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OZET

IN-VITRO KOPEK MEME TUMORU MODELINDE SiKLOOKSIJENAZ
INHIBITORU VE KEMOTERAPI KOMBINASYONUNUN ANTITUMORAL
ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Patoloji (Veteriner) Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Oguz KUL
Agustos 2023, 103 sayfa

Kopek ve kedilerde meme kanseri, tiim kanser olgularinin %52’sini olusturmaktadir.
Kopek ve insan meme tiimorleri arasindaki; molekiiler, histolojik, klinik ve
epidemiyolojik benzerlikler nedeniyle tani, patogenez ve tedaviye yonelik karsilastirmali
caligmalar devam etmektedir. Kanser hiicre hatlar1, kanser biyolojisinin incelenmesi,
molekiiler yolaklarin ortaya konulmasi ve antitiimoral ilaglarin etkinliginin test
edilmesinde in-vitro bir model olarak basariyla kullanilmaktadir. Meme kanserine yonelik
giincel ¢aligilan konulardan birisi de, COX-2 ifadesine sahip tiimorlerde siklooksijenaz
(COX) aktivitesinin non-steroidal antiinflamatuar ilaglar ve standart kemoterapinin
kombine edildigi tedavi stratejileri {izerinedir. Bu arastirmanin temel amaci, COX-2
ifadesi pozitif insan ve kopek meme timor hiicre kiiltiirlerinde, segici COX-2 inhibitorii
selekoksib ile doksorubisin veya siklofosfamid kombinasyonu yapilarak, tek basina
kullanimlarina gore daha yiiksek antitiimoral etkinlik elde edilip edilemeyecegi ve timor
hiicrelerinin COX-2 ifade seviyeleri ile selekoksibin antitiiméral etkinligi arasinda
korelasyon bulunup bulunmadiginin arastirilmasidir. Calismada; yiiksek COX-2 ifadesine
sahip CMT-U27 (kopek), P114 (kopek), MDA-MB-231 (insan) ve diisik COX-2
ifadesine sahip CMT-U309 (kopek) meme tiimori hiicre hatlart 96 kuyucuklu plakalara
RealTime-Glo™ MT igin herbir kuyucuga 200 hiicre ve MTT testi i¢in her bir kuyucuga
7x10° hiicre olacak sekilde ekilip 17 farkli calisma grubu olusturuldu. Bu gruplara
sirastyla: meme tiimori kontrol, meme tiimori tasit kontrol, 25 uM selekoksib, 50uM
selekoksib, 75 uM selekoksib, 100 puM selekoksib, siklofosfamid (IC50 dozda),
siklofosfamid+25 pM selekoksib, siklofosfamid+50 uM selekoksib, siklofosfamid+75
uM selekoksib, siklofosfamid+100 puM selekoksib, doksorubisin (IC50 dozda),
doksorubisint25 uM selekoksib, doksorubisin+50 uM selekoksib, doksorubisin+75 uM
selekoksib, doksorubisin+100 pM selekoksib grubu seklinde ilag uygulandi.
Inkiibasyonun 24’iincii saatinde selekoksib ve kemoterapétik ajanlarm ilk uygulamasi
yapildi ve Real Time-Glo™ MT ile 24 ve 48’inci saat bulgular1 degerlendirildi. 72°nci saat



bulgular1 i¢in ayni gruplar olusturuldu ve MTT testi kullanilarak sonuglar degerlendirildi.
Bu ¢alisma da, selekoksibin tek basina kullaniminin hiicre canlilig1 tizerinde doza ve hiicre
hatlarina bagli olarak farkli etkileri oldugu ortaya konuldu. Ozellikle yiiksek COX-2
ifadesine sahip P114 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 72 saat siireyle 50 uM selekoksib
uygulamasi tiimor hiicresi proliferasyonunu sirasiyla % 60 ve %55 azalttigi gosterildi.
Ancak diisiik COX-2 ifadesine sahip CMT-U309 hiicre hattinda diisiik doz selekoksib
uygulamasinin antiproliferatif etki gostermedigi goriildii. Doksorubisinin 25,50,75 ve 100
uM’lik selekoksib ile yapilan tiim kombinasyonlarinda 24, 48 ve 72 saat sonrasinda hiicre
canliligini, tek basina doksorubisin uygulanan gruba gére 6nemli 6l¢iide azalttig goriildii.
Buna karsilik, siklofosfamidin 25,50 ve 75 uM selekoksib ile kombinasyonunda CMT-
U227, CMT-U309, P114 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin hepsinde, hiicre canlilig1 tek
basina siklofosfamid uygulanan gruba gore daha yiiksek bulundu. Sonug¢ olarak,
doksorubisin ile COX-2 selektif inhibitorii selekoksib kombine kullanimi ile in-vitro
kosullarda meme kanseri hiicrelerinde 6nemli diizeyde antitiimoral etkinlik sekillendigi,
bu etkinin her iki ilacin tek basina kullanildiklarinda goriilen etkinlik seviyelerine gore
additif ozellik gosterdigi ve artan selekoksib dozu ile dogru orantili oldugu ortaya
konulmustur. Bu arastirmada elde edilen 6nemli sonuglardan bir digeri ise yliksek COX-
2 ifadesine sahip meme tiimor hiicrelerinde, selekoksib uygulamasi ile diisiik COX-2
ifadesi gésteren meme tiimor hiicrelerine gore 24, 48 ve 72°nci saatlerde daha yiiksek
antitiimoral etkinlik elde edilebileceginin gosterilmesidir. Bu ¢alisma, doksorubisin ve
selekoksib kombinasyonunun antitiimoral etkisini destekler nitelikteyken, selekoksib ve
siklofosfamid kombinasyonunun farkli sonuclar dogurabilecegini gostererek ilag
kombinasyonlarinin karmasikligini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: COX-2, in-vitro, meme tiimorleri, COX-2 inhibitorleri, kemoterapi.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTITUMOURAL EFFICACY OF A
COMBINATION OF CYCLOOXYGENASE INHIBITOR AND
CHEMOTHERAPY IN AN IN VITRO CANINE MAMMARY TUMOUR
MODEL

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pathology (Veterinary), Doctoral Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Oguz KUL
August 2023, 103 pages

Mammary cancer in dogs and cats accounts for 52% of all cancer cases. Due to the
molecular, histological, clinical and epidemiological similarities between canine
mammary tumours and human breast cancer, comparative studies on diagnosis,
pathogenesis and treatment are ongoing. Cancer cell lines are successfully used as an in-
vitro model to study cancer biology, reveal molecular pathways, and test the efficacy of
anticancer drugs. One of the current topics in breast cancer is the treatment strategies
combining cyclooxygenase (COX) activity with non-steroidal antiinflammatory drugs and
standard chemotherapy in COX-2-expressing tumours. The main aim of this study was to
investigate whether higher antitumoural efficacy can be obtained by combining the
selective COX-2 inhibitor celecoxib with doxorubicin or cyclophosphamide in COX-2
expression positive human and canine mammary tumour cell cultures and whether there
is a correlation between COX-2 expression levels of tumour cells and antitumoural
efficacy of celecoxib. In the study, CMT-U27 (dog), P114 (dog), MDA-MB-231 (human)
and CMT-U309 (dog) breast tumour cell lines with high COX-2 expression and low COX-
2 expression were seeded in 96-well plates with 200 cells per well for RealTime-Glo™
MT and 7x103 cells per well for MTT assay and 17 different study groups were formed.
These groups were, respectively, mammary tumour control, mammary tumour vehicle
control, 25 uM celecoxib, 50 uM celecoxib, 75 uM celecoxib, 100 uM celecoxib,
cyclophosphamide  (IC50  dose),  cyclophosphamide+25  uM  celecoxib,
cyclophosphamide+50 uM celecoxib, cyclophosphamide+75 pM  celecoxib,
cyclophosphamide+100 uM celecoxib, doxorubicin (IC50 dose), doxorubicin+25 uM
celecoxib, doxorubicint50 uM celecoxib, doxorubicint75 pM celecoxib,
doxorubicin+100 uM celecoxib group. At the 24th-hour of incubation, the first
application of celecoxib and chemotherapeutic agents was performed and 24th and 48th
hour findings were evaluated by RealTime-Glo™ MT. For 72nd-hour findings, the same
groups were formed and the results were evaluated using MTT assay. This study
demonstrated that the use of celecoxib alone had different effects on cell viability
depending on the dose and cell lines. Especially in P114 and MDA-MB-231 cell lines
with high COX-2 expression, 50 uM celecoxib treatment for 72 hours decreased tumour
cell proliferation by 60% and 55%, respectively. However, in CMT-U309 cell line with
low COX-2 expression, low dose celecoxib application did not show antiproliferative
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effect. All combinations of doxorubicin with 25, 50, 75 and 100 uM celecoxib
significantly decreased cell viability after 24, 48 and 72 hours compared to doxorubicin
alone. On the other hand, in the combination of cyclophosphamide with 25, 50 and 75 uM
celecoxib, cell viability was higher in CMT-U27, CMT-U309, P114 and MDA-MB-231
cell lines compared to cyclophosphamide alone. In conclusion, it was demonstrated that
the combined use of doxorubicin and COX-2 selective inhibitor celecoxib resulted in
significant antitumoural activity in mammary cancer cells under in-vitro conditions, this
effect was additive compared to the activity levels seen when both drugs were used alone
and was directly proportional to the increasing dose of celecoxib. Another important result
obtained in this study is the demonstration that higher antitumoural activity can be
obtained at 24, 48 and 72 hours in breast tumour cells with high COX-2 expression
compared to breast tumour cells with low COX-2 expression with celecoxib
administration. While this study supports the antitumoural effect of doxorubicin and
celecoxib combination, it reveals the complexity of drug combinations by showing that
the combination of celecoxib and cyclophosphamide may produce different results.

Key Words: COX-2, in-vitro, mammary tumors, COX-2 inhibitors, chemotherapy.
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1. GIRIS ve AMAC

Yeni boliinen hiicrelerin biiylimesi ve yaslanan hiicrelerin 6lmesi arasinda hassas bir
homeostaz bulunur. Bu dengenin herhangi bir yonde bozulmasi, hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde artisina sebep olur ve kansere zemin hazirlar. Kanser, diinyada en yaygin 6lim
sebepleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almakta ve
goriilme siklig1 giinden giine artmaktadir. Kanser olgularinin yaklasik %90-95', ¢evresel
faktorlerden kaynaklanan somatik mutasyonlar, kalan %5-10"Tuk kismi ise kalitsal
genetikten kaynaklanmaktadir. Kanser olusumuna neden olanyaygin ¢evresel faktorler
arasinda; tiitiin kullanim1 (%25-30), diyet ve obezite (%30-35), enfeksiyonlar (%15-20),
radyasyon (iyonize ve iyonize olmayan, %10), fiziksel aktivite eksikligi ve ¢evre Kirliligi
bulunmaktadir (Anand vd., 2008).

Eskiden ¢ogunlukla insanlarda sik goriilen kanser olgulari; kopeklerde de artan yasam
stireleriyle dogru orantili olarak artis gostermektedir. Artik kanser, kopeklerde tim
diinyada en 6nemli morbitite ve mortalite nedenleri arasinda gosterilmektedir. Her yil
yaklagik 6 milyondan fazla kedi ve kopekte kanser teshis edilmektedir (Hansen ve
Khanna, 2004). Kopekler, insanlarda olusan kanser tiirlerinin ¢oguna karsi yatkinliga
sahiptir. Bununla birlikte; hem diinyada hem de iilkemizde insan ve hayvalarda en sik

goriilen ve mortalitesi en yiiksek kanser tiirlerinin basinda meme tiimérleri gelmektedir.

En yiiksek maliyetli hastalik tedavileri arasinda yer alan kanserin tedavisinde; cerrahi
ekstirpasyonun yani sira tek bir kemoterapotik ajan veya kombine bir kemoterapi

protokolii kullanim1 neredeyse tiim insan ve hayvan kanserleri i¢in standart hale gelmistir.

Kanser ve kronik yangi arasindaki iligki, ilk kez Rudolf Virchow’ un kronik yangi
bolgesinde sekillenen hiicre proliferasyonunu kesfi ile gosterilmistir. Kanser
mikrocevresinde; konak bagisiklik yaniti, damar ag1 olusumlari ve yangisal reaksiyonlarla
karakterize bulgularin sekillenmesi, nonsteroid antiinflamatuar ilaclar (NSAID)1n

kanserin tedavisinde veya kanser gelisimini Onlenmesinde rol alabilecegini



diistindirmektedir (Wong, 2019). Siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimi yangi bolgesinde ve
baz1 kanserli dokularda asir1 eksprese edilir. COX-2 ifadesi; karsinom olusumu,
indiiksiyonu, kemoterapi ve radyoterapiye direng gelisiminde pleiotropik ve ¢cok yonlii bir
rol oynar. COX-2, kanserle iliskili fibroblastlar (CAF), tip 2 makrofajlar (M2) ve kanser
hiicreleri tarafindan tiimor mikrogevresine salinir (Najafi vd., 2019). Coklu sinyaller,
COX-2' nin kanser hiicreleri tizerindeki islevlerine veya diizenlenmesine katkida bulunur.
Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve niikleer faktor-xf (NF- xf), kanser
hiicrelerinde COX-2 ifadesini artiran baslica modiilatorlerdir. Esasen, COX-2’nin bir
metaboliti olan prostaglandinler (PG) ve sitokinler, NF-kB'yi sinerjistik olarak aktive
ederek PG aracili pozitif geri besleme dongiileri olusturur. Sonug olarak, bu sinyal, yangi
ile iligkili genlerin ifadesini indiiklemek i¢in makrofajlarda ve notrofillerde ¢esitli NF-xB
aracili genlerin ifadesini artirir ve bu hiicrelerin siirekli infiltrasyonuna neden olur. (Liu

vd., 2017).

Segici COX-2 inhibitorii olan selekoksib, uzun yillardir antiinflamatuar ila¢ olarak
kullanilmaktadir. In-vitro kosullarda hiicre biiyiimesini inhibe eder ve tiimér hiicrelerinde
mitokondriyal apoptozisi indiikleyerek antitiimoral etkinlik gosteren selekoksib, in-vivo
etkinligini tiimor mikrogevresinde PG sentezinin engellenmesine bagli olarak yangi,
neovaskiilarizasyon ve timor hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ile gosterir.
Selekoksibin anilan bu etkinlikleri konusunda mevcut literatiirde ¢ok sayida arastirma
bulunmakla birlikte, selekoksib ve kemoterap6tik kombinasyonlarinim, farkli kanser
hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkileri doz-yanit egrisi seklinde net bir sekilde

raporlanmamastir.

Bu ¢alismada, selekoksib’in diisiik ve yiiksek konsantrasyonlardaki doz-yanit egrisinin
olusturulmasi, selekoksibin tek basina ve kemoterapétiklerle kombinasyonunun
antitimoral etkinlik tzerindeki rollerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, farkli
derecelerde COX-2 ifadesine sahip P114, CMT-U27, CMT-U309, képek meme timorii
hiicreleri ve MDA-MB-231 insan meme tiimori hiicre hattinda farkli doz ve siirelerde
selekoksib ve doksorubisin, selekosib ve siklofosfamid ile kombinasyonunun, antitiimoral

etkinligi ortaya konulmustur.



1.1. Kanser

Normalde organizmadaki hiicreler, ihtiyag duyulan yeni hiicreleri olusturmak icin
proliferasyon siirecine girerek ¢ogalirlar ve yeteri kadar biiyliylip yaslandiklarinda veya
hasar gordiiklerinde ise oliirler ve yerlerini yeni hiicreler alir. Bazen bu diizenli siklus
bozularak, hatali genetik yapiya sahip hiicreler olmeleri gerektigi halde biiyiiyiip
¢ogalmaya devam ederler. Tiimorler, hiicrelerin olmasi gerekenden daha fazla boliinmesi
veya genetik mutasyon olusan hiicrelerin 6liim siirecine girmemeleri nedeniyle viicudun
hemen her yerinde baslayan ve trilyonlarca hiicreden olusabilen anormal doku kitleleridir
(Hanahan vd., 2011).

Kanser, en eski tibbi kayitlarin tutulmasindan bu yana, ilk olarak Yunan hekim Hipokrat
(MO 460-370) tarafindan bir hastalik olarak tanimlanmistir. Gegmisten bugiine kadar
gelen bilgilere gore kanser, bir organizmada proliferasyon ve biiyiime kontrol yetenegini
kaybetmis hiicrelerde meydana gelen kontrolsiiz ve anormal biiylime sonucu, oncelikle
gelisigi dokuda, daha sonrasinda viicudun diger bolgelerine yayilan ve organizmanin

islevini bozan bir hastaliktir (Patel, 2020).

Gen mutasyonlari, hiicrelerin biiylimesi ve ¢ogalarak tiimor olusturmasima neden
olabilmektedir (Evans vd., 2018). Normalde viicut DNA's1 hasarli hiicreleri kansere
dontismeden 6nce yok edebilirken, yaslandik¢a bu yetenek azalir. Bu durum, artan yasla
birlikte kanser olusumunun neden daha yiiksek oldugunu agiklayan nedenlerden biridir.
Kanser gelistikge ilave mutasyonlar ve genetik degisiklikler meydana gelebilir,
dolayisiyla ayni tiimor kitlesinde bile farkli hiicreler farkli genetik degisikliklere sahip
olabilirler (Jin vd., 2019).

Normal gelisim ve hiicre diferensiasyonu genlerle yonetilen biyolojik bir dongtdiir, ancak
herhangi bir genetik mutasyon sonucu bu dongii bozulur ve malignite yoniinde degisiklik
gosterebilir. Hiicre dongiisii interfaz (G1,S ve G2 fazi) ve mitoz (M fazi) olmak tizere
temel iki kisimdan olusur. Bir mitozun bitip digerinin baglamasina kadar gecen evreye
interfaz, goriiniir mitoza karsilik gelen bolinme periyoduna da M fazi denir. Hiicre
siklusundaki iki kontrol noktast G1 ve G2 nin sonundadir. G1, boliinmeye giden hiicrede
RNA ve protein sentezi asamasi olup DNA replikasyonunun baslamasi G1 fazinin bitip S

fazina girildigini gosterir. RNA ve protein sentezi ise interfazin ii¢ evresinde de (G1, S,
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G2) devam eder. Hiicre dongiisiinde evreden evreye gecisin kontrol edildigi gecis
noktalar1 vardir. Uciincii ve diger bir énemli bir kontrol noktast da metafazda
kromozomlarin dizilmelerini diizenler. P53 hiicre dongiisiinii diizenleyen ve kanserin
baskilanmasi i¢in ¢ok Onemli bir proteindir. DNA hasarlarinda, tamir igin gerekli
proteinleri harekete gegirir veya DNA hasarmin tamir edilemeyecek kadar fazla
oldugunda apoptozu baslatir. Apoptoz, istenmeyen hasarli ve tamir edilemeyen hiicrelerin
Oliimii i¢in aktif bir program saglar. Apoptoz bir ¢ok uyari ile tetiklenebilir. Bunlarin en
yaygin olan yolagi DNA hasari ile uyarilmis p53’iin BAX sentezini aktive edip, Bcl-2

sentezini baskilamasidir.

1.1.1. Kanser Etiyolojisi

Kanser olusumunda etkili ¢ok sayida kimyasal, fiziksel ve biyolojik etken (kanserojen;
karsinojen) tamimlanmistir. Hem g¢evresel (tiitlin, radyasyon, kimyasallar, bulasici
organizmalar vb.) hem de kalitsal faktorler (mutasyonlar, hormonlar, bagisiklik vb.)
kanserin baglamasi ve progresyonunda rol oynamaktadir. Kansere yol agabilecek faktorler

i¢ ve dig faktorler olarak iki baslikta altinda toplanabilir.

Cizelge 1.1. Kanser olusumunda etkili faktorler (Anonim, 2023a)

IC ETMENLER (%15) DIS ETMENLER (%85)
Yas Radyoaktif etkenler (X 1sinlari, Mor otesi 1sinlar)
Cinsiyet Kimyasal Etkenler
Kalitsal nedenler ve genetik bozukluklar Bazi bakteriyel ve viral etkenler
Bagisiklik sistemi yetersizlikleri Toplumsal nedenler (Ruhsal bozukluklar, Stres)
Hormonal ve metabolik bozukluklar Sigara, alkol
Degisimler Cografik ve bolgesel etkenler

Bu etkenler tek baslarina veya birlikte ardisik olarak etki ederek kanserin olugmasini
baslatabilirler (Torre vd., 2015). Hiicre DNA'sina hasar veren ve anormal yapida hiicre

gelismesine sebep olabilen ¢ok sayida karsinojen tanimlanmigtir. Kanserin olusumuna



katki saglayan genetik degisiklikler, temelde proto-onkogenler, timor siipresor genler ve

DNA hasarini onaran genler olmak {izere ii¢ ana gen grubunu etkilerler (Sudhakar, 2009).

Insan ve hayvanlar etkileyen 100’ii askin kanser tiirii vardir ve kanser hiicreleri gelisimin
erken asamasinda higbir belirti veya semptom géstermezken, laboratuvar testleri ve/veya
radyolojik rutin testlerle “tesadiifen” tespit edilebilirler. Genel olarak, kanserin tespit
edilebilmesi i¢in 1cm biiytlikliige ulagsmasi veya en az 1 milyon hiicreden olusmasi gerekir

(Roy ve Saika, 2016)

Normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye doniismesinde etkili, ¢ogu tiimorde ortak olan
temel alti degisiklik tespit edilmistir. Bu degisiklikler; biiyiime hormonlarinin iiretimi
ve/veya biiyiime inhibitorlerinin yok olmasi, enerji metabolizmasinin programlanmasi,
limitsiz replikasyon potansiyeli, hiicre 6liimiinden kaginma, tiimor ilerletici inflamasyon-

anjiogenez-metastaz ve immun cevaptan kaginmadir (Hanahan vd., 2000).
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Sekil 1.1. Normal hiicrenin kansere doniismesi igin gerekli degisiklikler (Hanahan,
2022’den tasarlanarak ¢izilmistir).

1.1.2. Kanser Mekanizmasi

Normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye donlismesi asamasi, Kitlenin olusum siiregleri
degerlendirildiginde en kritik asama olarak kabul edilmez, ¢iinkii viicuttaki bagisiklik

hiicrelerinin, yeni olusan kanser hiicrelerini sayica azken taniyip yok etmesi ile geri doniis



miimkiindiir (Bray ve Moller, 2006). Bu asamada devamli strese maruziyet, Yyaslilik,
kronik hastaliklar, daha oOnce kemoterapi tedavisi gormiis olmak, antibiyotik ve
kortikosteroid gibi ilaglarin kullanilmasi gibi faktorlerin etkisiyle bagisiklik sistemi

baskilanmis kisilerde kanser riski katlanarak artmaktadir.

Karsinogenez, normal bir hiicrenin bir dizi premalign fenotipler yoluyla invaziv kanser
ortaya ¢ikana kadar ilerledigi ¢cok adimli bir siiregtir. Retroviruslar hari¢ diger tiim kanser
tirlerinin gelisiminde bu basamaklar gegerli sayilmaktadir (Vincent ve Gatenby, 2008).
Kanser gelisimi ile iligkili olarak bu ¢ok adimli siirecin basamaklar1 asagida maddeler

halinde verilmistir;

Kanser Olusumu-indiiksiyon Fazi: Kimyasallar, radyasyon, viriisler ve kalitim gibi
kansere sebep olabilecek etkenlere maruz kalmayla kanser olusumunun basladigi evredir

(Finch, 2007).

