu durum pankreas gibi
kanserlerin sahip oldugu hiicrelerin yabanci mikrocevreye adaptasyonlarinin hizh
oldugunu gosterirken, meme kanseri gibi kanser hiicrelerinin adaptasyonunu daha
fazla zaman aldigimi gostermektedir. Kanser hiicrelerinin genetik instabilitesi g6z
Ontine alindiginda, bu siirecin her adiminda bazi 6nemli genlerin ya mutasyona
(amplifikasyon, translokasyon veya heterozigotlugunun kayb1) ya da transkripsiyonel

diizenlenmeyle degistirilmis olma olasiligi vardir [42].

Metastazlarm belirlenmesi oldukca giigtiir. Ciinkii bu metastazin olustugu
organlarin tamamini ayrintili bir sekilde arastirmak miimkiin degildir. Tibbi
gorlintiilleme tekniklerindeki ilerlemeler sayesinde cok kiigiik lezyonlarin dahi
belirlenmesi metastazlarin saptanmasinda énemli hala gelmistir. Giincel arastirmalar
ayni1 zamanda lenfatik damarlardan ya da kan damarlarindan yayilan tek hiicrelerin
saptanmasi ve primer tiimorlerin metastaz olusturma egilimleri hakkinda tahminde
bulunmayr saglayacak gen ifadesi goriintiilerinin  tanimlanmasi {izerine
odaklanmaktadir [43].

2.2.6. Organ-Spesifik Metastazi Diizenleyen Molekiiller

Bireysel genlerin organ-spesifik metastaz ile iliskili olmasina ragmen kiiresel
baglamda ele alinmalidir. Diger bir komplikasyon ise farkli genler belirli bir
ozelligin edinimine katkida bulunurken, bir gen birden fazla etkiden sorumlu olabilir
(Sekil 2.5.). Birden fazla genin karmasik, dinamik ve interaktif aginin olusturdugu bu
pleiotropik etki metastatik hiicrelerin doku-tropizmi altinda yatan genis ve karmasik
etkileri aciklayabilir. Bu karmagiklik ve pleiotropizm meme kanserli hastalarda
birden fazla, 6zdes olmayan ve degisebilen prognostik isaretleri gostermektedir [44].
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Sekil 2.5. Meme kanserinin beyne, karacigere, lenf nodlarina, akcigere ve kemige organ-spesifik
metastaz olusturmasinda rol oynayan faktorler [45].

2.2.7. Akciger, Kemik Ve Beyin Metastazim Yoneten Genler

Meme kanseri heterojen yayilim ile kemiklerde ve yumusak dokularda
metastaz olusturur. Iskelet sisteminde ozellikle lomber vertebralara, pelvis
kemiklerine, femur proksimal uclara, kaburgalara ve kafatas1 kemiklerine yerlesir.

BoM1 kemik metastaz1 hiicre hattindaki 43 genin asir1 ekspresyonu ve 59
genin ekspresyonundaki azalma kemik metastazi ile iliskili oldugu bulunmustur.
Benzer sekilde akciger metastazinin belirtileri de LM2 hiicre hattinda 43 genin asir
ekspresyonu ile 47 genin ekpresyonunda azalma olarak belirtilmistir. Bu genler
arasindan sadece alt1 tanesi her ikisi i¢in de gegerlidir. Kemik uyaran genler kemik
mikrogevresiyle iligkiliyken, bazi akciger metastaz genleri akciger dokusu disinda
timor invasyonuyla ve agresifligiyle iligkilidir [46].

Yumusak dokular i¢inde meme kanserinin en sik metastaz yaptig1 yerler
olarak akciger, karaciger ve plevra goriilmektedir. Iskelet sisteminde ise 6zellikle
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lomber vertebralar, pelvis kemikleri, femur proksimal uglari, kaburgalar ve kafatasi
kemikleri siklikla yerlestigi bolgelerdir. Cok nadir olarak mesane ve mide de
metastaz yapabilirler. Meme kanserinin en sik uzak organ metastazi yaptig1 organlar
kemik, akciger ve karacigerdir.

Bos PD. ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptigr ¢alismada beyin metastaz
hattinda tanimlanan 243 genin ekspresyon profilini belirlemistir. Bu 243 gen
bagimsiz klinik meme kanseri veri setlerinde beyin relapsi ile olan iliskisine bakmak
icin analiz edilmistir. Klinik olarak beyin metastazina isaret eden 17 genin bazal OR
negatif meme kanseri alt tipiyle iligkili oldugu bulunmustur. Beyin metastazina isaret
eden genlerin {igte biri akciger metastazini igaret eden genlerle Ortiismektedir. Bu
ortak genler beyin metastaz1 tropizmini agiklamaya yetmemistir. Ancak beyin
metastazi belirtilerinin kemik metastazi belirtilerinden ¢ok farkli oldugunu ortaya
koymustur. STOGALNACS geninin beyin metastazi hiicre hatinda asir1 ekprese
edildigi ve insan beyin metastaz 6rneklerinde up-regiile edildigi bulunmustur [47].
Akciger ve beyin metastazi arasinda Onemli benzerlikler bulunurken, kemik
metastazinda bulunmamistir. Bu durumun akciger ve beyinde benzer vaskiiler
olaylarin olmasi1 kemikte ise bu benzerligin olmamasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Kemikte ve karacigerde mikrovaskiilerite fenestreyken, akcigerde
ve beyinde devam eden bir endotel tabakadan olugsmustur. Bu nedenle akciger ve
beyin metastatik hiicrelerinin hedef organlarda koloni olusturabilmeleri i¢in siki
vaskiiler bariyeri ge¢meleri gerekir. Bu fikir COX2, ANFPTL4, LTBP1 ve EGFR
ligantlar1 gibi baz1 Ortiisen genlerin  gozlenmesiyle desteklenmistir. COX2,
ANFPTL4, LTBP1 ve EGFR ligantlar1 fonksiyonel olarak endotel hiicrelerin
yapismasina ve vaskiiler gecirgenligin kontroliine katilirlar [48].

2.2.8. Meme Kanserinin Beyin Metastazi

Metastatik beyin tlimorii insidansit kesin bilinmemesine ragmen yetiskinler
arasinda en yaygin neoplazmdir. Sadece ABD’ de yilda 200 binden fazla vaka ortaya
¢ikmistir. Son zamanlarda yapilan calismalarda kanserli yetigkinlerin %8-10" unda
beyin metastazi gelistigi gosterilmistir. Siklikla {i¢ primer kanser tiirii beyin metastazi
olusturmaktadir. Bunlar akciger kanseri (%40-%50), meme kanseri (%15-%25) ve
melanomadir (%5-%20) [49].

Yukarida bahsedildigi gibi meme kanseri akciger kanserinden sonra en sik
beyin metastaz1 olusturan kanserdir. Meme kanserli hastalarda beyin metastazi
metastatik hastalarin %10-16" lik oranina sahiptir [50]. Bir¢ok durumda meme
kanserli hastalarda sistematik olarak akciger, karaciger ve/veya kemik metastazindan
sonra beyin metastazi gelismektedir. Asistematik metastatik meme kanserli hastalarin
yaklasik %15’ 1 gizli beyin metastazina sahiptir.

Metastazlar beyin dokusu (parankima) ya da leptomeninkslerde olusurlar.
Meme kanseri leptomeningealerde en sik metastazin goriildiigii solid tiimordiir.
Retrospektif calismada sinir sistemine metastaz yapmis meme kanserli hastalarin
%78’ 1 multibl interserebral metastaza, %14’ i soliter interserebral metastaza sahiptir
ve kalan %8 metastaz leptomeningealdir [51].
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Meme kanserinde beyin metastazinin gelismesinde yiiksek riskli hastalarin
karakterizasyonu bir ¢ok defa arastirilmistir. En ¢ok kabul goren risk faktorleri geng
hastalar ve Ostrojen reseptdr negatif (OR-) primer tiimdrlerdir. Hastalik, geng
hastalarda genellikle agrasif gelismektedir. Cesitli gruplarin yaptiklari ¢alismalarda
beyin metastazi olan hastalarin, olmayanlara gore ortalama 5 yas daha geng oldugu
ayrica hormon reseptdr durumununda beyin metastaziyla alakli oldugu bulunmustur.
OR+ hastalarda hormon tedavisiyle beyin metastaz1 olma riski, OR- hastalara gore
daha azdir. Ote yandan meme kanserli vakalarin %25-30’ unda HER-2’ nin asir1
eksprese edildigi goriilmistiir. Bu durum HER-2 ekspresyonunun beyin metastazi
arasinda bir iligkinin olup olamayacagi sorusunu akla getirmistir. Bu durumda olan
hastalarin %1-4’ niin ilk metastaz alaninin beyin oldugu goriilmiistiir. Ayrica timdr
boyutu (2 cm’ den biiyiik), tiimor derecesi ( derece 3) ve lenf nodu ( 3’ den fazla)
olmasi beyin metastazini indiikleyen faktorler olarak goriilmektedir [52].

Beyin metastazinin en sik goriilen klinik bulgular1 bas agrisi, bulanti, bellek
ve diger kisilik degisiklikleri, halsizlik, konusma bozuklugu, dengesizlik gibi bilissel
degisikliklerdir. Leptomeningeal hastalig1 bulunanlarda kraniel sinir tutulumu intra-
aksiyal (beynin i¢inde) lezyonlar1 olanlardan daha fazladir.

Beyin metastazi bulunan meme kanserli hastalarda semptomatik rahatlamay1
saglamak ve tiimor cevresindeki 6demi azalmak i¢in kotrikosteroidler kullanilir.
Kortikosteroidlerin kapiler gecirgenligi azaltir. Bdylece arteriel tonusu diizenlemis ve
timor periferindeki 6dem azalmis olur [53].

Kemoterapotik tedavinin beyin metastazi tizerindeki etkisi sinirlidir. Bunun
nedeni kan-beyin bariyerinden dolayr metastatik bolgeye ilaglarin ulagtirilmasindaki
giigliiktiir. Ilaclarin kan-beyin bariyerini gecebilmeleri igin yagda ¢oziinebiliyor
olmalar1 gerekmektedir. Ancak bu sekildeki ilaglar santral sinir sistemine (SSS)
ulasabilir. Ayrica endotel hiicrelerinde bulunan P-glikoproteinler de ilaglarin SSS’ e
ulagmasini engellemektedirler. Bu sebepten dolay1 meme kanser tedavisinden siklikla
kullanilan vinorelbin, dosetaksel, 5-fluorourasil, paklitaksel ve doksorubusin gibi
kemoteratiklerin SSS’ e geg¢isleri olduk¢a zayiftir. Bu negatif durum beyine metastaz
yapmis meme kanserli hastalarda anti-neoplastiklerin kullanimini sinirlamaktadir

[50].

Beyin metastazi bulunan meme Kkanserli hastalarda kan-beyin bariyeri
genellikle hasarlidir. Bu nedenle normal fizyolojik kosullarda kan-beyin bariyerini
gecemeyen etoposide, fulvestrant ve transtuzumab gibi kemoterapdotikler beyin
metastazinda buranin hasarlanmasi sonras1 gecebilmektedir [50].

Beynin ¢esitli bolgelerine metastaz yapmig hastalara tiim beyin 1sinlamasi
standart tedavi uygulamasini olusturmustur. Ozellikle cerrahi uygulamanin ardindan
yapilan tiim beyin 1sinlamarindan 6nemli sagkalim sonuglar elde edilmistir. Ancak
cerrahi islem i¢in beyinde metastatik lezyonun tek veya az sayida olmasi, hastanin
diger minimal kosullar1 sagliyor olmasi gerekmektedir. Beyinde ¢oklu metastatik
lezyonu bulunan hastalarda bu uygulama hala tartisilmaktadir [53].
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2.2.9. Meme Kanserinin Karaciger Metastazi

Karaciger, meme kanserli hastalarda en sik metastazin goriildiigii bolgelerden
biridir. Karaciger, meme kanserli hastalarin %12-15 arasinda ileri derece meme
kanserli hastalarin ise %50 sinden fazlasinda goriilen metastatik bolgedir. Meme
kanseri hiicrelerinin kan veya lenf yoluyla karacigere yerlesmesi ile olusur.

Karacigerin en 6nemli gorevi sindirim i¢in gerekli maddeleri salgilamak ve
kan pihtilagmasi i¢in gerekli proteinleri yapmaktir. Karaciger biiyiik bir organdir. Bu
nedenle islevine devam edebilir. Metastaz belirtileri ge¢ fark edilebilir [54].

Meme kanser hiicrelerinin karacigere yerlesmesiyle olusan karaciger
metastaziyla birlikte ¢ok degisik belirtiler meydana ¢ikabilmektedir. Meme kanseri
metastazlar1 karacigeri blyiitebilir. Biiyliyen karaciger kendisini saran zara baski
yapar. Bu durum ciddi agriya neden olabilir. Bununla birlikte biiyiiyen karaciger sag
omuza giden sinirlere de baski yaparak omuz agrisi olusturabilir. Ayni sekilde
karacigerin biliylimesi mide iizerine de baski yapabilir bu durum istahsizliga neden
olabilirken, karaciger hiicrelerinin yikimiyla olusan zehirli maddeler bulanti
olusturabilir. Karin boslugunda serbest sivi birikmesi, asit olusturur. Olusan asit
karnin sigsmesine ve solunum zorluguna neden olur. Olusan sivi zaman zaman

alinarak hasta rahatlatilir.

Karacigerde metastaz olusumu zayif prognozun gostergesidir. Sistematik
hormon ve ilag tedavisi uygulanan hastalarda, tedaviye ragmen Oliim orani ¢ok
yiiksektir. Tedavi edilmeyen hastalarda ortalama sag kalim siiresi 4-14 ayken,
sistematik tedavi goren hastalarda bu siire 13-25 aya cikmaktadir. Primer timor
tanist alan hastalarin solid tiimorlerinin %60’ inda klinik ya da mikroskobik diizeyde

metastatik yayilim oldugu ortaya ¢ikmistir [55].

Kanser hiicrelerinin metastaz siireci olduk¢a karmasiktir. Bu durumu
aciklamak i¢in hala calismalar siirmektedir. Metastaz siireci tiimor hiicresiyle
konak¢1 doku arasindaki iligkiyi iceren ¢ok basamakli bir durumdur. Bu durumu
aciklamaya calisan pek cok c¢alisma metastaz olusumunun sadece kan akimiyla
gerceklesemiyecegini ortaya koymustur. Karacigerde bulunan hiicre biiylimesini
etkileyen humoral etkenlerin metastaz olusum siirecinde 6nemi bulunmaktadir.
Bunun yaninda karacigerin endotel ile kapli 6zel yapis1 metastaz olusumu i¢in uygun
zemini hazirlamaktadir. Bazi organlarda (beyin, kalp gibi) metastaza kars1 bulunan
bariyer karacigerde yetersiz ya da eksiktir [43].

