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ÖZET 

Amaç: Metastaz potansiyelinin yüksek olmasına bağlı olarak zayıf prognoza ve 

sınırlı tedavi seçeneklerine sahip olan üçlü negatif meme kanseri, en agresif meme 

kanseri alt tipidir. Üçlü negatif meme kanserinin uzak metastazlarında temel sorun 

ilaç direncidir. Bu tez çalışmasının amacı, fare metastatik meme kanseri modelinde 

pegile lipozomal doksorubisin ve fluoksetinin sinerjistik etkilerini araştırmaktır. 

Yöntem: 4TLM fare meme kanseri karaciğer metastazı hücreleri dişi balb-c farelerin 

sağ memedeki yağ dokusuna enjekte edildi. Fareler 4 gruba randomize edildi: kontrol 

(0.1 ml/gün serum fizyolojik), fluoksetin (0.4 mg/kg/gün), pegile lipozomal 

doksorubisin (kümülatif olarak 17.5 mg/kg) ve pegile lipozomal doksorubisin 

(kümülatif olarak 17.5 mg/kg) - fluoksetin (0.4 mg/kg/gün) kombinasyonu. Tedavi 

boyunca primer tümör hacmi vernier kaliperi kullanılarak izlendi. Fareler 4. haftanın 

sonunda feda edildi. IL-6, IL-10, IL17A ve IFN-gama karma lökosit kültürü 

süpernatantlarında ELISA ile ölçüldü. Akciğer metastazları makroskopik olarak 

değerlendirildi. 

Bulgular: Primer tümör hacmi ve akciğer metastazları, pegile lipozomal 

doksorubisin ve pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin ile tedavi edilen gruplarda 

azaldı. Pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin tedavisi IL-10, IL17A ve IFN-gama 

düzeylerini arttırdı, IL-6 düzeylerini ise azalttı. 

Sonuç: Pegile lipozomal doksorubisin ve pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin 

tedavileri primer tümör ve akciğer metastazları için etkin bulundu. Sitokin düzeyleri 

sadece pegile lipozomal doksorubisin-fluoksetin kombinasyonu ile değişti. Pegile 

lipozomal doksorubisin-fluoksetin kombinasyonu, farklı dozlarda primer tümör ve 

metastaz parametrelerini değiştirebilir.   

Anahtar Kelimeler: pegile lipozomal doksorubisin, fluoksetin, meme kanseri  
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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
th

 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. GİRİŞ 

Kadınlarda en sık görülen kanser türünü oluşturan meme kanserinde karaciğer 

metastazları sağ kalım oranlarını düşürmektedir (Tampellini ve ark., 1997). Dünya 

genelinde kadınlar arasında kansere bağlı ölümlerde metastatik meme kanseri ikinci 

sırada yer almaktadır (Poonia ve ark., 2017). Meme kanserine bağlı mortalitenin en 

önemli sebeplerinden birisi de uzak organ metastazlarıdır (Soni ve ark., 2015). 

Heterojen hücre gruplarından oluşan kanser hücrelerinden bazılarının metastatik 

özellik kazanmasında tümör mikroçevresi ile etkileşimleri önemlidir (Soni ve ark., 

2015).  

Metastatik meme kanserinde kemoterapötik direnci sağ kalım oranlarını 

düşürmektedir (Velaei ve ark., 2016). Meme kanseri metastazlarının tedavisinde sık 

kullanılan DOXO tümör hücrelerinde sitotoksisitenin yanında immünojenik 

apoptozis de oluşturmaktadır (Casares ve ark., 2005). Ancak DOXO’nun pegile 

lipozomal formülasyonunun immünmodülatör etkilerinden dolayı (Mantia-Smaldone 

ve ark., 2014) tümör mikroçevresi ile etkileşiminin doksorubisine göre farklılıklar 

gösterdiği yapılan çalışmalarda bildirilmiştir (Pawar ve ark., 2017).  

Depresyon tedavisinde sık kullanılan bir SSGİ olan FLU deneysel meme kanseri 

modellerinde in vitro olarak sitotoksisite oluştururken, in vivo uygulandığında 

sitokin/kemokin salıverilimini değiştirerek metastazı kolaylaştırıyor olabilir. Ayrıca, 

FLU’nun in vivo ve in vitro uygulaması ile elde edilen sonuçların çelişkili olması, 

tümör mikroçevresinde sitokin/kemokin salıverilimini değiştirmesi ile ilgili olabilir. 

Bu tez projesi ile metastatik meme kanserinde PLD ve FLU’nun primer tümör, 

metastaz ve sitokin/kemokin salıverilimi üzerindeki etkileri in vivo olarak ilk kez 

araştırılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Metastatik Meme Kanseri  

Kadınlarda dünya genelinde en sık görülen kanser türünü oluşturan meme kanseri 

(Torre ve ark., 2015), kadınlar arasında kansere bağlı ölümlerde ikinci sırada yer 

almaktadır (Velaei ve ark., 2016). Her yıl yaklaşık olarak 1 milyon kadın meme 

kanseri tanısı almakta ve 400.000 kadın meme kanseri nedeniyle hayatını 

kaybetmektedir (Jemal ve ark., 2010; Kamangar ve ark., 2006). Meme kanserinin 

fenotipik ve genotipik olarak heterojen bir kanser türü olması, meme kanseri 

tedavisini zorlaştırmaktadır (Fertig ve ark., 2015; Wu ve ark., 2015). Primer meme 

kanserleri ÜNMK, HER2 negatif, luminal A ve luminal B olmak üzere moleküler 

olarak 4 alt grupta incelenmektedir (Fertig ve ark., 2015). Karakteristik moleküler 

özellikleri ve klinik seyirleri birbirinden farklı olan 4 primer meme kanseri alt grubu 

içerisinde, en agresif ve metastatik olanı ÜNMK alt tiptir. ÜNMK tip, meme kanseri 

hücrelerindeki tipik reseptörler olan ER, PR ve HER2 reseptörünü eksprese 

etmemektedir (Lehmann ve ark., 2011).  

Tüm meme kanserlerinin %10-20’sini oluşturan bazal (üçlü-negatif) meme kanseri 

genç kadınlarda daha sık görülmektedir (Morris ve ark., 2007). ÜNMK’de genellikle 

tanı anında primer tümörün daha büyük, histolojik sınıflandırması daha ileri, lenf 

nodu metastazı bulunan ve biyolojik olarak daha agresif olduğu görülür (Haffty ve 

ark., 2006; Morris ve ark., 2007). ÜNMK’de primer tümörde cerrahi öncesi 

kemoterapiye yanıt oranları yüksek olsa da, ÜNMK hastalarında meme kanserinin 

diğer alt tiplerine göre uzak organ metastazlarına daha sık rastlanmakta ve prognozun 

oldukça düşük olduğu görülmektedir (Haffty ve ark., 2006; Dent ve ark., 2007). 

ÜNMK’de prognozun düşük olmasının nedenlerinden bir tanesi de, tümörün hormon 

reseptörleri (ER, PR, HER2) eksprese etmemesinden dolayı hormonal tedaviye yanıt 

vermemesidir (Eroles ve ark., 2010). Bu nedenle ÜNMK’de tedavi ancak yeni ilaç 

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

Kadınlarda meme kanseri, kanser ölümlerinin başında yer almaktadır (Torre ve ark., 

2015). 2012 verilerine göre meme kanserinin insidansı 1.7 milyon, meme kanserine 

bağlı mortalite sayısı ise 521.900 olarak bildirilmiştir (Torre ve ark., 2015). Meme 

kanserinin kadınlar arasında tüm kanserlerin %25’ini ve kanserle ilişkili ölümlerin 

%15’ini oluşturduğu (Torre ve ark., 2015), meme kanserinin tedavisi sırasında 
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meydana gelen ölümlerin ise yaklaşık olarak %90’ının metastaza bağlı olarak 

geliştiği saptanmıştır (Clarke ve ark., 2005; Soni ve ark., 2015). Meme kanseri 

hastalarının tanı anında yaklaşık olarak %20-%30’unun uzak metastaz geliştirdiği 

bilinmektedir (Kennecke ve ark., 2010; Redig ve ark., 2013). Kemik, karaciğer, 

akciğer ve beyin, meme kanseri metastazları için uygun dokular olarak kabul 

edilmektedir (Gerratana ve ark., 2015; Foulkes ve ark., 2010). Karaciğer metastazı 

tanısı alan meme kanseri hastalarında sağ kalım oranı (24-33 ay) oldukça düşüktür 

(Tampellini ve ark., 1997). MKKM nasıl oluştuğu ve mekanizmaları giderek daha 

fazla anlaşılmaya başlanmıştır (Ma ve ark., 2015). MKKM ile meme kanserinin 

spesifik alt tipleri arasında doğrudan bir ilişki saptanamamasına karşın, ilişkili 

oldukları düşünülmektedir (Smid ve ark., 2008; Rodriguez-Pinilla ve ark., 2006; 

Duan ve ark., 2013). MKKM ile ilgili araştırmalardan elde edilen bilgilerle göre 

meme kanserinde karaciğer metastazı için önerilen modellerden bir tanesi de Ma ve 

ark. tarafından bildirilmiştir (Ma ve ark., 2015). Bu modele göre MKKM’nin 

oluşması aşağıdaki sırayla gelişir; 1) intravazasyon: invaziv meme kanseri hücreleri, 

tümör içerisindeki kan damarlarının endotelini geçerek kan dolaşımına ulaşır. 2) 

sirkülasyon; meme kanseri hücreleri kan dolaşımında sağ kalabilmek için hücre-

hücre ve hücre-matriks bağlantılarını kaybederler. 3) marjinasyon: kan dolaşımındaki 

tümör hücreleri karaciğer sinüzoidlerindeki endotelyal hücrelere kaderinler, 

integrinler ve CD44 gibi adhezyon molekülleri aracılığıyla tutunurlar. 4) 

ekstravazasyon: karaciğer sinüzoidlerinde tutunmuş olan meme kanseri hücreleri 

sinüzoidal endotelyal hücrelerin endotelyal duvarını geçerek karaciğerde yerleşir ve 

prolifere olmaya başlar. 5) kolonizasyon: meme kanseri hücreleri sağ kalarak ve 

hipoksiyi indükleyen faktörlerle düzenlenen genler, ER, PR,  HER2 ekspresyonları 

ve anjiyogenezi değiştirerek karaciğerdeki mikroçevreyi regüle eder ve 

makrometastazlar oluştururlar. 