Inisiyasyon: Genellikle tek bir somatik hiicre’nin DNA’sinda meydana gelen geri
doniistimsiiz degisikliktir. Bu somatik mutasyonlar mitoz sonrasinda inisiyator
maddelerin etkisi ile rastlantisal olarak meydana gelir. Latent evre olarak isimlendirilen

bu ilk etkilesim agamasi birkag yil siirer (Shacter ve Weitzman, 2002).

Promosyon: Inisiye hiicre ve bu hiicreden gelisen popiilasyonlarda promotdrlere
maruziyet sonucu indiiklenen selektif biiylime asamasidir. Epigenetik degisiklikler bu
asamada olusur ve geri doniisiimliidiir. Bu selektif biiylime asamas1 sonunda kiigiik ve
1yi huylu tiimdrler meydana gelir. Burada hiicrenin genotipik degisiminden daha ¢ok

fenotipik degisiklikler goriiliir (Harris vd., 2015).

Klonal Gelisme: Kanser hiicrelerinin, ayni1 genetik materyale sahip baska hiicreler
tiretmesidir. Kisaca bu agamada transformasyona ugramis bir hiicre ¢ogalarak genotipik
ve fenotipik olarak birbirine benzer yapida kiimeler olusturur. Temelde tiim hiicreler
benzer yapidadir, ancak bulunduklari organ ve dokuya bagl olarak bazi farkh

Ozellesmeler kazanirlar (Cook ve Figg, 2010).

Anjiyogenez: Kan damarlariyla beslenemeyen kanser kolonileri gelisemezler ve en fazla
1-2 mm’lik bir boyuta ulasabilirler. Beslenmesi heniiz tamamlanmamis kanser
kolonilerinde proliferasyon devam ederken ayni hizda hiicre 6liimii de devam eder.
Ancak, bolgede anjiogenez ile kanlanma saglandiktan sonra hiicre 6liim hiz1 yavaslarken,
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timor gelisimi hiz kazanir. Temelinde endotel hiicrelerinin gérev aldigi anjiogenezde
sitokinler, biiyiime faktorleri ve bunlarin reseptorleri rol alir. Anjiogenez hipoksi ile baslar
ve sonucunda tiimor biiylimesi devam eder. Tiimor biiyiidiikge hipoksi artar ve anjiogenez
yeniden tetiklenir. Hipoksi gelisip anjiogenez tetiklendikten sonra aktive edici faktorler

artarken inhibitor faktorler ise azalir (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. Anjiogenezde rol alan aktivator ve inhibitor faktorler (Cook ve Figg, 2010).

Aktivator Mediyatorler Inhibitér Mediyatorler
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) Trombospondin
Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF-0/p) TNF-0/p
Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) Endostatin
Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF) VEGEF inhibitorii
Platelet Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF) Angiostatin

Timoral anjiyogenez, fizyolojik anjiyogenezin aksine sinirli  degildir. Timor
mikrogevresinde, normal dokulardaki arter, ven, kapiller yapisina ek olarak arteriovendz
santlar gelisir. Dolayisiyla timoriin mikro damar yapisi heterojendir ve normal

dokulardaki anjiogenezden farklidir.

VEGEF ile indiiklenen kan damarlarinin sizdirma kapasitesi vardir. Fibrinojen gibi VEGF
ile indiiklenen plazma proteinleri yeni sekillenmis damarlardan ekstraselliiler matrikse
sizar ve tiimoriin etrafinda jelimsi bir yap1 olusturur. Bu jelde bulanan VEGF angiogenezi

daha da ilerleterek devamliligini saglar (Ziyad ve lruela- Artispe, 2011).



Ekstraselller Matris

Destekleyici
Hucreler

Sekil 1.2. Timor mikrogevresinde anjiyogenez mekanizmasi (King vd., 2021’den

tasarlanarak ¢izilmistir).

Progresyon ve Heterojenite: Progresyon, gelisen timorlerin zaman ile birlikte daha
agresif bir role biiriinerek malignite potansiyelinin artmasidir. Biiyiime hizla artar,
ekstraselliiler matriks ve damar invazyon yetenegi kazanilan ilk asama bu donemde
gerceklesebilir. Progresyon ve heterojenitenin altinda yatan temel neden, baslangicta
monoklonal yapida olan tiimér hiicrelerinden farkli genetik yapida alt gruplarin
olugsmasidir. Yani genetik olarak stabil olmayan ¢ok sayida farkli hiicrelerin
proliferasyonu sekillenir (Karaagag, 2006).

Ekstraselliiler Matriks invazyonu: Birbirlerine yapisik halde bulunan tiimér hiicreleri
birbirinden ayrilir ve matriks bilesenlerine yapisirlar. Ekstraselliiler matriks yikimlanir ve

timor hiicrelerinin migrasyonu gerceklesir (Apakkan, 2001).

Disseminasyon ve Yakin/Uzak Bolgelere Yayilma (Metastaz): Metastaz, kanser
hiicrelerinin kanserin bagladigi primer odak bolgesinden daha uzak organ ve dokulara

yayilmasini ifade eder. Metastaz olusumunda baslica asagida agiklanan siiregler yer alir;
a) hiicre adezyonunda azalma ve tiimor hiicrelerinin timor kitlesinden ayrilmasi,
b) kan damar1 ve/veya lenfatik invazyonu,

¢) dolasimda immun sistemden kagis,



d) damar endotel hiicrelerine adezyon,
e) kan damar1 veya lenfatiklerden ekstravazasyon,
f) proliferasyon ve anjiogenez (Yildirim, 2017).

Timor hiicreleri dolasima girdikten sonra ilk olarak bagisiklik sistemi hiicreleriyle
karsilagirlar ve bir kisim tiimor hiicresi burada yok edilir. Kalan diger bir kisim, 16kositler
ve trombositler ile birleserek tiimor embolisine sebep olur. Bu hiicreler bagigiklik sistemi
savunmasindan kolayca kagabilirler. Bu tiimor embolisi damarin bazal memebranina
yapisir ve damar disina c¢ikarak metastatik odak olusturma kapasitesine sahiptir.
Intravazasyon ve ekstravazasyonun nerede olusacagini, primer timor odaginin bulundugu

bolgedeki damarlar ve lenfatikler belirler (Langley ve Fidler, 2007).
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Sekil 1.3. Karsinogenezin sematik gosterimi. Viicuttaki herhangi bir somatik hiicrenin
Klonal yayilim ile ayn1 genetik materyale sahip baska hiicreler tiretmesi ( Anonim 2023b
den tasarlanarak ¢izilmistir).

Kanser, baslangi¢ fazi olan indiiksiyon asamasini tamamlamis olsa bile, ¢ogunlukla
klinikte farkedilebilecek bir bulguya rastlanamaz ve rastlantisal tarama testlerinde ortaya
cikar. Indiiksiyon fazinda kanser gelismisini tamamlanmis olsa bile, heniiz metastaz

yapmadig1 i¢in tedavi sansi oldukga yiiksektir ( Klein, 2020).
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Sekil 1.4. Hiperplazi/displazi/kanser progresyonu. (Anonim, 2023c).

Dokularda kanser hiicreleri gelismeden once, hiicreler ilk olarak hiperplazi ve displazi adi
verilen anormal degisikliklere ugrar. Hiperplazide, hormon veya diger biiyiime faktorleri
uyarisina cevap olarak, genetik mutasyona ugramis hiicre sayisi artar fakat mikroskobik
olarak bu hiicreler normal fenotip gosterirler. Displazide asir1 proliferasyonla birlikte,
hiicrelerin morfolojisi heterojenite kazanir, niikkleus konumu ve polarizasyonu degisir, bu

asama prekanser6z yapilar olarak nitelendirilir (Kanwal, 2013).

1.1.3. Kanser ve Yang iliskisi

Kanser gelisiminin baslangi¢ evresini takiben gelisen yangi, ilgili metabolitlerin
salinimiyla kanserin gelismesine yanit verir. Olugan yanit kanserin gelisiminin artmasini
ve azalmasini diizenler. COX-2 ifadesi yaygin olarak premalign lezyonlar (displazi ve
atipi), invazif ve Ozellikle metastatik kanserlerde bulunur. Artmig COX-2 ifadesinin,
apoptozu inhibe ettigi, hiicre boliinmesini uyardigi, hiicre yapigsmasini degistirerek ve
neovaskiilarizasyon ile metastazi arttirarak antitimor bagisiklik tepkilerini ve hiicre

protein sentezini inhibe ettigi rapor edilmistir (Harris vd., 2014).

Kanserle iligkili inflamasyondan sorumlu hiicreler genetik olarak stabildir ve bu nedenle
ilag¢ direncinin ge¢ sekillenmesiyle, yanginin hedeflenmesi hem kanserin 6nlenmesinde

hem de tedavisinde cazip bir stratejiyi temsil eder (Coussens ve Werb, 2002).
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1.1.3.1. COX-2 ifadesi

Meme, kolon, osteosarkom, mide kanseri, servikal kanser, oral yassi hiicreli kanser,
melanom, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiirii siklooksijenaz
(COX) aktivitesine sahiptir ve siklooksijenaz aktivitesindeki artis kotli prognoz ve diisiik
hayatta kalma oranlan ile paralellik gostermektedir (Carvalho vd., 2016). Timor
hiicrelerinin COX aktivitesinin, in-vivo vaskiilarizasyon ve fibrozis olusumunu artirdigi,
apoptozu inhibe ettigi, metastaz ve yeni damar olusumu ve gelisimini destekledigi, ayrica
tiimor gelisiminde anahtar rolii olan Prostaglandin E2 (PGE2) olusumunu yukar1 regiile
ederek, bir sekilde immiin sistemin baskilanmasina neden oldugu bildirilmistir (Lavalle
vd., 2009; Dore, 2011). Calismalarda PG'lerin sitokinlerle ¢apraz reaksiyona girerek
cesitli enflamatuar hiicreler tizerindeki sitokin etkilerini artirdigi ve gen ifadesini
diizenleyerek hiicrelerde metaplaziye neden oldugu gosterilmistir (Aoki ve Narumiya,

2012; Yao ve Narumiya, 2019).

COX'un siklooksijenaz-1 (COX-1), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve siklooksijenaz-3 (COX-
3) olmak tizere 3 farkli izoformu oldugu bilinmektedir (Shama vd., 2003; Pang LY vd.,
2016). COX-1 ¢ogu dokuda yapisal olarak bulunur ve esas olarak viicuttaki homeostatik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde yer alir. COX-1b veya COX-1v olarak da adlandirilan
COX-1'in bir ek varyanti olan COX-3, en ¢ok kdpek serebral korteksinde bulunur, ancak
ayrmtili iglevi belirsizligini korumaktadir (Pu vd., 2021). COX-2 tarafindan olusturulan
PG'ler, 6zellikle agr1 ve yangiya aracilik eder (Adelizzi, 1999). COX-2 ifadesi, karsinom
olusumu, indiiksiyonu, kemoterapi ve radyoterapiye direng gelisiminde pleiotropik ve ¢cok
yonlii bir rol oynar. COX-2, kanserle iliskili fibroblastlar, makrofaj tip 2 (M2) hiicreleri
ve kanser hiicreleri tarafindan tiimor mikrogevresine salinir (Goradel vd., 2019). Coklu
sinyaller, COX-2'nin kanser hiicreleri {izerindeki islevlerine veya diizenlenmesine katkida
bulunur. Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesinin iiyeleri, Epidermal
Biiytime Faktorii Reseptorii (EGFR) ve Niikleer Faktor-«f, kanser hiicrelerinde COX-2
ifadesini artiran baslica modiilatorlerdir. Esasen, PG'ler ve sitokinler, NF-kB'yi sinerjistik
olarak aktive ederek PG aracili pozitif geri besleme dongiileri olusturur. Sonug olarak, bu
sinyal, yangryla iligkili genlerin ifadesini indiiklemek i¢in makrofajlar ve nétrofillerde
cesitli NF-kB aracili genlerin ifadesini artirir ve bu hiicrelerin siirekli infiltrasyonuna

neden olur (Yao ve Narumia, 2019).
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1.1.4. Tiirkiye ve Diinyada Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, ylizy1l 6nce bu kadar yaygin olmamakla birlikte, degisen yasam tarzi, aligkanliklar
ve artan yasam siireleri sebebiyle kanser olgulari, 6liim sebepleri arasinda kardiovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci sirada gelmektedir (Roy vd., 2016) Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi (IARC), Kiiresel Kanser Gozlemevi (GLOBOCAN) ‘nin yaptig1 son
giincellemeler 1s1ginda diinya ¢apinda 2020 yilinda 19,3 milyon kanser olgusu ve 10
milyon insanin kanserden dolay1 6ldiigii bilinmektedir. Endise verici sekildeki son 25
yilda artan kanser insidansi IARC tarafindan, diinyada, 5 kisiden birinin kansere
yakalandigit ve 8 erkekten 1'inin ve 11 kadindan 1'inin hastaliktan 6ldiiglini
gostermektedir. Bu yeni tahminler, 50 milyondan fazla insanin kanser teshisinden sonra
ortalama bes yil yasadigini gostermektedir (Sung vd., 2021). Kiiresel olarak yaglanan
niifus ve sosyo-ekonomik risk faktorleri, bu artis1 yonlendiren baglica faktorler arasinda
yer almaktadir (Bray ve Moller, 2006). Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) 2019 verilerine
gore, kanser 183 iilkenin 112'sinde 70 yas alt1 6liim sebepleri arasinda birinci veya ikinci,

23 iilkede ise tigiincii veya dordiincii sirada yer almaktadir (Sekil 1.5.) ( Sung vd., 2021).

Kanser Erken Olum
Siralamasi(0-69)

1.(57)
2.(55)
3.ve 4.(23)
5.ve 9.(48)

- Veri yok [: Uygulanamaz

Sekil 1.5. Diinya kanser istatistikleri ( https://acsjournals.onlinelibrary.wiley.com /doi/
10.3322/caac.21660 adresinden alinmistir).
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Tiirkiye’de artan niifusa paralel olarak yeni kanser teshisi alan hasta sayisi da
artmaktadir. 2020 yilinda yapilan son giincellemeler ile Tiirkiye niifusu 84.339.067
iken, yillik yeni kanser olgu sayis1 233.834 ve kanserden dolay1 hayatini kaybedenlerin
sayist 126.335 olarak belirlenmistir. Tiirkiye’de erkek popiilasyonunda kanser goriilme
siklig1 kadinlara gore yiiksektir. Ulkemizde, 75 yas oncesi her 4 kisiden birine kanser
teshisi konuldugu raporlanmistir (Cizelge 1.3.).

Cizelge 1.3. Tiirkiye Kanser istatistikleri (Anonim, 2023d).

Toplum 41.636.125 42.702.942 84.339.067
Yeni vaka sayisi 132.816 101.018 233.834
Yasa gore standardize edilmis 100 bin kiside
291,5 188,0 213,5
yeni vaka sayist
75 yasindan dnce kanser gelistirme riski (%) 29,2 18,4 23,3
Kansere bagli yasam kayiplarinin sayisi 78.949 47.386 126.335
Yasa gore standardsze edilmis 100 bin kiside
171,6 81,4 120,4
yillik yeni kanser 6liimii sayisi
75 yasindan dnce kansere bagli yasam kaybi
. y ’ sy Y 18,2 8,6 13,0
riski (%)
5 yillik aktif vaka sayisi 300.071 281.565 581.636
Melenom disi cilt kanseri hari¢ en sik goriilen 5 Akciger Meme Akciger
kanser Prostat Troid Meme
Kolorektal Kolorektal Kolorektal
Mesane Akciger Prostat
Mide Rahim Troid

Tim diinyada kopeklerin en 6nemli morbitite ve mortalite nedeninin basinda kanser
gelmektedir. Bunun temel nedeni insanlarda oldugu gibi bu tiirlerde de hayatta kalma
siiresindeki artistir. Her y1l yaklasik yaklasik 6 milyondan fazla kedi ve kdpekte kanser
teshis edilmektedir (Hansen ve Khanna, 2004). Kopekler insanlarda olusan kanserlerin
coguna kars1 yatkinlik gosterirler, kopekler prostat ve meme kanseri i¢in spontan insan
modeli olusturur. 2001-2008 yillar1 arasinda Piedmont Canine Cancer Registry tarafindan
yapilan bir papiilasyon arastirmasinda, histolojik olarak dogrulanmis 1175 wvaka

bildirilmistir. Y1l boyunca gézlenen her 100,000 kopek igin kotii huylu tiimor insidansi
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804, iyi huylu timor insidanst ise 897 olarak raporlanmis ve olgularin lokalizasyonu
detayli olarak tanimlanmistir (Sekil 1.6.) (Baioni vd., 2017).
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Sekil 1.6. Kopeklerde tiimor bolgesine gore vaka sayisi (Baioni vd., 2017).

Epidemiyolojik ¢aligmalar, kopeklerde en sik goriilen tiimorlerin deride olustugunu, bunu
meme bezi, hematopoietik sistem ve yumusak dokularin takip ettigini gostermektedir
(Brenden ve digerleri, 2010; Fleming vd., 2011; Griintzig vd., 2016). Yas, cins ve cinsiyet
gibi hayvan oOzelliklerinin, bireyde tiimoriin biiylimesini tetiklemede Onemli bir rol
oynadigi bilinmektedir. Labrador, Boxer, Golden Retriever, Rottweiller gibi baz1 irklarin
kansere genetik yatkinligi bulunmaktadir (Dobson, 2013). Her yasta bireyde tiimor
gelisebilmekle birlikte, uzun 6miirlii hayvanlarda belirgin bir yatkinlik bulundugu ve
bunun kansere yol agan genetik mutasyonlarin ilerleyici birikimi ile iligkili oldugu

diistiniilmektedir (Reif, 2007).

Meksika’da 2002-2016 yillar1 arasinda yapilan bir diger calismada, laboratuvarda
histopatolojik yontemlerle tani1 konulan 393 tiimér incelenmistir. En sik deri tiimorleri
(%59,0), bunu tireme sistemi (%16,3), meme bezi (%12,5), sindirim sistemi (%4,6),
lenfoid doku (%3,6), iskelet-kas (%2,5), solunum yolu (%1,3) ve endokrin tiimdrler
(9%0.2) izlemektedir (Garcia-Aranda ve Rodendo, 2019).
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1.2. Meme Timorleri

Tarih boyunca biitiin uygarliklarda kanser tanimlanmasina ve tedavi sekline iliskin birgok
bilgi bulunmaktadir. Bunlarin bir 6rnegi de Galen’in milattan sonra 131-200 yillinda
“kanserli tiimorler en sik olarak kadinlarin memelerinde gelismektedir” seklinde tarihe
diistiigi nottur. Giiniimiizde, tiim diinyada, her sekiz kadindan birinde meme kanseri
goriilmektedir (DeSantis vd., 2016, Akinoglu vd., 2002). Meme kanseri, kisi basina diisen
gelire bakilmaksizin melanom dis1 cilt kanserinden sonra tiim diinyada ve Tirkiye’de
kadinlarda gelisen en yaygin kanser olup, kadinlarda goriilen tiim kanserlerin neredeyse
%32’sini olusturmaktadir (Sopik vd., 2018, Parkin vd 2002, Kogak 2000). Kansere bagl
sekillenen Gliimlerin ise %18’nin meme kanserinden kaynaklandigi raporlanmistir (Ferlay
vd., 2015; DeSantis, 2015). Tirkiye’de 2020 yili verilerine gore ise meme kanseri,
kadilarm kanserden dolay1 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir (Ozkan vd.,

2014).

Meme kanseri, memenin siit ilireten bezlerinde veya siit kanallarinda bulunan epitel
hiicrelerinin anormal sekilde kontrolsiizce ¢ogalmasindan kaynaklanmaktadir. Normal
meme dokusu gelisiminde progesteron, dstrojen, androjen ve tiroid hormonlari, Fibroblast
Biiytime Faktorleri (FGF) ve Epidermal Biiyiime Faktorleri (EGF) rol almaktadir. Normal
meme gelisimine katki saglayan bu etkiler, bazi genlerin ifade seviyelerinin artirip
azaltarak kontrolii saglarlar ve hem normal meme dokusunun gelisimine hem de memede

normal hiicrelerin malign karakter kazanmasinda rol alirlar.

1.2.1. Kopek Meme Tiimérleri

Kopek meme tiimorlerinin siniflandirilmasinda histogenez, morfoloji ve prognoz olmak

tizere temel ti¢ 6zellik kullanilmaktadir (Hellmen, 1996).

Histogenetik olarak yapilan siniflandirma, timdrleri sekillendiren hiicre fenotiplerinin
kesin ayriminin zorlugu, miks tiimorlerde epitel hiicre katilimina dair farkli goriislerden
dolayi fazla tercih edilmemektedir. Yine kopek meme tiimorlerinde gdzlenen mezensimal
dokunun heterojen non-neoplastik kokenli olduguna dair goriisler de bulunmaktadir
(Moulton, 1990).
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Calismalarda en ¢ok kullanilan ve morfolojiyi tanimlayan Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)’nun smiflandirmasinda; epitel kokenli tiimorler, myoepitel hiicrelerin tiimore
katilip katilmamasina gore simple ya da kopleks olarak adlandirilir. Karsinom ve malign
karakterli mezensimal tiimorler ise histopatolojik 6zelliklerine goére siniflandirilirlar

(Hampe ve Misdrop, 1974).

Cizelge 1.4. WHO kopek meme tiimorlerinin histopatolojik siniflandirmasi (Misdorp et
al., 1999).

1. Malign Tiimérler

1.1.In-situ karsinom

1.2.Kompleks karsinom

1.3.Simple Karsinom
1.3.1. Tubulopapiller Karsinom
1.3.2. Solid Karsinom
1.3.3. Anaplastik Karsinom

1.4 Kasinomlarin Ozel Tipleri
1.4.1. Mekik Hiicreli Karsinom
1.4.2.Yass1 Hiicreli Karsinom
1.4.3. Miisindz Karsinom

1.4.4.Yag Hiicreli Karsinom

1.5.Sarkoma
1.5.1. Fibrosarkom
1.5.2 Osteosarkom
1.5.3 Diger Sarkomalar
1.6.Karsinosarkom

1.7.Benign Timorlerde Karsinom ya da Sarkom

2.Bening Tiimérler
2.1. Adenom
2.2. Fibroadenom
2.3. Benign Miks Tiimoérler
2.4. Duktal Papillom
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3.Smiflandirilamayan Tiimérler

4. Meme Hiperplazileri

4.1. Duktal Hiperplazi
4.2. Lobular hiperplazi
4.2.1. Epitelyal Hiperplazi
4.2.2. Adenozis
4.3. Kistler
4.4. Duktal Ektazi
4.5. Fibrosklerosis
4.6. Jinekomasti
Kopeklerin meme bezindeki neoplastik degisikliklerin siniflandirilmasina iliskin ¢ok
sayida veri bulunmaktadir. Yapilan calismalarda, morfolojik tan1 yaklagimina gore

yapilan siniflandirma halen tartisma konusudur (Thike vd., 2019). Ancak, David

Thompson Vakfi'nin uluslararasi siniflandirmasi en ¢ok bagvurulan kaynaktir.