2.2.10. Meme Kanserinin Kardiyak Metastazi

Kardiyak tiimorler onkolojik vakalarda sik karsilasilan bir durum degildir.
Ancak yeni tedavi rejimleri sayesinde hastalarin yasam siirelerindeki artis ve tani
koyabilmedeki kolayliklar sayesinde kalp metastazi goriilme sikligi artmastir.
Teknolojideki gelismelerle birlikte yiiksek rezoliisyonlu, ekokardiyografi cihazlari,
manyetik rezonans goriintileme (MRG), bilgisayarli tomografi (BT) gibi kitlesel
goriintilleme yoOntemlerinin, kardiyak patolojilerin tanisinda kullaniminin artmaya
baslamasiyla beraber kalbin 6zellikle de perikardin metastatik tutulumu daha sik
goriilmeye baglanmistir. Ayrica primer kardiyak tiimdorlerin yaygin olmamasina
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ragmen, ikincil tiimorler i¢in ayni sey sOylenemez. Uzak bolgelere metastaz
yapabilen malignant neoplasmalar tarafindan kalpte metastaz olusturulabilir. Teoride
her malignant tiimor kalbe metastaz yapabilir. Giiniimiizde sadece merkezi sinir
sistemi tiimorlerinin kardiyak metastaz olusturmadigi goriilmiistiir.

Kardiyak metastaz, bir tiimoriin kalbi olusturan epikard, perikard, miyokard,
endokard, biliyik damarlar ve koroner arterler gibi yapilara metastatik olarak
tutunmasi anlamina gelir.

Tiimorler dort alternatif yolla kalbe yayilim gosterirler:

Dogrudan ekstansiyon
Lenfatik sistem yoluyla
Inferior vena kava yoluyla, pulmoner venler intrakaviter difiizyon yoluyla

Bunlarin arasindan retrograd lenfatik uzanim en sik rastlananidir.
Perikardiyak boslugu drene eden lenfatik kanallarin ¢ogunlugu viseral epikartda
bulunur ve aort kokii diizeyinde incelerek tek bir kanal haline doniisiir. Bu bolgede
bulunan ve basi yapan tiimdrler bu nedenle perikard eflizyonuna neden olurlar.
Karacigerin ve akcigerin mikrosirkiilasyonlar1 kanser hiicrelerini biiyiik oranda
temizledigi icin koroner arterlere ¢ok az kanser hiicresi gegebilir. Bu sebepten dolay1
koroner arterler yoluyla hematojen kardiyak metastazi gelisen olgularda uzak organ

metastazi da goriilme ihtimali ¢ok yiiksektir [56].

Kalbe en sik metastaz yapan kanser tiirleri akciger, yemek borusu,
melanomlar, lenfoma ve meme kanserleri olarak belirtilmistir [57]. Literatiire
bakildiginda kardiyak metastaz insidanci oldukg¢a degiskendir ( %2,3 - %18,3 )[58].
Hangi malignant tiimoriin tercihen kalbe metastaz yaptig1 tam olarak bilinmemesine
ragmen melanoma ve mediastinal primer timorlerin kalbe daha fazla metastaz
yaptig1 goriilmiistiir. Ancak metastazin direkt invazyon yoluyla mi, yoksa lenfatik
obstriiksiyonla m1 gelistigi tam olarak anlasilamamaistir.

Kardiyak metastazlarda lenfatik sistem biiyiikk rol oynamaktadir. Kalbin
lenfatik sisteminin bilinmesi, kalpte neden seyrek metastaz olustugunu agiklayabilir.
Kalbin lenfatik sistemi temel olarak {ii¢ katmandan olusur: subepikardiyal,
miyokardiyal ve subendokardiyal aglar.

Kardiyak metastazlar genellikle kiigiik ve ¢ok odaklidir. Ancak tek basina
bliylik tiimoér lezyonlar1 da goriilebilir. Karsinomlarda metastatik birikimler
prekardiyum yogunlasma diflizyonuna neden olabilir. Hematolojk malignitelerde
perikardiyumun ve / veya miyokardiyumun ve / veya endokardiyumun diffiiz timor
infiltrasonunun yani sira odak gézlenmistir. Kalbin sag bolgesinde sol bélgesine gore
daha fazla olusum oldugu sanilmasina ragmen son zamanlardaki ¢aligmalarda sol
bolgesinde de tutulum bulunan ¢ok sayida olguya rastlanmistir. Bir cok vakada difiiz

bilateral yayilima rastlanmistir [59].

Metastaz lenfatik veya hematojen yolla, dogrudan veya transvendz uzantisi
tarafindan kalbe ulasabilir. Lenfatik yayilim perikard metastazlari olusturma
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egilimindedir, hematojen yayilim tercihen miyokardiyal metastazlar olusturur.
Endokardiyal tiimor yataklari nadir bulunur. Bronsiyal veya 6zofagus gibi kalbe
yakin bolgede gelisen kanserler kalbe dogrudan ekstansiyon ile yayilabilirler. Fakat
bu timorler agirlikli olarak lenfatikler ile kalbe ulasirlar. Benzer durum meme
kanserinde de gozlenmistir. Tiimor hiicreleri mediastinal lenf nodu ile ilk once
epikardiyal daha sonra miyokardiyal lenfatik sistemi isgal ederler. Topografik
ozellikleri ve yaygmhigindan dolayr akciger ve meme kanseri en sik kalp
metastazinin  karsilasildigi timorlerdir. Her iki kanser tiiri de perikardiyumu
etkilemektedir. Parsiyal veya total intrakaviter biiyiimesi olan ikincil kalp
metastazlari olduk¢a nadirdir. Bu tiimorler olustuklarinda genellikle trombotik
madde ile kaplanirlar. Kalp kapakcigindaki timdr hiicre kiimeleri daha nadir
gorilmektedir. Bu tip tiimor infiltrasyonu ¢ok nadir de olsa kalp kapagi darligina
veya yetersizligine neden olur [60].

2.2.11. Survivin

Survivin 142 amino asitten olusan, 16,5 kDa biiyiikliigiinde olan bir
proteindir. Apoptozis inhibitor proteinlerden olan survivin embriyolojik dénemde
normal dokularda ve tiimor dokularinda sentezlendigi ancak eriskin dokularda
bulunmadigi bilinmektedir. Birgok kanser tiiriinde eksprese edilen survivin ayrica
organogenezde de 6nemli role sahiptir [61].

Mitozda eksprese olan survivin ayrica sentrozomlar, metafaz mikrotubulleri,
anafaz mekigi ve mitotik apparatin kalintilart gibi mitoz komponentlerinde de
lokalizedir [62].

Survivinin prokaspaz 3 ve prokaspaz 7’ yi inhibe edip her iki kaspaza in vitro
baglandig1 gosterilmistir. Kaspaz 3 apoptoz sinyalini baglatmada anahtar role
sahiptir. Kaspaz 3 poly(ADPriboz)polimerazin, PAK2 (p21 aktive kinaz 2), lamin,
gelsolin, ve a-fodrinin boliinmesinden sorumlu olup, DNA tamirinin inhibisyonuna,
apoptotik olusumuna, niikleer membran yikimina, sitoplazmik biiziismeye sebep

olmaktadir [63].

Survivin, mitozun erken evrelerinde mikrotiibiil dinamiklerini diizenler.
Survivin mikrotiibiil etkilesiminin bozulmasiyla survivinin antiapoptotik fonksiyonu
kaybolur ve kaspaz 3 aktivitesi artar. Kaspaz 3, Fas bagimli hiicre 6liimlerinde
onemli bir yere sahiptir. Survivin niikleusa translokasyonu da Fas stimiilasyonu ve
hiicre proliferasyonu ile gerceklesir.

Survivin ekspresyonu normal dokulardan ziyade tiimér dokularinda eksprese
edilir. Bu durum survivini olduk¢a ©nemli kilmaktadir. Neredeyse tiim insan
kanserlerinde eksprese oldugu bilinmektedir.

Survivin kanserdeki asir1 ekspresyonunun mekanizmasi tam olarak
anlasilamamustir. Ancak survivinin kanserde yaygin ekspresyonuna ¢oklu yolaklarin
neden oldugu disiiniilmektedir. P53 proteininin, apoptotik genleri diizenleyerek
apoptozu indiikledigi bilinmektedir. P53’ iin down regiilasyonunu engellemek igin
survivin hedef protein olabilir (Sekil 2.6.). P53, survivinin antiapoptotik aktivitesini
antagonize ederek apoptozu baslatabilir. Ancak survivinin, p53 aktivitesini MDM?2
(Murine double minute 2) ve proteozom regiilasyonunu etkileyerek gerceklestirdigi

20



bilinmektedir. Son zamanlarda, bazi1 kanser hiicre dizilerinde p53 gibi
transkripsiyonel faktorlerin survivin ekspresyonunun regiilasyonundaki etkisi ¢okca
arastirtlmaktadir [64].

Ieath
Beceptors

y :

Effectan tm.p*iws.

ATP CDEKI1, Aurora B

Sekil 2. 6. p53, survivinin antiapoptotik aktivitesini antagonize ederek apoptozu baslatabilir [64].

Kanserde survivinin asir1 ekspresyonu, mitozla transforme olmus hiicrelerin
anormal progresyonunu kolaylastirmak i¢in hiicre siklusu kontrol noktalarini asabilir.
Apoptoz caligmalar1 yeni kanser ilaglarinin gelistirilmesine olanak saglamistir. Pek
cok kanser ilacit apoptozu uyararak timor hiicrelerini dldiirmektedir. Ancak bazi
kanser tiirlerinde bu ilaclara kars1 direng gelismektedir. Yapilan bir¢ok arastirmada
survivin eksprese eden tiimorlerin apoptozu uyaran kanser ilaclarina karsi direng
kazandig1 gosterilmistir.

Survivin insanlarda akciger, karaciger, meme, prostat, kolon gibi sik goriilen
kanserlerde eksprese edildigi gosterilmistir. Survivinin  timdrlerdeki  asiri
ekspresyonu kisa sagkalim, kemoterapiye ve radyoterapiye direng timor
rekkiirranslart ile iligkilidir. Survivinin, hem mitozdaki hem de apoptozdaki gorevi,
tiimdr hiicrelerinde eksprese edildigini ve tiimor olugmasi ve biiyiimesinde timor
hiicrelerine avantaj sagladigini gosterir. Bu bulgular kanser hiicrelerinin, hiicrenin
canliligini arttirmak ve kemoterapotik ilaglarin sitotoksik etkilerini agmak i¢in fetal
survivin ekspresyon paternine dondiiklerini gostermektedir. Survivinin artmasi
kanser hastalari i¢in negatif bir prognostik faktor oldugu diisiiniilmektedir [65].

Klinik c¢aligmalara gore survivinin kanserde asirt ekspresyonu timor
hiicrelerinin sag kalimini arttirirken, baskilanmasi, eksikligi ya da fonksiyonunun
bozulmasi hiicre 6liimiine neden olur. Biiyiimede hiicre sag kalimi i¢in gerekli bir
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protein olan survivin, eriskin dokularda downregiiledir ve kanserlerdeki
upregiilasyonu sebebiyle spesifik bir hedef olabilir. Antikanser ilaglarin ¢ogu farkl
kanserlerde farkli regiilatuar yolaklar1 diizenlemesine ragmen genellikle survivinin
downregiilasyonuna yol agarak apoptozis veya mitotik katastrof olustururlar. Yeni
molekiiler genetik yaklasimlar ve kemoterapotik ilaglar veya radyoterapi ile
potansiyel bir hedef olan survivinin inhibisyonu yoluyla mevcut tedavi gelistirilebilir
ancak tedavide survivin hedeflenirken hematopoetik hiicreler gibi bazi yetiskin
hiicrelerindeki fonksiyonlar1 da korunabilmelidir. Survivinin kanserde ve fizyolojik
sartlarda kompleks hiicresel dolasimin1 anlamak i¢in ileri aragtirmalara gerek vardir
[66].

2.2.12. Metastatik Meme Kanserinde Tedavi

Metastazin lokalizasyonu ve sayist uygun terapotik yontemlerin se¢iminde
son derece dnemlidir. Birgok vakada tedavi lokal terapi ile mikro metastazlarin yok
edilmesinin yaninda yenilerinin olusmasini engellenmeyi amagclayan sistemik
terapinin bir kombinasyonundan olusur. Baslica lokal tedaviler cerrahi ve
radyocerrahidir. Sistemik tedaviler arasinda kemoterapi ve radyasyon terapisi ve
bunlarin yani sira biyolojik ve hormon terapisi bulunur. Biyolojik tedavilerde kanser
hiicrelerini hedefleyen monoklonal antikorlar ya da metastazda rol alan anjiogenesis
gibi siirecleri bloke eden faktorler kullanilabilir.

Metastatik kanserin tedavisinin se¢imi bir ¢ok faktore baglidir. Bunlarin
basinda kanserin tiiri gelmektedir. Kanserin tiirinden sonra metastazlarin
biiyiikliigii, sayis1 ve lokalizasyonu, hastanin genel durumu yasi, hastaya dnceden
uygulanan tedaviler tedavi se¢iminde son derece onemlidir. Bir¢ok vakada mevcut
tedaviler metastatik kanser icin tam bir iyilesme saglayamamaktadir. Fakat
uygulanan tedaviler hastalarin yasam kalitesini iyilestirebilmekte, tan1 sonrasinda
sagkalimi 6nemli Olglide arttibilmektedir. Metastatik kanser i¢in yeni, etkili ve daha
iyi tolere edilebilen tedavilerin bulunmasi, su andaki kanser arastirmalarinin ve klinik
denemelerin baglica hedefidir [67].

2.2.13. Kanser Tedavisinde Kemoterapi

Kemoterapi kavramu tarihte ilk kez Paul Ehrlich tarafindan ortaya atilmistir.
Bu tedavi yonteminde ¢ok sayida kemoterapi ilaci kullanilmistir. 1. ve II. Diinya
Savast’ nda Ingiltere’ nin kullandig1 akilleyici ajanlar kemoterapétiklerin ilk smifini
olusturmustur [68].

Kemoterapotik ilaglar kanser hiicresi lizerinde genellikle sitotoksik etki
gostermektedir. Kemoterapdtik ilaglarin bu sitotoksik etkilerinin yani sira doza
bagiml olarak anjiogenezin baskilanmasi ve apoptozisin uyarilmasi gibi etkileri de
vardir. Ozellikle diisiik dozlarda kullanildiginda bu etkilerin daha belirgin oldugu
goriilmektedir [69].

Glinlimiizde bireylerin yasam kalitesini onemli derecede etkileyen ilag
tedavisi, kanser tedavisinin en az bir doneminde kullanilmaktadir. Bu konuda
kanserli hastalara ilk uygulanan ilaglar sitotoksik ajanlardir, yani kemoterapidir.
Kemoterapinin yaninda son donemlerde kullanilmaya baslayan tirozin kinaz
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inhibitdrleri, antikorlar ve antianjiyogenik ajanlar, bunlardan daha eski olan hormon
tedavileri, immunmodiilatérler kanser tedavisinde kemoterapi ile birlikte veya ayri
olarak kullanilmaktadir. Kemoterapi, 6zellikle hizli prolifere olan hiicrelere karsi
secici etkisi olan dogal veya sentetik kimyasal veya biyolojik ajanlarla yapilan
tedavidir. Bu nedenle kullanilan ilaclarin toksisite etkileri bilinmeli ve takip
edilmelidir. Sitotoksik kemoterapi baz1 yayilmis kanserleri iyilestirirken, digerlerinde
timorleri kiigiiltlip belirtileri azaltir ve hatta bazen yasam siiresini uzatir [70].

