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OZET

Amag: Metastaz potansiyelinin yiiksek olmasina bagli olarak zayif prognoza ve
sinirl tedavi segeneklerine sahip olan ti¢lii negatif meme kanseri, en agresif meme
kanseri alt tipidir. Uclii negatif meme kanserinin uzak metastazlarinda temel sorun
ila¢ direncidir. Bu tez ¢alismasiin amaci, fare metastatik meme kanseri modelinde

pegile lipozomal doksorubisin ve fluoksetinin sinerjistik etkilerini arastirmaktir.

Yontem: 4TLM fare meme kanseri karaciger metastazi hiicreleri disi balb-c farelerin
sag memedeki yag dokusuna enjekte edildi. Fareler 4 gruba randomize edildi: kontrol
(0.1 ml/giin serum fizyolojik), fluoksetin (0.4 mg/kg/giin), pegile lipozomal
doksorubisin (kiimiilatif olarak 17.5 mg/kg) ve pegile lipozomal doksorubisin
(kiimiilatif olarak 17.5 mg/kg) - fluoksetin (0.4 mg/kg/giin) kombinasyonu. Tedavi
boyunca primer tiimoér hacmi vernier kaliperi kullanilarak izlendi. Fareler 4. haftanin
sonunda feda edildi. IL-6, IL-10, IL17A ve IFN-gama karma lokosit kiiltiirii
stipernatantlarinda ELISA ile ol¢iildii. Akciger metastazlari makroskopik olarak

degerlendirildi.

Bulgular: Primer tiimér hacmi ve akciger metastazlari, pegile lipozomal
doksorubisin ve pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin ile tedavi edilen gruplarda
azaldi. Pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin tedavisi 1L-10, IL17A ve IFN-gama

diizeylerini arttirdi, IL-6 diizeylerini ise azaltti.

Sonug: Pegile lipozomal doksorubisin ve pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin
tedavileri primer tiimor ve akciger metastazlari icin etkin bulundu. Sitokin diizeyleri
sadece pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin kombinasyonu ile degisti. Pegile
lipozomal doksorubisin-fluoksetin kombinasyonu, farkli dozlarda primer tiimor ve

metastaz parametrelerini degistirebilir.

Anahtar Kelimeler: pegile lipozomal doksorubisin, fluoksetin, meme kanseri



ABSTRACT

Objective: Triple-negative breast cancer is the most aggressive breast cancer
subtype that has poor prognosis and limited effective treatment options due to the
high metastasis potential. Drug resistance is a major therapeutic obstacle in
metastatic triple-negative breast cancer treatment. In this thesis study, our objective
was to investigate the synergistic effects of pegylated liposomal doxorubicin and

fluoxetine in mice metastatic breast cancer model.

Method: Female mice were inoculated into right mammary fat pad with 4TLM
murine breast cancer liver metastasis cells. Mice were randomized into four groups:
control (0.1 ml/day, serum physiologic), fluoxetine (0.4 mg/kg/day), pegylated
liposomal doxorubicin (cumulative dose of 17.5 mg/kg) and pegylated liposomal
doxorubicin (cumulative dose of 17.5 mg/kg) - fluoxetine (0.4 mg/kg/day)
combination. Primary tumor volume was monitored by using vernier caliper during
the treatment. Mice were sacrificed at the end of the 4™ week. IL-6, IL-10, IL17A
and IFN-gamma were measured in mix leukocyte culture supernatants by ELISA.

Lung metastasis was evaluated macroscopically.

Results: Primary tumor volume and number of lung metastasis decreased in groups
treated with pegylated liposomal doxorubicin and pegylated liposomal doxorubicin-
fluoxetine combination. Pegylated liposomal doxorubicin-fluoxetine treatment

increased IL-10, IL17A and IFN-gamma levels, but decreased IL-6 levels.

Conclusion: Pegylated liposomal doxorubicin and pegylated liposomal doxorubicin-
fluoxetine treatments were found to be effective for primary tumor and lung
metastasis. Cytokine levels was changed only by pegylated liposomal doxorubicin-
fluoxetine combination. Pegylated liposomal doxorubicin-fluoxetine combination,

could influence primary tumor and metastasis parameters in different doses.

Key words: pegylated liposomal doxorubicin, fluoxetine, breast cancer
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1. GIRIS

Kadinlarda en sik goriilen kanser tilirlinii olusturan meme kanserinde karaciger
metastazlar1 sag kalim oranlarini diisiirmektedir (Tampellini ve ark., 1997). Diinya
genelinde kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerde metastatik meme kanseri ikinci
sirada yer almaktadir (Poonia ve ark., 2017). Meme kanserine bagli mortalitenin en
onemli sebeplerinden birisi de uzak organ metastazlaridir (Soni ve ark., 2015).
Heterojen hiicre gruplarindan olusan kanser hiicrelerinden bazilarinin metastatik
Ozellik kazanmasinda tlimor mikrogevresi ile etkilesimleri 6nemlidir (Soni ve ark.,

2015).

Metastatik meme kanserinde kemoterapotik direnci sag kalim oranlarini
distirmektedir (Velaei ve ark., 2016). Meme kanseri metastazlarinin tedavisinde sik
kullanillan DOXO tiimér hiicrelerinde sitotoksisitenin yaninda immiinojenik
apoptozis de olusturmaktadir (Casares ve ark., 2005). Ancak DOXO’nun pegile
lipozomal formiilasyonunun immiinmodiilator etkilerinden dolay: (Mantia-Smaldone
ve ark., 2014) timoér mikrogevresi ile etkilesiminin doksorubisine goére farkliliklar

gosterdigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Pawar ve ark., 2017).

Depresyon tedavisinde sik kullanilan bir SSGI olan FLU deneysel meme kanseri
modellerinde in vitro olarak sitotoksisite olustururken, in vivo uygulandiginda
sitokin/kemokin saliverilimini degistirerek metastazi kolaylastirtyor olabilir. Ayrica,
FLU’nun in vivo ve in vitro uygulamasi ile elde edilen sonuglarin celiskili olmasi,
tiimor mikrogevresinde sitokin/kemokin saliverilimini degistirmesi ile ilgili olabilir.
Bu tez projesi ile metastatik meme kanserinde PLD ve FLU’nun primer timor,
metastaz ve sitokin/kemokin saliverilimi tizerindeki etkileri in vivo olarak ilk kez

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Metastatik Meme Kanseri

Kadinlarda diinya genelinde en sik goriilen kanser tiiriinii olusturan meme kanseri
(Torre ve ark., 2015), kadinlar arasinda kansere bagli oliimlerde ikinci sirada yer
almaktadir (Velaei ve ark., 2016). Her yil yaklasik olarak 1 milyon kadin meme
kanseri tanist almakta ve 400.000 kadin meme kanseri nedeniyle hayatini
kaybetmektedir (Jemal ve ark., 2010; Kamangar ve ark., 2006). Meme kanserinin
fenotipik ve genotipik olarak heterojen bir kanser tiirii olmasi, meme Kkanseri
tedavisini zorlagtirmaktadir (Fertig ve ark., 2015; Wu ve ark., 2015). Primer meme
kanserleri UNMK, HER2 negatif, luminal A ve luminal B olmak iizere molekiiler
olarak 4 alt grupta incelenmektedir (Fertig ve ark., 2015). Karakteristik molekiiler
ozellikleri ve klinik seyirleri birbirinden farkli olan 4 primer meme kanseri alt grubu
icerisinde, en agresif ve metastatik olan1 UNMK alt tiptir. UNMK tip, meme kanseri
hiicrelerindeki tipik reseptdrler olan ER, PR ve HER2 reseptoriinii eksprese

etmemektedir (Lehmann ve ark., 2011).

Tiim meme kanserlerinin %10-20’sini olusturan bazal (liglii-negatif) meme kanseri
genc kadimlarda daha sik goriilmektedir (Morris ve ark., 2007). UNMKde genellikle
tan1 aninda primer timoriin daha biiytik, histolojik siniflandirmasi daha ileri, lenf
nodu metastazi bulunan ve biyolojik olarak daha agresif oldugu goriiliir (Haffty ve
ark., 2006; Morris ve ark., 2007). UNMK’de primer tiimdrde cerrahi &ncesi
kemoterapiye yanit oranlar yiiksek olsa da, UNMK hastalarmda meme kanserinin
diger alt tiplerine gore uzak organ metastazlarina daha sik rastlanmakta ve prognozun
olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir (Haffty ve ark., 2006; Dent ve ark., 2007).
UNMK ’de prognozun diisiik olmasinin nedenlerinden bir tanesi de, tiimdriin hormon
reseptorleri (ER, PR, HER2) eksprese etmemesinden dolay1 hormonal tedaviye yanit
vermemesidir (Eroles ve ark., 2010). Bu nedenle UNMK’de tedavi ancak yeni ilag

hedeflerinin belirlenmesi ile miimkiindiir (Fertig ve ark., 2015).