18



Cizelge 1.5. Davis Thompson Vakfi ICD-03.2 kodlu kopek meme tiimorleri

simiflandirmasi (Zappulli vd., 2019).

Lezyon ICD-0-3.2 kodu Kategori
1. Hiperplazi
1.1 Duktal ektazi NA H
1.2 Lobiiler Hiperplazi
1.2.1. Regiiler NA H
1.2.2. Salg1 Aktivitesi NA H
1.2.3 Fibrozis NA H
1.2.4. Atipi NA H
1.3. Epitelyal NA H
1.4. Papillomatoz 8060/0 H
2. Benign Epitelyal Neoplazi
2.1. Basit iyi huylu tiimér
2.1.1. Adenom 8211/0 B
2.1.2. Miyoepitelyom 8982/0 B
2.2. Basit olmayan iyi huylu timérler
2.2.1. Kompleks Adenom 8983/0 B
2.2.2. Benign miks timor 8940/0 B
2.2.3. Fibroadenom 9010/0 B
2.3 Duktal iliskili benign tiimérler
2.3.1.Duktal adenom 8147/0 B
2.3.2.Intraduktal papiller adenom 8503/0 B
3. Malign neoplazm
3.1. Karsinom
3.2. Basit karsinom
3.2.1. Tubiiler karsinom 8211/3 M
3.2.2. Tubiilopapiller karsinom 8263/3 M
3.2.3. Solid karsinom 8230/3 M
3.2.4. Invaziv mikropapiller karsinom 8507/3 M
3.2.5. Komedokarsinom 8501/3 M
3.2.6. Anaplastik karsinom 8021/3 M
3.3. Basit olmayan Karsinom
3.3.1. Kompleks adenomda ortaya ¢ikan 8941/3 M
karsinom/benign miks tiimorler
3.3.2. Kompleks karsinom 8983/3 M
3.3.3.Karsinom ve malign miyoepitelyom 8562/3 M
3.3.4. Miks karsinom 8940/3 M
3.4. Duktal iligkili karsinom
3.4.1. Duktal karsinom 8147/3 M
3.4.2. intraduktal papillar karsinom 8503/3 M
4. Malignant epitelyal neoplazi
4.1. Skuaméz hiicreli karsinom 8070/3 M
4.2. Adenoskuamoz karsinom 8560/3 M
4.3. Musin6z karsinom 8480/3 M
4.4. Lipid-zengin karsinom 8314/3 M
4.5. Spindle hiicreli karsinom 8572/3 M
4.6. Malign myoepitelyom 8982/3 M
5. Malign mezensimal neoplazi
5.1. Osteosarkom 9180/3 M
5.2. Kondrosarkom 9220/3 M
5.3. Fibrosarkom 8810/3 M
5.4. Hemangiyosarkom 9120/3 M
5.5. Diger sarkomlar 8800/3 M
6. Karsinosarkom 8980/3 M
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7. Meme bag1 hiperplazi/dispilazisi
7.1 Meme bas1 derisi melanozisi NA H
7.2 Meme basi hiperplazisi NA H
8. Meme Basi Neoplazisi
8.1 Benign duktal-iliskili neoplazi

8.1.1. Duktal adenom 8147/0 B

8.1.2. Intraduktal papillar adenom 8503/0 B
8.2. Malign duktal-iliskili neoplazi

8.2.1. Duktal karsinom 8147/3 M

8.2.2.Intraduktal papillar karsinom 8503/3 M
8.3. Epidermoid Karsinom 8540/3 M

Not: NA, uygun degil; H, hiperplazi/dysplasia; B, Benign tiimér; M, malign timor.
1.2.2. Kopek Meme Tiimoérii Calismalar

1.2.2.1. in vivo Cahsmalar

Kanserin patogenezini, hiicresel mutasyon 6zelliklerini ve tedavi ajanlarini arastirmak i¢in
bircok in vivo deneysel modeller kullanilmaktadir. In vivo deneyesel kanser modelleri
olarak, model organizmalar (maya, sirke sinegi, nematod, kurbaga, zebra balig1), kiigiik
memeli kanser modeli hayvanlar (fare, si¢an, tavsan) ve biiyiilk memeli kanser hayvan
modelleri (kdpek, domuz, primatlar) siklikla kullanilmaktadir. Képeklerde dogal olarak
ortaya ¢ikan kanserlerin incelenmesi, diger deneysel kanser modellerine gore klinik,
histolojik 6zellikler, molekiiler profiler, tedaviye yanit ve direncin yani sira metastaz
olusumu yoniinden insanlardaki timor metabolizmasini daha yakindan yansitmaktadir

(Gardner vd., 2016).

Kopeklerde spontan gelisen kdpek meme tiimorleriyle insan meme tiimorleri arasinda
hormonal etiyoloji, baslangic yasi ve hastalik seyri agisindan ciddi benzerlikler
bulunmaktadir. Ayrica, timor boyutu, evresi ve lenf nodu metastazi gibi hastaligin

gidisatini belirleyen faktorler arasindada benzerlikler gosterilmistir (Queiroga vd., 2011).

1.2.2.2. in vitro Cahsmalar

In  vitro deneysel timdér modelleri, kanserojenlerin tanimlanmasi, timor
proliferasyonunun incelenmesi, metastazinin molekiiler mekanizmasinin arastirlmasi ve
ilag gelistirme c¢alismalari i¢in diisiikk maliyetli bir deneysel kanser modelidir. Ayrica,
kisisellestirilmis tedavi stratejileri veya hastalik yayilimimin gergek zamanli olarak

izlenmesi ve hastalara etkili tedaviler saglanmasi icin ara¢ gorevi goriirler. In vitro
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deneysel kanser modellerinde 2D modellerden 3D platformlara tasinmasi ve gesitli in vitro
kanser ekanizmalarinin gelistirilmesine kati saglamaktadir. Kanser ilerleyisi ve
tedavisinin daha i1yi anlagilabilmesi i¢in olusturulan deneysel in vitro timor modelleri
proliferasyon, invazyon ve sitotoksisite taramalarinin yani sira intravazasyon,
ekstravazasyon, anjiyogenez, yeniden matris sekillenmesi gibi gelistirilmis 3D in vitro

kanser modelleriyle kanser ¢alismalarina temel olusturmaktadir (Katt vd., 2016).
a) CMT-U27

CMT-U27 (duktal invaziv karsinom) hiicre hatti, 14 yash disi bir kopegin memesinden
izole edilen epitel veya miyoepitel hiicre morfolojisi gdsteren tek bir hiicre tipinden olugan
hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, meme karsinomlart ile ilgili ¢aligmalarin yani sira meme
timorlerinin karsilastirmali in vitro ¢alismalari ve veteriner onkoloji alaninda ilaglarin
preklinik testleri i¢in kullanilmaktadir. Diisiik oranda sitokeratin, vimentin ve diiz kas
aktin filamentlerini eksprese eder. CMT-U27 hiicre hatti %25 oraninda progesteron

eksprese eder, ancak dstrojen eksprese etmezler (Hellmen, 1992).
b) CMT-U309

Igsi hiicreli karsinomu temsil eden CMT-U309 hiicre hatt1 11 yash disi Newfoundland 1rki
kopegin igsi hiicre tlimorlerinden ve osteosarkomlardan elde edilen hiicre hattidir. Bu
hiicre hatti, pluripotent bir meme kok hiicre orijinini gosterir. Memenin igsi hiicreli
karsinomlar1 tipik olarak, epitelyal tip hiicrelerden ¢ok mezenkimale benzeyen ve meme
tiimdrlerinin nadir ve agresif alt tipleri olan uzunlamasina hiicre kiimeleri igerir. ig-hiicre
timorlerinden alinan hiicreler, sitokeratin, vimentin ve diiz kas aktin filamentlerini
eksprese eder. Bu hiicre hattinin progesteron reseptorleri vardir, ancak Ostrojen

reseptorleri yoktur (Hellmen, 2000).
c) Pl14

P114 hiicre hatti olduk¢a malign bir kdpek primer anaplastik karsinomundan izole
edilmistir ve agresif tip p53 tasidigi bildirilmistir. Bu hiicre dizisi, meme karsinomlart ile
ilgili ¢aligsmalarin yani sira meme tlimdrlerinin karsilastirmali in vitro calismalar1 ve
veteriner onkolojisine yonelik ilaglarin preklinik testleri i¢in kullanilmaktadir (Van

Leeuwen ve ark. 1996).

21



d) MDA-MB-231

MDA-MB-231 hiicre hatti, 51 yasindaki kadin bir hastanin plevral eflizyonundan izole
edilmistir. Hem &strojen ve progesteron reseptorii hem de HER2 amplifikasyonu negatif
oldugu i¢in invaziv ve zayif farklilasmis 'bazal' benzeri meme kanseri alt tipi olarak
tanimlanmustir. Fakat klaudin-3 ve klaudin-4'tiin down regiilasyonunu sergiledigi icin
“’klaudin-diistik’” molekiiler alt tipine ait oldugu kabul edilmistir (Holliday ve Speirs,
2011).

1.3. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinde tedavi protokollerine her gegen giin yenisi eklense de genellikle operatif
sagaltim, 151n, kemoterapi ve hormon tedavisi, kemik iligi ve kok hiicre transplantasyonu
gibi yontemlerin tek baglarina ya da kombinasyonlu se¢enekleri uygulanmaktadir (Lewis
vd., 2004). Uygulanan tiim bu tedavi stratejilerindeki temel amag, hastanin kanseri
yenebilmesi, bolgesel kontroliin saglanmasi, tekrar niikslerin engellenmesi, evrelemenin

yapilarak dogru tedaviyle hasta refahinin saglanmasidir (Kalayci, 2002).

En yiiksek maliyetli hastalik tedavileri arasinda yer alan kanser tedavisi i¢in yapilan
harcamalar tiim diinyada saglik harcamalarinin ikinci sirasinda yer alarak 6nemli bir
boliimiinii olusturmaktadir. Meme kanseri tedavisi ise toplam saglik harcamalarin

%18.2’sini kapsayan biiyiik bir paya sahiptir (Bosanquet ve Sikora 2004).
1.3.1. Meme Kanseri Tedavi Yoéntemleri

1.3.1.1. Lokal Tedavi

Meme kanserinde cerrahi tedavinin yapilabilmesi i¢in erken evre meme kanseri (Evre I-
I) doneminde olmasi gerekmektedir. Bu hastalarin cerrahi tedavi seklinin segimi
yapilirken, kanserin boyutu ve yerlesim yeri, memenin hangi bolgesinde yerlestigi,
mammografi sonuglari, kiginin meme biylikligi, uygun cerrahi ve radyoterapi
secenekleri ve kisiye o6zel faktorler dikkate alinmaktadir. Yapilan bu degerlendirmeler
sonucunda; meme koruyucu cerrahi (sadece kanserli alanin ¢ikarilmasi), total mastektomi
ya da radikal mastektomi yontemlerinden hasta i¢in uygun olan1 se¢ilmekte ve sonrasinda

tedavi radyoterapi ve kemoterapi ile desteklenmektedir (Karabacak, 2004). Meme
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kanserinin cerrahi tedavisinde hala siklikla yapilmakta olan mastektomi, memede birden
daha fazla sayida tiimor kitlesi gelistiginde, 6zellikle multifokal hastalikta, memenin
boyutu ile orantili gelismis biiylik bir timor varliginda, herhangi bir kollajen doku
hastalig1 6ykiisii oldugunda ve kisinin bu cerrahi yontemi tercih ettiginde yapilmaktadir

(Kiigticiik, 2003).

1.3.1.2. Cerrahi Tedavi ve Radyoterapi

Radyoterapi olarak adlandrilan radyasyon tedavisi kanser hiicrelerini yok etmek ve timor
kitlelerini kii¢iiltmek amaciyla yiiksek frekansa sahip mor 6tesi X 1smlarin ya da atom
partikiillerinin kanserli dokuya yogun sekilde uygulandig: tedavi yontemidir. Hiicrenin
DNA’sin1 harabiyete ugratarak ya da tamamen yok ederek hiicrelerin bdliiniip
cogalmalarin1 engellemektedir. Meme kanseri tedavisinin ayrilmaz bir pargasi olan
radyoterapi, cerrahi tedaviden once veya sonra uygulanmaktadir Anonim, 2023e).
Radyoterapideki amag tipki cerrahi yontemlerde oldugu gibi ilk oncelikle tiimor kitlesinin
bulundugu ¢evrede kontrolii saglamak ve buna bagli olarak yasam siiresini artirmaktir.
Cerrahi operasyon sonrasi uygulanan radyoterapinin %65-75 oraninda niiksleri azalttigi

ve mortaliteyi de % 9 oraninda diigiirdiigli gériilmiistiir. Radyoterapinin hedefleri;

- Birincil (primer) tedavi olarak kanseri tamamen yok edebilmek veya cerrahi

operasyon sonrasinda tekrar gelismesini engellemek,

- Opere edilemeyecek boyuttaki timorleri kiigiilterek opere edilebilir boyuta

getirmek,

- Metastazlar ve bolgesel niiksler sonucunda olusan agri gibi yan etkileri azaltmak
yada yok etmektir (Lewis vd., 2004).

Cesitli 151n teknikleriyle, birden fazla 15in demetinin tiimor kitlesinde kesistirilmesi
yoluyla timor dokusu, ¢evresindeki dokulara kiyasla ¢ok daha fazla 1sin1 absorbe eder ve
tiimorde normal dokulara oranla daha fazla hasar olusur.

1.3.1.3. Kemoterapi

Kemoterapinin amaci, hiicre proliferasyonundaki artis ve tiimoriin bitylimesi engellenerek

invazyon ve metastazdan kaginmaktir. Kemoterapi, ayn1 zamanda viicudun normal
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hiicrelerine de zarar verdiginden toksisite ve hasari gibi ciddi yan etkilere sahiptir.
Konvansiyonel kemoterapotik ajanlar, 6zellikle DNA, RNA veya protein sentezine etki
ederek ya da 6nceden olusturulmus molekiiliin isleyisini etkileyerek tiimor hiicrelerinin
makromolekiiler sentezini ve islevini bozarlar. Uygulanan kemoterapotik ilaglar
calismaya baslayip molekiiler sentez veya fonksiyona miidahale icin yeterli seviyeye

ulastiginda, dogrudan veya dolayli olarak apoptozu tetikler ve hiicre 6liimiine yol agar.
Kemoterapotik ajanlar, etki mekanizmasina gore siniflandirilabilir:
a. Alkalilestiriciler
Nitrojen Mustard grubu; siklofosfamid, bendamustin, klorambusil, ifosfamid.
Nitroziireler; karmustin, streptozotosin, lomustin.
Platin analoglari; karboplatin, sisplatin, oksaliplatin.
Triazenler- Dakarbazin, prokarbazin, temozolomid.
Alkil siilfonatlar; busiilfan.
Etileniminler; Alteramin, Tiotepa.

Bu ilaglar, bircok organik bilesiklerle reaksiyon gosteren proteinler ve niikleik asitler
tizerindeki niikleofilik merkezlere etki eden kararsiz bir alkil grubudur. Temelde DNA’
nin alkillenmesi sonucunda toksik etkiler olugur. Alkillenen DNA ’nin onariminda rol alan
enzimler DNA’da hasar olusturur ve bu hasari tamir edemez. Sonu¢ olarak DNA

replikasyonu ve RNA transkripsiyonunu inhibe eder (Cengiz vd., 2018).
e Siklofosfamidin antikanser etkinlikteki rolii

Siklofosfamid kemoterapotik olarak kullanimin yani sira immun sistemi baskilamak igin
de kullanilan sitotoksik bir ilactir. Kanser tedavisinde 16semi, multiple myelom, ovaryum
kanseri ve meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilir. Ayrica bir immunsupresif olarak

kemik iligi transplantasyonu, nefrotik sendrom ve organ naklini takiben kullanilir.

Siklofosfamid’in antikanserojonik aktivitesi metabolit iiriinlerinden kaynaklanmaktadir.
Siklofosfamid hepatik sitokrom P-450 sistemiyle, 4-hidroksi siklofosfamide doniisiir.

Sonrasinda enzimatik olmayan reaksiyonlarla fosforamid mustard (FAM) ve akroleine
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ayrilirlar. Elde edilen FAM’ 1n hiicre biiylimesini baskilayarak antikanserejonik etki

gosterdigi disiiniilmektedir (Bayramoglu, 2007).
b. Antibiyotikler

Kemoterapi ajan1 olarak kullanilan antibiyotikler antrasiklinler ve antrasiklin disindakiler

olarak smiflandirilabilirler.
Antrasiklinler; doksorubisin, daunorubisin ve idarubisin.
e Doksorubisinin antikanser etkinlikteki rolii

Doksorubisin, ilk olarak 1970'lerde Streptomyces peucetius bakterilerinden ekstrakte
edilen ve meme, akciger, mide, yumurtalik, tiroid, Hodgkin olmayan ve Hodgkin lenfoma,
multiple miyelom, sarkom ve pediatrik kanserler dahil olmak iizere bir¢ok kanserin

tedavisinde rutin olarak kullanilan antrasiklin tiirevi bir ilagtir (Weiss, 1992).
Doksorubisinin kanser hiicresinde etki ettigi 6ne siiriilen temel iki mekanizma vardir;
(i) DNA'ya interkalasyonu ve topoizomeraz-II aracili DNA onarimini bozmasi.

(i1) serbest radikallerin olusumu ve bunlarin hiicresel zarlara, DNA ve proteinlere zarar

vermesi.

Kisaca, doksorubisin, reaktif oksijen tiirlerini serbest birakan bir siirecte tekrar
doksorubisine doniistiiriilen kararsiz bir metabolit olan semikinona oksitlenir. Reaktif
oksijen tiirleri lipid peroksidasyonu ve membran hasari, DNA hasar1 ile oksidatif strese

yol agabilir ve hiicre limiiniin apoptotik yollarmni tetikler (Thorn vd., 2011).
Antrasiklin digindakiler; Miyomisin, aktinomisin D ve bleomisin.
DNA'ya baglanarak DNA’da kirilmalara neden olur.

C. Antimikrotubiiler ajanlar

Topoizomeraz Il inhibitorleri: Antrasiklinler doksorubisin, daunorubisin, idarubisin,

mitoksantron,

RNA ve DNA sentezini inhibe eder. Ek olarak, topoizomeraz Il'yi inhibe ederek DNA

onariminin inhibisyonuna neden olarak DNA ve RNA sentezinin blokajina neden olur.

Topoizomeraz I inhibitdrleri: Irinotekan, Topotekan.
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hiicre iciresinde ¢ift sarmalli DNA’nin replikasyonu sirasinda bu ¢ift sarmalin agilmasi
Topoizomeraz I ve Topoizomeraz Il enzimleri ile gerceklesir. Topoizomeraz enzimlerini
inhibe eden ajanlar bu enzimlerin pargalanabilir kompleksten salininmini1 engelleyerek

DNA’nin replikasyonunu onler (Firat ve Yildiz, 2020).

Taksanlar — porsuk agaci kabuklarindan elde edilen paklitaksel, dosetaksel, kabazitaksel
gibi bitkisel kokenli alkaloidlerdir.

Mitoz bolinmedeki ig iplikciklerin olusumundaki mikrotiibiillerin polimerizasyon ve
depolimerizasyon dengesini etkileyerek, anormal hiicre fonksiyona ve apoptoza neden

olan replikasyonun bozulmasina sebep olur. M fazina etkili ajandir.
Vinka alkaloidleri: vinblastin, vinkristin, vinorelbin.

Tubuline baglanirlar ve mikrotiibiil olusumuna engel olarak, hiicreyi metafaz asamasinda

bekletir. M fazina 6zgiidiir (Bodley vd., 1989).
d. Antimetabolitler

Bu grupta yeralan kemoterapotik ilaglarniikleik asit olusumunda rol alan metabolitlerin
antagonistidir ve bu yolla DNA replikasyonunu inhibe eder. Etkilerini S fazinda

gosterdikleri i¢in Faz spesifik ajanlar olarak ta adlandirilirlar.
Sitidin analoglari; azasitidin, sitarabin, desitabin, gemsitabin.

Hasar gormiis DNA’nin onarmmini engellerler. Bu metabolitler DNA’nin sentezini

bozarak riboniikleotid reduktaz, DNA metiltransferaz ve DNA polimerazi inhibe ederler.
Folat antagonistleri; pemetreksed ve metotreksat.

Dihidrofolatin tetrahidrofolata doniistimii i¢in gerekli olan folik asidi azaltir (Hagner ve
Joerger, 2010).

Piirin antimetabolitleri; 6-Merkaptopurin ve Fludarabin.

Guanin yapisal analoglaridir ve guanine baglanarak ve DNA sarmalinda yanlis

okunmalara sebep olurlar.

Pirimidin analoglar1 — fluorourasil (5-FU), kapesitabin.
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Yalancit niikleotid olarak direkt RNA’ya dahil olur. Aktiflesmesi icin oksidatif
fosforillenmesi gerekmektedir. Aktif metabolit (F-dUMP), indirgenen folik asitin
varliginda timidilat sentetaz ile siki bir kompleks olusturur ve DNA’nin yapisini bozar

(Kayaalp, 2000).
e.Diger

I. Hidroksitire

ii. Tretinoin

iii. Arsenik trioksit

Iv. Proteazom inhibitorleri (Gurnari vd., 2021).

1.3.1.4. Endokrin (hormon) tedavisi

Cerrahi tedavi sonrasi kanserin tekrar niiks etme olasigini azaltmak i¢in uygulanan
sistemik tedavi segenegidir. Steroid yapidaki 6strojen hormonu menapoz dénemine kadar
overlerden, menapoz doneminde ise eser miktarda yag doku tarafindan salgilanir.
Ostrojen, meme kanserinin olugmasinda kilit rol oynar ve bundan dolay: kadinlarda
erkeklere oranla 100 kat daha yiiksek oranda meme kanseri vakasi goriiliir (Santen ve
Allred, 2007).

Cogu meme kanserinde Ostojen reseptorii varligi belirlenmis ve meme karsinomunun
biiylimesini ilerlettigi kanitlanmistir (Duffy, 2006). Hormon reseptorleri negatif meme

kanseri alt tiplerinde hormon tedavisi basar1 saglamadigi i¢in kullanilmamaktadir.