Kanserin ilagla tedavisinde en 6nemli klinik uygulamalarindan biri lokal
tedavi sonrasi adjuvan kemoterapi verilmesidir. Lokal tedaviden sonra kemoterapi
uygulanmas1 mikrometastazlarin ortadan kaldirilmasi ve sistemik niiksiin azaltilmasi
i¢in onemlidir.

Kemoterapinin olduk¢a cesitli toksik etkileri vardir. Bunlarin arasinda en
belirgin etkiler kemik iligi, gastarointestinal sistem epitel hiicreleri, sa¢ follikiilleri ve
gonadlar gibi hizli prolifere olabilen hiicreler lizerinde olmaktadir. Kemoterapotik
ajanlar hedef tiimori olusturan hiicrelerin hizla ¢ogalmasini durdurmaktadir. Bunun
yaninda epitelide etkilediginden dolay1 inflamasyon ve iyilesme yanitlariida
etkilemektedir. Bu durum oral mukoza ve {ilserasyon ve mukoziteye neden
olabilmektedir [71].

Kemoterapi alan hastalara uygulanan tedavi protokoliine gore c¢esitli yan
etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bunlarin arasinda en sik karsilagilanlar1 hematolojik yan
etkiler, cilt, sinir sistemi, karaciger, kardiyoloji, akciger, iiriner ve gastrointetinal
sistemler tizerinde istenmeyen etkiler, toksisite gelmektedir. Biitiin bu sorunlarin
arasindan bulanti, kusma ve Ogiirme kanser hastalarinda en yaygin ve sikintili
olanidir. Eger bulanti ve kusma kontrol altina alinmazsa sivi elektrolit dengesinde
bozulmaya, dehidrasyona ve kilo kaybina neden olur. Bu durum hastanin psikolojik
olarak etkilenmesine ve tedavi siirecine uyumunu etkilemektedir [72].

2.2.14 Sisplatin

Metaller hiicresel proseste neredeyse her yerde bulunurlar ve bazilar1 hayati
oneme sahip bilesiklerdir. Metaller redoks aktivitesi, degisken koordinasyon
modelleri ve organik maddelerle reaksiyonu gibi spesifik karakterlere sahipken,
hiicre i¢i durumlar1 da siki bir sekilde diizenlenir. Bu sebepten dolay1 anormal metal
iyonu konsantrasyonu kanser gibi gesitli patolojik hastaliklar ile iligkilidir. Buna
ragmen metal bilesikleri potansiyel anti-kanser ajan olarak goriilmektedir [73].

Sisplatin kanser tedavisinde sikca kullanilan kemoterapdtiklerden bir
tanesidir. Bu bilesigin kesfi platin(II) ve diger metal igerikli bilesiklerin kanser
tedavisinde kullaniminin yolunu a¢mustir. Sisplatinin klinik kullanimi farkli tip
kanserli bir¢ok hastalarda (bas-boyun, testis, akciger, yemek borusu, over, meme ve
serviks kanseri) basarili sonuglar vermistir. Sisplatin ve tiirevlerinin klinik basarisi
diger metal tabanli anti-kanser bilesiklerinin gelisimini saglamistir. Ancak normal

dokulardaki yan etkilerinden dolayi kullanimlar1 sinirli kalmistir [74].

Sisplatinin 1960 11 yillarda anti-kanser ila¢ olarak kesfi kanser tedavisinde
yeni bir ¢ag acmistir. ik kez 1844 yilinda sentezlenen sisplatinin yapi tayini 1892
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yilinda Alfred Werner tarafindan yapilmistir. 1960’ 1 yillarda Rosenberg ve
arkadaslar1 sisplatin olusumunda platin elektrodunun elektrolizini kesfetmistir. Daha
sonra rat sarkoma {izerinde ¢esitli platin komplekslerinin etkilerini test etmislerdir.

Sisplatin 1971 yilinda ilk kez kanserli bir hastaya uygulanmistir. Onemli
antitimor etkisi 1974’ de hem testis (3/7) hem de ovaryum kanserinde goriilmiistiir.
1978’ de Platinol (Bristol-Myres Squibb) olarak klinik uygulamalarda kullanilmaya
baslanmigtir. Sisplatin yiiksek seviyede ve genis spektrumda anti-tiimor etki
gostermistir ve bu yiizden arastirmacilar diisiik yan etkiye sahip, iistiin anti-timor
etkisi olan platin icermeyen yeni metal tiirleri bulmaya ¢alismistir. Sisplatinin ¢esitli
solid tiimorler lizerinde klinik faydalar1 olmustur. Ancak toksik yan etkileriyle
beraber tiimor direnci olusmasi daha sonrasinda sekonder tiimorlerin olugmasina
neden olmaktadir [75].

Bu baglamda arastirmacilar kaspaz direnci olmayan veya gelismis
farmakolojik karakteristiklere sahip, az toksisitesi olan ve etkili platin kompleksleri
lizerine yogunlanmiglardir. Bunlarin yaninda sisplatin kombine tedavilerde de yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Olusturulan kombine tedavilerle ilaglarin pozitif yonde
sinerjistik veya en azindan additif etki olusturtuklar1 goriilmektedir [74].

Etki Mekanizmasi ve Klinik Kullanimai;

Sisplatin  (cis-dimminedichloroplatinum 1) inorganik divalent, suda
¢oziilebilen bir bilesiktir. Platin atomuna bagli iki amonyum ve iki klor cis- konumda
baghdir (Sekil 2.7.). Bilesigin trans izomeride bulunmaktadir. Fakat sadece cis formu
sitotoksik 6zellige sahiptir [76].

Sisplatin diflizyon yoluyla hiicre igerisine alinir. Klor atomlar: tiyoller ile
reaksiyona girerek yer degistirebilir. Klorlarin yer degistirmesi sonucu olusan pozitif
yiikli molekiil DNA ¢ift sarmalina kovalent baglanarak DNA, RNA ve protein
sentezi mekanizmalarin1 inhibe eder. En fazla ayni DNA zincirindeki komsu
guaninler arasinda ¢apraz baglar yaparlar. DNA traskripsiyonunu ve replikasyonunu
inhibe eden bu baglardir. Bu durum yanlis kopyalamaya veya kopmaya neden olur.
Boylece hasarli DNA’ ya sahip hiicreler olusur. Ortaya ¢ikan DNA hasar1 apoptozisi
baglatir. Ayrica sisplatin hiicre mitokondrisine zarar verir, ATPaz aktivitesini inhibe
eder, hiicreyi G2 fazinda durdurur ve hiicresel transport sistemini inhibe eder [76].

Cly, - NH,
CI”  NH,

Sekil 2.7. Sisplatinin kimyasal yapisi

24



Sisplatinin oral formu absorbe olmadigindan intravenéz (IV) veya
intraperitoneal (IP) yolla uygulanir. Sisplatinin farmakokinetiginde bireysel faktorler
onemlidir. Bu nedenle ¢ok farkli dozlarda uygulamasi yapilmaktadir. Standart
uygulamasinda viicutta ¢ok genis bir alanda dagilim gdstermektedir. Baglangi¢ yari
omrii 25-50 dakika iken son yar1 omrii 58-70 saattir. Bobrek, karaciger, bagirsak ve
testis gibi organlara yiiksek oranda ge¢mesine karsin kan-beyin bariyerinden gegisi
cok azdir. Sisplatin karacigerde metabolize edilir. Bir ya da iki aktif olmayan
metabolite sahiptir. Bunlar plazma proteinlerine %90 oraninda baglanirlar. Baglica
atilim yolu bobreklerdir. Bobrek fonsiyon bozuklugunda verilmesi uygun degildir.
Bobrekte meydana gelecek toksisiteyi azaltmak icin bol mayi ile birlikte verilmelidir.
Sisplatinin en sik goriilen yan etkileri; bulanti, kusma, orta veya ileri periferal
noropati ve renal disfonsiyondur [77].

Sisplatin, 10, 50, 100 mg’lik flakonlar seklinde bulunur. Kullanim dozu
kemoterapi protokoliine gore degisir. Ila¢ verilmeden once bol hidrasyon yapilir,

%20 mannitol sonrasinda ise furosemid ve KCI verilir [78].

2.2.15. Metotreksat

Metotreksat ¢cok ¢esitli neoplatik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
antimetabolittir. Kimyasal olarak N-(4(((2,4-diamino-6-pteridinil)metil) metil-
amino) benzoil)-L-glutamik asittir (Sekil 2.8.).

N_ _N_ _NH,

"1 T

COOH ~ |

N
| N Z
HOOCCH,CH,CHNHC NCH,
C I |- NH,
0 CH, :

Sekil 2. 8. Metotreksatin kimyasal yapisi

Metotreksat folik asit antagonistidir (Sekil 2.9.). Kimyasal olarak folik asidin 4-
amino-N10-metil analogudur [79].
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Sekil 2. 9. Folik asit molekiiler yapist

Metotreksat’ in primer hedefi dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimidir. Bu
enzim folik ait sentezinde ara basamakta yer alan dihidrofolati (DHF)
tetrahidrofolata (THF) doniistiirmektedir [3]. Tetrahidrofolat, timidilatin iiretiminde
rol oynamaktadir. Timitilat ise DNA ve RNA sentezinde 6nemli role sahip plirin ve
pirimidin sentezinde rol oynamaktadir. Bu nedenle metotreksat, THF eksikligine
neden olarak piirin, pirimidin metabolizmas1 ve DNA sentezini igeren pek c¢ok
metabolik yolu etkilemektedir.

Metotreksatin farmakokinetik ozellikleri;

Metotreksat genellikle 7,5 — 25 mg doz araliginda haftalik uygulanir. Oral
veya intramuskuler verildiginde iyi bir sekilde absorbe edilir. Intramuskuler
uygulama oral alimlarda daha sik goriilen bulanti yan etkisinin azalmasina da
yardimc1 olmaktadir. Oral metotreksatin biyoyararlanimi bireyler arasinda farklilik
gostermekle birlikte genellikle %70 civarindadir. Gidalarla birlikte alinmasi
absorsiyonu degistirmemektedir. Oral alinan metotreksatin gastrointestinal sistem
tarafindan alinimi1 6ncelikle doyurulmus transport (azaltilmis folat tasiyici 1, RFC1)
ile diizenlenir. Bu nedenle RFC1 doyuruldugunda biyoyararlanim i¢in yiiksek doza
gerek duyulmaktadir. Parental uygulama gastrointestinal sisteme ugramadigi igin
biyoyararlanimi daha iyidir.

Absorpsiyondan  sonra  metotreksatin = %10° u  karacigerde  7-
hidroksimetotreksata doniisiir. Hem metotreksat hemde 7-hidroksimetotreksat temel
olarak bobreklerden atilir. Metotreksat diisiik-orta arasi protein baglayan ve yiiksek
doku dagilimi olan bir ilagtir. Ekstravaskular bosluktaki birikimi ve dializ ilag
konsatrasyonunda azalmaya neden olur. Metotreksatin yar1 6mrii uygulamadan sonra
6-8 saattir ve 24 saat i¢inde serumda tespit edilemez. Hiicre i¢ine alinan metotreksat
ve 7-hidroksimetotreksatin bir kism1 poligulutamat tiirevlerine metabolize edilirler.
Metotreksat poliglutamatlar (MTXGlu) karaciger ve eritrositler de dahil olmak tizere
diger dokularda da wuzun siire sakli tutulurlar. Eritrositlerdeki MTXGlu

konsatrasyonu kabaca ilacin terapétik etkisi ile iligklidir (Sekil 2.10.) [80].
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Sekil 2.10. Metotreksat ve hiicresel mekanizma. 5-CH3-THF, 5-metil-tetrahidrofolat; 5,10-CH2- THF,
5-10-metilen tetrahidrofolat; 10-CHO-THF, 10-formil-tetrahidtofolat; AICAR, 5-
aminoimidazole-4-karboksamid riboiiklotid; DHFR, dihidrofolat reduktaz; dTMP,
deoksitimidin monofosfat; dUMP, deoksiutodin monofosfat; FAICAR, formil AICAR;
FPGS, folipoliglutamat sentaz; IMP, inozin monofosfat; MTHFR, metilen tetrahidrofolat
reduktaz; MTX, metotreksat; MTXg,,, metotreksat poliglutamat; RFCI, azaltilmis folat
tastyict 1;T°ASE, transformilaz; THF, tetrahidrofolat; TS, timidilat sentaz [81].

Folik asit antagonisti olan MTX baz1 kilit enzimleri inhibe ederek piirinlerin
ve piridinlerin sentezini engeller. Dihidrofolat reduktaz enziminin inhibisyonu
tetrahidrofolat  (THF)  seviyesini  azaltir.  5-aminoimidazol-4-karboksamid
riboniikleotit (AICAR) transformulaz de novo purin sentezini engeller. Metotreksatin
plrinin ve pirimidinin biyosentezi iizerindeki etkisi kemik iligi baskilanmasi,
karaciger toksisitesi ve agiz iltihab1 gibi birgok toksisitesi ile iliskilidir. Gegtigimiz
20 il icinde folikasit (1 ila 5 mg/glin) metotreksatin neden oldugu toksisiteleri
engellemede etkili oldugu gosterilmistir. Folik asit veya folinik asit ile birlikte
uygulanmasi metotreksatin terapétik etkisini etkilemedigi bir¢ok klinik ¢alismada ve
meta-analizde gosterilmistir [82].

Metotreksatin etki mekanizmasi;

Metotreksat etkisi ¢esitli farmakolojik mekanizmalarla, piirin ve pirimidin
sentezinin 1inhibisyonu, poliamin birikimiyle transmetilasyon reaksiyonlarinin
baskilanmasi, antijen bagimli T hiicre proliferasyonunun azalmasi, inflamasyonun
adezyon bagimli siipresyonuyla adenozin salmimiin arttirilmas:  seklinde
aciklanmistir.  Bu  etki mekanizmalarin  kombinasyonunun  metotreksatin
antiinflamatuar etkisini olusturdugu diistiniilmektedir. Bugiine kadar in vitro, in vivo

ve Klinik veriler metotreksatin adezyon aracili antiinflamatuar etkisini desteklemistir
[81].
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2.2.15.1 Metotreksat Ekstraseliiler Adenozin Salinimimi Arttirir

Metotreksatin ekstraseliiler adenozin artisina neden oldugu yolak belirlenmis
ve hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarla kanitlanmistir. Metotreksat ve metaboliti
olan 7-hidroksimetotreksat alindigi hiicrede poliglutamasyona ugrar. MTXGlu’ n
(metotreksat poliglutamat) folat bagimli enzimlerin inhibisyonunda metotreksattan
daha etkili oldugu gosterilmistir. MTXGlu” nun AICAR (5-aminoimidazo-4-
karboksamid riboniikleotit) transformilaz inhibisyonu AICAR’ nin intraselliiler
birikimine neden olur. AICAP, AMP deaminazi (AMPDA) inhibe ettigi igin artan
AICAR seviyesi ekstraseliiler bosluga intraseliiler adenin niikleotidler ve adenozin
salmimina neden olur. Ekstraseliler AMP, ADP ve ATP ecto-apyrase (CD39) ve
ecto-5’-niikleotidaz (Ecto-%2NT veya CD37) ile adenozine defosforlanabilirler
(Sekil 2.11) [81].