2.2. Kanserde Direnç Mekanizmaları 

Karsinoma hücreleri içerisinde hangi hücrelerin tedaviye dirençli olduğu ve/veya 

metastaz yapabildiği ile ilgili iki teori kabul edilmektedir (Zahreddine ve ark., 2013). 

KKH modeline göre, metastatik hücrelerin kök hücre özellikleri taşıdığı/edindiği ve 

pek çok tedaviye dirençli olduğu bilinmektedir (Charafe-Jauffret ve ark., 2009). 

KKH modelinde, tümör hücrelerinin küçük bir kısmını oluşturan ve KKH olarak 

adlandırılan bazı hücreler tümörü başlatma özelliğine sahiptir (Teicher 2006; Nguyen 
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ve ark., 2012). Bu hipoteze göre, KKH’ler normal dokudaki kök hücrelerin ya da 

progenitor hücrelerin kendi kendini tamir mekanizmalarının disregülasyonu sonucu 

oluşurlar (Zahreddine ve ark., 2013). Kendi kendini tamir mekanizmalarının 

disregülasyonunun yanısıra DNA onarımının etkinliğinin artması (Park ve ark., 2005; 

Potten ve ark., 2002; Cai ve ark., 2004), hücre siklusundaki değişiklikler (Venezia ve 

ark., 2004), antiapoptotik proteinlerin ve ilaç taşıyıcı proteinlerin aşırı ekspresyonları 

(Wang ve ark., 2003; Krishnamurthy ve ark., 2004; Gottesman ve ark., 2002) gibi 

moleküler mekanizmalardaki farklılıklar KKH’lerin kemoterapötiklere dirençli olma 

halini açıklayabilir. Tümör içerisindeki KKH hücre popülasyonunun varlığı, bu 

hücrelerin yukarıda sayılan özelliklerinden dolayı hücre döngüsüne bağlı olarak 

etkilerini gösteren geleneksel kemoterapi stratejilerini etkisiz kılmaktadır 

(Zahreddine ve ark., 2013).  

Çevresel etkenlere bağlı ilaç direnci modeline göre ise, kanser hücrelerinin tümör 

mikroçevresindeki faktörlere bağlı olarak direnç kazandığı kabul edilmektedir 

(Zahreddine ve ark., 2013). Kanser hücreleri ilaçlara maruz kaldıklarında koruyucu 

mekanizmalarının aktivasyonu ve genetik değişiklikler sonucu daha dirençli bir 

fenotip kazanarak kendi mikroçevrelerini de değiştirirler (Braun ve ark., 2000; 

Meads ve ark., 2009). Kanser tedavisi sonucunda sağkalan ve relapsa neden olabilen 

bu dirençli hücreler KKH olabilir ya da olmayabilir (Meads ve ark., 2009; Bidard ve 

ark., 2008; Matsunaga ve ark., 2003). Çevresel etkenlere bağlı ilaç direnci modeli 

mikroçevredeki hem solubl faktörlere hem de hücre adhezyon moleküllerine bağlı 

gelişebilir (Zahreddine ve ark., 2013). Solubl faktörlere bağlı ilaç direnci, sitokinler, 

kemokinler ya da büyüme faktörleri gibi mikroçevrede yer alan fibroblastlar gibi 

diğer hücrelerden salgılanan faktörlerle tümor hücrelerinde gen transkripsiyonunun 

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

2.3. Tümör Mikroçevresinin Önemi 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda TM’deki farklılıkların meme kanseri hücrelerinin 

fenotipini değiştirebildiği ve TM ile kanser hücreleri arasında karşılıklı etkileşimler 

olduğu gösterilmiştir (Holzel ve ark., 2013). TM ile kanser hücresi arasındaki 

karşılıklı etkileşimler hem primer tümördeki büyümeyi ve hem de uzak organ 

metastazlarını etkilediğinden, TM üzerinde etkileri olan kemoterapötiklerin 

kullanılması metastatik meme kanserinin tedavisinde akılcı bir strateji olabilir (Fertig 
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ve ark., 2015). Stromal hücreler, ESM ve solubl faktörlerden oluşan TM ile tümör 

hücreleri arasındaki intersellüler sinyalizasyon meme kanseri hücrelerinde büyüme 

ve metastazı indükleyebilir (Lee ve ark., 2014). Bu nedenle meme kanserinde yeni 

ilaç hedeflerinin geliştirilmesi için yapılan çalışmaların önemli bir kısmı TM’ye 

odaklanmıştır (LaBarge 2010; McMillin ve ark., 2013; Narunsky ve ark., 2014). 

Tümör hücrelerinde ilaç yanıtı sadece hücredeki intrinsik faktörlerle değil, TM’deki 

hücrelerin salgıladığı faktörler tarafından da kontrol edilir. TM’yi oluşturan stromal 

hücreler, fibroblastlar, immün hücreler, vasküler endotel hücreleri ve ESM, sadece 

antikanser ilaçlara tedavi yanıtını belirlemekle kalmaz aynı zamanda tümör 

hücrelerindeki proliferasyonu, invazyonu ve metastazı da kontrol ederler (Paget 

1989; Villanueva 2013). TM’den salgılanan sitokinler, kemokinler ve büyüme 

faktörleri uzak organ metastazlarını ve buna bağlı olarak meme kanserinde 

mortaliteyi etkilemektedir (Paget 1989; Hanahan ve ark., 2011). Memeli 

hücrelerinden salgılanan ve hücre içi sinyalizasyonda önemli rollere sahip solubl 

proteinler olarak tanımlanabilen sitokinler, tümör hücrelerinde büyümeyi, ilaç 

direncini ve metastazı indükleyen inflamatuar sinyallere aracılık ederler (Elinav ve 

ark., 2013).   

2.4. Meme Kanseri Metastazlarında Sitokinlerin Önemi 

Meme kanserinin etyolojisi multifaktöriyeldir ve gelişim süreci on yıllara yayılabilir. 

Tümördeki çeşitli hücrelerin her birinden salgılanan faktörler, tümör hücrelerinin 

birbirleri ve TM ile sinyalizasyonunu düzenleyerek, meme kanserinin gelişimini ve 

metastazı regüle ederler (Lee ve ark., 2014). Özellikle de salgılanan faktörlerden 

sitokinler, kemokinler ve büyüme faktörleri uzak metastazı ve sonrasında mortaliteyi 

etkilerler (Hanahan ve ark., 2011).  

İmmün sistem yanıtındaki değişikliklerin meme kanserine yol açtığı gösterilmiştir 

(McArthur ve ark., 2016). Tümörogenezis sürecinde immün sistem yanıtının zayıf 

olması, TIL’lerin TM’deki sitokinler tarafından inhibe edilmesi ile de 

açıklanmaktadır (Velaei ve ark., 2016). Meme kanserinin zayıf immünojenik özelliğe 

sahip olması immün sistem tarafından tanınmasını zorlaştırmaktadır (Pedersen ve 

ark., 2017). Ek olarak, bazı sitokinlerin tümör büyümesini inhibe eden ve hatta bazı 

durumlarda gerilemesine neden olan dendritik hücreler, lenfokinle aktive olmuş 

doğal öldürücü hücreler gibi antitümör efektörlerin oluşumunu ve/veya etkilerini 

arttırdığı da yapılan in vitro çalışmalarda gösterilmiştir (Kitamura ve ark., 2015). 
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Son yıllarda, klinik seyri oldukça değişken olan meme kanserinde sitokinlerin 

prognoz faktörleri olabileceği bildirilmiştir (Knupfer ve ark., 2007). İmmün sistemin 

hem doğuştan gelen hem de kazanılmış kısımlarının antitümöral yanıtta önemli 

rollere sahip olduğunun gösterilmesi, araştırmaların immün sistem ile tümör 

hücreleri arasındaki etkileşimi sağlayan sitokinler gibi tümör mikroçevresindeki 

çeşitli faktörler üzerine yoğunlaşmasına neden olmuştur (Ben-Baruch 2003; Dranoff 

2004).  

Sitokinler hedef hücrelerin aktivasyonunu, farklılaşmasını ve/veya proliferasyonunu 

inhibe ya da stimüle ederek immün yanıtın yoğunluğunu ve süresini düzenleyen 

düşük moleküler ağırlığa sahip solubl proteinler ya da glikoproteinlerdir (Yao ve 

ark., 2016). TNF-α, TGF-ß, IL-1, IL-6, IL-10’yı kapsayan sitokinler ve interferonlar 

immün sistemi kontrolünde önemli rollere sahiptirler. Makrofajlar ve lenfositler 

tarafından salgılan ve parakrin ya da otokrin etkileriyle hedef hücrelerinin 

fonksiyonunu değiştirebilen sitokinler yapısal ve fonksiyonel olarak birçok ortak 

özelliklere sahiptirler: (1) glikolize olmaya eğilimli polipeptidlerdir, (2) çok düşük 

konsantrasyonlarında (pg/ml, ng/ml) biyolojik aktivite gösterirler, (c) etkilerini hücre 

yüzeyindeki reseptörlerine bağlanarak gösterirler, (d) pleitropiktirler, (e) aditif, 

sinerjistik ya da antagonistik etkilere sahiptirler. Çeşitli sitokin ve kemokinlerin 

yukarıdaki belirtilen ortak özellikleri bulunmasına karşın, meme kanserinin 

başlangıcı ve progresyonunda farklı rolleri bulunmaktadır (Esquivel-Velazquez ve 

ark., 2015).  