1.3.2. Steroid Olmayan Antiinflamatuar Ilaclar (NSAID'ler) ve Kanserdeki Rolleri

Steroid yapida olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAID’ler) analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuar etkili (agr1, ates ve yangiy1 azaltan) ilag grubudur. Ayni etkileri gosteren
steroid yapidaki ilaglardan ayird edilmesi i¢in, non-steroidal tanimi kullanilmaktadir.
NSAID’ler olarak bilinen ilaglarin kimyasal formlar1 degisken olmasina ragmen hepsinin
ortak oOzellikleri siklooksijenaz (COX) enzimi ve prostaglandin sentezini inhibe

etmeleridir (Smith vd., 2000).
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Kronik yangi ve kanser arasindaki iliski uzun zamandir kesfedilmis olmakla birlikte,
NSAID'lerin kanser tedavisi ve onlenmesindeki kullanimina iliskin gergeklestirilen
arastirmalarin sayis1 son on yildir giderek artmaktadir (Wong, 2019), NSAID'lerin kanser
tedavisindeki olumlu etkileri, 6zellikle malign tiimorlerin COX reseptorii pozitif oldugu
olgularda, prostaglandin sentezi ve yangiyla iliskili sitokinlerin sentezinin dnlenmesiyle
ortaya ¢cikmaktadir. Kanserli dokulardaki yanginin azaltilmasina yonelik hedefler arasinda
COX, NF-kB, sitokinler/kemokinler ve bunlarin reseptorleri, Fibroblast Biiylime Faktorii
(FGF) ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii yer alir (Rayburn vd., 2009). COX'un
pankreas (Molina vd., 1999), prostat (Kamijo vd., 2001), servikal (Kulkarni vd., 2001),
meme, akciger ve kolon (Soslow vd., 2000) kanserinde asir1 eksprese edildigi
gosterilmistir. COX'un asirt ifadesinin, invazyon ve metastazda 6nemli bir roli olan
anjiyogenezi (Leahy vd., 2002) uyardigi bilinmektedir. Tiimor hiicrelerinde COX’un asir1
ifadesi ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin Bcl-2 gibi anti-apoptotik belirteglerin ifadesinde
artisa neden oldugu da gosterilmistir (Tsuji ve DuBois, 1995).

NSAID'ler iyi bilinen COX inhibitérleri oldugundan, kanser tedavisi ve énlenmesinde
kacinilmaz olarak popiiler bir antikanser antiinflamatuar adayidirlar. COX aktivitesinin
bazi iriinleri (prostaglandin E2 gibi) tiimdrigenezde yer aldigindan, COX'un inhibe
edilmesi iyi bir strateji olarak goriilebilir. Prostaglandin E2 diizeylerinin (PGE2) COX
reseptoric  pozitif kanser hiicrelerinde arttigi (Roberts, 2011) ve kanser hiicre
proliferasyonu ve invazyonunu uyarabildigi goriilmiistiir (Ke 2016). COX-2/PGE2 sinyal
yolaginin kolorektal tiimorigenezde ¢ok Onemli bir rol oynadigi bildirilmistir.
Aragtirmalar, COX-2 ve PGE2 ifadesindeki artigin, 6zellikle glikozdan yoksun tiimor
mikrogevresinde kolorektal kanser hiicresi sagkalimini destekledigini gostermektedir

(Roberts vd., 2011).

1.3.2.1. COX-2/PGE-2 Yolagimin Kanserdeki Rolii

NSAID'lerin antitiimoral 6zelliklerinin daha iyi belirlenebilmesi i¢in &zellikle COX-2"nin
proliferasyon, hiicre dongiisii ve apoptozdaki fonksiyonlarinin netlestirimesi énemlidir.
Antikanser etkilerinin ¢ogu COX-2/PGE-2 diizenlenmesiyle gerceklestigi igin, bu
dongiide rol alanlara yapilabilecek dogrudan miidahale, NSAID’lerin olumsuz yan etkileri

onlemek i¢cin umut vadeden bir yaklasim olabilir.
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Yangi, artan hiicre proliferasyonu ve azalmig DNA onarimmi ile karakterize oldugundan
kansere zemin hazirlayabilecegi ve aralarinda pozitif bir iliski oldugu diistintilmektedir
(Torgovnick ve Schumacher, 2015). Yangi bolgesinde toplanan nétrofil ve monositler,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve PG'lerin yami sira bolgede proenflamatuar sitokin
kaynaklaridir. PGE2 bir damar genisleticidir ve hiicrelerin anjiyogenezini ve ¢ogalmasini
saglar. Ayrica bagisiklik sistemini baskilayarak ve apoptozu inhibe ederek tiimor
olusumunu destekler (Desai vd., 2018). Siklooksijenaz, membran fosfolipidleri tarafindan
salinan arasidonik asidin prostaglandin H2'ye (PGH2) biyotransformasyonunu baslatan
anahtar enzimdir. PGH2, reaksiyonun gergeklestigi dokuya 6zgii enzimler (PGDS, PGES,
PGFS, PGIS ve TXA) tarafindan ¢esitli prostaglandinlere (PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2)
ve tromboksan A2'ye (TxA2) doniistiiriiliir. ancak tercihen COX-2'nin dogrudan PGE2 ve
PGI2'yi sentezledigi gosterilmistir. Tiim bu prostaglandinler dagildiktan sonra, dncelikle
spesifik G-protein esli reseptorler (GPRC) ailesine ait olan ve her biri farkli sinyal
sistemleri baslatan dort farkli EP1-4 membran reseptorleri ile islev goriirler (Coleman vd.,

1994; Liu vd., 2015; Yao ve Narumiya, 2019).

EP1'in kanser gelisiminde ikincil bir alt rolii varmis gibi goriinse de, EP2-EP4 reseptorleri
tiimdr sinyalizasyonunda ana reseptorlerdendir. Timor olusumunda EP1, tiimor hiicresi
gbcli ve hipoksi ortamina adaptasyonuna aracilik eder. EP1 reseptorii fosfolipaz C (PLC)
yolagiyla protein kinaz C'yi (PKC) aktive eder. Bu aktivasyon sonucu niikleer faktor-
kappa B (NFkB) ve Bcl2 / Bad pro-apoptotik yolaklariyla gen transkripsiyonu etkilenir
(O’callaghan ve Houston, 2015). Ayrica EP1’in UVB ile indiiklenmis yassi epitel hiicreli
deri kanserlerinde, saglikli deridekine oranla daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Lee vd.,
2005). EP2 ile aktive olan GascAMP-ERK sinyal yolagi veya EP4 tarafindan aktive olan
Ras/MAPK/ERK sinyali gibi ikincil mesajlagma sistemleri hiicresel farklilagma, hiicrenin
hayatta kalmasi, hiicre biiylimesi ve apoptoz gibi temel hiicresel fonksiyonlar
etkileyebilmektedir. Ayrica EP2’nin PI3K/Akt sistemiyle hiicre sitoplazmasinda
fosforlanmamis a-katenin formunun birikimine sebep olur ve bunun sonucu olarak da

hiicre biiyiimesi ve anjiyogenezi saglamak i¢in bir dizi olay serisi baslatilir.

EP4, adenilat siklazin aktivasyonu, cAMP olusumu, MAPK sinyalinin aktivasyonu ve
CREB aktivasyonunun sonlanmasina neden olmaktadir. Bu da Bcl-2 seviyesinin artmasi

ve p53 aracili apoptozun inhibisyonuna neden olur (Rundhaug vd., 2011). Ayrica, timor
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hiicre gbcli ve metastaza aracilik ettigi de bildirilmistir (Fujino vd., 2003). EP3'iin
karsinojenezdeki rolii hala belirsizdir. Cok sayida EP3 izoformu, sinyal iletim yollarinda

farklilik gosterir (Kotani vd., 1997).

Calismalar, COX-2/PGE2 yolaginin tiimor gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugunu ve
enflamatuar mikrogevre olusumuna katkida bulundugunu gostermektedir. Akut yangi,
bagisiklik hiicrelerini hasarli dokuya ¢eken bir dizi sitokin sinyali baslatir. Proinflamatuar
sinyaller, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve DNA degisikliklerine neden olan mutajenik
ajanlar, hasarli bolgeye gelen makrofajlardan ve diger l16kositlerden salgilanir (Guo vd.,
2017; Kawanishi vd., 2017). Bu proinflamatuar sinyaller, sitokinler TNF-a, IL-6 ve IL-1,
UV radyasyon, karsinojenler, timor promotorii (TPA), lipid aracilart ve diger faktorleri
igerir. Bu sinyaller, mitojenle etkinlestirilen protein kinaz kinaz (MEKK), mitojenle
etkinlestirilen protein kinaz kinaz (MAPKK), mitojenle etkinlestirilen protein kinaz
(MAPK) ve niikleer faktor-kB'nin aktivator aktivasyonu yoluyla COX-2 sentezini uyarir.
NF-kB, bazi sitokinler (TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6, GM-CSF, G-CSF), baz1 adezyon
molekiilleri (ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin) ve enflamasyon enzimleri (Nitrik oksit
sentaz, Fosfolipaz A2, COX ve lipoksijenaz), reseptorler (IL-2Ra zinciri, TCR zinciri)
ve inhibitorii I-xBa genlerinin diizenlenmesini saglar. Ayrica, NF-KB sinyali kondroitin
stilfat tarafindan bloke edildiginde, COX-2 ifadesini 6nemli Ol¢iide azalir, bu da

aralarindaki pozitif korelasyonu dogrular niteliktedir (Rossi vd., 2000).

1.3.2.2. Selekoksibin Farmakolojik Ozellikleri

Selekoksib 1999 yilinda ilk kez Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde piyasaya
stirilmiistiir (Fische ve Ganellin, 2006). Selekoksib, kimyasal olarak 4-(5-(4-metilfenil)-
3-(triflorometil)-1H-pirazol-1-il) benzensiilfonamid olarak adlandirilir ve diaril ikameli bir
pirazoldiir. Molekiiler agilig1 381,373 g/mol’diir. Selekoksibin etki mekanizmasi, agr1 ve
yangi Yolagimin ayrilmaz bir pargasi olan prostaglandin sentezinden sorumlu olan
siklooksijenaz-2'nin  (COX-2) segici inhibisyonuna baghdir (McAdam,1999). Bu
farmakolojik aktivite, selekoksibe analjezik, antiinflamatuar ve antipiretik etkilerini
kazandirir. Selekoksib, COX-1'i zayif bir sekilde inhibe eder ve bu nedenle trombosit
fonksiyonunu aspirinden daha az etkileyebilir. Selektif COX-2 inhibitorleri, trombosit

tromboksanini etkilemeden sistemik ve dolayisiyla muhtemelen endotelyal prostasiklin
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olusumunu azaltir. Yiiksek dozda selekoksib uygulanmasindan sonra TXB2 olusumunda
doza bagh bir etki gozlenmistir. Yetiskinlerde akut agrinin giderilmesinde,
Osteoartritis, romatoid artritisin semptomlarinin tedavisinde, ankilozan spondilit, primer
dismenore ve jiivenil romatoid artritte agr1 ve iltihabi gidermek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica COX-2, oviilasyonda, duktus arteriozusun implantasyonu ve
kapanmasinda, bobrek fonksiyonu ve merkezi sinir sistemi fonksiyonlarinin
regililasyonunda da rol oynamaktadir. FDA, kolorektal polip sayisinin azaltilmasinda igin
ailesel adenomat6z polipozisi olan hastalarda yardimci tedavi olarak selekoksib

kullanilmasini da dnermektedir.

Selekoksib, asagida tartisilan antikanser Ozelliklere sahiptir ve bu 6zelliklerini,
muhtemelen kanserli hiicrelerin invazyon yetenegi kazanmasinda 6énemli bir rol oynayan
kaderin-11'i (CDH11) baglayarak gosterir (Assefnia, 2014). Selekoksib; sitokrom p450,
2C9 (CYP2C9) yoluyla kapsaml bir sekilde metabolize edilir ve CYP2C9 substratlari
olan diger ilaglarla etkilesime girebilir (Wang, 2009).

1.3.2.3. Selekoksibin Antikanser Etkinlikteki Roli

Son arastirmalar, kemoterapi tedavilerinin antiinflamatuar ilaglarla birlikte
kullanilmasinin hasta prognozunu iyilestirmeye yardimei olabilecegini gdstermistir (Shi
vd., 2018). Prostat, meme, akciger ve kolorektal kanserli 300.000 hasta ve 16 farkli
merkezde gerceklestirilen bir meta-analiz arastirma sonuglarina gore, NSAID'lerin uzak
metastazi azaltma potansiyeli bulundugu gosterilmistir. NSAID'lerin kanser profilaksi ve
metafilaksisi iizerine adjuvan olarak potansiyel etkileri bulunmakla birlikte, uzun stireli

ve yiiksek doz kullanimlari yan etkileri nedeniyle sinirli kalmistir (Zappavigna vd., 2020).

COX-2 inhibitorleri ve epidermal bilyiime faktorii reseptdrii tirozin kinaz inhibitorlerinin
(EGFR-TKI) kombinasyon terapileri, COX-2'nin karsinojenezdeki onemi gbz Oniine
alindiginda, kanser tedavisindeki kesifler i¢in ilgi ¢ekici bir yaklagim gibi goriinmektedir
(Li vd. 2020). Timor hiicrelerinde gelismis EGFR aktivitesi, COX-2 asir1 ifadesi ile
yakindan iligkilidir. Artan COX-2 doniigiimii ve prostaglandin E2 {iretimi, aktive edilmis
EGFR sinyalinden kaynaklanabilecegi ve bunun da COX-2 aktivitesinin artmasina neden
olabilecegi degerlendirilmektedir (Kao vd., 2009, Han vd., 2015). EGFR ve COX-2 sinyal

yollar1 arasindaki pozitif geri besleme dongiisii gbz Oniine alindiginda, segici COX-2
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inhibitorlerinin  farkli etki mekanizmasina sahip kemoterapi/immiinoterapi ile
kombinasyonu ile ¢oklu antitiiméral etkinlik elde edilmesi miimkiin goriinmektedir (Li
vd., 2020). Secici COX-2 inhibitorlerinin COX-2/PGE2 ve TLR/MyD88 yolaklarini
inhibe ederek enflamatuar mikrogevrenin diizenlenmesi, Ozellikle kolorektal kanser
gelisimini ve invazyonunun 6nlenmesinde etkili bir strateji olabilecegi gosterilmistir (Ji

vd., 2021).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu arastirmanin in vitro deneyleri Amerika Birlesik Devletleri Purdue Universitesi,
Kapsamli Patobiyoloji Boliimiindeki Dr. Sulma Mohammed’in Laboratuvarinda

yapilmustir.

2.1. Kullamlan Aracg ve Geregler

2.1.1. Cahismada Kullamlan Makine ve Techizat

+ Karbondioksit inkiibatorleri

» ELISA okuyucu (Spectra iX3)
 Inverted Mikroskop (Olympus-CKX41)
* Isik Mikroskobu (Olympus BX51)

*  Hiicre Sayim Cihaz (Invitrogen countess 3)
»  Santrifiij

* Karistiric1 (Vorteks)

* Derin Dondurucu (-20 °C)

» Derin Dondurucu (-80°C)

* Buz Makinesi

* Calkalama Cihazi

» Biocare Decloaking Chamber Cihazi

+ Otomatik Mikro Pipetler

* Pipet Tabancasi

* Hassas Terazi

*  Sivi Azot Tanki1

* Laminar Flow Kabin

¢ Western Gortintiileme Makinasi

2.1.2. Calismada Kullamlan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

e DMEM ve RPMI

e Fetal bovine serum
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e Penicillin-streptomycin

e Trypsin-EDTA

e Hiicre kiiltiirii plakalar

e 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalari
e Dulbecco fosfat tamponlu salin (DPBS)
e Hidrojen Peroksit soliisyonu

e DMSO

e 15-50 mI’lik Falkon Tiip

e Cryo Tip

e Pipet Ucu

e Kalin Blot Paper-Filtre Kagidi
e Protein Ladder

e Fosfat Tamponlu Salin

e Proteaz Inhibitdr

e 10x Sitrat Buffer

e Agquagard —1 Solution

e Trypan Blue

e Harris Hemotoksilen

e Etanol

e Entellan

e %30 Akrilamid mix

e Tris

e SDS

e APS

e TEMED

2.1.3. Cahsmada Kullamlan Kitler
Pierce BCA Protein Assay Kiti (Thermo Scientific, Katalog n0:23125)
Super Signal West Pico Plus Chemiluminescent Substrat Kiti (Thermo Scientific, Katalog

no:34580)
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Pre-Diluted Protein Assay Standards Kiti (Thermo Scientific, Katalog no:23208)
Immunperoksidaz Kiti (Thermo Scientific, Katalog no: TP-060-HLX)

DAB Kromojen Kiti (DAB Plus SubstrateSystem, Thermo Fisher Scientific, Katalog no:
TA-060-HDX,)

RealTime-Glo MT Hiicre Canlilik Test Kiti (Promega, Katalog no: G9711)

MTT Hiicre Canlilik Test Kiti (ThermoFisher, Katolog no: M6494)

2.2. Hiicre Hatlan

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan hiicre hatlari.

Hiicre Hatt1 Marka/ Model
CMT-U27 CMT-U27-CRL-3456-ATCC
CMT-U309 CMT-U309-CVCL_J401-Cellosaurus
P114 P114-CVCL_L410-Cellosaurus
MDA-MB-231 MDA-MB-231-HTB-26-ATCC

2.3. Kullanilan Yontemler

2.3.1. immunoperoksidaz Test Protokolii

Calisma materyalini olusturan tiimoral ve normal meme dokularina ait lamlar, Purdue
Universitesi Karsilastirmali Patobiyoloji Béliimii Dr. Mohammed’in labaratuvarindan
saglanmistir. Kopeklerde gelisen tiimorlerde COX-2 ifadesinin yaygimliginin aragtirtlmasi
amaciyla; daha dnceden 4-5 mikron kalinliginda kesitleri alinmis arsivlenmis lamlardan 5
adet normal képek meme dokusu ve 5 adet kopek meme tiimorii segildi. Daha 6nce kopek
dokusunda reaksiyon verdigi kanitlanmig COX-2 primer antikoru (ThermoFisher
Monoklonal antikor, Kat no: MA5-42851), kullanildi. COX-2 aktivitesi streptavidin

peroksidaz teknigi kullanilarak immunohistokimyasal olarak isaretlendi.

Daha once parafin bloklardan 4-5 pum’lik kesitler alinmis adezivli lamlar 1 saat 37 °C

derecelik etiivde bekletildi. Deparafinizasyon islemi i¢in kesitler 3 defa 5’er dk siire ile
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ksilende bekletildi. Sonra, %100, %96, %90, %80, %70, % 50 lik alkol serilerinden
gegirilerek dehidrasyon yapildi. Tekrar rehidrasyon islemi i¢in 5’er dk 2 defa distile sudan
gecirildi. Formalin fiksasyonu sirasinda olusan protein ¢apraz baglarini kirarak antijenik
alanlar1 gorliniir duruma getirmek amaciyla 1s1 etkisiyle antijen agiga c¢ikarma islemi
uygulandi. Bu amagla lamlar 1x sitrat buffer igerisinde buharli otoklavda 110 °C’de 30 dk
kaynatildi. Sonrasinda ayn1 soliisyon igerisinde dokular 30 dk sogumasi icin bekletildi.
Soguyan lamlar PBS te 10 dk yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak
i¢cin 30% hidrojen peroksit soluiisyonu (Thermo Scientific, kat no: H325-500) methanol
ile dilue edilerek (1:9 oraninda) soliisyonunda oda isisinda tutulan dokular 15 dk
bekletildi. Dokular 10 dk siire ile ¢alkalayici lizerinde PBS ile yikandi. Protein bloklama
soliisyonu (Ultra V Block (TA-060-UB, Lab Vision™ UltraVision™ Large Volume
Detection System: anti-Polyvalent, HRP), Thermo Fisher Scientific) dokularin iizerini
kapatacak sekilde eklenerek 15 dk oda 1sisinda nem ¢emberinde inkiibasyona birakildi.
Protein bloklama islemi tamamlandiktan sonra yikama islemi yapilmadan lamlarin iistiine
antikor sulandirma soliisyonu ile 1:100 oraninda sulandirilmis primer antikor ile muamele
edildi. 2 saatlik Inkiibasyondan sonra primer antikor uzaklastirilarak lamlar 10 dk siire ile
calkalayici iizerinde PBS ile yikandi. Biotinli sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent (TP-060-BN), Lab Vision™ UltraVision™ Large Volume Detection System:
anti-Polyvalent, HRP), Thermo Fisher Scientific) dokularin iizerini kapatacak sekilde
uygulanarak 20 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Ardindan lamlar 10 dk siire ile PBS ile
yikandi. Lamlar iizerine streptavidin-peroksidaz (Streptavidin Peroxidase (TS-060-
HR),Lab Vision™ UltraVision™ Large Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP,
Thermo Fisher Scientific) eklenerek 20 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Ardindan lamlar 5-
10 dk siire ile ¢alkalayici iizerinde PBS ile yikandi. Lamlar iizerine kromojen olarak 3,3-
diaminobenzidin (DAB Plus SubstrateSystem TA-060-HDX, Thermo Fisher Scientific) 2
ml substrat igerisinde 1 damla (50 pl) kromojen olmak tizere 1-5 dk uygulandi ve ardindan
lamlar distile su igerisinde 5 dk tutuldu. Harris hematoksilende (Merck Millipore) 2 dk
arka plan boyamas1 yapildiktan sonra lamlar akan suda 10 dk yikandi. Lamlar 10’ar saniye
stire ile 95 ve 100 derecelik alkolde ve 10-20 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan
(Merck Millipore) kullanilarak lamel ile kapatildi. DP25 kamera eklentili Olympus BX51

mikroskop ile degerlendirilerek mikroskobik fotograflar: ¢ekildi.
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2.3.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Pasajlanmasi

Kriyotiipler icinde %80 RPMI 1640, %10 fotal sigir serumu (FBS) ve %10 dimetil
siilfoksit (DMSO) igeren kriyotiipler i¢inde dondurulmus olan CMT-U27, CMT-U309,
P114 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatlar1 -80 °C’den ¢ikartilip, 10 ml RPMI
bulunan falkon tiipe aktarildi. Hiicreler, 24°C’de 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildikten
sonra silipernatant uzaklastirildi. Peletin bulundugu falkona 5 ml RPMI eklenerek,
pipetasyon yapildi ve tiim hiicreler %10 Foétal Buzagi Serumu(FBS) ve 10000 pg/pl
penisilin-streptomisin i¢eren, uygun kiltiir ortaminda, 37 °C’de, % 5 CO2 igeren
inkiibatorde inkiibe edildi. Her ii¢ giin sonunda besiyeri degistirilip hiicreler
plakanin%90°’1m kaplayacak kadar ¢ogaldiginda, besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 1 kez
1x PBS ile yikandi. Sonrasinda flaska tripsin eklenerek, %5 CO, igeren etiivde 37 °C’de,
3-5 dk. inkiibe edildi. Hiicrelerin mikroskop altinda yiizmeye basladigi goriildiigiinden
tripsinin toksik etkisinin durdurulmasi amaciyla tripsinin iki kat1 kadar besiyeri eklendi
ve falkon tiipe aktarildi. Hiicreler 24°C’de 800rpm’de, 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklagtirilarak ¢oktiiriilen hiicre tabakalarinin iizerine yeni besiyeri eklenerek pipetasyon
yapildi. Sonrasinda ise hiicreler istenen konsantrasyonda uygun kiiltiir tabakalarina ekildi

ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde inkiibasyona kaldirildi.

2.3.3. Hemositometrik Hiicre Sayim

Canli hiicre sayimi, invitrogen countess 3 cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler
tripsin ile muamele edilip kaldirildiktan sonra santrifiyj edilerek pellet elde edildi. Elde
edilen bu pelletin iizerine 1 ml hiicre besiyeri eklenerek siispanse edildi. Bu
siispansiyondan 10ul 6rnek alindi ve 10pl tripan mavisi ile 1:1 oraninda karistirildi. Toma
lam1 ve lameli arasindaki bosluga, hazirlanan hiicre slispansiyonundan 10 ul eklendi.