The Metabolic Effects of
Methotrexate

Intracellular Extracellular

MTngu T AICA

AICAR Traslormyiase

ATP ATP

TDHF,, FAICAR I e

ITPA PDA ADP oo
—— IMP NTrpese

ITP
TAICAside ‘AMP AMP

Inosin AK Ecto-5'NT
1 ADA AdeIImsine Adelnos?ne

Hypoxanthine

Sekil 2. 11. Metotreksat ekstraseliiler adenozin konsantrasyonunu arttirir. MTX, metotreksat;
MT Xgi,,metotreksat poliglutamat; DHFg,,, dihidrofolat poliglutamat; AICAR, 5-
aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotit; FAICAR, formil AICAR; AMPDA, AMP
deminaz; ADA, adenozin deaminaz; AK, adenozin kinaz; RFCI, azaltilmis folat tasiyict;
NTPDase, niikleozid trifosfat defosforilaz; Eco-5’NT, eco-5- niikleotidaz; NT1,
niikleozid tasiyici 1 [81].

2.2.16. Vinorelbin

Metastatik meme kanserinde (MMK) optimal kemoterapinin amaci hastanin
yasam siiresini ve yasam kalitesini arttirmaktir [83]. Giiniimiizde MMKli hastalarin
tedavisinde kesin tek bir standart yoktur. Ciinkii tedaviler uygulanmadan Once
bireysel yaklasim onemlidir. Bu bireysel yaklasimlar hastaliksiz interval, onceki
tedaviler dahil olmak iizere tiimor biyolojisi, tiimor yiikii, agrasif viseral metastaz
varligi ya da yoklugu ve hastanin tercihleri gibi durumlar1 igermektedir [84]. Bu
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kosullar onkolojistlerin tek ya da kombine ilag veya ila¢ dizisi kullanmalarin
belirleyecektir.

Mevcut kosullarda antrasiklin tabanli tedaviler standarttir. Bu ajanlarin
kiimiilatif kardiyak toksisitelerinden dolay1 antrasiklin igermeyen alternatiflerin
gelistirilmesine gerek duyulmustur. Bu nedenle erken evrelerde taksanlarin kullanimi
daha ¢ok artmistir. Antrasiklin veya taksan ©On tedavisi alan hastalara en sik
kullanilan ajanlardan biri vinoralbindir. Vinoralbinin prospektif, randomize faz Il
denemesi European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC)
tarafindan yapilmistir [85].

Mikrotiibiiller, hiicre iskeletinin hareketli bir parcasidir. Hiicre iskeletini
olusturmalarmin yaninda almaglar1 tutarlar veya serbest birakirlar. Protein
yapisindadirlar ve uzun, i¢i bos silindir seklindedirler. Hiicre seklinin korunmast,
hiicre sinyallesmesi, mitoz gibi bir¢ok hiicresel fonsiyonda énemli rol oynarlar. Sinir
hiicrelerinde ise madde iletiminde is goriirler. Bu nedenle mikrotiibiiller anti kanser

ilaglarin hedefi olmustur [86].

Vinorelbin katharantin halkasi ile modife edilmis {igiincii jenerasyon semi-
sentetik vinka-alkaloiddir (Sekil 2.12). Vinoralbin molekiiler seviyede hiicrenin
mikrotiibiil aparatinda tiibiilin dinamik dengesini etkiler. Tiibiilin polimerizasyonunu
inhibe eder ve tercihen mitotik mikrotiibiillere baglanirlar. Vinoralbin G2-M fazinda

mitozu bloklar. Bu durum interfazda hiicre 6liimiine neden olur [87].

Sekil 2. 12. Vinorelbinin kimyasal yapisi

In vitro ¢alismalarda vinka-alkaloidlerin tiibiilin ile etkilesimlerinde niteliksel
ayrima varabildikleri gosterilmistir. Bu nedenle vinorelbin daha ¢ok mitotoik
mikrotiibiillerin depolimerizasyonuna neden olur [88]. Klinik olarak aksonal
mikrotiibiil aktivitesi ndrotoksisite ile iliskiliyken, mitotik mikrotiibiil aktivitesi
antitimor aktivitesi ile iliskilidir. Bu nedenle vinka-alkaloidler i¢erisinde vinorelbin
Onem kazanmistir.

Oral uygulamadan sonra vinorelbin hemen emilir ve Tmax’ a 1,5 ile 3 saatte
ulasir. Oral vinorelbinin biyo yararlanimi %40 civarindadir. ilacin az bir yiyecekle
alinmasi mide bulantisini veya kusmayi azaltacaktir. [89].
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Oral vinorelbin miyelo hasassiyetini test etmek igin ilk adimda 60 mg/m?
uygulanmalidir. 3. veya 4. derecede toksisite olmamasi durumunda doz 80 rng/mz’ye
¢ikartlmalidir. Tedavi sirasinda 3. veya 4. dereceden ndtropeni goriilmesi durumunda
doz 60 mg/m* ye diisiiriilmelidir. Her vinorelbin uygulamasini giivenli ve optimize
etmek icin her alimdan 6nce 24 saat igerisinde tam olarak kan sayimi1 yapilmalidir.

Vinorelbin diger vinka alkaloidlere gére daha az norotoksisiteye sahiptir. Ilk
dozundan sonra yaklasik 30 dakika igerisinde tiimor bolgesinde akut agr1 sendromu

meydana gelebilir [90].

Vinorelbin, diisiik toksisitesi ve artan degerlerdeki etkinligiyle klinikte en ¢ok
kabul goren vinka alkoloididir. Bu bilesik, meme kanserini, 16semileri, lenfomalari,
akciger kanserlerini igeren c¢esitli kanserlerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica 6zofajiyal kanser, lenfoma ve prostat kanseri i¢in de {imit

vericidir [91].
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GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiiri Yontemi

3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Kimyasal Maddeler
1. DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1X) (Biochrom- F4815)

. Non-essential amino asid (Biochrom - K 0293)
. Tyrpsin-EDTA (%0.25) (Sigma-T4049)

. Gentamisine (Genta)

. Sodium piriivat 100 mM (Santa Cruz)

. 2-Mercaptoethanol 1000X (Merck)

. Fetal Bovine Serum (Biochrom)

. Cell Proliferation Reagent (WST-1) (Roche- 11644807001)

© o0 N o o0 b~ w DN

. Methanol (Merck)

10. Vinorelbine 25 mg (LC Laboratories-V8799)
11. Methotreksat (Tocris-1230)

12. Sisplatin (SantaCruz-sc-200896)
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3.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Sarf Malzemeler
1. Hiicre kiiltiir pleyti (Falcon)

2. Santriftyj tiipleri (15 ml ve 50 ml) (BD)
3. Hiicre dondurma tiipleri (TRP)

5. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)
6.6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)
7.12 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)
8. Steril serological pipet (BD)

9. Steril mikropipet uclari (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 pul) (Gilson)
10. Otomatik mikropipetler

11. Enjektor (1 ml, 5 ml, 10 ml)

12. Thoma lam (Marienfeld- C964730)
13. Eppendorf tiip (LP)

3.1.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cihazlar
1. Santrifiij (Eppendorf)

. Mikro santrifiij (Eppendorf)

. Class Il LaminAir( Esco)

. Isik mikroskobu (Olympos)

. CO; inkiibatorii ( %5 COy) (Termo)
. S1v1 azot tanki

. Buzdolab1 (+4) (Beko)

. Laboratuar tipi derin dondurucu(-86) (Termo)

© 00 N o o B~ w N

. Vortex (Velp)

12. Su banyosu (Memmert)

13. Otoklav (Niive)

14. Derin dondurucu (-20) (Beko)
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3.1.4. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

a) DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1X) (Biochrom)
sivi besiyeri: Fenol kirmizisi igerir, Son kullanma tarihine kadar +4 °C’de
saklandi.

b) Fetal sigir serumu (FBS) (Biochrom): 500 ml’lik siselerde ve 1siyla
inaktive edilmis halde temin edildi. 25 ml’ lik falkon tiiplere boliindii. Son
kullanma tarihine kadar -20°C’de saklandi. Toplam besiyerinin %5’ ini
olusturdu.

C) Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck): 1 litrelik sisede temin edildi.
Oda sicakliginda saklandi.

d) Hiicre dondurma soliisyonu: 4 ml serumsuz medium besiyerine 400
ul DMSO ve 800 ul FBS eklenerek dondurma soliisyonu hazirlandi. Hiicreleri
s1v1 azot tankinda dondurmak icin kullanildi.

e) Sodyum piriivat ¢ozeltisi: 220 mg sodyum piriivat 20 ml streril su
icerisinde ¢oziildiikkten sonra enjeksiyon filtresinden gegirilerek steril hala
getirildi. Medium igerisine %0,5 olacak sekilde eklendi.

f) Versene cozeltisi: 1 It su igerisinde, 130 mg sodyum dihidrojenfosfot
monohidrat, 6800 mg sodyum kloriir, 400 mg potasyum kloriir, 2100 mg
sodyumbikarbonat, 200 mg EDTA disodyum tuzu ¢dziildii ve konsantre HCI

kullanilarak pH: 7,8 e ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti steril filtreden gegirilerek
kullanildi.

3.1.5. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Hiicre Hatlar

4T1, 6-thioquanine direngli hiicre hattidir. 4T1 hiicreleri, BALB/c farelerine
enjekte edildiginde yaygin metastaz olustururlar. Ozellikle akciger, karaciger, lenf
nodlar1 ve beyin metastazi olustururlar. BALB/c farelerinde 4T1 hiicrelerinin primer
timor ve metastaz olusturmalar1 insan meme kanserine oldukca ¢ok benzerlik
gostermektedir. Bu timor modeli, IV. evre insan meme kanseri i¢in iyi bir hayvan
modelidir. 4T1 hiicrelerinin 6-thioquanine direncli olmasindan dolayr uzak
organlarda mikrometastazlar goriilebilir [92]. Calismada kullanilan diger hiicre
hatlar1 4T1 hiicresinin metastazlaridir. 4THM (kardiyak metastaz), 4TLM (karaciger
metastazi), 4TBM (beyin metastazi) [6-7] calismada kullanilan diger hiicre hatlaridir.

3.1.6. Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan tiim ¢o6zeltiler su banyosunda 37
°C’ye getirildi. DMEM-F12 igerisinde %5 FBS (Fetal Bovine Serum), 2 mM L-
glutamin, 0,02 mM non-essential aminoasid, 1 mM sodyum piriivat olacak sekilde
besi ortami1 hazirlandi. Kullanilmadig: siirece +4°C’de saklandi.
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3.1.7. Hiicrelerin Cogaltilmasi

4T1, 4TBM, 4THM, 4TLM hiicreleri 37 °C’de, %5 CO; ve nemli hava iceren
inkiibatorde DMEM-F12 igerisinde %5 FBS (Fetal Bovine Serum), 2 mM L-
glutamin, 0,02 mM non-essential aminoasid, 1| mM sodyum piriivat olacak sekilde,
steril besiyeri kullanilarak ¢ogaltildi. Hiicrelerin pleyteki sayisi ¢ok arttigi zaman,
yapistiklart pleytten kaldirilarak yeni pleytlere pasajlandi. Pasajlama isleminde
versene ¢ozeltisi kullanilarak hiicreler kaldirilda.

4T1, 4TBM, 4THM, 4TLM hiicrelerinin ¢ogaltilmas1 isleminde ilk olarak
besi ortami pleytlerden uzaklastirildi ve atildi. Pleytte yapismis halde bulunan
hiicrelerin iizerine 2 ml versene ¢ozeltisinden koyuldu. Versene eklenmesinin
ardindan 5-6 dakika inkiibatorde bekletildi ve hiicrelerin yapistiklar1 pleytten
ayrildiklart gozlenir gozlenmez 5 ml taze medyum eklenerek pipetaj yapildi ve
hiicreler igerisinde taze medyum bulunan pleyte istenilen yogunlukta olacak sekilde
aktarildi. Hiicreler, 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava igeren
karbondioksit inkiibatdriinde, uygun medyum i¢inde inkiibe edilerek ¢ogaltildi.

3.1.8. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki calismalarda kullanilmak tizere hiicrelerin bir kismi uygun
sekilde donduruldu. Hiicreler pleytten uygun sekilde kaldirildi ve medyum eklenerek
4 dk 4000 rpm’ de santrifiij edildi. Silipernatan atildi ve kalan pelletin {izerine
yogunluguna gore 1-3 ml dondurma soliisyonu eklendi ve tekrar siispanse edildi.
Hiicre silispansiyonlar1 cryo tiiplere dagitildi ve kademeli dondurma yapmak igin
izopropil alkol i¢ceren dondurma kab1 (freezing container) icinde 24 saat —80°C’de

tutuldu. Daha sonra cryo tiipler stv1 nitrojen (-196 °C) tankina transfer edildi.

3.1.9. Hiicrelerin Coziilmesi

Dondurulan hiicreler deneylerde kullanilmak iizere hiicreye ihtiya¢ oldugunda
¢oziildii. Bu islem su sekilde gerceklestirildi: Hiicreleri iceren cryo tiip 37 °C su
banyosunda hafif¢e sallanarak ¢6ziildii, kontaminasyon olasiligin1 azaltmak i¢in cryo
tiipler suyun ylizeyinde tutuldu. Cézdiirme islemi hizl bir sekilde (yaklasik 2 dakika)
yapildi. Cryo tiiplerin igerigi ¢oziiliir ¢6ziilmez su banyosundan uzaklastirildi ve dis
yiizeyi alkolle temizlendi. Bu asamadan sonraki islemler siki aseptik kosullar altinda
yapildi. Pleyte aktarilan taze medium tizerine hizli bir sekilde cryo tiipteki hiicre
siispansiyonu eklendi ve hiicreler 37 °C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava
iceren karbondioksit inkiibatoriinde tiretildi.

3.2. Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiirli deneylerinde laboratuvarimizda bulunan parental 4T1 hiicreleri
ve 4T1 hiicrelerinin kardiyak metastazindan elde edilmis 4THM (4T Heart
Metastasis) ve karaciger metastazindan elde edilmis 4TLM (4T Liver Metastasis)
hiicreleri kullanilmistir
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Hiicreler besi ortaminda (DMEM-F12 igerisinde %5 FBS (Fetal Bovine
Serum), 2 mM L-glutamin, 0,02 mM non-essential aminoasid, 1 mM sodyum
piriivat) 37 %C’de, %5 CO, iceren etiivde inkiibe edildi ve hiicre cogalmasi
gbzlemlendi. .

Yeterli miktarda hiicre elde edildikten sonra, hiicreler ¢calismada kullanilana
kadar hiicre dondurma soliisyonu igerisinde cryo tiiplerde sivi azotta donduruldu.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii i¢cin Hiicre Standartlarimin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii pleytinde bulunan siipernatantlar uzaklastirildi. Uzerine 2 ml
Versene ¢ozeltisinden eklendi ve hiicrelerin pleyt ylizeyinden ayrilmalari i¢in 5-10
dakika inkiibe edildi.