2.4.1. İnterlökin-6 

IL-6, 4 alfa heliks yapıda bir glikoproteindir. IL-6, IL-6R’nün 80 kDa’luk alt 

ünitesine bağlanarak bir polipeptid zincir sinyal transdüktörü olan Gp130 ile 

heterodimerize olur. Bu reseptör kompleksinin oluşumu, Gp130 proteinin 

sitoplazmik kısmının fosforile edilmesini sağlayan JAK’ın aktivasyonu ve 

fosforilasyonuna neden olur (Hibi ve ark., 1990; Kishimoto ve ark., 1995). Gp130 

proteinin sitoplazmik kısmının fosforilasyonu ise gen transkripsiyonunu düzenleyen 

MAPK, PI3-kinaz, STAT1 ve STAT3 gibi hücre içi yolakların aktivasyonu ile 

sonuçlanır (Heinrich ve ark., 1998).  

IL-6’nın meme karsinomunda hem antitümöral hem de protümöral etkileri olduğu 

bildirilmiştir (Knupfer ve ark., 2007). Meme kanseri hastalarında yapılan 
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çalışmaların çoğunda serum IL-6 düzeylerinin negatif prognoz belirtisi olduğu 

bildirilmesine karşın (Kozlowski ve ark., 2003; Yokoe ve ark., 2000; Jiang ve ark., 

2000; Bozcuk ve ark., 2004; Zhang ve ark., 1999), erken dönemdeki invazif meme 

kanseri hastalarında yakın zamanda yapılan bir çalışmada IL-6 ve IL-10’nun iyi 

prognoz belirteçleri oldukları gösterilmiştir (Ahmad ve ark., 2017). IL-6 ve IL-

6R’deki DNA, RNA ve protein düzeylerindeki değişimlerin kanser prognozu ile, IL-

6’daki polimorfizmlerin ise meme kanseri riski ile ilişkili olduğu da gösterilmiştir 

(Yao ve ark., 2016).  

Meme kanseri hücre dizilerinde yapılan in vitro çalışmalarda da IL-6 ile ilgili farklı 

sonuçlar bulunmaktadır. Doksorubisine maruz bırakılarak çoklu ilaç direnci 

oluşturulmuş MCF7/ADR
R
 meme kanseri hücrelerinin süpernatantlarında, parenteral 

duyarlı MCF7 hücre dizilerine göre daha yüksek IL-6 seviyeleri tespit edilmiştir 

(Conze ve ark., 2001). Yukarıdaki çalışmanın bulgularının tersine Chiu ve ark., 

MCF7 ve ZR-75-1 ER (+) insan meme kanseri hücre dizilerinde 6 gün boyunca 5 

ng/ml IL-6 tedavisinin bir apoptozis belirtisi olan DNA fragmantasyonunu 

indüklediğini göstermişlerdir (Chiu ve ark., 1996). IL-6’nın apoptozisi indükleyici 

etkilerine karşın meme kanseri hücrelerinde motiliteyi arttırarak metastazı 

kolaylaştırdığı da bildirilmiştir (Arihiro ve ark., 2000; Verhasselt ve ark., 1992). 

Asgeirsson ve ark., IL-6’nın meme kanseri hücre dizilerinde hücre adhezyonunu ve 

E-kaderin ekspresyonunu azalttığını göstermişlerdir (Asgeirsson ve ark., 1998). 

Yukarıdaki çalışmaların bulguları doğrultusunda IL-6’nın etkilerinin tümör 

hücresinin hücre siklusunun hangi evrede bulunduğuna göre değiştiği söylenebilir 

(Knupfer ve ark., 2007).  

Meme kanseri hücre dizilerinde ER’nün IL-6 ekspresyonunu azalttığı ve dolayısıyla 

ER (-) tümör hücrelerinde invazyon ve metastaz kapasitesinin artabileceği 

bildirilmiştir (Bhat-Nakshatri ve ark., 2004). Fibroblastlardan salıverilen IL-6’nın, 

ER ekspresyonunu azalttığı ve luminal meme kanseri hücrelerinde tamoksifene olan 

direnci arttırdığı gösterilmiştir (Sun ve ark., 2014). Ek olarak, fibroblastlardan ya da 

MKH’den salıverilen IL-6, STAT3 sinyalizasyonuna bağlı mekanizmalar yoluyla 

meme kanseri hücrelerinde büyümeyi, invazyonu ve migrasyonu arttıdığı da 

gösterilmiştir. ÜNMK’de diğer meme kanseri alt tiplerine göre IL-6’nın daha yüksek 

düzeylerinin eksprese edildiği gösterilmiştir. IL-6 geninin ekspresyonunun 

azaltılmasının deney hayvanlarında tümör gelişimini ve büyümesini inhibe ettiği 
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bildirilmiştir (Hartman ve ark., 2013). Yakın zamanda yapılan çalışmalarda, IL-

6R/JAK kompleksinin, RET/FAK kompleksi ile etkileşerek ER (+) meme kanseri 

hücrelerinde migrasyon ve invazyonu modüle ettiği gösterilmiştir (Brocke-Heidrich 

ve ark., 2004).  

Yukarıda özetlenen literatür bilgileri IL-6’nın meme kanserinin alt tiplerine, hastanın 

hangi evrede olduğuna, tümörün ilaca duyarlı olup olmamasına bağlı olarak hem 

protümöral hem de antitümöral etkileri olabileceğini, ancak metastazları 

kolaylaştırabileceğini göstermektedir.  

2.4.2. İnterlökin-10 

IL-10, karsinomlarda iki yönlü etkilere sahip bir başka sitokindir, hem antitümöral 

hem de protümöral aktivite gösterdiği bildirilmiştir (Hamidullah ve ark., 2012). 

Sitokin sentez inhibitörü faktörü olarak da bilinen IL-10, IL-1, TNF-α, IL-6, IL-8, 

IL-12, IL-18, GM-CSF, MIP-1α, LIF gibi birçok sitokini inhibe ettiği gibi kendi 

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

IL-10 meme kanserinin başlangıcı ve progresyonunda karmaşık bir role sahiptir. IL-

10’nun doğal öldürücü hücrelerinin ya da CD8
+
 veya CD4

+
 T hücrelerinin 

aktivitesini arttırarak antitümöral etkiler oluşturduğu gösterilmiştir (Kundu ve ark., 

1996; Mocellin ve ark., 2005). Yukarıdaki bulgulara zıt olarak, IL-10’nun kansere 

karşı oluşan immün yanıtı baskıladığı ile ilgili yayınlar da literatürde mevcuttur 

(Pinzon-Charry ve ark., 2005; Venetsanakos ve ark., 1997). IL-10’nun tümöral 

immün yanıtı baskılama mekanizmaları arasında, doğuştan ve edinilmiş tümöral 

immün yanıtlar arasındaki etkileşimin inhibisyonu ve tümör hücrelerinden salıverilen 

faktörlerle dendritik hücre fonksiyonlarının inhibe edilmesi yer almaktadır (Pinzon-

Charry ve ark., 2005). Yani IL-10, immünsüpresyonu indükleyerek ve tümör 

hücrelerinin immünsürveyanstan kaçışına yardım ederek protümöral etkiler de 

gösterebilmektedir.  Diğer modüle edici faktörlerin ortamdaki varlığına ve 

konsantrasyonuna bağlı olarak IL-10, meme kanserinde hem inhibitör hem de 

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

2.4.3. İnterlökin-17A 

IL-17, T helper 17, gama delta T hücreleri, doğal öldürücü hücrelerinden salıverilen 

proinflamatuar bir sitokindir (Welte ve ark., 2015). Yakın zamanda yapılan 

çalışmalar, IL17’nın kanserde progresyonu arttırdığını göstermiştir. IL17A’nın tümör 
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hücrelerinde sağkalımı, invazifliği arttırdığı, myeloid türevi süpresör hücrelerle 

etkileşerek antitümör immün yanıtı baskıladığı ve IL17A’nın bu etkilerine CD8
+
 T 

hücre aktivitesinin baskılanması, CD8
+
 T hücre aktivitesini baskılayan myeloid 

türevi süpresör hücrelerin arttırılması, tümör hücrelerinde CXCL5 ekspresyonunun 

arttırılmasının da aracılık ettiği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Ma ve ark., 2015; 

Zhu ve ark., 2008; Welte ve ark., 2015). IL17A’nın inhibe edilmesinin ise tümöre 

infiltre olmuş lenfositlerle oluşan sitotoksisiteyi arttırarak kolon ve akciğer kanseri 

fare modellerinde tümör süpresyonuna aracılık ettiği gösterilmiştir (Reppert ve ark., 

2011; Hayata ve ark., 2013). Yukarıdaki bulgularla uyumlu olarak 4T1 fare meme 

kanseri modelinde tümörle indüklenen TGF-𝛽 CD8
+
 T hücrelerinde IL-17 

salıverilimini arttırdığı, 4T1 fare metastatik meme kanseri hücre dizilerinde IL-17 

uygulamasının apoptozisi azalttığı, 4T1 hücreleri ile oluşturulan fare metastatik 

meme kanseri modelinde IL-17R geni silindiğinde apoptozisin arttığı ve in vivo 

olarak tümör büyümesinin azaldığı bildirilmiştir (Nam ve ark., 2008). Literatürde 

IL17A’nın meme kanserinde zayıf prognoz ile ilişkili olduğu ve tümör hücrelerinde 

IL17 reseptör ekspresyonunun arttığını bildiren çalışmalarda bulunmaktadır (Welte 

ve ark., 2015). ER (-) meme kanseri hastalarından alınan tümör dokularında yapılan 

bir çalışmada ise IL17A ve diğer bazı sitokin düzeylerinin yüksek olduğu 

gösterilmiştir (Chavey ve ark., 2007). Fare meme kanseri modelinde yapılan bir 

başka çalışmada IL17 tedavisi tümör büyümesini ve anjiyogenezi arttırmıştır (Du ve 

ark., 2012). Literatürde yer alan çalışmalara bakıldığında, bu tez projesinde 

çalıştığımız sitokinler içerisinde IL-17A düzeylerinin hem primer tümör progresyonu 

ve hem de metastazlar ile pozitif korelasyon gösterebileceği söylenebilir.  