Hiicre sayim cihazina konularak canli hiicreler hesaplandi.

2.3.4. Selekoksib, Doksorubisin ve Siklofosfamid flaclariin Hazirlanmasi

381,373 g/mol molekiiler agirliga sahip olan selekoksib dimetil siilfoksit (DMSO)
igerisinde ¢ozdiiriildii. Coziindiikten sonra RPMI eklenerek 10.000 uM’lik stok hazirlandi

ve deneylerde kullanilmak tizere seyreltilerek stoklandi. Nihai DMSO konsantrasyonu en
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yiiksek ilag konsantrasyonu igin %0,1'i olacak sekilde ayarlandi ve her bir test
prosediiriinde %0.1 DMSO kontrol grubu kullanildu.

Doksorubisin (543,52 g/mol) ve siklofosfamid (261,086 g/mol) RPMI igerisinde

¢ozdiiriildii. Tim stok ve seyreltilmis ¢ozeltiler kullanilincaya kadar -80°C de saklandi.

2.3.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre hatlarinin in vitro kiiltiir ortaminda devamli iiretilmesi miimkiin olmadigindan ve
pasajlama sayisi ilerledikge hiicrelerin morfolojik ve biyolojik 6zelliklerinde degisiklikler
meydana gelmesinin oniine gegilebilmesi amaciyla hiicre serileri donduruldu. Hiicrelerin
dondurma ve ¢ozdiirme asamalarinda olusabilecek zararlari en aza indirmek amaciyla
DMSO soliisyonu kullanildi (Lovelock ve Bishop, 1959). Hiicreler yeterli konfluense
ulasgtigi zaman plakadaki besi yeri uzaklastirildi ve 1x PBS ile yikandi. Sonrasinda
hiicreler 1x Tripsin-EDTA soliisyonuyla plaka tabanindan kaldirildi. Hiicrelere 10 ml
igerisine besiyeri eklendi ve falkon tiipiine alinarak 2000 rpm +4°C’de 2 dakika santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Elde edilen pellet 800 ul besiyeri ve 100 ul buzagi
serum ile seyreltilerek kriyovial tiipe alind1. Uzerine 100 ul DMSO eklendi ve-80°C’ye
kaldirildi. Daha uzun siire stoklanmak istenilen hiicreler -196 °C’lik sivi azot tankina

aktarilarak ileride kullanilmak tzere saklandi.

2.4. Hiicre Canlhihiginin Belirlenmesi

2.4.1. RealTime-Glo™ MT Hiicre Canlilik Testi

In vitro hiicre canlihgini siirekli dlgiimlerle degerlendirme firsati sunan bu test icin
Promega The RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay test kiti kullanildi.
Bu hiicre canlilik testi, hiicrelere NanoLuc® lusiferaz ve hiicrenin igine girebilen
prosubstrat olan MT hiicre canlilig1 substratinin eklenmesini igerir. MT hiicre canlilig
substrati, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan bir NanoLuc® substratina indirgenir
ve NanoLuc® substrati, hiicrelerden ¢evredeki kiiltiir ortamina yayilir ve parlak bir sinyal
tiretmek i¢in NanoLuc® enzim tarafindan kullanilir. Sinyal, canli hiicrelerin sayisi ile
iliskilidir. Olii hiicreler substrat: azaltmaz ve sinyal iiretmez. Siirekli okuma formatinda,

hiicre canliligin1 gergek zamanli olarak analiz etmek i¢in parlak sinyal uzun bir siire
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boyunca aynt kuyucuklardan stirekli olarak izlenebilir.
Her hiicre hattinin farkli substrat indirgeme potansiyeli ve MT hiicre canliligi Substratini
azaltmak icin degisen kapasitelere sahip oldugundan her bir hiicre serisi igin hiicre
yogunluguna gore analiz dogrusalligini karakterize etmek amaciyla ilkin standardizasyon

gerceklestirildi. The RealTime-Glo™ MT Hiicre Canlilik testi i¢in yapilan iglemler:

MT Cell Viability Substrate, NanoLuc® Enzimi ve hiicre kiiltliri ortam1 37°C'ye
dengelendi. Herbir hiicre farkli hiicre yogunluklarinda (200/250/300/400/500) 96
kuyucuklu beyaz bir test plakasina ekildi. MT Cell Viability Substrat ve NanoLuc® Enzim
37°C hiicre kiiltiirii ortamina 2X konsantrasyonda eklendi. 1 ml 2X RealTime-Glo™
reaktifini hazirlamak i¢in 2 ul MT Hiicre Canliligi Substrati, 2pul NanoLuc® Enzim ve
996 ul hiicre kiiltiirii ortam1 ekleyerek vorteks ile iyi bir sekilde karigtirildi. Her bir
kuyucuga esit hacimde 2X RealTime-Glo™ reaktifi eklendi. Ornegin, hiicreler 40pl besi
yeri ile kaplanirsa hiicrelere 40ul 2X RealTime-Glo™ reaktifi eklenmistir. Hiicreler
37°C'de ve %5 CO2'de 1 saat inkiibe edilir. Plaka okuma luminometresi kullanilarak
liminesansi 6lgiildii ve hiicreler tekrar inkiibasyona birakildi. Siirekli okuma formati i¢in
hiicre yogunluklarinin dogrusal araligini belirlemek {izere, istenen zaman araliklarinda (24
saat ve 48 saat) liminesansi 6l¢gmeye devam edildi. Her grup i¢in ortalama liiminesansi
hesaplandi. Selekoksib, siklofosfamid ve doksorubisin tiirevi bilesiklerin antikanser
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla, kopek meme timérii ( CMT-U309, CMT-U27 ve
P114 ) ve insan meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) ‘ nda 24 ve 48nci saatlerde

liiminesans degerleri 6l¢tilmiistiir.

2.4.2. MTT Hiicre Canhlk Testi

Hiicre canliligi, proliferasyonu ve sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla yapilan MTT testi,
sar1 tetrazolyum tuzu (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)'nun
metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan mor renkli formazan Kkristallerine
indirgenmesine dayanir. Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH ) piridin
niikleotid kofaktorleri sar1 renklt MTT tozunu mor renkli suda ¢6ziinemeyen formazana
indirger ve metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerinde meydana gelen
dihidrojenazlar tarafindan tetrazoliumun formazan kristellerine enzimatik doniisiimiiyle

hiicrenin canlilig: 6l¢iiliir.
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Selekoksib, siklofosfamid ve doksorubisin tiirevi bilesiklerin antikanser etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla, kopek meme tiimorii (CMT-U27, CMT-U309 ve P114) ve
insan meme kanseri (MDA-MB-231) hiicre hatlarina MTT testi yapilmustir.

Tiumor Hiicrelerindeki antitlimoral aktiviteyi belirlemek amaciyla oncelikle CMT-U27,
CMT-U309, P114 ve MDA-MB-231 hiicreleri her kuyucukta 7x103 hiicre olacak sekilde,
icerisinde 100ul uygun medyum bulunan 96 kuyucuklu kuyucuklara ekildi ve 37°C’de,
%5 CO;’lu inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan,
tedavi gruplarina farkli dozlardaki ilaglar uygulandi (Tablo 6). Selekoksib DMSO
igerisinde ¢ozdiiriildiigii i¢in kontrol grubundan harig tagit madde grubu kullanildi. Tasit
madde gurubunda DMSO’nun toksik etkisi olup olmadigin1 gérmek i¢in, hiicreler %0,1
oraninda DMSO igeren besiyeriyle muamele edildi. Konrol grubu ise sadece besiyeri ile
muamele edildi. Ayrica doksorubisinin olusturabilecegi arkaplan etkisini kaldirmak i¢in
hiicre ekilmeden sadece besiyeri eklenmis bos gruplar olusturuldu. 72 saatlik ilag
inkiibasyonu sonrasinda kanser hiicrelerindeki canlilik oranin1 gérebilmek amactyla MTT
testi uygulandi. MTT testi i¢cin well plate’lerin her kuyucuguna 10 pl MTT soliisyonu
eklenildi ve 37° C’de mor formazan kristalleri olusana kadar 4 saat 1g1ga maruz
kalmayacak sekilde inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi metabolik
olarak canli olan hiicrelere giren MTT mor-mavi renkli formazon {iriiniine doniistiigii i¢in
renk degisimi goriildii. Sonrasinda MTT iceren medyum uzaklastirildi ve her bir kuyucuga
100 pl isopropil alkol konularak, plaka okuyucusunda (Spectra i3x) 570 nm de absorbans
degerleri Olciildii. %0,1 DMSO igeren ve igermeyen iki grup arasinda hiicre canlilik
oraninda anlaml bir fark saptanmadi. Biitlin deneyler 3 kere birbirinden bagimsiz olarak,
her biri en az 3 tekrar olacak sekilde yapildi. Hiicrelerin saptanan % canli hiicre oranlar
grafikler ile gosterildi. Kemoterapatik ilaglarin etkinlik 6lgiitii olarak hiicrelerin %50’sini

o6ldiiren inhibitdr konsantrasyon 50 (IC50) degerleri excelde hesapland.

100x0D570e

Canlilik % = D700

OD570e: numunenin optik yogunlugunun degeri

OD570b: kontrol (kor) grubunun optik yogunlugu
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Cizelge 2.2. Tedavi gruplarinin adlandirilmasi

Grup Adi Kisaltma
Kontrol -

DMSO kontrol -
Selekoksib CXB
25uM Selekoksib 25uM CXB
50uM Selekoksib 50uM CXB
75uM Selekoksib 75uM CXB
100uM Selekoksib 100uM CXB
Doksorubisin Dox
Silkofosfamid CYP
Doksorubisint+25uM Selekoksib DC1
Doksorubisin+50uM Selekoksib DC2
Doksorubisin+75uM Selekoksib DC3
Doksorubisin+100uM Selekoksib DC4
Silkofosfamid+25uM Selekoksib CC1
Silkofosfamid+50uM Selekoksib CC2
Silkofosfamid+75uM Selekoksib CC3
Silkofosfamid+100uM Selekoksib CC4

2.5. Western Blot Analizi

Bu yontem ile arastirmada kullanilan biitiin hiicre hatlarinim COX-2 ifade seviyeleri
belirlendi. Western blot analizi i¢in herbir hiicre hatt1 plakas1 %90°1lik hiicre yogunluguna

ulastig1 zaman asagidaki prosediirler sirasiyla yapildi.
Western blot agamalart;

Hiicreler biriktirildi ve lizis asamasina gecildi. Protein konsantrasyonlarinin Proteinlerin
Bisinkoninik Asit (BCA) Yontemi ile hesaplandi ve SDS-PAGE (Elektroforez) de
yiiriitiildii. Jelden Nitroselliiloz membrana aktarilarak bloklama ve antikor asamasindan

sonra goriintiileme iglemi yapildi.

2.5.1. Western Blot Analizi i¢in Protein Izolasyonu

Plate’lerden besiyeri uzaklastirilip 1x PBS ile yikandi. Sonrasinda her bir plate 2 ml 1x
tripsin-EDTA eklenip 4-5 dk inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin plate tabanindan kalkip
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yiizdiigii kontrol ediltikten sonra {izerlerine 50 ml 1x PBS eklendi ve falkon tiiplere alinip
yikandi. 30000 rpm +4°C’de 10 dk santrifiij yapildi ve supernatant atildi. Herbir pellet
tekrar 5 ml 1x PBS ile yikand1 ve siipernatant atildi. Tiipiin dibinde bulunan pellet buz
tizerine alindi. Dipteki hiicrelerle lizis asamasina gegildi. Ripa Buffer soliisyonu asagidaki
tarife gore hazirland1 ve 10 ml Ripa buffer soliisyonu i¢ine 1 tablet protez inhibitorii

(Pierce Protease Inhibitor, Kat. no: A32963) katilarak lizis soliisyonu hazirlandu.

Cizelge 2.3. RIPA Buffer Hazirlanmasi.
RIPA Buffer Hazirlanmasi

Reaktif Hacim Nihai Konsantrasyon
Tris-HCI (1M) 5ml 50 Mm

Nonidet P-40 Iml %1

NaCl (5M) 3ml 150 Mm

SDS (%10) 1 ml % 0.1

Sodyum deoksikolat (%10) 5mi % 0.5

Distile su 100 ml’ye tamamla

Hazirlanan bu RIPA lizis buffer soliisyondan eppendorflara pellet biiyiikliigline gore 100-
200 pl eklendi. Hiicrelerin tam olarak parcalanabilmesi i¢in 10 kez igneden gecirildi.
Sonrasinda 14.000 rpm +4°C’de 25 dk santrifiij edildi. Dipteki pellet atild1 ve siipernatant
yeni ependorflara aktarildi ve -80 e kaldirildi. Boylece western blot i¢in preoteinler elde
edildi.

2.5.2. Proteinlerin Bisinkoninik Asit (BCA) Yontemiyle Ol¢iimii

-80 °C’de stoklanmus biitiin proteinler buz iizerine alind1 ve ¢dziilmesi beklendi. Olgiim
icin Pierce Bisinkoninik Asit Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) ve 96
kuyucuklu plate kullanildi. Her bir kuyucuga 5’er pl hazirlanan protein standartlar1 ve
konsantrasyonu bilinmeyen protein Orneklerinden eklendi. Kuyucuklardaki protein
orneklerinin tizerine 20 pl steril molekiiler su eklendi. Sonrasinda 175 pl ¢calisma ¢ozeltisi
(kit igeriginde yer alan Reagent A ve Reagent B, 1:50 olacak sekilde hazirlandi) pipetlendi
ve total hacim 200 pl’ye ayarlanarak plate 30 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Ardindan olusan renk siddeti, spektrofotometrede 570 nm’de (Spectra xi3) okundu. 3 dk
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calkalayicida bekletildi ve 750 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. 750 nm dalga boyunda

absorbans degerleri kullanilarak 50 pg’daki proteinler hesaplandi.

2.5.3. SDS-PAGE ve Proteinlerin Nitroseliiloz Membrana Transferi

SDS-PAGE jeli, resolving jel ve stacking jel olmak tizere iki kistmdan olusmaktadir. Jel,

resolving ve stacking jel olmak {izere iki katmanl olarak hazirlandi (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Resolving Jel ve Stacking Jel Formiilasyonu

Resolving Jel (2610) Stacking Jel (%4)
% 30 Acrylamide/bis 6 ml % 30 Acrylamide/bis 1.98 mi
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 3.75ml 1.5 M Tris-HCI 3.78 mi
10 % SDS 150 pl 10 % SDS 150 pl
ddH20 5.03 ml ddH20 9ml
TEMED 7.5 ul TEMED 15 ul
10 % APS 75 ul 10 % APS 75 ul

Yukarda tarif edildigi sekilde hazirlanan jele en son TEMED eklendi ve yavasca
karigtirilarak jel aparatina dokiildii. Jel dokiildiikten sonra dalgalanmalar olusabilir. Bu
dalgalanmalar1 ortadan kaldirabilmek i¢in 1 ml etanol alkol pipetle jelin {izerinde
gezdirildi. Resolving jelin donmast i¢in 30 dk boyunca inkiibasyona birakilir. Sonrasinda

Resolving jel tizeri kaplayan ethanol pegete ile emdirildi.

Tamamen donmus Resolving iizerine hizlica stacking jel pipetle ilave edilerek tarak
takilarak ve donmasi i¢in beklendi. Hazirlanan jel elekroforez tankina yerlestirilip ve
jeldeki tarak yavasca ¢ikartildi. Tk kuyuya 3ul marker yiiklendi ve diger kuyulara protein
oran1 10 ug olacak sekilde hesaplanarak ve toplam hacim 20ul olacak seklide pipetle
yiiklendi. Gii¢ kaynagi 100 volt’a ayarlanarak yaklagik 1-1,5 saat yiiriitiildi.

Cizelge 2.5. Running Buffer Formiilasyonu

Running Buffer Stok Running Buffer Caligma Soliisyonu

30 gr Tiris base 100 ml running stok soliisyonu

144 gr glycine 10 ml %10’luk SDS

1 litre (L) dH20 890 ml dH20

43



* Nitroselliilloz membran jel boyutuna uygun olarak kesildi.
* Nitroselliiloz membran ve alt1 adet filte kagidi transfer buffer igerisine bir siire bekletildi.

* elektroforezde yiiriitiilmesi tamamlanan jel nazik¢e ¢ikarildi ve kuyularin oldugu kisim
kesilerek uzaklastirildi. Transfer makinasina ilk once sirasiyla; 3 adet filtre kagidi,
membran, jel, tekrar 3 adet filtre kagidi konularak Sandvi¢ modeli olusturuldu ve roller
ile tizerinden gegilerek hava kabarciklar1 uzaklastirildi ve makine yarim saat siire ile

calistirildi.

Cizelge 2.6. Transfer Buffer Formiilasyonu

Transfer Buffer Stok Transfer Buffer Calisma Soliisyonu
30 gr Tris-base 100 ml stok transfer buffer

144 gr glisin 200 ml metanol

1L dH20 700 ml dH20

Cizelge 2.7. TBS-T Formiilasyonu

TBS stok soliisyonu TBS-T galigma soliisyonu
31,5 gr Tris-HCL 100 ml TBS stok

80 gr NACI 2 ml Tween-20

1L dH20 898 ml dH20

2.5.4. Bloklama ve Antikor Ekleme

Proteinlerin memebrana aktarilma isleminden sonra memebran alinarak ¢alkalayicida 30
dk siireyle 7 ml siit tozu (1gr siit tozu+7 ml TBS-T) ile muame edilerek protein bloklama
islemi yapildi. Daha sonra 1:10.000 diliisyonda COX-2 antikoru ve p-aktin eklenerek 7
ml siit tozu ile 1 gece +4’de primer antikor icerisinde ¢alkalayicida bekletildi. Ertesi giin
membran 5’er dakika siireyle 3 kez TBS-T soliisyonuyla ile ¢alkalayicida yikandi. Yikama

islemi tamamlandiktan sonra uygun sekonder antikor hazirland1 ve (350 mg siit tozu + 7
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ml TBS-T + 3,5 ul sekonder) igerisinde 1 saat muamele edildi. Membranlar 5’ser dakika

stireyle 3 kez TBS-T soliisyonuyla ¢alkalayicida yikandi.

2.5.5. Membrandaki Proteinlerin Goriintiilenmesi

Membran 500 ul ECL soliisyonu A ve 500 pl ECL soliisyonu B karisimi ile muamele
edilip, goriintiileme cihazinda (BIO-RAD ChemiDoc MP Imaging System) ile

goriitiilendi.

2.7. Istatistik Analizleri

Calismada, hiicre ve etken gruplari arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde varyans
analizinden faydalanilmistir. Gruplarin 24 ve 48. Saatlerinde tekrarlayan ANOVA testi,
72. Saatte ise ANOVA testi kullanmilmistir. Gruplar arasindaki farkliligin anlaml
bulunmast durumunda ikili karsilastirma testlerinden Duncan testi uygulanmistir.
Istatiksel analizler, SPSS 25 paket programinda; sonuglarin grafikleri ise Graphpad Prism
10 programinda yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Immunoperoksidaz Test ile COX-2 Ifasesi Bulgularn

Kullanilan meme tiimorii hiicre serilerinin COX-2 ifade seviyelerinin belirlenmesi igin
anti-COX-2 primer antikoru ile yapilacak Western Blot analizi dncesinde, kullanilacak
antikorun kopek COX-2 antijenik yapilarina spesifik reaksiyon verip vermediginin
degerlendirilmesi amaciyla, daha 6nceden COX reseptorii pozitif parafin blok arsiv meme
tiimorii ornekleri (n=4) ve COX negatif oldugu bilinen normal képek meme dokusu (n=5)
immunoperoksidaz test ile degerlendirildi. Incelenen kdpek meme tiimérii drneklerinde
intraniikleer ve intrasitoplazmik COX reseptorii pozitif immunreaksiyon goriiliirken

(Sekil 3.1.), normal meme dokularinda pozitif boyanma goriilmedi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.1. Kopek meme tiimorii dokularinin COX-2 ifadesinin immunreaksiyonlari.
Streptavidin-HRP polivan immunperoksidaz boyama, DAB kromojen ve Harris
hematoksilen zemin boyama, Bar=100 pm.

Sekil 3.2. Képek normal meme dokusunda negatif COX-2 ifadesi. Streptavidin-HRP
polivan immunperoksidaz boyama, DAB kromojen ve Harris hematoksilen zemin
boyama, Bar=100 um.
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3.2. Western Blot Analizi ile COX-2 Protein ifadelerinin Belirlenmesi

CMT-U27, CMT-U309, P114 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiire hatlarindan elde
edilen protein orneklerinin jelden membrana transferin etkinliginin basarisini ve ayrica
zar lizerindeki genel protein modelini degerlendirmek i¢in Ponceau S boyamasi ile protein

bantlar1 goriiniir hale getirildi (Sekil 3.3).

< o o
S b &
. N S
——————

Sekil 3.3. Ponceau S boyamasi ile protein bantlarinin tespit edilmesi.

CMT-U27, CMT-U309, P114 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiire hatlarindan elde
edilen protein 6rneklerinin eksprese ettikleri COX-2 proteini diizeyleri Western Blot
analizi ile tespit edildi. Buna gore, COX-2 ifadesi sirasiyla P114, CMT-U27, MDA-MB-
231 hiicre hatlarinda yiiksek , CMT-U309 hiicre hattinda ise disiik goriintiilendi (Sekil
3.4.).
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Sekil 3.4. Kopek meme tiimorii hiicre hatlarinda COX-2 ve B-aktin ifadelerinin Western
blot teknigi ile goriintiilemesi.

3.3. Hiicre Canlihigi Bulgular:

3.3.1. Kemoterapotiklerin 1C50 Dozunun Belirlenmesi

Siklofosfamid ve Doksorubisin’in CMT-U27, CMT-U309, P114 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlar1 lizerine en etkin dozunu belirleyebilmek i¢in litaratiirde rapor edilen
hiicrelerde %50 inhibitér konsantrasyona (IC50) sebep olan dozlarinin farkli derigimleri
(2x IC50, IC50, ¥4 IC50 ve ¥ IC50) 72 saat siireyle uygulandi ve ardindan hiicre canliligin
Olcmek icin MTT testi yapilarak IC50 degerleri belirlendi. Meme tiimdrii hiicre hatlarinin
72 saat sonunda elde edilen sonuglarin yiizde (%) canlilik oranlar1 hesaplandi ve Excel

(Microsoft Document) programi kullanilarak IC50 degerleri hesaplandi (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Meme tiimorii hiicre hatlarinin IC50 degerleri.