Ayrilan hiicrelerde Versene etkisini ortadan kaldirmak i¢in 4 ml medyum
eklendi. Thoma laminda sayildi. 120 binden yar1 yariya olacak sekilde dilue edildi ve
96 kuyucuklu pleyte sirayla ekildi. Her bir hiicre hattt i¢in bu islemler
gerceklestirildi. 24 saat inkiibasyona birakildi.

24 saatin sonunda her bir kuyucuga besiyeri ile hazirlanan %10’ luk Cell
Proliferation Reagent (WST-1) (ROCHE) 100 pl verildi. 3 saat inkiibasyona
birakildi.

3 saat sonra spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda okuma yapildi. Elde
edilen degerler KCjunior (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC) programi kullanilarak
hesaplandi.

3.2.2 Doz Belirleme Deneyi

Hiicreleri toplama asamasinda petrideki siipernatantlar uzaklastirildi ve
tizerine 2 ml Versene ¢ozeltisi eklendi. Inkiibatorde 5 dakika bekletilerek hiicrelerin
petri yiizeyinden ayrilmasi saglandi.

Versene etkisini ortadan kaldirmak i¢in 4 ml medyum eklendi ve hiicreler
kaldirilarak 15 ml’ lik falkonlara alindi. Thoma lami kullanilarak hiicreler sayildi.

Deneyde 96 kuyucuklu kiiltiir pleytleri (96-well plate) kullanildi. Pleytlerin
her kuyucuguna 750 hiicre (kullanilan hiicre hatlarindan) 200 pl besi ortami
igerisinde ekildi ve 48 saat inkiibasyona birakildi.

48 saat sonunda siipernatantlar uzaklastirildi. Cesitli konsantrasyonlarda, besi
ortaminda hazirlanan Metotreksat, Vinorelbin ve Sisplatin ¢ozltileriden her bir
kuyucuga 120 ul eklendi. 72 saat boyunca 37 %C> de %5 CO, hava karisiminda
rutubetli ortamda inkiibe edildi.

Kemoterapotik ajanlar uygulanmadan 6nce baglangi¢ anindaki hiicre sayisini
belirlemek i¢in besi ortaminda hazirlanan %10’ luk Cell Proliferation Reagent
(WST-1) (ROCHE) 100 pl eklendi. 3 saat inkiibasyona birakildi.

3 saatin sonunda spektrofotometre kullanilarak 420 nm dalga boyunda okuma
yapildi.
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Elde edilen degerler KCjunior (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC) programi
kullanilarak hesaplandi.

72 saat sonunda siipernatanatlar uzaklastirildi. Her bir kuyucuga besi
ortaminda hazirlanan %10’ luk Cell Proliferation Reagent (WST-1) (ROCHE) 100 pul
verildi. 3 saat inkiibasyona birakildi.

3 saatin sonunda spektrofotometre kullanilarak 420 nm dalga boyunda okuma
yapildi.

Elde edilen degerler KCjunior (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC) programi
kullanilarak hesaplandi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiriinde Canhilik Testi

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytine her bir kuyucukta 750 hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. 48 saat inkiibasyona birakildi. 48 saat sonra tedaviye baslangi¢
anindaki hiicre sayisin1 belirleyebilmek icin 96 kuyucuklu pleytin bir sirasindaki
kuyucuklara 100 pl WST-1 koyuldu. 3 saat inkiibe edildikten sonra
spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda okuma yapildi. Her bir hiicre dizisi
calismadan kullanilan kemoterapétiklerle farkli konsantrasyonlarda muamele edildi.
Bu islemden sonra hiicreler 72 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra deney
sonundaki hiicre sayilarim1 belirlemek icin tekrar WST-1 kullanildi. 3 saat
inkiibasyona birakild1 ve spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda okuma yapildi.
Degerler KCjunior (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC) programi kullanilarak
hesaplandi. Hiicre sayilarindaki doza bagli inhibisyonun kontrole gore yiizdeleri
hesaplandi. Daha sonra her bir hiicre hatti ve kullanilan kemoterapotik ajana gore
“pD2” degerleri hesaplandi. Bir ilacin maksimum etkisinin %50’ sini olusturan ilag¢
konsantrasyon EC50 olarak belirtilir. EC50 degerini —logaritmast pD; degerini
vermektedir (pD,= -log EC50). pD, degerlerinin hesaplanmasi igin GraphPad Prism
5 programi kullanildi.

3.2.4. Survivin Tayini I¢in Hiicre Kiiltiirii

6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytine kuyucukta 1 milyon hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Ekimden sonra hiicreler 48 saat inkiibe edildiler. 48 saat sonunda farkli
dozlarda kemoterapdtikler uygulandi. Tekrar 48 saat inkiibe edildiler. 48 saatten
sonra siipernatantlar uzaklastirildi. 6X SDS 1X olacak sekilde lizis buffer ile dilue
edildi ve her bir kuyucuga 500 pl koyuldu. Hiiceler pargalandiktan sonra
eppendorflara alinarak -80 9C’ saklandi. Kaldirilan rnekler, western blot yontemi ile
survivin tayininde kullanildi.
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3.3. Western Blot Yontemi

3.3.1. Western Blot Yonteminde Kullanilan Kimyasallar
e Tris Base : Applichem Cat No: 77-86-1
¢ Glisin : Sigma Cat No: 85H07821
e Metanol : Merck: 106007
e Tween20 : Cayman Cat No : 400035
e Temed : Applichem Cat No : 110-18-9
e Akrilamid : Biorad Cat No : 161-0156
e Amonyum Persiilfat: Applichem Cat No : 7727-54-0
¢ Sodyum Dodesilsiilfat : Sigma Cat No : 114H0311
o Merkaptoetanol (%98, 100 ml): Sigma Cat No: M3148
e Bromofenol Mavisi (25 gr): Sigma Cat No: B0126
¢ Bonvine Serum Albumin (100 gr): Sigma Cat No: A7906
¢ PVDF-Plus, Transfer Membrani, (0.45 uM, 30cmx3m): Cat No:
PV4HY000GL

¢ ECL Pierce Western Blotting Substrate: Thermo Scientific Kit (250 ml) Lot:
KF133910

e Marker (Page Ruler TM Plus Prestained Protein Ladder (2X250 pl):
Fermenta Lot: 00037359

e Primer Antikor Rabbit Anti-Survivin : Bioss bs-0615R

e Sekonder Antikor Anti-Rabbit: Santacruz sc-2004

e Primer Antikor GAPDH: Santacruz sc-166574

e Sekonder Antikor Anti-Mouse: Santacruz sc-2031

e Marker: Fermantas sm1811

3.3.2. Stok Cozeltiler

100 ml icin 250 ml icin
100 ml 4X lower buffer : TRIS BASE 18,7 gr 46.75gr
ddH,O 80 mi 200 ml
%20 Sodiumdodecylsulfate (SDS) 2 ml 5ml

Ph=8,8 e HCl ile ayarlandiktan sonra 100 ml ye kadar ddH,O koyulur.manyetik
karistiricida iyice ¢oziliir.

(6nce tris base tartilir sonra ddH,O, en son SDS eklenir.)
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100 ml icin 250 ml icin

100 ml 4X upper buffer : TRIS BASE 6 gr 15 gr
ddH,O 65 ml 162.5 ml
%20 Sodiumdodecylsulfate (SDS) 2 ml 5mi

pH=6.8 e HCl ile ayarlandiktan sonra 100 ml e ddH,O ile tamamlanur.

5X Running buffer 11t: TRISBASE  15gr
GLYCINE 94 gr
% 10 SDS ¢ozeltisi 50 ml (filtrelenmeli)

1 litreye dH0 ile tamamlanir. pH ayarlamaya gerek yok. 1X yapilarak kullanilir.

1X running buffer 1 It : 200 ml 5X running buffer 1000 ml’ ye kadar dH,O ile
tamamlanir. Biiyiik tank i¢in 2000 ml’ lik yapilir.

6X SDS loading dye : 100 ml ddH,0 igerisine, 3 ml 1 M Tris HCI, pH 6.8 + 1 mg
bromofenol mavisi + 1.5 ml gliserol + 0.6 g SDS. Filtreden gegcirilerek tiiplere
béliiniir. - 80 °C” de saklanmali.

PVDF Membran Transfer buffer : TRIS BASE  7.25 gr
GLYCINE 3.75gr

1000 ml’ye kadar dH,0 suyu koyulur. Manyetik karistiricida ¢ozdiiriiliir. Coziiliince
250 ml metanol eklenir. +4 °C’ de saklanur.

10X TBS ¢ozeltisi 11t : TRIS BASE 24.2 gr
NaCl 80 gr

800 ml ddH,0 eklenir. Cozdiiriildiikten sonra pH = 7.6 ya HCl ile ayarlanir ve 1
litreye kadar ddH,O koyulur.

1X TBS-Tween 20 COZELTISi : 50 ml 10X TBS
0.5 ml tween 20

500 ml ye ddH,0 ile tamamlanur.
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% 10 APS (Amonyum Persiilfat): Taze hazirlanmalidir ve +4 %C’ de saklanmalidur.
0,1 gr APS 1 ml dH,0’da ¢oziiliir.

Satiire Biitanol Hazirlanmasi : 25 ml %99 luk biitanol falkona alinir tizerine 50
ml’ye dek dH,O eklenir, ¢alkalanir. Ust faz kullamilir.

3.3.3. Lizis Buffer Hazirlanmasi
TRISHCIpH 7,4 : 1ml (1 M stok), final konsantrasyon: 50 mM

HCI : 600 ul (5 M stok); 0.15 M
Triton-X 100 : 200 ul;% 1
Sodium deoxycholic asit : 0.02 gr ; %0.25
ddH,0 ile 20 ml’ye tamamlanir.

Hazirlanan soliisyondan 7ml alinir + 1 tablet protease inhibitor (PI) konulur. -80 o
de saklanmali.

3.3.4. Stripping Soliisyonu (Strip-Off soliisyonu)
20 ml % 10 SDS

12.5 ml stacking buffer
67,5 ml dH20

Manyetik karstiricida 55 °C’ ye sitildi. Sonra 704 pl p-merkaptoetanol
eklendi.

1. Membran 60 °C’ de 30 dk shakerda strip-off soliisyonu ile muamele edilir. (p-
merkaptoetanol oldugu i¢in kapakli bir kapta yapilmalr)

2. 45 dk PBS-T ile shakerda yikanir. (B-merkaptoetanol uzaklastiriimali, 10 dk da bir
PBS-T yi degistirilmeli.)

3. % 5°lik sut tozu ile 1 saat blotlanir.

**  Blotlanmig-isaretlenmis membran1 farkli bir antikorla isaretlemeden Once
temizlemek i¢in yapilir.

3.3.5. Commasive Mavi ile Membranin Boyanmasi

Jel running buffer’dan alindiktan sonra bir kaba konur iizerine ortecek kadar
commasive-blue koyulur. 30 dk beklenir. Sonra boya tekrar kullanilmak iizere
falkona alinir. Jel iizerine destain ¢ozeltisi (Metanol 75 ml + Asetik asit 25 ml +
ddH,0 150 ml karisimindan olusur). eklenir. 10 dk’ da bir destain yenilenir (2-3
kez). Sabaha kadar destainde birakilir. Ertesi giin bantlara bakilir. Jelden proteinlerin
diizglin yiirliylip yiirmedigine ve PVDF membrana transfer olup olmadiklarina
bakilir.
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3.3.6. Protein Analizi Icin Orneklerin Hazirlanmasi
BSA Protein Assay Bio-Rad Protein assay Dye Reagent Contrate

Cat.No.500-0006
1-) Iml 5X DYE + 4ml ddH,O (ile Stok DYE 1X e dilue edilir.)
2-) Stok Standart 2,66mg/ml

ST1- 50 ul+50 ul ddH,0 1,33 mg/ml

ST2-  ST1den 50 ul + 50 pl ddH,O 0,66mg/ml

ST3-  ST2den 50 ul + 50 ul ddH,O 0,33mg/ml

ST4-  ST3den 50 pul + 50 pl ddH,O 0,166mg/ml

ST5-  ST4den 50 pul + 50 pl ddH,O 0,083mg/ml

ST6-  ST5den 50 pul + 50 pl ddH,O 0,041mg/ml

ST7-  ST6 den 50 ul + 50 pl ddH,O 0,020mg/ml

3-) Sul ornek, 95ul ddH20 ile dilue edilerek ependorf tiiplere alinir. Hazirlanan
orneklerden 10 pl ve 5Sul aliarak 96 kuyucuklu pleyte konur ve 1X Dye ile 170 pl’
ye tamamlanir.

4-) 96 kuyucuklu pleytin bir sirasina da 40 ul ST konur ve 170 ul’ ye 1X Dye ile
tamamlanir.

5-)Yarim saat karanlikta oda 1sisinda bekletilir.
6-) Spektrofotometri cihazinda 595 nm de okunur.

Orneklerdeki protein miktarlarlari KCjunior (BIO-TEK INSTRUMENTS,
INC) programi kullanilarak hesaplandi. Cikan total protein sonuglarina gore
orneklerden kullanim miktarlar1 hesaplandi.

Hiicre kiiltiiriinden elde edilen ornekler sonike edildi. Sonikasyon islemi
sirasinda edrnekler buz igerisinde bekletildi ve 10 dk aralarla 1 saat sonike edildi.
Ornekler 95°C 5dk. 1sitildi. 9000 rpm 4 dk. santrifiij edildi. Siipernatantlarda bulunan
proteinler jele ytiklendi.
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3.3.7. Jelin Hazirlanmasi
Tablo 3. 1. Biiyiik jelin hazirlanmasi

Resolving %7 %10 %12 %15 Stracking | 10 ml’ lik
ddH,0 15 ml 11,55 ml | 10,5 mi 7,05 ml ddH,0 6 ml
gﬁ??e"r’ing 75ml [75ml |75ml | 75ml gtl:?fcelf”g 2,5 ml

. 105m | 12ml |[15m |5 1,25 ml
Acr (29:08) | 7,05 ml ’ (29:08) ’
%10 SDS 0,3ml 0,3 ml 0,3ml 0,3ml %10 SDS 100 pl
%10 APS 0,3ml 0,3 ml 0,3ml 0,3ml %10 APS 100 pl
Temed 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul Temed 10 ul

e 15 ml’ lik falkon tiipte hazirlanan %12’lik resolving (alt jel) iki cam arasina
western setinde belirtilen seviyeye kadar yiiklendi. Kabarcik kalmamasi igin

kalan bolum satiire butanol ile dolduruldu.

e Falkon tiipte kalan jel kapagi acik bir sekilde oda sicakliginda donmasi

beklendi.

e Donduktan sonra satiire biitanol uzaklastirilir, Stracking (iist jel) eklendi ve
tarak koyuldu. Jelin donmasi beklendi.

e Ust jel de donduktan sonra taraklar ¢ikarild1 ve camlar western tanki igerisine
yerlestirildi ve belirtilen seviyelere kadar running buffer ile dolduruldu.