Kadimlarda meme kanseri, kanser 6liimlerinin basinda yer almaktadir (Torre ve ark.,
2015). 2012 verilerine gére meme kanserinin insidansi 1.7 milyon, meme kanserine
bagli mortalite sayist ise 521.900 olarak bildirilmistir (Torre ve ark., 2015). Meme
kanserinin kadinlar arasinda tiim kanserlerin %25’ini ve kanserle iliskili 6limlerin
%15’ini olusturdugu (Torre ve ark., 2015), meme kanserinin tedavisi sirasinda

2



meydana gelen Oliimlerin ise yaklasik olarak %90’min metastaza bagli olarak
gelistigi saptanmistir (Clarke ve ark., 2005; Soni ve ark., 2015). Meme kanseri
hastalarinin tani1 aninda yaklagik olarak %20-%30’unun uzak metastaz gelistirdigi
bilinmektedir (Kennecke ve ark., 2010; Redig ve ark., 2013). Kemik, karaciger,
akciger ve beyin, meme kanseri metastazlar1 i¢in uygun dokular olarak kabul
edilmektedir (Gerratana ve ark., 2015; Foulkes ve ark., 2010). Karaciger metastazi
tanis1 alan meme kanseri hastalarinda sag kalim orani (24-33 ay) oldukga diistiktiir
(Tampellini ve ark., 1997). MKKM nasil olustugu ve mekanizmalar1 giderck daha
fazla anlasilmaya baslanmistir (Ma ve ark., 2015). MKKM ile meme kanserinin
spesifik alt tipleri arasinda dogrudan bir iliski saptanamamasina karsin, iliskili
olduklar1 diistiniilmektedir (Smid ve ark., 2008; Rodriguez-Pinilla ve ark., 2006;
Duan ve ark., 2013). MKKM ile ilgili arastirmalardan elde edilen bilgilerle gore
meme kanserinde karaciger metastazi i¢in onerilen modellerden bir tanesi de Ma ve
ark. tarafindan bildirilmistir (Ma ve ark., 2015). Bu modele gore MKKM’nin
olusmasi asagidaki sirayla gelisir; 1) intravazasyon: invaziv meme kanseri hiicreleri,
timor igerisindeki kan damarlarimin endotelini gegerek kan dolasimina ulasir. 2)
sirkiilasyon; meme kanseri hiicreleri kan dolasiminda sag kalabilmek ig¢in hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks baglantilarini kaybederler. 3) marjinasyon: kan dolagimindaki
timor hiicreleri  karaciger siniizoidlerindeki endotelyal hiicrelere kaderinler,
integrinler ve CDA44 gibi adhezyon molekiilleri araciligiyla tutunurlar. 4)
ekstravazasyon: karaciger siniizoidlerinde tutunmus olan meme kanseri hiicreleri
sinlizoidal endotelyal hiicrelerin endotelyal duvarin1 gecerek karacigerde yerlesir ve
prolifere olmaya baslar. 5) kolonizasyon: meme kanseri hiicreleri sag kalarak ve
hipoksiyi indiikleyen faktorlerle diizenlenen genler, ER, PR, HER2 ekspresyonlari
ve anjiyogenezi degistirerek karacigerdeki mikrogevreyi regiile eder ve

makrometastazlar olustururlar.

2.2. Kanserde Diren¢ Mekanizmalari

Karsinoma hiicreleri igerisinde hangi hiicrelerin tedaviye direngli oldugu ve/veya
metastaz yapabildigi ile ilgili iki teori kabul edilmektedir (Zahreddine ve ark., 2013).
KKH modeline gore, metastatik hiicrelerin kok hiicre 6zellikleri tasidigi/edindigi ve
pek ¢ok tedaviye direngli oldugu bilinmektedir (Charafe-Jauffret ve ark., 2009).
KKH modelinde, tiimor hiicrelerinin kiigiik bir kismini olusturan ve KKH olarak

adlandirilan bazi hiicreler tiimorii baslatma 6zelligine sahiptir (Teicher 2006; Nguyen



ve ark., 2012). Bu hipoteze gore, KKH’ler normal dokudaki kdk hiicrelerin ya da
progenitor hiicrelerin kendi kendini tamir mekanizmalarinin disregiilasyonu sonucu
olusurlar (Zahreddine ve ark., 2013). Kendi kendini tamir mekanizmalarinin
disregiilasyonunun yanisira DNA onariminin etkinliginin artmasi (Park ve ark., 2005;
Potten ve ark., 2002; Cai ve ark., 2004), hiicre siklusundaki degisiklikler (Venezia ve
ark., 2004), antiapoptotik proteinlerin ve ilag tasiyici proteinlerin asir1 ekspresyonlari
(Wang ve ark., 2003; Krishnamurthy ve ark., 2004; Gottesman ve ark., 2002) gibi
molekiiler mekanizmalardaki farkliliklar KKH’lerin kemoterapoétiklere direngli olma
halini aciklayabilir. Timor igerisindeki KKH hiicre popiilasyonunun varligi, bu
hiicrelerin yukarida sayilan Ozelliklerinden dolay1 hiicre dongiisiine bagli olarak
etkilerini gosteren geleneksel kemoterapi stratejilerini etkisiz  kilmaktadir

(Zahreddine ve ark., 2013).

Cevresel etkenlere bagl ila¢ direnci modeline gore ise, kanser hiicrelerinin timor
mikrogevresindeki faktorlere bagli olarak direng kazandigi kabul edilmektedir
(Zahreddine ve ark., 2013). Kanser hiicreleri ilaglara maruz kaldiklarinda koruyucu
mekanizmalarmin aktivasyonu ve genetik degisiklikler sonucu daha direngli bir
fenotip kazanarak kendi mikrogevrelerini de degistirirler (Braun ve ark., 2000;
Meads ve ark., 2009). Kanser tedavisi sonucunda sagkalan ve relapsa neden olabilen
bu direngli hiicreler KKH olabilir ya da olmayabilir (Meads ve ark., 2009; Bidard ve
ark., 2008; Matsunaga ve ark., 2003). Cevresel etkenlere bagl ilag direnci modeli
mikrogevredeki hem solubl faktorlere hem de hiicre adhezyon molekiillerine baglh
gelisebilir (Zahreddine ve ark., 2013). Solubl faktérlere bagh ilag direnci, sitokinler,
kemokinler ya da biiylime faktorleri gibi mikrogevrede yer alan fibroblastlar gibi
diger hiicrelerden salgilanan faktdrlerle tiimor hiicrelerinde gen transkripsiyonunun

degistirilmesi ile meydana gelebilir (Meads ve ark., 2009).

2.3. Tiimér Mikrogevresinin Onemi

Son yillarda yapilan ¢alismalarda TM’deki farkliliklarin meme kanseri hiicrelerinin
fenotipini degistirebildigi ve TM ile kanser hiicreleri arasinda karsilikli etkilesimler
oldugu gosterilmistir (Holzel ve ark., 2013). TM ile kanser hiicresi arasindaki
karsilikli etkilesimler hem primer tiimordeki biiyiimeyi ve hem de uzak organ
metastazlarin1 etkilediginden, TM iizerinde etkileri olan kemoterapotiklerin

kullanilmas1 metastatik meme kanserinin tedavisinde akilci bir strateji olabilir (Fertig
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ve ark., 2015). Stromal hiicreler, ESM ve solubl faktorlerden olusan TM ile timor
hiicreleri arasindaki interselliiler sinyalizasyon meme kanseri hiicrelerinde biiylime
ve metastazi indiikleyebilir (Lee ve ark., 2014). Bu nedenle meme kanserinde yeni
ilag hedeflerinin gelistirilmesi i¢in yapilan caligmalarin 6nemli bir kismi TM’ye
odaklanmistir (LaBarge 2010; McMillin ve ark., 2013; Narunsky ve ark., 2014).
Timor hiicrelerinde ilag yaniti sadece hiicredeki intrinsik faktorlerle degil, TM’deki
hiicrelerin salgiladig faktorler tarafindan da kontrol edilir. TM’yi olusturan stromal
hiicreler, fibroblastlar, immiin hiicreler, vaskiiler endotel hiicreleri ve ESM, sadece
antikanser ilaclara tedavi yamitin1 belirlemekle kalmaz ayni zamanda tiimor
hiicrelerindeki proliferasyonu, invazyonu ve metastazi da kontrol ederler (Paget
1989; Villanueva 2013). TM’den salgilanan sitokinler, kemokinler ve biiyiime
faktorleri uzak organ metastazlarini ve buna bagl olarak meme kanserinde
mortaliteyi etkilemektedir (Paget 1989; Hanahan ve ark., 2011). Memeli
hiicrelerinden salgilanan ve hiicre i¢i sinyalizasyonda 6nemli rollere sahip solubl
proteinler olarak tanimlanabilen sitokinler, tiimér hiicrelerinde biiyiimeyi, ilag
direncini ve metastazi indiikleyen inflamatuar sinyallere aracilik ederler (Elinav ve

ark., 2013).

2.4. Meme Kanseri Metastazlarinda Sitokinlerin Onemi

Meme kanserinin etyolojisi multifaktoriyeldir ve gelisim siireci on yillara yayilabilir.
Tiimordeki ¢esitli hiicrelerin her birinden salgilanan faktorler, tiimor hiicrelerinin
birbirleri ve TM ile sinyalizasyonunu diizenleyerek, meme kanserinin gelisimini ve
metastazi regiile ederler (Lee ve ark., 2014). Ozellikle de salgilanan faktorlerden
sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri uzak metastazi ve sonrasinda mortaliteyi
etkilerler (Hanahan ve ark., 2011).

Immiin sistem yamitindaki degisikliklerin meme kanserine yol agtig1 gdsterilmistir
(McArthur ve ark., 2016). Tiimorogenezis siirecinde immiin sistem yanitinin zayif
olmasi, TIL’lerin TM’deki sitokinler tarafindan inhibe edilmesi ile de
aciklanmaktadir (Velaei ve ark., 2016). Meme kanserinin zayif immiinojenik 6zellige
sahip olmasi immiin sistem tarafindan taninmasini zorlastirmaktadir (Pedersen ve
ark., 2017). Ek olarak, bazi sitokinlerin tiimor biiylimesini inhibe eden ve hatta bazi
durumlarda gerilemesine neden olan dendritik hiicreler, lenfokinle aktive olmus
dogal oldiiriicii hiicreler gibi antitiimor efektdrlerin olusumunu ve/veya etkilerini

arttirdig1 da yapilan in vitro caligmalarda gosterilmistir (Kitamura ve ark., 2015).



Son yillarda, klinik seyri oldukca degisken olan meme kanserinde sitokinlerin
prognoz faktérleri olabilecegi bildirilmistir (Knupfer ve ark., 2007). Immiin sistemin
hem dogustan gelen hem de kazanilmis kisimlarinin antitiimoéral yanitta 6nemli
rollere sahip oldugunun gosterilmesi, arastirmalarin immiin sistem ile timor
hiicreleri arasindaki etkilesimi saglayan sitokinler gibi tiimor mikrogevresindeki
cesitli faktorler tizerine yogunlasmasina neden olmustur (Ben-Baruch 2003; Dranoff
2004).