Hiicre hatti Siklofosfamid IC50 degeri Doksorubisin IC50 degeri(uM)
(mM)

CMT-U27 7 1.2

CMT-U309 8 0.9

P114 7 0.9

MDA-MB-231 7 2.1

3.3.2. Selekoksibin Diisiik ve Yiiksek Dozlarda Hiicre Canhligi Uzerine Etkileri

Selekoksibin tek basina kullaniminda hiicre canlilig1 iizerine etkisini test etmek i¢in 25,
50, 75 ve 100 uM dozlarda meme kanseri hiicre hatlarina 24, 48 ve 72 saat siireyle
uygulama yapildi. Yiiksek COX-2 ekpresyonuna sahip hiicre hatlarindan MDA-MB-231
ve hiicre hatlarinda 25, 50, 75 ve 100 uM selekoksib uygulamalarinin 48 ve 72’°nci saat
uygulamalarinda tiimor hiicresi proliferasyonu 6nemli 6l¢iide azalmistir (Sekil 3.7. - 3.8.).
Fakat diisiik COX-2 ifadesine sahip CMT-U309 hiicre hattinda diisiik doz selekoksib (25
uM) uygulamasinda antiproliferatif etki gozlenmemistir (Sekil 3.6.). Ayrica, biitiin meme
kanseri hiicre hatlarinda selekoksibin 50,75 ve 100 puM’lik 48 ve 72’nci saat
uygulamalarinda kanser hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli derecede inhibe ettigi

goriilmiistiir (Sekil 3.5. — 3.6. — 3.7. — 3.8.).
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CMT-U27
150 =
= 0uM
5 =1 25uM
=3 100- =31 50 uM
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E Q
s% = 100 uM
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=
0_
24, saat 48, saat 72. saat

Sekil 3.5. Farkli selekoksib konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72’°nci saat inkiibasyon sonrasi
CMT-U27 hiicre hatt1 canliligina etkisi.

CMT-U309
150 -
= 0uM

B B3 25uM
=3 100- =3 50 uM
S5
ot =3 75uM
E o
sx = 100 uM
28 50~
2

0 -
24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 3.6. Farkli selekoksib konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72’°nci saat inkiibasyon sonrasi
CMT-U309 hiicre hatt1 canliligina etkisi.
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MDA-MB-231
150 -
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=
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Sekil 3.7. Farkli selekoksib konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72°nci saat inkiibasyon sonrasi
MDA-MB-231 hiicre hatt1 canliligina etkisi.

P114
150 -
= 0uM
=) = 25uM
=3 100+ =3 50 uM
c 5
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E o
s B 100 uM
T 50=-
=
D_
24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 3.8. Farkl1 selekoksib konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72’nci saat inkiibasyon sonrasi
P114 hiicre hatt1 canliligina etkisi.

3.3.3. Selekoksib ve Kemoterapotik Kombinasyonu 24’iincii Saat Bulgular:

Calismada, Dox ve CYP’nin IC50 konsantrasyonlari sabit tutularak, selekoksibin 4 farkli
dozu (DC1: DOX+25uM selekoksib, DC2: DOX+50uM selekoksib, DC3: DOX+75uM
selekoksib, DC4: DOX+100uM selekoksib ve CC1l: CYP+25uM selekoksib, CC2:
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CYP+50uM selekoksib, CC3: CYP+75uM selekoksib, CC4: CYP+100uM selekoksib)
ile kombine uygulandiktan sonra COX-2 pozitif meme tiimorii hiicre hatlarinin 24’iincii

saat degerleri incelenmistir.

Dox+Selekoksib grubunda 24’iincti saatte CMT-U27 hiicre hattinda canlilik degerleri

Sekil 3.9 ve Cizelge 3.2°de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki degerleri ise
Cizelge 3.26°da verilmistir.

CMT-U27
800~
=3 Kontrol
5- -
2 6004 E3 Dox
E =1 DC1
w
§ 400 =1 DC2
o = DC3
E 200 - mEm DC4
3
0 | | 1 ||
Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4
24.Saat

Sekil 3.9. CMT-U27 hiicre hattt DOX+CXB gruplarinda 24’iincii saatte canlilik degerleri
(Ortalama+ Standard Sapma).

24’lincli saatte, Dox gruplarinda CMT-U27 hiicre hattinda elde edilen canlilik degerleri
bakimindan etken gruplar1 arasinda yiiksek diizeyde farklilik tespit edilmistir (p<<0,001).
Etken gruplar1 incelendiginde, DC3 ve D4 gruplar1 dnemli derecede farklilik gostermistir.
En yiiksek antiproliferatif etki DC4 grubunda gbzlenmistir.

Cizelge 3.2. CMT-U27 hiicre hatti DOX+CXB gruplarinda 24ncii Saatte canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 P
24. saat 563,33+46, | 347,663 | 329,50+1 | 289,50+1 | 243,331 | 208,50+1 | <0,001
53d 1,562¢ 4,18¢ 4,260¢ 8,782b 6,112

a, b, ¢, d: aynm satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.
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CYP+ CXB kombine tedavi grubunda 24’ncii saatte CMT-U27 hiicre hattinda canlilik
degerleri Sekil 3.10 ve Cizelge 3.4’de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki
degerleri ise Cizelge 3.27°da verilmistir.

CMT-U27
1000 -
=3 Kontrol
3 800 - = CYP
e =1 CC1
o 600
= = CC2
[/:]
@ 400-
2 | - E CC3
£ mEm CC4
3 200~
0 || ] 1 ||
Kontrol CYP CcC1 cc2 CcC3 cC4
24, Saat

Sekil 3.10. CMT-U27 hiicre hatt1 CYP+CXB gruplarinda 24’{incii saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standard Sapma).

24. saatte, CYP gruplarinda CMT-U27 hiicre hattinda elde edilen canlilik degerleri ve
antiproliferatif etki bakimindan etken gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel farklilik

tespit edilememistir (p=0,112).

Cizelge 3.3. CMT-U27 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 24’iincii saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol CYP CC1 cc2 CC3 CC4 P
24. saat 658,336 | 345,16+2 | 356,162 | 375,00+3 | 1495,16+ | 327,66+3 | 0,112
3,74 9,26 6,38 7,55 795,96 9,54

Dox grubunda 24. saatte CMT-U309 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.11. ve
Cizelge 3.4’de kontrol grubuna gore % hiicre antiproliferatif etki degerleri ise Cizelge
3.26’da verilmistir.
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Sekil 3.11. CMT-U309 hiicre hatti Dox+CXB gruplarinda 24’{incii saatte canlilik
degerleri (Ortalama+ Standard Sapma).

24. saatte, Dox gruplarinda CMT-U309 hiicre hattinda elde edilen canlilik degerleri
bakimindan etken gruplar1 arasinda yiiksek diizeyde farklilik tespit edilmistir (p<<0,001).
En diistik canlilik degeri DC4 grubunda elde edilmis. Diger etken gruplari arasinda
herhangi bir farklilik tespit edilmemis; antiproliferatif etki kontrol grubu ile
kiyaslandiginda en yiiksek deger %52,47 ile DC4 grubundan elde edilmistir.

Cizelge 3.4. CMT-U309 hiicre hatti Dox+CXB gruplarinda 24’{incii saatte canlilik
degerleri (Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 P
625,167 | 440,33£3 | 399,66+1 | 361,331 | 331,50+£2 | 297,16+1

24. saat <0,001
6° 8,93" 3,7° 2,9 3,50 7,78

a, b, c: ayni satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

CYP grubunda 24. Saatte CMT-U309 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.12 ve
Cizelge 3.5de; kontrol grubuna gore % hiicre antipraliferatif etki degerleri ise Cizelge
3.27°de verilmistir.
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Sekil 3.12. CMT-U309 hiicre hattt CYP+CXB gruplarinda 24’iincii saatte canlilik
degerleri (Ortalama+ Standard Sapma).

24’lincl saatte, CYP gruplarinda CMT-U309 hiicre hattinda elde edilen canlilik degerleri
bakimindan etken gruplar1 arasinda yiiksek diizeyde farklilik tespit edilmistir (p<<0,001).
En diisik canlilik degerleri CC4 gruplarindan elde edilmis. Diger etken gruplari
karsilastirildiginda CC3 grubu neredeyse higbir uygulama yapilayan kontrol grubu ile
benzer olup en yliksek canlilik degeri vermistir. En yiiksek antiproliferatif etki CC4

grubunda gézlenmistir.

Cizelge 3.5. CMT-U309 hiicre hatt1 CYP+CXB gruplarinda 24. Saatte canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol CYP CC1 cc2 CC3 CC4 p
24, saat 751,00+£3 | 386,66+1 | 530,661 | 596,33+5 | 770,00+8 | 380,66+2 | <0,001
. Saa
6,69° 5,502 6,41° 0,40° 3,17° 0,172

a, b, c: ayni satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

DOX grubunda 24’iincii saate MDA-MB-231 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.13
ve Cizelge 3.6°da; kontrol grubuna gore % hiicre antipraliferatif etki degerleri ise Cizelge

3.26’°da verilmistir.
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Sekil 3.13. MDA-MB-231 hiicre hatti DOX+CXB gruplar1 24’iincii Saatte canlilik
degerleri (Ortalama+ Standard Sapma).

24’tincii saatte, Dox gruplarinda MDA-MB-231 hiicre hattinda elde edilen canlilik
degerleri bakimindan etken gruplari arasinda yiiksek diizeyde farklilik tespit edilmistir
(p<0,001). En diisiik canlilik degeri DC4 grubunda elde edilmis ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmistir. Hiicre antiproliferatif etki en yiiksek DC4 grubunda

bulunmustur.

Cizelge 3.6. MDA-MB-231 hiicre hattt DOX+CXB gruplar1 24iincii Saatte canlilik
degerleri (Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 p
24. saat 557,83+4 | 313,33 288,162 | 269,00+2 | 232,161 | 213,162 | <0,001
0,13¢ £21,95° 5,692P 6,15 P 5,322b 6,322

a, b, c: aynmi satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 {incii Saat igerisinde canlilik degerleri bakimindan CYP
etken gruplar1 arasinda herhangi bir istatiksel fark tespit edilememistir (p=0,233). Ilgili
istatistikler Sekil 3.14 ve Cizelge 3.7°de Kontrol grubuna gore hiicre canlili1 yiizdesi ise
Cizelge 3.27°de verilmistir.
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Sekil 3.14. MDA-MB-231 hiicre hattt CYP+CXB grubu 24’iincii saat canlilik degerleri
(Ortalama + Standard Sapma).

24’{incii saatte, CYP gruplarinda MDA-MB-231 hiicre hattinda en diisiik canlilik degerleri
CYP ve CC4 gruplarindan elde edilmilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ elde edilememistir.  En yiiksek antiproliferatif etki ise CC4 grubunda

hesaplanmustir.

Cizelge 3.7. MDA-MB-231 hiicre hatti CYP+CXB grubu 24’iincii saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol CYP CC1 cc2 CC3 CC4 p
24. saat 639,00+1 | 329,33+8 | 347,331 | 456,33+4 | 558,006 | 335,00+7 | 0,233
75,75 7,98 17,75 7,97 4,15 2,02
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Dox grubunda 24. Saatte P114 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.15 ve Cizelge
3.8’de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki degerleri ise Cizelge 3.26°da

verilmistir.
P114
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Sekil 3.15. P114 hiicre hattinda DOX+CXB gruplarinda 24’iincii saatte canlilik degerleri
(Ortalama + Standard Sapma).

24’{incili saatte, Dox gruplarinda P114 hiicre hattinda elde edilen canlilik degerleri
bakimindan etken gruplari arasinda yiiksek diizeyde farklilik tespit edilmistir. (p<0,001).
Etken gruplar1 incelendiginde, DC3 ve D4 gruplar1 6nemli derecede farklilik gostermistir.
En yiiksek antiproliferatif etki DC4 grubunda gozlenmistir.

Cizelge 3.8. P114 hiicre hattinda DOX+CXB gruplarinda 24’iincii saatte canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 p

24.saat | 730,004 | 495,0048 | 391,66+3 | 360,83+2 | 282,50+2 | 259,83+2 | <0,001
0,83° 517° 1,580 6,550 7,282 1,572

a, b, c: aynmi satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

CYP grubunda 24’{incii saatte P114 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.16 ve Cizelge
3.9’da; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki degerleri ise Cizelge 3.27°de

verilmistir.
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Sekil 3.16. P114 hiicre hattt CYP+CXB gruplarinda 24’ilincii saat canlilik degerleri
(Ortalama + Standard Sapma).

24’iincii saatte, CYP gruplarinda P114 hiicre hattinda elde edilen canlilik degerleri
bakimindan etken gruplari arasinda yiiksek diizeyde onemli bir farklilik tespit edilmistir
(p<0,001). En diisiik canlilik degerleri CYP, CC1 ve CC2 gruplarindan elde edilmis; CC4
grubu ise ortalama deger sergilemistir. En yiiksek canlilik degeri CC3 grubundan elde
edilmis; hiicre antiproliferatif etki bakimindan degerlendirildiginde en yiiksek etki CCl
grubunda gozlenmistir.

Cizelge 3.9. P114 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 24’iincii saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol CYP CC1 cc2 CC3 CC4 p
24. saat 871,00+£5 | 466,661 | 444,00+7 | 610,00+3 | 1150,00+ | 647,33+7 0.001
< 1
4,64° 0,66% 3,202 3,84° 148,00°¢ 9,20 ab

a, b, ¢: aynmi satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.
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3.3.4. Selekoksib ve Kemoterapotik Kombinasyonu 48’inci Saat Bulgular:

Calismada, Dox ve CYP’nin IC50 konsantrasyonlar1 sabit tutularak, selekoksibin dort
farkli dozu (DCI1:DOX+25uM selekoksib, DC2:DOX+50uM selekoksib, DC3:
DOX+75uM selekoksib, DC4:DOX+100uM selekoksib ve CC1: CYP+25uM selekoksib,
CC2: CYP+50uM selekoksib, CC3: CYP+75uM selekoksib, CC4: CYP+100puM
selekoksib) ile kombine uygulandiktan sonra COX-2 pozitif meme tiimorii hiicre

hatlarinin 48’inci saat degerleri incelenmistir.

Dox+Selekoksib grubunda 48nci saatte CMT-U27 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil

3.17 ve Cizelge 3.10°da; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki degerleri ise Cizelge
3.26’da verilmistir.

CMT-U27
800 =
=3 Kontrol
5
n_:l 600 — =1 Dox
= = DC1
7]
§ 400 - [ =1 DC2
g E DC3
£ 2004 mm DC4
3
0 | | 1 1 ||
Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4
48, Saat

Sekil 3.17. CMT-U27 hiicre hatti DOX+CXB gruplart 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama + Standard Sapma)

Cizelge 3.10. CMT-U27 hiicre hattt DOX+CXB gruplar1 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 p
48. saat 618,83+42 | 362,16+13 | 325,16+28 | 288,16+11 | 252,33+10 | 218,50+16
224 39° ,66°¢ 4530 ,067 7,772 <0,001

a, b, ¢, d: aynm satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.
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48’inci saatte, Dox gruplarinda CMT-U27 hiicre hattinda elde edilen canlilik degerleri
bakimindan etken gruplar1 arasinda yiiksek diizeyde farklilik tespit edilmistir (p<<0,001).
DC3 ve DC4 gruplan diger gruplardan farklilik gostermis en yiiksek antiproliferatif etki
ise DC4 grubunda gozlenmistir.

CYP grubunda 48’inci saatte CMT-U27 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.18 ve
Cizelge 3.11°de; kontrol grubuna goére % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27°de

verilmistir
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Sekil 3.18. CMT-U27 hiicre hatti CYP+CXB gruplari 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama +Standard Sapma)

CYP grubu CMT-U27 hiicresinin 48’inci saat degerleri incelendiginde etken gruplari
arasinda yiiksek derecede istatiksel fark elde edilmistir (p<0,001). CYP, CC1, CC2 ve
CC4 benzer sonuglar vermistir. CC3 hiicre canlilik degeri CYP, CC1, CC2 ve CC4
gruplariyla kiyaslandiginda anlamli farklilik gostermistir. En yiiksek antiprofiliferatif etki
CC4 grubunda gozlenmistir.
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Cizelge 3.11. CMT-U27 hiicre hatt1 CYP+CXB gruplar1 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol CYP CC1 CC2 CC3 CC4 p
48. saat 753,002 | 382,33+1 | 397,002 | 419,66+4 | 671,667 | 356,00+2
0,66 ° 4,992 7,532 3,642 9,29° 7,152 <0,001

a, b: ayni satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak

Onemlidir.

Dox grubunda 48. Saatte CMT-U309 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.19 ve
Cizelge 3.12’te; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.26’te verilmistir

CMT-U309
2000=
=3 Kontrol

5 —
n_:' 1500+ = Dox
= = DC1
0
@ | = DC3
g 500 T : = DC4
] 1 h

0 1 | 1 | |

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4
48. Saat

Sekil 3.19. CMT-U27 hiicre hatti DOX+CXB gruplari 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama +Standart Sapma).

CMT-309 hiicre hattinin Dox grubunda 48’inci saat degerleri incelendiginde etken
gruplar1 arasinda istatiksel olarak onemli diizeyde fark elde edilmistir (p<0,001). Etken
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda en diisiik canlilik degeri DC4 grubunda
gozlenmistir. DC1, DC2 ve DC3 gruplari bu iki gruptan farkli ancak ortalama bir deger
sergilemistir. Hiicren antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise en yiiksek

DC4 grubunda goriilmiistiir.
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Cizelge 3.12. CMT-U27 hiicre hattt DOX+CXB gruplar1 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standard Hata).

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 p
48 saat 987,334+39 | 465,33+38 | 406,83+£10 | 378,33+10 | 342,66+22 | 303,50+9,
53¢ ,92¢ ,680¢ ,123p 3230 732 <0,001

a, b, ¢, d: aynmi satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

CYP grubunda 48’inci saatte CMT-U309 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.20 ve
Cizelge 3.13’de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27°de

verilmistir
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Sekil 3.20. CMT-U309 hiicre hattt CYP+CXB gruplar1 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama + Standard Sapma).

CMT-309 hiicre hattinin CYP grubunda 48’inci saat degerleri incelendiginde etken
gruplar1 arasinda istatiksel olarak onemli diizeyde fark elde edilmistir (p<0,001). CC4
grubu en diisiik canlilik degeri belirlenmistir. Hiicre antiproliferatif etki kontrol grubu ile

kiyaslandiginda, en yiliksek CC4 grubunda belirlenmistir.
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Cizelge 3.13. CMT-U309 hiicre hattt CYP+CXB gruplar1 48’inci Saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol CYP CC1 Ccc2 CC3 CC4 p
48. saat 1093,33+ | 599,33+7 | 661,002 | 788,00+0, | 874,00+2 | 408,33+4
109,91 ¢ 2,84P 9,44° 9gbe 4,09° 1,882 <0,001

a, b, ¢, d: ayn1 satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Oonemlidir.

Dox grubunda 48’inci saatte MDA-MB-231 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.21
ve Cizelge 3.14’te; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.26’da

verilmistir.
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Sekil 3.21. MDA-MB-231 hiicre hatti DOX-CXB gruplarinda 48’inci saat canlilik
degerleri (Ortalama + Standard Sapma).

Dox grubunun 48’inci saat MDA-MB-231 hiicre hatt1 degerleri incelendiginde, etken
gruplar1 arasinda istatiksel olarak onemli bir farklilik elde edilmistir (p<0,001). DC1,
DC2, DC3 ve DC4 gruplar1 benzer ve diisiik canlilik degerleri sergilemistir. Hiicre
antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiliksek DC4 grubunda

goriilmiistiir.
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Cizelge 3.14. MDA-MB-231 hiicre hattt DOX-CXB gruplarinda 48’inci saat canlilik

degerleri (Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol

Dox

DC1 DC2 DC3 DC4 p
48, saat 1118,00+ | 627,50+2 | 383,83+1 | 357,33+2 | 317,33+7, | 301,50+1
. Saa
58,1° 9,22° 3,322 2,842 222 5,412 <0,001

a, b, ¢: aym satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

CYP grubunda 48’inci saatte MDA-MB-231 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.22
ve Cizelge 3.15te; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27°de

verilmistir.
MDA-MB-231
4000 =
Ea Kontrol
=)
=i 3000- = CYP
= = CC1
0
& T = CC3
g 1000 — mm CC4
i
0 1 T T 1
Kontrol CYP cC1 cc2 cC3 CC4
48. Saat

Sekil 3.22. MDA-MB-231 hiicre hattt CYP+CXB gruplarinda 48’inci saat canlilik
degerleri (Ortalama + Standard Sapma).

CYP grubunun 48’inci saat MDA-MB-231 hiicre hatti1 degerleri incelendiginde, etken
gruplar1 arasinda istatiksel olarak onemli bir farklilik elde edilmemistir (p<0,120). Hiicre
antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiikksek CC4 grubunda

gorilmiistiir.
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Cizelge 3.15. MDA-MB-231 hiicre hattt CYP+CXB gruplarinda 48’inci Saat canlilik
degerleri (Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol | CYP cc1 cc2 cc3 cc4 p
48.53at | 229433+7 | 1115.6644 | 1267.0043 | 14783322 | 1878.66+3 | 899.33:84
39,64 6,38 11,13 62,97 9,54 ,05° 0,120

DOX grubunda 48. Saatte P114 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.23 ve Cizelge
3.16’da; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.26’da verilmistir.

P114
2000~
=3 Kontrol
5"\- ——
2 15004 =1 Dox
e =1 DC1
1)
§ 10004 = DC2
9 | = DC3
g 500 T : mEm DC4
’ N

0 T T T T
Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4

48. Saat

Sekil 3.23. Dox grubunda P114 hiicre hattinda 48’inci saat canlilik degerleri (Ortalama +
Standard Sapma).

Dox grubunun 48’inci saat P114 hiicre hatt1 degerleri incelendiginde, etken gruplari
arasinda istatiksel olarak 6nemli bir farklilik elde edilmistir (p<0,001). DC1, DC2, DC3
ve D4 gruplar1 benzer ve diisiik canlilik degerleri sergilemistir. Hiicre antiproliferatif etki

kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiiksek DC4 grubunda goriilmiistiir.

Cizelge 3.16. Dox grubunda P114 hiicre hattinda 48’inci saat canlilik degerleri
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 p
48. saat 1468,83+ | 782,16+7 | 474,83+4 | 447,162 | 419,00+2 | 387,66+2
9562°¢ 3,50° 2,112 3,512 0,442 2,812 <0,001

a, b, c: aym satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak

Onemlidir.
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CYP grubunda 48’inci saatte P114 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.24 ve Cizelge
3.17’de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27°de verilmistir

P114
3000~
=3 Kontrol
5 T = CYP
€ 20004 =1 CCH
7]
£ =1 CC2
9 - = CC3
£ 1000+
£ BEm CC4
-
-
0 1 1 1 | |
Kontrol CYP CC1 CC2 CC3 CC4
48. Saat

Sekil 3.24. P114 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 482inci saat hiicre canlilig
(Ortalama+ Standard Sapma).

CYP grubunun 48. Saat P114 hiicre hatt1 degerleri incelendiginde, etken gruplar1 arasinda
istatiksel olarak 6nemli bir farklilik elde edilmistir (p<<0,001). CC4 grubu en diisiik canlilik
degeri belirlenmistir. Hiicre antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en

yiiksek CC4 grubunda goriilmiistiir.