Survivin tayini i¢in hazirlanan 6rnekler ve belirte¢ (marker) jele yiiklendi.
Western tanki gii¢ kaynagina bagland1 ve 120 V’da proteinler ayn1 hizaya

gelip alt jele gecene kadar yiiriitiildii. Biitiin 6rnekler alt jele gegtiginde 150
V’da arttirild1 ve proteinler jelin sonuna kadar yiiriittildi.

Anot (+) = Katot (-)

Jel Kaseti
L Running Buffer

Tank

Negatif I
Elektrot
Baolimi Sample

pipet

Glig
Kaynagi

Ayrilmis
Proteinler

Sekil 3. 1 Western blot seti
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3.3.8. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

e Jeldeki yiirime tamamlandiktan sonra transfere gecildi. PVDF membranlar
metanolde 30 sn kadar 1slatildi.

e Siingerler,watman kagitlar1 transfer buffer ile 1slatildi.

e Transfer kasetleriyle sandvi¢ hazirlandi ; siyah iizerine siinger + watman
kagidi + jel + pvdf membran + watman kagidi + siinger

e Sandvigler transfer tankina yerlestirildi ve tranfer buffer ile tank dolduruldu.
Gece boyu buz igerisinde 40 V’ da transfere birakildi.

e Transfer gerceklestikten sonra membranlar kurutuldu ve metanolden
gecirildi. Membran isaretlendi ve deney numarasi yazildi.

Membranlar %5’ lik siit tozunda ( 100 ml 1X TBS-Tween’e - 5 gr siit tozu )
posetlenerek 1 saat oda sicakliginda c¢alkalanarak blotlandi. Daha sonra membran
% 5 lik siit tozu ile 1:300 konsantrasyonda hazirlanan primer anti-survivin antikorla
2 saat oda sicakliginda calkalanarak isaretleme yapildi. Daha sonra 10 dk arayla 3
defa 1X TBS-T ile yikandi. Membran anti-rabbit seconder antikorla 2 saat oda
sicakliginda c¢alkalandi. Daha sonra 10 dk arayla 3 defa yikandi. Goriintiileme
asamasina gecildi.

3.3.9. Goriintiileme

Son yikama igleminden sonra membranlar eski bir film iizerine yerlestirildi.
Uzerine 500 pl ECL (Electrochemiluminescence) damlatildi. Membran film kasetine
yerlestirildi. Karanlik odada 151k kontaminasyonundan kag¢inarak membran {izerine
yeni film yerlestirildi. 1 dk sonra film makineye koyuldu ve bantlar gozlendi.
Duruma gore 10 ve 30. dk’ larda da ayn1 islem uygulandi.

3.4. istatistiksel Analiz

Tim degerler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi. ECso degerleri
lineer regresyon analizi ile maksimum yanitin (Emax) %350’sini olusturan ilag
konsantrasyonu olarak hesaplandi. Duyarlilik pD, (-Log ECsg) olarak verildi.
Sonuglarin istatiksel analizi Tukey testi, tekrarlayan olglimler igcin ANOVA testi
kullanilarak yapildi. p degerleri 0,05’in altinda bulunan degerler istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii Sonuglari

4.1.1. Metotreksatin Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi

4.1.1.1. 4TLM Hiicre Hatti

Metatroksatin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM, 25
nM, 50 nM, 100 nM ve 250 nM konsantrasyonlar: kullanilarak belirlendi. Metotta
anlatildigi gibi 4TLM hiicrelerinin proliferasyonlar1 metotreksatla tedavi edildikten
72 saat sonra belirlendi. Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3 de gorildiigii gibi Metatroksat doza
bagimli olarak hiicre proliferayonunu baskiladi. Hiicre ¢ogalmasini baskilamasina
ragmen metatroksat kullanilan en yiiksek dozda bile 4TLM hiicrelerinin 6liimiine
neden olmadi (hiicre sayisi baslangig hiicre sayisindan yiiksekti).

Sekil 4. 1. Farkli dozlarda MTX ile muamele edilen 4TLM hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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4TLM Hucre Hatti
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100,00 92,80

100,00
*
80,00 - 69,45
60,00 -
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20,00 - 14 46
0,00 -

Kontrol 10 nM 100 nM 10 uM

Mtx Konsantrasyonu

% proliferasyon

Sekil 4. 2. 4TLM hiicrelerinde farkli dozlardaki metotreksatin (MTX) hiicre proliferasyonuna etkisi;
1 oM MTX, 10 nM MTX, 100 nM MTX, 1puM MTX ve 10 uM MTX gruplarinin kontrole
gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Bu degeler tizerinden proliferasyondaki
inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM ve 250 nM
metotreksat uygulanan hiicre gruplarindaki canl hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan
istatistikselolarak disiik oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler + SEM olarak verilmistir,
n=8, deneyler 5 kere tekrarlanmustir).

4TLM Hicre Hatti

150-
==
S
100-
®
™
e
[
&  50-
X
0 ; ]
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MTX konsantrasyonu (M)

Sekil 4. 3. MTX uygulanan 4TLM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %350 inhibe eden deger
pD, degeri 7,7 + 0,09 olarak hesaplandi.
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4.1.1.2. 4THM Hiicre Hatti

Metatroksatin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM , 25
nM, 50 nM, 75 nM, 0,1 puM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlari kullanilarak
belirlendi. Metotta anlatildigi  gibi 4THM  hiicrelerinin  proliferasyonlart
metotreksatla tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi. Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6 da

goriildiigli gibi Metatroksat doza bagimli olarak hiicre proliferayonunu baskiladi. 10
uM konsantrasyonda hiicrelerin 6lmesine neden oldu.

Sekil 4. 4. Farkli dozlarda MTX ile muamele edilen 4THM hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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4THM Hucre Hatti
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Sekil 4.5. 4TLM hiicrelerinde farkli dozlardaki metotreksatin (MTX) hiicre proliferasyonuna etkisi; 1
nM MTX, 10 nM MTX, 0,1 uM MTX, 1 uM MTX ve 10 uM MTX gruplarinin kontrole
gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Bu degerler iizerinden proliferasyondaki
inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. 1 nM, 10 nM , 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM metotreksat
uygulanan hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel
olarak diisiik oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler + SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler
4 kere tekrarlanmistir).

4THM Hiicre Hatti
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MTX konsantrasyonu (M)

Sekil 4. 6. MTX uygulanan 4THM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %350 inhibe eden deger
pD, degeri 7,6 = 0,19 olarak hesaplandi.
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4.1.1.3. 4TBM Hiicre Hatti

Metatroksatin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM, 100
nM, 1 puM ve 10 uM konsantrasyonlar1 kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildig1
gibi 4TBM hiicrelerinin proliferasyonlar1 metotreksatla tedavi edildikten 72 saat
sonra belirlendi. Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9 da goriildiigii gibi Metatroksat doza bagimli
olarak hiicre proliferayonunu baskiladi. 10 uM konsantrasyonda hiicrelerin lmesine
neden oldu.

Sekil 4. 7. Farkli dozlarda MTX ile muamele edilen 4TBM hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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Sekil 4.8. 4TBM hiicrelerinde farkli dozlardaki metotreksatin (MTX) hiicre proliferasyonuna etkisi; 1
nM MTX, 10 nM MTX, 100 nM MTX, 1 uM MTX ve 10 uM MTX gruplarinin kontrole
gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Bu degerler {izerinden proliferasyondaki
inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM ve 10 uM metotreksat
uygulanan hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel
olarak diisiik oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler = SEM olarak verilmistir,

n=8, deneyler 5 kere tekrarlanmistir).
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100+
5

> 80"
N
©
.
£

S 604
1
(X
X

404

I 1 ) 1 |}
-10 -9 -8 -7 -6 -5

MTX konsantrasyonu (M)

Sekil 4. 9. MTX uygulanan 4THM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %350 inhibe eden deger
pD, degeri 7,1 £ 0,16 olarak hesaplandi.
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4.1.1.4. 4T1 Hiicre Hatt1

Metatroksatin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM, 100
nM, 1 uM, ve 10 uM, konsantrasyonlari kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildigi
gibi 4T1 hiicrelerinin proliferasyonlar1 metotreksatla tedavi edildikten 72 saat sonra
belirlendi. Sekil 4.10, 4.12 ve 4.13 de goriildiigii gibi Metatroksat doza bagiml
olarak hiicre proliferayonunu baskiladi. Hiicre ¢ogalmasini baskilamasina ragmen
metatroksat kullanilan en yiiksek dozda bile 4T1 hiicrelerinin 6liimiine neden olmadi
(hiicre say1s1 baslangic hiicre sayisindan yiiksekti).

Sekil 4. 10. Farkli dozlarda MTX ile muamele edilen 4T1 hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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4T1 Hiicre Hatti
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Sekil 4.11. 4T1 hiicrelerinde farkli dozlardaki metotreksatin (MTX) hiicre proliferasyonuna etkisi; 1
nM MTX, 10 nM MTX, 100 nM MTX, 1 uM MTX ve 10 uM MTX gruplarinin kontrole
gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Bu degeler iizerinden proliferasyondaki
inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, ve 10 uM, metotreksat
uygulanan hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel
olarak diisiik oldugu saptand1. (¥*p<0.05) (Degerler + SEM olarak verilmistir, n=8,
deneyler 4 kere tekrarlanmustir).
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Sekil 4. 12. MTX uygulanan 4T1 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %50 inhibe eden deger
pD; degeri 7,91 £ 0,19 olarak hesaplandi.
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4.1.2. Vinorelbinin Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi

4.1.2.1. 4TLM Hiicre Hatt1

Vinorelbinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM., 10 nM, 100
nM, 1 uM ve 10 puM konsantrasyonlar: kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildigi
gibi 4TLM hiicrelerinin proliferasyonlar1 vinorelbinle tedavi edildikten 72 saat sonra
belirlendi. Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15 de goriildiigii gibi Vinorelbin doza bagimli olarak
hiicre proliferayonunu baskiladi.
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Sekil 4.13. Farkli dozlarda Vinorelbin ile muamele edilen 4TLM hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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Sekil 4. 14. 4TLM hiicrelerinde farkli dozlardaki vinorelbinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 1 nM
Vin., 10 nM Vin,, 100 nM Vin., 1 uM Vin. ve 10 uM Vin. gruplarinin kontrole gore
istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Bu degeler iizerinden proliferasyondaki inhibisyon
yiizde olarak hesaplandi. 1 nM., 10 nM, 100 nM, 1 pM ve 10 pM vinorelbin uygulanan
hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik
oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler £+ SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler 3 kere

tekrarlanmustir).
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Sekil 4. 15. Vinorelbin uygulanan 4T1 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %50 inhibe eden deger
pD; degeri 6,9 + 0,30 olarak hesaplandi.
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4.1.2.2. 4THM Hiicre Hatt1

Vinorelbinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 0,1 nM, 1 nM., 10
nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlar: kullanilarak belirlendi.
Metotta anlatildigi gibi 4THM hiicrelerinin proliferasyonlari vinorelbinle tedavi
edildikten 72 saat sonra belirlendi. Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18 de gorildigi gibi
Vinorelbin doza bagimli olarak hiicre proliferayonunu baskiladi. 4THM hiicreleri 0,1
nM vinorelbine kars1 direng gostermislerdir.

Sekil 4.16. Farkli dozlarda vinorelbin ile muamele edilen 4THM hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.

53



4THM Hucre Hatti

140,00

108 62
100,00 - =
80,00 T 04135 k3 * N

49,30

60,00 - I 42,21 40,60 &
40,00 - = I
20,00 -
0,00 -

% proliferasyon

Kontrol 0,1nM 1nM 10nM 100nM 1puM 10 uM

Vinorelbin Konsantrasyonu

Sekil 4. 17. 4THM hiicrelerinde farkli dozlardaki vinorelbinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 1 nM
Vin., 10 nM Vin., 100 nM Vin., 1 uM Vin. Ve 10 uM Vin gruplarinin kontrole gore
istatistiksel olarak karsilastirilmasi Bu degeler iizerinden proliferasyondaki inhibisyon
ylizde olarak hesaplandi. 1 nM., 10 nM, 100 nM, 1 uM ve 10 uM vinorelbin uygulanan
hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diigiik
oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler = SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler 3 kere

tekrarlanmustir).
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Sekil 4. 18. Vinorelbin uygulanan 4THM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %350 inhibe eden
deger pD; degeri 9,3 + 0,30 olarak hesaplandi.
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4.1.2.3. 4TBM Hiicre Hatt1

Vinorelbinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 10 nM, 100 nM, 1
uM, 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlar: kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildig:
gibi 4TBM hiicrelerinin proliferasyonlar1 vinorelbinle tedavi edildikten 72 saat sonra
belirlendi. Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21 de goriildiigii gibi Vinorelbin doza bagimli olarak
hiicre proliferayonunu baskiladi. 4TBM hiicreleri 10 nM ve 100 nM vinorelbine kars1
direng gostermislerdir.
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\

Sekil 4. 19. Farkli dozlarda Vinorelbin ile muamele edilen 4TBM hiicrelerine ait fotografik
goriintiiler.
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Sekil 4. 20. 4TBM hiicrelerinde farkli dozlardaki vinorelbinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 10 nM
Vin., 100 nM Vin., 1 uM Vin., 10 uM Vin.ve 100 uM gruplarinin kontrole gére
istatistiksel olarak karsilastirilmast Bu degeler iizerinden proliferasyondaki inhibisyon
yiizde olarak hesaplandi. 1 nM., 10 nM, 100 nM, 1 pM, 10 pM ve 100 uM vinorelbin
uygulanan hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel
olarak diisiik oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler £ SEM olarak verilmistir, n=8,
deneyler 3 kere tekrarlanmustir).
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Sekil 4. 21. Vinorelbin uygulanan 4TBM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %50 inhibe eden
deger pD, degeri 4,9 + 0,20 olarak hesaplandi.
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4.1.2.4. 4T1 Hiicre Hatt1

Vinorelbinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 0,1 nM, 1 nM, 10 nM,
100 nM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlart kullanilarak belirlendi. Metotta
anlatildig1 gibi 4T1 hiicrelerinin proliferasyonlar1 vinorelbinle tedavi edildikten 72
saat sonra belirlendi. Sekil 4.22, 4.23 ve 4.24 de gorildigi gibi Vinorelbin doza
bagimli olarak hiicre proliferayonunu baskiladi. 10 uM ve 100 uM vinorelbin 4T1
hiicrelerini 6ldiirmiistiir.