Sitokinler hedef hiicrelerin aktivasyonunu, farklilagsmasini ve/veya proliferasyonunu
inhibe ya da stimiile ederek immiin yanitin yogunlugunu ve siiresini diizenleyen
diisiik molekiiler agirliga sahip solubl proteinler ya da glikoproteinlerdir (Yao ve
ark., 2016). TNF-a, TGF-8, IL-1, IL-6, IL-10’y1 kapsayan sitokinler ve interferonlar
immiin sistemi kontroliinde onemli rollere sahiptirler. Makrofajlar ve lenfositler
tarafindan salgilan ve parakrin ya da otokrin etkileriyle hedef hiicrelerinin
fonksiyonunu degistirebilen sitokinler yapisal ve fonksiyonel olarak birgok ortak
ozelliklere sahiptirler: (1) glikolize olmaya egilimli polipeptidlerdir, (2) ¢ok diisiik
konsantrasyonlarinda (pg/ml, ng/ml) biyolojik aktivite gosterirler, (c) etkilerini hiicre
yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak gosterirler, (d) pleitropiktirler, (e) aditif,
sinerjistik ya da antagonistik etkilere sahiptirler. Cesitli sitokin ve kemokinlerin
yukaridaki Dbelirtilen ortak ozellikleri bulunmasina karsin, meme kanserinin
baslangici ve progresyonunda farkli rolleri bulunmaktadir (Esquivel-Velazquez ve
ark., 2015).

2.4.1. interlokin-6

IL-6, 4 alfa heliks yapida bir glikoproteindir. IL-6, IL-6R’niin 80 kDa’luk alt
tinitesine baglanarak bir polipeptid zincir sinyal transdiiktorii olan Gpl30 ile
heterodimerize olur. Bu reseptér kompleksinin olusumu, Gpl30 proteinin
sitoplazmik kisminin fosforile edilmesini saglayan JAK’in aktivasyonu ve
fosforilasyonuna neden olur (Hibi ve ark., 1990; Kishimoto ve ark., 1995). Gp130
proteinin sitoplazmik kisminin fosforilasyonu ise gen transkripsiyonunu diizenleyen
MAPK, PI3-kinaz, STAT1 ve STAT3 gibi hiicre i¢i yolaklarin aktivasyonu ile

sonuglanir (Heinrich ve ark., 1998).

IL-6’nin meme karsinomunda hem antitimdral hem de protiiméral etkileri oldugu

bildirilmistir (Knupfer ve ark., 2007). Meme kanseri hastalarinda yapilan
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calismalarin ¢ogunda serum IL-6 diizeylerinin negatif prognoz belirtisi oldugu
bildirilmesine karsin (Kozlowski ve ark., 2003; Yokoe ve ark., 2000; Jiang ve ark.,
2000; Bozcuk ve ark., 2004; Zhang ve ark., 1999), erken donemdeki invazif meme
kanseri hastalarinda yakin zamanda yapilan bir ¢alismada IL-6 ve IL-10’nun iyi
prognoz belirtegleri olduklar1 gosterilmistir (Ahmad ve ark., 2017). IL-6 ve IL-
6R’deki DNA, RNA ve protein diizeylerindeki degisimlerin kanser prognozu ile, IL-
6’daki polimorfizmlerin ise meme kanseri riski ile iliskili oldugu da gosterilmistir

(Yao ve ark., 2016).

Meme kanseri hiicre dizilerinde yapilan in vitro ¢aligmalarda da IL-6 ile ilgili farkli
sonuclar bulunmaktadir. Doksorubisine maruz birakilarak ¢oklu ila¢ direnci
olusturulmus MCF7/ADRR meme kanseri hiicrelerinin siipernatantlarinda, parenteral
duyarli MCF7 hiicre dizilerine gore daha yiliksek IL-6 seviyeleri tespit edilmistir
(Conze ve ark., 2001). Yukaridaki ¢alismanin bulgularinin tersine Chiu ve ark.,
MCF7 ve ZR-75-1 ER (+) insan meme kanseri hiicre dizilerinde 6 giin boyunca 5
ng/ml IL-6 tedavisinin bir apoptozis belirtisi olan DNA fragmantasyonunu
indiikledigini gostermislerdir (Chiu ve ark., 1996). IL-6’nin apoptozisi indiikleyici
etkilerine karsin meme kanseri hiicrelerinde motiliteyi arttirarak metastazi
kolaylastirdigi da bildirilmistir (Arihiro ve ark., 2000; Verhasselt ve ark., 1992).
Asgeirsson ve ark., IL-6’nin meme kanseri hiicre dizilerinde hiicre adhezyonunu ve
E-kaderin ekspresyonunu azalttigini gostermislerdir (Asgeirsson ve ark., 1998).
Yukaridaki ¢aligmalarin  bulgular1 dogrultusunda IL-6’nin etkilerinin  timor
hiicresinin hiicre siklusunun hangi evrede bulunduguna gore degistigi sdylenebilir

(Knupfer ve ark., 2007).

Meme kanseri hiicre dizilerinde ER’niin IL-6 ekspresyonunu azalttig1 ve dolayisiyla
ER (-) timor hiicrelerinde invazyon ve metastaz kapasitesinin artabilecegi
bildirilmistir (Bhat-Nakshatri ve ark., 2004). Fibroblastlardan saliverilen IL-6’nin,
ER ekspresyonunu azalttig1 ve luminal meme kanseri hiicrelerinde tamoksifene olan
direnci arttirdig1 gosterilmistir (Sun ve ark., 2014). Ek olarak, fibroblastlardan ya da
MKH’den saliverilen IL-6, STAT3 sinyalizasyonuna bagli mekanizmalar yoluyla
meme kanseri hiicrelerinde biiylimeyi, invazyonu ve migrasyonu arttidigi da
gosterilmistir. UNMK ’de diger meme kanseri alt tiplerine gére IL-6"nin daha yiiksek
diizeylerinin eksprese edildigi gosterilmistir. IL-6 geninin ekspresyonunun

azaltilmasimin deney hayvanlarinda tiimor gelisimini ve biiylimesini inhibe ettigi
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bildirilmisgtir (Hartman ve ark., 2013). Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda, IL-
6R/JAK kompleksinin, RET/FAK kompleksi ile etkileserek ER (+) meme kanseri
hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu modiile ettigi gosterilmistir (Brocke-Heidrich

ve ark., 2004).

Yukarida 6zetlenen literatiir bilgileri IL-6’nin meme kanserinin alt tiplerine, hastanin
hangi evrede olduguna, tiimoriin ilaca duyarli olup olmamasina bagli olarak hem
protiméral hem de antitimoral etkileri olabilecegini, ancak metastazlari

kolaylastirabilecegini gostermektedir.

2.4.2. interlokin-10

IL-10, karsinomlarda iki yonlii etkilere sahip bir bagka sitokindir, hem antitiiméoral
hem de protiimoral aktivite gosterdigi bildirilmistir (Hamidullah ve ark., 2012).
Sitokin sentez inhibitori faktori olarak da bilinen IL-10, IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8,
IL-12, IL-18, GM-CSF, MIP-1a, LIF gibi bir¢ok sitokini inhibe ettigi gibi kendi

saliverilimini de inhibe eder (Moore ve ark., 1993).

IL-10 meme kanserinin baslangici ve progresyonunda karmasik bir role sahiptir. IL-
10’nun dogal &ldiiriicii hiicrelerinin ya da CDS8" veya CD4" T hiicrelerinin
aktivitesini arttirarak antitiimoral etkiler olusturdugu gosterilmistir (Kundu ve ark.,
1996; Mocellin ve ark., 2005). Yukaridaki bulgulara zit olarak, IL-10’nun kansere
karsi olusan immiin yaniti baskiladigi ile ilgili yayinlar da literatiirde mevcuttur
(Pinzon-Charry ve ark., 2005; Venetsanakos ve ark., 1997). IL-10’nun tiimoral
immiin yaniti baskilama mekanizmalar1 arasinda, dogustan ve edinilmis tiimoral
immiin yanitlar arasindaki etkilesimin inhibisyonu ve tiimor hiicrelerinden saliverilen
faktorlerle dendritik hiicre fonksiyonlarmin inhibe edilmesi yer almaktadir (Pinzon-
Charry ve ark., 2005). Yani IL-10, immiinsiipresyonu indiikleyerek ve tiimor
hiicrelerinin immiinsiirveyanstan kagisina yardim ederek protiimoral etkiler de
gosterebilmektedir.  Diger modiile edici faktorlerin ortamdaki varligima ve
konsantrasyonuna bagli olarak IL-10, meme kanserinde hem inhibitor hem de

proliferatif etkiler olusturabilmektedir (Hamidullah ve ark., 2012).