2.4.4. İnterferon-gama 

IFN’ler sitokin sınıfı içinde yer alan homodimerik solubl proteinlerdir ve konakçı 

hücrelere viral replikasyon ile interfere olma yeteneklerinden dolayı bu isim 

verilmiştir (Isaacs ve ark., 1957). IFN’ler interferon-alfa ve interferon beta’dan 

oluşan Tip I IFN’ler, Tip II interferon IFN-gama ve en son keşfedilen Tip III IFN, 

IFN-deltadan oluşur (Yao ve ark., 2016). Tip II IFN (IFN-gama) ise IFN-gama 

reseptörüne bağlandıktan sonra JAK1/2 proteinlerinin, JAK1/2 proteinleri de STAT1 

proteinlerinin aktivasyonuna yol açar. Aktive olan STAT1 proteinleri ise dimerize 

olarak nükleusta IFN-gamanın transkripsiyonel etkilerini oluşturur (Wang ve ark., 

1998).  



10 
 

Literatürde IFN-gamanın kanser hücrelerinde sitotoksik etkilere sahip olduğunu 

bildiren çok sayıda çalışma bulunmaktadır (Yao ve ark., 2016). IFN-gama 

uygulamasının, multipl over kanser hücre dizilerinde hücre ölümünü indüklediği 

(Wall ve ark., 2003), over kanseri hücrelerinde yapılan bir başka çalışmada da IFN-

gamanın kaspaz bağımlı apoptozisi ve hücre siklusu arrestini indüklediği 

bildirilmiştir (Barton ve ark., 2005). IFN-gamanın direkt etkileri dışında sitotoksik T 

hücreleri aracılığı ile oluşturduğu indirekt etkileri de bulunmaktadır (Yao ve ark., 

2016). Ekzojen uygulanan IFN-gamanın, MHC I/II proteinlerini arttırarak kanser 

hücre dizilerini sitotoksik T lenfositleri ile oluşturulan lizise daha duyarlı hale 

getirildiği Propper ve ark. tarafından gösterilmiştir (Propper ve ark., 2003). Bu 

çalışmalar kanser hücrelerinde tip II IFN sinyalizasyonunun hem immün hücreler 

aracılı hem de immün hücrelerden bağımsız mekanizmalarla sağkalımı inhibe ettiğini 

göstermektedir (Yao ve ark., 2016). 

IFN-gama aktivitesi ve ekspresyonundaki azalmaların tümör büyümesini arttırdığı da 

bildirilmiştir. MCA ve B16 hücreleri ile oluşturulmuş in vivo malign melanom 

modellerinde, IFN-gama geni silinmiş ya da tümör gelişimi sırasında önemli bir IFN-

gama kaynağı olan gama delta T hücrelerinden yoksun farelerde yabanıl farelerden 

daha fazla tümör geliştirdiği gösterilmiştir (Gao ve ark., 2003). İnsandaki birçok 

karsinomada, azalan IFN-gama ve IFN-gama reseptörü RNA ve protein ekspresyon 

düzeyleri rekürrens ve tümörde malignansinin artmasıyla ilişkili bulunmuştur (Yao 

ve ark., 2016). IFN-gamanın, tümör hücreleri üzerinde direkt etkileri ile ya da IL-

12’nin tümör baskılayıcı etkileri aracılığıyla primer tümör üzerinde inhibitör etki 

gösterdiği de in vivo hayvan çalışmaları ile gösterilmiştir (Nastala ve ark., 1994). 

Metastatik odakların yerleşmesi sırasında da IFN-gama sinyalizasyonunun disregüle 

olması oldukça önemli bir role sahiptir. IFN-gama ya da IFN-gama reseptör geni 

silinmiş in vivo kanser modellerinde, tümör gelişiminin yanında metastazlarında 

artmış olduğu gösterilmiştir (Kaplan ve ark., 1998). Akciğer metastazı oluşturulmuş 

fare modelinde yapılan bir başka çalışmada IFN-gama ve IFN-gama tarafından 

indüklenen transkripsiyon faktörü IRF-1’in, doğal öldürücü hücreler aracılı 

metastatik hücre yıkımında gerekli olduğu gösterilmiştir (Ksienzyk ve ark., 2011). 

Aynı çalışmada IFN-gama uygulaması metastatik akciğer nodüllerinin sayısını 

azaltmış ve bu etki doğal öldürücü hücre popülasyonunun selektif olarak azaltıldığı 

veya IRF-1 geninin silindiği farelerde ortadan kalkmıştır (Ksienzyk ve ark., 2011).  
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Yukarıdaki bulgularla ters olarak, IFN-gamanın TM’de tümör hücrelerinin 

eradikasyonunu azalttığı (Mojic ve ark., 2017), self-toleransı ve immün evazyonu 

arttırdığı da bildirilmiştir (Lin ve ark., 2017; Nirschl ve ark., 2017; Mo ve ark., 

2018). IFN-gamanın kanser üzerindeki etkileri ile ilgili çalışmalar, sadece tümörün 

başlaması ve progresyonunda değil aynı zamanda tümör immünojenisitesinin 

oluşturulmasında ve tümör hücrelerinin immünoevazif özellikler kazanmasında da 

etkileri olduğunu göstermektedir (Dighe ve ark., 1994; Kaplan ve ark., 1998). IL-6 

ve IL-10 ile benzer şekilde IFN-gama da karsinomlarda ve metastazlar üzerinde iki 

yönlü etkiler göstermektedir.  

2.5. Pegile Lipozomal Doksorubisin  

Antikanser (terapötik) etkilerini DNA sentez inhibisyonu yoluyla oluşturduğu kabul 

edilen antrasiklin grubu ilaçlar arasında yer alan DOXO (adriamisin), sağ kalım 

oranlarındaki üstünlüğü nedeniyle meme kanseri tedavisinde uygulanan kemoterapi 

protokollerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Aydinlik ve ark., 2017). Son yıllarda 

yapılan çalışmalar doksorubisinin de içinde bulunduğu bazı kemoterapötiklerin 

antikanser etkilerinin sadece sitotoksik etkilerinden kaynaklanmadığını göstermiştir 

(Wu ve ark., 2018). Sitotoksik ilaçlardan bazılarının indüklediği tümör hücre 

ölümünün immün sistem hücrelerini indükleyerek sitokin/kemokin salıverilimini 

değiştirebileceği ve immün sistem üzerindeki bu etkilerinin terapötik etkilerine 

katkıda bulunabileceği bildirilmiştir (Apetoh ve ark., 2008). DOXO, tümör hücreleri 

üzerinde immünojenik apopitozis oluşturmakta yani tümör hücrelerinde sitotoksik 

etki oluşturmasına ek olarak immün hücrelerdeki antitümöral yanıtı da 

indüklemektedir (Casares ve ark., 2005). İn vivo tümör modellerinde DOXO’nun 

tümör aşıları ile birlikte uygulandığında tümör aşılarının etkinliğini arttırması 

(Machiels ve ark., 2001; Eralp ve ark., 2004), immünstimülator sitokinlerle birlikte 

uygulandığında sinerjistik etki oluşturması (Ehrke ve ark., 2000; Ewens ve ark., 

2006), DOXO’nun immünojenik ilaçlarla kombinasyonunun terapötik etkide artma 

oluşturabileceğini önermiştir. Ancak kümülatif doz-bağımlı kardiyotoksisite ve 

hematotoksik yan etkiler DOXO’nun kullanımını sınırlamaktadır (O'Brien ve ark., 

2004).  

DOXO’nun terapötik indeksini arttırmak için geliştirilmiş nanopartikül formülasyonu 

PLD, metastatik meme kanseri, ileri evre over kanseri, ileri evre multipl myelom ve 

AIDS ile ilişkili Kaposi sarkom hastalarında kullanılmaktadır (Duggan ve ark., 
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2011). Nanopartiküllerin immün sistem üzerindeki etkileri ile ilgili çelişkili sonuçlar 

bulunmaktadır. Bazı çalışmalar nanopartiküllerin immünsupresif etki oluşturduğunu 

bildirirken, diğerleri immünstimülatör etki oluşturduğunu göstermektedir (Prabhakar 

ve ark., 2013; Dobrovolskaia ve ark., 2007). DOXO ve PLD’nin sistemik ve tümör 

dokusundaki biyoyararlanımının in vivo meme kanser modellerinde (C3-Tag, 

T11/TP53Null) karşılaştırıldığı bir çalışmada iki ilacın plazma eğri altında kalan alan 

değerleri benzer olmasına karşın, PLD’nin tümör dokusuna DOXO’ya kıyasla 2 kat 

daha fazla geçtiği gösterilmiştir (Song ve ark., 2018). Aynı çalışmada farklı tümör 

mikroçevrelerine sahip in vivo C3-Tag, T11/TP53Null meme kanseri modellerinde 

PLD’nin etkilerinin farklı olduğu gözlenmiştir. Dolayısıyla PLD’nin antitümöral 

etkisini belirleyen faktörlerden bir tanesi de tümör mikroçevresidir. PLD 

immünfenotip olarak farklılıklar gösteren BRCA (-) ve yabanıl-tip over kanseri 

modellerinde in vivo uygulandığında etkilerinin tümör mikroçevresine göre değiştiği 

de gösterilmiştir (Mantia-Smaldone ve ark., 2014). İn vivo over kanseri fare 

modelinde PLD ve IL18’in birlikte uygulandığı bir çalışmada sinerjistik antitümöral 

etki oluştuğu görülmüştür (Alagkiozidis ve ark., 2009). Preklinik çalışmalardan elde 

edilen olumlu sonuçlar sonrasında yapılan Faz I çalışmasında PLD-IL18 

kombinasyonunun güvenilirliği ve farmakokinetik profili belirlenmiş, Faz II 

çalışmaları için uygun bir ilaç adayı olarak gösterilmiştir (Simpkins ve ark., 2013). 