Cizelge 3.17. P114 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 48inci saat hiicre canliligi
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol | CYP CC1 CC2 CC3 CC4 p
48.saat | 2260,00+ | 109933+ | 1227,66+ | 1354,66= | 1674,00= | 751,66+6
220,08¢ | 127,178b | 83,332bc | 119,67°¢ | 22221¢ | 0,032 <0,001

a, b, ¢, d: aym satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.
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3.3.5. Selekoksib ve Kemoterapotik Kombinasyonu 72°nci Saat Bulgular:

Calismada, Dox ve CYP’nin IC50 konsantrasyonlar1 sabit tutularak, selekoksibin dort
farkli dozu (DC1l: DOX+25uM selekoksib, DC2: DOX+50uM selekoksib, DC3:
DOX+75uM selekoksib, DC4: DOX+100uM selekoksib ve CCl: CYP+25uM
selekoksib, CC2: CYP+50uM selekoksib, CC3: CYP+75uM selekoksib, CC4:
CYP+100uM selekoksib) ile kombine uygulandiktan sonra COX-2 pozitif meme timorii

hiicre hatlarinin 72’°nci saat degerleri incelenmistir.

Dox+Selekoksib grubunda 72’nci saatte CMT-U27 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil

3.25 ve Cizelge 3.18’de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki degerleri ise Cizelge
3.26’da verilmistir.

CMT-U27
150 =
=3 Kontrol
) =1 Dox
=3 100+ =1 DC1
[
o c = DC2
E (=]
o x - E DC3
SR 50= . _
L= mm DC4
=
Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4
72. Saat

Sekil 3.25. CMT-U27 hiicre hattt DOX+CYP gruplarinda 72’nci saat hiicre canliligi (%
Kontrol)

Dox+selekoksib grubunun 72°nci saat CMT-U27 hiicre hatti degerleri incelendiginde,
etken gruplar arasinda istatiksel olarak onemli bir farklilik elde edilmistir (p<0,001).
DC1, DC2, DC3 ve D4 gruplar1 benzer ve diisiik canlilik degerleri sergilemistir. Hiicre
antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiiksek DC4 grubunda

gorilmiistiir.
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Cizelge 3.18. CMT-U27 hiicre hatt1 DOX+CYP gruplarinda 72nci saat hiicre canliligi
(Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol | Dox DC1 DC2 DC3 DC4 P
72 .saat 100,00+0, | 53,46+1,4 | 43,86+7,4 | 42,43+2,3 | 39,12+6,4 | 26,12+1,8 *
Od 1¢ 2b,c 6b,c 8b 5a <0’001

a, b, ¢, d: ayn1 satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

CYP+selekoksib grubunda 72°nci saatte CMT-U27 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil
3.26 ve Cizelge 3.19’da; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27°de

verilmigtir.
CMT-U27
150 =
Ea Kontrol
) = CYP
=3 100- =1 CC1
(-
0=
©c = CC2
e
e= T - B CC3
22 504 I
= mEm CC4
2
0 1 1 1 I
Kontrol CYP cc1 CcC2 CcC3 CC4
72. Saat

Sekil. 3.26. CMT-U27 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 72’°nci saat hiicre canliligi (%
Kontrol)

Cizelge 3.19. CMT-U27 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 72°nci saat hiicre canliligi
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol | CYP cC1 cc2 ccs cca P
72.saat | 100,040, | 56,5322 | 46,.8052,1 | 53,732.6 | 67,5554 | 28.80+34
00¢ 1° 1 7 10 72 <0,001

a, b, ¢, d, e: ayni satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.
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CYP grubunun 72°nci saat CMT-U27 hiicre hatt1 degerleri incelendiginde, CC1, CC2 ve
CC3 kombinasyon gruplar1 arasinda benzer ve istatiksel olarak énemli bir farklilik elde
edilmistir (p<0,001). CC4 grubu en diisiik canlilik degeri belirlenmistir. Hiicre
antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiikksek CC4 grubunda

gorilmiistir.

Dox grubunda 72’inci saatte CMT-U309 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.27 ve
Cizelge 3.20°de; kontol grubuna goére % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.26’da verilmistir

CMT-U309
150 =
Ea Kontrol
) =3 Dox
<3 1004 =1 DC1
[
©c =1 DC2
e 2
S — - E DC3
T - mm DC4
2 i
Kontrol Dox DCA1 DC2 DC3 DC4
72. Saat

Sekil 3.27. CMT-U309 hiicre hattit DOX+CXB gruplarinda 722nci saat hiicre canliligi (%
Kontrol).

Dox+selekoksib grubunun 72’nci saat CMT-U309 hiicre hatti1 degerleri incelendiginde,
etken gruplar1 arasinda istatiksel olarak 6nemli bir farklilik elde edilmistir (p<<0,001).
DC1, DC2, DC3 ve D4 gruplar1 benzer ve diisiik canlilik degerleri sergilemistir. Hiicre
antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiiksek DC4 grubunda

goriilmiistiir.
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Cizelge 3.20. CMT-U309 hiicre hattt DOX+CXB gruplarinda 72nci saat hiicre canlilig
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol | Dox DC1 DC2 DC3 DC4 P
72.Saat 100,00+0, | 50,37+2,3 | 34,65+1,3 | 29,22+1,9 | 27,08+1,2 | 23,75+£2,0
00¢ 3d 3abc obe gab 42 <0,001

a, b, ¢, d: aynmi satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

CYP grubunda 72’nci saatte CMT-U309 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.28 ve
Cizelge 3.21°de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27°de

verilmistir
CMT-U309
150 =
=3 Kontrol
=) Ea CYP
= @ 100+ =1 CC1
T 5
: £ =1 CC2
- 4
S — - Em CC3
o mEm CC4
ES
0 1 I | 1
Kontrol CYP ccC1 cc2 cC3 CC4
72. Saat

Sekil 3.28. CMT-U309 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 72’°nci saat hiicre canliligi (%
Kontrol).

CYP+selekoksib grubunun 72°nci saat CMT-U309 hiicre hatt1 degerleri incelendiginde,
kombinasyon gruplari arasinda sadece CC4’de istatiksel olarak 6nemli bir farklilik elde
edilmistir (p<0,001). CYP grubu ve CC1, CC2, CC3 gruplar1 benzer ve istatistiksel olarak

farklilik elde edilmemistir. Hiicre antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en

yiiksek CC4 grubunda goriilmistiir.
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Cizelge 3.21. CMT-U309 hiicre hattt CYP+CXB gruplarinda 72nci Saat hiicre canliligi
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol | CYP ccl cca cca cca p
72saat | 100,0020, | 53,11+14, | 41,34+3,9 | 506329 | 59,0754 | 2556446
00° 23" 128 g op 6° <0,001

a, b, ¢: aym satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

Dox grubunda 72’nci saatte MDA-MB-231 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.29 ve
Cizelge 3.22°de; kontrol grubuna goére % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.26’da

verilmistir
MDA-MB-231
150
Ea Kontrol

= = Dox
=3 100- =1 DC1
® 5

©c =1 DC2
g8

S - T mEm DC3
I~ mE DC4
<

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4
72. Saat

Sekil 3.29. MDA-MB-231 hiicre hattt DOX+CXB gruplarinda 72’nci saat hiicre canlilig
(% Kontrol).

Dox+selekoksib  grubunun  72°nci  saat MDA-MB-231 hiicre hatti degerleri
incelendiginde, kombinasyon gruplari arasinda istatiksel olarak énemli bir farklilik elde
edilmistir (p<0,001). DC2, DC3 ve D4 gruplari benzer ve diisiik canlilik degerleri
sergilemekle birlikte DC1 grubuda istatistiksel olarak farklilik gdstermistir. Hiicre

antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiiksek DC4 grubunda

goriilmiistiir.
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Cizelge 3.22. MDA-MB-231 hiicre hattt DOX+CXB gruplarinda 72nci saat hiicre

canliligi (Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 P
72.Saat 100,00+0, | 51,2443,5 | 38,48+3,5 | 35,46+2,5 | 32,88+2,0 | 26,65+1,8
Ood 7¢ 3b 6b 4a,b 72 <01001

a, b, ¢, d: aynmi satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

Dox+selekoksib  grubunun  72°nci  saat MDA-MB-231 hiicre
incelendiginde, kombinasyon gruplari arasinda istatiksel olarak énemli bir farklilik elde
edilmistir (p<0,001). DC2, DC3 ve D4 gruplar1 benzer ve diisiik canlilik degerleri

sergilemekle birlikte DC1 grubuda istatistiksel olarak farklilik gostermistir. Hiicre

hatti  degerleri

antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiiksek DC4 grubunda

gorilmiistiir.

CYP grubunda 72’nci saatte MDA-MB-231 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.30
ve Cizelge 3.23’te; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27°de

verilmigtir
MDA-MB-231
150+
e Kontrol
=] = CYP
=3 1004 =3 CC1
=
oc = CC2
) -
S < = CC3
22 50
& == mm CC4
=~
0 I I I 1
Kontrol CYP cc1 cc2 cc3 Ccc4
72. Saat

Sekil 3.30. MDA-MB-231 hiicre hatt1 CYP+CXB gruplarinda 72’nci Saat hiicre canliligi
(% Kontrol).
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CYP+selekoksib grubunun  72’nci  saat MDA-MB-231 hiicre

incelendiginde, tiim kombinasyon gruplarinda istatiksel olarak onemli bir farklilik elde

hatti  degerleri

edilmistir (p<0,001). CC1, CC2, CC3 gruplar1 kendi aralarinda benzer fakat CC4 grubuna

gore farklilik gostermislerdir. Hiicre antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda

en yiilksek CC4 grubunda goriilmiistiir.

Cizelge 3.23. MDA-MB-231 hiicre hattt CYP+CXB gruplarinda 72’nci Saat hiicre
canliligl (Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol CYP CC1 CC2 CC3 CC4 P
72.saat 100,00+0, | 39,44+3,3 | 59,89+3,1 | 66,51+4,2 | 72,57+5,0 | 18,39+2,5
00¢ Qcb obe ged 6d 5a <0,001

a, b, ¢, d: ayn1 satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

Dox grubunda 72’nci saatte P114 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.31 ve Cizelge
3.24°de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.26’da verilmistir.

P114
150 =
Ea Kontrol
D = Dox
=3 1004 =1 DCH1
=
: S =1 DC2
=
3;2 50 T mm DC3
L = mm DC4
32 -
Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4
72. Saat

Sekil 3.31. P114 hiicre hatti DOX+CXB gruplarinda 72°nci saat hiicre canliligi (%
Kontrol).

DOX+selekoksib grubunun 72°nci saat P114 hiicre hatti canlilik degerleri incelendiginde,

tim kombinasyon gruplarinda istatiksel olarak onemli bir farklilik elde edilmistir
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(p<0,001). DC1, DC2, DC3 gruplart kendi aralarinda benzer fakat DC4 grubuna gore
farklilik gostermislerdir. Hiicre antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en

yiiksek DC4 grubunda goriilmiistiir.

Cizelge 3.24. P114 hiicre hatti DOX+CXB gruplarinda 722nci saat hiicre canliligi
(Ortalama+ Standart Hata).

Kontrol Dox DC1 DC2 DC3 DC4 p
72.Saat 100,00+0, | 50,18+4,5 | 25,83+1,9 | 23,33+2,7 | 19,55+2,4 | 12,78+1,9
Ood 1¢ 2b Ob Za,b 62 <01001

a, b, ¢, d: aym1 satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

CYP grubunda 72’°nci saatte P114 hiicre hattinda canlilik degerleri Sekil 3.32 ve Cizelge
3.25’de; kontrol grubuna gore % antiproliferatif etki ise Cizelge 3.27’de verilmistir.

P114
150 -
=3 Kontrol
D = CYP
=3 1004 =1 CC1
c =
©c =1 CC2
X
o B CC3
22 50+
L = L - mm CC4
< )
0 | ] 1 |
Kontrol CYP CcC1 cC2 cC3 CC4
72. Saat

Sekil 3.32. P114 hiicre hattt CYP+CXB gruplarinda 72’nci saat hiicre canlilign (%
Kontrol).

CYP+selekoksib grubunun 72’nci saat P114 hiicre hatti degerleri incelendiginde, CC4

kombinasyon grubu hari¢ diger kombinasyon gruplarinda istatiksel olarak onemli bir
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farklilik elde edilmemistir (p<0,001). CYP ve CC1, CC2, CC3 gruplari kendi aralarinda
benzerlik gosterirken, CC4 grubu istatistiksel olarak farklilik gdstermistir. Hiicre
antiproliferatif etki kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiiksek CC4 grubunda

gorilmiistiir.

Cizelge 3.25. P114 hiicre hatti CYP+CXB gruplarinda 72’nci Saat hiicre canliligi
(Ortalama+ Standart Hata)

Kontrol | CYP cet cc2 ccs cca p
72 saat | 100,0020, | 51,13:2,0 | 302142.1 | 3137400 | 45,0414 | 37.74:2,1
00¢ g 7 4 o 50 <0.001

a, b, ¢, d: aym satirda farkli harf bulunan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki olarak
Onemlidir.

DOX+CXB (Cizelge 3.26)ve CYP+CXB (Cizelge 3.27) kombinasyon gruplarinda, P114,
CMT-U27, CMT-U309 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24, 48 ve 72’nci Saatlerde

kontrol ve tasit madde kontrol grubuna gore % antiproliferatif etkileri degerlendirilmistir.

Cizelge 3.26. DOX+CXB kombinasyon gruplarinda, P114, CMT-U27, CMT-U309 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24, 48 ve 72°nci saatlerdeki % antiproliferatif etkileri.

Kontrol | Dox DC1 DC2 DC3 DC4
24ncii saat
P114 0 32,19 46,35 50,57 61,3 64,41
CMT-U27 |0 38,28 4151 48,61 56,8 62,99
CMT-U309 | 0 29,57 36,07 42,2 46,97 52,47
%?A'MB' 0 43,87 65,67 68,04 71,62 73,03
48nci saat
P114 0 46,75 67,67 69,56 71,47 73,61
CMT-U27 |0 41,48 47,45 53,43 59,22 64,69
CMT-U309 | 0 52,87 58,79 61,68 65,29 69,26
2/'3[13A'MB' 0 43,87 65,67 68,04 71,62 73,03
72nci saat
P114 0 49,82 74,17 76,67 80,45 87,21
CMT-U27 | 0 4522 56,14 57,57 60,87 73,87
CMT-U309 | 0 49,62 65,34 70,76 72,01 76,24
%?A'MB' 0 48,76 61,51 64,54 67,11 73,34
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Cizelge 3.27. CYP+CXB kombinasyon grubunda, P114, CMT-U27, CMT-U309 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72’nci saatlerde kontrol ve tasit madde kontrol
grubuna gore % antiproliferatif etkileri.

Kontrol | CYP ccl cc2 cc3 cca
24ncii saat
114 0 46,42 49,02 29,07 32,03 25,68
CMT-U27 | 0 45,36 44,06 41,4 20,22 46,9
CMT-U309 | 0 48,51 29,34 20,59 2,53 49,31
%?A'MB' 0 40,98 37,75 18,22 14,52 39,96
48nci saat
114 5 51,36 45,68 40,06 25,03 66,74
CMT-U27 |0 49,23 4728 44,27 10,8 52,72
CMT-U309 | 0 4518 39,54 27,93 20,06 62,65
PDAME 1o 51,37 44,78 35,57 18,12 60,80
72nci saat
P114 0 60,56 60,79 68,63 54,95 62,26
CMT-U27 | 0 43,46 53,20 46,27 32,45 71,19
CMT-U309 | 0 46,89 58,65 49,37 40,93 74,44
%?A'MB' 0 48,87 40,10 33,48 27,42 81,61

Leica DFC295 kamera eklentili inverted mikroskop ile ¢ekilen, CMT-U27, CMT-U309,
P114 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina DOX+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72’°nci
saat bulgularna ait fotograflar sirasiyla Sekil 3.33, 3.34, 3.35 ve 3.36’da verilmistir.

78



Sekil 3.33. CMT-U27 hiicre hattina DOX+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72’°nci
saat bulgularinin fotograflari.

Sekil 3.34. CMT-U3009 hiicre hattina DOX+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72°nci
saat bulgularinin fotograflar.
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Sekil 3.35. P114 hiicre hattina DOX+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72°nci saat

bulgularinin fotograflari.

Sekil 3.36. MDA-MB-231 hiicre hattina DOX+CXB kombinasyon uygulamalarinin
72’nci saat bulgularinin fotograflari.
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Leica DFC295 kamera eklentili inverted mikroskop ile ¢ekilen, CMT-U27, CMT-U309,
P114 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina CYP+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72°nci
saat bulgularina ait fotograflar sirastyla Sekil 3.37, 3.38, 3.39 ve 3.40’da verilmistir.

Sekil 3.37. CMT-U27 hiicre hattina CYP+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72’°nci saat
bulgularinin fotograflari.
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Sekil 3.38. CMT-U309 hiicre hattina CYP+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72’nci
saat bulgularinin fotograflar.

Sekil 3.39. P114 hiicre hattina CYP+CXB kombinasyon uygulamalarinin 72’nci saat
bulgularinin fotograflari.

Sekil 3.40. MDA-MB-231 hiicre hattina CYP+CXB kombinasyon uygulamalarinin
72’°nci saat bulgularinin fotograflari.
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4. TARTISMA

Meme tiimorleri; hem insanlarda hem de kopeklerde gelistirilen bir¢ok yeni tedavi
yontemine karsin halen en sik goriilen ve yiiksek oOliimle sonuglanabilen kanser
tiirlerindendir. Ilag gelistirme stratejileri, yeni aday kemoterapétiklerin gelistirilmesinin
yani sira, mevcut ilaglarin tek basina kullanildiklarinda elde edilen etkinlikten daha
yiiksek etkinlige sahip olabilecek yeni ilag kombinasyonlarmin kesfini igerir. Farkli
antitimoral etki mekanizmalart {izerinden ¢alisan ve aralarinda ilag-ila¢ etkilesimi
bulunmayan farkli molekiillerin kombinasyonuyla, hem daha yiiksek tedavi edici etkinlik
hem de olas1 olumsuz yan etkilerinden kag¢inilmasi miimkiin gériinmektedir. Ayrica, tek
basina kullanilandan daha diisiik dozlari ile olusturulan ilag kombinasyonlari ile tedavide
secici etkinligin artirilmast ve kemoterapinin istenmeyen yan etkilerinin Oniine

gecilebilmesi saglanabilir (Lu ve Mahato., 2009).

Sunulan bu calismada, in-vitro kosullarda farkli diizeylerde COX-2 eksprese eden kdpek
ve insan meme timori hiicre hatlar1 iizerinde COX-2 inhibitorii olan selekoksib ve
kemoterapoétik ajanlarin (DOX ve CYP) tek basina ve kombinasyon halindeki antitiimoral

etkileri degerlendirilmistir.

Yakin zamanda canli ve Olii hiicre sayilarinin "gercek zamanli" olarak siirekli olarak
izlenmesine olanak taniyan MTT'ye ek alternatif canlilik ve sitotoksisite yontemleri
gelistirilmistir. RealTime-Glo™ MT Hiicre Canlilig1 Testi, MTT testi ile kiyaslandiginda
¢ok daha hassas, hizli ve tek bir plakada ger¢cek zamanli siirekli okumalara olanak
saglamaktadir. Ayrica, MTT reaktifinin sitotoksik etkileri deney sirasinda hiicrelere zarar
verebilecegi ve hatta dkaryotik hiicrelere toksik oldugu rapor edilmistir ( Riss, Moravec
ve Niles, 2013). Tiim bunlara ek olarak, RealTime-Glo™ MT Hiicre Canliligi Testi,
reaktif hiicreleri 6ldiirmedigi igin bir plakada multiple testleer (apoptozun saptanmasi,
RNA'nin ¢ikarilmasi, stres yanit isaretleyicilerinin saptanmasi, 6lii hiicrelerin saptanmasi

vb.) olanak saglamasi biiyiik bir avantajdir (Riss, 2017).
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Yapilan bu ¢alismada hiicre canliliklar1 RealTime-Glo™ MT ve MTT testi kullanilarak
tespit edilmistir. 24 ve 48nci saat uygulamalari RealTime-Glo™ MT ile
degerlendirilirken, 72nci saat bulgularinda tedavi gruplariyla birlikte higbir uyglama
yapilmayan kontrol grubu hiicrelerinde de ¢ogalmanin dogrusalligi bozuldugu i¢in MTT
testine gegis yapilmistir. RealTime-Glo™ MT Hiicre Canlilig1 Testi, biyoliiminesan bir
yontemdir ve canli hiicrelerin, NanoLuc® lusiferaz i¢in bir substrat olusturmak tizere MT
hiicre canlilig1 prosubstratini indirgemesine dayanir. Bu substrat hiicrelerden ¢evredeki
kiltiir ortamina yayilir ve burada NanoLuc® enzimi tarafindan liiminesan bir sinyal
tiretmek i¢in hizla kullanilir. Kanser hiicre hatlarinin ¢ok hizli boliinmesi sebebebiyle
72nci saatte ortamda yeterli substratin kalmadig1 ve dogrusalligin bozuldugu diisiiniilerek

72nci saat sonuglar1 ayr1 olarak MTT testi ile degerlendirilmistir.

Prekanser6z ve malign dokularda, COX-2 ifadesinin, yangida olana benzer sekilde arttigi
gosterilmistir (Harris vd., 2014). Yangiyla es zamanl olarak; endotel, epitel, stromal
hiicreler, monosit ve lenfositlerde COX-2 ifadesi ve PGE-2 iiretimi, bazal seviyenin 100
katina kadar yiikselir. COX-2 geninin yukari regiilasyonu ve PGE-2'min siirekli
biyosentezi, basta meme olmak {izere bir¢ok kanser gelisiminde geri doniissiiz bir sekilde
baglantili gorinmektedir (Wu ve Zhou, 2010). COX-2 enflamatuar kaskadinin artmasi,
proinflamatuar uyaranlara maruz kalan hiicrelerin hiicre membranlarindaki toll benzeri
reseptorler tarafindan taninmasi ve NF-xf’nin aktivasyonu ile tetiklenir. Kanserde NF-
kB'nin aktivasyonu hiicre proliferasyonu ve anjiyogenezi artirirken, apoptozun

baskilanamasina neden olur (Park ve Hong., 2016).