2.4.3. Interlokin-17A
IL-17, T helper 17, gama delta T hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicrelerinden saliverilen
proinflamatuar bir sitokindir (Welte ve ark., 2015). Yakin zamanda yapilan

calismalar, IL17 nin kanserde progresyonu arttirdigini géstermistir. IL17A’nin timor
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hiicrelerinde sagkalimi, invazifligi arttirdigi, myeloid tiirevi silipresdr hiicrelerle
etkileserek antitiimoér immiin yaniti baskiladigi ve IL17A’nin bu etkilerine CD8" T
hiicre aktivitesinin baskilanmas;, CD8" T hiicre aktivitesini baskilayan myeloid
tiirevi siipresor hiicrelerin arttirtlmasi, timor hiicrelerinde CXCL5 ekspresyonunun
arttirilmasinin da aracilik ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Ma ve ark., 2015;
Zhu ve ark., 2008; Welte ve ark., 2015). IL17A’nin inhibe edilmesinin ise tiimore
infiltre olmus lenfositlerle olusan sitotoksisiteyi arttirarak kolon ve akciger kanseri
fare modellerinde tiimor siipresyonuna aracilik ettigi gosterilmistir (Reppert ve ark.,
2011; Hayata ve ark., 2013). Yukaridaki bulgularla uyumlu olarak 4T1 fare meme
kanseri modelinde tiimorle indiiklenen TGF-8 CD8" T hiicrelerinde IL-17
saltverilimini arttirdigi, 4T1 fare metastatik meme kanseri hiicre dizilerinde IL-17
uygulamasinin apoptozisi azalttifi, 4T1 hiicreleri ile olusturulan fare metastatik
meme kanseri modelinde IL-17R geni silindiginde apoptozisin arttigi ve in vivo
olarak tiimoér biiylimesinin azaldigi bildirilmistir (Nam ve ark., 2008). Literatiirde
IL17A’nin meme kanserinde zayif prognoz ile iligkili oldugu ve tiimor hiicrelerinde
IL17 reseptor ekspresyonunun arttigini bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir (Welte
ve ark., 2015). ER (-) meme kanseri hastalarindan alinan timor dokularinda yapilan
bir ¢alismada ise IL17A ve diger bazi sitokin diizeylerinin yiiksek oldugu
gosterilmistir (Chavey ve ark., 2007). Fare meme kanseri modelinde yapilan bir
bagka calismada IL17 tedavisi tiimor biiylimesini ve anjiyogenezi arttirmistir (Du ve
ark., 2012). Literatiirde yer alan ¢alismalara bakildiginda, bu tez projesinde
calistigimiz sitokinler icerisinde IL-17A diizeylerinin hem primer tiimor progresyonu

ve hem de metastazlar ile pozitif korelasyon gosterebilecegi sdylenebilir.

2.4.4. interferon-gama

IFN’ler sitokin sinifi i¢inde yer alan homodimerik solubl proteinlerdir ve konake1
hiicrelere viral replikasyon ile interfere olma yeteneklerinden dolayr bu isim
verilmistir (Isaacs ve ark., 1957). IFN’ler interferon-alfa ve interferon beta’dan
olusan Tip I IFN’ler, Tip II interferon IFN-gama ve en son kesfedilen Tip 111 IFN,
IFN-deltadan olusur (Yao ve ark., 2016). Tip Il IFN (IFN-gama) ise IFN-gama
reseptoriine baglandiktan sonra JAK1/2 proteinlerinin, JAK1/2 proteinleri de STAT1
proteinlerinin aktivasyonuna yol agar. Aktive olan STAT1 proteinleri ise dimerize
olarak niikleusta IFN-gamanin transkripsiyonel etkilerini olusturur (Wang ve ark.,
1998).



Literatiirde IFN-gamanin kanser hiicrelerinde sitotoksik etkilere sahip oldugunu
bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Yao ve ark.,, 2016). IFN-gama
uygulamasinin, multipl over kanser hiicre dizilerinde hiicre oliimiinii indiikledigi
(Wall ve ark., 2003), over kanseri hiicrelerinde yapilan bir baska ¢alismada da IFN-
gamanin kaspaz bagimli apoptozisi ve hiicre siklusu arrestini indiikledigi
bildirilmistir (Barton ve ark., 2005). IFN-gamanin direkt etkileri disinda sitotoksik T
hiicreleri aracilig ile olusturdugu indirekt etkileri de bulunmaktadir (Yao ve ark.,
2016). Ekzojen uygulanan IFN-gamanmn, MHC I/II proteinlerini arttirarak kanser
hiicre dizilerini sitotoksik T lenfositleri ile olusturulan lizise daha duyarli hale
getirildigi Propper ve ark. tarafindan gosterilmistir (Propper ve ark., 2003). Bu
caligmalar kanser hiicrelerinde tip II IFN sinyalizasyonunun hem immiin hiicreler
aracili hem de immiin hiicrelerden bagimsiz mekanizmalarla sagkalimi inhibe ettigini

gostermektedir (Yao ve ark., 2016).

IFN-gama aktivitesi ve ekspresyonundaki azalmalarin tiimér biiylimesini arttirdigi da
bildirilmigtir. MCA ve B16 hiicreleri ile olusturulmus in vivo malign melanom
modellerinde, IFN-gama geni silinmis ya da timor gelisimi sirasinda 6nemli bir IFN-
gama kaynagi olan gama delta T hiicrelerinden yoksun farelerde yabanil farelerden
daha fazla tiimor gelistirdigi gosterilmistir (Gao ve ark., 2003). Insandaki birgok
karsinomada, azalan IFN-gama ve IFN-gama reseptorii RNA ve protein ekspresyon
diizeyleri rekiirrens ve tiimorde malignansinin artmasiyla iliskili bulunmustur (Yao
ve ark., 2016). IFN-gamanin, tiimor hiicreleri tizerinde direkt etkileri ile ya da IL-
12’nin tiimor baskilayici etkileri araciligiyla primer timor {izerinde inhibitor etki

gosterdigi de in vivo hayvan calismalari ile gosterilmistir (Nastala ve ark., 1994).

Metastatik odaklarin yerlesmesi sirasinda da IFN-gama sinyalizasyonunun disregiile
olmasi olduk¢a onemli bir role sahiptir. IFN-gama ya da IFN-gama reseptor geni
silinmis in vivo kanser modellerinde, timor gelisiminin yaninda metastazlarinda
artmis oldugu gosterilmistir (Kaplan ve ark., 1998). Akciger metastazi olusturulmus
fare modelinde yapilan bir baska ¢alismada IFN-gama ve IFN-gama tarafindan
indiiklenen transkripsiyon faktorii IRF-1’in, dogal oldiiriicii hiicreler aracili
metastatik hiicre yikiminda gerekli oldugu gosterilmistir (Ksienzyk ve ark., 2011).
Ayn1 g¢alismada IFN-gama uygulamasi metastatik akciger nodiillerinin sayisini
azaltmis ve bu etki dogal oldiiriicti hiicre popiilasyonunun selektif olarak azaltildigi

veya IRF-1 geninin silindigi farelerde ortadan kalkmistir (Ksienzyk ve ark., 2011).
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Yukaridaki bulgularla ters olarak, IFN-gamanin TM’de tiimor hiicrelerinin
eradikasyonunu azalttigi (Mojic ve ark., 2017), self-tolerans1 ve immiin evazyonu
arttirdigr da bildirilmistir (Lin ve ark., 2017; Nirschl ve ark., 2017; Mo ve ark.,
2018). IFN-gamanin kanser tizerindeki etkileri ile ilgili ¢alismalar, sadece tiimoriin
baglamasi ve progresyonunda degil ayni zamanda tiimor immiinojenisitesinin
olusturulmasinda ve tiimor hiicrelerinin immiinoevazif 6zellikler kazanmasinda da
etkileri oldugunu gostermektedir (Dighe ve ark., 1994; Kaplan ve ark., 1998). I1L-6
ve IL-10 ile benzer sekilde IFN-gama da karsinomlarda ve metastazlar {izerinde iki

yonlii etkiler gostermektedir.

2.5. Pegile Lipozomal Doksorubisin

Antikanser (terapotik) etkilerini DNA sentez inhibisyonu yoluyla olusturdugu kabul
edilen antrasiklin grubu ilaglar arasinda yer alan DOXO (adriamisin), sag kalim
oranlarindaki {stiinliigii nedeniyle meme kanseri tedavisinde uygulanan kemoterapi
protokollerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Aydinlik ve ark., 2017). Son yillarda
yapilan c¢alismalar doksorubisinin de i¢inde bulundugu bazi kemoterapotiklerin
antikanser etkilerinin sadece sitotoksik etkilerinden kaynaklanmadigini géstermistir
(Wu ve ark., 2018). Sitotoksik ilaglardan bazilarmin indiikledigi tiimor hiicre
Olimiiniin immiin sistem hiicrelerini indiikleyerek sitokin/kemokin saliverilimini
degistirebilecegi ve immiin sistem {iizerindeki bu etkilerinin terapdtik etkilerine
katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Apetoh ve ark., 2008). DOXO, tiimér hiicreleri
tizerinde immiinojenik apopitozis olusturmakta yani tiimor hiicrelerinde sitotoksik
etki olusturmasina ek olarak immiin hiicrelerdeki antitiméral yanitt da
indiiklemektedir (Casares ve ark., 2005). In vivo tiimér modellerinde DOXO’nun
timor asilart ile birlikte uygulandiginda tiimor asilarinin etkinligini arttirmasi
(Machiels ve ark., 2001; Eralp ve ark., 2004), immiinstimiilator sitokinlerle birlikte
uygulandiginda sinerjistik etki olusturmasi (Ehrke ve ark., 2000; Ewens ve ark.,
2006), DOXO’nun immiinojenik ilaglarla kombinasyonunun terapétik etkide artma
olusturabilecegini Onermistir. Ancak kiimiilatif doz-bagimli kardiyotoksisite ve
hematotoksik yan etkiler DOXO’nun kullanimini sinirlamaktadir (O'Brien ve ark.,
2004).

DOXO’nun terapotik indeksini arttirmak i¢in gelistirilmis nanopartikiil formiilasyonu
PLD, metastatik meme kanseri, ileri evre over kanseri, ileri evre multipl myelom ve

AIDS ile iliskili Kaposi sarkom hastalarinda kullanilmaktadir (Duggan ve ark.,
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2011). Nanopartikiillerin immiin sistem tizerindeki etkileri ile ilgili ¢eliskili sonuglar
bulunmaktadir. Baz1 ¢aligsmalar nanopartikiillerin immiinsupresif etki olusturdugunu
bildirirken, digerleri immiinstimiilator etki olusturdugunu gostermektedir (Prabhakar
ve ark., 2013; Dobrovolskaia ve ark., 2007). DOXO ve PLD’nin sistemik ve timor
dokusundaki biyoyararlaniminin in vivo meme kanser modellerinde (C3-Tag,
T11/TP53Null) karsilastirildig: bir calismada iki ilacin plazma egri altinda kalan alan
degerleri benzer olmasina karsin, PLD’nin tiimdr dokusuna DOXO’ya kiyasla 2 kat
daha fazla gectigi gosterilmistir (Song ve ark., 2018). Ayni1 ¢alismada farkli timor
mikrogevrelerine sahip in vivo C3-Tag, T11/TP53Null meme kanseri modellerinde
PLD’nin etkilerinin farkli oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla PLD’nin antitiimoral
etkisini belirleyen faktorlerden bir tanesi de tiimor mikrogevresidir. PLD
immiinfenotip olarak farkliliklar gosteren BRCA (-) ve yabanil-tip over kanseri
modellerinde in vivo uygulandiginda etkilerinin timor mikrogevresine gore degistigi
de gosterilmistir (Mantia-Smaldone ve ark., 2014). In vivo over kanseri fare
modelinde PLD ve IL18’in birlikte uygulandig1 bir ¢alismada sinerjistik antitiimdral
etki olustugu goriilmiistiir (Alagkiozidis ve ark., 2009). Preklinik ¢alismalardan elde
edilen olumlu sonuglar sonrasinda yapilan Faz 1 calismasinda PLD-IL18
kombinasyonunun giivenilirligi ve farmakokinetik profili belirlenmis, Faz 1I

caligmalar1 i¢in uygun bir ilag adayi olarak gosterilmistir (Simpkins ve ark., 2013).