Sekil 4. 22. Farkli dozlarda Vinorelbin ile muamele edilen 4T1 hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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Sekil 4. 23. 4T1 hiicrelerinde farkli dozlardaki vinorelbinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 0,1 nM
Vin., 1 nM Vin., 10 nM Vin., 100 nM Vin., 1 pM, 10 uM ve 100 uM Vin. gruplarimin
kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi Bu degeler iizerinden
proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1
UM, 10 uM ve 100 pM vinorelbin uygulanan hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin
yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik oldugu saptandi. (*p<0.05)
(Degerler + SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler 3 kere tekrarlanmistir).
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Sekil 4. 24. Vinorelbin uygulanan 4T1 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %50 inhibe eden
deger pD; degeri 7,9 + 0,50 olarak hesaplandi.
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4.1.3. Sisplatinin Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki EtKkisi

4.1.3.1. 4TLM Hiicre Hatti

Sisplatinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM, 100 nM,
1 uM, 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlar: kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildig:
gibi 4TLM hiicrelerinin proliferasyonlar: sisplatinle tedavi edildikten 72 saat sonra
belirlendi. Sekil 4.25, 4.26 ve 4.27 de goriildiigi gibi sisplatin doza bagimli olarak
hiicre proliferayonunu baskiladi. 4TLM hiicreleri 1 nM, 10 nM ve 100 nM sisplatine
kars1 direng gdstermislerdir.

Sekil 4. 25. Farkli dozlarda Sisplatinin ile muamele edilen 4TLM hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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Sekil 4. 26. 4TLM hiicrelerinde farkli dozlardaki sisplatinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 1 nM, 10
nM, 100 nM, 1 uM, 5 uM ve 10 uM sisplatin gruplarinin kontrole gore istatistiksel olarak
karsilagtirilmasi. Bu degeler iizerinden proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak
hesaplandi. 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1uM, 5 uM ve 100 uM sisplatin uygulanan
hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik
oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler = SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler 3 kere

tekrarlanmustir).
4TLM Hiicre Hatti

150-
5 3
7 100-
©
1
£
o
o 504
X

G I L) L) L) L) L}

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Sisplatin Konsantrasyon (M)

Sekil 4. 27. Sisplatin uygulanan 4TLM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %50 inhibe eden
deger pD; degeri 5,61 £0,21 olarak hesaplandi.
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4.1.3.2. 4THM Hiicre Hatt1

Sisplatinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM, 100 nM,
1 uM ve 10 uM konsantrasyonlar: kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildigi gibi
4THM hiicrelerinin proliferasyonlar: sisplatinle tedavi edildikten 72 saat sonra
belirlendi. Sekil 4.28, 4.29 ve 4.30 de goriildiigi gibi sisplatin doza bagimli olarak
hiicre proliferayonunu baskiladi. 4THM hiicreleri 1 nM sisplatine karst direng
gostermislerdir.

Sekil 4. 28. Farkli dozlarda Sisplatinin ile muamele edilen 4THM hiicrelerine ait fotografik
goriintiiler.
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Sekil 4. 29 4THM hiicrelerinde farkli dozlardaki sisplatinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 1 nM
sisplatin, 10 nM, 100 nM, 1 uM ve 10 uM gruplarimin kontrole gore istatistiksel olarak
karsilagtirilmasi. Bu degeler tizerinden proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak
hesaplandi. 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1uM ve 100 uM sisplatin uygulanan
hiicre gruplarindaki canlt hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik
oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler £ SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler 4 kere

tekrarlanmustir).
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Sekil 4. 30 Sisplatin uygulanan 4THM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %50 inhibe eden
deger pD, degeri 6,38 & 0,19 olarak hesaplandi.
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4.1.3.3. 4TBM Hiicre Hatt1

Sisplatinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM, 100 nM,
1 uM, 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlar1 kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildigi
gibi 4TBM hiicrelerinin proliferasyonlar: sisplatinle tedavi edildikten 72 saat sonra
belirlendi. Sekil 4.31, 4.32 ve 4.33 de goruldigi gibi sisplatin doza bagimli olarak
hiicre proliferayonunu baskiladi. 10 uM sisplatin 4TBM hiicrelerini 6ldiirmiistiir.

Sekil 4. 31. Farkli dozlarda Sisplatinin ile muamele edilen 4TBM hiicrelerine ait fotografik
goriintiiler.
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Sekil 4. 32. 4TBM hiicrelerinde farkli dozlardaki sisplatinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 1 nM
sisplatin, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 5 uM ve 10 uM gruplarinin kontrole gore istatistiksel
olarak karsilagtirilmasi. Bu degeler tizerinden proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak
hesaplandi. 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1uM, 5 uM ve 100 uM sisplatin uygulanan
hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik
oldugu saptand1. (*p<0.05) (Degerler £+ SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler 3 kere
tekrarlanmugtir).
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Sekil 4. 33. Sisplatin uygulanan 4TBM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %50 inhibe eden
deger pD, degeri 6,56 + 0,09 olarak hesaplandi.
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4.1.3.4. 4T1 Hiicre Hatt1

Sisplatinin hiicre proliferasyonunu baskiladigi, ilacin 1 nM, 10 nM, 100 nM,
1 uM, 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlar1 kullanilarak belirlendi. Metotta anlatildigi
gibi 4T1 hiicrelerinin proliferasyonlar sisplatinle tedavi edildikten 72 saat sonra

belirlendi. Sekil 4.34, 4.35 ve 4.36 de gorildigi gibi sisplatin doza bagimli olarak
hiicre proliferayonunu baskiladi.

Sekil 4. 34. Farkli dozlarda Sisplatinin ile muamele edilen 4T1 hiicrelerine ait fotografik goriintiiler.
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Sekil 4. 35. 4T1 hiicrelerinde farkli dozlardaki sisplatinin hiicre proliferasyonuna etkisi; 1 nM
sisplatin, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 5 uM ve 10 uM gruplarmin kontrole gore istatistiksel
olarak karsilastirllmasi. Bu degeler tizerinden proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak
hesaplandi. 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1uM, 5 uM ve 100 uM sisplatin uygulanan
hiicre gruplarindaki canlt hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik
oldugu saptandi. (*p<0.05) (Degerler + SEM olarak verilmistir, n=8, deneyler 3 kere

tekrarlanmugtir).
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Sekil 4. 36. Sisplatin uygulanan 4T1 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %350 inhibe eden
deger pD, degeri 6,8 + 0,22 olarak hesaplandi.
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Tablo 4. 1. Metastatik meme kanseri hiicrelerinin farkli kemoterapétiklere olan duyarliligt

4TBM 4TLM 4THM 4T1
Metotreksat 7,1 = 0,16 7,7+=0,09 7,6 =0,19 7,91 £ 0,19
Sisplatin 6,56 + 0,09 561 + 0,21 6,38 = 0,19 6,8 + 0,22
Vinorelbin 4,9 = 0,20 6,9 = 0,30 9,3 = 0,30* 7,9 = 0,50

Her bir hiicre hattinin kullanilan kemoterapétiklere olan duyarlikliklar1 (pDy) belirlenmistir.
Belirlenen pD, degerlerine gore her bir ilac igin hiicrelerin duyarliklilar1 arasinda karsilagtirma
yapilmistir. Hiicrelerin MTX’e duyarlikliklart arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Sisplatine
en duyarli hiicre 4T1 gibi goziikse de diger hiicrelerle arasinda istatisitksel olarak bir fark
bulumamaktadir. Vinorelbine en direngli hiicre hattt 4TBM olmustur. Diger hiicre hatlariyla arasinda
duyarlilik acisindan anlamli bir fark bulumamaktadir (*p<0,05 aymi kemoterapétik ilacin farkli
hiicreler iizerindeki etkisi).
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4.2. Western Blot Sonuclar1

4.2.1. 4TLM Hiicre Hattinda Survivin Ekspresyonu
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Sekil 4. 37. 4TLM hiicre hattinda survivin ekspresyonu lizerinde farkli dozlardaki Vin. MTX ve
Sisplatinin etkisi.
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4.2.2. ATHM Hiicre Hattinda Survivin Ekspresyonu
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Sekil 4. 38. 4THM hiicre hattinda survivin ekspresyonu iizerinde farkli dozlardaki Vin. MTX ve
Sisplatinin etkisi.
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4.2.3. 4T1 Hiicre Hattinda Survivin Ekspresyonu
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Sekil 4. 39. 4T1 hiicre hattinda survivin ekspresyonu iizerinde farkli dozlardaki Vin. MTX ve
Sisplatinin etkisi.
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4.2.4. sTBM Hiicre Hattinda Survivin Ekspresyonu
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Sekil 4. 40. 4TBM hiicre hattinda survivin ekspresyonu tizerinde farkli dozlardaki Vin. MTX ve
Sisplatinin etkisi.
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TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda goriilen en sik kanser tiirtidiir. Kanser kelimesi
toplumda kotii psikolojik etki ve korku yaratmaktadir. Ancak her kanser tiirlinde
oldugu gibi meme kanserinde de erken tani, tedavi ve tedavi sonrast diizenli takip
basarili sonuglar ortaya g¢ikarmaktadir. Meme kanserindeki tedavi ilk zamanlarda
kemoterapi ve kanserli memenin tamamen rezeksiyonu seklindeyken giiniimiizde bu
goriis degismistir [93].

Primer sistemik tedavi olarak isimlendirilen neoadjuvan kemoterapi 1970 1i
yillarda lokal ileri meme kanserinde klinik sonuglari iyilestirmek amaciyla
kullanilmaya baglanmistir. Giiniimiizde ise bu yaklagim lokal ileri meme kanserinde
standart bir tedavi olmustur. Primer kemoterapide amag, opere edilebilen meme
kanserinde meme koruyucu cerrahi oranmi arttirmak ya da opere edilemeyen ve
inflamatuar meme kanserini opere edilebilir kilmaktir [94].

Meme kanseri tedavisinde ilk zamanlardaki rejimler daha ¢ok tiimor
belirlendigi esnada operasyon, operasyon sonrasi kemoterapi ve radyoterapi
seklindeydi. Bu tedavi rejimi ile operasyon ve kemoterapi sonrasi goriintiillemelerde
kitle olamamasina ragmen takiplerde uzak organ metastazi ¢ikmasi mikrometastaz
kavramini ortaya ¢ikarmistir. Meme kanseri sistematik bir hastaliktir uzak organlara
mikrometastaz yapmaktadir [95].

Meme kanseri metastaz yapmamissa tedavi edilebilirken, metastaz olustuktan
sonra hastanin sag kalim orami oldukga diisiiktiir. Dolayisiyla metastaz yapan
hiicrelerin karakterize edilmesi, duyarli ve direngli oldugu ilaclarin bulunmasi etkili
tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in gereklidir. Bu ¢alismada farkli organlara
metastataz yapmig meme kanser hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Kullanilan meme kanser
hiicre hatlar1 parental 4T1 hiicreleri, 4THM (kalbe metastaz yapan), 4TLM
(karacigere metastaz yapan), 4TBM (beyne metastaz yapan) hiicreleridir [6-7].
Yapilan literatiir arastirmalarinda bu hiicrelerin klasik kemoterapotik ilaglara
duyarlhilik diizeyi ve olas1 direnglerinin daha 6nce arastirilmadigr fark edilmistir.
Metastatik meme Kkanserinin tedavisinde kullanilan sisplatin, metotreksat ve
vinorelbinin 4THM, 4TBM, 4TLM ve parental hiicre olan 4T1 dizilerinin in-vitro
ortamda proliferasyonu iizerine etkisi ve olas1 sitotoksik etkileri bu tezde
arastirilmistir.
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Metastatik meme kanseri kemoterapilere hassasiyeti olan bir hastaliktir. Tek
ajan veya kombine rejimler kullanilmaktadir. Ne yazik ki, ilk basamak tedavi
seciminde farkli stratejilerin beraber karsilastirilmast smirhidir. Ciinkii  hasta
populasyonundaki degisiklikler ve birbirini takip eden tedaviler bu karsilastirmay1
zorlagtirmaktadir.

Kemoterapiye diren¢ Onemli bir problem olup, apoptotik yolaklardaki
bozulmayla kismen iligkilidir. Kanser olusumu ve gelisiminde apoptoz mekanizmasi
onemli bir yere sahiptir. Apoptozis, degisik aktive ve inhibe edici faktorler tarafindan
sik1 kontrol altinda tutulan 6nemli bir olaydir. Kanser hiicrelerinde bulunan
antiapoptotik proteinler bu siirecin baskilanmasina neden olurlar. Survivin, diger
apoptozisi inhibe eden proteinlerin (IAP) aksine farklilagmasini tamamlamis, normal
yetiskin dokularda belirlenemeyen, fakat cesitli kanser tiplerinde eksprese edilen bir
proteindir [96]. Kanser hastalarinda yapilan bir ¢ok calismada kotii prognozun
survivin ekpresyonu ile iliskili oldugu iddia edilmektedir [97-98].

Son zamanlarda klinikte kullanilan DNA hasar1 veren ajanlar, mikrotiibiillere
baglanan ilaglar ve niikleosidler kotii huylu hiicrelerin apoptozunu indiiklemektedir.
Apoptozisi inhibe eden proteinleri up-regiilasyonu kemoterapi ve radyoterapiye
direncte hayati oneme sahiptir. Bu baglamda survivinin kanser hiicrelerindeki asiri
ekspresyonu, sag kalim siirelerinin azalmasiyla iliskilidir ve in vivo kosullarda
neoplastik hiicrelerin apoptotik indeksini azalttigi gosterilmistir [99]. Kanser
tedavisinde konvansional ilaglar 6nemli bir silah olmasimna ragmen yeni tedavi
yontemleri apoptozisin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 daha derinlemesine
incelemeyi amaglamaktadir. Bu nedenle survivinin asir1 ekspresyonu apoptotik
uyarima olan direncin artmasina neden olmasia ragmen, baskilanmasi hiicrelerin
kemoterapoétiklere olan duyarliligini arttirmaktadir [100].

Bu sebepten dolayr ¢alismamizda farkli kemoterapétiklerin deneysel fare
modellerinde farkli organlara metastaz yapan meme kanser hiicreleri iizerindeki
etkileri incelenmistir

Metastatik meme kanserinde ilk ajan olarak antrasiklinler ve taksanlar disinda
vinorelbin de kullanilmistir. Ancak yapilan ¢alismalar antrasiklinler ve taksanlar
kadar genis degildir. Ileri meme kanseri tedavilerinde kullanilan antrasiklinlerin ve
taksanlarin taksan ve antarsiklin olmayan alternatif tedavi segeneklerini ortaya
¢ikarmistir. Tek ajan olarak vinorelbinin kullanildiginda hastalarda iyi tolere ve daha
az bulanti / kusma ve alopesi olustugu goriilmistiir [101].

Vinorelbin ozellikle yasli kadinlarda (65 yas ve tizeri), ilk evre metastaz
olaylarinda olduk¢a ¢ok calisilmistir. ilk basamak tedavi olarak vinorelbinin
kullanildig: ti¢ adet farkli faz II ¢alismasinda sonuglar su sekildedir. Bu ¢alismalarin
genel yanit oranlart (%38-%41) ve 6 aym ortalama progresyon siireleri benzer
ctkmustir. Ikinci calismada yasl, metastatik meme kanserli kadinlarda klinik olarak
etkili gdriinen vinorelbinin yanit oran1 %38 olarak bulunmustur. Uciincii ¢alismada 6
aydan fazla stabil hastaligi olan kadinlara bakilmistir ve bu oran %54’lere
cikmaktadir [102] [103] [104]. Sorio ve ark. 20 kadina 3 hafta boyunca 7 giin arayla
30 mg/m? vinorelbin tedavisi uygulamis ve yamt oranini %30 bulmuslardir [105].
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2009 yilinda yayinlanan klinik rehberinde vinorelbinin metastatik meme
kanserli hastalarin tedavisinde aktif ve giivenli ajan oldugu bildirilmistir. Vinorelbin
hem tek basmma hem de diger kemoterapoétiklerle kombine edilebilmektedir. Bu
uluslararas1 rehberde vinorelbin, metastatik meme kanserli hastalarin tedavisinde
standart kemoterapiler arasinda gosterilmistir [106]. Ancak meme kanseri hangi
organa metastaz yaptiginda vinorelbinin kullaniminin etkili olacagi hakkinda bir bilgi
mevcut degildir.