Kopeklerden izole edilen ve oOliimsiiz hiicre serileri olusturularak, laboratuvar
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan CF33, CF41, CMT-9, CMT-12, CMT-28 k&pek
meme timori hiicrelerinin COX-2 ifadesi gosterdikleri, bunlar arasindan CMT-12’nin
giiclit COX-2 ifadesi gosterirken, diger hiicre hatlarinin diisiik ifade seviyelerine sahip
olduklar1 tanimlanmistir (Brunelle vd, 2006). Bu ¢alismada kullanilan képek meme tiimor
hiicreleri CMT-U27, CMT-U309 ve P114 COX-2 pozitif olarak bilinirler (Visan vd.,
2016). Yukaridaki ii¢ hiicre hatt1 ve ilave olarak MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinin, COX-2 ifade seviyeleri western blot teknigi ile gosterilmis ve sirastyla P114,
CMT-U27 ve MDA-MB-231"de COX-2 ifadesi yiiksek, CMT-U309 ise diisiik seviyeded
COX-2 ifadesine sahip oldugu bulunmustur.
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Bununla birlikte; farkli hiicre hatlarinin sadece farkli diizeyde COX-2 eksprese etmedigi
aynt zamanda farkli kemoterapotiklere ve kombinasyonlara karsi farkli yanitlar da
sekillendirdigi goriilmiistiir (Li vd.,2020). Selekoksibin farkli dozlarinin tek basina ve
kemoterapotik ajanlarla  kombine edildiginde hiicre canlilig1 tlizerine etkileri
incelendiginde; yiikksek COX-2 ifadesine sahip hiicre hatlarinda selekoksibin doksorubisin
ile kombinasyonlarinda, tiimor hiicresi proliferasyonunu onemli Olgiide azalttigini
gosterilmistir. Nitekim; son yillarda selekoksibin antineoplastik etkileri {izerine yapilan
arastirma ¢alismalarinin sayis1 onemli Olgiide artmaktadir. Bu arastirmalarin biiylik
cogunlugu, etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik preklinik ¢alismalara aittir.
Selekoksib ile ilgili calismalar oncelikle kolon, meme, akciger, prostat, mide, bas ve
boyun kanserlerinin yani sira ailesel adenoma polipozis gibi premalign lezyonlarin
tedavisine odaklanmistir (Yang vd., 2020; Perroud vd., 2015; Kerschbaumer vd., 2015;
Chen vd., 2015; Kong vd., 2016). Sunulan ¢alismada; 6zellikle kemoterapétik ajanlarla
selekoksib kombinasyonunun degerlendirildigi sonuclar dikkat c¢ekici bulunmustur.
Doksorubisin ile yapilan kombinasyon tedavisi, tiimdr hiicre proliferasyonunu daha
yiiksek oranda baskiladigi ve DC4 grubunun (DOX+100 uM CXB) en yiiksek antitlimoral
etkiyi gosterdigi gortilmistiir (p<0,001). Bu 6zellikle; antitiimoral tedavilerde tek basina
kullanilan DOX dozunun diistiriilmesini saglayabilecek bir sonug¢ olarak goriilmektedir.
Ciinkii DOX” un etki mekanizmasina bakildiginda; DNA'nin ¢ift sarmalini ayirmaktan
sorumlu bir enzim olan topoizomeraz II' yi inhibe eder ve DNA'ya interkalasyon yoluyla
acilimina izin vererek sonugta programlanmis hiicre 6liimiine neden olur. Aslinda tercihi
mitotik hiicreler olsa da hiicrenin hangi hiicre dongiisii asamasinda olduguna
bakilmaksizin etkilerini gosterebilir (Gonzalez vd., 2000). Bu 6zellikleriyle hem beseri
hekimlikte hem de veteriner hekimlikte meme tiimorleri de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
karsinomlara kars1 antitiimoral olarak kullamilsa da, yaptigt miyelosupresyon,
immiinosupresyon ve doz-kiimiilatif kardiyotoksisite gibi akut ve kronik toksisiteler
nedeniyle kullanimi sinirlidir (Pang vd., 2011). Yapilan bu calismada da literatiirle
uyumlu bicimde; IC50 degerleri belirlenen hiicre hatlarindan 6zellikle P114 hiicre hattinda
yiikksek doksorubisin hassasiyeti gozlenmistir (p<0,001). Doksorubisin dozunun
diisiiriilmesini saglayabilecek, toksik olmayan ilaglarla kombinasyon protokolleri aramak

amaciyla yapilacak in vivo ve in vitro testler onem arz etmektedir. Sunulan bu
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calismadada, DOX ile yapilan kombinasyon tedavilerinin, sadece kemoterapiye kiyasla
daha yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi goriilmiistiir. Ozellikle, doksorubisin ve
selekoksib kombinasyonunun P114 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda en yiiksek
antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir (p<0,001).

In-vitro deneylerde, doksorubisin 1C50 dozu sabit tutularak, selekoksibin artan
konsantrasyonlari, caligmada yeralan tiim meme kanseri timor hiicreler iizerinde
antitiimoral etkinlik gosterdi ve daha da ilging sekilde artan selokoksib konsantrasyonu ile
antitlimoral etkinlik arasinda da dogru orantili bir baglant1 bulundugu tespit edildi. Bu,
doksorubisinin hiicre biiyiimesi ve boliinmesi iizerine olan etkinligi ile selekosibin farkli
bir yolak kullanarak tiimdr hiicrelerini apoptoza siiriikleyen etkisinin kombine edilmesi
ile agiklanabilir goriinmektedir. Iki ilacin uygulama sonras1 24’iincii saatte antitiimoral
etkisi, 48 ve 72’nci saatlerde de benzer sekilde devam etmektedir. Dolayisiyla, COX-2
ifadesi pozitif meme kanseri olgularinda, doksorubisin tedavisi ile birlikte NSAID
kullaniminin, doksorubisinin kullanilan dozunun diisiirtilerek kardiyotoksisite gibi nemli
yan etkilerinin azaltilmasinda etkili bir secenek olabilecegi agiktir. Bu konuda CMT-U27
hiicrelerinde gergeklestirilen doksorubisin ve derekoksibin in birlikte uygulandigi
aragtirma sonuglarma gére, doksorubisin IC50 dozu 0.9 pM iken, NSAID kombinasyonu
ile 0.245 uM ‘a kadar diistigii ortaya konulmustur (Bakirel vd., 2016).

NSAID tedavisi ile daha yiiksek COX-2 ifadesine sahip képek meme tiimér hiicrelerinde,
diisik COX-2 ifadesi olanlara gore belirgin sekilde yiiksek antitimoral etkinlik elde
edilebilecegine dair karsilastirlmali i1k veriler bu arastirmayla birlikte gosterilmistir. DOX
ve CXB kombinasyonundan elde edilen bu sonuglarin 1s18inda bu kombinasyonun anti
proliferatif etkisinin hem CXB’nin dozuna hem de zamana bagli oldugu ve kopek meme
timorlerinde anti proliferatif etki saglayabilmek i¢cin DOX tedavisine CXB’nin
eklenmesinin faydali olabilecegi diislinlilmektedir. Bununla birlikte, CMT-U27
hiicrelerinde tespit edilen antiproliferatif etkinlik ile CMT-U309 arasinda fark olmamasi,
kullanilan hiicre hatlarina gére ve dolayisiyla klinik meme kanseri hastalar1 arasinda da
varyasyonlar bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Tiimor hiicrelerinin COX-2 ifade
diizeyleri ve NSAID etkinligi arasindaki korelasyonun dogrulanabilmesi i¢in farkli COX-

2 ifadesi gosteren diger hiicre serileri ile in-vitro deneylere devam edilmesi ve in-vivo
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caligmalarda kanserli hastalarin COX-2 ifade diizeylerinin kantitatif olarak ayirt

edilmesini saglayacak yeni bir skorlama sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Buna karsilik, sunulan ¢alismada ilging bir sekilde CYP’nin 25,50 ve 75 uM CXB ile
kombinasyonunda CMT-U27, CMT-U309, P114 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
hepsinde hiicre canliligini artirmistir (p<0,001). Sirasiyla 25, 50 ve 75 uM’lik
kombinasyonlarda kademeli olarak arttirilan CXB dozuyla birlikte hiicre canlilig1 paralel
bir artis gdstermistir. NSAID’lerin siklofosfamid ve karboplatin ile kombinasyon
yapildiginda intra-aditif etkilesimi girdigi kaynagindan yola ¢ikarak antagonistik oldugu
diistiniilen bu iki ilacin birbirleriyle veya hedefleriyle etkilesime girerek ve dolayisiyla

ilgili inhibitorlerin etkilerini azalttiklari diistiniilmektedir (Robledo-Cadena vd., 2020)

Bununla birlikte, CYP+100 pM dozda ise tiim hiicre hatlarinda antiproliferatif etki
gbzlenmistir. Bu yiiksek doz selekoksib uygulamasinin zaten hiicredeki toksik sinir1 astigi

ve dolayisiyla hiicre 6liimiinii arttirdig1 diigiiniilmektedir.

Aslinda, bu tiir ilag kombinasyonlar1 daha Once yumurtalik, akciger karsinomu ve
pankreatik adenokarsinom tizerinde klinik olarak test edilmistir (Han vd., 2019). Ancak,
kanser ilerlemesi durdurulamamis ve kanser hastalarinin ¢cogu kétii sagkalim oranlari
gostermistir  (Foucquier vd., 2015). Belki de selekoksib ve karboplatin veya
siklofosfamidin nispeten etkisiz oldugu bu tir olumsuz sonuglar nedeniyle,
yumurtalik/akciger/pankreas karsinomlar1 {izerinde daha fazla calisma yapilmasi
engellenmistir. Mevcut bulgular, bu tiir ilag kombinasyonlarinin infra-additif yanitlar
saglamasi beklendiginden daha kotii sonuglarla tutarhidir. Selekoksibin kanser hiicreleri
icin karboplatin/siklofosfamidin sitotoksisitesini nasil azalttiginin agiklanabilmesi i¢in
daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Bu son baglamda, CaslII-gly'nin E vitamini
analoglar1 (a-TOS ve o-TEA) ile gii¢lii bir infra-additif etki gosterdigi belirtilmektedir;
bunun nedeni muhtemelen bu ilaglarin ayni bolgeleri/siirecleri (6rnegin mitokondriyal

fonksiyon) hedefleyerek birbirleriyle etkilesime girmesidir (Robledo-Cadena vd., 2020).

COX-2’ yi asir1 eksprese eden kanser hiicre hatlarma CYP ve NSAID kombinasyon
uygulanmasinin tiimdr inhibisyonuna hi¢ etki etmedigini ya da tiimor gelisimini tesvik
ettigi ileri siiriilmiistiir (Gao vd., 2021; Balraj vd., 2010). Gao ve ark.’larmin yaptiklar

diger bir galismada in vitro Skuaméz Hiicreli Kanser hiicrelerinde COX-2 ifade
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seviyesinin diisiiriilmesinin kanser hiicreleri lizerinde ¢cok az veya hi¢ etkisi olmadigin
fakat tiimor ksenogreft ¢iplak fare modelinde, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu COX-
2 yikimi ile dramatik bir oranda azaltiklarini raporlamislardir (Gao vd., 2021). Bu sonuglar
COX-2 inhibitorleriyle yapilan tedavi modellemelerinde, COX-2 ifade seviyesini
diisiirmekten ziyade tiimor mikrogevresinde tiimorogenezi baskilamanin daha etkili
sonuglar verdigini desteklemektedir. Aslinda, COX-2 ve PGE2' nin, sitotoksik T
lenfositlerin aktivitesini bloke etmek i¢in kanser hiicrelerinden tiimor mikro ¢evresine
salindig1 ve konak immiinolojik tepkilerini bastirarak kanser hiicrelerinde IDO1 ifadesiyle

tiimor gelisimini destekledigi diisiiniilmektedir (Hennequart vd., 2017).

COX-2 selektif inhibitdrii olan selecoxib, 20 yili askin bir stiredir 6zellikle
antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik ilag olarak kullanilmaktadir. Selekoksib, COX-
2'ye Ozgii bir inhibitdrdiir ve COX-1 flizerinde sadece zayif bir etkisi vardir. Diger
NSAID'lerle karsilastirildiginda, selekoksib daha diisiik oranda gastrointestinal ve renal
yan etkiye sahiptir (Totoczko-lwaniuk vd., 2019; Chen vd., 2011; van Wijngaarden vd.,
2007). Yan etkisi diger NSAID’lere gére nispeten diisiik olan bu enti-enflamatuarm
kematerapotik ajanlarla kombinasyonu hem kematerapotiklerin yan etkilerini azaltacak,
hem de selektif COX-2 inhibitorii olmasi ile COX-2 salgilayan hiicrelerde daha etkin bir

tedavi protokolii olugturulmasini saglayabilecektir.

Sunulan bu calismada daha Once farkli kanser hiicre hatlarinda denenen fakat diisiik
(CMT-U309) ve yiiksek COX-2 ifadesine sahip kopek (CMT-U27, P114) ve insan meme
timoriit (MDA-MB-231) hiicre hatlarinda doza bagimli kombinasyonlar1 denenmeyen
CXB ve DOX veya CYP kombinasyonlarinin bulgular1 da bu teoriyi destekler niteliktedir
ve DOX ile CXB kombinasyonlarinin COX-2 pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda
antitiimoral etki gosterdigi ortaya konulmustur. Kombinasyon tedavilerinin 24, 48 ve 72
saatlik zaman noktalarinda hiicre canliligint 6nemli oOlgiide azalttifi goriilmiistiir
(p<0,001). Ozellikle en yiiksek antiproliferatif etki, doksorubisin ile yiiksek doz
selekoksib kombinasyonunda gdzlenmistir. Bu sonuglar, COX-2 inhibitoriiniin
kemoterapétik ajanlarla birlestirilmesinin sinerjistik etki yaratabilecegini ve tiimdr hiicre
proliferasyonunu etkili bir sekilde inhibe edebilecegini gdstermektedir. Bununla birlikte;
kombinasyon tedavilerinin uzun siireli etkileri de ¢alismada ele alinmistir. 72 saat

sonrasinda da doksorubisin ve selekoksib kombinasyonlarinin antiproliferatif etkisinin
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devam ettigi gorilmiistiir. Bu sonug¢, kombinasyon tedavilerinin uzun dénemde timor

biiyiimesini kontrol etme potansiyeline sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Selekoksib ile kombine edilerek kullanilan doksorubisin ve siklofosfamid etki
mekanizmalar1 agisindan temel farklilik, doksorubisinin topoizomeraz II inhibisyonu ile
DNA replikasyonu ve DNA’dan RNA transkripsiyonunu engelleyerek hiicrenin biiyiimesi
ve replikasyonunu durdurmasi iken, siklofsofamidin DNA alkilleyicisi olarak non-selektif
yolakla DNA ve RNA fonksiyonlarin1 engellemesidir. Burada, selektif COX-2 reseptor
inhibitorii olarak kullanilan selekoksib, hiicre i¢i ve hiicrelerarasi birgok sitokin (PGE2,
nfkB, IL1, IL6 vb) ve anjiyogenez (VEGF) mediyatorlerinin sentezi ve saliverilmesini
azaltir. In-vivo kosullarda tiimér mikrogevresi igerisinde azalan bu mediyatorlerin timéor
gelisimini durdurucu, hatta regresyonuna neden olan bu etki mekanizmasi agisindan,
invitro kosullar i¢in aynisinin sdylenebilmesi ¢ok da miimkiin degildir. Cilinkii farkli
malign hiicre serileri ile yapilan ¢aligsmalarda, selekoksib belirgin sekilde serbest oksijen
radikallerinin seviyesinde artis ve mitokondiryal stres ile intrinsik apoptozu
tetiklemektedir. Selekoksibin tiimér hiicrelerinde apoptozu tetiklemesi, sunulan
arastirmada kombine olarak kullanilan doksorubisin ve siklofosfamidin etki yolaklarindan
ayr1 ve kombine etkinlikte artisin beklendigi bir ilag yeniden konumlandirma tedavi
protokoliinii olusturmaktadir. Selekoksib ile yapilan hiicre kiiltiirii calismalarinda; timor
hiicrelerinde Bax proteinlerinin ekspresyonunda artis ile birlikte, anti-apoptotik
proteinlerden Bcl-2 ve survivin gibi belirteglerin ekspresyonunda azalmalar oldugu
kanitlanmistir. Literatiirde artik klasik bilgi olarak yerini alan, invitro kosullarda
selekoksib aracili apoptoz mekanizmasinin bu aragtirmada tekrar gosterilmemesi, bir
eksiklik olarak degerlendirilebilirsede, c¢alismanin temel amaglar1 arasinda yer

verilmemistir.

Selekoksib'in antitlimoral etkinligi hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen,
farkli kanser hiicre hatlar1 tizerinde kemoterapi ile kombinasyonlarinin agonits/antagonist
etkileri ve doz-yanit iliskisi iyi bir sekilde belgelenmemistir. Selekoksib, proliferasyonun
inhibisyonu ve apoptozisin indiiksiyonu yoluyla kanser hiicreleri tizerinde anti-tiimorjenik
etkinlik gosterir. Fakat bu etkilerin farkli antikanser ilaglarla farkl etkilesimli etkilerine,
farkli ilaglarin farkli etki mekanizmasina, farkli hiicresel hedeflere ve hiicre dongiisii

kontrol noktas1 aktivasyonu tizerinde farkl etkilere sahip olduguda gézoniine alinmalidir.
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Selekoksibin farkli hiicre hatlarinda aym ilagla kombine edildiginde farkli etkilesimli
etkiler gosterebilecegi bulgusu, COX-2'nin farkli kanser tiirlerinde oynadig1 farkli rol
temelinde agiklanabilir. COX-2'nin birgok kanserin biiyiimesini ve ilerlemesini arttirdigi
bildirilmistir (Fosslien, 2000). Bu tiir kanserler i¢in COX-2 inhibitorleri terapotik fayda
saglar ve diger antikanser ajanlarin etkinligini artirabilir. Diger kanserlerde, COX-2'nin
pro-apoptotik ve timor baskilayici aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Bol vd., 2002,
Nakopoulou vd., 2005, Xu vd., 2006), bu da bu kanserlerde COX-2 inhibisyonunun timor
bliylimesini artirabilecegi, apoptozu inhibe edebilecegi ve antikanser ilaglarin etkisini
antagonize edebilecegi anlamina gelmektedir. Nitekim sunulan bu ¢alisma da,
selekoksibin tek basina kullaniminin hiicre canliligi iizerinde doza ve hiicre hatlarina bagl
olarak farkli etkileri oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle yiiksek COX-2 ifadesine
sahip P114 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda selekoksibin tiimor hiicresi
proliferasyonunu usirastyla ( % 60 ve % 55 oraninda ) azalttigi gézlemlenmistir. Ancak
disik COX-2 ifadesine sahip CMT-U309 hiicre hattinda diisik doz selekoksib
uygulamasinin antiproliferatif etki gostermedigi goriilmistiir. Bu sonuglar, COX-2 ifade

seviyesinin selekoksibin etkileri izerinde 6nemli bir faktor olabilecegini gostermektedir.

Esas deginilmesi gereken konu ise, selekoksib ve siklofosfamid kombinasyonunun hiicre
proliferasyonu tizerindeki etkileridir. Siklofosfamidin hizli hiicre boliinmesine yol agan
etkisi ve selekoksibin yangiyr kontrol ederek timér bilylimesini engellemeye ¢aligsan
mekanizmasi, bu iki ajanin birlikte kullaniminin karmagsik etkilesimlerine isaret
etmektedir. Ozellikle P114 hiicre hattinda, selekoksib ve siklofosfamid kombinasyonunun
hiicre bitylimesini destekledigi gdzlenmistir (p<0,001). Bu durum, farkl hiicre hatlar1 ve
timor ozelliklerine bagli olarak bu kombinasyonun farkli sonuglar dogurabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica, COX-2 pozitif meme tiimdrii hiicre hatlarinda selekoksib ve
siklofosfamid kombinasyonunun farkli zaman noktalarinda yapilan uygulamalarinin
degerlendirildigi sonuglar da dikkat cekicidir. Ozellikle 48. ve 72. saatlerde elde edilen
canlilik degerleri, kombinasyonlarin etkilerinin zaman icinde nasil degisebilecegini
gostermektedir. Buna gore, CMT-U309 hiicre hattinda 48nci saatte CC4 grubunun en
diisiik canlilik degerine sahip oldugu ve en yiiksek antiproliferatif etkinin bu grupta
gozlendigi goriilmiistiir (p<0,001). Benzer sekilde, P114 hiicre hattinda da 72nci saatte
CC4 grubunun en diisiik canlilik degerine sahip oldugu ve en yiiksek antiproliferatif
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etkinin bu grupta gozlendigi tespit edilmistir. Hem literatiir bilgilerinde hem de sunulan
calismada gosterildigi izere, CXB’nin ayni1 hiicre hattinda farkli antikanser ilaglarla farkl
etkilesimli etkileri, farkl ilaglarin farkli etki mekanizmasina, farkli hiicresel hedeflere ve
hiicre dongiisii kontrol noktasi aktivasyonu lizerinde farkli etkilere sahip olmasiyla
aciklanabilir. Bu nedenle, CXB’nin farkli antikanser maddelerle kombine edilmesi

tizerine farkli etkilere sahip olmasi sasirtic1 degildir.

Sonug olarak, sunulan bu ¢alismada selekoksibin meme gibi bazi kanser tiirleri ve DOX
gibi bazi antikanser ilaglarla kombinasyonunda yiiksek oranda antiproliferatif etki

gosterirken, CYP ile kombinasyonunda basarili olamayabilecegini gosterilmistir.

Sunulan bu ¢alismada, hem kdpek hem de insana ait farkli diizeylerde COX-2 eksprese
eden meme tiimori hiicre hatlar1 kullanilmis, farkli dozlarda verilen kemoterapotiklerin
ayrt ayr1 ve COX-2 inhibitérii ve antiinflamatuar CXB ile kombinasyonlarinin bu hiicre

hatlar1 tizerindeki antiproliferatif etkileri zaman bagimli degerlendirilmistir.

Buna gore; DOX + CXB’ nin birlesik uygulamasinin hiicre proliferasyonunu azalttigini,
ancak CYP + CXB’ nin kombinasyonunun farkli sonucglar dogurabilecegini

gostermektedir.

Doksorubisinin  COX-2 inhibitorii olan CXB ile birlikte kullanilmasinin, hiicre
bliylimesini daha etkin bir sekilde engelledigini gdsterilmistir. Bu, doksorubisinin

etkinliginin COX-2 inhibitorii ile giigclendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Ancak, CYP + CXB kombinasyonunun DOX + CXB kombinasyonunun aksine, hiicre
proliferasyonunu artirabildigi gortilmiistiir. Her iki ajanin farkli mekanizmalari, hiicre
biiyiimesini farkli yonlere yonlendirebilir. Ozellikle P114 hiicre hattinda, selekoksib ve
siklofosfamid kombinasyonunun hiicre biiylimesini destekledigi g6zlemlenmistir. Bu
sonuglar, kemoterapi ajanlar1 ile COX-2 inhibitdrlerinin birlesik kullaniminin hiicre

hatlarina ve tiimor 6zelliklerine bagli olarak degisebilecegini gostermektedir.

Giliniimiizde kanser tedavilerinde en biiyiik sorunlardan biri , her kanser hastasina standart
tedavilerin uygulanmasidir. Oysa artik her hastanin tedavisinin kendine 6zgii olmasi
gercegi bilinmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar arasinda 6nemli yer tutan onkogram

testi, kemoterapi tedavisinin baslangi¢ asamasinda hastanin kanser hiicrelerinin hangi
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kemoterapotik ilaglara duyarli, hangilerine direngli oldugunu saptayarak hastanin dogru

tedaviye yonlendirilmesini saglamaktadir ( Williams vd., 2022).

Sonu¢ olarak, sunulan bu calisma doksorubisin ve selekoksib kombinasyonunun
antitimoral  etkisini  destekler  nitelikteyken, selekoksib ve  siklofosfamid
kombinasyonunun farkli sonuglar dogurabilecegini gostererek ilag kombinasyonlarinin
karmagikligint ortaya koymaktadir. Bu tiir sonuglar, gelecekteki in-vivo ve Klinik
caligmalar i¢in yol gosterici nitelikteyken, 6zellikle veteriner hekimlikte tedavinin hasta
(tlir/cins) ve timor bazli degisebilecedi bunun icin bireysel uygun tedavi metodlarinin

gelistirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir.
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