2.6. Fluoksetin

SSGI etkinlik ve giivenilirliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle depresyon tedavisinde
en sik kullanilan antidepresan ila¢ grubudur. SSGI’lerin prototipi olan FLU 1988
yilindan beri depresyon ve anksiyete tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
antidepresandir (Slingsby 2002). Yakin dénemde yapilan calismalarda SSGi’lerin
antitlimoral etkiler olusturdugu gosterilmistir (Kannen ve ark., 2012; Gil-Ad ve ark.,
2008; Serafeim ve ark., 2003; Amit ve ark., 2009; Abdul ve ark., 1995). Ancak
SSGI’lerin meme kanseri iizerindeki etkileri konusunda yapilan ¢alismalardan elde
edilen sonuglar celiskilidir. FLU mikromolar dozlarinda insan meme kanseri hiicre
dizilerinde proliferasyonu inhibe ederken (Zhang ve ark., 2013; Volpe ve ark., 2003),
dimetilbenzantrasen ile indiiklenen in vivo sican meme kanseri modelinde timor
sikligimi arttirmistir (Brandes ve ark., 1992). Epidemiyolojik calismalarda ise
antidepresan kullanimmin meme kanseri riskini arttirmadigi gosterilmistir (Coogan

ve ark., 2005; Wernli ve ark., 2009). Yakin zamanda yapilan bir bagka ¢alismada in
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vivo uygulanan FLU tiimér mikrogevresinde sitokin/kemokin saliverilimini
degistirmistir (Ghosh ve ark., 2015). FLU in vitro ve in vivo uygulanmasi ile elde
edilen sonuglardaki ¢eliskiler, ilacin hem hiicre proliferasyonu hem de

sitokin/kemokin saliverilimi lizerinde etkileri olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

2.7. Pegile Lipozomal Doksorubisin ve Fluoksetinin Birlikte Kullanimi

Depresyon prevalansinin %10-25 arasinda oldugu tahmin edilen meme kanseri tanisi
almig kadinlar arasinda da antidepresan ilag¢ kullanimi yaygindir (Fann ve ark., 2008;
Suppli ve ark., 2011). Bu durum depresyon tedavisinde en sik kullanilan
antidepresan ilag grubu SSGI’lerin kemoterapétiklerle es zamanli kullanilma
olasiligini arttirmaktadir. DOXO ve FLU’yu birlikte iceren lipozomal formiilasyonun
insan meme kanseri hiicre dizilerinde (Ong ve ark., 2011), DOXO ve FLU’nm in
vivo olarak uygulamasinin ise kolon kanseri fare modellerinde (C-26, HCT-15)
(Argov ve ark., 2009; Peer ve ark., 2004) sinerjistik etki olusturabilecegi
gosterilmistir.  Ancak literatiirde metastatik meme kanserinde PLD-FLU
kombinasyonunun in vivo uygulanmasinin primer tiimér ve metastaz iizerindeki

etkileri ile ilgili caligmalara rastlanmamustir.

SSGI’lerin prototipi olan FLU nun meme kanseri iizerindeki etkileri ile ilgili in vitro
ve in vivo calismalardan elde edilen sonuglar celigkilidir. Metastatik meme
kanserinde ilk secenek kemoterapotiklerden kabul edilen DOXO, tiimor hiicreleri
tizerinde sitotoksisite olugturmasinin yaninda immiinojenik apoptozis de olusturdugu
igin ilacin etkinligi agisindan tiimor mikrogevresi 6nemlidir. PLD etki ve yan etki
profillerindeki istiinliilk nedeniyle metastatik meme kanserinde doksorubisine gore
daha sik kullanilmaktadir. DOXO’nun etkinligini arttrmak ve yan etkilerini
azaltmak amaciyla gelistirilmis PLD’nin tiimor mikrogevresi iizerinde etkilesimi

ortamda FLU bulundugunda farklilagabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Fluoksetin hidroklorid (Sigma Aldrich, F132)
2. Pegile Lipozomal Doksorubisin (CAELYX"® 2 mg/ml konsantre infiizyon
¢ozeltisi)
3. RPMI 1640 besiyeri (Thermo Scientific, 11875093)
4. L-glutamin 200 mM (Thermo Scientific, 25030)
5. 2-merkaptoetanol (Sigma Aldrich, M6250)
6. Fotal sigir serumu (Thermo Scientific, 10270106)
7. Gentamisin (Genta® 80 mg, 2 ml ampiil)
8. Lipopolisakkarid (Sigma Aldrich, 62325)
9. Konkanavalin-A (Sigma Aldrich, C5275)
10. Sodyum klortir (Sigma Aldrich, S9888)
11. Potasyum kloriir (Sigma Aldrich, P3911)
12. Sodyum fosfat monobazik (Sigma Aldrich S9638)
13. Potasyum dihidrojen fosfat (Sigma Aldrich, P5655)
14. Fare IL-6 ELISA Kkiti (Biolegend, 431303)
15. Fare IL-10 ELISA kiti (Biolegend, 431403)
16. Fare IL-17A ELISA Kkiti (Biolegend, 432503)
17. Fare IFN gama ELISA kiti (Biolegend, 430803)

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

1. Hiicre kiiltiir pleyti (Falcon)

. Santrifiyj tiipleri (15 ml ve 50 ml) (BD)
. Hiicre dondurma tiipleri (TRP)

. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)
. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)

. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)

. Steril serolojik pipet (BD)

o N o o1 B~ wWw DN

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

10. Enjektor (1 ml, 5 ml, 10 ml)
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11. Thoma lam (Marienfeld- C964730)
12. Eppendorf tiip (LP)

3.3. Kullanilan Cihazlar
1. Santrifiij (Eppendorf)
. Mikro santrifiij (Eppendorf)
. Class Il LaminAir( Esco)
. Istk mikroskobu (Olympos)

2
3
4
5. CO2 inkiibatdrii ( %5 CO2) (Termo)
6. S1v1 azot tanki

7. Buzdolab1 (+4) (Beko)

8. Laboratuar tipi derin dondurucu(-86) (Termo)
9

. Vortex (Velp)
10. Su banyosu (Memmert)
11. Otoklav (Niive)
12. Derin dondurucu (-20) (Beko)

3.4. In Vivo Deneyler

3.4.1. Deney Hayvanlari

Calismada 6-8 haftalik, 20-30 gram agirliginda disi balb-c farelerde 4TLM hiicreleri
ile olusturulan metastatik meme kanseri fare modeli olusturuldu. 4TLM hiicreleri Dr.
Erin'in daha onceki c¢alismalarinda 4T1 primer tiimorleri ile olusturulan in vivo
metastatik meme kanseri olusturulmus farelerin karaciger metastazlarindan segilerek
dizi haline getirilen hiicrelerdir (Erin ve ark., 2009). 4T1 hiicreleri ise balb/c
farelerde spontan olarak gelismis metastatik meme kanserlerinden Lelekakis M. ve
ark. tarafindan izole edilen ve sik kullanilmakta olan hiicrelerdir (Lelekakis ve ark.,
1999).

3.4.2. Deney Protokolii

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde yapilan deney boyunca
hayvanlar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiisiinde 20-22°C 1sida tutulmus,
standart yem ve ¢esme suyu verildi. Deney gruplarina 4 hafta boyunca i.p. olarak

asagida belirtilen tedavi protokolii uygulandi:
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Grup |l Serum fizyolojik, 0.1 ml/giin (n=7)

Grup Il : FLU, 0.4 mg/kg/giin, 0.1 ml (n=9)
Grup 1 : PLD, 1. hafta 10 mg/kg, 2. hafta 5 mg/kg, 3. hafta 2.5 mg/kg, 0.2 mi
(n=9)

Grup IV : FLU, 0.4 mg/kg/giin, 0.1 ml ve PLD, 1. hafta 10 mg/kg, 2. hafta 5
mg/kg, 3. hafta 2.5 mg/kg, 0.2 ml (n=9)

Tedavi siiresi boyunca primer tiimor takibi yapildi. 4 hafta boyunca deney protokolii
uygulandiktan sonra ketamin-ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edilen hayvanlarin
akciger dokular1 Bouin soliisyonunda fikse edildi, lenf nodu ve dalak dokulart ise

steril olarak 1X FTTC igerisinde kiiltiire edilmek {izere alind1.

Calisma icin Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin
almmis (AKHADYEK, 2015.05.09) ve calisma Akdeniz Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 09.12.2015 tarih ve TYL-2016-1261 proje

numarasi ile desteklenmistir.

3.4.3. Primer Tiimériin Takibi ve Akciger Metastazlarin Belirlenmesi

Primer tiimor takibi haftada 1 kez Vernier kaliperi kullanilarak yapilmistir. Sag
meme dokusunda bulunan primer tiimdriin eni (mm) ve boyu (mm) kaliper
kullanilarak Olgiildiikten sonra tiimoriin hacmi V = L x W/2 X W/2 (V= timoér
hacmi, L= tiimdriin boyu, W= tiimériin genisligi) formiilii kullanilarak mm® olarak
hesaplanmistir. Bouin’s fiksatifinde bekletilen akciger dokularinda makroskopik

olarak metastaz sayisi gozle sayilarak belirlenmistir.