2.6. Fluoksetin 

SSGİ etkinlik ve güvenilirliklerinin yüksek olması nedeniyle depresyon tedavisinde 

en sık kullanılan antidepresan ilaç grubudur. SSGİ’lerin prototipi olan FLU 1988 

yılından beri depresyon ve anksiyete tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir 

antidepresandır (Slingsby 2002). Yakın dönemde yapılan çalışmalarda SSGİ’lerin 

antitümöral etkiler oluşturduğu gösterilmiştir (Kannen ve ark., 2012; Gil-Ad ve ark., 

2008; Serafeim ve ark., 2003; Amit ve ark., 2009; Abdul ve ark., 1995). Ancak 

SSGİ’lerin meme kanseri üzerindeki etkileri konusunda yapılan çalışmalardan elde 

edilen sonuçlar çelişkilidir. FLU mikromolar dozlarında insan meme kanseri hücre 

dizilerinde proliferasyonu inhibe ederken (Zhang ve ark., 2013; Volpe ve ark., 2003), 

dimetilbenzantrasen ile indüklenen in vivo sıçan meme kanseri modelinde tümör 

sıklığını arttırmıştır (Brandes ve ark., 1992). Epidemiyolojik çalışmalarda ise 

antidepresan kullanımının meme kanseri riskini arttırmadığı gösterilmiştir (Coogan 

ve ark., 2005; Wernli ve ark., 2009). Yakın zamanda yapılan bir başka çalışmada in 
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vivo uygulanan FLU tümör mikroçevresinde sitokin/kemokin salıverilimini 

değiştirmiştir (Ghosh ve ark., 2015). FLU in vitro ve in vivo uygulanması ile elde 

edilen sonuçlardaki çelişkiler, ilacın hem hücre proliferasyonu hem de 

sitokin/kemokin salıverilimi üzerinde etkileri olmasından kaynaklanıyor olabilir. 

2.7. Pegile Lipozomal Doksorubisin ve Fluoksetinin Birlikte Kullanımı 

Depresyon prevalansının %10-25 arasında olduğu tahmin edilen meme kanseri tanısı 

almış kadınlar arasında da antidepresan ilaç kullanımı yaygındır (Fann ve ark., 2008; 

Suppli ve ark., 2011). Bu durum depresyon tedavisinde en sık kullanılan 

antidepresan ilaç grubu SSGİ’lerin kemoterapötiklerle eş zamanlı kullanılma 

olasılığını arttırmaktadır. DOXO ve FLU’yu birlikte içeren lipozomal formülasyonun 

insan meme kanseri hücre dizilerinde (Ong ve ark., 2011), DOXO ve FLU’nın in 

vivo olarak uygulamasının ise kolon kanseri fare modellerinde (C-26, HCT-15) 

(Argov ve ark., 2009; Peer ve ark., 2004) sinerjistik etki oluşturabileceği 

gösterilmiştir. Ancak literatürde metastatik meme kanserinde PLD-FLU 

kombinasyonunun in vivo uygulanmasının primer tümör ve metastaz üzerindeki 

etkileri ile ilgili çalışmalara rastlanmamıştır. 

SSGİ’lerin prototipi olan FLU’nun meme kanseri üzerindeki etkileri ile ilgili in vitro 

ve in vivo çalışmalardan elde edilen sonuçlar çelişkilidir. Metastatik meme 

kanserinde ilk seçenek kemoterapötiklerden kabul edilen DOXO, tümör hücreleri 

üzerinde sitotoksisite oluşturmasının yanında immünojenik apoptozis de oluşturduğu 

için ilacın etkinliği açısından tümör mikroçevresi önemlidir. PLD etki ve yan etki 

profillerindeki üstünlük nedeniyle metastatik meme kanserinde doksorubisine göre 

daha sık kullanılmaktadır. DOXO’nun etkinliğini arttırmak ve yan etkilerini 

azaltmak amacıyla geliştirilmiş PLD’nin tümör mikroçevresi üzerinde etkileşimi 

ortamda FLU bulunduğunda farklılaşabilir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

1. Fluoksetin hidroklorid (Sigma Aldrich, F132) 

2. Pegile Lipozomal Doksorubisin (CAELYX
®

 2 mg/ml konsantre infüzyon 

çözeltisi) 

3. RPMI 1640 besiyeri (Thermo Scientific, 11875093) 

4. L-glutamin 200 mM (Thermo Scientific, 25030) 

5. 2-merkaptoetanol (Sigma Aldrich, M6250) 

6. Fötal sığır serumu (Thermo Scientific, 10270106) 

7. Gentamisin (Genta
®
 80 mg, 2 ml ampül) 

8. Lipopolisakkarid (Sigma Aldrich, 62325) 

9. Konkanavalin-A (Sigma Aldrich, C5275) 

10. Sodyum klorür (Sigma Aldrich, S9888) 

11. Potasyum klorür (Sigma Aldrich, P3911) 

12. Sodyum fosfat monobazik (Sigma Aldrich S9638) 

13. Potasyum dihidrojen fosfat (Sigma Aldrich, P5655) 

14. Fare IL-6 ELISA kiti (Biolegend, 431303) 

15. Fare IL-10 ELISA kiti (Biolegend, 431403) 

16. Fare IL-17A ELISA kiti (Biolegend, 432503) 

17. Fare IFN gama ELISA kiti (Biolegend, 430803) 

3.2. Kullanılan Sarf Malzemeler 

1. Hücre kültür pleyti (Falcon)   

2. Santrifüj tüpleri (15 ml ve 50 ml) (BD)   

3. Hücre dondurma tüpleri (TRP)   

4. 96 kuyucuklu hücre kültür pleyti (BD)   

5. 6 kuyucuklu hücre kültür pleyti (BD)   

6. 12 kuyucuklu hücre kültür pleyti (BD)   

7. Steril serolojik pipet (BD)   

8. Steril mikropipet uçları (10 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl) (Gilson)   

9. Otomatik mikropipetler   

10. Enjektör (1 ml, 5 ml, 10 ml)  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11. Thoma lam (Marienfeld- C964730)   

12. Eppendorf tüp (LP)  

3.3. Kullanılan Cihazlar 

1. Santrifüj (Eppendorf)   

2. Mikro santrifüj (Eppendorf)   

3. Class II LaminAir( Esco)   

4. Işık mikroskobu (Olympos)   

5. CO2 inkübatörü ( %5 CO2) (Termo)   

6. Sıvı azot tankı   

7. Buzdolabı (+4) (Beko)   

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

9. Vortex (Velp)   

10. Su banyosu (Memmert)   

11. Otoklav (Nüve)   

12. Derin dondurucu (-20) (Beko)   

3.4. İn Vivo Deneyler 

3.4.1. Deney Hayvanları 

Çalışmada 6-8 haftalık, 20-30 gram ağırlığında dişi balb-c farelerde 4TLM hücreleri 

ile oluşturulan metastatik meme kanseri fare modeli oluşturuldu. 4TLM hücreleri Dr. 

Erin'in daha önceki çalışmalarında 4T1 primer tümörleri ile oluşturulan in vivo 

metastatik meme kanseri oluşturulmuş farelerin karaciğer metastazlarından seçilerek 

dizi haline getirilen hücrelerdir (Erin ve ark., 2009). 4T1 hücreleri ise balb/c 

farelerde spontan olarak gelişmiş metastatik meme kanserlerinden Lelekakis M. ve 

ark. tarafından izole edilen ve sık kullanılmakta olan hücrelerdir (Lelekakis ve ark., 

1999). 

3.4.2. Deney Protokolü 

Akdeniz Üniversitesi Deney Hayvanları Ünitesinde yapılan deney boyunca 

hayvanlar 12 saat aydınlık-12 saat karanlık döngüsünde 20-22°C ısıda tutulmuş, 

standart yem ve çeşme suyu verildi. Deney gruplarına 4 hafta boyunca i.p. olarak 

aşağıda belirtilen tedavi protokolü uygulandı: 
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Grup I    :  Serum fizyolojik, 0.1 ml/gün (n=7) 

Grup II    :  FLU, 0.4 mg/kg/gün, 0.1 ml (n=9) 

Grup II I  :  PLD, 1. hafta 10 mg/kg, 2. hafta 5 mg/kg, 3. hafta 2.5 mg/kg, 0.2 ml 

(n=9) 

Grup IV :   FLU, 0.4 mg/kg/gün, 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 süresi boyunca primer tümör takibi yapıldı. 4 hafta boyunca deney protokolü 

uygulandıktan sonra ketamin-ksilazin anestezisi altında sakrifiye edilen hayvanların 

akciğer dokuları Bouin solüsyonunda fikse edildi, lenf nodu ve dalak dokuları ise 

steril olarak 1X FTTÇ içerisinde kültüre edilmek üzere alındı.  

Çalışma için Akdeniz Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin 

alınmış (AKHADYEK, 2015.05.09) ve çalışma Akdeniz Üniversitesi Bilimsel 

Araştırma Projeleri Birimi tarafından 09.12.2015 tarih ve TYL-2016-1261 proje 

numarası ile desteklenmiştir. 

3.4.3. Primer Tümörün Takibi ve Akciğer Metastazların Belirlenmesi 

Primer tümör takibi haftada 1 kez Vernier kaliperi kullanılarak yapılmıştır. Sağ 

meme dokusunda bulunan primer tümörün eni (mm) ve boyu (mm) kaliper 

kullanılarak ölçüldükten sonra tümörün hacmi V = L x W/2 X W/2 (V= tümör 

hacmi, L= tümörün boyu, W= tümörün genişliği) formülü kullanılarak mm
3
 olarak 

hesaplanmıştır. Bouin’s fiksatifinde bekletilen akciğer dokularında makroskopik 

olarak metastaz sayısı gözle sayılarak belirlenmiştir.  