Yeni 3. kusak ilaglardan ilk randomize calisma vinorelbin ile yapilmistir.
Fransa’ da yapilan bu ¢alismada, sisplatin ve vindesin kombinasyonu, sisplatin ve
vinorelbin kombinasyonu veya tek ajan olarak vinorelbin kemoterapisi ile
karsilastirilmistir. Sisplatin ve vinorelbin kolunda ortalama yasam siiresi 40 hafta
iken sisplatin ve vindesin kolunda 32 hafta olarak bulunmus ve anlamli 6l¢iide
yiiksek saptanmistir. Tek ajan olarak vinorelbin verilen grupta ise anlamli fark
bulunmamis [107]. SWOG grubunun c¢alismasinda sisplatin ve vinorelbin
kombinasyon tedavisi ile sisplatin tek ajan tedavisi karsilastirilmis ve ortalama
yasam siiresi sirasi ile 8 ay ile 6 ay bulunmustur [108].

Yaptigimiz calismada vinorelbinin kalbe metastaz yapmis olan 4THM
hiicrelerinde daha etkili oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda vinorelbinin beyne
metastaz yapmis 4TBM hiicrelerinde etki gosterebilmesi icin yiliksek bir
konsantrasyona ¢ikmak gerekmektedir. Bu durum 4TBM hiicrelerinin bu ilaca
direngli  oldugunu  gostermektedir.  Vinorelbinin  hiicre  proliferasyonunun
baskilanmasinda en etkili oldugu hiicre hatt1 4THM (pD>: 9,3 £ 0,30) olurken, azalan
sirayla 4T1 (pDz: 7,9 + 0,50), 4TLM (pD2: 6,9 £ 0,30) ve 4TBM (pD3: 4,9 £ 0,20)
olarak belirlendi. 4TLM hiicrelerinin 100 nM vinorelbin ile muamelesi hiicre
proliferasyonunu baskilarken survivin eskpresyonunu arttirmistir. 4T1 hiicre hattinda
100 nM vinorelbin survivin ekspresyonunu degistirmemistir. 100 nM vinorelbin
4THM  hiicrelerinde  proliferasyonu  baskilarken  survivin  ekspesyonunu
degistirmemistir. 4TBM hiicreleri 100 nM vinorelbin tedavisine direng
gostermislerdir. Hem hiicre proliferasyonun da hem de survivin ekspresyonun da bir
degisme olmamustir. Vinorelbinin yiiksek dozlarda klinik kullanimi toksisite
nedeniyle her zaman miimkiin olmayabilir. Vinorelbinin en 6nemli yan etkilerinden
birinin notropeni olmasi, bu yiiksek konsantrasyonda vinorelbinin kullanilmasina
olanak saglamamaktadir. [109].

Meme kanseri i¢in bir¢cok yeni ajanin kullanildigr klinik ¢alismalar beyin
metastazi olan hastalar tlizerinde yapilmistir. En genis arastirmalardan bir tanesi
Rosner ve ark. tarafindan 100 kadin {izerinde yapilan arastirmadir. 100 kadin ¢esitli
kemoterapilerle tedavi edilmistir. Bu ¢alismada siklofosfamid, fluorourasil ve
prednizon veya siklofosfamid, fluorourasil ve prednizon bunlara ilave olarak
metotreksat ve vinkristin kullanilmistir. Bu rejimlerden hi¢ biri kan-beyin bariyerini
asamamalarina ragmen her iki rejiminde yanit oran1 %50 olmustur. Vinorelbinin
beyin metaztazi olan hastalardaki etkisini gosteren bir klinik caligmaya
rastlanmamistir. Bizim sonuclarimiz beyin metastazi olan hastalarin vinorelbine
direngli olabilecegini gostermektedir.
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Metotreksat antimetabolit gurubunda bulunan bir ilagtir. Folik asidin 4-
amino-N10-metil analogudur. Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe
ederek DNA, RNA ve ATP sentezi i¢in gerekli olan THF sentezini durdurur. Bu
durum timidilat, piirin niikleotidlerin ve aminoasitlerin sentezinde azalmaya neden
olur. Boylece niikleik asit ile protein metabolizmasini dnlerler. Metotreksatin hiicre
boliinmesini inhibe etmesi kanser tedavisinde dikkatleri lizerine ¢ekmistir. Bu
nedenle kanser tedavisinde uzun yillardir kullanilan bir kemoterapétik ilag olmugtur.

[110].

Booger ve ark. 22 beyin metastazi olan meme kanserli hasta iizerinde
yaptiklart ¢alismada siklofosfamid, metotreksat ve fluorourasil veya siklofosfamid,
doksorubisin ve fluorourasil kombinasyon tedavilerinde %359’ luk yanit oranina
ulasmiglardir. Bu sonuglar timor kemosensitivitesinde ilacin normal kan-beyin
bariyerine gecebilme yeteneginin dnemli oldugu desteklemektedir. Beyine metastaz
yapmis 4TBM hiicrelerinde bu sonuglar, Booger ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada
metotreksatin etkili olmasi bizim c¢alismamizda metotreksatin beyin metastazi
hiicrelerinde etkili ilag sonucunu desteklemektedir. Bunlarin yaninda elbette tek ajan
tedavi ile kombine tedaviler arasinda yanit farklarinin olusabilecegi ihtimalide goz
ardi edilmemelidir.

Calisamamizda metotreksatin 4T1 ve karacigere metastaz yapmis 4TLM
hiicre hatlarinda da etkili oldugu gériilmistiir. Diisiik dozlarda en az etkiyi beyne
metastaz yapmis 4TBM hiicreleri {lizerinde gostermis olmasina ragmen 10 uM
konsantrasyonda hiicreleri 6ldiirmiis, 100 nM ve 1 pM konsantrasyonlarda hiicre
proliferasyonunu kontrole gore diisiirmiistiir. Metotreksatin hiicre proliferasyonunu
baskilanmasinda en etkili oldugu hiicre hatt1 parental hiicre olan 4T1 olurken (pD2:
7,91 £ 0,19) azalan sirayla 4TLM (pD2: 7,8+0,03), 4THM (pD2: 7,6 = 0,19) ve
4TBM (pD2: 7,1 £ 0,16) tizerinde etkili olmustur. 4T1 hiicreleri 100 nM metotreksat
ile tedavi edildiginde hem hiicre sayisinda kontrole gore %66’ lik bir azalma hem de
survivin eskpresyonunda kontrole gore diislis gozlenmisdir. 100 nM metotreksat
tedavisi 4TBM hiicrelerinde survivin ekspresyonunu baskilamistir. Calismamizda
4THM hiicrelerinin metotreksata karst duyarli oldugu goriilmistir. 1 nM metotreksat
konsantrayonunda dahi hiicre proliferasyonunda kontrole gore anlamli bir disiis
olmustur. 4THM hiicrelerinin 100 nM metotreksat ile 48 saat muamelesi sonucu
survivin ekspresyonunda da kontrole gore diisiis gézlenmistir. 4TLM hiicrelerinin
metotreksat ile tedavisinde hiicre proliferasyonu doza bagl olarak baskilanmustir.
4TLM hiicrelerinin 100 nM metotoreksat ile tedavisi survivin ekspresyonunu
degistirmemistir.

Sisplatin 1971 yilinda ilk kez kanserli bir hastaya uygulanmistir. 1978 de
Platinol olarak klinik uygulamalarda kullanilmaya baslanmistir. Sisplatin yiiksek
seviyede ve genis spektrumda anti-tiimor etki gostermistir ve arastirmacilar diisiik
yan etkiye sahip, lstiin anti-timor etkisi olan platin icermeyen yeni metal tiirleri
bulmaya c¢alismistir. Sisplatinin c¢esitli solid tiimorler iizerinde klinik faydalar
olmustur. Ancak toksik yan etkileriyle beraber tiimor direnci olusmasi daha
sonrasinda sekonder malignitelerin olusmasina neden olmaktadir [75].
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Platin tuzlar1 tek ajan olarak metastatik meme kanseri tedavisinde ¢ok tercih
edilmezler. Ciinkii toksisite agisindan diger aktif tedavilerin durumu daha uygundur.
Ancak ticlii negatif meme kanserlerinin tedavisinde platin ajanlarin arastirilmasina
devam edilmektedir. Ciinkii meme kanserinin bu alt tipi, DNA tamirindeki
bozukluklar1 hedefleyen tedavilere karsi hassas olabilmektedir [111].

Tek tedavi ya da kombine tedavi olarak kullanilan platin bilesikleri metastatik
meme kanseri tedavisinde 6nemli role sahiptir. Sisplatin ilk basamak tedavi olarak
etkilidir ancak yiiksek cevap oranina (%50 ile 80) antrasiklinlerle kombine
edildiginde ulastig1 literatiirde belirtilmistir [112]. On tedavi olarak sisplatin alan
hastalarda sisplatinin cevap oram1 ¢ok (<%10) diisiiktiir. Bu yiizden bu durumda
monoterapi olarak sisplatin dnerilmemektedir. On tedavi alan hastalarda sisplatinin
etkisinin az olmasi, ilag direncinin olusmasiyla iliskili oldugu distiniilmektedir.
Bizim c¢aligmamizda metastatik meme kanserinin karaciger metastazinda (4TLM)
sisplatin etkili degilken diger hiicrelerde (6rnegin: 4TBM, 4THM) etkili oldugu
goriilmiistiir. Sisplatin ile yapilan deneylerde ¢ikan sonuglar su sekildedir : Sisplatine
en direngli hiicre hatti 4TLM (pD,: 5,61 £ 0,21) olmustur. Diger hiicre hatlarina
sisplatinin etkisi 4T1 (pD,: 6,8 + 0,22 ), 4THM (pD2: 6,38 £ 0,19 ) ve 4TBM (pD3:
6,56 £ 0,09 ) seklinde olmustur. 4TLM hiicrelerinin 10 nM sisplatin ile tedavisi
survivin ekspresyonunda artisa neden olmustur. 4TLM hiicre hattinin 10 nM sisplatin
ile 48 saat muamele edilmesi bu hiicre hattinda survivin ekspresyonunu arttirmistir.
10 nM sisplatin, 4T1 hiicre hattinda survivin ekspresyonunda kontrole gore bir
degismeye neden olmazken, 4THM ve 4TBM hiicre hatlarinda kontrole gére survivin
diizeylerinde diisiise neden olmustur. Ozellikle tek basima, yiiksek dozda (10 pM
sisplatin) 4TBM hiicrelerini 6ldiirmiistiir. Ancak 4TLM hiicreleri iizerinde sadece
yilksek dozlarda kontrole goére anlamli bir inhibisyon goriilmiistir. 4TLM
hiicrelerinde 1-5 ve 10 uM sisplatin konsatrasyonlarinda sirasiyla %19,25, %44,72,
%60,04 oranlarinda inhibisyon gozlenmistir. Buradan anlasilacagi gibi metastatik
meme kanserinde sisplatinin tek tedavi olarak kullanilmasi farkli metastatik
bolgelerde farkl etkiler gosterecektir.

Sonug olarak farkli organlara metastaz yapan meme kanserinin tedavisinde
ilag direnci olmayan ve/veya en az ilag direnci olan, gelismis farmakolojik
ozelliklere sahip, toksisitesi az etkili ilaglarin tedavide kullanilmast Onemli
sonuglarida beraberinde getirecektir. Klinikte kullanilan kombine tedaviler baz
aliarak bu kemotrapoétik ilaglarin kombinasyonlarinin nasil bir etki olusturacagi
ileriki ¢alismalarin konusu olacaktir. Literatiire bakildiginda bu kemoterapdtiklerin
tek ajan olarak kullandigimiz hiicre hatlarina olan etkisi bakilmamistir. Etkili kanser
tedavisi icin hiicrelerin karakteristik Ozelliklerinin belirlenmesi ¢ok onemlidir. Bu
sebeple kemoteradtik ilaglara olan direngleri degerlendirilmistir. Bu sonug¢lardan yola
cikarak kombine tedavilerin hem proliferayon hem de ilag¢ direnci {iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi literatiire dnemli katkida bulunacaktir.
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SONUCLAR

Farkli organlara metastaz yapmis meme kanser hiicreleri lizerinde vinorelbin,

sisplatin ve metotreksatin etkisini ve bu hiicrelerde survivin ekspresyonunu
inceledigimiz bu ¢alismada;

1.

Metotreksata en duyarl hiicre hatt1 parental hiicre hatt1 olan 4T1 (pD2: 7,9 +
0,19) olarak belirlendi. Diger hiicre hatlarinin metotreksata olan duyarlililari
sirastyla 4TLM (pD2:7,8 = 0,03), 4THM (pD2: 7,6 = 0,19) ve 4TBM
(pD2: 7,1 £ 0,16) olarak belirlendi. 4TLM hiicre hattinda 100 nM metotreksat
survivin ekspresyonunu degistirmedi. 100 nM metotreksat 4T1, 4THM ve
4TBM hiicrelerinde survivin ekspresyonunu kontrole gore diistirmiistiir.

Vinorelbine en duyarli hiicre hatti meme kanserinin kalp metastazi olan
4ATHM (pD2: 9,3 £ 0,30) hiicre hatti olmustur. Diger hiicre hatlarinin
vinorelbine olan duyarlililar1 sirasiyla 4T1 (pDa: 7,9 + 0,50), 4TLM (pD;: 6,9
+ 0,30) ve 4TBM (pD2: 4,9 + 0,20) olarak belirlendi. 4TLM hiicre hattinda
100 nM vinorelbin survivin ekspresyonunu kontrole gore arttirdi. 4T1,4THM
ve 4TBM hiicre hattinda 100 nM vinorelbin survivin ekspresyonunu
degistirmedi.

Sisplatine en duyarli hiicre hatt1 parental meme kanser hiicresi olan 4T1 (pDy:
6,8 + 0,22) olmustur. Diger hiicre hatlarinin sisplatine olan duyarliliklar
sirastyla 4TBM (pDy: 6,56 + 0,09), 4THM (pD3: 6,38 = 0,19) ve 4TLM (pD»:
5,61 = 0,21) olarak belirlendi. 4TLM hiicre hattinda 10 nM sisplatin survivin
ekspresyonunu kontrole gore arttirmistir. 4T1 hiicre hattinda 10 nM sisplatin
survivin ekspresyonunu degistirmedi. 10 nM sisplatin 4THM ve 4TBM
hiicrelerinde survivin eskpresyonunu kontrole gore diistirmiistiir.
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