3.5. Karma L okosit Kiiltiirii

Hayvanlar sakrifiye edildikten hemen sonra steril olarak 1x FTTC igerisine alinan
dalak ve lenf nodlarindan, laminar kabinde 40um’lik steril siizge¢ kullanilarak 3 kez
IX FTTC ile yikanan hiicre siispansiyonlart %10 FSS iceren RPMI besiyeri icerisinde
her kuyucukta 3-4 milyon hiicre olacak sekilde 48 kuyucuklu plaklara ekildikten
hemen sonra 3 pg/ml LPS, 5 pg/ml ConA ve 10 gray RT uygulanmis 4TLM
hiicreleri ile (4TLMR) indiiklendi. Hiicrelerin iizerindeki siipernatantlar uyarimdan
40 saat sonra toplanarak IL-6, IL-10, IL17A ve IFN-gama i¢in ELISA yontemi
calisilana kadar -80°C’de saklandi.
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3.6. ELISA Yontemi ile Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

3.6.1. IL-6 Diizeyinin Belirlenmesi:

Soliisyonlar:

1. Kaplama soliisyonu . FTTC

2. Yikama soliisyonu : Tween 20’nin %0,05 oraninda FTTC i¢inde
hazirlanmasi ile elde edildi.

3. Deney soliisyonu : SSA’nn %1 oraninda FTTC icinde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

4. Bloklama soliisyonu : SSA’nin %1 oraninda FTTC ic¢inde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

5. Durdurma Soliisyonu 12 N H,SO,

Standartlarin ve Antikorlarin Hazirlanmasi:

1.

Yakalayan antikor : Kaplayic1 tampon ¢ozelti (FTTC) iginde 1/500
oraninda hazirlandu.

Belirleyen antikor : Deney soliisyonu iginde 1/250 oraninda
hazirlandi

Enzim :Avidin-BTP’nin deney soliisyonunun iginde

1/40 oraninda hazirlanmasi ile elde edildi.

Substrat : H,O, ve TMB’nin 1:1 oraninda hazirlanmasi
ile elde edildi.
Standartlar . Stok standart 1 ml bidistile H,O ile

sulandirildi. Deney sirasinda kullanilan 1. standart (1000 pg/ml), 2.5 ul stok
standartin 300 pl deney diliienti igerisinde ¢oziilmesi ile hazirlandi. Diger
standartlar, 150 ul deney diliienti kullanilarak azalan konsantrasyonlarda

hazirlandi.

Deney Protokolii:

1.

2.

96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucugu 100 ul olacak sekilde yakalayan
antikor kaplandiktan sonra pleytin {izeri aliminyum folyo ile kapatilarak gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi.

3 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildiktan sonra her bir kuyucuga 300ul
bloklama soliisyonu dagitildi.
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1 saat oda 1s1sinda bloklama soliisyonu ile inkiibe edilen 96 kuyucuklu pleyt 3
kez yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100ul olacak
sekilde standart ve drnekler yiiklendi.

2 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul belirleyen antikor dagitildi.

2 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul avidin-BTP dagitildu.

20 dk oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 pl substrat dagitildi.

Karanlikta oda 1sisinda bekletilen pleytte renk degisimine gore yaklasik 20 dk
sonra reaksiyonu durdurmak igin her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu
eklendi.

450-570 nm dalga boyunda okuma yapildiktan sonra elde edilen
spektrofotometrik degerler KC junior programi kullanilarak pg/ml olarak

hesaplanda.

3.6.2. IL-10 Diizeyinin Belirlenmesi:

Soliisyonlar:

1. Kaplama soliisyonu : FTTC

2. Yikama soliisyonu : Tween 20°nin %0,05 oraninda FTTC i¢inde
hazirlanmasi ile elde edildi.

3. Deney soliisyonu : SSA’nn %1 oraninda FTTC i¢inde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

4. Bloklama soliisyonu : SSA’nn %l oraninda FTTC i¢inde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

5. Durdurma Soliisyonu : 2 N HySOq4

Standartlarin ve Antikorlarin Hazirlanmasi:

1.

Yakalayan antikor : Kaplayici tampon ¢ozelti (FTTC) iginde 1/250
oraninda hazirlandi.

Belirleyen antikor : Deney soliisyonu icinde 1/120 oraninda
hazirlandi

Enzim :Avidin-BTP’nin deney soliisyonunun iginde

1/40 oraninda hazirlanmasi ile elde edildi.
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4.

Substrat : H,O, ve TMB’nin 1:1 oraninda hazirlanmasi
ile elde edildi.

Standartlar . Stok standart 500 pl deney soliisyonu ile
sulandirildi. Deney sirasinda kullanilan 1. standart (4000 pg/ml), 14 ul stok
standartin 286 pl deney dillienti igerisinde ¢Oziilmesi ile hazirlandi. Diger
standartlar, 150 ul deney diltienti kullanilarak azalan konsantrasyonlarda

hazirlandi.

Deney Protokolii:

1.

96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucugu 100 pl olacak sekilde yakalayan
antikor kaplandiktan sonra pleytin iizeri aliminyum folyo ile kapatilarak gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi.

3 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildiktan sonra her bir kuyucuga 300ul
bloklama soliisyonu dagitildi.

1 saat oda 1sisinda bloklama soliisyonu ile inkiibe edilen 96 kuyucuklu pleyt 3
kez yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100ul olacak
sekilde standart ve 6rnekler yiiklendi.

2 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul belirleyen antikor dagitildi.

2 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 3 kez yikama solisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul avidin-BTP dagitild.

20 dk oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 pl substrat dagitildi.

Karanlikta oda 1s1sinda bekletilen pleytte renk degisimine gore yaklasik 20 dk
sonra reaksiyonu durdurmak igin her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu
eklendi.

450-570 nm dalga boyunda okuma yapildiktan sonra elde edilen
spektrofotometrik degerler KC junior programi kullanilarak pg/ml olarak
hesaplandi.

3.6.3. IL-17A Diizeyinin Belirlenmesi:

Soliisyonlar:

1.

Kaplama soliisyonu : Kit igerisinde yer alan 5X oranindaki kaplama
soliisyonunun (pH 9.5) bidistile H,O ile 1X seklinde hazirlanmasi ile elde
edildi.
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2. Yikama soliisyonu : Tween 20’nin %0,05 oraninda FTTC i¢inde
hazirlanmasi ile elde edildi.

3. Deney soliisyonu : SSA’nn %1 oraninda FTTC icinde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

4. Bloklama soliisyonu : SSA’nn %1 oraninda FTTC iginde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

5. Durdurma Soliisyonu 12 N H»,SO,

Standartlarin ve Antikorlarin Hazirlanmasi:

1. Yakalayan antikor : Kaplama soliisyonu i¢inde 1/250 oraninda
hazirlandi.

2. Belirleyen antikor : Deney soliisyonu ig¢inde 1/120 oraninda
hazirland1

3. Enzim :Avidin-BTP’nin deney soliisyonunun iginde

1/1000 oraninda hazirlanmasi ile elde edildi.

4. Substrat : Kit icerisinde yer alan TMB soliisyonu
kullanildi.
5. Standartlar . Stok standart 200 pl deney soliisyonu ile

sulandirildi. Deney sirasinda kullanilan 1. standart (1000 pg/ml), 9 ul stok
standartin 291 ul deney diliienti igerisinde ¢oziilmesi ile hazirlandi. Diger
standartlar, 150 ul deney dillienti kullanilarak azalan konsantrasyonlarda

hazirlandi.

Deney Protokolii:

1. 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucugu 100 pl olacak sekilde yakalayan
antikor kaplandiktan sonra pleytin iizeri aliminyum folyo ile kapatilarak gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi.

2. 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildiktan sonra her bir kuyucuga 300ul
bloklama soliisyonu dagitildi.

3. 1 saat oda 1sisinda bloklama soliisyonu ile inkiibe edilen 96 kuyucuklu pleyt 4
kez yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100ul olacak
sekilde standart ve drnekler yiiklendi.

4. 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 4 kez yikama soliisyonu ile

yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul belirleyen antikor dagitildi.
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1 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 4 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul avidin-BTP dagitildu.

30 dk oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 5 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 pl substrat dagitildi.

Karanlikta oda 1sisinda bekletilen pleytte renk degisimine gore yaklasik 30 dk
sonra reaksiyonu durdurmak igin her bir kuyucuga 100 ul durdurma
soliisyonu eklendi.

450-570 nm dalga boyunda okuma yapildiktan sonra elde edilen
spektrofotometrik degerler KC junior programi kullanilarak pg/ml olarak

hesaplandi.

3.6.4. IFN-gama Diizeyinin Belirlenmesi:

Soliisyonlar:

1. Kaplama soliisyonu : 8,4 gr. NaHCO3; ve 3,56 gr. Na;CO3z’lin 1 L
bidistile H,0’da, pH 9,5 olacak sekilde hazirlanmasi ile elde edildi.

2. Yikama soliisyonu : Tween 20’nin %0,05 oraninda FTTC i¢inde
hazirlanmasi ile elde edildi.

3. Deney soliisyonu : SSA’nn %1 oraninda FTTC iginde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

4. Bloklama soliisyonu : SSA’'nn %l oraninda FTTC i¢inde
sulandirilmasi ile hazirlandi.

5. Durdurma Soliisyonu : 2N H,SO4

Standartlarin ve Antikorlarin Hazirlanmasz:

1. Yakalayan antikor : Kaplayici tampon ¢ozelti (FTTC) iginde 1/250
oraninda hazirlandi.

2. Belirleyen antikor :Deney soliisyonu iginde 1/250 oraninda
hazirlandi

3. Enzim :Avidin-BTP’nin deney soliisyonunun iginde
1/1000 oraninda hazirlanmasi ile elde edildi.

4. Substrat : Kit icerisinde yer alan TMB soliisyonu
kullanildi.

5. Standartlar . Stok standart 200 pl deney soliisyonu ile

sulandirildi. Deney sirasinda kullanilan 1. standart (2000 pg/ml), 24 pl stok

standartin 286 ul deney diliienti igerisinde ¢oziilmesi ile hazirlandi. Diger
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standartlar, 150 ul deney dillienti kullanilarak azalan konsantrasyonlarda

hazirlandi.
Deney Protokolii:

1. 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucugu 100 pl olacak sekilde yakalayan
antikor kaplandiktan sonra pleytin {izeri aliminyum folyo ile kapatilarak gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi.