3.5. Karma Lökosit Kültürü 

Hayvanlar sakrifiye edildikten hemen sonra steril olarak 1x FTTÇ içerisine alınan 

dalak ve lenf nodlarından, laminar kabinde 40µm’lik steril süzgeç kullanılarak 3 kez 

1x FTTÇ ile yıkanan hücre süspansiyonları %10 FSS içeren RPMI besiyeri içerisinde 

her kuyucukta 3-4 milyon hücre olacak şekilde 48 kuyucuklu plaklara ekildikten 

hemen sonra 3 µg/ml LPS, 5 µg/ml ConA ve 10 gray RT uygulanmış 4TLM 

hücreleri ile (4TLM
RT

) indüklendi. Hücrelerin üzerindeki süpernatantlar uyarımdan 

40 saat sonra toplanarak IL-6, IL-10, IL17A ve IFN-gama için ELISA yöntemi 

çalışılana kadar -80°C’de saklandı.  
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3.6. ELISA Yöntemi ile Sitokin Düzeylerinin Belirlenmesi 

3.6.1. IL-6 Düzeyinin Belirlenmesi: 

Solüsyonlar: 

1. Kaplama solüsyonu  :  FTTÇ 

2. Yıkama solüsyonu  : Tween 20’nin %0,05 oranında FTTÇ içinde 

hazırlanması ile elde edildi. 

3. Deney solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

4. Bloklama solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

5. Durdurma Solüsyonu  : 2 N H2SO4 

Standartların ve Antikorların Hazırlanması: 

1. Yakalayan antikor  : Kaplayıcı tampon çözelti (FTTÇ) içinde 1/500 

oranında hazırlandı. 

2. Belirleyen antikor  : Deney solüsyonu içinde 1/250 oranında 

hazırlandı  

3. Enzim    :Avidin-BTP’nin deney solüsyonunun içinde 

1/40 oranında hazırlanması ile elde edildi.  

4. Substrat   : H2O2 ve TMB’nin 1:1 oranında hazırlanması 

ile elde edildi.  

5. Standartlar   : Stok standart 1 ml bidistile H2O ile 

sulandırıldı. Deney sırasında kullanılan 1. standart (1000 pg/ml), 2.5 µl stok 

standartın 300 µl deney dilüenti içerisinde çözülmesi ile hazırlandı. Diğer 

standartlar, 150 µl deney dilüenti kullanılarak azalan konsantrasyonlarda 

hazırlandı.  

Deney Protokolü: 

1. 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucuğu 100 µl olacak şekilde yakalayan 

antikor kaplandıktan sonra pleytin üzeri aliminyum folyo ile kapatılarak gece 

boyu +4ºC’de inkübe edildi. 

2. 3 kez yıkama solüsyonu ile yıkama yapıldıktan sonra her bir kuyucuğa 300µl 

bloklama solüsyonu dağıtıldı. 
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3. 1 saat oda ısısında bloklama solüsyonu ile inkübe edilen 96 kuyucuklu pleyt 3 

kez yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100µl olacak 

şekilde standart ve örnekler yüklendi.  

4. 2 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl belirleyen antikor dağıtıldı. 

5. 2 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl avidin-BTP dağıtıldı. 

6. 20 dk oda ısısında inkübe edilen pleyt 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl substrat dağıtıldı. 

7. Karanlıkta oda ısısında bekletilen pleytte renk değişimine göre yaklaşık 20 dk 

sonra reaksiyonu durdurmak için her bir kuyucuğa 50 µl durdurma solüsyonu 

eklendi. 

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

spektrofotometrik değerler KC junior programı kullanılarak pg/ml olarak  

hesaplandı. 

3.6.2. IL-10 Düzeyinin Belirlenmesi: 

Solüsyonlar: 

1. Kaplama solüsyonu  :  FTTÇ 

2. Yıkama solüsyonu  : Tween 20’nin %0,05 oranında FTTÇ içinde 

hazırlanması ile elde edildi. 

3. Deney solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

4. Bloklama solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

5. Durdurma Solüsyonu  : 2 N H2SO4 

Standartların ve Antikorların Hazırlanması: 

1. Yakalayan antikor  : Kaplayıcı tampon çözelti (FTTÇ) içinde 1/250 

oranında hazırlandı. 

2. Belirleyen antikor  : Deney solüsyonu içinde 1/120 oranında 

hazırlandı  

3. Enzim    :Avidin-BTP’nin deney solüsyonunun içinde 

1/40 oranında hazırlanması ile elde edildi.  
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4. Substrat   : H2O2 ve TMB’nin 1:1 oranında hazırlanması 

ile elde edildi.  

5. Standartlar   : Stok standart 500 µl deney solüsyonu ile 

sulandırıldı. Deney sırasında kullanılan 1. standart (4000 pg/ml), 14 µl stok 

standartın 286 µl deney dilüenti içerisinde çözülmesi ile hazırlandı. Diğer 

standartlar, 150 µl deney dilüenti kullanılarak azalan konsantrasyonlarda 

hazırlandı.  

Deney Protokolü: 

1. 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucuğu 100 µl olacak şekilde yakalayan 

antikor kaplandıktan sonra pleytin üzeri aliminyum folyo ile kapatılarak gece 

boyu +4ºC’de inkübe edildi. 

2. 3 kez yıkama solüsyonu ile yıkama yapıldıktan sonra her bir kuyucuğa 300µl 

bloklama solüsyonu dağıtıldı. 

3. 1 saat oda ısısında bloklama solüsyonu ile inkübe edilen 96 kuyucuklu pleyt 3 

kez yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100µl olacak 

şekilde standart ve örnekler yüklendi.  

4. 2 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl belirleyen antikor dağıtıldı. 

5. 2 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl avidin-BTP dağıtıldı. 

6. 20 dk oda ısısında inkübe edilen pleyt 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl substrat dağıtıldı. 

7. Karanlıkta oda ısısında bekletilen pleytte renk değişimine göre yaklaşık 20 dk 

sonra reaksiyonu durdurmak için her bir kuyucuğa 50 µl durdurma solüsyonu 

eklendi. 

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

spektrofotometrik değerler KC junior programı kullanılarak pg/ml olarak 

hesaplandı. 

3.6.3. IL-17A Düzeyinin Belirlenmesi: 

Solüsyonlar: 

1. Kaplama solüsyonu  : Kit içerisinde yer alan 5X oranındaki kaplama 

solüsyonunun (pH 9.5) bidistile H2O ile 1X şeklinde hazırlanması ile elde 

edildi. 
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2. Yıkama solüsyonu  : Tween 20’nin %0,05 oranında FTTÇ içinde 

hazırlanması ile elde edildi. 

3. Deney solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

4. Bloklama solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

5. Durdurma Solüsyonu  : 2 N H2SO4 

Standartların ve Antikorların Hazırlanması: 

1. Yakalayan antikor  : Kaplama solüsyonu içinde 1/250 oranında 

hazırlandı. 

2. Belirleyen antikor  : Deney solüsyonu içinde 1/120 oranında 

hazırlandı  

3. Enzim    :Avidin-BTP’nin deney solüsyonunun içinde 

1/1000 oranında hazırlanması ile elde edildi.  

4. Substrat   : Kit içerisinde yer alan TMB solüsyonu 

kullanıldı.  

5. Standartlar   : Stok standart 200 µl deney solüsyonu ile 

sulandırıldı. Deney sırasında kullanılan 1. standart (1000 pg/ml), 9 µl stok 

standartın 291 µl deney dilüenti içerisinde çözülmesi ile hazırlandı. Diğer 

standartlar, 150 µl deney dilüenti kullanılarak azalan konsantrasyonlarda 

hazırlandı.  

Deney Protokolü: 

1. 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucuğu 100 µl olacak şekilde yakalayan 

antikor kaplandıktan sonra pleytin üzeri aliminyum folyo ile kapatılarak gece 

boyu +4ºC’de inkübe edildi. 

2. 4 kez yıkama solüsyonu ile yıkama yapıldıktan sonra her bir kuyucuğa 300µl 

bloklama solüsyonu dağıtıldı. 

3. 1 saat oda ısısında bloklama solüsyonu ile inkübe edilen 96 kuyucuklu pleyt 4 

kez yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100µl olacak 

şekilde standart ve örnekler yüklendi.  

4. 2 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 4 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl belirleyen antikor dağıtıldı. 
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5. 1 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 4 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl avidin-BTP dağıtıldı. 

6. 30 dk oda ısısında inkübe edilen pleyt 5 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl substrat dağıtıldı. 

7. Karanlıkta oda ısısında bekletilen pleytte renk değişimine göre yaklaşık 30 dk 

sonra reaksiyonu durdurmak için her bir kuyucuğa 100 µl durdurma 

solüsyonu eklendi. 

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

spektrofotometrik değerler KC junior programı kullanılarak pg/ml olarak  

hesaplandı. 

3.6.4. IFN-gama Düzeyinin Belirlenmesi: 

Solüsyonlar: 

1. Kaplama solüsyonu  :  8,4 gr. NaHCO3 ve 3,56 gr. Na2CO3’ün 1 L 

bidistile H20’da, pH 9,5 olacak şekilde hazırlanması ile elde edildi.  

2. Yıkama solüsyonu  : Tween 20’nin %0,05 oranında FTTÇ içinde 

hazırlanması ile elde edildi. 

3. Deney solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

4. Bloklama solüsyonu  : SSA’nın %1 oranında FTTÇ içinde 

sulandırılması ile hazırlandı.  

5. Durdurma Solüsyonu  : 2 N H2SO4 

Standartların ve Antikorların Hazırlanması: 

1. Yakalayan antikor  : Kaplayıcı tampon çözelti (FTTÇ) içinde 1/250 

oranında hazırlandı. 