2. 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildiktan sonra her bir kuyucuga 300ul
bloklama soliisyonu dagitildu.

3. 1 saat oda 1sisinda bloklama soliisyonu ile inkiibe edilen 96 kuyucuklu pleyt 4
kez yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100ul olacak
sekilde standart ve 6rnekler yiiklendi.

4. 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 4 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul belirleyen antikor dagitildi.

5. 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 4 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 ul avidin-BTP dagitildu.

6. 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilen pleyt 5 kez yikama soliisyonu ile
yikandiktan sonra, her bir kuyucuga 100 pl substrat dagitildu.

7. Karanlikta oda 1sisinda bekletilen pleytte renk degisimine gére yaklasik 30 dk
sonra reaksiyonu durdurmak igin her bir kuyucuga 100 pl durdurma
soliisyonu eklendi.

8. 450-570 nm dalga boyunda okuma yapildiktan sonra elde edilen

spektrofotometrik degerler KC junior programi kullanilarak pg/ml olarak

hesaplandi.

3.7. istatistiksel analizler:

Tiim gruplart kargilagtirilmasinda tek yonlii varyans analizi ya da Kruskal Wallis

testi, posthoc analizlerde ise Tukey testi ya da Dunn testi kullanildi. Istatistiksel

analizler GraphPad Prism Windows 5.04 programinda yapildi, p degeri 0.05’den

kii¢iik olanlar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Primer Tiimor Bulgular

Kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD gruplarinin primer tiimor hacimleri 1., 2. ve 4.
haftalarda karsilastirilmistir. 1. haftada tiim gruplar arasinda primer tiimor hacimleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmistir (p=0.0008).
Posthoc analizler uygulandiginda ise kontrol ile FLU gruplar1 (p>0.05) ve PLD ile
FLU-PLD gruplar1 (p>0.05) arasinda fark olmadig1 ancak, kontrol grubunun primer
timor hacminin PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05) grubundan, FLU grubunun
primer timor hacminin ise PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05) gruplarindan daha
biiyiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 1A).
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Sekil 1A. 4TLM hiicreleri ile olusturulmus fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD
ve FLU-PLD tedavilerinin primer tiimor tizerindeki etkileri (1. Hafta)
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2. Haftada tiim gruplar arasinda primer tiimdr hacimleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (p<<0.0001). Posthoc analizler uygulandiginda
ise 1. Hafta bulgulari ile benzer sekilde kontrol ile FLU gruplar1 (p>0.05) ve PLD ile
FLU-PLD gruplar1 (p>0.05) arasinda fark olmadigi ancak, kontrol grubunun primer
timor hacminin PLD (p<0.0001) ile FLU-PLD (p<0.0001) grubundan, FLU
grubunun primer timoér hacminin ise PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05)
gruplarindan daha biiyiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 1B).
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Sekil 1B. 4TLM hiicreleri ile olusturulmus fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD ve
FLU-PLD tedavilerinin primer tiimor iizerindeki etkileri (2. Hafta)
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4. Haftada tiim gruplar arasinda primer tiimor hacimleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (p<<0.0001). Posthoc analizler uygulandiginda
ise 1. Hafta bulgulari ile benzer sekilde kontrol ile FLU gruplar1 (p>0.05) ve PLD ile
FLU-PLD gruplar1 (p>0.05) arasinda fark olmadig1 ancak, kontrol grubunun primer
timor hacminin PLD (p<0.0001) ile FLU-PLD (p<0.0001) grubundan, FLU
grubunun primer timoér hacminin ise PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05)
gruplarindan daha biiyiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 1C).

™ 800-
€
=
£ 600+
ST
L=
5 & 4004
E<
5 2004
E
[ .
o 0' T T
\k"o Q\/o

Sekil 1C. 4TLM hiicreleri ile olusturulmus fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD ve
FLU-PLD tedavilerinin primer tiimor {izerindeki etkileri (4. Hafta)
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4.2. Akciger Metastazi Bulgulari

Makroskopik akciger metastazlarimin sayist kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD
gruplari arasinda karsilastirildiginda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu goriilmiistiir (p=0.0005). Posthoc analizler uygulandiginda ise kontrol
ile FLU gruplar1 (p>0.05), FLU ile PLD gruplar1 (p>0.05) ve PLD ile FLU-PLD
gruplart (p>0.05) arasinda fark olmadigi, ancak kontrol grubunun akciger
metastazlarimin PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.01) grubundan, FLU grubunun
akciger metastazlarmin ise FLU-PLD (p<0.05) gruplarindan daha fazla oldugu
goriilmiistiir (Sekil 2).
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Sekil 2. 4TLM hiicreleri ile olusturulmus fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD ve

FLU-PLD tedavilerinin akciger metastazlari tizerindeki etkileri

26



4.3. Karma Lokosit Kiiltiirii Bulgular:

4.3.1. Interlokin-6 diizeyleri

Karma 16kosit kiiltlirii siipernatantlarinda indiiklenmis ve indiikklenmemis IL-6
diizeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD gruplarn arasinda karsilastirilmis ve
indiiklenmis grupta, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriilmiistiir (F= 3.569, p=0.0378). Posthoc analizler uygulandiginda, IL-6
diizeylerinin FLU-PLD grubunda DOXO grubundan daha diisiik oldugu (p<0.05)
goriilmiistiir. Indiiklenmemis grupta ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamistir (KW=2.757, p=0.4306) (Sekil 3).
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Sekil 3. 4TLM hiicreleri ile olusturulmusg fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve
karma 16kosit kiiltiirii stipernatantlarinda FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IL-6 diizeyleri

tizerindeki etkileri
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4.3.2. Interlokin-10 diizeyleri

Karma 16kosit kiiltiirii siipernatantlarinda indiiklenmis ve indiiklenmemis IL-10
diizeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD gruplar1 arasinda karsilastirilmis ve
indiiklenmis grupta, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriilmistir (KW=18.21, p=0.0004). Posthoc analizler uygulandiginda, IL-10
diizeylerinin FLU-PLD grubunda hem kontrol (p<0.0001) hem de FLU (p<0.05)
gruplarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Indiikklenmemis grupta ise gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (KW=2.757, p=0.4306)
(Sekil 4).
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Sekil 4. 4TLM hiicreleri ile olusturulmus fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve
karma 16kosit kiiltiiri siipernatantlarinda FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IL-10 diizeyleri

uizerindeki etkileri
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4.3.3. Interlokin-17A diizeyleri

Karma 16kosit kiiltiirii stipernatantlarinda indiiklenmis ve indiiklenmemis IL-17A
diizeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD gruplar1 arasinda karsilastirilmis ve
indiiklenmis grupta, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriilmistir (F=22.12, p<0.0001). Posthoc analizler uygulandiginda, IL-17A
diizeylerinin FLU-PLD grubunda kontrol (p<0.0001), FLU (p<0.0001) ve PLD
(p<0.0001) gruplarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. indiiklenmemis grupta ise
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (KW= 3.927,

p=0.2695) (Sekil 5).
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Sekil 5. 4TLM hiicreleri ile olusturulmus fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve
karma 16kosit kiiltiirii stipernatantlarinda FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IL-17A diizeyleri

uzerindeki etkileri
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4.3.4. Interferon-gama diizeyleri

Karma l6kosit kiiltiirii siipernatantlarinda indiiklenmis ve indiiklenmemis IFN-gama
diizeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD gruplar1 arasinda karsilastirilmis ve
indiiklenmis grupta, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriilmiistiir (F=35.32, p<0.0001). Posthoc analizler uygulandiginda, IFN-gama
diizeylerinin FLU-PLD grubunda kontrol (p<0.0001), FLU (p<0.0001) ve PLD
(p<0.0001) gruplarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. indiiklenmemis grupta ise
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (F=6.776,

p=0.0794) (Sekil 5).
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Sekil 6. 4TLM hiicreleri ile olusturulmus fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve
karma 16kosit kiltirii siipernatantlarinda FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IFN-gama

diizeyleri iizerindeki etkileri
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5. TARTISMA

Diinya genelinde kadinlarda meme kanserine bagli mortalite hiz1 erken tantya baglh
olarak azalsa da, UNMK kadimlarda kansere bagli oSliimlerin baslica nedenleri
arasinda yer almaktadir (Farre ve ark., 2018; Wang ve ark., 2018). Meme kanseri alt
tipleri igerisinde agresif ve metastatik niteliginden dolayr en disik sagkalim
UNMK’dedir (Song ve ark., 2018). UNMK’da konvansiyonel kemoterapdtik
uygulamalar ilag direnci ve niiks zamaninin kisalmasi nedeniyle tedavinin etkinligi
smirlidir (Mander ve ark., 2018). Prognozun zayif ve tedavi segeneklerinin sinirlig
oldugu UNMK ’da yeni tedavi segeneklerine ihtiya¢ duyuldugundan (Mander ve ark.,
2018), son zamanlarda yapilan ¢alismalar UNMK’da metastaz1 dnlemeye yonelik bir

baska deyisle anti-metastatik etkinligi arttiran tedavi segeneklerine odaklanmaktadir

(Zardavas ve ark., 2013).

MMK hastalarinda sag kalima etki eden uzak organ metastazlar1 en sik kemik,
karaciger, akciger ve beyin dokularinda goriilmektedir (Wu ve ark., 2017). UNMK
en sik kemik dokusuna, ikinci siklikta ise karaciger dokusuna metastaz yapmakla
birlikte, en agresif metastaz tiiriinii olusturan akcier metastazlari ise UNMK
hastalarinda mortalitenin en 6nemli nedenidir (Wu ve ark., 2017). Bu nedenle bu tez
caligmasinda farede spontan olarak gelismis metastatik meme kanseri hiicre
dizilerinin (4T1) karaciger metastazlarindan elde edilmis hiicre dizileri (4TLM) ile
olusturulmus in vivo meme kanseri modelinde hem primer timor hem de akciger

metastazlar lizerindeki etkiler sitokin diizeyleri ile birlikte ¢alisilmistir.

Kemoterapdtiklerin pegile edilmis formiilasyonlarinin farmakokinetik 6zellikleri
farkliliklar gosterdiginden toksisite agisindan tercih edilmekle birlikte, UNMK’da
primer timor ve 6zellikle de metastazlar {izerindeki etkileri arastirilmaktadir (Su ve
ark., 2017). Pegile formiilasyonlarin da i¢inde bulundugu nanoilaglarin timérdeki
vaskiiler yapinin gecirgenliginde artma ve lenfatik drenajin bozulmasi nedeniyle
tiimor dokusunda birikmeleri, terapotik indeksin arttirilarak toksik etkilerin
azaltilmasini saglamaktadir (Su ve ark., 2017). Bununla birlikte DOXO’nun timér
hiicrelerinde sitotoksisite olustururken immiinojenik apoptozise de neden olmasi,
PLD’nin tiim6r mikrogevresi iizerindeki etkilerinin ve metastaz lizerindeki etkilerinin

arastirilmasi gerektigini vurgulamaktadir.
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Depresyon tanisi almis meme kanserli kadinlar arasinda antidepresan ilag
kullaniminin daha fazla oldugu bildirildiginden (Fann ve ark., 2008; Suppli ve ark.,
2011), SSGI’lerin kemoterapétiklerle es zamanli kullamldiginda sag kalimi nasil
etkileyecegi oOnem tasimaktadir. Bu baglamda yan etki profilindeki {stiinlik
nedeniyle DOXO’ya gore daha fazla tercih edilmeye baslanan PLD’nin ortamda
FLU bulundugunda tiimoér mikrogevresi tizerindeki etkilerinin arastirilmasinin
gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir. Bu tez calismasinda, 4TLM hiicreleri ile
olusturulmus fare UNMK modelinde PLD ve FLU’nun primer tiimor ve akciger
metastazlart lizerindeki etkileri arastirilirken, aksiller lenf nodu ve dalak
hiicrelerinden elde edilen karma 16kosit kiiltiiriinde IL-6, IL-10, IL-17A ve IFN-

gama diizeyleri de ¢aligilmistir.

Literatiirde, in vivo UNMK modellerinde DOXO ve FLU’nun birlikte kullanimi ile
ilgili yayinlara rastlanmamakla birlikte in vitro olarak insan meme kanseri hiicre
dizilerinde (MCF-7, MCF-7f) DOXO ve FLU’yu birlikte iceren lipozomal
formiilasyonun sinerjistik etki olusturabilecegi bildirilmistir (Ong ve ark., 2011).
Insan kolon kanseri hiicre dizileri ile farede olusturulan tedaviye direncli ksenograft
modelde DOXO (kiimiilatif 6 mg/kg) ve FLU (1 mg/kg) ayr1 ayr1 uygulandiginda da
sinerjistik etkiler izlenmis, primer tiimér hacminin DOXO’nun tek uygulamasina
gore DOXO-FLU uygulamasinda daha fazla azaldigi gosterilmistir (Argov ve ark.,
2009). Zayif immiinojenik Ozellige sahip oldugu bilinen meme kanserinde
immiinojenik apoptozis olusturan DOXO ile tedavi avantaj saglarken, immiin kagisa
neden olabilen PLD ile tedaviye antiinflamatuar etkileri oldugu bilinen FLU
tedavisinin eklenmesinin uzak metastazlar1 arttirmast beklenebilir. Ancak bu tez
caligmasinda primer timor ve akciger metastazlari agisindan 4 hafta boyunca 0.4
mg/kg/glin uygulanan FLU tedavisi ile kiimiilatif olarak 17.5 mg/kg uygulanan PLD
tedavisi arasinda fark goriilmemistir. Bu sonuglarin nedeni PLD tedavisi ile
neredeyse tam kiir saglanmasindan kaynaklanabilir. PLD’nin diisiik dozda
uygulanacagi gruplarin eklenmesi FLU nun primer timoér ve akciger metastazlar

tizerindeki etkilerinin netlesmesini saglayabilir.

Meme kanserinde TM’deki timor hiicreleri ve diger hiicrelerden saliverilen sitokin
ve kemokinlerin uzak metastazlari etkiledigi bilinmektedir. Bu g¢alismada 4TLM
hiicreleri ile olusturulmus fare UNMK modelinde aksiller lenf nodu ve dalak
hiicrelerinden elde edilen karma 16kosit kiiltiirii silipernatantlarinda FLU-PLD
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tedavisinin IL-10, IL-17A ve IFN-gama diizeyini arttirdigi, IL-6 diizeyini ise azalttig1
goriilmiistiir. Meme kanseri hastalarinda serum IL-6 diizeyleri ile prognoz arasindaki
iliskiyi arastiran caligmalarin sonuglari, serum IL-6 diizeylerindeki artisin hem
negatif hem de pozitif prognoz belirtisi olabilecegini gosterirken (Kozlowski ve ark.,
2003; Yokoe ve ark., 2000; Jiang ve ark., 2000; Bozcuk ve ark., 2004; Zhang ve ark.,
1999; Ahmad ve ark., 2017), in vivo ve in vitro deneysel ¢alismalarin sonuglart da
benzer sekilde IL-6’nin hem antitimoral/antimetastatik hem de
protiimoral/prometastatik etkileri olabilecegini bildirmistir (Knupfer ve ark., 2007,
Chiu ve ark., 1996; Arihiro ve ark., 2000; Verhasselt ve ark., 1992; Asgeirsson ve
ark., 1998). FLU-PLD tedavisi ile indiiklenmis IL-6 diizeyinin azalmasi, bu
calismada eger akciger metastazlarinda PLD grubu ile FLU-PLD grubu arasinda fark
bulunsaydi deneysel UNMK modelinde metastaz IL-6 iliskisi hakkinda yorum
yapilabilirdi. Ancak elimizdeki bulgularda FLU ve PLD tedavilerinin birlikte

uygulanmasinin IL-6 diizeylerini azalttigini1 soyleyebiliriz.

IL-6’ya benzer sekilde hem IL-10’un (Hamidullah ve ark., 2012; Kundu ve ark.,
1996; Mocellin ve ark., 2005; Pinzon-Charry ve ark., 2005; Venetsanakos ve ark.,
1997) hem de IFN-gamanin (Yao ve ark., 2016; Wall ve ark., 2003; Propper ve ark.,
2003; Gao ve ark., 2003; Nastala ve ark., 1994; Kaplan ve ark., 1998; Ksienzyk ve
ark., 2011; Mojic ve ark., 2017; Lin ve ark., 2017; Nirschl ve ark., 2017; Mo ve ark.,
2018) antitimoral/antimetastatik ve protiimoral/prometastatik etkileri gosterilmistir.
Bizim ¢alismamizda FLU-PLD grubunda IL-10 ve IFN-gama diizeylerinin artmasi,
primer tiimor hacminin ve akciger metastazlarinin azalmasi ile iliskili olabilir.
Literatlirde yer alan IL17A diizeyleri ile ilgili ¢alismalarda ise diger sitokinlerden
farkli olarak protiimdral/prometastatik etkilerin 6n planda oldugu bildirilmistir
(Welte ve ark., 2015; Zhu ve ark., 2008; Reppert ve ark., 2011; Hayata ve ark., 2013;
Nam ve ark., 2008; Chavey ve ark., 2007; Du ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda ise
literatiir bulgular ile zit olarak primer timoér hacminin ve akciger metastazlarinin

sayisinin azaldigi FLU-PLD grubunda IL17A diizeyleri artmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Bu tez ¢alismasinda, 4TLM hiicreleri ile metastatik meme kanseri olusturulan disi
balb-c farelerde PLD ve FLU-PLD tedavileri hem primer tiimor hacmini hem de
akciger metastazlarini azaltmistir. Ancak ¢alismamizda kiimiilatif olarak 17.5 mg/kg
dozda uygulanan PLD ile primer tiimoér hacmi ve akciger metastazlarinin neredeyse
tamamen gerilemis olmasi, 4 hafta boyunca 0.4 mg/kg/giin uygulanan FLU
tedavisinin etkilerini maskelemis olabilir. Bu nedenle, PLD dozunun azaltilarak
FLU-PLD kombinasyonunun primer tiimér hacmi ve metastazlar tizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi, FLU’nun etkilerinin daha net gozlemlenmesini

saglayabilir.

2. 4TLM hiicreleri ile metastatik meme kanseri olusturulan disi balb-c farelerden
elde edilen karma lokosit kiiltiirii siipernatantlarinda FLU-PLD tedavisi IL-10, IL-
17A ve IFN-gama diizeylerini arttirirken, IL-6 diizeyini azaltmustir. Literatiire
bakildiginda IL-6, IL-10 ve IFN-gamanin hem antitiimoral/antimetastatik hem de
protiimoral/prometastatik etkileri gosterilmis olmasina karsin, IL17A ile ilgili
yayinlarda protiimoral/prometastatik etkilerin 6n planda oldugu goriilmiistiir. Bu tez
caligmasinda  IL-17A  diizeylerinin  artmis olmast FLU’nun PLD ile
kombinasyonunda izlenen protiimoral/prometastatik etkilerinin, PLD dozunun
kiimilatif olarak 17.5 mg/kg kullanilmasindan dolay: gézlemlenememis olabilecegi

sonucuna varilmistir.
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