2. Belirleyen antikor  :Deney solüsyonu içinde 1/250 oranında 

hazırlandı  

3. Enzim    :Avidin-BTP’nin deney solüsyonunun içinde 

1/1000 oranında hazırlanması ile elde edildi.  

4. Substrat   : Kit içerisinde yer alan TMB solüsyonu 

kullanıldı.  

5. Standartlar   : Stok standart 200 µl deney solüsyonu ile 

sulandırıldı. Deney sırasında kullanılan 1. standart (2000 pg/ml), 24 µl stok 

standartın 286 µl deney dilüenti içerisinde çözülmesi ile hazırlandı. Diğer 
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standartlar, 150 µl deney dilüenti kullanılarak azalan konsantrasyonlarda 

hazırlandı.  

Deney Protokolü: 

1. 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucuğu 100 µl olacak şekilde yakalayan 

antikor kaplandıktan sonra pleytin üzeri aliminyum folyo ile kapatılarak gece 

boyu +4ºC’de inkübe edildi. 

2. 4 kez yıkama solüsyonu ile yıkama yapıldıktan sonra her bir kuyucuğa 300µl 

bloklama solüsyonu dağıtıldı. 

3. 1 saat oda ısısında bloklama solüsyonu ile inkübe edilen 96 kuyucuklu pleyt 4 

kez yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100µl olacak 

şekilde standart ve örnekler yüklendi.  

4. 2 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 4 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl belirleyen antikor dağıtıldı. 

5. 1 saat oda ısısında inkübe edilen pleyt 4 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl avidin-BTP dağıtıldı. 

6. 30 dk oda ısısında inkübe edilen pleyt 5 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra, her bir kuyucuğa 100 µl substrat dağıtıldı. 

7. Karanlıkta oda ısısında bekletilen pleytte renk değişimine göre yaklaşık 30 dk 

sonra reaksiyonu durdurmak için her bir kuyucuğa 100 µl durdurma 

solüsyonu eklendi. 

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

spektrofotometrik değerler KC junior programı kullanılarak pg/ml olarak  

hesaplandı. 

3.7. İstatistiksel analizler: 

Tüm grupları karşılaştırılmasında tek yönlü varyans analizi ya da Kruskal Wallis 

testi, posthoc analizlerde ise Tukey testi ya da Dunn testi kullanıldı. İstatistiksel 

analizler GraphPad Prism Windows 5.04 programında yapıldı, p değeri 0.05’den 

küçük olanlar anlamlı kabul edildi.   
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4. BULGULAR 

4.1. Primer Tümör Bulguları  

Kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD gruplarının primer tümör hacimleri 1., 2. ve 4. 

haftalarda karşılaştırılmıştır. 1. haftada tüm gruplar arasında primer tümör hacimleri 

açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu görülmüştür (p=0.0008). 

Posthoc analizler uygulandığında ise kontrol ile FLU grupları (p>0.05) ve PLD ile 

FLU-PLD grupları (p>0.05) arasında fark olmadığı ancak, kontrol grubunun primer 

tümör hacminin PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05) grubundan, FLU grubunun 

primer tümör hacminin ise PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05) gruplarından daha 

büyük olduğu görülmüştür (Şekil 1A).  
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Şekil 1A. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD 

ve FLU-PLD tedavilerinin primer tümör üzerindeki etkileri (1. Hafta) 
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2. Haftada tüm gruplar arasında primer tümör hacimleri açısından istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark olduğu görülmüştür (p<0.0001). Posthoc analizler uygulandığında 

ise 1. Hafta bulguları ile benzer şekilde kontrol ile FLU grupları (p>0.05) ve PLD ile 

FLU-PLD grupları (p>0.05) arasında fark olmadığı ancak, kontrol grubunun primer 

tümör hacminin PLD (p<0.0001) ile FLU-PLD (p<0.0001) grubundan, FLU 

grubunun primer tümör hacminin ise PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05) 

gruplarından daha büyük olduğu görülmüştür (Şekil 1B).   
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Şekil 1B. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD ve 

FLU-PLD tedavilerinin primer tümör üzerindeki etkileri (2. Hafta) 
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4. Haftada tüm gruplar arasında primer tümör hacimleri açısından istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark olduğu görülmüştür (p<0.0001). Posthoc analizler uygulandığında 

ise 1. Hafta bulguları ile benzer şekilde kontrol ile FLU grupları (p>0.05) ve PLD ile 

FLU-PLD grupları (p>0.05) arasında fark olmadığı ancak, kontrol grubunun primer 

tümör hacminin PLD (p<0.0001) ile FLU-PLD (p<0.0001) grubundan, FLU 

grubunun primer tümör hacminin ise PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.05) 

gruplarından daha büyük olduğu görülmüştür (Şekil 1C).   
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Şekil 1C. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD ve 

FLU-PLD tedavilerinin primer tümör üzerindeki etkileri (4. Hafta) 
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4.2. Akciğer Metastazı Bulguları 

Makroskopik akciğer metastazlarının sayısı kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD 

grupları arasında karşılaştırıldığında tüm gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark olduğu görülmüştür (p=0.0005). Posthoc analizler uygulandığında ise kontrol 

ile FLU grupları (p>0.05), FLU ile PLD grupları (p>0.05) ve PLD ile FLU-PLD 

grupları (p>0.05) arasında fark olmadığı, ancak kontrol grubunun akciğer 

metastazlarının PLD (p<0.05) ile FLU-PLD (p<0.01) grubundan, FLU grubunun 

akciğer metastazlarının ise FLU-PLD (p<0.05) gruplarından daha fazla olduğu 

görülmüştür (Şekil 2).   
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Şekil 2. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinde FLU, PLD ve 

FLU-PLD tedavilerinin akciğer metastazları üzerindeki etkileri 
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4.3. Karma Lökosit Kültürü Bulguları 

4.3.1. İnterlökin-6 düzeyleri 

Karma lökosit kültürü süpernatantlarında indüklenmiş ve indüklenmemiş IL-6 

düzeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD grupları arasında karşılaştırılmış ve 

indüklenmiş grupta, gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu 

görülmüştür (F= 3.569, p=0.0378). Posthoc analizler uygulandığında, IL-6 

düzeylerinin FLU-PLD grubunda DOXO grubundan daha düşük olduğu (p<0.05) 

görülmüştür. İndüklenmemiş grupta ise gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark saptanmamıştır (KW=2.757, p=0.4306) (Şekil 3). 
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Şekil 3. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve 

karma lökosit kültürü süpernatantlarında FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IL-6 düzeyleri 

üzerindeki etkileri 
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4.3.2. İnterlökin-10 düzeyleri 

Karma lökosit kültürü süpernatantlarında indüklenmiş ve indüklenmemiş IL-10 

düzeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD grupları arasında karşılaştırılmış ve 

indüklenmiş grupta, gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu 

görülmüştür (KW=18.21, p=0.0004). Posthoc analizler uygulandığında, IL-10 

düzeylerinin FLU-PLD grubunda hem kontrol (p<0.0001) hem de FLU (p<0.05) 

gruplarından daha yüksek olduğu görülmüştür. İndüklenmemiş grupta ise gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır (KW=2.757, p=0.4306) 

(Şekil 4). 
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Şekil 4. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve 

karma lökosit kültürü süpernatantlarında FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IL-10 düzeyleri 

üzerindeki etkileri 
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4.3.3. İnterlökin-17A düzeyleri 

Karma lökosit kültürü süpernatantlarında indüklenmiş ve indüklenmemiş IL-17A 

düzeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD grupları arasında karşılaştırılmış ve 

indüklenmiş grupta, gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu 

görülmüştür (F=22.12, p<0.0001). Posthoc analizler uygulandığında, IL-17A 

düzeylerinin FLU-PLD grubunda kontrol (p<0.0001), FLU (p<0.0001) ve PLD 

(p<0.0001) gruplarından daha yüksek olduğu görülmüştür. İndüklenmemiş grupta ise 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır (KW= 3.927, 

p=0.2695) (Şekil 5). 
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Şekil 5. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve 

karma lökosit kültürü süpernatantlarında FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IL-17A düzeyleri 

üzerindeki etkileri 
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4.3.4. İnterferon-gama düzeyleri 

Karma lökosit kültürü süpernatantlarında indüklenmiş ve indüklenmemiş IFN-gama 

düzeyleri kontrol, FLU, PLD ve FLU-PLD grupları arasında karşılaştırılmış ve 

indüklenmiş grupta, gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu 

görülmüştür (F=35.32, p<0.0001). Posthoc analizler uygulandığında, IFN-gama 

düzeylerinin FLU-PLD grubunda kontrol (p<0.0001), FLU (p<0.0001) ve PLD 

(p<0.0001) gruplarından daha yüksek olduğu görülmüştür. İndüklenmemiş grupta ise 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır (F=6.776, 

p=0.0794) (Şekil 5). 
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Şekil 6. 4TLM hücreleri ile oluşturulmuş fare metastatik meme kanseri modelinden elde edilen ve 

karma lökosit kültürü süpernatantlarında FLU, PLD ve FLU-PLD tedavilerinin IFN-gama 

düzeyleri üzerindeki etkileri 

  



31 
 

5. TARTIŞMA 

Dünya genelinde kadınlarda meme kanserine bağlı mortalite hızı erken tanıya bağlı 

olarak azalsa da, ÜNMK kadınlarda kansere bağlı ölümlerin başlıca nedenleri 

arasında yer almaktadır (Farre ve ark., 2018; Wang ve ark., 2018). Meme kanseri alt 

tipleri içerisinde agresif ve metastatik niteliğinden dolayı en düşük sağkalım 

ÜNMK’dedir (Song ve ark., 2018). ÜNMK’da konvansiyonel kemoterapötik 

uygulamaları ilaç direnci ve nüks zamanının kısalması nedeniyle tedavinin etkinliği 

sınırlıdır (Mander ve ark., 2018). Prognozun zayıf ve tedavi seçeneklerinin sınırlığı 

olduğu ÜNMK’da yeni tedavi seçeneklerine ihtiyaç duyulduğundan (Mander ve ark., 

2018), son zamanlarda yapılan çalışmalar ÜNMK’da metastazı önlemeye yönelik bir 

başka deyişle anti-metastatik etkinliği arttıran tedavi seçeneklerine odaklanmaktadır 

(Zardavas ve ark., 2013).  

MMK hastalarında sağ kalıma etki eden uzak organ metastazları en sık kemik, 

karaciğer, akciğer ve beyin dokularında görülmektedir (Wu ve ark., 2017). ÜNMK 

en sık kemik dokusuna, ikinci sıklıkta ise karaciğer dokusuna metastaz yapmakla 

birlikte, en agresif metastaz türünü oluşturan akciğer metastazları ise ÜNMK 

hastalarında mortalitenin en önemli nedenidir (Wu ve ark., 2017). Bu nedenle bu tez 

çalışmasında farede spontan olarak gelişmiş metastatik meme kanseri hücre 

dizilerinin (4T1) karaciğer metastazlarından elde edilmiş hücre dizileri (4TLM) ile 

oluşturulmuş in vivo meme kanseri modelinde hem primer tümör hem de akciğer 

metastazları üzerindeki etkiler sitokin düzeyleri ile birlikte çalışılmıştır.  

Kemoterapötiklerin pegile edilmiş formülasyonlarının farmakokinetik özellikleri 

farklılıklar gösterdiğinden toksisite açısından tercih edilmekle birlikte, ÜNMK’da 

primer tümör ve özellikle de metastazlar üzerindeki etkileri araştırılmaktadır (Su ve 

ark., 2017). Pegile formülasyonların da içinde bulunduğu nanoilaçların tümördeki 

vasküler yapının geçirgenliğinde artma ve lenfatik drenajın bozulması nedeniyle 

tümör dokusunda birikmeleri, terapötik indeksin arttırılarak toksik etkilerin 

azaltılmasını sağlamaktadır (Su ve ark., 2017). Bununla birlikte DOXO’nun tümör 

hücrelerinde sitotoksisite oluştururken immünojenik apoptozise de neden olması, 

PLD’nin tümör mikroçevresi üzerindeki etkilerinin ve metastaz üzerindeki etkilerinin 

araştırılması gerektiğini vurgulamaktadır.  
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Depresyon tanısı almış meme kanserli kadınlar arasında antidepresan ilaç 

kullanımının daha fazla olduğu bildirildiğinden (Fann ve ark., 2008; Suppli ve ark., 

2011), SSGİ’lerin kemoterapötiklerle eş zamanlı kullanıldığında sağ kalımı nasıl 

etkileyeceği önem taşımaktadır. Bu bağlamda yan etki profilindeki üstünlük 

nedeniyle DOXO’ya göre daha fazla tercih edilmeye başlanan PLD’nin ortamda 

FLU bulunduğunda tümör mikroçevresi üzerindeki etkilerinin araştırılmasının 

gerekliliğini ortaya çıkarmaktadır. Bu tez çalışmasında, 4TLM hücreleri ile 

oluşturulmuş fare ÜNMK modelinde PLD ve FLU’nun primer tümör ve akciğer 

metastazları üzerindeki etkileri araştırılırken, aksiller lenf nodu ve dalak 

hücrelerinden elde edilen karma lökosit kültüründe IL-6, IL-10, IL-17A ve IFN-

gama düzeyleri de çalışılmıştır.  

Literatürde, in vivo ÜNMK modellerinde DOXO ve FLU’nun birlikte kullanımı ile 

ilgili yayınlara rastlanmamakla birlikte in vitro olarak insan meme kanseri hücre 

dizilerinde (MCF-7, MCF-7
R
) DOXO ve FLU’yu birlikte içeren lipozomal 

formülasyonun sinerjistik etki oluşturabileceği bildirilmiştir (Ong ve ark., 2011). 

İnsan kolon kanseri hücre dizileri ile farede oluşturulan tedaviye dirençli ksenograft 

modelde DOXO (kümülatif 6 mg/kg) ve FLU (1 mg/kg) ayrı ayrı uygulandığında da 

sinerjistik etkiler izlenmiş, primer tümör hacminin DOXO’nun tek uygulamasına 

göre DOXO-FLU uygulamasında daha fazla azaldığı gösterilmiştir (Argov ve ark., 

2009). Zayıf immünojenik özelliğe sahip olduğu bilinen meme kanserinde 

immünojenik apoptozis oluşturan DOXO ile tedavi avantaj sağlarken, immün kaçışa 

neden olabilen PLD ile tedaviye antiinflamatuar etkileri olduğu bilinen FLU 

tedavisinin eklenmesinin uzak metastazları arttırması beklenebilir. Ancak bu tez 

çalışmasında primer tümör ve akciğer metastazları açısından 4 hafta boyunca 0.4 

mg/kg/gün uygulanan FLU tedavisi ile kümülatif olarak 17.5 mg/kg uygulanan PLD 

tedavisi arasında fark görülmemiştir. Bu sonuçların nedeni PLD tedavisi ile 

neredeyse tam kür sağlanmasından kaynaklanabilir. PLD’nin düşük dozda 

uygulanacağı grupların eklenmesi FLU’nun primer tümör ve akciğer metastazları 

üzerindeki etkilerinin netleşmesini sağlayabilir.  

Meme kanserinde TM’deki tümör hücreleri ve diğer hücrelerden salıverilen sitokin 

ve kemokinlerin uzak metastazları etkilediği bilinmektedir. Bu çalışmada 4TLM 

hücreleri ile oluşturulmuş fare ÜNMK modelinde aksiller lenf nodu ve dalak 

hücrelerinden elde edilen karma lökosit kültürü süpernatantlarında FLU-PLD 
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tedavisinin IL-10, IL-17A ve IFN-gama düzeyini arttırdığı, IL-6 düzeyini ise azalttığı 

görülmüştür. Meme kanseri hastalarında serum IL-6 düzeyleri ile prognoz arasındaki 

ilişkiyi araştıran çalışmaların sonuçları, serum IL-6 düzeylerindeki artışın hem 

negatif hem de pozitif prognoz belirtisi olabileceğini gösterirken (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 çalışmaların sonuçları da 

benzer şekilde IL-6’nın hem antitümöral/antimetastatik hem de 

protümöral/prometastatik etkileri olabileceğini bildirmiştir (Knupfer ve ark., 2007; 

Chiu ve ark., 1996; Arihiro ve ark., 2000; Verhasselt ve ark., 1992; Asgeirsson ve 

ark., 1998). FLU-PLD tedavisi ile indüklenmiş IL-6 düzeyinin azalması, bu 

çalışmada eğer akciğer metastazlarında PLD grubu ile FLU-PLD grubu arasında fark 

bulunsaydı deneysel ÜNMK modelinde metastaz IL-6 ilişkisi hakkında yorum 

yapılabilirdi. Ancak elimizdeki bulgularda FLU ve PLD tedavilerinin birlikte 

uygulanmasının IL-6 düzeylerini azalttığını söyleyebiliriz.  

IL-6’ya benzer şekilde 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-gamanın (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) antitümöral/antimetastatik ve protümöral/prometastatik etkileri gösterilmiştir. 

Bizim çalışmamızda FLU-PLD grubunda IL-10 ve IFN-gama düzeylerinin artması, 

primer tümör hacminin ve akciğer metastazlarının azalması ile ilişkili olabilir. 

Literatürde yer alan IL17A düzeyleri ile ilgili çalışmalarda ise diğer sitokinlerden 

farklı olarak protümöral/prometastatik etkilerin ön planda olduğu bildirilmiştir 

(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 çalışmamızda ise 

literatür bulguları ile zıt olarak primer tümör hacminin ve akciğer metastazlarının 

sayısının azaldığı FLU-PLD grubunda IL17A düzeyleri artmıştır.   
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

1. Bu tez çalışmasında, 4TLM hücreleri ile metastatik meme kanseri oluşturulan dişi 

balb-c farelerde PLD ve FLU-PLD tedavileri hem primer tümör hacmini hem de 

akciğer metastazlarını azaltmıştır. Ancak çalışmamızda kümülatif olarak 17.5 mg/kg 

dozda uygulanan PLD ile primer tümör hacmi ve akciğer metastazlarının neredeyse 

tamamen gerilemiş olması, 4 hafta boyunca 0.4 mg/kg/gün uygulanan FLU 

tedavisinin etkilerini maskelemiş olabilir. Bu nedenle, PLD dozunun azaltılarak 

FLU-PLD kombinasyonunun primer tümör hacmi ve metastazları üzerindeki 

etkilerinin değerlendirilmesi, FLU’nun etkilerinin daha net gözlemlenmesini 

sağlayabilir. 

2. 4TLM hücreleri ile metastatik meme kanseri oluşturulan dişi balb-c farelerden 

elde edilen karma lökosit kültürü süpernatantlarında FLU-PLD tedavisi IL-10, IL-

17A ve IFN-gama düzeylerini arttırırken, IL-6 düzeyini azaltmıştır. Literatüre 

bakıldığında IL-6, IL-10 ve IFN-gamanın hem antitümöral/antimetastatik hem de 

protümöral/prometastatik etkileri gösterilmiş olmasına karşın, IL17A ile ilgili 

yayınlarda protümöral/prometastatik etkilerin ön planda olduğu görülmüştür. Bu tez 

çalışmasında IL-17A düzeylerinin artmış olması FLU’nun PLD ile 

kombinasyonunda izlenen protümöral/prometastatik etkilerinin, PLD dozunun 

kümülatif olarak 17.5 mg/kg kullanılmasından dolayı gözlemlenememiş olabileceği 

sonucuna varılmıştır.    
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